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OZET

RATLARDA CiSPLATININ OLUSTURDUGU KARACIGER HASARINDA
BEYAZ CAYIN ETKIiSI

Fatih DIZMAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dah
Yuksek Lisans Tezi
Damismani: Prof. Dr. Adnan YILMAZ

Bu c¢alismanin amaci kronik beyaz cay ile beslenen ratlarda cisplatin kaynakli karaciger
hasarinin azalmasi veya yok edilmesinin arastirilmasidir. Bu amagla 8’erli 3 ayr1 gruptan
toplamda Sprague Dawley cinsi 24 disi rat kullanildi. Kontrol grubuna sadece ¢esme suyu
verildi, beyaz cay + cisplatin grubuna ise 4 hafta boyunca %0,5 (w/v) oraninda beyaz ¢ay
ekstreli igme sular1 verildi. 4. hafta sonunda hem beyaz ¢ay + cisplatin grubuna hem de cisplatin
grubuna tek doz 7 mg/kg cisplatin intraperiotenal olarak uygulandi. Besinci giiniin sonunda,
biyokimyasal, histopatolojik ve immiinohistokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi igin
anestezi uygulanmis ratlardan karaciger dokusu ve kan ornekleri alindi ve uygun ortamlarda
muhafaza edildiler. Cisplatin kaynakli hiicre hasarini belirlemek igin serum AST, ALT degerleri
ve oksidatif stresi belirlemek i¢in doku MDA, GSH degerleri belirlendi. Gerekli boyamalar
yapilarak  bloklanan doku numunelerinin  histopatolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirilmeleri i¢in fotograflandilar. Biyokimyasal bulgulara bakildiginda, kontrol
gruplarina gore cisplatin gruplarinda anlamli artiglar (p<0,05) goriildii. Beyaz cay + cisplatin
gruplarinda istatiksel olarak anlamli olmasada diisiisler gozlendi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal bulgulara bakildiginda kontrol grubuna gore cisplatin gruplarinda apoptik
hiicreler, vaskiler konjesyon ve sintizoidal dilatasyonlar gdzlendi. Cisplatin grubuna gore beyaz
cay + cisplatin tedavi gruplarinda bu olumsuz durumlarda azalmalar gdzlendi. Sonug¢ olarak

beyaz ¢ayn cisplatin kaynakli karaciger hasarlarina etkisini olumlu olarak sdyleyebiliriz.

2019, 62 sayfa
Anahtar Kelimeler: Cisplatin, Beyaz Cay, Karaciger, Oksidatif Stres, Rat



ABSTRACT

THE EFFECT OF WHITE TEA ON CISPLATIN-INDUCED HEPATOTOXICITY
IN RATS

Fatih DIZMAN

Recep Tayyip Erdogan UniverSity
Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Adnan YILMAZ

The aim of this study was to investigate the reduction or elimination of cisplatin-induced liver
damage in chronic white tea-fed rats. For this purpose, 24 female Sprague Dawley rats from 3
groups of 8 were used. Only tap water was given to the control group, white tea + cisplatin
group was given 0.5% (w/v) white tea extract drinking water for 4 weeks. At the end of the 4th
week, a single dose of 7 mg/kg cisplatin was administered intraperiotenal to both the white tea +
cisplatin group and cisplatin groups. At the end of the 5th day, liver tissue and blood samples
were taken from anesthetized rats for evaluation biochemical, histopathological and
immunohistochemical parameters and kept in suitable environments. Serum AST, ALT values
and tissue MDA, GSH values were determined to determine cisplatin-induced cell damage and
oxidative stres. They were photographed for histopathological and immunohistochemical
evaluation of the blocked tissue samples with necessary staining. When the biochemical
findings were examined, significant increases were observed in cisplatin groups compared to the
control groups (p <0.05). Decreases were observed in white tea + cisplatin groups, although not
statistically significant. When histopathological and immunohistochemical findings were
examined, apoptic cells, vascular congestion and sinusoidal dilatations were observed in
cisplatin groups compared to control group. Reductions in these negative conditions were
observed in white tea + cisplatin treatment groups compared to cisplatin group. As a result, we

can say that the effect of white tea on cisplatin-induced liver damage is positive.

2019, 62 pages
Keywords: Cisplatin, White Tea, Liver, Oxidative Stres, Rat
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris ve Amag

Kanser, genetik ve cevresel faktorlerin etkisi altinda hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde boliinerek ¢ogaldigi ve bunun neticesinde organizmanin Sliimiine kadar neden
oldugu ve 100’den fazla tiiriiniin bulundugu bir hastalik ¢esididir (URL-1, 2019;
Baykara, 2017).

Kanserin ortaya ¢ikmasinda tiitlin ve tiitiin {Uriinlerinin kullanimi, alkol, koétii
beslenme, obezite, virlsler, kanserojen ajanlara maruz kalma, iyonize veya ultraviyole
1sinlara maruziyet, mesleki hastaliklar, insan yapimi kimyasallar olan trafik ve ¢evresel

kirleticiler sayilabilir (Blackadar, 2016; Venitt ve Phillips, 1995).

Uluslararast1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012
verilerine gore lilkemizde erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilimi
akciger, prostat, mesane, kolorektal ve mide olarak gelmektedir. Kadinlarda ise bu
dagilim meme, tiroid, kolorektal, uterus korpusu ve akciger seklindedir. Tiitiin ve tiitiin
iriinlerinin yol actig1 en 6nemli kanser tiirii olan akciger kanseri, iilkemizde erkeklerde
ilk sirada, kadinlarda ise besinci sirada goriilmektedir. Ulkemizde goriilen kanser
vakalar ve tiirline gore dagilim oranlar1 diinyadaki diger iilkelerin dagilim oranlariyla

benzerlik gostermektedir (URL-2, 2019).

Kanser tedavisinde kullanilan yontemlerden kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
yontemler hem tek basina hem de gerekirse kombineli bir sekilde en sik basvurulan
tedavi yontemlerindendir. Kemoterapinin amaci, timor hicrelerini  kemoterapotik
kimyasal ajanlar olan sitotoksik veya antineoplastik ilaglar1 oral ve/veya intravendz

yolla alarak 6ldirmektir (Baykara, 2017).

Antineoplastik ilaglar DNA (zerine ya dogrudan etki ederek veya hiicre
bolinmesini durdurarak timor hicrelerini yok ettikleri gibi saglikli hiicrelere de zarar
vermektedirler (Aynacioglu vd., 2014; Kayaalp, 1998).

1



Antineoplastik ilaclardan biri olan cisplatin (cis-diaminodikloroplatinum (11) )
organik platin tirevi olup, en ¢ok bilinen ve kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan
kemoterapotik ajanlardan birisidir. Mesane, bas, boyun, akciger, yumurtalik ve testis
kanserleri dahil olmak tizere bircok kanser tiriiniin tedavisinde kullanilmaktadir (Dasari

ve Tchounwou, 2014).

Cisplatin kullanimini sinirlayan yan etkilerinin en basinda kullanim dozuna bagl
olarak, nefrotoksisite , hepatotoksisite, nérotoksisite, testikiler toksisite, gastrointestinal
bozukluklar goértulmektedir (Dasari ve Tchounwou, 2014; Olinski vd., 1987).
Cisplatin’in yliksek doz kullanimi karacigerde ciddi yan etkilere sebep olmakta ve de

bireyi hepatotoksisite yoniinden olumsuz etkilemektedir (Naziroglu vd., 2004).

Cisplatin kokenli karaciger hasarlarinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin
(SOR) olusturdugu oksidatif stresin zararli etkileri hiicrelerde bulunan enzimatik ve
non-enzimatik antioksidan sistemler tarafindan bertaraf edilmeye calisilir (Guemouri
vd., 1991).

Calismamizda kemoterapide kullanilan cisplatinin neden oldugu karaciger
hasarinin diizeyini ve bu hasarin kronik beyaz ¢ay tiiketimi ile azaltilmasi veya ortadan
kaldirtlmasinin  arastirilmast amaglanmistir. Ciinkii beyaz ¢ay igerigindeki ylksek
flavonoid, katesin, epigallo katesin gallat (EGCQ) araciligi ile cisplatinin neden oldugu
hiicresel hasarin 6nlenmesine katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Bir bagka
amacimiz elde edilecek sonuglar ile bu alana yonelik calisan bilim insanlar1 ve
hekimlere onleyici veya tedaviye yonelik farkli bakis agilart sunulmasidir. Clnki
kemoterapi ciddi yan etkileri olan bir tedavi protokoliidiir. Ozellikle nérotoksisite,
karaciger, bobrek, testis ve ovaryum hasar1 gibi ¢ok sayida yan etkisi bulunmaktadir.
Kemoterapiye bagli karaciger dejenerasyonunun Onlenmesine yonelik farmakolojik
tedavi yaklagimlarinin yani sira diyete fonksiyonel gidalarin ilavesi ile de tedaviye katki
saglanabilecegine yonelik sonuglar gosterilmistir. Sunulacak veriler ile fonksiyonel bir

gida olan beyaz cayin karaciger hasarimi Onleyici etkisi arastirilacaktir. Bunun



sonucunda mevcut tedavide kullanilan ilaglarin ve cerrahi girisimlerin yan etkilerini

azaltilabilecegi ongoriilmiistiir.



1.2. Karaciger

1.2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, kirmizimtrak kahverengi rengine sahip, yetiskinlerde ortalama 1,5 kg
agirhginda olup diyaframin altinda abdominal boslugun sag tarafinda mide ve
bagirsaklarin iistiinde yerlesmistir. Deriden sonra viicudun en biiyiik organi ve bezidir.
Sag lob ve sol lob olarak iki loba ayrilir (Sekil 1) ve bunlardan sag lob sol loba gore
daha buyuktur (Hall, 2013; Netter, 2010).

Hepatikven

Karaciger sag Diafram

Karaciger
sollobu

Hepatik arter

Ana safra
kanali

Partal ven

Safrakesesli

Sekil 1. Karacigerin anatomik yapis1 (Netter, 2010)

Facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak iizere iki ylizli vardir. Facies
diaphragmatica, karacigerin iist yiizii olup diyaframa dayal1 yiiziidiir. Diyafram aracilig1
ile plevra, akcigerler, perikardiyum ve kalple komsudur ve periton zariyla Ortiiliidiir.
Facies visceralis, karacigerin alt yiizeyi olup karacigerin karin organlartyla komsu olan
i¢ blkey yiizidir. Sag bobrek, mide, duodenum ve kolonla temas halindedir.
Karacigerin arka yiizii bobrek ve adrenal bez ile temas halinde olan omurga yiiziidiir.
Arka yuzin buyik bir bélimu peritonsuzdur. Bu ylzde porta hepatis denilen karaciger
kapist bulunur. Karacigere giren ve ¢ikan biitiin kan damarlari, sinirler ve safra yollar1

buradan gecerler. Porta hepatiste bulunan kanallardan hepatik arter; aortun devami olan
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¢olyak arterinin bir dalidir ve organa oksijence zengin kani getirir. Karacigere gelen
kanin %20’si bu damardan gelir. Hepatik portal ven ise bitiin gastrointestinal sistemden
toplanan vendz kani getirir. Besin ve metabolitler bakimindan zengin olan bu kan, kanin
%80’ini olusturur. Hepatik ven; karacigerden toplanan kani inferior vena kavaya direne
eden damardir. Safra kanali; hepatositler tarafindan {iretilen safra, safra kanalikiillerine
verilir. Birlesen kanalikiiller safray1 hepatik kanallarla safra kesesine gonderir. Safra
kesesinden ¢ikan sistik kanallar birleserek ana safra kanalini yani koledok kanalini
olusturur. Koledok kanali pankreatik kanalla birleserek duedonuma agilir (Sen, 2015;

Netter, 2010; Yildirim, 2004; Moore vd., 2013; Carola vd., 1992).

