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OZET

RATLARDA SiKLOFOSFAMID KAYNAKLI KARACIGER HASARINA
KARSI GLYCYRRHIZININ KORUYUCU ETKILERININ INCELENMESI

Siklofosfamid (CP), ¢ok ¢esitli neoplastik ve non-neoplastik hastaligin tedavisinde
oldukc¢a yaygin olarak kullanilan sitotoksik ozellikteki kemoterapotik bir ajandir.
Terapotik kullanim sahasi genis olsa da etkenin toksisitesi ve yan etkileri
bulunmaktadir. Karaciger, CP iligkili bu yan etkilerden en ¢ok etkilenen organlardan
biridir. Bu deneysel ¢alismada, CP’nin hepatotoksik etkilere karsi glycyrrhizin’in
(GLY) etkisi incelendi. Calismada, her grupta 7 adet hayvan olacak sekilde toplamda
28 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Kontrol grubundaki hayvanlara gastrik
gavaj (9.9.) yoluyla sadece fizyolojik tuzlu su verildi. CP grubundaki hayvanlara
intraperitonal (i.p.) yolla 150 mg/kg dozunda CP verildi. CP+GLY100 ve
CP+GLY200 grubundaki ratlara ise i.p. yolla 150 mg/kg CP ve CP’den 20 dakika
once ve takip eden 4. ve 8. saatlerde ilk gruba 100 mg/kg ve ikinci gruba 200 mg/kg
olmak iizere li¢ doz GLY uygulandi. Dokular hematoksilen-eozin boyama yontemi
ile histopatolojik agidan caspase-3, TRPM2 ve Bcl-2 belirtegleri ile
immunohistokimyasal olarak incelendi. CP grubunda meydana gelen hepatotoksisite
bulgularinin  GLY uygulanan gruplarda azaldigi goézlendi. Histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler 1s18inda, 200 mg/kg dozda GLY uygulanan grupta
karaciger dokusunun 100 mg/kg dozda GLY uygulanan gruba kiyasla daha iyi bir
sekilde korunmus oldugu gozlendi. Bu dogrultuda, glycyrrhizinin CP iliskili

karaciger hasarina kars1 destekleyici olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Glycyrrhizin, Karaciger, Patoloji, Siklofosfamid



SUMMARY

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF GLYCYRRHIZIN
AGAINST CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED LIVER INJURY IN RATS

Cyclophosphamide is a cytotoxic chemotherapeutic agent that is widely used in the
treatment of various neoplastic and non-neoplastic diseases. Although the therapeutic
use of cyclophosphamide is widely, it has toxicity and side effects. The liver is one
of the organs the most affected by these CP related side effects. In this experimental
study, the effect of glycyrrhizin (GLY) had been examined against the side effects
caused by CP. In this study, a total of 28 male Sprague Dawley rats had been used
including 7 rats in each group. The rats in the control group were applied only
physiological saline by gastric gavage (g.g.). The rats in the CP group were applied
150 mg/kg CP by intraperitoneal (i.p.) injection. In the CP+GLY100 and
CP+GLY200 groups, three doses of GLY were applied by i.p. injection to 150 mg/kg
CP and 20 minutes before CP and 100 mg/kg to the first group and 200 mg/kg to the
second group at the 4th and 8th hours, had been applied. Tissues were examined
histopathologically by hematoxylin-osin staining method, and
immunohistochemically with caspase-3, TRPM2 and Bcl-2 markers. It was observed
that hepatotoxicity findings occurring in the CP group decreased in the GLY groups.
In this study, it was observed that histopathological and immunohistochemical
examinations of the liver were better preserved in the groups treated with GLY
compared to the CP group. This preservation is better in the CP+GLY200 group.
Accordingly, it is thought that glycyrrhizin can be supportive against CP-related liver

damage.

Keywords: Cyclophosphamide, Glycyrrhizin, Liver, Pathology



ONSOZ

Modern tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat “besinler ilaciniz, ilaciniz besinler
olsun” soziiyle saglik igin kullanilacak {irlinlerin organizmaya uygunlugunun
onemini vurgulamistir. Bilindigi iizere, hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar
viicutta uzun ve kisa vadede yan etkilere sebep olmaktadirlar ve bu baglamda
kullanilan ilacin kiymeti yan etkilerinin azlig1 nispetinde olmaktadir. “Dogal iiriin ile
daha az yan etki” ilkesi ile gittik¢e artan etnofarmakolojik uygulamalarin biiyiik
cogunlugunun akademik bir temele dayanmamasi bu yontemleri bilimsel bir zeminde
inceleme zarureti dogurmaktadir.

Deryada bir katre mahiyetindeki bu calismamizda hem sofrada gida halinde
tilkketilebilen hem de etnofarmakolojik gaye ile bagvurulan meyan bitkisini,
siklofosfamid iliskili hepatotoksisiteye karst muhtemel pozitif etkileri yoniinden,
hedefimize koymus bulunmaktay1z.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Karaciger, viicudun en énemli biyo-doniisiim merkezidir. Karaciger, safra iiretimi ve
salinimi, biluribin, karbonhidrat, lipid, protein ve ksenobiyotik metabolizmasi ile iire
dongiisii ve immun fonksiyonlar gibi sentetik, katabolik, detoksifiye, sekretorik ve
ekskretorik faaliyetlerde bulunur (Zachary, 2017). Bagirsaklar tarafindan emilen,
diger organlar tarafindan sentezlenen/doniistiiriilen substrat ve toksik maddelerin
detoksifikasyonu yine karaciger tarafindan yapilan bir biyo-doniisimdiir (Kennedy
vd., 2016). Karacigerdeki bu biyo-doniisiim sonucu viicuttan atilacak olan bu son
tiriinler cogunlukla zararsizdir. Ancak zaman zaman toksik etkili de olabilir. Bu tiir
toksik son irilinlerin detoksifikasyonu esnasinda karaciger parankimi es zamanh

olarak zarar gorebilir (Liu vd., 2014).

Karaciger sadece endojen substrat ve toksik metabolitlerden zarar gormez. Tedavi
maksadiyla kullanilan ilaglarin olusturdugu toksik etkiler karaciger hasarinin
olusmasinda en sik karsilasilan sebeplerdendir. Baslica kemoterapdtik ajanlar olmak
tizere, tedavi maksadiyla da olsa viicuda eksojen alinan antibiyotikler, analjezikler ve
antiemetikler gibi maddeler de karacigere zarar verebilir (Bénichou, 1990; Maria ve
Victorino, 1997). Ancak, bu konuda neoplastik ve non-neoplastik birgok patolojide
yaygin olarak kullanilmakta olan ve aralarinda siklofosfamid (CP)’in de oldugu
kemoterapotik ajanlar basat rol oynamaktadir (Potnuri vd., 2018; Stillwell ve
Benson, 1988). Hal boyle olunca, kemoterapi kaynakli karaciger hasarini azaltmak
ve tedavi etkinligini giiglendirmek, ¢6ziim bekleyen klinik bir gereklilik haline
gelmis ve son yillarda yapilan galismalar da bu dogrultuda bir ivme kazanmistir (Liu

vd., 2014).

1.2. Siklofosfamid Hakkinda Genel Bilgiler

Siklofosfamid, cesitli neoplastik ve non-neoplastik hastaligin tedavisinde oldukca

yaygin olarak kullanilan sitotoksik 6zellikteki bir kemoterap6tik ajandir (Stillwell ve



Benson, 1988). ilk olarak 1958 yilinda sentezlenen CP, Diinya Saghik Orgiitii'niin
temel ilaglar listesinde yer almaktadir (Arnold vd., 1958; int. Kay. 1). Antineoplastik
etkisi sayesinde solid tiimorler ve lenfomalarin tedavisinde yaygin olarak tercih edilir
(Uber vd., 2007). Siklofosfamid, antineoplastik ozelliginin yani sira bagisiklik
sistemi iizerinde baskilayici bir etkiye de sahiptir (Jalali vd., 2012). Bu &zelliginden
dolayr organ nakillerinde immunsupresif etki saglamak i¢in tercih edilir (Uber vd.,
2007). Siklofosfamidin bu kullaniminin yani sira romatoid artirit, sistemik lupus
eritromatozus ve pulmoner fibrozis gibi kronik hastaliklarin tedavisinde de
kullanilanim alan1 bulmaktadir (Burke vd. 1982; Sinanoglu vd., 2012). Diinya Saglik
Orgiitii’niin temel ilaclar model listesinde 25-50 mg dozlarinda CP; kronik lenfatik
losemi, diffuz biiylik B hiicreli lenfoma, erken donem meme timori, gebelik
trofoblastik neoplazi, Hodgkin lenfoma, follikiiler lenfoma, rhabdomyosarkoma,
Ewing sarkoma, akut lenfoblastik 16semi, Burkitt lenfoma, metastatik meme timori
ve multiple myeloma’ya kars1 listelenmistir (Int. Kay. 1). Siklofosfamidin terapétik
kullanim sahas1 genis olsa da etkenin toksisitesi ve yan etkileri nedeniyle kullanimi

genelde kisitlanir (Papaldo vd., 2005).
1.3. Siklofosfamid Iliskili Hepatotoksisite

Siklofosfamid, karaciger iizerine toksik etkisi yiiksek kemoterapotik bir ajandir.
Siklofosfamid’in 200 mg/kg gibi diisiik dozlarda damar i¢i yavas uygulanmasinin
ardindan karaciger hasari olusturdugu yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (Nitharwal

vd., 2013; Zarei ve Shivanandappa, 2013).

