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ONSOZ

Diinya Saglik Orgiitiiniin paylastig1 verilere gore kanser diinya capinda 6nde gelen
bir 6liim nedenidir. 2020 yilinda kanser sebebiyle yaklagik 10 milyon insanin yasamini
yitirdigi ve gerceklesen alti 6limden birinin kanserden kaynaklandigi bildirilmistir.
Kanser tedavisinde hasta bireyin Ozelliklerine ve hastaligin durumuna bagli olarak
radyoterapi, immunoterapi, kemoterapi ve cerrahi miidahale yontemlerinden bir veya bir

kac1 kullanilabilmektedir.

Siklofosfamid kemoterapide kullanilan antineoplastik ajanlar arasinda bilinen en
eski ajanlardan biridir ve giiniimiizde sikg¢a teshis edilen kanser tiplerinin tedavisinde
yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Uygulanacak siklofosfamid tedavisi sirasinda
saglikli dokularda da meydana gelen toksisite doz sinirlayici bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Siklofosfamide bagli saglikli doku toksisitelerinin mekanizmasi tam olarak

anlasilmasa da, oksidatif stres kaynakli olduklari diistiniilmektedir.

Zerdagal bitkisi (Curcuma longa L.), Cin ve Hindistan’da ylizyillardir geleneksel
tipta tibbi bitki olarak kullanilmaktadir. Bu bitkinin igeriginde bulunan kurkuminoid
yapilarindan en 6nemlisi olan Kurkumin antiinflamatuar, antioksidan, antikanserojenik,

antidiyabetik, antibakteriyal ve antiviral gibi ¢ok genis spektrumda etkilere sahiptir.

Bu calismada siklofosfamid uygulanan ratlarda olusan oksidatif stres,
kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite ile bu dokularda meydana gelen DNA
hasar1 karsisinda, dogal ve bitki kaynakli antioksidan olan kurkuminin etkilerinin

arastirilmasi amaglanmustir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

*OH Hidroksil radikali

4-OHCP 4-hidroksisiklofosfamid

8-OHdG 8-hidroksi-deoksiguanozin

ADP Adenozin difosfat

Akt Protein kinaz B

ALDH Aldehit dehidrojenaz

ALP Alkalen fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz

AMP Adenozin monofosfat

AST Aspartat aminotransferaz

ATP Adenozin trifosfat

BUN Kan {ire nitrojeni

cIAP Apoptoz proteininin hiicresel inhibitorii
CAT Katalaz

CK Kreatin kinaz

CK-BB Beyin CK izoformu

CK-MM Kas CK izoformu

CK-MB Kreatin kinaz izoenzim MB

COX-2 Siklooksijenaz-2

CP Siklofosfamid

Cr Kreatinin

c¢Tn-1 Kardiyak troponin I

CUR Kurkumin

CYP Sitokrom P450

DNPH 2,4dinitrofenilhidrazin

DTNB 5,5’-(2-ditoyo nitrobenzoik asit)

ECH CNC homolojisine sahip, eritroid hiicre kaynakli protein
EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

ELISA Enzim baglantili immiinosorbent analiz
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz

FAD Flavin adenin dintikleotid



II

FADD Fas ile iligkili 6liim alan

FasL Fas ligandi

GCL Glutamat sistein ligaz

GPx Glutatyon peroksidaz

GR Glutatyon rediiktaz

GS Glutatyon sentetaz

GSH Rediikte glutatyon

H20; Hidrojen peroksit

HCI Hidroklorik asit

HOCI Hipokloroz asit

IxB kB proteinlerinin inhibitori

IKK IkB kinaz

IL-1p Interlokin-1 beta

IL-6 Interlokin-6

IUPAC Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
iNOS Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
KEAP1 Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1
KU King unit

MAPK Mitojen aktive edici protein kinaz
MDA Malondialdehit

MLKL Karigik soy kinaz alan1 benzeri
Na;HPO4 2H,0 Sodyum hidrojen fosfat

NaCl Sodyum kloriir

NADPH Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
NaNO: Sodyum nitrat

NaNOs3 Sodyum nitrit

NaOH Sodyum hidroksit

NEDD N-(1-naftil)etilendiamin dihidrokloriir
NF-kB Niikleer faktor kappa B

NIK NF-«B indiikleyen kinaz

nNOS Noronal nitrik oksit sentaz

NO Nitrik oksit



III

NOS Nitrik oksit sentaz

NOX NADPH oksidaz

Nrf2 Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2
0 Stiperoksit anyonu

ONOO- Peroksinitrit

RIPK Reseptor etkilesimli serin/treonin-protein kinaz
RNS Reaktif nitrojen tiirevi

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SOD Stiperoksit dismutaz

sTNF-a Coziiniir TNF-a

TACE TNF-a doniistiiriici enzim
TAD Transkripsiyon aktivasyon alani
TBA Tiyobarbiitirik asit

TCA Trikarboksilik asit

TCAA Triklor asetik asit

TEP 1,1,3,3-tetractoksipropan
tmTNF-a Transmembran TNF-a

TNFR TNF reseptori

TNF-a Tiimor nekroz faktorii alfa
TRADD TNFR1 ile iligkili 6liim alanina
TRAF TNFR ile iligkili faktor

VCI; Vanadyum (III) kloriir

ZnSOy4 Cinko siilfat
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VIII

OZET

Ratlarda Siklofosfamid Kaynakh Oksidatif Stres, Doku Hasar1 ve DNA Hasar1

Karsisinda Kurkuminin Etkilerinin Arastirilmasi

Bu doktora tezi ¢aligmasi zerdecal bitkisinin i¢ceriginde bulunan kurkuminoidlerden en
onemlisi kurkuminin ratlarda siklofosfamidin neden oldugu oksidatif stres,
hepatoksisite, nefrotoksisite ve kardiyotoksisite ile birlikte bu dokularda meydana
getirdigi DNA hasar1 iizerindeki etkilerini arastirma amaciyla gergeklestirildi.
Ortalama canli agirliklart 250-270 gram 48 adet Wistar albino erkek rat ile ¢alisma
gergeklestirildi. Gruplarda 8 adet hayvan olacak sekilde 6 grup olusturuldu. Kontrol
grubuna tek doz serum fizyolojik, 200CUR grubuna 7 giin 200mg/kg oral kurkumin,
300CUR grubuna 7 giin 300mg/kg oral kurkumin, CP grubuna tek doz 200mg/kg
siklofosfamid, CP+200CUR grubuna tek doz 200mg/kg siklofosfamid ve 7 giin
200mg/kg oral kurkumin, CP+300CUR grubuna tek doz 200mg/kg siklofosfamid ve
7 gin 300mg/kg oral kurkumin uygulamalari yapildi. Calisma sonrasi alinan
orneklerden tam kanda rediikte glutatyon, plazmada malondialdehit ve nitrik oksit,
serumda kardiyak troponin I, iire ve kreatinin diizeyleri, serumda alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz ve kreatin kinaz izoenzim
MB enzim aktiviteleri, dokularda 8-hidroksi-deoksiguanozin, tiimor nekroz faktorii
alfa ve niikleer faktor kappa B diizeyleri analiz edildi. Kalp, karaciger ve bobrek
dokular1 histopatolojik olarak degerlendirildi. Siklofosfamidin toksik etkilere neden
oldugu malondialdehit, nitrik oksit, kardiyak troponin I, iire, kreatinin, 8-hidroksi-
deoksiguanozin, timor nekroz faktorii alfa ve niikleer faktor kappa B diizeyleri ile
alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz ve kreatin kinaz
izoenzim MB enzim aktivitelerinde gézlemlenen artigin, rediikte glutatyon diizeyinde
gozlemlenen diislisiin tespitiyle anlasildi. Bu bulgular histopatolojik incelemelerle
desteklendi. Siklofosfamid ile birlikte 200mg/kg kurkumin uygulamasinin
siklofosfamidin biitiin toksik etkilerinde iyilestirme gosterdigi, 300mg/kg kurkumin
uygulamasinin malondialdehit, rediikte glutatyon, alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz, alkalen fosfataz, kreatinin, tiim dokularda 8-hidroksi-deoksiguanozin
ve bobrek dokusunda tiimér nekroz faktorii alfa parametreleri agisindan 200mg/kg
kurkumin uygulamasina gore anlaml bir fark olusturdugu tespit edildi. Sonug olarak
siklofosfamid ile birlikte kurkuminin bir arada uygulanmasi siklofosfamidin toksik
etkilerini iyilestirdigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Kemoterapdtik ajan, antioksidan, kardiyotoksisite, hepatoksisite,

nefrotoksisite, 8-OHdG
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Curcumin Against Cyclophosphamide-Induced
Oxidative Stress, Tissue Damage and DNA Damage in Rats

This doctoral thesis study was carried out to investigate the effects of curcumin, the
most important of the curcuminoids contained in turmeric plant, on
cyclophosphamide-induced  oxidative  stress, hepatoxicity, nephrotoxicity,
cardiotoxicity and DNA damage in rats. The study was carried out with 48 Wistar
albino male rats with an average body weight of 250-270 grams. Six groups were
formed with 8 animals in each group. The control group received a single dose of
saline, 200CUR group received 200mg/kg oral curcumin for 7 days, 300CUR group
received 300mg/kg oral curcumin for 7 days, CP group received a single dose of
200mg/kg  cyclophosphamide, = CP+200CUR  group received 200mg/kg
cyclophosphamide and 200mg/kg oral curcumin for 7 days, CP+300CUR group
received 200mg/kg cyclophosphamide and 300mg/kg oral curcumin for 7 days.
Reduced glutathione in whole blood, malondialdehyde and nitric oxide levels in
plasma, cardiac troponin I, urea and creatinine levels in serum, alanine
aminotransferase in serum were determined from the samples taken after the study,
Aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase and creatine kinase isoenzyme MB
enzyme activities, 8-hydroxy-deoxyguanosine, tumor necrosis factor alpha and
nuclear factor kappa B levels in tissues were analyzed. Heart, liver and kidney tissues
were evaluated histopathologically. Malondialdehyde, nitric oxide, cardiac troponin I,
urea, creatinine, 8-hydroxy-deoxyguanosine, 8-hydroxy-deoxyguanosine, tumor
necrosis factor alpha and nuclear factor kappa B levels, and alanine aminotransferase,
The increase in aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase and creatine kinase
isoenzyme MB enzyme activities and the decrease in reduced glutathione level were
determined. These findings were supported by histopathologic examinations.
Cyclophosphamide and 200mg/kg curcumin administration improved all toxic effects
of cyclophosphamide, while 300mg/kg curcumin administration improved
malondialdehyde, reduced glutathione, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, alkaline phosphatase, creatinine, 8-hydroxy-deoxyguanosine in all
tissues and tumor necrosis factor alpha in renal tissue showed a significant difference
compared to 200 mg/kg curcumin administration. In conclusion, cyclophosphamide
combined with curcumin ameliorated the toxic effects of cyclophosphamide.

Keywords: Chemotherapeutic agent, antioxidant, cardiotoxicity, hepatoxicity,

nephrotoxicity, 8-OHdAG



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, kontrolsiiz olarak hiicrelerin ¢ogalmasi ve biiyiimesiyle karakterize
olan bir hastalik sinifidir. Cogalan bu hiicreler viicudun diger bolgelerine yayilma ve
buralar istila etme potansiyeline sahiptir. Kanser diinya capinda 6nde gelen 6lim

nedenlerinden biri olmaya ¢ok uzun yillardir devam etmektedir (Sak ve Everaus 2015,

Abotaleb ve ark. 2018, Imran ve ark. 2019).

Kanser tedavisinde her ne kadar baz1 standartlar belirlenmis olsa da kanserin
tirine ve hastanin durumuna 06zgli olarak farkli yaklagimlar ve tedaviler
uygulanmaktadir. Radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, gen terapisi, hormon
terapisi ve cerrahi miidahale gibi bazi1 tedavi yontemleri tek baslarina ya da bir kag1
aymi anda uygulanabilmektedir (Baykara 2016). Bu tedavi uygulamalan ile kanser
hastalarinin yasam siiresinin uzatilmasi amaclanmaktadir fakat kullanilan yonteme
bagl olarak bazi toksik etkiler de s6z konusudur. Kemoterapi ilaglarinin tedavi
esnasinda kanserli hiicrelerin boliinmesi lizerine etki gostermesi beklenir ancak bu etki
cogunlukla bu hiicre tiirline 6zgii degildir. Organizmada oldukc¢a hizli boliinme
yetenegine sahip epitel hiicrelerini, lireme hiicrelerini ve kemik iligi hiicrelerini
etkileyerek istenmeyen yan etkilere sebep olurlar. Bununla birlikte semptomatik
olarak tespit edilebilen agri, yorgunluk, bulanti ve kusma, uyku bozuklugu,
immiinolojik ve duygudurum degisiklikleri gibi pek c¢ok yan etkiye neden
olmaktadirlar. Bu yan etkiler tedavi siirecini etkileyebilen, tedavinin geciktirilmesine
hatta erken sonlandirilmasina neden olabilen zorlayici etkilerdir (Cleeland 2007,

Abudayyak ve ark. 2018, Eskimez ve ark. 2021).

Siklofosfamid (CP), kanser ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilan
alkilleyici ozellige sahip sitotoksik bir ilactir (Liu ve ark. 2022). Timorler ve
lenfomalar gibi neoplastik hastaliklar ile multipl skleroz ve romatoid artrit gibi
neoplastik olmayan hastaliklarin tedavisinde etkili bir ilag olarak 1950'lerden beri
klinik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (HAS ve ark. 2019). Esas olarak
malign lenfomalarin tedavisinde kullanilirken, meme kanseri, retinoblastom,
noroblastom ve yumurtalilk adenokarsinomlarin tedavisinde de kullanimi
bulunmaktadir (Ogino ve Tadi, 2020). Klinik uygulamalarda ¢ok yaygin kullanim

alan1 olmasma ragmen yliksek doz kullanimlarda olusturdugu hepatotoksisite,



nefrotoksisite, kardiyotoksisite, iirotoksisite, immiinotoksisite, teratojenisite,
mutajenite ve kemik iligi supresyonunu gibi istenmeyen etkileri nedeniyle kullanimi
sinirlt olmaktadir (Basu ve ark. 2015, Bhattacharjee ve ark. 2015). CP’nin toksik
etkilere neden olan metaboliti akroleindir. Akroleinin toksisitesi, rediikte glutatyon
(GSH) gibi hiicresel antioksidanlara baglanmasindan kaynaklanir. Boylece hiicresel
savunma mekanizmalarinin tiikenmesine, lipid peroksidasyonunun ve reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) artisina neden olur (HAS ve ark. 2019).

Zerdecal (Curcuma Longa L.), kiigiik bir govdeye ve oval, eliptik veya piriform
rizomlara sahip, bazen dalli ve kahverengimsi sar1 olan biiyiik dikdortgen yaprakli bir
bitkidir. Asya'da, Ozellikle Hindistan ve Cin'de yaygin olarak yetistirilmektedir
(Jyotirmayee ve Mahalik 2022). Zerdegal bilesiklerinin %2-8 kadarimi kurkumin
(CUR) olusturur. Zerdagalin rizomlarindan elde edilen sar1 renkli bir pigment olan
CUR antioksidan, immiinomodiilator, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleriyle

one ¢ikmaktadir (Cig 2020, K. Mansouri ve ark. 2020).

Bu ¢alismada CP’nin doz kisitlayicr toksik etkilerinden olan kardiyotoksisite,
hepatotoksisite ve nefrotoksisitenin CP uygulamasi sonucu deneysel olarak
olusturuldugu ratlarda, tam kanda GSH, plazmada malondialdehit (MDA) ve nitrik
oksit (NO), serumda kardiyak troponin 1 (c¢Tn-1), tire (BUN) ve kreatinin (Cr)
diizeylerinin, yine serumda alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), alkalen fosfataz (ALP) ve kreatin kinaz izoenzim MB (CK-MB) enzim
aktivitelerinin, dokularda 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG), tiimdr nekroz faktorii
alfa (TNF-a) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) diizeylerinin dl¢iilmesi ve dokularin
histopatolojik incelemelerinin yapilmasiyla CUR’un iki farkli dozdaki etkilerinin

arastirilmasi amag¢lanmaktadir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Siklofosfamid (CP)

2.1.1. Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi

Alkilleyici ajanlarin tarihi ABD'min 1943 yilinda Italya'min deniz kiyisi
kentlerinden biri olan Bari'deki Alman giiclerinin hava saldirilarina karst nitrojen

mustard gazi1 saldigi 2. Diinya Savasi'na kadar uzanmaktadir (Hirsch 2006).



Giliniimiizde klinik olarak kullanilan bir¢ok nitrojen mustard tiirevi vardir ve CP
bunlardan biridir (Kurauchi ve ark. 2017). ilk olarak 60 yili askin bir siire dnce
sentezlenen, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan
(2R)-N,N-bis(2-chloroethyl)-2-o0xo0-1,3,2A°-oxazaphosphinan-2-amine adiyla anilan
CP, antineoplastik ve immiinosupresif aktivitelere sahip olan nitrojen mustard tiirevi,
alkile edici sitostatik bir ajandir (Kim ve Chan 2017, Helsby ve ark. 2019, Saxena ve
ark. 2020).

N

/N

Cl

Sekil 1. CP’nin kimyasal yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2907, Erigim tarihi: 1 Nisan 2023, KingDraw Chemical

Structure Editor programu ile ¢izilmistir.)

CP, terapotik etkilerini ortaya ¢ikarmak icin biyoaktivasyon gerektiren bir 6n
ilagtir. Bu ilag i¢in karmasik aktivasyon ve inaktivasyon yollar1 bulunmaktadir. CP,
ilacin ana metabolizma yolunda ilerlemesini saglayan ve bileseninin %70-80'"ini
olusturan  4-hidroksisiklofosfamid  (4-OHCP) olusturmak {izere hepatik
hidroksilasyona ugrar (De Jonge ve ark. 2005). Bu yol CP biyoaktivasyonu i¢in en
yiiksek aktiviteye sahip olan sitokrom P450 (CYP) enzimleri olarak bilinen CYP2B6
ve CYP2C19 basta olmak tlizere CYP3A4, CYP3AS5 ve CYP2J2 enzimlerinin de dahil
oldugu herhangi bir sayida enzim tarafindan katalize edilebilir (Helsby ve ark. 2010,
Raccor ve ark. 2012, El-Serafi ve ark. 2015, Helsby ve ark. 2019, Kishino ve ark.
2019). CP bilesenin %19’luk kadar bir kism1 CYP3 A4 tarafindan katalize edilen minor



bir metabolik yol ile N-dekloroetilasyona ugrayabilir. Bu yolun sonucunda inaktif bir
CP metaboliti olan 2-dekloroetilsiklofosfamid ve esmolar miktarlarda yan iiriin

kloroasetilaldehit olusumu meydana gelir (Huang ve ark. 2000).