1.2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger dokusunun %80’ini, temel yapisal eleman1 olan karaciger hiicresi olan
hepatositlerden meydana gelen parankim kismi, kalan %Z20’lik kismini ise orgam
cevreleyen glisson kapsuli ve parankimi destekleyen stroma kapsar. Glisson kapsuli
fibroz bag dokusundan meydana gelmektedir. Kapsiiliin ¢evresi, karaciger diyaframa ve
diger organlara direkt temas ettigi yerler disinda ser6z bir kilif olan periton ile
ortiiliidiir. Bu serdz kilif patojenlerin ve diger zararli maddelerin girisini Onlemeye

yardimet olur (Miftiioglu vd., 2009).

Karacigerin temel yapisi hepatosit hucreleridir. Hepatositler; organizmadaki
toksik etkileri ortadan kaldirdigi, kan molekiillerinin ve glikojen sentezledigi igin
sitoplazmalarindaki sayisi1 fazladir. Bu hiicreler karacigerin en kii¢iik yap1 tasi olan
lobiilleri olustururlar. Lobiiliin ortasinda bir santral ven yer alir. Hepatositler bu venden
portal bosluga dogru 1s1nsal bir dizilim gosterirler. Bu hepatosit dizileri arasinda kapiller
ag igeren sinuzoidler bulunur. Hepatositler ile siniizoid endoteli arasindaki alana Disse
araligr denilmektedir. Bu alanda kan ile karaciger hiicreleri arasinda madde aligverisi
gerceklesir. Hepatositlerin - bazal yiizeylerindeki mikrovilluslar disse araligina
uzanmaktadir. Bu sayede kan hiicreleri ile yapilan madde aligverisi sirasinda yiizey alan
arttirllmis olur. Bu aligveris esnasinda safra disindaki diger karaciger salgilar1 proteinler

ve lipoproteinler disse araligindan kana taginir. Endotel tabakasi hiicreleri arasinda aktif
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fagositoz gorevi olan kupffer hiicreleri vardir. Bu hiicreler endotel hiicrelerinin liimene

bakan ylzeyinde bulunan tipik makrofaj hiicreleridir (Sen, 2015; Akyildiz, 2015).

1.2.3. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger, viicudun biitlin sistemleriyle iligkisi bulunan ve 6nemli fonksiyonlari
olan son derece karmasik bir organdir. Karacigerin kan hacmi yaklasik 450 mL olmakla
birlikte viicudun kan hacmi azaldiginda ek kan saglama, kan hacmi arttiginda ise kan

depolayabilme 6zelligine sahip vendz bir organdir (Aktimsek, 2006).

Karaciger, lrettigi safra nedeniyle ekzokrin bir bez, sentezledigi bazi maddeleri
dogrudan kana verdiginden dolayr da endokrin bir bezdir. Hem ekzokrin hem de
endokrin bir bez olan karacigerin 100’den fazla fonksiyonu bulunur. Bu fonksiyonlarin

cogu hepatositler tarafindan gerceklestirilir (Moore ve Daley, 2007).

Karacigerin bir¢ok Onemli gorevlerinden bazilarini kisaca siralayacak olursak

(Solomon, 1997):

a) Vicuda giren bircok zehirli maddenin bunlara ilaglar da dahil meydana

getirdigi toksik etkiyi azaltmak ya da yok etmek.

b) Glukozu glikojene cevirerek depolamak ve kandaki glukoz konsantrasyon
diizeyinin diistiigii durumlarda glikojeni tekrar glukoza c¢evirip kana vermek. Boylece
viicudun enerji kaynagi olan glukozun kandaki konsantrasyon diizeyinin kontroli
saglanmis olur.

¢) Kupffer hiicreleri tarafindan bakterileri ortadan kaldirmak.

d) Protein, karbohidrat ve yag metabolizmasinda bir¢ok dnemli gorevleri vardir.

e) Yaglarn sindiriminde dnemli gorevleri olan safray1 salgilamak.
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f) Proteinlerin yikimiyla ortaya ¢ikan amonyagi iireye ¢evirmek ve viicuttan disari

atilimini saglamak.

g) Vitaminleri depolamak ve dolasimdaki bir¢ok proteinleri sentezlemek.

1.2.4. Karaciger Enzimleri

Karaciger enzimleri, hepatositler tarafindan {iiretilir ve depo edilirler. Saglikli
bireylerde karaciger enzimlerinin plazmaya salinma ve plazmadan temizlenme hizlari
sabittir, plazma seviyeleri denge halindedir. Ancak hasta bireylerin karaciger
hiicrelerinde meydana gelen hasarlardan, hiicre harabiyetlerinden dolay1 bu intraselltler
enzimlerin plazma seviyelerinde artisa neden olur. Bunlardan ikisi transaminazlardan ;
Aspartat aminotransferaz (AST) ve Alanin aminotransferaz (ALT)’dir. Transaminazlar,
bir aminoasit ile bir a-ketoasit arasinda amin grubu aligverisi yaparlar. Hiicre hasarinin
en duyarli gostergesi; sitozolik enzimler, mitokondriyal ve membrana bagiml
enzimlerdir. Sitozolik enzimlerin yalniz basina artmasi geri doniisiimlii hiicre hasarini,
hem sitozolik hem de mitokondriyal enzimlerin artis1 nekroza isarettir (Kaynar, 2014;
Saha and Maity, 2002).

1.2.4.1. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) olarak da adlandirilan aspartat
aminotransferaz (AST), amino asitlerin ve a-keto asitlerin ara doniisimiinii amino
gruplarinin transferi ile katalize eder. Bu enzim L-aspartattan bir amin grubunu o-
ketoglutarata aktarir ve L-aspartatin kendisi oksaloasetata donerken a-ketoglutarat
glutamata cevirir (Sekil-2). AST’nin en yiiksek konsantrasyonlar1 kalp, karaciger, kas
ve bobrek dokularindadir ve bu dokulardaki hasarlar, plazma AST dizeylerini 6nemli
diizeylerde artirabilirler. Karacigerde mitokondriyal, diger dokularda sitozolik yerlesir

(Burtis ve Ashwood, 1994; Friedman ve Young, 1989).
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Sekil 2. AST enziminin katalizledigi kimyasal reaksiyon (PP: Piridoksal fosfat)

1.2.4.2. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Glutamat piruvat transaminaz (GPT) olarak da adlandirilan alanin aminotransferaz
(ALT), alaninden bir amin grubunu a-ketoglutarata aktarir ve alaninin kendisi piruvata
donerken a-ketoglutarati glutamata gevirir (Sekil 3). Bircok dokuda bulunur ancak en
yiiksek diizeyleri karaciger ve bobrek dokularinda bulunur. Cok yiiksek ALT duzeyleri
miyokardiyal enfarktiis gibi diger hastalik siire¢lerinde gézlenmez. Bu nedenle ALT
karaciger hastaliginin 6nemli spesifik bir gostergesidir. ALT sadece sitoplazmik
yerlesimli bir enzimdir (Burtis ve Ashwood, 1994; Williams vd., 1987; Cuccherini vd.,
1983; Ruby vd., 1988).
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Sekil 3. ALT enziminin katalizledigi kimyasal reaksiyon (PP: Piridoksal fosfat)



1.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) artis1 ile ve onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi
sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir (Sekil 4). Oksidatif stresteki
artis sonucunda olugan SOR’lar hiicre i¢i lipit ve protein yapilarin ¢ift bag iceren
gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglaria saldirir ve bir hidrojen atomu kopararak
zincirleme oksidasyon reaksiyonlarmi baslatirlar. Sonugta hiicre ici lipit, protein ve
DNA gibi makromolekiller hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre 6limi meydana
gelir (Ozcan vd., 2015).

SOR’lar oldukca yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Basta mitokondriyum olmak
tizere hiicre organellerinde gergeklesen normal metabolizmanin sonucu olarak veya
iskemi, yaglanma, radyasyon, yliksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal ajanlara
maruz kalma gibi sebeplere bagli olarak iretilirler (Yan ve Sohal, 1998; Yan, 2014;
Dokuyucu vd., 2014).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiiksek O2 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

ant Oksidan|g,

S
€rbest Radika ller

oy

Oksidatif hasar

«,.Q’,.'» ¥

e ™
0 A8 Y h ¢
(‘ -

e

>L>Cj‘ (X
Membran lipidleri Proteinler Niukleik asitler

Sekil 4. Oksidatif denge (Ozcan, 2015)

SOR’ lar, endojen glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
reduktaz (GRx), glutatyon s transferaz (GST), superoksid dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve diger enzimatik veya nonenzimatik antioksidan (A,C, E vitaminleri, GSH

gibi) savunma sistemlerince notralize edilirler (Urso ve Clarkson, 2003).
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Oksidatif stres, basta kanser olmak iizere diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik
hastaliklar, ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi bircok hastaligin
patogenezinden sorumludur (Berlett ve Stadtman, 1997; Motor vd., 2014; Aydin vd.,
2012; Sahin vd., 2012).

1.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller oldukca reaktif ve ayni zamanda kisa Omiirlidirler. Dis
yoriingelerinin birinde eslesmemis elektronlar i¢eren bilesiklerdir. Kararsiz yapidadirlar
ve kararli yapiya gelebilmek icin DNA’ya, lipitlere ve enzimlere saldirarak hiicresel
faaliyetlerini bozarlar.3 yolla meydana geldikleri diisiiniilmektedir (Kiling ve Kiling,

2002).

1- Kovalent bagh normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik boliinmesi:

X:Y —>Xe+Ye

2- Normal bir molekulin bir elektronun kaybina ugramast:

A-e — At e

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:

A+e- — Ar

Uretilen bu radikaller membran lipitlerine, hiicre ici proteinlere ve nikleik asitlere

etki ederek bu makromolekiillerin yap1 ve fonksiyonlari iizerinde degisikliklere yol

act1ig1 ve hiicresel hasar meydana getirdigi bilinmektedir (Ozcan, 2015).
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Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, reaktif oksijen tirleri (ROT), reaktif
nitrojen tiirleri (RNT) ve diger reaktifler olmak {izere ii¢ gruba ayrilir (Yu, 1994).
Memelilerde bulunan serbest radikallerin O, kaynakli serbest radikaller oldugu
bilinmektedir (Wu ve Cederbaum, 2003).

1.3.1.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller en cok, son yo6rungesinde iki tane
eslenmemis elektron bulunan O, kaynaklidir. Canli sistemlerdeki ROT lara ; Siiperoksit
radikali (O2*), Hidrojen peroksit (H202), Hidroksil radikalleri (OH"), Singlet oksijen
(O2), Nitrik oksit (NO) radikallerini verebiliriz (Yu, 1994).

