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OZET

SICANLARDA TAMOKSIFEN iLE OLUSTURULAN KARACIGER
HASARINA KARSI KROSININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tamoksifen (TAM) meme kanseri kemoterapisinde siklikla kullanilan bir ilagtir ve en
cok goriilen yan etkileri arasinda karaciger hasar1 yer almaktadir.Safran bitkisinin
biyoaktif bir molekiilii olan krosin (KRO) ise antioksidan ve antikanser aktiviteler gibi
farkli farmakolojik etkilere sahiptir. Bu ¢alisma, sican karacigerinde KRO'nun TAM’a
bagli hasara karsi koruyucu roliinli degerlendirmek i¢in tasarlanmistir.Mevcut
caligmada, Wistar Albino cinsi disi siganlara TAM 45 mg/kg ve KRO 12,5-25-50 mg/kg
dozlarinda 28 giin boyunca oral gavaj ile verildi. TAM 1n karaciger dokusunda meydana
getirdigi hasarlar ve KRO’nun koruyucu etkileri biyokimyasal ve histopatolojik olarak
incelendi. TAM uygulamasinin karaciger enzim aktiviteleri (AST, ALT, ALP ve TP),
antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT) ve MDA diizeylerini artirdigi; bununla
birlikte indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri ve antioksidan bir enzim olan GPx
aktivitelerinde ise azalma meydana getirdigi belirlendi. Ayrica, TAM uygulamasinin
karaciger dokusunda histopatolojik degisikliklere neden oldugu gozlendi. TAM ile
birlikte verilen 12,5-25-50 mg/kg dozda KRO uygulamalarmin ise bu olumsuz
degisiklikleri tersine cevirdigi belirlendi. Sonu¢ olarak KRO’nun oksidatif stresi
azaltarak ve karaciger dokularinda antioksidan savunmayi artirarak TAM ile olusturulan
karaciger hasarini engelledigi tespit edildi. Elde edilen bu verilerin molekiiler analizlerle
desteklenmesi, KRO’ nun TAM ile olusturulan karaciger hasarina karsi koruyucu

etkisinidaha da anlamli kilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Karaciger, Krosin, Tamoksifen, Si¢an



SUMMARY

INVESTIGATION OF EFFECTS OF CROCIN ON TAMOXIFEN INDUCED
LIVER DAMAGE IN RATS

Tamoxifen (TAM) is a drug often used in breast cancer chemotherapy and liver damage
iIs among the most common side effects. Crocin (CRO), a bioactive molecule of the
saffron plant, has different pharmacological effects such as antioxidant and anticancer
activities. This study aimed to evaluate the protective role of CRO against TAM-
induced damage in rat liver. In the present study, Wistar Albino female rats were used,
TAM 45 mg/kg and different doses of CRO 12,5-25-50 mg/kg were administered to rats
by oral gavage for 28 days. The damage caused by TAM in the liver tissue and the
protective effects of CRO was examined through biochemical and histopathologic
methods. It was found that TAM administration increased liver enzyme activities (AST,
ALT, ALP and TP), antioxidant enzyme activities (SOD, CAT) and MDA levels, but
decreased glutathione (GSH) levels and GPx activities, an antioxidant enzyme
decreased, as well as TAM administration caused histopathological changes in liver
tissue. It was determined that 12.5, 25 and 50 mg/kg CRO administered together with
TAM, reversed these adverse changes. As a result, it was supposed that CRO prevents
TAM-induced liver damage by reducing oxidative stress in liver tissues and increasing
antioxidant defense. Supporting these data with molecular analyses will make the

protective effect of CRO against TAM-induced liver damage even more significant.

Keywords: Antioxidant, Crocin, Liver, Tamoxifen, Rat
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1. GIRIS

Son yillarda kanser vakalarmin artmasi ile beraber antikanser ilaclarinin kullanimi
paralel olarak artis gostermistir. Tamoksifen anti kanser tiirii bir ila¢ olup anti dstrojen
olarak olarak tiim diinyada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Etkili tedavi edici
ozelligi ile bilinen bu ila¢ uzun siire kullanildiginda karacigerde hasar gibi onemli
derecede yan etkilere de neden olmaktadir. Karacigerde hasara ve organizmalarda
oksidatif strese neden olan bu ilacin zararh etkilerini azaltmak i¢in ¢esitli bitki kokenli
tedaviler bulunmustur. Ancak, c¢alismamizda tamoksifenin ratlarda olusturdugu
karaciger hasarini azaltmak amaciyla krosin kullanimi ilk defa denenerek antioksidan

ozelligi ile tedavi edici etkisi degerlendirilmistir.

1.1. Karaciger

Karaciger 7. ila 11. Sag kostalar arasinda bulunup, gogiis kafesi ve diyafram araciligi ile
korunmaktadir. Siingerimsi bir yapida oldugundan travmalara karsi duyarhdir.
Anatomik sekline bakildiginda sag ve sol olmak iizere iki loba sahiptir ve sag lob ise

kaudat ve kuadrat adinda iki kisma ayrilmistir (Geng, 2018).

Kaudat Lob

Sol Lob

Kuadrat Lob

Sag Lob

Sekil 1.1: Karacigerin On st alt yiizeyleri ve loblar1 (Nalbant, 2017)

Endokrin ve ekzokrin islevleri olan karaciger bedenin deriden sonra ikinci 6nemli

makro organidir. Yapisi (morfolojisi, fizyolojisi, biyokimyasi, dolagimi) ile bedenin en



kompleks organlardan biri olan karaciger karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
gibi 6nemli gorevlerde yer almaktadir. Iki ayr1 kenar1 ve yiizii olan karacigerin facies
diaphragmatica adi verilen yiizii diyafram ile temasta bulunurken facies visceralis adi
verilen ylizii ise diger abdominal organlara bakan damar giris ¢ikiglarinin oldugu, safra
kanalinin ¢iktig1 porta hepatise bakmaktadir (Sayar, 2020). Safray: safra kanali araciligi
ile duodenuma doktiigiinden ekzokrin, glikoz ve protein (glikoprotein, fibrinojen,
protrombin, albumin, globulin) gibi maddeleri direkt olarak kana gonderdiginden
endokrin bez olarakta bilinmektedir (Altinbasak, 2019).

Yetigkinlerde 1500 g agirliginda ve abdominal boslugun sag iist kisminda yer alan
karaciger lizeri Glisson kapsiilii ile ¢evrilidir. Glisson kapsiilii de anterior ve posterior
koroner ligamanlar adi verilen kisimlar ile diyaframa yapisir. Diyaframa yapisan bu
ligamanlar, sag-sol triangiiler ligamanlar1 olusturarak 6n kisimda birlesir ve falsiform
ligaman meydana gelir. Falsiform ligaman i¢inde ise ligamentum teres hepatis bulunur
ve bu ligamanlar karacigeri sag-sol iki lob seklinde yiizeysel olarak ayirmaktadir
(Yilmaz, 2010). Karaciger parankimini ikiye aywran Glisson kapsiilii damar ve sinir

dallar1 ile karacigeri destekler (Altinbasak, 2019).

- lig. coronarium hepatis

Sekil 1.2: Karacigerin ligamanlar ile birlikte anterior goriiniimii (Bulut, 2013)

Arka ¢iplak kismi disinda periton ile gevrili karacigerin ti¢ yiizii oldugu bildirilmistir.
Ust-alt-arka olarak bilinen bu ii¢ yiizii siras1 ile diyafram {istii organlari, karm ici
organlari, diyafram, vena kava inferior (VKI), sag bobrek ve bobrek iistii bezleri ile

komsudur. Onden arkaya dogru uzanan alt boliimiin ortasinda iki yarik mevcuttur. Bu



iki yarik porta hepatis ad1 verilen enine bir oluk ile birlesmektedir. Bu oluk vena porta,
arteria hepatica, safra yollari, lenf damarlar1 ve karaciger sinirleri gibi damar ve

sinirlerin giris ¢ikis yeri olarak bilinmektedir (Ozgiiven, 1987).

Karacigerin fonksiyonel ve yapisal birimi lobiil olarak adlandirilmaktadir. Lobiiller
hepatosit plaklarin olusturdugu ve siniizoid bosluklarin birlesimi ile ¢evrelenmistir.
Endotelyal yiizeyi ile siniizoidler ve hepatositler arasinda disse araligi ad1 verilen bosluk
bulunmaktadir. Disse araliginda ise; stellat hiicreleri, hepatosit villuslar, proteoglikanlar,
kollajen, fibronektin ve endotelin filtre ettigi plazma bulunur. Karacigerin makrofaj
hiicreleri olarak bilinen kupffer hiicreleri tiim viicudun %80-90 makrofajlarini temsil
eder. Sitoplazmik uzantilar1 vardir ve endotel hiicrelerine bagli olarak bulunur.
Fagositoz 0zelligi olan kupffer hiicrelerinin gorevi ise patojen gibi zararlar1 maddeleri
fagozite etmek, her tiirlii bagisiklik olaylarina protein salgilamak ve eritrositlerin yapim
yikim olaylarinda gorev almaktadir (Kurtoglu, 2017). Ayrica sebebi fark etmeksizin
karacigerde hasar goren hepatosit hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin tiretimine sebep
oldugundan, kupffer hiicreleri ve stellat hiicreleri hasar durumda aktif hale gelir (Ucar

ve Goktas, 2018).

Oksijene duyulan gereksiniminin yarisini karsilayan portal ven %75 oraninda karaciger
kanlanmasin1 gerceklestirirken, oksijene duyulan gereksinimin geri kalan kismini ise

hepatik arter karsilar ve %25 oraninda karacigere kanlanma saglar (Sarialtin, 2018).

Splenik ven ve superior mezenterik ven birlesiminden olusan portal ven, porta hepatisi
gectikten sonra sag-sol portal ven kollaria ayrilir. Portal venin kapak¢igi olmadigindan
diisiik basing ile yliksek kanlanma saglamaktadir. Hepatik ven ise kendi arasinda {i¢
hepatik ven dallarina ayrilarak baglandigi segmentleri (5-8 segment arasini sag hepatik
ven, 4-5-8 segment arasini orta hepatik ven, 2-3 segment arasini sol hepatik ven) drene
eder (Uzunoglu, 2018). Drenaji saglayan bu hepatik venler dorsal venler ile VKI’ a
bosalir (Nalbant, 2017).

Zararli toksik maddeleri uzaklastirmada bedenin detoksifikasyon merkezi olan

karaciger;  oksidasyon, rediiksiyon,  metilasyon, asetilasyon, konjugasyon,



detoksifikasyon gibi ¢esitli fonksiyonlarda da gorev alir. Bu fonksiyonlar ile hormon-
ilagc-kimyasal madde gibi i¢-dis kaynakli maddelerin yikimina veya degisimine neden

olmaktadir (Y1lmaz, 2010).

Kandaki glikoz seviyesini belli bir dengede tutarak onemli fonksiyonlarindan birini
yerine getiren karaciger, yeme-icme aninda alinan glikozun kandaki seviyesini stirekli
olarak kontrol eder. Glikozu glikojen formuna doniistiirerek karacigerde depo eder,
kandaki glikoz seviyesi diistiigii takdirde ise dontstiirdiigii glikojen formunu yine
glikoza cevirerek kana verir. Rejenerasyon 6zelligi ile bir kismi hasara ugradiginda
yeniden iretilip ¢ogalarak hasarli kismi onarir. Kupffer hiicreleri ile bagirsaktan gelen
bakterileri temizleyerek yok eder. Besin ve metabolik atiklari, viicuttan arindirmasinin
yaninda globulin gibi bagisiklik maddeleri ve enzimleri {ireterek bedenin savunma
sistemine katkida bulunur. Yapis1 itibariyle gerektiginde kiigiilebilen veya
genisleyebilen karaciger bu o6zelligi ile kan1 depolayabilir veya birakabilir. Viicuttaki
toplam kanin %10’ nu biinyesinde tutarak depo ederken ihtiya¢ aninda depolamis

oldugu bu kani1 tekrar dolagima génderir (Altinbasak, 2019).

