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OZET

Pinealektomi (PINX) Yapilmis Ratlarda CCL4 Indiikte Edilmesiyle
Karaciger Dokusunda Olusan Morfolojik Degisiklikler Uzerine

Melatoninin Rejeneratif Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Calismamizdaki amacimiz pinealektomi islemi yapilmis ve CCL4 ile karaciger
hasar1 modeli olusturulmus ratlarda meydana gelen karaciger hasarmi gézlemlemek ve en
giiclii antioksidanlardan biri olan melatoninin karaciger hasar1 {izerinde iyilestirici
etkilerinin olup olmadigini histolojik ve biyokimyasal a¢idan incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 250-300 gr agirliginda 56 adet wistar albino cinsi erkek
sican Uzerinde gergeklestirilmistir. Sicanlar 7 gruba ayrilmistir (Kontrol, Sham
PINX+musir  yagi, CCL4 (model), PINX, PINX+CCL4, PINX+melatonin,
PINX+CCL4+melatonin  grup) (n:8). PINX islemi, deneyin ilk giiniinde
gerceklestirilmistir. Melatonin uygulamalari 15 giin boyunca giinliikk verilmistir. CCL4
uygulamasi 15 giin boyunca gilin asir1 devam etmistir. 16.glin anestezi altinda kesim
yapilarak karaciger dokulari alinmistir. Biyokimyasal olarak MDA,GSH, CAT, SOD,
TAS, TOS,0SI, AST, ALT, ALP, IL-6, IL-1B degerlerine bakilmistir. Histolojik olarak
TGF-1B diizeyi ele almmustir. Istatiksel analizler IBM SPSS 14 ile yapilmis ve p<0.05
istatistiksel manada anlamli olarak kabul edilmistir.

Bulgular: CCL4 gruplari, PINX gruplart MDA seviyelerinin yiikseldigi, CAT ve SOD
seviyelerinin azaldigi, TAS diizeylerinin azaldigi, TOS ve OSI degerlerinde dramatik
artislarin oldugu ve AST, ALT ve ALP degerlerinin artist yoniinde anlamli farklilik
bulunmustur (p<0.05). IL-6 ve IL-1beta degerlerinde CCL4 ve PINX gruplarinda artis
yoniinde anlamli faklilik bulunmustur (p<0.05). Melatonin verilen gruplarin tamaminda,
melatoninin iyilestirici etkisi goriilmiistir. CCL4 uygulamasi sonrasi histopatolojik
bulgular incelendiginde hepatositlerde konjesyon, nekroz ve hiicre infiltrasyonlar1 tespit
edilmistir. Melatonin uygulamasinin ise bu histopatolojik bulgular1 azalttigi saptanmustir.
PINX+CCL4 grubunda TGF-1B expresyonu en fazla iken PINX+CCL4+melatonin
gruplarinda daha azda.

Sonug:  Calismamizda  yapmis oldugumuz  biyokimyasal, histopatolojik  ve

immiinohistokimyasal incelemeler sonucu melatoninin antioksidan ve antienflamatuar



etkisiyle CCL4 gibi kanserojen etkili faktorlere ragmen karaciger dokusu iizerinde
iyilestirici 6zelliginin oldugunu gézlemlendi.

Anahtar kelimeler: Karaciger hasari, CCL4 indiikleme, Pinealektomi, Melatonin etkisi



ABSTRACT

Investigation of the Regenerative Effects of Melatonin on Morphological Changes in
Liver Tissue by Inducing CCL4 in Pinealectomy (PINX) Rats

Objective: The aim of this study is to observe liver damage in rats that underwent
pinealectomy and in which liver damage model was created with CCL4, and to examine
whether melatonin, one of the strongest antioxidants, has curative effects on liver damage
histologically and biochemically.

Material and Method: Our study was carried out on 56 Wistar albino male rats weighing
250-300 g. Rats were divided into 7 groups (Control, Sham PINX+corn oil, CCL4 (model),
PINX, PINX+CCL4, PINX+melatonin, PINX+CCL4+melatonin group) (n:8). PINX
procedure was performed on the first day of the experiment. Melatonin applications were
given daily for 15 days. CCL4 administration continued every other day for 15 days. On
the 16th day, the liver tissues were taken by cutting under anesthesia. Biochemically,
MDA, GSH, CAT, SOD, TAS, TOS, OSI, AST, ALT, ALP, IL-6, IL-1B parameters were
examined. TGF-1B level was evaluated histologically. Statistical analyzes were made with
IBM SPSS package program v14 and p<0.05 was accepted as statistically significant.
Results: MDA levels increased, CAT and SOD levels decreased, TAS levels increased,
TOS and OSI values increased dramatically, and AST, ALT and ALP values were
significantly increased in the CCL4 groups and PINX groups biochemically examined.
There were significant increases in IL-6 and IL-1beta values in the CCL4 and PINX
groups. In the groups given melatonin, the melatonin-improving effect was observed.
When histopathological findings after administration of CCL4 were observed congestion,
necrosis and cell infiltrations were detected in hepetocytes. Melatonin application was
found to reduce these histopathological findings. While TGF-1B expression was the
highest in PINX+CCL4 group, it was less in PINX+CCL4+melatonin groups.

Conclusion: As a result of biochemical, histopathological and immunohistochemical
studies conducted in our study, we observed that melatonin has a healing effect on liver
tissue due to its antioxidant and anti-inflammatory effect.

Key words: Liver damage, CCL4, Pinealectomy, Melatonin
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1. GIRIS

Karaciger, viicut agirlhi@inin yaklagik oalarak %2’ sini olusturur. Hem endokrin hem
de ekzokrin bir bez gibi ¢aligir. Safra kanallar1 ile safray1 doudenuma bosaltmasi gorevi ile
ekzokrin; glikoz, glikoproteinler, globiilinler gibi proteinler, fibrinojen, albliimin ve
protrombin gibi maddeleri sentezleyerek direk olarak kana vermesi gorevi ile de endokrin
bir bez gibi gorev yaparak, 6nemli metabolik islevleri olan bir organdir (Altinbasak, 2019).
Biyokimyasal ve fizyolojik islevlerinden dolay1 zararli ve toksik maddelere maruz
kalmaktadir. Karacigerde hasar oldugunda belirtiler cok gec ortaya cikar ve bu nedenle
tedavisi de zor olmaktadir (Naaz ve ark., 2007)

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) bildirdigi verilere goére, yilda 2,4 milyon insanin
6lim nedenini karaciger hastaliklaridir. Gelismekte olan iilkelerde prevelansinin yiiksek
oldugu, yiiz milyonlarca insanin etkilendigi, diinya ¢apinda bir saglik problemidir (Fathy
ve ark., 2019). Bu yonleriyle karaciger hastaliklar1 tiim diinyada yiiksek morbidite ve
mortalite nedeni haline gelen ciddi saglik sorunlari arasinda yer alir (Joshi ve ark., 2019).

Farkli sebeplerden olusabilen karaciger hasari, oksidatif stresi takiben serbest
radikallerin ortaya ¢ikisiyla olusur (Bacon ve ark., 1983). Hiicre membranlarinda hasara.
Sebep olduklari, karbonhidratlipitler, proteinler ve deoksiriboniikleik asit (DNA) {izerinde
zararli etkiler meydana getirdigi gosterilmistir (Brattin ve ark., 1985).

Preoksidant aktiviteleri ile bilinen karbon tetrakloriir (CCL4), karaciger hasari
modeli olusturmak i¢in en yaygin kullanilan ksenobiyotiktir. CCL4’ iin metabolize
edilmesiyle ortaya ¢ikan serbest radikaller organ {izerinde hasar veren etkilere neden olur
(Wang ve ark., 2005).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ve reaktif azot tiirleri (RSN) olarak adlandirilan
serbest radikal tlirevlerinin artmasi, oksidatif stres ile beraber ortaya ¢ikar. Oksidatif stres
sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin hastaliklarin olusumundaki etkisinin anlagilmasi
ile bu radikallere olan ilgi son yillarda daha da artmistir. Lipit membranlarindaki
proteinlerin geri doniisiimsiiz bir sekilde degisimini serbest radikaller yapar ve bdylece
karaciger hasar1 baglar. Ayrica organizmadaki DNA, protein ve karbonhidratlarin da
yapisini bozarak kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser de dahil
bir ¢ok hastaligin zeminini hazirlarlar (Lingli ve ark., 2019).

CCL4’ 1in neden oldugu toksik etkilerle lipit peroksidasyonu artar. CCL4, sitokrom

P-450 ile metabolize edildikten sonra triklorometil (CCL3) serbest radikaline doniisiir ve
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toksik etkilerini bu seklilde gosterir. Lipit peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan son iirlin olan
malondialdehit (MDA) oksidatif stresde Onemli bir indikatordiir. MDA diizeyi lipit
peroksidasyonu diizeyini belirlemek i¢in kullanilir (Diizgiiner, 2005).

Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallere kars1 viicudun antioksidan sistemi
mevcuttur. Antioksidan seviyesi gostergesi olan enzimler arasinda; siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), Glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
rediikte glutatyon (GSH) sayilabilir (Ballur, 2022).

Melatonin, seratoninle birlikte esansiyel aminoasit olan triptofandan tiireyen bir
indolamindir (Pereira, 2020). Melatoninin baslica iretildigi yer gl. Pinealis tir (Stanciu,
2020). Hidrofobik olmasi sebebiyle difiizyonla membranlar1 ve kan-beyin bariyerini
gecebilir (Salehi, 2019). Melatonin serbest radikalleri direk olarak siiplirme yetenegi vardir
ayrica diger antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarark oksidatif stresi azaltan g¢ok
giiclii bir antioksidandir (Esteban-Zubero ve ark., 2017). Kisacasi melatonin, serbest
radikal stipiiriicii etkisiyle direkt olarak, serbest radikal liretimini azaltarak indirekt olarak,
diger antioksidan enzimlerin etkisini artirarak etkisini gosterir (Rezzani, 2014).

Melatonin oksidatif stresi azaltici etkisinden dolayr CCL4 ile olusturdugumuz
karaciger hasari iizerine iyilestirici etkisinin olacagini diisiindiik. Bu amag¢ dogrultusunda,
lipit peroksidasyonunun son iirinii olan MDA, oksidatif stres belirteglerinden olan TAS,
TOS ve OSI degerlerine bakildi. Ayrica GSH, SOD ve CAT diizeyleri incelendi.
Karaciger hasarinda artan AST, ALT ve ALP degerleri incelendi. Kan numunlerinden elde
edilen serumda inflamasyon gostergelerinden olan interlokin (IL)-6 ve interlokin (IL)-1
beta seviyeleri Ol¢iildli ve histopatolojik inceleme yapildi. TGF B-1 ile boyama islemi

yapildi.
1.1. Embriyoloji
1.1.1. Karaciger Embriyolojisi

Karaciger, hamileligin 3.haftasinda duodenumdan igi bos bir endodermal tomurcuk
olarak yapilanmaya baslar. Bu yap1 karaciger ve safra olusturmak iizere ikiye ayrilir.
Hepatik boliim ¢ift potansiyelli onciil hiicreler icerir. Bunlar hepatositler ya da erken
primitif safra kanallarina katilan kanal hiicrelerine doniisiir. Bu degisime hiicre i¢indeki

sitokeratin tipin degisimi eslik eder (Van Eyken ve ark., 1993).



Karaciger parankimi endoderm tabakadan, stromasi ise mezoderm tabakadan
gelismeye baglar. Karaciger divertikiiliinlin arkasindan safra kesesi ve extrahepatik safra
yollari, divertikiiliin 6niinden ise karaciger ve intrahepatik yollar gelisir (Larsen, 2009).

Karaciger divertikiilii 22-24. giinlerde belirmeye baslar (Jung, 1999). Divertikiiliin 6n
kismindan intrahepatik yollar ve karaciger geligirken, arka kisimdan ekstrahepatik safra
yollar1 ve safra kesesi gelisir (Zorn, 2008). Divertikiil, gelisme asamasindaki mide ve kalp
arasindaki splaknik bir mezoderm olan septum transversuma dogru gider. Divertikiiliin

bliylimesine etrafindaki bu mezoderm tabakasi destek verir (Sadler, 2018).
1.2. Anatomi
1.2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger viicudun deriden sonra en biiyiik organidir ayn1 zamanda en biiyiik bezidir.
Abdominal bolgede, diyaframin altinda, sag iist kosede lokalize olmustur, iki ylizii ve iki
kenar1 bulunur. Alt ylizii i¢ organlarla, {ist yiizii ise diyafram ile komsudur. Karacigerin
dort adet lobu bulunur. Lobus hepatis dexter, lobus hepatis sinister, lobus quadratus, lobus
caudatus karaciger loblarinin isimleridir. Kostalar tarafindan, sag iist kadranda korunur.
Organin agirligr ortalama 1,5 kilogramdir (Arinct ve Elhan, 2016; Yang ve ark, 1997).
Canli karacigeri lkilogran kan tasidigi icin agirhign 2,5 kilogram olur ve tim viicut
agirliginin ortalama %2 sini olusturur. Kirmizi kahve renginde, disi piiriizsiiz kolay
parcalanabilen, elastik ve kivamli bir yapiya sahiptir. Dalaktan sonra yirtilma durumu en
yiiksek olan organdir (Erdogan, 2018).

Karacigerin arka boliimilinde periton yoktur ve bu kisimda bulunan fibroz yap: ile
diyaframa tutunmustur. Asagi kisminin arkaya ve sola bakan boliimii karin boslugunda
bulunan diger organlarla komsulugu vardir. Bu bdlimde karacigere giris kismi
hiikmiindeki hillum kismi mevcuttur. Bu hillumdan vena porta, hepatica propria, safra
kanallar1, sinirler ve lenfatik damarlar giris ¢ikis yaparlar (Aslan 2010).

Karacigerin konumu, bireyin viicut yapisina, solunum durumuna ve pozisyonuna bagh
olarak degisir. Nefes alirken 3cm asagiya iner, yatar durumda biraz yukari ¢ikar, ayakta
iken asagiya iner, sirt listli yatarken arkaya ve yukari ¢ikar. Yagh bireylerde de asagi iner.

Iki ayr1 kaynaktan karacigere kan akist mevcuttur (Kogak, 2019). Bu kaynaklardan
dakikada 1450 ml kan saglanirken, bu kanla beraber cesitlim organlarda {iretilen
hormonlarda karacigere girisi saglanmis olur (Guyton ve Hall, 2017). Oksijenden zengin

kanin %25-%30’luk kismin1 hepatik arter ile, gastrointestinal sistemden elde edilen besin
3



acisindan zengin kanin %70-%75’ini portal ven ile biinyesinde tasir. Boylece karacigerde
sadece toksinlerin temizlenmesi ve besin metabolizmasi haricinde arterdeki sinirlt kan
akisin1 dengeleyerek karacigerin oksijen gereksinimi de saglanir (Leissa ve ark., 2017,

Kogak ve ark., 2019)

vena kava inferior

falsiform ligament sol triangular  kaudat lob
| ligament

onden goniiniigi arkadan goriiniigii

safra kesesi

Sekil.1.1. Karacigerin anterior ve posteriordan goriintiisii (Kogak, 2019).
Karacigerin baglar:

Periton karacigeri orterken, karin boslugunun degisik boliimlerine atlarken bazi baglar
olusturur ve bu baglar araciligi ile diyaframa ve karin 6n duvarina tutunur.
1)Lig. Falciforme hepatis: Dikey konumlu bir bagdir. Ustte diyaframin alt yiiziine , 6n ucu
ile karm oOn duvarindan gobege kadar uzanir. Lig.falciforme hepatis icinde
vv.paraumbilicales bulunur. Bu ligamentin asagiya uzanan bolimiiniin iginde
v.umblicalis’ler bulunur ve bu kisma lig. Teres hepatis ad1 verilir.
2)Lig. Teres hepatis: Lig.falciforme hepatisin alt kenarinda bulunan ve umblicusa uzanan
bir bagdir. I¢inde v.umblicalisler bulunur. Bu ven embriyonik dénemde islevi olan ve daha
sonra tikanan bir damardir. Dogumda ductus venosus ve v. Umblicalis kapanir. Fibroz bir
bant halini alir.
3)Lig. Coronarium hepatis: Karacigerin 6n kismini orten periton diyaframin alt yiiziine
uzanir, arka yliziini Orten periton ise diyaframin alt yiiziine atlayarak arka tarafa
gecer.boylelikle periton iki yaprak halinde karacigeri sarar ve sonra diyaframa uzanir
4)Lig. Hepatorenale: Lig.coronarium hepatis in arka yapragi sag bobrek ve bobrekiistii
bezlerinin 6n yliziine uzanir ve bu boliime lig.hepatorenale denir.
5)Lig. Triangulare dextrum: Lig. Coronarium hepatisin 6n ve aarka yapraklari, area nuda

nin sag ucunda birleserek lig.triangulare dextrumu olusturur.



6)Lig. Triangulare sinistrum: Lig. Coronarium hepatisin 6n ve aarka yapraklari, area nuda
nin sag ucunda birleserek lig.triangulare dextrumu olusturur (Gokmen, 2003).
Karacigeri yerinde tutan yapilar

Canlida igerisindeki kanla birlikte 2,5kg agirligindaki karaciger abdominal boslukta sag
iist kosede asili olarak durmaktadir ve yerinde tutan yapilar;
1)Abdomila bolgede bulunan negatif basing en onemli etkendir. Karin bosluguna hava
girmesi durumunda(pneumoperitoneum) karaciger 2-3 cm asagiya iner.
2)Karaciger diger organlarin tizerinde bulundugu igin yerinde durmasi kolaydir.
3)Karin bolgesindeki kaslarin tonusu karacigerin yerinde durmasini kolaylastiran
etkenlerdendir.
4)Periton baglar1 karacigeri diyaframa sabitler. Lig.triangulare dextrum, lig. Triangulare
sinistrum ve lig.coronarium basta olmak tizere karacigeri tasirlar. Lig.falciforme hepatis
karacigeri tasimaz sadece yanlara hareketini kisitlar.
5)Area nuda karacigerin diyaframa tutunmasina yardim eden eden en 6nemli olusumlardan
biridir.
6)Karacigerin v.cava inferiora tutunmasi v.hepaticalar araciligi ile olur. Ve bu mararla
karaciger yukaridan asilmis olur.
7)Omentum minus ve iginden gegen yapilar karacigeri komsu yapilara baglar (Gokmen,
2003; Ozan, 2014).

Karaciger salgi, metabolik fonksiyonlar ve sentez olarak ¢ok islevsel bir organdir.
Karbonhidratlari, yaglari, amino asitleri, mineralleri ve vitaminleri alir isler ve depolar
(Bilgig ve ark., 2016).

Karacigere kan iki kaynaktan ulasir. Bunlardan biri portal vendir; bagirsak ve
dalaktan vendz kani getirir. Diger kaynak ise hepatik arterdir ve Kkoliak aksisten arterial
kan1 karacigere getirir. Arteria hepatica propria ile oksijen yoniinden zengin kan, vena
porta yolu ile besin yoniinden zengin kan gelir. Organa gelen kanin %80 ini vena porta,
%20 sini arteria hepatica propria tasir. Vena porta; vena porta dextra, vena porta sinistra
olmak {iizere, arteria hepatica propria; arteria hepatica dextra, arteria hepatica sinistra
olmak {iizere porta hepatiste ikiye ayrilir, daha sonra saydigimiz bu damarlar karaciger
icine girdikten sonra interlobiiler ve intersegmental dallara ayrilirlar. Karacigerdeki venoz
dolasim ise karacigerin arkasinda bulunan sag sol vena hepatikalarla gergeklestirilir ve son

olarak vena cava inferior’a dokiiliir (Arinci ve Elhan 2016, Gray’s Anatomy, 2008).



Sag ve sol vagal sinirler, sag frenik sinirden gelen dallar, T 7-10 sempatik
ganglionlardan gelen dallar ¢olyak pleksus ile birlesir ve karacigerin sinir agin1 olusturur.
Karaciger igerisinde bu sinirlerin olusturdugu pleksus safra kanallari, hepatik arter ve
portal venle birlikte yol alir (Moore, 2007).

Karacigerin lenfatikleri, hillusta bulunan nodi lymphatici hepatis’ e buradan da nodi
lyphatici caelicaya drene olurlar. Ayni1 zamanda lenf damarlarinin bir boliimiide karin arka

duvarindaki diyafram kismina drene olurlar (Perek, 2005).

Safra sivisi karacigerin hepatosit hiicreleri tarafindan sentezlenir, sentezlenen safra
safra kanalikiilleri ile santral venden portal triada dogru akar. Safra kanalikiilleriHering
kanal1, duktuli biliferi, ductus interlobularis iiretilen safranin izledigi yoldur. Interlobiiler
kanallara kadar ilerleyen safra bu kanalin sag ve sol hepatik safra kanallarina drene olur.
bu iki kanal birlesir ve ductus hepaticus communis’i meydana getirir ve bu yapida
ligamentum hepatoduodenalis icerisinde ductus sisticus ile birlesip ductus coledekus’u
olusturur. Yetigkin bir inain karacigerinde farkli sekil ve boyutlarda iki kilometreden daha
fazla safra kanallar1 ve duktiilleri bulunmaktadir (Northover, 1979; Terblanche ve ark.,
1983).

1.3. Histoloji

1.3.1. Karaciger Histolojisi

Fibroz glisson kapsiilli, perisinizoidal araliklar, siniizoidal kapillerler karacigerin
histolojik boliimleridir. Organize hepatosit kordonlarinda olusan yapiya parankim denir.
Bu kordonlar tek hiicre kalinligindadir ve siniizoidal kapillerle birbirinden ayrilmislardir
(Ross, 2014; Junqueira ve Carneiro, 2003).