Hepatik hidroksilasyon sonrasi sistemik dolagimda 4-OHCP ve tatomeri olan
aldofosfamid denge halinde bulunur (Fenselau ve ark. 1977, Sladek 1988). 4-OHCP,
inaktif 4-keto-siklofosfamid olusturmak i¢in CYP3A4 tarafindan sekonder
metabolizmaya ugrayabilir (Zhang ve ark. 2005). Aldofosfamidin inaktivasyonu ise
aldehit dehidrojenaz (ALDH) enzimleri olan ALDH1A1 ve ALDH3AIl tarafindan
katalize edilen oksidasyon sonucunda karboksifosfamide doniisimii seklinde

gergeklesir (von Eitzen ve ark. 1994, Sladek ve ark. 2002, Moreb ve ark. 2007).

Dogrudan bir kanit olmamakla birlikte, 4-OHCP veya aldofosfamidin
hiicrelere pasif difiizyon yoluyla tagindig1 varsayilmaktadir. Aldofosfamidin hiicrelere
girdikten sonra, enzimatik olmayan [-eliminasyonu ile kendiliginden hidrolize
ugradig1 ve aktif alkilleyici bilesik fosforamid mustard ile yan {iriin olan akroleini

olusturdugu diistiniilmektedir (Voelcker 2017).

Fosforamid mustard, 2 reaktif kloroetilamin grubu araciligryla kolayca DNA
zincirleri arasinda ¢arpraz baglar olusturabilen giiglii bir DNA alkilleyici ajandir.
Antineoplastik etkisini hiicre dongilistiniin tim fazlarinda gosterebilir ve bunu
cogunlukla DNA’nin zit iplik¢iklerinde 6zellikle 5'-GNC-3' dizilerinde guanin bazinin
N-7 pozisyonuna bir alkil grubunun eklenmesiyle ortaya ¢ikarir. Bu alkil grubu ilavesi
ile olusan zincirler arasi ¢arpraz baglar, DNA iplik¢iklerinin ayrilmasini engelleyerek
transkripsiyonu ve replikasyonu Onleyen, sonunda hiicre oliimiiniin gerceklestigi
oldukca toksik DNA lezyonlaridir (Struck ve ark. 2000, Weber ve Weber 2015, Abdel-
Wahhab ve ark. 2021).

CP’nin toksik etkilerine neden oldugu diisliniilen metaboliti akrolein ise
antitiimor aktiviteye sahip degildir. Asir1 reaktif yapist nedeniyle bir ¢ok yan etkiden
sorumludur ve ek ilaglarla detoksifiye edilmesi gerekmektedir (Bhattacharyya ve ark.
2019). Akrolein, lipitlere ve proteinlere dogrudan kovalent baglanma ve serbest reaktif

radikallerin olusumu ile membran hasarini tetikleyebilir (Moghe ve ark. 2015).
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Sekil 2. CP’nin metabolik yolu
(Helsby ve ark. 2019, KingDraw Chemical Structure Editor programu ile ¢izilmistir.)

2.1.2. Hepatoksisite
Akrolein, GSH’a baglanarak ROS iiretiminin artmasina ve ardindan oksidatif
strese ve lipid peroksidasyonuna yol agabilir (Mohammad ve ark. 2012, MacAllister

ve ark. 2013). GSH nin tiikenmesi ile hiicresel savunma mekanizmasi zayiflamaktadir

(Srivastava ve Shivanandappa 2010).

CP uygulamasinin bir sonucu olarak karaciger NO seviyesi onemli dlgiide
artmaktadir (Andersson ve ark. 2008). Artan NO, daha reaktif bir oksijen tiirii olan
oksidan peroksinitriti (ONOO—) meydana getirmek lizere siiperoksit anyonlartyla
birlesebilir (McKim ve ark. 2003). ONOO—, Kupffer hiicrelerinde NF-«xB 'yi aktive
eder ve bu durum proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve interlokin-1 beta (IL-1p)
tiretimini arttirir (Matata ve Galifianes 2002). Artan inflamasyon ve oksidatif stres
karaciger dokusundaki hiicrelerin apoptotik 6liimlerine neden olmaktadir (Srivastava

ve Shivanandappa 2010).

Hepatositler, hiicre i¢i 6liim reseptorlerine baglanan ve daha sonra kaspaz-8'i
aktive eden TNF-a ve Fas ligandinin (FasL) oldiiriicii etkilerine kargi daha duyarli hale

gelir (Li ve Liu 2004).



CP metabolitleri mitokondri i¢inde ATP tiikkenmesine, asir1 ROS iiretimine,
DNA hasarina neden olabilir ve mitokondriyal zarin gegirgenligini artirabilir. Ortaya
¢tkan mitokondriyal membran gecgirgenligi, sitokrom C'nin salinmasina ve procaspase-
9'un aktivasyonuna yol agar. Bu olaylar efektor (cellat) kaspaz-3'i aktive ederek

apoptotik hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Huang ve ark. 2010, Lucena ve ark. 2010).

2.1.3. Nefrotoksisite
CP kaynakl1 renal hasarin spesifik mekanizmalarinin oksidatif stres, apoptoz

ve inflamasyon ile iligkili oldugu bildirilmistir (Sherif 2018, Zhang ve ark. 2021).

Akrolein, ROS ve NO iretimini arttirmast nedeniyle CP kaynakli
nefrotoksisitenin gelismesinde 6nemli bir rol oynar. Artan ROS, membran lipitleri ve
proteinleri ile reaksiyona girerek hiicresel hasara yol acar ve renal tiibiillerde hiicresel
dejenerasyona, sismeye ve nekroza neden olur (Rehman ve ark. 2012). Interlokin-6
(IL-6), IL-1B ve TNF-o gibi farkli proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonunu
diizenleyen NF-kB basta olmak iizere bir kag sinyal yolu molekiiliinii indiikler (Kiuchi
ve ark. 2009). Ayrica anti-apoptotik protein Bcl-2'yi azaltir, pro-apoptotik proteinler
olan kaspaz-3 ve Bax'1 6nemli 6l¢iide yukari regiile eder, NLRP3 inflamatuar yolunda
bulunan NLRP3, ASC ve kaspaz-1'in ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirir

(Zhang ve ark. 2021).

Akrolein etkisi ile artan NO, siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek,
mitokondriyal ve hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen, piirin ve pirimidin bazlarmi
degistiren, DNA ¢ift sarmall1 kirilmalara ve tek sarmalli kopmalara neden olan giiglii

sitotoksin peroksinitriti olusturur (Pacher ve ark. 2007).

Lipid peroksidasyonu, membran akiskanliginin ve gecirgenliginin degismesi
gibi bir¢ok soruna neden olabilir ve ayrica membrana bagli proteinleri inaktive
edebilir, bu durum sonunda membranin tahrip olmasina yol acabilmektedir (Smathers

ve ark. 2011).

2.1.4. Kardiyotoksisite
Yiiksek dozda CP tedavileri asemptomatik perikardiyal eflizyonlara, kalp

yetmezligine ve Oliimciil miyoperikardite neden olur (Wadia 2015). CP metaboliti



akrolein, yiiksek oranda reaktif doymamis bir aldehittir ve kardiyomiyositler bu

metabolite karsi olduk¢a duyarhidir (Iqubal ve ark. 2019).

CP veya metabolitleri, kardiyomiyositlerde proteazlarla reaksiyona girerek
serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve inflamasyonu indiikler (Maeshima ve ark.
2012). Ayrica endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) tiretimini azaltir (Ismahil ve ark.
2011). Akrolein lizin aminoasiti ile bir eklenti olusturur ve GSH ile reaksiyona girerek
oksidatif stres olusumuna neden olur. Ayrica sistein aminoasiti ile bir eklenti olusturur,
bu da kaspaz ve NFxB-p65 alt biriminin aktivasyonuna yol acar (Burcham ve ark.
2010). Kaspazlarin aktivasyonu apoptoza neden olurken, aktive edilmis NF-xB, IL-6
ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin {iretimini transkript ettigi ¢ekirdege dogru yer
degistirir. Akroleinin lizin ve sistein aminoasitleri ile olsuturdugu {irtinler ve CP
metabolitleri FasL ve TNF-a reseptorii ile etkilesime girerek kardiyomiyositlerin

apoptoza dogru gidigine sebep olur (Ismahil ve ark. 2011).

CP veya metabolitleri pS3 & p38 mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
yolaklarinin aktivasyonu ile kardiyak apoptoz, inflamasyon ve hipertrofiye neden
olarak da kardiyotoksisite meydana getirebilmektedir (DeJarnett ve ark. 2014, El-
Kholy ve ark. 2017).

Diger yandan CP metabolitlerinin kalp tipi yag asidi baglayici proteinleri ve
kalp dokularinda karnitin palmitoiltransferaz-I gen ekspresyonunu inhibe ettigi ifade
edilmistir (Sayed-Ahmed ve ark. 2014). Bu yollarin inhibisyonu, adenozin trifosfat
liretiminin azalmasina ve yag asidi oksidasyonundan toksik metabolitlerin

birikmesine, sonug olarak kardiyomiyopatiye neden olur (Sayed-Ahmed ve ark. 2000).

Dokularda olusan toksisitelerin baslica kaynag1 oksidatif stresin artmasidir.
Serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan oOzelliklere sahip ajanlar, CP kaynakli
oksidatif stres ve ¢oklu doku toksisitelerine karsi koruma saglayabilir (Algahtani ve

Mahmoud 2016).



2.2. Kurkumin (CUR)

2.2.1. Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi

Tibbi bitkilerin genis yelpazesi arasinda, kimyasal adi diferuloilmetan,
molekiiller formiilii C21H2006 ve IUPAC adi (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-
metoksifenil)hepta-1,6-dien-3,5-dion olan CUR, hint safran1 veya zerdegal (Curcuma
longa L.) olarak bilinen, zencefil ailesine ait bir bitkinin rizomlarindan ekstrakte
edilen polifenol yapisinda lipofilik bir maddedir. Ozellikle Hindistan ve Cin'de antik
caglardan beri geleneksel tipta kullanilmis bir bitkidir (Hatcher ve ark. 2008, Giordano

ve Tommonaro , Jakubczyk ve ark. 2020, Kamran Mansouri ve ark. 2020).

CH, H 0 0 H CH,

Sekil 3. CUR’un molekiil yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Curcumin, Erisim tarihi: 1 Nisan 2023 KingDraw

Chemical Structure Editor programu ile ¢izilmistir.)

CUR, zerdecal bilesiklerinin %2-8 kadarini olusturur, zerdecalin sar1 renginin
ana nedeni olarak kabul edilir, asit veya suda ¢oziinmez ancak aseton, metanol ve
etanolde ¢oOziiniir. Ayrica zerdecalin bircok Ozelliginden sorumlu oldugu tespit
edilmistir (Chattopadhyay ve ark. 2004, Koroth ve ark. 2019, Jakubczyk ve ark. 2020).
Molekiil yapisinda bulunan hidroksil ve metoksi gruplarinin varligi sayesinde
antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antikanser ilaclar1 dahil olmak iizere
cok cesitli farmakolojik gelismeler iizerinde biiylik etki saglayan gesitli 6zelliklere

sahiptir (Maheshwari ve ark. 2006, Sun ve ark. 2019).

Oral yolla alinan CUR i¢in birincil metabolizma bolgeleri, bagirsak ve bagirsak
mikrobiyotas1 ve karacigerdir. CUR’un hepatositlerde ve enterositlerde biyolojik

indirgeme yoluyla dort ¢ift baginin indirgenmesi sonucunda dihidrokurkumine,



ardindan tetrahidrokurkumine, daha sonra hekzahidrokurkumine ve son olarak
oktahidrokurkumine indirgenir. Indirgenmis CUR bundan sonra siilfat ve glukuronid
O-konjuge metabolitleri vermek {iizere konjugasyona tabi tutulur ve kurkumin
glukuronid, dihidrokurkumin-glukuronid, tetrahidrokurkumin-glukuronid,
hekzahidrokurkumin-glukuronid ve son olarak oktahidrokurkumin-glukuronid’e
dontstiiriiliir (Hassaninasab ve ark. 2011, Dei Cas ve Ghidoni 2019, Di Meo ve ark.
2019, A Pandey ve ark. 2020). CUR’un ana metabolitleri tetrahidrokurkumin ve
hekzahidrokurkuminin glukuronidleridir. Minor metabolitleri ise eser miktarda olusan

ferulik asitle birlikte dihidroferulik asittir (Prasad ve ark. 2014).

2.2.2. Fizyolojik Etkileri

CUR’un faydali ozellikleri, NF-xB, protein kinaz B (Akt) ve biiyiime
faktorlerinin aracilik ettigi hiicresel hayatta kalma yollar1, niikleer faktor eritroid 2 ile
iligkili faktor 2 (Nrf2)'yi iceren sitoprotektif yollar ile metastatik ve anjiyojenik yollar
gibi bir¢ok sinyal yolunu modiile etme kapasitesinden kaynaklanmaktadir (Jobin ve
ark. 1999, Gururaj ve ark. 2002, Bhandarkar ve Arbiser 2007). NF-«xB, interlokinler,
interferonlar, lenfokinler ve tiimor nekroz faktorleri dahil olmak iizere bir¢ok kemokin
ve sitokinin ekspresyonunu modiile eder (Karunaweera ve ark. 2015). CUR ise NF-kB
fosforilasyonunu baskilayarak sitokin iiretimini inhibe eder (Shakibaei ve ark. 2007).
Ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2),
lipoksijenaz, ksantin oksidazin diizenlenmesi ve MDA’nin azaltilmas: ile iligkili

oldugu ifade edilmistir (Bengmark 2006, Jakubczyk ve ark. 2020, Ms ve ark. 2020)

CUR potansiyel olarak bir¢ok koruyucu o6zellige sahipken, zayif bagirsak
emilimi ve hidrofobik yapisi biyoyararlannominin gelismesini engellemekte, klinik
deneylerde terapdtik bir ajan olarak potansiyeli sinirlanmaktadir (Ullah ve ark. 2017,
Abrahams ve ark. 2019). Piperin miidahalesi ile CUR’un biyoyararlaniminin ve
antioksidan potansiyelinin artirildig: ifade edilmektedir (Alizadeh ve Kheirouri 2019).
Piperin, Piper nigrum L. isimli bitkinin meyvelerinde bulunan bir alkaloid bilesiktir
(Meghwal ve Goswami 2013). Ilaglarm emilimini ve biyoyararlanimini iyilestirmek
amaciyla bagirsak cepherindeki aminoasit tasiyicilarini uyarmasi ve ilag metabolize
eden enzimleri inhibe etmesiyle, ilaglarin biyoyararlanimini giiclendirici bir molekiil

olarak da tanimlanmistir (DB ve ark. 2018).
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2.3.  Oksidatif Stres, Doku Hasar1 Biyobelirtecleri ve Sitokinler
Kiiresel oksidatif stres kavrami oksidanlar (serbest radikaller) ve antioksidanlar
arasinda dengenin, lipitler, proteinler ve DNA gibi molekiillerin oksidatif hasarina yol

acacak ve redoks sinyalinin bozulmasina neden olacak sekilde, oksidanlar lehine

bozulmasidir (Sies 2019, Brassea-Pérez ve ark. 2022).

Serbest radikaller, siiperoksit anyonu (O:""), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikali (*OH) gibi ROS, ONOO™ gibi reaktif nitrojen tiirevi (RNS)
molekiillerdir. Demir ve bakir gibi bazi agir metal tiirevleri de serbest radikal
ozelliklere sahiptir (Yaribeygi ve ark. 2020). Bu molekiiller dis katmanlarinda
eslenmemis elektronlara sahiptir ve bu nedenle diger biyomolekiillere kolayca

baglanabilir ve onlar1 degistirebilirler (Staveness ve ark. 2016).

ROS olusumuna hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynaklar sebep olabilir. Hiicre ici
kaynaklar arasinda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazlar (NOX),
mitokondri, CYP, endoplazmik retikulum, lizozomlar ve peroksizomlar bulunurken,
dis kaynaklar radyasyon, ultraviyole 151k ve ksenobiyotiklerdir (Breitenbach ve ark.

2018, Milkovic ve ark. 2019).

Nispi kararliligi ve biyomembranlar1 gegme kabiliyeti nedeniyle H2O2 ana
redoks sinyal molekiilii olarak kabul edilir. Metabolik taleplere bagli olarak NOX ve
mitokondri tarafindan olusturulur (Zoccarato ve ark. 2022). H202’ye kiyasla daha
siirli sinyal verme yeteneklerine sahip olan O:", mitokondri ve NOX tarafindan
tiretilen diger bir ROS’dur (Jaganjac ve ark. 2022). ROS seviyeleri hiicresel
antioksidan mekanizmalarla dengelenir. Siiperoksit dismutaz (SOD), 02" - H20:
doniistimiinii katalize eden ana enzimken, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) H202’yi suya indirger. GPx doniisiimii icin GSH’1n glutatyon distilfite ¢ift
oksidasyonu gereklidir (Wang ve ark. 2018).

Oksidatif stres, toksisite ve hastaliklarin birincil faktorii olabilir. Etkilerini
olusturdugu iki ana mekanizma vardir. Birincisi oksidatif stres sirasinda olusan *OH,
ONOO ve hipokloroz asit (HOCI) gibi reaktif tiirlerin, anormal hiicre fonksiyonuna

ve dliime yol agan, membran lipidleri, yapisal proteinler, enzimler ve niikleik asitler
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dahil olmak iizere makromolekiilleri dogrudan oksitlemesini igerir. Diger mekanizma
anormal redoks sinyalidir. Oksidatif stres sirasinda fizyolojik olmayan H20: iiretimi

redoks sinyalinin ters gitmesine neden olabilir (Forman ve Zhang 2021).

ROS, Kelch benzeri CNC homolojisine sahip, eritroid hiicre kaynakli protein
(ECH) ile iliskili protein 1 (KEAP1), hipoksi ile indiiklenebilir faktor, adenozin
monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinaz ve NF-kB gibi bir¢ok transkripsiyonel
faktor ve proteinleri diizenleyen ¢esitli sinyal verme yeteneklerine sahiptir. Bu sinyal
verme yetenegiyle inflamatuar yanitta, DNA onariminda, hiicresel biiylimenin tegvik
edilmesinde veya farklilasmasinda, apoptozda, otofajide yer alan c¢esitli sinyal
yollarini etkileyebilmektedir (Forrester ve ark. 2018, Jaganjac ve ark. 2020, Sies ve
Jones 2020).

