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CiSPLATIN iLE INDUKLENMIiS KARACIiGER HEPATOTOKSISITESI
UZERINE MYRICETIN’IN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Siimeyye AKSOY
Erciyes Universitesi SaghkBilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2023
Danisman: Prof. Dr. Birkan YAKAN
Dr. Ogr. Uyesi Nurhan KULOGLU
OZET

Cisplatin, cesitli kanser tedavilerinde kullanilmasina ragmen bircok organda hasara
sebep oldugu gibi karacigerde de hepatotoksisiteye yol acabilen bir etkiye sahiptir.
Flavonoid grubunun bir iiyesi olan Myricetinin inflamasyon, mikrobiyal enfeksiyon,
tromboz gibi ¢ogu hastalikta etkin bir mekanizma gdstermesinin disinda, bir¢ok organda
meydana gelen toksisiteyi 6nemli dl¢lide azaltig1 bilinmektedir. Cisplatin’in olusturdugu
toksisite mekanizmasmin belirlenmesi ve buna karsi koruyucu ve tedavi edici
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple ¢alismada Myricetin’in, Cisplatin
kaynakli hepatotoksisitesiye karsi etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismada 32
adet Wistar Albino cinsi erkek sican kullanildi. Hayvanlar her grupta 8 sican olacak
sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu (n:8); deney sonuna kadar sadece su ve besin
erisimi saglandi, Myricetin grubu (n:8); 7 giin boyunca 10mg/kg i.p., Cisplatin grubu
(n:8); 7. giinlin sonunda tek doz 7,5mg/kg i.p., Myr+Cis grubu (n:8); 7 gilin boyunca
10mg/kg i.p. Myricetin uygulandi ve yedinci giiniin sonunda tek doz 7,5mg/kg Cisplatin
i.p. olarak verildi. Karaciger dokular1 histolojik olarak Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
Periodik Asit Shiff (PAS) ile boyandi, immiinohistokimyasal olarak TNF-a, IL-17 ve
IL-6 ekspresyonlart ve biyokimyasal analizlerden serum AST ve ALT degerleri
incelendi.

Karaciger dokusunun histolojik degerlendirilmesinde Kontrol ve Myricetin gruplarina
kiyasla Cisplatin grubu hiicrelerinde H&E boyamalarinda yogun eozinofili, minimal
vakuolizasyon ile konjesyon ve siniizoidal genislemeler ile birlikte PAS boyamasinda
ise pozitif reaksiyonda azalma gozlendi. Bu histolojik bulgularla uyumlu olarak
Cisplatin grubunda TNF-a,, IL-17 ve IL-6 ekspresyonlarinda artis ve beraberinde AST
ve ALT degerlerinde de yiikselme izlendi. Myricetin ile koruyuculuk saglanan grupta
ise hem histolojik hem biyokimyasal tiim bu degerlerde 6nemli diizelme gdzlendi.
Sonug olarak, Cisplatin bircok organi etkiledigi gibi karaciger dokusunda da ¢ok ciddi
histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Mpyricetin  hem histolojik hasar
belirteclerini hem de biyokimyasal aktiviteleri diizenleyerek Cisplatin kaynakli hasarin
ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Myricetin; Cisplatin, Hepatotoksisite, Sican.



INVESTIGATION OF MYRICETIN’S EFFECT ON CISPLATIN INDUCED
LIVER HEPATOTOXICITY
Siimeyye AKSOY
Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences Department of Histology
and Embriyology
M.S.c. Thesis, July 2023
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN
Asst. Prof. Nurhan KULOGLU
ABSTRACT

Although cisplatin is used in various cancer treatments, it has an effect that can cause
hepatotoxicity in the liver as well as causing damage to many organs. Myricetin, a
member of the flavonoid group, is known to significantly reduce toxicity in many
organs, apart from showing an effective mechanism in many diseases such as
inflammation, microbial infection, and thrombosis. It is necessary to determine
cisplatin's toxicity mechanism and develop preventive and therapeutic methods against
it. For this reason, it was aimed to investigate the effect of Myricetin against cisplatin-
induced hepatotoxicity in this study. 32 Wistar Albino male rats were used in the study.
The animals were divided into 4 groups with 8 rats in each group. Control group (n:8);
only water and food access was provided until the end of the experiment, the Myricetin
group (n:8); 10mg/kg i.p. for 7 days, Cisplatin group (n:8); At the end of the 7th day, a
single dose of 7.5mg/kg i.p., Myr+Cis group (n:8); 10mg/kg i.p. for 7 days. Myricetin
was administered and at the end of the seventh day a single dose of 7.5mg/kg Cisplatin
I.p. given as. Liver tissues were histologically stained with Hematoxylin-Eosin (H&E)
and Periodic Acid Shiff (PAS), immunohistochemically TNF-o, IL-17 and IL-6
expressions and biochemically serum AST and ALT values were examined. In the
histological evaluation of liver tissue, intense eosinophilia in H&E staining, congestion
and sinusoidal enlargements with minimal vacuolization, and a decrease in the positive
reaction in PAS staining were observed in the Cisplatin group cells compared to the
Control and Myricetin. Consistent with these histological findings, an increase in TNF-
a, IL-17, and IL-6 expressions was observed in the Cisplatin group, along with an
increase in AST and ALT values. Significant improvement was observed in all these
histological and biochemical values in the group that was protected with myricetin.

As a result, cisplatin affects many organs as well as causes serious histopathological
changes in liver tissue. Myricetin regulates both histological damage markers and
biochemical activities, revealing that it may be an important agent in the elimination of
cisplatin-induced damage.

Key words: Antioxidant, Myricetin; Cisplatin, Hepatotoxicity, Rat.
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1. GIRIS ve AMAC

Cisplatin (Cis) bilesigi 1845°te Peynore tarafindan bulunmus olmasina ragmen hiicre
inhibinasyonu 6zelligi Barnett Rosenberg tarafindan bulunmustur (Rosenberg ve ark.,
1965). Cis, Diamindikloroplatin olarak da adlandirilan suda az ¢dziinen sari-turuncu
kristalin yapida, normal sicaklikta stabil ancak yavas yavas trans-izomere doniisebilen
bir bilesiktir (Dasari ve Tchounwou, 2014). 1960’larda sitotoksik Ozelliklere sahip
oldugu bulunan Cis, 1978’de kanser icin yaygin olarak kullanilan bircok kemoterapi
ilaclart arasinda FDA onayli ilk platindir (Kelland, 2007). Cis’in farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanildigi klinik olarak kanitlanmistir (Desoize ve
Madoulet, 2002). Cis’in bir ila¢ haline gelmesine ragmen dokularda ciddi toksik yan
etkiler olusturmasi sebebiyle klinik kullanimlari sinirlidir (Rosenberg ve ark., 1965;
Wang ve Lippard, 2005). Teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkili bir ajan olan Cis;
ovaryum, serviks, bas ve boyun kanseri gibi ¢esitli kanser tedavilerinde
kullanilmaktadir. Ancak bir¢ok organda istenmeyen yan etkiler yapmaktadir (Karadeniz
ve ark., 2011). Karacigerde de hepatotoksite gibi birkag toksik etkiye sahiptir (Al-
Majed, 2006). Bircok calismada, Cis toksisitesinin mitokondrilerde artan reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) {retimi sebebiyle meydana geldigi ve hepatotoksisite
mekanizmasinin membran sertlesmesi icerdigi ve bununla birlikte Cis’in apoptoz ile
hiicre 6limiine yol agtigi gosterilmistir (Santos ve ark., 2007). Cis’in hepatotoksisite
tizerindeki etkinliginin ROS ile ilgili oldugu o6ne siiriilmektedir. Epitel hiicrelerinde
indiiklenmis ROS {iretimi ¢esitli sitokinlerde bir artisa neden olur. Sonunda apoptoza ve
karaciger hiicre hasarina yol acar (Shahid ve ark., 2017). Cis’in neden oldugu
hepatototoksiteyi ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli antioksidanlar arastirilmaktadir (Treskes
ve ark., 1992). Myricetin (Myr). Flavonol ad1 verilen flavonoid grubunun bir iiyesidir.

Cesitli meyve, sebze, cay, cilek ve benzeri bitkilerden elde edilir. Myr bir¢ok kan:s



tiriinde anti proliferatif, anti angiogenik ve anti invaziv etkileri oldugu bulunmustur
(Mo ve ark., 2007). Myr’in antioksidan aktivitesi deneysel olarak kanitlanmistir
(Limassetve ark., 1993; Takahama, 1985). Myr’in farkli tipteki tlimorler, inflamatuar
hastaliklar, ateroskleroz, tromboz, serebral iskemi, diyabet, Alzheimer hastaligr ve
patolojik mikrobiyal enfeksiyonlar dahil olmak iizere bircok hastalikta etkili oldugu
bildirilmektedir (Xu ve ark., 2016). Myr’in Cis tarafindan indiiklenen Niikleer faktor
eritroit-2 (Nrf-2), Interlokin-6 (IL-6) ve Toémiir Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) gibi
sitokinlerin geri kazandirilmasiyla inflamasyonu azalttigi ileri siiriilmiistiir (Rehman ve
Rather, 2020). Myr ile yapilan ¢alismalarda kimyasal maddelerle indiiklenen karaciger
DNA hasarin1 azalttigin1 ve artan Aspartat Transaminaz (AST), Alanin Transaminaz
(ALT), Alkalin Fosfataz (ALP) ve toplam bilirubin serum seviyelerini azalttig1 ileri
stirilmektedir (Matic ve ark., 2013). Yaygin olarak kullanilan Myr, anti-inflamatuar ve
anti-toksik olarak kullanilacak kadar giivenlidir (Agrawal, 2011). Bu ¢aligsmalar temel
alindiginda Cis’in karaciger dokusu {iizerindeki olasi yan etkilerini azaltmak veya
tamamen ortadan kaldirmak ic¢in bir antioksidan olan Myr’in deneysel olarak

uygulanmasi1 amaglanmustir.

Projenin amaci Cis’in sican karaciger dokusunda muhtemel doku hasarina karst Myr’in
koruyucu etkilerini 151k mikroskobik diizeyde incelemektir. Boylece literatiire kaynak
saglanmas1 amaclanmaktadir. Cis kliniklerde bir¢ok kanser tedavisinde kullanilan gii¢lii
bir kemoterapotik olmasina ragmen bircok organda yan etkiler olusturmaktadir.
Bunlardan birisi de hepatotoksisitedir. Bu durum, Kklinikte tedavi dozlarinin azaltilmasi
ve bazen tedaviyi sonlandirabilecek diizeyde olabilir. Buna karsin bir flavonoid olan
Myr karaciger hasarinda bir¢ok ¢alismada etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica tromboz,
serabral iskemi, enfeksiyonlar, diyabet gibi bir¢gok hastaligin tadavisinde de
kullanilmaktadir. Bundan dolayr Cis’in olusturdugu karaciger hasarma karsit Myr’in
koruyucu etkisi iizerine arastirma yapmayi amaglandi. Bu iki kimyasal maddenin
karaciger dokusu {iizerindeki karsilikli deneysel etkisinin arastirilmasina benzer
cokasayida kaynak mevcuttur. Bu sebeple arastirma sonuglandiginda hem literatiire hem

de klinige katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger
2.1.1. Karaciger embriyolojisi

Karaciger, akciger, pankreas, tiroid ve gastrointestinal sistem gastrulasyon sirasinda
ortaya ¢ikan ii¢ germ tabakasindan biri olan anterior-ventral kesin endodermden
tiretilir. Baglangicta endoderm, embriyonun ventral yiizeyini ¢izen bir epitel
tabakasidir. Embriyonun 6n ve arka kisimlarinda tabakanin katlanmasi 6n ve arka
bagirsaklar1 olusturur. Bu morfogenetik hareketler embriyonun ortasina ulastiginda
bagirsak tiipti kapanir. Bagirsak tiipii olusumu sirasinda, embriyonun 6n-arka ve dorsal-
ventral eksenleri boyunca farkli dokular belirir ve karaciger, 6n bagirsagin prospektif

ventral endoderm alanindan dogar (Fukuda-Taira, 1981; Le Douarin, 1975).

