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OZET

Glifosat Toksisitesinde Gallik Asit’in Karacigerdeki Koruyucu

Etkinliginin Incelenmesi
Aras. Gorevlisi Adi Soyadi: Dr. Mahsum BARCIN
Danisman: Prof. Dr. Burak Veli ULGER
Anabilim Dali: Genel Cerrahi Anabilim Dal1

Giris ve Amac: Glifosat (GLP) diinya g¢apinda en yaygin kullanilan
herbisitlerden bir tanesidir. Memelilerde hepatotoksisite gibi dnemli toksik
etkiler yarattigi daha Once yapilan g¢alismalarda kanitlanmistir. Dogal bir
antioksidan olan Gallik asit (GA) ise meyvelerde, sebzelerde, yesil cayda,
kahvede ve sumakta bulunan dogal bir polifenolik bilesiktir. Planladigimiz bu
calismada dogal bir antioksidan olan Gallik asitin hepatotoksitede koruyucu

etkinliginin olup olmayacagini incelemeyi amagladik.

Materyal ve Metod: Calismamizda 8-10 haftalik, 28 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar 7°li gruplar halinde 4 grup olarak ayrildi. Grup 1:
Kontrol grubu, Grup 2: GLP grubu, Grup 3: GA grubu, Grup 4: GLP + GA

grubu olarak belirlendi.

Bulgular: immunohistokimyasal degerlendirmede Bcl-2 ve IL-6 sitokinlerinin
GLP grubunda pozitif ekspresyonlar gosterdi. GLP+GA grubunda inflamasyon
yolaklarin1 baskiladig izlendi.

TAS degerinin GLP grubunda en diisiik, GLP grubu ile GLP+GA grubu
arasinda anlamli bir diisiikliik oldugu izlendi. En yiiksek TAS degeri GLP+GA
grubunda goriildii. TOS degerinde ise en ylksek GLP grubunda izlendi. GLP
grubu ile GLP+GA grubu arasinda anlaml bir yiikseklik oldugu goruldi. MDA
diizeylerine bakildiginda GLP grubunda en yiiksekken, GLP+GA grubunda
daha diistik izlendi.



AST dlzeyi en yuksek GLP grubunda gorulirken, GLP+GA grubuyla
aralarinda anlamli fark oldugu ve GLP+GA grubunda daha diisiik oldugu
izlendi. Indirek bilirubin degerinin en yiiksek GLP grubunda oldugu ve GLP ile
GA uygulandiginda distigi gorildi. Direk bilirubin, ALT ve albimin

degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi.

Sonug: Glifosat sican karacigerinde histopatolojik, immiinolojik ve
biyokimyasal parametreleri olumsuz yonde etkilerken, Glifosat ile Gallik asit
birlikte uygulandiginda bu parametrelerin biiyiik bir kisminda olumlu yonde

iyilesme izlendi.

Anahtar Kelimeler: Glifosat, Gallik asit, Hepatotoksite, Oksidatif stres



ABSTRACT

Investigation of the Protective Activity of Gallic Acid on the Liver in

Glyphosate Toxicity

Introduction and purpose: Glyphosate (GLP) is one of the most widely used
herbicides worldwide. It has been proven in previous studies that it creates
significant toxic effects such as hepatotoxicity in mammals. Gallic acid (GA), a
natural antioxidant, is a natural polyphenolic compound found in fruits,
vegetables, green tea, coffee and sumac. In this study, we aimed to examine
whether gallic acid, a natural antioxidant, would have a protective effect on

hepatotoxicity.

Material and Method: In our study, 28 male Wistar Albino rats, aged 8-10
weeks, were used. The rats were divided into 4 groups of 7. Group 1: Control
group, Group 2: GLP group, Group 3: GA group, Group 4: GLP + GA group.

Results: Immunohistochemical evaluation showed positive expressions of Bcl-
2 and IL-6 cytokines in the GLP group. It was observed that it suppressed
inflammation pathways in the GLP+GA group.

It was observed that the TAS value was lowest in the GLP group, and there was
a significant decrease between the GLP group and the GLP+GA group. The
highest TAS value was seen in the GLP+GA group. The highest TOS value was
observed in the GLP group. A significant increase was observed between the
GLP group and the GLP+GA group. Considering MDA levels, they were
highest in the GLP group and lower in the GLP+GA group.

While the AST level was highest in the GLP group, it was observed that there
was a significant difference between them and the GLP + GA group and was
lower in the GLP + GA group. It was observed that the indirect bilirubin value
was highest in the GLP group and decreased when GLP and GA were applied.
No significant difference was observed between the groups in direct bilirubin,

ALT and albumin values.



Conclusion: While glyphosate negatively affected the histopathological,
immunological and biochemical parameters in rat liver, a positive improvement
was observed in most of these parameters when glyphosate and gallic acid were

applied together.

Keywords: Glyphosate, Gallic acid, Hepatotoxicity, Oxidative stress



1. GIRIS VE AMAC

Herbisitler tarimda sik¢a kullanilan ve kullanimi sonucu bitkilerde,
toprakta, suda ve gida irilinlerinde kalintilarina siklikla rastlanilan bdcek
oldiiriicti ajanlardir (1,2). Glifosat (GLP) (N-(fosfonometil) ise diinya ¢apinda
en yaygin kullanilan herbisitlerden bir tanesidir (3). Glifosat 1990 yilindan
bugiine kadar ekinlerin koruyuculugunu arttirmasi ile bilinen ve ayn1 zamanda
olgunlagsma siirecinde de olumlu etki eden genis spektrumlu herbisit olarak
kullanilmaktadir (4-6). Uzun yillardir tarimdaki kullaniminin artmasiyla birlikte
insan saglig1 {izerindeki olumsuz sonuglar1 da ortaya ¢ikmistir (7). Gilfosatin
tarimda yaygin kullanimi sadece ¢iftciler i¢cin bir tehdit olusturmazken, ayn

zamanda toplum i¢inde biiyiik tehlikeler yaratmaktadir (8-11).

Glifosat aromatik 6zellikte olup, amino asit sentezini inhibe eder (4-6).
Memelilerde hepatotoksisite, nefrotoksisite, norotoksisite ve Ureme sistemi
toksisitesi gibi 6nemli toksik etkiler yarattigi daha dnce yapilan ¢alismalarda
kanitlanmistir (8-11). Ayrica hemanjiyokarsinomlar, timoérler ve malign
lenfomalar, bobrek ve karaciger adenomlari, miyotik bozukluklara da sebep
oldugu bilinmektedir (12). Glifosatin memelilerde ve hayvanlarda hiicre ve
organ bozukluklari, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal etkilere neden
oldugu da disiiniilmektedir (13). Glifosat kullaniminin dokularda serbest
oksijen radikallerinin olusumuna neden oldugu gosterilmistir (14). Ayrica
tarimsal bir ilag olan glifosatin endotoksikasyona ve bu durumun da
inflamasyona neden oldugu bildirilmistir (15-18). Endotoksin maruziyetinin
TNF-a, Interlokin-1, Interlokin-6 ve Interlokin-8 benzeri ¢esitli sitokinlerin
salinmasina sebep oldugu ve akut inflamatuar yanitlara yol a¢tig1 gosterilmistir
(18-21). Oksidatif hasarin nemli bir gostergesi olan Malondialdehit (MDA)
glifosat entoksikasyonuna bagli gelisen oksidatif stresin diizeyini belirlemek
icin kullanilmaktadir (22). Glifosat maruziyetinden sonra olusabilecek
apoptozisi gostermek amaciyla Bax, P53, Caspaz-3 ve Bcl-2 gibi proapoptotik
markerlar kullanilmaktadir (23).