Stroma bag dokusu yapisindadir ve organi distan saran glisson kapsiilii ile devam
eder ve bu kapstilden organ i¢ine uzanana trabekiiller parankimi lobiillere ayirir. Bag
dokusu yapisinda olan stroma iginde sinirler, kan damarlari, safra kanallar1 ve lenf
damarlar1 uzanmaktadir. Hepatosit kordonlar1 arasindaki vaskiiler kanallara siniizoidler,
hepatositler ile sinilizoid endotel arasindaki bosluklara da disse araliklar1 ad1 verilir. (ROSS,
2014)

Karaciger lobiilii: karacigerin en temel yapisini hepatositler olusturur. Karacigerin
lobguklarinin koselerinde portal triadlar1 igeren portal alanlar vardir. Her portal triad
biinyesinde bir arter, bir ven, lenfatik damarlar ve safra kanallar1 olusturur ve bu yapilar

bag dokusu ile ¢evrilmistir. Hepatositler karaciger icerisinde 1sinsal olarak yerlesmislerdir.
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Hiicre plaklar lobiiliin periferinden merkezine dogru ilerlemistir. Hiicre plaklarin arasinda
karaciger siniizoidleri yerlesmistir. Ince retikiiler lif kilifiyla sarili siniizoidler kuppfer
hiicreleri ad1 verilen makrofajlarida igerirler. Kupffer hiicreleri hepatik siniis kanindaki
bakteri ve diger yabanci maddeleri fagosite ederler (Ross, 2014; Junqueira ve Carneiro,
2003).

portal vein )
bile duct hepatic

Sekill.2.Karaciger Lobiilii (Ross, 2014)

Karaciger Hiicre Tipleri

Karaciger bes tip 6zellesmis hiicreden olusmustur; hepatosit, stellat hiicre, biliyer
epitelyal hiicreler, kupffer hiicresi, karaciger sinilizoidal endotelyal hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin her biri benzersiz gorevleri ile hepatik islevleri yerine getirir (Junqueira ve
Carneiro, 2003)

Karaciger parankimi altigen lobiiller halinde diizenlenmistir. Her lobiiliin ug
kisimlarinda, hepatik arter dallari, safra kanali ve portal ven portal triadi olusturur.
Lobiiller, portal triadi merkeze drene eden ince duvarli siniisoidal kilcallar1 bilinyesinde
bulundurur. Siniizoidal kilcallar, portal kanin hepatositler ile iletisimini saglayan 6zel
endotel hiicrelerle kaplidir (Ross, 2014).

Hepatositler:

Karacigerin ana hiicreleri hepatositlerdir ve bu hiicreler islevsel olarak en cesitli
hiicreler arasindadir. Hepatositlerin; endokrin, ekzokrin ve metabolik gorevleri vardir ve bu
hiicreler biiylik, yuvarlak ve merkezi g¢ekirdekli ve mitokondriden zengin hiicrelerdir.
Karaciger parankimasi kiigiik bir merkezi venin etrafinda, yiizlerce hepatositin diizensiz
tabakalar halinde siralanmasiyla olusan binlerce kiiclik hepatik lobiiler halinde organize
olur. Her lobiil daha fibréz bir bag dokuyla beraber 3-6 portal alan igerir (Poli, 2000).
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Stellatlar

Stellat hiicreler, ¢ok sayida retinoid ve yag damlaciklar iceren, hareketsiz yada
aktif halde bulunabilen, tipik olarak sessiz formda bulunan hiicrelerdir (Geerts, 2001). A
vitamini depo etme gorevleri vardir. Ayrica hepatosit bliylime faktorii (HGF) salgilar ve
hepatosit gelisimini saglar (Friedman, 2008). Normal sartlar altinda stellat hiicreleri
hareketsizdirler, karaciger hasar1 olusmasi durumunda aktif duruma gegerler ve A vitamini
depolarimi1 kaybetmeye baslarlar. Bu siire¢ basladiginda karaciger sirozundan, hepatik
fibrozise kadar ilerleyen hastaliklar baglar (Parola, 2008).

Biliyer Epitel Hiicreler

Karaciger biinyesinde hepatositlerden sonra en ¢ok bulunan ikinci hiicre tipidir.
Biliyer epitel hiicreler safra kanalinin liimenini kaplarlar. Gorevi iiretilen safray1 tagimak
ve PH dengesini saglamaktir (Junqueira ve Carneiro, 2003).

Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri siniizoid siniizoid duvarin elemanlaridir ve monontiklear fagositik
sisteme aittirler (Fausto ve Campbell, 2003). Komsu endotelyal hiicreler ile baglanti
kurmazlar. Immiinolojik ve fagositik aktivitelere sahip makrofajlardir. Portal dolasim
yoluyla giren bir ¢cok patojeni algilarlar ve yara iyilesmesi siirecinde antiinflamatuar etki
sergilerler. Karacigerin savunmasinda aktif gorev yapan bu hiicreler, yasl eritrositlerin

parcalanmasinda da rol oynarlar (Olakunle, 2011, Ustuner ve ark. 2018).

Santral
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Sekil.1.3.Karaciger Lobiiliiniin Temel Yapis1 (Guyton ve Hall, 2017)

Siniizoidal Endotelyal Hiicreler



Siniizoidal limenlerde diyaframsiz, genis fenestra plaklar olustururlar. Protein ve
bazi partikiillerin degisiminde 6nemli gorevi vardir ve aktif bir bariyer gibi ¢alisir (Trefts
ve ark., 2017).

Siniizoid venleri ¢evreleyen endotel hiicrelerde genis bosluklar vardir. Bu tabakanin
alt kisminda, endotel hiicreler ile karaciger hiicreleri arasinda bir aralik vardir ve bu araliga
disse aralig1 (perisiniisoidal aralik) denir. Disse araliklar1 ile lenfatik damarlar baglantilidir
ve sivinin fazlasi lenfatikler araciligi ile uzaklastirilabilir (Ross ve Pawlina, 2014).

Karacigerin fonksiyonlart

Kan Depolama Islevi

Karacigerin kendi damarlarinda yliksek miktarlarda kan depolayabilme 6zelligi
vardir. Sag atriyumdaki kan basinci arttifinda karaciger i¢indeki basingta artar ve karaciger
bir litreye kadar cikabilen miktardaki ekstra kani cogu siniislerde, daha azi hepatik
venlerde olacak sekilde depo eder. Ciinkii genisleyebilen bir organdir. Ayni sekilde kan
hacmi azaldiginda da ek kan saglayabilir (Guyton ve Hall, 2017).

Karbonhidrat Metabolizmas

Biiyilk miktarlarda glikojen depolama, glikojenez, galaktoz ve friikktozu glikoza
cevirme ve karbonhidrat metabolizmasi sonucu olusan iriinlerden onemli yapilarin
olusturulmas1 gibi 6nemli bir géreve sahiptir. Kandaki glikoz seviyesinin devamlilig
acisindan Onemlidir. Kanda bulunan fazla glikozu alir ve depo eder. Kandaki glikoz
azaldiginda ise tekrar kana glikoz verir ve boylece dengeyi saglamis olur (Guyton ve Hall,
2017).

Lipit Metabolizmas:

Viicut i¢in gerekli enerjinin temini i¢in yag asitlerinin oksidasyonu, kolestrol,
fosfolipit ve lipoprotein sentezi, karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi karacigerin
diger bir 6nemli gorevidir (Capan, 2010).

Karaciger, lipitlerin ve lipoproteinlerin alimini, sentezini, depolanmasinit ve
salgilanmasini saglar. Yaglarin etkin bir sekilde emilmesini saglar. Oksidatif yollarla yag
asitlerini i¢ enerji kaynagi olarak goriiliir (Ozougwu, 2017).

Endojen ve eksojen kokenli anyonlar siniizoidal kanallardan uzaklastirilip, idrar veya
safra yoluyla atilirlar. Salgilatict gorevlerin degerlendirilmesi klinik agidan Onemlidir.
Kullanilan testler arasinda safra asitleri ve biliriibin gibi endojenlerin ve de amino-pirin ve
indosiyanin yesili gibi eksojenlerin belirlenmesi yer alir. Biliriibin, yaslanan eritrositlerden

tiireyen sar1 bir olusumdur ve biyotransformasyon yapildiktan sonra idrar ve safra ile atilir.
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Karacigerin bir 6nemli 6zelligide safra metabolizmasini1 ayarlamaktir. Safranin iki goérevi
vardir. Biri kolestroliin hepatik atilimin1 saglamak, digeri ise lipitlerin intestinal sistemde
daha kolay emilmesi i¢in ¢éziinmesini saglamaktir. Bu sayede risk olusturacak kolestrol
fazlalig1 6nlenmis olur (Guyton ve Hall, 2017).

Kolestrol metabolize edildiginde, kolik asit ve kenodeoksikolik asit ortaya cikar.
Bunlar primer safra asitleri olarak adlandirilir ¢iinkii hepatik kokenlidirler. Primer safra
asitleri safra kanalina salinmadan hemen Once taurin veya glisin ile kendi biinyesinde
bulunan karboksilik asit ile birlesirler ve boylece suda ¢oziiniirliikleri artar. Bu durumla
beraber dort tane primer safra asidi olusur. Bu primer safra asitlerinin isimleri; koliglisin,
koliltaurin, kenodeoksikolilglisin ve kenodeoksikoliltaurin’dir. Serbest safra asitleri
safrada yer almazlar (Guyton ve Hall, 2017).

Safra asidi gastrointestinal sistemden gegerken, bakteriyel flora tarafindan sekonder
safra asitlerine doniistiirtiliirler. Karacigerde sekonder safra asitleri taurin veya glisin ile
birlestirilir ve safra bilesenleri olarak primer safra asitlerine birlesirler (Guyton ve Hall,
2017).

Entherohepatik dolasim olarak adlandirilan sistemle viicutta safra asidi havuzu
olusturulur. Enterohepatik dolagimi olusturan yapilar; karaciger, terminal ileum, biliyer
sistem ve portal vendz dolagimdir (Guyton ve Hall, 2017).

Protein ve Aminoasit Metabolizmast

Aminoasitlerin deaminasyonu, plazma proteinleri olusturma, amonyagi {ire
olusturarak viicut sivilarindan uzaklastirma ve Onemli aminoasitlerin birbirlerine
doniistimleri karacigerin gorevleri arasindadir (Capan, 2010).

Aminoasitler, karabonhidrat ya da yaga ¢evrilmeden once deaminasyona ugramast
gerekir. Deaminasyon bir miktar bobreklerde yapilsa da asil is karacigerde yapilir.
Deaminasyon islemlerinden sonra ortaya amonyak agiga ¢ikar. Bu amonyaga bagirsaklarda
bakterilerle stirekli iiretilen amonyakta eklenir. Amonyak karaciger tarafindan ireye
cevrilir ve lire olusturarak kandaki tireyi uzaklastirir (Guyton ve Hall, 2017, Kogak, 2019).

Plazma proteinlerinin ¢ok biliylilk bolimii karacigerde f{iretilir ve plazma
proteinlerinin azalmasi durumu karacigerin biiylimesine neden olur (Guyton ve Hall,
2017).

Vitaminlerin Depo Edilmesi Islevi

Karacigerin vitamin depolama 06zelligi de mevcuttur. Karacigerde en fazla A

vitamini depolama islemi gerceklesir, neredeyse 10 ay yetecek kadar A vitamini depo
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edilebilir. Ayn1 zamanda D vitamini ve Bl2vitaminleri de depolanir (Guyton ve Hall,
2017; Ozougwu, 2017).

Demir Depolama Islevi

Apoferritin, karacigerde yiiksek miktarda bulunabilen ve demir ile birlesebilen bir
proteindir. Dolagimdaki demir miktarinin artmasi ile apoferritin birlesir ve ferritin olusumu
saglanir ve ihtiya¢ durumunda kullanilmasi i¢in hepatik hiicrelerde depolanir (Guyton ve
Hall, 2017).

Kan Pihtilasmasindaki Islevi

Karacigerde tretilen koagiilasyon iiriinlerinden, faktor VII, fibrinojen, asselator
globiilin, protrombin gibi pihtilasma faktorlerinin meydana gelmesi i¢in K vitamini
gereksinimi vardir. K vitamini miktar1 az olursa bu faktorlerin yogunlugu azalir ve
pthtilasma sistemi bozulur (Guyton ve Hall, 2017).

Detoksifikasyon Islevi

Karacigerin ¢ok Onemli gorevleri arasinda ilaglarin metabolize edilmesi ve
amonyak, galaktoz gibi maddelerin diizenlenmesi yer alir. Bunlarin yaninda kalitsal enzim
eksikliklerinden koken alan metabolik sikintilar karacigeri olumsuz yonde etkilemektedir.
Galaktozemi bu duruma ornek verilebilir. Galaktoz-1-fosfat tridiltransferaz enziminim
dogustan eksikligi karaciger, bobrek ve beyinde probleme neden olan galaktoz-1-fosfat
toksik metabolitinin birikmesine neden olmaktadir (Guyton ve Hall, 2017).

1.4. Karbon Tetrakloriir (CCL4)

Karbon tetrakloriir, bir karbon atomuna dort tane klor atomunun tetrahedral bir
bicimde baglanmasiyla olusan renksiz, berrak, ucucu, aromatik kokulu ve ¢ok zararli bir
ksenobiyotiktir (Canbek ve ark., 2017).

CCI4 solunum yolu ile viicuda alinabildigi gibi deri ve yutma yolu ile de alinabilir
ve lipit hiicrelerine yerlesir. Metabolize edildikten sonra %4 kadar miktar1 nefesle disari
verilir, geri kalan kismu ise proteinler, yaglar ve diger hiicre i¢i molekiillerle etkilesime
gecer. Yapilan galismalarin sonucuna dayanarak, Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi
(EPA) CCI4’i B2 sinif derecesinde kanserojen madde oldugunu kabul etmistir (Thrall ve
ark., 2000; Altinbasak M., 2019).

Endiistriyel alanlarda, sogutucu ekipmanlarda, tohum ekstrati iiretim asamasinda,
yaglar, pestisit iirtinleri, petrol {iriinlerinde kimyasal ve organik ¢oziiciiler olarak kullanilir.
bocek ilaglamasi isiyle ilgilenen insanlarda, tekstil ve kimya fabrikalarinda calisanlarda,
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tehlikeli atik calisanlarinda, otomobil tamircileri ve kuru temizlemede calisanlarin bu
maddeye fazla oranda maruz kaldiklarint sdyleyebiliriz (Kumar ark., 2005).

Yapilan ¢alismalarda karbontetrakloriir’tin karacigerde ciddi hasarlara yol agtig1 ve
bunun yaninda beyin, kalp, bobrek gibi yapilarda da lirettigi serbest radikallerle zarar
verdigi kanitlanmistir (Szymonik ve ark., 2003, Vural ve ark., 2017).

Hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda hepatotoksiteye neden oldugu icin
calismalarda en ¢ok tercih edilen yontem CCL4 indiilenmesiyle olusturulan karaciger
hasar1 modelidir. (Lee ve ark., 2007; Bilgic ve ark., 2016)

Tekrarlayan bir sekilde karbon tetrakloriire maruz kalinmasi serbest radikal
tiretilmesine sebebiyet verir ve hepatotoksiteye neden olarak karacaiger hasarina neden
olur. Bu etkisinden dolay1 karaciger hasari olusturmak istenen metotlar arasinda en sik
kullanilan yontemdir (Hernandez ve ark., 1997) CCl4’ iin metabolize edilmesiyle ortaya
cikan serbest radikallerin varlig1 sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresin etkisi ile karaciger
problemleri ve fibrozu arasinda anlamli bir iliskinin oldugu yapilan bir¢ok calismada
ortaya konmustur (Gochee ve ark., 2003; Altinbasak, 2019).

CCl4’e maruz kalinarak zehirlenme belirtileri; bas donmesi, bas agrisi, gii¢siizliik,
viicutta dengesizlik, sersemlik, uysukluktur, mide bulantisi, kusma ve ishaldir. Akut CCl4
vakalarinda hepatotoksite, kronik CCl4 vakalarinda ise siroz meydana gelir (Basu, 2003;
Altinbasak, 2019).

Serbest radikaller karasiz bir yapiya sahiptir fakat CCL4 ¢ok kararli bir yapisi
vardir, biyolojik yonden aktif degildir. Ancak bir takim enzimlerle reaksiyona girdikten
sonra bu kararli yapisin1 kaybedip, serbest radikallere doniisiip patojen etkilerini sergiler.
CCL4’ 1 aktif bir serbest radikal haline doniistiiren enzim sitokrom P-450" dir. Aktivite
gosterebilmesi i¢in reaktik toksik {irlinlere doniismesi sarttir. Bu yolla olugsan metabolitler,
karacigerdeki molekiillerle tepkimeye girerek, karacigerde nekroza varan karaciger
hasarlarina sebep olurlar. (Kose ve ark, 2005, Colak, 2016)

Deney hayvanlar1 iizerinde yapilmis bir ¢ok caismada CCL4 toksik etkisini
sitokrom P-450 ile triklorometil’ e (CCL3) doniistiigiinde gosterir.( Kayaalp, 2002 )

CCLA4 bagsta karaciger olmak iizere bir ¢cok organ iistiinde hem akut hem de kronik
problemlere neden olur (Tirkey, 2005). Serbest radikallerin viicut i¢i antioksidanlarini
yenerek arttig1 durumlar hiicrelerde dejenerasyona hatta 6liime varan hasarlar olusturabilir.
Bu sekilde serbest radikallerin artmasi halinden en ¢ok etkilenen yapilar hiicre

membranlarinda bulunan lipitlerdir ve ¢ok zararh lipit peroksidasyonu durumu ortaya
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cikar. Lipit peroksidasyonu ortaya ¢ikan son metabolit MDA’ dir ve CCL4 lipit
peroksidasyon iiriinlerinin artmasina neden olarak, hiicreleri bu metabolitlere karsi koruyan
enzimlerin azalmasina neden olmaktadir. CCL4’ 1{in sitokrom P-450 enzimiyle,
triklorometil (CCL3), triklorometil peroksit (CCL302) ve N-asetil-benzokinonelmin
(NAPQI) aktif serbest radikallerine doniisiince bu toksik etkilerini gosterir. (Vural, 2017)
CCI4 toksik etkilerini karaciger hiicrelerinde bulunan sitokrom P-450 enizmin
biyotransformasyonu ile triklorometil’ e doniistiirerek gosterir. Graniilsiiz endoplazmik
retikulumda bulunan sitokrom P-450 biyosentez ve detoksifikasyon mekanizmalarinin
gerceklestigi bir elektron tasima sistemidir. Her ne kadar diger organlarda da varlik
gosterse en ¢ok bulundugu yer karaciger dokusudur. Triklorometil radikali daha sonra
oksijen ile birlesir ve triklorometil peroksil (CCI302) radikaline déniisiir ve bu radikalde
yag asitleri ile tepkimeye girerek lipit peroksidasyonunu baglatir ve hiicre zarinin
bozulmasina neden olur.(Sheweita S. A. Ve ark., 2001, Vural D. F., ve ark, 2017) Asir1
lipit birikimi karacigerde bozulmlar meydana getirir ve siroza dogru ilerleyen bir olaylar

zinciri baglar. (Giiven ve ark., 2003; Altinbasak, 2019).
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Sekil.1.4. CCL4 metabolizmasi ve reaktif metabolitlerin olusumu (Colak, 2011)

CCl4 metabolize edildikten sonra olusturdugu CCI3 serbest radikali ile lipit ve
proteinlere kovalent baglanarak toksik etki meydana getirir. Toksik etki sonrasi hiicre
membranlarindaki fosfolipitlerde doymamis yaglarin peroksidasyon olusturmasi ile direk
etki gosterir. Karacigerde oksidatif stresin artmasi ve antioksidan sistemlerin baskilanmasi
ile de indirekt etkisi meydana gelir. (Cosgun ve ark., 2019).

Karbon tetrakloriir’iin sitokrom P-450 ile metabolize edilerek olusturdugu ara
triinler DNA’ lara da kovalent olarak baglanarak DNA kiriklarima da sebep oldugu
saptanmigtir. Oksidatif strese maruz kalan DNA bir ¢cok hastaligin temelini olusturabilir
(Lavanya ve ark., 2009).

Rediiktif dehalojenasyon, radikallerin baglanmasi, protein sentezi baskilanmasi, yag

birikiminin olusmasi, apopotoz ve fibrozis CCl4 tarafindan olusturulan karaciger hasarinin

basamaklaridir (Boll ve ark., 2001).
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CCl4 ile olusturulan karaciger hasarinda goriilen bazi histolojik durumlar;
balonlagma dejenerasyonu, yag baskalagimlari, hiicre inflamasyonu, hiicre nekrozu ve
lenfosit ve kuupffer hiicre infiltrasyonudur (Oh, 2003).

Karaciger hasar1 olustugunda, normalde hiicre sitoplazmasinda bulunan karaciger
enzimlerinden olan AST, ALT ve ALP kana gecer ve seviyeleri artar. Karaciger hasari
tayininde en sik kullanilan bakilan serum markerleri AST, ALT ve ALP’dir (Fahmy, 2009,
Colak, 2016)

1.5. SERBEST RADIKALLER

Elektronlar atom ¢ekirdeginin etrafinda orbital ad1 verilen yapilarda hareket ederler
ve ¢iftli halde bulunurlar (Pancar, 2020). Elektronlar atomlarda ¢iftli halde bulunduklari
icin stabillerdir ve reaktif degillerdir ve kararli durumdadirlar. Baz1 durumlarda atomun bir
veya daha fazla orbitalinde eslenmemis elektron bulunabilir ve bunlara serbest radikaller
ad1 verilir ve bu yapilar kararsiz yapilardir. Serbest radikaller eslesmemis elektronlara
sahip olduklarindan dolay1 gevrelerinde bulunan atom ve molekiillere baglanmak igin
giicli bir egilim gosterirler. Elektronlar1 esli halde bulunan atom ve molekiiller ise ¢ok
daha fazla kararli yapilar oldugu i¢in reaksiyona girme istekleri serbest radikaller kadar
fazla degildir ve bu sekildeki kararli eslesmemis elektronu bulunmayan molekiillere
nonradiakaller adi verilmistir (Yildiz, 2020; Phaniendra ve ark., 2015; Sifuentes ve ark.,
2017).