Siklofosfamid, karacigerde sitokrom p450 araciligi ile biyotrayonsformasyona ugrar.
Metabolize olan CP, fosforamid mustarda ve akroleine doniisiir. Bu metabolitler
oldukga toksiktir (Kern ve Kehrer, 2002). Burada olusan fosforamid, antineoplastik
ve immunsupresif etki gosterirken; akroleinin toksik etkili oldugu ileri siirilmektedir
(Angulo vd., 2002; Kern ve Kehrer, 2002). Karacigerde CP’nin normal
metabolizasyonu ve detoksifikasyonu islemleri esnasinda reaktif oksijen tiirevleri
(ROT) ortaya g¢ikar (Klaassen vd., 2008) ve ROT iligkili oksidatif stresin, CP
kaynakli hepatotoksisitede oOnemli yer tuttugu ileri siiriilmektedir (Zarei ve
Shivanandappa, 2013; Jnaneshwari vd., 2014; Li, vd., 2020). Siklofosfamid



maruziyetine iliskin oksidatif stres hidrojen peroksit (H202) ile iliskilendirilmistir.
Hidrojen peroksit, siiper oksit’in siiper oksit dismutaz (SOD) enzimi aracilif1 ile
dismutasyonu sonucu meydana gelir. Siklofosfamid stimiilasyonuna iliskili olarak
DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu hizlandigi deneysel olarak gosterilmistir (Jiang
vd., 2017). Akrolein, glutasyon (GSH) gibi hiicresel antioksidan sistemlere baglanir,
antioksidan savunma sistemini tiiketerek toksisiteye olanak verir ve lipid
peroksidasyonunu (LPO) da baslatir (Adams ve Klaidman, 1993). Lipid yikiminin
son lriini olan malondialdehit (MDA) ve organizmanin antioksidan savunma
sistemlerinden SOD, katalaz (CAT), GSH ve glutasyon peroksidaz (GSH-Px)
seviyeleri hepatik oksidatif stresi ortaya koymada kullanilir (Barrera, 2012; Jiang vd.,
2016). Siklofosfamidin neden oldugu karaciger hasarinin sonuglarindan/kanitlarindan
biri de karaciger hasarinin belirtegleri olan aspartat aminotransferaz (AST) ve alkelen
fosfataz (ALP) degerlerinin sistemik dolasimdaki aktivitelerinin artmasidir

(Senthilkumar vd., 2006).

Genis bir kullanim yelpazesi olan, CP’nin g¢esitli organlarda inflamatuar yanit
olusturarak (Matar vd., 2002) TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi ¢esitli pro-inflamatuar
sitokinlerin asir1 {iretimine neden oldugu bildirilmistir (Zoheir vd., 2015).
Inflamatuar sitokinlerin asir1 salinimi, karaciger hasarmin patogenezine iliskin
enflamatuar siireci baglatmaya, hizlandirmaya ve siirdiirmeye katkida bulunur (Chen

vd. 2015; Wang vd., 2015).

1.4. Siklofosfamidin Kimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Siklofosfamid, kimyasal olarak asit 6zellikte ve azotlu hardallar (nitrojen mustard)
kategorisinde yer alan alkilleyici bir maddedir (Austin ve Klippel, 1986).
Siklofosfamidin terapotik ve toksik etkileri, karacigerde bulunan mikrozomal
sitokrom P450 karisik bir oksidaz sistemi aracili, fosforamid mustard ve akrolein
metabolitleri {izerinden olusur (Sladek, 1988). Fosforamid mustardin takip eden
reaksiyonlart sonucu olusan ara iirlinler su, aminoasit ve cesitli proteinler gibi
niikleofilik maddelerle geri doniisiimsiiz kovalent baglar kurar. Ancak en 6nemlisi

baglanma bolgesi DNA’dir. Bu baglanma, DNA {izerinden hiicre oliimiinii



geceklestirerek CP’nin anti-tiimoral mekanizmasimi gergeklestirmis olur (Moore,
1991).

Siklofosfamid 6n ila¢ durumundadir. Antineoplastik etki gosterebilmesi igin DNA’y1
alkillemesi gerekir. Neoplastik hiicrelerde 6nce etilenimonium, sonra da pozitif yiiklii
karbonyum iyonuna doniiserek DNA gibi negatif yiikli niikleik asitler ile geri
dontisiimsiiz olarak kovalent bag kurarak alkillenme meydana getirir. Bu alkillenme
DNA’nin kendisini esleme mekanizmasini bozar. DNA {izerindeki etkisi radyasyona
benzedigi i¢in radyomimetik ilaglar olarak da adlandirilirlar (Kaya, 2013). Hiicre
siklusunun bulundugu faz bakimindan non-spesifik olan CP’nin sagaltic1 etkisi
verilen doz ile iliskilidir. Doz arttik¢a ilacin sagaltim giicii de artmaktadir (Kayaalp,
2002).

1.5. Siklofosfamide Karsi Diren¢ Gelisimi

Klinik kullanim sirasinda etkene karsi direng gelismesi siklikla goriilen bir
durumdur. Bu direng tedavide basarisizlik oranini arttirirken, etkenin sitotoksik ve
mutajenik yan etkilerini de azaltmaktadir. Olusan direncin temel mekanizmasi
hiicrelerde iiretilen niikleofilik maddelerin miktarinin artarak, DNA’ya baglanacak
olan ajan ile yarigsmaya girmesi seklinde gergeklesir (Susan ve Michael, 2002; Kaya
2013).

1.6. Siklofosfamidin Yan Etkileri

Siklofosfamidin klinikte neoplastik ve non-neoplastik hastaliklarda kullanim sahasi
bulurken, neden oldugu yan etkiler sagaltim dozunu ve kullanilabilecegi alanlari
kisitlamaktadir (Kalaycioglu vd., 1995; Potnuri vd., 2018). Siklofosfamidin,
gozlenme sikligina gore yan etkileri; hemorajik sistitis (Stillwell ve Benson, 1988;
Kaya, 2013; Hamzeh vd., 2018), hepatotoksisite (EI-Naggar vd., 2016), akciger
hasar1, bobrek toksisitesi (Said vd., 2016), testikiiler toksisite (Ghobadi vd., 2017),
kardiyomiyopatidir (Asiri, 2010). Ayrica pankreasin adacik hiicrelerinde de hasar
goriilmiistiir (Sharma vd., 2016). Kemik iligi {izerinde olusturdugu etki nedeniyle
bagisiklik sistemini baskilamasi (Kaya, 2013; Hamzeh vd., 2018), hizli proliferasyon



gosteren testis hiicreleri ilizerinde sitotoksik etkisiyle oligospermi ve azospermi
tizerinden fertiliteyi olumsuz yonde etkilemesi (Howell ve Shalet, 1998) CP iliskili
yan etkiler olarak rapor edilmistir. Goriildiigii tizere, CP iliskili yan etkilerden en ¢ok

etkilenen organlarin baginda karaciger de bulunmaktadir.
1.7. Glycyrrhiza glabra L. (Meyan Bitkisi)

Meyan bitkisi veya iilkemizdeki yaygin adi ile meyan kokii, Glycyrrhiza glabra L.
olarak sistematize edilmektedir. Tirkiye’de agirlikla Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde yetisir. Yaz mevsiminde sari-maviden kahverengiye kadar degisen
renkte bugday basagina benzer ¢icek agan, boyu 2 metreye kadar uzayabilen ¢ali
tiriinde bir bitkidir. Bitkinin kokleri yani meyan kokii olarak adlandirilan kisimlari
kurutulduktan sonra bu bolgeye 6zgii serbet yapilarak degerlendirilmektedir. Meyan
koki, magnezyum ve silisyum bakimindan zengin olup igeriginde nisasta, seker,
zamk ve recgine bulundururken, tibbi olarak biiyiilk 6nem arz eden etken maddesi
glycyrrhizin de dahil olmak iizere ¢ok¢a etkin etken madde ihtiva eder (Asimgil,
1997; Baytop, 1999). Koklerinden izole edilen baslica iki etken madde glycyrrhizin
ve glycyrrhetinic asittir. Bu etken maddelerden klinikte hiperlipidemi, arterosklerozis
ve alerjik inflamasyonun tedavisinde yararlanilir (Lin vd., 2005). Farmakolojik
acidan en Onemli bilesen olan triterpenik saponozitler grubunda bulunan glisirizik
asit sakarozdan 60 kat daha tath bir bilesiktir (Tanker vd., 1998). Bununla birlikte
meyan bitkisinde az miktarda liquititine ve glabrol gibi flavonoidler, glabrene ve
glabridin gibi izoflovonoidler, ligcoumarin gibi kumarinler, polisakkaritler ve

esansiyel yaglar vardir (Evans, 1996).
1.8. Glycyrrhiza glabra L.’nin Klasifikasyon

Cizelge 1. 1: Glycyrrhiza glabra L. nin klasifikasyon (int. Kay. 2) (Classification |
USDA PLANTS)

Alem Plantae — Plants
Alt Alem Tracheobionta — Vascular plants

Ust Boliim  Spermatophyta — Seed plants



Boliim Magnoliophyta — Flowering plants

Simif Magnoliopsida — Dicotyledons

Alt simf Rosidae

Takim Fabales

Aile Fabaceae /Leguminosae — Pea family
Genus Glycyrrhiza L. — licorice

Tiir Glycyrrhiza glabra L. — cultivated licorice

Glycyrrhiza L. genusu’nun 30 tiir icerdigi (Nomura vd. 2002), Tirkiye’de ise bu
tirlerden G. glabra dahil 6 tiirtin bulundugu belirtilmistir (Baytop, 1999).

1.9. Glycyrrhiza glabra L.’nin Aktif Bilesenleri

Meyan kokii;  saponinler, flavanonlar, kalkonlar, flavonlar (flavonoller),
izoflavanonlar, izoflavanlar, izoflavenler, kumarinler gibi ¢esitli maddeler igerir
(Zhang ve Ye, 2009; Qiao vd. 2014; Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl, 2015).
Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl. (2015)’nin yaptiklari bir derleme g¢alismasinda, G.
glabra’nin igerdigi saponinlerin: 18B-glycyrrhetinic asit (Xu vd., 2013; Qiao vd.,
2014), glycyrrhizic asit (Xu vd., 2013), licorice-saponin A3 (Xu vd., 2013; Qiao vd.,
2014), licorice-saponin G2 (Qiao vd., 2014), licorice-saponin E2; flavonlarin:
liquiritigenin, liquiritin, liquiritin  apioside (Xu vd., 2013); kalkonlarin:
isoliquiritigenin, isoliquiritigenin apioside, isoliquiritin (Simmler vd. 2014),
neoisoliquiritin, licochalcone A and B (Zhang ve Ye, 2009); flavonlarin
(flavonoller): licoflavonol, isolicoflavonol (Zhang ve Ye, 2009; Qiao vd., 2014)
izoflavonlarin: licoisoflavone, licoricone, gancaonin, angustone, isoangustone
(Zhang ve Ye, 2009; Qiao vd., 2014;), glabrone (Zhang ve Ye, 2009); izoflavanlarin:
glabridin, hispaglabridin A and B (Zhang ve Ye, 2009); izoflavenlerin: glabrene
(Zhang ve Ye, 2009); kumarinlerin ise: glycycoumarin, licopyranocoumarin (Qiao

vd., 2014), glycyrin ve glycyrol (Wang vd., 2015) oldugu belirtilmistir.

