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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sicanlarda Siklofosfamid ile Olusturulan Hepatotoksisiteye Geranioliin Olasi
Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Halime Tuba CANBAZ
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
DOKTORA TEZI / KONYA-2018

Siklofosfamid (CP); otoimmun hastaliklarda ve organ nakillerinde immunsupresif
olarak, cesitli malignensilerde ise kemoterapotik olarak kullanilan alkilleyici bir ajandir.
Siklofosfamidin terapdtik uygulamalar farkli yan etkilerle ve organ toksisitesiyle birliktelik
gostermektedir. Siklofosfamidin metabolize olmasiyla birlikte gelisen oksidatif hasar,
toksisitede dnemli rol oynamaktadir.

Geraniol (Ge); giil, lavanta, limon ve diger bazi bitkilerin esansiyel yaglarinda bulunan
asiklik monoterpen alkoldiir. Bu dogal molekiil; antibakteriyel, antiinflamatuvar,
antianjiogenik ve antioksidatif gibi farkli etkilere sahiptir. Yapilan calismalar geranioliin
karaciger iizerindeki koruyucu etkisini gostermistir.

Calismamizda, sicanlarda siklofosfamidin sebep oldugu karaciger hasarinda
geranioliin antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

42 adet Wistar Albino tiirii erkek si¢can kullanildi. Siganlar 6 gruba ayrildi. Deney,
toplamda 14 giin siirdii. {lk 7 giin sadece geraniol uygulandi, ikinci hafta geraniol ve
siklofosfamid uygulamasi birlikte devam etti. Siklofosfamid; 500mg/10 ml’lik ampullerden
kullanilarak, intraperitoneal yolla enjekte edildi. Geraniol, iki farkli dozda (100 mg/kg ve 200
mg/kg) ve misir yag igerisinde seyreltilerek oral gavaj yoluyla verildi.

Uygulamaya baslamadan once ve calisma sonunda siganlar tartilip agirliklar
kaydedildi. 14 giin siiren uygulama sonunda anestezi altinda enjektorle deneklerin kalplerine
girilerek tliplere kan Ornekleri alindi. Kan oOrneklerinden aspartataminotransferaz (AST),
alaninaminotransferaz (ALT), alkalenfosfataz (ALP), total antioksidan durum (TAS), total
oksidan durum (TOS) paramatreleri ¢alisildi. Kan 6rnekleri alindiktan sonra sakrifiye edilen
sicanlarin  karin bosluklar1 agilarak alinan karaciger dokular1 makroskobik olarak
incelendikten sonra mikroskobik bulgular yoniinden degerlendirilmek amaciyla cikarildi.
Mikroskobik inceleme, alinan kesitlere rutin hemotoksilen-eozin boyamasi, toluidin mavisi
boyamasi ve immiinohistokimya ile NF-kB markerlarina bakilarak degerlendirildi. TUNEL
yontemi ile de apoptotik hiicre oran1 degerlendirildi. Biyokimyasal veriler ve TUNEL, Tek
Faktorlii Varyans Analizi (One-Way Anova); histolojik degisiklikler ve immun boyama ise
Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Sonug olarak Ge’nin CP toksisitesi iizerinde, her iki
kullandigimiz dozda da etkili oldugu bulundu.

Anahtar kelimeler: Geraniol, H&E, Karaciger, Siklofosfamid, TUNEL
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ABSTRACT

Cyclophosphamide is an alkylating agent used as an immunosuppressive in
autoimmune diseases, organ transplantations and as a chemotherapeutic in different
malignancies. Therapeutic uses of cyclophosphamide are associated with different side effects
and organ toxicity. Oxidative damage which is occurred by the metabolism of
cyclophosphamide, plays an important role in toxicity.

Geraniol is an acyclic monoterpenoid alcohol found in essential oils of plants such as
rose, lavender and lemon. This natural molecule posseses various effects such as antibacterial,
antiinflamatory, antiangiogenic and antioxidative. Studies have demonstrated the protective
effect of geraniol on liver.

In our study, it was aimed to investigate antiapoptotic and antiinflammatory effects of
geraniol in liver damage caused by cyclophosphamide in rats.