1.2. Tamoksifen

Ostrojen reseptdrlerinin meme kanseri hiicrelerinde goriildiigiinii kesfeden Jensen ve
arkadaglar1 1971 yilinda endokrin tedavinin bu reseptorlerin bulundugu tiimoér hiicreleri

tizerinde daha etkili olacagini diisiinmiistiir (Jensen vd., 1971).

Endokrin tedavinin %60 oraninda olumlu yanit vermesi {izerine tiimor hiicrelerinde
bulunan dstrojenin etkilerini durdurmak i¢in anti 6strojen ilag¢ ¢aligmalari baglanmaistir.
Antidstrojen olarak ilk bulunan madde Etamoksitrifetol olmustur fakat siddetli yan
etkisi oldugundan kullanimi tercih edilmemistir (Asmaz, 2017). Calismalarin ilerlemesi
ile tamoksifen (TAM) kesfedilmis ve diger antiosrojen maddelere kiyasla daha az yan
tesire ve Ostrojen reseptorleri lizerinde giiglii bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Cole
vd., 1971). Tedavi amagh olarak ilk defa 1971°de Ingiltere’de piyasaya ¢ikmis, 1977 de
ise Amerika’da Besin ve Ilag Dairesi ((FDA) Food Drug Administration) tarafindan

onaylanarak ileri evre meme kanseri goriilen kadinlarin tedavisinde kullanilmistir (Wyld



vd., 1998). Kisa siireli TAM tedavisi uygulandiginda hastaligin niiks etme ihtimali
oldugundan, etkili bir TAM tedavisi i¢in en az 5 yil siire ile devam edilmesi gerektigi
one siirtilmektedir (Jordan ve Chem, 1983). 5 yildan kisa siiren TAM tedavisinde
TAM’a kars1 direng gelistigi ve hastaligin takrarlanma sikliginin arttigi bildirilmektedir
(Asmaz, 2017). TAM’in meme kanserini tedavi edici 6zelliginin yani sira myokard
infarktiis risk olusumunu diisiiriicii ve menopoz sonrasi kadinlarda kemik yogunlugunu
koruyucu etkileri de vardir (Siizme, 1999). Iyi tolere edilen TAM adjuvan olarak
kullanilan hormonal tedavinin basinda yer alirken en sik goriilen yan etkileri arasinda
karaciger yaglanmasi (Pan vd., 2016) ve karaciger hasar1 yer almaktadir (Zhou vd.,
2019). 1980 yilinda yapilmis bir calismada sicanlara giinliikk 35 mg/kg dozunda TAM
verilmig, 26 hafta sonunda TAM verilen bu sicanlarin karacigerlerinde nodiiler
hiperplazi olusumu goriilmiistiir (Stizme, 1999). Deoksiriboniikleik Asit (DNA) hasari
ve DNA adductlar1 uzun stiren TAM tedavisi sonucu meydana gelirken, bu olusumu
askorbik asit ve N-asetilsistein gibi karsinogenezi inhibe edici maddelerin bile
engelleyemedigi goriilmiistiir (Han ve Liehr, 1992). Yapilan baska bir calismada
sicanlara 60 giin boyunca 0,4-0,8 mg/kg dozunda TAM kullanilmis ve TAM’in
endometrium, karaciger, meme dokusu ve serum lipidleri iizerindeki etkisi incelenmis,
sonu¢ olarak hepatolojik bulgularda bir farklilik gézlenmez iken kolesterol ve diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyelerinin diistiigli, endometriumda higbir Ostrojenik

etkilere rastlanmadigi, meme dokusunda ise atrofi olusumu gozlemlenmistir (Kafkash
vd., 1998).

1.2.1. Etki Mekanizmasi

Saglikli meme dokusunun biiylime ve ¢ogalmasi i¢in Ostrojen ve prolaktin hormonlari
diizenleyici olarak gorev yapar. Meme kanserinin tetiklenmesi ve ilerlemesinden
sorumlu olan ostrojenler, endokrin tedavinin temel mantigini olusturur. Bu yiizden
meme kanserinde uygulanan endokrin tedavinin ana mantigi tiimor hiicresinin
Ostrojenlerin sagladig: biiyiime yoniindeki etkisinden mahrum birakilmasidir (Love vd.,
1993).



Sekil 1.3: Tamoksifen (Okat vd., 2018)

TAM, 0strojen reseptdrlerine bir yaris yolu ile baglanip secici dstrojen reseptor 6zelligi
gostererek Ostrojenlerin baglanmasini engeller. Secici reseptor 6zelligi gosteren TAM
niikleusa tasinarak niikleik asidin gorevini etkiler. Boylece tiimdriin biiyiimesine
yardimci olan faktorler azalirken, tiimor DNA sentezinde gerileme olur (Abe vd., 2005).
Zayif ostrojenik etki gdsteren TAM cis-trans izomerleri olan bir bilesiktir (Ozbek,
2017). Cis izomerler Ostrojenik, trans izomerler anti Ostrojenik etkiye sahip iken bu
etkileri sayesinde LDL ve kolesterol seviyesini diisiirerek menopoz sonrasi bayanlarda

osteoporozu Onleyici etki gosterir (Clemons vd., 2002).

Oral yolla alinan TAM midede ¢oziiniir. Hormonal ve hormonal olmayan seklinde ¢ift
etkiye sahip TAM’1n hormonal olmayan etkilerinden biri de transforming growth faktor
B (TGF- B)’dir. Bir meme kanseri vakasinda TAM tedavisinden {i¢ ay sonra alinan
biyopsi sonucuna gore ekstraselliler TGF- B’nin arttigi gozlemlenmistir. TGF-
biliylimeyi durdurucu etki gostererek TAM’1n Ostrojen reseptdr (-) timor hiicrelerindeki

etki mekanizmasina katildig1 diisiiniilmektedir (Siizme, 1999).

TAM, Ostrojen reseptoriine baglandigi sirada DNA’daki Ostrojenlerin baglanmasini
bloke ederek Ostrojenlerin yapisinda farklilagmaya yol agmaktadir. Normal sartlar
altinda bir viicutta Gstrojen uyarilmasi, timdr hiicresi iiriinii olan TGF-f arttirir. TAM,
G1 fazindaki meme kanserinin otokrin uyarisini net bir sekilde bloke ederek azaltir
(Asmaz, 2017). TAM, gonadotropin seviyesini degistirmeden hipofiz bezine etki ederek
premenopozal kadinlarda plazma Ostrojen seviyesini yiikseltir. Postmenopozal
kadinlarda ise gonadotropin diizeyini diisiiriir (Craig Jordan vd., 1991;Lenning vd.,

1995).



TAM hiicre olimiine neden olmadan yani sitosidal etki gostermeden hiicrelerin
boliinmesini durduran sitostatik bir etki sergiler. Bu yiizden kanser hiicrelerini Gl
fazinda durdurarak boliinmelerine engel olur. TAM’in tek basma bir etkisi yoktur.

Viicuda alindiktan sonra karacigerde bazi enzimler ile aktif ara maddelere doniistiiriiliir.

Bu durum TAM’1 bir 6n ilag¢ yani prodrug yapar.
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Sekil 1.4: Tamoksifenin metabolik yolaklar1 ve aktif metabolitleri (Ribeiro vd., 2014)
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Sekil 1.5: Tamoksifen yapisina katilan en 6nemli sitokrom izoformlar1 (Okat vd., 2018)



Karacigerde sitokrom-P450 izoformlar1 (CYP2D6-CYP3A4) tarafindan aktif ara
maddelere donistirilir (Kodal, 2009). TAM’m aktif metabolitleri 4-hidroksi
tamoksifen (OHTAM), N-desmetil-TAM (NDT) ve endoxifen (EDX)’dir. Normalde
Ostrojen reseptorlerine ilgisi az olan TAM, aktif metabolitlerine dontistiiriildiikten sonra

bu reseptorlere olan afinitesi 30 ila 100 kat arasinda artmaktadir (Desta vd., 2004).

EDX, OHTAM’a gore daha kararli yapida ve TAM’a gore ise daha etkili ayn1 zamanda
TAM’m anahtar metaboliti olarak kabul edilir. Yapilan bir calismada TAM’in
intraperitonal enjeksiyonu sonrasinda serum alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) ve reaktif oksijen seviyelerini (ROS) yiikselttigi, glutatyon
(GSH) seviyesini diiglirdiigii gozlemlenmistir. Yapilan bu enjeksiyondan yaklagik 5 ila
20 saat sonrasinda ise ratlarda belirgin sekilde karaciger hasar1 meydana geldigi tespit

edilmistir (Zhou vd., 2019).

TAM iki evrede tepkimeye girmektedir. Evre I, oksidasyon reaksiyonlarindan olusur.
TAM bu evre de CYP450 enzimi ile tepkimeye girerek aktif ve toksik metabolitler
meydana getirir. Evre II konjugasyon reaksiyonlaridir ve evre I’ de olusan
metabolitlerin eliminasyonunu gerceklestirmektedir. Primer ve sekonder olarak
adlandirilan bu metabolitlerden primer metabolitler N-didesmetil-TAM (NDT) ve alfa-
hidroksi TAM iken, sekonder metabolitler ise endoksifen ve alfa-hidroksi-NDT’dir
(Okat vd., 2018). TAM’in oksidatif biyotransformasyonu sonucu yan zincirinde

degisiklikler meydana gelir (Adam vd., 1979).

Bir calismaya gore TAM metabolitleri; TAM asid (TA) ve TAM alkol olarak bildirilmig
olup bu ara iirlinlerden TAM alkol karaciger mikrozomlarinda TAM aldehite
doniisiirken, TA ise OHTAM’a doniisiir. Vucutta metabolize edilen TA’nin idrardaki
metaboliti TA, diskidaki metaboliti ise OHTAM dir (Siizme, 1999).

TAM’1n Ostrojenik etkisi plazma lipidlerinde de goriilmektedir. 5 yillik TAM tedavisi
sonras1 plazma trigliseridleri artarken, total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinde
(%13-%19) azalma goriiliir. Ayn1 zamanda 5 yillik bu tedavi sonucunda kemik mineral

yogunlugunda anlamli sekilde artis gézlemlenmektedir (Kok, 2019).



1.3. Safran

Safran (Crocus sativus) soganli bir bitki olup siisengiller (lridaceae) ailesine ait
(Cosgun, 2017) olarak bilinen ve geleneksel Cin tibbinda aktif olarak kullanilan bir
bitkidir (Ochiai vd., 2004). Akdeniz ve Giiney Asya gibi bolgelerde de yetistirildigi,
tibbin yani sira baharat olarak kullanildigi da bilinmekte olup renklendirici 6zelligi de

bulunmakta, asil rengini de krosinden almaktadir (Sumaiya vd., 2020).

Bu bitkinin kendi halinde ¢ogalma 06zelligi olmadigindan soganlar halinde
yetistirilmektedir. 150’den fazla ugucu ve ugucu olmayan aktif karotenoid bilesenlerden
olusur. Ayn1 zamanda igeriginde su, seker, ¢coziiniir 6zler, azotlu madde, ugucu yag ve
liflerde bulunur (Razak vd., 2017). Kokusunu safranal’dan tadim1 pikrokrosin’den
rengini ise krosin’den almaktadir (Kumar vd., 2009). Bolgelere bagli kullanim alani
degismekle birlikte birgok cesitli hastaliklarin (menoraji, amenore, bas agrisi, bogaz
agrisi, bronsit, antispazmodik vs.) tedavisinde kullanilmaktadir (Sumaiya vd., 2020).
Ayni zamanda antioksidan olan safran bitkisinin mutasyonu Onleme Ozelligide

bulunmaktadir (Kumar vd., 2009).

Yillaridir aktif olarak kullanilan safran bitkisini; Mezopotamya tibbi tedavilerde,
Fenikeliler kumasta boyama maddelerinde, Roma ise bunlara ek olarak parfiim ve
merhem yapimindan kullanmistir. Ust solunum yollar1 hastaliklarmdan &ksiiriik ve
bronsite, kadin hastaliklarindan uterus kasilmalarin1 hafifletmesine kadar etki
etmektedir. Safran iceriginde bulunan bilesenler ile hiicrelere oksijen alimini artirdigi ve
oksijen dagilimint plazma sivilari aracilign ile yaptigi ortaya konulmustur.
Siklofosfamidin kaynakli mesane toksisitesinde koruyucu etki gosterirken, aflatoksin

B1 kaynakl1 hepatotoksik lezyonlarda baskilayici etki gostermektedir (Giaccio, 2004).