Karasiz yapida olan serbest radikallerin dmrii kisadir, yar1 Omiirliidiirler. Serbest
radikaller kararsiz bir yapida olduklarindan dolay1r c¢evresinde bulunan molekiillerle
tepkimeye girerek elektron alma g¢abasindadirlar. Amaglar1 bir an Once kararli yapiya
ulagsmaktir. Tepkimeye girme hizlar1 yiiksektir, eslesmemis elektron 6zelliginden dolay:
(Giirdol, 2010).

Serbest radikaller biyolojik sistem i¢inde metabolik olaylar sirasinda yan iiriin
olarak iretilebildigi gibi, ilaglar, radyasyon, kimyasallar, hava kirliligi, sigara, alkol,
fitokimyasal maddeler, yaslanma, toksik maddelere maruz kalma (alloksan, parakuat,
karbon tetrakloriir), stres fakorii gibi endojen ve eksojen olarak iiretilebilirler (Kogak,
2019).

Serbest radikaller kaynagii oksijenden aliyorsa reaktif oksijen tiirleri (ROS),
kaynagin1 nitrojenden aliyorsa reaktif nitrojen tiirleri (NOS/RSN) olarak adlandirilirlar.
Bunlarin yaninda karbon kaynakli ve kiikiirt kaynakli serbest radikallerde bulunmaktadir.

(Wu ve ark., 2013).
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Insan viicudunda giinliik yasami devam ettirmek i¢in devamli olarak enerjiye
ihtiya¢ vardir. Ve bu enerji mitokondrilerde iiretilen ATP den karsilanir. ATP iiretilirken
yan {liriin olarak serbest radikaller ¢cikmaktadir. Bu endojen kaynakli serbest radikallere bir
ornektir. Serbest radikal kaynaklar1 dis kaynakli da olabilmektedir. Serbest radikallerin
fazlalig1 yaslanma siirecini hizlandirir, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, bobrek
hastaliklari, norolojik hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, karaciger hastaliklari, kas
hastaliklar1 gibi bir ¢ok ciddi hasara neden olabilir (Freeman, 1982; Gedik S. Ve ark.,
2017).

Yasam i¢in ¢ok Onemli olan oksijen, metabolik olaylarda reaktif oksijen tiirii
oldugunda viicuda zarar verebilmekltedir (Diplock, A. (1998)). Normal oksijene gore,
reaktif oksijen tilirlerinin kimyasal reaksiyona girme istegi daha fazladir. Ciftlenmemis
elektronlar serbest radikallere reaktiflik kazandirir ve viicudun ¢esitli boliimlerine zarar
verebilirler. DNA, protein, lipit, koenzimler ve niikleotitler zarar géren baslica yapilardir.
(Cosgun, 2019)

Serbest radikaller canli organizmada oksijene ihtiya¢ duyarlar. Yaslh ve hasta
hiicreler diger iyi durumdaki hiicrelere gore cok daha fazla serbest radikal tretirler.
Cogunlukla bulunan serbest radikaller: hidroksil, azot oksit, siiper oksit radikalleri,
peroksil, azot trioksittir ve bu yapilar hiicrelerin DNA, protein, enzim, karbonhidrat, lipit
ve diger molekiil gruplart ile etkileserek yapilarinda bozulmalar meydana getirirler.
Kollojen yapisinda hasar olusturarak dokularda harabiyet olustururlar, lipit peroksidasyonu
ile doymamis yag asitlerinin yikimi ile hasar meydana getiriler. Ayrica en Onemli
hasarlardan biri de mitokondri zarinin incelmesine neden olarak gegirgenligi artirip
organelin pargalanmasina kadar giden zararlar olusturabilir. Serbest radikaller normal
seviyede oldugunda her zaman zararli ¢alismazlar. Diisiik dozda serbest radikal varligi
detoksifikasyon reaksiyonlari, immiin fonksiyonlari, hiicreler arasi haberlesmeyi saglarlar.
Normal smirlar iginde ROS varlig1 zararli degildir. Ornegin hidrojen peroksit bakterileri
oldiirmek i¢in kullanilir (Mercan, 2004; Durmus, 2005; Karakan, 2017, Kogak ,2019).

Serbest radikaller hiicre diizeyinde metabolizma evresinde devamli olusurlar ve
bunu dengelemek i¢in antioksidan sistemleri mevcuttur. Antioksidan sistemlerine ragmen
bazi1 durumlarinda denge bozulmakta ve bu da oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif
stres de hiicre Oliimlerine neden olabilecek kadar ¢ok serbest radikal iiretimine neden

olabilmektedir (Jing, 2019; Kogak, 2019).

15



Cevresel Faktorler Serbest radikal yapimm Endojen Faktorler

O . HYO»
Gegis Metallern:
Fe.Cu™
v
OH-
/ |
Lipit peroksidasyonu DNA Hasan Protein Hasan

S, v g

Doku Hasan

Sekil.1.5. Serbest Radikallerin Hasar Verme Basamaklar (Altinbasak, 2019).

Realktif oksijen tiirleri

Canli ortamda olusan serbest radikallerin en sik rastlanani oksijen kaynaklidir. Bu
radikaller ¢iftlenmemis elektronlara sahip olmadiklari i¢in radikal olarak adlandirilmazlar,
hiicre membranindan gegisleri kolay oldugu icin hiicre lizerine etki edebilecek yetenege
sahip olduklar i¢in radikal olmayan reaktif tiirler olarak ‘reaktif oksijen tiirleri (ROS)’
olarak adlandirilir (Tekkes, 2006, McCord, 1993).

Biyolojik sistem iginde oksijenin ¢ok bilyiik bir kismi suya doniisiir. %5- %2 lik
kadar bir boliimii elektron alarak hiicrenin yapisin1 degistiren ve membranda oksidasyona
neden olabilen reaktif oksijen tiirlerine doniislir. Bunlar; siiperoksit radikali, singlet
oksijeni, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, nitroksit radikalidir (Altinbasak, 2019).

Mitokondri, plazma zari, endoplazmik retikulum ve proksidazlar endojen ROS
tiretiminin birincil kaynaklaridir (Yildiz, 2020).

Oksijen molekiilii elektron alarak en son suya indirgenir. Bir elektron aldiginda
stiperoksit anyonu, iki elektron aldiginda hidrojen peroksit, ii¢ elektron aldiginda hidroksil
radikali, dort elektron aldiginda ise su meydana gelir. Bahsi gegen bu ROS tiirlerinin tiimii
radikal degildir. Biitiin oksijen radikalleri ROS tur ama tim ROS lar oksijen radikali
degildir (Biiyiiksulu, 2015; Ozcan ve ark., 2015; Kogak, 2019).

Organizmada birgok ROS bulunur. En stk ROS olusan yapilarda lipit yapilardir.
Lipit radikalinin oksijen ile tepkimeye girerek lipit peroksi radikalinin olusumu ile siire¢

tamamlanmaktadir. Lipit peroksi radikalinin diger lipitlerle reaksiyon baslatmasi, lipit
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hidroperoksitlerin olusmasina neden olur. Lipit peroksidasyonunun hizini; demir ve bakir
iyonlar1 hizlandirir. Lipit radikallerin yliksek oranda toksik iiriinlere dontstigi
bilinmektedir. En ¢ok bilinen toksik iiriin ise aldehit ailesinden malondiaaldehit (MDA) dir
(Cavdar, 1997).

Siiperoksit Radikali

Oksijen molekiiliine bir elektron eklenerek indirgenmesiyle siiperoksit radikali
olusur. Siiperoksitin en fazla iiretildigi yer mitokondrilerdir. Mitokondri igerisinde bulunan
elektron tagima sisteminde (ETZ) enerji doniistiiriilirken az miktarda elektron kagagi
olabilmekte ve bu durumda oksijenin siiperoksit radikaline doniisiimiine sebep olmaktadir.
Stiperoksit cok reaktif degildir ve olusum yerinden fazla uzaga gitmez c¢iinkii lipit
membranlarinin gegirgenlik 6zelligini diisiiriir, meydana geldigi yerde ¢evrili kalir ve de
kendisi direk olarak zarar vermez. Molekiiler diizeyde etkisi, siiperoksitin sekonder olarak
meydana getirdigi diger radikallerdir. Diisiik PH da daha reaktiftir, hem indirgeyici hem de
oksitleyici 6zellige sahiptir (Cosgun, 2019). Siiperoksit zayif bir radikaldir ve tek basina
hiicre hasar1 vermesi zordur ama oksidatif strese yol agabilecek reaksiyonlari baslatabilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1984; Colak, 2016).

Stiperoksitler’in sadece zararli 6zellikleri yoktur, fayda da saglarlar (vaskiiler
fonksiyonlarin regiilasyonu, apopotoz, ndtrofillerin bakteriyal aktivitesi ve inflamasyon
gibi durumlarda). Siiperoksit seviyesi azalirsa bakteriyal enfeksiyonlara karsi egilim
artabilir (Yildiz, 2020).

Stiperoksit seviyeleri artarsa, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen
peroksit (H202) ve oksijene (O2) donistiiriilerek azaltilir. SOD, siiperoksiti H202 ve O2
doniismesi icin katalizler. Asitligi diisiikk ortamda SOD olamadan da H202 ye c¢evrilebilir.
SOD sayesinde siiperoksitin hiicre i¢inde birikmesinin 6niine gegilmis olur (Yildiz, 2020).
Hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine kiyasla daha az zararl bir radikaldir siiperoksit.
(Bolduc ve ark., 2018; Kogak, 2019)

Hidrojen Peroksit

Stiperoksitin elektron transferi sonucu SOD ile tepkimesi sonucu ya da oksijenin iki
elektron alarak indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Yapisinda eslesmemis elektron
icermediginden dolayr radikal olmamasima karsin daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim
asamasindaki rolii ve hiicre zarlarina niifuz edebilmesinden dolay1r 6nem teskil eder. Diger

bir onemli goérevi de hiicre i¢i sinyal sorumlulugunu istlenmesidir (Nordberg, 2001).
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Reaktif bir tiir olmamasina karsin H2O’nin oksitleyici oldugu kabul edilmektedir (Akytiz,
2007).

Hidrojen peroksit bir radikal degildir fakat siiperoksitlerle tepkimeye girerek ROS
tiirevi olan hidroksil radikalini olusturur ve yagda ¢oziinebilme 6zelliginden dolayr demir
iceren membranlarda hasar olusturabilir. (Ozcan ve ark., 2015). Fazladan olan, istenmeyen
hidrojen peroksit; glutatyon, peroksidaz, katalaz ve diger oksidazlarla hiicreden
uzaklastirilir. (Gutteridge, 1995).

O+ 2e + 2H — H,0, soD

O, + e+ 2H — H,0, 20,7+ 2H" — H,0,+ O,

Hidroksil Radikali

Radikaller i¢inde en toksik etkiye sahip olan radikaldir. Bir c¢ok molekiille
tepkimeye giren ¢ok reaktif bir tiirdiir. Yarilanma omrii kisadir, hizlica iretilip hemen
uzaklastirllmasina ragmen olusturdugu hasar c¢ok giclidir (Gutteridge, 1995).
Atmosferdeki kimyasallarin ana oksitleyicisi hidroksil radikalidir. Cok kiigiik, suda
¢oziiniir, reaktif, hareketli ve ¢ok zararli bir radikaldir ( Forster ve ark, 2007).

Hidrojen peroksitin indirgenmesi ve suyun radyasyona maruz kalmasi ile hidroksil
radikali olusur (Halliwell, 2015).

Hidroksil lipit peroksidasyonu baslatarak hiicre zarmin yapisina harabiyet verir.
Hiicre zarmin gecirgenligini artirarak hiicre Sliimiine sebep olur ve bdylece karaciger,
akciger, bobrek ve kanser gibi hastaliklara yatkinligi artirir. (Baykal, 2000; Akkus, 1995).
Hidroksil radikaliokadar reaktiftir ki karsilastigir her molekiil ile reaksiyona girebilir. Bu
ozelligi dis orbitalinde eslenmemis elektron icermesinden kaynaklanmaktadir. En biiyiik
bilinen hasar1 lipit peroksidasyonudur. Hiicre zar1 su icermediginden dolay:r hedefi yag
asitleridir ve lipit peroksidasyonu ile zarin yapisini bozar ve hiicre 6liimiine sebep olabilir.
(Gutteridge, 1995).

Yalnizca lipitlere degil DNA {izerindede zararl1 etkileri vardir. DNA zincirlerinde
kirilmalara neden olarak mutajenik etkilere sebep olabilir. Ayrica glikolipitler,
karbonhidratlar, proteinler gibi elektron olarak zengin molekiillerede toksik ve tehlike
yaratan bir radikaldir. (Ayala ve ark., 2014;)

Singlet Oksijen
Eslenmemis elektrona sahip olmadigi i¢in serbest radikal olmasada, doénme

yonlerinin farkliligindan dolayr oksijenin yiiksek reaktif formudur ve serbest radikal
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tepkimelerini baglatabilirler. Bundan dolay1 da serbet radikal simnifinda adlari anilir.
(Gutteridge, 1995).

Singlet oksijen siiperoksitin dismutasyonu, hidrojen peroksitin Hipoklorid ile
reaksiyonu sonucu ya da oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi ile kendi
doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilir
(Gutteridge, 1995).

Oldukga hizh bir seklide uzaklastirilmasina ragmen (6mrii ¢ok uzun olmadig i¢in),
cevresindeki molekiillerle etkilesebilir. Singlet oksijen ortamda arttifi zaman oksidatif
stresi bagslatabilir, lipit, protein, niikleik asileri okside ederek toksik etki gosterebilir
(Agnez-Lima ve ark., 2012).

1.6. Antioksidanlar

Canli organizmada siirekli surette tretilen serbest radikallerin zararli etkilerini
minimale indirmek i¢in, hiicresel boyutta koruma saglamak amaciyla giicli savunma
sistemleri olan antioksidan mekanizmasi vardir, bu mekanizma oksitlenmeyi geciktirme ve
onleme yetenegine sahiptir (Federico ve ark, 2007). Her ne kadar serbest radikal iiretimi
olsa da antioksidanlarla onlarin zarar verici etkileri dengelenmelidir. Dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasinda ileri derecede hiicre hasarlar1 ve beraberinde bir ¢cok zarar
goriinmektedir. Antioksidanlar serbest radikal etkilerini bertaraf etmek igin calisan,
hiicreleri korumakla yiikiimlii ¢ok 6nemli sistemlerdir (Cornelli, 2009).

Oksidanlar, antioksidanlardan fazla iretilirse yada antioksidan mekanizmasi
yeterince ¢alismazsa yani bir dengesizlik s6z konusu olursa lipit, protein, karbonhidrat ve
DNA hasarlari olusur (Halliwel, 1991).

Serbest oksijen radikallerini tutup daha zayif molekiillere ¢evirme islemleri
antioksidanlarin toplayici etkisidir. Radikallere bir hidrojen ekleyip aktivitelerini azaltarak
inaktif hale getirmeleri baskilayic1 etkisidir. Antioksidanlar, kendilerini radikallere
baglayip onlarin zincirlerini kirarak, zincirleme tepkime olusturmalarinin 6niine gegerler
bu da zincir kirict etkisidir. Serbest radikallerin lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi
yapilara verdigi zararlar1 onarma 6zellikleri onlarin onarict etkisidir. Metal iyonlar1 ve
oksijeninin konsantrasyonlarin1 azaltip, uzaklastirarak oksitlenmeyi durdururlar bu da
antioksidanlarin hiicresel kinaz kayiplarin1 onleme etkisidir. Enzimatik olmayan ve
enzimatik olan antioksidan sentezini artirarak etki ederler. Bu 6zellikleriylede enzimatik

etkilerini ortaya koyarlar. Bunlarin yannda antioksidanlar, DNA mutasyonunu, lipit
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peroksidasyonunu ve proteinlerin ¢apraz baglanmasiin oniine gecerler. (Akkus, 1995;
Bayraktar ve ark., 2005; Baz, 2014)

Antioksidanlar, suda ve yagda coziinen serbest radikal tutuculari, enzimleri ve
metal iyon baglayan proteinleri kapsamaktadir. Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar
olarak iki baslik altinda toplanir (Mehmetgik ve ark., 2008, Ozturk ve ark., 2009). Endojen
antioksidanlarda enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iKki
gruba ayrilir. Ekzojen antioksidanlar ise besinlerden direk aliman, C ve E vitamini,
karotenoidler, polifonik bilesikler, elementler (¢inko, kiikiirt, selenyum) dir (Altinbasak,
2019).

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, serbest radikallerin saldirisim1 azaltmak ve onlarin zarar
verici dongiilerini kirdiklar1 i¢in en Onemli birincil antioksidanlar olarak adlandirilir
(Hsiao, 2001). Etki mekanizmalar1 genel olarak suda ¢oziinerek sitoplazmadaki zararl
oksijen yapilarini uzaklagtirmak ve yok etmektir (Colak, 2016).

Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi, katalaz (CAD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz,
NADH peroksidaz’ dir. (Colak, 2016)

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Hiicre i¢inde enerji iiretilen asil yer mitokondrilerdir. Mitokondri i¢ zar1 kivrimli bir
yaptya sahiptir. Boylelikle ylizey alani artmistir. Mitokondri i¢ zar1 {izerinde elektron
tasima zinciri (ETZ) mevcuttur. Yiiksek enerjinin olustugu yerdir. Solunum zinciri olarak
ta adlandirilir. Viicutttaki en aksiyonlu yer mitokondri ETZ leridir. ETZ lerde 5 tane
kompleks bulunur. Kompleks 1, 2, 3, 4, 5 diye adlandirilirlar. Yiyeceklerden gelen
elektronlar 1 den 4’e kadar akar. Elektron akig1 4. Istasyonda biter. 5. istasyonda ise ATP
olusur (Guyton ve Hall, 2017).

ETZ komplekslerinde serbest radikal iiretimi olur. En ¢ok serbest radikal ETZ 1° de
olusur. Koenzim Q10, kompleks 1 ve 2’den aldig1 elektronlar1 kompleks 3’e aktarmakla
gorevlidir. Kompleks 3’ e gelen elektronlari kompleks 4’e tasiyan molekiil ise Sitokrom-C
dir. Ortamda fazladan olusmus serbest radikal varliginda ETZ zincirindeki elektron akisini

kesen yada kisan yapilardir. Boylece bir miktar bile olsa da Sitokrom-C hiicreleri kurtarir

(Guyton ve Hall, 2017).
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Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Normal hiicresel olaylar sirasinda, hiicre i¢inde siirekli olarak siiperoksit iiretilir.
SOD enzimi, siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriir ve ayrica
katalaz (CAT) ya da glutatyon proksidaz (GPx)enzimlerini uyararak hidrojen peroksiti
ortamdan uzaklastirir. Normalde mitokondrilerde yer alan sitokrom sistemi hiicre igi
yapilart ROS etkilerinden korur fakat bazen yetersiz kalabilir ve bu durumda SOD ortaya
¢ikar ve etkinligini artirarak hiicreyi zararh etkilere karsi savunur (Gutteridge, 1995).

Hiicre i¢indeki ROS saldirilarmma karst ilk koruyucu mekanizma SOD
mekanizmasidir ve en etkili antioksidan enzimdir. Ciinkii siiperoksit anyonu yok edilmezse
lipit, protein, karbonhidrat ve niikleik asitlerin yapisin1 bozmaya yonelik serbest radikal
tepkimelerinin atesleyicisi olarak ortamda kalir ve ciddi zararlara yol acar. Bunu 6nlemek
icin SOD savunma mekanizmasi1 mevcuttur (Pancar, 2020).

SOD kendi iginde ii¢ farkl tiirevi vardir. Bunlar mitokondride Mn-SOD, sitozol ve
diger organellerde CuZn-SOD, hiicre disinda ise EC SOD olarak bulunur.(eyalettin
Oztiirk). SOD tiirevleri anti-timér aktivitesinde, fagosite edilmis bakterilerin yok
edilmesinde ve inflamatuar yanitta ¢cok 6nemli gorev lstlenir (Karabulut, 2016; Mesner,
2012). SOD aktivitesi oksijen artis1 ile artar.

SOD
0,"+ 0y, "+ 2Hy — H,O0,+ Oy

Katalaz (CAT)

Katalaz, ROS grubundan olan siiperoksit’in parcalanmasindan sonra olusan
hidrojen peroksiti, su ve molekiiler oksijene c¢evirmekle yiikiimlii bir enzimatik
antioksidandir ve bu islemi bir katalaz enzimi 6 milyon kere yapabilme yetisine sahiptir
bundan dolay: enzimler arasinda en yiiksek devinime sahip olan antioksidandir (Aslani,
2016). Hidrojen peroksit birikimini 6nleyerek hiicreyi yikici etkilerden korur (Ogetiirk
2009).

Katalaz enzimi tiim hiicrelerde belli miktarlarda bulunmasina karsin eritrosit,
karaciger, bobrek, kemik iligi gibi yapilarda ¢ok daha fazla bulunur. (Cimen ve ark., 2005).
Kanser, ateroskleroz, retinopati, diyabet, iskemik reperfiizyon hasari, beslenme yetersizligi,
norodejeneratif hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve yaslanma gibi sorunlu durumlarda

olusan oksidatif stres yaratan durumlarda CAT savunmadaki basrol enzimidir. (Fahmy ve
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ark., 2009). CAT enzimi yasla beraber aktivitesi artan bir antioksidandir (Alexander,
1998).