Hepatik endodermden karaciger tomurcuguna ilerleme, ii¢ morfogenetik asamaya
boliinmiistiir (Bort, 2006). Evre I, kalinlasmis, kolumnar hepatik epitel olusumu; evre
I, yalanc1 ¢ok katli epitel olusumu ve evre III, laminin parcalanmasi ve epitelden
septum transversumun mezenkimine hepatik hiicre gogli gerceklesir. Hepatoblast
gociine, hepatik hiicreleri ¢evreleyen hiicre dig1 matriksin major yeniden sekillenmesi
eslik eder (Sosa-Pineda ve ark., 2000). Bu siire boyunca, tiim ventral 6n bagirsak alani,
karaciger bolgesini beraberinde getirerek orta bagirsaga dogru uzanir. Endodermal
epitelden c¢ikan ve septum transversumda yogunlasan hiicre kiitlesine karaciger
tomurcugu, karaciger tomurcugu icindeki hiicrelere de hepatoblastlar denir.
Hepatoblastlar daha sonra hepatositlere ve kolanjiyositlere (safra hiicreleri)

farklilasacaktir (Sekil 2.1).



Karaciger

Pankreas
tomurcukian

Sekil 2.1. Hepatik divertikiilden, karaciger, safra sistemi ve ventral pankreas olusumu
(Suckale ve Salimena, 2008)

Karaciger tomurcugu olusumuna ayni zamanda anjiyogenez ve vaskiilojenezin bir
kombinasyonu yoluyla olusan hepatik vaskiilatiiriin gelisimi eslik eder (Couvelard ve
ark., 1996; Matsumoto ve ark., 2001; Peres-pomares ve ark., 2004).

Birincil karaciger tomurcugu endodermden ¢ikar ¢ikmaz, anjiyoblastlar veya endotelyal
hiicreler onu ¢evreler ve onu septum transversum mezenkiminden ayirir (Matsumoto ve

ark., 2001; Shiojiri ve Sugiyama, 2004).

Eriskin memelilerde, karacigerin afferent kan damarlar hepatik arter ve portal venlerin
dallarindan olusur ve efferent damarlar, sentrilobiiler venlerden olusur. Bu iki sistem
siniizoid adi verilen kiiciik kilcal damarlardan olusan bir ag ile birbirine baghdir.
Hepatositlerin bazal yilizeyinden, ayni zamanda retinoid depolayan hepatik stellat
hiicreleri de igeren Disse boslugu ile ayrilir. Siniizoidal kilcal damarlar, dolasimdaki
kullanilmig hiicre kalintilarin1 temizleyen fagositik kupffer hiicrelerinden ve hepatositler
ile kan arasinda secici tasimayr kolaylastirmak icin oldukca Ozellesmis pencereli
endotelyal hiicrelerden olusur (Braet ve ark., 2001). Kupffer hiicrelerinin eriskinlerde

kemik iligi kaynakli monositlerden gelistigi bilinmekle birlikte, fetal karacigerdeki
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varliklart kemik iligi gelisiminden once gelir ve vitellus (yolk) kesesinden koken
alabilirler (Enzan ve ark., 1983). Siniizoidal kilcal damarlar ve portal damarlar, daha
sonra olusan sentrilobiiler damarlar ve portal arterler ile ilk gelisen hepatik damarlar

arasindadir (Gouysse ve ark., 2002).
2.1.2. Karaciger Anatomisi

Karaciger insan viicudundaki en biiyiikk i¢ organdir. Bir yetiskinde toplam viicut
agirhginin %3’lint olusturur. Viicudun sag {ist kadraninda epigastrik bolgenin biiyiik
boliimiinde diyaframanin altinda, midenin {istiinde sag bobrek ile komsu olacak sekilde
gogiis kafesi tarafindan korunur. Koyu kirmizi kahve renktedir. Erkeklerde yaklasik
1400-1600 gr ve kadinlarda 1200-1400 gr agirligindadir. Anatomik olarak sol, sag,
kaudat ve kuadrat olarak 4 ayr1 loba ayrilir. Sag lob falciform bag ile sol lobtan ayrilir.
Kaudat lob, inferior vena cavanin etrafini sarip sag lobun arka tarafindan uzanir.
Kuadrat lob sag lobun arka tarafindan uzanip safra kesesinin etrafini sarar (Abdel-Misih

ve Bloomston, 2010; Grisham, 2009) (Sekil 2.2, Sekil 2.3.).

Yerinde karaciger

Gastiohepatik |

Winslow 4 N
foramenleri ; 4 “Agik hepato-
f duodenal bag

Sekil 2.2. Karacigerin komsu organlarla anatomik iligkisi (Brunicardi ve ark., 2010)
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Sekil 2.3. Karacigerin anatomik 6n ve arka yiizeyleri (Brunicardi ve ark., 2010)

Karaciger yapisal organizasyonu nedeniyle hem arteriyel ve hem de vendz kan ile
desteklenir. Portal ven, toksik maddeler de dahil olmak iizere emilen, sindirilmis
bilesikleri tagiyan gastrointestinal kani tasir. Hepatik arter ise aortadan oksijenli kani
tasir. Bu kan damarlar1 ayrica kiigiik kilcal damarlara boliiniir. Bir lobiile yol agan

karaciger siniizoidleri olarak bilinir (Roberts ve ark., 2002).

Karacigerin safra salgilanmasi, kolesterol dengesi, metabolizmanin diizenlenmesi ve
ilag detoksifikasyonu gibi islevleri vardir. Bu g¢esitli islevler karacigerin mide, ince
bagirsak, kalin bagirsak, pankreas, dalak gibi biiylik organlarin yakiinda stratejik

olarak konumlandirilmasindandir (Adams ve Eksteen, 2006).

2.1.3. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger karmagsik bir yapinin, oldukca entegre bir sekilde birka¢ fonksiyonel

aktiviteyi destekledigi kompleks bir organdir. Karaciger parankimi tiim viicut
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organizasyonunda ve dolagimda oldugu kadar safra ve bagirsak tasimalarini

diizenlemede 6nemli bir yere sahiptir.

Karaciger, birgok metabolik aktivite, molekiillerin kan dolasimina salgilanmasi ve
safranin kanalikiiler eliminasyonunun yaninda biyokimyasal doniisiim (tim enzime
bagl siiregler dahil), tasimalar (alim, salgilama ve atilim dahil) ve pasif intraluminal
nakiller (kan temini ve biliyer drenaj dahil) olmak {izere birden ¢ok gorevleri vardir

(Diguardi, 1989; Molino ve ark., 1990).

Karacigerin diger bir kritik islevi, ksenobiyotiklerin metabolizmasi veya
detoksifikasyonudur. Karaciger bu maddelerin bazilar1 i¢in lizozomlar1 kullanir, ancak
metabolizmanin ve detoksifikasyonun ana yolu biyotransformasyondur. Karaciger,
ksenobiyotikleri esas olarak iki reaksiyon yoluyla lipofilik bir formdan hidrofilik bir
forma doniistiirerek doniistiirme islevi goriir. Bu reaksiyonlar esas olarak hepatositlerin
agraniiler endoplazmik retikulumunda gergeklesir. Faz 1 reaksiyonlari, oncelikle
sitokrom P450 enzim ailesini kullanarak oksidasyon, indirgeme ve hidroliz yoluyla daha
hidrofilik bir ¢ozilinen olusturur. Faz II reaksiyonlari, faz I'de olusturulan metabolitleri
kan veya safraya salgilanmak iizere daha hidrofilik hale getirmek i¢in konjuge eder

(Almazro ve ark., 2017).

Safra kanalikiilleri yoluyla safraya salgilanan bilirubinin kii¢iik miktarlarida kanda
¢oziinlir ve daha sonra bobrekler tarafindan atilmak iizere filtrelenir. Cogu konjuge
bilirubin safraya girer ve bagirsak duvari tarafindan emilemedigi i¢in diskidan safra ile
birlikte atilir. Baz1 bilirubin, enterohepatik dolasima girmek iizere yeniden emilim i¢in
bagirsak bakterileri tarafindan iirobilinojene veya konjuge olmayan bilirubine

dontstiiriiliir (O’Brien ve ark., 2015; Stec ve ark., 2016).

Karaciger fonksiyon testleri, bir hastanin karacigerini degerlendirmeye yardimci olmak
icin klinisyenler arasinda yaygin olarak istenen bir tetkiktir. Bilesenleri olan AST, ALT,
bilirubin, ALP ve gama-glutamiltranspeptidaz (GGT) karacigerde meydana gelenlerin
bir portresini ¢izmeye yardimci olurken, tetkik yalnizca eger varsa hiicre hasarinin
derecesini tanimlar. Bu enzimler, hepatosit hasar1 iizerine dolasima salinan hepatosit

bilesenleridir. ALT ve AST, glukoneogenezde onemli enzimlerdir ve AST g¢esitli
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dokularda bulundugundan ALT karaciger i¢in daha spesifiktir. ALP biliyer agacin yani
sira kemikte de bulunabilir, bu nedenle o kadar spesifik degildir, ancak tetkikin geri
kalaniyla kombinasyon halinde kullanildiginda hepatoseliiller hasar kanit1 saglar.
Ozellikle, yiikselmis ALP, safra yollarindaki hasara isaret eder (Hoekstra ve ark.,
2013).

Karacigerin islevini degerlendirmek i¢in gergek bir test, protein sentezleme yetenegidir.
Albiimin, karacigerin irettigi énemli bir protein olsa da, albiimin seviyeleri sadece
karacigerin nasil ¢alistigi hakkinda bir fikir vermez, ayn1 zamanda seviyeleri beslenme
durumu ve nefrotik sendrom gibi diger faktorlerden de etkilenir (Hoekstra ve ark.,
2013).

2.1.4. Karaciger Histolojisi

Karaciger sindirim sistemi ve viicudun geri kalan kismi arasinda koprii gorevi goren bir
organdir. Bu konumundan dolay1 viicudun hemostazisini diizenleme gibi temel islevleri
vardir (Kumar ve ark., 2005). Karaciger Glisson adi verilen bir kapsiille sarilmistir ve
kapsiiliin hemen tizerinde ser6z bir zar olan periton ile oOrtiilidiir. Glisson kapsiili
karacigerin igine uzantilarini gondererek karacigeri lob, segment ve lobiillere ayirir
(Sancak B, 1999). Karaciger lobiilii, karacigerin histolojik olarak iyi tanimlanmis
yapisal birimidir. Bir lobiil altigen bir sekle, yaklasgitk 1 mm ¢apa ve yaklasik 2 mm
kalinliga sahiptir. Yetiskinlerde lobiil, altigenin ortasindaki merkezi bir damardan
yayilan hepatosit plakalarindan olusur. Bitisik hepatositler siki1 baglantilarla birlesir.
Sik1 baglantilar, yaklasik 1 pm ¢apindaki safra kanalikiillerini sinirlar. Bir plakadaki
hepatositler, her iki tarafta kilcal damarlara (siniizoidler) maruz kalir (Jungermann ve

Kietzmann, 1996; Kietzmann ve Jungermann, 1997).

Altigenin her bir kosesinde safra kanali, portal ven ve hepatik arter dallarindan olusan
portal triadlarla g¢evrilidir. Hilustan itibaren, hepatik arter ve portal venin stirekli
dallanmasi, siniizoidler adi verilen, i¢ ige ge¢mis karmasik bir kilcal damar agiyla
sonuclanir (Blouin ve Bolender, 1977). Endotel hiicrelerinin bir derlemesi olan

sinlizoidal hiicreleri, Kupffer hiicreleri (yerlesik karaciger makrofajlar1), yag depolayan



hiicreler (yildiz hiicreleri veya Ito hiicreleri olarak da adlandirilir) toplam hiicre sayinin

yaklagik %33"linii olusturur (Do ve ark., 1999) (Sekil 2.4).

Disse boslugu siniizoidal liimen ile hepatositleri ¢evreleyen bazolateral membran
arasindaki bosluga denir. Bu bosluk hepatositlerin bazolateral zarindan uzanan ve kilcal
damarla iletisim kuran mikrovillus tarafindan isgal edilir ve hepatositin kan kaynagina
ulagmasini saglar. Disse alani, hepatositler ve dolayisiyla bir biitliin olarak lobiil i¢in
yap1 iskelesi saglamaya yardimci olan cesitli kollajenler, proteoglikanlar ve diger
proteinlerden olusan hiicre dis1 bir matriksi barindirir. Disse alaninda yer alan yapi
iskelesinin 6nemi, hepatositlerin gergek bir bazal membran icermemesi gergegiyle daha
da artar. Disse alani ayrica Kupffer hiicreleri (makrofajlar) ve Ito hiicreleri (yildiz
hiicreleri) igerir. Kupffer hiicreleri, dolasimdaki gereksiz veya patolojik materyali
filtrelemek icin bosluga oturur. Ito hiicreleri, A vitamini gibi yag deposu gorevi goriir.
Gerektiginde miyofibroblastlar olarak da gorev yapabilirler ve karacigerin

yenilenmesine yardimci olabilirler (Si-Tayeb ve Lemaigre, 2010).