Superoksit radikali (O2®): Aerobik hicrelerde molekdler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucunda O2* radikali olusurlar. Direkt olarak kendisi

zararli olmasada hidrojen peroksit kaynagi olmasindan dolay1 zararl bir radikaldir.

O2+e —02°

Ayrica indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali

meydana getirebilir (Valko vd., 2005).

Fe?* + O — Fe** +0,°

Hidrojen peroksit (H202): O2 molekiiliiniin diger molekiillerden enzimatik sekilde
iki elektron almasi sonucu olugsur. Serbest radikal olmadig1 halde ROT kapsamina girer
ve serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar. Gegis metalleri veya Fe?* varliginda
Fenton reaksiyonu sonucu, superoksit radikalinin (O2®*) varhiginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali (OH") olusturur (Gutteridge, 1995).

0O, + 26+ 2H" — Hy0;
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Hidroksil radikalleri (OH"): Son derece reaktif radikallerdir, yarilanma 6mrii 9-10
saniye olup oldukg¢a kisadir ve ROT’larin en giigliistidiirler (Ayala, 2014). Hidroksil
radikali, gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu (1a) ve siiperoksit radikalinin
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu (1b) sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir
(Moncada, 1991; Jomova ve Valko, 2011).

H,02+ Fe*> — OH" + OH™ + Fe™ (1a)
H202 + O2°* + Fe™3, Cu*?> — OH" + OH™ + Oz (1b)

1.3.2. Serbest Radikallerin Viicut Uzerine Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerde, basta membran lipitleri olmak iizere, proteinler,
niikleik asitler, karbohidratlar ve enzimlerin yapisinda ve aktivitesinde bozulmalara ve
olumsuzluklara neden olurlar (Sekil-5). Bu olumsuzluklarin sebebi serbest radikallerin

asir1 artig1 ve/veya antioksidan sisteminin yetersiz kalmasi durumlaridir (Kavas, 1989).

N
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Sekil 5. Serbest radikallerin neden oldugu hasarlar(Yaykasli, 2006)
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1.3.2.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri ve Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerin neden oldugu en Onemli olumsuz etki hiicre membran
lipitlerine yaptig1 etkilerdir. Hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitleri serbest
radikallerle reaksiyona girer ve lipid peroksidasyonuna sebep olurlar. Membranda
varolan doymamis yag asitleri ile O2” radikalinin reaksiyona girerek L-OOH’u
olusturarak meydana gelen lipit peroksidasyon sonucu membran yapisi zarar goriir ve
doymamis yag asitleri islev goremez hale gelir. Membran akigskanlifinda azalma ve
hatta bozulmalar gorilur. Lipitlerde meydana gelen hasar sonucu gorulen lipit
peroksidasyonunun en dnemli belirteci malondialdehit (MDA)’tir. MDA (Sekil 6) (¢
veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir. MDA
hiicrede bazi1 O6zelliklerin degismesine veya islevini kaybetmesine, iyon transport
bozukluklarina, hiicre bilesenlerinin agregasyonuna, niikleik asitlerle etkilesime girerek
gen ve DNA diziliminde mutasyonlara neden olabilmektedir. Yag asitlerinin
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorudir. Lipid peroksidasyonu, L-
OOH’lerinin aldehid ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona ermektedir.
Hiicrede MDA’ nin tespiti i¢in siklikla tiyobarbitirikasit (TBA) testi kullanilmaktadir
(Erenel vd., 1992; Marnett, 2000; Moslen, 1994).

H H

O O
Sekil 6. MDA'nin kimyasal yapisi

1.3.2.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin radikallerden, etkilenme dereceleri, icerdikleri aminoasit bilesimine
baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein vb.) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden daha

cabuk etkilenirler. Proteinlerin radikallerle reaksiyona girmesi sonucu karbon merkezli
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radikaller ve sulfur radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden
karbonillerin o6lgilmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar ol¢tlebilir
(Akkus, 1995).

1.3.2.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu peroksitler, oksoaldehitler ve hidrojen
peroksitler olusmaktadir (Maxwell, 1995 ).

1.3.2.4. DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA iizerinde mutasyonlara, DNA zincirinin yarilmasina,
DNA-protein capraz baglarina sebep olabilmektedir. Serbest radikallerin DNA ile bu
reaksiyonlart1 geri doniisiimsiiz DNA mutasyonlarina ve hiicrenin 6liimiiyle
sonuclanmaktadir. Kanser ve bazi genetik hastaliklarin patogenezinden sorumludurlar

(Marnett , 2002).

1.4. Cisplatin

Cisplatin, cis-diaminodikloroplatinum (1) olarak da adlandirilan ve ilk olarak
1844'te M. Peyrone tarafindan sentezlenmis ve kimyasal yapisi ilk olarak 1893'te Alfred
Werner tarafindan agiklanmistir. Bu bilesik hakkinda 1960’li yillara kadar bilimsel
aragtirmalar yapilmamustir. 1960 yilinda Rosenberg ve arkadaslarinin ilk gézlemleri,
platin ag elektrotlarinin bazi elektroliz {irinlerinin Escherichia coli'de hcre
boliinmesini engelleyebildigini ve bu iirlinlerin kanser kemoterapisinde muhtemel

kullaniminda biiytik ilgi yaratacagini belirtmislerdir (Dasari ve Tchounwou, 2014).

Cisplatin, merkezdeki iki degerlikli platin atomuna bagli iki amonyum ve iki klor
bagi icerir (Sekil 7). Bilesigin cis ve trans olarak iki izomerinden sadece cis formu
sitotoksiktir (Olinski vd., 1987).
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Sekil 7. Cisplatin'in kimyasal yapis1 (Lebwohl ve Canetta, 1998)

Etki sekli, DNA iizerindeki piirin bazlarla capraz baglanma, DNA onarim
mekanizmalarina miidahale etme, DNA hasarina neden olma ve ardindan kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikleme kabiliyeti ile baglantilidir (Dasari ve Tchounwou,
2014).

Cisplatinin antineoplastik etki mekanizmasinin DNA Uzerindeki etkisi, pirin
bazlarla 6zellikle Guanin bazmnin olduk¢a reaktif olan 7. azot atomuyla kolayca
tepkimeye girerek bir¢ok zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz kovalent baglar olusturarak
hicre siklusunu Gz fazinda durdurmasi ve apoptozisi tetiklemesi seklinde agiklanmustir.
Cisplatin en sik DNA zincirinde komsu guaninler arasinda [cis- platinum diamine-
d(GpG)] daha sonra guanin-adenin [cis-platinum diamine-d(ApG)] en az siklikta ise

zincirler arasi ¢apraz baglar olustururlar (Welters vd., 1999).

Cisplatin, en ¢ok bilinen ve kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotik
ajanlardan birisidir. Mesane, bas ve boyun, akciger, yumurtalik ve testis kanserleri dahil
olmak tizere bir¢ok kanser tiirtiiniin tedavisinde kullanilmistir (Dasari ve Tchounwou,
2014; Kayaalp, 1994; Antunes, 2001).

Ilag direnci ve siddetli bobrek problemleri, alerjik reaksiyonlar, enfeksiyonlara
kars1 bagisiklik, gastrointestinal bozukluklar, kanama ve 6zellikle geng hastalarda isitme
kayb1 gibi sayisiz istenmeyen yan etkiler, ilacin kullanimiyla ortaya ¢ikmaktadir. Renal,
hepatik ve testikiiler hasarin patogenezi genellikle ilacin kullanimiyla ortaya c¢ikan
oksidatif stresin hasarina baglanir. Bu hasar hiicrelerde lipid peroksidasyonuna ve
hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan enzimatik ve non-enzimatik antioksidan

sistemlerin etkinliklerinin azalmasina neden olur (Welters, 1999).
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Cisplatin'in diger ilaclarla kombinasyonuyla yapilan terapilerinin ila¢ direncinin
istesinden gelmek ve toksisiteyi azaltmak igin etkili oldugu diistiniilmektedir (Dasari ve

Tchounwou, 2014).

1.5. Antioksidanlar

Canli organizmalarin, hiicrelerde serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek
ve ortadan kaldirmak icin gelistirdikleri savunma mekanizmalarma antioksidan
savunma sistemleri ya da antioksidanlar denilmektedir. Bu mekanizmalar gerek serbest
radikal Uretimini engelleyerek, gerekse olusan radikallerin zararli etkilerini ortadan

kaldirarak etki gostermektedirler (Marnett, 2002; Murray vd., 2000).

Antioksidanlar, serbest radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini 6nlerler ve bu radikallerin toksik etkilerine
kars1 hiicreyi koruyarak ve hastaliklar1 onleyerek ¢ok 6nemli katki sunarlar (Dlndar ve
Aslan, 1999; Pham vd., 2008).

Antioksidanlar {izerine yapilan birgok ¢alisma da hiicrelerde serbest radikallerin

yaptig1 olumsuz durumlara karsi antioksidanlarin olumlu etkileri ortaya konulmustur

(Marnett, 2000; Gulgin vd., 2011).

Antioksidanlar kendi icerisinde endojenik ve eksojenik antioksidanlar olarak ikiye
ayrilirlar. Endojenik antioksidanlar da enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilirlar.
Enzimatik antioksidanlara ¢rnek olarak Stperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon S-Transferaz (GST), Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon redilktaz (GR)
gibi enzimsel antioksidanlar ve Glutatyon (GSH), melatonin, albimin, ferritin ve
transferin proteinleri gibi nonenzimatik antioksidanlar o6rnek verilebilir. Eksojen
kaynakli antioksidanlar ise vitamin A, E, C ve folik asit gibi disaridan besinle ya da

ilacla alinan antioksidanlardir (Karabulut ve Gilay, 2016).
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Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 4 farkli sekilde 6zetlenebilir (Akkus, 1995).

Toplayici Etki: Serbest radikalleri tutup onlari etkisiz hale getirirler.

Bastirict  Etki: Serbest radikallere H atomu vererek onlart inaktif hale

dontstiirirler.

Onarict Etki: SOD enziminin serbest radikallerin tahribine karsilik onarici rol

Ustenmesidir.

Zincir Kwric1 Etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak

etkisiz hale getirirler.

1.5.1. Baz1 Enzimatik ve Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.5.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Stperoksit dismutaz enzimi stperoksit radikallerini (O27) hidrojen peroksite
(H202) ve molekiler oksijene (O2) katalizleyen enzimlerdir. Hidrojen peroksit daha

sonra CAT ya da GPx ile ortamdan uzaklastirilir (Young ve Woodside, 2001).
207" + 2H" — H202 + O2
Insanlarda SOD’un ii¢ formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) iceren sliperoksit dismutaz

(Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre dis1
stvilarda bulunur (Sen ve Chakraborty, 2011; Young ve Woodside, 2001).
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1.5.1.2. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti su ve molekdler oksijene doniistimiinii katalizleyerek hiicreleri
H202’nin zararh etkilerinden korurlar. Katalaz, blylk 6lctide peroksizomlar gibi hiicre
ici organellerde ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur

(Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

2H,02, — 2H,0 + O,

1.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Katalaz gibi hiicreleri hidrojen peroksitin zararli etkilerine karst korur. Ancak

elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanir (Nordberg ve Arner, 2001).

