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Safran bitkisi incelendiginde bir¢ok hastaligin tedavisinde olumlu yonde cevap verdigi

kesfedilerek antioksidanlar arasinda yerini almistir.

Calismamizda “deneysel karbon tetrakloriir toksisitesi lizerine krosinin koruyucu
etkilerinin arastirilmas1” amaclanmistir. Deney hayvanlar1 biriminden temin edilen 50
adet Wistar rat random olarak her grupta 10 hayvan olacak sekilde bes gruba
ayrilmistir. Bu gruplar; 1.grup (Kontrol grubu); 1 ml/kg/giin serum fizyolojik
uygulandi. 2.grup (Misir yagir grubu); 1 ml/kg/glin misir yagi uygulanan grup
uygulandi. 3.grup (Krosin grubu); 100 mg/kg/glin krosin uygulandi. 4.grup (CCl4
grubu): 1:1 oraninda karbon tetrakloriir misir yagi i¢inde ¢oziilerek giinasirt uygulandi.
5.grup (CCl4+ Krosin grubu): 100 mg/kg krosin ve 1:1 oraninda karbon tetrakloriir

misir yagi icinde ¢oziilerek giinasir1 uygulandi.



Uygulanan tiim kimyasallar her sicana 1 ml/kg hacimde ve agiz yoluyla (gavajla)
uygulandi. Yapilan tiim uygulamalar her giin ayni saatte diizenli olarak 15 giin

boyunca tekrarlanmustir.

Bu ¢alismada ratlara, 15 giin boyunca giinasirt olarak kanserojen bir madde olan
karbon tetrakloriir uygulanarak karaciger, ince ve kalin bagirsak dokular {izerindeki
hasarlar biyokimysal ve histopatolojik olarak incelendi. Bu amagla alinan doku
orneklerinde rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA, en onemli lipid
peroksidasyon iiriinii), total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyeleri
(TOS) ile katalaz ve siliperoksitdismutaz enzim diizeylerine bakildi. Ayrica serumda,
karaciger fonksiyonunu gosteren ALT, AST ve ALP diizeyleri de dl¢iildii. Bunun
yaninda iyi bir antioksidan olan safranin aktif iceriklerinden biri olan krosin ile de bu

hasarin giderilebilip giderilemeyecegi de test edildi.

Ratlarin karaciger, ince ve kalin bagirsak dokularinda CCl4 uygulamasi ile ortaya
cikan oksidatif stres ile meydana gelen hasar sonucu GSH ve TAS igerigi azalirken
SOD ve CAT aktivitesi ile MDA (lipid peroksidasyonu son {iriinlerinden biri) ve TOS
seviyelerinde yiikkselme oldugunu belirledik. CCL4 uygulamasindan sonra
karacigerde, serum AST, ALT ve ALP degerlerinin anlamli bir artisa (p<0.05) sebep
oldugu goriilmiistiir. Calismamizda antioksidan olarak kullanilan krosinin
uygulanmasi ile dokularda MDA ve TOS diizeyleri ile AST, ALT, ALP, SOD ve CAT
diizeyleri azalirken, GSH ve TAS, diizeyleri artmistir.

Anahtar Sozciikler : Karbon tetrakloriir, oksidatif stres, antioksidan, rat, Krosin,
MDA, GSH, SOD, CAT, ALT, AST, ALP, TAS, TOS.
Bilim Kodu : 201.1.020
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When the saffron plant is examined, it has been found among many antioxidants that

it has responded positively to the treatment of many diseases.

In our study, it was aimed to "investigate the protective effects of crocin on
experimental carbon tetrachloride toxicity”. 50 Wistar rats obtained from the
experimental animal unit were randomly divided into five groups as 10 animals in each
group. These groups are; Group 1 (Control group); 1 ml / kg / day saline was applied.
Group 2 (corn oil group); 1 ml / kg / day corn oil applied group was applied. Group 3
(Crosin group); 100 mg / kg / day of crossover was administered. Group 4 (CCl4
group): Carbon tetrachloride was dissolved in corn oil at a ratio of 1: 1 and applied

over time. Group 5 (CCIl4 + Crosin group): 100 mg / kg crossover and 1: 1 carbon

tetrachloride were dissolved in corn oil and applied over time.
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All applied chemicals were administered by mouth (gavage) with 1 ml / kg volume of
each rat. All applications were repeated regularly for 15 days at the same time every

day.

In this study, rats were treated with carbon tetrachloride, a carcinogenic agent for over
15 days, biochemical and histopathologically examined for liver, small and large
intestinal tissues. For the purpose of this study, the levels of catalase and superoxide
dismutase enzyme were examined in redissue glutathione (GSH), malondialdehyde
(MDA, the most important lipid peroxidation product), total antioxidant level (TAS)
and total oxidant levels (TOS). ALT, AST and ALP levels were also measured in the
serum, indicating liver function. However, one of the active ingredients of bile which
is a good antioxidant, crocin, has also been tested to see if this damage can be

eliminated.

We determined that SOD and CAT activity were elevated in MDA (one of the end
products of lipid peroxidation) and TOS levels, while GSH and TAS contents were
decreased by oxidative stress induced by CCI4 administration in the liver, small and
large intestine tissues of rats. A significant increase in serum AST, ALT and ALP
levels (p <0.05) was found in the liver after CCL4 administration. In our study, MDA
and TOC levels and AST, ALT, ALP, SOD and CAT levels were decreased while
GSH and TAS levels were increased in the tissues by application of crocin, which is

used as antioxidant.
Key Word : Carbon tetrachloride, oxidative stress, antioxidant, rat, crosin, MDA,

GSH, SOD, CAT, ALT, AST, ALP, TAS, TOS.
Science Code : 201.1.020.
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BOLUM 1

GIRIS

Canlilar ve ¢evrelerinin etkilesmeleri sonucu olusan ve devamlilik isteyen ekolojik
sistemlerde organizmalara kimyasal etkiden s6z edilebilmektedir. Canlilarin;
toksinler, organik coziicliler, antioksidanlar, c¢evre kirleticiler gibi olumlu veya
olumsuz kimyasal etkenlere maruz kalmalar1 sz konusudur. Dis kaynakli olan bu
kimyasal maddeler, canlidaki miikemmel dizayn edilmis olan biyokimyasal sistemle
metabolize edilerek varligini idame ettirebilmesi yine bu sistemdeki kusursuz isleyise
baglidir. Organizma, biinyesine aldigi molekiilii bu biyokimyasal sistemle kontrol
ederek yabanci olup olmadigini ayirt eder ve yabanci olmasi halinde sisteme uygun

duruma getirerek veya etkisini yok ederek disariya salgisini gerceklestirir.

Organizmalarda eksojen kaynakli kimyasal maddeler, kimyasallari taniyip olumsuz
etkilerini yok edebilen hiicrelerden olusan bagisiklik sistemi veya ksenobiyotik adi
verilen yabanci maddeleri viicutta degisiklige ugratip etkisiz hale getiren enzim

sistemleri ile islenebilir.

Karaciger, canlida yagamin siirdiiriilmesi esnasinda meydana gelen ¢ok sayida yapim
yikim gibi kimyasal reaksiyonu organize eden, herhangi bir goérevini yerine
getirmedigi takdirde karaciger yetmezligi, siroz, karaciger yaglanmasi, safra kesesi
iltihab1 gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢iktig1 dnemli bir organdir. Toksik maddelerin
notralize edilmesi, bazi vitaminlerin ve minerallerin depolanmasi, lipit
metabolizmasinda; kolesterol sentezi ve atilmasi, yag asidi, lipoprotein, safra
asitlerinin sentezi ve vitamin D’nin aktivasyonu, ilaglarin inaktivitesi, metabolizmasi

ve atilmalar1 gérevlerini tistlenmistir.

Hiicrelerde i¢ ve dis kaynakli etkenlere bagl olarak serbest radikaller meydana gelir.

Serbest radikallerin meydana gelme siirecleri, canlinin bunlarin etkilerini yok eden



veya etkilerini daha azaltabilen katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi i¢ kaynakli antioksidan enzimlerden olusan savunma
sistemlerinin meydana gelme siireci ile dengede oldugunda canli serbest radikallerin
zararl etkileriyle karsilasmaz. Fakat serbest radikal olusumunun hizi, savunma
sistemlerini gecerse, serbest radikallerin zararli etkileriyle karsilasan organizmada

oksidatif stres ortaya cikar.

Karaciger hasarlar1 oksidatif stres, kontrolsiiz serbest radikal olusumuyla
gerceklesmektedir. Karaciger sirozu, Karaciger hiicrelerini kronik olarak etkiler ve
karaciger hiicrelerine ait yarilanmaya cevap olarak gelisim gosterir. Reaktif serbest
radikallerinin tiretiminin artmasinin, karacigerde hiicre aralarindaki lifli bag dokunun
artmasina bagli hastalik gelisimi ile iligkili oldugu bilinen bir gercektir. Boylece zararl
radikaller antioksidan savunma sistemini etkisiz birakarak karaciger hiicre
membranlarinda oksidatif strese ve dolayisiyla ciddi doku hasarlarina neden
olmaktadir.

CCl4, ilaglarin zehirli etkileri, radyasyon, sigara dumani, solventler, alkol ve
uyusturucular dig kaynakl etmenlerdir. Karaciger; dis kaynakli bilesiklerin zararl
yonlerini en az seviyeye indirmede gorevlidir. Ilaglarin metabolizmasinda ve genel
olarak zehirsiz hale getirilmesinde 6nemli rol istlenen karaciger, toksisite i¢in
ozellikle tehlike altindadir [1].

Canli yapisindaki yerlesimi, fizyolojik ve biyokimyasal gorevleri nedeniyle ilag ve
zararli maddelere olduk¢a fazla maruziyeti s6z konusu olan karacigerde hasar

meydana getiren maddelerden biri de CC14’diir [2].

CCl4 ile meydana gelen hiicre hasar1 lipit peroksidasyonundaki yiikselisle kendini
gostermektedir. CCl4’{in toksik etkisi, triklorometil (CCI3-) radikaline doniismesi ile
baslamaktadir. Son yillarda gerceklestirilen karaciger hastaliklariyla ilgili
calismalarda oksidatif stres ile meydana gelen karaciger hasar1 ve fibrozis arasinda

iliski oldugundan s6z edilmektedir [3].



CCl4’tin disik dozlarda hepatositlerde yag yapilarinin  bozulup normal
fonksiyonlarim1 yerine getiremeyecek duruma gelmesine; yiiksek dozlarda ise
hepatositlerin geri doniisiimsiiz sekilde hasar gérmesi sonucu goriilen patolojik
6liimiine neden oldugu bildirilmektedir [4,5]. Normal sartlarda hiicresel dengenin
devamli degismesine neden olan i¢ ve dis kaynakli bir¢ok stres faktoriine karsi

korunmada antioksidanlar rol oynamaktadir [6,7].

Antioksidanlar, canli dokularinda meydana gelen oksidasyon tepkimelerini engelleyen
maddelerdir. Canlilarda, oksitleme gibi kimyasal siirecler yiiksek derecede reaktif olan
serbest radikallerin meydana gelmesine yol agarak farkli molekiiller ile kolayca
tepkimeye girme potansiyeli yiiksek oldugundan hiicrelere ve dolayisiyla canliya zarar
verebilir. Antioksidanlar serbest radikallerle tepkimeye girip onlarla bag kurarak
kontrolsiiz bir sekilde hiicre kompanentlerine saldirmasini engelleyerek hiicrelere
zarar vermelerini Onler. Bazi bitkilerin antioksidan o6zelliginden faydalanilarak
hastaliklarin tedavisinde dogal iyilestirici 6zelliklerinin kullanilmas: amaciyla
aragtirmalar yapilmaktadir. Safran bitkisi incelendiginde birgok hastaligin tedavisinde

olumlu yonde cevap verdigi kesfedilerek antioksidanlar arasinda yerini almistir.

Safranin bilesenlerinden olan krosin; cis ve trans formlariyla safrana renk 6zelligini
verir ve molekiiler formiilii C44H64024 seklinde yazilir. Safranin renk 6zelliginin
yani sira tadi ve aromasint belirleyen bilesenleri pikrokrosin (C16H2607) ve
safranaldir.

Bu ¢aligmada ratlara, 15 giin boyunca giinasir1 olarak kanserojen bir madde olan CCl4
uygulanarak karaciger, ince ve kalin bagirsak dokulart {izerindeki hasarlar
biyokimysal ve histopatolojik olarak incelenecektir. Bu amagla alinan doku
orneklerinde rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA, en oOnemli lipid
peroksidasyon iriinii), total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyeleri
(TOS) ile CAT ve SOD enzim diizeylerine bakilacaktir. Ayrica serumda, karaciger
fonksiyonunu gosteren ALT, AST ve ALP diizeyleri de dl¢iilecektir. Bunun yaninda
1yi bir antioksidan olan safranin aktif iceriklerinden biri olan krosin ile de bu hasarin

giderilebilip giderilemeyecegi de test edilecektir.



BOLUM 2

KARBON TETRAKLORUR

2.1. KARBON TETRAKLORURUN GENEL OZELLIKLERI

CCl4; sanayinin bir¢cok alaninda, organik bilesiklerin olusturulmasi esnasinda ve
benzeri yerlerde genis kullanim alanlarina sahip mevcut rengi bulunmayan, ugucu ve
zararl bir kimyasaldir. Apolar bir molekiil olan CCLA4, bir karbon atomuna bagli dort
klor atomunun tetrahedral konumda bagli yapiya sahiptir. Kullanim alanlarinda kuru
temizleme, bocek ilaglar1, yangin séndiirme, sogutucu diizenekte 1s1 transfer elemani
olarak kloroflorokarbon sentezi de bulunur. CCl4’tin kanserojen etkisi gbz Oniine
alindiginda kimya fabrikalarina yakin yerlerde ikamet edenlerin, bdcek ilaci

uygulayanlarin, kuru temizleyicilerin tehlike altinda olduklar1 s6ylenebilir [8].

Cevreden insan viicuduna giinlik ortalama 0.1 pg CCI4 girisi s6zkonusudur [9].
Viicuda giris yollar1 hava, su, gida ve deri temas1 olarak gerceklesir ve karaciger,
beyin, bobrek gibi organlara niifuz ederek viicuda dagilim gerceklesir. Viicuttan
atilimi solunum, digki, idrar yoluyla miimkiindiir [10]. Viicuda girisi ger¢eklesen CCl4
yag dokularina yerlestikten sonra akcigere dogru hareket eder ve metabolizesi
gerceklesen bu yapmin bir kismi solunum yolu ile disart atilir. Viicutta emilimi
gerceklesen CCl4, birkag giin sonra karacigerde yaglanma ve karaciger hasarina neden
olur. Karacigerde meydana gelen bu degisimlerden dolay1 aspartat aminotransferaz
(AST) ve aldolaz enzim diizeylerinde artis meydana gelmektedir. Birlesik Devletler
Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara gore, CCl4

insan i¢in olasi kanserojen madde sinifinda yer almaktadir [9,11].

CCl4, merkezi sinir sistemine etki ederek, dozuna ve maruz kalma siiresine bagh
olarak viicutta cesitli sekillerde kendini belli edebilir. Bas donmesi, gii¢siizliik,

sersemlik, uyusukluk, dengesizlik bu belirtilerden bazilaridir. CCl4’¢ kronik maruz



kalma sonucu siroz meydana gelebilirken, akut maruz kalma karaciger hasarina yol

acmaktadir [12].

Canli organizmasi i¢in yabanci olan maddelere ksenobiyotik adi verilmekle birlikte
zamanla gelisen teknoloji bu ksenobiyotiklerin sayisinin artmasina neden olmustur.
Organizma bu yabanci maddelerin etkisinden korunmak igin koruyucu enzim
sistemleri gelistirmistir. Sitokrom P450 enzimi bu koruyucu sistemlerden olup bitki,

hayvan, bakteri, insanda bulunur.