Siniizoidlerin i¢indeki maddeler ilaglar da dahil olmak iizere parankima hiicrelerine
gecer. Burada ¢esitli biyokimyasal islemlere maruz kalirlar. Daha sonra kana ya da safra
kanalciklarina atilirlar (Y1ildirim, 1998).
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Sekil 2.4. Karacigerin histolojik yapis1 (Guyton ve Hall., 2013)
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Sekil 2.5. Karaciger lobiil yapilarmin sematik goriintiisii A: Klasik lobiil, B: Portal
lobiil, C: Karaciger Asiniisii (Rosse ve ark., 1995).

A. Klasik karaciger lobiilii

Karaciger, diyaframa ve arka yiiziinde abdomen duvarma temas eden kisimlart diginda
peritonla Ortiiliidiir. Periton altinda ise, hilumda kalinlagsma gosteren ve organi distan
kusatan elastik fibrillerden zengin Glisson kapsiilii denen ince bir bag dokusu kapsiille
ortiiliidiir. Kapsiil organa uzantilarin1 gondererek organi lobiil ve segmentlere ayirir.
Lobiil karacigerin islevsel birimidir. Her lobiil altigendir ve altigenin her kdsesinde bir
portal ticliisii (portal ven, hepatik arter, safra kanali) bulunur. Lobiiliin temeli, fizyolojik
olarak farkli apikal ve bazolateral membranlara sahip hepatositlerden olusur. Lobiiliin
merkezinde bir merkezi ven bulunur. Portal venden ve hepatik arterden kan akisi
lobiiliin merkezine dogrudur. Safra ise lobiilin merkezinden safra kanalina dogrudur
(Sekil 2.5). Kanin lobiiliin merkezine dogru akmasiyla oksijen ve metabolitlerle ince
bagirsaktan emilen toksik veya nontoksik maddeler dnce lobiiliin periferik hiicrelerine
sontra merkez hiicrelerine wulasir. Lobiilin merkezinde 1smsal bir sekilde
anastamozlasarak dallanan hepatositler birbiriyle baglantili  plakalar halinde
gruplagsmiglardir. Lobiiliin ¢evresinden merkezine dogru i1sinsal bir bi¢imde hepatosit
kordonlar1 uzanir. Kordonlar iki sirali epitel hiicrelerinden olusmuslardir (Bloom ve
Fawecett, 1994; Erbengi, 1990; Junqueria ve ark., 1995; Rhodin, 1974; Saxena ve ark.,
1999) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Klasik karaciger lobiilii (Ross ve Pawlina, 2014)

B. Portal lobiil

Portal lobiil safranin salgilanisi temel alinarak tanimlanmistir. Lobiiliin merkezinde
portal alan, periferinde ise komsu karaciger lobiiliin vena sentralisi yer alir. Portal lobiil
tic koselidir ve birbiriyle birlesmis ii¢c karaciger lobiiliiniin parcalarindan olusur. Safra
salgis1 merkezde yer alan portal kanaldaki safra kanalina dogru, kan ise merkezden

perifere dogru hareket eder (Junqueria ve ark., 1995; Rhodin, 1974).
C. Karaciger asiniisii

Karaciger asiniisii tanim1 komsu iki lobiildeki metabolik aktivitenin hipoksik ve toksik
hasarlardaki hiicre dejenerasyonu, siroz gibi hasarlarin arastirilmasinda fonksiyonel bir
kolaylik saglar. Fonksiyon ve perfiizyona bagli olarak, bir birine komsu iki lobil 3
bolgeye ayrilir (Gartner ve Hiat, 1997; Henderiks ve ark., 1985; Nakono ve Worner,
1982; Rhodin, 1974; Ross ve ark., 1989) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Karaciger asiniisii (Ross ve Pawlina, 2014)

a. Periferik bolge

Hepatositlerin periportal bolgesi olarak kabul edilir ve oksijenli kan ve besinlere
yakinliklar1 nedeniyle en iyi perfiize edilen ve ilk yenilenen bolgedir. Yiiksek
perflizyonu nedeniyle periferik bolge, beta-oksidasyon, glukoneogenez, safra olusumu,
kolesterol olusumu ve amino asit katabolizmas1 gibi oksidatif metabolizmalarda biiyiik

rol oynar (Saxena ve ark., 1999).
b. Ara bolge

Bu bolgedeki hepatositler kana ikinci derecede cevap veren hiicrelerdir. Periferik
bolgeden gegen bir miktar glikoz bu bolgede depolanir. Periferik bolgedeki glikojen

tiikeninceye kadar aglik durumunda cevap vermezler (Junqueria ve ark., 1995).
C. Santral bolge

Portal triaddan uzakligi nedeniyle en diisiikk perfiizyona sahiptir. Detoksifikasyon,
ilaglarin biyotransformasyonu, ketogenez, glikoliz, lipogenez, glikojen sentezi ve

glutamin olusumunda en biiyiik rolii oynar (Saxena ve ark., 1999) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Karacigerin santral bolgesinin mikroskobik goriintiisti (Paker, 1993)

d. Portal alanlar

Portal alanlar iki komsu lobiiliin koselerinde yer alan bosluklardir. Bag dokusu ve portal
venin dallar1 (portal veniil) hepatik arter dali (hepatik arteriyol) safra kanali, lenfatik
damarlar ve vagus sinir dali bulunur (Al, 1990) (Sekil 2.9).

Sekil 2.9. Karaciger portal alanin mikroskobik goriintiisii (Paker, 1993).
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e. Karaciger siniizoidleri

Klasik karaciger lobiilii esas alindiginda hepatositler bir-iki hiicre kalinliginda tabaka
olusturarak 1sinsal tarzda lobiiliin ¢evresinden merkezine vena sentralise dogru
anastamozlasarak ilerlerler. Bu olusturulan dizi seklindeki plakalar arasinda karaciger

siniizoidleri yer alir (Gartner ve Hiat, 1997; Junqueria ve ark., 1995).

Siniizoidleri kaplayan karaciger endotel hiicreleri benzersiz bir sekilde dizilmislerdir.
Siniizoidleri siralarlar ve plazmadan hepatositlere serbest molekiil akisina (toksik
maddeler, besinler, hormonlar, proteinler ve diger plazmada ¢oziiniir bilesenler) izin
veren 0,1 pum ile 0,3 pm arasinda bir capa sahip biiyilk gdzeneklere (fenestrae)
sahiptirler. Diger organlarin aksine, karaciger endotel hiicresi siniizoidlerinde bazal
lamina bulunmadigindan; karacigerin epitel hiicre yiizeyi ile plazma arasinda siirekli bir

bariyer yoktur (Kmiec, 2001).
2.1.5. Karaciger hiicreleri ve fonksiyonlari
2.1.5.1. Hepatositler

Karaciger dokusunun %70’ini olusturan polihedral epitel hiicreleridir. 30-40um
genisligindedir. Hepatositler karacigerin metabolik, endokrin ve salgilama gibi bir¢cok
gorevi yerine getiren enzimler acisindan zengin hiicrelerdir (Grisham, 2009). Portal
kanaldan farkli uzaklikta bulunan hepatositler yapisal ve islevsel farkliliklar gosterebilir

(Gartner ve Hiat, 1997; Junqueria ve ark., 1995).

Hepatositler, metabolik fonksiyonlarin c¢ogunu gerceklestiren ana parankimal
hiicrelerdir ve toplam karaciger hiicre popiilasyonun ¢ogunlugunu olustururlar. Albiimin
tastyicilar, proteaz inhibitdrleri, kan pithtilagsma faktorleri ve bagisiklik kompleksleri ve
iltthaplanma modiilatorleri gibi dolagimdaki plazma proteinlerinin ¢ogu hepatositler
tarafindan ifade edilir. Glikoz/glikojen, trigliseritler, kolesterol, safra asitleri ve A ve D
vitaminleri gibi molekiillerin homeostazini1 kontrol ederler ve amino asitleri, metalleri
ve bilirubin gibi endojen bilesikleri metabolize ederler. Amonyak detoksikasyonu ve pH

reglilasyonu, hepatositler tarafindan gergeklestirilen ilire sentezine ihtiya¢ duyar, bu
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nedenle amonyak metabolizmasi genellikle hepatik fenotipin fonksiyonel bir belirteci
olarak kullanilir (Michalopoulos, 2007; Saunders, 1996; Tanaka ve ark., 2011).

Hepatositler komsu hiicrelere yanal zarlarinda siki baglantilar ve desmozomlarla
baglanir. Buna karsilik, hepatositler benzersiz bir topolojiye sahiptir, apikal alanlari
(kanalikiiler plazma zar1), iki bitisik hepatositin siki baglantilarla baglanmasiyla tiibiiler
bir sistem olusturur. Bu tiibliller bir anastomoz agi1 olustururlar, kanalikiiller olarak
adlandirilirlar ve safra agacinin en kiigiik dallarin1 temsil ederler (Jansen, 2000).
Hepatositlerin bazolateral alani, siniizoidal ve lateral plazma zar1 tarafindan olusturulur.
Siniizoidal tarafta hepatositler, sinlizoidal kilcal damarlar pencereli oldugundan ve tam
olarak bir bazal lamina ile ¢evrili olmadiklarindan, kan plazmasi ile dogrudan temas
halindedirler. Yanal zarda, hepatositler komsu hepatositlerle desmozomlar ve bosluk
baglantilar1 yoluyla temas halindedir. Bu benzersiz mimari, bazolateral plazma zarinin
kan plazmasi ile yogun bir ¢éziinen madde degisimine aracilik etmesine izin verir

(Hofmann ve Small, 1967).

Hiicrelerin %251 ¢ift niikleus tasiyabilir. Heterokromatin O6zellikte olan yuvarlak
niikleusa sahiptir. Sitoplazmalarinda bol poliribozom bulunur. Poliribozomlarda kan
alblimini fibrojen gibi birka¢ tip kan plazma protein sentezi yaparlar (Bloom ve
Fawcett, 1994; Gartner ve Hiat, 1997). Agraniiler endoplazmik retukulum (AGER) bol
bulunur. AGER periportal bolgede iyi gelismemistir. Uciincii bolgedeki hepatositlerde
aktif lipid metabolizmasi nedeniyle boldur (Bloom ve Fawcett, 1994; Gartner ve Hiat,
1997).

Bir karaciger hiicresi ortalama 2000 tane mitokondriyon igerebilir (Junqueria ve ark.,
1995). Vena sentralise yakin mitokondriyonlar daha kiigiiktiir ve birinci bolgedeki
hepatositler tigiincli bolgeye gore iki kat daha fazla mitokondriyon igerir (Bloom ve
Fawcett, 1994; Gartner ve Hiat, 1997).