Gallik asit (3,4,5- trihidroksi benzoik asit) (GA), polifenolik bilesikler
iceren bitkilerden elde edilir. Meyvelerde, sebzelerde, yesil ¢ayda, kahvede ve
sumakta bulunan dogal bir polifenolik bilesikler arasinda yer alarak yaygin
kullanim alanina sahiptir (24,25). GA, yiyecek sanayisinde katki maddesi
olarakta kullanilmaktadir (26,27).

Gallik asidin biyolojik aktivitesi, oksidatif stresin baglamasini ve
dolayistyla lipid peroksidasyonunu engellemesi yeteneginden
kaynaklanmaktadir (28). Gallik asidin antiviral, antifungal, antimikrobiyal,
antikanser, antiinflamatuar, antioksidan, antimutajenik ve antiapoptotik
Ozellikler gibi Onemli bir¢ok farmakolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir (26.27). Ayrica yapilan ¢alismalarda Gallik asitin timor
anjiyogenezini baskilayarak tiimor gelisiminin farkli evrelerindeki kolon
kanseri ve mide kanseri benzeri kanser tiirlerine olumlu etkileri oldugu

gosterilmistir (29-31).

Planladigimiz bu c¢aligmada Gallik asitin karaciger toksisitesinde
koruyucu etkinliginin olup olmayacagini incelemeyi amagladik. Bu amagla
histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemelere bagvurduk. Ayrica alinan
kan drneklerinden serum Molandialdehit (MDA), Interlokin-6 (IL-6), Total
Oksidan dizeyleri (TOS) ve Total Antioksidan duzeylerini (TAS) ELISA kitler
kullanarak degerlendirdik. Biyokimyasal degerlendirmelerde ise ALT, AST,
Direkt Bilirubin, Indirekt Bilirubin, Total Bilirubin ve Albumin diizeylerini

arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Embriyolojisi
Vucudumuzun en biiyiik organi olan karaciger, doudenumun distal
endodermal c¢ikintis1 olarak erken fetal gelisim donemlerinde ve gebeligin
ticlinci haftasinda hepatik divertikiil seklinde meydana gelmektedir (32).
Hepatik divertikul perikard ile yolk salk arasina uyan alanda bulunan septum

transversum olarak isimlendirilen mezoderm plagini penetre etmektedir (33).

Safra kanallarinin olusmasi, hepatik divertikiil ve duodenum arasindaki
baglantinin daralmasiyla olusur (34). Karaciger kordonlarinin, karaciger
parankimine doniistlikten sonrasi, safra kanallarmin i¢ yiiziini olusturur.

Hematopoetik hicreler septum transversumdan gelisen diger yapilardir (35,36).

Septum transversuma yerlesen hepatik hicrelerden sonra, karin
boslugunda kaudale dogru organlar gelisir. Membrandz yapi olan septum
transversum, omentum minus ve falciform ligamentini meydana getirir. Bu

yapilar birlikte ventral mezogastriumu meydana getirir (37).

Karaciger, yenidoganlarda ortalama olarak 120 gram agirligindadir.
Yetiskinlik doneminde dogumdaki agirliginin 12 katina denk gelmektedir (36).
On ikinci haftadan sonra safra yollar1 gelisir ve safra sentezi baslar. Sentezlenen
safra duodenuma drene olur (38). Uclincii trimesterda azalan hematopoietik
aktivite, dogumla birlikte birka¢ hematopoietik hiicre adasiyla sinirlt kalir (38-
41).

2.2. Karaciger Histolojisi
Tunica fibrosa hepatis, karacigerin etrafin1 sarar ve karaciger igine
girerek karacigeri lobiillere ayirir devaminda Glisson kapsiliunii olusturur.
Karaciger dokusu, lobullerinin altigen yapisindan dolayi, uzunlamasina

kesitlerde poligonal olarak goéralur (41,42).

Cap1 ve yiiksekligi yaklasik 2 milimetre olan her lobilun birbirleriyle

temas ettigi yerde, bag dokusundan olusan ve Glisson ti¢ggeni ad1 verilen sahalar



bulunur. Portal alan altigen sekilli lobiiliin koselerinde bulunur. Portal pentat, a.
hepatica proprianin dali, v. porta hepatisin dali, safra kanali, lenf ve sinirini
iceren besli yapiya denir (43). Portal alandaki siniizoidler, hiicre kordonlari
arasindaki mesafeyi doldurur. Buradaki sinuzoidler v. centralis ile vv.
interlobulares arasindaki lobuluslar igerisinde ilerleyerek birlestirir. Kupffer ve
endotel hiicreleri retikuloendotelial sistemin elemanlar1 olup siniizoidlerin ig
duvar yapisinda bulunur. Disse araligi, kollajen fibrilleri ve hiicre dis1 matriksi
barindiran alan olup, sinuzoid endoteli ve hepatosit membrani arasindaki

mesafeye denir ve genisligi yaklasik 0,3- 0,5 um’dur (44-47).

2.3. Karaciger Anatomisi
Karaciger, yaklasik 1.2-1.6 kilogram agirliginda solid bir organidir.
Karacigerin alt hizasi iz diisiimii Sag kostal sinira denk gelir. Karacigerin apikal
yuzeyini diyafragma sarar. Karaciger, posterior kisimda ise inferior vena
kavanin Uzerinde yer alir. Karaciger sag lobunun buyik bir ¢ogunluguyla sol

lob, gogiis kafesinin igerisinde yerlesir ve Glisson kapsiiliiyle ¢evrelenir (48,49).

Periton karaciger yiizeyini kaplay1ip, hepatik arka yiiz, safra kesesi yatagi
ve porta hepatisin disindaki alanlar1 sararak olusturdugu katlantilarla karacigeri
asan ligamentleri olusturur. Lateral sinirlarda yer alan sol ile sag triangular
ligamentler de koroner ligament olarak adlandirilan diyafragmatik peritoneal
katlantiyla meydana gelir. Karaciger 6nde diyafragmadan karin duvar: boyunca
umblikusa uzanan falsiform ligamentini olusturur. Ligamentum Rotundum
umblikustan baglayip umblikal fissiire dogru falciform ligamentinin altindan
seyreder. Umblikal fissur karacigerin sol alt yiizeyine denk gelir ve sol portal
pedikili barmdirir. Ligamentum venozum ise Karacigerin sol posterior yuziinde
yer alip sol portal venden inferior vena kavaya dogru uzanan bir fissiir iginde
bulunur. Bu ligamentler, karacigeri karin iginde sabitlemektedir (Sekil 1 ve
Sekil 2). Epipliok foramen (Foramen Winslowi) porta hepatisin saginda yer alip
omentum minusa agilan bosluktur. Foramen Winslowi’nin 6nemi, pringle
manevrasi ile karacigerin kan akiminin kontrol altina alinmasini saglamasidir

(48,49).



Sag triangeler
ligamsent

Sol trianguler
ligament

Falsiform
hgament

ligament
(Ligamentum teres)

Sekil 1 Karacigeri asan ligamentler

Foramen
Winslow

Sekil 2 Hepatogastrik ve hepatoduodenal ligamentler (49).

2000 yilinda yapilan Brisbane toplantisinda  Uluslararasi
Hepatopankreatobiliyer Birligi esliginde evrensel terminoloji amaciyla
hazirlanan Oneri kabul edildi. Bu terminoloiji sisteminde vaskiiler ve biliyer
anatomiye dayali ayrimlar yer almaktadir (50). Fonksiyonel karaciger anatomisi

portal tirad akima gore beslenen 8 adet segmentten meydana gelmektedir.



1957'de Couinaud, Goldsmith ve Woodburne tarafindan tanimlanan sol
karaciger ve sag karaciger terimleri, karaciger sag lob ve karaciger sol lob
terimleri yerine kullanilmistir (49). Cantle cizgisi, safra kesesi yatagindan ve
vena kavanin soluna dogru 6n ve arka olarak uzanan hayali ¢izgidir. Bu ¢izgi ile

sol ve sag karaciger ayrimi yapilir (49).

