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OZET

Sicanlarda Pemetrexed Kaynakh Karaciger Hasarima Karsi Chrysin’in Koruyucu
Etkisinin incelenmesi

Amag¢: Calismamizin amaci pemetrexed’in karaciger iizerindeki olasit zararli
etkilerini ve chrysin’in karaciger toksisitesine karsi koruyucu roliinii aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calismada Sprague-Dawley cinsi 50 adet sigan kullanildu.
Grup I kontrol grubu olarak kullanildi. Grup II’ye p.0. misir yagi (chrysin ¢oziiciisii)
(5mg/kg/giin, 28 giin boyunca), grup I1I’e i.p. PMTX (1mg/kg/hafta, 4 hafta boyunca),
grup IV’e p.o. chrysin (50 mg/kg/giin, 28 giin boyunca), grup V’e i.p. PMTX
(Img/kg/hafta, 4 hafta boyunca) + chrysin (50 mg/kg/giin, 28 giin boyunca) uygulandi.
Tim siganlar 28. giiniin sonunda kan ve karaciger dokular1 alindiktan sonra sakrifiye
edildi. Serum orneklerinden AST ve ALT seviyeleri 6l¢iildii. Karaciger dokusundan
SOD, MDA, TAS ve TOS diizeyleri 6l¢iildii. Histolojik olarak hematoksilen-eozin,
immiinohistokimyasal olarakta kaspaz-3 ve TNF-alfa’ya yonelik boyamalar yapildi.

Bulgular: Gruplarin AST ve ALT diizeylerinin, PMTX grubunda diger gruplara
gore anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.005). MDA diizeyleri
karsilastirildiginda PMTX grubunda, kontrol, sham ve CHR gruplarina gore anlamli
diizeyde arttig1 (p<0.05), SOD enzim aktivitesi karsilastirildiginda ise PMTX grubunda
diger gruplara gore anlamli diizeyde azaldigi tespit edildi (p<0.05). Karaciger
dokusunda TAS diizeyleri incelendiginde, PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR
gruplaria gore anlamli derece diisiik bulundu. TOS diizeyleri PMTX grubunda diger
gruplara gore artmakla beraber istatistiksel olarak anlamli degildi. Gruplar arasinda
histopatolojik olarak anlamli fark olugmadi. Pemetrexed uygulamasiin kaspaz-3 ve
TNF-o immiinreaktivitesini artirdigi ve bu artisin, diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.01). PMTX+CHR grubunda hem
kaspaz-3 hem de TNF-a immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma izlendi (p<0.001).

Sonu¢: Calismamizda chrysin’in pemetrexed kaynakli karaciger toksisitesinde
antioksidan etki yoluyla dokular1 hasara kars1 korudugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: pemetrexed, chrysin, karaciger toksisitesi, oksidatif stres
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ABSTRACT

Investigation of the Protective Effect of Chrysin Against Pemetrexed-

Induced Liver Injury in Rats.

Aim: The aim of our study is to investigate the possible harmful effects of
pemetrexed on rat liver and the protective role of chrysin against it.

Material and Method: In this study 50 male Spraque-Dawley rats were used.
Group | was used a control group. Group Il received a p.o. corn oil (chrysin solvent) (5
mg/kg/day for 28 days), group Il received an i.p. PMTX (1 mg/kg/week for 4 weeks),
group IV received a p.o. chrysin (50 mg/kg/day for 28 days), and group V received an
i.p. PMTX (1 mg/kg/week for 4 weeks) + chrysin (50 mg/kg/day). After collecting
blood and liver tissues, all rats were slaughtered at the conclusion of the 28th day.
Serum samples were used to determine the levels of AST and ALT. The levels of SOD,
MDA, TAS, and TOS in liver tissue were measured. Hematoxylin and eosin staining
were used histologically, as well as caspase-3 and TNF-alpha immunohistochemistry.

Results: AST and ALT levels of the groups, PMTX group were detected
significantly increased when compared to other groups (p<0.005). When MDA levels
were compared, the PMTX group increased significantly (p<0.005) compared to the
control, sham, and CHR groups, whereas SOD enzyme activity was found to be
significantly lower in the PMTX group compared to the other groups (p<0.005). TAS
levels in liver tissue were examined to be considerably lower in the PMTX group than
in the control, sham, and CHR groups (p<0.005). Although TOS levels in the PMTX
group were higher than in the other groups, the difference was not statistically
significant. There was no histopathologically significant difference between the groups.
Pemetrexed treatment was found to enhance caspase-3 and TNF- immunoreactivity,
which was statistically significant when compared to other groups (p<0.01). In the
PMTX+CHR group, immunoreactivity to caspase-3 and TNF- was significantly reduced
(p<0.001).

Conclusion: In our study, it was determined that chrysin protects tissues against
damage in pemetrexed-induced liver toxicity by acting as an antioxidant.

Keywords: pemetrexed, chrysin, liver toxicity, oxidative stress
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1. GIRIS

Pemetrexed (PMTX), malign plevral mezotelyoma ve skuamoz olmayan kiigiik
hiicre dis1 akciger kanserinin tedavisinde kullanilan antimetabolitler sinifina ait bir folat
analogudur. Niikleik asitlerin sentezine miidahalesi sonucu neoplastik hiicrelerde
sitotoksik etkiye neden olur. Piirin ve pirimidin sentezi ile ilgili ¢oklu enzim hedeflerini
inhibe eder (1). PMTX, iyi tolere edilen bir ilagtir. Baslica yan etkileri
miyelosupresyon, 6zellikle nétropeni ve trombositopenidir. Mide bulantisi, yorgunluk,
dispne, kusma, kabizlik, noropati gibi bircok yan etkisi bildirilmistir (2). PMTX,
sisplatin ile kombinasyon halinde 6zellikle metastatik kiiclik hiicreli olmayan akciger
kanserinde birinci basamak tedavi olarak kullanilir (3). Bu ajan, kiigiik hiicreli olmayan
akciger, meme, kolorektal, pankreas, mide, mesane dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli solid
timorlerde genis antitiimor aktiviteye sahiptir (2).

Flavonoidler, meyve, sebze, ¢ay, hububat gibi bitkisel gidalarda bol miktarda
bulunan ve antioksidan etki gosteren bilesiklerdir. Chrysin (CHR) son yillarda bir¢ok
aragtirmada kullanilan  bir  flavonoiddir.  Antikarsinojenik, antioksidan, anti-
inflamatuvar, antiviral etkileri oldugu gosterilen CHR serbest radikal diizeyini azaltarak
toksik etkileri engellemektedir (4-6). Literatiirde birgok ¢alisma CHR’nin mide,
pankreas, meme, kolerektal dahil olmak tiizere ¢esitli dokularda ilaglarin ve toksik
ajanlarin sebep oldugu hasara karsi koruyucu etkilere sahip oldugunu gostermistir (7-
10). Hayvan modelleri iizerinde yapilan 6nceki ¢alismalarda CHR ’nin oksidatif stres ve
apoptozun inhibisyonu yoluyla metotreksat, asetaminofen, doksorubisin gibi ajanlardan
kaynakli hepatotoksisiteyi Onledigi bildirilmistir (11). Sigcanlarda yapilan diger bir
calismada CHR’nin antioksidan aktiviteyi artirmak suretiyle CCI4’{in karacigeri ve
bobrek dokularinda olusturdugu hasari iyilestirdigini gosterilmistir (12).

Literatiirde PMTX’in karacigerde olusturdugu toksisitenin incelendigi ¢aligmalar
mevcuttur. Bu c¢alismada CHR’nin PMTX kaynakli karaciger toksisitesine kars1

koruyucu etkisini incelemek amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

2.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger; karin boslugunda sag-iist kisminda yer almaktadir. Diaphragma’nin
alt yiiziine gevsek bag dokusu araciligiyla tutunur ve kostalar araciliiyla korunur.
Topografik olarak, sag hipokondrium, epigastrium’un biyik bir boélimii ve sol
hipokondriumun tist-medial kisminda bulunur. Karin boslugunda bulunan organlarin ve
viicuttaki bezlerin en biiyligiidiir. Kirmizimtirak kahve renginde olan karaciger gevrek
ve frajil kivamdadir. Yetigkinlerde viicut agirhiginin yaklasik %2’si  kadardir.
Cocuklardaysa bu oran %4-5’1 bulmaktadir. Ortalama agirhigr yetiskinlerde 1200-1500
gr kadar olup erkeklerde kadinlardan daha agirdir. Kiint travmalar sebebiyle sik yirtilan
bir organdir. Bol damarli olmasi sebebiyle bu yaralanmalar neticesinde ciddi kanamalar
meydana gelebilir. Karacigeri bag dokusundan yapilmis kuvvetli fibr6z bir zar olan
tunica fibrosa (Glisson kapsiilii) sarar ve organin i¢ine dogru uzantilar gonderir. Dista
ise tunica serosa (periton) sarar (13).

Karaciger facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak iizere iki yiize
sahiptir.

Facies diaphragmatica: Diaphragma ile komsu olan facies diaphragmatica
karacigerin biiyiik olan yiiziidiir. Biiyiik bir kismi1 diaphragma ile 6rtiilii olan bu yiiz
diizgiin, parlak ve konvekstir. Bu yiiziin pars posterior’u ve lig. falciforme hepatis’in
karmm 6n duvarmma uzanan iki yapragi arasinda kalan bolge peritonsuzdur. Lig.
coronarium’un yapraklar1 arasinda kalan peritonsuz alana pars affixa (area nuda) adi
verilir. Periton ile kapli kisimlarina pars libera ad1 verilir. Pars superior, anterior, dextra

ve posterior olmak tizere dort kism1 vardir (13, 14).



Facies
diaphragmatica

Lobus
hepatis
dexter

Lobus hepatis sinister

Sekil 2.1. Karacigerin facies diaphragmatica’dan goriiniimii (Sobotta’dan modifiye
edilmistir).

Facies visceralis: Facies visceralis konkav alt yiizdiir ve karin organlariyla komsudur.
Bu yiiziin konumu asagi, arka ve sol tarafa dogrudur. Bu yiiziin iizerinde yer alan bazi
yarik ve ¢ukurluklar peritonsuzdur. Bu yapilarin disindaki kisimlar peritonla ortiiliidiir.
Visceral yiiziin ortasinda ‘H’ harfi seklinde yerlesmis yarik ve oluklar bulunur.
Karacigerin organlara bakan yiiziinde karacigerin kapisi olarak adlandirilan porta
hepatis, bu yapinin sol tist kisminda fissura ligamenti venosi, sol alt kisminda da fissura
ligamenti teretis bulunur. Porta hepatisin sag st kisminda vena cava inferiorun
yerlestigi sulcus v. cavae ve sag alt tarafinda ise safra kesesinin oturdugu ¢ukurluk olan
fossa vesicae fella (biliaris) bulunur (13). ‘Karaciger kapist’ da denilen porta hepatis’i
cevreleyen periton yapraklart midenin kiiclik kurvaturundan karacigere dogru uzanarak
omentum minus’u olusturur. Visseral ytiziin karacigerin kapisi olarak adlandirilan porta
hepatis, safra kesesinin oturdugu ¢ukur fossa vesica biliaris, vena cava inferiorun
yerlestigi sulcus vena cava, fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti venosi disinda
diger kisimlar peritonla ortilidiir. Karacigerin visseral yiiziinde impressio colica,
suprarenalis, renalis, gastrica, oesophagea ve duodenalis seklinde kalin bagirsak, bobrek

iistii bezi, bobrek, mide, yemek borusu ve ince bagirsagin olusturdugu izler yer alir (14).

Lobus caudatus

V. porta hepatis

Lobus hepatis
dexter

Ductus choledochus

Lobus hepatis

sinister Lobus quadratus

A. hepatica propria

Sekil 2.2. Karacigerin facies visceralis’den goriiniimii (Sobotta’dan modifiye
edilmistir).