H202+2 GSH — GSSG+2H:0

1.5.1.4. Glutatyon Rediktaz (GRXx)

Glutatyon rediiktaz, NADPH’nin bir elektronunu okside glutatyonun distilfid
baglarina aktararak yeniden GSH’ye dontstiiriiliir. Bu nedenle NADPH serbest radikal
hasarmi engellemek igin gereklidir ve en 6nemli kaynagi heksoz monofosfat (pentoz

fosfat) yoludur (Karabulut ve Gilay, 2016).

2GSSG + NADPH + H*— 2GSH + NADP*

1.5.1.5. Glutatyon

Glutatyon, karacigerde sentezlenen ve L-glutamat, L-sistein ve glisinden meydana
gelen bir tripeptidtir (Sekil 8). Indirgenmis hali (tiyol) ve okside olmus hali (GSSG)
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olarak iki formu bulunur ve bunlardan tiyol grubu antioksidan 6zellige sahiptir (Bati,
2013).
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Sekil 8. Glutatyon'un kimyasal yapisi

Glutatyon, serbest radikallerle ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi
oksidatif hasara kars1 korurlar. Hemoglobinin zararli bir formu olan methemoglobine

dontisiimiinii de engeller (Arteel and Sies, 2001; Yilmaz vd., 2014).

GSH , GSH sentetaz enzimi ile iiretilir ve iki basamakli olarak gerceklesir. ilk
basamak, L-glutamat ve L-sisteinin g-glutamil sistein sentetaz enzimi ile katalizlenmesi
ikinci basamak ise, GSH sentetaz enziminin g-glutamil sistein ve glisinlerden, glutatyon
olusturmasidir (Sekil 9) (Kiliggiin, 2008; Kog, 2008).

y-glutamilsistein
sentetaz
Glutamat + Sistein + ATP «—» Glu-Cys ADP + P;

Glutatyon sentetaz
Glu-Cys + Glism + ATP <—— Glutatyon (GSH) + ADP + P;

Sekil 9. GSH sentez reaksiyonlari
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1.6. Beyaz Cay

Cay (Camellia sinensis), caygiller familyasindan (Theaceae) nemli iklimlerde
yetigen bitkinin yapraklarindan elde edilmektedir. Farkli ¢esitleri (siyah, yesil ve beyaz)
olmakla birlikte diinyada sudan sonra en fazla tuketilen igecektir. Dlnyada ilk defa Cin
ve Hindistan’da yetistirilmeye baslanmigtir. Camellia assamica ve Camellia sinensis
olmak {izere iki tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde de bulunanan Camellia sinensis uzun
Omiirlii, soguga dayanikli ve kiiciik yapraklardan olusur. Hindistan’in Cin’e bakan
Asam’da yetistirilen Camellia assamica daha biiyiik, kisa omiirlii, tropik ve bol yagisl
yerlerde kolayca yetistirilir. Yapilan ¢aligmalarla ¢ayin, antioksidatif, antiinflamatuar,
antimutajenik, antikarsinojenik, antianjiyojenik, apoptotik, antiobezite,
hipokolesterolemik, antiaterosklerotik, antidiabetik, antibakteriyel, antiviral, yaslanmay1
geciktirici gibi degisik farmakolojik etkileri oldugu gosterilmistir (Ustiin ve Demirci,
2013).

Yesil gay katesinlerinden epigallokatesin gallat (EGCG) (Sekil 10), in vitro ve
deneysel obezite olusturulan hayvan modellerinde adiposit farklilasmasi ve ¢ogalmasi,
lipogenez, yag doku, viicut agirhi§i, yag emilimi, plazma kolesterol, serbest yag asidi,
glukoz ve trigliserit diizeylerini azaltmaktadir. Ilave olarak, lipoliz igin temel

mekanizmalar olan oksidasyon ve termogenezi ise uyarmaktadir (Wolfram vd., 2006;

Richard vd., 2009).

Fenolik
Bilesikler
| |
Basit ]
Fenoller Polifenoller
— ——eee
F;srilslelrk EKumarinler Flavonoidler Tanenler
i |
Tzoflavonlar Flavonlar Flavanoller Antosiyanidinler
|
I T 1
Epizallokatesin ; : :
%ﬂlokate ;if] Epikategin Katesin

Sekil 10. Polifenol familyast icerisinde flavonoidler (Ustiin ve Demirci, 2013)
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Yesil ve siyah cay insan saglig1 acisindan ¢ok yararli olmakla birlikte beyaz cay
en az iiretilen ve antioksidan miktar1 en fazla olan cay cesididir. Beyaz ¢ay, diinyanin en
nadide ve pahali ¢ay1 olarak erken bahar doneminde yilda sadece bir kez toplanan cay
tomurcuklarindan elde edilir. Tomurcuklar, beyaz c¢aya agik gri renk veren giimiis rengi
tiylerle kaplidir (Sekil 11). Beyaz ¢ay demi acgik sari renklidir ve yesil ¢caya 6zgii

¢imensi aromanin disinda hafif tatli bir aromas1 vardir (Ustiin ve Demirci, 2013).

Diger caylara gore 1s1 ya da oksidasyon islemine en az ugrayan tiirdiir Hasat
edildikten sonra sadece soldurulup kurutulur (Sekil 12). Bu nedenle igerigindeki etken
maddelerin kayb1 ¢ok azdir. Beyaz ¢ay en yiiksek antioksidan igeren cay ¢esidi olarak
bilinmektedir (Ustiin ve Demirci, 2013).

e

Cay _[ Soldurma ]_[ Ist ]_§ekillendirme @_, Yesil Gay
| S

Islatmal
| Kurut ‘ i
Soldurma Yumugatma Fermentasyon urutmad - feeep | Siyah Gay

Sekil 12. Cay tiretim asamalar1 (Hilal and Engelhardt, 2007)
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Biitiin cay tiplerinin analiz edildigi bir ¢alismada predominant katesin olan
EGCG’nin en yiiksek oldugu tiiriin beyaz ¢ay oldugu tespit edilmistir (Zhao vd., 2011).
Benzer sekilde Hilal and Engelhardt (2007). beyaz ¢ayin EGCG degerini (8 g/100 g)
yesil caydan (6,75 g/100 g) daha yiksek tespit etmislerdir.

Diinya’da yapilmis olan bir¢ok klinik deney, yiiksek miktarda katesin 6zellikle de
EGCG igeren beyaz cayin bu bilesen ve diger 6nemli ¢ay bilesenleri sebebiyle insan
sagligina yararlarinmi su sekilde siralamiglardir: Beyaz ¢cayda bulunan antioksidanlarin bir
grubu olan flavonoidler, kanser hiicrelerinin biiyimesini engelledigi ve yenilerinin
olusmasini onledigi, yine icerdigi antioksidanlar nedeniyle antibakteriyel, antiviral
etkiye sahip oldugu, diger bir antioksidan grubu olan katesinlerin kolesterolii diisiirdiigii
bulunmustur. Bunlarin yani sira beyaz cayin, disleri daha giiglii ve saglikli yapan az
miktarda florid ve diger besin elementlerini igerdigi, kan basincini disiirdiigii, kalbi
korudugu, kemikleri glclendirdigi ve metabolizmayr hizlandirdig1 bildirilmektedir
(Ustiin ve Demirci, 2013).

Sonu¢ olarak, tim bu veriler 1s18inda c¢ay bitkisinin antiinflamatuar ve
antioksidatif etkisi araciligiyla hem koruyucu hem de diizenleyici etkisi oldugu ve bu
etkiye aracilik eden en Onemli bilesenlerin basinda EGCG geldigi ifade edilmistir.
Yapilan literatiir degerlendirmesinde beyaz c¢ayin cisplatin ile indiiklenen deneysel
hepatoksisite modeli Uzerine bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada
ratlarda cisplatin ile indiklenen hepatoksisitede, kronik beyaz cay tuketiminin

muhtemel koruyucu etkisi arastirilacaktir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. istatiksel Analizler

Biyokimyasal analizler sonucu sonucu elde edilen veriler SPSS 18.00 istatistik
programi kullanilarak gruplar arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik diizeyi i¢in, tek
yonlu varyans analiz testi (ANOVA), Mann Whitney U testi ve posthoc Tukey’s LSD
denemeleri yapilarak p<0.05 olan istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar

aritmetik ortalama + standart hata (Ort. + S.H.) olarak verildi.

Immiinohistokimyasal analizler sonucu sonucu elde edilen veriler SPSS 18.00
istatistik programi kullanilarak parametrik olmayan veriler median ve standart deviation
(maximum, minimum) seklinde hesaplanarak gruplar arasinda analizler igin Kruskal
Wallis ve Tamhane T2 testi kullanilarak analiz edilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak

anlamli olarak kabul edilmistir.

2.2. Etik Protokoller
Bu calismanin etik protokolleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Deney

Hayvanlar1 Yerel Etik Kurul Bagkanliginin 27.02.2019 tarihli 2019/12 Karar No’suyla

alind1 ve arastirmada tiim etik protokollere uyuldu.

2.3. Beyaz Cay Orneklerinin Temini

Calismada kullanilan beyaz cay ornekleri CAYKUR Genel Miidiirliigii’niin 2017

yil1 bahar doneminde Rize ilinden hasat edilen beyaz cay siirgiinlerinden elde edilmistir.
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2.4. Deney Hayvanlari

Aragtirmada 250-300 g aras1 12-14 haftalik 24 adet Spraque Dawley 1rki disi rat
kullanildi. Deney hayvanlar1 Recep Tayyip Erdogan Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden temin edildi. Siganlar her kafeste 8 hayvan olacak sekilde seffaf
polietilen kafeslerde barindirildi ve ad libitum beslenme saglandi. Adaptasyon amaciyla
ratlar 1 hafta dnce 1s1s1 23(% 2) °C, 15181 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik foto periyotta
ve nemi %55 (+5%) yapay olarak kontrol edilen odalara alindi. Adaptasyon
asamasindan sonra Tablo 1’de gosterildigi gibi her grupta 8 hayvan olacak sekilde 3

farkli deney grubu olusturuldu.

Gruplar sirastyla:

Grup 1: Kontrol Grubu (K); herhangi bir islem yapilmayan sadece ¢esme suyu

verilen grup.

Grup 2: Cisplatin Grubu (CP) belirlenen dozlarda cisplatin verilen grup.

Grup 3: Beyaz Cay (BC, % 0.5, icme suyuna) + Cisplatin (BC + CP) grubu

seklinde olusturuldu.

Tablo 1. Hayvan deney gruplari

Deney ve Kontrol Grup Basina Tekrar Kullanilan Toplam
Gruplan Hayvan Adeti Sayisi Hayvan Sayis1

Grup 1: Kontrol Grubu 8 8
Grup 2: Cisplatin Grubu 8 Tek doz 8
Grup 3: Beyaz Cay +

) P ] yaz Gay 8 4 hafta 8
Cisplatin Grubu
TOPLAM 24 24
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2.5. Deneysel Uygulamalar

Ratlar rastgele benzer viicut agirliklar1 dikkate alinarak 3 gruba ayrildilar. K
grubuna ¢esme suyu, Tablo 2°de gosterildigi gibi BC + CP grubuna ise 4 hafta streyle
icme suyuna %0,5 (w/v) oraninda beyaz cay katildi ve gilinliik olarak hazirlanarak
siganlara verildi. 4 hafta sonra hem BC + CP grubuna hem de CP grubuna 7 mg/kg tek
doz cisplatin intraperitoneal (I.P.) olarak uygulandi. Ratlarin yiksek doz ketamin (1000

mg/kg) ve ksilazin esliginde sakrifiye edilmesi ile uygulama sonlandirildi.