Sag karaciger, segment VI ve VII (posterior sektor), segment V ve VI
(anterior sektor) olarak sag hepatik venden gecen hat ile iki ayr1 sektore bolunur
(Sekil 3) (49). Umblikal fissurun icinden sol hepatik arter, portal ven ve hepatik
ductus gecer. Bu hat ile karaciger sol lobu anterior ve posterior olarak 2 sektore
ayrir (48,49)

Kaudat lob olan segment I’in safra akimi ve vaskiler beslenmesi sag ve
sol pedikdllerden olur. Kaudat lobun vendz doniisu ise direkt inferior vena

kavaya olmaktadir (49).

Sag Karaciger sol Karaciger

inferior Vena Kava ~— Orta (Middle) Hepatik Ven

—
Sag Hepatik Ven 1—__ / Sol Hepatik Ven
Sese. 7
- . /
)

Vil

Vil

Portal ven

vi
__— Ortak (common)

hepatik arter

" Ortak (common)

safra kanal

1 L
Sag Posterior Sag Anterior sol Medial sol Lateral
Sektdr Sektor Sektor Sektor

Sekil 3 Karacigerin segmentleri (48)

Karacigere gelen kan akiminin biiyiik ¢ogunlugu vena porta (% 75), %
hepatik arterden (%25) gelir (48). Hepatik arter ¢ogunlukla trunkus ¢olyakustan
dallanir (Sekil 4) ve ¢esitli varyasyonlar olabilmektedir. SMA’dan da kdken
dallanabilmektedir (51).

Pankreas st sinirindan ana hepatik arter ilerler ve gastroduodenal arter

dalin1 verir. Devaminda karacigere giden distalina ise arteria hepatika propria
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denir. Arteria hepatika propriadan da gogunlukla sag gastrik arter ayrilir (48,51).
Sag hepatik arterden de %95 oraninda sistik arter ¢ikar ve buradan safra kesesine
gelir (51).

Hepatik arteriyel anatomi %25-45 oraninda varyasyon gosterir (Sekil 5
ve Tablo 1). Aksesuar hepatik arterler, klasik beslenmeye ilave olarak karaciger
bélumlerine ek arteriyel beslenme saglamaktadir (51).

Safra kesesi, Safra Siiperior Sag gastro-
fund kanah pankreatiko-  epiploik arter
duodenal

arter
Sekil 4 Hepatik arter anatomisi (48).

Replace sol hepatik arter: %10-20 Replace proper hepatik arter: %4
hepatik arter: %10-15 Sol gastrik arter
Siiperior mezenterik arter Siperior mezenterik arter

veya aorta

Sekil 5 Hepatik arter varyasyonlari (49).
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Hiatt ve arkadaslari, karaciger nakil vericilerinin olusan 1000 olguluk

calismalarinda, karaciger arteriyel anatomisini 6 tip olarak tanimlamiglardir

(Tablo 1) (52).

Tip Arteriyel Anatomi Sikhg

1 Klasik anatomi % 55-76
2 Aberran sol hepatik arter % 10-20
3 Aberran sag hepatik arter % 10-15
4 Hem sag hem sol aberran arterler % 2

5 Replace ortak hepatik arter % 1.5-4
6 Aortadan ayrilan ortak hepatik arter veya diger | % 0.2-0.5

Tablo 1 Hepatik arter anatomi ¢esitleri ve siklig1 (52,53)

Portal ven sistem, karacigerin oksijenizasyonun yaklasik %50 ile

%70'ini saglamaktadir. Portal vendz sistemde valv sistemi yoktur. Bu nedenle

diisiik basingta yliksek akim olusmaktadir ve portal ven basinci sistem boyunca

herhangi bir noktada 6lctlebilmektedir (49).

Saglikl1 bireylerde portal ven basincinin normal degeri 3-5 mmHg’dir.

Bu basincin artmasi durumunda gastrik ve 6zefageal varisler olusabilmekte ve

6lumcil edici kanamalara neden olabilmektedir (48).

Portal ven, SMV ile splenik venin birlesimden olusur. Koroner ven de

portal vene ya da splenik vene bazen de ikisinin birlesim yerine de drene
olabilmektedir (Sekil 6 ve 7).
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Inferior mezenterik
ven

Stiperior mezenterik ven

Sekil 6 Portal venin anatomisi (45).

T 5ol penad vesin
werrhdeal pargen

Sekil 7 Portal venin dallanmasi (45).

Karaciger, sag, sol ve orta hepatik venler olmak Uzere (¢ ana venden
olusur. Bu venler, oblik seyrederek suprahepatik olarak inferior vena kavaya
dokulur. Karaciger inferiorunda da tipki kaudat lob gibi direkt inferior vena

kavaya drene olan hepatik venler yer alir (48). Karacigerin lenfatik drenajinin
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%80’lik buyik kismi portal olmak {iizere, ylzeyel ve sublobar lenfatikler

araciligtyla olmaktadir (51).

Genel olarak karacigerin mikroanatomik tarifi lobller model Uzerinden
yapilmaktadir (Sekil 8). Karaciger lobilleri yaklasik 1-2 mm genisliginde,
hekzagonal yapida olup cevresi portal triad ile sinirli, medilalinde de hepatik

venin ug dali yer alir (52,54)

Sekil 8 Hepatik zonlar ve mikroanatomi (54).

Karaciger enzimlerinin serum diizeyi karacigerin hasar durumunu,
fonksiyonu ve sentez durumunu hakkinda bilgi verebilir (Tablo 2). Karaciger
fonksiyon testleri hepatoselliiler hasar hakkinda fikir verir. Sentez fonksiyonu

gOsteren ise albiimin ve protrombin zamanidir (48).
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Karaciger hastahklarinda laboratuar degerlendirme

Test Kategorisi Kan Olciimii

Hepatosit buitiinliigi Sitozolik hepatoseliiler enzimler
Serum aspartat aminotransferaz (AST)
Serum alanin aminotransferaz (ALT)
Serum laktat dehidrojenaz (LDH)

Biliver salg: fonksiyonu Safrada normalde salgilanan maddeler

Serum bilirubin
Total: konjuge ve unkonjuge
Direkt: sadece konjuge

Idrar bilirubini
Serum safra asitleri
Plazma membran enzimleri (safra kanalikiil
hasarinda)

Serum alkalin fosfataz (ALP)

Serum gama-glutamil transpeptidaz(GGT)

Hepatosit fonksiyonu

Kana salgilanan proteinler

Serum albiimin

Protrombin zamani (PT)

Parsivel tromboplastin zamani1 (PTT)
Hepatosit metabolizmasi

Serum amonyak

Aminopirin solunum testi (hepatik
demetilasyon)

Tablo 2 Karaciger hastaliklarinda laboratuvar parametreleri (52).

Sigan karacigerleri multilobdile olup ve dort ana lobdan meydana gelir.

Sican karacigerleri de portal akima gore isimlendirilir (Sekil 9) ve cesitli
vaskdler varyasyonlar icermektedir. Ancak siganlarda safra kesesi yoktur (55).

Sekil 9 Sicanlarda karaciger anatomisi (55).
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3. MATERYAL ve METOD

Etik Kurul Onaminin Alinmasi
Etik kurul onami, Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanligi’'nin (DUHADEK) 28/04/2022 tarihli toplantisinda kararlastirilan
2022/10 protokol numarasi onaylanmistir.
Calismanin deneysel béliimii Dicle Universitesi Sabahattin Payzin Arastirma
Merkezi’nden (DUSAM) temin edilen siganlar iizerinde gergeklestirilmistir.
Proje Destegi
Dicle Universitesi Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatdrliigii’nce (DUBAP) (TIP.22.026) desteklenmistir.