Sitokrom P450 enzimlerinin katalizledigi tepkimelerden bazilar1 steroid hormon
biyosentezi, ksenobiyotiklerin serbest radikallere doniisiim metabolizmasi, yagda
¢oziinen vitaminlerin metabolizmasi ve detoksifikasyonlardir. Bu enzim sisteminin en
fazla bulundugu yer karaciger olup bu enzimler araciligiyla ksenobiyotik ad1 verilen
yabanci maddeler reaktif toksik maddeler olan ara metabolitler haline doniistiirtiliir
[13,14].

Sitokrom P-450 enzim sistemi, CCl4’u reaktif toksik madde olan ‘CCI3 ara
metabolitine doniistiiriir ve sonra oksijen varliginda triklorometilperoksi ((OOCCI3)
olusumuna neden olur. Reaktif toksik madde olan -OOCCI3, poliansatiire yag asitleri
ile tepkimesi sonrasi lipid peroksidasyonu baslar veya yaglara, proteinlere kovalent
baglanmasiyla hiicre zar1 bozulmasina, boylelikle de karacigerde hasara neden

olmaktadir [14-19].

Hiicresel makromoleldillerle — Hiicre hasari

Tepkime //v

cCle P40 CCli ~Rmmmmm”™  CHCL:ClCCCli:CO+ HCOO-

Aerobik CLCOH —— COCL —*CO

Sekil 2.1. Karbon tetrakloriiriin metabolizma {irlinleri [15].

2.2. KARBON TETRAKLORUR ETKi MEKANiIiZMASI
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Canlilarda hepatoksisiteye neden olan CCl4, serbest radikal olusumu ile hiicrede hasar
meydana getirebilen bir ksenobiyotiktir. Deneysel ¢alismalarda toksisite olusturmak
icin yaygin olarak kullanilir. Lipit peroksidasyonundaki artis, CCIl4 ile olusumu
gerceklesen hiicre hasarinin meydana getirdigi sonuglardandir. Muriel vd. ile Wang
vd. caligmalarina gére CCl4’lin meydana getirdigi toksisitenin reaktif metabolit olan

-CClI3‘e doniistimii ile basladig: yaptiklari ¢alismalar ile bildirilmistir [20,4].

CCl4 ile karacigerinde hasar olusturulmus ratlarda yapilan calismalara gore yag
dokusu dejenere olmus ve sentrilobiiler nekrozisin serbest radikaller ile olan
tepkimelerden sonuglanarak CCl4’iin hepatotoksik ajan oldugu kanisina varilmistir

[21].

CCl4’iin uygulandig1 ve karacigerde hasar olusturulan ratlarda karaciger yaglanmasi
tespit edilmistir. CCl4’e maruz kalan canlilarda merkezi sinir sistemi baskilanmasi
meydana gelir ve cesitli sekillerde semptomlarla karsilagilabilir. Siganlarda yapilan
deneyler ile CCl4’tin sperm {iiretimini azaltip testislerde dejenerasyona sebebiyet

verdigi gézlemlenmistir [22].

Bazi ¢alismalarda antioksidan maddelerin sitokrom P-450 sistemini baskilamasiyla

reaktif toksik maddelerin olusumu Onlenmis ve CCl4’iin zararl etkisi azaltilmistir

[14].

2.3. KARBON TETRAKLORUR VE KARACIGER

Canli yasamin1 devam ettirebilmesi i¢in meydana gelen bir¢ok kimyasal tepkime
karacigerde gerg¢eklesmektedir. Karacigerde islev bozuklugu ciddi bir saglik sorununa
neden olabilmektedir. Karaciger hastaliginin tedavisinde kullanilan interferon ve
kortikosteroidler gibi sentetik ilaglar pahalidir ve daha fazla hasara neden olabilir [23].
Doktorlar ve hastalar yan etkileri daha diisiik olan terapotik ajanlara ihtiyag
duymaktadirlar [24].

CCl4, karbon disiilfiirle ya da kiikiirt monokloriir ile tepkimeye girmesi sonucu Serbest

radikallerin fazla olmasi ile siroz meydana getirebilen kimyasaldir [4].

6



Oksidatif stres ve hidroksi ve oksi serbest radikalleri olusumu ile hepatosit
membraninda hasar olustugu deneysel olarak belirtilmistir [25]. Karacigerde CCl4’{in
metabolize edilmesiyle meydana gelen serbest radikaller, membran lipid ve membran

proteinlerine direkt ve indirekt olarak etki edebilir [26].

CCl4’1in direkt etkisi, metabolizma esnasinda stabil olmayan serbest radikal -CCI13’i
meydana gelerek protein ve lipidler ile kovalent bag olusturmasi ile kloroform ya da
‘O0CCI3’e doniisiimiiyle ortaya ¢ikar. Ikincil olarak MDA ve hidroperoksit
yapilardan meydana gelen kisa zincirli karbonhidratlarin olusumu s6z konusudur [27].
Karaciger hiicrelerinde nekroz gelisiminde, toksik etki sonrasi olusan serbest
radikallerin ~ hiicre = membranindaki  fosfolipidlerde = doymamis  yaglarin

peroksidasyonuna yol agmasiyla zararl etkisi mevcuttur [28-30].

CCl4’un indirekt etkisinde, karacigerdeki antioksidan savunma sistemleri, serbest
radikalin iiretimi ile asilmas1 sonras1 doku hasarinda lipid peroksidasyonu ortaya ¢ikar
ve hasar sonrasi karaciger fibrozisi ardindan siroz meydana gelebilmektedir [31,32].
CCl4 karacigerde ti¢ sekilde etki birakabilir: Karaciger yaglanmasi, hidropik
dejenerasyon ve hepatoselliller zon [33]. Karaciger rahatsizliklart ile ilgili
gerceklestirilen ¢aligmalarda, oksidatif strese bagli karaciger hasar1 ve fibrosiz iligkisi

goriilmektedir [3,34].

2.4. KARBON TETRAKLORUR VE SiROZ

Siroz; karacigerde rejenerasyon nodiillerinin varligi ve fibrozisteki artig ile teshisi
konulan bir hastalik olup invitro ve invivo c¢alismalar, oksidatif stresin karaciger
fibrogenezindeki 6nemini ortaya koymaktadir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan
ratlarda CCl4 ile olusturulan karaciger hasar1 patogenezinde serbest radikallerin rolii
biiyiik olup serbest radikaller hiicre proteinlerini oksidatif hasara ugratarak hiicrelerin

fonksiyonlarinda degisim meydana getirir.

CCl4, alkol, fosfor, kloroform, manganez, arsenik gibi toksik maddeler, enfeksiyon ve

parazit larvasi, karacigerdeki alyuvar yikimi sonucu asir1 seviyede hemosiderin



birikimi gibi faktorler karacigerde siroza neden olup yapilan aragtirmalarda pek ¢ok

arastirmaci siroz olusturmak amaciyla CCI4 kullanmistir [35-39].

CCl4’1in olusturdugu hasardan ve bu hasarlardan biri olan sirozdan karaciger, dalak,
pankreas, akciger, kalp gibi ¢ok fazla sayida organ dogrudan ya da dolayl etkilenir.
Ayrica dolagim sistemi, solunum sistemi, bosaltim ve sinir sisteminin etkilenmesi de

kaginilmazdir [38-42].



BOLUM 3

SERBEST RADIKALLER

Bilesigin kararli bir yapiya sahip olmasi elektronlarinin birbirleriyle diizenli
etkilesimlerine baglidir ve element, bilesiklerin dis yoriingesindeki ¢iftlesmemis
elektronlar “serbest radikal” olmalarma yol agmaktadir. Tepkime sirasinda

degismeden kalan atom gruplari, literatiirde radikal adiyla yer almaktadir [43].

Insan yasami i¢in gok gerekli olan oksijen, metabolik olaylar sirasinda reaktif oksijen
tirleri seklinde tiretildiginde viicuda gok zararli olabilmektedir [44]. Biiyiik bir kism1
serbest radikallerden meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin normal oksijene gére
kimyasal reaksiyona girme egilimi daha yiiksektir [45]. Reaktif oksijen tiirlerinin de
icinde bulundugu serbest radikallere ¢iftlenmemis elektronlar reaktiflik kazandirarak
viicudun gesitli fonksiyonlarina zarar vermelerine yol agmaktadir. Lipid, protein, DNA
ve niikleotid ile koenzimler serbest radikallerden zarar goren baslica biyolojik
materyallerdir ve yapilarinin bozulmasiyla yaglanmayla birlikte kalp-damar
rahatsizliklari, kanser, sinir sistemi dejenerasyonu gibi bir¢ok hastaliga sebebiyet
vermektedirler [44].

Cevre kirleten maddeler, radyasyon, ¢esitli tedavi amaclh kullanilan ilag ve yontemler
metabolizmaya etki ederek hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesinde rol
oynamaktadir. Tekli oksijen (O2), siiperoksit anyonu (-O%), hidroksi (-OH), peroksi
(ROO") ve alkoksi (RO-) bu radikallerin bazilar1 olup viicutta bu serbest radikallerin
zararli etkilerine karsi savunma sistemleri bulunur. Bu savunma sitemleri farkli
hiicrelerde farkli radikaller iistiinde gorevlidir ve bu nedenle birbirlerini tamamlayan

bir diizen igerisindedirler [44,46].

Serbest radikaller, dmiirleri ¢ok kisa olan kararsiz yapida olup bu radikaller kararl

yapiya ge¢mek icin ¢cevresindeki molekiillerle etkilesirler ve elektron almaya calisirlar.



Serbest radikaller, canlidaki metabolik olaylar esnasinda, hiicrede i¢ kaynakli yani
mitokondriyal solunum zincirinde veya hiicre disinda yani dis kaynakli radyasyon,

ilaglar, zararli kimyasal maddeler ile olusabilmektedir [47,48].

Cizelge 3.1. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar.

Down Sendromu Savunma sistemindeki asir1 yiikklenme veya hatalar

Astim Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 Oz, H202
liretimi

Kanser Bagirsak, Gogiis, Karaciger, Akciger, Losemi,
Prostat

Zehirlenme Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen
konsantrasyonundaki degisim

Diyabet Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen
konsantrasyonundaki degisim

Zenobiyotik Ilag ve toksin kullaniminda

Alzheimer Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 Oz, H20> ve
HCLO firetimi

Metal iyonlar1 (Hg, Fe, Cu) | Gegis metallerinden oksijene elektron transferi

Parkinson Hiicrelerdeki yapisal bozulmalar

Damar sertligi Savunma sistemindeki asir1 yiikklenme veya hatalar

Serbest radikaller, canli organizmada mitokondri ve hiicre membranina bagl olan
serbest haldeki enzimlerin tepkimeleri ile meydana gelmektedir [49]. Oksijenli
ortamda yasayabilen canlilarda serbest radikallerin olusumunda oksijen ve azottan s6z
edilebilir ve bir kismi1 radikal nitelikli olup bazilar1 da tepkime sonrasi radikallere
dontismektedir [48]. Canlilarin yasamini siirdiirebilmesi, hareket etmesi, is

yapabilmesi ve biiylimesi i¢in enerjiye ihtiyaci vardir [50-52].

Oksidatif metabolizmada enerji elde edilmesi icin oksijenin bir kismi suya
indirgenirken bir kism1 da elektronlarini kaybetmis zararli maddelere yani serbest
radikalllere doniiserek molekiillerin yapilarini, fonksiyonlarmi degisime ugratip

bir¢ok dokuda hasar meydana getirmektedir [53-55].
Hiicre iizerinde direk etki gosteren serbest radikaller damar sertligi, kanser, yaslilik

gibi bircok rahatsizlifin meydana gelmesinde rol oynayarak kalict hasarlar

birakabilmektedir [56,57].
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Cevresel Faktdrler Serbest Radikal Olusumu  Endojen Faktdrler

. | /

0;-, H;O,

Gecis Metalleri
Fel,Cu”
///191}[\
Lipid Peroksidasyonu DNA Hasan Protein Hasan
Doku Hasan

Sekil 3.1. Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasar1 sonuglari.

3.1. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI

Organizmada meydana gelen oksidan maddelerin kaynagi, metabolizmada besinden
enerjinin Uretimi tliketiminde gerceklesen kimyasal olaylardir ve meydana gelen
serbest radikallerin kaynagi da elektron transport sistemi, oksidasyon reaksiyonlari,
UV isinlari, sigara, kanserojen maddeler gibi dis kaynaklardir. Reaktif oksijen radikali
olusumu, mitokondriyal elektron transport zinciri sizintilari, mitokondri i¢ zarinda yer
alan oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenlerinin yiiksek oranda indirgenmesi ile
meydana gelmekte ve siiperoksit radikal iiretimi boylece artmaktadir [31,58]. Serbest
radikal olusumu endojen ve ekzojen kaynakli olabilmektedir. Serbest radikallerin bazi

endojen ve ekzojen kaynaklari Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Serbest radikal ve reaktiflerin bazi endojen ve ekzojen kaynaklari.

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondrial Elektron Transport Zinciri | Diyet Faktorleri
Redoks Reaksiyonlar1 Sigara Dumani
Otooksidasyon Reaksiyonlar Mlaglar
Oksidatif Reaksiyonlar Ksenobiyotikler
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NADH ve FADH’de yer alan indirgeme potansiyeli yiiksek olan elektronlar, glikoliz,
yag asitleri ve TCA devrinde meydana gelmektedirler. Bu elektronlar, elekton
transport zinciriyle mitokondri i¢ membraninda molekiiler oksijene (O2) aktarilirken
bu sirada oksijenin kismi indirgenmis Uriinleri olusmaktadir. Oksijenin ¢ok reaktif
yapidaki kismi indirgenmis {rlinleri, biyomolekiil yapisina kalici hasar
birakmaktadirlar [59]. Dis kaynakli radikal ve reaktiflerin metabolizmada olusum

yollar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

0,
l ETS zinciri, UV 1smlan, ilaclar vh. etkiler
Siiperoksit radikalleri 0,
pd i @
20 GESG
Hidrojen Peroksit  HyOy N4 » 2H;O
- Glutatvon
3 Perolsidaz
2H:e

Hidroksil Radikali -OH
Lipid, protein ve DNA yapilarina zarar verir.

Sekil 3.2. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu.

3.2. SERBEST RADIKAL CESITLERI

Oksijenli solunum gerceklestirebilen canli organizmalarda oksijen bulunan ortamda
radikal iiretimi meydana gelmektedir. Cizelge 3.3’de sik karsilasilan radikaller,

simgeler ve kimlikleri goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Sik karsilagilan radikaller, simgeler ve kimlikleri.

Simge Radikal Tanim
H: Hidrojen En basit radikal denilebilir.
O2- Stiperoksit Oksijen metabolizmasinda ilk ara tiriin.
OH: Hidroksil Reaktif oksijen metabolitidir.
H20: | Hidrojen Peroksit Diisiik reaktiviteye sahiptir.
O2 Singlet oksijen Yarilanma 6mrii hizhdir.
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3.2.1. Siiperoksit

Molekiiler oksijenin elektron alarak indirgenmesiyle olusan siiperoksit radikali,
metabolizmada ger¢eklesen normal kimyasal tepkimelerde fazla miktarda
sentezlenebilmektedir. Daha ¢ok oksijenli solunum yapan hiicrelerde meydana gelen
stiperoksit radikali, hiicrenin elektron transfer sisteminde de olugabilmektedir. Toksik
yapida olmalar1 nedeniyle viicutta savunma sisteminde rol alan mikroorganizmalari
oldiiren siiperoksit radikali, NADH oksidaz enzimi tarafindan ¢ok miktarda tiretildigi
gibi mitokondride solunum zincirinde olusan oksijen kagaklar1 sonucu da fazla

miktarda tretilebilmektedirler [60,61].

Birgok enzim tarafindan olusturulabilen siiperoksit radikali, enzimatik olmayan

elektron transferleri ile de meydana gelebilmektedir [62].