Safranin igeriginde bulunan krosin, krosetin ve safranal’in tip2 diyabete karsi olumlu
gelisim gostererek insiilin direncine karsi hassas bir etki gosterdigi ve kaslarda glikoz
alimimi aktive ettigi gozlemlenirken, genotoksinlerin neden oldugu oksidatif stresi
engelleyerek 6grenme ve hafiza becerilerini gelistirmektedir. Kalpteki elektriksel iletim

hizin1 yavaslatarak aritmiyi énler. Immiinolojik bir etkiye sahip olan safran bagisiklik



sistemini gliglendirerek insan sagligina katkida bulunur. Safran igeriginde bulunan en

etkili biyoaktif bilesenlerden biri de krosindir (Razak vd., 2017).
1.3.1. Krosin
Krosin (KRO), safran bitkisinin ana bilesenidir ve karotenoid pigment yapisina sahip ve

krosetin di-gentiobiose ester yapilidir (Altindz vd., 2016). Igeriginde yedi ¢ift bag
(Ochiai vd., 2004) ve dort metil grubu bulunmaktadir (Giaccio, 2004).

Ha Ha
NANAAAAA -

CH; CH,

Sekil 1.6: Krosinin yapist (Cosgun, 2017)

KRO turuncu rengini alfa-KRO’dan alirken yapisindaki siilfirik asit yogunluguna gore

renginde degisimler goriiliir (Cosgun, 2017).

Safranda alt1 ¢esit KRO bulunurken, KRO’da kendi igerisinde cis-trans izomere ayrilir.
KRO safran igerisinde bulunan diger tiim karotenoidlere gore icerisinde bulunan trans
izomerleri sayesinde suda en yiiksek c¢oziiniirliige ulasarak en iyi renk verimini

saglamaktadir (Velioglu, 2018).
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Cizelge 1.1: Krosinin Tiirevleri (Velioglu, 2018)

o Kimyasal S_afranda

Bilesik Seker parcalari formiil Izomer

olusumu

Krosetin R1=R2=0H C20H2404 cis-trans
Krosin 1 R1 = b-D-glukosil R2 = H C26H3409 trans

Krosin 2 R1 = b-D-gentiobiosyl R2 = H C32H32014 cis-trans

Krosin 2 R1 = R2 = b-D-glucosyl C32H32014 cis-trans

Krosin 3 R1 = b-D-gentiobiosyl C38H54019 cis-trans

R2 = b-Dglucosyl

Krosin 4 R1 = R2 = b-D-gentiobiosyl C44H64024 cis-trans

RI = 3 b-D-glucosyl

. C50H24029 cis-trans
R2 = b-Dgentiobiosy

Krosin 5

KRO antioksidan karakterde oldugundan inhibe edici etki gosterdigi ve ayni zamanda
oksidatif stresle de bas ettigi diisiiniilmektedir (Ochiai vd., 2004). Safranin ana aktif
bileseni olan KRO, antioksidan 6zelligi yaninda antiinflamatuar 6zellikte gosterir ve
suda ¢oziiniir (El-Kharrag vd., 2017; Giaccio, 2004). Gii¢li bir antioksidan olup cilt
kanserinde (Wang vd., 2018), kolorektal kanserinde (Aung vd., 2007), kanserin yani
sira motor ve biligsel bozukluklarda dahi etkili bir sekilde tedavi ettigi, iskemiye baglh
apoptozu, sizofreni benzeri semptomlart ve buna bagli oksidatif stresi hafiflettigi
gbzlemlenmistir (Sun vd., 2020). KRO, hiicre biiyiimesini engelleyici 6zelligi ile
antitimor etki gosterirken, bu 06zelligi ile ¢esitli hastaliklarda olumlu farmakolojik
etkilere ve anti-kanser aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Aung vd., 2007). Serbest

radikalleri ile savasarak oksidatif hasar1 engeller (Giaccio, 2004).

1.3.2. Krosinin Etki Mekanizmasi

Serbest radikaller tarafindan artmis olan lipit peroksidasyon ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri safran 6ziitii ve KRO’nun antioksidan 6zelligi ile azalma gostermistir (Ochiai
et al., 2004). Yapilan bir ¢alisma da KRO, hipoksik sigan feokromasitoma hiicre hatti
(PC-12)’ ndaki hiicre 6limiinii intraseliiler rediikte GSH diizeyini artirarak onledigi

bulunmustur (Ochiai vd., 2007). Radikal siipiiriicii antioksidan 6zellik baz alinarak

11



yapilan baska bir ¢alismada KRO’nun lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit
(MDA) ve total oksidan seviyesi (TOS) diizeylerini ciddi oranda disilirdigi
gozlemlenmistir (Velioglu, 2018). Belirli dozlarda oral olarak uygulanan safran
ekstresinin (25-100-250 mg/kg), krosin’in (2,5-5-10 mg/kg) ve safranal’in (0,25-2,5-
Sml/kg) gastrik mukozada lipit peroksidasyon seviyesini diisiirerek GSH seviyesini
artirdigt  boylece gastrik mukoza hasarin1 Onledigi goriilmiistiir (Kianbakht ve

Mozaffari, 2009).

Insiilin duyarlibigm tedavi ederek kanda glikoz birikimini onledigi, oral yolla
alindiginda serum insiilin seviyesini, rediikte GSH ve siiperoksit dismutaz (SOD)
seviyelerini artirarak hasar gormiis pankreasin yenilenmesine yardimci oldugu,
asetilkolinesteraz (ACHE) aktivitesini azaltarak serebral antioksidan belirteglerini
tedavi ettigi, amiloid birikimini ortadan kaldirarak 6grenme hafiza islevlerini artirdigs,
karacigerde katalaz (CAT) aktivitesini, SOD ve GSH seviyelerini artirdig1 , antagonistik
etki gostererek serotonin alimini artirarak depresyonu 6nledigi bulunmustur (Razak vd.,
2017). 2017°de yapilan bir ¢aligmada KRO’nun karbon tetrakloriir tizerindeki koruyucu
etkisini inceleyen Cosgun (2017), karacigerde artmis MDA-SOD-CAT ve TOS
seviyelerini diislirdiigii, azalmis GSH ve TAS (total antioksidan seviyesi) seviyelerini
artirdigr gézlemlemistir (Cosgun, 2017). 2018°de Tartazinin karacigerde yapmis oldugu
hasar1t KRO ile onarmaya ¢alisan Velioglu, (2018) tartazin kaynakli artmis MDA-SOD-
TOS-AST-ALT-ALP (alkalin fosfataz) enzim seviyelerinin KRO ile diistigiinii
gozlemler iken, GSH-CAT-TAS enzim seviyelerinin ise KRO ile arttigini
gozlemlemistir (Velioglu, 2018).

1.3.3. Krosin Toksisitesi

KRO ve safran’in Baharat ve gida renklendirici olarak kullanimi1 hayati 6nem
tagidigindan, toksik etkileri arastirilmigtir. 2004 de yapilan bir ¢alismada, sicanlara 2
hafta boyunca giinliik belirli dozlarda intraperitoneal (i.p.) safranin sulu tepecik ve tag
yaprak ekstrakti uygulanmistir. Tag yaprak ekstraktinin karaciger ve akcigerde toksik
etkilere neden oldugu goriiliirken, her iki ekstratin ise kronik anemiye neden oldugu

goriilmiistiir (Karimi vd., 2004; Velioglu, 2018).
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Yapilan ge¢mis c¢alismalarda Gardenia Jasminoides bitkisinden ayrilan KRO
boyalarinin doza bagli olarak karacigerde siyah pigmentasyon ve renk degisikliklerinin
neden oldugu akut hasar gézlemlenmistir. Giinliik 50 mg/kg dozda ve 8 giin siire ile
uygulandiginda karaciger de herhangi bir fonksiyonel degisiklik gozlemlenmez iken 2
hafta boyunca 100 mg/kg gibi yiiksek dozun karaciger hasarin1 ve siyah pigmentasyon
olusumunu tetikledigi goriilmiistiir (Wang vd., 2004; Velioglu, 2018). Hosseinzadeh vd.
2017’ de yaptig1 ¢alismada farelere uygulanan KRO’nun ardindan incelenen biyokimya
hematoloji ve patoloji kriterleri sonucuna gore krosinin viicutta hi¢bir hayati organa

zarar vermedigi ortaya konmustur (Hosseinzadeh ve Jahanian, 2010).

Bu tezin amaci: Siganlarda, TAM ile olusturdugumuz karaciger hasarina kars

KRO’nun etkilerini aragtirmaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Arac ve Gerecler

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), meziir, tiip]
Cerrahi malzemeler (pens, makas)

Distile su cihazi

Hassas terazi (Denver Instrument)

Otomatik pipetler (VWR; 10-100 pl; 10-200ul; 1001000 pl)

Santrifiij (Thermo Scientific™, Megafuge™ 16)

Spektrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)

2.1.2. Hayvan Materyali

Yapilan bu g¢aligmada kullanilan hayvanlar Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesinden temin edildi. Her biri 200-250 g agirliginda 36 adet Wistar
Albino cinsi disi yetiskin sican kullanildi. Sicanlar her bir grupta 6 sican olacak sekilde,
rastgele 6 ayr1 gruba ayrildi. Siganlar 6zel rat kafesleri igerisinde standart laboratuvar
sartlar1 altinda 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda ortalama 25°C oda sicakliginda
tutuldu. Deney boyunca siganlarin Onlerinde daima standart ticari pelet yemi ve su
bulunduruldu. Calismanin gergeklestirilmesi i¢in Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (AKUHADYEK) 49533702/118 sayi ile onay alindi
(EK-1).
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2.2. Metot

2.2.1. Deneysel Asama

2.2.1.1. Deneysel Asamanin Planlanmasi ve Uygulanmasi

e Grup I’deki kontrol grubu sicanlara, 28 giin boyunca %0,9’luk salin (KRO veTAM
¢Oziiciisii olarak) oral yolla uygulandi.

e Grup II’deki sicanlara, 28 giin boyunca 45 mg/kg dozunda TAM, %0,9’luk salinde
¢ozdiiriilerek oral yolla uygulandi (El-Beshbishy, 2005; EI-Dessouki vd., 2018).

e Grup III'teki siganlara, 28 giin boyunca 50 mg/kg dozunda KRO, %0,9’luk salinde
cozdiiriilerek oral yol ile uygulandi

e Grup IV, V ve VI daki sicanlara ise 28 giin boyunca sirastyla 12,5 mg/kg, 25 mg/kg
(Sun vd., 2020; 25 mg/kg) ve 50 mg/kg (Ben Salem vd., 2015; 50 mg/kg; Velioglu,
2018) dozlarinda KRO oral yol ile uygulanmasinin yan1 sira gruplara 28 giin boyunca
45 mg/kg (Albukhari vd., 2009; 45 mg/kg) dozunda TAM oral yoldan uygulandi. Tiim
uygulamalar arasinda 30 dakika beklendi.