3.1.Glifosat Dozunun Belirlenmesi ve Temini
Calismada kullanilacak olan Glifosat (CAS numarasi 1071- 83-6, saflik>
%99.5) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Glifosat grubuna 50 mg/kg/giin
dozdan 15 giin boyunca distile su icerisinde i.p. olarak verilmistir (56). Deneyde
kullanilan Glifosat dozu Diinya Saglik Orgiitii’ne gore (50 mg/kg) LDso ‘nin
1/5’ine den gelmektedir (57).

3.2.Gallik Asit Dozunun Belirlenmesi ve Temini
Calismada kullanilacak olan Gallik asit (CAS Number: 149-91-7)
Sigma-Aldrich'ten satin alindi. Gallik asit 15 giin siireyle 100 mg/kg/giin dozda
gavaj yardimiyla peroral (p.o.) olarak verildi (58,59).

3.3.Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Her grupta 7 rat olan, toplam 28 rattan olusan 4 farkli grup olusturuldu.
Calismamizda DUSAM’ dan temin edilen ve 320-400 gram agirhginda 8-10
haftalik 28 tane Wistar Albino cinsi ve cinsiyeti erkek olan siganlar kullanildi.
Siganlar 22+2 °C’de, %60 nemli ortamda 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlikta
normal beslenme ile kisitlama yapilmaksizin beslendi.

Sulari, cam biberonlarda celik kaplarda ¢cesme suyu olarak, yemler ise
celik kapta verildi. Gruplar; kontrol grubu, Gallik asit grubu, Glifosat grubu ve
Gallik asit+Glifosat grubu olarak dort gruba ayrildi.
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Grup | (n=7): Kontrol grubu olup, 15 giin boyunca herhangi bir islem

uygulanmadi.

Grup Il (n=7): Glifosat grubu olup, 15 giin, giinde bir kez 50 mg/kg’dan
intraperitoneal (i.p.) Glifosat distile suda ¢oziinerek giinliik taze hazirlanarak

verildi.

Grup 11 (n=7): Gallik asit grubu olup, 15 gun, gunde bir kez 100
mg/kg’dan gavajla oral (p.o.) olarak Gallik asit distile suda ¢ozlinerek giinliik

taze hazirlanarak verildi.

Grup IV (n=7): Glifosat + Gallik asit grubu olup, 15 giin, gunde bir kez
es zamanli olarak, Glifosat 50 mg/kg’dan i.p. ve Gallik asit ise 100 mg/kg’dan

gavajla p.o. verildi.

Deney bitiminde 10 mg/kg dozunda Xylazine ve 90 mg/kg dozunda
Ketamin ve i.p. yapilarak genel anestezi altinda, kalpten kan alinip
ekzanguinasyon ile ratlar sakrifiye edildi. Kan ornekleri serum kisimlarina
ayrildiktan sonra EDTA’l1 tiiplere konularak, 10 dakika 3000 rpm hizda
santriftj edildi. Serum kisimlar1 iki ayr1 ependorf tiplne konuldu. Tuplerden
birinden ELISA kitler ¢alistirilarak Malondialdehit (MDA), Interlokin- 6 (IL-
6), Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAS) ve Toplam Oksidan Kapasitesi (TOS)
seviyelerine bakildi. Ikinci ependorf tiipiinden ise Indirek Bilurubin (I.
Bilurubin), Direk Bilurubin (D. Bilurubin), Total Bilurubin (T. Bilurubin)
Aspartat aminotransferaz, Alanin aminotransferaz ve Albumin dizeylerine
bakildi. Biyokimyasal incelemelerin tamami Dicle Universitesi Tip
Fakdltesi’nde bulunan Merkez Biyokimya Laboratuvarinda ¢alisildi. Cikarilan
karaciger dokular1 ise immiinohistokimyasal ve histopatolojik degerlendirme
incelemeler igin formaldehit (%10 tamponlanmis) igerisinde Histoloji/

Embriyololoji laboratuvarina gonderildi.

3.4 Histopatolojik incelemeler
Deney bitiminde alinan karaciger dokulari %210‘luk Formaldehit

icerisinde fikse edildi, 12 saat ¢esme suyunda yikandi. Sonrasinda dokular
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dehidrasyon igin artan alkol serilerinden gegirilip parafin bloklara konuldu. Elde
edilen parafin bloklardan rotary mikrotommla 5 mikronluk kesitler alindi ve
doku histopatolojisini incelemek amaciyla Hematoksilen & Eozin boyasi ile
dokularda olusan bazal membran kalinliklart ve suda ¢oziinmeyen
polisakkaritleri belirlemek icin PAS boyama protokolleri uygulandi.
Histopatolojik incelemeler Isik mikroskobu altinda yapildi. Histopatolojik takip
asamalar1 Tablo-3’te agiklandi (Tablo-3).

islem siras1 Uygulanan islem Uygulanan siire

1 %70 ‘lik Alkol 120 dk
2 %30 ‘lik Alkol 90 dk
3 %396 ‘lik Alkol T 30 dk
4 %396 ‘lik Alkol I1 30 dk
S %100 “lik Alkol I 30 dk
6 %100 ‘lik Alkol II 30 dk
7 Xylene | 25 dk
8 Xylene Il 25 dk
9 Yumusak parafint+ Xylene 45 dk
10 Yumusak parafin 60 dk
11 Yumusak parafin + Sert parafin 90 dk
12 Sert Parafin 180 dk
13 Bloklara GGmme

Tablo 3 Histolojik takibinin agamalari
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Rutin histolojik takiplerin ardindan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler,
pozitif sarjli lamlara konularak boyama 6ncesi 1 saat 58°C’deki etiivde parafin
depolimerizasyonu olusturuldu. Olusan karaciger dokusu hasar skorlamasi i¢in

Camargo ve arkadaslarinin tanimladigi skala kullanildi (60).

3.4.1.Hematoksilen&Eozin Boyama Protokolu
Kesitler 5 um kalinliginda olup H&E ile boyandi. Bu boyama islemi
Tablo-4’te detayli olarak siraland.

Islem Uygulanan islem Uygulanan
1rasi ure
1 Xylene | 30 dk
2 Xylene 11 30 dk
3 %100’1lik Alkol I 5 dk
4 %100’lik Alkol IT 5dk
5 %96’1lik Alkol 5dk
6 %90’lik Alkol 5dk
7 %380’lik Alkol 5dk
8 %70’lik Alkol 5 dk
9 Distile su 7 dk
10 Harris Hematoksilen 6 dk
solusyonu

11 Cesme suyu 5dk
12 %1 alkolik Eozin 3dk
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13 %70’lik Alkol 1dk
14 %80’lik Alkol 1dk
15 %9011k Alkol 1dk
16 %9611k Alkol 1dk
17 %100’lik Alkol I 1dk
18 %100’lik Alkol IT 1dk
19 Xylene | 30 dk
20 Xylene 11 30 dk
21 Entellan ile kapatma -

Tablo 4 Hematoksilen & Eozin boyama isleminin asamalari

3.4.2.Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokol
Kalinligr 5 um olan kesitler Periyodik Asit Schiff (Bio Optica) kit

prosediirii takip edilerek boyandi. Boyama islemi Tablo-5’te detayli olarak

siraland.

Islem sirasi

Uygulanan islem

Uygulanan stire

1 Xylene | 30 dk
2 Xylene Il 30 dk
3 %100’lik Alkol I 5dk
4 %100’lik Alkol IT 5dk
5 %96’ 11k Alkol 5dk
6 %9011k Alkol 5dk
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7 %80’lik Alkol 5dk
8 %70’lik Alkol 5dk
9 Distile su 7 dk
10 A solusyonu 10 dk
11 Distile su -

12 B soliisyonu 20 dk
13 Distile su -

14 C soluisyonu 2 dk
15 D soliisyonu 2 dk
16 Distile su »

17 E solusyonu 3dk
18 Cesme suyu 5dk
19 %70’lik Alkol 1dk
20 %380’lik Alkol 1dk
21 %90’lik Alkol 1dk
22 %96’lik Alkol 1dk
23 %100’lik Alkol I 1dk
24 %100’lik Alkol IT 1dk
25 Xylene | 30 dk
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26 Xylene Il 30 dk

27 Entellan ile kapatma -

Tablo 5 Periyodik Asit Schiff boyama isleminin asamalari.