1.10. Glycyrrhiza glabra L.’nin Kullanim

Meyan bitkisinde bulunan etken maddeler, viicutta farkli terapétik etkiler gosterir.

Geleneksel tipta, meyan bitkisinin kokleri ve rizomlar1 ylizyillardir klinik



kullanimdadir. Koklerin anti-asidik, anti-tilseratif (Ambawade vd., 2002), anti-
inflamatuvar, balgam soktliriicli, idrar soktiirlicii, tonik, miishil ve yatistirict
ozellikleri vardir (Wagner vd., 1989; Lakshmi ve Geetha, 2011). Meyan bitkisi bu
etkileri ile eklem ve kas agrilar1 ile romatizmaya karsi hazirlanan ilaglarin terkibinde
yer alir (Ugulu ve Baslar, 2010). Gastrit, oksiiriik ve bronsit gibi rahatsizliklar da

meyan kokiiniin baslica kullanim alanlar1 arasindadir (Ozgokee ve Ozgelik, 2004).

Meyan bitkisi i¢indeki bilesikler ayrica anti-neoplastik etkinlik gosterir (Kumada,
2002). Meyan kokiinden izole edilen fenolik bilesiklerin ¢ogu, diisikk yogunluklu
lipoprotein (LDL) ve kirmizi kan hiicrelerini oksidatif hasardan korumaya da
yardimci olabilir (Vaya vd. 1997; Haraguchi vd. 1998). Meyan kokii ekstresinin
karaciger iizerinde terapétik etkinligi bilinmektedir. Meyan kokii ile yapilan
caligmalar serum aspartat aminotransferaz (AST)’da 6nemli bir azalma ve karaciger
histolojisinde dnemli bir iyilesme gostermistir. Bu bilgi 1s18inda, Japonya’da kronik
hepatit tedavisinde rol alan 6nemli bir bitkidir (Gumpricht vd., 2005; Van Rossum
vd., 1998).

Giinliik giivenli doz olarak 6nerilen 5-15 gram meyan bitkisi, etken madde olarak
200-600 mg glycyhrrizine es degerdir Bitkinin ¢ay1 olarak ifade edilebilecek
inflizyon ¢6zeltisini hazirlamak igin, her 150 ml su igin 2-4 gram iri ya da ince
kiyilmis bitki, kaynayan suya atilir ya da soguk suya atildiktan sonra kaynatilir.
Takriben 10-15 dk demlendikten sonra siiziiliir ve genellikle yemeklerden sonra bir
bardak i¢ilir (Kraft ve Hobbs, 2004). Bu inflizyon ¢6zeltisi, anti-tiissif ve laksatif
etkili olup ayrica prostat patolojileri ile mide agrilar1 ve iilseratif lezyonlarin
sagaltiminda kullanilir (Leporatti ve lvancheva, 2003; Momeni vd., 2014). Bunlarin
yant sira adrenal bozukluklar, ses kisikligi, larinks iltihabi, astim ve pndmoni gibi
patolojiler ile yagl cilt problemlerine karsi tibbi etkisinden yararlanilmaktadir (Xie
vd.,, 2009; Karousou ve Deirmentzoglou, 2011). Tiberkiilloz tedavisi ve
hepatotoksisiteye kars1 kullanildigi bildirilirken (Cao vd., 2019; Viswanathan vd.,
2019; WHO, 1998), meyan bitkisinin balgam ve idrar soktiiriicii 6zelliklerine de
deginilmektedir (Baytop, 1999). Meyan bali ise; solunum sitemi rahatsizliklari igin
0,5-1 gram, tlseratif rahatsizliklar ig¢in 1,5-3 gram dozunda kullanimi 6nerilmektedir
(Kraft ve Hobbs, 2004).



Farkli cografi bolgelerde ve farkli zamanlarda sifa amaciyla yaygin olarak
kullanildigi kaydedilen (Armanini vd., 2002) meyan kokii kullanimina ait ilk
belgeler, antik ¢aglarda Asur, Misir, Cin ve Hint kiiltiirlerine ait tarihsel kayitlara
kadar dayanmakta ( Thompson, 1930; Chopra, 1958) ve hatta M.O. 2800°li yillara
kadar uzanmaktadir (Van Marle vd., 1981). Meyan bitkisi kullanimina iligskin ilk
askeri kayitlar, giiniimiize kadar ulasan Biiyiik Iskender (III. Alexandros) donemine
aittir (Oguz, 1987). Miladi takvimden sonra da meyan bitkisinin etkileri ve
kullanimina iliskin kayitlara ulasmak miimkiindiir. Milattan sonra (M.S.) 1.yiizyilda
Dioscorides’e ait Materia Medica kitabi, Theophraste’e ait Enquiry Into Plants eseri
tarihsel bir kayit olarak gosterilebilir (Erdemir, 2001). Ancak Romali hekim
Alexander, bitkinin tibbi tedavi amaciyla 6. yiizyilda kullanildiginm1 savunmaktadir
(Van Marle vd., 1981).

Meyan bitkisi, modern tipta da onemli bir kullanim sahasina sahiptir. Bitkinin
ekstraktlari, farmosotik alanda ilaglarin istenmeyen tatlarin1 maskeleme amaciyla
tatlandiric1 ajan olarak ve soguk alginligi gibi solunum sistemini etkileyerek
Oksiirige  sebep olan  hastaliklarda  Oksiiriiglin ~ rahatlatilmast  amaciyla
kullanilmaktadir (Takahara vd., 1994). Ulkemizde hemoroid, karin agris1 gibi
rahatsizliklarda bitki demlenerek ¢ay seklinde tiiketilir (Sezik vd., 2001). Japonya’da
kronik hepatitis, AIDS ve Herpes viriis-iligkili patolojilerde 60 yildir kullanildig:
bilinmektedir (Takahara vd., 1994).

1.11. Glycyrrhiza glabra L.’nin Farmakolojik Etkileri

1.11.1. Glycyrrhiza glabra L.’nin Anti-inflamatuar Etkileri

Meyan bitkisinin anti-inflamatuar etki mekanizmasi ile ilgili ¢alismada, G. glabra’da
bulunan etkin etken maddelerden glabridin, glycyrrhizin ve isoliquiritigenin
kombinasyonunun yanginin patogenezinde yer alan lokotrien B ve prostaglandin
E2’nin sentezini Onemli derecede inhibe ettigi ortaya konulmus olup, bu
inhibisyonun, siklooksijenaz ve lipooksijenaz iretimi ile iligskili oldugu ileri
strilmiistiir (Chandrasekaran vd., 2011). Glycyrrhizin, nétrofiller tarafindan tretilen

ROT’yi doza bagli bir sekilde onemli dlgiide azaltmis, bu asamada hiicre-iliskisiz



ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile nétrofil kemotaksisi ve fagositoz {izerine olumsuz

etkimeden anti-inflamatuar etki gostermistir (Akamatsu vd., 1991).

G. glabra (glabridin, isoliquiritigenin), J774A.1 fare makrofajlarinda NO, IL-1p, ve
IL-6 iretimini inhibe etmistir (Thiyagarajan vd., 2011). G. radiks, fare periton
makrofajlarinda NF-xB ve caspase-1 aktivasyonunu diizenleyici etkimistir (Kim vd.,
2014). G. uralensis’in, RAW 264.7 hiicrelerinde NF-kB aracili inflamatuar yolagi
inhibe eden aktif Nrf2 yollarini kullandig: ifade edilmistir (Wu vd., 2011).

Glycyrrhizin, RAW 264.7 hiicrelerinde TLR (Toll benzeri reseptor) 9 agonisti CpG-
DNA tarafindan indiiklenen pro-inflamatuar aracilari kuvvetli sekilde bloke eder
(Schrofelbauer vd., 2009), NO iiretimini ve iNOS ekspresyonunu baskilar (Uto vd.,
2012). Glycyrrhizic asit ve 18p-glycyrrhetinic asit ile RAW 264.7 hiicrelerinde NO,
PGE2, TNF-a, IL-6, IL-1p iiretimini inhibe eder, ROT, iINOS ve COX-2 genlerinin
ekspresyonunu azaltir ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eder (Wang
vd., 2011). 18B-glycyrrhetinic asit, RANKL ile uyarilan osteoklastogenezi ve sitokin
tiretimi inhibe eder (Sasaki vd., 2010).

1.11.2. Glycyrrhiza glabra L.’nin Anti-Bakteriyel, Anti-Fungal ve Anti-Protozoal
Etkileri

G. glabra’nin farkli yontemler ile hazirlanan formlari, i¢erdikleri gesitli bilesikler
sayesinde, antimikrobiyal, antiviral, antifungal ve antiprotozoal etkinlikler

gostermistir.

Glycyrrhiza sp. Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis bakterileri
tizerinde antibakteriyel etkili olmustur (Badr vd., 2011). G. glabra, Helicobacter
pylori {izerinde antibakteriyel etkinlik gostermistir (Asha vd., 2013). Bitkinin
yapraklar1 S. aureus (Irani vd., 2010), kokleri S. aureus (Snowden vd., 2014) ve
Campylobacter jejuni (Bensch vd., 2011) iizerinde, glycyrrhizin E. coli (Chen vd.,
2009) tizerine, 18B-glycyrrhetinic asit metisilin direngli S. aureus (Long vd., 2013)

tizerine, glycyrrhizinizden arindirilmis G. Glabra’nin Streptococcus mutans UA159



(Ahn vd., 2012) iizerine antibakteriyel etkinligi yapilan c¢aligmalar ile ortaya

konulmustur.

G. uralensis’in Enterovirus type 71 (Kuo vd., 2009), rotavirus (Alfajaro vd., 2012)
tizerine, Glycyrrhiza sp.’in Varicella zoster virus (Shebl vd., 2012), rotavirus (Kwon
vd., 2010), insan respiratuar sinsitial viriis (Feng Yeh vd., 2013) ve Newcastle
hastaligi virtisic (Omer vd., 2014) {izerine antiviral etkinlik gosterdigi yapilan
caligmalar ile gosterilmistir.  Glycyrrhizin’in - Influenza A viriis {izerine
(Wolkerstorfer vd., 2009), glycyrrhizic asitin Herpes simpleks viriis tip 1 lizerine
(Laconi vd., 2014), glycyrrhetinic asitin Human immunodeficiency virus (HIV)
tizerine (Song vd., 2014), 18B-glycyrrhetinic asitin rotavirus tizerine (Hendricks vd.,

2012) antiviral etkinlik gosterdigi yapilan ¢alismalar ile gésterilmistir.