SOD enzimi, siiperoksit radikalinin yok edilmesi gdrevinde rol iistlenerek Oz “nin
H202 ve Oz’e doniisiimiinii katalizlemektedir [61]. Siiperoksit radikalinin daha az

reaktiflige sahip hidrojen peroksite doniisiimii su tepkimeyle miimkiin olmaktadir.

20—+ 2H" + 50D — H,On + 04

Zayif asidik ortamda SOD enzimi olmadan da hidrojen peroksite gevrilebilen
stiperoksitin, SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi sebebiyle hiicrelerde birikimi
engellenmektedir. Stiperoksit iiretiminin artmasi gibi gesitli patolojik durumlarda

sliperoksite 6zgii reaksiyonlar olusabilmektedir [63,64].

3.2.2. Hidrojen Peroksit

Iki elektron alan oksijenin indirgenmesi sonucu hidrojen peroksit olusumu
gerceklesmektedir. Ayrica organizmada siiperoksitten elektron transferi sonucu SOD
ile enzimatik dismutasyon tepkimesi sonucu hidrojen peroksit olusmaktadir. Hidrojen
peroksit olusma yollarindan biri de siiperoksit molekiillerinin meydana getirdigi

enzimatik olmayan dismutasyon tepkimesi olup siiperoksitin dismutasyonu tepkimesi
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iki proton alan siiperoksit molekiillerinin H202 ile molekiiler oksijen olusturma

esasina dayanmaktadir [65].

20, + H —H; Oy Stiperoksit dismutasyonu

Stiperoksitin etrafindaki molekiillerden bir elektron almasi sonucu olusan peroksit iKi

proton (H") ile birlestiginde hidrojen peroksit olusmaktadir [60,66,67].

b+ + J2H— H:O,

O, + 2e + 2H — Ho(y

Reaktif bir tiir olmayan H2O2, yapisinda paylasilmamis elektron bulunmadigi icin

radikal niteligi tasimamaktadir. H2O2’in oksitleyici oldugu kabul edilmektedir [68].

Fel*+H;0, —* Fe*+0H-+0OH  Fenton Reaksivonu

3.2.3. Hidroksil

Oksijen merkezli ve reaktif bir tiir olan hidroksil radikalinin hiicrede yarilanma omrii
107 sn olup hidrojen peroksitin metal iyonlar1 katalizorliigiinde meydana getirdigi
Fenton reaksiyonu sonucunda olusumu gergeklesen hidroksil miktari; viicutta iiretimi
saglanan hidrojen peroksit derisimi ve serbest metal iyonlarinin varligina baglh
olmaktadir [68,69]. Hidroksil, suyun radyasyona maruz kalmasi sonucu meydana
geldigi gibi hidroperoksitlerin (ROOH) parcalanmasi ile de olusumu miimkiin
olabilmektedir [69].

Serbest radikal zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda
hidroksil radikalinin biraktigi hasardan kaynaklanmaktadir. Hidroksilin hedefi yag
asidi olup hiicre zarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu zarin yapisina zarar

vererek hiicre gegirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir [31,70].
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Hiicre membraninda meydana gelen hasardan dolay1 akciger, bobrek rahatsizliklari,

damar tikanikliklari, kanser gozlenebilmektedir [61].

3.3. SERBEST RADIKAL ETKIiLERI

Ortalama difiizyon yarigaplart biiyliik olmayan olan serbest radikaller, son derecede
aktif olup diisiik aktiviteli radikallerde yiiksek diflizyon hizina karsilik hiicrede
belirgin tahribata neden olmazlar. Serbest radikal olan ‘CCI3 ve ‘OH'n yarilanma

Omiirleri bir ka¢ mikrosaniye oldugu saptanmustir [71].

Zincir reaksiyon olarak nitelendirilebilen radikalik tepkimeler ii¢ basamakta
gerceklesirken ilk basamakta radikal olusumu meydana gelir. Basamaklarin ikinci
sathas1 ara metabolit olan serbest radikaller iizerinden yiiriir ve bu basamaga ilerleme
basamagi ad1 verilir. Hiicrede hasar bu asamadaki serbest radikaller ile ortaya ¢ikarken
bu basamaktaki tepkimeler sonsuza kadar siirebilir ya da radikalleri yok edici etmenler
tarafindan sonlandirilabilir. Hiicrenin saglikli bir sekilde varligini devam ettirebilmesi
bu radikal yok edenlerin var olmasi ve kusursuz islemesine bagli olup aksi durumda

sitotoksite ortaya ¢cikmaktadir [72].

3.4. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stresin, protein ve niikleik asit yapisinin modifikasyonlari, membran iyonu
tasinimina ve gecirgenligine hasar verme, lipid peroksidasyonu ile hiicrelerin yok
edilmesi gibi hiicresel metabolizmanin baslica bozulmalarina neden oldugu
bilinmektedir. Serbest radikaller ile antioksidan arasindaki denge, oksidatif stresin
neden oldugu hiicresel membranin hasar gérmesini 6nlemek igin 6nemli bir gereklilik

haline gelir.

Organizmada, antioksidan savunma sistemi ile denge halinde bulunan reaktif oksijen
tiirleri denge bozulmadig1 takdirde fayda saglamaktadir. Serbest radikallerin gorevleri
arasinda; hiicreler arasi haberlesme, hiicre biiylimesini saglayan olaylarin

diizenlenmesi, proteinlerin yap1 ve isleyislerini diizenlemede yer almaktadir [73,74].
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Canli sistemde reaktif oksijen tiirlerin zararl etkilerinden koruyup bu zararlt etkileri
yok eden antioksidan savunma sistemleri bulunur ve bu isleyis dengede oldugu siirece
organizmada hasar meydana gelmemektedir. Ancak savunma sistemleri gérevini tam
olarak yerine getiremezse ya da bu zararli radikallerin {iretim hiz1 savunma sisteminin
giiclinli asarsa serbest radikaller organizmada hasar olusturabilmektedirler.
Antioksidan savunma sistemi ve serbest radikal olusum hizi arasindaki denge

bozulmasiyla oksidatif stres etkisi ortaya ¢ikmaktadir [73,75-78].

Oksidatif stresin, hiicre organelleri ve hiicre zarinda lipid ve protein yapisini bozmak,
enzimleri etkisiz hale getirmek, DNA yapisin1 ve oksijenli solunumu bozmak,
potasyum kaybma yol agmak, trombosit agregasyonunu artirmak, mikro ve
makromolekiilleri etkilemek ve kapiler gegirgenligi bozmak gibi etkileri

bulunmaktadir.
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BOLUM 4

ANTIOKSIDANLAR

Serbest oksijen radikallerini ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasari
onlemek i¢in viicuttaki kusursuz isleyisin parcasi olan antioksidan ad1 verilen savunma
sistemi gelismistir. Etki mekanizmalar1 zararh radikalleri tutarak ya da daha zayif bir
molekiile doniismesini saglayarak isleyen antioksidan sistemleri; serbest radikalleri

kendilerine baglayarak tepkime zincirini kirar veya onarir [79-83].

Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur [84]. Oksidanlar olmasi
gerekenden fazla tiretilir ya da antioksidanlar olmas1 gerekenden az gorevini yaparsa
yani oksidan-antioksidan oraninda dengesizlik durumu ortaya ¢ikarsa organizmadaki
protein, karbonhidrat, niikleik asitlere oksidan molekiillerin zararli etkisi soz

konusudur [85].

Oksidan etkisi olan organizmaya zarar veren maddeler ¢cevreden veya besin yoluyla
viicuda alinabilir. Ayrica yasliligin neden oldugu enzim aktivitesindeki azalma ile
viicutta antioksidan savunma sistemi istenilen diizeyde goOrevini yerine
getiremeyebilmektedir. Beslenme ile antioksidan gorevi olan vitamin, mineral, belirli
enzimler viicuda alinabilir, bdylece antioksidan savunma arac1 ihtiyaci

karsilanabilmektedir [86-88].

Antioksidan adi verilen zararli radikallerin sebebiyet verdigi oksidasyonlari
engelleyen bu sistem birincil ve ikincil olarak ikiye ayrilmaktadir. Birincil
antioksidanlar olan SOD, GSHPx ve CAT gibi enzim sistemleri; serbest radikallerle
tepkime gergeklestirerek zarar veren yapilara doniismelerini dnleyen bilesiklerdir [89].
Bu enzimler DNA, protein ve lipitlere serbest radikallerin zarar vermesine engel olarak
bolgeler arasi gecisi de dnlemektedir [44]. Ikincil antioksidanlardan olan C vitamini,

E vitamini, iirik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesikler serbest
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oksijen radikallerini yakalar [90]. Sigara, egzersiz, atesli hastaliklar, radyasyon, ¢oklu
doymamis yag asitleri oksidan olarak adlandirilmaktadir. Antioksidan savunma
mekanizmalar1 ise SOD, CAT, GSH, B- karoten ve diger karotenoidlerdir [44].

4.1. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX)

Yapisi tetramerik olup 4 selenyum atomu igeren ve sitozolde yer alan glutatyon
peroksidazin gorevi, rediikte glutatyonu yiikseltgeyip hidrojen peroksiti suya ¢evirerek
hiicre membranindaki lipidleri ve hemoglobini oksidatif strese kars1 korumaktir [91].
Kalp, akciger, beyindeki aktivitesi kaslarinkine oranla daha yiiksek olup %60-75 ‘i

stoplazmada, %25-40 ‘1 mitokondride yer almaktadir.

H;0; +2GSH _G8EFx | GSSG + 2H:0

Viicutta yabanci organizma ve maddeleri sindirerek yok eden biyolojik hiicrelerde
glutatyon peroksidaz enziminin 6nemli islevleri mevcuttur. Solunum patlamasi olayi
sirasinda diger antioksidanlarin da varliginda hiicrelerin serbest radikallerin
verebilecegi zararlardan korunmasi gorevini Ustelenen glutatyon peroksidaz
eritositlerde oksidatif hasara karsi en etkili antioksidan olma niteligini tagimaktadir.
Glutatyon peroksidaz enzimi aktivitesi yaslilarda, down sendromu olan hastalarin

eritrositlerinde yiiksek, prematiire bebeklerin eritrositlerinde ise diisiik seviyededir.

4.2. SAFRAN

Diinya genelinde takip edilen geleneksel tibbi uygulamalarda, bitkiler ¢esitli karaciger

rahatsizliklarinin yonetiminde 6nemli bir rol oynamaktadir [92].

Safran; Crocus sativus L. tiirtiniin kurutulmus stigmalarina verilen isim olup bitkisi de
bu isimle anilir ve siisengiller (Iridaceae) familyasindan olan safran bitkisi, sonbaharda
cicek acan, soganli bir kiiltiir bitkisidir. Safran tariminda; 20. yiizyildan itibaren
gerileme yasanmistir. Ekonomik agidan yetersizlik ve isgiicii yetersizligi gibi etkenler

sebebiyle eskiden ihrag edilen safran, ithal edilen durumuna gelmistir.
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Safran bitkisi iilkemizde Safranbolu’nun yaklasik 40 kdyiinde yetistirilen bir bitki
iken, simdi 6 koyde yaklasik olarak 15000 m?’ lik alanda yetistirilen bir bitki olarak
yetistirilmektedir [93].

Safran, antioksidan Ozelliginden faydalanilarak hastaliklarin tedavisinde dogal
iyilestirici 6zelligine sahip, hipolipidemik, antiinflamatuvar ve antikanserojen etkileri
de var olan bir bitki olup yaygin olarak kullanilan ismi Crocus sativus Linnaeus’dur
[94,95]. Safranin diinya ¢apinda yillik iiretim miktar1 yaklasik olarak 220 ton olmakla
birlikte, bu iiretimin %74’{i Iran, %10’u Yunanistan, Ispanya, italya, Hindistan’da

yapilmaktadir [96].

Safran; yapilan bazi arkeolojik ve tarihsel caligmalara gore kiiltiire alinmasi,
toplanmasina dair resmedilmis fresklerin milattan 6nce 2500-1500 yilina uzanmakta
oldugu belirtilmis bu da safran yetistiriciliginin tarihi hakkinda bilgi vermektedir.
Ortadogu ve Misir’da safranin en az 3500 yillik bir ge¢misi oldugu ve baharat olarak
yetistirildigi rapor edilmistir. Safran bitkisi; Misir, Yunanistan ve Roma’da parfiim,

boya maddesi, tibbi bitki ve baharat olarak kullanilmistir [97,98].

Safranin ana bilesenleri krosin, krosetin, safranaldir. Ek olarak safran; protein, seker,
vitamin, flavonoids, aminoasit, yasam i¢in gerekli mineraller ve diger kimyasal

bilesenleri igermektedir [98-100].

Safran genel olarak %15-16’s1 su, %10-14"{ protein, %13-14’1 seker, %6—7’1 nisasta,
%9-10’u gamlar ve dekstrin, %6-7’i pentozlar, %5-8’i kiil, %4-5’i lif, %0.8-1"i
ucucu yag, %8-13’u bitkisel yagdan (palmitik, stearik, laurik ve oleik asitler)
olusmaktadir. Safran ayrica B2 vitamini ve B1 vitaminleri ile Ca, Fe, P, Na ve K gibi

mineraller de igermektedir [101].

4.2.1. Krosin

Krosin, safran, ¢igdem, gardenya gibi bitkilerde var olan karotenoid bir bilesik olup

safranin renginden sorumludur. Gentiobioz adi verilen disakkarit ile krosetin adi
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verilen dikarboksilik aitten olusur. Giiclii bir antioksidan olma &zelligine sahip olan

krosin sulu ¢ozeltisinde turuncu renk meydana getirir [102-104].

Krosin, safranin suda ¢oziinen ve aktif bilesenlerinden olup siganlarda yapilan
arastirmalara gore iskemi-reperfiizyon hasari1 ve oksidatif strese karsi koruyucu etki
gosterebilmektedir. Ayni zamanda safran ekstrakti, safranal ve krosin; antioksidan
Ozelliklerinden dolay1 serbest radikallerin aktifliklerini ve zararli etkilerini ortadan

kaldirabilmektedirler [105,106].

Sekil 4.1. Krosin yapisi.

Safranda; zeaksantin, likopen, a- ve B-karoten gibi 150’den fazla ugucu ve aroma
iceren bilesik bulunmaktadir. Safran; altin sarisi, turuncu renklerini o-krosinden
almaktadir. Krosinler, krosetin esterlerin monoglikosil ya da diglikosil olmayan
hidrofilik bir grup karotenoiddir [107].

Safran renk oOzelligini esas olarak cis ve trans seklinde bulunan krosinlerden
almaktadir. Krosin siilfirik asit yogunluguna bagl olarak kirmizidan mavi renge dogru

degisim gostermektedir. Ca4He4O24, krosinin molekiiler formiiliidiir [101].
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BOLUM 5

TEZ CALISMASINA DAHIL EDILEN PARAMETRELER

5.1. REDUKTE GLUTATYON (GSH)

GSH; DNA ve protein sentezi, enzim aktivitesi diizenlenmesi, hiicre transport sistemi
gibi hiicresel fonksiyonlarda énemli rol listlenmektedir. Hiicrenin fonksiyonel protein
yapilarini oksidatif strese karst koruyan GSH, antioksidan olarak hiicre savunmasini
gerceklestirmektedir [108,109]. Aktif olan grubu sistein kalintisinda bulunan tiyol (-
SH) olup tiim organlarda sentezi gerceklesir ve memeli dokularinin tamaminda yer
almaktadir [110]. Sitozolde yaklasik %85-90’1 bulunan GSH‘mn %10-15 kadari
mitokondride ve diger organellerde yerini alirken bazi durumlarda mitokondride de
sitozol gibi GSH’1n %85-90 kadar1 bulunabilmektedir. GSH sentezi yeterli diizeyde

olmadiginda sitozolden alinarak siirekliligi saglanabilmektedir [111].