Karacigerin Loblan

Karacigerin diyaframla temas halindeki yiiziinden bakildiginda lobus hepatis
dexter ve lobus hepatis sinister adinda iki biiyiik lob, organlara bakan yiiziinde ise lobus
quadratus ve lobus caudatus adinda iki kii¢iik lob olmak iizere toplamda dort yiize
sahiptir. Facies visceralisten bakildiginda; lobus hepatis dexter sulcus sagittalis
dexter’in saginda kalir. Lobus hepatis sinister ise fissura sagittalis sinister’in solundadir.
Oluklar arasinda kalan porta hepatisin st kismi lobus caudatus alt kismi lobus
quadratus olarak adlandirilir. Bu kiiglik loblar anatomik agidan sag lobun pargalari
sayilir (15).

Karacigerin Segmentasyonu

Karacigerin loblar1 anatomik ve fonksiyonel olarak farkli siniflandirilir. Kiigiik
loblar olan lobus caudatus ve lobus quadratus anatomik olarak, lobus hepatis dexter’e
ait olsada fonksiyonel olarak safra drenaji ve kan kaynag ile iligkili olarak tanimlanir.
Kiigiik loblar a. hepatica propria ve v. portae hepatis’in ramus sinister’leri ile
beslenirken safra drenaji ductus hepaticus sinister’den saglanir. Bundan dolayi, bu iKi
lob fonksiyonel olarak lobus hepatis sinister’in bir pargasi seklinde kabul edilir (14).

Arteria (a) hepatica propria, venae (v) portac ve ductus hepaticus’larin
dallanmasi karacigerin segmentlerine ayrilmasinda yol gostericidir. Oncelikle sag ve sol
olarak ikiser dala ayrilirlar ve daha sonra karacigerin segmentlerini olusturmak suretiyle
birgok alt dallara ayrilirlar. Bir segment iginde, V. portae hepatis, a. hepatica propria ve
safra kanallarmin segmenter dallar1 yer alir. Segmentlerin saptanmasinda asil olan bu
olusumlarin intrahepatik dallarmin karaciger parankimasinda dagilmasidir. V.
hepaticalar bu segmental dagilimina uyum gostermemektedir (13).

Karacigerin Ligamentleri

Karaciger karin 6n duvarina ve diaphragmanin alt yliziine baglar araciligiyla
tutunur. Bu baglardan besi (lig. coronarium hepatis, lig. falciforme hepatis, lig.
hepatorenale, lig. triangulare dextrum ve sinistrum) periton tarafindan olusturulur. Area
nuda’nin sag ucunda lig. coronarium’un 6n ve arka yapraklar birleserek lig. triangulare
dextrum ve sinistrum’u meydana getirirler. Lig. teres hepatis ise dogumdan sonra v.
umblicalis’in oblitere olmasi ile olusmustur. Ayrica peritoneal yapilar olan lig.
hepatogastricum araciligiyla mideye baglanirken lig. hepatoduodenale ile ise

duodenuma baglanir (16).



Karacigerin Damarlan

Karaciger iki kaynaktan kan alir. Arterial kan truncus coeliacus’un bir dali olan
a. hepatica communis’in bir dali a. hepatica propria’dan gelir. Bu dal porta hepatis’e
gelince a. hepatica dextra ve sinistra olarak iki dala ayrilir. Karaciger dokusu iginde
segmentler arasinda intersegmental ve loblar arasinda interlobuler dallarina ayrilarak v.
portae ile birlikte dagilir. Dallar1 arasinda anastomoz yoktur. V. splenica ile v.
mesenterica superior’un birlesmesiyle olusan V. portae, besinden zengin oksijenden
fakir kani tasir ve a. hepatica propria ile beraber lig. hepatoduodenale i¢inde uzanarak
porta hepatis’ten karacigere girer. Karacigerde a. hepatica propria’nin dallar ile birlikte
dagilir. Beraber seyrettigi arterle birlikte v. centralis’e acilir. Karacigerin venoz kani v.
hepatica’lar aracilig ile karacigerin arka kisminda v. cava inferior’a agilir (14).

Karacigerin Sinirleri

Sempatikler nervi splanchnici’den, parasempatikler ise her iki taraf nervus
vagus’tan gelerek once plexus coeliacus’u olusturduktan sonra plexus hepaticus adiyla
karacigere gider. Duyu lifleri, sempatik liflerle birlikte uzanarak ve medulla spinalis’in
8-11. segmentlerine gittiginden dolay1 agrist 10. interkostal sinirin dagilma alaninda
hissedilir (14,16).

2.1.2. Karacigerin Fonksiyonlari

Karaciger yap1 ve fonksiyon olarak adaptasyonu yiiksek, ayni zamanda endokrin
ve ekzokrin salgi yapan bir organdir. Metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve
homeostazin korunmasinda biiyiik rol oynar. Karacigerin iistlendigi bir¢ok fonksiyon,
hepatositler tarafindan yerine getirilir. Karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmasinda
anahtar role sahiptir. Kanda normal glikoz konsantrasyonunun devamliligini saglar.
Glikojenin depo edilmesinin yaninda glikoliz, galaktoz ve fruktoz’un glukoz’a
dontisimii gibi gorevleri vardir. Yag asidi oksidasyonu saglar. Hepatositlerde plazma
proteinlerinden olan albumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler sentezlenir.
Vicuttaki metabolik olaylarin devamliligi agisindan 6nem arzeder. Aymi zamanda
aminoasitlerin ve diger maddelerin birbirine donasiimleri gibi gorevleri vardir. Dolagim
ve sindirim sistemi arasindaki iliskiyi saglar. Sindirim kanalinda emilen besinleri igler
ve depo eder. Onemli fonksiyonlarmdan bir digeri de safrayr salgilayip ardindan
bagirsaga iletmektir. Safra yaglarin sindiriminde elzem olan safra tuzlarmi igerir.
Karaciger, viicutta bazi metabolitlerin zararli etkilerinin azaltilmasindan sorumludur.

Protein yikimindan sonra olusan ve hiicreler agisindan toksik bir madde olan amonyagin
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iireye donlisiimiinii saglayarak bunun idrarla atilmasinda goérev alir. Bobrekten
atilamayan pek ¢ok zararli maddeyi, viicuttan atilmasi gereken ilaglari, disaridan alinan
veya endokrin sistemde iiretilen hormonlarin fazlasini zararsiz hale getirir. Ayrica

kalsiyum gibi minerallerin fazlasinin detoksifikasyonunda rol oynar (17-19).

2.1.3. Sicanlarda Karaciger Anatomisi

Sican karacigeri karin bosluguna yerlesmistir. Biiyiik bolimii diaphragma altina
yerlesmisken; mide, sag bobrek istii bezi ve dalak ile de komsulugu vardir. Ortalama
bir sicanda karaciger 10 gr agirliginda ve 19.6 mL hacmindedir. Sican karacigerinde
loblanma insan karacigerine benzeyerek lobus hepatis dexter, lobus hepatis sinister,
lobus hepatis quadratus ve lobus hepatis caudatus olarak dort loba ayrilir. Sol lob
midenin fundus boliimiiniin {izerindedir. Orta lob {izerinde fissura ligamenti teretis
isimli derin bir yarik bulunur. Bu yarig: lig. teres hepatis olusturur. Sag lob v. cava
inferior’u sarmaktadir. Ayrica sag bobregin iizerine oturmustur. Dordiincii lob ise
Ozefagusu at nali seklinde saran ve loblarin en kiigiigii olan lobus hepatis caudatus’tur.
Siganlarda safra kesesi bulunmaz. Safra, karacigerin biitiin loblarinda toplanan safra
kanallar araciligiyla bosalir. Bu kanallarin birlesmesiyle olusan hepatik kanal karaciger

hilusundan ¢iktiktan sonra duedonuma agilmaktadir (20).

2.1.4. Karaciger Histolojisi

Karacigeri “tunica fibroza” veya “Glisson kapsiilii” olarak adlandirilan zar sarar
ve bu zar, Kkaracigerin kiiciik lobiillere ayrilmasini saglar. Karacigerde longitudinal
yapilan kesitlerde poligonal seklinde goriilen hepaton olarak adlandirilan lobiiller
vardir. Lobiiller karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleridir. Yaklasik olarak 2 mm
yiiksekligindedir. Lobiillerin birbiri ile temas halinde bulundugu bdlgelerde iiggen
seklinde bag dokusu alanlart bulunur. Buras1 “glisson tiggeni”, “porta mesafesi” ya da
“kiernan aralig1” olarak isimlendirilir. Burada portal triadi olusturan a. interlobularis, v.
interlobularis ve ductus interlobularis birlikte seyreder.

Kiernan araliklarinda bulunan v. interlobularisten ¢ikan venler lobulus igerisinde
birbiriyle baglanti kurarak v. centralis’te toplanirlar. Lobulusun venlerine karaciger
siniizoidleri denilmektedir ve duvarlarinda endotel ve kupffer hiicreleri bulunmaktadir.
Endotel hiicreleri ile hepatositler arasindaki bosluga “disse mesafesi” denilir.

Hiicre kolonlarmin iginde, canaliculus biliferi denilen gorevi safra tasimak olan

ince kanalciklar bulunmaktadir. Bu kanalciklar birleserek ductuli biliferi adini alir ve



ductuli biliferi’ler de birleserek Kiernan araliginda bulunan ductus interlobularis’i
olustururlar (21, 22).
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Sekil 2.3. Karaciger lobiiliiniin histolojik yapis1 (19)

2.2. Pemetrexed

Uzun siiredir antifolatlarin antitimdr etkili ajanlar olarak gelistirilmesine yonelik
calismalar devam etmektedir (23). PMTX (Alimta®, MTA, LY231514), bu baglamda
gelistirilmis cok hedefli bir antifolat ajandir.

Antifolatlar, niikleik asitlerin sentezine miidahale ederek neoplastik hiicreler
iizerinde sitotoksik bir etkiye neden olur. DNA sentezini ve folat metabolizmasini
engelleyerek tiimor biiyltimesini baskilar. Piirin ve pirimidin sentezinde rol alan bir¢ok
enzimi inhibe eder (24).

Timidilat sentaz (TS) inhibisyonu PMTX’in birincil etki mekanizmasidir. TS,
deoksiiiridin monofosfatin (dUMP), deoksitimidin monofosfata (dTMP) doniisiimiinii
katalizlemektedir. TS inhibisyonu, DNA sentezi i¢in gerekli olan timidinde azalmaya bu
da proliferasyonda diisiise neden olur. TS, metotreksat ve glutamatlar gibi cesitli
antikanser ilaglar i¢in 6nemli bir hedeftir. PMTX TS’ye ek olarak piirin sentezinde rol
oynayan folat bagimli bir enzim olan dihidrofolat rediiktaz (DHFR) ve glisinamid
ribonukleotid formil transferaz (GARFT) enzimlerini inhibe eder. Daha az 6l¢iide de
aminoimidazol karboksamid riboniikleotit formiltransferazi (AICARFT) inhibe eder

(1,25).
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Sekil 2.4. Pemetrexed etki mekanizmasi

PMTX genis etkili bir ajandir ve bir¢ok klinik endikasyonu vardir. PMTX, Subat
2004’te FDA tarafindan malign plevral mezotelyoma tedavisi i¢in onaylanmistir. Eyliil
2008’de de cisplatin ile kombine olarak, metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserinin (KHOAK) birinci basamak tedavisinde kullanimi onaylanmustir (26).

Gastrointestinal tiimorler, meme, kolerektal, mide, serviks, mesane, bas ve boyun
kanseri gibi diger bir¢ok neoplazmada aktivite gostermistir (26-28). PMTX antifolat

etki gdsteren antikanser bir ilagtir.