2.2.1.2. Deneysel Asamanin Sonlandirilmasi

Son ilag uygulamasindan 24 saat sonra bir gece dncesinden a¢ birakilan ratlar, 87 mg/kg
ketamin ve 13 mg/kg dozda ksilazin enjeksiyonu ile anestezi altina alindi. Genel
anestezi altinda teknigine uygun olarak gogiis kafesleri acildi. Karaciger dokusu
ornekleri ile calisir durumda iken kalpten yaklasik 5 ml kan ornekleri normal ve
heparinli tiiplere alindi. Santriflij yapilarak serum ve plazmalar1 ayrildi, dipte kalan
eritrositler fosfat tamponu ile (pH 7.4) yikama isleminden sonra eritrosit hemolizati elde
edilerek ayn1 tampon igerisinde analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Alinan doku
ornekleri soguk salin ile yikandiktan sonra analiz edilinceye kadar -70°C’de saklanildi.
Alman kan ve doku drneklerinden oksidatif stres parametreleri, biyokimyasal dl¢timler

ve histopatolojik incelemeler gerceklestirildi.
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2.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Farkl biiyiikliiklerde alinan karaciger dokulari, doku takip kabina konuldu. Hazirlanan
bu dokular 5 giin boyunca %10’luk formalin i¢inde bekletildi. Sonrasinda normal doku
takibine alinarak akan suda 30 dk boyunca fazla formaldehitten arindirildi.
Dehidratasyon islemi icin yilikselen alkol derecelerinde hazirlanan soliisyonlarindan
gecirilerek ardindan ksilene konulup 1,5 saat boyunca seffaflastirma islemi yapildi. 3 ve
2 saatlik once yumusak sonra sert parafine gémiilerek 5-6 mikron kalinliginda doku
kesitleri alindi (Thermo Excelsior ES doku takip cihazi ve Leica RM2255 mikrotom
cihazi kullanildi) ve tekrar parafinle bloklandi. Ardindan hematoksilen-eozin (H&E)
boyama i¢in gruplara ayrilarak dokular boyandi. Boyanan ornekler 1sik mikroskobu
altinda degerlendirilerek dokularda gruplar arasinda goriilen farkliliklar ve kontrol

grubu ile aralarindaki farklar degerlendirildi.

2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu

Alman doku oOrneklerine 50 mM olarak hazirlanan 5 ml soguk KH,PO, (PH=7)
eklenerek ardindan homojenizasyonlar1 yapilmak {izere mekanik ve ultrasonik
homojenizator cihazina (20k Hz) konuldu. Daha sonra santrifiij edilmek {izere soliisyon
igindeki dokular santrifiij cihazina konularak 5000 devirde 15 dk boyunca santrifiij
edildi ve elde edilen doku siipernatantlar1 biyokimyasal analizlerde kullanilmak igin

hazir hale getirildi.

2.2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Esit miktarda KH,PO,4 tampon soliisyonu alinan kan 6rneklerine eklenerek 3000 devirde
5 dk boyunca toplamda 3 defa santrifiij edildi. Ustte kalan kisim atilarak ependorflara

aktarim1 yapilmak tizere 0,5 ml KH,PO,4 tamponu tizerine 0,5 ml eritrositlerden ¢ekildi.

Analiz asamasma kadar -80 °C de saklandi. Uzerine soguk distile su eklemek igin
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eritrosit paketinden 0,8 ml alindi ve hemolizat hazirligi yapildi. Bu hemolizat drnekleri
SOD ve CAT enzim aktivite tayininde kullanildi (Winterbourn vd., 1975).

2.2.3.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD o6l¢iimleri Sun ve ark. (1988) metoduna gore belirlendi (Sun, Y vd., 1988). Ksantin
- ksantin oksidaz enzimi ile nitroblue tetrazolium (NBT) indirgenmesi ilkesine dayanir.
2,45 ml reaktif karisimindan alinarak isaretli tiiplere konuldu ardindan kor tiipiine 0,5
ml bidistile su, test tiipiine 0,5 ml numune konuldu. Daha sonra tizerlerine 50 ul ksantin
oksidaz eklenerck karistirildi. Inkiibe edilmek iizere 20°C de 20 dk su banyosu
isleminden gegirildi. Islemi tamamlanmis inkiibe edilen &rnek tiiplere 1 ml CuCly
eklendi ve reaksiyon durduruldu. NBT’in indirgemesi sonucunda olusan rengin
absorbans1 560 nm’ de spektrofotometrik olarak degerlendirildi ve SOD 0lglimleri

yapild.

Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat Tamponlu Tuz ¢ozeltisi (PBS): pH’s1 7,4’e ayarlanmak {izere bir litre tridistile
suda 8,06 g NaCl, 0,201 g KCl, 12,636 g Na,HPO,4.2H,0, 0,2 g KH,PO, ¢ozdiiriildii.
Ksantin stok ¢ozeltisi (3 milimol/L): 5 ml 0,1 N NaOH ile 1sitilarak ¢ozdiirmek {izere 23
mg ksantin 50 ml’lik bir balon joje igine konuldu. Uzerine Distile su ilave edilerek 50
ml’ye tamamlandi. Her kullanimda 10 kez sulandirilda.

EDTA c¢ozeltisi (0,6 milimol/L): 0,249 g EDTA (dihidrat) bir litrelik balon joje i¢inde
¢O0zdliirmek hacim distile su tamamlandi.

Nitroblue Tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi ( 150 milimol/L) : 100 mI’lik bir balon joje i¢ine
12,3 mg NBT konularak ¢6zdiiriildii ardindan 100 ml ye tamamlanmasi igin {izerine
distile su eklendi.

Na,COj3 ¢ozeltisi (400 pmol/L): 4,2 g Nay,CO3 100 ml’lik bir balon joje igine konularak
¢oOzdiiriildii ve hacim 100 ml ye tamamlanmasi igin tizerine distile su eklendi.

Sigir alblimini ¢ozeltisi (1g/L): 100 mg sigir albiimini 100 ml lik balon jojede
¢ozdiiriildii ve tizerine hacim 100 ml ye tamamlanmak {izere distile su eklendi.

CuCl; ( 0,8 mmol/L): 100 ml’lik balon joje i¢ine 10,7 mg CuCl, konularak ¢6zdiirtildii

ve hacim 100 m1’ye tamamlamak i¢in lizerine distile su eklendi.
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Ksantin Oksidaz enzim ¢ozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim
¢ozeltisinden 20 umol alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

Reaktif Karisimi: 20 tiipliikk bir seri analiz i¢in 100 ml’lik bir erlen igerisine 10 kez
sulandirilmis 20 ml ksantin stok ¢6zeltisi, 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi, 6

ml Na,COj3 ¢ozeltisi ve 3 ml sigir albiimini ¢ozeltisi konuldu ve iyice karistirildi.
2.2.3.4. Katalaz Aktivite Tayini

Aragtirmamizda Katalaz’in (CAT) eritrositlerdeki konsantrasyonlari, CAT tarafindan
Hidrojen Peroksit’in (H202) ayristirllma oranlarina gore belirlendi. Reaksiyonu
gerceklestirecek karigim; pH’1 7,0 olan 50 mM fosfat tamponu ve 10 mM H,0;’den
olustu. H»O, nin indirgenme hiz1 oda sicakliginda 45 sn boyunca 240 nm’de izlendi (bir
birim CAT 25°C ve pH’in 4,5 oldugu kosullarda 1 pmol H,0, ayristirir) (Luck, 1955;
Aebi, 1984).

Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat tamponu; 3,5 gram Mono potasyum fosfat (KH,PO,)
7,26 gram Sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na;HPO,4.2H,0)
1 litre distile suda ¢ozdiriildi. pH 7 degilse 7 ye ayarlanur.

Hidrojen peroksit (H20, ; %30); %30 luk H,0, den, 0,16 mL alinip 100 mL fosfat

tamponu ile karistirilir.
2.2.3.5. Malondialdehit (MDA) Seviye Ol¢iimii

MDA doku 6lgiimleri Ohkawa ve ark (1979), plazma oOlgiimleri ise Yoshioka ve ark
(1979) metotlarina gore yapildi. Kimyasallar katilarak hazirlanan numuneler (doku igin)
95 derecelik su banyosunda 1 saat kaynatildi. Daha sonra sogutularak iizerlerine n-
butanol/piridin karigim eklendi ve santrifiijden sonra MDA seviyelerinin absorbansi 532
nm’de spektrofotometrik olarak olgiildi. MDA seviyelerinin birimi nmol/ml olarak
ifade edildi. Plazma analizi i¢inde TCA ve TBA kanistirildi ve 95 derecelik su

banyosunda 30 dakika kaynatildi. Daha sonra n-butanol ilavesi ve santrifiij
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islemlerinden sonra MDA seviyelerinin absorbanst 535 nm’de spektrofotometrik olarak

sleiildi.

Kullanilan Cozeltiler (Doku):

% 8’lik Sodyum Dodesil Siilfat (distile suda)

%20’lik glasiyel asetik asit (distile suda) (pH’1 3,5 olmal1)

Not: Eger soliisyon asidik olursa 0,05 M NaOH ile pH 3,5’a ¢ekilebilir.

%0.8’1ik tiyobarbitiirik asit (0,05 M NaOH’da).

N-butanol.

Piridin.

[N-butanol ve Piridin karisim seklinde kullanilacak. (15 birim n-butanol; 1 birim piridin
seklinde)].

Kullanilan Cozeltiler (Plazma):
% 20’1ik triklorasetik asit (TCA) distile suda.
% 0,67’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) distile suda.

n-Butanol.

2.2.3.6. Glutatyon (GSH) Seviye Olciimii

GSH seviyeleri Beutler ve ark. (1963) metoduna gore oOlgiildi. Bu metoda gore
siganlardan alinan numune 6rneklerine %10’luk TCA eklenmesiyle birlikte 6rnekler +4
°C’de 10 dk boyunda santrifiij edildi. Santrifiijlenen numunelere 2-sodyum hidrojen
fosfat ¢ozeltisi ve 5-5-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile olusturulan karigimin
(Ellmann’s soliisyonu) eklenmesiyle elde edilen iiriiniin spektrofotometrik olarak 412
nm dalga boyunda o6l¢iilme esasina dayanir. 0,2 ml doku ve kan alinarak iizerine 3 ml
coktiirticii konuldu. Adi siizge¢ kagidindan siizdiirmek tizere 5 dk boyunca bekletildi.
Ayr1 bir tiipe konulan 1 ml filtrat iizerine 4 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml DTNB ayiraci
ilave edilip iyi bir karisim elde edene kadar karistirildi. Standart tiipiinde 0,2 ml GSH
standard1 kullanildi. 2 ml distile su ve 3 ml ¢oktiiriicii kor tiipline konularak adi siizgeg

kagidindan gegirildi. Olgiimler 412 nm de spektrofotometrik olarak &l¢iildii.
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Kullanilan Cozeltiler:

Coktiirticii: Distile suda 5 g metafosforik asit + 1 g EDTA + 90 g NaCl 300 ml
¢Ozduriildii.

Fosfat ¢ozeltisi (0,3 M): 500 ml distile suda 40,02 g NapHPQO4.7H,0 ¢ozdiiriildii.
DTNB: 100 mI’lik sodyum sitrat ¢zeltisiyle 40 mg DTNB ¢ozdiiriildii.

GSH standardi: 25 ml distile suda 10 mg GSH ¢ozdiirtildii.

2.2.3.7. Glutatyon peroksidaz (GPX) Aktivite Tayini

Plazma GPx diizeyleri ticari kitlerin prospektiislerine uygun olarak enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemiyle belirlendi (Cayman Chemical, Michigan,
USA; katalog numarasi: 703102).

2.2.3.8. Protein Olciimii

Alkali ortamda proteinlerdeki peptid baglarimin bakir iyonu (Cu*?) ile tepkimeye
girmesi sonucu bakir iyonu Cu® na indirgendi. Folin-Fenol reaktifinin Bu reaksiyon
zincirinde yer alan aminoasitler (Tyr, Trp ve Cys) tarafindan indirgenmesi ile renk
olusumu meydana geldi. Bu rengin derecesi protein konsantrasyonu ile paralel
ilerlemektedir ve spektrofotometrik olarak 660 nm de dl¢iildii (Lowry vd., 1951). Ornek
ve standart tiiplerine 1 ml homojenat ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltiler, kor tiipiine de 1 ml
saf su konuldu. Tim tiiplere A ve B reaktifi (100:1) karisimindan olusturulan 3 ml C
reaktifi eklendi (A reaktifi %2 Na,COs3, %1 NaOH, %0,16 Na-tartarat; B reaktifi ise %4
CuS04.5H,0). 300 ml Folin-Fenol reaktifi vortekslemek iizere oda sicakliginda 30 dk
bekletilip ardindan vorteks islemi gergeklestirildi. Ardindan tekrar oda sicakliginda 45
dk bekletildi ve absorbanslar 660 nm’de spektrofotometrik olarak kore karsi 6l¢iildii.