Tablo 2. Ratlara yapilan uygulamalar

; - . Verilis
Ajan Doz Verilis yolu Hacim sikhi
Cisplatin 7 mg/kg I.P. 7 mg/kg Tek doz
Beyaz Cay % 0,5 Igme suyuna 4 hafta

2.5.1. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Kan Ornekleri anestezi altindaki ratlardan intrakardiak sol ventrikiilden girisimle
elde edildi. Alinan kan drnekleri hizli bir sekilde 3500 rpm’de 5 dk santriftj edildi. Elde
edilen serum oOrnekleri -20°C'de saklandi. Serum Orneklerinde ALT, AST enzim
aktiviteleri Olgulerek karaciger fonksiyonlar1 degerlendirildi. Ratlardan karaciger
dokulari alindi ve bu dokulardaki MDA ve GSH diizeyleri degerlendirildi.

2.5.2. Biyokimyasal Islemler
Deneylerde kullanilan ara¢ ve gerecler, ilag ve kimyasal maddeler Recep Tayyip

Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuarindan
temin edilmistir (Tablo 3; Tablo 4).
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Tablo 3. Kullanilan arag ve gerecler

Cihaz Ad1

Markasi

Homojenizator
Santrifuj

Eliza Okuyucu
Eliza Yikayict

Su Banyosu

Etuv

Hassas Terazi
Manyetik Karistici
Otomatik Pipet
pH Metre

TissueLyser Il QIAGEN

Thermo SCIENTIFIC Multifuge 3SR+
Thermo SCIENIFIC Multiskan GO
Biotek ELX50/8

Memmert WNB 14

Memmert UF 55

ACCULAB

WiseStir MSH-20D

Brand, Socorex

HANNA HI 2210

Tablo 4. Deneylerde kullanilan ilag ve kimyasal maddeler

Kimyasalin Ad1 Markasi

Di sodyum hidrojen fosfat (Na;PQO.) HIMEDIA

Tri sodyum sitrat (NazCsHs07) HIMEDIA
Potasyum klorid (KCI) HIMEDIA
Sodyum di hidrojen fosfat, anhidrat (NaH2PO. ) HIMEDIA
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma-Aldrich
Ditiyobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB) Alfa Aesar
Asetik asit MERCK
Redukte glutatyon (GSH) Sigma-Aldrich
Tiyobarbiturik asit (TBA) MERCK
Sodyum hidroksit (NaOH) HIMEDIA
Hidroklorik asit (HCI) MERCK
1,1,3,3 Tetrametoksipropan (TEP) Fluka

Etanol MERCK
Cisplatin KOCAK
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2.5.2.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Karaciger doku numuneleri 0,1 g tartildi ve agirlik/hacim orani1 1/10 g/mL olacak
sekilde homojenizasyon tamponu igine alindi. Buz iizerinde ependorf tiiplerinde
korunan dokular daha sonra homojenizator cihazinda 30 frequency/second devirle 3
dakikada parcalandilar. Par¢alanan dokular +4°C’de 10 dk. boyunca 800 g’de santrifiij
edildi. Santrifiij edilen dokularin siipernatantlarinin biyokimyasal analizleri yapilmasi

i¢in alindu.

2.5.2.2. Malondialdehit (MDA) Tayini

MDA dizeyleri, tiyobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyonuna dayanan Ohkawa ve
ark. (1979)’nin  modifiye yontemine gore Once standart grafigi kullanilarak
spektrofotometrik yontemle nmol/mL degerleri bulundu. Daha sonra doku bas1 verilerek

nmol/g doku olarak cevrildi.

2.5.2.2.1. Kullamilan Cozeltiler

0,94 g NaH2POs, 1,73 g Na2HPOg4, 10,44 g KCl tartild1, pH 7,4’e ayarland1 ve son
hacim 1 litreye tamamlanarak doku homojenizasyon tamponu hazirlandi. 8,1 g SDS
tartild1 ve 100 mL distile suda ¢6ziinerek %8,1°lik SDS hazirlandi. 50 mL asetik asit 50
mL distile suda ¢oziindiiriildii ve hazirlanan %50°1lik asetik asit ¢ozeltisinde 0,8 g TBA
¢oziilerek %0,8’lik TBA hazirlandi. 20 mL asetik asit pH 3,5’a ayarlandi ve 100 mL’ye

tamamlanarak %20’lik asetik asit ¢6zeltisi hazirlandu.

2.5.2.2.2. Deneyin Yapihsi

100 pL numune 100 pL tamponda 1:2 oraninda ependorf tiipler igerisinde
seyreltildi. Seyreltilen numunelerin igerisine 375 pL asetik asit, 375 pL TBA, 50 pL
SDS c¢ozeltileri eklendi ve sicak su banyosunda calkalayicisi calisir halde 1 saat

inkiibasyona birakildi. Sicak su banyosundan ¢ikarilan tiipler santriflij cihazinda +4
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°C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifij edildi. Santrifij edilen numunelerin
slipernatantlarindan aliman Ornekler 532 nm’de absorbanslart okutuldu ve standart

grafigi (Sekil 13) kullanilarak hesaplamalar1 yapildi.

2.5.2.2.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Deneyin Yapilisi

Standart ¢ozeltiler i¢cin 26puL. MDA standardr (1,1,3,3 tetrametahidroksipropan
(TEP)) 10 mL etanole tamamlandi ve elde edilen 10mM stok MDA ’dan seri diliisyonlar
yapilarak 10 nmol/mL, 5 nmol/mL, 2,5 nmol/mL, 1,25 nmol/mL, 0,625 nmol/mL,
0,3125 nmol/mL, 0,156 nmol/mL, 0,078 nmol/mL ve 0,039 nmol/mL olacak sekilde
standart ¢ozeltiler hazirlandi. 200 pL standart numunelere 375 pL asetik asit, 375 pL
TBA, 50 pL % 8,1°lik SDS ¢ozeltileri ependorf tiplere pipetlendi ve 10 dk sicak su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Sicak su banyosundan ¢ikarilan tiipler santrifiij
cihazinda +4 °C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifuj edildi. Santrifij edilen standart
numunelerin her birinden 100 pL alindi ve tizerlerine 500 uL distile su ilave edildi.
Meydana gelen bu ¢ozeltiden de 400 uL alindi 50 uLL TBA ilave edilerek 532 nm’de
absorbanslar1 okutuldu ve standart grafigi ¢ikarildi (Sekil 13).

3.000 -
y=4.114x + 0.0551
2.500 - R?=0.9997
2.000 -
(7]
c
2
§ 1.500 -
o
<
1.000 -
0.500 -
0.000 T T T )
0.0000 0.2000 0.4000 0.6000 0.8000
MDA nmol/mL

Sekil 13. MDA standart grafigi
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2.5.2.3. Glutatyon (GSH) Tayini

Bu yontemdeki prensip, doku homojenatindaki serbest siilfidril gruplarinin
Ellman reaktifiyle olusturdugu rengin spektrofotometrik olarak sonucu vermesi

prensibine dayanmaktadir (Ellman, 1959).

2.5.2.3.1. Kullanilan Cozeltiler

0,94 g NaH2PO4, 1,73 g Na2HPOg4, 10,44 g KCl tartild1, pH 7,4’e ayarlandi ve son
hacim 1 litreye tamamlanarak doku homojenizasyon tamponu hazirlandi. 2,13 ¢
Na;HPO;4 tartildi ve 50 mL distile suda ¢ozulerek 0,3 M Na;HPOj4 ¢6zeltisi hazirlandi.
%1°1lik sodyum sitrat ¢ozeltisi igerisinde 0,004 g DTNB reaktifi ¢cozilerek 10 mL’ye

tamamland1 ve Ellman ayiraci ¢ozeltisi hazirlandi.

2.5.2.3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,0061 g GSH standart1 (L-glutatyon reduced) tartildi ve 2 mL distile suda
coziilerek 10.000 uM stok cozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 1000 nmol/mL, 500
nmol/mL, 250 nmol/mL, 125 nmol/mL, 62,5 nmol/mL standart ¢6zeltileri hazirlandu.

Tablo 5. Glutatyon tayini i¢in pipetleme miktarlari

Numune Standart Kor
Tampon - - 25 uL
GSH Cozeltisi - 25 pL -
Dilie Homojenat* 25 L - -
NazHPO4 100 pL 100 pL 100 pL
Ellman Ayiract 25 pL 25 pL 25 L

*Spektrofotometrede sonuclar okunabilir araliklarda ¢ikabilmesi i¢cin homojenatlar 1:3
oraninda diliie (seyreltme) edilmistir.

Gerekli cozeltiler eklenerek 412 nm dalga boyunda okutuldu. Standart grafigi
kullanilarak hesaplamalar yapildi (sekil 14). GSH duzeyleri doku basi verilerek nmol/g

doku seklinde tanimlandi.
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Sekil 14. GSH standart grafigi

2.5.3. Aspartat Aminotransferaz Enzim Testi ve Test Prosediiriiniin ilkeleri

Ornekte bulunan AST amino grubunun, oksaloasetat ve L-glutamat olusturmak
Uzere L-aspartattan a-ketoglutarata transferini katalize eder. NADH ve malat
dehidrojenaz (MDH) varhiginda oksaloasetat L-malata indirgenir. Bu reaksiyonda
NADH, NAD"’ye oksitlenir. Reaksiyon, NADH’in NAD"’ye oksitlenmesinden dolay1
340 nm’deki absorbans diislis hizinin 6l¢limii ile izlenir (2009, Abbott Laboratories).

2.5.4. Alanin Aminotransferaz Enzim Testi ve Test Prosediiriiniin ilkeleri

Ornekteki ALT varligi amino grubunun, piruvat ve L-glutamat olusturarak L-
alaninden a-ketoglutarata transferini katalizler. NADH ve laktat dehidrojenaz (LD)
varligindaki piruvat L-laktata indirgenir. Bu reaksiyonda NADH, NAD"’ye oksitlenir.
Reaksiyon, NADH’in NAD’ye oksitlenmesine bagli olarak 340 nm’deki absorbans
diisiis oraninin ol¢iimii ile izlenir (2009, 2012 Abbott Laboratories).
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2.5.5. immiinohistokimyasal ve Histopatolojik Analizler

Bu hayvanlara 1 ay boyunca igme sularina beyaz cay ekstresi ilave edildi. 1 ay
sonunda cisplatin intraperitoneal olarak uygulandi. 5 giin sonra laparatomi ile alinan
farkli  dokular1  konvansiyonel 1stk  mikroskobik  yontemlerin  yani  sira,
immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirildi. Tum gruplardaki
ratlardan alinan farkli dokular etiket kod numaralar1 ve grup adlar1 verilerek i¢inde %
10’luk formaldehit bulunan ve agzi sizdirmayan 06zel siselere birakildi. Histopatolojik
ve imminohistokimyasal boyama yapmak amaciyla alinan karaciger dokulari rutin takip
islemlerden gegirilip bloklandi. Bloklanan dokular 4-5 mikron kesitlerinde kesilip
hematoksilen-eosin, masson trikom ve imminhistokimyasal analiz icin Kaspaz-3 ile

boyanip uygun goriilen yerler fotograflandi ve degerlendirildi.