3.5.immunohistokimyasal incelemeler

Deney bitiminde alinan karaciger dokular1 Formaldehit (%10°luk) iginde
fikse edildi. Daha sonra 12 saat ¢esme suyunda yikandiktan sonra artan alkol
serilerinden gecirilip parafin bloklara konuldu. Bloklardan rotary mikrotomla 5
mikronluk (um) kesitler alindiktan sonra, immunohistokimyasal degisiklikleri
incelemek amaciyla inflamasyon belirteci olan 11-6 ve apoptozis gostergesi olan
Bcl-2 primer antikorlar1 ile boyandi. Rutin histolojik doku takibi sonrasinda
Xylene’de 2x30 dakika boyunca deparafinize edildi. Ardindan azalan alkol
serilerinin her birinde 5 dakika bekletilip distile suya kadar getirildi. Daha sonra
kesitler, antijen retrevial islemi i¢in EDTA soliisyonuna alindi. Ardindan
mikrodalga firinda 3x6 dakika boyunca isitildi. Devaminda mikrodalga firindan
c¢ikarilan kesitler 15 dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Yikama islemi,
Tamponlanmig fosfat salin (PBS) ¢ozeltisi igerisinde 3x5 dakika
gerceklestirildi. Daha sonra hidrofobik kalemle kesitlerdeki dokular ¢izilip bara
dizildi. Metanol ile hazirlanmis hidrojen peroksit (%3’ liik) kesitlerin tzerine
damlatilarak 20 dakika boyunca endojen peroksit blokaji gergeklestirildi ve
tekrar PBS’de 3x5 dakika yikandi. Bu Kesitlere Ultra V Block soliisyonunda
(Thermo) damlatilarak 7 dakika boyunca inkiibe edildi. Devaminda Blocking
soliisyonu kesitlerden uzaklastirildi. 1/250 oraninda diliie (Antibody diluent)
edilen 6rnekler yikama igleminden gegcirilmedi. Primer antikor IL-6 ve Bcl-2
(Santa Cruz) ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Sonraki giin
kesitler oda sicakliginda (28 °C) bir saat ek inkiibasyona birakildi. Ardindan
kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandi. Anti rabbit sekonder antikorla kesitler
(Thermo) 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Sekonder antikordan alinan kesitler
PBS ile 3x5 dakika boyunca yikandi. Kesitler streptavidin peroksidaz (Thermo)
yardimiyla oda 1sisinda 30 dakika slireyle enzimi baglamak icin inkiibasyona
birakildi. Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu yapildi. Ardindan PBS ile 3x5
dakika boyunca yikandi. Daha sonra kesitler 3,3'diaminobenzidine (DAB)
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kromojen (Thermo) ile reaksiyona birakildi. Reaksiyonun ve spesifik
tutunumun  gozlendigi  mikroskobik incelemede kesitler PBS’e alinarak
reaksiyon islemi sonlandirildi. Son olarak 40 saniye boyunca Gill Hematoksilen
ile zit boyama islemi yapildi. Cesme suyunda yikama islemi 5 dakika
yapildiktan sonra artan alkol serilerinden gecirildi. Xylene’de 2x30 dakika
bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

3.6.Biyokimyasal Analizler

3.6.1.Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Calismamizda butln gruplardaki ratlardan alinan kan (ventz) ornekleri
EDTA’l1 tiiplere konuldu. 3000/dk devirde 10 dakika siresince +4°C’de
santrifij yapildi. Calisma zamanina kadar Plazma 6rnekleri -80°C’de bekletildi.
Kitler ve serum 6rnekleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. TAS pumol/L
diizeyi Rel Assay Diagnostic Turkiye kitiyle inceleme yapildi. TAS’in 0lgu
birimi pumol/L (mikromolar/litre) olarak belirlendi ve okuma cihaz1 (Beckman
Coulter marka AU5800 model) kullanildi. Tam otomatik metod olan ve

gelistirilmesi Erel tarafindan yapilan metod kullanild1 (61).

3.6.2.Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Calismamizda butln gruplardaki ratlardan alinan kan (ventz) ornekleri
EDTA’11 tiiplere konuldu. 3000/dk devirde 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
yapildi. Caligma zamanina kadar Plazma 6rnekleri -80°C’de bekletildi. Kitler ve
serum Ornekleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. TOS miktarlart Rel
Assay Diagnostic Turkiye kitiyle incelendi. TOS’un 6lgli birimi mmol/L
(milimolar/litre) olarak belirlendi ve okuma cihazi (Beckman Coulter marka
AU5800 model) kullanildi. Tam otomatik metod olan ve gelistirilmesi Erel

tarafindan yapilan metod kullanildi (62).

3.6.3.Kan Serum Malondialdehit (MDA) ve Interlokin-6 (11-6)
Degerlerinin Olgiilmesi

Calismada ratlardan alinan kan o6rnekleri MDA ve 11-6 analizleri igin
biyokimya tupiine konuldu. Alinan kanlar oda sicakliginda 30 dakika
bekletildikten sonra, 5 dakika 5000 x g/devirde santrifiij edilip plazmalari
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ayristirildi. Rat serum 6rnekleri -80 °C derecede, calisma giiniine kadar saklandh.
MDA duzeyi Olgimleri igin Bostonchem marka (Cat: BLS-8612Ra), II-6
olcimleri icin ise yine Bostonchem marka (Cat: BLS-1158Ra) test Kitleri
kullanildi. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) yo6ntemiyle

Ol¢iimleri yapilarak sonuglar pumol/l olarak ifade edildi.

3.7.Serum biyokimyasal degerlerin dl¢iilmesi Testleri
Serum Albumin (BioSystems,) Direkt bilirubin (BioSystems), Total
bilirubin (BioSystems), Indirek bilirubin (BioSystems), AST (BioSystems,
Aspartate Aminotransferase) ve ALT (BioSystems, Alanine Aminotransferase)

degerleri spektrofotometre ile dl¢iildii.

3.8.istatistiksel Analiz
Istatistigimizi SPSS for Windows version 20 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
programint  kullanarak yaptik. Verilerimizi  Shapiro Wilk testiyle
degerlendirdik. Sonuca gore kriter olarak basiklik (kurtosis) ve carpiklik
(skewness) sonuglarmin -1,5 ve +1,5 arasinda olmasi ve Shapiro-Wilk testinin
p>0,05 olmasi normal dagilim olarak kabul ettik. Dagilimi1 normal olmayan
verilere ise Kruskal Wallis-H testi uyguladik. Anlamli sonuglanan degiskenler
arasindaki farkliliklarin tespiti amaciyla Mann Whitney-U testini kullanildi.

Cikan degerin p<0.05 olmasi anlamli olarak kabul edildi.

24



4. BULGULAR

4.1.Histopatolojik incelemeler
Istk mikroskobu altinda tiim gruplardaki sicanlardan alinan karaciger
dokular1 incelendiginde olugan hasarin skorlanmasi sonucu Kruskal Wallis- H

testi istatistiksel olarak anlamli degerlendirildi.
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Sekil 10 Karaciger dokularinda olusan hasarin istatistiksel analizi

sonucu olusan ortalamalarin grafigi.

Gruplar arasi karsilastirmada 1se Mann Whitney- U testi kullanildi. Bu
testin sonuglarina gore (Sekil 10); en yiiksek hasar skorlamast GLP grubunda
olusurken, GLP+GA grubu arasinda ise anlamli bir iyilesme oldugu izlendi
(p<0.05). Kontrol grubuyla GA grubu karsilastirildiginda ise olusan hasar

skorlamasi arasinda anlamli fark gorilmedi (Tablo-6, p>0.05).
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Gruplar Karaciger Dokusu Hasari

Kontrol 0.00+0.00
GLP 3.00+0.57
GA 0.14+0.37
GLP+GA 1.57+0.53

Tablo 6 Gruplar arasi karaciger hasar1 ortalamasi alinan gruplarin

Ortalama+Standart sapmalari.