2.2.3.9. Kanda Hemoglobin Diizeyinin Belirlenmesi
Ferrisiyaniir tarafindan hemoglobin igerisindeki demir (Fe)+2 iyonu Fe'¥e

yiikseltgenerek ~ methemoglobine  doniistiiriildi. =~ Ardindan  methemoglobinin

siyanomethemoglobine doniismesi i¢in KCN eklenerek karistirtlip 5 dk boyunca
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bekletildi. Kor, standart ve numune tiiplerine 6 ml Drabkin ¢6zeltisi konuldu. Ardindan
standart tiipiine 0,02 ml standart ¢ozeltisi, kor tiipiine 0,02 ml distile su koyularak 0,02
ml numuneler alinarak tiiplerine konuldu. Absorbansi spektrofotometrik olarak 540 nm

de olgiilerek miktar belirlendi (Drabkin ve Austin, 1935).

Kullanilan ¢ozeltiler:

Drabkin ¢ozeltisi: Distile suda Sirasiyla 0,2 g potasyum ferrosiyaniir (KsFe[CN]g), 0,05
g KCN ve 1 g NaHCO3 ¢ozdiiriilerek 1 litreye tamamlandi.

Siyanomethemoglobin standardi (Std): Bilinen konsantrasyonda hemoglobin ¢ozeltisi

(g/dl) kullanild.

2.2.4. Biyokimyasal Parametrelerinin Olciimii

Alman serum orneklerinden TP, TB, AST, ALT, ALP degerleri temin edilen ticari
kitlerle otoanalizér cihazi (BT-300 plus, Roma, italya) kullanilarak spektrofotometrik

olarak belirlendi.

2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences ver. 22.0 SPSS
Inc, Chicago Illinois, USA) programi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata (SD)
olarak verildi. Elde edilen verilerin normallik testleri yapildi ve gruplar arasindaki
istatistiksel analiz i¢in gruplar arasi karsilagtirmada tek yonlii varyans analizi (One Way
ANOVA) ve 6nemliliklerin belirlenmesinde post-hoc Duncan testi kullanildi. P < 0,05

anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Parametre Bulgular:

Yapilan bu calisma sonucunda tiim gruplardan alinan kan oOrneklerinden ALT
degerlerine bakildi. Elde edilen veriler; kontrol grubunda 43 U/L, sadece TAM (45
mg/kg) verilen grupta 67,33 U/L ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 34,33 U/L
olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 66,16 U/L, TAM ile
birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 63,83 U/L ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO
verilen grupta 53,33 U/L olarak bulundu. Elde edilen ALT degerleri ile yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore sadece KRO verilen grupta
anlamli bir azalma gozlenirken, diger tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artig

gbzlendi (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait ALT degerleri ¢izelge 3.1°de gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden AST degerlerine bakildi. Elde edilen veriler;
kontrol grubunda 121,66 U/L, sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta 136,66 U/L,
sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 109,16 U/L olarak bulundu. TAM ile birlikte
12,5 mg/kg KRO verilen grupta 133,16 U/L, TAM ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen
grupta 134,16 U/L ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta 128 U/L olarak
bulundu. Elde edilen AST degerleri ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda ALT
degerlerinde oldugu gibi AST degerlerinde de sadece KRO verilen grupta kontrol
grubuna goére anlamli bir azalma gozlemlenirken, diger tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gorildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait AST degerleri ¢izelge
3.1°de gosterildi.

Yapilan bu calisma sonucunda tiim gruplardan aliman kan Orneklerinden ALP
degerlerine bakildi. Elde edilen veriler; kontrol grubunda 183 U/L, sadece TAM (45
mg/kg) verilen grupta 242,5 U/L, sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 127,16 U/L
olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 221,83 U/L, TAM ile
birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 206,33 U/L ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO
verilen grupta 193,83 U/L olarak bulundu. Elde edilen ALP degerleri ile yapilan
istatistiksel analizler sonucunda ALT ve AST degerlerinde oldugu gibi, kontrol grubuna
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gore sadece KRO verilen grupta anlamli bir azalma gozlemlenirken, diger tiim
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina
ait ALP degerleri ¢izelge 3.1° de gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden Total Protein (TP) degerlerine bakildi. Elde
edilen veriler; kontrol grubunda 6,05 g/dl , sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta 6,95
g/dl , sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 6,58 g/dl olarak bulundu. TAM ile birlikte
12,5 mg/kg KRO verilen grupta 7,11 g/dl, TAM ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen
grupta 6,8 g/dl ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta 6,63 g/dl olarak
bulundu. ALT, AST ve ALP degerlerinden farkli olarak tiim gruplarin TP degerlerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii (p<0,05). Tiim deney

gruplarina ait TP degerleri ¢izelge 3.1° de gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden Total Bilirubin (TB) degerlerine bakildi. Elde
edilen veriler; tiim gruplarda 0,2 mg/dl olarak bulundu. Tiim gruplarin TB degerleri ile
kontrol grubu arasinda bir degisiklik goriilmedi. Tiim deney gruplarina ait TB degerleri

cizelge 3.1°te gosterildi.

Cizelge 3.1: Serum Biyokimya Parametreleri

ALT TP TB (mg

Gruplar U/L) AST (U/L) ALP (U/L) @/ dl) /dh
Kontrol 43+8,09° 121,66+7,33° 183+64,98° 6,05+0,42° 0,2
TAM 67,33£6,97°  136,66+12,09°  242,5+32,08%  6,95+0,33° 0,2
KRO 34,3345,75°  109,16+£13,16°  127,16+43,89°  6,58+0,52° 0,2
TAM +12,5 66,16£4,26°  133,16£7,78®  221,83+16,32® 7,110,342 0,2
mg/kg KRO

TAM + 25 a a ab a

ma/kg KRO 63,83+7,33 134,16+9,23 206,33+11,12 6,8+0,25 0,2
TAM + 50 b ab b a

ma/kg KRO 53,33+9,68 128+7,04 193,83+8,01 6,63+0,57 0,2

Degerler, ortalama + (SD) seklinde belirtilmistir; n:6 ; a,b,c,d Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklart
ifade eder (P<0,05). Kontrol: Kontrol grubu, TAM: Tamoksifen grubu, KRO: Krosin grubu
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3.2. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametre Bulgulari

Yapilan bu ¢aligma sonucunda tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden MDA Plazma
degerlerine bakildi. Elde edilen veriler; kontrol grubunda 5,24 nmol/ml, sadece TAM
(45 mg/kg) verilen grupta 7,21 nmol/ml, sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 5,82
nmol/ml olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 7,02
nmol/ml, TAM ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 6,72 nmol/ml ve TAM ile
birlikte 50 mg/kg KRO grupta 5,96 nmol/ml olarak bulundu. Elde edilen MDA Plazma
degerleri ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore diger tiim
gruplarin MDA Plazma degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gorildi

(p<0,05). Tiim deney gruplarina ait MDA Plazma degerleri cizelge 3.2° de gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden GSH Plazma degerlerine bakildi. Elde edilen
veriler; kontrol grubunda 45,85 nmol/ml, sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta 33,09
nmol/ml, sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 48,54 nmol/ml olarak bulundu. TAM
ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 36,92 nmol/ml, TAM ile birlikte 25 mg/kg
KRO verilen grupta 37,37 nmol/ml ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta
43,82 nmol/ml olarak bulundu. Elde edilen GSH Plazma degerleri ile yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore sadece KRO verilen grubun GSH
Plazma degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig goriiliirken, diger tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait GSH

Plazma degerleri ¢izelge 3.2°da gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan Orneklerinden GPx Plazma degerlerine bakildi ve elde
edilen veriler; kontrol grubunda 705,65 U/ml, sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta
465,23 U/ml ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 687,48 U/ml olarak bulundu.
TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 524,79 U/ml, TAM ile birlikte 25
mg/kg KRO verilen grupta 571,5 U/ml ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen
grupta 635,44 U/ml olarak bulundu. Elde edilen GPx Plazma degerleri ile yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore tiim gruplarin GPx Plazma
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorildi (p<0,05). Tiim deney

gruplarina ait GPx Plazma degerleri ¢izelge 3.2 de gosterildi.
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Tiim gruplardan aliman kan 6rneklerinden SOD Eritrosit degerlerine bakildi ve buna
gore elde edilen veriler; kontrol grubunda 72,97 U/gHb, sadece TAM (45 mg/kg)
verilen grupta 94,77 U/gHb ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 79,86 U/gHb
olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 89,55 U/gHb, TAM
ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 86,57 U/gHb ve TAM ile birlikte 50 mg/kg
KRO verilen grupta 81,56 U/gHb olarak bulundu. Elde edilen SOD Eritrosit degerleri
ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda, MDA Eritrosit degerlerinde oldugu gibi,
kontrol grubuna gore diger tiim gruplarin SOD Eritrosit degerlerinde de istatistiksel
olarak anlamli bir artig goriildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait SOD Eritrosit
degerleri ¢izelge 3.2’te gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan orneklerinden CAT Eritrosit degerlerine bakildi ve buna
gore elde edilen veriler; kontrol grubunda 31,36 k/gHb, sadece TAM (45 mg/kg) verilen
grupta 48,62 k/gHb ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 30,39 k/gHb olarak
bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 43,15 k/gHb, TAM le
birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 40,49 k/gHb, TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO
verilen grupta 34,87 k/gHb olarak bulundu. Elde edilen CAT Eritrosit degerleri ile
yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol degerine gore sadece KRO verilen
grubun CAT Eritrosit degerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriliirken, diger
tim gruplarin CAT Eritrosit degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir artig goriildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait CAT Eritrosit degerleri
cizelge 3.2’ te gosterildi.
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Cizelge 3.2:

Plazma (MDA, GSH, GPx) ve eritrosit lizatinda (SOD, CAT) oksidan ve

antioksidan parametreler

MDA GSH SOD

Gruplar (nmol/ml) (nmol/ml) GPx (U/ml) (UlgHD) CAT (k/gHDb)
Kontrol 524+0,34"  4585+1,23*  705,65+7,32%  72,97+3.24°  31,36+1,68°
TAM 721£0,32°  33,09+1,28°  465,23+16,8"  94,77+398"  48,62+5,2°
KRO 5,82+0,34°  48,54+1,63%  687,48+13,56"  79,86+2,06°  30,39+2,95°
TAM+

12,5mglkg  7,02+£0,33%  36,92+7,57  524,79+14,57°  89,55+2.24°  43,15+5,31°
KRO

TAM+

25mg/kg 6,72£0,51°  37,37+0,93°  571,5+7,45"  86,57+2,37°  40,49+3,88°
KRO

TAM+

50mg/kg 596+0,19°  43,82+1,87°  635,44+6,04°  81,56+2,47°  34,87+2,65°
KRO

Degerler, ortalama + (SD) seklinde belirtilmistir; n:6, a,b,c,d,e,f Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlaml farkliliklart
ifade eder (P < 0.05), Kontrol: Kontrol grubu, TAM: Tamoksifen grubu, KRO: Krosin grubu

3.3. Karaciger Doku Degerleri

Yapilan bu calisma sonucunda tiim gruplardan alinan kan Orneklerinden MDA
Karaciger degerlerine bakildi. Elde edilen veriler; kontrol grubunda 4,46 nmol/g doku,
sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta 7,09 nmol/gdoku, sadece KRO (50 mg/kg)
verilen grupta 4,9 nmol/gdoku olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO
verilen grupta 7,18 nmol/gdoku, TAM ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 6,97
nmol/gdoku ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta 5,39 nmol/gdoku olarak
bulundu. Elde edilen MDA Karaciger degerleri ile yapilan istatistiksel analizler
sonucunda, kontrol grubuna gore diger tim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
artis goriildii (p<0,05). Tim deney gruplarina ait MDA Karaciger degerleri ¢izelge
3.3’te gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan orneklerinden GSH Karaciger degerlerine bakildi. Elde
edilen veriler; kontrol grubunda 40,59 nmol/gdoku, sadece TAM (45 mg/kg) verilen
grupta 22,88 nmol/gdoku, sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 42,33 nmol/gdoku
olarak bulundu. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 25,81 nmol/gdoku,
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TAM ile birlikte 25 mg/kg KRO verilen grupta 27,92 nmol/gdoku ve TAM ile birlikte
50 mg/kg KRO verilen grupta 34,66 nmol/gdoku olarak bulundu. Elde edilen GSH
Karaciger degerleri ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore
sadece KRO verilen grubun GSH Karaciger degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artig goriliirken, diger tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii

(p<0,05). Tiim deney gruplarina ait GSH Karaciger degerleri ¢izelge 3.3’te gosterildi.