G. glabra’nin Candida albicans iizerine (Irani vd., 2010), glycyrrhizic asit ve 18-
glycyrrhetinic asitin C. albicans iizerine (Messier ve Grenier, 2011; Pellati vd., 2009)

antifungal etki gosterdigi ortaya konulmustur.

G. glabra’nin kokleri Plasmodium falciparum iizerine (Sangian vd., 2013), bitkinin
toprak tizerinde kalan bolimleri P. falciparum tizerine (Esmaeili vd., 2009),
glycyrrhetinic asit filaria {izerine (Kalani vd., 2013), 18B-glycyrrhetinic asit

Leishmania donovani tizerine (UKil vd., 2011) antiprotozoal etkinlik gostermektedir.

1.11.3. Glycyrrhiza glabra L.’nin Anti-Oksidatif Etkileri

Glycyrrhiza tiirlerinde bulunan ve bir izoflavani olan glabridin, 6zellikle diisiik
dansiteli lipoproteinleri (LDL) ve kirmizi kan hiicrelerini oksidasyondan koruyan
giicli bir antioksidandir (Carmeli ve Fogelman, 2009; Haraguchi vd., 1998; Vaya
vd., 1997). Meyan bitkisi ekstresinin karaciger tizerinde olumlu etkiye sahip oldugu
da bilinmektedir. Hepatosit hiicre kiiltiirlerinde safra asidi ile indiiklenen hasara kars1
glycyrrhizin ve onu metaboliti olan 18-glycyrrhetinic asidin koruyucu etkileri
tanimlanmistir (Gumpricht vd., 2005). G. uralensis'in ¢ fenil flavonoidi olan
dehidroglyasperin C (DGC), dehidroglyasperin D ve izoanguston A’nin karacigerin

yan1 sira bobrek ve beyin dokusunda da antioksidan etkinligi bilinmektedir (Kim vd.,
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2012). Alkol ile olusturulan yagli karaciger hastaligina karst kullanilan ve
glycyrrhizic asit, liquiritin ve liquiritigenin igerigi ortaya konmus meyan ekstresinin
serum alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, trigiliserit ve tiimor nekrozis
faktor (TNF)-o seviyelerini diizelttigi ve hepatositlerdeki lipid birikimini azalttig
ortaya konmustur (Jung vd., 2016). insanlarda kronik hepatitis tedavisine yonelik
yapilan arastirmalarin derlendigi bir ¢alismada, kronik hepatitis C tedavisine yonelik
meyan bitkisinin olumlu etkilerinden bahsedilmis, hatta diizenli kullanildig1 takdirde
hepatoseliiler karsinoma gibi olasi neoplastik patolojileri Onleyebilecegi ileri
stiriilmistiir (Van Rossum vd., 1998). Aralarinda G. Glabra’nin da oldugu 22 dogal
tiriin ile ilgili yapilan bir derleme calismada, bu {irlinlerin kullanimina iligkin
hiicresel kolesterol biyosentezinin inhibisyonu, total serum kolesterol, trigliserit
seviyelerinin diismesi, LDL oksidasyonunda azalma ve serbest radikallerin
stiptiriilmesi gibi viicudun lehine bulgulardan bahsedilmistir (Hasani-Ranjbar vd.,
2010).

Meyan kokii hepatoprotektif etkileri iizerine yapilan caligsmalar, antioksidan ve
antienflamatuar  kapasiteyi  arttirarak  karaciger hasarmi  azaltabilecegini
diisiindiirmektedir (Chen vd., 2014; Fu vd., 2013). Oyle ki, meyan ekstresinin
biyoaktif bilesenlerinin lipopolisakkaritler ile uyarilan mikroglia hiicreleri ve tert-
biitil hidroperoksit kaynakli karaciger hasarin1 Onledigi ve iltihapli karaciger
hastaliklarinda tedavi amaciyla kullanilabilecegi goriilmiistiir (Yu vd., 2015). Meyan
bitkisinin biyoaktif bilesenleri, farkli mekanizmalar iizerinden hepatoprotektif etki
olustururlar. Glycyrrhizic asit, meydana gelen ROT miktarini ve hiicre i¢i glutatyon
tiketimini azaltir, mitokondri membranlarinin depolarize olmasii inhibe eder

(Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl, 2015).

1.12. Transient Receptor Potential (Gegici reseptor potansiyeli-TRP)

Transient receptor potential kanallar1 (Gegici reseptor potansiyeli-TRP), membran
potansiyeli veya hiicre i¢i kalsiyum (Ca2+) konsantrasyonunu degistirerek sinyal
doniistiiriici  gérev yapan katyonik iyon kanali ailesidir. Bu siiper aile,
nematodlardan insanlara kadar c¢ogunlukla korunagelmis cok sayida degisken

modelli iyon kanallar1 grubunu ihtiva eder. Sekans homolojisine gére, memeli TRP
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kanali iist ailesi TRPC (Canonical), TRPV (Vanilloid), TRPM (Melastatin), TRPA
(Ankyrin), TRPML (Mucolipin), ve TRPP (Polycystic) olmak iizere alt1 alt aileye
klasifiye edilir. ilk dért alt aile grup 1, son ikisi ise grup 2 olarak klasifiye edilir
(Samanta vd., 2018). Birinci grupta yer alan transient receptor potential melastatin 2
(TRPM2), 1s1ya duyarl ve katyon akisina miidahale eden Ca*? gegirgen bir kanaldur.
Ayrica viicuttaki birgok hiicreden salimir (Clapham, 2003; Nilius vd., 2007).
Karaciger parankim hiicreleri olan hepatositlerden de salinan TRPM2 (Rychkov ve
Barritt, 2011) organda gergeklesen glikoz, yag asidi, aminoasit ve ksenobiyotik
metabolizmast ile safra asidi sekresyonu, protein sentezi, lizozom ve diger
vezikiillerin hareketi ve iistelik hiicrenin apoptozis ve nekrozuna kadar devam eden
hiicre dongiisii siirecinde Ca*? iyonlar1 degisimi ve diizenlenmesi lizerinden olmazsa
olmaz vazife ifa edecektir (Boyer, 2002; Dixon vd., 2005; Enfissi vd., 2004; Leite ve
Nathanson, 2001).

TRPM2 iyon kanalinin birgok fizyolojik ve patolojik vakada hiicrenin hayatta
kalmasi ve 6limii ile ilgili 6nemli role sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Miller ve
Zhang, 2011). Oksidatif stres ve TNFa, TRPM?2’yi aktive ederek kalsiyum salinimini
sitimtile eder (Miller ve Zhang, 2011; Wilkinson vd., 2008). Asir1 miktarda hiicre i¢i
kalsiyum iyonu, mitokondriyal disfonksiyona ve devamindaki tahrip edici siireclere
zemin hazirlar (Bonaventura vd., 2016). Hiicrelerde Ca* tyonunun yogunlugunda
meydana gelen kontrolsiiz artis ve hiicrede depo halinde bulunan Ca*? serbest hale
geemesi pro-apoptotik faktdr olarak degerlendirilir. Mitokondride Ca*? iyonlarmin
asir1 artis1 mitokondrinin hacimsel genislemesine, bu olay ise hiicrenin pro-apoptotik
evreye gelmesinde énemli bir rol oynar. Mitokondrinin biitliinliiglinii kaybetmesinin
ardindan caspase-iliskili apoptozis siireci baslar (Giorgi vd., 2012). CP’ye maruz
kalan hiicrelerde meydana gelen apoptozisin TRPM kanallarinin aktivasyonu

tizerinden sekillendigi ileri stiriilmiistiir (Guler ve Ovey, 2020).
1.13. Apoptozis; Caspase 3 ve Bcl-2

Organizma gereksinim duyulmayan, hasarli, transforme ya da omriinii doldurmus
hiicreleri programli hiicre 6liimii diye de ifade edilen apoptozis ile bertaraf ederek

homeostazisi saglar (Cummings vd., 1997; Khan vd., 2008). Apoptozis, fizyolojik bir
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stire¢ olup patolojik hiicre 6liimii olan nekrozdan farkl: bir siireci takip eder (Bellamy
vd., 1995). Hiicre ¢ekirdegi birden fazla pargaya boliiniir yani kromatin kondansedir
ve tipik apoptotik cisimcikler vardir. Apoptozis olusumunda yangisal bir yanit
olusmaz ki bu da apoptozise 6zel bir durumdur (Doonan ve Cotter, 2008; Tomatir,
2003). Apoptozisde hiicreler morfolojik olarak sodyum kaybi nedeniyle biiziismiis
olarak goriiniirken, nekroze olan hiicrelerde sodyum ve su artis1 nedeniyle hiicreler

siskin goriiliir (Yu, 2003).

Patolojik cergevede tiimor hiicrelerinin (Baykal vd., 1998), akut yangiy1 takiben
nétrofillerin (Ocafia vd., 2008), viral hastaliklarda viriisten etkilenen hiicrelerin yok
edilmesi apoptozis tizerinden gergeklesir (Lapierre vd., 2007). Radyasyon ve
kemoterapotiklerin diisiik dozda uygulanmasi sonucunda apoptozis olusurken yiiksek
dozlarda uygulanmasi nekroz olusumu ile sonuglanabilmektedir (McConnell vd.,
2007; Sungurlu vd., 1996).

Apoptozis gelisen hiicrelerde, hiicre i¢i kalsiyum (Ca) ve magnezyum (Mg)
endoniikleaz enzimini aktiflestirir, kromozomal DNA niikleozom denilen birimlere
kadar pargalanir. Bu hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel elektroforezde tipik merdiven
basamagi (ladder formasyonu) goriinimii verir (Bortner vd., 1995; Carson ve
Ribeiro, 1993; Cohen, 1993; Elmore, 2007). Bu parcalama, apoptozis sinyalinin
hiicreye ulagsmasinin ardindan, hiicrelerde bulunan ICAD (inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease-caspase ile aktive olan deoksiriboniikleaz inhibitorii-
DNA fragmentasyon faktor 45) denilen inaktif bir enzimin, caspase-3 tarafindan
aktive edilerek, CAD (caspase activated DNaz, caspase ile-aktive olan
deoksiriboniikleaz-) aktif enzimine doniismesi ile gergeklesir. Bu aktif enzim
cekirdek DNA’smi niikleozomal diizeyde 180-200 parcaya ayirir (Cohen, 1993;
Pinarbasi, 2007; Sakahira vd., 1998).