Dokularin 151k mikroskobu altindaki incelemelerinde ise H&E boyamasi
sonucu kontrol grubu ve GA grubunun karaciger dokular1 normal goriiniimde
izlendi (Sekil 11, 12). GLP grubunun karaciger dokularinda ise hemoraji,
sinlizidal dizilimin bozulmasi ve karaciger dokusunun biitiinliiglinde
dejenerasyonlarin meydana geldigi goriildi (Sekil 13). GLP+GA grubuna
bakildiginda ise meydana gelen bozulmalarin diizeldigi fakat tamamen saglikli
gorlinlime kavugmadigi izlendi (Sekil 14). GLP ile es zamanli GA uygulanmasi

karaciger dokusunda olusan histopatolojik degisikliklere olumlu etki etmisi.

Sekil 11 Kontrol grubunda karaciger dokusunun 1sik mikroskobu
altindaki goruntist (H&E, Bar 50 pum).
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Sekil 12 GA grubunda karaciger dokusunun 1g1k mikroskobu altindaki
goruntust (H&E, Bar 50 um).

Sekil 13 GLP grubunda karaciger dokusunun 1s1k mikroskobu altindaki

gorintlst. Hepatositlerde dejenerasyon, vena sentraliste dejenerasyon,

hemoraji, 1s1nsal dizilimin bozulmasi ve konjesyon olusmasi (H&E, Bar 50 pum).
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Sekil 14 GLP+GA grubunda karaciger dokusunun i1sik mikroskobu
altindaki goriintiisii. Konjesyonda azalma, daha diizgiin 1smnsal dizilim ve

belirgin hepatosit hiicreleri (H&E, Bar 50 um).

Karaciger dokularmin yine 151tk mikroskobik incelemelerinde PAS
boyanmas1 sonucu glikojen yogunluklari karsilastirildiginda GLP grubunun
hepatositlerinde bu yogunlugun belirgin sekilde azaldigi (Sekil 15), fakat
GLP+GA grubunda ise arttig1 izlendi (Sekil 16). GLP ile GA verilmesi karaciger
dokularinda olusan hasarin histopatolojik olarak azalmasina sebep oldugu
gorildi. Kontrol grubuyla GA grubunun hepatositlerindeki glikojen yogunlugu

ise normal gortiniimde izlendi (Sekil 17,18).

Sekil 15 GLP grubunda karaciger dokusunun 1s1k mikroskobu altindaki
gorintlsi. Hepatositlerde PAS pozitif (+) reaksiyonunda azalma (PAS, Bar: 50

pm)
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Sekil 16 GLP+GA grubunda karaciger dokusunun 1sik mikroskobu
altindaki goriintiisii. GLP grubuna kiyasla daha fazla PAS pozitif (+)
reaksiyonlar (Bar: 50 um, PAS)

Sekil 17 Kontrol grubunda karaciger dokusunun 1sik mikroskobu
altindaki goriintisu. Hepatosit hiicrelerinde PAS pozitif (+) (Bar: 50 um, PAS)
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Sekil 18 GA grubunda karaciger dokusunun 151k mikroskobu altindaki
gorintlsi. Hepatosit hiicrelerinde PAS pozitif (+) (Bar: 50 um, PAS)

4.2.immunohistokimyasal incelemeler

Isik mikroskobu altinda karaciger dokular: incelendiginde; proapoptotik
protein olan Bcl-2 reaksiyonlarinin kontrol grubunda (Sekil 19) oldukc¢a hafif
diizeyde ekspresyon verdigi izlenirken, benzer bulgular GA grubunda (Sekil 20)
da goriildii. GLP grubunda (Sekil 21) ise Bel-2 ekspresyonlart diger gruplara
kiyasla daha yogun izlendi. GLP+GA grubunu (Sekil 22) inceledigimizde ise
GLP grubuna kiyasla daha hafif diizeyde Bcl-2 pozitif ekspresyonlarin oldugu,
GLP+GA grubunda GA’ya bagl pozitif diizeyde azaldigi izlendi.

Sekil 19 Kontrol grubundaki karaciger dokularinda olduk¢a hafif
dizeyde Bcl-2 pozitif ekspresyonlar. Bcl-2 immunohistokimya boyama.

Hematoksilen zit boyama islemi. (Bar: 50 pm.)

30



Sekil 20 GA grubuna ait karaciger dokularinda olduk¢a hafif diizeyde
Bcl-2 pozitif ekspresyonlar. Bcl-2 immunohistokimya boyama. Hematoksilen

zit boyama iglemi. (Bar: 50 um.)
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Sekil 21 GLP grubuna ait karaciger dokularinda Bcl-2 pozitif
ekspresyonlar. Bcl-2 immunohistokimya boyama. Hematoksilen zit boyama.
(Bar: 50 um.)
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Sekil 22 GLP+GA grubuna ait karaciger dokularinda GLP grubuna
kiyasla belirgin dlzeyde daha hafif Bcl-2 pozitif ekspresyonlar. Bcl-2

immunohistokimya boyama. Hematoksilen zit boyama. (Bar: 50 um.)

II-6 imminreaktivite ekspresyonlarina bakildiginda ise; hepatosit
sitoplazmalarinda ve vena centralisin etrafinda GLP grubunun yogun
ekspresyon gosterdigi gortildii (Sekil 23). GLP+GA grubunda ise ekspresyonlar
daha az goriildii (Sekil 24). Kontrol grubu (Sekil 25) ile GA (Sekil 26) grubunda

ise ekspresyon yogunluklar1 benzer sekilde hafif diizeyde izlendi.

Sekil 23 GLP grubuna ait karaciger dokularinda I1-6 pozitif
ekspresyonlar. Boyama islemi: 1l-6 immunohistokimya. Hematoksilen, zit
boyama islemi (Bar: 50 um.)

32



Sekil 24 GLP+GA grubuna ait karaciger dokularinda GLP grubuna
kiyasla belirgin diizeyde daha hafif 11-6 pozitif ekspresyonlar. Boyama islemi:
11-6 immunohistokimya. Hematoksilen, zit boyama islemi. (Bar: 50 um.)

Sekil 25 Kontrol grubuna ait karaciger dokularinda oldukca hafif
dizeyde 11-6 pozitif ekspresyonlar. Boyama islemi: IL-6 immunohistokimya.

Hematoksilen, zit boyama iglemi. (Bar: 50 um.)
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Sekil 26 GA grubuna ait karaciger dokularinda oldukga hafif diizeyde I1-
6 pozitif ekspresyonlar. Boyama islemi: IL-6 immunohistokimya.

Hematoksilen, zit boyama iglemi. (Bar: 50 um.)

4.3.Biyokimyasal Analizler

4.3.1.Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Biitiin ¢aligma gruplarinin TAS degerlerine bakildiginda en yiiksek TAS
degerinin GA grubunda oldugu izlendi (Tablo 7). Gruplar arasi yapilan
karsilagtirmada ise gruplarin TAS dlzeyleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli fark olmadig1 goriildii (p>0.05) (Sekil 27).
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Sekil 27 Serum TAS degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

4.3.2. Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Biitiin ¢aligma gruplarinin TOS degerlerine bakildiginda en diisiik TOS
degerinin GA grubunda oldugu izlendi (Tablo 7). Bununla birlikte en yiiksek
TOS degeri ise GLP grubunda goriildii. Gruplar aras1 kiyaslamada ise GLP
grubuyla ve diger calisma gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu goruldu
(p<0.05) (Sekil 28). GLP ile GA uygulandiginda serum TOS degerini anlamli
sekilde diisiirdiigii goriildii.