Bir biyobelirteg, bir hastaligin varligini, ciddiyetini veya ilerlemesini gosteren
yapisal, biyokimyasal, fizyolojik veya genetik degisim parametresi olarak tanimlanir

(Schiffl ve Lang 2012).

Biyolojik ve molekiiler degisikliklere neden oldugu bobrek dokusunun hasari,
cok cesitli molekiillerin 6l¢iilmesine olanak tantyan hiicresel hasara dontisiir. Bobrek
fonksiyonunun 6l¢iimii yaygin olarak Cr ve BUN seviyesi 6l¢iimii kullanilarak yapilir.
(Wasung ve ark. 2015). Karaciger hasari testleri arasinda ALT, AST ve ALP analizleri
bulunur. Karaciger hasar1 biyobelirtecleri arasinda ALT ve AST muhtemelen hem
klinik tanida hem de karaciger hasaryla ilgili arastirmalarda en yaygin kullanilanlardir
(Senior 2012, McGill 2016). Miyokardiyal hasar ise c¢Tn ve CK-MB gibi
biyobelirtegler sistemik dolasimda yiikseldiginde tespit edilir (Hicks 2015).

Sitokinler, c¢esitli hiicrelerden salgilanan diisiik molekiiler agirliga sahip,
bagisiklik hiicrelerinin olgunlagmasi, biiyiimesi ve immun yanitin diizenlenmesinden
sorumlu ¢oziinebilir proteinlerdir. Tek bir sitokin farkli hiicre tipleri tarafindan
salgilanabilirken, birden fazla biyolojik aktivite iireterek cesitli hiicre tipleri iizerinde
etkili olabilmektedir. Sitokinler genel olarak tiimor nekroz faktorleri, interlokinler,
lenfokinler, monokinler, interferonlar, koloni uyarici faktorler ve doniistiiriicti biiyiime
faktorleri seklinde siniflandirilabilirler. Rollerine bagli olarak da pro-inflamatuar veya
anti-inflamatuar olarak da siniflandirilabilirler. (Sprague ve Khalil 2009, Kulbe ve ark.

2012, Liu ve ark. 2021). Pro-inflamatuar sitokinler, inflamatuar reaksiyonlar
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kolaylastirir ve immiinokompetan hiicreleri uyarma egilimindedir. Buna karsilik, anti-
inflamatuar sitokinler inflamasyonu engeller ve bagisiklik hiicrelerini baskilar

(Boshtam ve ark. 2017).

2.3.1. Malondialdehit (MDA)

MDA, arasidonik, dokosaheksaenoik ve linolenik asit basta olmak iizere ¢oklu
doymamis yag asitlerinin enzim veya serbest radikallerle katalize edilen lipid
peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve oksidatif stresin gilivenilir bir biyobelirteci olarak
kabul edilir (Hanff ve ark. 2017, Djordjevi¢ ve ark. 2020). Genellikle enol formunda
bulunan renksiz bir sividir. Molekiiler formiilii C3H4O2 seklinde olan MDA molekiili,
iki aldehit grubuna sahip bir metilen biriminden olusur (Del Rio ve ark. 2005). MDA
gibi aldehit yapili bilesikler uzun Omiirlidiirler ve hiicre zarindan gegebilirler.
Boylelikle lipit peroksidasyonunun etkilerinin kanda, organlarda ve dokularda

olugsmasina neden olurlar (Cobanoglu ve ark. 2011).

MDA ile ilgili karaciger ve bobrek toksisitesi, diabetes mellitus ile
kardiyovaskiiler ve norovaskiiler hastaliklardaki rolii ve niikleik asitler tizerindeki
cesitli etkilerini gdsteren ¢ok sayida caligma yapilmistir (Nwose ve ark. 2007, Negre-
Salvayre ve ark. 2010, Cristalli ve ark. 2012, Ayala ve ark. 2014). Oksidatif stres ve
yliksek MDA seviyelerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili oldugu bir ¢ok
calismada ortaya koyulmustur (Boaz ve ark. 1999, Lee ve ark. 2012, Dias ve ark. 2015,
Piko ve ark. 2017).

MDA sadece lipit peroksidasyonu siirecinde iiretilmez. 20 karbonlu c¢oklu
doymamis yag asiti olan arasidonik asitten hormon benzeri maddeler olan eikozanoid

sentezinde de az miktarda yan iiriin olarak ortaya ¢ikar (Djordjevi¢ ve ark. 2020).

2.3.2. Nitrik Oksit (NO)
Uzun zamandir hava kirletici bir gaz oldugu diistiniilen NO’nun 20. ylizyilin
ikinci yarisinda yapilan bir¢cok calisma ile az sayida fizyolojik siirecin sonucunda

tiretildigi ve 6nemli biyolojik rollerinin oldugu ortaya koyulmustur (Lundberg ve ark.

2008, Weitzberg ve ark. 2010, Zweier ve ark. 2010).

Yar1 6mrii oldukea kisa ve kolayca yayilabilen gaz halinde bir bilesik olan NO,
gliclii oksidan ozelliklere sahip, olduk¢a reaktif bir serbest radikaldir. NO sentaz
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(NOS) enziminin her biri benzersiz ekspresyon paternlerine ve fonksiyonel 6zelliklere
sahip néronal NOS (nNOS, NOS1), iNOS, (NOS2) ve eNOS (NOS3) olmak iizere 3
farkli alt tipi tarafindan sentezlenir (Férstermann ve Sessa 2012, Gresele ve ark. 2019).
Bu enzimler NADPH molekiiliinden verilen elektronlar1 kullanarak L-arginin ve
oksijenden NO ve L-sitrulin iiretimini katalize ederler (Cyr ve ark. 2020, Gantner ve

ark. 2020).

Kosullara ve hiicre tipine bagli olarak, NO hem inflamatuar hem de
antiinflamatuar faaliyetlerde bulunur. eNOS tarafindan tiretilen diisiik NO seviyeleri,
preinflamatuar sitokinleri, COX-2 ve NF-xB’yi uyarabilir ve diizenleyebilir (Ying ve
Hofseth 2007, Papi ve ark. 2019). Bobrek dokusunda ve renal iskemi-reperfiizyon
siirecindeki yliksek eNOS seviyeleri oksidatif stres, inflamasyon ve renal doku
hasarinin azaltilmasinda 6nemli rol oynarken artan iNOS seviyeleri hasar1 ve

inflamasyonu siddetlendirir (Chen ve ark. 2008).

NO ve Oz, bir RNS olan ONOO" olusturmak i¢in ¢ok hizli bir reaksiyonda
birlesir. ONOO", patojenler de dahil olmak {izere tiim hiicrelere oksidatif olarak zarar
veren ve bu nedenle bagisiklik savunmasinin da 6nemli bir bileseni olan oldukga toksik

bir molekiildiir (Smith ve Lassmann 2002, Lehnert ve ark. 2021).

2.3.3. Rediikte Glutatyon (GSH)

GSH, hiicrede milimolar diizeyde yiiksek konsantrasyonlarda sentezlenen ve
muhafaza edilen hiicre i¢i bir tiyol bilesigidir. Onemli bir hiicre i¢i antioksidan olarak,
hiicreleri lipit peroksitler, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ve ksenobiyotiklerin neden
oldugu hasarlardan koruyan hiicresel redoks durumunun diizenleyicisi olarak gérev

yapar (Kennedy ve ark. 2020).

GSH, sistein, glutamat ve glisinden olusan ii¢ 6ncii amino asitin birlestigi, iyi
korunmus bir biyosentez yoluyla olusturulur. Bu islem glutamat sistein ligaz (GCL)
ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri tarafindan katalize edilen, iki asamali ve ATP’ye
bagimli bir sekilde sitozolde meydana gelir. GCL, y-glutamilsistein iiretmek i¢in son
v-karboksil kalintis1 araciligiyla glutamat ve sistein arasinda bir baglantinin

olusturuldugu yolun ilk ve hiz kontrol eden adimini katalize eder (Franklin ve ark.
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2009). Yolun ikinci ve son adiminda GS tarafindan katalize edilen reaksiyonda, y-

glutamilsistein ara maddesine glisin eklenmesi yoluyla GSH firetilir (Lu 2013).

GSH, molekiiliinde bulunan sistein kalintisinin tiyol (-SH) grubu sayesinde
hiicre ici tiyol-disiilfid redoks tamponu olarak hizmet ederek redoks durumlarinin
homeostazini koruyan ve tiim hiicrelerin fizyolojik fonksiyonlarini siirdirmede 6nemli
roller oynayan bir antioksidandir (Robaczewska ve ark. 2016, Aoyama 2021). *OH ve
0" radikalleri ile dogrudan enzimatik olmayan bir reaksiyona girebilir. Flavin adenin
dintikleotid (FAD) ve NADPH’ye bagl glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan yeniden
GSH formuna doniistiiriilebilen disiilfid formuna (GSSG) kolayca oksitlenir. Ayrica
GPx enzim ailesinin iiyeleri olan GSH'ye bagimli oksidorediiktazlar tarafindan
katalize edilen bir reaksiyonda H20O2 ve organik peroksitlerin detoksifikasyonu i¢in

elektronlarini verir (Brigelius-Flohé ve Maiorino 2013, Robaczewska ve ark. 2016).

GSH eksikliginde hiicreler oksidatif stres, inflamasyon ve tiimor ilerlemesine
kars1 savunmasiz kalir. GSH seviyesinin yiiksekligi ise bir ¢ok tiimorde goriildiigii
gibi, antioksidan kapasiteyi ve oksidatif strese karsi direnci artirmaktadir. Eksojen
GSH'in, ROS'u diizenleyerek inflamatuar yaniti inhibe ettigi, endojen GSH'nin ise
enfeksiyona kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisi iizerinde rol oynadigr ve

inflamasyonu diizenledigi ifade edilmistir (Diotallevi ve ark. 2017).

2.3.4. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Karaciger fonksiyon bozuklugunun spesifik bir belirteci olan, ayn1 zamanda
serum glutamik oksaloasetik transaminaz (SGOT veya GOT) adiyla da bilinen ALT,
esas olarak hepatositin sitozoliinde bulunan bir enzimdir. Kanda ve bir ¢ok dokuda da
bulunabilir. 496 amino asitten olusur ve yar1 dmrii 47+10 saattir. 8. Kromozomun uzun

kolunda bulunan ALT geni tarafindan kodlanir (Liu ve ark. 2014, Kunutsor ve ark.

2015, Aulbach ve Amuzie 2017).

ALT enzimi, alanin’den a-ketoglutarata amino gruplarinin transferini katalize
eder ve doniistiiriilen tiriinler karacigerde trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin kritik
molekiilleri olan glutamat ve piruvattir. Bu enzimatik reaksiyonda koenzim olarak

piridoksal fosfata ihtiya¢ duyulmaktadir (Sherman 1991, Toney 2005).
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Hepatik hiicrelerde ALT aktivitesi, serum ALT aktivitesinden yaklasik 3000
kat daha yiiksektir. Karaciger hasari meydana geldiginde, ALT, yarali karaciger
hiicrelerinden salinir ve serum ALT aktivitesinde dnemli bir artisa neden olur (Yanai

ve ark. 2005, Yang ve ark. 2009).

2.3.5. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Serum glutamik piriivik transaminaz (SGPT veya GPT) olarak da bilinen AST
enzimi 413 amino asit igeren bir polipeptit zincirinden olusur ve yar1 dmrii 17 saattir
(Ndrepepa 2021). Aspartat ile a-ketoglutarat arasinda amino grubunun geri doniisiimlii
transferini katalize ederek glutamat ve oksaloasetat olusturur. Katalize ettigi bu
reaksiyon ile karacigerde meydana gelen glukoneogenez ve kaslarda meydana gelen
glikoliz reaksiyonlarinda bir ara madde olan fosfoenolpiriivik asidin sentezinde 6nemli

bir rol oynar (Kobayashi ve ark. 2020, Pandey ve ark. 2020).

ALT yaygin olarak hepatosit sitoplazmasinda bulunurken, AST hem hepatosit
sitoplazmasinda hem de mitokondride bulunur (Glinghammar ve ark. 2009, Jiang ve
ark. 2015). Hepatositlerin yaralanmasi, AST nin hiicre dis1 bolmeye sizmasina ve
ardindan serum AST aktivitesinde yilikselmeye neden olur. Hepatoseliiler hasar
nedeniyle ALT ve AST aktivitelerinin her ikisi de ylikseldiginde ALT yiikselmesinin
biiyiikliigii genellikle AST'den daha fazladir ¢linkii ALT'nin yarilanma 6mrii AST ye
gore daha uzundur ve AST'nin mitokondride bulunan miktar1 sitoplazmada bulunan

miktardan daha fazladir. (Aulbach ve Amuzie 2017).

2.3.6. Alkalin Fosfataz (ALP)

Tiim viicut dokularinda alkali ortamda en etkili ve en temel hidrolazlardan biri
olan ALP, cesitli proteinlerden ve niikleotidlerden fosfat grubunu uzaklastiran
reaksiyonlari katalize eder. ALP, hepatobilier hasarin 6nde gelen bir biyobelirtecidir.
Safra kanalinin agikligi azaldiginda serum ALP seviyeleri artar, bu nedenle ALP,
klinik olmayan kolestatik karaciger hasarinin bir belirteci olarak kullanilir (Aulbach

ve Amuzie 2017, Qu ve ark. 2017).

Yapisal olarak ALP, kendisine katalitik bir islev kazandiran bes sistein
kalintisi, iki ¢inko atomu ve bir magnezyum atomu iceren iki benzer monomerden

olusur. Hiicre zarinin dig tabakasinda bulunur ve hiicre dist boslukta bulunan organik
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fosfat esterlerinin hidrolizini katalize ederler. Alkali ortamlarda optimal olarak aktif
hale gelen ALP icin ¢inko ve magnezyum oOnemli yardimci faktorlerdir. ALP
karacigerde sitozoliktir ve hepatositin kanalikiiler zarinda bulunur. (Tang ve ark. 2019,
Lowe ve ark. 2022). Serumdaki ALP’nin %80’den fazlas1 karaciger ve kemikten, az

bir miktar1 da bagirsaktan salinir (Vimalraj 2020).

2.3.7. Kardiyak Troponin-I (¢Tn-I)

Aktinin miyosine baglanmasini saglayarak kas kasilmasini diizenleyen ve
kardiyak hasarin tespiti icin yaygin olarak kullanilan bir biyobelirte¢ olan troponin,
troponin T (TnT), troponin I (Tnl) ve troponin C (TnC) olmak iizere ii¢ alt birimden

olusan bir protein kompleksidir (Katrukha 2013, Burklund ve ark. 2020).

Troponin alt birimlerinden I ve T i¢in sadece kardiyomiyositlerde eksprese
edilen kardiyak troponin I (¢Tn-I) ve kardiyak troponin T (cTn-T) seklinde kardiyak
spesifik izoformlar mevcuttur (Vafaie ve Giannitsis 2018, Janssen ve ark. 2023). Hem
cTn-I hem de cTn-T’deki amino asit kalintilarinin modifikasyonlari, kalp
fonksiyonlarin1 diizenlemek i¢in onemli fonksiyonlara sahiptir. Ornegin, cTn-I
fosforilasyonu kontraktilitenin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve kardiyak

diizenleyici aglan etkiler (Tiambeng ve ark. 2019).

cTn-I miyokard hasarin1 yansitan kalbe 06zgii ve olduk¢a hassas bir
biyobelirtegtir, hiicre yaralanmasi ve nekrozunu takiben dolasima salinir. Miyokard
enfarktiisii gibi kalp dokusu hasarlarindan 3-4 saat sonra kanda tespit edilebilir, 16-18
saat sonra kandaki seviyesi zirveye ulasir ve iki haftaya kadar uzayan siirelerde kanda

tespit edilmeye devam edilir (Aulbach ve Amuzie 2017, Cao ve ark. 2019).

2.3.8. Kreatin Kinaz izoenzim MB (CK-MB)

Kreatin fosfokinaz olarak da bilinen, kreatinin fosforilasyonunu katalize eden
Kreatin kinaz (CK), ayrica kas kasilmalar1 sirasinda enerji ihtiyact i¢in tiiketilen
ATP’nin yeniden olusturulmasi igin, fosfat donorii olarak fosfokreatinin katildigi
reaksiyonda adenozin difosfatin (ADP) fosforilasyonunu katalize eder. CK, iskelet ve
kalp kasi, beyin basta olmak iizere az miktarlarda gastrointestinal sistem, rahim,
mesane ve bobrek gibi ¢esitli dokularda bulunur (Washington ve Van Hoosier 2012,

Dzoyem ve ark. 2014, Aulbach ve Amuzie 2017).
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Hiicrelerde hiicrei¢i konumlarda bulunan 4 ana CK izoenzimi vardir. Bunlarin
ikisi sitozolde bulunan kas CK izoformu (CK-M) ve beyin CK izoformu (CK-B), diger
ikisi de mitokondride bulunan mitokondriyal CK izoformlaridir. Sitozolik CK
izoformlar1 fizyolojik kosullar altinda homodimer olarak CK-MM ve CK-BB seklinde
bulunurken, iskelet kasinin fetal ve neonatal gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan ve yasam
boyunca kalpte tespit edilen CK-MB seklindeki heterodimer izoformun varligi da

tanimlanmistir (Kamel ve ark. 2023).

c¢Tn-I miyokardiyal nekrozun tercih edilen biyobelirteci olmasina ragmen
yiiksek ozgiilliige ve duyarliliga sahip CK-MB akut miyokard hasarinin tespiti i¢in
klasik bir biyobelirtictir. Serum CK-MB konsantrasyonunun artis1 miyokard hasarinin
baslamasindan sonraki 3-4 saat i¢cinde meydana gelmesi bakimindan troponinin
artigina benzer, ancak troponinin aksine, 48 ila 72 saat arasinda normal araliga diiser.
Bu nedenle CK-MB’nin siirekli izlenmesi ile reinfarkt olusumlari belirlenebilmektedir

(Daubert ve ark. 2010, Chen ve ark. 2022).

2.3.9. Kan Ure Nitrojeni (BUN)

Ure, karacigerde bulunan iire dongiisii enzimleri tarafindan iiretilen, suda
yiiksek oranda ¢oziinen, iki amino (NH2) grubu ve bunlara bagl bir karbonil (C-O)
grubu iceren, yiiksiiz ve kii¢iik bir organik molekiildiir. Cozeltisi renksiz, kokusuzdur

ve ne asidik ne de alkalidir (Wang ve ark. 2014, Higgins 2016).