Apoptozis, organizmada proapoptotik ve antiapoptotik proteinler arasindaki denge
sayesinde diizenlenir (Adams ve Cory, 2001). Bcl-2 ve Bax gibi proapoptotik ve anti-
apoptotik regiilator proteinler arasindaki denge hiicrenin gelecegi acisindan 6nem arz eder
(Zheng vd., 2016). Bcl-2 proteini, p53 ve Bax gibi pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkili bir
gen ailesidir (Adams ve Cory, 2001). p53 mutasyonlu hiicrelerde apoptozis kesintiye
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ugrarken, Bcl-2’nin agir1 salimimi hiicre proliferasyonu ve Bax’in asir1 salinimi ise hiicre
oliimii ile sonuglanir (Mader, 2007). Bcl-2 ailesine ait Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim,
Puma ve Noxa proapoptotik proteinler iken, Bcl-2, BcIxL ve Mcll antiapoptotik
proteinlerdir. Proapoptotik proteinler apoptozisi indiiklemek ile gorevlidir. Bcl-2
ailesi proteinleri, proapoptotik etkisini caspase’larin 6ncii formlari ve sitokrom-c
salmimminin engellenmesi {izerinden gosterirken, antiapoptotik etlerini iyon kanallar
tizerinden gosterir (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001; Ramdial vd.,
2000).

Neoplastik hastaliklar, ¢agimiz hastalik gruplarindan biridir. Bu hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir¢ok kimyasalin kullanimi, hiicre/doku/organlar tizerinde
olusturdugu yan etkiler nedeniyle kullanimi kisitlanmaktadir. Hastanin sagligi i¢in bu
yan etkileri azaltmak, en az ilacin etkinligi kadar 6dnemlidir. Son zamanlarda, yan
etkilerin ~ azaltilmasinda dogal {riinlerin  kullaniminin  yayginlagtigi  géze
carpmaktadir. G. glabra (meyan) da antioksidan 6zelligi kanitlanmis, kimyasallarin
hiicre ve dokulardaki yikimlayici etkisini azaltmak i¢in kullanilan bir bitkidir. Meyan
bitkisinin etkin etken maddelerinden glycyrrhizin’in kemoterapétiklerin olusturdugu
yan etikleri azalttig1, ayrica neoplaziler {izerinde olumlu etkisinin oldugu yapilan
caligmalarda gOriilmiistiir. Literatiir incelemesi yaptigimizda, glycyrrhizinin CP
iligkili karacigerden koruma ve tedavi arastirmalarinda kullanildigi herhangi bir
deneysel veya saha caligmasina rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda,
glycyrrhizinin CP’ye iligkin hepatotoksisite olgularinda doku ve/veya organ hasarina

kars1 koruyucu/onleyici etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde yiiriitiilen bu ¢alisma icin AKUHADYEK-477-15 referans numarasiyla
izin alindi. Calismada, ad1 gegen birimden saglanan 28 adet, 220-250 gr agirliginda,
erkek, Sprague Dawley 1rki rat kullanildi. Calisma, 4 gruplu ve her bir grup 7 hayvan
icerir sekilde olusturuldu. Hayvanlara deney siiresince ad libitum standart rodent
yemi ve ¢esme suyu verildi. Deney hayvanlari, oda sicakliginda (22 + 0.5°C) ve
uygun nem ortaminda polikarbonat kafeslerin i¢inde 12 saat aydinlik/12 saat karanlik

olacak sekilde barindirildi ve 7 giinliik uyum siirecinin sonunda deneye baslandi.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Dondurucu (Ugur UDF 7SL Vertical Frezer)
Hassas Terazi (Bel Engineering, Italy)
Kronometre (Isolab Laborgerate GmbH)
Cam jelli tiip

Mikro kiivet

Distile su cihazi (Niive NDS)

Doku takip cihazi (Leica TP 1020)
Mikrotom (Leica RM 2155)

Isik mikroskobu (Nikon Eclipse Ci)

Goriintiileme cihaz ve yazilimi (Kameram®, Mikrosistem)

2.1.3. Kimyasal Maddeler

Glycyrrhizic acid ammonium salt from gycyrrhiza root (licorice) (Sigma, Cas 53956-
04-0)

Siklofosfamid (Endoxan®, 500 mg flakon, Eczacibasi-Baxter)

Ketamin HCI (Alfamm®, 100 mg flakon, EGE-VET)
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Ksilazin HCI (Alfazyne®, 20 mg flakon, EGE-VET)

2.2. Yontem

2.2.1. Deneme Gruplarinin Olusturulmasi

Deney hayvani olarak kullanilan 28 rat, her grupta 7 rat bulunmak {izere 4 gruba
ayrildi. Calismanin bitimine kadar her kafeste 3 veya 4 rat barindirildi. Caligsma
gruplarina uygulanan yontemler, gruplara gore ayrintili bir sekilde asagida ifade
edildi.

Kontrol Grubu: Bu grubundaki hayvanlara gastrik gavaj (g.g.) ile sadece fizyolojik

tuzlu su verildi. Totalde 48 saat sonra diger hayvanlarla beraber 6tenazi edildi.

CP Grubu: Deneyin basinda bu gruptaki hayvanlara intraperitoneal (i.p.) yolla 150
mg/kg CP uygulandi. Baska bir islem uygulanmayan hayvanlar 48 saatin ardindan

Otenazi edildi.

CP+GLY100 Grubu: Deneyin basinda bu gruptaki hayvanlara g.g. yolla 100 mg/kg
glycyrrhizin (GLY) uygulandi. Sonraki 20. dakikada i.p. yolla 150 mg/kg CP enjekte
edildi. CP uygulamasindan sonra ise 4. ve 8. saatlerde 100 mg/kg dozunda 2 kez
daha g.g. yolla GLY verildi. Totalde 48 saat sonra hayvanlar 6tenazi edildi.

CP+GLY200 Grubu: Deneyin baginda bu gruptaki hayvanlara g.g. yolla 200 mg/kg
GLY uygulandi. Sonraki 20. dakikada i.p. yolla 150 mg/kg CP enjekte edildi. CP
uygulamasindan sonra ise 4. ve 8. saatlerde 200 mg/kg dozunda 2 kez daha g.g. yolla
GLY verildi. Totalde 48 saat sonra hayvanlar 6tenazi edildi.

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Deney bitiminde 5 mg/kg ksilazin HCI ve 50 mg/kg ketamin HCI ile anesteziye
aliman hayvanlarda anestezi derinligi kistirma, kas tonuslar1 ve palpepral refleksler

gozlenerek takip edildi.
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2.2.3. Makroskobik Yontem

Ratlarin karin boslugu, bilimsel nekropsi yontemleri uygulanarak agildi. Cerrahi
kosullara uygun olarak karacigerler disseke edilerek ¢ikarildi. Karacigerin hem dis
yiizii hem de kesit yiizii olas1 lezyonlar agisindan makroskobik muayeneye tabi
tutuldu. Makroskobik muayenenin ardindan safra kanallarina dik olacak sekilde
kesiler yapilarak trimlenenen uygun biiyiikliikkte parcalari %10’luk tamponlu nétral

formalinde tespit edildi.

2.2.4. Histopatolojik Yontem

Formalin tespitinden sonra uygun biiytikliikte kiigiiltillen doku ornekleri takip
kasetlerine alindi. Bir gece boyunca ¢esme suyu altinda yikanan dokular otomatik
doku takip cihazinda (Leica TP 1020) diisiikten-yiiksek dereceli alkole dogru (50, 70,
80, 96’11k ve absolut alkol) dehidre edildi ve ksilol ile seffaflastirildi. Ksilollii parafin
ve 56-58°C’de erimis parafinde ikiser saat tutulan dokulardan parafin bloklar
hazirlandi. Bu parafin bloklar rotary mikrotom (Leica RM 2155) ile kesildi ve alinan
5 mikrometre (um) kalinligindaki kesitler su banyosu igerisinde lamlara transfer
edildi. Etiivde kurutulan kesitler ksilol serileri ile absolut, 96, 80, 70 ve 50’lik
alkollerden gecirilerek hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip (Luna, 1968) entallen
yardimiyla lamelle kapatildi.

Siire¢ sonunda elde edilen preparatlar 151k mikroskobunda (Nikon Eclipse Ci) olasi
lezyonlar yoniinden degerlendirilerek 0’dan 6’ya kadar skorlamaya gidildi. Bulgu
yoklugu 0, varlig1 ise hafiften siddetliye 1-6 arasinda degerlendirildi. Tespit edilen
histopatolojik bulgular mikroskoba baglh dijital kamera (Kameram®, Mikrosistem)

ile mikroskobik olarak goriintiilendi.