CAT

2H,0, — 2H,0 + O,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Viicut hiicrelerinin ROS saldirilarina karst korundugu antioksidan sistemlerin
enzimatik olanlarinin arasinda glutatyon peroksidaz da bulunmaktadir. GSH-Px yapisinda
selenyum bulundurur ve hiicre sitoplazmasinda yer alirlar. Mitokondri ve sitozol igerisinde
yer alirlar ve hidrojen peroksit’in uzaklastirilmasinda gorevlidirler. (Akkus 1995). Bu
enzim tiim organlarda bulunur ancak plazma sentez formunu bobrekler aracilig ile yapar
ve en ¢ok bulundugu organ karacigerdir (Messner ve ark., 2012; Aslani, 2016).

GSH-Px rediikte glutatyonu yiikseltgerken, hidrojen peroksiti suya g¢evirir ve bu
sekilde hemoglobin ve membran lipitlerini oksidatif strese kars1 korur.(Akkus ve ark.,
1996)

GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikallerin peroksidasyonu sonucu
fagositoz yapan hiicreleri korur, fagositoz yapan hiicrelerin korunmasinda 6nemli rolii
vardir (Akkus,1995; Bilgig, 2016).

H,0,+ 2GSH — 2H,0 + GSSG

ROOH+2GSH — ROH + GSSG + H,0

Glutatyon S Transferaz (GST)

Toksik metabolitler ile glutatyonun konjuge olmasini katalizleyerek, zararl
tirlinlerin detoksifiye edilmesini saglar. Endojen tepkimeler sonucu olusan veya disardan
eksojen olarak yabanci alinan toksik bilesikler glutatyon ile konjuge edilir, viicuttaki diger
molekiillerle birlesmesi engellenip diger hiicrelere zarar vermeden GST sayesinde suda
¢ozlinen molekiillere doniistiiriiliir, idrar yada safra yolu ile viicuttan atilir (Seven, 1996).

Membran bilesenlerini indirgeme 06zelligine sahip olan GST’ler hiicreleri lipit
peroksidasyonundan korur. GST’ler herbisit, antikanser ilaglar, pestisit, kimyasal
kanserojenler, cevresel kirlilikler ve ksenenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol alarak
giiclii dogal koruyucu sistemlerden biri olarak anilir (Gyami ve ark., 2004, Altinbasak
2019).

Glutatyon Rediiktaz (GR)
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Antiosidan 6zellik gosteren glutatyon rediiktaz, glutatyon S-tarnsferaz ve glutatyon
peroksidazin tepkimeleri sonucu olusan okside olmus glutatyonu, rediikte glutatyona
(GSH) cgevirir. Glutatyon hiicre i¢inde az miktarda bulundugu i¢in bu doniistiirme islemi
cok 6nem arz eder. Indirgenmis glutatyon miktar1 yiiksek seviyede tutulmasi 6nemlidir.
Glutatyon rediiktaz bu islemi yaparken pentoz fosfat yolundan saaglanan NADPH’1
koenzim olarak kullanir (Akkus, 1994, Altinbasak, 2019).

Oksitlenmis glutatyona, NADPH bir elektron aktarir ve tekrar glutatyona doniistir.
NADPH serbest radikal hasarinin 6niine gegmek igsin gerekli bir molekiildiir (Karabulut
ve Giilay, 2016).

GSH-Px ve katalaz aktivitelerinin meydana gelebilmesi i¢in glutatyonun devamli
surette hiicre iginde bulunmasi gerekmektedir (Seven ve ark., 1996).

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Hiicre i¢i ortamlarda enzimatik antioksidanlar, hiicre dis1 ortamlarda ise enzimatik
olmayan antioksidanlar daha rahat gorevlerini gerceklestirirler, daha aktif ve
etkilidirler.(Halliwell B., 1991) Enzimatik olmayan antioksidanlar lipit faz ve siv1 faz
olanlar olmak tizere iki boliimde ele alinir (Colak, 2016).

Lipit fazda olanlar; a-tokoferol, B-karoten dir. A-tokoferol E vitamininin biiyiik
boliimiinti olusturur, dokudaki major E vitamini formudur, yagda ¢oziinebilir ve zincir
kirict bir antioksidandir, hiicre membranindaki lipitleri korur (Gutteridge, 1995; Hsiao ve
ark., 2001).

B-karoten ise A vitaminmin Onciiligiinii yapar, singlet oksijeni ortamdan
uzaklastirarak, ROS aktivitesi ile olusabilecek oksidatif stresten hiicreyi korur (Colak,
2016).

S1v1 fazda olanlarin sayis1 hayli ¢oktur. Bunlardan bazilari; askorbik asit,melatonin,
tirat, sistein, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, metionin, ferritin,
albiimin,biliiriibin ve glutatyondur (Ogetiirk ve ark., 2009).

Askorbik asit bu saydigimiz antioksidanlar icerisinde en giiclii olamidir, lipit
peroksidasyonunu baglatan radikalleri elimine eder ve lipitlerin okside olmasinin Oniine
gecer. Sivi faz antioksidanlarindan melatonin de ROS grubundan olan hidroksili ortamdan
uzaklastirma 6zelligine sahip, gii¢lii antioksidanlardandir. Lipofilik bir yapiya sahip oldugu
icin kan beyin bariyerini gecebilir ve burada da antioksidan aktivite gdsterebilir
(Gutteridge, 1995). Urat lipit radikalleri iizerinde etkisi yoktur, singlet oksijen, hidroksil

radiakallerini uzaklagirir. Siiperoksit ve hidroksi radikalini toplayan antioksidanlardan biri
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de sistein dir ve ayni gorevi biliiriibin de yapar. Seruloplazmin antioksidani da yine lipit
peroksidasyonunun oniine gegen bir sivi fazdaki enzimatik olmayan antioksidandir. Ayni
sekilde transferin de demiri baglayarak lipit peroksidasyonunun oniine geger. Stvi1 fazdaki
enzimatik olmayan antioksidanlardan olan ferritin de demiri baglama 6zelligine sahiptir.
Albiimin, bakir1 baglama 6zelligi vardir ve bunun yaninda hidroksil radikalini inhibe eder.
Serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon hiicreleri ROS etkilerine kars1
korur (Kogak, 2019).
Glutatyon (GSH)

Enzimatik olmayan antioksidan ailesine mensup olan glutatyon, suda ¢dziinen ve
onemli iyicil etkileri olan, peroksitlere karsi oksidatif strese savas acan bir tripeptittir.
Glutatyon, ROS’lara kars1 engelleyici gorevi vardir. Oksidatif stres durumunda hidrojen
peroksit ve glutatyon peroksidaz varliginda suya yikimlanir. Gulutatyon oksitlendiginde
GSSG denilen okside glutatyona doniisiir, GSSG’nin antioksidan etkisi yoktur. Okside
glutatyon olan GSSG sonrasinda glutatyon rediiktaz ile tekrar GSH’a doniisiir. Okside olan
glutatyonu (GSSGQG), rediikte glutatyona doniistiiriilmesi NADH kullanilmasi ile miimkiin
olur ve bu islemi Glutatyon Rediiktaz enzimi yapar. Glutatyon hiicre i¢inde nispeten az
bulundugu i¢in bu doniisiim ¢ok elzemdir. Serbest radikallerin yayilmasinin 6niine gegen
glutatyon detoksifikasyon i¢inde ¢ok dnemlidir (Hayes, 1999; Aslani ve Ghobadi, 2016).

Glutatyon viicut hiicrelerinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir, lenfositleri aktive eder
ve bagisiklik sistemini kuvvetlendirir, hemoglobinin oksitlenmesinin 6niine gecer, hasarl
DNA yapilarim 1iyilestirir, serbest radikallerin doniisiimiinii yani detoksifikasyonunu
saglar, proteinleri korur, E ve C vitaminlerini aktif formlarina doniistiirebilme 6zellikleri
vardir (Kasnak, 2015; Aslani ve Ghobadi, 2016).

En c¢ok karaciger hiicrelerinde bulunan GSH viicudun tiim hiicrelerinde belli
oranlarda mevcuttur ve yapisinda glutamat, sistein ve glisin igerir. Ksenobiyotiklerin
detoksifiye edildigi en onemli organ karacigerdir ve GSH en cok burada bulunur ve
tretilmesi i¢in herhangi bir genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan tiretimi saglanabilir ve ROS
etkisini en aza indirir ( Mitchell, 1987; Gedik, 2017).

1.7. Melatonin

Melatonin, biiylik c¢ogunlugu glandula pineaaliste tretilen, sirkadiyen ritim,
endokrin sistemin diizenlenmesi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi, immiin fonksiyonlarin
artirtlmasi, iireme sistemlerinin diizenlenmesi, yaslanma, antibiyotiklerin yan etkilerinden

korunma, uyku uyaniklik durumu, aglik tokluk, kardiyovaskiiler sisteme iyicil etkileri olan,
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triptofandan koken alan, endojen {iretilebildigi gibi bir cok meyve sebze ve kuruyemisten
de tedarik edilebilen, hem suda hemde yagda ¢oziinebildigi i¢in hiicre i¢ine kolaylikla
girerek ROS etkilerine karsi giiglii bir antioksidan Ozellige sahip cok giicli bir
antioksidandir (Kéykun, 2012; Hirsch-Rodriguez, 2007; Deniz, 2018).

Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore melatonin yalnizca glandula pinealiste degil,
ayrica timiis, kalp, karaciger, kas, kemik iligi, trombositler, dalak, karaciger, retina, glia
hiicreleri, pankreas, harder bezi, mide, plasenta, astrositler, lenfositler, bobrekler, bagirsak,
serebral korteks, testis ve deriden de salindigi bulunmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) kullanilarak HHOMT mRNA expresyonu ve NAT analizi ile ortaya konsada en hatir1
sayilir melatonin sentezi glandula pinealis ten yapilmaktadir (Kleszczynski ve Fischer,
2012; Li ve Zhou, 2015).

Melatonin sentezlendikten sonra depolanmadan komsu kapillere birakilir ve genel
dolagima kolayca katilir. Melatonin lipofilik 6zelliginden dolayr doku ve sivilara dagilimi
cok kolaydir. Dolasima katildiktan sonra, kan beyin bariyerine sahip olmadig: icin direk
olarak beyin omurilik sivist (BOS) na da karisabilmektedir (Turgut, 2002). Melatonin
yarilanma siiresi 30 ila 60 dakika arasindadir, ekzojen verilen melatonin yarilanma siiresi
daha kisa olup 12 ile 48 dakika arasinda degismektedir. Eksojen melatoninin kullandig:
metabolizma yollar1 ile endojen melatonin kullandigi yollar aynidir (Dinler K., 2008).

Glandula Pinealis Anatomisi ve Histolojisi

Milattan once 3.ylizyillar zamanindan bu yana bilinen pineal bez 1514-1564 yillari
arasinda ayrintili bir sekilde incelenmeye baslanmis, Hint felsefesine gore iigiincli goz
olarak kabul edilmis, Descartes ise ruhun merkezi olarak bu bezden sz etmis, fakat
melatoninin varligindan 1958°de Lerner ilk kez s6z etmistir. ‘Pinea’ kelimesi Latince’de
cam kozalagi anlamina gelmektedir. Corpus pineale, epiphsis cerebri, glandula pinealis;

pineal bezin diger isimlerindendir. (Kdykun, 2012; Calvo, 1985)

iiciincii ventrikiil
N pineal bez
X
Y
\
4
hipotalamus

Sekil.1.6. Pineal bez (Grays, 1985).
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Glandula pinealis, beynin merkezinde commissura posterior ile commissura
habernulorum arasinda bulunur, dogrudan {igiincii ventrikiile bagli olan tek parca halinde
bulunan bir beyin uzantisidir. Insan pineal bezi; 120-150 mg agirhigindadir, siganlardaki
agirhg ise 0,9-1,56 mg arasinda degisir (Koykun, 2012). Ugiincii ventrikiiliin tavaninin
arka ucuna 100 mm ¢apinda, 2700-3000 mm uzunlugundaki bir pineal sapla baglanir.
(Taner D., 2017).

Pineal bez, pia mater ile sarilidir ve bu pia materden icerikan damarlari, miyelinsiz
sinir lifleri igceren septalar girer. Tiim hormon salgilayan organlar gibi pineal bezde kapiller
ag bakimidan gii¢liidiir (Koykun, 2012). Bobrekten sonra viicudun en fazla kan akimina
sahip organidir (Deniz, 2018). Pineal bezde iki ana hiicre tipine rastlanir, pinealositler ve
glial hiicreler. Pinealositlerin, glia hiicrelerine goére sayilar1 daha fazladir. Pinealositler
daha fazla sayida bulunmalarinin yaninda sekresyon yapimindan sorumludur, glial hiicreler
ise daha az sayida olup destek veren hiicrelerdir (Karagoz, 2002; Kéykun, 2012).

Pineal bezin arteriyal beslenmesinden posterior choroidal arterler, venoz
dolagimindan internal serebral arterler sorumludur ve kan beyin bariyeri mevcut degildir
(Reiter, 1993).

Melatonin Sentezi

Melatonin sentezinde rol oynayan en Onemli yapi pinealositlerde sentezlenen
triptofandir. Triptofan’in besinlerle alinmas1 gerekmektedir (Olmez ve ark., 2000). Pineal
bezde kan beyin bariyeri bulunmadig: i¢in kandaki triptofan pinealositlere ulagimi ¢ok
kolaydir (Turgut ve ark., 2002). Disaridan alinan triptofan melatonin diizeyinin artmasini
saglar. Pinealositlere alinan triptofan, hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofan’a
hidroksitlenir.  5-hidroksiriptofan, aromatik- L- aminoasit dekarboksilaz ile 5-
hidroksitriptamin (seratonin)’e dekarboksillenir. Seratonin, N-asetil transferaz (NAT)
enzimi ile N-asetil seratonine ve bu da hidroksiindol-0-metil transferaz (HIOMT) etkisi ile
melatonin e doniisiir (Brzezinski, 1997; Kéykun, 2012)

Melatonin iiretilmesinde hiz smirlayict bir enzim olan NAT, endojen olarak giin
icinde ritim gosterir, 151k varliginda NAT diizeyinde diisiis gortiniir (Roseboom ve ark.,
1996; Stokkan ve ark., 1991).

Melatonin, suprakiazmik niikleus (SKN) tarafindan kontrolii saglanir. SKN,
supraventrikiiler bolge iizerinden hipotalamusun dorsomedial ¢ekirdegi ile baglant1 kurar

(Koykun, 2012).
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Tryptophan
l «—— Tryptophan hydroxylase

5-hydroxytryptophan

l <+——— S5-hydroxytryptophan decarboxylase
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1 <«—— Hydroxyindole-O-methyltransferase
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Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxytryptamine)

Sekil.1.7. Melatonin Sentezi Basamaklari (Weissbach, 1960).

Melatonin Sistemik ve Antioksidan Etkileri

Melatonin DNA, lipitler, proteinler gibi 6nemli yapilari korurlar, oksidatif Stresi
azaltirlar ve hiicre i¢i metabolizmay1 diizenleyerek iyicil etkilerini her daim gdsteriler.
Kendileri antioksidan etkisiyle ¢aligtiklart gibi, diger antioksidanlarin aktive olmasinda da
etkin rol oynarlar (Siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi) (Biilbiiller ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007). Karanlikta melatonin sentezi en
yiiksek seviyededir, yaklasik %80’1 gece sentezlenir. Melatonin etkisiyle uykuya gecisin
daha kolay oldugu ve uykunun siirdiiriilebilirliginin arttigr goézlemlenmistir. Melatonin
kandaki seviyesini degistiren 151k varliginin yaninda yasla da alakasi ¢oktur. Yenidoganda
melatonin seviyesi diisiiktiir, {iciincii aydan sonra diizene girmeye baglar. Ilk ii¢ ay
noroglial hiicreler yogunluktadir, daha sonra pinealositler aktiflesir.Alkol, sigara, giiriilti,
tok uyumak, fazla cay kahve tiiketimi, depresyon ilaglar1 da melatonin seviyesini azaltan

etkenlerdendir. (Ferguson ve ark., 2010; Sener 2010; )

Biyolojik saat
suprakiazmik nitkleu

Retinohipotalamik yol

Sekil.1.8. Melatonin sentezi dongiisii (Korkmaz ve ark., 2009).
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Kemikler iizerinde de iyilestirici etkileri s6z konusudur. Osteoblast yapiminin
artirlldigi, osteoklaastlart inhibe ederek kemikleri giiglendirdigine dair calismalar
mevcuttur (Cardinali ve ark., 2003).

Bobreklere zarar verebilen civa kloriirden koruma 6zelligine sahip olan melatonin,
glomeriiler filtrasyonu da diizenler (Quiroz ve ark., 2008).

Melatonin ROS ve RSN’lerden hiicreleri temizleyen giiclii bir antioksidandir.
Temizledigi reaktif yapilar arasinda; hidrojen peroksit, hidroksil, nitrik oksit ve daha
birgogu bulunur(Gomez-Moreno ve ark., 2010).

Melatonin en yiiksek diizeyde mitokondri ve hiicre mebranlarinda bulunur ve
buralarda lipitlerle etkilesir ve lipit peroksidasyonunun Oniine gecer. Mitokondrinin i¢
zarinda buluna ETZ lerde enerji liretme yetenegini artirirlar ve ETZ’ lerde bulunan DNA
ve proteinleri oksidatif stresten korur. (Karbownik ve ark., 2000)

Melatonin’de kan beyin bariyeri olmadigindan dolay1 hiicre membrani tarafindan
engellenmez ve hiicre icine kolaylikla girebilir; fonksiyonlarina reseptdrlerin aaraacilik
etmesinin haricinde onlardan bagimsiz olarakta hareket edebilir. (Rodriguez ve ark., 2004;
Reiter, 1991)

Sicanlar iizerinde yapilan aragtirmalarda karaciger, beyin ve bobreklerde melatonin
uygulamasinin, glutatyon peroksidaz aktivitesinin arttigi sonucuna ulasilmistir (Reiter,
1997).

Melatonin lipofilik 6zelligi sayesinde hiicre icine hatta hiicre ¢ekirdegine kadar
kolayca girebilir boylece DNA’nin korunmasina cok ciddi fayda saglayarak diger
antioksidanlara kars1 bir iistiinliik saglamis olur. bu iistiinliigli gece en pik noktada yasar.
Diger bir iistilinliigii ise uzun siire kullanimlarinda dahi toksik etki géstermemesidir. (Tan,
1993; Keskin 2020)

Jetlag, uyku diizeni, iiremenin kontrol edilmesi, immiin fonksiyonlarinin
diizenlenmesi, anti-tiimoral etki, anti-fibrotik etki, antioksidan etki melatoninin en onemli

etki gosterdigi alanlardir (Ozerkan, 2015).
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Sekil.1.9. Melatonin antioksidan mekanizmalarindan biri (Reiter, 2001)
1.8. Oksidatif Stres

Oksijen hayatimiz1 siirdiirmek icin ¢ok gerekli olsada, Ozellikle mitokondri
organelinde glukoz, amino asit ve lipitlerin okside edilerek enerji iiretilmesi esnasinda,
ETZ sistemi igerisinde az miktar sayida elektron kagagi olur ve bu da ROS olusumunu
gerceklestirir. ROS firetimi yalnizca mikondrial yolla degil, dis ortamdan (inflamatuar
hiicreler) ya da cevresel proosidanlarla (ksenobiyotikler, patojenler, stres) eksojen olarak
da tiretilebilirler (Burgak, 2004).

ROS {iretimi hiicrelere zarar veren yapilar olsa da viicut bu tarz saldirilara karsi
kendini  korumak adina  antioksidanlar yardimiyla yapilan, detoksifikasyon
mekanizmalarina sahiptir. Kan viicudun tiimiine antioksidan dagitilmasi ve taginmasini
sagladig i¢in ¢ok onemlidir (Ghiselli ve ark., 2000).

Viicut hiicrelerinde oksidanlar, antioksidanlar tarafindan dengede tutulmaya
calisilir, bu saglanmaya calisan denge herhangi bir nedenle oksidanlar lehine bozulursa
hiicrede oksidatif stres olusur. Buda kanserden, otoimmiin hastaliklara; norolojik
defektlerden, DNA hasarina kadar birgok biiyiik hastaliga neden olur (Aljumaili, 2021).

Diyabet, Alzheimer, yaslilik, radyasyona maruz kalma, uyusturucu kullanimi,
bobrek yetmezligi, gibi durumlarda da oksidatif stres, serbest radikallere bagli olarak
meydana gelmektedir (Bansal ve Kausal, 2014).

Endojen ve eksojen kaynakli olusabilen ROS’larin yogunlugununhiicre icinde
artmasimin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicreleri savunan, onlar1 koruyan

antioksidan mekanizmanin yetersiz kaldigi durumlarda hiicre diizeyinde istenmeyen
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durumlar olusabilmekte ve viicudun hayati énem arz eden molekiillerinde bozulmalar
meydana gelebilmektedir. Bu zararli durumlarin en Onemlileri arasinda lipit
peroksidasyonu, proteinler arasinda olusan disiilfit baglar, DNA hasarlar1 sayilabilir
(Sarikaya, 2020). Antioksidanlarin hiicreleri koruyabilmeleri adina redoks ayarini devam
ettirebilmesi i¢in kan ¢ok dnemli bir faktordiir, antioksidanlarin tiim viicuda taginmasini ve
yayilmasini saglar (Ghiselli ve ark., 2000).

Oksidatif stres molekiiler boyutta verdigi zararlarla kanser, diyabet, ateroskleroz
gibi hastaliklara neden olur (Sarikaya, 2020).