2.2.2. Pemetrexed Yan Etkileri

PMTX akciger kanserinde bir kose tasi olmasinin yani sira sitotoksik bir
antifolattir. Genellikle 1yi1 tolere edilmesine ragmen hasta popiilasyonunun bir kisminda
toksisiteler yasanir. Klinik c¢alismalarin ¢ogunda doz smirlayict toksik etkisi
notropenidir (2). PMTX, trombositopeni ve anemi ile kendini gosteren kemik iligi
inhibisyonu yapabilmektedir (29). PMTX kaynakli diger yaygin toksik etkiler arasinda
mide bulantisi, kusma, ishal, yorgunluk, dokiinti, AST ve ALT artis1 ve Kreatinin
Klirensi azalis1 belirtilmistir (3, 28).

PMTX toksisitesinin Onlenmesi ve yonetilmesi tedavinin etkinligi agisindan
onemlidir. PMTX toksisitesinde folat eksikliginin rolii son zamanlarda kapsamli bir

sekilde gozden gegirilmistir. Toksik etkilerinin azaltilmasinda ve terapdtik indeksinin



arttirtlmasinda folat takviyesinin veya folat igerikli bir diyetin 6nemi bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (28, 30).

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller yoriingesinde tek ya da daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran ve bundan dolay:r reaktif ve toksik kimyasal bilesiklerdir. Bu eslesmemis
elektron serbest radikallere reaktiflik kazandirarak hiicrelere zarar vermektedir (31-33).
Serbest radikallerin insan ve hayvan dokularinda artmasi sebebiyle olusan hiicre
hasarlarina duyarli biyolojik materyaller; membran lipitleri, proteinler, DNA
molekiilleri ve niikleik asitlerdir (34).

Normal fizyolojik kosullarda, hiicrelerde iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
siirekli olarak inhibe edilir. Bunu organizmadaki antioksidan savunma sistemleri
gergeklestirir. Bu denge, ROS lehine bozuldugunda organizmada muhtemel bir hasar
olusur ve buna oksidatif stres denir. Hiicrede siiperoksit radikallerinin birikmesi ya da
endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi hiicre igin toksiktir (35,36). Bu
toksisitenin yaslanmay1 hizlandirdig1 ayrica kalp-damar hastaliklari, sinir sisteminde
dejeneratif hastaliklarin, bagisiklik sisteminin zayiflamasi, bazi kanser tiirlerinin
olusmasindan infertiliteye kadar bir¢ok hastaliga neden oldugu bilinmektedir (34, 37).

Organizmada endojen ve eksojen kaynakli serbest radikaller; metabolik siirecler
(mitokondriyal elektron transport zincirinden sizint1) ya da gevresel oksidanlar (yabanci
toksik maddeler, ilaglar, radyasyon, alkol, yogun fiziksel aktivite) etkisiyle devamli

olarak tiretilmektedirler (38).

Reaktif oksijen tiirlerinden bazilari; siiperoksit radikali (O2'7), hidrojen peroksit
(H,0,) radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen radikali’dir.

Stiperoksit radikali Kararsiz bir yapidadir ve oksijen molekiiliiniin bir elektron
alarak indirgenmesiyle meydana gelir. Bir serbest radikal olmasiyla beraber direkt zarar
vermez. Siiperoksitin temelde 6nemi hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gecis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (39).

02+ e- -------- > 027

Hidrojen peroksit esasinda serbest radikal olmamasma ragmen siiperoksidin
tersine membranlar1 gegen, sitozole yayilan ve uzun omiire sahip bir oksidandir.

Stiperoksidle reaksiyona girmesi sonucunda en reaktif ve zarar verici serbest radikal



olan hidroksil radikali olusturmak amaciyla kolay bir sekilde yikilabilme o6zelligine
sahiptir (40).
02"+ 02"+ 2H" -------- > H,0,+ 0,

Hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve siiperoksit’in Haber-Weiss reaksiyonuna
girmesiyle olusur. Bilinen en reaktif ve toksik radikal olan hidroksil; proteinlere,

lipitlere, DNA’ya ve organizmada bir¢ok molekiile hasar verir (41).
Haber-weiss tepkimesi: H,0, +0," Fe 0, +OH™ +OH"

Demir (F82+) ve bakir (Cu+) gibi agir metallerin hidrojen peroksit’le Fenton
g

reaksiyonu sonucunda da hidroksil olusur (41).

Fenton tepkimesi: H,0, + Fe2™ — Fe3™ + OH™ + OH°

2.2.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller canlida molekiiler diizeyde bircok biyolojik hasara sebep
olabilirler (42). Hiicre membran proteinlerine, lipit, niikleik asitler, DNA ve enzimlere
onemli derecede zarar verirler.

Serbest radikal hasarma en duyarl yapr lipitlerdir. Lipit peroksidasyonu sonucu
hiicrenin membran yapisi ve akiskanligi bozulur. Malondialdehit (MDA), lipit
peroksidasyonun asil  kaynagidir. MDA  diizeyinin  belirlenmesi ile lipit
peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir (43).

Serbest radikaller DNA iizerinde de etki gosterir. Niikleik asitler hidroksil
radikali ve singlet oksijen gibi radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedirler. Bu
durum DNA’y1 etkileyerek hasara, mutasyona, hiicre disfonksiyonuna hatta kimi zaman
da hiicre 6limiine neden olmaktadir. Tekli oksijen radikali araciligiyla yiiksek elektron
yogunlugu olan guanin bazinin hidroksilasyonu sonucu DNA yapisinda hasar meydana
gelebilir (44).

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asitin igerigi ve
dizilimine baglidir. Bunun sebebi serbest radikallerin protein molekiilii igerisindeki
stilfidril ve amino gruplar ile reaksiyona girmesidir. Bu reaksiyonlarin sonucunda
proteinlerde pargalanma, baz delesyonlar1 veya zincir kirilmalar ortaya cikar. Ayrica
enzimler de protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitesinde degisimler

gozlenebilmektedir (45).
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Sekil 2.5. Serbest radikallerin etkileri (46)

2.3.2. Oksidatif Stres Mekanizmasi

Fizyolojik kosullarda, hiicrelerde siirekli olusan reaktif oksijen tiirleri ile
etkilesime gegen antioksidan savunma sistemleri arasinda bie uyum vardir. Mevcut olan
bu dengenin bozulmasi hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin birikmesi, azalmis
eliminasyonu veya antioksidatif savunmanin optimal olmayan tepkisi oksidatif stres
reaksiyonunu baglatabilir (47).

Hiicrede oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi hiicre organelleri, membran lipitleri, DNA, niikleik asitler ve proteinler gibi
molekiillerin oksidasyonuna sebep olur. Nihayetinde, oksidatif ajanlarin istenmeyen
etkileri ortaya ¢ikar.

Oksidatif stres hiicre hasarinda temel rol oynamanin yani sira hipertansiyon,
diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarin

patogenezinde etkin bir rol oynar (48-50).

2.3.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, reaktif oksijen tilirlerinin viicutta olusturdugu oksidatif hasari
azaltarak noétralize eden, serbest radikallerin fazlasini etkisizlestiren ve hastaliklarin
onlenmesinde katki saglayan bilesiklerdir (51).

Antioksidanlarin ilk etkisi lipid peroksidasyonuna karsi ¢ikmasidir. Antioksidan
mekanizmalarmin  etkinligi  egzersiz, beslenme, yashlik gibi faktorlerden

etkilenebilmektedir (52).
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Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi (53) ;

1) Reaktif oksijen tiirlerini etkileyip tutarak ya da daha zayif olan degisik bir
molekiile doniistiirme islemidir. Buna toplayici (siipiiriicii) etki denir.
Antioksidan enzimler bu sekilde etki agiga ¢ikarirlar.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesime girmek suretiyle onlara hidrojen
aktarimi  yaparak  aktivitelerini azaltma ozelligine sahiptir. Bu
antioksidanlarin bastirici (sondiirme) etkisidir. Vitaminler ve flavonoidler bu
sekilde bir etki gosterirler.

3) Serbest oksijen radikalleriyle aktivasyona girerek zincirlerini = kirip
fonksiyonlarmi1  engelleyerek  gosterdigi etki  zincir kirict  etkidir.
Hemoglobin, minareller ve seruloplazmin bu sekilde etki gosterir.

4) Serbest  oksijen radikallerin  olusturdugu  hasarin  diizeltilmesi
antioksidanlarin onarici etkisidir.

Kaynaklarina goére antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olmak iizere

iki grup altinda toplanabilirler.

Endojen antioksidanlar

Viicutta sentezlenebilen antioksidanlardir. Oksidatif hasara karsi etkili enzim
yapisindaki antioksidanlara 6rnek olarak; Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz,(CAT),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz verilebilir (54, 55).

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Serbest radikallere karsi primer savunma SOD tarafindan gergeklestirilir.
Stiperoksitin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eder.
Tepkime sonucunda olusan H,0,’nin uzaklastirilmasi icin Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz ile birlikte ¢alisir (56).

Katalaz (CAT)

Esas olarak peroksizomlar basta olmak iizere 6zellikle hiicre igi organallerde ya
da mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hidrojen peroksitin H,0,ve O, ‘ye
dontisimiinii katalize eder (57).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Lipit hidroperoksitlerinin etkisizlestirilmesinde 6nemli rol oynar. Ayrica
hidrojen peroksitin indirgenmesini katalize ederek hidrojen peroksitin neden oldugu

oksidatif hasara kars1 hiicreleri korur (56).
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Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, Glutatyon Peroksidaz’in hidroperoksitleri yikimi sonucu
olusan okside glutatyonu (GSSG) devamli indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiir (57).

Eksojen antioksidanlar

Viicutta sentezlenemeyip disaridan hazir olarak alinan antioksidanlara eksojen
antioksidanlar denir. Bunlar vitamin veya ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar
olarak simiflandirilabilir (54).

2.3.4. Flavonoidler

Gliglii  antioksidan etkilere sahip olan flavonoidler bunun yaninda
antiinflamatuvar, antiviral, antialerjik ve antikanserojenik etkilere sahiptir. Literatiirde
flavonoidlerin genellikle bitkisel kaynakli oldugu, insanlar tarafindan tretilemedikleri
ve kanser gibi hastaliklarin engellemesinde rol oynadiklar1 bulunmustur. Bu sebep son
yillarda flavonoidlerin arastirilmasinin temel odagi olmustur. Giiniimiize kadar 8000’ nin
tizerinde flavonoid karakterize edilmistir. Flavonoidler 4 ana grupta incelenmektedir.

Bunlar; flavononlar, katesinler, flavonlar ve antosiyaninlerdir (58).

2.3.5. Chrysin

CHR, birgok bitkide bulunan ve gii¢lii antiinflamatuar, antikanser ve antioksidan
ozelliklere sahip dogal, biyolojik olarak aktif bir bilesiktir. G.F. Jaubert tarafindan 1926
yilinda, propolisin igeriginde mevcut olan flavonidlerden birisi olarak kesfedilen CHR
Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC-International Union of Pure
and Applied Chemistry) tarafindan C;5H;,040larak formiile edilmistir (59).

Gilinlimiizde arastirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir. Flavonlar grubunda yer
almaktadir. CHR’in baslica dogal kaynaklarindan birkag1 ¢arkifelek meyvesi (Passiflora
Caerulea), propolis ve baldir. Bunlarin disinda kereviz, iiziim, kizilcik, marul,
maydanoz, kekik ve brokoli gibi bir¢ok besinde CHR bulunmaktadir (60).