2.2.5. immunohistokimyasal Yéntem

Parafin bloklardan Poly-L-lysine ile kaplanmis lamlara 4-6 um kalinliginda alinan
kesitler deparafinize ve rehidre edildi. 10 dakika 9%3'liik hidrojen peroksit

soliisyonunda tutularak endojen peroksidaz aktivitesi giderildi. Mikrodalga uyumlu
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basingli tencerede pH 6.0 sitrat tamponuna konarak 800 watt giicte, 20 dakika
antijen-geri kazanim uygulamasi yapildi. Daha sonra 15 dakika serum bloklamasi
uygulandi ve primer antikor olan TRPM2 (1/50 sulandirma, bs-2888R, Bioss, Inc.
USA), Bcl-2 (1/50 sulandirma, Santa Cruz Biyotechnology (N-19): sc-492) ve
cleaved-caspase-3 (1/50 sulandirma, Abcam, ab4051) antikorlar1 damlatild1 ve oda
1s1sinda 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra biotinli Anti-Rabbit IgG (Vector, BA-1100,
1/200 diliisyon) damlatild1 ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Bu asamadan sonra
Avidin Biotin peroksidaz kiti (Vector Inc, Vectastain Elite ABC Kit, PK-6100)
damlatild1 ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Baglantilar1 renklendirmek i¢in
peroksidaz substrati olan 3-amino-9- ethyl carbazol (AEC, Vector Inc, InmPACT
AMEC Red, SK-4285) damlatildi. Zemin, Gill's (I) hematoksilen ile boyandi. Akoz
yapistirict ile yapistirilarak 1s1ik mikroskobunda (Zeiss Axiolab.Al) incelendi ve
mikroskop kamerasinda (Kameram®, Mikrosistem) fotograflandi. Boyamada
immunoreaktivitenin yaygmligi ve siddeti (0: yok, 1: az, 2: orta, 3: siddetli) esas

alinarak histoskor olusturuldu.
2.3. Istatistiksel Yontem

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak incelenmesinde; calismadan elde edilen
verilerin degerlendirilmesi Shapiro ve Wilk (1965) tarafindan gelistirilen ve bu
calismadaki orneklem boyutu ve olglim sayisi i¢in uygun olan Shapiro-Wilk testi
gerceklestirildi. Tkiden fazla grup ortalamasinin Karsilastirilmasinda ve fark bulunan
degiskenlerde alt gruplarin arasindaki farklarin yorumlanmasi igin “Tek yonli
Varyans analizi” (One-Way ANOVA) ve Post-hoc Bonferroni, LSD testleri veya
normal dagilim kosulu saglanmiyorsa; Kurskal Wallis, Post-hoc test olarak

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Istatistiksel anlamlilik varyans analizi i¢in p<0,05 kabul edilirken, tip | hatay:
onlemek icin yapilan Bonferroni diizeltmesi sonucunda Mann-Whitney U testiyle
yapilan ikili karsilastirmalar igin istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0,0083

olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Materyal ve metot boliimiinde belirtilen uygulamalarin akabinde ratlarin kafes
koselerinde barinmay: tercih ettigi ve nispeten daha kisith hareket ettigi gozlendi.
Adaptasyon stirecinin ardindan nispi olarak yem tiiketiminin azaldig1 su tiiketiminin

ise artis gosterdigi dikkat gekti.

3.2. Makroskobik Bulgular

Calismada, gastrik gavaj yontemi ile yalnizca serum fizyolojik verilen kontrol grubu
hayvanlarin karacigerleri makroskobik olarak normal goriiniimdeydi. CP grubundaki
hayvanlarin karacigerleri hafif bliytimiis, kenarlar1 kiitlesmis, kivam1 hafif gevrek ve
koyu renkte olup kesit yiiziinde az miktarda koyu renkli kan sizmaktaydi. CP
grubuyla karsilastirildiginda, CP+GLY 100 ve CP+GLY200 gruplarmin karaciger
makroskpik bulgulart iyi goriilmekle birlikte, bu iyilesmenin CP+GLY200 grubunda

daha fazla oldugu goriilmektedir.

3.3. Mikroskobik Bulgular

Yapilan caligmada incelenen karaciger dokularinda degisen siddette konjesyon,
dejeneratif-nekrobiyotik degisiklikler ve Kuppfer hiicre aktivasyonlar1 gozlendi.
Deney gruplarimin karaciger dokulari, histopatolojik agidan degerlendirilirken,
gruplarin lezyon temelli degerlendirilmesi tercih edilerek bulgular asagida sunuldu.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis olan resimlerin orijinal bilylitmeleri x20°dir (Sekil

1A-1D).

19



Sekil 1A: Kontrol grubu, karacigerin Sekil 1B: CP grubu, karacigerin histolojisi

histolojisi

Sekil 1C: CP+GLY100 grubu, karacigerin Sekil 1D: CP+GLY200 grubu, karacigerin

histolojisi histolojisi

3.3.1. Konjesyon

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CP uygulanan grupta istatistiksel agidan
anlamli derecede yiiksek konjesyon gozlendi. Ancak glychrrhizin uygulanan
gruplarda, bu lezyonun CP grubuna kiyasla daha az oldugu goriildi. Kontrol grubu
ile CP+GLY100 ve CP+GLY200 gruplar arasinda istatistik agisindan anlamli bir
fark goriilmezken, CP+GLY200 grubu kontrol grubuna daha yakin sonuglar gosterdi.
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Konjesyon derecesi incelendiginde, CP grubu ile CP+GLY100 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak, CP grubu ile CP+GLY200
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edildi. CP+GLY100 ile
CP+GLY200 gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(Tablo 2).

3.3.2. Dejenerasyon ve Nekroz

CP uygulanan grupta, vena sentralis c¢evresindeki hepatositlerde yogunlasan
dejeneratif ve nekrobiyotik bulgular diger gruplarla karsilastirildiginda anlamlhi
derecede fazlaydi. CP grubu ile CP+GLY100 ve CP+GLY200 gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi. CP+GLY100 grubunda verilen 100 mg/kg
dozda glychrrhizin’in CP’in neden oldugu dejeneratif ve nekrobiyotik bulgulari
azalttigi, ancak CP+GLY200 grubunda 200 mg/kg dozda verilen glychrrhizinin
nispeten daha iyi sonuglar verdigi gozlendi. CP+GLY 100 ile CP+GLY?200 gruplari
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 2).

3.3.3. Kupffer Hiicreleri

Karaciger dokusunda kupffer hiicre aktivasyonu bakimidan kontrol grubu ile CP
grubu arasinda anlamli derecede fark vardi. Kontrol grubu ile CP+GLY100 ve
GLY200 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmezken, kontrol
grubu ile CP+GLY200 grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak iki grup birbirine
benzerlik gostermekteydi (p: 1.000). Bu durum, iyilesmenin neredeyse kontrol
grubuna yakin oldugunu gostermistir. CP grubu ile CP+GLY100 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken, CP grubu ile CP+GLY200 grubu

arasinda anlamli bir fark vardi (Tablo 2).

Cizelge 3.1: Histopatolojik parametrelerin istatistiksel analizi

Gruplar Konjesyon Dejenerasyon Kupffer Hiicre Aktivasyonu

Kontrol-CP 0,001* 0,001* 0,003*
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Kontrol-CP+GLY100 0,578 0,003* 0,009

Kontrol-CP+GLY200 0,591 0,007* 1,000
CP-CP+GLY100 0.011 0,005* 0,061
CP-CP+GLY200 0,005* 0,002* 0,003*
CP+GLY100-CP+GLY200 0,233 0,074 0,009

*[statistiksel olarak anlamlilik degeri p<0,0083 olarak kabul edilmistir.

3.4. immunohistokimyasal Bulgular

3.4.1. Caspase-3 Bulgulari

Karacigerde CP uygulamasina bagl olarak artan apoptozis tizerinde glycyrrhizinin
etkisinin degerlendirilmesi i¢in caspase-3 antikoru biitiin gruplar i¢in belirte¢ olarak
kullanild1 (Sekil 2A-2D). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CP uygulanan grupta
caspase-3 immunoreaktivitesi anlamli sekilde artmisti. Ancak, CP grubunun aksine
caspase-3 immunoreaktivitesi CP+GLY100 ve CP+GLY200 gruplarinda anlamli
sekilde azalmisti. Bu sonuglar glycyrrhizinin her iki dozda da karaciger dokusunda

CP’nin apoptotik etkisini 6nemli dlciide azalttigini acik¢a dogrulad.

Sekil 2A: Kontrol grubu, karacigerde Sekil 2B: CP grubu, karacigerde caspase-3
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caspase-3 immunreaktivitesi immunreaktivitesi

Sekil 2C: CP+GLY100 grubu, Sekil 2D: CP+GLY200 grubu,

karacigerde caspase-3 immunreaktivitesi karacigerde caspase-3 immunreaktivitesi

3.4.2. TRPM2 Bulgulari

Deney gruplarinda, karaciger dokusunda transient receptor potential kanal
aktivasyonunu saptamak icin tiim gruplara TRPM2 belirteci uygulandr (Sekil 3A-
3D). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CP uygulanan grupta TRPM2
immunoreaktivitesi anlamli sekilde artmisti. CP grubunda meydana gelen
immunoreaktivitenin CP+GLY 100 ve CP+GLY200 gruplarinda azaldigi gozlendi.
Glycyrrhizinin her iki dozda da hepatositlerde transient receptor potential kanal

aktivasyonunu azalttig1 gozlendi.
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Sekil 3A: Kontrol grubu, karacigerde Sekil 3B: CP grubu, karacigerde TRPM2

TRPM2 immunreaktivitesi immunreaktivitesi

Sekil 3C: CP+GLY100 grubu, karacigerde Sekil 3D: CP+GLY200 grubu, karacigerde
TRPM2 immunreaktivitesi TRPM2 immunreaktivitesi

3.4.3. Bcl-2 Bulgular

Deney gruplarinda, karaciger dokusunda anti-apoptotik aktivasyonun saptanmasi
icin, kesitlere anti-apoptotik protein ailesinin bir {iyesi olan Bcl-2 uygulandi. Kesitler
immunpozitiflik bakimindan degerlendirildiginde, kontrol grubundaki pozitif
hiicrelerin basta CP grubu olmak {izere diger tiim deney gruplarindan fazla oldugu
tespit edildi (Sekil 4A-4D).
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Sekil 4A: Kontrol grubu, karacigerde Bcl-2 Sekil 4B: CP grubu, karacigerde Bcl-2

immunreaktivitesi immunreaktivitesi

Sekil 4C: CP+GLY100 grubu, karacigerde Sekil 4D: CP+GLY200 grubu, karacigerde

Bcl-2 immunreaktivitesi Bcl-2 immunreaktivitesi

4. TARTISMA

Ideal bir kemoterapotik ajan, neoplastik hiicreleri dogrudan yok etmeli, normal
hiicrelere hi¢ zarar vermemeli veya ¢ok az zarar vermelidir. Ancak, heniiz boyle bir
ajan mevcut olmayip hali hazirda neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ajanlar genellikle sagaltim olustururken, dokular iizerinde bircok yan etkiye de neden

olmaktadirlar.
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Siklofosfamid, cesitli neoplastik ve non-neoplastik hastaligin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ve birgok yan etkisi bulunan kemoterapétik bir ajandir (Stillwell ve
Benson, 1988). Sahip oldugu diisiik segicilik nedeniyle diger kemoterapétik ajanlarda
goriildiigii tizere CP’de neoplastik hiicreleri yok ederken, normal hiicrelere zarar
verebilmekte (Ghobadi vd., 2017; Papaldo vd., 2005; Said vd., 2016) ve dolayisiyla
doku ve organlarda ¢ok cesitli yan etkiler olusturmaktadir. Bu yan etkilerin en ¢ok
bilinenleri; hemorajik sistitis (Hamzeh vd., 2018), hepatotoksisite (EI-Naggar vd.,
2016), akciger hasari, bobrek toksisitesi (Said vd., 2016), testikiiler toksisite
(Ghobadi vd., 2017), kardiyomiyopati (Asiri, 2010) ve ayrica pankreasin adacik
hiicrelerinde hasar (Sharma vd., 2016) olarak siralanabilir.