Ure dongiisii, amonyak olarak ortaya ¢ikan fazla nitrojenin atilmasi igin
metabolik bir yoldur (Matsumoto ve ark. 2019). Hepatositlerin mitokondrilerinde
toksik olan amonyagin dahil olmasiyla baslayan dongii, gerceklesen bes reaksiyon
sonucunda iire olusumuyla sitoplazmada sona erer. Ure daha sonra hepatosit
sitoplazmasini terk eder. %10’dan daha kii¢ilik bir miktar1 ter ve bagirsak yoluyla disari
atilirken geri kalan miktar1 vaskiiler yol ile bobreklere ulasir ve buradan idrarla atilir

(Higgins 2016, Barmore ve ark. 2018).

Tiim diinyada temelde ayni iire analiz yontemi kullanilir ve analiz i¢in plazma
veya serum kullanilmasina ragmen, test hala biraz kafa karistirici bir sekilde genellikle
BUN olarak adlandirilir (Burtis ve Bruns 2014). Akut bobrek hasari klinikte bobrek
yetmezligini gosteren atik BUN izlenerek teshis edilir (Gobe ve ark. 2015). Hastalikli
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veya doku hasar1 olugsmus bobreklerde glomertiler filtrasyon hizinin diismesi vaskiiler

sistemde BUN seviyesinin artmasina neden olur (Xue ve ark. 2014).

2.3.10. Kreatinin (Cr)

Cr, kreatin ve kreatin fosfat metabolizmasinin son iirliniidiir. Cr’nin olusum
mekanizmas1 karaciger, pankreas ve bdbrekte arginin ve glisin arasindaki bir
aminotransferaz reaksiyonu sonucunda ornitin ve guanidinoasetat {iretimi ile baslar.
Guanidinoasetat karacigerde kreatine dontistiiriiliir ve kas dokularina taginarak yogun
kas kasilmalarinin erken evrelerinde, hazir bir enerji kaynagi olarak kullanilan kreatin
fosfata fosforile edilir. Kreatin, kas hiicrelerinde enzimatik olmayan anhidrasyona

ugrar ve Cr olusumu gerceklesir (Kashani ve ark. 2020).

Kan dolasimi ile bobreklere gelen Cr glomeriillerden serbestce filtre edilir,
yeniden emilmez veya metabolize edilmez. Idrarla viicuttan uzaklastirilan Cr’nin
biiyiik bir kism1 proksimal tubiiler sekresyondan gelir (Lopez-Giacoman ve Madero
2015). Bobrekteki ilerleyen doku hasarlarinda glomertiler filtrasyon hizinda meydana
gelen azalma serum Cr miktarinin artmasina neden olmaktadir (Gounden ve ark.

2023).

2.3.11. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG)

Hiicrede meydana gelen oksidatif stres sonucu lipidler ve proteinler zarar
goriir, oksitlenmis DNA bazlar1 olusur ve DNA zincir kirilmalart meydana gelir.
Sonug¢ olarak hiicre apoptoza dogru ilerler (Omari Shekaftik ve Nasirzadeh 2021,
Yadav ve ark. 2023).

ROS tarafindan DNA’da firetilen 23 farkli oksidatif baz hasar iirlini
tanimlanmistir (Zaky ve ark. 2023). Guanin diger DNA bazlaryla kiyaslandiginda en
diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip ve oksidasyona en yatkin DNA baz
oldugundan oksidatif hasarin birincil hedefi konumundadir. 8-OhdG, guanin
oksidasyonu ile olusan, oksidatif olarak indiiklenen baz lezyonlar1 arasinda en yaygin

olan ve DNA hasarinin kararli son tirliniidiir (Celik ve ark. 2023).
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8-OhdG, guanin bazinin 8. pozisyonundaki karbon atomuna *OH saldirisiyla
tiretilir. Niikleik asit oksidasyonunun en iyi bilinen ve oldukc¢a yaygin kullanilan

biyobelirtecidir (Dhulkefl ve ark. 2020, Graille ve ark. 2020).

2.3.12. Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-0)

TNF-a, tiimor nekroz faktorii adi verilen ¢ok biiyiik bir sitokin ailesinin tiyesi
olan, bagisiklik sistemindeki en 6nemli proinflamatuar sitokinlerden biridir (Sharif ve
ark. 2020). Cogunlukla aktiflestirilmis makrofajlar, T-lenfositler ve dogal dldiiriicii
hiicreler tarafindan {iretilen ve yapisal olarak 157 amino asitten olusan bir homotrimer
proteindir (Jang ve ark. 2021). Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrast kanda ilk
saptanabilen sitokindir (Cayakar 2018).

Coziinebilir ve transmembran olmak ftizere iki farkli formda bulunabilir.
Transmembran TNF-a (tmTNF-a) baslangicta 233 amino asitli hiicre yiizeyi
transmembran proteini olarak sentezlenen oncii formdur ve ¢ozilinlir TNF-a (STNF-a)
olarak salinmasi i¢in, zara bagli bir disintegrin metalloproteinaz olan TNF-a
dontstiiriicii enzim (TACE) tarafindan islenmesi gerekir (Jiang ve ark. 2017, Suo ve

ark. 2022).

TNF-0, hedef hiicrelerin membraninda yer alan TNF reseptorii (TNFR) 1 ve
TNFR 2 adi verilen reseptorlerine baglanarak apoptoz, hiicre farklilagmasi, hiicre
cogalmasi, hayatta kalma ve inflamasyon basta olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik

tepkilere aracilik eden sinyal yollarini aktive edebilir (Bras ve ark. 2020).

TNFR1, biitiin hiicre tiplerinin membraninda bulunmasindan dolayr TNF-a
sinyal iletiminde ana reseptddiir. TNFR2 ise genellikle bagisiklik hiicrelerinde bulunur

ve bagisiklik fonksiyonunu diizenleyebilen reseptordiir (Huang ve ark. 2015).

TNFR1, hem sTNF-o hem de tmTNF-o tarafindan aktive edilebilir
(Pobezinskaya ve Liu 2012). TNFR1’in aktivasyonu kompleks I, Ila, IIb ve Ilc olarak
anilan, farkli hiicresel tepkilerle sonuglanan farkli sinyal komplekslerinin olusumunu

tetikleyebilir (Brenner ve ark. 2015).

Kompleks I’in olusumu sirasinda, aktive edilen TNFR1, TNFRI1 ile iligkili

6lim alanina (TRADD) baglanir, ardindan reseptor etkilesimli serin/treonin-protein
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kinaz (RIPK) 1, TNFR ile iliskili faktor (TRAF) 2 ve 5, apoptoz protein 1 ve 2’nin
hiicresel inhibitorii (cIAP1/2) dahil olmak iizere ¢esitli bilesenlerin birlesmesi ve
etkilesimi gelir (Holbrook ve ark. 2019). Bu kompleks sinyal yolu, NF-kB ve MAPK
aktivasyonu ile sonug¢lanir (Haas ve ark. 2009, Gerlach ve ark. 2011). Kompleks I
sinyalinin islevsel sonucunun, inflamasyon, doku dejenerasyonu, hiicrenin hayatta
kalmas1 ve ¢ogalmasinin uyarilmasi, ayrica patojenlere karsi bagisiklik savunmasi

oldugu bilinmektedir (Jang ve ark. 2021).

Kompleks Ila; TRADD, RIPK1, TRAF2, cIAP1/2, prokaspaz8 ve Fas ile
iligkili 6lim alan1 (FADD) proteininden olusur. Bu bilesenlere RIPK3 ilavesiyle
kompleks IIb olusur. Bu iki kompleksin sinyal yolu kaspaz-8’i aktive eder ve
apoptozla sonug¢lanir (Wang ve ark. 2008, Wilson ve ark. 2009). Kompleks Iic sinyal
yolunda nekroptoz ve inflamasyonu indiikleyen, karisik soy kinaz alani benzeri

(MLKL) proteini, RIPK3 aracili fosforilasyon yoluyla aktive edilir (Cho ve ark. 2009).

TNFR2 sadece tmTNF-a tarafindan aktive edilir (Ruder ve ark. 2019). TNFR2,
TRAF2’yle birlikte TRAF1 ve cIAP1/2 ile birlesir ve bu kompleks, NF-xB, MAPK’ler
ve Akt aktivasyonu ile sonuglanir (Kalliolias ve Ivashkiv 2016). TNFR2’nin
aktivasyonu ile baslayan sinyal yolunun islevi doku yenilenmesi, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicrenin hayatta kalmasi basta olmak {iizere antiinflamatuvar ve homeostatik

biyoaktivitelerle iligkilidir (Probert 2015, Heir ve Stellwagen 2020).

2.3.13. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

NF-kB, apoptoz, viral replikasyon, tiimdr olusumu, inflamasyon ve ¢esitli
otoimmiin hastaliklarda yer alan bir transkripsiyon faktoriidir (Liu ve ark. 2017).
Homo ve heterodimerler olusturan NF-kB1 (p105/p50), NF-xkB2 (p100/p52), RelA
(p65), RelB ve c-Rel olmak iizere 5 alt birimden olusmaktadir (de Gregorio ve ark.
2020). Tiim alt birimlerde dimerizasyon, DNA baglanmasi1 ve kB proteinlerinin
inhibitérii (IkB) ile etkilesim i¢in gerekli olan N-terminal rel homoloji alanm

bulunmaktadir (Zinatizadeh ve ark. 2021).

NF-«B alt birimleri, IxB tarafindan hiicre sitoplazmasinda inaktif halde tutulur.
NF-«B sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla IkB'nin fosforilasyonu ve bozunmasi, NF-

kB dimerlerinin aktifleserek ¢ekirdege translokasyonuna yol agar ve burada 300'den
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fazla genin ekspresyonunu diizenleyebilirler (Serasanambati ve Chilakapati 2016,
Concetti ve Wilson 2018). Giiglii transkripsiyon aktivasyon alani1 (TAD) yalnizca p65,
c-Rel ve RelB'de bulunur. p50 veya p52 dimerlerinde TAD bulunmamasi nedeniyle
yalnizca transkripsiyonel baskilayici olarak aracilik edebilirler (Zhang ve ark. 2017).

NF-kB’nin en ¢ok bilinen sinyal yollari, kanonik ve kanonik olmayan yoldur.
Kanonik NF-kB yolu, TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler, T ve B-hiicresi
mitojenleri, bakteriyel liposakkarit, viral proteinler ile ROS tarafindan aktive edilir
(Khongthong ve ark. 2019, Liao ve ark. 2019). Kanonik olmayan NF-kB yolu ise
lenfotoksin-f reseptorii (LTPR), TNF ailesi reseptoriine ait B hiicresi aktive edici
faktor (BAFFR), CD40 ve NF-«kB i¢in reseptor aktivatorii (RANK) dahil olmak iizere
kiiciik bir reseptor grubuna spesifik yanit olusturur (Khongthong ve ark. 2019).

Kanonik yol, inflamatuar yanitlarda kritik bir rol oynar. Kanonik NF-xB
yolundaki p65/p50 dimerleri, sitoplazmada IkBa tarafindan aktif olmayan bir durumda
tutulur. Sitokinler, patojenler ve tehlike ile iligkili molekiiller gibi proinflamatuar
uyaranlara maruz kalindiginda, p65/p50 dimerleri, IxBa'nin proteazomal
degradasyonuyla sonuclanan fosforilasyon kaskadi nedeniyle IkBa'dan salinir. Daha
sonra, p65/p50, ayn1 kdkenli kB motifine baglandig1 ¢ekirdege yer degistirerek NF-xB
hedef genlerinin aktivasyonuna ve ekspresyonuna yol acar (Motolani ve ark. 2022).
Kanonik olmayan yol, TNFR iist aile iiyelerinin bir alt kiimesi araciligiyla
etkinlestirilir. Bu etkinlesme NF-«xB indiikleyen kinazin (NIK) aktivasyonunu saglar.
NIK, p52'yi olusturmak i¢in p100'iin C-terminalini fosforile eden IkB kinaz (IKK) o’y1
fosforile eder ve fosforilasyon kaskadini takiben bagisiklik hiicrelerinin gelisiminde
rol oynayan NF-kB hedef genlerinin ekspresyonunu tetiklemek i¢in p52/RelB
cekirdege yer degistirir (Sun ve ark. 2022).

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismaya baslamadan &nce Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan KAU-HADYEK/2020-107 kodu ile etik kurul onay1 alindi. Aragtirmada
ortalama canli agirliklar1 250-270 gram araliginda, 48 adet Wistar albino erkek rat
kullamildi. Deney hayvanlar1 Atatiitk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve

Aragtirma Merkezi’nden temin edildi ve arastirmanin deneysel uygulamalarini



22

yapmak iizere Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’ne getirildi. Bir haftalik adaptasyon doneminde herhangi bir deneysel islem
yapilmadi. Hayvanlar adaptasyon donemi ve deney siiresince 25 °C sicaklik ve %60-
65 nem kosullar1 bulunan odalarda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 1siklandirma

altinda barindirildi, yem ve igme suyu ad /ibitum olarak verildi.

3.2. Deney Gruplarmmn Olusturulmasi ve Uygulamalar
Adaptasyon donemini takiben rastgele secimle her grupta 8 adet hayvan olacak

sekilde 6 grup olusturuldu. Gruplar ve uygulama sekilleri su sekilde tasarlandi:

1.Grup (Kontrol): Intraperitonal yolla tek doz serum fizyolojik enjekte edildi.

2.Grup (200CUR): Oral gavaj yoluyla 7 giin boyunca 200 mg/kg CUR verildi
(AlBasher ve ark. 2020).

3.Grup (300CUR): Oral gavaj yoluyla 7 glin boyunca 300 mg/kg CUR verildi
(Saghir ve ark. 2020).

4.Grup (CP): 1. giin intraperitonal yolla tek doz 200 mg/kg CP enjekte edildi
(Temel ve ark. 2020).

5.Grup (CP+200CUR): 1. giin intraperitonal yolla tek doz 200 mg/kg CP
enjekte edildi ve oral gavaj yoluyla 7 giin boyunca 200 mg/kg CUR verildi.

6.Grup (CP+300CUR): 1. giin intraperitonal yolla tek doz 200 mg/kg CP
enjekte edildi ve oral gavaj yoluyla 7 giin boyunca 300 mg/kg CUR verildi.

Deney gruplarinda yapilan uygulamalarin sonunda tiim deney hayvanlarindan
ketamin/rompun (50/10 mg-kg!) anestezisi altinda intrakardiyak kan alimi yapildi ve
bu islemi takiben 6tenazi gergeklestirildi. Kanlar EDTA igeren antikoagiilanli ve bos
antikoagiilansiz tiiplere alindi. Otenazi sonrasi hayvanlarin sistemik nekropsilerini
takiben cerrahi islemlerle karaciger, bobrek ve kalp doku 6rnekleri alindi. Dokularin
bir kism1 histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda fikze edildi.
Biyokimyasal analizler i¢in alinan doku 6rnekleri serum fizyolojikle yikandiktan sonra
fosfat tamponu (PBS) kullanilarak 10 kat sulandirildi. Homojenizator kullanilarak buz
tizerinde homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar sogutmali santrifiij cihazinda
5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek supernatant elde edildi. Biyokimyasal analizler
i¢in alinan antikoagiilanli kan 6rneklerinden GSH analizi i¢in bir miktar ayrildi. Geri

kalan miktar sogutmali santrifiij cihazinda 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek
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plazma elde edildi. Serum i¢in alinan kan 6rnekleri oda sicakliginda 20 dk bekletildi

ve siire sonunda sogutmali santrifiij cihazinda 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek

serum elde edildi. Elde edilen supernatant, plazma ve serum Ornekleri biyokimyasal

analizlerin yapildig1 giine kadar derin dondurucuda -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.
3.3.1.

3.3.2.

Metot

Kullamilan Cihaz ve Ekipmanlar
Calkalamali sicak su banyosu (GFL, Almanya)
Deiyonize su cihazi (Elga, Ingiltere)

Derin dondurucu (Bosch, Almanya)

Etiiv (Niive EN 400, Tiirkiye)

Hassas terazi (Precisa, Isvigre)

Homojenizator (Benchmark, Fransa)

Manyetik karistirict (Labinco, Hollanda)
Mikroplaka Okuyucu (Epoch Biotek, ABD)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

pH metre (InoLab, Almanya)

Plate calkalayic1 (Heidolph Instruments Titramax 100, Almanya)
Sogutmali santrifiij (Niive NF 800 R, Tiirkiye)
Vorteks (Velp Scientifica, talya)

Kullamilan Kimyasal Maddeler
1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP), 5,5’-(2-ditoyo nitrobenzoik asit) (DTNB), N-

Biitanol, sodyum nitrat (NaNOz), sodyum nitrit (NaNOs3) (Sigma, ABD)

Cinko siilfat (ZnSOs4), etil alkol, etilendiamin tetra asetik asit (EDTA),

hidroklorik asit (HCI), metafosforik asit, N-(1-Naftil)etilendiamin dihidrokloriir
(NEDD), rediikte glutatyon (GSH), sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4 2H20), sodyum
hidroksit (NaOH), sodyum kloriir (NaCl), sodyum sitrat, tiyobarbiitirik asit (TBA),
triklor asetik asit (TCAA), vanadyum (III) kloriir (VCIz) (Merck, Almanya)

Sulfanilamid (Lancaster, ingiltere)
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3.3.3. Kullanilan Kitler

ALT analiz kiti, AST analiz kiti, ALP analiz kiti, cTn-I ELISA kit, CK-MB
ELISA kit, 8-OHdG ELISA kit, TNF-a ELSIA kit ve NF-kB ELISA kit (Shanghai
Korain Biotech Co. Ltd., Cin)

Cr Analiz kiti ve BUN analiz kiti (Elabscience Bionovation Inc., ABD)

3.3.4. Kullanilan Farmasotik ve Nutrasotik Maddeler

Intraperitonal olarak enjekte edilen CP kaynagi olarak Eczacibasi-Baxter
Hastane Uriinleri San. ve Tic. A.S. tarafindan Baxter Oncology GmbH Halle-Almanya
firmasindan ithal edilen “ENDOXAN 1000 mg IV inflizyon igeren toz flakon” ticari
ismiyle piyasada bulunan, 50 mL serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile ¢ozdiiriildiigiinde

her mL’si 20 mg CP igeren beseri farmasoétik tiriin kullanildi.