42 male Wistar Albino rats were used. They divided into six groups. The experiment
took 14 days in total. Only geraniol was administered for the first 7 days, then geraniol and
cyclophosphamide used together for the second week. Cyclophosphamide used as 500 mg /
10 ml ampoules and it was injected intraperitoneally. Geraniol was given in two different
doses (100 mg/kg and 200 mg/kg) via oral gavage by dissolving in corn oil.

The body weights recorded in the beginning and at the end of the experiment. Blood
samples were taken to tubes with syringes from the hearts of subjects under the anesthesia at
the end of 14 days. Blood serum analyzed for TAS, TOS, ALT, AST. Rats were sacrified
after blood samples were taken and abdominal cavity opened. Subsequently the liver
examined macroscopicially and then harvested for microscopic examination. Tissue sections
examined by staining with hematoxylin eosin, toluidine blue and with immunohistochemistry
looking to NF-kB markers. Apoptotic index evaluated with TUNEL. The biochemistry and
TUNEL results were compared using one-way ANOVA and immunohistochemistry were
compared using the Mann-Whitney U-Test. We found that both the two dosage of GE that we
used treats the toxicity of CP

Key words: Cyclophosphamide, Geraniol, H&E, Liver, TUNEL
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1. GIRiS

2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER
2.1.1. Karaciger Anatomi ve Fizyolojisi

Karaciger abdomen denilen karin boslugunun iist kisminda yer alir. Sag
hipokondriyak alanin tiimiini ve epigastrik alaninin ise biiyiik ¢ogunlugunu kaplar.
Kisiden kisiye degismekle birlikte, sol hipokondriyuma da uzanir. Viicudumuzdaki en

biiylik organ olan karaciger; erkeklerde ortalama 1500 gr, kadinlarda 1300 gr’dur.

Anatomik olarak karaciger iki biiyiikk (sag ve sol) ve iki kiigiik (kuadrat ve
kaudat) loba ayrilir. Diger abdominal organlarla iligkisini nitelendirmede bu boéliinmeler
onemlidir. Fonksiyonel ya da cerrahi segmentasyon da kanlanma ve safra drenajina
karsilik gelir ve Klinik anlamda 6nem tasirlar. Sag lob toplam karaciger hacminin %50-
70’ini olusturur. Karacigerin sag lobunun iist kismi besinci kosta veya besinci
interkostal aralifa kadar uzanir. Karacigerin en iist noktasi; viicudun sag lateral hatti
civarinda olup meme basinin 1 cm asagisindadir. Sol lobun {ist kismi altinc1 kaburgaya
kadar uzanir ve burada diyafragma ile komsuluk yapar (Floch 2011; Saladin 2017,

Tortora ve Derrickson 2017).

Karaciger piramidimsi bir sekle sahiptir. Piramidin tepesini sol lobun ince ve
yassilasmis olan sol tarafi olustururken tabanini sag lateral yiizeyi olusturur. Taban
diyafragma {izerindedir ve gogilis kafesi ile komsulugundan otiirii kostal izler
bulundurur. Karacigerin anterior, posterior ve inferior yiizleri bulunur. On kenar

anterior ve inferior yiizleri arasindadir (Moore ve Dalley 2007).

Karacigerin yogunlugu, ylizlerinin diizgiinliigli, kenarlarinin keskinligi ve
solunum esnasindaki hareketlerine bakarak klinik bulgular elde edilir. Karacigerin
yiizleri net siurlarla ayrilmamistir ancak karin agildiginda ilk olarak karacigerin 6n

yiizli goriiliir.

Karaciger; fibroz bag dokusundan olusan Glisson kapsilii ile sarilidir.

Karacigerin sag bobrek ve sag suprarenal bezle komsu oldugu, vena cava inferior’un

1



sag tarafinda yer alip area nuda olarak isimlendirilen alan haricindeki tiim kisimlar
serdz bir yap1 olan viseral peritonla ¢evrilidir. Diyafragmadan ve karin 6n duvarindan
karacigere dogru peritoneal katlantilar olusarak baglari olusturur. Bu baglarin karacigeri
mevcut pozisyonunda tuttugu diisliniilmektedir ancak son zamanlarda karacigerin, var
olan karin i¢i basincindan otiirii pozisyonunu korudugu diislincesi agir basmaktadir

(Snell 2004; Sancak ve Cumhur 2008).