Oksidatif stres diizeyinin artmasi bir¢ok molekiiler boyutta hasara neden olsada,
lipitler bu molekiiller i¢cinde ROS larin olusturdugu toksik etkiye en duyarli olan biyolojik
yapilardir. ROS larla tepkimeye kolayca girerek peroksidasyon meydana getirir. Hiicre
membranina yerlesmis doymamis yag asitleri normal sartlarda membran akiskanligini
saglar, oksidatif stres etkisiyle lipit peroksidasyonunun etkisi ile bu akigkanlik bozulur (De
Zwart ve ark., 1999).

- .

*Lipid peroksidasyonu r

DNA ve proteinlerde
Oksidatif hasar

Sekil.1.10. Oksidatik Stresin Karaciger Uzerindeki Etkisi (Delgado-Montemayor ve
ark., 2015)

Oksidatif Stres Parametreleri

Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Oksidatif stres, oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar tarafinin agir basmasi ile

olusur. Antioksidanlar1 tek tek tayin edici yontemler mevcut olsa da her birinin ayr1 ayri
30



degerlendirilmesi hem zaman anlaminda hem maliyet acisindan, hem de pratik
olmamasindan kaynakli plazma, doku yada serumda genel antioksidan Ol¢iim yontemi
gelistirilmis olup bu sisteme, total antioksidan kapasite (TAS) denir ve tiim oksidanlarin
toplam etkisini yansitir (Durmus, 2015).

Plazmada bulunan antioksidanlarin ortak etkisi, ROS saldirilarina karsi tek bir
antioksidanin koruyucu etkisinden daha fazla koruyucu etki yapar. Bundan dolay1 biyolojik
stvilar i¢indeki total antioksidan seviyesi Ol¢imii hem bilimsel acidan hem de hastalikla
ilgili tanimlama yapmak agisindan 6nem arz eder (Sarikaya, 2020).

Total Oksidan Kapasite (TOS)

Oksidatif stres, serbest radikallerin antioksidan sistemler tarafindan yeterince
bertaraf edilemedigi durumlarda ortaya c¢ikmaktadir. Laboratuvar kosullarinda g¢esitli
oksidanlarin tek tek Ol¢iimii zaman ve maliyet agisindan sikinti yaratabilecegi icin genel
etkinlikleri tek seferde total oksidan kapatite (TOS) olarak olgiilmektedir (Ballur, 2022).

Oksidatif Stres Indeksi (OI)

TOS’un, TAS’a boliinmesiyle elde edilen degere oksidatif indeks adi verilmistir.
Viicuttaki oksidan ve antioksidan miktarlar1 dengede ise oksidatif denge var demektir.
ROS ve istenmeyen patolojik durumlar s6z konusu oldugunda oksidatif denge bozulur ve
bu durum da hastaliklari tetikleyen en 6nemli nedendir (Erel, 2004; Aslan, 2014).

Malondialdehit ve Lipit Peroksidasyonu

Organizmada oksijen kullanimimin dogal bir sonucu olarak ROS olusmaktadir.
Enerji tiretimi i¢in gerekli mitokondri organelinin i¢ zarinda bulunan ETZ’lerde, fagositik
olaylar sirasinda ve degredasyon tepkimeleri sonucunda endojen olarak ROS iiretimi
gerceklesir ve viicudun kendi antioksidan mekanizmasi bunlarla bas edebilir. Ama bazi
patojenik durumlarda viicudun antioksidan mekanizmasi, oksidanlarla bas etmeye giicii
yetmez ve serbest radikal miktar1 artmaya baglar. Bu burumda oksidatif stres meydana
gelir ve bu durumda olusan ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekkiilerde ¢ok ciddi hasarlar
meydana getirir (Sarikaya, 2020).

ROS’lar antioksidanlarla noétralize edilmekte sikinti yasarlarsa proteinlere,
karbonhidratlara, lipitlere ve DNA’ya ciddi zararlar verebilir. Bu zararli etkenler ROS/
antioksidan dengesinin bozuldugu durumlarla meydana gelip, proteinler arasi distilfit
baglarinin olusumu, lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 gibi istenmeyen hiicre i¢i durumlara

sebebiyet verebilir (Johansen ve ark., 2005).
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ROS etkisi ile olusan oksidatif stres birgcok molekiiler zarar verir fakat lipitler cok
fazla hassastirlar ve biiylik oranda etkilenirler. Hiicrenin lipit membranina salrina ROS’lar
buradan elektron alirlar ve lipit peroksidasyonunun erken evresi olan lipit hidroperoksitleri
ni meydana getiriler. Lipit peroksidasyonu’nun gerc¢eklesmesiyle membran yapisinin
bozulmasi, permeabilite yiikselmesi, hiicre i¢i iyon yogunlugunun siirdiiriilememesi gibi
bircok zincirleme olaylar meydana gelmekte ve doku hasarlart olusmaktadir (Aslani ve.
Ghobadi 2016).

Normal kosullarda hiicre i¢ginde oksijen kaynakli ROS’ lar tarafindan az miktarda,
hiicrenin tolere edebilecegi miktarlarda lipit peroksidasyonu meydana gelir. Antioksidan
mekanizma ile etkisiz hale getirilebilir. Antioksidanlarin yetmedigi durumlar olursa eger
hasar ortaya ¢ikar (De Zwart ve ark., 1999).

Peroksidasyon olusumu, hiicre membraninda bulunan doymamis yag hiicreleri
ROS’ lar ile kolaylikla etkileserek peroksidasyon meyda getirebilirler. Fosfolipitlerin ve
oksidatif yikimi ve Lipit peroksidasyonu asir1 derecede zararlidir, bu yolla olusan hasar
geri doniigsiizdiir. Peroksidasyon ger¢eklesirseendoperoksitlerin siklizasyon reaksiyonu,
yeni radikaller olusturur ve en son asamada MDA olusur ve bu yolla olusan hasar geri
doniissiizdiir (Aslani ve Ghobadi 2016). Lipit peroksidasyonunun en son asamasinda
olusan iiriin MDA’ dir ve MDA 6l¢iimii hiicresel boyuttaki hasarin tespiti i¢in kullanilir
(Sezer ve Keskin, 2014).

Lipit peroksidasyonu ¢ok fazla hasar veren tehlikeli bir reaksiyondur, hiicre zar1
yapilarina dogrudan, liretilmesine sebep oldugu diger reaktif aldehitlerle de dolayli yoldan
zarar verir. Hiicre zar1 akiskanlifi, gecirgenligi ve enzimatik fonksiyonlari bozulur.
Peroksidasyonun en son iriinii olan MDA hiicre zar1 yapilarinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebebiyet verir. Artmigs MDA diizeyi lipit peroksidasyonunun varliginin
1yi bir gostergesidir. Hiicre membranlarindaki fonksiyonlarin bu denli bozulmas: ile hiicre
oliimiine sebebiyet verebilecek hasarlar olusturur. MDA varlig: ratlarda kanserojenik’ tir
(Aslani ve Ghobadi, 2016; Kocabas, 2016).

MDA varligi, ROS olusumlar i¢in iy1 bir gostergedir, hiicresel boyuttaki hasar
derecesini 6lgmede kullanilir. Lipit peroksidasyonu dercelerini saptamak amaciyla MDA

testleri uygulanir, kandaki miktar1 oksidatif stres durumunu yansitmaktadir (Sezer ve

Keskin, 2014).
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Karaciger Enzimleri

Baglica karaciger enzimleri; aspartat aminotransferaz  (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), alkalen fosfotaz (ALP)’dir. Karacigerin en Onemli ana
hiicrelerinden olan hepatositlerde AST ve ALT sentezi yapilirken, safra kanali epitel
hiicreler biinyesinde ise ALP sentezi yapilmaktadir. Bu enzimlerin kanda artigina akut ya
da kronik karaciger hasar1 sebebiyet verir (Sentiirk ve ark., 2004).

Karaciger hasarinin dercesini belirlemek amaci ile en yaygin kullanilan enzimler
AST ve ALT’ dir (Cosgun, 2019).

Aspartat aminotransferaz (AST)

Her ne kadar karaciger hasarlarini tayin etmek i¢in klinik amagla serumda sik¢a
kullanilan bir yontem olsa da AST enzimi yalnizca karacigere 6zgii bir enzim degildir aynm
zamanda kalp ve iskelet kasinda, plasentada, bobreklerde, eritrositlerde ve pankreasta da
mevcuttur. Serumdaki AST diizeyinin hangi organ tarafindan yiikseltildigine dair tespit
edici bir yontem heniiz mevcut degildir. Genel anlamda yumusak dokularda
bulundugundan dolay1 yiikselisi yumusak doku hasarini diislinmemizi gerektirirse de en
¢ok hepatoseliiler rahatsizliklarda serumdaki seviyesi artar (Turgut, 2000).

Karacigerin asil hiicresi olan hepatositlerin i¢indeki AST enziminin %20’si
sitoplazmada, %80 ‘i mitokondride bulunur. AST’ deki biiyiik artis hepatoseliiler
hastaliklarla beraber goriiliir. (Cosgun, 2019, Gencer, 2015). Ayrica B6 vitaminin eksik
alinmasi durumunda bu enzimin gorevinde aksamalara neden olur (Biilbil, 2018).

Alanin Aminotransferaz (ALT)

AST sadece karacigere 6zgii bir enzim degildir, diger dokularda da bulunur fakat
ALT yalmizca karaciger hiicrelerine ait bir enzim olup, diger bolgelerde cok diisiik
miktarlarda bulunabilir. ALT hepatositlerin sitoplazmasinda bulunan karacigere 06zgi,
spesifik bir enzimdir. Hepatositler viicudun en aktif, en cesitlilik gdsteren, en zengin
enzimatik Ozellere sahip hiicreleridir ve hepatositler herhangi bir nedenden dolay1
yaralanma veya nekroza ugrama gibi bir durumla karsilagirlarsa serumda ALT miktar: artar
(Hayashi ve ark., 1993). Herhangi bir karaciger hasarinda serumda ALT enzimi AST
enzimi ile birlikte yiikselir ancak AST’ de herhangi bir yiikselme s6z konusu degilken de
ALT yiikselebilir. Bu durum karaciger yaglanmasi ve kronik hepatitin varligimi
diisiindiirebilir (Cosgun, 2019). ALT enzimi de tipki AST enziminde oldugu gibi B6

vitamini eksikliginde aktivitesinde azalma meydana gelir (Jansonius, 1998).
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Hiicre membranlarinda olusan hasarin siddetine gére AST ve ALT seruma ¢ikarlar
ve serumdaki degerlerini ylikseltirler. Serumda bulunan AST, ALT’den daha hizli
gonderilir, bunun nedeninin ROS hiicrelerinin AST’yi yikilmadigidir (Cosgun, 2019).

Karacigerin asil enzimi yani karacigere en 0zgii olan enzim ALT enzimidir ve
karaciger hasarlanmasini diisiindiiren ana enzimdir, AST ise karaciger hasralarinda
yiikselmesine ragmen surumda artis1 kalp rahatsizliklarini bize diisiindiirmelidir (Biilbiil,
2018) .

Alanin Fosfotaz (ALP)

ALP, alkali PH’da katalitik aktiviteye sahip olan; proteinler, niikleotitler ve
alkaloidler gibi bir ¢ok molekiilden fosfat esterlerini hidrolize edebilme yetenegine sahip
bir hidroliz enzimidir, fosfat gruplarinin transferinde gereklidir ve ATP defosforilasyonunu
katalize etme yoniiyle 6nem teskil eden bir enzim tiiriidiir (MclIntyre, 1992).

Viicuttaki her hiicrede bulunabilse de %801 kemik ve karacigerde yogundur. ALP,
hepatositlerin siniisoidal ylizeylerinde ve safra kanallarinda lokalizedir ve ALP’nin disar1
atilim1 safra kanali1 yolu iledir. Karaciger, safra yollar1 ve kemik hastaliklarinda ALP degeri
anlamli bir sekilde artis gosterir. Karaciger toksitesi, safra yollar1 tikanikligi, kemik
timorleri ALP yiikselmesine sebep olur (Onat, 2002; Aranda-Michel, ve Sherman, 1998;
Pratt ve Kaplan, 2000).

v e

Ratlarda Karaciger Enzimlerinin Diizeylerinin Degistigi Durumlar

Ratlarin kullanildig1 c¢alismalarda, 6zellikle karaciger ve bobrek hasarlarinda,
yiiksek 1s1, stres, aglik, toksik maddeler ve ksenobiyotiklerle yapilan toksitelerde, beslenme
bozukluklarinda AST, ALT ve ALP diizeyleri anlaml sekilde degismis ve bu yapilan
caligmalarin hepsi bunu dogrular nitelikte olmustur (Lacavier ve ark., 1994; Hayashi ve
ark., 1993).

AST ve ALP enzimlerinde ortak bir Ozellik, B6 vitamini kofaktordiir. AST
karaciger hasarlarinda anlamli artis gosterse de oOzellikle kalp kasi, bobrek, pankreas,
beyin, akciger, alyuvarlar ve akyuvarlarda da yogun olarak bulunur fakat ALT’ nin en
yogun formu karacigerdir. Karacigerin ana hiicresi olan hepatositlerde bulunan AST %80
oranda mitokondrilere lokalize haldedir buna karsin ALT non mitokondrialdir. Saglikli bir
karacigere sahip serumda bakilana oranla hasarli karaciger serumunda AST ve ALT hatir1
sayilir derecede yiikseklik gosterir (Gencer, 2015).

Karaciger yaglanmasinda, karaciger tiimorlerinde, karaciger kanserleri ve sirozda

AST ve ALP diizeyleri artis gostermeye baslar ve hastalik orani arttik¢ca daha ciddi bir hale
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gelmeye basladiginda mitokondri membraninda hasar olusur ve mitokondrial AST salinimi1
gerceklesir. Boylece AST varligi ALT nin ¢ok {istiine ¢gikmaya baglar (Dolar, 2002, Fickert
ve Zatloukal, 2000).

Karaciger toksitelerinde antioksidan seviyelerinin azalmasi ile dokularda bulunan
malondialdehyde (MDA) seviyeleride artar. Karaciger enzimleri ile bilirlibinin arttig1 da

kaynaklaarda yerini almistir (King, 2001; Oyagbemi, 2016).
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2. AMAC

Diinya saglik orgiitiiniin verilerine gore karaciger hastaligi sebepli 2,4 milyon insan
Olimiiniin oldugu goriilmektedir (Fathy ve ark, 2019). Karaciger hastaliginin 6nemi
karacigerin topografik olarak viicudun. En biiyilk i¢ organlarindan biri olmasi, hem
endokrin, hem de ekzokrin. Bir bez olarak metabolik hemostazda &nemli bir rol
oynamasidir.

Icerdigi safra kanallari, glikoz, glikoprotein ve globiilin gibi proteinler, fibrinojen,
alblimin ve protrombin gibi sentez maddeleri iiretip kana ve viicudun ilgili boéliimlerine
salgilamasi1 sonucu karaciger ciddi etkilere sahip olan bir organdir (Altinbasak, 2019).

Bu baglamda PIX yapilmis ve CCL4 ile karaciger hasari olusturulmus rat
gruplarindan (Kontrol, Sham PINX-+misir yagi, CCL4 (model), PINX, PINX+CCL4,
PINX+melatonin, PINX+CCL4+melatonin grup) Kkaraciger hasarmmnin biyokimyasal,
histolojik ve immiino histokimyasal etkilerinin gozlemlenmesi ve giiglii bir antioksidan
olan melatoninin eksikliginin veya takviyesinin karaciger dokusu {izerine etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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3. YONTEM

3.1. Calisma Materyalleri

Calismamizda kullanilan mekanik malzemeler: hassas terazi, vortex, manyetik
karistirici, sogutmali santrifiij (Niive NF 1200R), otomatik pipetler, spektrofotometre
(Thermo Fisher Multiskan Go 1510), sogutmali santrifiij (Niive NF 1200R), mikroplaka
yikayici (Thermo Fisher Wellwash 888, pH metre, mikrosantrifiij (Niive NF 048), UV/VIS
Spektrofotometre, sallayicili su banyosu (Niive ST 30), homejenizatér (Hangzhou Bioprep-
24).

Bu calisma Kocaeli Universitesi BAP birimi tarafindan TDK-2021-2695 numara ile
desteklenmistir.

3.2. CCI4’iin Hazirlanmasi

Deneysel karaciger hasar1 ve oksidatik stres olusturmak amaci ile CCL4
kullanilmistir (Gnanadessigan ve ark, 2019). Calismamizda karaciger hasari olusturmak
icin 0,5 ml/kg CCLA4, 1:1 oraninda misir yagi iginde ¢ozdiiriilerek 15 giin boyunca giin asir
verilmistir (Cosgun, 2019).

3.3. Melatonin (MLT) Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

MLT, enjeksiyonu oOncesinde etil alkol igerisinde c¢ozdirilerek uygun
konsantrasyona ayrilmistir. Hazirlanan bu ¢o6zelti igerisindeki etil alkoliin final
konsantrasyonunun %5’ den fazla olmamasina dikkat edildi. Sicanlara ¢alismanin birinci
gliniinden itibaren 15 giin boyunca i.p. MLT enjeksiyonu yapilmistir (Czechowska, 2015;
Ballur, 2022).

3.4. Ratlarin Bakinm

Veri toplamak amaciyla calismamizda 250-300 gr agirligindaki 56 tane wistar
albino tiirtindeki erkek siganlar Zonguldak Biilent Ecevit iiniversitesi Tip fakiiltesi Deney
Hayvanlart Uretim ve Arastirma Merkezi (ZBEUN-DEHAM)’ nden saglanmistir.
Calismamizi yapmak igin gerekli etik kurul onay1 (Protokol No: KOU HADYEK 2021/07)
Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulundan almmistir. Siganlar 7 grup
halinde (n:8) ayrilmigtir. Arastirma siiresince 21+1 C sabit sicaklikta, 12 saat 15181n oldugu,
12 saat 1518 bulunmadifi, otomatik klimatize edilen ortamda sicanlar muhafaza
edilmislerdir. Deney siiresince siganlar standart besi yemi ile ad libitum olarak beslenecek

ve su olarak ¢cesme suyu kullanilmistir. Kafes temizligi giin asir1 yapilmis olup, her giin
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sular1 diizenli olarak degistirilmisitr. Deneysel prosediirler Hayvan Etik Kurulu
Y oOnergelerine gore uygulanmistir.

3.5. Rat Deney Protokolii

Arastirmamizin ilk giinlinden baslayarak gruplarimizda bulunan siganlara asagida
belirttigimiz asamalardan gegirilmistir.
1- Kontrol Grubu: Kontrol grubuna dahil ettigimiz sicanlara 15 giin boyunca her giin
intraperitoneal (i.p) olarak melatonin ¢6ziiciisii (etil alkol % 0.5' ten az olmak kaydiyla) her
giin verilmistir.
2- Sham PINX + Misir yagi: Bu gruptaki sicanlara sham PINX yapilacak (pinealektomi
yapilmadan yalnizca kafa derisi kesip dikilmistir) ve i.p. olarak giin asir1 0.5 ml/kg misir
yag1 verilmistir.
3-CCl4 Grubu: Bu gruptaki siganlara 1:1 oraninda CCI4, musir yagi igerisinde
¢ozdiiriilerek 15 giin boyunca i.p. olarak giin asir1 verilmistir (Cosgun ve ark., 2019).
4- Pinealaktomi (PINX) Grubu: Bu gruptaki siganlara PINX yapilacak ve 15 giin
boyunca giin asir1 i.p melatonin ¢oziiciisii (etil alkol %0.5" ten az olmak kaydiyla)
verilmistir.
5- PINX+CCHM Grubu: Bu gruptaki sicanlara PINX yapilacak ve 1:1 oraninda CCI4 musir
yagi igerisinde ¢ozdiiriilerek 15 giin boyunca i.p. yolla giin asir1 verilmistir.
6- PINX + Melatonin Grubu: Bu gruptaki sicanlara PINX yapilacak ve 10 mg/kg
melatonin, melatonin ¢oziiciisiinde (etil alkol % 0.5' ten az olmak kaydiyla) ¢ozdiiriilerek
15 giin boyunca giinliik olarak i.p olarak verilmistir (Kim ve ark., 1998).
7- PINX+CCl4+Melatonin Grubu: Bu gruptaki sicanlara PINX yapilacak ve 10 mg/kg
melatonin, melatonin ¢oziiciisiinde ¢ozdiiriilerek 15 giin boyunca i.p olarak verilecektir.
[lave olarak 0.5 ml/kg CCI4 1:1 oraninda CCI4 misir yag igerisinde ¢dzdiiriilerek 15 giin
boyunca i.p. olarak giin asir1 verilmistir.

Melatonin uygulamalar1 15 giin boyunca giinliik devam etmistir. CCl4 uygulamalar1

15 giin boyunca giin asir1 devam etmistir. 16.glin xylasin/ketamin anestezisi altinda kesim
yapilarak kan ve karaciger dokular1 alinmistir.

3.6. Pinealektomi Islemi

8 mg/kg xylazine ve 80 mg/kg ketamin intraperitoneal olarak uygulanarak, ratlar
anestezi altina alinmistir. Sigan, sterotaksik cergeveye sabitlenerek iki goziiniin arasindan
dogru lambda ortaya ¢ikacak sekilde kafa derisine kesi yapilmistir. Periost geriye dogru
styrilarak calisma i¢in uygun hale getirilmistir. 3 mm ¢apinda dairesel bir kesi yapmak i¢in

kafa derisinin iizerindeki boéliime Proxxon MICROMOT 50/E, Almanya markali mikro
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freze matkap kullanilarak ve lokalizasyon yeri olan vendz siniisiin alt kisminda bulunan
gl.pinealis pargalanmadan tek bir parca halinde yerinden alinmistir. Islemler ZEHAM’® da
yapilmustir (Ballur, 2022).