2.5.5.1. Histopatolojik Analiz

Ratlardan elde edilen karaciger dokular1 hizlica trimlendikden sonra %10 ‘luk
formalin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) soliisyonu ile 36 saat boyunca fikse
edildi. Rutin takip yontemlerinden artan alkol serisi, seffaflagtirma islemlerinin ardindan
karaciger doku oOrnekleri parafin ile bloklandi (Merck, Darmstadt, Germany). Elde
edilen parafin bloklarindan mikrotom (Leica, RM2125RT, Germany) ile alinan 4-5 pm
kalinligindaki kesitler hematoksilen (Harris hematoksilen, Merck, Germany) - Eosin
(H&E) (Eosin G, Merck, Germany) ve Goldner’s Masson trikrom ile boyandi (Merck,
Darmstadt, Germany). Boyama isleminin ardindan doku 6rnekleri 151k mikroskobunda
(Olympus BX51, Olympus Corparation, Tokyo, Japan) incelenerek Olympus DP71

(Olympus Corparation, Tokyo, Japan) kamera ile fotograflandi.

2.5.5.2. Immiinohistokimyasal Analiz

Apoptotik hepatositlerin belirlenmesi igin kullanilan Kaspaz-3 primer antikorunun
immunreaktivitesinin ~ belirlenmesi amaciyla avidin-biotin-peroksidaz  kompleksi

yontemi uygulandi. Parafin bloklardan 2-3pum kalinliginda elde edilen kesitler pozitif
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sarjli lamlara alinarak deparafinizasyon islemini uygulandi. Bir sonraki asamada
endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak amaciyla 15 dk boyunca %3’liik H2O:
solusyonu ile inkiibe edildi. Zemin boyamasini engellemek amaciyla 20 dk seconder
blocking solusyonu uygulandiktan sonra primer antikor (Caspase-3, Rabbit polyclonal,
Abcam, United Kingdom), ile 60 dk inkiibe edildi. Primer antikor uygulamasinin
ardindan doku Ornekleri sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (HRP)
(ab205718, Abcam, United Kingdom) ile inkiibe edildi. Dokular Gzerine
diaminobenzidine chromogen (DAB Choromogen, Abcam, United Kingdom) sollisyonu
damlatilarak 151k mikroskobunda goriintii sinyali elde edildi. Harris Hematoksilen ile
(Merck, Darmstadt, Almanya) ile zit olarak (counterstaning) boyamasi yapilan dokular

uygun kapatma solusyonu ile kapatildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 6’daki biyokimyasal sonuglar incelendiginde kontrol grubuna (K) gore
cisplatin grubu (CP) karaciger doku MDA diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir
artis gézlenmis ama beyaz ¢ay-+cisplatin grubu (BC + CP) doku MDA dizeylerinde CP
grubuna gore diisiis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamustir (Sekil 15).

Ayrica K grubuna gore CP grubu doku GSH duzeylerinde istatiksel olarak ¢ok
anlamli bir artis gozlenmis ama BC + CP grubu doku GSH duzeylerinde CP grubuna

gore diislis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil

16).

Tablo 6. Ratlarin karaciger dokusundaki MDA ve GSH duizeyleri (Ort. + SH)

GRUP KARACIGER

MDA (nmol/g doku) GSH (umol/g doku)
Kontrol 1,17+0,11 14,90 + 2,04
Cisplatin 1,56 + 0,26* 16,74 + 2,00**
Beyaz Cay + Cisplatin 1,39 +0,39 15,08 + 1,38

Kontrol grubuna gore farklar dnemlidir. *:p< 0,05, **p<0,01
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Karaciger MDA
(nmol/g doku)

1.8 + *
1.6 -
1.4 -
1.2 4

1 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -

0.2 -

0 -

Kontrol Beyaz Cay + Cisplatin Cisplatin

Sekil 15. Tiim gruplardaki karaciger doku MDA (nmol/g doku) duzeyleri.
*: Kontrol grubuna gore fark 6nemlidir (p<0,05).

Karaciger GSH
(umol/g doku)

20.00 -
18.00 *
16.00 -
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00 -
4.00 -

2.00 -

.00 -
Kontrol Beyaz Cay + Cisplatin Cisplatin

Sekil 16. Tim gruplardaki karaciger doku GSH (umol/g doku) dizeyleri.
**. Kontrol grubuna gore fark 6nemlidir (p<0,01).
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Tablo 7°deki ratlarin serum AST ve ALT diizeyleri incelendiginde K grubuna
gore ratlarin serum AST degerleri CP grubunda anlamli olarak ¢ikmis ancak BC + CP
grubuna gore istatiksel olarak anlamli ¢ikmamistir. ALT diizeyleri de kontrol grubuna
gore CP gruplarinda anlamli ancak BC + CP gruplarinda istatistiksel olarak anlamli

cikmamustir (Sekil 17/Sekil 18).

Tablo 7. Ratlarin serumlarindaki AST ve ALT diizeyleri

GRUP SERUM
AST (U/L) ALT (U/L)
Kontrol 71,13 + 4,49 35,25 + 4,89
Cisplatin 97,88 % 7,20%* 43,75+ 7,61*
Beyaz Cay + Cisplatin 77,00 £ 6,21 40,38 + 3,89

Kontrol grubuna gore farklar 6nemlidir. *: p<0,05, **: p<0,01

Serum AST

(UIL)
120 - .
100 -
80 - { {
60 -

40 -

20 -

Kontrol Cisplatin Beyaz Cay + Cisplatin

Sekil 17. Tum gruplardaki serum AST (U/L) diizeyleri.
1 Kontrol grubuna gére fark énemlidir (p<0,01).
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Serum ALT
(U/L)

50 -+ *
45 -
40 -
55 - ]
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5
0 .
Kontrol Cisplatin Beyaz Cay+ Cisplatin
Sekil 18. Tum gruplardaki serum ALT (U/L) duzeyleri.
*: Kontrol grubuna gére fark nemlidir (p<0,05).

3.2. Histopatolojik Bulgular

3.2.1. Hematoksilen ve Eosin Boyama

3.2.1.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubununa ait kesitler 1s1k mikroskobu altinda incelediginde karaciger
dokusunun normal yapida oldugunu goézlemledik. Santral venin etrafindaki

hepatositlerden olusan remark kordonlarinin ve siniizoidlerin normal yapida oldugunu

izledik (Sekil 19).
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Sekil 19. H&E ile boyanmis kontrol grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinin 1s1k
mikroskobik gorintuleri.

A(x 10)-B(x20)-C(x40); Kontrol grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
saglikli karaciger dokusunda normal yapidaki hepatositler (ok), sintizoidler (ok basi) ve

santral ven (CV) izlenmektedir.

3.2.1.2. Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Cisplatin grubuna ait kesitler 1s1tk mikroskobu altinda incelediginde yaygin
vaskiiler konjesyon, sinlizoidlerde dilatasyonlar gozledik. Bunlarin yaninda ¢ok sayida
nekrotik hepatositler izledik (Sekil 20).

Sekil 20. H&E ile boyanmis cisplatin grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinin 151k
mikroskobik goruntuleri.
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A(x 10)-B(x20)-C(x40); Cisplatin grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde yaygin vaskiiler konjesyon (yildiz) ve siniiziodal dilatasyonlar (c)
gozlemlenmekte. Bununla beraber nekrotik hepatositlerde yaygin vakuolizasyonlar
(mavi ok) izlenmektedir.

3.2.1.3. Beyaz Cay + Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Beyaz cay + cisplatin grubunun karaciger dokusuna ait kesitlerinde vaskuler

konjesyon ve siniizoidal dilatasyonlarda azalma oldugunu saptadik (Sekil 21).

Sekil 21. H&E ile boyanmis beyaz cay + cisplatin grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinin 151k mikroskopik gorintuleri.

A(x 10)-B(x20)-C(x40); Beyaz cay + cisplatin grubuna ait kesitler 151k
mikroskobu altinda incelendiginde yaygin vaskiiler konjesyon ve siniliziodal

dilatasyonlarda azalma gézlemlenmekte.
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3.2.2. Goldner’s Masson Trikrom Boyamasi

3.2.2.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubunun karaciger dokusuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelediginde normal yapidaki hepatositlerden olusan remark kordonlarinin normal

yapida oldugunu izledik (Sekil 22).

Sekil 22. Goldner’s Masson trikrom ile boyanmig kontrol grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinin 151k mikroskopik goriintiileri.

A(x20)-B(x40); Kontrol grubuna ait kesitlerinde saglikli karaciger dokusunda

normal yapidaki hepatositler ve santral ven (CV) izlenmektedir.

3.2.2.2. Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Cisplatin grubuna ait kesitler 151tk mikroskobu altinda incelediginde yaygin
vaskdler konjesyon, siniizoidlerde dilatasyonlar ve ¢ok sayida nekrotik hepatositler
gozlemledik (Sekil 23).
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Sekil 23. Goldner’s Masson trikrom ile boyanmis cisplatin grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri.

A(x20)-B(x40); Cisplatin grubuna ait kesitler 151tk mikroskobu altinda
incelendiginde yaygin vaskiiler konjesyon (yildiz) ve nekrotik hepatositlerde yaygin
vakuolazisyonlar (mavi ok) izlenmektedir.

3.2.2.3. Beyaz Cay + Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Beyaz cay + cisplatin grubunun karaciger dokusuna ait kesitlerinde vaskiler
konjesyon ve siniizoidal dilatasyonlarda azalma oldugunu saptadik (Sekil 24).

Sekil 24. Goldner’s Masson trikrom ile boyanmis beyaz ¢ay + cisplatin grubuna ait
karaciger dokusu kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri.
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A(x20)-B(x40); Beyaz gay + cisplatin grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde yaygin vaskiiler konjesyon ve siniiziodal dilatasyonlarda azalma

g6zlemlenmektedir.

3.3. immiinohistokimyasal Bulgular

3.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubunun karaciger dokusuna ait Kesitlerinde hepatositlerin normal

yapida oldugunu gozlemledik (Sekil 25).

Sekil 25. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmis kontrol grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri.

A(x20)-B(x40); Kontrol grubuna ait kesitlerin karaciger dokusunda normal

yapidaki hepatositler (0k) izlenmektedir (Kaspaz-3 pozitivite skoru: 0.00+0.35).

3.3.2. Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Cisplatin grubunun karaciger dokusuna ait kesitlerde apoptotik hepatositler
oldugunu gozlemledik (Sekil 26).
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kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiileri.

A(x20)-B(x40); Cisplatin grubuna ait kesitlerin apoptotik hepatositler (mavi ok)
izlenmektedir (Kaspaz-3 pozitivite skoru: 3.00+0.46).

3.3.3. Beyaz Cay + Cisplatin Grubuna Ait Bulgular

Beyaz cay + cisplatin gruplarinin karaciger dokusuna ait kesitlerde apoptotik

hepatositlerin (mavi ok) azaldigini saptadik (Sekil 27).