Tim gruplardan alinan kan orneklerinden GPx Karaciger degerlerine bakildi. Elde
edilen veriler; kontrol grubunda 257,82 U/mg, sadece TAM (45 mg/kg) verilen grupta
152,37 U/mg ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 249,87 U/mg olarak bulundu.
TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 187,29 U/mg, TAM ile birlikte 25
mg/kg KRO verilen grupta 196,65 U/mg, TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen
grupta 219,03 U/mg olarak bulundu. Elde edilen GPx Karaciger degerleri ile yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna gore diger tim gruplarin GPx
Karaciger degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi (p<0,05). Tim

deney gruplarina ait GPx Karaciger degerleri ¢izelge 3.3’te gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden SOD Karaciger degerlerine bakild1 ve buna
gore elde edilen veriler; kontrol grubunda 3,25 U/ug, sadece TAM (45mg/kg) verilen
grupta 5,6 U/ug ve sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 3,73 U/ug olarak bulundu.
TAM ile birlikte 12,5 mg/kg KRO verilen grupta 5,15 U/ug, TAM ile birlikte 25 mg/kg
KRO verilen grupta 4,81 U/ug ve TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta 4,11
U/ug olarak bulundu. Elde edilen SOD Karaciger degerleri ile yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, MDA Karaciger ve MDA Eritrosit degerlerinde oldugu gibi,
kontrol grubuna gore diger tiim gruplarin SOD Karaciger degerlerinde de istatistiksel
olarak anlamli bir artis goriildii (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait SOD Karaciger
degerleri cizelge 3.3’ te gosterildi.

Tiim gruplardan alinan kan 6rneklerinden CAT Karaciger degerlerine bakildr ve buna
gore elde edilen veriler; kontrol grubunda 1,84 k/ug, sadece TAM (45 mg/kg) verilen
grupta 2,98 k/ug, sadece KRO (50 mg/kg) verilen grupta 2,07 k/ug olarak bulundu.
TAM ile birlikte 12, mg/kg KRO verilen grupta 2,85 k/ug, TAM ile birlikte 25 mg/kg
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KRO verilen grupta 2,69 k/ug, TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grupta 2,25 k/ug
olarak bulundu. Elde edilen CAT Karaciger degerleri ile yapilan istatistiksel analizler
sonucunda, MDA Karaciger, MDA Plazma, SOD Karaciger, SOD Eritrosit degerlerinde
oldugu gibi, kontrol grubuna gore diger tiim gruplarin CAT Karaciger degerlerinde de
istatistiksel olarak anlamli bir artig gortildi (p<0,05). Tiim deney gruplarina ait CAT

Karaciger degerleri ¢izelge 3.3’te gosterildi.

Cizelge 3.3: Karaciger dokusundaki oksidan ve antioksidan parametreler

MR e SOD (U/ CAT
rupilar nmoli/g nmoli/g X mg ] ng
Grupl (nmol/ (nmol/ GPx (U/mg) e
protein) )
doku) doku) protein)
Kontrol 4,46+0,23° 40,59+1,2°  257,82+5,78%  3,25+0,16"  1,84+0,18°
TAM 7,09£0,45° 22,88+2,08°  152,37+8,59"  56£036°  2,98+0,19°
KRO 4,9+0,43%  42,33+1,7*°  249,87+14,83*  3,73x0,1°  2,07+0,16"
TAM + 12,5 . ) : , -
mg/kg KRO 7,18+£0,42%  25.81+1,49°  187,29+10,71°  5,15£0,27"  2,85:+0,08
TAM + 25 . ] C : b
mg/kg KRO 6,97+0,36" 27,92+0,66 196,65+8,36 4,81+0,22 2,69+0,12
TAM + 50 A . i . :
mglkg KRO O PR0S8T 346061437 219,0356 4,11£0,22%  2,25+0,08

Degerler, ortalama =+ (SD) seklinde belirtilmistir; n:6, a,b,c,d,e,f Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklart
ifade eder (P < 0,05), Kontrol: Kontrol grubu, TAM: Tamoksifen grubu, KRO: Krosin grubu

3.4. Histopatolojik Bulgular

Caligmanin bu asamasinda, gruplarin karacigerleri mikroskobik olarak histopatolojik
incelemelere ve degerlendirmelere tabi tutuldu. Kontrol grubuna (Sekil 3.1. Al) ait
karaciger doku kesitlerinin histolojik olarak normal yapiya sahip oldugu goézlendi.
Karaciger lobiil yapisinda yer alan vena centralis, hepatosit kordonlar1 ve bu kordonlar
arasindaki siniizoid yapilar ile portal alanlarin normal oldugu goriildii. KRO grubuna
(Sekil 3.1. A2) ait karaciger kesitleri de kontrol grubu ile benzer histolojik goriiniime
sahipti. Bu grupta da klasik lobiil yapisi, portal alanlar histolojik olarak yapisini
korumakta ve kontrol grubunda goriildiigii gibi dokularin normal oldugu gozlendi (Sekil

3.1).
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Yapilan histopatolojik incelemelerde karaciger dokusu hasari hematoksilen eozin
boyama ile saptandi. Degisikliklerin meydana geldigi kisimlar ok isaretleri ile gosterildi
ve bunlar sirasi ile; dolasim bozuklugu goriilerek Vena centralisin oldugu bolgede
hiperemi (Kalin ok) meydana geldigi, pericentral bolgede MNH (mononiikleer hiicre)
infiltrasyon alanlarmnin (Ince ok) meydana geldigi, karacigerin vaskiiler yapisini bozarak
sinlizoidal dilatasyon alanlarinin (Kivrimli ok) meydana geldigi, periportal alanlarda ¢ift
cekirdekli hepatositlerin (Ok basi) olustugu goriildii. TAM ile birlikte belirli dozlarda
(12,5,25,50) KRO uygulanmasi, karaciger dokularindaki hasar diizeyini sadece TAM
verilen gruba kiyasla belirgin sekilde azalttigi goriildi. Tiim bu degisiklik goz oniinde
bulunduruldugunda kontrol grubuna kiyasla sadece TAM verilen gruba ait karaciger
doku kesitlerinin bazi1 bolgelerinde lobiil yapisinda bozulmalar oldugu, Vena centraliste
ve hepatositlerde dagilmalar oldugu, buna bagli olarak siniizoid yapilanmasinda da
bozulmalar oldugu, bazi hepatosit hiicrelerinin daha eozinofilik boyandig1 belirlendi.
Yogun eozinofili gosteren hepatosit hiicre cekirdeklerinin saglikli hepatosit hiicre
¢ekirdeklerine kiyasla daha koyu boyandigi goriildii. TAM ile birlikte 12,5 mg/kg ve 25
mg/kg KRO verilen gruplara ait karaciger doku kesitlerinde ise lobiil yapilarinin sadece
TAM verilen gruba kiyasla daha diizenli oldugu, pericentral bolgedeki infiltrasyon
alanlarinin ortadan kalktig1r goriildii. Ayrica bu gruplarda yogun eozinofili gosteren
hiicrelerde de azalma oldugu belirlendi. Kontrol grubu ve sadece KRO verilen grup ile
kiyaslandiginda ise siniizoid alanlarinda, vena centralislerde ve portal alandaki
hepatositlerde bozulmalarin halen devam ettigi fakat TAM grubuna kiyasla daha diizenli
bir yapida oldugu gorildii. TAM ile birlikte 50 mg/kg KRO verilen grubun karaciger
doku kesitinde ise sadece siniizoidal alanlarda ve periportal alanlardaki hepatositlerde
bozulmalarin devam ettigi fakat 12,5 mg/kg ve 25 mg/kg KRO verilen gruplara kiyasla
yiiksek oranda diizgiin oldugu goriildii. Ayrica ¢izelge 3.4’te dokulardaki histopatolojik

incelemenin istatistiksel degerlendirmesi gosterildi.
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Sekil 3.1::Histopatolojik Bulgular (Dokular H&E ile boyandi. Kontrol grubu (A1), KRO grubu (A2), TAM grubu (A3), TAM + 12,5 mg/kg KRO grubu
(A4), TAM + 25 mg/kg KRO grubu (A5), TAM + 50 mg/kg KRO grubu (A6), Kalin ok: V. Centralislerde Hiperemi, Ince ok: Pericentral
bolgede MNH infiltrasyonu alanlar1, Kivrimli ok: Siniizoidal dilatasyon alanlari, Ok Basi: Periportal alanlarda ¢ift ¢ekirdekli hepatositler)
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Cizelge 3.4: Histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirmesi

. . TAM + 125 TAM + 25 TAM + 50 o
Histopatolojik Bulgu Kontrol KRO TAM mg/kg KRO mg/kg KRO mg/kg KRO P degeri

xfgjrgri?tra"s'erde 0,00£0,00°  000=0,00° 1,56 0.4° 0,8+ 1,23 0,7+ 0,76 023 +0,.23° 0,002

Pericentral AlanlardaMNH 4 55, 60c  000+0,00°  273£081° 126+ 1,07 0,23 +0,57° 0,00 = 0,00° 0,000

Infiltrasyon Alanlari

Periportal Alanlarda Cift

Cekirdekli Hepatosit 0,00+0,00°  0,00+0,00° 2,4+ 0,00° 0,8+ 1,23 0,63 +1,03° 0,4+0,97° 0,000

Olusumlari

Sinuzoidal Dilatasyon 0,00+0,00°  0,00£0,00° 223+04°  093+1,01° 0,86 % 1,23 0,8 % 0,72 0,000

Alanlan

Degerler, ortalama + (SD) seklinde belirtilmistir; n:6 ; a,b,c Ay satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamh farkliliklar: ifade eder (P<0,05). Kontrol: Kontrol grubu, TAM: Tamoksifen grubu, KRO:

Krosin
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4. TARTISMA

Kullanimi i¢in 1977°de ABD tarafindan onay verilen TAM, 10 ile 20 mg tabletler
seklinde ve nolvadex, tamone gibi ¢esitli ticari isimler halinde bulunmaktadir. Kemik,
beyin ve karacigerde agonist etkisi bulunurken meme dokusunda antagonist etkiye
sahiptir. Meme kanseri tedavisinde ilk sirada tercih edilirken, tedavilerde uygun goriilen
doz araligi 20-40 mg’dir (Anonim, 2020). TAM’in maruz birakildigi hiicrelerde
mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaginda hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK) ve hiicre diizenlenmesinden sorumlu Scr ‘nin fokal adezyon
kinaz (FAK)’1 fosforile ederek hiicre gociine neden oldugu tespit edilmistir. TAM
sadece MAPK yolaklarini degil ayn1 zamanda insiiliin benzeri biiylime faktorii 1 (IGF
1) yolaklarinda da artisa neden oldugu belirlenmistir. TAM protein ve DNA eklentileri
ile DNA da hasar meydana getirebilir, ayn1 zamanda TAM verildikce hepato
karsinomlarda p53 mutasyonlari meydana getirmektedir (Hu vd., 2015). TAM’in, ER
transkripsiyonunun etkinligini engelleyerek kanserli hiicrelerin biiylimesinin Oniine
gectigide bilinmektedir (Abdel-Hafiz, 2017). TAM’in fazl tepkimeleri sonucu aktif
metabolitlerine ayrilmasindan sorumlu enzim sitokrom P4502D6 (CYP2D6), TAM’in
tedavilerde ne derece etkili olacagini da belirlemektedir (Baskin ve Calibasi, 2011).
TAM’1n ayn1 zamanda sfingolipid metabolizmasini ve asit seramid enzimi ile seramid
hidrolizini inhibe ettigi bdylece seramid yikimini yavaslatip sfingozin 1-fosfat
olusumunu baskiladig tespit edilmistir (Morad ve Cabot, 2015). Hormonal tedavilerde
genelde tercih edilen TAM viicut tarafindan oldukga kabul goriirken, bir yandan da
karaciger de yan tesir olusturarak karacigere hasar vermektedir (Pan vd., 2016; Zhou
vd., 2019). Baz ilaglar aktif metabolitlerine doniisebilmeleri i¢in karacigerde fazl faz2
tepkimelerine girerek biyotransformasyon diye adlandirilan bir siirecten ge¢meleri
gerekir. Sitokrom P450 faz 1 tepkimelerinde en degerli enzim gruplar1 arasinda yer
alirken karacigerde santral ven ve cevresinde yogun bir sekilde bulunmaktadir.
Karacigere hasar veren mekanizmalardan biri de ilacin biyotransformasyonu ile aktif
hale gelen ara metabolitlerin P450 enzimlerine baglanip antijen gibi algilanan ‘‘adduct™
diye adlandirilan bilesik olusturmalaridir. Bu bilesiklerin hepatosit iist tabalarina
taginmasi ile antikor olusumu ve ardindan karaciger hasar1 gerceklesir (Arici, 2008).