Oral olarak verilen CUR kaynag olarak Orzaks ilag ve Kimya San. Tic. A.S.
tarafindan Orzax Inc.-Amerika firmasindan ithal edilen “Orzax Ocean Curcumin”
ticari ismi ile piyasada bulunan ve her kapsiilde 35,03 mg CUR igeren nutrasotik iiriin

kullanildi.

3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

Yoshioka ve ark. (1979) tarafindan bildirilen yontem takip edilerek plazmada
MDA analizi yapildi. Analizin yapilis adimlar takip edilerek olusturulan g¢ozelti,
diisiik pH ve TBA varliginda 1sitildiginda 535 nm’de pik olusturan kirmizi-pembe bir
renk meydana getirir. Bu renk MDA molekiilii ve iki TBA molekiiliiniin birlegsmesi

sonucunda meydana gelen kromojen tarafindan olusturulur.

Testin yapihisi: Kor tiiptine 0,5 mL distile su, standart tliplerine sirastyla
0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 ve 20 umol/L dilusyonlarda hazirlanmis alkolde
¢Oziinmis 1,1,3,3,-tetraetoksipropan ¢ozeltilerinden (standart ¢ézelti) 0,5 mL ve test
tiiplerine 0,5 mL numune konuldu. Daha 6nce hazirlanan % 20'lik TCAA ¢6zeltisinden
kor tiipline 3 mL, standart ve test tiiplerine 2,5 mL eklendi. Tiim tiiplere 1 mL TBA
eklenerek tlipler 90 °C sicakliktaki su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi. Tiipler
sogutulduktan sonra tiim tiiplere 4 mL n-biitanol ilave edildi. Tiipler vorteksle

calkalandiktan sonra 3000 rpm devirde 10 dk. santrifiij edildi. Renkli siipernatant
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mikroplaka okuyucuda 535 nm dalga boyunda kore karst okundu. Tespit edilen
absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve numune MDA

konsantrasyonlar1 umol/L olarak hesaplanda.

MDA Analizi Standart Grafigi
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Grafik 1. MDA Analizi Standart Grafigi

3.4.2. Nitrik Oksit (NO) Analizi

Miranda ve ark. (2001) tarafindan bildirilen yontem takip edilerek plazmada
NO analizi yapildi. VaCls, NaNOs ile reaksiyona girerek NaNO2 olusturur. Sulfanamid
ve NEDD, asidik pH’da NaNO: ile reaksiyona girerek renk veren diazonyum bilesigini

olusturur.

NaNOs analizi i¢in mikroplaka iizerinde se¢ilen kor kuyusuna 100 pL distile
su, standart kuyularina sirasiyla 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM dilisyonlarda
hazirlanmis stok NaNOs ¢ozeltilerinden 100 uL ve numune kuyularina numunelerden
100 pL konuldu. Tiim kuyulara 100 uL. VaCls konuldu. Ardindan %5’lik HCI’de
¢ozdiriilen %?2’lik sulfanamid ve distile suda ¢ozdiirilen % 0,1 NEDD’in 1:1
karisimindan elde edilen griess ayiracindan tiim kuyulara 100 pL eklendi. 37 °C etiivde
30 dakika inkiibasyondan sonra mikroplaka mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga
boyunda kore karsi okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla

degerlendirildi ve numune NaNO3 konsantrasyonlar1 pM olarak hesaplandi.
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Nitrat Analizi Standart Grafigi
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Grafik 2. Nitrat Analizi Standart Grafigi

NaNO:2 analizi i¢in mikroplaka tlizerinde se¢ilen kor kuyusuna 100 pL distile
su, standart kuyularina sirasiyla 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM dilisyonlarda
hazirlanmis stok NaNO: ¢ozeltilerinden 100 pL. ve numune kuyularina numunelerden
100 puL konuldu. Ardindan griess ayiracindan tiim kuyulara 100 pL eklendi. 37 °C
etiivde 30 dakika inkiibasyondan sonra mikroplaka mikroplaka okuyucuda 540 nm
dalga boyunda kore karsi okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik
yardimiyla degerlendirildi ve numune NaNO: konsantrasyonlart uM olarak

hesaplandi.
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Nitrit Analizi Standart Grafigi
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Grafik 3. Nitrit Analizi Standart Grafigi

Hesaplanan NaNO3; ve NaNO: konsantrasyonlar1 toplandi ve numune NO

konsantrasyonlari uM olarak hesaplandi.

3.4.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

Beutler ve ark. (1963) tarafindan bildirilen yontem takip edilerek tam kanda
GSH analizi yapildi. ETDA’l1 kan, distile su ile hemoliz edildikten sonra kanda
stlthidril (SH) gruplar1 tasimayan tiim proteinler, 100 mL distile su i¢inde 1.67 g
metafosforik asit, 0.2 g EDTA ve 30 g NaClI ¢ozdiiriilmesi ile olusan ¢oktiiriicli ¢ozelti
kullanilarak ¢oktiiriiliir. Berrak sivida SH gruplart DTNB ile reaksiyona girerek sar1
renkli bir kompleks olusturur.

GSH analizi i¢in kor tiiptine 800 pL distile su, standart tiiplerine sirasiyla 1.25,
2.5,5,10, 20, 30 ve 40 mg/dL dilisyonlarda hazirlanmis GSH standart ¢6zeltilerinden
200 pL ve numune tiiplerine numunelerden 200 pL konuldu. Ardindan kor tiipiine 1.2
mL ¢oktiiriicli ¢ozelti, test ve standart tliplerine 1.8 mL distile su ile 3 mL ¢oktiiriicti
cOzelti eklendi. Tiipler vorteks cihazi kullanilarak karistirildi, buzlu suda 5 dk
bekletildi ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Kor, standart ve numune tiiplerinden
2 mL supernatant alind1. Biitiin tiiplere, distile suda ¢6ziilerek olusturulan 0.3 M fosfat

cozeltisinden 8 mL eklenerek karistirildi. Ardindan 1 mL DTNB eklenerek mikroplaka
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okuyucuda 412 nm dalga boyunda kore karsi okundu. Tespit edilen absorbanslar
standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve numune GSH konsantrasyonlart mg/dL

olarak hesaplandi.

GSH Analizi Standart Grafigi
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Grafik 4. GSH Analizi Standart Grafigi

3.4.4. Alanin Aminotransferaz (ALT) Analizi

Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) isimli firmadan temin edilen ALT
analiz kiti kullanilarak kolorimetrik metot ile kan serumunda ALT enzim aktivitesi
Olctimii yapildi. ALT, alanin ve a-ketoglutarik asidi 37 °C ve pH 7.4'te katalize ederek
piruvik asit ve glutamik asit iiretir. Reaksiyonu durdurmak i¢in 2,4 dinitrofenilhidrazin
(DNPH) soliisyonu eklendiginde alkali pH’da piruvik asit kirmizimsi kahverengi renk

veren fenilhidrazon piruvata donisiir.

ALT analizi i¢in mikroplaka {izerinde secilen numune ve kontrol kuyularina
37 °C’ye 1sitilmig ALT substrat soliisyonundan 20 pL konuldu. Numune kuyularina 5
uL numune eklendikten sonra plate ¢alkalayici ile iyice karigtirilmasi saglandi ve 37
°C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 20 pL. DNPH
solusyonu, kontrol kuyularina 5 pL numune eklendi. Plate c¢alkalayici ile iyice
karigtirtlmasi saglandi ve 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim

kuyulara 200 pL 0.4 mol/L NaOH ¢ozeltisi eklendi, plate calkalayici ile iyice
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karistirilmasi saglandi, 15 dk oda sicakliginda bekletildi ve mikroplaka okuyucuda 510
nm dalga boyunda okundu. Numune absorbans degerinden kontrol absorbans degeri
cikarilarak mutlak absorbans degeri tespit edildi. Tespit edilen absorbanslar standart

grafik yardimiyla degerlendirildi ve numune ALT enzim aktiviteleri U/L olarak

hesaplandi.
ALT Analizi Standart Grafigi
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Grafik 5. ALT Analizi Standart Grafigi

3.4.5. Aspartat Aminotransferaz (AST) Analizi

Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) isimli firmadan temin edilen AST
analizi kiti kullanilarak kolorimetrik metot ile kan serumunda AST enzim aktivitesi
Ol¢timii yapildi. AST, a-ketoglutarik asit ve aspartik asit arasinda amino grubunun yer
degistirdigi reaksiyonu katalize ederek glutamik asit ve oksaloasetik asit olusturmasini
saglar. Oksaloasetik asit, reaksiyon sirasinda piruvik asit olusturmak iizere
dekarboksilasyona ugrar. Piruvik asit DNPH ile reaksiyona girerek alkali pH’da

kirmizimsi1 kahverengi renk veren fenilhidrazon piruvata doniistir.

AST analizi i¢in mikroplaka iizerinde se¢ilen numune ve kontrol kuyularina 37
°C’ye 1sitilmig AST substrat soliisyonundan 20 pL konuldu. Numune kuyularma 5 pL
numune eklendikten sonra plate ¢alkalayici ile iyice karistirilmasi saglandi ve 37 °C’de

30 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 20 pnL. DNPH solusyonu,
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kontrol kuyularma 5 pL numune eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karistirilmasi
sagland1 ve 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra tiim kuyulara 200 pL
0.4 mol/L NaOH c¢ozeltisi eklendi, plate calkalayici ile iyice karistirilmasi saglandi, 15
dk. oda sicakliginda bekletildi ve mikroplaka okuyucuda 510 nm dalga boyunda
okundu. Numune absorbans degerinden kontrol absorbans degeri ¢ikarilarak mutlak
absorbans degeri tespit edildi. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla

degerlendirildi ve numune AST enzim aktiviteleri U/L olarak hesaplandi.

AST Analizi Standart Grafigi
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Grafik 6. AST Analizi Standart Grafigi

3.4.6. Alkalin Fosfataz (ALP) Analizi

BT LAB isimli firmadan temin edilen ALP analiz kiti kullanilarak kolorimetrik
metot ile kan serumunda ALP enzim aktivitesi 6l¢iimii yapildi. ALP, disodyum fenil
fosfatin hidroliz reaksiyonunu katalize eder. Reaksiyon sonucunda olusan {iriinlerden
biri olan fenol, 4-amino-antipiren ile reaksiyona sokulabilirken, bu reaksiyonun {iriinii

potasyum ferrisiyaniir ile ayrica oksitlenerek kirmizi kinon {iriinii elde edilebilir.

ALP analizi i¢in mikroplaka iizerinde se¢ilen kor kuyusuna 5 pLL double distile
su, standart kuyusuna 5 pL 0.1 mg/ml fenol ¢ozeltisi ve numune kuyularina 5 pL
numune konuldu. Ardindan tiim kuyulara 50 pL tampon ¢ozelti ve 50 pL substrat

cozeltisi eklendi, plate calkalayici ile iyice karigtirilmasi saglandi ve 37 °C’deki su
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banyosunda 15 dk. tutuldu. Son olarak tiim kuyulara 150 uL kromojenik ajan eklendi
ve homojenize olmasi i¢in iyice karismasi saglanarak mikroplaka okuyucuda 510 nm
dalga boyunda okundu. Tespit edilen absorbanslar hesaplama formulii yardimiyla
degerlendirildi ve numune ALP enzim aktiviteleri King Unit (KU)/100mL olarak

asagidaki formiile gore hesaplandi.

: f ol : ODNumune - ODKér
Enzim Aktivitesi _ X Cstandart X V x CoD
KU/100mL ODStandan - ODkasr

3.4.7. Kardiyak Troponin-I (¢Tn-I) Analizi

BT LAB isimli firmadan temin edilen cTn-I enzim baglantili immiinosorbent
analizi (ELISA) kiti kullanilarak serum ¢Tn-I konsantrasyonu 6l¢iimii yapildi. Daha
onceden rat cTn-I antikoruyla kaplanmis mikroplaka kuyularina numune eklendiginde
numunedeki ¢Tn-I kuyular tizerine kaplanmis antikorlara baglanir. Ardindan eklenen
biyotinlenmis rat cTn-I antikoru numunedeki ¢Tn-I’e baglanir. Ardindan eklenen
streptavidin-HRP biyotinlenmis cTn-I antikoruna baglanir. Baglanmamis streptavidin-
HRP bir dizi yikama adimiyla yikanarak uzaklastirilir. Ardindan substrat ¢ozeltisi

eklenir ve rat cTn-I miktariyla orantili olarak renk degisimi meydana gelir.

cTn-I analizi icin kit ile birlikte gelen tiim reaktifler oda 1sisina getirildi. Kitin
igerisinde bulunan ve daha 6nceden ¢Tn-I antikoru ile kaplanmis mikroplaka {izerinde
secilen kor kuyusuna ve standart kuyularina, standart stok ¢ozeltisi ve standart diluenti
kullanilarak sirasiyla 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 ng/mL dilusyonlarda hazirlanan
standart c¢ozeltilerden 50 pL, numune kuyularina 40 pL numune ve 10 pL
biyotinlenmis cTn-I antikoru koyuldu. Ardindan standart ve numune kuyularia 50 uLL
streptavidin-HRP eklendi. Plate calkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve iistii
kapatilarak 37 °C’deki etlivde 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyular
yikama tamponu kullanilarak yikandi ve kurutuldu. Yikama ve kurutma iglemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra tiim kuyulara 50 pL substrast soliisyonu A ve 50 pL substrat
sollisyonu B eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigsmasi saglandi ve iistii kapatilarak
37 °C’deki etiivde 10 dk inkiibasyona birakild1. Siire sonunda tiim kuyulara 50 uL stop
soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda kore karsi
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okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve

numune cTn-I konsantrasyonlart ng/mL olarak hesaplandi.

Kardiyak Troponin-1 Analizi Standart Grafigi
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Grafik 7. cTn-I Analizi Standart Grafigi

3.4.8. Kreatin Kinaz Izoenzim MB (CK-MB) Analizi

BT LAB isimli firmadan temin edilen CK-MB ELISA kiti kullanilarak kan
serumunda CK-MB konsantrasyonu oOl¢timii yapildi. Daha onceden rat CK-MB
antikoruyla kaplanmis mikroplaka kuyularina numune eklendiginde numunedeki CK-
MB kuyular iizerine kaplanmis antikorlara baglanir. Ardindan eklenen biyotinlenmis
rat CK-MB antikoru numunedeki CK-MB’ye baglanir. Ardindan eklenen streptavidin-
HRP biyotinlenmis CK-MB antikoruna baglanir. Baglanmamis streptavidin-HRP bir
dizi yikama adimiyla yikanarak uzaklastirilir. Ardindan substrat ¢ozeltisi eklenir ve rat

CK-MB miktariyla orantili olarak renk degisimi meydana gelir.

CK-MB analizi i¢in kit ile birlikte gelen tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.
Kitle gelen ve daha onceden CK-MB antikoru ile kaplanmis mikroplaka {izerinde
secilen kor kuyusuna ve standart kuyularina, standart stok ¢ozeltisi ve standart diluenti
kullanilarak sirasiyla 0, 1,2, 4, 8, 16, 32 ve 64 ng/mL dilusyonlarda hazirlanan standart
cozeltilerden 50 pL, numune kuyularina 40 pL numune ve 10 pL biyotinlenmis CK-

MB antikoru koyuldu. Ardindan standart ve numune kuyularina 50 pL streptavidin-
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HRP eklendi. Plate calkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve lstli kapatilarak 37
°C’deki etiivde 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyular yikama
tamponu kullanilarak yikandi ve kurutuldu. Yikama ve kurutma islemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra tiim kuyulara 50 pL substrast soliisyonu A ve 50 pL substrat
soliisyonu B eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve iistii kapatilarak
37 °C’deki etiivde 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50 pL stop
soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve

numune CK-MB konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplandi.

CK-MB Analizi Standart Grafigi
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Grafik 8. CK-MB Analizi Standart Grafigi

3.49. Kan Ure Nitrojeni (BUN) Analizi

Elabscience Biotechnology Inc. isimli firmadan temin edilen BUN
kolorimetrik analiz kiti kullanilarak kan serumunda BUN konsantrasyonu 6l¢limii
yapildi. Ure, iireaz katalizorliigiinde amonyak ve karbondioksit olusturur. Amonyak,
fenol kromojenik ajan ile alkali ortamda reaksiyona girdiginde mavi renk veren bir

madde olusturur.

Ure analizi icin mikroplaka {izerinde segilen kér kuyusuna 20 uL double distile

su, standart kuyusuna 20 uLL 10 mmol/L diliisyonda hazirlanmais {ire standart ¢ozeltisi,
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numune ve kontrol kuyularina 20 pL numune koyuldu. Ardindan kor, standart ve
numune kuyularma 250 pL enzim stok ¢oOzeltisi ve enzim diluenti kullanilarak
hazirlanmis enzim ¢ozeltisi, kontrol kuyularina 250 pL enzim diluenti eklendi. Plate
calkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve iistii kapatilarak 37 °C’deki etiivde 10 dk
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 1000 pL kromojenik ajan ¢ozeltisi
ve 1000 pL alkali NaClO ¢ozeltisi eklendi. Plate calkalayici ile iyice karigmasi
sagland1 ve tistii kapatilarak 37 °C’deki etiivde 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda mikroplaka okuyucuda 580 nm dalga boyunda kore karst okundu. Tespit
edilen absorbanslar hesaplama formulii yardimiyla degerlendirildi ve numune BUN
konsantrasyonlart mmol/L olarak asagidaki formiile gére hesaplandi.

BUN ODNumune - ODKontrol

Konsatrasyonu = X Cstandart X Dilusyon Faktorii
M ODStandan - ODxGsr

mmol/L

3.4.10. Kreatinin (Cr) Analizi

Elabscience Biotechnology Inc. isimli firmadan temin edilen Cr kolorimetrik
analiz kiti kullanilarak kan serumunda Cr konsantrasyonu oOl¢iimii yapildi. Cr,
kreatinaz katalizorliigiinde kreatine doniisiir. Kreatin, kreatinaz tarafindan hidrolize
edilir, sarkozin ve iire olusur. Sarkozin, sarkozin oksidaz katalizorliiglinde glisin,
formaldehit ve H202’ye ayrigir. H202, 2,4-(6-trityodin-3-hidroksibenzoik asit) ve 4-
ampiron arasinda peroksidaz tarafindan katalize edilen reaksiyon sonucunda pembe

renk veren bir bilesik olusturur.