Glutatyon; glutamat, sistein, ve glisin aminoasitlerinden meydana gelmektedir.
Glutatyon molekiiliiniin ortasinda yer alan sistein amino grubu ile glutamatin yan
zincirindeki karboksile, karboksil grubu ile glisine bagl olup sistein ve glutamat

arasindaki bag, molekiilii hiicre iginde peptidazlara kars1 korumaktadir [112].

Antioksidan olarak onemli bir gorevde rol iistlenen glutatyon karacigerde genetik
bilgiye ihtiyag duymaksizin sentezlenebilir, serbest radikallerin olusturdugu oksidatif
hasart en aza indirger. Ayrica glutatyonun gorevleri arasinda hemoglobinin
oksitlenmesini engellemek, DNA sentezi ve hasarli DNA pargalari onariminda rol
almak, zehirli maddelerin inaktif hale doniismesini yani detoksifikasyonunu
gerceklestirmek, proteinlerdeki —SH gruplarini oksidasyona kars1 korumak da yer alir.
Boylece glutatyon, protein ve ezimlerin inaktivasyonunun Oniine geg¢mis olur
[113,114]. Glutatyondaki tiol grubu adi verilen aktivitesi en yiiksek grubun
oksitlenmesi sonucu GSSG olusur. Hiicredeki glutatyonun yaklasik iigte biri disiilfid
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halinde ve tiol grubu bulunduran sistein, koenzim-A bilesikleriyle birlikte yer alir.

GSSG olusumu, antioksidan 6zelligini kaybederek gerceklesir [115].

5.2. SUPEROKSIT DiSMUTAZ (SOD)

SOD enzimi; ‘02, 02 ve H202 donmesini katalize eder, zararli olan serbest
radikallerin etkisini azaltir. Bu enzim Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de
kesfedilmis ve 3 ¢esit SOD’dan s6z edilmistir. Bunlar; mitokondride lokalize Mn-
SOD, sitozolde lokalize Cu-Zn SOD, bakir igeren ve plazmadaki siiperoksit
radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur [116,117].

Aerobik organizmalar SOD enzimi igerir ve reaksiyon hizini artiran siiperoksit
dismutaz enzimi oldukca giiclii bir katalizordiir. Oksidan olarak nitelendirilen
stiperoksit anyonu da H202 gibi daha reaktif olan ve toksisite olusturma egilimi
yiiksek olan oksijen tiirlerinin meydana gelmesinde rol almaktadir [118]. SOD enzimi
bu siiperoksit anyonu gibi toksinleri dismutasyona ugratip hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniismesine neden olur. Ayrica SOD enzimi substrat olarak

serbest radikal kullanmasiyla bilinmektedir [119].

5.3. KATALAZ (CAT)

Katalaz enzimi indirgenme-yiikseltgenme tepkimesini tesvik eden etkili protein
katalizorlerinden olup Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize durumda
saflagtirtlmistir [117,118].

Peroksizomlarda, sitozolde, mikrozomal fraksiyonda bulunan katalaz enzimi,

stiperoksit dismutaz enzimi faaliyeti sonrasi olusan hidrojen peroksiti su ve molekiiler

oksijene ¢evirmektedir [113,120].
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5.4. AMINOTRANSFERAZLAR (AST VE ALT)

Aminotransferazlar (AST ve ALT); karaciger hasarini ve karaciger hiicrelerinde
olusan nekrozu tespit etmek icin en ¢ok kullanilan enzimlerdir. Her iki enzim de
koenzim olarak piridoksal fosfat1 kullanir. Piridoksal fosfat enzim proteinindeki lizin
kalintisin1 baglar ve aminoasitler ile gecici Schiff temelli reaksiyon olustururlar ve
amino grubunu alarak bir o ketoaside transfer eder. AST enzimi, aspartatin alfa amino
grubunu, ketoglutarik asitin alfa keto grubuna transfer ederek glutamik asit ve

oksaloasetik asit olusturmaktadir.

AST enzimi, baslica karaciger, kalp ve iskelet kasinda, bobrek, pankreas ve eritrositler
dokularinda yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. Herhangi bir hasar meydana
geldiginde, AST hiicrelerden kana gecerek serumdaki seviyelerinde ciddi diizeyde
yiikselmeler goriilmektedir. Ancak serum AST diizeyinin hangi organdan
kaynaklandigini tespit edebilecek bir yontem bulunmamaktadir. Hepatositler de
bulunan AST enziminin %80°1 mitokontride bulunurken %20’si ise sitoplazma da
bulunur. ALT enzimi alanin aminoasidinin alfa amino grubunu ketoglutarik aside
transfer ederek glutamik asit ve piirivik asit olusturur [121]. ALT enzimi ise sadece
hepatositlerin sitoplazmasinda bulunmaktadir ve karaciger dis1 dokularda ¢ok diisiik
miktarlarda olmasindan dolay: karaciger hasari i¢in spesifiktir. Karaciger hasarinda,
serumda ALT enzimi genellikle AST enzimi ile birlikte yiikselme gosterir. Ancak
AST’de herhangi bir yiikselme olmadan ALT nin hafif veya orta derecede ylikselmesi
kronik hepatitin (6zellikle hepatit C) ve karaciger yaglanmasinin bir gostergesidir
[121,122].

AST ve ALT enzimleri, hasar olusan hiicrelerden hiicre membranlarinda olusan
permeabilite artis1 ve nekrozun siddetine bagli olarak seruma c¢ikarak serumdaki
seviyeleri yiiksek degerlere ¢ikar. Serumdaki AST, ALT den daha hizli uzaklagtirilir
ve olasilikla ROS hiicreleri tarafindan yikimlanmaktadir. Mitokondrideki AST

enziminin salinimi, stoplazmik AST izoenziminin veya ALT enziminin salinimina
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gore daha siddetli bir hasar1 gerektirmektedir. Bu sebeple mitokontriyal/sitoplazmik
AST oran1 veya mitokontriyal/total AST oraninin belirlenmesi siddetli hiicre nekrozu

ve alkolik karaciger hastaliklarinda tanisal 6nemi oldugu ileri siiriilmektedir.

5.5. ALKALEN FOSFATAZ (ALP)

ALP; bir metalloenzim olup aktif merkezinde serin iceren ¢inko bulundurur. Ozellikle
alkali pH’da katalitik aktivite gosterip bir¢cok organik fosfat esterini hidrolize edebilme
kabiliyeti gdsteren bir enzim grubudur. Hemen hemen viicuttaki ¢cogu dokuda mevcut
olup reaksiyon sonunda ¢esitli ortofosfatlardan inorganik fosfatlarin salinimina sebep
olur. Alkalen fosfataz’in substratlari, pirofosfat, fosfoserin ve fosfoditiletanolamin
icermektedir ve intestinal mukoza da bulunan izoenzimi Ca*?’ye bagimli olup ATPaz
gibi ¢aligmaktadir. Bunun disinda karaciger dokusunda bulunan alkalen fosfataz ise
hepatositlerin siniisoidel yiizeylerinde ve safra kanalikiillerinin mikrovilluslarinda
lokalize olmustur. Dokularda bulunan ALP enzimleri igin gen sekanslar1 yapilmistir.
Sonug olarak; karaciger, kemik ve bobrek kokenli olan alkalen fosfatlarin ayn1 genden,
intestinal ve plasenta da bulunan enzimin ise farkli genlerden transkripsiyona ugradigi
tespit edilmistir [122]. Serumda tespit edilen ALP, baslica kemik ve karacigerden
kaynakli izoenzimlerdir. Intestinal dokularda bulunan alkalen fosfataz, normal
bireylerin %20’sinde mevcut olup enzimin total aktivitesinin en fazla yiizdesinden
sorumlu olabilir [122,123]. Bagirsakta bulunan ALP, iki farkli mRNA ile 2 farkli
izoenzim olacak sekilde lokalize olmustur. Bu izoenzimlerden biri bagirsak
villuslarmin firgamsi kenar tizerinde bulunurken, diger izoenzimi ise plazmaya

salinmaktadir [121].

5.6. OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI

5.6.1. Malondialdehit (MDA)

Hiicre membraninda yer alan fosfolipid, glikolipid, gliseridlerin serbest oksijen
radikalleri tarafindan peroksit, alkol, aldehit, hidroksi yag asitlerine yikilmasina lipid
peroksidasyonu adi verilir ve olusan cesitli kompleks iiriinler DNA ve proteinlere

baglanarak toksik etki meydana getirirler [124,125]. MDA olusumu, ¢ift baga sahip
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yag asitlerinin peroksidasyonu ile ortaya cikar. MDA tiyobarbiitirik asit reaktif
maddeleri olarak olgiilmektedir [116,126]. Oksidatif stres belirteci olarak kullanilan
MDA, kan ve idrarda tespit edilebilir. MDA; lipid peroksit seviyesinin indikatorii
olarak kullanilmaktadir. Lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve karbonil bilesiklere
dontigmesi ile sonlanan lipid peroksidasyonu, yaglarin yiikseltgenmesi sonucu
bozulmasiyla gerceklesmektedir. MDA, tiyobarbiitirik testi ile OSlgiiliir ve lipid
peroksidasyonu saptanmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir [127,128].

5.6.2. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Ve Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Canlilarda i¢ ve dis kaynakli sebeplerle olusan serbest radikaller ve radikallerin neden
oldugu oksidatif stres ile miicadelenin gerceklestirildigi savunma sistemi mevcuttur.
Total oksidan kapasiteye en fazla etki endojen olarak viicutta sentezi gergeklestirilen
serbest oksijen radikalleri tarafindan yapilir. Bu radikaller sentezlendikleri yerde
hemen yok edilemedikleri i¢in zararli etki meydana getirirler. Total antioksidan
kapasiteye en biiyiik katki plazmada yer alan antioksidan molekiiller tarafindan
gerceklestirilir ve bu antioksidanlar etkilesim halinde bulunarak sinerjist etki

olustururlar.

Oksidan ve antioksidan molekiilleri ile viicuttaki oksidatif stres ve antioksidan
kapasite belirlenir ve bu molekiillerin total Ol¢limiinii saglayan yontemler
bulunmaktadir. TOS seviyesinin, TAS seviyesine oranlanmasiyla oksidatif stres
indeksi (OSI) hesaplanmaktadir [129].
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BOLUM 6

GEREC VE YONTEMLER

6.1. GERECLER

6.1.1. Kimyasal Malzemeler

Arastirmamizda krosin, fosforik asit, tiobarbutirik asit (TBA), n-butanol, triklorasetik
asit (TCA), disodyumhidrojenfosfat (Na,HPOa), 5,5 dithiobis 2 nitrobenzoik asit
(DTNB), trisodyum sitrat, ksantin, ksantin oksidaz, Na,EDTA, NBT, Na,COs, BSA,
KH2POj4, H202,Potasyum tartarat, bakir siilfat, NaOH, Folin Ciocaltue-Fenol ayiraci,
TAS ve TOS kitleri kullanildi.

6.1.2. Kullanilan Aletler

Arastirmalar esnasinda gilson marka ( 10, 100 ve 1000 puL) otomotik pipetler, cenco
whirlmix vorteks, libor-AEG 320 marka hassas terazi, hermle marka sogutmali
santrifiij, LKB biochrom ultraspec marka UV/visible spektrofotometre, hanna marka
pH metre, clifton marka manyetik karigtirici, IKA ultra turrax, T 25 basic

homojenizator.

6.1.3. Ratlarin Temini Ve Bakimi, Gruplarin Olusturulmasi

Bu arastirmada, agirliklart ortalama 225-250 gram olan 50 adet erkek wistar albino
tiirii rat, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi (INUTF-DEHUM) Biriminden temin edildi. Calismaya deney hayvanlari etik
kurulu onay1 alinarak baslandi. Igme sulari giinliik olarak degistirildi ve giin asir1 kafes

temizligi yapildi. Ratlar sicakligin 21°C, ortam neminin % 55-60
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oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri) ve 12 saat karanlik uygulanan odalarda

bakild1. Siganlar ¢alisma siiresince standart pellet yemle ad libitum beslendi.

6.2. YONTEMLER

6.2.1. Gruplarin Olusturulmasi

Calismamizda “deneysel karbon tetrakloriir toksisitesi iizerine krosinin koruyucu
etkilerinin arastirilmas1” amaglanmistir. Deney hayvanlari biriminden temin edilen 50
adet Wistar rat random olarak her grupta 10 hayvan olacak sekilde bes gruba
ayrilmistir. Bu gruplar; 1.grup (Kontrol grubu); 1 ml/kg/giin serum fizyolojik
uygulandi. 2.grup (Misir yagi grubu); 1 ml/kg/giin misir yagi uygulanan grup
uygulandi. 3.grup (Krosin grubu); 100 mg/kg/giin krosin uygulandi. 4.grup (CCl4
grubu): 1:1 oraninda karbon tetrakloriir misir yagi i¢inde ¢oziilerek giinasirt uygulandi.
5.grup (CCl4+Krosin grubu): 100 mg/kg krosin ve 1:1 oraninda CCI4 musir yagi i¢inde

coziilerek giinasir1 uygulandi.

Uygulanan tiim kimyasallar her sicana 1 ml/kg hacimde ve agiz yoluyla (gavajla)
uygulandi. Yapilan tiim uygulamalar her giin aym saatte diizenli olarak 15 giin

boyunca tekrarlanmistir.

6.2.2. Numune Alinmas1 Ve Hazirhk Islemleri

Deney sonunda ratlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda laparatomi yapilarak kalp
icinden heparinize tiiplere kan alindi. Daha sonra, tiim ratlar dekapite edilerek ince ve
kalin bagirsak ile karaciger doku ornekleri alindi. Doku 6rnekleri serum fizyolojikle

yikanarak fazlalik kanin uzaklastirilmasi saglanda.

Dokularin bir pargasi histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formol icersine kondu.
Diger parcasi ise ¢alisma giiniine kadar -80 C°’de saklandi. Calisma giinii dokular
derin dondurucudan ¢ikarilarak tartildi. %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat
tamponu ilave edilerek buz i¢inde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize
edildi (IKA, Germany). Elde edilen homojenatlarda MDA diizeyleri 6lgiildii. Doku
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homojenatlar1 5000 rpm’de, +4 derecede, 30 dakika santrifiij edilerek slipernatan elde
edildi. Elde edilen bu siipernatantlarda; GSH, SOD, CAT, TAS, TOS ve protein
diizeyleri 6lgiildii. Alinan kan 6rneklerinde ise rutin Biyokimya laboratuarinda AST,

ALT ve ALP diizeylerine bakildi.

6.2.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

6.2.3.1. Kullanilan Reaktifler

1.% 10’1luk triklor asetik asit

% 1°lik trisodyum sitrat
% 0.4’liik 5,5’-Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit

A wn e

0.3 molar disodyum hidrojen fosfat

GSH analizi Ellman’in [130] tarif ettigi yontemle yapildi. Kimyasallarin deney
tiiplerine eklenmesiyle ortamdaki glutatyonun, 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit
(DTNB) ile reaksiyon vermesi sonucunda sari-yesilimsi bir renk olugmaktadir. Olusan
bu rengin 1s1k siddetinin 410 nm dalga boyundaki spektrofotometrede okunarak

rediikte glutatyonun miktar1 tayin edilebilmektedir.
6.2.4. MDA Analizi
6.2.4.1. Kullanilan Reaktifler

1. % 8,1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
2. % 20’lik asetik asit

3. 9%0,8’lik 2-tiyobarbutiirik asit (TBA)
4. 2 mmol/L 1,1°,3,3’ tetractoksipropan

MDA analizi Ohkawa ve ark’larinin [131] tarif ettigi yonteme gore analiz edilmistir.
Temel prensib homojenattan alinan numuneki MDA’nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli iirliniin n-butanol fazindan

ekstrakte edilen siipernatantin spektrofotometre ile 535 nm’de 6l¢iilmesiyle belirlendi.