Hidrojen atomu transferi ve tek elektron transferi ile gii¢lii bir antioksidan
Ozelligi saglar. Kendi yapisal Ozellikleri sitokinleri inhibe edici Ozellik gosterir.
Proinflamatuar sitokinlerin herhangi birini inhibe edebilme 6zelligi CHR’nin 2. ve 3.
karbonlar1 arasinda mevcut olan hidrojen grubu ve bunun yani sira karbon atomlari

arasinda ¢ift bag bulunmasindan kaynaklanir (61,62).
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2.3.6. Chrysin’in Insan Saghgma Etkileri

CHR’nin etkileri lizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir. Serbest radikal
miktarin1 azaltarak toksik etkileri engeller. Antiviral ve antiinflamatuvar aktiviteleri
nedeniyle bir¢ok farmakolojik etki gostermektedir (5, 63). CHR ’nin karaciger ve bobrek
koruyucu etkileri vardir (64,65). Son yillarda CHR nin antitiimor aktivitesi aragtirilmis
ve kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve istilast lizerinde CHR’nin inhibitor etkisi
bulunmustur. CHR kemoterapotik ajanlarin antitimoér aktivitesini arttirir ve ilag
direncini baskilamada etkindir. Kanser tedavisinde c¢esitli molekiiler yolaklar1 ve
mekanizmalart etkiler. Apoptozun ig¢sel ve dissal yollart CHR tarafindan indiiklenir.
Kanser tedavisinde CHR tarafindan aktive edilen diger bir programlanmis hiicre 6limii
otofajidir (66, 67). CHR nin terapétik etkilerine ragmen hizli sekilde metabolize olmal,

zayif emilim ve hizli sistemik atilim sebebiyle biyoyararlanimi zayiftir (68).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Calismanmn Sekli

Bu calisma inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan izin (Protokol no: 2021/12-2) ile ger¢eklestirildi. Calismamizda
kullanilan siganlar Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma boyunca deney hayvanlarina uygulanan
tiim islemler ve bakimlar INU- DEHUM’de yapildi.

3.2. Deney Gruplarindaki Hayvan Sayisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan hayvan adeti yapilan gii¢ analizi ile belirlendi. Buna
analizin sonucuna gore, I. Tip hata miktar1 (alfa) 0.05, testin giicii (1-beta) 0.8 ve etki
biiyiikliigii 0.61 iken bu test kullanilarak anlamli bir fark bulunabilmesi igin gerekli olan
minimum Orneklem biiylikliigli her bir grup i¢in 10 olmak {izere toplam 50 olarak
belirlendi (69, 70). Verilen maddenin toksik etkisinden kaynaklanabilecek 6liimler de
g6z onilinde bulunduruldugunda her grupta 10 olmak iizere toplam 50 hayvan c¢alismaya
dahil edildi.

3.3. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Bu calismada Sprague-Dawley irki, ortalama 250-300 gr agirhiginda 50 adet
erkek sican kullanildi. Hayvanlarin hepsi tartildi ve agirliklar agisindan istatiksel olarak
fark olmayacak sekilde 5 gruba (n=10) ayrildi. Hayvanlar deney boyunca 21+1° C
sicaklik ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiistine uyan bir ortamda tutuldu, normal igme
suyu ve standart 6zellige sahip sican yemi ile ad libitum seklinde beslendi.

Grup | (Kontrol grubu): Higbir islem yapilmada.

Grup Il (Sham grubu): Bu gruptaki hayvanlara 28 giin boyunca misir yagi (CHR
¢oziiciisii) (5mg/kg/giin) gavaj ile verildi.

Grup Il (PMTX): Bu grupta bulunan sicanlara 4 hafta boyunca haftada 1 kez
intraperitoneal PMTX (1mg/kg/hafta) yapildi.

Grup IV (CHR): Bu grupta bulunan siganlara 28 giin boyunca CHR (50 mg/kg/giin)

gavaj ile verildi.
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Grup V (PMTX + CHR): Bu grupta bulunan siganlara 4 hafta boyunca haftada 1 kez
intraperitoneal PMTX (1mg/kg/hafta) ve 28 giin boyunca CHR (50 mg/kg/giin) gavaj ile

verildi.

3.4. Kan ve Karaciger Dokularinin Elde Edilmesi ve Analizlere Hazirlanmasi

Calismanin 28. giinlinde biitiin hayvanlara 12 mg/kg Xxylazine ile 80 mg/kg
ketamin kokteyli intraperitoneal enjeksiyonla genel anestezi altinda siganlarin karin
derisi bistiiri kullanilarak agildi. Duodenum st ugtan asilarak abdominal vena kava
inferior goriliniir hale getirildi. Heparinle yikanmis enjektorlerle siganlarin kanlar1 alindi.
Plazma tiiplerine aktarilacak olan bu kan ornekleri 3000xg’de 10 dakika santrifiij
edildi. Alinan serum oOrneklerinden AST ve ALT calisana kadar -80 C° derecede
saklandi. Sonrasinda %10’luk formaldehit icerisinde fikse edilip saklanacak karaciger
dokular1 histolojik analizler igin si¢anlardan alindi. Diger pargasi ise ikiye ayrilarak
hemen aliiminyum folyoya paketleyip grup numarasi verilerek plastik kaplara alindi.
Ardindan elde edilen biitiin niimuneler dokularadan SOD, MDA, TAS ve TOS analizleri

yapilincaya kadar -80 C° dereceye ayarli derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.5. Biyokimyasal analizler

Deneyden bir giin 6nce biyokimyasal analizler i¢in -80° C’ye kaldirilan doku
ornekleri ¢ikarildi ve buzlarinin ¢6ziilmesi amaciyla +4° C’ye alindi. Dokular analizin
yapilacagi giin tartildi ve vidali viyallere alindi. Her bir doku icin yas doku agirliginin
10 katt kadar soguk Tris-HCI tamponu (pH=7.4) tiiplere eklendi. Bilyeli
homojenizatérde dokular homojenize edildi. Homojenat vortekslendi ve ependorf
tiiplere alindi. Elde edilen homojenatlardan protein tayini ve MDA 6l¢iimleri yapilirken
bir béliimi de 1 saat boyunca +4° C sogutmali santrifiij kullanilarak 2200 g’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda ayrilan siipernatantlardan SOD, TAS ve TOS o&lgiimleri
yapildi.

3.5.1. AST ve ALT Degerlerinin Olgiilmesi

Sicanlarin kan 6rneklerinden saglanan serumlarda AST ve ALT degerleri ticari
olarak satin alinan Elisa kitlerinin (SunRed Biotechnology, China) protokoliine uygun
olarak ve Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli immino plate reader kullanilarak

Slciildi.
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3.5.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesinin analizinde Sun ve arkadaslarinin tanimladigi metot
kullanild1 (71). Bu yonteme gore, ksantin/ksantin oksidaz ile olusturulan siiperoksit
radikalleri nitroblutetrazolium’u indirgeyerek renk degisimi meydana getirmektedir.
Reaksiyon sonucu olusan bu renk degisimi 560 nm’de spektrofotometrede okutuldu ve
elde edilen sonuglar U/mg protein olarak verildi.

3.5.3. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

MDA olgtimii lipit peroksidasyon tayin etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
Esterbauer ve arkadaslarinn yontemine gére yapildi (72). Ornekler 15 dk kaynatildiktan
sonra hizli bir sekilde sogutuldu ve absorbans degerleri 532 nm’de spektrofotometrede

okundu. Sonuglar umol/g doku olarak verildi.

3.5.4. Karaciger Dokularinda TAS ve TOS Ol¢iimii

Deney gruplarinin karaciger dokularinda toplam antioksan kapasite (TAS) ve
toplam oksidan kapasite (TOS) ol¢iimii ticari olarak satin alinan ELISA Kitlerinin
(SunRed Biotechnology, China) protokoliine uygun olarak ve Biotek HT Snynergy Gen

5 yazilimli immino plate reader kullanilarak yapildi.
3.6. Histolojik Analizler

3.6.1 Histopatolojik analizler

Deney sonunda alinan karaciger dokulart %10’luk formaldehit igerisinde
muhafaza edildi. Tespit sonunda dokular ¢esme suyunda yikandi. Ardindan dehidrasyon
ve parlatma islemlerinden gegirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gegirilen
kesitlere hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu uygulandi. Boyanan preparatlar
Leica DFC-280 arastirma mikroskobu ile incelendi.

Histopatolojik degerlendirmeler, hepatosit dejenerasyonu (hipereozinofilik
sitoplazmal1 ve piknotik niikleuslu hepatositler), infiltrasyon, siniizoidal konjesyon ve
dilatasyon yoniinden her kesitte rastgele 10 alan incelenerek yapildi. Her alan
degisikliklerin siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli) olacak
sekilde skorlanarak rastgele se¢ilen 10 alan degerlendirildi (73). Analizler, Leica DFC-
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280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros

Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.6.2. immiinohistokimyasal analizler

Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gecirilen kesitler diidiikli
tencereye alinmasiyla immiihistokimyasal analizler i¢cin 0.01 M sitrat (pH 6.0) icinde
15-20 dk kaynatildi. Endojen peroksidaz enzim aktivitesini durdurmak amaciyla %3’lik
hidrojen peroksit uygulamasi 12 dk. siireyle her bir kesite yapildi. PBS ile yikanan
kesitlere 5 dk. siiresince protein blok uygulandi. Daha sonra kesitler 37°C’de 60 dk.
primer antikorla (kaspaz-3, TNF-a) inkiibe edildi. PBS ile yikanan dokulara 37°C’de 10
dk. boyunca biyotinli sekonder antikor uygulandi. Bu islem sonrasinda kesitler 37°C’de
10 dk. streptavadin peroksidazla inkiibe edildi. Ardindan kromojen uygulamasi yapilan
kesitler hematoksilenle boyanarak su bazli kapaticiyla kapatildi.

Kaspaz-3 ve TNF-a uygulamasiyla hepatositlerde immiinreaktiviteye bagli
olarak  kahverengimsi boyanma izlendi. Hepatositlerde izlenen boyanma;
immiinreaktivitenin yaygmhig: (0: yok, 1: 1-%25, 2: %26-50, 3: %51-75, 4: %76-100)
ve siddeti (0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak semikantitatif olarak
skorlandi. Toplam boyanma skoru; yayginlik x siddet hesaplanarak elde edildi (74).
Analizler, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi

(Leica Micros Imaging Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.7. istatistiksel Analizler

Biyokimyasal verilerin tiim istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics 22.0
programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-
Wilk testi ile yapildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar arasi
karsilagtirilmalart  tek  yonlii  varyans analizi ile degerlendirilirken ¢oklu
karsilagtirilmalarinda ise varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey testi
kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma seklinde verildi. Mann-Whitney U testi
normal dagilim gostermeyen degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalarinda
kullanilirken, c¢oklu karsilastirilmalarda Conover testi kullanildi. Veriler ortanca
(mininum-maksimum) seklinde verildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Histolojik analizler i¢in istatistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazilim

programiyla (SPSS for Windows version 26) yapildi. Calismada yer alan tiim
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gruplardaki Olgtilebilir degiskenlerin normallik testlerine gore normal dagilim
gostermedigi saptandi (p>0.05). Nonparametrik istatistik testlerinden Kruskal Wallis
varyans analizi, biitiin degiskenler agisindan gruplarin genel olarak karsilastirilmasinda
kullanildi. Bonferroni diizeltmesi yardimiyla yapilarak Mann-Whitney-U testiyle
gruplar aras1 karsilastirma yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Veriler dagilima bagli olarak medyan (minimum-maksimum) [Med (Min-Mak)] olarak
ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan AST ve ALT Diizeyleri

Gruplarin AST ve ALT diizeyleri incelendiginde, PMTX grubunda diger
gruplara gore anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.1.) (Sekil 4.1.) (Sekil
4.2.).