Sitoplazmadaki lipit damlaciklart normal bir karaciger dokusunda az olmasina ragmen
alkol veya karaciger hepatotoksik madelere maruz kaldiginda artmaya baslar. Lipid
birikimi genelde iigiincii bolgede baslar. Ilk baslarda cogul damlaciklar seklinde iken

daha sonra birlesir ve biiyiik bir yag damlas1 haline gelerek hiicre i¢in oldukca 6nemli
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toksik durumlar olusturabilir (Bloom ve Fawcett, 1994). Bu hiicreler lipofuksin ve
lipopigment yapilarini da igerirler. Safra kanalikiillerine yakin yerlesmislerdir

(Henderiks ve ark., 1985).
2.1.5.2. Kupffer hiicreleri

Kuppfer hiicreleri sinozoidal endotelyal hiicrelerden biridir ve karacigerin yerlesik
makrofajlaridir (Tobe ve ark., 1985). Sinozoidal duvara sabitlenmis olarak karacigerin
stratejik alanlarinda bulunur. Bu hiicreler portal alandan ya da arteryal dolasimdan giren
patojenlerin fagosite olmalarin1 saglar (Nguyen ve Horuzsko, 2015). Kana giren
bakterilerin % 70-80’ni karacigerde birikir ve bu hiicreler tarafindan uzaklastirilir
(Benacerraf ve ark., 1959; Nakashima ve ark., 2012; Seki ve ark; 2012). Endotel
hiicrelerinden daha biiyiik ve soluk boyanirlar, nukleuslar1 yuvarlak, biyik ve
belirgindir. Hiicre sitoplazmas1 bol ve icinde tipik fagositik hiicre organellerini igerir
(Ross ve ark., 1989). Elektron mikroskobunda sitoplazmada mitokondriyon, GER,
kiiciik bir golgi cisimcigi ve bol miktarda lizozom ve endozom bulunur (Gartner ve
Hiat, 1997). Sitoplazmik uzantilari mevcuttur ve bu uzantilarin1 endotel hiicrelerinin
arasindan pencereli alana dogru uzatirlar. Sitoplazmalarinda siklikla eritrosit parcalari,

demir, lipokrom pigmenti gibi fagositik tirlinler icerirler (Bloom ve Fawcett, 1994).
2.1.5.3. Stellat hiicreleri (ito hiicreleri)

Stellat hiicreleri ilk olarak Von Kuppfer tarafindan 1876’da kesfedilmistir (Hautekeete
ve Geerts, 1997, Kawada, 1997). Siniizoid duvarlarinda yer alan yag depolayan
hiicrelerdir. Ayn1 zamanda lipositler, interstisyel hiicreler gibi baska isimleri de vardir
(Bloom ve Fawcett, 1994; Junqueria ve ark., 1995; Ross ve ark., 1989). Aktif olmayan
veya sakin durumdayken, stellat hiicreler, sitoplazmik lipid damlaciklarinin varligi ile
karakterize edilir. Bu lipit damlaciklari, biiylik miktarda A vitamini metabolitleri veya
retinoidler igerir, bu hiicrelerin altin kloriir boyama kullanarak Karl Wilhelm von
Kupffer tarafindan orijinal olarak tanimlanmistir (Kupffer, 1876). Aslinda, viicuttaki
tim retinoid deposunun %70-95'e kadar stellat hiicrelerde bulunur (Hendriks ve ark.,
1985; Knook ve ark., 1982; Wake, 1971). Ayrica, yiiksek seviyelerde A vitamini veya

retinil esterler saglandiginda stellat hiicrelerinin retinoid deposunun arttigi da
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bilinmektedir (Hendriks ve ark., 1985; Kupffer, 1876). Bu lipit damlaciklarinin
varliginin bir sonucu olarak, "yag depolayan hiicreler" veya "lipositler" hepatik stellat
hiicreler i¢in verilen ilk isimlerdir. Kupffer bunlarin Kupffer makrofaj hiicrelerinin bir
alt kiimesi olabilecegi sonucuna vardiktan sonra, Toshio Ito'nun hiicrelere olan ilgisini
yeniden canlandirmasinin ardindan, "Ito hiicreleri" stellat hiicreler i¢in baska bir yaygin

isim olmustur (Reuben, 2002).

Hepatik stellat hiicreler, Disse boslugu olarak bilinen endotelyal hiicreler ile hepatositler
arasindaki perisiniizoidal alanda yerlesik mezenkimal hiicrelerdir. Parankimal olmayan
hiicreler olarak karacigerdeki tiim yerlesik hiicrelerin %5 ila %10'unu olusturdugu 6ne

stirilmektedir (Giampieri ve ark., 1981).

Stellat hiicreler, karaciger hasarinin tiim etiyolojileri sirasinda hepatik hiicre dis1 matriks
birikimine ana katkida bulundugundan, agirlikli olarak karaciger hasarina yanit olarak
fibroz iiretme kapsaminda goriliir (Mederacke ve ark., 2013). Normal karacigerde sakin
bir durumda bulunur ve karaciger hasarina yanit olarak aktif olurlar. Bu aktivasyon,
esasen oksidatif stres ve enflamatuar sinyallerden kaynaklanir ve hiicresel aktivasyonla
ilgili bir dizi fenotipik degisiklige neden olur. Gelismis proliferasyon, miyofibroblast
benzeri hiicrelere farklilasma, kemotaksis, fibrogenez ve hiicre dis1 matriks yeniden

modelleme enzimlerinin tiretiminde gorev alirlar (Friedman, 2008).
2.1.5.4. Endotel hiicreleri

Endotel hiicreleri hepatositlerde Disse boslugu ile ayrilir. Bu hiicrelerin temel 6zellikleri
bazal membran ve ¢oklu genis pencerelerin varligidir. Hepatositlerin disse boslugu ve
sinlizoidal boslukta bulunan kan ile maksimum temas kurmasini saglar. Boylece

stvilarin ve makromolekiillerin ¢ift yonlii aligverisine izin verir (De Leve, 2009).
2.1.6. Karaciger lenfatik sistemi

Karaciger oldukc¢a fazla miktarda lenf salgisi tiretir. Karacigerde tretilen lenf, diger
bolgedeki lenf salgilarindan farkli olarak fazla miktarda plazma proteini igerir. Alblimin
/globiilin oranm1 plazmaya goére daha yiiksektir (Bloom ve Fawcett, 1994). Duktus
torasikusa gelen lenfin bir kismi karacierin bir bdliimiinde mezenterik lenfler

araciligiyla bagirsaklardan gelmektedir (Bloom ve Fawcett, 1994; Ross ve ark., 1989).
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Lenfatik damarlar portal alanlardan baslar. Lenfatik ag, interlobiiler portal alanlardaki
portal ven agiyla paralelik gostererek porta hepatise ulasir ve portal hepatisle karacigeri

terk eder (Bloom ve Fawcett, 1994; Ross ve ark., 1989).
2.1.7. Karacigerin sinir sistemi

Karaciger otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik sinirleriyle inerve edilir.
Sinirler porta hepatisten girer ve oradan portal kanallara gelir (Ross ve ark., 1989).
Portal kanallardan portal alanlardaki bag dokusu igine gomiiliir ve Disse araliginda
hepatositlere yakin bir sekilde sonlanir (Bloom ve Fawcett, 1994). Sempatik sinir
liflerinin kan damarlarini, parasempatik liflerin ise biiylik duktuslari inerve ettigi kabul

edilmektedir (Ross ve ark., 1989).
2.1.8. Safra iiretimi

Safra kanalikiilleri birbiriyle baglantili olan hepatositler arasinda yer alan ve duvari
hepatositlerce olusturulan kiiciik kanalciklardir. Bu kiiclik kanalciklar ¢aplar1 0,5-1,5
um arasindadir. Rutin incelemelerde safra kanalikiillerini segmek zordur ancak
giimiisleme ya da alkalen fosfataz reaksiyonu ile secebilmek miimkiin olabilir.
Kanalikiiller; safra kanal sisteminin ilk kisimlarini olusturur. Kanalikiiller ¢evresindeki
sik1 baglantilar, kanalikiil liimeninde safranin siniizoidlere dogru kagmasini engeller
(Bloom ve Fawcett, 1994; Junqueria ve ark., 1995). Klasik karaciger lobiiliin periferinde
safra kanalikiilii Herring kanali ile birlesir ve bunlar da portal kanaldaki safra duktusuna
bosalir (Bloom ve Fawcett, 1994; Gartner ve Hiat, 1997). Interlobiiler safra duktuslari
giderek genisleyip birleserek sag ve sol hepatik duktuslart olusturduktan sonra porta
hepatisle birleserek duktus hepatikusu olusturur. Duktus hepatikus bir siire sonra safra
kesesinden gelen duktus sistikusla birleserek doudenoma agilan duktus koledokusu
olusturur. Duktus hepatikus, duktus sistikus, ve duktus koledokus beraberce ekstra
hepatik safra yollarini olusturur (Bloom ve Fawcett, 1994; Junqueria ve ark., 1995;
Rozga ve ark.,1999). Hepatositler tarafindan olusturulan safra, safradan baglayan bir
kanal sistemine dokiiliir. Kanalikiiller ve ortak safra kanalinda biter. Bu sivi safra

kesesinde depolanir. Yemekler arasinda ve doudenumda ihtiya¢ duyulana kadar saklanir
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ve konsantre olur. Karaciger giinde 1200 ml safra salgilar. Safra kesesinin

depolayabilecigi safra 30-60 ml arasindadir (Paparort, 1982).

2.1.9. Tlac toksisitesine bagh karaciger hasar

Ilaglarin neden oldugu karaciger hasari, giinliik klinik uygulamada nadir goriilen bir
olay degildir, ancak teshis edilmesi zordur (Dossing ve Sonne, 1993). Akut karaciger
yetmezligi ile ilgili Ingiltere'de ve ABD'deki onemli merkezlerde yapilan calismalar
akut karaciger yetmezliginin en sik nedeninin ilag hasar1 oldugunu gostermistir

(Ostapowicz ve ark., 2002; Schiodt ve ark., 1999).
A. Hepatik tipte akut ve kronik hasar

Hepatik tipteki akut hasar, morfolojik olarak litik nekroz veya apoptoz ile karakterize
edilir. Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, sitoplazmik biiziilme, artmis eozinofili
ve karyoreksis (piknotik ¢ekirdegin parcalanmasi) ile niikleer piknoz ile karakterizedir.

Apoptoz genellikle karaciger hasarinda nekroza eslik eder.

Nekroz sirasinda hiicre, plazma zarmin yirtilmasiyla pargalanir. Nekrozun boyutuna da
bagli olan ikincil fenomenler, yap1 iskelesinin ¢okmesi, nekrotik alana bos kanama ve
cok sayida seroid yiiklii makrofaj kalintilariyla rezorbe edici bir lenfohistiyositik klirens
reaksiyonu olusur (Krahenbuhl, 2004).

Hepatik tipte kronik hasar, oncelikle ila¢ uzun bir siire uygulandiginda ve ozellikle
hepatopati zaten mevcut oldugunda ortaya cikar. Histolojik olarak, lenfositlerden,
plazma hiicrelerinden, histiyositlerden ve eozinofilik graniilositlerden olusan belirgin bir
portal degisken enflamatuar hiicre infiltrati ile sinir bolgesi hepatiti, lobiiler inflamasyon

ve fibrozis ile karakterize edilirler. Siroza da neden olabilirler (Zimmerman, 1999).
2.2. Cisplatin

Kemoterapi bir¢ok kanser tiirli i¢in etkili bir tedavi yontemidir (Patel, 2014; Patel,
2016). Cogu zaman yiiksek basar1 oran1 saglar (Patel, 2014; Patel, 2016; Rosenberg ve

ark., 1980). Ancak kemoterapi kullanimi sistemik toksisiteleri nedeniyle sinirlidir
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(Patel, 2014; Patel, 2016). Yan etkilerine karsi etkili bir tedavi olmadigi i¢in tedavilerin
¢ogu semptomlarin azaltilmasina yoneliktir (Plenderleith, 1990; Serentny, 2014).

Cis [(NH3)2CI2] birlesigi ilk olarak 1845°te Michele Peynore tarafindan bulunmustur
(Sekil 2.10). Ancak biyolojik ozelligi 1965 yilinda biyofizik¢i olan Dr. Barnett
Rosenberg tarafindan kesfedilmistir (Elizabeth ve ark., 1999). Barnett elektrik alani
tizerindeki etkilerin bakteri liremesi tizerinde calisirken elektrot olarak platin ve tampon
olarak amonyum kloriir kullanilmistir. Deneyleri sirasinda Escherichia coli
bakterilerinin biiylimeye devam ettigini ama sonunda hiicre bdliinmesinin bir platin
birlesigi tarafindan engellendigini goérmistiir. 1969°da  Rosenberg Cis’in farelerde
sarkom180 ve l6semi L1210’u inhibe etme yetenegine sahip oldugu gorilmiistiir. Ulusal
Kanser Enstitiisii ve Wadley Molekiiller Enstitiileri tip klinik 6ncesi farmakoloji ve
toksikoloji testlerine baglamigtir (Rosenberg ve ark., 1980). Son olarak 1971’de Ulusal
Kanser Enstitiisti ilk denemeyi baslatt1 ve kisa bir siire sonra testis ve yumurtalik kanseri

icin ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylandi (Wiltshaw, 1979).

Sekil 2.10. Cisplatin’in kimyasal yapis1 (Weiss ve Christian, 1993)

Normalde meyve ve sebzede yliksek konsantrasyonda bulunur. Hayvan ve insanlar
tarafindan kolayca emilir (Adefegha ve ark., 2015). Kurutulmus bitkilerden izole edilir.
Hibicus sabdaritta L. gigekleri, havug, mantar, ¢ilek, yeni diinya, sarap, bal, soya
fasiilyesi ve ¢esitli meyvelerde bulunur (Chao ve Yin, 2009). Farkli molekiiler hedefler
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tizerinde hareket ederek biyolojik etkiler gosterir. Hidrojen atomu veya hidrojen
elektronu vererek serbest radikalleri temizler (Lin ve ark., 2009; Ibitoye ve Ajiboye,
2018).