Pan ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada TAM’m yag asidi beta-oksidasyonu
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inhibisyonu ile de novo yag asidi sentezine neden olarak karaciger yaglanmasina sebep
oldugu, alinan acglik kan testi sonuglarina gore de yiiksek LFT, trigliserit, LDL
oranlariin TAM grubunda daha yiiksek ciktigini tespit etmislerdir (Pan vd., 2016).
Karacigere hasar veren mekanizmalardan bir digeri ise yag asidi inhibisyonu siirecidir.
Bu inhibasyon ile karacigerde mitokondriyal DNA etkilenerek mitokondriyal
disfonksiyonda hasar meydana geldigi ardindan serbest yag asitleri metabolizmasi
durarak serbest radikal ve reaktif oksijen birikimi sonras1 mitokondriyal DNA tahribati,
laktik asit birikimi oldugu gozlenmistir (Arici, 2008). Kuppfer hiicrelerinin
aktiflesmesine sebep olan zarar gormiis hepatositler reaktif oksijen tiirlerinin liretimine
sebep olur (Ugar ve Goktas, 2018). Her tiirlii bagisiklik olaylart ile zararli maddeleri
yok eden, gerektigi takdirde enzim lireterek bedenin savunma sistemine katkida bulunan
ve bir¢cok yapim yikim olaylarinin gerceklestiren bir organ olan karaciger (Altinbasak,
2019; Yilmaz, 2010; Kurtoglu, 2017) aym1 zamanda sentez ve salgilama gorevleri
sirasinda Onemli derecede kan akimi saglamaktadir. Bu yapisindan dolayr yiiksek
oranda oksijene ihtiya¢ duyar ve bu yiizden hasarlanmalara kars1 oldukca duyarl hale

gelir (Uzunoglu, 2018).

Biyokimya parametrelerinden AST ve ALT karaciger hasari tespitinde oldukga sik
bakilan parametrelerden olup, hasar diizeyine bagh olarak salinim diizeyi artmaktadir
(Kog, 2020). Ayn1 zamanda hepatositlerin yikima ugramasi sonucunda da artis gésteren
enzimlerdendir (Kurtoglu, 2017). Ko¢’un 2020 de yaptig1 calismada metanol ile siganlar
tizerinde olusturdugu karaciger hasarinda AST-ALT diizeylerinde artis oldugunu tespit
etmistir (Kog, 2020). Betto ve arkadaslar1 bir caligmalarinda parasetamol ile sigan
karacigerinde toksik etki olusturmuslar ve yaptiklari calisma sonucunda toksik etki
olusan sigan karacigerinde kontrol grubu karacigerine gére AST-ALT diizeylerinde
belirgin artis oldugunu gormiislerdir (Betto vd., 2012). Zhou ve arkadaslarinin 2019
yilinda osthole'un farelerde TAM kaynakli akut karaciger hasar1 {izerindeki terapdtik
etkilerini aragtirrken, TAM’mn fosforilasyon dongiisiinii etkileyerek elektron
aligverisinde bozulmalara yol ag¢tigi, mitokondriyal membrana zarar verdigi bdylece
mitokondriyal disfonksiyonda hasar meydana gelerek ROS ve AST-ALT seviyelerinde
artisa sebep oldugunu gormiislerdir (Zhou vd., 2019). Polat’in ise 2013’te yapmis

oldugu calismada sigcanlarda ila¢ kaynakli zehirlenme ile karaciger hasar1 olusturmuslar
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ve arastirma sonucunda toksikasyon ile olugan karacigerin hasar durumuna gére AST-
ALT degerlerinde artis oldugunu saptamistir (Polat, 2013). Bulut’un yapmis oldugu
caligmada ratlarda olusturdugu karaciger hasar1 sonras1 AST, ALT, ALP ve MDA
degerlerinde artis oldugunu bulmustur (Bulut, 2013). Moreira ve arkadaslar1 yapmis
olduklart bir ¢alismada TAM ile tedavi edilmis yumurtaliklar1 alinmis disi sicanlarin
karaciger mitokondriyal fonksiyonuna etkilerini arastirmiglar ve TAM’in yiiksek
miktarda karacigerde metabolize oldugunu, mitokondriyal solunum fonksiyonlarini
etkileyerek oksidatif fosforilasyon sistemini bozdugunu, mitokondrinin hasar gérmesi
ile beraber Ca** iyonlarimin biriktigini, ROS iiretimine neden oldugunu, ALP ve AST
degerlerinin kontrol grubuna gore arttigini gézlemlemislerdir (Moreira vd., 2007). Liu
ve arkadaglariin 2006 da yapmis olduklar1 calismada TAM ile tedavi edilen meme
kanserli hastalarda TAM 1n karaciger yaglanmasina sebep oldugu, yaglanan karacigerin
hepatik hasarlanmaya yol actigi tim bunlarinda AST ve ALT diizeylerindeki
degisikliklere neden oldugunu ve 115 hastada AST, ALT veya her ikisinde de
yiikselmeler oldugunu gdzlemlemislerdir (Liu vd., 2006). Yapilan bu calisma ile
literatiirler arasinda benzer sonugclar elde edildi. Ratlarda TAM ile olusturulan karaciger
hasar1 sonras1 biyokimya parametrelerini degerlendirdigimizde, hasar tespitinde en sik
bakilan AST-ALT diizeylerinde belirgin artisin meydana geldigi ve bu artisin KRO
dozlar ile belirgin sekilde diistiigiinii gozlemledik. Serbest radikallerin doymamis yag
asitlerine etki etmesi sonucunda lipid peroksidasyon (LPO) gergeklesir. LPO’nun son
iriinii olan MDA ise oksidatif strese maruz kaldikca artig gosterir. Antioksidan 6zellikte
olup ve hiicresel savunmada gorevli olan GSH, sentezinde azalma oldugu takdirde bu
azalmaya bagli olarak LPO’da artis goriiliir (Polat, 2013). Ayn1 zamanda LPO’un
meydana getirdigi toksik maddeleri uzaklastiracak giiglii bir antioksidan olan GSH,
hiicreleri serbest radikallerin verdigi hasardan koruyarak toksik maddeleri ortadan
kaldirmakla sorumludur (Kog, 2020). Endojen kaynakli antioksidanlardan biri olan
GSH-Px enzimi hiicreleri c¢esitli hasarlara karsi koruyup LPO olusumunu ve
ilerlemesini inhibe eder. Bu fonksiyonunu yapisindaki GSH elektron kaynagi olarak
kullanarak hidrojen peroksiti indirgemesi ile yerine getirir (Altinbasak, 2019). Ibrahim
ve arkadaglar1 2014’te L-karnitinin (L-CAR), TAM kaynakli toksisite ve antitimor
aktivitedeki koruyucu etkisini arastirmiglar ve arastirma sonucunda TAM’in aktif

metabolitlerinin hiicredeki yag tabakalarinda degisikliklere neden olarak sitoplazmik
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enzimlerin zardan gecisini kolaylastirip kanda aminotransferaz artisina yol actigi, yag
asidi oksidasyonunda sorunlara yol agarak mitokondriyal fonksiyonlarini bozdugu,
elektron aligverisini inhibe ederek mitokondriyal oksidatif hasarina yol agtig1 boylece
karacigerin hasara ugradigini, TAM verilen gruplarin serum lipid diizeylerinde,
karaciger enzimlerinde ve bilirubin seviyesinde 6nemli artisin oldugunu, karaciger ve
uterus dokularinin SOD aktivitesinde dnemli bir azalma ve GSH igeriginde énemli bir
azalma ile birlikte LPO seviyesinde énemli bir artis oldugunu tespit etmislerdir (Ibrahim
vd., 2014). Suddek 2014 yilinda TAM'in siganlarda hem antitiimdr aktivitesi hem de
karaciger hasar1 tlizerindeki etkisini arastirmig ve bu arastirma sonucunda TAM'm
mitokondriyal solunum zincirini inhibe edip yag asidi oksidasyonunda sorunlara yol
acarak ROS tiretimine neden oldugu, sicanlara TAM uygulamasi ile ALT ve AST, ALP,
LDH, TB ve TNF-a diizeylerinde artisa sebep oldugu, bunlarla birlikte SOD, GSH ve
TP seviyelerinde ise 6nemli bir diisiise neden oldugunu tespit etmistir (Suddek, 2014).
Albukhari ve arkadaglar1 disi sicanlarda TAM kaynakli hepatotoksisiteye kars1 kafeik
asit fenetil ester in (CAPE) koruyucu etkilerini arastirmiglar ve TAM'mm metabolize
oldugu sirasinda agiga c¢ikan oksidatif tepkimelere bagli olarak karacigerde hasar
meydana geldigi, mitokondriyal elektron tasima zincirini bloke ederek mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozdugu ve oksidatif strese yol actigi; sonug olarak 10 giin boyunca 45
mg/giin dozunda TAM verdikleri grubun AST-ALT-ALP degerlerinin yiikseldigini,
GSH degerlerinin tiikendigini, LPO, GPx, glutatyon rediiktaz (GR), SOD, CAT
degerlerini ise inhibe ettigini belirtmislerdir (Albukhari vd., 2009). Polatin yapmis
oldugu calismada toksisite olusturulan sicanlarda karacigerin hasar1 sonucu MDA
diizeyinde artis oldugunu buna paralel olarak GSH degerlerinde azalma oldugunu ve
boylece iki parametre arasinda ters baglant1 gézlemlemistir (Polat, 2013). Cabre ve ark.
2020’de yaptig1 ¢aligmada sicanlarda olusturulan karaciger fibrozu deneyinde karaciger
hasar1 sonucu lipid peroksidasyonun arttigit GSH diizeyinin azaldig1 ve bdylece bu iki
parametreler arasinda ters bir iliski oldugunu saptamislardi (Cabré vd., 2000). El-
beshbishy’in 2005 de yaptig1 ¢alismada TAM 1n karacigere verdigi hasar1 aragtirmis ve
bu caligmada sicanlara 7 giin boyunca ip yolla (45 mg/kg) TAM verilerek karaciger
hasar1 olusturulmus ve bu hasar sonucunda TAM verilen grubun antioksidan
enzimlerinden GSH, GSH-Px, SOD ve CAT diizeylerinde diisiisler gézlemlemislerdir
(El-Beshbishy, 2005).
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Birgok rahatsizliklarin iyilestirilmesinde kullanilan safran bitkisi antioksidan 6zelligi ile
farmakolojik etki gostermektedir (Aung vd., 2007; Sumaiya vd., 2020). Safranalin
GABA benzodiazepine reseptorii etkili oldugu, KRO’nun tiimér nekroz faktorii alfa
(TNF-alfa) kaynakli hiicre 6liimlerini ve mRNA ftizerindeki etkilerini inhibe ettigi, PC-
12 hiicresini baskiladigi, notral sfingomiyelinaz (nSMAZ) aktivitesini sinirlandirdigi,
seramid tiretimini ve MAPK yolagi ailesinden olan c-jun kinase (JNK) fosforilasyonunu
onledigi goriilmiistiir, ayn1 zamanda KRO nun hiicre zarindan G-protein baglantili
reseptor kinaz 2 (GRK2) gecisini kestigi, ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2
(ERK1/2) fosforilasyonu ve kortikal mikro vesellerde matris metalloproteinaz 9 (MMP-
9) ekspresyonunu digiirdiigiinii tespit etmislerdir. KRO tiim bunlarla beraber
antioksidan enzim kalitesini saglamlastirarak mitokondriyal hasar1 6nledigi anlasilmistir
(Bathaie ve Mousavi, 2010). Altinéz ve arkadaslarinin 2016 da yaptig1 calismada,
sicanlarindaki antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GPx’in mRNA ekspresyonu
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Diyabet olusturulan si¢canlarda SOD, CAT, GPx’in
mRNA ekspresyonunlarinda artis meydana geldigini, aymi ratlara KRO verildikten
sonra bu enzimlerde bir diislis oldugunu ve bdylece KRO’nun oksidatif stresi
diizenledigini ortaya koymuslardir (Altinéz vd., 2016). Mard ve arkadaslar1 2017°de
sicanlarda hepatik iskemi-reperfiizyon (IR) hasari iizerinde KRO ve ¢inko siilfatin
(ZnS0y,) ile ayr1 ve kombine 6n tedavisinin, karaciger fonksiyon testleri, Nrf2 ve p53
protein ekspresyonu ve sonrasindaki IR kaynakli karaciger hasarinda meydana gelen
histopatolojik degisiklikler iizerindeki karsilastirmali koruyucu etkilerini arastirmislar
ve KRO, ZnSO,; ve bunlarin kombinasyonunun antioksidan GPx-SOD-CAT
aktivitelerini artirdigi, karaciger enzimlerinin AST-ALT-ALP-TB serum diizeylerini
diisiirdiigii ve histopatolojik degisiklikleri diizelterek karacigeri olusturulan hasara karsi
korudugunu géstermislerdir (Mard vd., 2017). Ozkececi ve arkadaslar1 2016da
infrarenal aort klempleme (IRAC) modelinde indiiklenen karaciger IR hasari lizerinde
KRO ve safranalin koruyucu etkilerini aragtirmislar, biyokimya kan 6rneklerinden AST-
ALT seviyeleri IR grubunda yiiksek bulunur iken KRO ve safranal uygulanan grubun
bu degerlerinde anlamli bir diislis gozlenerek KRO ve safranalin karaciger hasari
iizerinde koruyucu etkileri oldugunu gostermislerdir (Ozkegeci vd., 2016). Salem ve
arkadaslar1 2015°te Balb/c cinsi farelerinin karaciger ve bobreklerinde ilag (zearalenon)