Tablo 4.1. Gruplara ait AST ve ALT degerleri

Gruplar
Parametreler
Kontrol Sham PMTX CHR PMTX+CHR
AST 6.60 7.66 13.51 6.33 6.38
(4.02-9.26)  (5.49-10.77) (9.00-18.97)* (4.42-9.42) (2.01-10.00)
ALT 5.60 5.26 8.56 5.55 4.44

(3.23-8.67) (3.43-7.19) (5.37-12.35)* (3.93-8.46)  (2.29-6.49)

Degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmast Mann-Whitney U testi ile yapildi. Coklu karsilagtirilmalarda
ise Conover testi kullanildi. Veriler ortanca (Minimum-maksimum) seklinde verildi. Gruplar arasindaki
farkliliklar harfler ile gosterildi.

aDiger gruplarla karsilastirildiginda anlamli artig (p<0.05)
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H ab,de
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w
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Kontrol Sham PMTX CHR PMTX+CHR

Sekil 4.1. Gruplarin serum 6rneklerinden dlgiilen AST seviyesi
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Kontrol Sham PMTX CHR PFMTX+CHR

Sekil 4.2. Gruplarin serum 6rneklerinden dlgiilen ALT seviyesi

4.2. MDA, SOD, TAS ve TOS Diizeyleri

Gruplarin MDA enzim aktivitesi karsilastirildiginda PMTX grubunda, kontrol,
sham ve CHR gruplarina gore anlamli diizeyde arttigi (p<0.05), SOD enzim aktivitesi
karsilastirildiginda PMTX grubunda diger gruplara gére anlamli seviyede azaldig: tespit
edildi (p<0.05). Gruplar arasinda karaciger dokusunda TAS diizeyleri incelendiginde,
PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR gruplarina gére anlamli derece diislik iken
PMTX grubunda TOS diizeyleri diger gruplara gore artmakla beraber istatistiksel olarak

anlamlilik diizeyinde degildi (Tablo 4.2.) (Sekil 4.3.) (Sekil 4.4.) (Sekil 4.5.) (Sekil
4.6.).
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Tablo 4.2. Sigan karaciger dokularinda oksidatif stres parametre bulgular

Gruplar
Parametreler
Kontrol Sham PMTX CHR PMTX+CHR

MDA 6.80+2.26 6.54+1.14 9.82+1.88? 7.55£1.75 8.10+1.548
SOD 0.45 0.45 0.23 0.43 0.39(

(0.35-0.58) (0.35-0.58) (0.05-0.38)° (0.26-0.65) 0.32-0.48)
TAS 2.12+0.53 2.08+0.56 0.88+0.52° 1.65+0.48 1.48+0.491
TOS 9.65+2.82 8.96+1.30 10.47+2.78 7.59+1.96 10.39+2.48

SOD degerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Mann-Whitney U testi ile yapildi. Coklu karsilastiriimalarda
ise Conover testi kullanildi. Veriler ortanca (Minimum-maksimum) seklinde verildi. MDA, TAS, TOS
degiskenlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Coklu
kargilagtirilmalarda Tukey testi kullanildi. Veriler ort£SS seklinde verildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
harfler ile gosterildi.

#Kontrol, sham, CHR gruplariyla karsilastirildiginda anlamlr artig (p<0.05)

®Diger gruplarla karsilagtirildiginda anlamli azalis (p<0.05)

°Kontrol, sham, CHR gruplartyla karsilastirildiginda anlamli azalis (p<0.05)
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Sekil 4.3. Gruplarin karaciger dokularinda MDA enzim aktivitesi
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SOD Enzim aktivitesi (U/mg)
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Sekil 4.4. Gruplarin karaciger dokularinda SOD enzim aktivitesi

TAS Seviyesi (mmol'mg)
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Sekil 4.5. Gruplarin karaciger dokularindaki TAS miktari
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Sekil 4.6. Gruplarin karaciger dokularindaki TOS miktari
4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Histopatolojik bulgular

H-E boyama metodunun uygulandigi kesitlerde, kontrol, sham ve CHR
gruplarinda karaciger, hafif diizeydeki degisiklikler disinda, normal histopatolojik
goriniimdeydi (Sekil 4.7. A, B ve C). Bu gruplarda, hepatosit kordonlar: santral ven
etrafinda diizenli ve 1sinsal bir yerlesimdeydi. Hepatosit kordonlar1 arasinda bulunan
siniizoidler agik goriinlimdedir. Karaciger lobiillerinin periferinde yer alan portal
bolgelerde arter, ven ve safra kanalikiil olusumlar1 diizenliydi. Hepatositler eozinofilik
sitoplazmalari, yuvarlak ve okromatik niikleuslarinin varhigiyla dikkat ¢ekti (Sekil 4.7.
A). PMTX ve PMTX+CHR gruplarinda, kontrol grubundan farkli herhangi bir
degisiklik izlenmedi (Sekil 4.7. D ve E). Incelenen tiim parametreler yoniinden PMTX
ve PMTX+CHR gruplarin istatistiksel olarak da kontrol grubuna benzer oldugu
belirlendi.
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Sekil 4.7. Histopatolojik degerlendirme sonuclari

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E)
gruplarinda karaciger dokularinin benzer histolojik goriiniimde oldugu izlenmekte, H-E;
x200.

Tablo 4.3. Gruplara ait histopatolojik degerlendirme sonuglari [med (min-mak)].

Gruplar Hepatosit Infiltrasyon Siniizoidal Siniizoidal
dejenereasyonu konjesyon dilatasyon
Kontrol 1(0-2) 0 (0-1) 0 (0-2) 0(0-2)
Sham 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0(0-2)
CHR 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0(0-2)
PMTX 1(0-2) 0 (0-2) 0 (0-2) 0(0-2)
PMTX+CHR 1(0-2) 0 (0-1) 0 (0-2) 0(0-2)

4.3.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Kaspaz-3 ve TNF-a immiinreaktivitesi hepatosit sitoplazmalarindaki
kahverengimsi boyanma ile ayirt edildi (Sekil 4.8., 4.9.). Buna gore, kontrol, sham ve
CHR gruplarina ait kesitlerde kaspaz-3 ve TNF-o immiinreaktivitesinin diisiik seviyede
oldugu gozlendi. PMTX uygulamasinin hepatositlerde kaspaz-3 ve TNF-a
immiinreaktivitesini artirdigit ve bu artisin, diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.01). PMTX+CHR grubunda hem
kaspaz-3 hem de TNF-a immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma izlendi. Kaspaz-3 ve
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TNF-o immiinreaktivitesi yoniinden PMTX ve PMTX+CHR gruplar1 arasindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<<0.001).

Gruplarin kaspaz-3 ve TNF-o immiinreaktivite degerlendirme sonuglar1 Tablo

4.4.de verildi.

Sekil 4.8. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E)

Immiinreaktivite

gruplarinda hepatositlerdeki kaspaz-3 immiinreaktivitesi

yayginliginin ve siddetinin PMTX grubunda yiiksek oldugu, PMTX+CHR grubunda ise

PMTX grubuna gore bariz sekilde diistiigii dikkati ¢cekmekte. Kaspaz-3 immiin boyama;

x200.
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Sekil 4.9. TNF- o immiinreaktivitesi

Kontrol (A), Sham (B), CHR (C), PMTX (D) ve PMTX+CHR (E)
gruplarinda hepatositlerdeki TNF-o immiinreaktivitesi (yildiz). Immiinreaktivite
yaygiliginin ve siddetinin PMTX grubunda yiiksek oldugu, PMTX+CHR grubunda ise
PMTX grubuna gore bariz sekilde diistiigii fark edilmekte. TNF-a. immiin boyama;
x200.

Tablo 4.4. Gruplara ait immiinreaktivite degerlendirme sonuglari [med (min-mak)].

Gruplar Caspase-3 TNF-a
Kontrol 2 (0-6) 3 (0-6)
Sham 1 (0-6) 3 (0-6)
CHR 2 (0-6) 2 (0-6)
PMTX 4 (0-8) 4 (1-9)
PMTX+CHR 2 (0-6)° 2 (0-6)°

aKontrol, Sham ve CHR gruplarina gére anlamli artig (p<0.01)
PPMTX grubuna gore anlamli azalis (p<0.0001)
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5. TARTISMA

Piirin ve pirimidin sentezlerinde gerekli olan folat bagimli biyosentez
dongiilerini engelleyerek etki gosteren PMTX, folik asit analogu yeni nesil
kemoterapoétiktir. Hiicre igerisinde folat metabolizmasinin inhibisyonu yoluyla, hiicre
biiyiimesinin engellenmesine yol agar. Kemoterap6tik ajanlar tiimor hiicrelerinde
etkinlik gosterse de, saglikli gogalan hiicreler tizerindeki etkisi de kag¢inilmazdir (28).

PMTX’in genel toksisite profili hafif olarak kabul edilse de tedaviyi sinirlayici
toksisiteler yasayan hastalar mevcuttur. Bu da hastalarda tedavinin kesilmesine neden
olabilmektedir. PMTX kaynakli hepatotoksisitenin mekanizmasi kesin olarak
bilinmemekle birlikte benzer antifolat ilaclarla yapilan calismalarda oksidatif stres
tizerinde durulmustur (75, 76). Bu calismada PMTX’in karaciger tizerindeki olasi
zararl etkileri ile CHR’nin buna karsi muhtemel koruyucu 6zellikleri incelendi.

Aminotransferazlar; AST ve ALT karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin
kullanilan enzimlerdir ve hiicre hasarinin belirtegleridir. Olusan karaciger hasari
sonucunda bu enzimlerin dolasima salinimu tetiklenir. Dolayisiyla serum AST ve ALT
konsantrasyonunda artis gortliir (77). Klinik incelemelerde, artan AST ve ALT
diizeyleri karaciger fonksiyonlarmin azaldigimi gosterir (78). Bu sebepten oOtiirii
karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek amaciyla AST ve ALT dizeyleri
calismamizda 6l¢iildii. PMTX grubundaki hayvanlarin AST ALT diizeylerinin diger
gruplar ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu, bu yiiksekligin sicanlarin karaciger
dokularindaki fonksiyon bozuklugundan kaynaklandig: tespit edildi. PMTX ile beraber
CHR verilen hayvanlarin serum AST ALT seviyelerinin normale yaklasmasi CHR nin
karaciger fonksiyonlarini korumada etkili oldugunu gosterdi. Literatiirde PMTX’in
karaciger toksisitesi yaptigina dair sinirh sayida ¢alismalar bulunmaktadir (79, 80).
Yaptigimiz deneysel calismada literatiirle uyumlu olarak PMTX uygulamasinin
karaciger hasar1 olusturdugu gozlendi. Yapilan gesitli ¢aligmalarda CHR’nin artmis
AST ve ALT diizeyini anlamli seviyede azalttigi gosterilmistir (12, 81, 82). Ali ve
arkadaglar1 (83) bir folik asit antagonisti olan metotreksatin karacigerde olusturdugu
oksidatif stres ve apoptoza karst CHR’nin koruyucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alismada metotreksatin AST ve ALT diizeylerini anlamli Ol¢lide artirdigi ve
CHR’nin bu artis1 kontrol altina aldigi bildirilmistir. Rashid ve arkadaslari (64)
yaptiklar1 ¢alismada doksorubisin kaynakli hepatotoksisiteye karst CHR nin serum AST
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ve ALT diizeylerini anlamli olarak azalttigini géstermiglerdir. Rehman ve arkadaslarinin
(84) yaptig1 deneysel calismada sisplatin ile tedavi edilen grupta AST ve ALT
seviyelerinde anlamli artis oldugu, CHR uygulamasiin ise yiiksek dozlarda belirgin
olmak tizere bu artis1 normale yaklastirdigini bildirilmislerdir. Bu c¢alismalarda
bildirildigi gibi CHR karaciger dokusundaki oksidatif hasar iizerinde antioksidan etki ile
olumlu sonuglar gostermistir. Bizim c¢alismamizda da CHR uygulamasi ayni
mekanizmayla AST ve ALT seviyelerinde olumlu etkiler ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur.

Fizyolojik kosullarda canlida antioksidan savunma sistemleri ile serbest
radikaller arasinda bir uyum vardir. Bu uyumun serbest radikaller lehine bozulmasiyla
hiicre organelleri ve membranda lipid, protein, DNA ve niikleik asitlerin yapis1 bozulur.
Literatiirde CHR, doku hasarmin gelismesinde rol oynayan serbest radikaller aracili
etkiye karst koyma ve antioksidan seviyelerini artirmada potansiyel olarak yararli
bulunmustur (85). Calismamizda antioksidan Ozellige sahip CHR’nin karacigerde
olusan oksidatif hasardaki etkileri degerlendirildi. Oksidatif stres parametlerinden SOD,
MDA, TAS ve TOS seviyeleri 6l¢iildii.