Horizontal bir peritoneal katlant1 olan koroner ligamentin sol ucu appendix
fibrosa hepatis ile baghdir, sag lateral kismu serbesttir ve ligamentum triangulare
extrumu olusturur. Karacigerin sag lobunun iizerinde, koroner ligamentin tabakalari

arasinda areolar bag dokusu bulunur.

Falsiform ligament de bir peritoneal katlantidir ve koroner ligamentin orta
kismindan baglar. Diyafragma ile umbilikus hizasinca uzanip karin 6n duvarma
baglanarak karacigeri sag ve sol loblara ayirir. Longitidunal fissurdan alt ylize dogru
uzanip round ligamenti (ligamentum teres hepatis) olusturur (Trelease 2017; Eckel
2017; Marieb ve ark. 2017).

Metabolik Sentetik imminolojik | Rejeneratif Hemostaz
Ksenebiyotik Koagtilasyon Dogal Hepatektomi | intravaskiler volim
metabolizma faktor sentezi - | bagisiklik veya travma |dlzenleme

Prokoagulant - sonrasi -Renin
Antikoagulant - onarim -Anjiyotensin
Fibrinolitik - -Aldosteron

Antifibrinolitik

Protein Plazma protein

metabolizmasi | sentezi -

-amonyak Albumin Edinilmis Glukoz hemostazi
-detoksifikasyon bagisiklik

Lipid Steroid hormon Portal akimi
metabolizmasi | sentezi dizenleme

- B oksidasyon -kolesterol

- trigliserid




Glukoz Trombopoietin
metabolizmasi | Anjiyotensinojen
-glukoneogenez |insilin benzeri
-glikojeneoliz blyime faktori-
-glikojenez 1(IGF-1)

Tablo 2.1.1: Karacigerin gorevleri (Mulaikal ve Emond 2012)

Karacigerin viicudumuzda edindigi birgok gorev bulunmaktadir. Bunlar tablo

1’de gosterilmektedir.

Karacigere dakikada ortalama 1050 ml’si portal venden, 300 ml’si hepatik
arterden olmak {izere toplam 1350 ml kan gelir ve bu kardiyak kan ¢ikisinin %25’i
kadarin1 olusturur. Hepatik arter cogunlukla ¢olyak arterden koken alir, sag ve sol
loblar1 besleyebilmek i¢in de intrahepatik segmentlere ayrilir (Guyton 2001; Wagener
2012).

2.1.2. Karaciger Embriyolojisi

Karacigerin ilkel yapist 3. haftamin ortalarinda belirmeye baslar. Onbagirsagin
distal ucunun endodermal epitelinden ventral bir ¢ikintis1 seklinde olusur. Bu yapi
septum transversumdan (perikardiyal bosluk ve vitelliis kesesinin sap1 arasindaki
splanknik mezodermal alan) BMP (Bone Morphogenetic Proteins)2, 4, 5 ve 7’nin ve
kardiyak mezodermden FGF(Fibroblast Growth Factor)l, 2 ve 8’in olusturdugu
sinyallerin etkisiyle olusur, hepatik ¢ikinti veya karaciger tomurcugu olarak
adlandirilir ve septum transversuma niifuz eden, hizli gogalan hiicrelerden olusur (Can
2014; Sadler 2015).

Divertikiil, gelismekte olan mide ve kalp arasindaki septum transversuma
dogru biiyliyerek bu alan1 doldurur ve karin bosluguna dogru kaudal bir ¢ikint1 yapar.
Septum transversum bu boélgedeki ventral mezogastriyumu olusturur. Karin 6n duvari
ile karacigerin ventral duvari arasindaki bdlgenin septumu incelir ve karacigerin
falsiform ligamentini olusturur. Karacigerin arkasi ve mide arasindaki bolim ise
kiicik omentumu olusturur. Bu iki alan midenin Oniinde kalarak ventral
mezogastriyumu olusturmus olurlar. Hepatik divertikiil, hizla biyiir ve ventral

mezogastriyumun iki pargasi arasinda gelisen iki pargaya boliiniir (Esrefoglu 2016)