3.7. Ratlarda Karaciger Toksitesi Modeli

Karbon tetrakloriir, karaciger toksitesi olusturmak icin bagvurulan yontmlerin
icinde en sik kullanilanidir (Kogak, 2019). CCI4 karaciger hasarina neden olmasi ile
deneylerde kullanilan bir madde olup rengi olmayan, seffaf, ucucu bir sividir. CCI4’i
reaktif toksik bir madde olan triklorometile, karacigerdeki sitokrom P-450 enzim sistemi
dontigtiiriir.  Sonrasinda  oksijenle  beraber triklorometilperoksi meydana  gelir.
Triklorometilperoksi reaktif toksik bir maddedir ve yag asitleri ile reaksiyona girmesi
sonucunda lipit peroksidasyonu baslatir ya da protein ve yaglara kovalent olarak
baglanmasi ile hiicre zar1 hasarlarina yol acar. Bu sekilde karaciger hasar1 meydana gelir.
Karaciger hasar1 kuppfer hiicrelerinin aktivasyonuna sebep olarak reaktif oksijen tiirleri
gibi (ROS) ozelliklede peroksinitritler ve hidrojen peroksitlerin (H202) olusumundan
sorumlu siiperoksit anyonlar1 gibi erken inflamasyon mediatdrlerinin salinmasina neden
olur ve boylece oksidatif stres olugsmus olur (Kocak, 2019).

3.8. Ratlardan Numune Alinmasi

Deneyin son asamasinda anesteziye alinan siganlarin abdominal veninden kan
alimmustir, tliplere koyulmus sonrasinda sicanlar Sldiiriilmiistiir. Karaciger dokulart steril
olarak alinmistir ve fazlalik kanin uzaklastirilmasimi saglamak i¢in serum fizyolojik ile
yikanmistir. Alman karaciger dokusu iki parcaya ayrilmistir. Boliinen pargalarin biri
histolojik olarak degerlendirilmek i¢in %10 luk formol igerisine koyulmustur, diger parcasi
ise biyokimyasal analizler i¢in aliiminyum folyoya sarilarak, derin dondurucuda -80 C°
saklanarak analiz giiniine kadar bekletilmistir. Alinan kan numuneleri pihtilagma olmamasi
icin oda kosullarinda 1 saat bekletilip, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar
elde edilmistir. Elde edilen serumlar tiiplere alinarak analiz giiniine kadar, karaciger
fonksiyon testleri i¢in -80 °C” de derin dondurucuda saklanmistir (Ballur, 2022).

3.9. Biyokimyasal Analizler

3.9.1. Numunelerin Hazirlanma Asamalari

Calisma giinii geldiginde karaciger dokular1 derin dondurucudan c¢ikarilmis ve
indirgenmis glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) analizi yapilarak toplam antioksidan seviyesi, oksidatif stres indeksi (OSI), toplam
oksidan seviyesi (TOS) ve protein seviyelerini belirlemek igin tartilmistir. Dokulara

%]10’luk homojenatlar halini almas1 i¢in fosfat tampon (pH:7,5) katilmistir.
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Homojenizasyon 3 dakika boyunca 10.000 rpm’de otomatik homojenizatér (Hangzhou
Bioprep-24) araciligi ile yapilmistir. Bu homojenatlardan karaciger dokusunda bulunan
MDA seviyeleri degerlendirilmis ve sonrasinda siipernatant elde etmek amaciyla
olusturulan homojenatlar +4 °C’ de 30 dakika boyunca 5000 rpm’ de santrifiij islemine
sokulmusgtur. Olusan siipernatantlar CAT, SOD, GSH, TAS, TOS, OSI ve protein
seviyelerini tespit etmek iizere kullanilmistir. Caligma gilinlinde derin donrucuda muhafaza
ettigimiz kan serum 6rnekleri disar ¢ikarilmis ve oda 1sisina geldikten sonra, uygun kitler
kullanilarak AST, ALT ve ALP seviyeleri belirlenmistir (Ballur, 2022).

3.9.2. Oksidatif Stres Parametrelerin Degerlendirme Asamalar:

Serum Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Olgiimii

Olusturulan homojenatin MDA seviyesini belirlemek amaciyla Ohkawa ve
arkadaslarinin izledigi kurallar baz alinmistir. Olusturulan homojenatlar %1°lik fosforik
asit (H3PO4) ve %6’lik tiyobarbitiirik asitle karistirilarak kapakli cam tiip igerisinde
konulmustur. Inkiibasyon islemi, aliiminyum folyo ile kapatilan tiipler kaynar su
banyosunda 45 dakika tutularak yapilmistir ve sonrasinda n-biitanol ile ekstrakte edilen
karisim santrifiij islemi ile c¢alismadaki deney gruplarma goére mikroplakalardaki
kuyucuklara yerlestirilmistir. Dalga boyu olarak 535 nm segilerek ELISA okuyucularda
MDA seviyesi Ol¢iimii yapilmistir. Kor olarak n-butanol ve standart bir sekilde
tetrametoksipropan kullanilmis olup ve c¢ikan sonuglar nmol/g seklide kaydedilmistir
(Ohkawa, 1979, Ballur, 2022).

Karaciger Dokusunun Rediikte-Glutatyon (GSH) Seviyesinin Analizi

Ellman’in (1959) izledigi yol kullanilarak, olusturdugumuz siipernatlardaki GSH
seviyesine bakilmis ve silipernatantlar deproteineze edilmistir. Deproteinize ettigimiz
slipernatantlar 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoik asit araciligiyla tepkimeye girmesi saglanarak
sari-yesilimsi bir renk olusturmak i¢in inkliilbasyona koyulmus ve renk olustugunda
mikroplaklarin kuyucuklarina ¢alismaamizda yer alan aragtirma gruplarina dikkat edilerek
yerlestirilmistir. 410 nm dalga boyunda segilen ELISA tespit edicilerde GSH diizeyini
belirlemek i¢in Ol¢iim yapilmistir. SmM/L’lik distile su kor sekliyle, GSH ¢ozeltisinden
diizenlenen degisik diliisyonlar kullamlmistir. Olgiim sonrasi elde edilen GSH sonuglart
nanomol/g yas doku seklinde kaydedilmistir (Ballur, 2022).

Karaciger Dokusunun Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Seviyesinin
Olciimii

Sun (1988)’ un izledigi yol baz alinarak olusturdugumuz siipernatin SOD aktivitesi

Olglimii  yapilmistir. Ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu kullanilarak uyguladigimiz
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metotla siiperoksit radikalleri deney ortaminda olusturulmustur. NBT’yi (nitro blue
tetrazolium) indirgeyen radikaller ile mavi olan formazan olusur ve bu formazon
caligmadaki arastirma gruplarina gore ayrilarak, yerlestirildigi mikroplaka kuyucuklarinda
560 nm dalga boyu segilen ELISA okuyucuda SOD aktivitesi degerlendirilmistir. SOD
aktivitesi sonuglar1 U/g olarak kaydedilmistir (Ballur, 2022).

Karaciger Dokusunun Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Seviyesinin Ol¢iimii

Aebi (1992)’ nin izledigi yontem baz alinarak CAT enzim aktivite Olglimii
olusturdugumuz siipernatantlar lizerinde yapilmistir. Hidrojen peroksit (H202) ihtiva eden
fosfat tamponu ile siipernatant ile harmanlanmis ve CAT durumu, H202’yi H20 ve O2’e
ayrismast 240 nm’de absorbans azalmasi ile olusmustur. Absorbanstaki goériinen bu
eksilme 1 dakika siiresince izlenerek CAT durumu gozlemlenmistir. CAT 1 izlenen
aktivite sonuglar1 K/g protein seklinde kaydedilmistir (Burnie, 1992; Ballur, 2022).

Karaciger Dokusunun Protein Seviyesinin Ol¢iimii

Lowry (1951)’ nin izledigi yontem baz alinarak protein seviyeleri tespit edilmistir.
Mavi renkli iiriin 540nm dalga boyu secilen ELISA okuyucuda kér olmak kaydiyla 6lgiim
yapilarak protein igerigi kaydedilmistir (Lowry, 1951).

Karaciger Dokusunun Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Seviyesinin Ol¢iimii

TOS seviyesi Erel’in (2005) yontemine bagl kalinarak ¢alisilmistir. Total Oksidant
Status kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Turkey) uygulanarak, TOS seviyeleri
karaciger siipernatantinda calisilmistir. ELISA okuyucuda 530 nm dalga boyunda TOS
seviyelerinin Ol¢iilmiistiir. H202 solusyonu 20 pmol/L’lik standart sekliyle katilmistir.
Ortaya ¢ikan TOS seviyesi verileri umol H202 equiv /L sekliyle kaydedilmistir (Erel,
2005).

Karaciger Dokusunun Total Antioksidan (TAS) Seviyesinin Ol¢iimii

Erel’in (2004) belirledigi sekliyle TAS diizeyleri ¢alisilmistir. Total antioksidan
Seviye kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Turkey) kullanilarak, TAS seviyeleri
karaciger siipernatantinda c¢alisilmistir. Antioksidan molekiillerin renksizlesmesine
dayanarak oOl¢iimler yapilmistir. Mikroplakalara yerlestirilen siipernataantlara reaktif 1
katilmistir. Ardindan 660 nm’de belirlenen sekliyle birinci okuma ve daha sonra reaktif 2
katilarak bir okuma islemi daha yapilmistir. Okunup belirlenen iki deger arasindaki fark
tespit edilerek TAS seviyeleri hesaplanmistir. Troloks, E vitamininin suda ¢6ziinebilen bir
emsalidir ve isleme kalibrator olarak dahil edilmistir. TAS seviyesi sonug¢lart mmol Trolox
Equiv/L sekliyle kaydedilmistir (Erel 2004, Ballur, 2022).

Karaciger Dokusu Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Ol¢iimii
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Erel’in (2004) metoduna gore karaciger dokusundaki OSI diizeyleri incelenmistir.
TOS’un TAS’a boliinmesi ile OSI degeri belirlenmistir. OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol
H202 eqv/1L)/[(TAS (mmol Trolox eqv/1)x10]. Elde edilen sonuglar Arbitrary Unit (AU)
olarak belirtilmistir (Erel, 2004; Ballur, 2022).

3.9.3. Karaciger Fonksiyon Testlerinin Olciimii

Analiz kitleri (Abbott, Abbott Park. Illinois, ABD) ve otoanalizor (Architect
C8000) uygulamalar1 ile AST, ALT ve ALP diizeyleri kolorimetrik yontemle
belirlenmistir. Cikan sonuglar mg/dl sekliyle kaydedilmistir.

3.10. Melatonin Seviyelerinin Ol¢iimii

Bioassay Technology Laboratory'den (BT LAB, CHINA) satin alman Rat
Melatonin ELISA kiti (Cat.No: EO601Ra) ile serum melatonin seviyeleri Ol¢iilmiistiir.
Sonuglar ng/L olarak kaydedildi (Al Gburi, 2022).

3.11.Histopatolojik Analiz

Ketamin/ksilazin anestezi altinda deney sonunda ratlar sakrifiye edilmistir.

Cikardigimiz karaciger dokusunun fikse edilmesi amaciyla %10 iceriginde nétral bir sekilde
tamponlanan formaline (NTF) koyulmustur. Bir giin sonrasinda karaciger dokular1 3-4 mm’lik
boliimlere ayrilmis ve sonrasinda takip kasetlerine yerlestirilerek NTF’de 24 saat boyunca
fiksasyon islemi yapilmistir. Fiksasyon islemi tamamlaninca boliimledigimiz pargalar 24 saat
siiresince ¢esme suyu altinda banyo yaptirilmistir. isledigimiz dokularin trimleri yapildiktan
sonra %70, %80, %95 ve %96’lik artan alkol serilerinden 2x45 dakika siiresince gecirilmistir.
2x30 dakika boyunca ksilol ile seffaflama iglemi yapilmistir. Sonrasinda parafin varligi i¢inde
2x30 dakika muhafaza edilmistir. Isledigimiz dokular1 takip etmek icin Leica TP 1020 aleti
kullanilmistir. Gomme islemi yapildiktan sonra bloklar sogumasi igin birakilmigtir. Parafin
bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile5 pm’lik kesitler 1s1k
mikroskopik ve immunohistokimyasal yontemler i¢in jelatin kapli lamlara alinmistir.
Hazirlamis oldugumuz lamlar, dokunun lama yapisabilmesini artirmak amaciyla 37°C’lik
etiivde 2 saat boyunca durdurulmustur. Genel histolojik yapiyr izleyebilmek icin kesitlere
boyama metodu olarak Hematoksilen-Eozin uygulanmistir. Karacigerdeki zararli etkenler,
histopatolojik farkliliklarin derecesi ve sik goriilme Ozelligine gore semikantitatif olacak
sekilde saptanmistir. Kesitler konjesyon, sinilizoidal dilatasyonve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu bakimindan 10 degisik baglamda igdzlemlenmistir. Incelemede belirlenen
hasarin oranina gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 [61] ve 3 (agir) olarak tespit edilmistir.
NikonEclipse 80i 151k mikroskobu ve Nikon goriintii analiz sistemi skorlama islemi ve

fotograf ¢ekimi i¢in kullanilan cihazlardir (Al Gburi, 2022; Ballur, 2022).
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3.12. Immiinohistokimyasal Analiz

Deparafinizasyon islemi igin kesitler sirayla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki ksilol
biinyesinde 1 saat muhafaza edilmistir. Daha sonra anti-GLUT-1 antikoruyla IHC boyama
protokolii yapildi. Entallen ile kapatilan preperatlar NikonEclipse80idigital kamera takili 151k
mikroskobu yardimiyla fotograflanmistir.

IHC degerlendirme: Calismamiza dahil edilen her grup icin, en az 100 hiicre X20

bliylitme alaninda belirlenmistir. Boyanma derecesi ve boyanan hiicrelerin yiizdesinin baz
alindig1 kesitlerde semikantitatif metotla skorlama islemi gergeklestirildi ve sonug olarak
boyanma seviyeleri: 0 (boyanma yok), 1(zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (giiclii
boyanma) olarak degerlendirmeye alinmistir.

Immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi her kesit igin, H-Skoru diye adlandirilan ve
(I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi) yontemi ile

degerlendirilen bir skorlama islemleyici suretiyle gergeklestirilmistir.

3.12. Istatistiksel Analiz

Grup karsilagtirilmasi i¢in 6rneklem biiyiikliigli belirlenirken G-Power 3.1.9.4 {icretsiz
programi kullanilarak 6rneklem biiyiikliigii belirlenmeye calisilmistir. Burada etki biliytkligi,
giic('B) ve 1. Tip hata. (alfa) degerleri belirlenirken literatiirde yapilan benzer calismalar
dikkate alinarak belirlenmisir (Demiralp, 2021). Grup sayisin1 7 olan ¢alismamizda toplam
orneklem blytkligi 35 olarak belirlenmistir. Calismanin giliciinii artirmak ig¢in toplam
orneklem biiyiikliigii 56 olarak ele alinmistir.

Calismamizdaki istatistiksel analizler IBM SPSS (IBM SPSS for Windows version
14.0) programi kullanilarak yapilmistir. Ortaya ¢ikan tiim sonuglar aritmetik ortalama +
standart hata (SE) olarak kaydedilmistir. Calismaya dahil edilen gruplardaki oOlgtimii
yapilabilen farkliliklar1 ShapiroWilk normallik testine uygun olarak normal dagilim
gostermedigi saptanmistir (p>0.05). Bundan dolay1 istatistiksel analiz yontemi olarak
parametrik olmayan testler arasinda yer alan Kruskal Wallis varyans analizi tiim degiskenler
acisindan ¢aligmaya dahil edilen tiim gruplarin genel karsilastiriimasinda isleme dahil edilmis,
gruplarin aralarinda ikili bir sekilde kiyas1 yapilirken ise Mann-WhitneyU testi tercih edilmistir.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BIYOKIMYA SONUCLAR

4.1.1. Karaciger Oksidatif Stres Parametrelerinin Diizeyi
Ratlarin pinealektomi sonrast CCls’e maruz kalmalari ile karacigerde deneysel fibrozis
modeli olusturulmus ve melatonin tedavisi yapilarak dokudaki toparlanma diizeyini
belirlemek i¢in deney sonunda hayvanlardan alinan karaciger dokusunda oksidatif stres
diizeyini saptayabilmek icin MDA, GSH, TAS, TOS ve OSI seviyeleri ile SOD ve CAT
aktivite diizeyleri Ol¢tilmiistiir.

4.1.1.1. Karaciger Dokusu MDA ve GSH Diizeyleri

Kontrol ve Sham i¢in ayrilan siganlarin karaciger MDA ve GSH diizeylerinde herhangi
bir fark olmamasima ragmen hayvanlara pinealektomi yapilmasi melatonin yoksunlugu
olusturdugundan dolayr PINX grubunda MDA diizeylerinin kontrol ve Sham gruplarina gore
ciddi artisa (p< 0.001) (Sekil 1), GSH diizeylerinde ise kontrol (p< 0.01) ve Sham (p< 0.05)
gruplarina gére anlaml diisiisler gozlenmesine neden olmustur (Sekil 2). Ote yandan ratlara
deney siiresince CCly uygulanmasi ise Kontrol, Sham ve PINX gruplarina kiyasla karaciger
MDA seviyelerinde dramatik artiglara (p< 0.001) sebep olurken GSH seviyelerinde ise ciddi
diisiislere (p< 0.001) sebep olmustur. Ilave olarak pinealektomi sonrast CCl; uygulanmast
(PINX+CCl4) hayvanlarin karaciger MDA ve GSH diizeylerinde hemen hemen ayni etkiyi
ortaya koydugu gozlenmistir. Ancak pinealektomi ve CCly ile birlikte melatonin tedavisi
yapilmast (PINX+CCl4+MEL) karaciger MDA diizeylerinde CCl4 ve PINX+CCl4 gruplarina
kiyasla anlamli disiislere (p< 0.001), GSH diizeylerinde ise ciddi toparlanmalara (p< 0.001)
sebep olmugstur. Hayvanlarin karaciger MDA ve GSH diizeyleri Tablo 1°de sunulmustur.
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Tablo.4.1. Ortalama karaciger doku MDA ve GSH diizeyleri (nmol/g yas doku).

PINX+CCl+Melatonin

GRUPLAR MDA GSH
(nmol/g yas doku) | (nmol/g yas doku)
Grup 1: Kontrol 615.68+18.77 2849.48+184.40
Grup 2: Sham 623.62+24.56 2684.66+71.04
Grup 3: PINX 865.72+51.34%" 2113.93+167.31%"
Grup 4: CCly 1731.44+102.69*"° | 1056.96+83.65%"°
Grup 5: PINX+CCl, 1803.38+106.63*"° | 851.96+46.51*"°
Grup 6: PINX+Melatonin 595.71+13.40%%° 2647.42+115.17%¢
Grup 7:| 890.76+57.21*"%" [ 1333.23+61.11*%¢"

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

“p<0.001-grup1 °p<0.001 - grup 2
®p<0.001- grup5 fp<0.001-grup6

“p<0.001 - grup 3
9p<0.01-grup1

Sekil.4.1. Ortalama karaciger doku MDA (nmol/g yas doku).

9p<0.001 - grup 4
"p<0.05 - grup 2
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S Kontrol Sham PINX
O MDA 615,68 623,62 865,72

Lo

CCl4

1731,44

PINX+CCl4

1803,38

i

PINX+CCl4+
PINX+MEL
x MEL
595,71 890,76

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

*p< 0.001 Grup 1 - grup 3,4,5,7. Grup 2 - grup 3,4,5,6,7. Grup 3 - grup 4,5,6. Grup 4 -

grup 6,7. Grup 7 - grup 5, 6.
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Sekil.4.2. Ortalama karaciger doku GSH (nmol/g yas doku).
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5 0- PINX+CCl4

o Kontrol Sham PINX ccla PINX+CCl4  PINX+MEL I\/1ILEL *
@GSH  2849,48 2684,66 2113,93 1056,96 851,96 2647,42 1333,23

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 1 - grup 4,5,7. Grup 2 - grup 4,5,7. Grup 3 -grup 4,5.
Grup 4 - grup 6. Grup 5 - grup 6,7.  Grup 6- grup 7.

**p<0.01 Grup 1 -grup 3.
***p< 0.05 Grup 3- grup 2,6
*p< 0.001 Grup 3 - grup 7.

4.1.1.2. Karaciger Dokusu Antioksidan Enzim Aktivite Diizeyleri

Kontrol ve Sham igin ayrilan siganlarin karaciger SOD ve CAT aktivitelerinde
herhangi bir degisiklik olmaz iken ratlarin pineal bezlerinin ¢ikarilmasi (PINX), Kontrol ve
Sham gruplarina kiyasla karaciger dokusu antioksidan enzimlerinden CAT (Sekil 3) ve
SOD (Sekil 4) ve aktivitelerinde ciddi aktivite kaybina (p<0.001) neden olmustur. Diger
yandan ratlara deney boyunca CCl, verilerek deneysel karaciger hasari olusturulmasi SOD
ve CAT aktivitelerinde kontrol siganlarina (Kontrol ve Sham) ve PINX grubuna gore ciddi
diisiisler (p<0.001) goriilmesine sebep olmustur. Ilave olarak, pinealektomi sonras1 CCly
uygulanmasi ayni gruplara kiyasla benzer etkilerin gozlenmesine neden olmustur. Bununla
birlikte pinealektomili ve CCl; uygulanan siganlarin melatonin ile tedavi edilmesi
(PINX+CCI4+MEL), tedavi edilmeyen gruba (PINX+ CCl;) kiyasla antioksidan
enzimlerden SOD (p<0.005) ve CAT (p<0.001) aktivitelerinde ciddi iyilesmeler

olusturmustur. Karaciger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri Tablo 2’de sunulmustur.
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Tablo.4.2. Ortalama karaciger doku SOD ve CAT aktiviteleri.