Literatiirde SOD aktivitesinin azalmasinin hiicre fonksiyon kaybi ve hiicre
zarinin biitlinliigliniin bozulmas1 gibi zararli etkilere yol agan yliksek serbest radikal
birikmesiyle iliskili oldugu bildirilmektedir (86). Buna ek olarak lipid peroksidasyonu,
hiicrenin normal fonksiyonlarin1 engelleyerek doku hasar1 olusturur (76). Lipid
peroksidasyonunun son iirtinii MDA’dir. SOD aktivitesinin azalmasi ve MDA
aktivitesinin artmasi oksidatif hasarin ortaya ¢iktiginin belirtecidir (87). Calismamizdaki
sonuglara gére SOD aktivitesi PMTX grubunda diger gruplara gore anlamli diizeyde
diisiikken MDA diizeyinin ise kontrol, sham ve CHR gruplarina gore anlamli derecede
yiiksekti. PMTX+CHR grubunda PMTX grubuna gére MDA diizeylerinde azalma
varken istatistiksel olarak anlamli degildi. Antikanser ajanlarla yapilan son ¢aligmalarda
oksidatif stres mekanizmasi vurgulanmaktadir. PMTX’in de benzer folat antagonisti
ilaglar gibi hepatotoksisite olusturmasindan, reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan
oksidatif hasarin neden oldugu saptanmistir (88,89). Baykalir ve arkadaglar1 (12)
CCI4’iin karaciger ve bobrek dokularinda SOD seviyesini diisiirdiigiinii, CHR
uygulamasiin ise SOD aktivitesini anlamli derecede arttirdigini tespit etmislerdir.
Ozbolat ve arkadaslarinin (90) yaptiklari ¢alismada CHR nin apopotoz ve oksidatif stres
yoluyla diclofenac tarafindan indiiklenen HT-29 hiicre 6liimiinii baskiladig1 ve dokulari

oksidatif hasara karsi korudugu bildirilmistir. Cuglan ve arkadaslar1 (91) yaptiklari
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calismada, koruyucu etkisi oldugunu diistindiikleri CHR’nin formaldehite (FA) maruz
birakilan gebe siganlarda fetus karacigerinin gelisimindeki zararlarini incelemistir. Bu
calismada 0,1 mg/kg FA verilen grupta hiicresel kompenzasyon mekanizmasinin
gelismesiyle FA toksisitesine cevap olarak fetal karaciger dokularinda SOD aktivitesi
artmistir. Bununla beraber 1 mg/kg FA uygulanan grupta dengeleme mekanizmasi
gelismediginden SOD aktivitesi kontrol grubuna gore azalmistir. Koruyucu amagla
verilen CHR’nin, antioksidan etkisiyle FA- 0,1 grubundaki artis1 ve FA-1 grubundaki
azalis1 normalize ettigi gorlilmistiir. Ancak SOD diizeyindeki bu normalizasyonu
histopatolojik sonuglar desteklememistir. Ciinkii CHR uygulamas1 karaciger
hiicrelerinde meydana gelen megakaryosit diigiisiinii tam olarak geri g¢evirememistir.
Eldutar ve arkadaslari (92) yaptiklari deneysel caligmada siganlarda parasetamol
kaynakli karaciger hasarinda CHR’nin iki farkli dozda koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Calismada parasetamol uygulamasmin karaciger MDA diizeylerini
kontrol ve CHR-50 gruplarina gére anlamli derecede arttirdigini, parasetamolle birlikte
CHR uygulamasmin her iki dozda da artmis olan bu diizeyi diisiirdiiglinii tespit
etmiglerdir. Uygulanan CHR-25 dozunun MDA diizeyini daha c¢ok azalttigini
belirtmislerdir. Yapmis oldugumuz c¢alismada, antioksidan savunma sistemlerinden
SOD aktivitesindeki diislis ile MDA diizeyindeki artis mevcut calismalarla uyumlu
olup, PMTX’in antioksidan etkiyi zayiflattig1 seklinde yorumlanabilir.

Oksidatif stres ve antioksidan durumu degerlendirmede bir¢ok farkli yontem ve
belirte¢ kullanilmaktadir. Farkli antioksidan/oksidan tiirlerinin serum konsantrasyonlari
laboratuvarlarda ayr1 ayr1 Olgtilebilir ancak hem zaman hem de masraf agisindan
dezavantaj olusturmaktadir (93). Bu nedenle oksidatif stresin tespitinde TAS ve TOS
diizeylerinin Ol¢limii  yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda karaciger
dokusundaki TAS diizeyleri karsilastirildiginda PMTX grubunda kontrol, sham ve CHR
gruplarina gore anlamli derece diisiik oldugu belirlendi. Ayrica PMTX+CHR grubunda
TAS seviyesinin PMTX grubuna gore arttig1 fakat bu artisin anlamli olmadigi gorildii.
Karaciger dokusundaki TOS diizeyi ise PMTX grubunda diger gruplara gore fazlaydi ve
PMTX+CHR uygulanan grupta oksidan seviyesinde diisiis meydana geldi. Ancak bu
diistis istatistiksel agidan anlamli diizeyde degildi. CHR’nin ROS iiretiminde rol alan
enzimlerin etkilerini inhibe ettigi bilinmektedir (94). Bu bilgiler 1s18inda yiiriittigiimiiz
calismada TOS degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmamasi
yukaridaki bilgiyle celisiyor olarak yorumlanabilir ancak antioksidan ve oksidan sistem

oldukga karisik bir mekanizmaya sahiptir. Ayrica TOS diizeyi farkli oksidan tiirlerinin
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aditif ozelliklerinden faydalanarak numunelerin toplam serum oksidan kapasitesini
temsil eder. Oysa serbest radikaller protein, DNA, lipitler ve karbonhidratlar gibi ¢esitli
biyolojik molekiilleri okside ederek yapilarim1 bozarlar. Bu nedenle spesifik etkiler
arastirilirken bu tiir hasarlarin ayr1 ayr1 incelenmesi daha faydali bilgiler sunacaktir.
Kaldi1 ki bu ¢aligma da oksidatif stres belirteglerinden sadece TAS ve TOS diizeyi degil
SOD ve MDA diizeyi de degerlendirilmistir. Ve oksidatif markerlerdan SOD ve
MDA ’nin anlamli seviyede degisiklik olusturdugu tespit edildi. Fei ve arkadaslar1 (95)
PMTX tarafindan indiiklenen asir1 serbest radikal iiretiminin, karaciger toksisitesini
tetikledigi belirtmislerdir. Bu ¢aligmada hepatositlerde PMTX kaynakli sitotoksisitede
montelukast’mm koruyucu etkisinin oldugu bulunmustur. Calisir ve arkadaslar1 (96)
yaptiklar1 calismada akut pankreatit olusturulan siganlarda CHR’nin koruyucu etkisini
incelemislerdir. Akut pankreatitte TOS seviyesinin anlamli derecede arttifi ve CHR
uygulanan grupta TAS seviyesinin arttig1 bulunmustur. Ancak CHR uygulamasinin akut
pankreatitte artan TOS degerini azaltmadigi tespit edilmistir.

Tiimor olusmasinda hiicre 6liimii ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki dengenin
bozulmast onemli bir mekanizmadir. Dengenin korunmasinda apoptoz, otofaji ve
nekroz gibi mekanizmalar gérev almaktadir (97). Literatiirde, ROS'un DNA'ya zarar
verdigi ve bunun da apoptoza yol agtigi bildirilmistir (87). Literatiirde kaspaz-3’iin
apoptozun Yyliriitiiclisii olarak 6nemli bir rol oynadigin1 gdsteren calismalar mevcuttur
(98, 99). Bu calismada apoptoz igin biyobelirte¢ olarak kaspaz-3 kullanildi. PMTX
uygulamasinin hepatositlerde kaspaz-3 immiinreaktivitesini artirdigi ve bu artigin, diger
gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel ag¢idan anlamli oldugu saptandi. Ayrica
PMTX+CHR grubunda kaspaz-3 aktivitesinde belirgin bir azalma izlendi. Ali ve
arkadaglarmin (83) yaptiklar1 deneysel calismada folat antagonisti olan metotreksat
uygulanan grupta kaspaz-3 immiinreaktivitesinin arttigint ve CHR’nin 6n uygulamasi
ile bu artisin azaldigi bulunmustur. Eldutar ve arkadaslart (92) tarafindan akut
parasetamol kaynakli hepatotoksisitede CHR 6n tedavisinin artmis kaspaz-3 aktivitesini
diizenlemek suretiyle apoptotik belirtecler iizerine restoratif etkisinin oldugu
vurgulandi.

Onemli bir inflamatuar sitokin olarak bilinen TNF-a, kuppfer hiicrelerinden
salgilanir. Karaciger hasarinda rol oynar ve hiicresel Oliime yol agabilir (100).
Toksisitede inflamasyonun rol oynadigi ve inflamatuar bir sitokin olan TNF- o’nin bu
siiregte 6nemli rol oynayan bir mediyatdr oldugu bilinmektedir (101). CHR’ nin baz1

sitokinler, prostaglandin E, nitrik oksit ve siklooksijenaz-2 seviyelerini diisiirerek anti-
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inflamatuar etkisi oldugu gosterilmistir (102). Akbay ve arkadaslari (103) yaptiklart
deneysel ¢alismada metotreksat uygulamasinin serum TNF-o seviyesinin artmasiyla
sonuglandigin1 bildirmislerdir. Kiiciikler ve arkadaslar1i (104) calismalarinda kursun
asetatin oksidatif stres ile iliskili inflamasyon nedeniyle bobreklerde toksisiteye yol
actigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada kursun asetat uygulanan grupta TNF-o’nin giiclii
bir sekilde eksprese edildigi ve CHR uygulamasinin TNF-a ekspresyonunu azalttigini
gostermislerdir. Calismamizdaki immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari, PMTX
kaynakli hepatotoksisitede meydana gelen inflamatuar hiicrelerin infiltrasonunda
CHR’nin etki etme potansiyelini dogruladi. PMTX uygulamasinin hepatositlerde TNF-
o immiinreaktivitesini diger gruplara gore anlamli seviyede arttirdig1 saptandi.

Bu verilerin 1s138inda PMTX’in karacigerde meydana getirdigi hasara bagl olarak
karaciger fonksiyon degerlerinin arttig1, serbest radikallerin artarak lipid peroksidasyonun
meydana geldigi, apoptoz belirteci olan kaspaz-3 immiinreaktivitesinin ve inflamasyon
marker’1 olan TNF-a’nin arttig1 ¢aligmamizda tespit edildi. CHR ’nin ise antioksidan etki

ile karaciger hasarini engelledigi sOylenebilir.

32



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda CHR maddesinin PMTX kaynakli karaciger hasari {izerine olan
antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu etkilerin ortaya koyulmasiyla
klinikte PMTX kullaniminin; tedavi maliyetini disiirecegi ve hastaligin ortaya
cikarabilecegi hepatotoksisitenin azalmasmi miimkiin kilacagin1  diistinmekteyiz.
Calismamizin sonucunda PMTX uygulamasmin oksidatif strese neden olarak
antioksidan parametreleri olumsuz etkiledigini, apoptoz ve inflamasyonu tetikledigini
bunun yam1 sira CHR’nin antioksidan 0Ozelligi ile hepatoksisiteyi iyilestirdigini
sOyleyebiliriz. Calismamizda histopatolojik kesitlerde herhangi bir farklilik gézlenmedi.