Hepatik divertikiiliin genis olan kraniyal kismi karaciger taslagidir ve
primordium hepaticum ismini alir. Kaudal kismiysa safra kesesini olusturur. Cogalan
endodermal hiicreler, karaciger i¢cindeki safra kanallarin1 doseyen epitel hiicrelerini ve
hepatosit kordonlarini olustururlar. Epitelyal karaciger kordlar1 vitellin ve umblikal
venlerle karisir, endotelle doseli bosluklarin ¢evresinde ag olusturur ve hepatik
sinozoidleri meydana getirirler. Karaciger kordlari karaciger hiicrelerini olusturan
parankime dontisiir ve safra kanallarini gevreler. Karacigerin fibroz dokusu, Kuppfer

hiicreleri ve hematopoietik dokusu septum transversum mezenkimi kaynaklidir.

Kraniyal kismi haricinde karacigerin ylizeyini 6rten mezoderm viseral peritona
dontigiir. Kalan kismin, septum transversumdan kalan alanla temas: devam eder.
Septumun bu kismi sikica paketlenmis mezodermden olusur ve diyaframin merkezi
tendonunu olusturur. Gelecekteki diyaframla komsu olan alan peritonla higbir sekilde

kaplanmaz ve karacigerin acik, ¢iplak alan1 olarak adlandirilir.

Karaciger hizla biiyiir ve besinci haftadan onuncu haftaya kadar {ist abdominal
kavitenin biiylk bir kismimi kaplar. Karacigerin gelisimi ve fonksiyonel
segmentasyonu umblikal venden gelen kanin oksijen miktar1 ile yakindan iliskilidir.
Gelisimin baslangicinda karacigerin sag ve sol loblarinin biiyiikliigii ayn1 olup sag lob

zamanla daha fazla biiyiir.

Gelisimin 10. haftasinda karacigerin agirligi toplam viicut agirliginin %10’u
olur. Bu durum ¢ok sayidaki siniizoidlere baglanmakla birlikte hematopoetik
fonksiyon da son derece onemlidir. Karacigerde hematopoez altinci haftada baglar.
Kirmiz1 ve beyaz kan hiicrelerini olusturan birgok hiicre, karaciger hiicreleri ve damar
duvarlar1 arasinda yerlesmistir. Karaciger parlak, kirmizi bir renk alir. Onikinci
haftada karaciger hiicreleri safra {iretimine baslar. Intrauterin hayatin son 2 ayinda
karacigerdeki hematopoez biiyilik oranda biter ve dogumda bu hiicre topluluklarindan
cok az bir kismu kalir. Karaciger agirliginin toplam viicut agirligina oraniysa 5%

olmustur.

Karacigerin bir diger onemli fonksiyonu, 12. haftada, karaciger hiicreleri
safray1 liretmeye baslayinca baslar. Safra kesesi ve kistik kanal yeni olusmus ve safra

kanalini olusturmak {izere hepatik kanalla birlesmistir (Moore 2016).



2.1.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger parenkimal bir organdir. Lobiiller dedigimiz fonksiyonel birimlerden
olusur. Bu lobiiller birbirleriyle komsuluk yapan siniizoid bosluklariyla ¢evrelenen

hepatosit plaklarindan olusur.

Klasik karaciger lobli

Sentral ven

Sekil 2.1.3: Klasik karaciger lobiilii ve portal lobiil

Ug siif lobiil vardir (Sekil 2.1.3):

1- Klasik karaciger lobiili: Altigen sekillidirler. Ortalarinda sentral ven ve
koselerinde portal alanlar bulunur. Her bir portal alanda; bir portal ven dali, bir
hepatik arter dali ve bir safra kanali bulunur. Histolojik tanimlamada klasik
karaciger lobiilii kullanilir.

2- Portal lobiil: Komsu 3 klasik lobiiliin sentral venleri koseleri olan tiggen alandir.
Portal lobiil alanindaki safra kanalikiilleri portal lobiiliin merkezdeki safra kanalina
akar.