kaynakli oksidatif strese karst KRO’nun koruyucu etkisi aragtirmiglar ve verilen ilacin
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MDA, CAT, SOD aktivitelerinde artis meydana getirerek oksidatif stresi tetikledigini,
farkl1 dozlarda KRO ile uygulanmasi birlikte bu seviyelerde diistisler gozlenerek
oksidatif stresi azalttigini, boylece ila¢ kaynakli toksisiteye karst korumada KRO nun
etkili oldugu sonucuna varmislardir (Ben Salem vd., 2015). El-Beshbishy ve
arkadaglarmin siganlar tiizerinde yaptiklari deneyde Berilyum Kloriir'in (BeCly)
toksisitesine karst KRO’nun koruyucu etkilerini arastirmislar ve toksik olusturulan
grubun MDA seviyesinde artis, CAT ve SOD degerlerinde azalma oldugu goriiliirken,
KRO uygulanmas1 ile MDA seviyesinde azalma CAT ve SOD diizeylerinde normale
yakin bir artis oldugu goriilmiis ve sonug¢ olarak KRO uygulamasinin, antioksidan
genlerin mRNA ekspresyonunun baglatilmasiyla birlikte olusturulan oksidatif stresi
azalttigin1  tespit etmislerdir (El-Beshbishy vd., 2012). KRO’nun kontrolsiiz
hiperglisemi ile gelisen karaciger dokusunun antioksidan savunmasi tizerindeki etkisini
arastiran bir grup arastirmaci, deneklerden doku Ornekleri alarak MDA, GSH, CAT,
SOD enzimlerini incelemis, bu incelemelere gore kontrolsiiz diyabetin SOD ve CAT
enzimlerini azalttigi, MDA iretimini artirarak antioksidan sistemi distirdigii, KRO
uygulamas: ile diyabetik hayvanlarin karaciger dokularinda SOD ve CAT enzim
seviyelerinin arttigini boylece antioksidan sistemin kuvvetlendigini, MDA iiretimini
azaltarak oksidatif stresin vermis oldugu hasarin azaldigini bulmuslardir (Yaribeygi vd.,
2018). Yapilan bu ¢alisma ile; siganlarda TAM ile olusturulan karaciger hasarina karsi
KRO’nun koruyucu etkilerini arastirmay1 amacladik ve ¢calismanin literatiirler ile benzer
sonuglar gosterdigi goriildii. TAM 1n karacigere verdigi hasar lizerine karaciger enzim
aktivitelerinden SOD, CAT, MDA seviyelerinde artma goriilirken GPx ve GSH
degerleri azalirma oldugu, boylece karaciger dokularinda hasarlar meydana gelerek
literatiirler ile benzer etkilerinin oldugunu ve karaciger lizerinde hasar biraktigi bu
caligma ile tespit edildi. Ayn1 zamanda tedaviye ek olarak TAM ile beraber kombine
(12,5-25-50 mg/kg) KRO uygulamasi ile bu olumsuzluklarin tersine c¢evrildigi
belirlendi. Elde ettigimiz verilerin literatiirler ile benzer oldugu karaciger enzimleri,
dokular1 ve oksidatif stress lizerinde olumlu etkiler yaparak normale yakin doniisiimler
sagladigim1 boylece TAM’in karaciger lizerindeki toksik etkilerine karst KRO’nun

koruyucu etkisinin oldugu ¢alismamiz ile tespit edildi.
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TAM uygulamasini takiben karaciger dokularinda histopatolojik degisikliklerin
meydana gelerek hepatositlerde sorunlara yol agtigi, portal vende dilatasyonlarin
meydana geldigi, lenfatik infiltrasyon alanlarinin goriildiigii, hepatosit ve siniizoidlerde
tikanikliklarin ve 6demlerin olustugu rapor edilmistir (Albukhari vd., 2009). Mard ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada hasar olusturulan karaciger dokularinda dilatasyonlar,
apoptotik hiicreler, konjesyon varligi goriilirken kombine KRO tedavisi ile bu
histopatolojik sorunlarda hafiften normale dogru diizelmeler oldugu goriilmiistiir (Mard
vd., 2017). Velioglu’'nun yaptifi ¢alismada olusturdugu karaciger hasar1 sonucu
karaciger dokusunda dejenerasyon, konjesyon, inflamatuar infiltrasyon alanlarinin
varligina rastlarken KRO tedavisi ile histopatolojik sorunlarin minimuma indigi
goriilmiistiir (Velioglu, 2018). Yaptigr c¢alisma ile olusturdugu karaciger hasari
sonucunda hepatositlerde sinilizoidal dilate alanlarinin, nekrotik alanlarin oldugu,
hepatositlerde kii¢iilme gortldigii, KRO tedavisi ile bu histopatolojik hasarlanmada
azalmalar oldugu goriilmiistiir (Ozkegeci vd., 2016). Yaptigimiz bu ¢alismada TAM
uygulamas: ile siniizoid alanlarinda dilatasyonlar, venlerde, portal alanlarda,
hepatositlerde bozulmalar meydana geldigini, sadece TAM verilen gruba ait karaciger
doku kesitlerinin baz1 bolgelerinde lobiil yapisinda bozulmalar oldugu, Vena centraliste
ve hepatositlerde dagilmalar oldugu, buna bagli olarak siniizoid yapilanmasinda
bozulmalar oldugu, TAM 1 artan dozlarda KRO ile kombine verilmesi ile gruplara ait
karaciger doku kesitlerinde ise lobiil yapilarinin sadece TAM verilen gruba kiyasla daha
diizenli oldugu, pericentral bolgedeki infiltrasyon alanlarinin ortadan kalktigi bdylece
TAM’1in karaciger {lizerindeki histopatolojik etkilerine karsi KRO’nun koruyucu

etkisinin oldugunu ¢alismamaiz ile tespit ettik.
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5. SONUC VE ONERILER

TAM ile olusturulan karaciger hasarim1 KRO ile tedavi ederken biyokimya
parametrelerinden ALT, AST, ALP, TP degerlerinde anlamli azalma veya artislar
gozlemledik. Sonug olarak, KRO’nun karaciger hasar1 iizerinde etkisinin oldugunu net

bir sekilde gozlemledik.

Calismamizda kontrol grubu disinda TAM verilen gruplarda oksidatif hasar olustugunu,
MDA degerlerinin  bunun bir gostergesi oldugunu ve doku Orneklerinin
degerlendirilmesi sonucunda da hasar yaptigin1 tespit ettik. Ayn1 zamanda TAM verilen
gruplara artan dozlarda KRO wuygulamasimin hasarli doku iizerinde olumlu etki

gosterdigini ve bu seviyeleri kontrol grubu diizeyine dogru diisiirdiigiinii tespit ettik.

Calismamizda ratlardan alinan kan doku orneklerinden elde ettigimiz MDA, SOD ve
CAT seviyelerinin kontrol grubuna goére TAM uygulanan grupta anlamli olarak
arttigini, TAM ile beraber artan dozlarda KRO uygulamasinin artan MDA, SOD ve
CAT seviyelerini kontrol grubuna dogru yaklastirdigini tespit ettik.

Artan MDA seviyelerine paralel olarak TAM uygulanan grupta kontrol grubuna gore
GSH ve GPx seviyelerinde anlamli bir diisiis oldugunu, bu diisiisiin artan KRO
uygulamas ile birlikte kontrol grubu diizeyine ulasarak arttigini tespit ettik. Boylece
KRO’nun karaciger dokusunda oksidan parametre olarak bilinen MDA’ ’nin artigini

onledigi ve antioksidan olan GSH nin diizeylerini arttirdigini gordiik.

Calisgmamizda TAM verilen grubun doku Ornegini inceledigimizde, doku iizerindeki
hepatositlerde, siniizoidlerde, portal ve hepatik kisimlarinda hasarlanmalar meydana
gelerek lezyonlar olustugunu tespit ettik. TAM uygulamasi ile birlikte KRO
uygulamasinin lezyonlar1 hafiflettigi, artan dozlarda verildiginde ise bu hasarlarin
gittikce kiiciildiigiinii, kontrol grubu doku Ornegine yakin onarimlar oldugunu tespit

ettik.
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Yapmis oldugumuz c¢alismada TAM’in karacigerde hasar olusturdugunu hem
biyokimyasal hemde histopatolojik olarak tespit ettik. Kontrol grubu disinda TAM
verilen sicanlarda, TAM’a bagh karacigerde hasar olustugu, biyokimya serum
degerlerinin bunun bir gostergesi oldugu ve karaciger doku 6rneklerinin histopatolojik
degerlendirilmesi sonucunda TAM’nin karacigerde hasar olusturdugu gorsel olarak
dogruladik. Antioksidan 06zelligi olarak bilinen KRO’nun de hem biyokimyasal
serumlar iizerinde hemde hasarli dokular iizerinde histolojik olarak iyilesmelere katki

sagladigini gorduk.
Biitiin bu degerlendirmeler sonucunda KRO’nun karaciger hasarina karsi onleyici bir

madde olarak kullanilabilecegini bununla beraber TAM kaynakli karaciger hasarinin

gelisim stirecinde deneyler ile KRO‘nun koruyucu etkisinin oldugu sonucuna varildi.
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