Calismamizdan elde edilen sonuclarin, ileride bu konuda yapilabilecek klinik
arastirmalarda yol gosterici olacagini diisinmekteyiz. Ancak farkli doz ve uygulama
sirelerinde  PMTX verilen sicanlarda CHR verilerek ileri deneysel c¢alismalar

yapilabilecegini diisiinmekteyiz.

33



KAYNAKLAR

Schultz RM, Patel VF, Worzalla JF, Shih C. Role of thymidylate synthase in the
antitumor activity of the multitargeted antifolate, LY231514. Anticancer Res 1999,
19: 437-43.

Hanauske AR, Chen V, Paoletti P, Niyikiza C. Pemetrexed disodium: a novel
antifolate clinically active against multiple solid tumors. The oncologist 2001, 6:
363-73.

Rossi G, Alama A, Genova C, Rijavec E, Tagliamento M, Biello F, Coco S, Bello
MGD, Boccardo S, Grossi F. The evolving role of pemetrexed disodium for the
treatment of non-small cell lung cancer. Expert Opin Pharmacother 2018, 19:
1969-76.

Cho H, Yun CW, Park WK, Kong JY, Kim KS, Park Y, Lee S, Kim BK.
Modulation of the activity of pro-inflammatory enzymes, COX-2 and iNOS, by
chrysin derivatives. Pharmacol Res 2004, 49: 37-43.

Ciftci O, Ozdemir I, Aydin M, Beytur A. Beneficial effects of chrysin on the
reproductive system of adult male rats. Andrologia 2012, 44: 181-86.

Knowles LM, Zigrossi DA, Tauber RA, Hightower C, Milner JA. Flavonoids
suppress androgen-independent human prostate tumor proliferation. Nutr Cancer
2000, 38:116-22.

Chen L, Li Q, Jiang Z, Li C, Hu H, Wang T, Gao Y, Wang D. Chrysin induced cell
apoptosis through H19/let-7a/COPB2 axis in gastric cancer cells and inhibited
tumor growth. Front Oncol 2021, 11.

Zhou L, Yang C, Zhong W, Wang Q, Zhang D, Zhang J, Xie S, Xu M. Chrysin
induces autophagy-dependent ferroptosis to increase chemosensitivity to
gemcitabine by targeting CBR1 in pancreatic cancer cells. Biochem Pharmacol
2021, 193: 114813.

Geng A, Xu S, Yao Y, Qian Z, Wang X, Sun J, Zhang J, Shi F, Chen Z, Zhang W,
Mao Z, Lu W, Jiang Y. Chrysin impairs genomic stability by suppressing DNA
double-strand break repair in breast cancer cells. Cell Cycle 2022, 21: 379-91.

34



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Salama AA, Allam RM. Promising targets of chrysin and daidzein in colorectal
cancer: Amphiregulin, CXCL1, and MMP-9. Eur J Pharmacol 2021, 892: 173763.

Temel Y, Kucukler S, Yildirim S, Caglayan C, Kandemir FM. Protective effect of
chrysin on cyclophosphamide-induced hepatotoxicity and nephrotoxicity via the
inhibition of oxidative stress, inflammation, and apoptosis. Naunyn Schmiedebergs
Arch Pharmacol 2020, 393: 325-37.

Baykalir BG, Arslan AS, Mutlu SI, Ak TP, Seven I, Seven PT, Yaman M, Giil HF.
The protective effect of chrysin against carbon tetrachloride-induced kidney and
liver tissue damage in rats. Int J Vitam Nutr Res 2020, 91: 427-38.

Arifoglu Y. Her Yéniiyle Anatomi. 2. Baski. Istanbul, istanbul Tip Kitabevi, 2019.
394-400

Sancak B, Cumhur M. Fonksiyonel Anatomi. 8. Baski. Ankara, ODTU Gelistirme
Vakfi Yayinlari, 2014. 226-31.

Ozbag D. ‘“‘Insan’’ Anatomi. 1. Baski. Istanbul, Istanbul Medikal Saghk ve
Yayncilik, 2020. 256.

Arinci K, Elhan A. Anatomi. 5. Baski. Ankara, Giines Tip Kitabevleri, 2014. 265-
71.

Netter FH, Cumhur M. Jnsan Anatomisi Atlasi. 6. Baski. Istanbul, Nobel Tip
Kitabevleri, 2015: 531.

Barman SM. Ganong’un Tibbi Fizyolojisi. 2015.

Guyton AC, Hall JE. Twbbi Fizyoloji. 9. Baski. Istanbul, Nobel Tip Kitabevleri,
1996: 1104.

Bayramicli M. Deneysel Mikrocerrahi. Istanbul, Argos iletisim Hizmetleri
Reklamcilik, 2005. 808.

Moore KL, Persaud TVN, Dalgik H, Yildirim M. Klinik Yénleriyle Insan
Embriyolojisi. 2. Baski. Istanbul, Nobel Tip Kitapevleri, 2009. 523.

Wang H, Liang X, Gravot G, Thorling CA, Crawford DH, Xu ZP, Liu X, Roberts
MS. Visualizing liver anatomy, physiology and pharmacology using multiphoton
microscopy. J Biophotonics. 2017, 10: 46-60.

35



23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Pierard-Franchimont C, Lesuisse M, Humbert P, Delvenne P, E Pierard G. Toxic
epidermal necrolysis and antifolate drugs in cancer chemotherapy. Curr Drug Saf.
2012, 7: 357-60.

Shih C, Gosset L, Gates S. LY231514 and its polyglutamates exhibit potent
inhibition against both human dihydrofolate reductase (DHFR) and thymidylate
synthase (TS): multiple folate enzyme inhibition. Ann Oncol. 1996, 7:85.

Curtin NJ, Hughes AN. Pemetrexed disodium, a novel antifolate with multiple
targets. Lancet Oncol. 2001, 2: 298-306.

Vogelzang NJ, Rusthoven JJ, Symanowski J, Denham C, Kaukel E, Ruffie P, vd.
Phase 111 study of pemetrexed in combination with cisplatin versus cisplatin alone
in patients with malignant pleural mesothelioma. J Clin Oncol. 2003, 21:2636-44.

Urba S, Van Herpen CM, Sahoo TP, Shin DM, Licitra L, Mezei K, Reuter C, Hitt
R, Russo F,Chang SC, Hossain AM, Frimodt-Moller B, Koustenis A, Hong RL.
Pemetrexed in combination with cisplatin versus cisplatin monotherapy in patients
with recurrent or metastatic head and neck cancer: Final results of a randomized,
double-blind, placebo-controlled, phase 3 study. Cancer 2012, 118: 4694-705.

Adjei AA. Pemetrexed (Alimta®): a novel multitargeted antifolate agent. Expert
Rev Anticancer Ther. Expert Review of Anticancer Therapy 2003, 3: 145-56.

Niyikiza C, Baker SD, Seitz DE, Walling JM, Nelson K, Rusthoven JJ, vd.
Homocysteine and methylmalonic acid: markers to predict and avoid toxicity from
Pemetrexed therapy 1 supported by Eli Lilly and company. Mol Cancer Ther. 2002,
1: 545-52.

Eli Lilly Limited Sirketi Alimta 100mg powder for concentrate for solution for
infusion. https://www.medicines.org.uk/emc/product/3862/smpc Son Erisim Tarihi
1 Ocak 2021.

Akkus 1. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. 1. Baski. Konya, Mimoza
Yayncilik, 1995. 57-63.

Halliwell B. Free radicals, antioxidants, and human disease: where are we now? J
Lab Clin Med. 1992, 119: 598-620.

36



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Bernabucci U, Ronchi B, Lacetera N, Nardone A. Influence of body condition
score on relationships between metabolic status and oxidative stress in
periparturient dairy cows. J Dairy Sci. 2005, 88: 2017-26.

Karabulut H, Giilay MS. Antioksidanlar. Vet J Mehmet Akif Ersoy Univ. 2016, 1:
65-76.

Toshima N, Yonezawa T. Bimetallic nanoparticles—novel materials for chemical
and physical applications. New J Chem. 1998, 22: 1179-201.

Diplock A. Healty lifestyles nutrition and physical activity: Antioxidant nutrients.
ILSI Eur Concise Monogr Ser 1998, 59.

Sen S, Chakraborty R, Sridhar C, Reddy YSR, De B. Free radicals, antioxidants,
diseases and phytomedicines: current status and future prospect. Int J Pharm Sci
Rev Res 2010, 3: 91-100.

Valko M, lIzakovic M, Mazur M, Rhodes CJ, Telser J. Role of oxygen radicals in
DNA damage and cancer incidence. Mol Cell Biochem 2004, 266: 37-56.

Halliwell B, Gutteridge JM. Free Radicals /n Biology and Medicine. 4. Baski.
USA, Oxford university press, 2007.

Tangvarasittichai S. Oxidative stress, insulin resistance, dyslipidemia and type 2
diabetes mellitus. World J Diabetes 2015, 6: 456.

Lloyd RV, Hanna PM, Mason RP. The origin of the hydroxyl radical oxygen in the
Fenton reaction. Free Radic Biol Med 1997, 22: 885-8.

De Bono DP. Free radicals and antioxidants in vascular biology: the roles of
reaction kinetics, environment and substrate turnover. QJM Int J Med 1994, 87:
445-53.

Radak Z, Chung HY, Goto S. Systemic adaptation to oxidative challenge induced
by regular exercise. Free Radic Biol Med 2008, 44: 153-9.

Wu D, Cederbaum Al. Alcohol, oxidative stress, and free radical damage. Alcohol
Res Health 2003, 27: 277.

Mccord JM. Human disease, free radicals, and the oxidant/antioxidant balance. Clin
Biochem 1993, 26: 351-7.

37



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins basic pathology e-book. Elsevier Health
Sciences 2017.

Sies H, Cadenas E. Oxidative stress: damage to intact cells and organs. Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci 1985, 311: 617-31.

Guxens M, Fit6 M, Martinez-Gonzalez MA, Salas-Salvad6 J, Estruch R, Vinyoles
E, Fiol M, Corella D, Aros F, Gomez-Gracia E,Ruiz-Gutierrez V, Lapetra J,Ros E,
Vila J, Covas MI. Hypertensive status and lipoprotein oxidation in an elderly

population at high cardiovascular risk. Am J Hypertens 2009, 22: 68-73.

Cini M, Moretti A. Studies on lipid peroxidation and protein oxidation in the aging
brain. Neurobiol Aging 1995, 16: 53-7.

Pinzon-Diaz CE, Calderén-Salinas JV, Rosas-Flores MM, Hernandez G, Lopez-
Betancourt A, Quintanar-Escorza MA. Eryptosis and oxidative damage in

hypertensive and dyslipidemic patients. Mol Cell Biochem 2018, 440: 105-13.

Diindar Y, Aslan R. Hiicre molekiiler statiisiiniin anlasilmasi ve fizyolojik dnem

acisindan radikaller, antioksidanlar. Insizyon Cerrahi Tip Bil Derg 1999, 2:134-42,

Little RE, Gladen BC. Levels of lipid peroxides in uncomplicated pregnancy: a
review of the literature. Reprod Toxicol 1999, 13: 347-52.

Cunningham JJ, Ellis SL, McVeigh KL, Levine RE, Calles-Escandon J. Reduced
mononuclear leukocyte ascorbic acid content in adults with insulin-dependent
diabetes mellitus consuming adequate dietary vitamin C. Metabolism 1991, 40:
146-49.

Aydemir B, Sar1 EK. Antioksidanlar ve biiyiime faktorleri ile iliskisi. Kocatepe Vet
J 2009, 2: 56-60.

Sen S, Chakraborty R. The role of antioxidants in human health. In: Andreescu S,
Hepel M (Ed). Oxidative stress: diagnostics, prevention, and therapy. 2"%ed. New
York, ACS Publications: 2011: 1-37.

Akdogan M, Akkus S, Akkus F, Koyu A. Romatoid artrit ve osteoartrozlu
hastalarda eritrosit siliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim

diizeyleri. Van Tip Derg 1998, 5: 66-71.