Cis klinik olarak intravendz uygulanir. Kan dolagimiyla tim viicuda yayilir. Plazma
proteinleri albiimin, sistein vb. proteinler Cis ile kuvvetli bir sekilde baglanabilir. Kan
dolasiminda 24 saat i¢inde Cis’in % 65-95’in kan plazma proteinleri tarafindan
baglanabilecegi bildirilmistir. Bu da biiyiik miktarda uygulanan Cis’in deaktivasyonuna
neden olur (Nagai ve ark., 1996; Rebecca ve ark., 2006). Cis hiicreye girdiginde kloriir
ligandlarindan su ligandlarina doniisiir. Cis giiclii elektrofildirler. Siilthidril protein

gruplar gibi bir dizi niikleofil ile reaksiyona girerler (Dasari ve Tchounwou, 2014).
2.2.1. Cis’in hiicresel mekanizmasi

Cis hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) indiikler (Brozovic ve ark.,
2010). Siilthidril gruplart degisen farkli sinyal iletim yollar1 Ca hemolizi gibi DNA
hasarina dolayistyla hiicrelerin apoptozisine neden olabilir (Florea ve Biisselberg,
2011). Oksidatif stres ve ROS mitokondriyal sistemi etkileyebilir (Saad ve ark., 2005).

Solunum ve hiicresel fonksiyon bozukluguna neden olur.

Cis Bax (Bcl2 ile iliskili X) , Ca2+ ve MPT (mitokondriyal gegirgenlik gegisi) ve
mtDNA (mitokondriyal DNA) hasarina yol agabilir (Kroemer ve ark., 1997). Sitozolik
Apaf-1 (apoptotik proteaz) ile baglanan C (sitokrom C) ve procaspaz-9 (kaspaz sistein
aspartat-spesifik proteinazdir) ve ATP kaspaz-9 aktive eder (Fuertes ve ark., 2013).
Kaspaz-9°’da kaspaz-3’1 etkinlestirmek i¢in diger kaspazlarla etkilesime girer ve
boylece apoptoz kompleksini olusturur. Cis ayrica hiicre zarindan hiicre apoptozunu
indiikleyebilir (Rebillard ve ark., 2008). Tip Il trasmembran proteini ve Fas ligandi
(FasL) aktive eder. Daha sonra FADD (Fas ile iligkili 6lim alani) ve prokaspaz-8
reseptorleri ile apoptozom kompleksinin olusmasii kolaylastirir (Fuertes ve ark.,
2002). Apoptozom kompleksi daha sonra aktive olan kaspaz-8’i aktive eder. Sonra
temel substrati pargalayarak kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 ve hiicre apoptozuna yol

agar.
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2.2.2. Cis’in yan etkileri

Cis yumurtalik ve testis kanser tedavisinde ¢ok basarili olmasina ragmen ¢ok sayida
toksik etkilere yol agabilmektedir (Vitkovic, 1998). Bu yan etkiler baslica

nefrotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite ve gastrointestinal toksisitedir.

Hepatotoksisite cisplatin tedavisinin daha az bilinen bir yoniidiir ve altinda yatan
mekanizma hakinda ¢ok az bilgi vardir. Son zamanlarda yapilan bazi arastirmalar
oksidatif stresin de Cis kaynakli hepatotoksisitede 6nemli bir rol oynadigini gostermistir

(Nagshbandi ve ark., 2012).

Cis’e bagli hepatotoksisite, hepatositlerde Cis birikmesi sonucu gelisir (Gwo ve ark.,
2016). Son yapilan c¢aligmalarda Cis kaynakli hepatotoksisite ¢ok faktorlii olabilir.
ROS’tan kaynaklanan oksidatif stres dnemli bir rol oynar (Jordan ve Fonseca, 2000;
Astolfi ve ark., 2013). Oksidatif stresin yani sira apoptozun da Cis kaynaklh
hepatotoksisitede 6nemli bir rolii vardir (Astolfi ve ark., 2013).

Cis doz asimina bagl olusan hepatotoksisite, transaminazlarin yiikselmesiyle olusan
oksidatif stres ve dolasimdaki bilirubin artis1 esas nedenlerdendir (Lu ve Cederbaum,
2004; Petrovic ve Todorovic, 2016). Glutatyon ve glutatyon rediiktaz seviyeleri onemli
Ol¢iide azalirken glutatyon peroksidaz, katalaz ve gama-glutamil transpeptitaz 6nemli
artig gosterir (Florea ve Biisselberg, 2011). Ayrica Cis sitokrom P450 ve sitokromP450-
2E1 seviyeleri (sitokrom P450’nin bir iyesi) artabilir (Caro ve Cederbaum, 2004).

Hiicre hasar1 ve toksisite ile ilgili spesifik biyobelirteclerin, genellikle serum
transaminazlarinda ve daha seyrek olarak ALP ve toplam bilirubin ortalama artis1 ile
arttig1 gosterilmistir. ALT ve AST serum seviyeleri, karaciger durumunun oblik bir
degerlendirmesi olarak hizmet eder, ¢linkii bu enzimler normalde sitoplazmada
lokalizedir ve yalnizca hepatik hasari takiben dolagima salinir (Contreras ve Hernandez,

2016).

Ayrica, hiicre i¢i ROS birikimi, ¢esitli pro-apoptotik hiicresel sinyal kaskadlar1 yoluyla
proinflamatuar sitokinlerin indiiklenmesi ile dogrudan iligkilidir (P. Sadhukhan ve ark.,
2018). Onceki calismalar Cis’in TNF-q, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu arttirdigini gostermistir (Bilgic ve ark., 2018; Ciire ve ark., 2016).
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2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar canli viicudunda serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidatif stresi
temizlemek ve hiicre hasarini ortadan kaldirmak i¢in ya viicut tarafindan ya da disaridan
takviye olarak almir. iki grup adi altinda toplanan antioksidanlar serbest radikal
siptiriici  gorevini goriirler. Bu nedenle savunma sisteminin etkinligini artirarak
savunmada rol oynarlar (Shinde ve ark., 2012). Temel etkinlikleri hiicre
metabolizmasinin sonucu ortaya ¢ikan toksik yan iriinleri temizleyerek serbest

radikalleri ortadan kaldirmaktadir (Sen ve ark., 2010).

Antioksidan savunma sistemi hiicre hemostazini korur. Oksidan ve antioksidanlar
hiicrenin sinyal iletim sisteminin temel unsurlaridir. Oksidatif hasar olustugunda
oksidan/ antioksidan dengesi belirli organlarda organ sistemine zarar veren oksidan
ajanlarin fazlaligina yol acacak sekilde degistirilir. Belirli bir organ veya organ
sisteminin oksidatif sisteme maruz kalmasi organda bulunan oksidatif stresi indiikleyen

ve inhibe eden ajanlara baglidir (Prechl ve ark., 1996) (Sekil 2.11).

€ v
/okslde
>

Oksidatif stres

I oksidatif hasar I
!
=
Lipitler, proteinler ve niikleik asitler

Cesitli kronik hastaliklar/bozukluklar

L

Sekil 2.11. Oksidatif stres ve inflamasyon: antioksidanlarin ve serbest radikallerin
dengesizligi (Arulselvan ve ark., 2016)
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2.4. Myricetin

Myricetin (Myr) tarihi yiizyildan fazla bir zamana uzanir. Ilk olarak 18.yy’in sonlaria
dogru Myrica Nagi agacinin kabugundan elde edilmistir (Perkin, 1896). Myr bir
polihidroksiflavonol bilesigidir. Kimyasal formiili CI5H1008’dir. Acik sari
kristallerden olusur (Sekil 2.12).

OH ©
OH
|
HO 0 | g
# ™ 0H
OH

Sekil 2.12. Myricetin’in kimyasal yapis1 (Li ve ark., 2021).

Asetonitril, etanol, metanol ve diger polar ciiziiciilerde kolayca ¢oziiniirler. Yaygin
olarak meyvelerde, sebzelerde, bal, kirmiz1 sarap ve ¢ayda bol bulunur (Bridi ve ark.,
2019; Deepak ve ark., 2016). En ¢ok siyah frenk iiziimiinde bulanan flavonoldur
(Mikkonen ve ark., 2001). Genetik ve g¢evresel faktorler, ¢imlenme ve olgunluk
derecesi, cesitlilik, mevsimsel degisim ve depolama, isleme ve pisirme gibi bitkisel
gidalardaki Myr seviyelerini etkileyebilecek ¢ok sayida faktor vardir (Mullie ve ark.,
2007).

Modern farmakolojik c¢alismalar Myr’nin anti-inflamatuar (Hou ve ark., 2018),
antitimor (Jiang ve ark., 2019; Stoll ve ark., 2019), antibakteriyel (Jiang ve ark., 2022),
antiviral (Ortega ve ark., 2017; Ren ve ark., 2018), anti-obezite etkileri (Hu ve ark.,
2018), kardiyovaskiiler koruma (Wang ve ark., 2019), norolojik hastaliklara kars
koruma (Giacosa ve ark., 2016) ve karaciger olasi yaralanmalara karst korudugu

gosterilmistir (Guo ve ark., 2019).
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Hiicresiz ve hiicre bazli bir sistemde myricetin birlesiginin ROS {iretimini 6nemli
Olclide inhibe ettigi ayrica hiicreleri peroksit bilesikleri tarafindan indiiklenen

toksisiteye karsi korudugu bulunmustur (Barzegar, 2016).

Myr’in antikanser lizerindeki etkinligi cesitli laboratuvar ve klinik ¢aligmalar dogal
kaynaklardan elde edilen Myr’in ¢esitli kanser tiirlerine karsi umut verici etkiler
gosterdigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2014; Semwal ve ark., 2016). Myr’in ¢oklu sinyal

yollariyla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi goriilmiistiir (Hou ve ark., 2018).
2.5. TNF-a

Karaciger, endojen ve ekzojen kimyasallarin doniistiiriilmesinde ve bozunmasinda
merkezi bir rol oynar. Bu nedenle karaciger, bu dogal olusumlar sirasinda tiretilen
tiriinlerin neden oldugu toksisitelere karsi hassastir. Karaciger hasarina yanit olarak,
karaciger biitiinliiginii korumak i¢in spesifik hiicre igi siire¢ler baslatilir. TNF bu
stireclerin ana aracisidir ve ¢ogalma, hayatta kalma ve 6liim gibi farkli hiicresel tepkileri
aktive eder (Papa ve ark.,, 2009). Ek olarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
hepatositlerin zedelenmesinin ilerlemesine ve bunun yani sira stellat hiicrelerin
aktivasyonuna ve sonug olarak fibrozise neden oldugu gosterilmistir. Bu birikim, hiicre
nekrozu veya apoptoz ile sonuglanan hiicre zarlarinin veya mitokondriyal zarlarin lipit
peroksidasyonuna neden olur. Daha sonra lipid peroksidasyonu daha fazla inflamatuar
ve immiin yanitlar1 aktive eder ve hepatik hasarin ilerlemesine katkida bulunur. Bu
stirec en 1yl sekilde alkollii ve alkolsiiz karaciger hastaligi, iskemi reperfiizyon
yaralanmas1 ve ilaca baglh karaciger hasarinda incelenmistir (Dasarathy, 2008;

Harputoglu ve ark., 2006).

TNF-o indiiksiyonunun uyarilmasinin, iltihaplanmay1 tesvik ettigi bilinen hiicreleri
ceken birkac proinflamatuar sitokinleri, kemokinleri, matriks metalloproteinazlar1 ve

endotelyal adezyon molekiillerini aktive ettigi bilinmektedir (Locksley ve ark., 2001).
2.6. I1L-6

IL-6 T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, fibroblastlar, osteoblastlar, keratinositler,
endotel hiicreleri, mezangial hiicreler ve bazi tiimor hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tipleri

tarafindan tretilir (Kishimoto., 1989). IL-6 konsantrasyonu, enfeksiyonlar ve doku
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yaralanmalar1 gibi acil olaylar sirasinda hizli bicimde artar. Enfeksiyon bolgelerinde,
noétrofiller, monositler ve makrofajlar, patojenle iliskili molekiiler model reseptorleri
yoluyla ekzojen patojenlerin bilesenlerinin taninmasini takiben derhal IL-6 tretirler
(Bianchi, 2007). Yaniklarin veya travmanin neden oldugu bulasict olmayan
iltihaplanma durumlarinda ve bagisiklik hiicreleri tarafindan hasar gérmiis veya lmekte
olan hiicrelerden salmman hasarla iligkili molekiiler modellerin uyarilmasi yoluyla
iretilir. Bagisiklig1 yeterli hiicrelerin yani sira, endotel hiicreleri, mezenkimal hiicreler,
fibroblastlar ve kanser hiicreleri dahil olmak {izere diger hiicre tiirleri de IL-6'yi
sentezleyebilir (Akira ve ark., 1993).