Sekil 27. Kaspaz-3 primer antikoru ile boyanmis beyaz cay + cisplatin grubuna ait
karaciger dokusu kesitlerinin 151k mikroskobik gorintileri.
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A(x20)-B(x40); Beyaz cay + cisplatin grubuna ait Kkesitlerde apoptotik
hepatositlerin (mavi ok) sayisinda azalmis oldugu gézlemlenmekte (Kaspaz-3 pozitivite
skoru: 1.00£0.46).

3.4. Semi-kantitatif Analiz

Kontrol grubunda 0.00+0.35 olan Kaspaz-3 pozitivite skoru cisplatin uygulamasi
sonucunda 3.00+0.46'ya yiikselmistir (p=0.00; Tablo 9). Beyaz cay + cisplatin grubunda
ise cisplatin uygulamasi sonucu 3.00+0.46 olan Kaspaz-3 pozitivite skoru 1.00+0.46'ya
diismistiir (p=0.00; Tablo 9).

Tablo 8. Kaspaz-3 pozitivite skorlama tablosu

Skor Bulgu

0 %S35’den daha az Kaspaz-3 pozitif hepatositler

1 %?25’den daha az Kaspaz-3 pozitif hepatositler

2 %350’den daha az Kaspaz-3 pozitif hepatositler

3 %50 den daha fazla Kaspaz-3 pozitif hepatositler

Tablo 9. Semi-kantitatif analiz sonug¢lar1 (mediantstandart sapma)

Grup Kaspaz-3 pozitivite skoru
Kontrol 0.00+0.35

Cisplatin 3.00+0.462

Beyaz Cay + Cisplatin 1.00+0.46°

2p=0.00 Kontrol grubuna kiyasla,
bp=0.00 Cisplatin grubuna kiyasla,
Kruskal Wallis -Tamhane’s T2 test.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser tedavisinde kemoterapi, kanserin tilirline veya hastalik asamasina
bakilmaksizin uygulanabilecek ¢ok etkili bir tedavi yontemi olmasma karsin
(Matsuyama vd., 2006), direngli kanser hiicrelerinin ve kemoterapédtik ajanlarin yan
etkileri, antikanser kemoterapisinin uygulanmasinda smirlayici faktorler olarak
gosterilmektedir (Bartelink vd., 2002). En ¢ok kullanilan kemoterapotik ajanlardan biri
olan cisplatin kullanimu ile, nefrotoksisite, hepatotoksisite, ototoksisite, ndrotoksisite,
miyelostipresyon, bulantt ve kusma gibi bircok yan etki ortaya ¢ikabilir (Arany ve
Safirstein , 2003; Molmann vd., 1988). Nefrotoksisite ve hepatotoksisite yuksek doz
cisplatin kullaniminda ortaya ¢ikan ve doz sinirlandirilmasina sebep olan istenmeyen

durumlardan bir tanesidir (Dos Santos vd., 2012; Koc vd., 2005).

Cisplatin kaynakli nefrotoksisite ¢ok iyi belgelenmis olmasina Kkarsin,
hepatotoksisite hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip degiliz. Cisplatinin nefrotoksisitesi
Klinikte kullanilan dozlarda en sik karsilagilan yan etkisidir. Hepatotoksisitesi daha az
goriilmektedir. Ancak, yiiksek dozda CP’e maruz kalindiginda hepatotoksisite de ortaya
cikabilmektedir. Karaciger toksisitesinin sebebi olarak, karacigerin birgok ilag ve
kimyasal madde metabolizmasinin ana yeri olmasindan dolayidir. Cisplatin
bobreklerden sonra en ¢ok karacigerde birikir ve bu da yiiksek doz kullanimiyla beraber
hepatotoksisiteye neden olur. Dolayisiyla da hepatik nekroz gelisebilmekte ve
karacigerde apoptotik lezyonlar gorilebilmektedir. CP hepatotoksisitesine iligkin
literatlir bilgisi smirli olup, mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Cisplatin
kaynakli hepatotoksisiteye sebep olarak cisplatinin hiicrelerde olusturdugu oksidatif
stres oldugu disiintilmektedir (Martins vd., 2008; Zicca vd., 2002; Tarladagalisir vd.,
2005).

Cisplatin toksisitesini azaltmak veya ortadan kaldirmak amaciyla, cisplatin
kullanimiyla es zamanli olarak verilen ilaglar, cisplatin kdkenli toksisiteyi azaltmaya
yonelik oldugu bilinmektedir (Dasari ve Tchounwou, 2014). ilaglara ilaveten takviye
edici besinlerle bu toksisiteyi azaltmaya yonelik bir ¢cok ¢alisma yapilmistir (Naziroglu

vd., 2004, Hockenbery vd., 2009; Atessahin vd., 2006).
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Cisplatin toksisitesinin temelinde hiicrelerde oksidatif hasarin indiiklenmesi
oldugu bilinmektedir. Ve bu durum lipit peroksidasyonuna, antioksidan enzim aktiveleri
degisikliklerine ve hiicrelerde DNA hasaria neden olur (Yilmaz vd., 2004; Martins vd.,
2008; Dos Santos vd., 2012; Sadzuka vd., 1992). Canli metabolizmasinda oksidatif
hasarin sebebi olan serbest radikalleri denge halinde tutan ve onlar1 zararsiz bilesiklere
dontistiiren antioksidanlarin varligi cok 6nemlidir. Bu dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasi demek, insan viicudunda bulunan karbohidratlarin, lipitlerin, proteinlerin ve
DNA’nin zarar gérmesi demektir. Bu da insan saglig1 agisindan basta kanser, kalp-
damar hastaliklar1 ve diyabet gibi birgok olumsuz durumun sebebi olarak karsimiza
cikmakta ve antioksidan sistemler bu olumsuz durumu ortadan kaldirmaya

calismaktadirlar (Karabulut ve Gulay, 2016; Karaman, 2008).

Oksidatif hasarin  hiicre membranlarmin lipitlerinde meydana getirdigi
olumsuzluklar sonucu olusan lipit peroksidasyonunun belirteci olan MDA’nin ve
hiicreleri oksidatif hasarin olumsuzluklarina karsi koruyan antioksidan sistemler iginde
bulunan cok 6nemli bir non-enzimatik antioksidan olan GSH’in o6lgiilmesi bizlere
karaciger doku hasarlari i¢in bir takim bilgiler vermektedir (Blumberg, 2004; Tukozkan
vd., 2006). Cisplatinin neden oldugu oksidatif stresle ilgili ¢ok sayida ¢alisma vardir.
Bunlardan bazilarina bakacak olursak, yapilan calismalarda (Naziroglu vd., 2004;
Atessahin vd., 2005; Karahan v d., 2005; Martins vd., 2008) cisplatin ve cisplatin gibi
toksik etkisi olan maddelerin doku MDA seviyelerini artirdiklar1 bulunmus ancak doku
GSH seviyeleri ve antioksidan enzim aktiviteleri halen daha tartismali olarak
kalmaktadir. Baz1 ¢alismalarda (Iraz vd., 2006; Sugiyama vd., 1989; Iseri vd., 2007,
Martins vd., 2008) cisplatinin doku GSH seviyeleri ve antioksidan enzim aktiviteleri
azalirken, bazi c¢aligmalarda (Antunes vd., 2000; Mora vd., 2003; Naziroglu, 2004;
Karahan vd., 2006) degistirmedigi ya da arttirabilecekleri bulunmustur.

Caligmamizda karaciger doku MDA diizeyleri K gruplarma gére CP gruplarinda
yiiksek bulunmus BC + CP gruplarinda bir miktar azalmalar gdzlenmistir. Cikan
sonuglardan da anlasilacagi Uzere karaciger doku MDA dizeylerinin cisplatin
kullaniminda arttig1, beyaz ¢ay ile beslenen ratlarin oksidatif stresi bertaraf etmek icin

olumlu yanit verdigi goriilmiistiir. Calismamiza bulgular diizeyinde yakin sonuclar
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cikaran Karahan vd. (2006)’in cisplatinin oksidatif hasarini likopen iceren besin
takviyeleriyle degerlendirmis, beyaz g¢ay gibi likopen iceren besin takviyelerinin de
tedaviye olumlu yamt verdikleri gozlenmistir. Cisplatinin oksidatif stresi (zerine
yapilan c¢alismalarin neredeyse tamaminda doku MDA diizeylerini artirdiklar
bulunmus, cisplatinin olusturdugu bu olumsuz durumu ortadan kaldiracak besin

takviyelerinden bazi olumlu sonuglar alinmstir.

Antunes vd. (2000)’un doza bagli olarak yaptiklari, ratlarda cisplatin kaynakli
nefrotoksisite ve lipit peroksidasyonuna karst C vitaminin koruyucu etkisi adl
calismalarinda, eksojen kaynakli non-enzimatik antioksidan olan C vitaminin artan
dozuyla paralel olarak diisen enzim aktiviteleri ve yiikselen karaciger MDA
dizeylerinde iyilesmeler oldugu goriilmiistiir. Bu da bizlere cisplatin kaynakli oksidatif
stresi bertaraf etmek igin antioksidan desteklerinin dozuyla da baglantili olabileceklerini
gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda beyaz ¢ay dozuyla ilgili bir degerlendirme, ¢alisma

olmamasi beyaz ¢ay konusunda ¢alismalarin devamini gerekli kilmaktadir.

Calismamizin  karaciger doku GSH dizeylerinde K gruplarmma gore CP
gruplarinda artislar izlenmis BC ile beslenen ratlarin dokularinda bu diizeylerde
diistisler gozlenmistir. Bu bulgular bizlere cisplatinin karaciger dokusunda oksidatif
strese bagli olarak MDA diizeylerinde artislara sebep oldugu ve bu olusan oksidatif
stresi bertaraf etmek igin karaciger doku hucrelerinin antioksidan savunma sistemlerini
uyararak GSH seviyelerini artirdiklarin1 diisiindiirmektedir. Karahan vd. (2006)’in
yaptiklar1 calismalarinda da bizimkiyle paralel olarak cisplatin gruplarinda doku GSH
diizeyleri artig gostermistir. Bu da bizim cisplatinin meydana getirdigi olumsuz durumu
ortadan kaldirmak i¢in dokularin sahip olduklar1 antioksidan savunma sistemlerini

uyardiklar1 goriisiinii desteklemektedir.

Calismamizin cisplatin kullanimiyla paralel olarak artig gosteren karaciger doku
MDA duzeyleri ve bu toksik etkiye karsilik antioksidan sistemleri uyarmasiyla yiikselen
karaciger doku GSH diizeyleri, tedavi edici beyaz ¢ay kullanimiyla beraber disiisler
gostermistir. Lipit peroksidasyonun son iirinii olan MDA diizeylerinin beyaz ¢ay

kullanimiyla diismiis olmasi bizlere beyaz c¢ayin antioksidan o6zelliginin oldugunu
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gostermektedir. Ancak GSH diizeylerinin beyaz ¢ay kullanimiyla beraber CP gruplarina
gore diismesi bizlerin aklina bir takim sorular getirmektedir. Zaten antioksidan
0zelligini buldugumuzu diislindiigiimiiz beyaz ¢ayin, GSH diizeylerini daha da artirmasi
beklenirken aksine diisiirmesi, cisplatin kullanimiyla beraber dokularda oksidatif
hasarin sonucu olarak antioksidan sistemleri uyararak artan GSH duzeylerinin, tedavi
edici beyaz ¢aym kullanimiyla cisplatin kaynakli toksik etkiyi azaltip bu antioksidan
savunma mekanizmasi yanitlarinin azalttigimi ve dolayisiyla GSH diizeylerinin

diislrdigiini distindiirmektedir.