28



6.2.5. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

6.2.5.1. Kullanilan Reaktifler

1. Calisma reaktifi (Assay reaktifi)
1.1. 0.3 mmol/L ksantin
1.2. 0.6 mmol/L Na2EDTA
1.3. 150 umol/L NBT
1.4. 400 mmol/L Na2COs
1.5. 1 gr/L BSA
2. Ksantin oksidaz (167 U/L)
3. 0.8 mmol/L CuCl2
4. 2 M (NH4)2S04

SOD enzim aktivite 6l¢iimii Sun ve arkadaglarinin [132] yontemine gore yapildi. Bu
yontemde ksantin-ksantin oksidaz tarafindan siiperoksit radikalleri tiretilir. Siiperoksit
radikali NBT’yi (nitro blue tetrazolium) indirgeyerek renk olusturur. Bu indirgenme
mavi renkli formazon olusturur.Béylece olusan formazonun 560 nm’de verdigi

absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir.

6.2.6. CAT Aktivitesi Ol¢iimii

6.2.6.1. Kullanilan Reaktifler

1. EDTA’siz fosfat tamponu (pH=7,50): 600 ml 50 mM NaxHPO4 ile 50 mM
KH2PO4’in 400 ml’si karigtirilarak hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli EDTA’siz, absorbansi 0.500 olan fosfat tamponU:
Hidrojen peroksitli EDTA’s1z fosfat tamponu hazirlanirken absorbansin 0.500

olmasina dikkat edilir.

CAT enzim aktivite dl¢iimii Aebi ve arkadaslarimin [133] yontemine gore yapildi.

Hidrojen peroksit (H202) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir maddedir.
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Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina ilave edilen
hidrojen peroksidin katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmasi 240 nm’de
absorbans azalmasi ile kendini gosterir. absorbansta gbzlenen bu azalma 1 dakika

boyunca kayit altina alinarak enzimin aktivitesi 6l¢iilmektedir.

6.2.7. TAS VE TOS

6.2.7.1. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Aktivite Tayini

Erel’in metoduna gore calisildi [134] Total Oksidan Seviyesi kiti (Rel Assay
Diagnostics) Synergy HT, Biotek biyokimya otoanalizoriine uyarlanarak galisildi.
Ornek iginde bulunan oksidanlar ferrdz iyon selatér komplekslerini ferrik iyonlara
cevirir. Olusan ferik iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir kompleks olusturdu.
Olusan bu kompleks orneklerdeki oksidan miktartyla dogru orantili olarak 530 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Standart olarak 20 mikromol / L H202 solusyonu
kullanildi.

Reaktifler

Ayrag 1 ( Assay Buffer) : 50 ml

Ayrag 2 ( Prokromojen soliisyon) : 10 ml

Standart 1 (Blank soliisyon) : Soliisyon i¢ermez veya dionize su kullanilir.
Standart 2 Soliisyon (SSSS) : 5 ml

Stabilize Standart Stok Soliisyon (SSSS) : 800 mM H202 Equiv./L

Stabilize Standart Stok Cozeltisi (SSSS)

1. SSSS, 40000 kez deiyonize su ile seyreltilerek ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

2. 10 ml deiyonize suya SSSS’ in 50 mikrolitre (uL) stvis1 eklendi ve vortekslendi
(1. adim soliisyon).

3. Hazirlanan soliisyonun 50 pL sivisina 10 ml deiyonize su eklenir ve
vortekslenir (2. adim soliisyon).

4. Standart ¢calismanin son konsantrasyonu 20 mikromol / L H202dir.
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Hiicreye 500 uL reaktif 1 ve 75 pL standart (veya numune) konulur. ilk absorbans
noktast i¢cin 530 nm dalga boyunda okunur. Daha sonra 25 microliter reaktif 2
eklenerek 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek 530 nm dalga boyunda 2. absobans

noktasi olarak absorbans okunur. Sonuglar pmol /L olarak ifade edilir.

Sonug¢larin Hesaplanmasi

Sonug¢= (AAbs numune / AAbs standart 2) * 10
ANumune absorbans: (Numunenin 2. absorbansi-Numunenin 1. absorbansi)

AStandart 2 absorbans: (Standart 2 nin 2. absorbansi - Standart 2’ nin 1. absorbansi)

6.2.7.2. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Aktivite Tayini

Erel’in metoduna gore calisildi [134] TAS diizeyi, REL ASSAY marka ticari kit
kullanilarak 6lciildii. Olgiim ydntemi drnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan
molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina
dayanir [135]. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox

kullanildi. Sonuglar, mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi.

Reaktifler

Ayrac 1 ( Assay Buffer) 1x 50 ml

Ayrag 2 ( ABTS radikal soliisyon) 1x 10 ml

Standart 1 (0.01 mmol Trolox E Equiv./L) Soliisyon i¢ermez veya dionize su kullanilir.
Standart 2 ( 1.0 mmol Trolox E Equiv./L) Soliisyon 1x 5 ml

1. 500 Regant 1’ 1 hiicrelere eklenir. Sonra 30 pl standart (veya numune) eklenir.
[k okumay1 660 nm’ de yapilir.

2. 75 ul Regant 2’yi hiicrelere eklenir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir veya
37°C’ de 5 dk bekletilir. 660 nm’ de okutulur.
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Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonug = [ (AAbs Std1) - AAbs Numune) ]/ [ (AAbs Stdl) - (AAbs Std2) ]

A Absorbans Standart 1: (Std 1’ in ikinci absorbansi - Std 1° in birinci absorbansi)

A Absorbans Standart 2: (Std 2’ nin ikinci absorbansi - Std 2’ nin birinci absorbanst)
A Numune Absorbans = (Numunenin ikinci absorbansi - Numunenin birinci

absorbansi)

6.2.8. Serumda AST, ALT Ve ALP Tayini

6.2.8.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT) Tayini

Serum AST diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Aspartate
Aminotransferase Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, kabaca numune ve
reaktifleri uygun 6lciilerde alip karistiran, belirli bir siire ve 1s1da inkiibe eden, gerekli
stirelerde optik okumalar1 yapip sonunda ilgili analiz sonucunu hesaplamis olarak

kulanictya sunan otoanalizor cihazinda (Architect C8000) tespit edildi.

6.2.8.2. Alanin Aminotransferaz (ALT, SGPT) Tayini

Serum ALT diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Alanine

Aminotransferase Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, otoanalizérde
(Architect C8000) tespit edildi.
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6.2.8.3. Alkalen Fosfataz (ALP) Tayini

Serum ALP diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Alkalen Fosfataz
Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, otoanalizérde (Architect C8000) tespit
edildi.

6.2.9. Histolojik inceleme

Karaciger, ince bagirsak ve kalin bagirsak doku 6rnekleri %10’luk formaldehit ile 48
saat siireyle oda sicakliginda belirlendi. Ardindan doku 6rnekleri yikama islemini
takiben artan derecelerdeki etanol serilerinden (%50-%99) gecirilerek dehidratasyon,
ksilen serilerinden gecirilerek seffaflandirma ve 62°C’de eritilmis parafin serilerinden
gecirilerek infiltrasyon iglemlerini takiben parafin bloklar i¢ine gomiildii. Parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla 5-6 pm kalinlifinda kesitler hazirlanarak lamlar
tizerine alindi. Tiim kesitler hematoksilen-0sin ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu
(Nikon Eclipse Ni), kamera (Nikon DS-Fi2) ve goriintii analiz sistemi (Nikon NIS-
Elements Documentation) (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek

fotograflar alindi.

Karaciger kesitlerinde; Fokal nekroz, apoptoz ve fokal inflamasyon skoru (1 odak /x10
biiylitmede =1, 2-4 odak /x10 biiylitmede = 2, 5-10 odak /x10 biiylitmede = 3, 10’dan
fazla odak /x10 biiyiitmede = 4) yapildi. Kopriilesme nekroz skoru (Fokal kdpriilesme
nekroz =1, Zon3 nekroz (az sayida) = 2, Zon3 nekroz (¢ok sayida) =3, Zon3 nekroz ve
az sayida Portal-Santral kopriilesme nekrozu = 4, Zon3 nekroz ve ¢ok sayida Portal-

Santral kopriilesme nekrozu = 5, Panasiner veya multiasiner nekroz = 6).
Portal inflamasyon skoru (Hafif, baz1 veya tiim portal alanlarda = 1), Orta, baz1 veya
tiim portal alanlarda = 2, Orta/siddetli, tiim portal alanlarda = 3, Siddetli, tiim portal

alnlarda = 4).

Fibrozis skoru (Fibr6z portal genisleme + kisa septum (fokal) = 1, Fibréz portal

genigleme =+ kisa septum (yaygin) = 2, Nadir portal-portal kopriilesme = 3, Sik portal-
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portal kopriilesme = 4, Sik kopriilesme fibrozisi ve nadir nodiil olusumu = 5, Siroz =
6) [136].

Hepatositlerde vakuolizasyon (Vakuolizasyon yok = 0, hafif ve diisiik yayginlikta
vakuolizasyon = 1, orta dercede ve yayginlikta vakuolizasyon = 2, siddetli ve yaygin

vakuolizasyon = 3) [137].

Ince bagirsak kesitlerinde (villus kiintlesmesi, epitel hasari, villus hasari, Liberkiihn
kripta hasar1 ve inflamasyon) ve kalin bagirsak kesitlerinde (Goblet hiicresi azalmasi-
kaybi, epitel hasari, mukozal fibrozis, Liberkiihn kripta hasari and inflamasyon) her
bir kesitte hasar parametreleri 0-3 arasinda (Normal histoloji = 0, Hafif = 1, Orta
derecede = 2, Siddetli = 3) skorland1. Maksimum skor 15°dir [138].

6.2.10. istatistiksel Analizler

[statistik i¢in SPSS 21 paket programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro Wilk testi ile incelendi, tanimlayici olarak ortalama ve standart sapma verildi.
Varyanslarin homojenligini test etmek i¢in Levene testi kullanildi. Varyanslar
homojen olan gruplar1 karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda
Tukey HSD ikili karsilagtirma yontemi kullanildi. Varyanslar homojen olmadigi
durumda ise Welch testi ve Tamhane T2 ikili karsilastirma yontemi kullanildi.
Histolojik skorlama i¢in Veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile
Ozetlendi. Gruplarin karsilagtirilmasi i¢in Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirmalarda

Conover yontemi kullanildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.
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BOLUM 7
DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA
7.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR
7.1.1. Gruplarin Karaciger MDA Diizeyleri
CCl4 grubunun MDA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki agidan
anlamli derece (p<0.05) artis gosterdigi, ancak CCl4 ile beraber krosin uygulandiginda

ise MDA seviyesinin istatistiki olarak anlamli bir diisiis (p<0.05) gosterdigi
gozlemlendi (Sekil 7.1).
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Sekil 7.1. Gruplarin karaciger MDA diizeyleri.
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7.1.2. Gruplarin Karaciger GSH Diizeyleri

Karaciger dokusu GSH diizeyleri yoniinden incelendiginde, krosin uygulamasinin
kontrol grubuna gore GSH diizeylerinde anlamli derecede bir artisa (p<0.05) sebep
oldugu tespit edilmistir. CCl4 uygulamasi ise karaciger GSH diizeylerinde bir diisiise
sebep oldugu, krosinin ise CCI4 ile birlikte uygulanmasit GSH diizeylerinde bir
yiikselise sebep olmustur (Sekil 7.2).

zs00,.00—]

Mean -1 3D GSH nmolly yag doku

v T T T ™
Hontrel  RWisn - wadn Crecin [=2=IFS CCl4 - Srocin

Sekil 7.2. Gruplarin karaciger GSH diizeyleri.

7.1.3. Gruplarin Karaciger SOD Aktivite Diizeyleri

CCl4 uygulamasi karaciger SOD aktivitesinde kontrol, misir yagi ve krosin gruplarina
gore belirgin bir artig gdzlenirken (p< 0.05), krosin ile beraber CCl4 uygulandiginda
ise SOD aktivitesinde istatistiki olarak anlamli bir diisiis (p< 0.05) gozlenmistir (Sekil
7.3).

ean+1.8D 0D Ulg protein

T J T v T
Hontrol risr = Crocin oo cckaeoy rocin

Sekil 7.3. Gruplarin karaciger SOD aktivite diizeyleri.

36



7.1.4. Gruplarin Karaciger CAT Aktivite Diizeyleri

Karaciger CAT aktivitesi CCl4 uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla istatistiki
olarak bir artis gézlemlenirken (p<0.05), CCl4 ile krosin uygulamasi aktivitedeki bu

artis da anlamli olmayan bir diisiise sebep olmustur (Sekil 7.4).
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Sekil 7.4. Gruplarin karaciger CAT aktivite diizeyleri.
7.1.5. Gruplarin Karaciger TAS Diizeyleri
Krosin uygulamasinin karaciger TAS diizeyini kontrol grubuna gore yiikselttigi, CCl4

uygulamasinin ise karaciger TAS diizeylerinde bir disiise sebep oldugu ancak

degisikliklerin istatistiki olarak anlamlilig1 tespit edilememistir (Sekil 7.5).
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Sekil 7.5. Gruplarin karaciger TAS diizeyleri.
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7.1.6. Gruplarin Karaciger TOS Diizeyleri

Karaciger dokusunda CCl4 uygulamasi TOS diizeylerinde bir artisa sebep olurken,
CCl4 ile beraber krosin uygulandiginda TOS seviyelerinde bir diisiis gézlenmistir
(Sekil 7.6).
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Sekil 7.6. Gruplarin karaciger TOS diizeyleri.

7.1.7. Gruplarin incebagirsak MDA Diizeyleri

CCl4 grubunun MDA seviyeleri; kontrol, misir yagi ve krosin gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiki agidan anlamli derece (p<0.05) bir artis gosterdigi, ancak
CCl4 ile beraber krosin uygulandiginda kontrol grubu degerlerine yakin istatistiki

olarak anlamli (p<0.05) bir diisiis gézlenmistir (Sekil 7.7).
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Sekil 7.7. Gruplarin incebagirsak MDA diizeyleri.
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7.1.8. Gruplarin incebagirsak GSH Diizeyleri

Incebagirsak GSH diizeyleri krosin uygulamasinin ardindan kontrol ve musir yag
gruplarina gore anlamli bir artis (p<0.05) gozlenirken, CCl4 uygulamasi ise GSH
diizeylerinde belirgin bir diisiis (p<0.05) tespit edilmistir. Krosin ile beraber CCl4
uygulandiginda ise GSH degerlerinde yiikselme tespit edilmistir (Sekil 7.8).
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Sekil 7.8. Gruplarin incebagirsak GSH diizeyleri.
7.1.9. Gruplarin Incebagirsak SOD Aktivite Diizeyleri
Incebagirsaklarda SOD aktivitesi CCl4 uygulandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

artig (p<0.05) gozlenirken, krosin uygulamasi enzim aktivitesini diislirerek (p<0.05)

kontrol grubu degerlerine yaklastirmistir (Sekil 7.9).
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Sekil 7.9. Gruplarin incebagirsak SOD aktivite diizeyleri.
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7.1.10. Gruplarin incebagirsak CAT Aktivite Diizeyleri

CAT enzim aktivitesi CCl4 uygulamasiyla birlikte kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
artisa sebep olurken (p<0.05), CCl4 ile krosinin birlikte uygulanmasi ile enzim
aktivitesinde anlamli derecede bir diisiis (p<0.05) gortlmiistiir (Sekil 7.10).
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Sekil 7.10. Gruplarin incebagirsak CAT aktivite diizeyleri.
7.1.11. Gruplarin incebagirsak TAS Diizeyleri
CCls uygulamasi TAS diizeylerinde belirgin bir diisiise (p<0.05) sebep olurken, krosin

ile beraber CCl4 uygulandiginda ise TAS diizeylerinde yiikselme gozlenmistir (Sekil
7.1).
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Sekil 7.11. Gruplarin incebagirsak TAS diizeyleri.
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7.1.12. Gruplarin incebagirsak TOS Diizeyleri

Incebagirsaklardaki TOS diizeyleri, CCl4 uygulamasiyla birlikte anlamli derecede
(p<0.05) artis gosterirken, krosin uygulamasi ise TOS diizeylerinde diisiise sebep
olmustur (Sekil 7.12).
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Sekil 7.12. Gruplarin incebagirsak TOS diizeyleri.
7.1.13. Gruplarin Kalinbagirsak MDA Diizeyleri
MDA diizeyleri CCl4 uygulamasi ile birlikte anlamli bir artis (p<0.05) gdosterirken,

krosin uygulamasi ise MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiise

(p<0.05) sebep olmustur (Sekil 7.13).
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Sekil 7.13. Gruplarin kalinbagirsak MDA diizeyleri.
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7.1.14. Gruplarin Kalinbagirsak GSH Diizeyleri

Kalinbagirsak GSH diizeyleri CCl4 uygulamasi ile birlikte anlamli bir diisiise ugrarken
(p<0.05), krosin uygulandiginda GSH diizeylerinde kontrol grubuna yakin degerlere
ulasildig1 gozlenmistir (Sekil 7.14).
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Sekil 7.14. Gruplarin kalinbagirsak GSH diizeyleri.