Bir zamanlar hepatosit uyaric1 faktor olarak bilinen IL-6, en 6nemli akut faz protein
indiikleyicisidir (Rothwell ve ark., 1991; Veldhuis ve ark., 1995). Insanlarda
hepatositleri C-reaktif protein (CRP), fibrinojen, haptoglobin, anti-kimotripsin tiretmesi
icin giiclii bir sekilde uyarir ve ayrica serum amiloid A (SAA) tiretimi i¢in temeldir
(Castell ve ark., 1988). Ayn1 zamanda, IL-6 albiimin ve transferrin iiretimini baskilar
(Castell ve ark., 1988). Kolesterol salinimini azaltabilir (Veldhuis ve ark., 1995) ve

karaciger hormonu hepsidin salgilanmasini indiikler (Nemeth ve ark., 2004).
2.7. Interlokin-17 (IL-17)

IL-17, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin kontroliinde énemli bir rol oynar. Ayrica
cesitli otoimmiin/inflamatuar hastaliklara dogrudan katkisi olan 6nemli bir inflamatuar
sitokindir (Miossec ve ark., 2009). Bagisiklik hiicreleri, strese, yaralanmaya veya

patojenlere yanit olarak IL-17 iiretebilir (Cua ve Tato, 2010).

IL-17 hem akut hem de kronik enflamasyonda yer alir. Erken fazda, IL-17, IL-
8/CXCLS8 kemokin {iretimi yoluyla ndtrofillerin iltithaplanma bélgesine toplanmasini
indiikleyerek kilit bir rol oynar. Kontrolsiiz ve dolayisiyla kronik bir IL-17 dretimi,
otoimmiinite ve doku hasar1 ile sonuglanan, bagisiklik hiicrelerinin kronik bir sekilde
sizmasina yol acar. IL-17'nin etkileri, ¢ok cesitli hiicreler lizerinde hareket ederek ve
diger enflamatuar sitokinlerle sinerjistik etkilesimler yoluyla giiclendirilir. Ornegin
TNF-0, endotelyal hiicreler, deri ve sinoviyal fibroblastlar ve ayrica hepatositler

tarafindan biiyiik bir IL-6 ve IL-8 {iretimini sinerji i¢inde indiiklemek igin IL-17 ile

26



isbirligi yapar (Hot ve ark., 2012; Katzy ve ark., 2001; Osta ve ark., 2015). Bu
sinerjistik etki birka¢ mekanizma igerir. IL-17 ve TNF-a, proinflamatuar mediatorlerin
gen ekspresyonunda yer alan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu birlikte uyarir
(Ruddy ve ark., 2004; Sparna ve ark., 2010). Sinoviyal fibroblastlarda, IL-17, TNF
reseptorli I ekspresyonunu yukart regiile eder ve TNF-a yanitint arttirir (Zrioual ve

ark., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma merkezinde
(DEKAM) yetistirilmis ortalama 9 haftalik 250 gr agirliginda 32 adet Wistar Albino
erkek sican kullanilmistir. Arastirma siliresince 20-22 °C sabit sicaklikta 12 saat
aydinlik/karanlik donemlerin bulundugu 6zel hazirlanmis odalarda korunmalari
saglanilmistir. Siganlarin normal su ve yem besin ihtiyaglari saglanmistir. Deney
stiresince yapilan tiim islemler Uluslararas1 Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesine
uygun olarak, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Baskanligi’nin 08.09.2021 tarihli
21/187 nolu ve 02.03.2023 tarihli 23/052 nolu etik kurul onay1 ile Bilimsel Arastirma
Projeleri birimi tarafindan TYL-2021-11547 kodlu proje ile desteklenmistir. Bu ¢alisma
i¢in hayvanlar iizerinde uygulanan deneysel prosediirler Erciyes Universitesi Deneysel
ve Klinik Arastirma merkezinde (DEKAM) gergeklestirildi. Geriye kalan histolojik
prosediirler ve laboratuvar asamalari Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.
3.1. Deney Gruplari

Deney gruplarinda olusturdugumuz Cis ve Myr dozlar literatiir calismast dogrultusunda
belirlenmistir. Cis ve Myr dozlar1 yapilan arastirmalar sonucunda ve g¢aligmamizin
biit¢esine uygun olabilecek sekilde belirlenmistir. Asagida literatiir arastirilmasindan

birkac ornek caligma gosterilmistir.

Bakir ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir calismada intraperitoneal olarak 8 mg/kg Cis
enjekte edilmis ve bu doz dogrultusunda hepatotoksisite olusturulmustur. Giurgiovich

ve ark. (1997) yapmis olduklar1 ¢alismada ise 5 mg/kg ve 15 mg/kg olarak tek doz Cis



uygulamasi yapilmistir her iki gurupta da karaciger toksisitesi gozlemlenirken 15 mg/kg

Cis uygulanan gurupta toksisite siddetinin daha fazla oldugu vurgulanmastir.

Ekinci-Akdemir ve ark. (2018) tarafindan yapilan g¢alismada methotrexat (MTX)
hepatotoksisitesine karsi 5 giin boyunca 50 mg/kg Myr intraperitonal olarak uygulanmis
ve koruyuculugu gozlemlenmistir. Domitrovic ve ark. (2015) yaptiklar1 g¢alismada
karbon tetrakloriir (CCl4) hepatotoksisitesine karst 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100 mg/kg
dozlarinda Myr uygulanmasi yapilmis ve ii¢ grupta da iyilesmenin oldugu doz artigina
bagli olarak hasarin azaldigi gozlenmistir. Hassan ve ark. (Hassan ve ark., 2017)
tarafindan yapilan Cis’in olusturdugu bobrek toksisitesinde 7.5 mg/kg Cis uygulanmasi
yapilmis ve toksisite olusturulmustur. Koruyucu olarak Myr 5 giin boyunca 3 mg/kg
dozu intraperitonal olarak uygulanmistir. Calisma sonucunda toksisitenin azaldigi

tyilesmenin oldugu gézlenmistir.

Bu ve benzeri ¢alismalar dogrultusunda Cis dozu 7,5 mg/kg Myr dozu 10 mg/kg olarak
belirledik.
Kontrol grubu: (n:8) deney boyunca sadece su ve besin erigimi saglanildi.

Cisplatin grubu (Cis): (n:8) 7. giinde tek doz (7,5 mg/kg) Cisplatin intraperitonal
olarak uygulandi.
Myricetin grubu (Myr): (n:8): 7 giin boyunca myricetin (10mg/kg) intraperitonal
olarak uyguland.
Myricetin+Cisplatin grubu (Myr+Cis): (n:8) 7 giin boyunca intraperitonal olarak
myricetin (10 mg/kg) uygulandi. 7. giiniin sonunda tek doz Cisplatin (7,5 mg/kg)

intraperitonal uygulanarak yasamlarina son verildi.
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Tablo 3.1. Doku hazirlama metodu

Sira Yapilan islem Siire Yapilan Islem Stire

1 %4 formaldehid 72 saat 8 %100 alkol Il 1 saat
2 musluk suyu 1gece 9 %100 alkol 1l 1saat
3 %50 alkol 1 saat 10  Ksilen'| 20dk
4 %70 alkol 1 gece 11 Ksilenll 40dk
5 %80 alkol 1 saat 12 Ksilen I 1 saat
6 %96 alkol 1 saat 13  Eriyik Parafin 1 gece
7 %100 alkol 1 1 saat 14 bloklama

Dokularin fizyolojik yapisint korumak i¢in %4’lilkk formaldehid ile tespiti yapilan

dokularin sudan kurtarma ve kesilebilecek sertlige getirilebilmesi i¢in alkol serilerinden

gecirilerek ksilen ile sefaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. (Tablo 3.1)

Mikrotom yardimiyla aliman 5 pm’lik kesitler lamlara alindi. Hazirlanan lamlar

histolojik yontemler kullanilarak Once etiiv daha sonra ksilol yardimiyla parafini

uzaklastirildi. Lamlar giderek azalan alkol serilerinden gegirilip sulandirildiktan sonra

genel histolojik yapiyr gormek amaciyla kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) (Tablo
3.2) ve Periyodik Asit Shiff (PAS) (Tablo 3.3) ile boyanarak once artan alkol

serilerinden daha sonra ksilenden gegirilerek lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobu

altinda dokular incelendi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin boyama teknigi

Sira yapilan islem siire sira  yapilan islem Siire

1 Etlv 2 saat 12 Cesme suyu 5dk
2 Ksilen | 10dk 13 Eozin 4dk
3 Ksilen 11 10dk 14 Cesme suyu 5dk
4 Ksilen I11 10dk 15 %50 Alkol 30sn
5 %100 alkol 5dk 16 %70 Alkol 30sn
6 %96 alkol 5dk 17 %80 Alkol 30sn
7 %80 alkol 5dk 18 %96 Alkol 30sn
8 %70 alkol 5dk 19 %100 Alkol I 30sn
9 %50 alkol 5dk 20 %100 Alkol 11 30sn
10 Cesme suyu 5dk 21  Ksilen | 10dk
11 Hematoksilen 5-10dk 22  Kasilenll 1 saat

Tablo 3.3. Periyodik asit shiff (PAS) boyama teknigi

Sira yapilan islem siire sira yapilan islem siire

1 Etiiv 2 saat 11 Periyodik asit 15dk
2 Ksilen | 10dk 12 Distile su 5-10dk
3 Ksilen 11 10dk 13 Shiff soliisyonu 10dk
4 Ksilen 111 10dk 14 Cesme suyu 5dk

5 %100 Alkol | 5dk 15 Hematoksilen 5-6dk
6 %100 Alkol Il 5dk 16 Cesme suyu 5dk

7 %96 Alkol 5dk 17 %1 Asit alkol 1-2sn
8 %80 Alkol 5dk 18 Alkol serileri 1-2'sn
9 %70 Alkol 5dk 19 Ksilen serileri 40dk
10 %50 Alkol 5dk 20 Kapatma
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3.2. Immunohistokimyasal uygulama

Karaciger dokusundaki hasar sonucu meydana gelen degisiklikleri belirlemek amaciyla
TNF-ao (Elabscience kat no: E-AB-33121, Aktif medikal, Ankara/Ttiirkiye) IL-17 (Bioss
kat no: bs-1183R, Yurt Medikal, Elazig /Tiirkiye) ve IL-6 (Bioss kat no: bs-4539R, Yurt
Medikal, Elazig/Tiirkiye) ekspresyonlarin1 gostermek icin immunohistokimyasal
boyama yontemi uygulandi. Daha 6nce Sum seklinde kesitleri alinmis olan dokular 2
saat etlivde bekletildikten sonra 1. Seri olan Ksilen serilerinden gecirildi. Daha sonra
azalan alkol serilerinden ortalama 3dk bekletildiksen sonra distile suyla 3x2 siireyle
bekletildi. Bundan sonraki uygulama olan Sitrat Buffer ile mikrodalga ve soguk
uygulama yapildi. 2x5 uygulamayla PBS’de bekletildi. %3 H,O,’de 12 dakika
bekletildi. 2x5 dakika siireyle PBS alinan preparatlar ¢ikarilmadan dokularin etrafi
asetat kalemle cizildi. Daha sonra 10 dakikalik normal serum uygulamasindan sonra
primer antikor uygulandi ve +4 °C’de 1 gece bekletildi. Sonraki giin oda kusullarinda
preparatlar 30dk bekletildi. Ardindan 2x5 PBS uygulamasi yapildi. 10 dakikalik Biyotin
uygulanmasi ve ardindan PBS uygulamasi yapildi. Ayni sekilde 10 dakika Streptovidin
Peroksidaz uygulamasi ve ardindan PBS uygulamasi yapildi. Diammobentidin (DAB)
uygulamasindan sonra distile suya alinan dokular ¢ekirdeklerin boyanmasi i¢in ortalama
45 sn icinde Gill Hemotoksilene alind1 ve musluk suyu ve distile suyla yikandi. Son
asama olarak artan alkol serileri ile su uzaklastirilarak ksilenden gegirilen Kkesitler
entellan ile kapatildi (Tablo 3.4). Olympus BX51 model 151k mikroskobu altinda DP71
model dijital fotograf makinesi ile goriintiileri alindi. Alinan goriintiiler immiinoreaktive

yogunlugu Image J programi ile dl¢iilerek kaydedildi.
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Tablo 3.4. Immiinohistokimya boyama teknigi