38



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Matés JM, Sanchez-Jiménez F. Antioxidant enzymes and their implications in

pathophysiologic processes. Front Biosci 1999, 4: 339-45.

Rufino AT, Costa VM, Carvalho F, Fernandes E. Flavonoids as antiobesity agents:
A review. Med Res Rev 2021, 41: 556-85.

Gambelunghe C, Rossi R, Sommavilla M, Ferranti C, Rossi R, Ciculi C, vd. Effects
of chrysin on urinary testosterone levels in human males. J Med Food 2003, 6:387-
90.

Bae Y, Lee S, Kim SH. Chrysin suppresses mast cell-mediated allergic
inflammation: involvement of calcium, caspase-1 and nuclear factor-kB. Toxicol
Appl Pharmacol 2011, 254:56-64.

Sirovina D, OrSoli¢ N, Konc¢i¢ MZ, Kovacevi¢ G, Benkovi¢ V, Gregorovi¢ G.
Quercetin vs chrysin: effect on liver histopathology in diabetic mice. Hum Exp
Toxicol 2013, 32:1058-66.

Ali BH, Al Za M, Adham SA, Yasin J, Nemmar A, Schupp N. Therapeutic effect of
chrysin on adenine-induced chronic kidney disease in rats. Cell Physiol Biochem
2016, 38:248-57.

Pingili RB, Pawar AK, Challa SR, Kodali T, Koppula S, Toleti V. A
comprehensive review on hepatoprotective and nephroprotective activities of
chrysin against various drugs and toxic agents. Chem Biol Interact 2019, 308: 51-
60.

Rashid S, Ali N, Nafees S, Ahmad ST, Arjumand W, Hasan SK, vd. Alleviation of
doxorubicin-induced nephrotoxicity and hepatotoxicity by chrysin in Wistar rats.
Toxicol Mech Methods 2013, 23: 337-45.

Sultana S, Verma K, Khan R. Nephroprotective efficacy of chrysin against
cisplatin-induced toxicity via attenuation of oxidative stress. J Pharm Pharmacol
2012, 64: 872-81.

Sherif 10, Al-Mutabagani LA, Sabry D, Elsherbiny NM. Antineoplastic activity of
chrysin against human hepatocellular carcinoma: New insight on GPC3/SULF2
axis and INcRNA-AF085935 expression. Int J Mol Sci 2020, 21:7642.

39



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Zhang L, Liu X, Song L, Zhai H, Chang C. MAP7 promotes migration and invasion
and progression of human cervical cancer through modulating the autophagy.
Cancer Cell Int 2020, 20:1-8.

Galijatovic A, Otake Y, Walle UK, Walle T. Extensive metabolism of the flavonoid
chrysin by human Caco-2 and Hep G2 cells. Xenobiotica 1999, 29:1241-56.

Belhan S, Yildirim S, Karasu A, Koémiiroglu AU, Ozdek U. Investigation of the
protective role of chrysin within the framework of oxidative and inflammatory
markers in experimental testicular ischaemia/reperfusion injury in rats. Andrologia
2020, 52: e13714.

Arslan AK, Yasar S, Colak C, Yologlu S. WSSPAS: an interactive web application
for sample size and power analysis with R using shiny. Tiirkiye Klin Biyoistatistik
2018,10: 224-46.

Sun YI, Oberley LW, Li Y. A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clin Chem 1988, 34: 497-500.

Esterbauer H, Cheeseman KH. Determination of aldehydic lipid peroxidation
products: malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. In: Marsh E (Ed). Methods in
enzymology. Elsevier 1990: 407-21.

Taslidere E, Dogan Z, Elbe H, Vardi N, Cetin A, Turkoz Y. Quercetin protection
against ciprofloxacin induced liver damage in rats. Biotech Histochem 2016, 91:
116-21.

Parlakpinar H, Ozhan O, Ermis N, Vardi N, Cigremis Y, Tanriverdi LH. Acute and
subacute effects of low versus high doses of standardized panax ginseng extract on
the heart: an experimental study. Cardiovasc Toxicol 2019, 19: 306-20.

Uraz S, Tahan V, Aygun C, Eren F, Unluguzel G, Yuksel M, Senturk O, Avsar E,
Haklar G, Hulagu S, Tozun N. Role of ursodeoxycholic acid in prevention of
methotrexate-induced liver toxicity. Dig Dis Sci 2008, 53:1071-7.

Sener G, Eksioglu-Demiralp E, Cetiner M, Ercan F, Sirvanct S, Gedik N, Yegen
BC. L-Carnitine ameliorates methotrexate-induced oxidative organ injury and
inhibits leukocyte death. Cell Biol Toxicol 2006, 22: 47-60.

40



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Robles-Diaz M, Garcia-Cortes M, Medina-Caliz I, Gonzalez-Jimenez A, Gonzalez-
Grande R, Navarro JM, Castiella A, Zapata EM, Robero-Gomez M, Blanco S,
Soriano G,Hidalgo R, Ortegga-Torres M, Clavijo E, Bermudez-Ruiz PM, Lucena
MI, Andrade RJ. The value of serum aspartate aminotransferase and gamma-
glutamyl transpetidase as biomarkers in hepatotoxicity. Liver Int 2015, 35: 2474-
82.

Savas N. Karaciger Fonksiyon Testi Bozukluguna Yaklasim. J Turk Fam Physician
2014, 5:1-7.

Smit EF, Mattson K, Von Pawel J, Manegold C, Clarke S, Postmus PE.
ALIMTA®(pemetrexed disodium) as second-line treatment ofnon-small-cell lung
cancer: a phase Il study. Ann Oncol 2003, 14: 455-60.

Sakamori Y, Kim YH, Yoshida H, Nakaoku T, Nagai H, Yagi Y, Ozasa H,
Mishima M. Effect of liver toxicity on clinical outcome of patients with non-small-
cell lung cancer treated with pemetrexed. Mol Clin Oncol 2015, 3: 334-40.

Hermenean A, Mariasiu T, Navarro-Gonzalez 1, Vegara-Meseguer J, Miutescu E,
Chakraborty S, Perez-Sanchez H. Hepatoprotective activity of chrysin is mediated
through TNF-a in chemically-induced acute liver damage: An in vivo study and
molecular modeling. Exp Ther Med 2017, 13: 1671-80.

Pai SA, Munshi RP, Panchal FH, Gaur IS, Juvekar AR. Chrysin ameliorates
nonalcoholic fatty liver disease in rats. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol
2019, 392: 1617-28.

Ali N, Rashid S, Nafees S, Hasan SK, Sultana S. Beneficial effects of Chrysin
against Methotrexate-induced hepatotoxicity via attenuation of oxidative stress and
apoptosis. Mol Cell Biochem 2014, 385: 215-23.

Rehman MU, Ali N, Rashid S, Jain T, Nafees S, Tahir M, Khan AQ, Lateef A,
Khan R, Hamiza OO, Kazim S, Qamar W, Sultana S. Alleviation of hepatic injury
by chrysin in cisplatin administered rats: probable role of oxidative and

inflammatory markers. Pharmacol Rep 2014, 66: 1050-59.

Anand KV, Anandhi R, Pakkiyaraj M, Geraldine P. Protective effect of chrysin on
carbon tetrachloride (CCl4)-induced tissue injury in male Wistar rats. Toxicol Ind
Health 2011, 27: 923-33.

41



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Pulla Reddy AC, Lokesh BR. Studies on spice principles as antioxidants in the
inhibition of lipid peroxidation of rat liver microsomes. Mol Cell Biochem 1992,
111: 117-24.

Gawel S, Wardas M, Niedworok E, Wardas P. Malondialdehyde (MDA) as a lipid
peroxidation marker. Wiadomosci Lek Wars Pol 2004, 57:453-55.

Armagan 1. Metotreksat’in karaciger ve bobrekte neden oldugu hasarda oksidatif

stresin rolii. SDU Tip Fakiiltesi Derg 2015, 22.

Jahovic N, Cevik H, Sehirli AO, Yegen BC, Sener G. Melatonin prevents
methotrexate-induced hepatorenal oxidative injury in rats. J Pineal Res 2003, 34:
282-87.

Ozbolat SN, Ayna A. Chrysin suppresses HT-29 cell death induced by diclofenac
through apoptosis and oxidative damage. Nutr Cancer 2021, 73: 1419-28.

Cuglan S. Gebe ratlarda formaldehit maruziyetinin fetuslarin morfolojik yapilar ile
karaciger dokusunun gelisimi iizerine zararh etkilerinin arastirilmasi; chrysin’in
muhtemel koruyucu roliinlin incelenmesi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Anatomi

Anabilim Dali. Yiiksek Lisans tezi, Malatya: Inonii Universitesi; 2012.

Eldutar E, Kandemir FM, Kucukler S, Caglayan C. Restorative effects of Chrysin
pretreatment on oxidant-antioxidant status, inflammatory cytokine production, and
apoptotic and autophagic markers in acute paracetamol-induced hepatotoxicity in
rats: An experimental and biochemical study. J Biochem Mol Toxicol 2017, 31:
e21960.

Tarpey MM, Wink DA, Grisham MB. Methods for detection of reactive
metabolites of oxygen and nitrogen: in vitro and in vivo considerations. Am J
Physiol-Regul Integr Comp Physiol 2004, 286: 431-44.

Mantawy EM, El-Bakly WM, Esmat A, Badr AM, El-Demerdash E. Chrysin
alleviates acute doxorubicin cardiotoxicity in rats via suppression of oxidative

stress, inflammation and apoptosis. Eur J Pharmacol 2014, 728:107-18.

Fei Z, Zhang L, Wang L, Jiang H, Peng A. Montelukast ameliorated pemetrexed-
induced cytotoxicity in hepatocytes by mitigating endoplasmic reticulum (ER)
stress and nucleotide oligomerization domain-like receptor protein 3 (NLRP3)
activation. Bioengineered 2022, 13: 7894-903.

42



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Calisir A. Ratlarda cerulein ile olusturulan akut pankreatitte chrysin’in
pankreatoprotektif ve antioksidan etkileri. Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim
Dali, Uzmanlik Tezi, Konya: Selguk, 2016.

Halliwell B, Aruoma Ol. DNA damage by oxygen-derived species Its mechanism

and measurement in mammalian systems. FEBS Lett 1991, 281: 9-19.
Steller H. Mechanisms and genes of cellular suicide. Science 1995, 267:1445-9.

Chen YC, Lin-Shiau SY, Lin JK. Involvement of reactive oxygen species and
caspase 3 activation in arsenite-induced apoptosis. J Cell Physiol 1998, 177: 324-
33.

Gandhi A, Guo T, Ghose R. Role of c-Jun N-terminal kinase (JNK) in regulating
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) mediated increase of acetaminophen (APAP)
and chlorpromazine (CPZ) toxicity in murine hepatocytes. J Toxicol Sci 2010,
35:163-73.

Malhi H, Gores GJ, Lemasters JJ. Apoptosis and necrosis in the liver: a tale of two
deaths? Hepatology 2006, 43: 31-44.

Zheng X, Meng WD, Xu YY, Cao JG, Qing FL. Synthesis and anticancer effect of
chrysin derivatives. Bioorg Med Chem Lett 2003, 3:881-4.

Tunali-Akbay T, Sehirli O, Ercan F, Sener G. Resveratrol protects against
methotrexate-induced hepatic injury in rats. J Pharm Pharm Sci 2010,13: 303-10.

Kucukler S, Benzer F, Yildirim S, Gur C, Kandemir FM, Bengu AS, Ayna A,
Caglayan C, Dortbudak MB. Protective effects of chrysin against oxidative stress
and inflammation induced by lead acetate in rat kidneys: a biochemical and
histopathological approach. Biol Trace Elem Res 2021, 199: 1501-14.

43



EK-1. Ozgecmis

EKLER

44



EK-2. Etik Kurul Karan

45