7.1.15. Gruplarin Kalinbagirsak SOD Aktivite Diizeyleri

SOD enzim aktivitesi CCl4 uygulanmasiyla beraber anlamli derecede artisa ugrarken
(p< 0.05), krosin SOD aktivitesini kontrol grubu degerlerine indirmistir (Sekil 7.15).
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Sekil 7.15. Gruplarin kalinbagirsak SOD aktivite diizeyleri.
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7.1.16. Gruplarin Kahnbagirsak CAT Aktivite Diizeyleri

CAT enzim aktivitesi CCl4 uygulamasiyla birlikte istatistiki olarak anlaml1 bir artisa
ugramis (p<0.05), krosin ise CAT enzim aktivitesinde diisiise sebep olmustur (Sekil
7.16).
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Sekil 7.16. Gruplarin kalinbagirsak CAT aktivite diizeyleri.

7.1.17. Gruplarin Kalinbagirsak TAS Diizeyleri

Kalibagirsak TAS diizeyleri CCl4 ile birlikte anlamli bir diisiise ugrarken (p<0.05),
krosin ise diigmiis olan TAS degerlerinde artisa sebep olmustur (Sekil 7.17).
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Sekil 7.17. Gruplarin kalinbagirsak TAS diizeyleri.
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7.1.18. Gruplarin Kalinbagirsak TOS Diizeyleri

TOS degerleri CCl4 uygulamasiyla birlikte anlamli bir artisa ugrarken (p<0.05), krosin
uygulamasi ile TOS degerlerinde anlamli bir diisiis (p<0.05) gézlenmis ve kontrol

grubu degerlerine yaklagsmistir (Sekil 7.18).
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Sekil 7.18. Gruplarmn kalinbagirsak TOS diizeyleri.

7.1.19. Serum Biyokimyasal Analizler

Serum AST degerleri CCl4 uygulamasi ile birlikte anlamli bir artig gosterirken
(p<0.05), krosin ise yiikselmis AST degerlerinde anlamli bir diisiise (p<0.05) sebep
olmustur (Sekil 7.19). ALT degerleri CCl4 uygulamasiyla beraber anlamli bir yiikselis
gosterirken (p<0.05), krosin ise yiikselmis ALT degerlerini anlamli derece de
(p<0.05) diistirmiistiir (Sekil 7.20). Serum ALP degerleri CCl4 ile birlikte yiikselirken
(p<0.05), krosin yiikselmis olan ALP degerlerinde diisiise sebep olmustur (Sekil 7.21).
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Sekil 7.19. Serum AST diizeyleri.
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Sekil 7.20. Serum ALT diizeyleri.
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Sekil 7.21. Serum ALP diizeyleri.
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7.2. HISTOLOJIK BULGULAR

Kontrol (Sekil 7.22-Sekil 7.26), krosin (Sekil 7.27-Sekil 7.31) ve musir yagi (Sekil
7.32-Sekil 7.35) gruplarina ait hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde karaciger
lobiiler yapisi normal goriiniimde oldugu gézlendi. Karaciger lobiillerinin merkezinde
yer alan santral ven ve hepatosit kordonlari ile sinuzoid kapillarlar normal histolojik
yapida izlendi. Hepatositlerde eosinofilik sitoplazma ve merkezi yerlesimli,
okromatik, diizgiin dairesel sekilli nukleus yapis1 izlenmekte normal histolojik yapida
degerlendirildi. Kupffer hiicreleri olagan yogunlukta ve normal mikroskobik yapida
izlendi. Karaciger lobulleri periferinde izlenen portal triadlar igerisindeki arterlerin,

venlerin ve safra kanallarinin liimenleri agik olarak izlendi ve bu yapilar normal

histolojik goriiniimde degerlendirildi.

Sekil 7.22. Kontrol grubu. Karaciger. Santral ven (kalin ok), portal alan (ince ok). H-
E, x10.

Sekil 7.23. Kontrol grubu. Karaciger. Santral ven (ok). H-E, x20.
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Sekil 7.26. Kontrol grubu. Karaciger. Portal alan (ok). H-E, x40.
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E, x10.

Sekil 7.29. Krosin grubu. Karaciger. Portal alan (ok). H-E, x20.
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Sekil 7.32. Misir yag1 grubu. Karaciger. Santral ven (kalin ok), portal alan (ince ok).
H-E, x10.
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Sekil 7.35. Misir yagi grubu. Karaciger. Santral ven (ok). H-E, x40.
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CCL4 grubuna ait hematoksilen-eosin ile boyanan tiim karaciger kesitlerinde yaygin
olarak nekroz alanlar1 izlendi. Karaciger parankiminde izlenen nekroz alanlari
arasinda kopriilesmeler dikkati ¢ekti (Sekil 7.36, Sekil 7.38). Nekroz alanlarinda
degisik derecelerde ve inflamasyon mevcuttur. Nekroz alanlar1 arasinda izlenen
parankimal alanlardaki hepatositlerde yaygin olarak intrasitoplazmik vakuolizasyon
izlendi (Sekil 7.37, Sekil 7.39). Karaciger parankimindeki hepatositler arasinda g¢ok
sayida mitoz figiirleri ve apoptotik cisimcikler saptandi. Nekroz alanlarinda, santral

ven ¢evresinde ve portal alanlarda farkli derecelerde fibrozis izlendi (Sekil 7.40).

Sekil 7.36. CCl4 grubu. Karaciger. Santral ven (kalin ok), portal alan (ince ok),
kopriilesme nekrozu (yildiz). H-E, x10.

Sekil 7.37. CCl4 grubu. Karaciger. Portal alanda vaskiiler konjesyon (ok),
hepatositlerde vakuolizasyon (yildiz). H-E, x20.
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Sekil 7.38. CCl4 grubu. Karaciger. Kopriilesme nekrozu ve ve hepatositlerde
vakuolizasyon (yildiz). H-E, x20.

Sekil 7.39. CCl4 grubu. Karaciger. Santral ven duvarunda kalinlasma (ok),
hepatositlerde vakuolizasyon (yildiz), apoptotik cisimcik (ok bas1). H-E,
x40.

Sekil 7.40. CCl4 grubu. Karaciger. Santral ven duvarunda kalinlasma (kalin ok), portal
alanda vaskiiler konjesyon (ince ok), mitoz figiirii (ok bas1). H-E, x40.
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CCL4+Krosin grubuna ait hematoksilen-eosin ile boyanan karaciger kesitlerinde
CCL4 grubunda izlenen karaciger histolojik hasar parametrelerinin belirgin sekilde
gerilemis oldugu goriildii. Karaciger kesitlerinde yer yer fokal nekroz alanlar1 ve
hepatositlerde litik nekroz saptandi. Santral ven ¢evresinde ve portal alanlarda minimal
derecede inflamasyon ve fibrozis izlendi (Sekil 7.41-Sekil 7.43). Bazi hepatositlerde
intrasitoplazmik vakuolizasyon izlendi. Hepatositlerde yer yer mitoz figiirlerine
rastland1 (Sekil 7.44, Sekil 7.45).

Sekil 7.41. CCl4+Krosin grubu. Karaciger. Santral ven (kalin ok), portal alan (ince
ok), hepatositlerde litik nekroz (ok bas1). H-E, x10.

Sekil 7.42. CCl4+Krosin grubu. Karaciger. Santral ven (ok), hepatositlerde litik nekroz
(ok bas1). H-E, x20.
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Sekil 7.43. CCl4+Krosin grubu. Karaciger. Portal alan (ok), hepatositlerde litik nekroz
(ok bas1). H-E, x20.

Sekil 7.44. CCl4+Krosin grubu. Karaciger. Santral ven (ok), hepatositlerde
vakuolizasyon (yildiz). H-E, x40.

Sekil 7.45. CCl4+Krosin grubu. Karaciger. Portal alan (ok), mitoz figiirii (ok bas1),
hepatositlerde vakuolizasyon (yildiz). H-E, x40.
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Sekil 7.46. Karaciger toplam hasar skoru.

Kontrol, krosin ve misir yag1 gruplarina ait ince bagirsak kesitlerinde mukoza diizgiin,
ince uzun villuslar ve villuslarin tabaninda Liberkiihn kriptalar1 igeriyordu (Sekil 7.47-
Sekil 7.48; Sekil 7.50-Sekil 7.51; Sekil 7.53-Sekil 7.54). Villuslarin ylizeyi Goblet
hiicreleri iceren mikrovilluslu tek katli prizmatik epitel ile ortiili olup normal
histolojik goriinimde izlendi (Sekil 7.49; Sekil 7.52; Sekil 7.55). Lamina propria bag
dokusu ile lamina muskularis mukoza ve tunika muskularis diiz kas tabakalar1 normal

histolojik yapida degerlendirildi.

Sekil 7.48. Kontrol grubu. ince bagirsak. Villus (ok), Liberkiihn kriptasi (y1ldiz). H-E,
x20.

55



x40.

x10.

Sekil 7.51. Krosin grubu. ince bagirsak. Villus (ok), Liberkiihn kriptas: (yildiz). H-E,
x20.
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x40.

Sekil 7.53. Misir yag1 grubu. Ince bagirsak. Villus (ok), Liberkiihn kriptasi (y1ldiz). H-
E, x10.

Sekil 7.54. Misir yag1 grubu. Ince bagirsak. Villus (ok), Liberkiihn kriptasi (y1ldiz). H-
E, x20.
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Sekil 7.55. Misir yagi grubu. Ince bagirsak. Villus yiizyinde absorbtif epitel (ok). H-
E, x40.

CCL4 grubuna ait hematoksilen-cosin ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde bazi
alanlarda villuslar ve Liberkiihn kriptalarini icerecek sekilde mukoza dejenerasyonu
goriildii. Dejenerasyon alanlarinda hemoraji, yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
ve fibrozis izlendi. Bazi alanlarda total villus dejenerasyonu ve Liberkiihn kripta hasar1
saptand1. Liberkiihn kripta epitel hiicrelerinde yaygin olarak piknotik-heterokromatik
nukleus yapis1 dikkati ¢ekti. Cok sayida kisa boylu, kiint sekilli villuslar tespit edildi
(Sekil 7.56-Sekil 7.57-Sekil 7.58).

Sekil 7.56. CCl4 grubu. ince bagirsak. Villus dejenerasyonu (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x10.
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Sekil 7.57. CCl4 grubu. Ince bagirsak. Villus dejenerasyonu (ok), Liberkiihn kriptast
hasar1 (y1ldiz). H-E, x20.

Sekil 7.58. CCl4 grubu. Ince bagirsak. Villus dejenerasyonu (ok), Liberkiihn kriptast
dejenerasyonu (yildiz). H-E, x40.

CCL4+KTrosin grubundaki hematoksilen-eosin ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde
villuslar1 apikal bolgelerinde epitel hasari izlendi. Bazi villuslarda subepiteliyal 6deme
bagl epitel tabakasi ayrilmalart saptandi. Liberkithn kriptalari epitel hiicrelerinde
heterokromatik goériiniim hakimdir. Ayrica Liberkiihn kriptalarinda kollaps dikkati
¢ekti. Lamina propria bag dokusu i¢inde orta diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
izlendi (Sekil 7.59-Sekil 7.61).
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H-E, x10.

Sekil 7.60. CCl4+Krosin grubu. ince bagirsak. Villus apikalinde epitel hasart (ok),
Liberkiihn kriptas1 (yildiz). H-E, x20.

Sekil 7.61. CCl4+Krosin grubu. Ince bagirsak. Villus yiizyinde absorbtif epitel (ok),
villuslarda subepiteliyal 6dem (ok bas1). H-E, x40.
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Sekil 7.62. Ince bagirsak toplam hasar skoru.

Kontrol (Sekil 7.63-Sekil 7.65), Krosin (Sekil 7.66-Sekil 7.68) ve misir yagr (Sekil
7.69-Sekil 7.71) gruplarina ait kalin bagirsak kesitlerinde mukoza ylizeyinde ve
bezlerde goblet hiicrelerinden zengin tek katli prizmatik epitel normal histolojik
goriiniimde izlendi. Lamina propria olagan yapida degerlendirildi ve yer mukozada
lenfoid doku topluluklari izlendi. Lamina muskularis mukoza ve tunika muskularis diiz

kas tabakalar1 normal histolojik yapida degerlendirildi.

Sekil 7.63. Kontrol grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x10.

Sekil 7.64. Kontrol grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(yildiz). H-E, x20.
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Sekil 7.65. Kontrol grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x40.

Sekil 7.66. Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
yildiz). H-E, x10.

Sekil 7.67. Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(yildiz). H-E, x20.
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Sekil 7.68. Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x40.

Sekil 7.69. Misir yagi grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x10.

Sekil 7.70. Misir yag1 grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(y1ldiz). H-E, x20.
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Sekil 7.71. Misir yagi grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli (ok), Liberkiihn kriptasi
(yildiz). H-E, x40.

CCL4 grubuna ait hematoksilen-eosin ile boyanan kalin bagirsak kesitlerinde bazi
alanlarda total mukoza dejenerasyon alanlar1 goriildii (Sekil 7.72). Dejenerasyon
alanlarinda yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Bazi alanlarda kalin
bagirsak ylizey bez epitelinde metaplazi, dejenerasyon, epitel hiicrelerinde yassilasma
ve goblet hiicrelerinde azalma dikkati gézlendi (Sekil 7.73). Ayrica lamina propria bag
dokusunda kapillar konjesyon, artmig eozinofil infiltrasyonu, yer yer intraepiteliyal
lenfosit infiltrasyonu ve epitel yiizeyinde lenfosit kiimelenmesi dikkati c¢ekti.
Lberkiihn kriptalarinda kollaps, Goblet hiicre azalmasi ve lamina propriada

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil 7.74).

Sekil 7.72. CCl4 grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli hasari (ok), Liberkiihn kriptasi
dejenerasyonu (yildiz). H-E, x10.
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Sekil 7.73. CCl4 grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli metaplazisi ve goblet hiicresi
kaybr (ok), Liberkiihn kriptalarinda kollaps ve Goblet hiicresi kaybi,
lamina propriada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (yildiz). H-E, x20.

Sekil 7.74. CCl4 grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epiteli metaplazisi ve dejenerasyonu
(ok), lamina propriada eozinofil infiltrasyonu (yildiz). H-E, x40.

CCL4+KTrosin grubundaki hematoksilen-eosin ile boyanan kalin bagirsak kesitlerinde
CCL4 grubunda izlenen dejenerasyon ve hasar bulgularinin biiyiikk oranda geriledigi
ve bir kisminin goriilmedigi saptandi. Kesitlerde kalin bagirsak yiizey epitel
hiicrelerinde yer yer dejenerasyon izlendi ancak bu dejenerasyonun mukozanin yiizeyi
ile sinirlt oldugu dikkati c¢ekti. Mukoza ylizeyine yakin kapillarlarda konjesyon
mevcuttur. Lamina propria bag dokusu ic¢inde, bagirsak bezleri ¢evresinde fokal
alanlar seklinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi. Kalin bagirsak bez yapilari

normal histolojik yapida degerlendirildi (Sekil 7.75- Sekil 7.77).
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Sekil 7.75. CCl4+Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epitelinde lokal metaplazi
alanlar1 (ok), Liberkiihn kriptas1 (y1ldiz). H-E, x10.