Sira yapilan islem siire
1 Etiv 2 saat
2 Ksilen 5 dakika
3 Ksilen 2 5 dakika
4 Ksilen 3 5 dakika
5 %100 Alkol 5 dakika
6 %96 Alkol 3 dakika
7 %80 Alkol 3 dakika
8 %70 Alkol 3 dakika
9 Distile Su 3x2 dakika
10 Sitrat Buffer 5 dakika
11 PBS 2x5 dakika
12 %H202 12dakika
13 PBS 2x5 dakika
14 Normal Serum 10 dakika
15 Primer Antikor 1 gece +4 °C daha sonra

30dk oda kosullarinda

16 PBS 2x5 dakika
17 Biotin (Antikor) 10 dakika
18 PBS 2x5 dakika
19 Streptovidin Peroksidaz 10 dakika
20 PBS 2x5 dakika
21 DAB 1,5 dakika
22 Distile Su 2x5 dakika
23 Gill Hemotoksilen 45 saniye
24 Distile Su 3x5 dakika
25 %70 Alkol 2 dakika
26 %80 Alkol 2 dakika
27 %90 Alkol 2 dakika
28 %100 Alkol 2 dakika
29 Ksilen 1 5 dakika
30 Ksilen 2 5 dakika
31 Ksilen 3 5 dakika
32 Entellan (Kapatma)
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3.3. Biyokimyasal Analizler

Hayvanlardan alinan kanlar i¢inde sitrat bulunmayan tiiplere alindi. 5000 rpm*“de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar igin Erciyes Universitesi Merkez

Laboratuvarinda hizmet alimi yapilarak AST ve ALT degerleri analiz edildi.
3.4. Istatistiksel Analiz

Calismada biyokimyasal ve immiinoreaktivite verilerinden elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizi GraphPad (Prism 8.00 for Mac, GraphPad Software, La Jolla,
California, USA) kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilim gosterimine
bakmak i¢in D’Agostino Pearson omnibus testi kullanildi. Veriler ortalama + SD olarak
ifade edilerek parametrik testler icin One-way ANOVA testi ve Tukey's post-hoc testi

ile analiz edilmistir. Analizlerde p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Is1k Mikroskobik Bulgular

Deney gruplarina ait karaciger dokularimin degerlendirilmesi amaciyla H-E boyandi.
Kontrol grubu karaciger kesitlerinde, klasik lobiil yapisinda yer alan ortada bir vena
santralis ve onun etrafinda 1smsal dizilimde siralanmis hepatosit hiicreleri
goriilmektedir. Hepatosit hiicreleri arasinda siniizoidal yapilar normal goriiniimdeydi,
kupffer hiicreleri liimene bakan duvarlarinda yerlesmis ve herhangi hiicresel bozukluk
gdzlenmedi. Ozetle karaciger kesitlerinde normal saglikli hiicrelerin histolojik yapisi
izlenmistir. Myr uygulanan grubun Kkaraciger histolojik goriintiileri Kontrol grubuna
benzer histolojik yapiya sahip oldugu gozlendi. Isinsal diizende uzanan hiicre kordonlari
vena santralisin etrafinda diizenli yerlesime sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica, portal
alanda bulunan hepatik arter dali, hepatik ven dal1 ve safra duktusu normal goriiniimde
yer almaktadir. Cis uygulanan gruptaki hepatositlerin bazilarmin daha yogun
eozinofilik boyandig1 goriilmektedir. Hiicre kordonlarimin diziliminde diizensizlik ve
bazi kesitlerde siniizoidal araliklarda genisleme ve bozulmalar oldugu goriillmektedir.
Bununla birlikte, yine hasar grubuna ait dokularda konjesyon ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu alanlar1 tespit edilmistir. Ayrica, Myr ile tedavi edilen grup karaciger
dokularinda ise hasar grubuna gore eozinofilik boyanmada azalma vena santralis
etrafindaki hepatosit diziliminin daha diizenli oldugu ve sinilizoidal bosluklardaki

geniglemenin diizeldigi gozlendi (Sekil 4.1).



Sekil 4.1. Deney gruplarina ait karaciger dokusu H-E boyamasi. (A) Kontrol grubu, (B)
Myricetin grubu, (C) Cisplatin grubu, (D) Cisplatin+Myricetin grubu. Siyah oklar;
Hepatosit hiicrelerindeki eozinofilik boyanmanin fazla oldugu alanlar1 gostermektedir.
20X objektif, Scala bar 200 pm.

Karaciger dokularinin, glikojen igerigini degerlendirmek i¢in PAS boyamasi yapildi ve
kontrol grubuna ait kesitlerde hepatosit hiicrelerinin kuvvetli PAS pozitif reaksiyon
verdigi gorildi Benzer sekilde Myr uygulanan gruba ait dokularda da PAS (+)
yogunluk yine yiiksekti. Fakat, Cis uygulanan grupta ise PAS pozitifligi kontrol
grubuna gore azalma vardi. Bunlara ek olarak Myr ile tedavi edilen grupta ise PAS

pozitiflik yogunlugunda ise artis goze carpmaktadir (Sekil 4.2).

36



Sekil 4.2. Deney gruplarina ait karaciger dokusu PAS boyamasi. A: Kontrol grubu, B:
Myricetin grubu, C: Sisplatin grubu, D: Sisplatin+Myricetin grubu. 20X objektif, Scala
bar 200 pum.

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Cis’in karaciger dokusunda olusturdugu hasar ve Myr’in koruyucu etkisi 11k
mikroskobik olarak incelendi. Calismada deney gruplarma ait TNF-o, IL-17 ve IL-6
immiinoreaktivitesini belirlemek i¢in immunohistokimyasal boyama yapildi. Tiim TNF-
a, IL-17 ve IL-6 protein ekspresyonlar1 karaciger dokusunda pozitif immiinoreaktivite
gosterdi. Biitiin deney gruplaria ait TNF-a, IL-17 ve IL-6 protein ekspresyonu 6l¢iim

sonuclar1 Tablo 4.1 gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Deney gruplarina ait karaciger dokusu TNF-a, IL-17 ve IL-6
immunoreaktivite 6l¢giim sonuglari.

Gruplar | Kontrol Myr Cis Myr + Cis P

TNF-a | 7474242 79,442,5° 80,8+5,5 79,9+3,5 ™ <0.0001
IL-17 88,2+4,9° 88,7458 2 951+6,1"° 91,4+3,9° <0.0001
IL-6 81,8+2,2° 86,3+ 4,7 90,8+ 9,7° 85,1+2,8" <0.0001

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi (a ve b) iceren

gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur. P<0.05 anlamli kabul edilmistir.

TNF-a protein ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubu degerleri, diger gruplarla

kiyaslandiginda diger gruplarda anlamli bir artis goriildii. Bu artisin, en fazla hasar

grubu olan Cis grubunda oldugu goriildii. Cis grubu ise tedavi grubu olan Myr+Cis

grubu ile kiyaslandiginda TNF-a protein ekspresyonunda azalma oldugu fakat bu
azalmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4.1, Sekil 4.3, Sekil

4.4).

Sekil 4.3. TNF-a

immiinohistokimya boyama goriintiisii (A) Kontrol grubu, (B)
Myricetin grubu, (C) Cisplatin grubu, (D) Cisplatin+Myricetin grubu. 20X objektif,
Scala bar 200 um.
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Sekil 4.4. TNF-o immunoreaktivite yogunlugu. Gruplar arasindaki anlamli farklilik (*)
ile gosterilmistir.

IL-17 protein ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubu diger gruplarla
kiyaslandiginda, Myr grubu arasinda anlamli bir degisim olmazken Cis ve Myr+Cis
grubu arasinda nalmali bir artig goriildii. Cis grubu ile Myr+Cis grubu kiyaslandiginda

ise Myr+Cis grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii (Tablo 4.1, Sekil 4.5,
Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. IL-17 immiinohistokimya boyama goriintiisi (A) Kontrol grubu, (B)
Myricetin grubu, (C) Cisplatin grubu, (D) Cisplatin+Myricetin grubu. 20X objektif,
Scala bar 200 um.
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Sekil 4.6. IL-17 immunoreaktivite yogunlugu. Gruplar arasindaki anlamli farklilik (*)
ile gosterilmistir.

IL-6 protein ekspresyonlari; kontrol grubunun diger gruplar arasindaki farkina
bakildiginda diger biitiin gruplarda kontrol grubuna gére anlamli bir artis goriilmektedir.
En yiiksek artis1 hasar grubunda gostermistir. Tedavi grubuna baktigimizda ise hasar
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizelme goriilmektedir (Tablo 4.1, Sekil 4.7,

Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. IL-6 immiinohistokimya boyama goriintiisii (A) Kontrol grubu, (B)
Myricetin grubu, (C) Cisplatin grubu, (D) Cisplatin+Myricetin grubu. 20X objektif,
Scala bar 200 um.
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Sekil 4.8. IL-6 immunoreaktivite yogunlugu. Gruplar arasindaki anlamli farklilik (*)
ile gosterilmistir.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Calismada deney sirasinda hayvanlardan alinan kan serum orneklerinden AST ve ALT
degerleri Ol¢iildii. Kontrol grubu AST degeri ile diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilik yoktu. Fakat Cis ile olusturulan hasar grubunda Kontrol grubuna kiyasla artis
izlendi. Yine hasar grubu Myr grubu ile kiyaslandiginda hasar grubunda anlamli artist
gozlemledik. Ayrica, tedavi grubu olan Myr+Cis grubundaki degerlerde istatistiksel
olarak anlamli olmasada AST degerlerinde diizelme oldugunu belirledik. Bunlara ilave
olarak yine karaciger fonksiyon testlerinden biri olan ALT degerine baktigimizda
Kontrol ve Myr grubunun diger gruplarla anlamli bir degisiminin olmadig1 goriildi.
Ancak hasar grubu olan Cis grubunun tedavi grubu ile aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu degerlendirdik. Bu fark tedavi grubu degerlerindeki onemli

diizelmeyi gostermektedir (Tablo 4.2, Sekil 4.9).
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Tablo 4.2 Serum AST ve ALT sonuglari

Gruplar Kontrol Myr Cis Myr + Cis p
AST 80.8+10,3% 68.6+16.1%" | 87.1+10.6 * 84.6+6.3% 0.0503
ALT 45.0+4.0° 40.3+4.8° 473455% 39.1£2.9% | 0.0143

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi (a ve b) iceren
gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur. P<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4.9. Serum AST ve ALT degerleri
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5. TARTISMA

Cis son 40 yildir servikal, mesane, yumurtalik, testis, bas ve boyun, gastrointestinal,
0zofagus ve akciger kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve basar1
orani % 90’dan fazladir (Florea ve Busselberg, 2011; Pabla ve Dong, 2008; Shahid ve
ark., 2018). Cis toksisite etkilerinin fazla olmasi sebebiyle anti-kanser etkisine gore doz
siirlayict faktoriidiir. Artan ve sik Cis dozlarinin hepatotoksisite, gastrointestinal
toksisite, norotoksisite, miyelosupresyon, ototoksisite ve spermiyotoksisite gibi baska
ciddi komplikasyonlara neden oldugu bildirilmistir (Ibrahim ve ark., 2009; Rehman ve
ark., 2014; Pabla ve Dong, 2008). Bir biitiin olarak Cis toksisitesi, serbest radikallerin
olusumunu, membranlarin peroksidasyonunu, mitokondriyal disfonksiyonu, DNA ve

protein sentezi inhibisyonundaki hasari igerir (Dugbortey ve ark., 2016).

Cis’in neden oldugu akut karaciger hasari lizerindeki hepatoprotektif etkilerini ¢alisan
Sun ve ark. (2014), yaptiklari histolojik olarak degerlendirmede Cis grubuna ait
goriintlilerde santrilobiiler nekroz, hepatik kordon dejenerasyonu ve hepatosit
balonlagmasi gibi karaciger morfolojisinde degisiklikler belirtilmistir. Ciire ark. (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada, Cis kaynakli olusan hasar grubunun 151k mikroskobu ile
degerlendirilmesinde, yogun bazofilik igerikler ve hepatositlerde sislik, bos vakuollerle
cevrili ¢ekirdekleri olan yogun, diizensiz sekilli dejeneratif hiicre kiimeleri ve apoptotik
hiicrelerde artis gozlemlemislerdir. Ayn1 zamanda, bag dokusundaki artis nedeniyle
portal alanda az miktarda perivaskiiler yuvarlak hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir. Cis ile
karaciger hasar1 olusturulan diger ¢alismalarda benzer sekilde karaciger kesitlerinde,
hepatik kordlarda diizensizlik, portal triad fiizyonu ve merkezi vende tikaniklik (EI-

Gizawy ve ark., 2020), dejeneratifatif hepatositler (Demirtas ve ark., 2023),



hepatosit ¢ekirdeklerinin vena sentralis ¢evresinde bazilarinda piknoz yaptigi ve bazi
hepatositlerde hipertrofi olusturdugu, inflamasyon, damar tikanikligi, siniizoidal
dilatasyon (Un ve ark., 2020), nekrotik hepatositler, hacimli siniizoidler ve genislemis

bir merkezi damar igeren lobiiller goriilmiistiir (Shahid ve ark., 2021).