Cr analizi i¢in mikroplaka tizerinde secilen koér kuyusuna ve standart
kuyulara, 1 mmol/L standart ¢ozeltisi ve double distile su kullanilarak hazirlanan
sirastyla 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.8 mmol/L dilusyondaki standart ¢ézeltilerden
12 pL, numune kuyularina numunelerden 12 pL. koyuldu. Ardindan tiim kuyulara 180
uL enzim ¢ozeltisi A eklendi. Plate calkalayici ile iyice karigsmasi saglandi ve iistii
kapatilarak 37 °C’deki etiivde 5 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara
60 uL enzim ¢6zeltisi B eklendi. Plate ¢alkalayic ile iyice karigmasi saglandi ve iistii
kapatilarak 37 °C’deki etiivde 2 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda mikroplaka
okuyucuda 515 nm dalga boyunda kore karsi okunarak ilk absorbans degerleri (A1)
alindi. Yeniden {istii kapatilarak 37 °C’deki etiivde 3 dk inkiibasyona birakildi.
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Inkubasyondan sonra mikroplaka okuyucuda ikinci absorbans degerleri (A2) alind.
Tespit edilen absorbanslar hesaplama formulii ve standart grafik yardimiyla
degerlendirildi, numune Cr konsantrasyonlari umol/L olarak asagidaki formiile gore

hesaplandi.

Standart Egri Formiilii: y=ax +b
AA=A2-Al
AAs15 = AANumune — AAKosr
Cr Konsantrasyonu (umol/L) = (AAsis — b) +a x 1000 x Dilusyon Faktorii

Cr Analizi Standart Grafigi
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Grafik 9. Cr Analizi Standart Grafigi

3.4.11. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG) Analizi

BT LAB isimli firmadan temin edilen 8-OHdG ELISA kiti kullanilarak
karaciger, bobrek ve kalp doku homojenatlarinda 8-OHdG konsantrasyonu 6l¢iimii
yapildi. Daha 6nceden rat 8-OHdG antikoruyla kaplanmis mikroplaka kuyularina
numune eklendiginde numunedeki 8-OHdG kuyular iizerine kaplanmis antikorlara
baglanir. Ardindan eklenen biyotinlenmis rat 8-OHdG antikoru numunedeki 8-
OHdG’ye baglanir. Ardindan eklenen streptavidin-HRP biyotinlenmis 8-OHdAG
antikoruna baglanir. Baglanmamis streptavidin-HRP bir dizi yikama adimiyla
yikanarak uzaklastirilir. Ardindan substrat ¢ozeltisi eklenir ve rat 8-OHdG miktariyla

orantil1 olarak renk degisimi meydana gelir.
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8-OHdJG Analizi Standart Grafigi
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Grafik 10. 8-OHdG Analizi Standart Grafigi

8-OHdG analizi i¢in kit ile birlikte gelen tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.
Kitle gelen ve daha 6nceden 8-OHdG antikoru ile kaplanmis mikroplaka {izerinde
secilen kor kuyusuna ve standart kuyularina, standart stok ¢ozeltisi ve standart diluenti
kullanilarak sirasiyla 0, 0.375, 0.75, 1.5, 3, 6, 12 ve 24 ng/mL dilusyonlarda hazirlanan
standart ¢ozeltilerden 50 pL, numune kuyularma 40 pL numune ve 10 pL
biyotinlenmis 8-OHdG antikoru koyuldu. Ardindan standart ve numune kuyularina 50
uL streptavidin-HRP eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve istii
kapatilarak 37 °C’deki etiivde 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyular
yikama tamponu kullanilarak yikandi ve kurutuldu. Yikama ve kurutma islemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra tiim kuyulara 50 pL substrast soliisyonu A ve 50 pL substrat
sollisyonu B eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve listii kapatilarak
37 °C’deki etiivde 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50 pL stop
soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve

numune 8-OHdAG konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplandi.

3.4.12. Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-a) Analizi
BT LAB isimli firmadan temin edilen TNF-a ELISA kiti kullanmlarak

karaciger, bobrek ve kalp doku homojenatlarinda TNF-a konsantrasyonu ol¢timii
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yapildi. Daha 6nceden rat TNF-a antikoruyla kaplanmig mikroplaka kuyularina
numune eklendiginde numunedeki TNF-a kuyular iizerine kaplanmis antikorlara
baglanir. Ardindan eklenen biyotinlenmis rat TNF-a antikoru numunedeki TNF-o’ya
baglanir. Ardindan eklenen streptavidin-HRP biyotinlenmis TNF-a antikoruna
baglanir. Baglanmamis streptavidin-HRP bir dizi yikama adimiyla yikanarak
uzaklastirilir. Ardindan substrat ¢ozeltisi eklenir ve numunedeki rat TNF-o miktartyla

orantili olarak renk degisimi meydana gelir.

TNF-a Analizi Standart Grafigi
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Grafik 11. TNF-a Analizi Standart Grafigi

TNF-a analizi i¢in kit ile birlikte gelen tiim reaktifler oda 1sisina getirildi. Kitle
gelen ve daha 6nceden TNF-a antikoru ile kaplanmis mikroplaka tizerinde secilen kor
kuyusuna ve standart kuyularina, standart stok ¢ozeltisi ve standart diluenti
kullanilarak sirasiyla 0, 20, 40, 80, 160, 320, 640 ve 1280 ng/L dilusyonlarda
hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50 puL, numune kuyularina 40 pL numune ve 10 pL
biyotinlenmis TNF-a antikoru koyuldu. Ardindan standart ve numune kuyularina 50
uL streptavidin-HRP eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve istii
kapatilarak 37 °C’deki etiivde 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyular
yikama tamponu kullanilarak yikandi ve kurutuldu. Yikama ve kurutma islemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra tiim kuyulara 50 pL substrat soliisyonu A ve 50 pL substrat

sollisyonu B eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve listii kapatilarak
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37 °C’deki etiivde 10 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50 pL
stop sollisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve

numune TNF-a konsantrasyonlar1 ng/L olarak hesaplandi.

3.4.13. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Analizi

BT LAB isimli firmadan temin edilen NF-xB ELISA kiti kullanilarak
karaciger, bobrek ve kalp doku homojenatlarinda NF-kB konsantrasyonu 6l¢limii
yapildi. Daha onceden rat NF-«kB antikoruyla kaplanmis mikroplaka kuyularina
numune eklendiginde numunedeki NF-xB kuyular iizerine kaplanmis antikorlara
baglanir. Ardindan eklenen biyotinlenmis rat NF-kB antikoru numunedeki NF-kB’ye
baglanir. Ardindan eklenen streptavidin-HRP biyotinlenmis NF-xB antikoruna
baglanir. Baglanmamis streptavidin-HRP bir dizi yikama adimiyla yikanarak
uzaklastirilir. Ardindan substrat ¢ozeltisi eklenir ve rat NF-«kB miktariyla orantili

olarak renk degisimi meydana gelir.

NF-kB analizi i¢in kit ile birlikte gelen tiim reaktifler oda 1sisina getirildi. Kitle
gelen ve daha 6nceden NF-«B antikoru ile kaplanmis mikroplaka tizerinde segilen kor
kuyusuna ve standart kuyularina, standart stok ¢ozeltisi ve standart diluenti
kullanilarak sirasiyla 0, 0.375, 0.75, 1.5, 3, 6, 12 ve 24 ng/mL dilusyonlarda hazirlanan
standart c¢ozeltilerden 50 pL, numune kuyularina 40 pL numune ve 10 pL
biyotinlenmis NF-xB antikoru koyuldu. Ardindan standart ve numune kuyularina 50
uL streptavidin-HRP eklendi. Plate ¢alkalayici ile iyice karigmasi saglandi ve listii
kapatilarak 37 °C’deki etlivde 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyular
yikama tamponu kullanilarak yikandi ve kurutuldu. Yikama ve kurutma islemi 5 kez
tekrarlandiktan sonra tiim kuyulara 50 uL substrast soliisyonu A ve 50 pL substrat
solisyonu B eklendi. Plate calkalayici ile iyice karismasi saglandi ve iistli kapatilarak
37 °C’deki etiivde 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50 pL stop
sollisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda kore karsi
okundu. Tespit edilen absorbanslar standart grafik yardimiyla degerlendirildi ve

numune NF-kB konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplandi.



39

NF-kB Analizi Standart Grafigi
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Grafik 12. NF-xB Analizi Standart Grafigi

3.5. Histopatolojik Analizler
Hayvanlarin sistemik nekropsilerini takiben alinan ve %10’luk formaldehit
soliisyonunda fikze edilen karaciger, bobrek ve kalp dokulari, rutin doku takip
islemlerinin ardindan hazirlanan parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda seri kesitler
alind1 ve kesitlere Hematoksilen & Eozin boyamasi yapildi. Kesitler 151k mikroskobu
altinda en az iki farkli patolog tarafindan detayli bir sekilde degerlendirildi ve gézlenen

histopatolojik bulgular fotograflandi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Toplanan verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢cin IBM SPSS
Statistics Version 26 paket program kullanildi. Veriler programa aktarildiktan sonra
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri uygulanarak verilerin normalligi
degerlendirildi. Verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi. Gruplar arasi
karsilagtirmali degerlendirmelerin yapilmasi i¢in veriler {izerinde tek yonlii varyans
analizi (One-Way ANOVA) ve post hoc olarak Duncan testi uygulandi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma (X = SD) olarak ifade edildi. Karsilagtirmali

degerlendirmelerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tam kanda olc¢lilen GSH konsantrasyonu, plazma o6l¢iillen MDA ve NO
konsantrasyonlari, serumda oSlgiilen cTn-1, BUN ve Cr konsantrasyonlar1 ve ALT,
AST, ALP ve CK-MB enzim aktiviteleri Tablo 1°de verildi. Karaciger, bobrek ve kalp
doku homojenatlarinda ol¢iilen 8-OHdG, TNF-a ve NF-kB konsantrasyonlar1 Tablo
2’de verildi.

Plazma olgiilen MDA konsantrasyonlar1 incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda MDA konsantrasyonunda artis oldugu goriildii ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak MDA
konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR
gruplart arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).

MDA (umoliL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 13. MDA Konsantrasyonlar1 Grafigi
abed . Aym satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Plazmada o6lgiilen NO konsantrasyonlar1 incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda NO konsantrasyonlarinda artis oldugu goriildii ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda NO

konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
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acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 14. NO Konsantrasyonlar1 Grafigi
abc . Aym satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).

Tam kanda ol¢iilen GSH konsantrasyonlari incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda GSH konsantrasyonlarinda azalma oldugu goriildi ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak GSH
konsantrasyonunda artis oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari
arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Grafik 15. GSH Konsantrasyonlari1 Grafigi
abed . Aym satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Serumda olgiilen ALT enzim aktiviteleri incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda ALT enzim aktivitelerinde artis oldugu gorildii ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak ALT enzim
aktivitelerinde azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari
arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).

100

ALT (UL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 16. ALT Enzim Aktiviteleri Grafigi
abed . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Serumda olciilen AST enzim aktiviteleri incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki ag¢idan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda AST enzim aktivitelerinde artis oldugu gorildi ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki a¢idan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak AST enzim
aktivitelerinde azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari
arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
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AST (UL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CcPp CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 17. AST Enzim Aktiviteleri Grafigi
abed . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).

Serumda olciilen ALP enzim aktiviteleri incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda ALP enzim aktivitelerinde artis oldugu goriildi ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki ag¢idan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak ALP enzim
aktivitelerinde azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari

arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).

ALP (KU100mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 18. ALP Enzim Aktiviteleri Grafigi
abed . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Serumda o6lgiilen cTn-I konsantrasyonlar1 incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda c¢Tn-I konsantrasyonlarinda artis oldugu goriildi ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda cTn-I
konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

a

c¢In-1 (ng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 19. cTn-I Konsantrasyonlar1 Grafigi

abc . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).

Serumda 6l¢iilen CK-MB enzim aktiviteleri incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda CK-MB enzim aktivitelerinde artis oldugu gorildii ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda CK-MB
enzim aktivitelerinde azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).



45

CK-MB fng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR Ccp CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 20. CK-MB Enzim Aktiviteleri Grafigi
abc . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).

Serumda 6l¢iilen BUN konsantrasyonlar1 incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda BUN konsantrasyonlarinda artis oldugu gorildii ve CP
uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki ag¢idan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda BUN
konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

BUN (mmol/L)

Kontrol 200 CUR 300 CUR Ccp CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 21. BUN Konsantrasyonlar1 Grafigi
abe Aymi satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Serumda oOlgiilen Cr konsantrasyonlart incelendiginde CP uygulanmayan
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). CP
uygulanan gruplarda Cr konsantrasyonunda artis oldugu gériildii ve CP uygulanmayan
gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi (p<0.05). CP
uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak Cr konsantrasyonunda
azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari arasindaki farkin
istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).

150 a b

100

Cr (punol/L)

50

Kontrol 200 CTR 300 CUR CPp CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 22. Cr Konsantrasyonlar1 Grafigi
abed . Aym satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Karaciger doku homojenatinda dlgiillen 8-OHdG konsantrasyonlari
incelendiginde CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlaml bir fark
tespit edilmedi (p>0.05). CP uygulanan gruplarda 8-OHdG konsantrasyonunda artig
oldugu goriildii ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir
fark tespit edildi (p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili
olarak 8-OHdG konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve
CP+300 CUR gruplar arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05).
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8-OHdG (ng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 23. Karaciger 8-OHdG Konsantrasyonlar1 Grafigi
abced . Aym satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).

Bobrek doku homojenatinda  Olgiilen 8-OHAG  konsantrasyonlari
incelendiginde CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark
tespit edilmedi (p>0.05). CP uygulanan gruplarda 8-OHdG konsantrasyonunda artig
oldugu goriildii ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir
fark tespit edildi (p<<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili
olarak 8-OHdG konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve
CP+300 CUR gruplar arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05).

8-0HAG (ng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 24. Bobrek 8-OHdG Konsantrasyonlar: Grafigi
abed . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Kalp doku homojenatinda 6l¢iilen 8-OHdG konsantrasyonlari incelendiginde
CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli1 bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). CP uygulanan gruplarda 8-OHdG konsantrasyonunda artis oldugu goriildii
ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak 8-OHdG
konsantrasyonunda azalma oldugu goriildi. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR
gruplari arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<<0.05).

8-0HdG (ng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 25. Kalp 8-OHdG Konsantrasyonlar1 Grafigi
abced . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Karaciger doku homojenatinda o6lgiilen TNF-a  konsantrasyonlari
incelendiginde CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlaml bir fark
tespit edilmedi (p>0.05). CP uygulanan gruplarda TNF-a konsantrasyonlarinda artig
oldugu goriildii ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir
fark tespit edildi (p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan
gruplarda TNF-a konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki
farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve
CP+300CUR gruplar1 arasinda istatistiki a¢idan anlamli bir fark tespit edilmedi
(p>0.05).
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TNF-o. (ng/L)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 26. Karaciger TNF-a Konsantrasyonlar1 Grafigi
abe . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
Bobrek doku homojenatinda 6l¢iilen TNF-a konsantrasyonlar incelendiginde
CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlaml1 bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). CP uygulanan gruplarda TNF-a konsantrasyonunda artis oldugu goriildii ve
CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili olarak TNF-a
konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR
gruplart arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).

300

TNF-a (ng/L)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 27. Bobrek TNF-a Konsantrasyonlar1 Grafigi
abed Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Kalp doku homojenatinda 6l¢iilen TNF-a konsantrasyonlari incelendiginde CP
uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). CP uygulanan gruplarda TNF-a konsantrasyonlarinda artis oldugu goriildii
ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda TNF-a
konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).
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Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR CP+300 CUR

Grafik 28. Kalp TNF-a Konsantrasyonlar1 Grafigi
abe . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Karaciger doku homojenatinda oOlgiilen NF-xB  konsantrasyonlari
incelendiginde CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agidan anlaml bir fark
tespit edilmedi (p>0.05). CP uygulanan gruplarda NF-«B konsantrasyonunda artis
oldugu goriildii ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir
fark tespit edildi (p<<0.05). CP uygulanan gruplarda uygulanan CUR dozuyla orantili
olarak NF-kB konsantrasyonunda azalma oldugu goriildi. CP ile CP+300 CUR
gruplari arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu (p<0.05), CP ile CP+200
CUR gruplari arasindaki ve CP+200 CUR ile CP+300 CUR gruplari arasindaki farkin
istatistiki agidan anlamli olmadig: tespit edildi. (p>0.05).
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NF-B (ng/mL)

[

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 29. Karaciger NF-kB Konsantrasyonlar1 Grafigi

abc Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Bobrek doku homojenatinda 6lgiilen NF-xB konsantrasyonlar: incelendiginde
CP uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki agcidan anlamli bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). CP uygulanan gruplarda NF-kB konsantrasyonlarinda artig oldugu goriildi
ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda NF-xB
konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<<0.05). CP+200 CUR ve CP+300CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

6,00

NF-xB (ng/mL)

Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 30. Bobrek NF-xB Konsantrasyonlar1 Grafigi

abc . Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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Kalp doku homojenatinda 6l¢iilen NF-kB konsantrasyonlari incelendiginde CP
uygulanmayan gruplar arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). CP uygulanan gruplarda NF-«B konsantrasyonlarinda artis oldugu goriildii
ve CP uygulanmayan gruplarla aralarinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p<0.05). CP uygulanan gruplar incelendiginde CUR uygulanan gruplarda NF-xB
konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve CP grubuyla aralarindaki farkin istatistiki
acidan anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). CP+200 CUR ve CP+300CUR gruplari

arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

3 a

b
4 j I

NF-«B (ng/mL)
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Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR  CP+300 CUR

Grafik 31. Kalp NF-kB Konsantrasyonlar1 Grafigi
abe Ayni satirdaki farkli harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).