Sekil 7.76. CCl4+Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epitelinde dejenerasyon (ok),
Liberkiihn kriptas1 (yildiz). H-E, x20.

Sekil 7.77. CCl4+Krosin grubu. Kalin bagirsak. Yiizey epitelinde dejenerasyon ve
yiizeyel kapillarda konjesyon (ok), Liberkiihn kriptasi (yildiz). H-E, x40.
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Sekil 7.78. Kalin bagirsak toplam hasar skoru.
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CCl4; deneysel karaciger harabiyeti olusturabilen bir hepatotoksikan olarak niikleik
asitler, proteinler, lipidler ve karbonhidratlari hasara ugratabilme kapasitesindedir
[139]. Karaciger CCl4 uygulamasindan en fazla etkilenen organ olup bu maddenin
meydana getirdigi harabiyet derecesine gore bazi karaciger enzimlerinin plazmadaki
diizeyi yiikselir [140-146]. Serum veya plazmadaki amino transferazlar gibi
enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler, karaciger hiicre hasarinin
gostergesi olarak kabul edilir, ALT ve AST enzimlerinin aktivitelerindeki artis mevcut

karaciger hasarin1 yansitmaktadir [14,147].

CCl4’in dokularda hasari, CCl4’tin sitokrom P450 enzimi araciligiyla CCI3- ve
CCI300- serbest radikallerine doniismesi sonrasi baslayan lipid peroksidasyonu ile
gerceklesmektedir [148].

Son yirmibes yildir CCly ile ratlarda yapilan toksisite modellerinde CCls’iin serbest
radikal metabolitleri ile karaciger dokusunda yag dejenerasyonu ve nekrosise sebep
olmustur [149]. Doi vd. 2 ml/kg CCl4’tiin 2 ml zeytinyag igindeki siispansiyonunu
haftada iki kez ratlara uygulamislar ve meydana gelen radikaller lipid
peroksidasyonuna sebep olarak karbonhidrat metabolizmasi bozulmasi ile sirozun
olusumunda 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir [35]. Harvey ve Klaassen,
CCl4’in lipid peroksidasyonuna ve bunun sonucu olarak karaciger harabiyetine yol
actigin1 gostermislerdir [150]. Oksidatif stres ile ortaya cikan reaktif oksijen
radikallerinin meydana getirdigi lipid peroksidasyonu; kanser, karaciger hastaliklar

ve toksik hiicre hasarlarinda meydana gelen patogenezden sorumludur [151,152].

CCl4, karaciger hasar modelini hazirlamak igin hepatotoksin olarak yaygin sekilde

kullanilan bir kimyasaldir. Karaciger koruma 6zelligi olan bitki bazli ilaglar
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aragtirilarak CCl4 gibi zararli maddelerin olusturdugu hasarin en aza indirgenmesi

amaclanmaktadir [153].

CCH4 ile olusturulan karaciger hasarmma serbest radikal {iretiminin yol actifi iyi
bilinmekle birlikte krosin, calismamizda antioksidan aktivitesinden dolay1 potansiyel
bir koruyucu madde olarak se¢ilmistir [154,155]. CCl4 ile meydana getirilen karaciger
hasarinda, serbest radikallerin (CCI3') olusumu gergeklesirken, hiicresel ve organel
membranlarda lipid peroksidasyonundan soz edilmektedir [156]. CCl4'lin aktif bir
metaboliti olan serbest radikaller (CCI3), esas olarak CCl4 ile indiiklenen hepatik
hasar ile iliskilidir ve oksijen ile tepkimeye girerek lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu baglatan CCI300- radikalini olusturabilir ve ¢oklu doymamis yag asidi,
ozellikle fosfolipidlerle iliskili olanlara saldirarak yok etmektedir [157,158]. Bu
durum, hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina ve daha sonra serum ALT ve AST
diizeylerinin belirgin olarak yilikselmesine yol agar. Calismamizda karaciger harabiyeti
olusturmak i¢in CCl4 uyguladigimiz siganlarin karaciger hiicrelerinde harabiyete bagl
olarak plazma ALT ve AST enzim seviyeleri yiiksek gozlenmis ve bu sonug, diger

arastirmacilarin sonuglart ile paralellik gostermektedir [145,159].

Deneysel c¢alismalarda, CCl4’iin bircok organda doku hasarina yol agtigi
gosterilmistir. Simdiye kadar yapilan calismalarda, CCl4 indiiklemesiyle olusan
serbest radikallerin hiicre membranlarindaki lipidlerle etkilesimi ve onlar1 okside
etmesi (lipid peroksidasyonu), karaciger [160] ve bobregin de [161] dahil oldugu
birgok dokuda hiicre proseslerini bozduklari ve lipid peroksidasyonuna sebep olarak
MDA seviyelerini yiikselttikleri ve hiicre hasarlarina sebep olduklari ortaya konmasina
ragmen bagirsak dokusu tizerindeki etkilerine yonelik bilgi neredeyse yok denecek
kadar azdir. Bu yiizden ¢alismamizda CCl4 indiiklemesiyle karaciger dokusunun yani
sira bagirsak dokusunda hangi diizeyde bir hasar olustugunu ve bu hasar {izerine
krosinin koruyucu etkisi incelenmistir. CCI4, karaciger dokusunda; koagiilatif nekroz,
agir fibroz, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, hemoraji, yag dejenerasyonu ve

dejeneratif nodiiller gibi klasik sirozu gosteren bozukluklara neden olmustur [162].
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CCl4’lin dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCl4’iin sitokrom P450 oksijenaz
enzim sistemi tarafindan CCl13- radikali olusmasiyla baslar. Olusan serbest radikalin
oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona girmesiyle reaktivitesi yiiksek bir iirlin olan
CCI300 meydana gelir [163]. Olusan serbest radikallerin protein, lipidlere
baglanmasi ile doku lipid peroksidasyonu, inflamasyon, hepato-toksikasyon ve MDA
birikimi baslar [27]. Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerin meydana
getirdigi lipid peroksidasyonu; kanser, karaciger hastaliklar1 ve toksik hiicre
hasarlarindaki patogenezde etkili oldugu bilinmektedir [151]. CCl4 uygulamasindan
sonra transaminazlar dolasima gecer ve serumda artis meydana gelmesiyle hepatik
harabiyeti enzimatik olarak yansitir. Bu nedenle ¢alismamizda hepatik harabiyetin
ortadan kaldirilmasi i¢in hepatoprotektif 6zelligi olan krosin kullanildi. AST, ALT ve
ALP seviyelerindeki yiikselme karaciger hasarinin belirgin indikatérleridir [164].

Calismamizda, CCL4 uygulamasindan sonra serum AST, ALT ve ALP degerlerinin
istatistiki olarak anlamli bir artisa (p<0.05) sebep oldugu goriilmiistiir. Sebep olarak,
karaciger hiicre membraninda, oksidatif stres ile meydana gelen bozukluktan dolay1
ALT, AST ve ALP gibi enzimlerin dolagima ge¢mesi ve serumdaki seviyelerinin
yiikselmesi diigiiniilmektedir. Bizim c¢aligmamizin sonuglar ile benzerlik gosteren
diger calismalarda da CCl4’1in karaciger harabiyeti olusturmasindan sonra serumda bu
enzimlerin seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistir [165,166]. CCI4 veya diger
hepatotoksikanlar tarafindan meydana getirilen karaciger hasarini azaltmak veya
normal degerlere donmesini saglamak amaciyla hepatoprotektif ilaglar

kullanilmaktadir [167].

Calismamizda krosin uygulamasindan sonra serum AST, ALT ve ALP seviyelerinin
CCl4’e bagh yiikselmelerinin iyilesmesi gozlenmistir. ALT, AST ve ALP
seviyelerindeki azalma krosinin antioksidan ve serbest radikal yok edici 6zelliginden
kaynaklanan karaciger hiicre membran biitiinliigiinii diizeltmesinin bir sonucudur. Bu

durum krosinin hepatoprotektif etkisini agikca ortaya koymaktadir.

Calismamizdaki veriler, Onceki caligmalarla tutarlilik gdsterip bu calismalarda

aragtirmacilar hayvan modellerinde morfin [168] amiodarone [169] patulin [170] ve
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acetaminophen [171] ile hepatotoksisite olusturarak yiikselen AST, ALT ve ALP

seviyelerinin krosin tarafindan 6nemli bir sekilde diistirtildiglinii géstermislerdir.

Serbest radikallerin indiikledigi hasar1 notralize etmek ve korumak amaciyla etkili bir

savunma sistemi i¢eren viicutta i¢ kaynakli antioksidan enzimler bulunmaktadir [172].

CCl4 tarafindan olusturulan doku toksisiteleri, rosemary [173] ve cnestis ferruginea
ekstresi [174] gibi diger dogal bitki iirlinleri tarafindan ortadan kaldirilmistir. Bunlarin
etkilerinde oldugu gibi krosin de CCl4 tarafindan iiretimi artan MDA diizeylerini
dikkat ¢ekici bir sekilde diistirmiistiir. Krosinin bu etkisi kuvvetli antioksidan ve
radikal yok edici etkisinden kaynaklanmaktadir [106]. Paolini ve arkadaslar1 beta
karoten takviyesinin CYP450’nin belirli izoformlarmin (CYP1AL,
CYP3A1,CYP2E1,CYP2B1) aktivitesini uyardigini belirtmislerdir [175].

Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimleri uyarici etkiye sahip diger karotenoidler
canthaxanthin, astaxanthin ve beta apo-8’-carotenal’dir. Diger yandan likopen
CYP2EI1 iizerine invitro olarak inhibe edici etki gosterirki bu enzim belirli
ksenobiyotiklerin karsinojenlere doniistiiriillmesinden sorumludur [176]. Bu ¢aligmada
kullandigimiz krosinin de likopen gibi bir karotenoid oldugu ve CCl4’iin
metabolizmasindan sorumlu olan CYP2EI {izerinde inhibe edici etkiye sahip
olabilecegini diigsiinmekteyiz. Bu yilizden krosinin karaciger ve bagirsak dokularini
koruyucu etkisinin diger bir mekanizmasi, CYP2El ve diger CCl4’iin
biyoaktivasyonunu igeren izoenzim aktivitelerini inhibe etmesi olarak da agiklanabilir
[176]. Boylece CYP2EI enziminin inhibe olmasi CCl4’lin karaciger ve bagirsak
dokularinda reaktif iriinler olan CClz ve CCIz0O~ e doniismesini engelleyerek
oksidatif hasarlanmalari1 engellemis olabilir. Ilave olarak, krosin takviyesinden sonra
doku hasarindaki azalmasinin sebeplerinden birisinin de krosinin CYP2E1 ve diger
izoenzimlerinin aktivitesini inhibe etmesi sonucu CCIl4’iin CCls ve CCI300-’e
doniismesini engellediginden kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

SOD ve CAT; oksidatif stresle iligkili lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksidin
viicuda zararl etkilerine kars1 6nemli role sahiptir [177]. Nonenzimatik antioksidan
olarak, GSH viicudun antioksidan savunma mekanizmasini dengelemede 6nemli rol

iistlenmektedir [178]. Calismamizda karaciger dokusunda bulunan antioksidan
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enzimlerin (SOD ve CAT) aktiviteleri hesaplamalart ile krosinin antioksidan
aktivitesini belirledik. CCl4 uygulamasi sonucu olugan karaciger hasarinin yikilmayici
proseslerini lipid peroksidasyonu ortaya koymaktadir. Ratlarin karacigerinde CCl4
uygulamasi ile ortaya ¢ikan oksidatif stres ile meydana gelen karaciger hasar1 sonucu
GSH ve TAS igerigi azalirken SOD ve CAT aktivitesi ile MDA (lipid peroksidasyonu
son lirlinlerinden biri) ve TOS seviyelerinde yiikselme oldugunu belirledik. Karaciger
dokusundaki SOD ve CAT aktiviteleri ile MDA ve TOS seviyelerindeki yiikselme;
artmis lipid peroksidasyonunun Onciiliik ettigi doku hasarin1 ve artmis serbest radikal
olusumunu engellemede gorevli antioksidan savunma mekanizmasinin zayifladigin
gdstermektedir. Bu sonuglar Gangarapu ve ark.[170], Oztiirk ve ark.[179] ve Ranjbar
ve ark. [180] sonuglari ile uyumlu olup CCl4 uygulamasi karaciger dokusunda, MDA
seviyeleri ile SOD ve CAT aktivitelerinde dikkat ¢eken bir yiikselme ve GSH
igeriklerinde azalmayla sonu¢lanmistir. CCl4 ile olusturulan karaciger toksisitesinin
aracilik ettigi serbest radikal ve oksidatif stresin olusumu, antioksidan enzim
aktivitesinin ve glutatyon igeriginin yok edilmesi veya azalmasi, karaciger dokusunda
MDA artis1 gibi etkiler, yiikselen karaciger enzimlerinin seviyelerini ve karacigerde

meydana gelen hasar1 agiklamaktadir [181,182].

Krosinin antioksidan aktivitesini ortaya koymak i¢in ince ve kalin bagirsak
dokusundan SOD, CAT enzim aktiviteleri ve GSH ve TAS seviyeleri hesaplandi. CCl4
uygulamasi ile olusan doku hasarinin lipid peroksidasyonundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. CCl4 uygulamasindan sonra ince ve kalin bagirsak dokusunda SOD
ve CAT aktiviteleri ile MDA ve TOS seviyeleri dikkat ¢ekici sekilde artis gosterirken,
GSH ve TAS igerikleri diismiistiir. Ince ve kalin bagirsak dokusundaki MDA ve TOS
seviyeleri ile SOD ve CAT aktivitelerindeki artis lipid peroksidasyonundaki artis ve
serbest radikallerin artisina bagli olarak antioksidan savunma mekanizmasinin
azalmasina bagh olarak bagirsak dokularinda hasara sebep olmustur. Bu sonuc¢larimiz
Gangarapu ve ark.; Oztiirk ve ark. ve Ranjbar ve ark. yaptig1 calismalar ile benzerlik
gosterip yapilan bu galismalarda; CCl4 uygulamasi karaciger MDA seviyeleri ile SOD
ve CAT aktivitelerinde artisa GSH seviyeleri ise diisiise sebep olmustur [170,179,180].
Normalde oksidatif stres antioksidan savunma sistemi tarafindan diizenlenir [183].
Daha o6nceden yapilan [184] ve bizim yaptigimiz ¢alismalarda krosin, antioksidan

diizenleyici mekanizmay1 izleyerek koruyucu etkisini ortaya ¢ikarabilir. GSH
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nonenzimatik antioksidan sistemin Onemli kisimlarindan biri olup viicudun
antioksidan savunmasinda aktif rol iistlenmektedir. GSH antioksidan ozelligi ile
serbest radikalleri nétralize edebilir, siilfidril gruplarini stabilize edebilir ve hidrojen
peroksidi indirgeyebilir. Hosseinzadeh ve arkadaslari [105] ratlarin bobreklerinde
iIskemi-reperfiizyon indiiklemesiyle meydana gelen oksidatif hasarin safran ekstresi ve
krosin ile dnemli bir sekilde inhibe ettigini rapor etmislerdir. Ayrica ayni aragtirmacilar
safran ekstresi ve krosinin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 serbest radikallerin
indiiklemesiyle olusan lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerini diisiirdiiklerini
gostemislerdir. Bu calismalar bizim sonuglarimizla uyumluluk gostererek CCl4’e
maruz kalmis ratlarda yiikselen SOD ve CAT’1n dahil oldugu enzimatik antioksidan
aktivitenin ve nonenzimatik antioksidan olan azalmis GSH ve TAS seviyeleri krosin
tedavisi sonrasi normal seviyeye cekilmistir. Enzimatik antioksidanlarin ve MDA
seviyelerindeki azalma ile GSH seviyesindeki yiikselmenin es zamanli olmasi
antioksidan diizenleme mekaznizmalarinin igbirligini ortaya koyar. Ghadrdoost ve ark.
[185] safran ve krosinin hipokampiiste oksidatif markerleri diizenlediklerini ortaya
koymuslardir. Bu aragtirmalar bizim sonuc¢larimizla tutarlilik gostererek calismamizda
CCl4 uygulanan ratlardaki SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi artislar meydana
gelirken krosin uygulamasi enzim aktivitelerinde diismeye neden olmustur. Daha
onceki caligmalarda krosinin karaciger GSH igeriginde artis goriiliirken, yiikselen
MDA seviyelerini ise onemli bir sekilde disiirdiigii ratlarda cisplatin [186]
cyclophosphamide [187] ve diazinon [188] toksisiteleriyle olusturulmus hayvan

modellerinde gdsterilmistir.