3- Karaciger asiniisii: iki komsu klasik lobiiliin sentral venleri arasindaki alan arteryel

akisa gore 3 adet bolgeye ayrilmistir.

Portal alandaki hepatik arter ve portal venden gelen kan siniizoidlerden akarak sentral

vene akar, bu akisa ters istikamette de safra akisi olur.



2.1.3.1. Hepatositler

Lobiiliin ekzokrin ve endokrin olarak fonksiyonel olan hiicresidir. Bir, bazen de iki
adet Okromatik, yuvarlak niikleus igeren hepatositler poligonal sekillidirler. Karaciger
kiitlesinin %75-80’ini olusturan hepatositlerin yasam stireleri 250 giin civaridir (Can 2014).
Sitoplazmalarinda bol miktarda GER (graniillii endoplazmik retikulum), aGER(graniilsiiz-
agraniiler endoplazmik retikulum), mitokondri, lizozom, glikojen ve lipid damlaciklari
bulunur. Hepatositlerin bir yiizii perisiniizoidal Disse araligina bakar. Bol mikrovilluslu olan
bu alanda siniizoidal kan ve hepatositler arasinda madde alis verisi gerceklesir. Bu alanda

kalan fazla sivi1 lobiiliin periferindeki Mall araligindan emilir.

Hicrelerin  birbirlerine bakan yiizlerinde olusan hiicreler arasi alanda safra

kanalikiilleri bulunur. Bunlar lobiiliin periferinde Hering kanali olarak devam ederler.
2.1.3.2. Siniizoidal Endotel Hiicreleri

Siniizoid duvarlarin1 déseyen, aralikli yerlesmis, pencereli hiicrelerdir. Altindaki bazal
membranm bir biitiinliigli yoktur. Hepatositlerle aralarinda Disse araligi denen bosluk

bulunur.
2.1.3.3. Kuppfer Hiicreleri

Karacigerdeki makrofajlart olusturan Kuppfer hiicreleri yildizims1 sekil veren
sitoplazmik uzantilariyla siniizoid duvarina tutunurlar. Yabanci antijenleri fagosite ettikleri

gibi demiri ve hasarli eritrositleri de fagosite ederler.
2.1.3.4. Yildiz (ito) Hiicreleri

Yag depolayan hiicreler olarak da isimlendirilen bu hiicreler perisiniizoidal alanda
bulunurlar. Karaciger hiicrelerinin toplam %35 kadarini olustururlar. Sitoplazmalarindaki yag
damlaciklarinda A vitamini depolar ve retinol olarak salip retinadaki rodopsin pigmentinin

olusumunu saglarlar.

Miyofibroblastlara farklilagip proteoglikanlar, matriks proteinleri, kollajen lifleri gibi
bag dokusu elemanlarini iretirler. Kronik inflamasyon durumlarinda miyofibroblastlara

doniiserek fibrozis olusturur ve hasar gormiis hiicrelerin yerine gegerler.



Hasar sonrasi proliferasyona ugrar ve lipid damlaciklarindaki antijenlerini lenfositlere
sunarlar. Desmin ve a-aktin iceren bu hiicreler siniizoid duvarin ¢apini ayarlayip direncini

diizenlerler.
2.1.3.5. Pit hiicreleri

Sinilizoid duvarinda bulunan dogal 6ldiiriicti hiicrelerdir. Karacigerde bu hiicreler
harici bagka dogal dldiiriicii lenfositler de bulunur. Bazi sitokinler salgilayarak immun sistem

aktivasyonu yaparlar. Kuppfer hiicrelerine bagimli olarak yasarlar.
2.2. MAST HUCRELERI

Kemik iliginden, bazofille ayn1 progenitdér hiicreden kdken alirlar. Onciil hiicreleri
sitoplazmik graniiller icermezken bag dokusunda ¢ogalan hiicrelerinde graniiller biriktirirler
(Kierszenbaum 2006). inflamatuvar ve immun cevap ortaya cikarirlar. Heparin, histamin,
sitokinler, kemotaktik faktorler ve arsidonik asit gibi maddeler salgilarlar. Histamin;
vazodilatasyona sebep olup veniillerin ve Kkapillerlerin gegirgenligini arttirarak 6dem
olusturur, bolgeye 16kosit ve monosit biriktirmeye baslar. Mukozal ve bag dokusu mast
hiicreleri olarak iki gruba ayrilirlar. Graniil sayisi, biiylikliikk ve fonksiyonel olarak iki grup

arasinda farkliliklar vardir (Ovalle ve Nahirney 2009).