Tablo 1. Tam kan GSH, plazma MDA ve NO, serum cTn-1, BUN ve Cr konsantrasyonlar1 ve ALT, AST, ALP ve CK-MB aktiviteleri (x+SD).
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Parametreler Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR CP+300 CUR
MDA (umol/L) 5,07 +0,92¢ 4,63 +0,52¢ 4,61 +0,62¢ 13,42 + 0,84 10,37 + 0,96° 8,57 £0,96¢
GSH (mg/dL) 10,99 + 0,72 11,21+0,52 11,12 +0,932 5,7+0,694 8,16 +£0,7°¢ 9,88 +0,76°
NO (uM) 20,6 +0,63° 20,44 +1,03°¢ 20,28 £ 0,9¢ 34,86 + 1,742 30,21 + 1,46° 30,46 + 1,94°
ALT (U/L) 36,12+ 2,66 ¢ 34,72 +2,97 ¢ 33,88 £2,68 ¢ 71,67+ 6,36 2 65,59 + 2,86 ° 60,54 + 3,68 ©
AST (U/L) 55,17 +2,44 52,88 £2,92 ¢ 51,78 + 3,659 86,76 £ 4,562 74,5+5,71° 70,09 + 4,97 ¢
ALP (KU/100mL) 7,88 + 1,134 7,76 + 0,949 7,740,794 15,13+ 1,192 12,8 +£0,95° 11,1+£0,77°¢
Ure (mmol/L) 3,80 +0,41° 3,87 +0,24°¢ 3,76 + 0,43 ¢ 8,18 + 0,442 7,72 +0,41° 7,58 +0,39°
Kreatinin (umol/L) 56,33 +3,29¢ 55,9+2,814¢ 55,58 +2,294 129,91 £4,18*  124,97+6,37%  120,42+4,57°¢
Troponin (ng/ml) 1,44+021°¢ 1,41 +0,18¢ 1,41 +0,13¢ 3,57+0,21°2 2,93+0,19° 2,91 +0,08"
CK-MB (ng/ml) 2,71 +£0,29°¢ 2,6+0,25¢ 2,58 £0,24°¢ 10,77 £ 0,562 9,25+0,73" 9,23 +0,77°

abed. Ayni satirdaki farkl harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 2. Karaciger, bobrek ve kalp dokulari 8-OHdG, TNF-o ve NF-«kB konsantrasyonlart (x+SD).

Parametreler Kontrol 200 CUR 300 CUR CP CP+200 CUR CP+300 CUR

Karaciger 8-OHdG 0,8+0,29 0,79+0,139  0,73+£021¢  3,32+0,242 2,19+0,29° 1,37 +0,4°
TNF-a 58,04+5,18° 51,79+2.85° 50,66+2,65° 168,84+1245* 148,1+10,34% 146,14+17,61"
NF-xB 1,27 +0,18°¢ 1,17+0,06°  1,15+0,09¢ 3,45+0,41° 3,14+£0,39%  3,17+0,31°

Bobrek  8-OHAG 0,75+0,07¢ 0,71+0,13¢  0,7+0,08¢ 4,26+ 0,342 3,11£0,55° 2,06 +0,33°
TNF-a 68,22 +£4319 61,64+3,58¢ 59,69+6,019 219,55+17,17* 169,42+ 11,32> 156,76 + 12,37°¢
NF-«B 1,6 +0,18¢ 1,52+0,27°¢ 1,47+023°¢  4,59+0,352 3,3+0,31° 3+0,33"

Kalp 8-OHdG 0,8+0,15¢ 0,75+0,139  0,74+0,12¢  3,66+0,212 2,55+0,18° 1,51 £0,23°¢
TNF-a 63,04 +£5,17° 58,63+3,23° 56,09+493° 190,43+5,16* 179,1+10,85° 176,66+ 7,86°
NF-«B 1,36+0,11¢  1,25+0,17° 1,17+0,11¢  3,73+0,42 3,4+0732° 3,4+027°

abced. Ayni satirdaki farkl harfler, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemelerde; kontrol, 200CUR ve 300CUR gruplarina ait
ratlarin karaciger dokularinda herhangi bir lezyona rastlanilmadi. Dokularin normal
goriinlim sergiledigi tespit edildi (Sekil 4A, 4B, 4C). CP grubunda ise remark
kordonlarinda dissosiyasyon (Sekil 4D), hepatositlerde siddetli dejenerasyon (oklar)
ve nekroz, siniizoidlerde hiperemi (ok baslar1) ve damar cevresinde ¢ogunlukla
mononiikleer hiicrelerin olusturdugu yangisal infiltrasyon gozlendi. CP grubu ile CUR
tedavisi yapilan gruplar arasinda lezyonlarin sekli ve siddeti agisindan paralellik

mevcuttu (Sekil 4E, 4F).

Sekil 4. Karaciger Dokusu Histopatolojisi
A:Kontrol grubu, B:200CUR grubu, C:300CUR grubu, D:CP grubu, remark kordonlarinda

dissosiyasyon, hepatositlerde dejenerasyon (oklar), siniizoidlerde hiperemi (ok baslar1), E:CP+200CUR
grubu hepatositlerde dejenerasyon (ok) ve siniizoidlerde hiperemi (ok basi), F:CP+300CUR grubu,

hepatositlerde dejenerasyon (ok) ve siniizoidlerde hiperemi H&E, Bar= 100 pm.

Kontrol, 200CUR ve 300CUR gruplarindaki ratlarin bobrek dokularinda
herhangi bir patolojik bulgu tespit edilmedi (Sekil 5A, 5B, 5C). CP grubundaki ratlarda
tubulus epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz goézlendi (Sekil 5D)
(ok). Tubuluslarda ¢ok sayida hiyalin silindirlerinin varligi dikkat ¢ekiciydi (ok bast).
Karaciger bulgularina benzer sekilde CP grubu ile beraber CUR tedavisi uygulanan
gruplar arasinda tespit edilen patolojik bulgular acisindan dikkate deger bir fark
gbzlenmedi (Sekil SE, 5F).
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Sekil 5. Bobrek Dokusu Histopatolojisi
A:Kontrol grubu, B:200CUR grubu, C:300CUR grubu, D:CP grubu, Bobrek tubul epitellerinde
dejenerasyon ve nekroz (ok), tubulus liimenlerinde hiyalin silindirleri (ok baslar1), E:CP+200CUR

grubu tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz (ok), tubulus liimenlerinde hiyalin silindirleri (ok
baslar1) F:CP+300CUR grubu, tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz (ok), tubulus liimenlerinde
hiyalin silindirleri (ok baslar1) H&E, Bar= 100 pum.

Kontrol, 200CUR ve 300CUR gruplarindaki ratlarin kalp dokularinda dikkate
deger herhangi bir lezyona rastlanilmadi (Sekil 6A, 6B, 6C). CP grubundaki ratlarda
kalp kast hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz gozlendi (Sekil 6D) (ok). Bu bulgulara
ek olarak hiperemi (V) ve baz1 damarlar ¢evresinde ise cogunlugunu monontikleer
hiicrelerin olusturdugu yangisal infiltrasyon mevcuttu (ok basi). Karaciger ve bobrekte
saptanan histopatolojik bulgulara uyumlu sekilde CP grubu ile beraber CUR tedavisi
uygulanan tedavi gruplari arasinda ise herhangi bir fark yoktu. Bu gruplarda da CP
grubundaki benzer siddette ve dagilimda lezyonlar mevcuttu (Sekil 6E, 6F).
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Sekil 6. Kalp Dokusu Histopatolojisi
A:Kontrol grubu, B:200CUR grubu, C:300CUR grubu, D:CP grubu, Kalp kasi hiicrelerinde

dejenerasyon ve nekroz (ok) damar ¢evresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok baslart) ve hiperemi
(V), E:CP+200CUR grubu, Kalp kas1 hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz (ok), damar c¢evresinde
hiicre infiltrasyonu (ok basglar1) ve hiperemi (V), F:CP+300CUR grubu, grubu Kalp kasi hiicrelerinde
dejenerasyon ve nekroz (ok), damar ¢evresinde hiicre infiltrasyonu (ok baslari) ve hiperemi (V), H&E,

Bar= 50 pum.

5. TARTISMA

CP alkile edici ajanlar arasinda bulunan, farkli kanser tiirlerinde kemoterapi
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Hepatotoksisite, nefrotoksisite ve kardiyotoksisite
dahil olmak iizere ciddi yan etkiler nedeniyle kullanim dozu kisitlanmaktadir (Ahmed
ve ark. 2023, Alam ve ark. 2023, Uyumlu ve ark. 2023). Karacigerde CPY enzimleri
tarafindan metabolik olarak aktive edilen CP, son olarak aktif metabolitleri olan
akrolein ve fosforamid mustardi olusturur (Ayhanci ve ark. 2009, Jeelani ve ark. 2017).
CP’nin toksik metaboliti ve ciddi yan etkilerinin ana sebebi olan akrolein, ROS artisina
neden olarak dokudalarda oksidatif strese neden olur, lipid peroksidasyonunu ve hiicre
hasarin1 yogunlastirir, DNA'y1 alkilleyerek DNA ¢arpraz baglarinin olusmasina yol
acar ve son olarak apoptoza neden olur (Caglayan ve ark. 2018, Fei ve ark. 2022). CP
nedeniyle olusan doku hasarlariin ana etki mekanizmalari, oksidatif stres ve
inflamatuar kaskadinin aktive edilmesidir (Mostafa ve ark. 2022, Attia ve ark. 2023).
Bu nedenle akroleinin neden oldugu bu yan etkilere kars1 antioksidanlarin kullanimu,

dokularin korunmasinda veya olusan hasarlarin iyilestirilmesinde rol oynayabilir.
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Zerdecgaldan elde edilen biyoaktif bir fenol olan kurkumin, antioksidan,
antiinflamatuar ve antibakteriyel 6zellikleriyle 6ne ¢ikan bir molekiildiir (Maheshwari
ve ark. 2006, Anand ve ark. 2008, Hamilton ve Gilbert 2023). CUR serbest radikalleri
baskilarken CAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzimleri indiikler ve hiicresel
oksidatif stresin baskilanmasini saglayan Nrf2 gibi antioksidatif protein belirteclerin

ylkselmeni saglar (Gupta ve ark. 2020).

Bu ¢alisma CP uygulamasi sonucunda olugan oksidatif stres ve DNA hasart ile
CP’nin doz kisitlayict toksik etkilerinden olan kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve
nefrotoksisitenin iyilestirilmesinde CUR’un olas1 roliinii degerlendirmek amaciyla
yapilmistir. Erkek wistar albino ratlarda in vivo olarak oksidatif stres, DNA ve doku
hasarlar1 olusturulmustur. Bunun i¢in ¢alismanin ilk giinii ratlara 200mg/kg dozda CP
intraperitonal yolla enjekte edilmistir. Ardindan doku hasarmin iyilestirilmesi igin 7
giin siireyle oral yolla CUR uygulamasi yapilmigtir. Antioksidan/antiinflamatuar
Ozellikleri ile bilinen CUR ’un etkisinin ortaya konulmasi adina ¢alisma sonunda alinan
orneklerden tam kanda GSH diizeyi, serumda MDA, NO, cTn-I, BUN ve Cr diizeyleri
ile ALT, AST, ALP ve CK-MB enzim aktiviteleri, karaciger, bobrek ve kalp
dokularinda ise 8-OHdG, TNF-a ve NF-kB diizeyleri analiz edilmis ve
degerlendirilmistir. Ayrica karaciger, bobrek ve kalp dokularinda yapilan

histopatolojik incelemelerle caligsma desteklenmistir.

CP uygulamasi nedeniyle artan ROS, lipidler ve proteinler de dahil olmak
tizere hiicelerdeki farkli bilesenlere zarar verir, antioksidan enzim aktivitelerinin
azalmasia neden olur, lipid peroksidasyonunu tetikler ve bu durum hiicre zarinin
biitiinliigiini etkileyerek hiicre 6liimiine neden olur. Ayrica ROS hiicresel proteinleri
oksitleyerek DNA zincirinin kirilmasi yoluyla hiicrelerde belirgin bir hasara neden
olabilir (Amirkhizi ve ark. 2010, Smathers ve ark. 2011, Preiser 2012, Saghir ve ark.
2020). Bu baglamda CP uygulamasi nedeniyle olusan oksidatif stres ve apoptozun,
kalp, karaciger ve bobrek dahil olmak iizere farkli dokularda neden oldugu doku hasari
bir ¢ok caligmada bildirilmistir (Algahtani ve Mahmoud 2016, Mahipal ve Pawar
2017, Mahmoud ve ark. 2017, ALHaithloul ve ark. 2019, Ayza, Zewdie, ve ark. 2020).

ROS’un hiicre membranlartyla etkilesimi sonucunda membran lipidlerini

kolayca peroksidasyona ugratir ve lipid peroksidasyonunun nihai iiriinii olarak MDA
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olusur (Taghiabadi ve ark. 2012, Avci ve ark. 2017). Daha once ratlarda 200 mg/kg
dozda CP uygulamasi yapilarak gerceklestirilen ¢alismalarda CP’nin ROS olusumunu,
biyolojik memranlarda lipid peroksidasyonunu ve MDA seviyesini arttigi
gosterilmistir (Gunes ve ark. 2017, Afkhami-Ardakani ve ark. 2018, Cengiz ve ark.
2020). Cesitli ajanlarla deneysel olarak oksidatif stresin indiiklendigi ¢alismalarda,
CUR uygulamasinin MDA diizeyini disiirerek lipid peroksidasyonunu ve oksidatif
stresi iyilestirdigi gosterilmistir (Salgintas ve ark. 2021, Tubsakul ve ark. 2021,
Hatipoglu ve Keskin 2022). Yapmis oldugumuz calismada MDA diizeyi acisindan
kontrol grubuyla CP uygulanmayan sadece CUR uygulanan 200 CUR ve 300 CUR
gruplart arasinda herhangi bir fark tespit edilmedi. Yapilan diger ¢alismalarda (Gunes
ve ark. 2017, Afkhami-Ardakani ve ark. 2018, Cengiz ve ark. 2020) tespit edilen
bulgulara benzer olarak CP uygulanan grupta lipid peroksidasyonunun kontrol
grubuna gore anlaml bir sekilde artis gostermesiyle MDA diizeyinin arttig1 (p<0.05)
tespit edildi. CP ile tedavinin tetikledigi ROS artisiyla baglantili olarak MDA
diizeyinde artis gozlemlenmis olabilir. CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplarinda ise
uygulanan CUR etkisiyle MDA diizeyinin CP grubuna gore anlamli bir sekilde
azaldig1 goriildii. Bu azalma CUR’un artan lipid peroksidasyonunu ve dolayisiyla

oksidatif stresi iyilestirdigini diistindiirmektedir.

Antioksidan olarak hiicre i¢in hayati bir rol oynayan GSH giiclii bir serbest
radikal ve ROS tutucudur. GSH diizeyi genellikle hiicrelerin antioksidatif
kapasitesinin bir belirteci olarak kullanilan hiicresel redoks durumunu belirler. GSH
diizeyinin azalmasiyla iliskili en iyi bilinen durumlar arasinda karaciger, bobrek ve
kardiyovaskiiler hastaliklar ile birlikte yaslanma siireci bulunmaktadir (Fang ve ark.
2002, Atessahin ve ark. 2005, Jones 2006, Schmitt ve ark. 2015). Yapilan ¢aligmalarda
CP’nin toksik metaboliti akroleinin ROS iiretimi yoluyla GSH gibi antioksidan
savunma mekanizmalarina etki ettigini ve GSH’1n belirgin olarak tiikenmesine neden
oldugu gosterilmektedir (Olayinka ve ark. 2015, AR ve ark. 2016). Elhanas ve ark.
(2020) tarafindan yapilan bir calismada; kontrol grubuyla karsilastirildiginda CP
uygulamasi yapilan ratlarda GSH seviyesinde azalma gozlemlenirken, CP ile birlikte
CUR tedavisi yapilan rat grubunda GSH seviyesinde 6nemli bir artig gézlemlenmistir.
Bu calismada tespit edilen bulgulara benzer olarak, yapmis oldugumuz ¢alismada CP

uygulanan ratlarda GSH konsantrasyonlarinda azalma oldugu goriildii ve CP
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uygulanmayan gruplarla arasinda 6nemli bir fark oldugu tespit edildi (p<0.05). Bu
azalma CP tarafindan iiretilen ROS’un GSH'y1 tiikettigini diisiindiirmektedir. Bu da
hiicre membranlarin1 ROS saldirisina maruz birakabilir ve yine ¢alismada ifade edilen
MDA seviyelerinin artig1 ile gosterilen lipid peroksidasyonuna yol acabilir. CP
uygulanan ratlara yapilan CUR tedavisinin dozuyla orantili olarak GSH
konsantrasyonunda artis oldugu goriildii. CP, CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplari
arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli oldugu tespit edildi (p<<0.05). Bu sonuglar
CUR’un giiclii radikal siipiiriicii  6zelligiyle GSH’mn tilkenmesini 6nledigini,

dolayistyla GSH diizeyini arttirdigini diistindiirmektedir.

Bir serbest radikal ve zayif oksidan olan NO, sulu ¢ozeltilerde O2" ile
reaksiyona girerek ONOO— olusturur (Radi 2018). Peroksinitrit ise siiperoksit ve
NO’in belirli biyolojik etkilerine aracilik eden gii¢lii bir oksidan ve nitratlayici tiirdiir.
NO ve/veya ONOO— gibi RNS'ler, antioksidan savunma sisteminin tiikkenmesinin
ardindan lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel biyomolekiillerle
etkilesime girer ve nitrozatif stresin indiiksiyonu yoluyla doku hasarlarin1 ortaya
c¢ikarir (Speckmann ve ark. 2016, Buchwalow ve ark. 2018). Ratlarda CP uygulamasi
ile gerceklestirilen cesitli calismalarda NO ve dolayisiyla peroksinitrit iiretiminin
artmasiyla antioksidan savunma sisteminin tiikenmesine neden oldugu gosterilmistir
(Fouad ve ark. 2016, Aladaileh ve ark. 2019, Akamo ve ark. 2021). Bu ¢alismalarda
tespit edilen bulgulara benzer olarak, yapmis oldugumuz ¢aligmada CP uygulanan
ratlarda NO diizeyinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde artig gosterdigi
(p<0.05) tespit edildi. Ratlarda sisplatin gibi kemoterapik bir ajan kullanilmasi1 ya da
demir yiliklemesi yapilmasi gibi deneysel olarak NO diizeyinin yiikseltildigi
calismalarda, CUR uygulamasinin NO diizeyini diislirdiigli, dolayisiyla antioksidan
sistemlerin tiikenmesine neden olan peroksinitrit olusumunu azalttigi gosterilmistir
(Badria ve ark. 2015, EI-Gizawy ve ark. 2020). Bizim ¢alismamizda da CP uygulamasi
ile NO diizeyleri ytlikselen ratlara CUR tedavisi yapilmasityla CP+200 CUR ve CP+300
CUR gruplarinda NO diizeyinin CP grubuna gore anlamli bir sekilde azaldig: goriildii.

AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin 6l¢limii karaciger hasarini belirlemek
icin kullanilan analizler arasinda yer alir ve muhtemelen hem klinik tanida hem de
karaciger hasaryla ilgili aragtirmalarda en yaygin kullanilan biyobelirteclerdir (Senior

2012, McGill 2016). ALT, AST ve ALP genellikle sitoplazma iginde bulunur ve
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hiicresel hasardan sonra sitoplazmadan dolasima salindigindan, ratlarda CP
tedavisinden sonra ALT, AST ve ALP seviyelerinde tespit edilen onemli bir artis
hepatosit hasarinin meydana geldigini ifade eder (Singh ve ark. 2011, Ahmed ve ark.
2021). Ahmed ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada; CP uygulamasi yapilan
ratlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerinde
artis gdzlemlenirken, CP ile birlikte CUR tedavisi uygulanan rat grubunda bu enzim
aktivitelerinde énemli bir azalma oldugu tespit edilmis ve CUR’un CP uygulamasi
nedeniyle olusan hepatoksisite iizerinde etkili oldugu ortaya koyulmustur. Yapilan
caligmalarda sadece CP uygulanan ratlarda kontrol grubu ratlara gére ALT, AST ve
ALP diizeyleri 6nemli bir derecede yliksek bulunmustur (Avci ve ark. 2016, Biilbiil ve
ark. 2018, Cengiz ve ark. 2019). CUR’un hepatoprotektif yeteneginin ortaya
konulmas1 amaciyla yapilmis bazi ¢calismalarda deneysel olarak ratlarda hepatoksisite
meydana getirilmis ve CUR tedavisi uygulanan ratlarda ALT, AST ve ALP enzim
aktivitelerinin 6nemli bir diizeyde azaldigi gosterilmistir (Kadasa ve ark. 2015,
Khorsandi ve ark. 2016, AlBasher ve ark. 2020). Bahsedilen bu calismalardan elde
edilen verilere benzer olarak, yapmis oldugumuz calismada sadece CP uygulanan
ratlarda ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli bir
sekilde artig gosterdigi (p<0.05) tespit edildi. Bu durum CP’nin hepatotoksik
ozelliginden ileri gelmektedir. CP ile birlikte CUR tedavisi uygulanan ratlarin
bulundugu CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplarinda ALT, AST ve ALP enzim
aktivitelerinin CP grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi goriildi. CP tarafindan
indiiklenen hepatotoksisitede ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerindeki yiikselmenin
tersine cevrilmesi, CUR'un karacigerde hepatositlerin 6liimiinii azaltabilecegini

gostermektedir.

cTn-I, kardiyotoksisite denildiginde akla gelen ilk biyobelirtectir. Miyokard
enfarktiisii basta olmak iizere bir¢ok kalp hastaliginin teshisinde kullanilmaktadir.
Troponin, iskelet kasi ve kardiyak miyositlerde bulunan kasilma aparatinin bir
bilesenidir (Garg ve ark. 2017, Ceyhun 2022). Al-Bayati ve Jaffat (2023) tarafindan
ratlarda deneysel olarak CP kaynakli kardiyotoksisite olusturularak CUR’un
kardiyotoksisite {izerinde etkilerinin incelendigi ¢alismada, kalp hasarini tanimlamak
aktin filamenti {izerinde bulunan c¢Tn-I’in serum diizeyleri dl¢iilmiis, CP uygulanan

ratlarda hi¢ bir uygulama yapilmayan ratlara gore diizeyin 6nemli bir sekilde
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yiikseldigi, CUR kullanilarak CP etkilerine kars1 korunan ratlarda ise cTn-I diizeyinde
anlamli bir diisiis tespit edilmistir. CP uygulamasinin neden oldugu kardiyotoksisite
lizerine yapilan diger ¢alismalarda, sadece CP uygulanan ratlarda kontrol grubu ratlara
gore cTn-I diizeyleri dnemli derecede yiiksek bulunmustur (Omole ve ark. 2018, Ayza,
Balasubramanian, ve ark. 2020, Alhowail ve Aldubayan 2023). Kemoterapik ajan olan
doksorubisin kullanimiyla deneysel olarak kardiyotoksisite olusturulan ratlarda CUR
uygulamasinin iyilestirici etkilerinin arastirildigi calismalarda, CUR’un artan cTn-I
diizeyini iyilestirdigi gosterilmistir (Benzer, Kandemir, Ozkaraca, ve ark. 2018,
Jafarinezhad ve ark. 2019, Ibrahim Fouad ve Ahmed 2022). Bu g¢aligmalarda tespit
edilen bulgulara benzer olarak yapmis oldugumuz c¢alismada CP uygulanan grupta
c¢Tn-I diizeyinin kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde artig gostermistir (p<<0.05).
CP biyoaktivasyonu sirasinda antioksidatif kapasitenin azalmasina neden olan reaktif
oksijen tiirleri miyositlerin membran biitiinliigiinde bozulmalara neden olur. Hasarli
miyositlerden saliman c¢Tn-I serumda oOlgililerek artan degerlerin tespiti CP’nin
kardiyotoksik etkisini ortaya koymaktadir. CP uygulamasi ile birlikte ayn1 zamanda
CUR tedavisi uygulanan CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplarinda ise CUR etkisiyle
cTn-I diizeyinin CP grubuna gdre anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi. Bu durum
ise CUR’un antioksidatif kapasiteyi destekleyerek kardiyopropektif 6zelligini ortaya

koydugunu diisiindiirmektedir.

CK, hiicre sitoplazmasinda bulunan yiiksek enerjili fosfatlar igin tasiyict bir
proteindir. Izoenzimi olan CK-MB ise en ¢ok kalp dokusunda bulunur ve
kardiyotoksisitenin belirlenmesinde kardiyak troponin yerine alternatif olarak kabul
edilen bir biyobelirtectir (Jaffe ve ark. 2006, Daubert ve ark. 2010). Ratlarda CP
uygulamasinin neden oldugu kardiyotoksisite iizerine yapilan ¢aligmalar, sadece CP
uygulanan ratlarda kontrol grubunda bulunan ratlara gore CK-MB enzim
aktivitesindeki artigla kendini gosteren 6nemli bir kardiyotoksisiteye neden oldugunu
gostermistir (Cetik ve ark. 2015, Gunes ve ark. 2017, Ye ve ark. 2022). Benzer ve ark.
(2018) tarafindan kemoterapik bir ajan olarak doksorubisinin kullanildig1 bir
calismada, deneysel olarak kardiyotoksisite olusturulan ratlarda CUR uygulamasinin
tyilestirici etkileri arastirilmis, sonug olarak CUR’un artan CK-MB enzim aktivitesini
tyilestirdigi gosterilmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda ROS iiretiminde artisa neden

olan ve sentetik bir adrenerjik agonisti olan izoproternol kullanilarak miyokardiyal
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hasarin indiiklendigi ratlarda CUR uygulamasinin iyilestirici etkileri arastirilmistir.
Calismalarda kardiyak hasarin biyobelirteci olan CK-MB enzim aktivitesinin énemli
bir artis oldugu gosterilmis ve CUR tedavisinin ratlarda enzim aktivitesini diistirdiigii
tespit edilerek, CUR’un miyokardiyal hasara kars1 kouyucu etkisi ortaya koyulmustur.
Bu koruyucu etki, serbest radikal olusumunu inhibe eden CUR’un antioksidan
ozelliklerine baglanmistir (Hussein ve ark. 2018, Boarescu ve ark. 2019, Rahnavard
ve ark. 2019). Bu c¢alismalarda tespit edilen bulgulara benzer olarak yapmis
oldugumuz c¢alismada CP uygulanan grupta CK-MB enzim aktivitesi kontrol grubuna
gbre anlamli bir sekilde yiikselmistir (p<0.05). CP uygulamas: ile birlikte aymn
zamanda CUR tedavisi uygulanan CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplarinda ise
CUR etkisiyle CK-MB enzim aktiviteleri CP grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi
(p<0.05) tespit edildi. Bu durum CUR’un antioksidatif kapasiteyi destekleyerek
serbest radikallerin olusumunu inhbe etmesi sonucunda kardiyoprotektif etkisini

gosterdigini diisiindiirmektedir.

BUN ve Cr, bobreklerin glomeriilleri tarafindan serbestge siiziilen metabolizma
atik drlinleri olup nefrotoksisite ve bobrek fonksiyon bozuklugunun tespitinde
kullanilan geleneksel biyobelirtegleridir (Johnson 2011, Campos ve ark. 2018).
Ratlarda CP uygulamasinin neden oldugu nefrotoksisite iizerine yapilan ¢aligmalar,
sadece CP uygulanan ratlarda kontrol grubunda bulunan ratlara gére BUN ve Cr
diizeylerindeki anlamli artis oldugunu gostermistir (Olayinka ve ark. 2015, Hamzeh
ve ark. 2018, Temel ve ark. 2020). Serum BUN ve Cr seviyelerinde belirgin artis,
nefrotoksisite nedeniyle anormal bdbrek fonksiyonunun bir gostergesi oldugunu
diisiindiirmektedir. Yapilan bazi c¢aligmalarda ROS iiretiminde artisa neden olan
gentamisin ve colistin gibi antibiyotikler kullanilarak nefrotoksisitenin indiiklendigi
ratlarda CUR uygulamasinin iyilestirici etkileri arastirilmistir. Calismalarda bdbrek
hasarinin biyobelirtecleri olan BUN ve Cr diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu
gosterilmis ve CUR tedavisinin ratlarda BUN ve Cr diizeyini diislirdiigii tespit
edilerek, CUR’un nefrotoksisiteye karsi kouyucu etkisi ortaya koyulmustur (Edrees ve
ark. 2018, Laorodphun ve ark. 2022, Tomsa ve ark. 2022). Bu calismalarda tespit
edilen bulgulara benzer olarak yapmis oldugumuz ¢alismada CP uygulanan grupta
BUN ve Cr diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde yiikselmistir (p<0.05).
CP uygulamasi ile birlikte ayn1 zamanda CUR tedavisi uygulanan CP+200 CUR ve
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CP+300 CUR gruplarinda ise CUR etkisiyle BUN ve Cr diizeylerinin CP grubuna gore
anlamli bir sekilde azaldig1 (p<0.05) tespit edildi.

CP ile kemoterapi goren hastalarda asir1 maruz kalmalar ytiksek diizeyde DNA
hasarina neden olur (Swift ve Golsteyn 2014). CP tedavisinde artan ROS un genomik
materyal ile etkilesimi, DNA bazlarinin oksitlenmesine ve DNA iplik¢ik kirilmalarinin
olusmasina yol agar. Spesifik olarak 8-OHdG, bol miktarda tiretilen oksidatif DNA
hasarinin bir biyobelirtecidir (Farmer 2004). Ratlarda CP uygulamasinin neden oldugu
nefrotoksisite, hepatoksisite, kardiyotoksisite ve diger dokularin hasarlari {izerine
yapilan caligmalar, sadece CP uygulanan ratlarda kontrol grubunda bulunan ratlara
gore 8-OHdG diizeylerinde anlamli artis oldugunu gostermistir (Caglayan ve ark.
2018, Kolikpmar ve ark. 2021, Yadav ve ark. 2023). Yapilan baz1 ¢alismalarda ROS
tiretiminde artisa neden olan deksorubisin ve formaldehit gibi kimyasal maddeler
kullanilarak oksidatif DNA hasarinin indiiklendigi ratlarda CUR uygulamasinin
tyilestirici etkileri arastirilmistir. Calismalarda oksidatif DNA hasarinin biyobelirteci
olan 8-OHdG diizeyinde Onemli bir artis oldugu gosterilmis ve CUR tedavisinin
ratlarda 8-OHdG diizeyini diisiirdiigii tespit edilerek, CUR’un oksidatif DNA hasarina
kars1 koruyucu etkisi ortaya koyulmustur (Ciftci ve ark. 2015, Benzer ve ark. 2018,
Aksu ve ark. 2019). Bu ¢alismalarda tespit edilen bulgulara benzer olarak yapmis
oldugumuz ¢aligmada CP uygulanan grupta karaciger, bobrek ve kalp dokularinda
Ol¢iilen 8-OHdG diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiikselmistir
(p<0.05). Bu durum artan ROS miktarinin oksidatif DNA hasarina neden oldugunu
diisiindiirmektedir. CP uygulamasi ile birlikte ayn1 zamanda CUR tedavisi uygulanan
CP+200 CUR ve CP+300 CUR gruplarinda ise CUR etkisiyle 8-OHdG diizeylerinin
CP grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi (p<0.05) tespit edildi.

Kronik inflamasyon ve oksidatif stres baglantili oldugundan, artan ROS
inflamatuar molekiilleri aktive edebilir (Reuter ve ark. 2010). Bir transkripsiyon
faktorii olan NF-xB, akut inflamatuar reaksiyonlarin iiretiminde 6nem tasiyan TNF-a
gibi bir ¢ok sitokinin transkripsiyonunu aktive eder (Cowburn ve ark. 2004). Ratlarda
CP uygulamasmin neden oldugu doku hasarlar1 ve inflamasyon iizerine yapilan
caligmalar, sadece CP uygulanan ratlarda kontrol grubunda bulunan ratlara gére NF-
kB ve TNF-a diizeylerinde anlamli artis oldugunu gostermistir (El-Sheikh ve ark.
2017, Al-joda ve Zalzala 2019, Hasan ve ark. 2020). Yapilan bazi ¢alismalarda ROS
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tiretiminde artisa neden olan bir doksorubisin kullanilarak artan ROS etkisiyle NF-kB
aktivasyonunun ve TNF-a transkripsiyonunun indiiklendigi ratlarda CUR
uygulamasinin iyilestirici etkileri arastirilmistir. Calismalarda NF-kB ve TNF-a
diizeylerinde diizeyinde onemli bir artis oldugu gosterilmis ve CUR tedavisinin
ratlarda NF-xB ve TNF-o diizeylerini diisiirdiigii tespit edilerek, CUR’un anti-
inflamatuar potansiyeli gosterilmistir (Meiyanto ve ark. 2014, Ibrahim Fouad ve
Ahmed 2022). Bu caligmalarda tespit edilen bulgulara benzer olarak yapmis
oldugumuz ¢aligmada CP uygulanan grupta karaciger, bobrek ve kalp dokularinda
Olgiilen NF-xB ve TNF-a diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
yiikselmistir (p<0.05). Bu sonuglar yiiksek dozda CP uygulamasinin akut inflamatuar
yanitlarin siddetlenmesine katildigini bildiren 6nceki calismalarla uyumludur. CP
uygulamasi ile birlikte ayni zamanda CUR tedavisi uygulanan CP+200 CUR ve
CP+300 CUR gruplarinda ise CUR etkisiyle NF-kxB ve TNF-a diizeylerinin CP
grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi (p<0.05) tespit edildi. Bu durum da onceki

caligmalarla uyumlu olarak CUR’un anti-inflamatuar potansiyeli ortaya koymaktadir.

Biyokimyasal analizlerin disinda elde edilen histopatolojik veriler 1s181inda CP
uygulamasi yapilmayan gruplarda bulunan ratlarin karaciger, bobrek ve kalp
dokularinda patolojik belirtiler bulunmazken, CP grubunda bulunan ratlarda; karaciger
dokusunda remark kordonlarinda dissosiyasyon, hepatositlerde siddetli dejenerasyon
ve nekroz, sinilizoidlerde hiperemi ve damar g¢evresinde ¢ogunlukla mononiikleer
hiicrelerin olusturdugu yangisal infiltrasyon gozlenmesi; bobrek dokusunda tubulus
epitellerinde siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz gézlenmesi, ayrica tubuluslarda
cok sayida hiyalin silindirlerinin varligi; kalp dokusunda kalp kasi hiicrelerinde
dejenerasyon ve nekroz, hiperemi ve bazi damarlarin ¢evresinde ¢ogunlugunu
mononiikleer hiicrelerin olusturdugu yangisal infiltrasyonun gozlemlenmesi CP’nin
bu dokular tizerindeki toksik etkisinin ortaya koymaktadir. CP ile CP+CUR tedavisi
uygulanan gruplarda bulunan ratlarin karaciger, bobrek ve kalp dokularindaki
lezyonlarin sekli ve siddeti agisindan paralellik mevcut olmast hematoksilen & eozin
boyamasinin genel bir boyama yontemi olmasi nedeniyle detayli bir tespite imkan
tanimamasindan kaynaklaniyor olabilir. Calisma sonunda elde edilen biyokimyasal

veriler disiiniildiigiinde, calismada hematoksilen & eozin boyamasi yerine
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immunohistokimyasal boyama yontemlerinin kullanilmast durumunda histopatolojik

incelemelerde farkli bulgular tespit edebilecegimizi diisiindiirmektedir.

6. SONUC

Ratlarda yapilan CP uygulamasi ardindan biyokimyasal analizlerle MDA, NO,
cTn-1, BUN, Cr, 8-OHdG, TNF-a ve NF-kB diizeyleri ile ALT, AST, ALP ve CK-MB
enzim aktivitelerinde artis, GSH diizeyinde ise diisiis tespit edilmistir. Bu durum
CP’nin oksidatif strese, hepatoksisiteye, nefrotoksisiteye ve kardiyotoksisiteye neden
oldugunu, ayrica bu dokularda DNA hasar1 olusturdugunu ortaya koymustur. Bu

bulgular histopatolojik incelemelerle de desteklenmistir.

CP uygulamasinin ardindan 7 giin boyunca oral gavaj ile 200mg/kg CUR
uygulanan ratlarda CP’nin biitiin toksik etkilerinde iyilestirme gosterdigi tespit
edilmistir. 7 giin boyunca oral gavaj ile 300mg/kg CUR uygulanan ratlarda ise tam
kanda dl¢iilen GSH, plazmada 6l¢iilen MDA, ALT, AST, ALP, Cr, kalp, karaciger ve
bobrek dokularinda olclilen 8-OHdG ve bobrek dokusunda olgiilen TNF-a
parametreleri agisindan 200mg/kg CUR uygulamasma gore anlamli bir fark
olusturdugu tespit edilmis, yiiksek CUR dozunun toksik etkiler iizerinde iyilestirme

0zelliginin daha fazla oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak CP ile birlikte CUR’un farkli doz uygulamalarinin CP’nin toksik
etkilerini 1iyilestirdigi tespit edildi. Yapilan c¢alisma sonucunda CP’nin toksik
etkilerinin oksidatif strese bagl oldugu, CUR uygulamasi ile tespit edilen iyilesmenin
CUR’un antioksidan ozelligiyle iligkili oldugu ve kemoterapi uygulanan hastalarda
CP’nin meydana gelen toksik etkilerin tedavisinde CUR kullaniminin faydali olabilecegi

kanaatine varilmustir.
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