CCl4 toksikasyonundan sonra artmis olan SOD ve CAT aktiviteleri ve azalmis olan
GSH ve TAS seviyeleri krosin tedavisinden sonra normal seviyelere geri donmiistiir.
Ayn1 zamanda enzimatik antioksidanlar ile MDA seviyelerindeki diisis GSH
seviyelerindeki artis antioksidan diizenleyici mekanizmalar arasindaki iliskiyi ortaya

koyar.
Calismamizla uyumlu olarak yapilan arastirmalarda, CCl4, ratlarda karaciger hasarina

neden olarak onceki caligmalarla uyumlu sonuglar gosterdi ve karaciger agirliginda

artis1 sagladi; karaciger enzimleri ile karaciger hiicrelerindeki yapisal ve fonksiyonel
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bozukluklarin bir gostergesi olan karaciger enzimleri ve karaciger dokusunun

histolojik bozulmasini igeren toplam bilirubini artirdi [27,182].

Calismamizda biyokimyasal ve histolojik sonuglar birbiriyle uyumludur.
Calismamizda karaciger dokusunda fokal nekroz, apopitoz, inflamasyon, kopriilesme
nekrozu ve fibrozisin dahil oldugu bozukluklar incelendi. CCI4 uygulanan grubun
karaciger parankiminde yaygin kdopriilesme nekrozu ve yaygin iflamasyon alani
gozlemlendi. Kontrol, krosin ve misir yagi uygulanan gruplarda karacigerin normal
goriinimde oldugu goézlemlendi. Parankimal alanlarda yaygin vakoalizasyon ve
apopitotik cisimcikler saptandigi gibi santral ven ve partal alanlar ¢evresinde farkli

derecelerde fibrozis saptandi.

CCl4 uygulamasi sonucu karaciger lipid peroksit diizeylerinde gozlenen yiikselme,
CCl4’iin karacigerde lipid peroksidasyonuna neden oldugunu dogrulayan arastirma
sonuglart ile ayn1 dogrultuda sonuglar elde edilmistir [145]. EK olarak, yine plazma
lipid peroksit seviyelerindeki artis, karaciger hasari sonucu meydana gelen lipid
peroksidasyonunun plazmaya yansidigin1 gosteren diger ¢aligsmalarla da paralellik
gostermektedir [146,142].

Calismamizda ince bagirsak kesitlerinde; villus kiintlesmesi, epitel hasari, villus
hasari, Liberkiihn kripta hasar1 ve inflamasyon ile kalin bagirsak kesitlerinde; goblet
hiicresi azalmasi-kaybi, epitel hasari, mukozal fibrozis, Liberkiihn kripta hasar1 ve
inflamasyon yoniinden incelenmistir. Kontrol, krosin ve misir yag1 gruplarina ait ince
bagirsak kesitlerinde mukoza diizgiin, ince uzun villuslar ve villuslarin tabaninda
Liberkiihn kriptalar1 igeriyordu. Ayrica ince ve kalin bagirsak dokularinda villuslarin
yiizeyi Goblet hiicreleri igeren mikrovilluslu tek kath prizmatik epitel ile ortiilii olup
normal histolojik goriiniimde izlendi. Fakat CCl4 uygulamasiyla birlikte ince bagirsak
mukozasinda yaygin dejenerasyon ve bu alanlarda hemoraji, yogun inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve fibrozis izlendi. Ilave olarak baz1 alanlarda total villus dejenerasyonu
ve Liberkiihn kripta hasar1 saptandi. Liberkiihn kripta epitel hiicrelerinde yaygin olarak
piknotik-heterokromatik nukleus yapisi dikkati ¢ekti. Cok sayida kisa boylu, kiint
sekilli villuslar tespit edildi. Kalin bagirsak dokusunda yine ayni sekilde yaygin

dejenerasyon alanlar1 ve buralarda yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu mevcuttu.
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Bazi alanlarda kalin bagirsak ylizey bez epitelinde metaplazi, epitel hiicrelerinde
yassilasma ve goblet hiicrelerinde azalma dikkati gézlendi. Krosin tedavisinden sonra
ise biyokimyasal parametrelerle uyumlu olacak sekilde belirgin diizelmeler
saptanmustir. Krosin uygulanan ratlarda karaciger histolojik hasar parametrelerinde
belirgin bir iyilesme oldugu goriilmiistiir. Akbari ve arkadaslar1 iskemi-reperfiizyonla
meydana getirdikleri karaciger hasarmin 200 mg/kg dozda 7 giin boyunca krosin
uygulayarak belirgin sekilde diizeldigini gostermislerdir [189]. Son yapilan
caligmalarda safran ve onun aktif igeriklerinin karacigerin de dahil oldugu cesitli
dokularda bir¢ok toksik maddelere karsi koruyucu etki gostermektedir [190]. Sun ve
arkadaglar1 [186] cisplatinin sebep oldugu karaciger hasari tizerine krosinin etkisini
arastirdilar. Cisplatinin neden oldugu hepatik fokal nekrozun krosin ile azaldigim

tespit ettiler.

Literatiir ile uyumlu bir sekilde, bizde biyokimyasal ve histopatolojik metotlar
kullanarak krosin tedavisi ile CCl4 tarafindan karaciger, ince bagirsak ve kalin
bagirsakta olusan hasarin giderildigi gosterdik. Biz CCl4 tarafindan karaciger, ince
bagirsak kalin bagirsakta olusturulan doku hasarlarini krosinin engelledigini ortaya
koyduk ve krosinin hepatoprotektif etkisinin onun sahip oldugu antiinflamatuar ve

antioksidan etkiden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak biz krosinin oksidatif stresi engelleyerek CCl4 tarafindan indiiklenen
karaciger, ince bagirsak, kalin bagirsak hasari tizerine koruyucu etkiye sahip oldugunu
ortaya koyduk. Krosin serbest oksijen radikallerini yok ederek antioksidan etki
gosterir. Bu antioksidan etki sonucunda MDA ve TOS diizeyleri ile AST, ALT, ALP,
SOD ve CAT diizeyleri azalirken, GSH ve TAS, diizeyleri krosin tedavisinden sonra
artmistir. CCl4 tarafindan bagirsak dokusunda olusturulan hasarin krosin tarafindan
tedavi edici etkisi ilk defa ortaya konmustur. Krosinin antioksidan o&zelliginin,
CYP450 enzim sistemindeki CCI4 metabolizmasinda gorevli izoenzimlerin

aktivitesini inhibe ederek ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge Ek A.1. Karaciger dokusu biyokimyasal analizler.

Std.
N M . p
Grup ean Deviation
MDA nmol/g yas Kontrol? 10 561,80 64,36
doku Misir yagla'b 10 482,07 79,92
Krosin® 10 455,60 76,93
e <0,001
CCl4 10 1461,61 413,58
14+Krosi
cc . ST 10 | 91120 | 17017
GSH nmol/g yas Kontrol? 10 1649,29 213,33
doku Misir yagi® 10 1876,85 213,77
H)
Krosin 10 2319,14 270,00 <0.001
CCl42 10 1588,40 192,37
CCl4+Krosi
. ST 10 |183326| 417,60
SOD U/g protein Kontrol?¢ 10 37,54 6,23
Misir yagi*® | 10 43,46 7,22
Krosin® 10 33,65 9,38
: ’ <0,001
CCl4dP 10 56,46 5,45
14+Krosi
cc nd OS11 10 | 4639 4,87
CAT K/g Protein Kontrol? 10 47,98 13,58
Misir yagla'b 10 55,69 13,21
Krosin® 1 47.2 12,04
roswk\) 0 ,29 ,0 <0001
CCl4 10 67,32 3,93
CCldrkrostl 10 | 61,08 5,66
n 1]
TAS (mmol/L) Kontrol 6 2,41 11
Misir yagi 6 2,37 15
Krosin 6 2,49 21
’ : 0,378
CCl4 6 2,31 17
N ;
CCI4nKr03| 5 245 15
TOS (umol/L) Kontrol® 6 11,25 1,14
Misir yagi? 6 10,92 ,66
Krosin? 6 10,14 92
: ’ 0,003
CCl42b 6 16,47 424
14+Krosi
cc . st 6 12,87 1,06
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Cizelge Ek A.2. Incebagirsak dokusu biyokimyasal analizler.

Std.
Grup N Mean Deviation P
MDA nmol/g yas Kontrol? 10 481,40 53,88
doku Misir yagi® 10 472,69 45,18
Krosin® 1 423,11
rosw:J 0 3, 59,68 <0,001
CCl4 10 695,12 98,42
i :
CCMnCKrOS' 10 | 57846 | 48,46
GSH nmol/g yas Kontrol®¢ 10 728,18 124,04
doku Misir yagi*® | 10 844,84 134,99
Krosin® 10 |1008,93 | 200,58 <0001
CCl4° 10 632,03 90,71
CClarkrostl 15 | 70125 | 7501
n il
SOD U/g protein Kontrol? 10 394,86 63,50
Misir yag1*© 10 400,34 96,02
Krosin®c 10 | 329,84 | 8899 <0,001
CCl4be 10 513,73 93,64
14+Krosi
cc - 1 10 | 44276 | 60,36
CAT K/g Protein Kontrol? 10 36,23 5,55
Misir yagi? 10 33,71 6,84
Krosin® 10 17,22 4,21 <0,001
CCl4¢ 10 55,34 14,67
CCl4+Krosi
. OSH 10 | 3596 8,68
TAS (mmol/L) Kontrol®P 6 1,70 30
Misir yagi*? 6 1,84 37
Krosin® 6 2,26 28 <0,001
CCl4¢ 6 0,82 A7
CCI4:IC<r03| 5 130 59
n 1]
TOS (umol/L) Kontrol? 6 6,76 1,76
Misir yagi? 6 7,76 1,19
Krosin? 6 5,61 2,23 <0,001
CCl4® 6 10,60 1,25
CCl4+Krosi
. R 7,04 1,53
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Cizelge Ek A.3. Kalinbagirsak dokusu biyokimyasal analizleri.

Std.
Grup N Mean Deviation P
MDA nmol/g yas Kontrol?® 10 374,20 58,15
doku Misir yagi*© 10 423,78 79,64
Krosin® 1 221
rosw:J 0 338,69 ,13 <0001
CCl4 10 592,62 101,81
n ;
CCMnCKrOS' 10 | 42512 | 6320
GSH nmol/g yas | Kontrol®? 10 530,75 18,08
doku Misir yagi® 10 547,41 15,76
Krosin® 10 598,05 30,53
’ ’ <0,001
CCl4P 10 518,57 22,09
14+Krosi
cc . 11 10 | 54549 | 12,98
SOD U/g protein | Kontrol*® 10 285,04 56,84
Misir yagi® 10 252,01 71,47
Krosin? 10 240,43 49,70
s 0,003
CCl4 10 340,91 39,81
CCl+krosl | 1y | 27806 | 59,35
n 4]
CAT K/g Protein Kontrol? 10 26,42 2,13
Misir yagi® 10 35,85 6,05
Thab
Krosin 10 34,38 5,86 <0,001
CCl4° 10 49,05 11,71
n ;
CCMnCKrOS' 10 | 4517 7.44
TAS (mmol/L) Kontrol? 6 2,54 43
Misir yagla'b 6 2,95 25
Krosin® 6 3,42 27
’ ’ 0,004
CCl42 6 2,69 52
CCI4:Ib<r03| 5 305 29
n 1]
TOS (umol/L) Kontrol? 6 5,50 1,71
Misir yagi® 6 6,33 1,87
Krosin? 6 419 1,56
: : <0,001
CCl4® 6 12,51 492 '
N ;
CCI4naKr03| 6 711 167
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Cizelge Ek A.4. Serum biyokimyasal analizler.

Std.
Grup N Mean Deviation P
AST(U/L| Kontrol? 10 102,30 14,31
) Misir yagi? 10 107,80 32,88
Krosin¢ 1 1 2.4
rosmb 0 361,00 332,43 0,001
CCl4 10 | 145310 | 586,04
o
CCMnCKrOS' 10 | 62750 | 38377
ALT Kontrol® 10 90,00 80,47
(U/L) | Musir yagi® 10 77,20 31,69
Krosin? 10 53,30 7,96
: ’ <0,001
CCl4P 10 1575,70 596,21
14+Krosi
cc . U1 10 | 54530 | 254,67
ALP Kontrol?® 10 414,60 95,22
(U/L) | Masir yag® 10 357,90 108,39
Krosin? 10 361,40 99,78
rosw; <0,001
CCl4 10 948.90 192,38
14+Krosi
cc e SV 90 | 71340 | 277,74
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Cizelge Ek A.5. Karaciger hasar skoru.

Total

hasa
r
skor

u

Vakuolizasyo
n

Fibrozi

Portal
inflamasyo
n

Kopriilesm
e nekrozu

Fokal
inflamasyo
n

Apopto
z

Fokal
nekro
z

17
14
15
15
14
15
14
15
16
10

Grup

Kontrol

10

Misir Yagi

10

Krosin

10

CCL4

10

CCL4+Krosi

10
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Cizelge Ek A.6. Incebagirsak hasar skoru.

Total hasar

skoru

inflamasyom

Liberkiihn kripta

hasari

Villus

hasari

Epitel

hasari

Villus
kiintlesmesi

10
11
10
11

10

10

Grup
Kontrol

10

Misir Yagi

10

Krosin

10

CCL4

10

CCl4+Krosin

10
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Cizelge Ek A.7. Kalinbagirsak hasar skoru.

Total

hasar
skoru

inflamasyom

Liberkiihn
kripta hasar

Mukozal
fibrozis

Epitel
hasar

Goblet hiicresi
azalmasi-kaybi

10

10
10

Grup

Kontrol

10

Misir Yagi

10

Krosin

10

CCL4

10

CCl4+Krosin

10
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Cizelge Ek A.8. Toplam hasar skoru.

N Median Minimu | Maximu 0
Grup m m
Karaciger | Kontrol? 10 0 0 0
Misir yagi® 10 0 0 0
Krosin® 10 0 0 0
<0,001
CCl4P 10 15 10 17
CCI4+CKr03| 9 5 4 -
n
Ince Kontrol? 10 0 0 1
Bagirsak | Misir yagi® 10 0 0 1
Krosin? 10 0 0 1
<0,001
cCl4® 10 10 8 11
N :
CCl4 cKr03| 10 4 3 6
n
Kalin Kontrol? 10 0 0 1
Bagirsak | Misir yagi® 10 0 0 1
Krosin® 10 0 0 1
<0,001
CCl4P 10 8 7 10
14+Krosi
CcC . rosi 10 4 3 5

Kontrol = misir yagi = Krosin < CCI4 + Krosin < CCI4

(Kruskal Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili karsilastirma yontemi)
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EK ACIKLAMALAR B.

ETIK KURULU KARARI
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