1400,00

1300,00-]

1200,00]

TOS

1100,00]

1000,00

T T T T
KONTROL GLIFOSAT GALLIK ASIT GLF+GA
GRUPLAR

Sekil 28 Serum TOS degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

4.3.3.Kan Serum Malondialdehit (MDA) Degerlerinin Ol¢iilmesi

Bir diger oksidatif stres belirteci olan MDA diizeylerine baktigimizda;
Glifosat grubunun serum MDA diizeyi ortalamasi en yiiksek olarak izlenirken,
en diisiik ortalamaya ise kontrol grubunun sahip oldugu goriildii (Tablo 7).
Gallik asit grubuyla Kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorilmedi (p>0.05). GLP grubu ile GLP+GA grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu izlendi. GLP+GA grubunun serum MDA dizeyinin GLP
grubundan daha diistik oldugu izlendi (p<0.05) (Sekil 29).
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Sekil 29 Serum MDA degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

4.3.4.Kan Serum Interlokin-6 (11-6) Degerlerinin Olciilmesi

Inflamasyon belirteglerinden biri olan 11-6 degerlerine serum diizeyinde
de baktigimizda; yine en yiiksek inflamasyonun GLP grubunda oldugu izlendi
(Tablo 7). Kontrol grubu ile GA grubu arasinda da istatistiksel agidan anlaml
fark izlenmezken, ortalamalarinin birbirine oldukc¢a yakin oldugu gorildii
(p>0.05). GLP grubu ile GLP+GA grubu kiyaslandiginda ise serum I1-6
degerlerinde anlamli fark oldugu goruldi (p<0.05). GLP ile es zamanli GA

uygulanmasi I1-6 degerlerine olumlu etki etmistir (Sekil 30).

36



35,00
32,50
30,00 _

27 504 ‘

25 00

IL.6

T 1 T T
KONTROL GLIFOSAT GALLIK ASIT GLF+GA
GRUPLAR

Sekil 30 Serum I1I-6 degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

Gruplar MDA 11-6 TAS TOS

26.76%1.0 1.80+0.43 1104.17+59.55
Kontrol 317.93+198.91 ;
31.64+2.4 1.81+0.46 1283.54+50.66
GLP 1488.03+616.37 A
26.86+1.0 2.05+0.39 1071.60+73.00
GA 382.90+304.69 .
27.22+1.5 1.92+0.50 1146.40+48.93
GLP+GA 609.09+333.18 A

Tablo 7 Gruplar arasi ortalamasi alinan serum MDA, 11-6 (normal

degeri: <8 pg/ml), TAS ve TOS degerlerinin Ortalama+Standart sapmalari.
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4.3.5.Serum biyokimyasal degerlerin olciilmesi Testleri
Biitiin calisma gruplarinin serum Albiimin, Direkt bilirubin, Total

bilirubin, Indirek bilirubin, AST ve ALT degerleri degerlendirildi.

ALT degerlerini inceledigimizde; Gruplar arasi yapilan kiyaslamada
ALT degerlerdei istatistiksel agidan anlamli fark olmadigi gozlendi (p>0.05).
Gruplarin ortalamalar1 alindiginda ise en yliksek degerin GLP grubunda oldugu,
fakat diger gruplar ile karsilastirildiginda anlamli bir yiikseklik olmadigi
goriildi (Tablo 3) (Sekil 31).
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Sekil 31 ALT degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

AST degerlerine baktigimizda; en yiiksek AST degerinin GLP grubunda
oldugu ve GLP+GA grubunun ise AST degerinde diisiis oldugu izlendi (Tablo
8). GLP grubunu diger calisma gruplarn ile kiyasladigimizda gruplar arasinda
anlamli fark oldugu izlendi (p<0.05). GLP ile GA uygulandiginda karaciger
enzimlerinden olan AST degerini olumlu yonde etkilemisti. Buna ragmen

kontrol grubu ile GLP+GA grublari arasinda anlaml fark oldugu izlenirken
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(p<0.05), GA grubu ile GLP+GA grublar1 arasinda anlamli fark izlenmedi
(p>0.05) (Sekil 32).
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Sekil 32 AST degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan
ortalamalarinin grafigi

Gruplar aras1 yapilan karsilagtirmada; Indirek bilirubin ortalamasi en
yiikksek GLP grubunda izlendi (Tablo 8). GLP+GA grubunun i. Bilirubin
ortalamas1 GLP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml diistikliikte izlendi
(p<0.05). Kontrol grubu, GA grubu ve GLP+GA gruplarmm I. Bilirubin
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (p>0.05)
(Sekil 33).

Direk bilirubinler ise benzer sekilde en yliksek GLP grubunda izlenirken,
gruplar arasi yapilan karsilastirmada GLP grubu ile GLP+GA grublari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0.05). Gruplarin ortalama D.

bilirubinleri Tablo 8’te detayli olarak verildi (Tablo 8) (Sekil 34).

Indirek bilirubin ile Direk bilirubin toplamlar1 sonucu elde edilen Total
bilirubin ortalamasi verilerle uyumlu olarak en yiiksek GLP grubunda izlendi

(Tablo 8). Gruplar arasi karsilastirmada ise GLP grubu ile diger gruplar arasinda
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anlamli fark oldugu, calismamizda uygulanan GLP’nin biitiin gruplarin T.

bilirubin  miktarlarma  olumsuz  etki  ettigi = gorildi  (p<0.05).
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Sekil 33 Indirek bilirubin degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi
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Sekil 34 Direk bilirubin degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi
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Serum Albumin degerlerini inceledigimizde ise; Albumin degerlerinin

Kruskal Wallis-H testi anlamli olmadigindan gruplar arasi karsilatirma

yapilmadi (p>0.05). Biitiin gruplarin Albumin degerlerinin ortalamalar1 Tablo 8

ve Sekil 35°te detayh sekilde agiklandi.
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34 00—

33,00

32,00

31,00

30,00

29,00

28,00

;

:

T
KOMTROL

L
GLIFOSAT

T .
GALLIK ASIT

GRUPLAR

T
GLF+GA

Sekil 35 Albumin degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi

Gruplar  AST ALT LBilurubin  D.Bilurubin, T.Bilurubin Albumin

Kontrol | 127.71#25.66 46.57+5.96 0.07+0.03  0.010.00  0.09+0.03  30.980.59
GLP 265.00+836.79  46.71+2.91  0.120.01  0.030.00  0.15£0.01  30.27+1.07
GA 147.14+33.42  40.28+5.15  0.07£0.011  0.010.00  0.08+0.01  30.57=1.66
GLP+GA | 178.71£11.88  40.42+5.02 0.09%0.01  0.02%0.00  0.11£0.01  29.650.88

Tablo 8 Gruplar aras1 ortalamasi bakilan serum AST (U/L), ALT (U/L), Indirek
Bilirubin (mg/dl), Direk Bilirubin (mg/dl), Total Bilirubin (mg/dl) ve Albumin

(mg/dl) degerlerinin Ortalama+Standart sapmalari.
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5. TARTISMA

Glifosat (GLP), yabani ot kontrolii i¢in tarimda kullanilan genis
spektrumlu aktiviteye sahiptir. Genis kullanimi nedeniyle GLP bitkilerde,
toprakta, suda, havada, hayvanlarda ve insanlarda yaygin olarak bulunur
(63,64).

GLP, Alman Federal Risk Degerlendirme Enstitiisii tarafindan tanimlanan
kabul edilebilir giinliik alimin altindaki konsantrasyonlarda bile karacigerde

hasara neden olabilir (5,65).

Astiz ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada glifosat gibi pestisitlerin
karaciger ve beyin hiicrelerinde toksik oldugu belirtilmistir. Glifosatin DNA
hasarina yol agtig1, apoptoz veya nekroza yol actigi belirtilmistir. Ayni
zamanda oksidatif stresi artirttig1 da belirtilmistir (66).