Transaminazlardan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat amino transferazlar
(AST), hepatosit hiicreleri tarafindan tretilirler ve depolanirlar. Plazma diizeylerinin
yiiksek bulunmasi hepatositlerde meydana gelen hasarlara isaret etmektedir (Lu vd.,
2002). Calismamizin rat serum karaciger enzim (AST, ALT) dlzeylerine bakacak
olursak, K gruplarina gére CP gruplarinda AST ve ALT duzeyleri artis gostermis,
tedavi grubu olan BC + CP gruplarinda artan bu diizeylerde azalmalar gozlenmistir.
AST ve karacigere 0zgii fonksiyonel enzim olan ALT diizeylerinin artis1 cisplatin
kaynakli karaciger doku hasarinin bir gostergesidir. Doku MDA ve GSH dizeylerinde
goriildigii gibi serum AST ve ALT dizeylerinde de CP gruplarina gére BC + CP
grubunda diistislerin gorilmesi ¢alismamizi serum ve doku diizeylerinin paralelligi
adina desteklemektedirler. Martins vd. (2008)’in cisplatin iizerine yaptiklari
caligmalarinda ratlara tek doz 10 mg/kg cisplatin uygulanmis ve 72 saat sonra sakrifiye
edilmiglerdir. Cikan serum AST, ALT sonuglarinda kontrol gruplarina gore cisplatin
gruplarinda ciddi artiglar gozlenmistir. Bu da cisplatin kaynakli hepatik hasar1 ve
dolayisiyla da hepatotoksisiteyi isaret etmektedir. Cikan bu ciddi hepatoksisiteyi bizim
calismamizla kiyaslayacak olursak cisplatin doz miktar1 ve sakrifiye edilis siiresinin
farki bu sonucu verdigini diisiindiirmektedir. Bu da cisplatin uygulanacak bireylerde

etkin bir doz sinirlandirilmasinin hayati 6neme sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizin histopatolojik bulgularinda, beyaz ¢ay grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinde cisplatin gruplarina gore vaskiiler konjesyon ve siniizoidal dilatasyonlarda
azalma ve immunohistokimyasal bulgularda ise apoptik hepatositlerin beyaz cay

grubunda cisplatin grubuna gore azaldiklarmi gozlemledik. Histolojik bulgularla
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beraber biyokimyasal sonuglari degerlendirdigimizde bizlere, biyokimyasal analiz
sonuglarmin B + CP gruplarinda cisplatin gruplarina goére goriilen diisiislerin beyaz
cay kullanimmin antioksidan savunma sistemlerine destek oldugu goriisiini
guclendirmektedir. Tarladagalisir vd. (2005)’in vitamin E ve C ‘nin cisplatin
hepatotoksisitesi (zerine etkilerinin histolojik olarak incelenmesi adli g¢aligmalarinda
toplam 24 adet Wistar cinsi albino erkek ratlardan 6’sarli 4 ayr1 grup olusturulmus,
kontrol grubu hari¢ digerlerine 3 ay boyunca ayda bir kez Smg/kg cisplatin intravenoz
yolla verilmistir. 3. ve 4. gruptaki ratlara her giin intramuskiiler yolla sirasiyla 5 (mg/kg)
E vitamini, 8 (mg/kg) C vitamini verilmis ve deney siiresi sonunda karaciger dokulari
histolojik olarak incelenmistir. Incelenen histolojik bulgulara gore farkli 6zelliklere
sahip antioksidanlarin cisplatin tiirevli hepatotoksisitesinin azalmasina yardimci
olduklar1 goriilmiistiir. Bizim histolojik bulgularimizda da, Vitamin E ve C
antioksidanlarinin gosterdikleri tedavi edici bulgular gibi beyaz cay ekstreleri verilen
ratlarin cisplatin kaynakli apoptotik hepatositlerde azalmalar gozlenmistir. Bu da bize
beyaz cayin sahip oldugu antioksidan O6zelliginin enzimatik ya da non-enzimatik

antioksidanlar kadar degerli olabilecegi kanatini getirmektedir.

Ko¢ vd. (2005)’un yaptiklar1 ¢alismada cisplatine bagli karaciger hasarinin
histolojik incelemelerinde hiicrelerin ¢evresinde santral venlerde degisimler,
hepatoselliler vakuolizasyonlar ve sinlizoidal dilatasyonlar saptanmistir. Mikroskobik
incelemelerinde cesitli kupffer hiicre aktivasyonlariyla, hepatositlerin dejenerasyonu ve
sinuzoidlerin hafifce genislemesi ile karakterize bir tablonun sekillendigini ortaya
koymuslardir. Bu ve diger birgok ¢alismada oldugu gibi cisplatin kaynakli karaciger

hasarinin doku diizeyindeki olumsuz goruntlsi ¢ok net sekildedir.

Beyaz c¢ay iizerine yapilan yakin zamanli diger ¢alismalara baktigimizda
Dhatwalia vd. (2019)’nin beyaz cay ve saf Epigallokatesin gallat (EGCG)'in benzo (a)
piren (BaP) kaynakli pulmoner stres icerisindeki karsilagtirmali etkinligini agiklamak
icin yaptiklar1 ¢alismada BaP isleminden Once, sirasinda ve sonrasinda igme sularina
beyaz cay (%1) ekstresi ve belirlenen dozlarda saf EGCG muamele edildi. Stres
biyobelirtecleri (LPO, PCC & ROS), antioksidan enzim (SOD, CAT, GSH, GST, GRx,

GPx) aktiviteleri ve akciger histo mimarisi gibi endeksler degerlendirildi Beyaz cayin
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alveolinin biitlinliigiiniin korunmasinda EGCG olarak esit derecede faydali oldugunu ve
BaP'nin neden oldugu akciger hasar1 kosullarinda diisiik maliyetli ve koruyucu bir ajan

olarak kullanilmak {izere potansiyel bir aday oldugunu gosterdiler.

Saral vd. (2019)’1n yaptiklar1 ¢aligmalarda beyaz cay infiizyonlarinin siganlarda
cisplatin tarafindan olusturulan bobrek hasarina karsi koruyucu etkilerini biyokimyasal
ve histopatolojik yontemlerle arastirdilar. 12-14 haftalik ve 250-300 g agirhigindaki 24
disi Sprague Dawley sicani kullanildi. Sigcanlar (¢ gruba ayrildi: K, CP ve CP + WT
gruplart. CP grubuna tek bir doz / sigan olarak 7 mg / kg i.p yolla enjekte edildi. Beyaz
cay 4 hafta boyunca% 0.5 (w/v) dozunda verildi. Deneyin sonunda kan Ure azotu ,
kreatinin, Orik asit, timor nekroz faktori-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve nukleer
faktor kappa B (NF-«B) ile birlikte ¢alismada bobrekteki kaspaz-3 degerlendirildi. CP
grubunun kan Ure azotunun, kreatinin, TNF-a, NF-xkB ve IL-6 seviyeleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdiklerini bulduldular. TNF-a,
NF-kB ve IL-6 seviyeleri, CP + BC grubunda CP grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis gosterdi. Tiibiiler epitel hiicrelerinde kaspaz-3 diizeyleri CP + BC

grubunda CP grubuna gore azaldiklarini buldular.

Sonug¢ olarak, klinik tedavide cisplatinin kullanimini siirlayan en belirgin
faktorlerin basinda nefrotoksisite ve arkasindan hepatotoksisite gelmektedir. Yapilan
¢ogu calismada cisplatinin doz kullanimina da bagli olarak artis gosteren bu toksik
etkilere sebep, cisplatinin hiicrelerde meydana getirdigi oksidatif stresin olumsuz
durumlarinin sonuglar1 olarak degerlendirmekteyiz. Yapilan calismamiza ve ¢alismalara
bakildiginda serbest radikallerin, antioksidan sistemler {izerine baskin gelerek
olusturdugu bu olumsuz durumu duzeltmenin yolu olarak, antioksidan sistemlere
eksojen kaynakli desteklerin verilmesini saglamak oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Cisplatin kaynakli nefrotoksisite ve hepatotoksisiteleri ortadan kaldirmak ya da
azaltmak amagli bircok ¢alisma ve bulgulari bu goriisiimiizi destekler mahiyettedir.
‘Biitiin maddeler zehirdir, zehirle ilac1 birbirinden ayiran dozudur’ diyen Paracelcus
kaidesiyle cisplatinin sebep oldugu oksidatif hasari minimuma indirmek ve maksimum
fayda saglamak amaciyla etkin bir doz sinirlandirilmasi yapilmasi da zaruri

gorulmektedir. Ayn1 zamanda oksidatif hasart minimuma indirmek ve cisplatin kaynakli
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yan etkileri ortadan kaldirmak amacl ek takviye ilag ve besinlerinde ¢ok iyi secilmesi
gerektigini diislinliyoruz. Beyaz ¢ayin cisplatin kaynakli karaciger hasarinda etkisinin
olumlu oldugu kanatinde olmakla beraber beyaz cayin antioksidan o6zelliklerinin tam

anlagilabilmesi adina caligmalarin devamini gerekli gormekteyiz.
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5. ONERILER

Cisplatin kaynakli karaciger hasarinin beyaz cay kullanimiyla beraber azaltilmasi
Uzerine yaptigimiz deneylerde birkag¢ eksiklik géze carpmaktadir. Hem sitotoksik bir
ajan olan cisplatinin hem de antioksidan 6zelliginden yararlandigimiz beyaz ¢ayin doza
bagl olarak etkileri ayr1 ayr1 ve detayli olarak ele alinmalidir. Yapilan ¢alismalardan da

gorulmektedir ki doza bagli hem yarar hem de zarar oldukga 6nemlidir.

Ayni zamanda K, CP ve BC + CP gruplarina ek olarak sadece beyaz cayla
beslenen BC grubunun da eklenmesi, gruplar arasindaki farklari daha anlamli ortaya

koyacagini diistinmekteyiz.

Calismamizda antioksidan sistemlerden sadece non-enzimatik antioksidan olan
doku GSH diizeyleri degerlendirildi. GSH diizeylerinin cisplatin gibi toksik maddelere
maruz kalinan dokulardaki bulgular1 gibi enzimatik antioksidanlardan SOD, CAT, GST,
GRx ve GPx gibi antioksidanlarin diizeylerinin belirlenmesi beyaz ¢ayin antioksidan
ozelliginin daha net belirlenebilmesi adina beyaz cay iizerine ¢alismalarin devamini

gerekli gérmekteyiz.
Cisplatinin olumsuz etkilerini azaltici olmast yoniinden ve insanin siirekli maruz

kaldig1 oksidan maddelere kars1 beyaz ¢ayin koruyucu etkisinden dolay1 beyaz caymn

kullanimini tavsiye etmekteyiz.
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