GRUPLAR SOD CAT
(U/g protein) (K/g protein)

Grup 1: Kontrol 42.01+2.17 51.71+1.23
Grup 2: Sham 38.49+3.19 52.76+1.30
Grup 3: PINX 24.61+1.19*° 32.86+1.72%P
Grup 4: CCl, 15.33+2.75*¢ 16.40+2.332P¢
Grup 5: PINX+CCl, 13.22+0.76*"¢ 9.02:+0.95%"&"
Grup 6: PINX+Melatonin 38.17+2.28°™ | 45.44+1 50™¢™"
Grup 7: | 26.51+2.00*%9"% | 30.29+1.00*"™"P
PINX+CCls+Melatonin

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

“p<0.001 -grup1 °p<0.001-grup2 ©p<0.005-grup2 “p<0.005 - grup 3
®p<0.001-grup3 fp<0.001-grup4 9p<0.005-grup4 "p<0.001-grup5
Kp<0.005-grup6 Mp<0.01-grupl  "p<0.05 - grup 4 Pp< 0.001 - grup 6

Sekil.4.3. Ortalama karaciger doku CAT degerleri (K/g protein).
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Kontrol Sham PINX ccla PINX+CCI4  PINX+MEL '\;IrEL -
@CAT 51,71 52,76 32,86 16,4 9,02 45,44 30,29

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

*p<0.001 Grup 1 - grup 3,4,5,7. Grup 2 -grup 3,4,5,7. Grup 3 - grup 4,5,6.
Grup 4 -grup 6,7. Grup 5 -grup 6,7. Grup 6 - grup 7.

**p<0.01 Grup 1 - grup 6.

***p< 0.005 Grup 2 - grup 6.
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#p<0.05 Grup 4 - grup 5.

Sekil.4.4. Ortalama karaciger doku SOD degerleri (U/g protein).
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Kontrol Sham PINX ccla PINX+CCl4  PINX+MEL P'Nﬁé:f'“
@soD 42,01 38,49 24,61 15,33 13,22 38,17 26,51

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

*p<0.001 Grup 1 -grup 3,4,5,7. Grup 2-grup 3,4,5. Grup 3-grup5,6.
Grup 6 - grup 4,5. Grup 5-grup 7.

" p<0.005 Grup 2 - grup 7 Grup 4 -grup 3,7. Grup 6 -grup 7.

4.1.1.3. Karaciger dokusu Oksidan/Antioksidan Diizeyleri

Ratlarin pinealektomi altmna alinmasi (PINX), Kontrol ve Sham igin ayrilan
sicanlara kiyasla karaciger dokusu oksidan/antioksidan dengesini bozarak TAS (p< 0.001)
(Sekil 5), TOS (p< 0.05) (Sekil 6) ve OSI (p< 0.001) (Sekil 7) diizeylerinin degismesine
neden olmustur. Diger yandan hayvanlara CCls uygulanmasi ile olusan karaciger hasariyla
dogru orantili olarak doku TAS, TOS ve OSI degerlerinde dramatik degisiklikler (p<
0.001) dikkat ¢cekmistir. Ilave olarak pinealektomi sonras1 CCl, uygulanmasi (PINX+CCly)
pinelektomi yapilmadan CCl, verilmesine kiyasla (CCly) TAS (p< 0.005), TOS (p< 0.01)
ve OSI (p< 0.001) degerlerinin degismesine neden olmustur. Ancak pinealektomili ve CCly
uygulanan siganlarin melatonin ile tedavi edilmesi (PINX+CCl4+MEL), tedavi edilmeyen
gruba (PINX+ CCly) kiyasla doku TAS, TOS ve OSI diizeylerinde ciddi iyilesme (p<
0.001) olusmasina neden olmustur. Karaciger dokusuna ait TAS, TOS ve OS] diizeyleri

Tablo 3’te sunulmustur.
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Tablo.4.3. Ortalama karaciger TAS, TOS ve OSI diizeyleri.

GRUPLAR TAS TOS oSl
(nmol (umol (Arbitrary Unit)
Trolox H,0, Equiv/L)
Equiv/L)
Grup 1: Kontrol 1.84+0.03 18.11+0.64 990.01+49.61
Grup 2: Sham 1.61+0.02% 19.66+0.72 1224.20+51.77™
Grup 3: PINX 1.22+0.02%° 20.36+0.73™ 1666.74+77.50%°
Grup 4: CCly 0.52+0.03**¢ | 35.06+2.31*"% | 6792.00+377.46*"¢
Grup 5: PINX+CCl, 0.38+0.02%"%¢ | 45.73+1.58**4P | 12028.65+697.26*%"
Grup 6: PINX+Melatonin 1.79+0.03%%%9 18.61+1.24™ 1040.91+74.16%"9
Grup 7: | 1.10+£0.01*°%"9" | 30,55+2.00°™9" | 2744.77+156.52*P 419N
PINX+CCl+Melatonin

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

“p<0.001-grupl P°p<0.001-grup2 ©p<0.005-grup2  “p<0.001 -grup 3
®p<0.005-grup4 p<0.001-grup4 %p<0.001-grup5  "p<0.001 -grup 6
Mp<0.05-grupl "p<0.001-grup3 Pp<0.01-grup4

Sekil.4.5. Ortalama karaciger TAS degerleri (nmol Trolox Equiv/L).
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= Kontrol Sham PINX ccla PINX+CCI4  PINX+MEL P'N)JECLCM*
OTAS 1,84 1,61 1,22 0,52 0,38 1,79 1,1

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grupl-grup2345,7. Grup2-grup3,4,5,7. Grup3-grup4,5,6,7.
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Grup 4 - grup 6,7. Grup 5 - grup 6,7. Grup 6- grup 7.
**p< 0.005 Grup 2 -grup 6.

Sekil.4.6. Ortalama karaciger TOS degerleri (nmol H,O, Equiv/L).
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— Kontrol Sham PINX CCla PINX+CCl4 PINX+MEL MEL
aTos 18,11 19,66 20,36 35,06 45,73 18,61 30,55

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

*p<0.001 Grup 1 -grup4,5. Grup 2 -grup 4,5,7. Grup 3 - grup 4,5. Grup 6 -grup 4,5,7.
Grup 5-grup 7.

**p<0.05Grup 1 - grup 3.

***p< 0.005 Grup 3 -grup 7.

*p<0.01 Grup 4 - grup 5.

Sekil.4.7. Ortalama karaciger OSI degerleri (Arbitrary Unit).
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-2000 -

OSI (Arbitrary Unit)

PINX+CCl4+
MEL

aosl 990,01 1224,2 1666,74 6792 12028,65 1040,91 2744,77

Kontrol Sham PINX CCla PINX+CCl4 PINX+MEL

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 1 - grup 3,4,5,7. Grup 2 -grup 3,4,5,7. Grup 3 -grup 4,5,6.
Grup 4 - grup 5,6,7 Grup 5 - grup 6,7. Grup 6 - grup 7.
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*p<0.01 Grup 1 - grup 2.

4.1.1.4. Serum Karaciger Fonksiyon Testlerinin Diizeyleri

Kontrol, Sham ve PINX i¢in ayrilan siganlarin serum ALT (Sekil 8) ve AST (Sekil
9) diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmez iken, PINX grubunun ALP (Sekil
10) seviyeleri Kontrol grubuna kiyasla artis (p< 0.001) goézlenmistir. Diger yandan
sicanlara deney siiresince CCly uygulanmasi karaciger hasarina neden olmasiyla serum
ALT, AST ve ALP diizeylerinde Kontrol, Sham ve PINX grublarina gére dramatik artislar
(p< 0.001) ortaya c¢ikarmistir. Sicanlara pinealektomi sonrast CCls; uygulanmasi
(PINX+CCly) kontrol grublarina (Kontrol ve Sham) kiyasla yalniz CCly uygulanmasindaki
benzer etkiyi olusturmustur. Ancak pinealektomi sonrast CCls uygulanmasi (PINX-+CCly),
sadece CCl4 verilen gruba kiyasla serum ALT ve ALP diizeylerinde anlamli artig (p<
0.05), AST diizeylerinde ise anlamli olmayan bir artis ortaya koymustur. Ilave olarak
pinealektomili ve CCl; wuygulanan siganlarin melatonin ile tedavi edilmesi
(PINX+CCI4+MEL), tedavi edilmeyen gruba (PINX+ CCls) kiyasla serum ALT (p<
0.005), AST (p< 0.05) ve ALP (p< 0.001) diizeylerinde melatoninin karaciger hasarini
azaltmasima bagl olarak ciddi iyilesmeler ortaya koymustur. Serum ALT, AST ve ALP
diizeyleri Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo.4.4. Ortalama serum ALT, AST ve ALP diizeyleri.

GRUPLAR ALT AST ALP
Grup 1: Kontrol 54.37+2.56 139.00+10.63 115.25+6.27
Grup 2: Sham 54.87+2.27 137.87+11.00 149.87+11.07"
Grup 3: PINX 55.75+2.99 140.12+8.53 184.75+11.32°
Grup 4: CCl, 298.50+59.93*"¢ | 382.37456.12*"°¢ | 295.87+20.71%"¢
Grup 5: PINX+CCl, 453.12+63.60*"%% | 502.50+96.64*"¢ | 473.25+70.84*¢¢
Grup 6: PINX+Melatonin 48.62+1.84°" 106.25+5.095"™™ | 143.00+10.50™%"™
Grup 7: PINX+CCls+Melatonin | 222.00+29.72*P¢9" | 261.25+39.47"%™Ps | 145 25+13.87%™™

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
“p<0.001-grupl P°p<0.001-grup2 ©p<0.001-grup3  %p<0.05-grup 4
®p<0.001-grup4  "p<0.001-sgrup5 9p<0.005-grup5 "p<0.05-grup1
“p<0.01-grup2  Mp<0.01-grup3 Pp<0.05-grup5 "p<0.001 - grup 6
*p< 0.005 - grup 6

51




Sekil.4.8. Ortalama serum ALT diizeyleri.
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Kontrol Sham PINX CCl4 PINX+CCl4 PINX+MEL PIN),:ECFM
OALT 54,37 54,87 55,75 298,5 453,12 48,62 222
Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 1 -grup4,5,7. Grup?2-grup4,5,7. Grup3-grup4,5,7.
Grup 6 - grup 4,5,7.
**p<0.05Grup 4 - grup 5.
**p<0.005 Grup 5 - grup 7.
Sekil.4.9. Ortalama serum AST diizeyleri.
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Kontrol Sham PINX CCl4 PINX+CCl4 PINX+MEL PlN),i/TELCMJr
OAST 139 137,87 140,12 382,37 502,5 106,25 261,25

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 5-grup 1,2,3,6. Grup 4- grup 1,2,3,6.
**p<0.05Grup 1 - grup 6,7. Grup 5 -grup 7.
***p<0.01 Grup 2 - grup 7. Grup 3 -grup 6.
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#p< 0.005 Grup 6 - grup 7.

Sekil.4.10. Ortalama serum ALP diizeyleri.
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Kontrol Sham PINX CCl4 PINX+CCl4 PINX+MEL MEL
BALP 115,25 149,87 184,75 295,87 473,25 143 145,25

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 1 vs grup 3,4,5. Grup2-grup4,5. Grup 3-grup4,5. Grup4 -grup 6,7.
Grup 5 -grup 6,7.
**p<0.05 Grup 1 - grup 2.
***p<0.01 Grup 3 - grup 6,7. Grup 4 - grup 5.

4.1.1.5. Karaciger Dokusu inflamasyon Belirte¢ Diizeyi

Kontrol ve Sham i¢in ayrilan siganlarin karaciger dokusu IL-6 (Sekil 11) ve IL-18
(Sekil 12) diizeyleri arasinda herhangi bir fark gozlenmez iken siganlarin pinealektomi
altina alinarak melatonin yoksunlugu olusturulmasi karaciger IL-1 ve IL-6 diizeylerinde
kontrol gruplarina (Kontrol ve Sham) kiyasla ciddi artiglara (p<0.001) neden olmustur.
Deneysel fibrozis olusturmak icin sicanlara CCly uygulanmasi kontrol grubuna kiyasla
karaciger IL-1 ve IL-6 diizeylerinde dramatik artiglara (p<0.001) neden olmustur. Diger
yandan si¢anlara pinealektomi sonras1 CCls uygulanmasi (PINX+CCl,) kontrol grublarina
(Kontrol ve Sham) kiyasla yalniz CCls uygulanmasindaki benzer etkiyi olusturmustur.
Ancak pinealektomili ve CCl; uygulanan sicanlarin melatonin ile tedavi edilmesi
(PINX+CCI4+MEL), tedavi edilmeyen gruba (PINX+ CCly) kiyasla karaciger IL-1[3 ve IL-
6 diizeylerinde ciddi toparlanma (p<0.001) olusturdugu goézlenmistir.
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Tablo.4.5. Ortalama IL-1f ve IL-6 diizeyleri.

GRUPLAR IL-18 IL-6

Grup 1: Kontrol 2.51+0.40 6.24+0.24
Grup 2: Sham 2.86:+0.68 6.35+0.32
Grup 3: PINX 6.60+0.93%" 9.35+0.43%¢
Grup 4: CCl, 13.29+1.70*¢ 19.05+0.96*%°
Grup 5: PINX+CCl, 18.68+2.93%%¢ 22.19+0.88*¢%9
Grup 6: PINX+Melatonin 3.36+0.49%™" 7.45+0.29M4TPN
Grup 7: PINX+CCl,+Melatonin 8.04+0.87%9NX 13.52:£0.55°M2N

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

4p<0.001 - grup 1
®p<0.001 - grup 3
“p< 0.005 - grup 6
"p<0.001 - grup 6

< 0.005 - grup 2 ©p< 0.001 - grup 2
"p<0.001-grup4 9p<0.05 - grup 4

Mp<0.01-grupl "p<0.005-grup4

Sekil.4.11. Ortalama serum IL-1( diizeyleri.

9p< 0.005 - grup 3
"p<0.001 - grup 5
Pp<0.01-grup 2
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Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

*p<0.001 Grup 1 -grup 3,4,5,7.

Grup 4 - grup 6.
**p<0.005 Grup 2 - grup 7.

Grup 2 - grup 4,5.

Grup 5- grup 3,6,7.

Grup 3-grup4,6. Grup6-grup?7.
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***p< 0.05 Grup 4 -grup 7.
#p<0.01 Grup 2 - grup 3.

Sekil.4.12. Ortalama IL-6 diizeyleri.
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Kontrol Sham PINX CCl4 PINX+CCl4 PINX+MEL PIN)&EEI4+
OGlikoz 6,24 6,35 9,35 19,05 22,19 7,45 13,52
Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
*p<0.001 Grup 1- grup 3,4,5,7. Grup 2 - grup 3,4,5,7. Grup 3 -grup 4,5,7.
Grup 6-grup 4,5,7. Grup 5 -grup 7.
**p< 0.01 Grup 6-grup 1,2.
***p< 0.005 Grup 3 -grup 6. Grup 4 -grup 7. #p< 0.05 Grup 4 -grup 5.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve Sham grubuna ait karaciger kesitleri normal histolojik goriinimdeydi (Resim
1A, B). PINX grubunda ise normale yakin bir goriinim mevcuttu (Resim 1C). Bu gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). CCls ve PINX+CCl, gruplarinda
hepatositlerde vakuolizasyon ve yagli degisim, konjesyon alanlari, siniizoidal dilatasyon ve yer
yer inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna rastlandi. Yagli degisim disinda hepatositler bazi
alanlarda nekroza ugramisti ve ¢ok miktarda piknotik hepatosit goriildii (Resim 2). CCly4
grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru 6.37+0.37, PINX+CCl,; grubunun ortalama
histopatolojik hasar skoru ise 7.37+0.32 idi. PINX+CCl,; grubunda hasarin siddeti daha
fazlaydi. CCl, ve PINX+CCl, gruplan karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark yoktu (p>0.05). Kontrol, Sham ve PINX gruplar ile CCly ve PINX+CCl,
gruplar1 gruplar1 karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu
(p<0.001, hepsi igin). Melatonin uygulanan PINX ve PINX+CCly gruplarinda hasar skorunun
azaldigi tespit edildi (Resim 3). PINX+CCl,+Melatonin grubunun ortalama histopatolojik hasar
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skoru 2.00+0.37 idi. Kontrol, Sham, PINX gruplart ile PINX+Melatonin uygulanan grup
karsilagtirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05, hepsi
icin). CCl; ve PINX+CCl; gruplart ile PINX+CCls+Melatonin uygulanan grup
karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.001,
hepsi i¢in). Her bir grup i¢in ortalama histopatolojik hasar skoru Tablo 1' de verildi.

Tablo.4.6. Ortalama histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Hasar Skoru
Grup 1: Kontrol 0.12+0.12
Grup 2: Sham 0.25+0.16
Grup 3: PINX 0.87+0.22°
Grup 4: CCl, 6.37+0.37"¢
Grup 5: PINX + CCl, 7.37+0.32°¢¢
Grup 6: PINX + Melatonin 0.50+0.18"
Grup 7: PINX + CCl, + Melatonin 2.00+0.37"¢&fon
Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).
%p< 0.05 -grup 1 < 0.001- grup 1 ®p< 0.001-grup 2
9p<0.001 - grup 3 ®p< 0.05-grup 3 "p< 0.001-grup 4
9p< 0.001 -grup 5 "p< 0.005-grup 6

Sekil.4.13. Kontrol grubu, Sham ve PINX grubuna ait hemotoksilin eosin ile
boyanmus histolojik goriintiiler

o SRR ¥ e

Kontrol ve Sham gruplarina ait karaciger kesitleri normal histolojik goriiniimdeydi. PINX
grubunda da normale yakin bir goriinim mevcuttu. A. Kontrol grubu; H-E X20, B. Sham
grubu; H-E X20, C. PINX grubu; H-E X20.
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Sekil.4.14. CCL4 ve. PINX+CCL4 grubuna ait hemotoksilin eosin ile boyanmis

CCly ve PINX + CCly gruplarinda hepatositlerde vakuolizasyon ve yagli degisim (kalin ok),
konjesyon (asterisk), siniizoidal dilatasyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ince ok) ve
nekroz alanlar tespit edildi. A. CCly grubu; H-E X20, B. CCl, grubu; H-E X20, C. CCl,4
grubu; H-E X40, D. PINX + CCl, grubu; H-E X20. E. PINX + CCl,4 grubu; H-E X20. F.
PINX + CCl,4 grubu; H-E X40.

Sekil.4.15. PINX ve PINX+CCL4 grubuna ait melatonin uygulamasi grubu
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Melatonin uygulanan gruplarda hasarin azaldigi goriildi. A. PINX + Melatonin grubu; H-E
X20, B. PINX + Melatonin grubu; H-E X20, C. PINX + CCl, + Melatonin grubu; H-E XA40.
D. PINX + CCl4 + Melatonin grubu; H-E X20.

4.3, immiinohistokimyasal bulgular

Kontrol, Sham, PINX ve PINX+Melatonin gruplar anti-TGF-B1 antikoru ile zayif
boyanmisti. CCls; ve PINX+CCls; gruplarina ait karaciger dokularindaki TGF-B1
ekspresyonunun artmis oldugu tespit edildi. PINX+CCl,+Melatonin grubunda TGF-p1
eskpresyonu orta siddetteyken, PINX+CCl,; grubunda ise ekspresyonun en yiiksek siddette
oldugu goriildi. Melatonin uygulamasinin TGF-B1 ekspresyonunu azalttigi tespit edildi.
PINX+CCl,; grubu ile PINX+CCl4+Melatonin grubu karsilagtirildiginda, ekspresyonun
siddetinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p<0.001). TGF-B1 immiin

boyamasina ait H-Skoru Tablo 2’ de verildi.

Tablo.4.7. TGF-1 immiinreaktivitesi i¢in ortalama H-Skoru.

Gruplar H-Skoru
Grup 1: Kontrol 139.25+6.09
Grup 2: Sham 166.25+8.85%
Grup 3: PINX 190.00+7.07°
Grup 4: CCl, 249.37+7.58"¢"
Grup 5: PINX + CCly 280.62+5.12°¢"
Grup 6: PINX + Melatonin 203.12+1.31P40k
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Grup 7: PINX + CCl, + Melatonin 198.75+8.33"4"

Bulgular aritmetik ortalama+standart hata olarak gosterildi (n=8).

p< 0.05- grup 1 ®p< 0.001-grup 1 ®p< 0.001- grup 2
9p< 0.05 -grup 2 ®p< 0.01- grup 2 "p< 0.001-grup 3
9p< 0.001-grup 4 "p< 0.005-grup 4 Kp<0.001- grup 5

Sekil.4.16. Doku orneklerine ait anti TGF B1 antikorunun immiinohistokimyasal
yontemlerle boyanmis histolojik goriintiileri

.
¥

Wy S A WER BN
Dokular anti-TGF-B1 antikoru ile immiiniihistokimyasal yontemle boyandi. Kontrol, Sham,
PINX ve PINX+Melatonin gruplari zayif boyanmisti. PINX+CCl, grubunda ise ekspresyonun
en yiiksek siddette oldugu goriildii. A. Kontrol grubu, B. Sham grubu, C. PINX grubu, D.
CClggrubu, E. PINX + CCl4 grubu, F. PINX+Melatonin grubu, G. PINX + CCl, + Melatonin

grubu. Anti- TGF-B1; X20. Bar: 20 um.
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5. TARTISMA

Karacigerin, biyokimyasal ve fizyolojik rolii ile toksik maddelerin inhibisyonunda
onemli rolii vardir. Kimyasal olaylar meydana gelirken karacigerde bazi hasarlar
olusabilmektedir. Oksidatif stres ve bunun sonucunda olusan serbest radikallerin etkisi ile
karaciger hasarlarmin olustugu kanitlanmistir (Ning ve ark., 2006). Karacigerde patolojik
degsikliklere neden olan bir ¢ok kimyasal ajan vardir ve bunlardan biri de CCL,’ tir
(Robbins ve ark., 2003). Hepatotoksin 6zelligi ile serbest radikal iiretimine sebep olur ve
doku hasarina yol agar (Pietta, 2000). Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlarin lehine kaymasi durumunda oksidatif stres olugsmaktadir (Sies, 1997).
Oksidatif stresle birlikte olusan ROS c¢ok fazla reaktiftir ve DNA’nin, lipitlerin ve
proteinlerin oksidasyonuna neden olurlar ve hasar meydana getirirler (Sanchez-Valle,
2012). Oksidatif stresin artmasi ile hepatik fibrozisin ilerlemesi de artar (Poli, 2000).