Siklofosfamidin neden oldugu toksik etkiden en ¢ok etkilenen organlardan biri
karacigerdir ve bilindigi iizere karaciger viicudun en 6nemli metabolik ve katabolik
organidir. Bu fonksiyonu nedeniyle de karacigerde olusan hasar, metabolizma ile
iligkili 6nemli fonksiyonel bozukluklara da neden olacaktir (Campbell, 2006; El-
Naggar vd., 2016). Karacigerde CP maruziyetine bagli olarak gelisen
hepatotoksisitenin olusumunda farkli bir¢ok teoriye ek olarak, CP’nin normal
metabolizasyonu ve detoksifikasyon islemleri sirasinda olusan ROT (Klaassen vd.,
2008) ve ROT iliskili oksidatif stresin etkili oldugu da ileri siiriilmektedir
(Jnaneshwari vd., 2014; Li vd., 2019; Zarei ve Shivanandappa, 2013). CP’nin
karacigerde metabolizasyonunu takiben sitotoksik bir metabolit olan akroleinin
olusumu, es zamanli olarak reaktif oksijen tiirlerinde ve lipid peroksidasyonda artis
oksidatif stres ile iliskilendirilir (Mohammad vd., 2012; Ray vd., 2011). Oksidatif
stres uyarildiginda, homeostazisin devami i¢in kritik olan pro-oksidasyon ile anti-
oksidasyon arasindaki denge pro-oksidasyon lehine donerek toksisiteye ve

dolayisiyla doku ve hiicre hasari neden olur (Inafuku vd., 2013).

Genel olarak kemoterapdtik ajanlara maruz kalan hiicrelerde serbest oksijen
radikalleri ile hiicre i¢i Ca'™ seviyesinde artis ile oksidatif stres olustugu
gozlemlenmistir (Fels vd., 2018). CP uygulanmasi sonucunda hiicrelerde; hiicre i¢i
Ca'? seviyeleri, hiicre i¢ci ROT, mitokondriyal depolarizasyon ve buna bagli olarak
caspase-3 seviyelerinde artis gbzlendigi bildirilmis (Guler ve Ovey, 2020). Serbest

radikaller hiicre membraninda doymamis yag asitlerinin proteine oraninda
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dengesizlige neden olarak lipid peroksidasyona yol agar (Edson ve Rettie, 2013). Bu
etkilesim ayni zamanda hiicre ve hiicreye ait organel zarlarinin akigkanlhigint ve
gecirgenligini etkileyerek islevini engeller. CP’nin apoptotik etki yolu hiicrelerde
bulunan TRPM2 ile dogrudan iliskilidir (Guler ve Ovey, 2020). Bu durum,
sitoplazmada Ca*? konsantrasyonunun artmasi ve buna bagli olarak hiicrenin asiri
sismesine neden olur (Nakayama vd., 2007). Yiikselen ROT seviyesi mitokondriyal
membran tarafindan tetiklenen oksidatif strese neden olarak Ca*? miktarinda artisa
neden olur. Bu olay, depolarizasyona ve caspase aktivasyonuna neden olarak
apoptozis ile sonuclanir (Uguz vd., 2009). TRP kanallarmin uyarilmasinin iyonik
hemostazi bozdugu ve hiicre i¢ine kalsiyum girisine neden olarak hiicre 6liimiine yol
actig1 rapor edilmis (Boonstra vd., 2016). Apoptozisin engellenmesi de yine bu

kanalin fonksiyonlarinin etkilenmesi ile miimkiindiir (Guler ve Ovey, 2020).

Son yillarda kemoterapétiklerin yan etkilerine karsi oksidan-antioksidan dengeyi
koruyan ve oksidatif stresin olusmasini 6nleyerek dokularda olusabilecek hasarlar1 en
aza indirerek (Keles vd., 2014; Vieira vd., 2004), hastalarin tedavi siirecini saglikli
kilacak uygulamalar hedeflenmektedir. Viicudun farkli doku ve organlarinda CP
iligkili yan etkileri onleyebilen Alpinia oppicinarrum (Matsuda vd., 2006), Vitis
vinifera (Bagchi vd., 1999; Zhao vd., 1999) ve Timus vulgaris (Lee vd., 2005) gibi
bitkilerin yan1 sira Curcuma longa (Arafa, 2009) ve Phyllanthus niruri (Boeira vd.,
2011) gibi bitkilerin de yiiksek antioksidatif ve antiinflamatuar etkileri ortaya
konmustur. Hakeza, antioksidan o0zelligi c¢ok iyi bilenen G. glabra’min farkh
etyolojili hastaliklar ile neoplazilerde tedavi edici etkilerinin kanitlandig1 caligmalar
da mevcuttur (Asl ve Hosseinzadeh, 2008; Ito vd., 1988; Kim vd., 2012; Lin vd.,
1999; Park vd., 2014; Ram vd., 2006; Shiota vd., 1999; Sohn vd., 2003). G.
glabra’nin etkin etken maddelerinden biri olan glycyrrhizinin farkli etyolojili
hastaliklar ile neoplazilerde antiviral, antiinflamatuar, antitiiméral, hepatoprotektif
gibi pozitif etkilerinin yan1 sira ila¢g molekiillerinin terapétik etkisini arttirdigi yapilan
calismalar ile kanitlanmistir (Asl ve Hosseinzadeh, 2008; Ito vd., 1988; Kim vd.,
2012; Lin vd., 1999; Park vd., 2014; Ram vd., 2006; Selyutina ve Polyakov, 2019;
Shiota vd., 1999; Sohn vd., 2003). Glycyrrhizinin kardiyoprotektif etkilerinin (Xu
vd., 2018) yanisira karacigerde CCl4-iliskili apoptozisi dnledigi (Liang vd., 2015) ve
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en onemlisi de siklofosfamid, vinkristin, doksorubisin ve prednizon tedavisi alan
hastalarda karaciger toksisitesini azalttigi bilinmektedir (Gao vd., 2015; Matsuo vd.,
2001).

G. glabra’nin miyokard dokusunda ve serumda antioksidan parametreleri artirdigi,
oksidan parametreleri azaltigt ve ayrica kalp dokusundaki kalsiyum
konsantrasyonunu diisiirdiigii bildirilmistir (Adams ve Beam, 1991; Zhao vd., 2020).
Bu ¢ergevede G. glabra’nin etkin etken maddelerinden olan glycyrrhetinic acid ile
yapilan bir calismada, antifibrotik etkinligi sayesinde TRPA1 kanal aktivasyonunu
gerceklestirdigi ortaya konulmus (Kurahara vd., 2017), baska bir ¢alismada ise G.
glabra’nin TRPC3’ii inaktive ederek hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 diistirdiigi
bildirilmis (Li, vd., 2019).

G. glabra’nin hepatoprotektif etkinligini ortaya koyan ¢alismalarda mevcuttur. Huo
vd. (2011), wistar ratlarda yaptiklar1 ¢alismada; hepatotoksisiteye yol acan bir
molekiil olan CCl4 uygulamasina kars1 G. glabra ekstrakti uygulamislar ve ¢alisma
sonunda G. glabra’nin serbest radikalleri temizleyerek, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini uyararak ve inflamatuar sitokin tretimini durdurarak karacigeri
koruyabilecek bir mekanizma ile hepatoprotektif etki gosterdigini ve bu ozelligi ile

tedavide 6nemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir.

Cao vd. (2019), 20 mg/kg dozda metotreksat ile indiikledikleri karaciger hasarina
karsi, G. glabra’nin bir bileseni olan magnezyum isoglycyrrhizinate’s (MgIG) 9 ve
18 mg/kg/glin dozlarinda wistar ratlara vererek bitkinin hepatoprotektif etkinligini
izlenmigler. 7 giin siiren bu calismada, caspase-3 immun pozitifligi iizerinden
MglIG’nin hepatotoksisiteyi ve apoptozisi inhibe ettigini ve bu etkinin 18 mg/kg/giin

dozunda daha iyi oldugunu gézlemlemislerdir.

Asetaminofen’in 350 mg/kg dozu ile ratlarda olusturulan karaciger hasarin1 6nlemek
amaciyla yapilan calismada (Yang vd., 2017), 100 mg/kg dozunda verilen
glycyrrhetinic asidin asetaminofen kaynakli caspase-3 aktivasyonunu ve dolayisiyla

hepatoseliiler apoptozisi nemli derecede azalttig1 gdsterilmistir.
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CP maruziyeti ile olusan karaciger hasarin1 6énlemek amaciyla yapilan bir ¢calismada
(Stojiljkovi¢ vd., 2019), 200 mg/kg CP verilen erkek wistar ratlara 5 giin boyunca
nanolipozomlar ile kapsiillenerek antioksidatif etkinligi gii¢lendirilmis 10 mg/kg
dozunda ellajik asit uygulanmis ve bu uygulamanin lipid peroksidasyon seviyesini
diistirdiigii, CP kaynakli vakuoler dejenerasyon, 6dem, sentral konjesyon ve Remak
kordonlarinda diizensizlik gibi lezyonlar1 belirgin diizeyde azalttig1 ve caspase-3 ve
Bcl-2 sonuglarina gore fokal apoptozisi azaltarak karaciger hasarini onledigi ortaya

koymustur.