Bilgic ve ark. (2018), tarafindan yapilan caligmada Cis grubundaki en belirgin
degisiklik siniizoidal konjesyonlarin varligi olmustur. Bunun disinda aymi grupta
azalmis miktarda glikojen birikimi ve Onemli Olgiide artmis kupffer hiicre sayisi
gozlenmistir. Calismamizda, Cis uygulanan gruba ait histolojik degerlendirmede,
karaciger dokusuna 0Ozgii klasik lobiil yapisinda degisiklik, hepatositlerde yogun
eozineofili, vena santralis duvarinda kalinlasmalar, stoplazmada minimal vakuolar
degisiklikler, seyrek mononiikleer hiicre infiltrasyonu, siniizoidlerde de genislemelerin
oldugu ve ayrica kontrol grubunda goriilen kuvvetli PAS pozitif reaksiyonun hasar
grubunda azaldigr belirlendi. Mevcut calismada, azalan PAS pozitifligi, hasarl
mitokondri ve azalmig glukoz seviyelerinden kaynaklanabilir. Myr ile yapilan tedavi
grubunda klasik lobiil yapisinin Cis grubuna kiyasla daha diizenli oldugu, yogun
eozinofili gosteren hiicrelerde de azalma, sinozoidal genislemelerin diizeldigi ve ayrica
hepatositlerdeki PAS pozitif reaksiyonda artis oldugu goriildi. Cis uygulamasi,
hepatosit kordonlarmin diizeninde morfolojik degisikliklere neden olur. Cis
uygulamasindan sonra hepatositlerde belirgin bir glikojen kayb1 goriilmektedir.
Hepatositlerdeki glikojen pozitifligi, bu bdliimlerin PAS reaksiyonunu iptal eden amilaz

ile inkiibasyonuyla dogrulanmaktadir (Lucchi ve ark., 2022).

Karaciger islevindeki bozulmay1 6l¢gmek i¢in biyokimyasal enzimlerden AST ve ALT,
karaciger dokusundaki en 6nemli ve en yaygin olarak kullanilan biyobelirteglerdendir.
AST ve ALT hepatoselliiler hasar ya da nekroza bagl olarak artmaktadir (Kamis ve
Karabag, 2019; Palipoch ve Punsawad, 2013). Serum AST, ALT ve ALP
diizeylerindeki 6nemli artis Cis’in hepatotoksik etkilerini yansitir (Okkay ve ark, 2022).
Tek doz cisplatin enjeksiyonu uygulanan bir ¢calismada AST, ALT ve ALP aktivitelerini
ve serum TNF-a seviyesinde normal kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide artisa neden
olmustur (El-Gizawy ve ark, 2020; Taghizadeh ve ark, 2021). Cis’in karaciger enzim

aktivitesinde degisiklige sebep olmasi, maddenin karaciger hiicrelerindeki metabolik
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stirecler tizerindeki etkilerinden ve bundan sorumlu enzimlerin aktivitesinin inhibe
edilmesinden kaynaklanabilir, bu da karaciger hiicrelerine zarar verir ve hiicrelerin
disindaki enzimlerin kanda ylikselmesine neden olur. Calismamizda da literatiire benzer
sekilde Cis kaynakli hasar olusturulan grubun serum AST ve ALT degerlerinde artis
oldugu goriildii. Bu artig kontrol grubuna gore énemli bir artis olmasa da Myr grubuna
gore AST degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldu. Bununla birlikte Myr+Cis
grubunda AST degerlerinin minimal oranda diizelmeye basladigi degerlendirildi. Bu
diizelmenin yiiksek oranda olmamasinin deneyde uygulanan Myr dozunun miktarinin az
ve uygulanma siiresinin kisa olmasindan kaynaklandigin1 disiinmekteyiz. ALT
degerlerinde de benzer sekilde hasar grubunda belirli bir oranda artis goriiliirken,
Myr+Cis grubunda hasar grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diizelme goze
carpmaktadir. Ozetle, Cis kaynakli olusturulan hasara karst Myr ile koruyuculuk

saglanan grubunun karaciger enzim degerlerinde diizelme goriilmiistiir.

Karaciger hasaria yanit olarak, karaciger biitiinliigiinii korumak i¢in spesifik hiicre ici
stirecler baslatilir. TNF bu siireclerin ana aracisidir ve ¢ogalma, hayatta kalma ve 6liim
gibi farkli hiicresel tepkileri aktive eder (Papa ve ark., 2009). ROS’un hepatositlerin
zedelenmesinin ilerlemesine ve sonug olarak fibrozise neden oldugu gosterilmistir. Bu
birikim, hiicre nekrozu veya apoptoz ile sonuglanan hiicre zarlarinin veya mitokondriyal
zarlarin lipit peroksidasyonuna neden olur. Daha sonra lipid peroksidasyonu daha fazla
inflamatuar ve immiin yanitlar1 aktive eder ve hepatik hasarin ilerlemesine katkida
bulunur. Bunun disinda IL-17 karaciger hasarinda olduk¢a indiiklendigini ve hem
enflamatuar hem de karacigerde yerlesik hiicreler iizerinde giiglii bir pro-fibrojenik
etkiye sahiptir (Meng ve ark., 2012). Wang ve ark. (2014) yapilan bir ¢alismada
Triptolide ile olusturulan karaciger hasarinda karaciger hiicreleri tarafindan tiretilen IL-
17, nétrofil infiltrasyonunda ve aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar. Hasar gruplarinda
bu nedenle hepatik ve plazma IL-17 seviyeleri Olgiilmiis ve hasar grubunda
karacigerlerde IL-17 seviyesinin kademeli olarak arttign goriilmistir. Liao ve ark.
(2016) tarafindan yaptiklar1 ¢calismada Acetaminophen (APAP) ile olusturulan karaciger
toksisitesinde, sitokinlerin ekspresyonunu (TNF-a, IL-6 ve IL-17) 6nemli olgiide

artirdigi  vurgulanmistir. Halotan kaynakli karaciger hasar1 ¢alismasinda, Halotan
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uygulanan farelerde plazma IL-17 seviyesinde ve hepatik makrofaj inflamatuar protein2
ekspresyonunda ve ayrica notrofil infiltrasyonunda artiglar goriilmiistiir (Kobayashi ve
ark., 2009). Yang ve ark. (2022) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Karbon
Tetrakloriir (CCly) konsantrasyonlart ile olusturulan karaciger hasarli gruplarin
hiicrelerinde transaminazlarin ve enflamatuar sitokinlerin, TNF-a ve IL-6 ekspresyon
seviyelerinde artig goriilmiistiir. Cis kaynakli olusturulan hasar ¢caligmalarinda da benzer
sekilde Cis grubunda siddetli TNF-o ekspresyonlart (Akdemir ve ark., 2022) ve
oksidan  parametrelerinde  artis, antioksidan  parametrelerinde azalma ve
immiinohistokimyasal degerlendirmelerin TNF-a ve Kaspaz-3 ekspresyonlar1 da siddetli
diizeyde yiikselis belirtilmistir (Ekinci ve ark., 2020). Ayrica, Ciire ve ark’larinin
calismasinda sistemik enflamasyonda yer alan ve sinyal sitokin proteinleri olan TNF-a
ve IL-6 seviyelerinde de farklar oldugu anlamli olarak hasar grubunun daha fazla
seviyelerde oldugu belirtilmistir (Ciire ve ark., 2016). Calismamizda bulgularimiz
litaratiirii  destekler sekilde hasar grubunda TNF-a, IL-17 ve IL-6’min yukar

regiilasyonu ile kendini gostermektedir.

Myr, dogal olarak bulunan en yaygin flavanonlardan biridir agirlikli olarak meyvelerde,
cayda, sebzelerde ve bitkilerde bulunur (Lee ve Choi., 2008). Myr, insan diyetinin
onemli bir bilesenidir ve 6nemli demir gelatlayici ve antioksidan rollere sahip oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, antioksidan, antienflamatuar, néro-koruyucu, anti-diyabetik,
anti-artritik ve antikanser aktiviteleri dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik aktivitelere
sahip oldugu gozlemlenmis ve kanitlanmistir (Semwal ve ark., 2016). Ahmad ve ark.
(2022) tarafindan yapilan calismada Etanol ile olusturulan hepatotoksisitede Myr’in
serbest radikallerin ve enflamatuar Dbelirteglerin  iiretimini modiile ederek
hepatotoksisiteyi Onledigi gosterilmistir. Ayrica Myr tedavisi, NF-kB ve IL-6 gibi
etanol kaynakli inflamatuar belirtecleri de azaltmistir. Wang ve ark. (2023) yapmis
olduklar1 ¢alismada lipopolisakkarit (LPS)/D-galaktozamin (D-Gal) enjeksiyonu
karaciger dokularmin yapisini agik bir sekilde tahrip ederek ciddi hemorajik nekroza ve
portal alanda bir enflamatuar hiicre infiltrasyonuna yol a¢mistir. Myr On tedavisi
histolojik degisiklikleri 6nemli 6l¢iide azaltmis, daha az kanama ve hiicre infiltrasyonu

ile sonuglanmistir, bu da Myr’in karaciger dokular1 iizerinde koruyucu bir etkiye sahip
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oldugunu gostermektedir. Domitrovic ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada CCly
ile hasar olusturulmus farelerde antioksidan olarak kullaninan Myr uygulamasi,
karaciger fonksiyon testlerindeki artisi doza bagli olarak iyilestirmistir. Karaciger
proinflamatuar belirteglerden TNF-a ve Siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonu, CCl,
uygulan farelerde saglikli hayvanlara gore belirgin sekilde arttigi, oral olarak verilen
Myr’in anti-enflamatuar aktivitesi, fare karacigerlerinde doza bagli olarak TNF-a ve

COX-2 ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Myr’nin etkisini karaciger dis1 farkli organlardaki toksisite c¢aligmalarinda da
gormekteyiz. Bu caligmalardan birkag¢ tanesi Hassan ve ark. (2017) tarafindan yapilan
bobrek dokusunda hasara karst Myr’nin TNF-a ve IL-6'nin serum seviyelerinde
belirtilen artis1 onemli 6lgiide hafiflettigi veya Rehman ve ark. (2019) calismasinda
kolon toksisitesinde Myr’nin ¢alisgmada analiz edilen tiim antioksidan enzimlerin
seviyesini eski haline getirdigi ve ayrica inflamasyonun molekiiler belirteglerinin (IL-6
ve TNF-a) seviyesini diizenleyerek hasarin  neden oldugu kotiilestirici etkileri
hafiflettigi  seklindedir. Mevcut c¢alismamizda, Cis kaynakli  olusturulan
hepatotoksisiteye karst Myr’nin etkisi hem histolojik hem de biyokimyasal
degerlendirmelerle arastirildi. Hasar grubunda meydana gelen histolojik bozukluklarin
ve biyokimyasal degisimlerin, Myr+Cis grubuna ait degerlerde immiinohistokimyasal
olarak hasar kaynakli artmis TNF-a, IL-17 ve IL-6 protein ekspresyonlarinin énemli
oranda diizeldigi ve biyokimyasal olarak da kismen diizelme goriildii. Caligmamizda
histolojik degerlendirmelerinde, Cis grubunda patolojik belirte¢lerdeki artisin

biyokimyasal ve immiinohistokimyasal bulgularla uyumlu oldugu goriildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak Cis birgok organi etkiledigi gibi karaciger dokusunda da ¢ok ciddi
histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Bu hasar1 engellemek igin koruyucu
amagli Myr uygulamasi inflamatuar belirtegleri baskilayarak hepatotoksisiteyi
onleyebilir. Dolayisiyla Cis kaynakli hepatotoksisiteye karst Myr’in histolojik hasar
belirteclerinde ve biyokimyasal aktivitelerde azalmaya sebep olmas1 doku hasarina karsi
hiicresel yapiy1 korudugu sonucunu dogurur. Myr’nin koruyucu etkisini 6nemli oranda
kuvvetli hale getirmek icin uygulanan doz ve siirenin artirilarak arastirilmasina ihtiyag

vardir.
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