Oksidatif stresin artisinin karaciger toksitesi olusumunda onemli rolii vardir
(McGee ve ark., 2003). Serbest radikal olusturan CCls, ¢ok toksik bir maddedir
(StarkelveLeclercqg, 2011). CCL,’iin hepatotoksik etkisi, sitokrom P450 ile hepatik
mikrozomal enzim tarafindan meydana getirilen triklorometil peroksit ve triklorometile
dayalidir (Ingawale, 2014). CCL, ile olusturulan karaciger hasari, rediiktif deholojenasyon,
radikallerin kovalent baglanmasi, protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum

sekestrasyonunda kayip, apoptoz ve fibrozis basamaklarini igermektedir (Hong ve ark.,
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2009). Olusan bu radikaller lipitlere, hiicre membrani proteinlerine baglanir ve lipit
pereksidaysonunu uyarararak, karaciger hasari olusturmaktadir (Debnath, 2013).

Calismamizda pinealektomi islemi yapilmis ve CCL, ile karaciger hasar1t modeli
olusturulmus ratlarda meydana gelen karaciger hasarmi gozlemlemeyi ve en giicli
antioksidanlardan biri olan melatoninin karaciger hasari iizerinde iyilestirici etkilerinin
olup olmadigini histoloji ve biyokimya incelemeleriyle gérmeyi amacladik.

Artan oksidatif stresin karaciger hasarinda etkili oldugu bilinmektedir (Parola ve
Robino, 2001; Gochee ve ark., 2003). Karaciger dokusunda farkli dozlarda ve farkli
uygulama yontemleri ile CCL4 indiiklenmesinin yapilmasi, lipit peroksidasyonu
arttirmakta ve GSH seviyelerini ise azaltmaktadir (Giiven ve giilmez, 2003). Lipit
peroksidasyonunu belirleyen olgiimlerden biri de MDA’dir (Basu, 2003). MDA seviyesi,
oksidatif stres arttifi durumlarda yiikselmektedir (Kus ve ark. 2012). GSH ise serbest
radikallerin kotiiciil etkilerine karst hiicreleri korumaktadir. Sun ve Chen’in yaptig1 bir
calismada CCL4 ile indiikklenmis ratlarin GSH seviyelerinde anlamli olarak azalma
saptanmistir. Kepeke¢i ve arkadaslarimin yaptigi calismada CCL, indiiklenmesi ile
olusturulan hasardan 24 saat sonra aldiklar1 karaciger numunelerinde MDA seviyesinde
artis gozlemlenmistir. Karakus’un yaptigi c¢alismada, Insektisit Fenthion kullanarak
olusturulan karaciger hasarinda Insektisit Fenthion kullanilan grupta oksidatif stres
belirte¢lerinden olan MDA diizeyi anlamli artis géstermistir. Bizim ¢alismamizda ise giin
asirt olmak suretiyle CCL4 uygulanmistir ve CCL4 uygulanan ratlarda MDA seviyelerinde
cok ciddi artis gozlemlenirken GSH seviyelerinde anlamli bir sekilde azalma saptanmustir.

Antioksidan sistemin ilk basamaginda siiperoksitin H,0O,’ye dismutasyonunu
saglayan SOD enzimi rol oynamaktadir. SOD, oksijen radikalinin zararli etkilerine kars,
aerobik hiicreleri koruyan ¢ok dnemli bir antioksidandir. Siiperoksit dismutaz enzimi ile
tepkime sonrasinda olusan toksik iiriin birikimini CAT enzimi 6nlemektedir (Halliwell,
1994; Kiling, 1985). Siiperoksit radikalinin artmast SOD ve CAT enzimlerini inhibe
etmektedir. Karaciger toksitesi olusturulmus ratlarda yapilan ¢alismalarda SOD ve CAT
degerlerinde anlamli azalmalar meydana gelmistir (Altinbasak, 2019; Tiir, 2008; Cui ve
ark., 2013). Bizim yaptigimiz ¢calismada da CCL,4 uygulanan ratlarda SOD ve CAT enzim
seviyelerinde ciddi dlgiide diislis gdzlenmistir.

TAS ve TOS degerleri ile olciilen OSI degeri, oksidatif stresin Onemli
belirteglerindendir. Yapilan g¢alismalarda, CCL,’lin neden oldugu serbest radikallerin
artmasma bagli olarak TAS seviyelerinin diistigii ve TOS seviyelerinin ylikseldigi

gozlenmistir. Dertli ve arkadaglarinin yaptig1 calismada CCL, uygulanan karaciger
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dokularinda TAS seviyelerinin azaldigi, TOS seviyelerinin ise artti§1 goriilmiistiir. Siirticli
ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska calismada da ayni sekilde TAS seviyeleri azalmis
ve TOS seviyeleri ylikselmistir. Bunlara paralel bir sekilde bizim ¢aligmamizda da CCL4
uygulanan ratlarda TAS seviyeleri ciddi sekilde azalmis, TOS seviyelerinde de dramatik
bir artis oldugu gozlenmistir.

Karacigerde yapilan biyokimyasal analizler, karacigerin fonksiyonel durumunu,
karaciger hasarim1 ve karaciger hasarina neden olan faktorleri saptamak agisindan ¢ok
onemlidir (Gianni, 2005). Lin ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 ¢alismada ratlara 12 hafta
stiresince CCL4 uygulanmig ve AST, ALT, ALP degerlerinde anlamli yiikselisler tespit
edilmistir. Ozerkan ve arkadaslarinin CCLy4 ile yaptiklar1 baska bir ¢alismada karaciger
toksitesinde AST, ALT, ALP degerleri CCL4 grubunda yiiksek bulunmustur. Ayni sekilde
bizim yaptigimiz ¢alismada da 15 giin boyunca CCL,4 uygulanan ratlarda AST, ALT ve
ALP degerlerinde ciddi 6l¢iide yiikselis s6z konusu olmustur.

Herhangi bir konak¢1 veya mikroorganizma ile karsilasiimast durumunda dogal
bagisiklik siiregleri baslar ve mononiikleer hiicrelerle proinflamatuar sitokin {iretimi
baglatilir. Buna yonelik salgilanan sitokinler olarak IL-1, IL-6, TNF alfa ve IL-lbeta
sayilabilir (Chaudhry ve ark., 2013). Karaciger kuppfer hiicreleri, hem bakterilerin hem de
bakteriyel tirlinlerin zararli etkilerini ortadan kaldirmada goérev alir. Aynit zamanda hepatik
hiicrelerin metabolik etkinliklerini sitokinler de degisitirmektedir (Dhainaut, 2001).
Karaciger hasarinda sitokin seviyelerinin artar ve sitokin seviyelerinin artmasi inflamasyon
varhigimi gostermektedir. Chen ve arkadaslarinin (2014) yaptigi calismada, CCL,4 ile
olusturulan karaciger hasarinda IL-6 ve TNF alfa diizeylerinin anlaml bir sekilde arttigi
goriilmistir. Ayni sekilde Lin ve arkadaslarinin (2012) yaptiklari ¢alismada CCLy ile
olusturulan karaciger toksite modelinde TNF alfa ve IL-6 seviyelerinde ciddi artiglara
rastlanmistir. Calismamizda IL-1beta ve IL-6 degerlerini inceledik. Yapmis oldugumuz
calismada literatiir 0rneklerine benzer bir sekilde IL-6 ve IL1-beta diizeylerinin CCLy
uygulanan gruplarda anlamli bir seklide arttigin1 tespit ettik.

Melatonin tedavi edici 6zelliginden yararlanilan ¢ok kuvvetli bir antioksidandir
(Tahan, 2010). Karaciger toksitesi ile meydana gelen lipit peroksidasyonuna karsi
koruyucu etkisinin oldugu cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur (Hong, 2009). CCL4
indiiklenmesi ile olusan hasara karsi sadece karacigeri degil bobrek ve akcigeri de
koruduguna dair c¢esitli caligmalar vardir (Ogetturk, 2005, Taslidere, 2014). Ayrica

melatonin dolayli olarak siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz
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antioksidanlarinin etkilerini daha da artirmaktadir (Nishida, 2005). Ozerkan (2014) yapmis
oldugu calismada, CCL,4 uygulanan grupta MDA’ daki artisin, melatonin uygulanmasi ile
azaldiginm tespit etmistir. Yine ayni ¢alismada CCL,4 grubundaki GSH seviyeleri anlamli
derecede azalirken, 12 hafta boyunca melatonin verilen CCL4 grubundaki GSH seviyesi
neredeyse kontrol grubuna yakin bulmustur. 10 hafta melatonin verilen CCL4 grubundaki
ALT, ALP diizeylerinde de anlamli bir azalma s6z konusuyken, 12 hafta uygulanan
melatonin grubunda nredeyse kontrol grubuna yakin degerler elde edilmistir. Ozerkanimn
yapmis oldugu calisma melatoninin iyilestirici 6zelligini kanitlar niteliktedir. Calismadaki
histolojik bulgularda melatoninin karacigeri korudugunu destekler niteliktedir. 10 hafta
melatonin uygulanan CCL, grubundaki balonlasmis hepatosit hiicre kitleleri, siniizoidal
dilatasyon, retikiiler lif kalinlagmasi1 ve fibrozisi azaltirken; 12 hafta melatonin uygulanan
CCL, grubunda ise neredeyse kontrol grubuna en yakin doku goriintiisii tespit edilmistir.
Baska calismalarda da melatonin antioksidaninin anti-fibrotik etkisi kanitlanmistir (Hong,
2009; Tahan, 2010). Wang ve arkadaslari (2005) yaptiklari ¢alismada melatonin uygulanan
CCL4 grubunda yalniz CCL4 uygulanan gruba gére MDA seviyelerinin azaldigini, SOD
diizeylerinin ise artig gosterdigini ortaya koymuslardir. Histolojik yonden incelemelerinin
sonucunda ise CCL,4 grubunda inflamasyon, nekroz, balonlasmis hiicreler ve steatozise
rastlamiglardir. Ogeturk ve arkadaglarmin (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada ALT, AST ve
ALP seviyelerinin arttig1 ve melatonin takviyesi ile bu degerlerin azaldig: tespit edilmistir.
Kus ve arkadaglarimin (2005) yaptiklari baska bir c¢aligmada, serum ALT, ALP
seviyelerinin arttifi ve melatonin uygulamasi ile bu degerlerin azaldig1r gézlemlenmistir.
Histolojik yonden ise fibrozis, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, yagli dejenerasyon,
nekroz, hemoraj ve de hepatositlerde hipotik dejenerasyon tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda da CCLs grubumuzda melatonin uygulanmasi ile MDA seviyelerinde
anlaml diisiisler, GSH seviyelerinde ise ciddi toparlanmalar s6z konusu olmustur. Ayni
sekilde melatonin ile tedavi edilmeyen gruba gore, melatonin verilen CCL4 grubunda SOD
ve CAT enzimlerinde ciddi iyilesmeler tespit edilmistir. Melatonin ile tedavi edilen grupta
TAS, TOS ve OSI degerlerinde iyilesmeler Ol¢timlenmistir. AST, ALT ve ALP
degerlerindeki iyilesmeler de ortaya konmustur. Melatonin ile tedavi edilen grupta IL-1B
ve IL-6 diizeylerinde de ciddi 1iyilesmeler s6z konusudur. Histolojik olarak
degerlendirdigimizde de CCL4 grubumuzda hepatositlerde vakoulizasyon ve yagli degisim,
siniizoidal dilatasyon, konjesyon alanlari ve yer yer inflamatuar hiicre infiltrasyonuna

rastlanmistir. Yagh degisim disinda hepatositler bazi alanlarda nekroza ugramistt ve ¢ok
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miktarda piknotik hepatosit goriilmiistiir. Melatoninin tedavi edici etkisi ile kullandigimiz
CCL, gruplarinda hasar skorunda anlamli bir azalma gézlemlendi.

Hadisoewignyo ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 ¢alismada CCL,4 indiiklenmesi ile
olusturduklar1 karaciger hasarindaki histolojik degisikliklerde kontrol grubuna gore
nekrotik hiicre sayilarinin daha fazla oldugu saptanmistir. CCL4 nekrotik hiicre sayisinda
anlamli bir artisa sebep olmustur. Sisen hiicrelerde hidropik dejenerasyon, yag, su veya
glikojenden olusabilen berrak vokuollerle dolu sitoplazmaya rastlamislardir. Bu berrak
bosluklar hiicre ¢ekirdegini kenara itebilir. Wang ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada CCLy ile olusturulan karaciger toksitesinde oksidatif stresin artmasiyla yapilan
Ol¢iimlerde karaciger morfolojisinde steatoz, inflamasyon, nekroz ve hepatosit
balonlagmalarina rastlanmistir ve melatonin uygulamasi sonucunda CCL4 gruplarinda
anlamli bir iyilesme s6z konusu olmustur. Yine ayni ¢calismada CCL4 gruplarinda anlaml
bir sekilde artan TNF alfa ve IL1-beta anlamli bir sekilde artmis olup, melatonin uygulanan
CCL, gruplarinda ise bu degerlerde anlamli azalmalar meydana gelmistir. Bizim
calismamizda da benzer bir sekilde melatonin gruplarinda IL-1 beta degerinde anlamli
azalmalar kaydedilmistir. Bu deneylerden elde edilen sonuglarda, melatonin tarafindan
CClytin olusturdugu karaciger hasarina karst Oonemli bir koruma sagladigi agik¢a
gosterilmistir. CCL,4 hepatik fibrogenezin erken evrelerini indiiklemektedir. Melatoninin
sadece hepatosit hasarma karsi korumadigi ayni zamanda kollajen birikimini azalttigi,

oksidatif stresi iyilestirdigi ve proinflamasyonu inhibe ettigi caligmalarda gézlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyokimyasal Sonuclar

Calismamizda grup 4 (CCL4) MDA sonuglar ile kontrol, sham ve PINX gruplari
arasinda artis yoniinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 3
(PINX) MDA sonuglar1 ile kontrol ve sham gruplar1 arasinda anlamli sonuglar
saptanmistir. Grup 5 (PINX+CCL4) MDA sonuglar ile kontrol, sham ve PINX gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6
(PINX+Melatonin) MDA sonuglart ile PINX, CCL4, PINX+CCL4 gruplari arasinda
istatiksel ~ olarak  anlamli  bir  fark  bulunmustur  (p<0.05). GRUP 7
(PINX+CCL4+Melatonin) MDA sonuglart ile kontrol, sham, CCL4, PINX+CCL4,
PINX-+Melanonin gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda grup 3 (PINX) GSH sonuglari ile kontrol ve sham gruplari arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4) GSH sonuglar ile kontrol, sham ve
PINX gruplart arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Grup 5
(PINX+CCL4) GSH sonuglart ile kontrol, sham ve PINX gruplar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) GSH sonuglar ile CCL4

ve PINX+CCL4 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 7
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(PINX+CCL4+Melatonin) GSH sonuglari ile kontrol, sham, PINX, PINX+CCL4 gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda grup 3 (PINX) SOD bulgularn ile kontrol ve sham gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4) SOD sonuglari ile
kontrol, sham ve PINX gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Grup 5 (PINX+CCL4) SOD sonuglari ile kontrol, sham, PINX gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) SOD
bulgular ile PINX, CCL4 ve PINX+CCL4 gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Grup 7 (PINX+CCL4+Melatonin) SOD bulgular1 ile kontrol,
sham, CCL4, PINX+CCL4 ve PINX+Melatonin arasinda anlamli sonuglar elde edilmistir
(p<0.05).

Calismamizda grup 3(PINX) CAT bulgular ile kontrol ve sham gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4) CAT sonuglart ile
kontrol, sham ve PINX gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Grup 5 (PINX+CCL4) CAT bulgulan ile kontrol, sham ve PINX gruplari
arasinda anlaml bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) CAT bulgular
ile CCL4, PINX ve PINX+CCL4 gruplari arasinda artis yoniinde anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Grup 7 (PINX+CCL4+Melatonin) CAT sonuglari ile kontrol, sham,
CCL4, PINX+CCL4 ve PINX+Melatonin gruplart arasinda anlamli farkliliklar
bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda kontrol grubu ve sham gruplari arasinda TAS sonuglar1 arasinda
anlaml1 bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 3(PINX) TAS seviyeleri ile kontrol ve sham
gruplari arasinda anlamli farklar bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4) TAS sonuglart ile
kontrol, sham ve PINX gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunmustur (p<0.05). Grup 5
(PINX+CCL4) TAS sonuglar1 arasinda azalma yoniinde anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) TAS sonuglari ile sham, PINX, CCL4
vePINX+CCL4 gruplari arasinda anlamli sonuglar kaydedilmistir (p<0.05). Grup 7
(PINX+CCL4+ Melatonin) TAS sonuglari arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Calisgmamizda grup 3 (PINX) TOS sonugclar ile kontrol grubu arasina anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4) TOS sonuglari ile kontrol, sham, PINX
gruplar1 arasinda artis yoniinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).
Grup 5 (PINX+CCL4) TOS sonuglari ile kontrol, sham, PINX, CCL4 gruplar1 arasinda
anlaml farklar bulunmustur (p<0.05).Grup 6 (PINX+Melatonin) TOS seviyeleri ile CCL4

ve PINX+CCL4 gruplari arasinda azalma yoniinde anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).
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Grup 7 (PINX+CCL4+Melatonin) TOS seviyeleri ile sham, PINX, PINX+CCL4 ve
PINX+Melatonin gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda sham grubu OSI sonuglar1 ile kontrol grubu arasinda artis yoniinde
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 3 (PINX) OSI sonuglari ile
kontrol ve sham gruplar arasinda anlamli bir sonu¢ bulunmustur (p<0.05). Grup 4 (CCL4)
OSI sonuglar1 ile kontrol, sham, PINX gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Grup 5 (PINX+CCL4) OSI sonuglari ile kontrol, PINX, CCL4 gruplar1 arasinda
anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) OSI sonuglar1 ile PINX,
CCL4 ve PINX+CCL4 gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 7
(PIX+CCL4+Melatonin) OSI sonuglari ile kontrol, sham, PINX, CCL4, PINX+CCL4 ve
PINX+Melatonin gruplari arasinda anlaml farklar bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda grup 4 (CCL4) AST, ALT ve ALP sonuglari ile kontrol, sham, PINX
gruplarinda artis yoniinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 5
(PINX+CCL4) AST, ALT ve ALP sonuglari ile kontrol, sham, PINX ve CCL4 gruplari
arasinda anlaml farklar bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin) AST, ALT ve
ALP sonuglart ile CCL4 ve PINX+CCL4 gruplari arasinda azalma yOniinde anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Grup 7 (PINX+CCL4+Melatonin) AST, ALT ve ALP
sonuglar ile PINX, CCL4 ve PINX+CCL4 gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05).

Calismamizda grup 3 (PINX) IL-1Bve IL-6 sonuglari ile kontrol ve sham gruplar
arasinda artis yoniinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Grup 4
(CCL4) ) IL-1Bve IL-6 sonuglari ile kontrol ve PINX gruplar1 arasinda anlamli farklar
bulunmustur (p<0.05). Grup 5 (PINX+CCL4) ) IL-1Bve IL-6 sonuglari ile kontrol, sham,
PINX gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Grup 6 (PINX+Melatonin)
sonuglari ile PINX, CCL4, PINX+CCL4 gruplar: arasinda azalma yoniinde anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Grup 7 (PINX+CCL4+Melatonin) IL-1Bve IL-6 sonuglari ile
kontrol ve PINX+CCL4 gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunmustur (p<0.05).

Histopatolojik sonuclar

Caligmamizda kullanilan PINX (grup 3) grubunun histopatolojik sonuclarma
bakildiginda bu grubun hasar skorunun kontrol grubuna goére artis yoniinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Calisgmamizda CCL4 grubunun (grup 4) histopatolojik sonuglarina bakildiginda bu
grubun hasar skorunun kontrol, sham ve CCL4 grubuna gore artis yoniinde istatistiksel

olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).
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Calisgmamizda PINX+CCL4 grubunun (grup 5) histopatolojik sonuglarina
bakildiginda bu grubun hasar skorunun kontrol, sham ve CCL4 grubuna gore artis yoniinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda PINX-+Melatonin grubunun (grup 6) histopatolojik sonuglarina
bakildiginda bu grubun hasar skorunun CCL4 ve PINX+CCL4 grubuna gore azalis
yoniinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda PINX+CCL4+Melatonin grubunun (grup 7) histopatolojik sonuglarina
bakildiginda bu grubun hasar skorunun kontrol, sham, PINX, CCL4, PIX+CCLA4,
PINX+Melanonin gruplariyla istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda immiinohistokimyasal bulgular incelendiginde sham grubunun H
skorunun kontrol grubuna goére artis yoOniinde istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda immiinohistokimyasal bulgular incelendiginde PINX grubunun H
skorunun kontrol grubuna goére artis yoOniinde istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda immiinohistokimyasal bulgular incelendiginde CCL4 grubunun H
skorunun kontrol, sham ve PINX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.05).

Caligmamizda  immiinohistokimyasal bulgular incelendiginde PINX+CCL4
grubunun H skorunun kontrol, sham, CCL4 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulunmustur (p<0.05).
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