Ayni1 hedef ile yapilan baska bir ¢calismada (Abdelfattah-Hassan vd., 2019), 14 giin
boyunca giinde 20 mg/kg CP uygulanan ratlara ayn1 zamanda giinliik 100 mg/kg E
vitamini veya 100 mg/kg dozda panax ginseng verilmistir. Her iki maddede CP
iligkili hepatotoksisiteye karsi hepatoprotektif etkinlik gdstermistir. Ancak, panax
ginsengin hepatoprotektif etkinliginin E vitamininden daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Arastiricilar kronik karakterli bu ¢alismada, CP gruplarinda monontiklear
hiicreler ve hatta lokositlerin yaygin olarak goriildiigiinii, lokal koagulasyon
nekrozlart ile Kupffer hiicre aktivasyonu ve fibréz bag dokusunun da sekillendigini,
CP uygulamasi ile artan caspase-3 seviyelerinin E vitamini ve panaks ginseng

uygulanan gruplarda diistiigiinii ifade etmisleridir.

Caglayan vd. (2018), 200 mg/kg dozda CP verilen ratlarda naringinin 50 mg/kg
dozunun caspase-3 immun pozitifligi azalttigini, ancak 100 mg/kg dozda daha etkili
oldugunu ortaya koymuslardir (Caglayan vd., 2018). Bu ¢alismada, CP grubunda
karacigerin portal bolgesinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu, konjesyon,
hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve koagulasyon nekrozu kaydedilmistir.
Naringin etken maddesinin 50 mg/kg verildigi grupta hiperemi ve konjesyon
azalirken sentral bolgede hidropik dejenerasyon ve nadiren nekroze olan
hepatositlere de rastlanmistir. Naringin etken maddesinin 100 mg/kg dozda verildigi
grupta ise bulgular olduk¢a azalmis olup hafif hiperemi ve hidropik dejenerasyona

rastlanirken nekroz kaydedilmistir.

Singh vd., (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada. 200 mg/kg CP vererek Swiss-
albino farelerde sekillendirdikleri hepaotoksisiteye karsi, anti-oksidatif 6zellikleri
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bilinen Premna integrifolianin etil asetat eckstresinin olumlu etkilerini
gostermislerdir. Bu ¢alismanin sonuglara gore, 400-600 mg/kg dozlarda Premna
integrifolia'nin etil asetat ekstrelerinin hepatotoksisiteyi 6nledigi, ancak 600 mg/kg
dozun daha etkili oldugu ortaya koyulmustur. Yine bu g¢alismada, karacigerde CP
iliskili apoptozis caspase-3 ve Bcl-2 immun pozitiflik {izerinden takip edilmis, CP
grubunda yiiksek seviyedeki caspase-3 immun pozitifliginin Premna integrifolianin
etil asetat ekstresinin 400-600 mg/kg dozda uygulandig1 gruplarinda normale donme
egilimi gosterdigi ve bu etkinin 600 mg/kg dozunda yiiksek oldugu kaydedilmistir.
Calismanin  histopatolojik  bakisinda, CP grubunun karaciger dokusunda
hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz, hemoraji, siniizoidal bosluklar ile sentral
venlerde genisleme gozlenmis, ancak Premna integrifolia'nin etil asetat ekstresinina
hepatositlerdeki hasar1 azalttig1 ve yiiksek dozda etkinin daha olumlu oldugu ifade

edilmistir.

Temel vd. (2020) tarafindan Wistar-albino ratlara 200 mg/kg dozda verilen CP-
iliskili hepatotoksisiteye karsi, bal-propolis ve bitkilerde dogal olarak bulunan
chrysin 25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarinda verilerek hepatoprotektif etkinligi
incelenmis ve bu maddenin apoptozis ve hepatotoksisite iizerine inhibe edici
etkilerinin 50 mg/kg dozunda daha iyi oldugu gozlenmistir. Yine bu ¢aligmada, CP’e
maruz kalan ratlarin karaciger dokusunda hepatositlerde hidropik dejenerasyon,
koagulasyon nekrozu, sinuzoidlerde orta siddette stenoz ve damarlarda hiperemi tarif
edilmistir. Ozellikle 50 mg/kg dozda verilen chrysin’in, CP ve CP + 25 mg/kg
chyrisin uygulanan gruplara kiyasla patolojik degisikliklerin azalttigi ve bu grupta
hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve hipereminin olduk¢a siirli oldugu ifade
edilmistir. Arastiricilar apoptozisi Bcl-2 immun pozitifligi ile gozlemisler ve CP
gurubunda goriilen immun pozitiflik, CP+25 mg/kg chrysin ve CP+50 mg/kg chrysin
gruplarinda daha ytiiksek diizeyde oldugu kaydedilmistir.

Calismamizda, ratlara 150 mg/kg dozunda CP uygulanmis ve bu uygulamalar klinik
protokoller dogrultusunda i.p. yolla verilmis, ayn1 zamanda klinik uygulama dozu
dikkate alinmistir. Siklofosfamidin neden oldugu yan etkileri gérebilmek, dokularda
olusan bu yan etkilere kars1 glycyrrhizinin etkisini kanitlayabilmek i¢in bu c¢alisma

planlanmistir. Kontrol grubu deney hayvanlarinda, gastrik gavaj yolu ile sadece
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fizyolojik tuzlu su uygulanmig, makroskobik ve mikroskobik olarak herhangi bir
bulguya rastlanilmamistir. CP grubuna i.p. yolla sadece CP uygulanmig hayvanlarda

ise karaciger hepatotoksisitesine iligkin bulgular belirgin sekilde izlenmistir.

CP’nin karacigerdeki istenmeyen etkilerini gozlemleyen arastiricilarin (Abdelfattah-
Hassan vd., 2019; Caglayan vd., 2018; Singh vd., 2018; Stojiljkovi¢ vd., 2019;
Temel vd., 2020; Yal¢in vd., 2020) ¢alismalarina paralel olarak, bizim ¢alismamizda
da CP’ye maruz kalan hayvanlarin karacigerinde belirgin olarak konjesyon,
dejenerasyon ve nekroz gozlenmis olup, bu tiir degisikliklerin glycyrrhizin
uygulamalarina olumlu yonde cevap verdigi ve bu pozitif etkinin doz artigina paralel

seyrettigi gdzlenmistir.

Apoptozis, CP'nin neden oldugu hepatotoksisitenin patogenezinde 6nemli bir role
sahiptir (Caglayan vd., 2018; Fouad vd., 2016; Li vd., 2015). Bu ¢alismada CP
uygulamasimin karaciger dokusunda caspase-3 ekspresyonunu artirdigt gézlenmis
olup, bu bulgunun daha 6nceki yaymlarla (Abdelfattah-Hassan vd., 2019; Caglayan
vd., 2018; Li vd., 2015; Sarker ve Oba, 2019; Singh vd., 2018; Stojiljkovi¢ vd., 2019;
Yal¢in vd., 2020) paralel bulunmustur. Glycyrrhizin uygulamalarinda apoptozisin
doz artigina ters orantili olarak azalmasi seklindeki bulgumuz farkli ¢alismalarla
(Cao vd., 2019; Huo vd., 2011; Yang vd., 2017) ortaya konmus olan glycyrrhizinin

antiapoptik etkisi ile uyumlu bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda da caspase-3 ve Bcl-2 sonuglar1 bu sonuglara benzer olarak
izlenmis olup ek olarak uygulamis oldugumuz Trmp-2 sonuglar1 glycyrrhizinin CP
iliskili karaciger hasarmi1 100 mg/kg dozda 6nleyebilecegini, 200 mg/kg dozda daha

etkili oldugunu gostermistir.

Konu ile alakali yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir kisminda (Caglayan vd., 2018; Cao
vd., 2019; Singh vd., 2018) karacigerde go6zlenen histopatolojik bulgular bizim
calismamizla benzer dogrultuda bulgular bildirmisken; Stojiljkovi¢ vd. (2019) portal
alan smirlarinda rejeneratif hiicre aktivasyonu gosteren hepatositler olarak tarif
ettikleri bulguya bizim calismamizda rastlanilmamistir. Aynmi sekilde Abdelfattah-
Hassan vd. (2019) bizim bulgularimizdan farkli olarak portal alanda fibréz bag doku
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proliferasyonu bildirmeleri de vakidir. Calismalarin geneline bakildiginda; gerek
bizim ¢aligmamizla diger calismalar arasinda, gerekse de diger calismalarin kendi
aralarinda gozlenen kismi farkliliklarin ¢alismalarda tercih edilen hayvan tiiriine,
hayvanin cinsine, hayvanin yasina, ¢alismanin siiresine ve uygulanan dozlara iligkin

olabilecegi diisliniilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Neoplastik ve non neoplastik hastaliklarda kullanilan siklofosfaidin, hayati bir organ
olan karacigerde olusturdugu hepatotoksisite, ilacin etkin kullanimini sinirlandiran ve
tedavi silirecini zorlastiran en 6nemli unsurdur. Anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal,
anti-oksidatif, hepatoprotektif gibi ¢ok genis bir etki yelpazesi oldugu bilinen meyan
bitkisinin (G. glabra) etkin etken maddelerinden biri olan glycyrrhizinin’in CP’nin

olusturdugu hepatotoksisiteyi onleyebilecegi diistiniilmiistiir.

Literatiir incelemesi yaptigimizda, glycyrrhizinin CP iliskili karacigerden koruma ve
tedavi arastirmalarinda kullanildigi herhangi bir deneysel veya saha calismasina
rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda, glycyrrhizinin CP’ye iliskin
hepatotoksisite olgularinda doku ve/veya organ hasarma karsi koruyucu/onleyici

etkileri patolojik olarak arastirilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar, glycyrrhizinin CP’nin neden oldugu
hepatotoksisiteyi onleyebilecegi  yoniindedir. 100 mg/kg dozda uygulanan
glycyrrhizin hepatotoksisiteyi onledigi ancak 200 mg/kg dozda hepatotoksisiteye
iliskin makroskobik, histopatolojik (konjesyon, dejenerasyon-nekrobiyoz, kupffer
hiicre aktivasyonui), imminohistokimyasal (caspase-3, Bcl-2, TRPM-2), bulgularin

cok daha azaldig1 goriilmiis, istatistiksel analizler ile de desteklenmistir.

Ulkemizde yetisen kolaylikla ulasilabilen G. glabra ve bitkiden elde edilen etkin
etken maddelerin CP’nin kullanimin1 kisitlayan yan etkilerini azaltilabilecegi,
tedavide CP’nin daha etkin kullanimma fayda saglayacagi diisiiniilmektedir. Elde
ettigimiz bulgularin, kemoterapi kullanilan hastalarin zorlu tedavi siirecine yardimci

olabilecegi diisliniilmektedir.
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