Beuret ve arkadaslarinin yaptig1 calismada karacigerde glifosata maruz
kalma ve metabolizma, agirt malonaldehit (MDA) tiretimine ve reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) artmis {iretimi yoluyla oksidatif strese yol agabilir. Asirt
ROS, lipitlerin, proteinlerin veya DNA'nin oksidatif hasar1 yoluyla hiicresel
biitlinliigii tehlikeye atabilir ve gelisim, farklilasma ve yaglanma i¢in kritik

olan gen fonksiyonlarinin diizenlenmesinde degisiklik yapabilir (67).

Hao ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada HepG2 hiicreleri insan karaciger
dokusu toksisitesinin arastirilmasi i¢in uygun bir in vitro model olarak
secilmis. Glifosat benzeri herbisit Roundup’un beyan edilen aktif bileseninin
(GLP), HepG2 hucreleri tzerinde énemli bir toksik etkiye sahip olmadigini,
ancak ana formiillerinin giiclii toksik etki olusturdugunu gosterdi. GLP
formiilasyonunun HepG?2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi, formiilantlarin
eklenmesiyle giiclendirildi; bu da formiilantlarin, beyan edilen aktif icerikten
ziyade GLP formiilasyonunun sitotoksik etkisine katkida bulundugunu ortaya

koymus (68).
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Endirlik ve arkadaslarinin yaptigi Glifosat bazli herbisitin karaciger
hlcresi Uzerindeki toksisitesinin antioksidan olan alfa-lipoik asidin ve
vitamin-E’nin koruyucu etkinliginin arastirilmasi c¢alismasinda glifosatin
Bax/Bcl-2 oraninda artisa sebep oldugu goriildii. Vitamin E ve Alfa-lipoik
asitn toksisiteyi azalttigi goriildi. Bu iki maddenin de anti-apoptotik etkileri
biiylik olasilikla antioksidan ozelliklerinden ve oksidatif stres temizleme

0zelliklerinden kaynaklanmaktadir (69).

Sanjay ve arkadaslarinin wistar tiirii ratlarda yaptig1 calismada izoniazid ve
rifampisinle Gallik asidin kullanilmasi, tek basina antitiiberkiiloz tedavisine
kiyasla karaciger fonksiyon enzimlerindeki artisi, hepatik nekrozu ve

inflamasyonu hafiflettigini gézlemlediler (70).

Karimi ve arkadaglarmin yaptig1 calismada Fluoksetin verilen ratlarda
karaciger toksisitesinde gallik asidin koruyucu etkinli§i incelenmis.
Fluoksetin kullanim1 Alt, Ast ve MDA ylkselmesine sebep olmakta. Gallik

asid kullanimui ile bu degerlerin azaldig1 gézlenmis (71).

Ojeaburu ve Oriakhi’nin wistar tiirii ratlar lizerinde yaptigr c¢aligmada
karbontetraklor kaynakli karaciger hasarinda gallik asidin hepatik enzimler
tizerindeki hepatoprotektif potansiyeli arastirilmis. Karbontetraklor’un
hepatotoksik etkisinde Gallik asidin ALP, GGT, ALT ve AST Uzerinde
anlamli olarak azalttig1 izlendi. Yine ayni ¢aligmada artan bilirubin, IL-6,
MDA seviyesinin gallik asid ile azaldig1, azalan albumin degerlerinin de artt1g1

izlenmistir (72).

Yapmis oldugumuz bu deneysel calismanin histopatolojik,
immunohistokimyasal, toplam antioksidan ve oksidan diizeyi, Malondialdehit
seviyesi, IL-6’nin serum diizeyi, AST, ALT, Albumin, Indirek bilirubin, direk

bilirubin, total bilirubin diizeylerine baktigimizda;

Histopatolojik olarak degerlendirdigimizde Glifosat alimina bagh
karaciger dokularinda hemoraji, siniizoidal dizilimde bozulma ve karaciger

doku biitiinliigiiniin 151k mikroskobu altindaki goriiniimiinde dejenerasyonlarin
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gelistigi izlendi. Immunohistokimyasal degerlendirmede ise Bcl-2 ve 1l-6
benzeri inflamatuar sitokinlerin yine GLP grubunda pozitif ekspresyonlar
gosterdigi izlendi. Bu bulgular dogrultusunda GLP+GA uygulanan grubun ise
hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal degerlendirmesinde
inflamasyon yolaklarini baskiladigi izlendi. GLP ile GA uygulanmasi karaciger
dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak daha az hasarin

olusmasina neden olmustu.

Serum total oksidan ve antioksidan dizeyleriyle oksidatif stres
parametrelerini degerlendirdigimizde ise; en diisik TAS degerinin GLP
grubunda oldugu, GLP grubu ile GLP+GA grubu ile aralarinda anlamli bir
diistikliik oldugu izlendi. En yiiksek TAS degeri ise GLP+GA grubunda
goriildii. TOS degeri arasinda ise toplam oksidan diizeyinin en yuksek GLP
grubunda oldugu izlendi. Bununla birlikte GLP grubu ile GLP+GA grubu
arasinda ise anlamh bir dusiiklik oldugu goriildii. GLP ile GA uygulanmasi
serum TOS degerlerini diisiirmiistii. Oksidatif stres belirteci olan MDA
diizeylerine bakildiginda ise yine GLP grubunun MDA diizeyi en yliksekken,
GLP+GA grubunun MDA diizeyi daha diisiik olarak goriildii.

Serum IL-6 diizeylerini kiyasladigimizda GLP grubu ile GLP+GA grubu
arasinda immunohistokimyasal degisikliklere paralel olarak serum IL-6

degerlerinde de olumlu bir diisiis izlendi.

Karaciger enzimlerinden olan AST ve ALT degerlerinde ise ALT kan
diizeyleri arasinda gruplar arasi1 anlamli fark olmadigi izlendi. AST duzeylerine
baktigimizda ise GLP ile GA uygulanmasi AST degerlerini olumlu yonde
etkilemisti. Yine en yiliksek degerin GLP grubunda oldugu goriiliirken,
GLP+GA grubuyla aralarinda anlamli fark oldugu ve GLP+GA grubunun AST

degerinin daha diisiik oldugu izlendi.

Calismamizda Indirek bilirubin, Direk bilirubin ve Total bilirubin
degerlerine baktigimizda; Indirek bilirubinin ¢alisma ile uyumlu sekilde en
yiiksek GLP grubunda oldugu ve GLP ile GA uygulandiginda bu degeri olumlu

sekilde diisiirdiigii goriildii. Fakat Direk bilirubin degerleri arasinda anlamli bir
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fark izlenmedi. Total bilirubin degerleri ise indirek bilirubin degerlerinden

olumlu yonde etkilenmisti.

Son olarak Albiimin diizeyleri arastirildiginda ise; uygulamis oldugumuz

doz ve siirenin gruplar arasinda anlamli olarak bir fark olusturmadig: gorulda.
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6. SONUC:

Glifosat nedenli hepatotoksisite iizerine Gallik asidin koruyucu etkinligini
inceledigimiz ¢alismamizda numunelerimizi biyokimyasal (AST, ALT, T.BiL.,
D.BIL., I.BiL., ALBUMIN), histolojik (H&E, PAS), immiinohistokimyasal
(IL-6, BCL-2) olarak inceledik. Oksidatif stresi de gostermek amaciyla TAS ve
TOS degerlerini calistik, ek olarak MDA duzeyinide galisarak c¢alismamizi
guclendirdik.

Sonu¢ olarak uygulamis oldugumuz GLP sigan karacigerinde
histopatolojik, immunolojik ve biyokimyasal parametreleri olumsuz yonde
etkilerken, GLP ile GA uygulandiginda bu parametrelerin biiylik bir kisminda

olumlu yonde iyilesme izlendi.
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