Graniillerinin igeriklerine gore de; sadece triptaz, triptaz ve kimaz igeren olarak ikiye
ayrilirlar. Histaminin vazodilatasyon etkisine ek olarak T lenfositler, B lenfositler, dogal

oldiiriicti hiicreler, epitelyal hiicreler tizerine de etkileri vardir.

Mast hiicreleri igerigine gore immiinsupresif, proinflamatuvar veya tiimor olusumunu
inhibe edici veyahut uyarict etki gosterebilirler. Toluidin mavisi, Alsiyan mavisi gibi

boyalarla metakromatik boyanirlar (Bayramgiirler ve Demirsoy 2013).
2.3. SIKLOFOSFAMID

Siklofosfamid (CP); farkli kanser tiirlerinde ve immiinsupresif amagli yaygin olarak

kullanilan, yiiksek derecede etkili alkilleyici bir ajandir (Fraiser ve ark. 1991).

Nitrojen mustard siifinda olan CP; sitotoksik ve alkilleyici bir ajan olup malign ve

benign tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Immiinosupresif etkisinden 6tiirii de romatoid



artrit, multipl skleroz ile sistemik lupus eritematozus gibi otoimmdiin hastaliklarin tedavisinde

ve organ transferlerinde de kullanilmaktadir.
2.3.1. CP toksisitesi

Siklofosfamidin terapétik uygulamalar1 farkli yan etkilerle ve organ toksisitesiyle
birliktelik gostermektedir (Fraiser ve ark. 1991). Siklofosfamid toksisitesi; siklofosfamidin
metabolize edilmesi esnasinda iiretilen akrolein, fosforamid gibi toksik metabolitlerine bagli
olarak goriiliir. Kimyasal olarak reaktif olan bu metabolik tirtinler DNA’nin ¢apraz baglarinda
ve DNA’nin kendisinde alkilleyici etki olusturup sitotoksisite yaparlar (Asiri 2010). Akrolein
yanmis organik gidalar, bocek ilaglar1 ve sigarada da bulunur. Akrolein, indirgenmis
glutatyona (GSH) baglanabilir ve bdylelikle reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) fazlaca
tiretimine ve daha sonra oksidatif stres ile lipid peroksidasyonuna sebep olur (Algahtani ve
ark. 2016). Sonraki asamada niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolagi aktive olur ve
inflamatuvar sitokinlerin iretiminde artis meydana gelir. NF-xB proinflamatuvar genlerin
transkripsiyonunu indiikleyerek inflamasyonda onemli bir rol oynar. NF-xB’ nin ortaya
¢ikmasi indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivasyonunu
da arttirir (Luedde ve ark. 2011). Serbest radikal temizleyicisi ve antioksidan 6zelligi olan
ajanlarin  siklofosfamidin sebep oldugu oksidatif stres ve hepatotoksisiteden koruma
sagladiklar1 ¢alismalarda gosterilmistir (Cuce ve ark. 2015; Nafees ve ark. 2015; Duggina ve
ark. 2015; Ettaya ve ark. 2016).

2.4. APOPTOZIS

Apopitozis eski Yunancada sararmis yapraklarin dokiilmesi anlaminda kullanilmaistir.
Giincel olarak da ‘hiicre o6limi’, hiicre kaybi, programlanmis hiicre oliimi olarak

kullanilmaktadir.

Hiicreler dogar, yasar ve oliirler. Hiicre tipine gore yasam siiresi de degisir. Travma ve
kaza sonrasi olugsan nekrozis hari¢ olan 6liimler apoptozis olarak adlandirilan programlanmig

hiicre 6liimii ile meydana gelir.

Embriyolojik gelisimde ve yetiskin dokularda 6nemli bir rol oynayan hiicre 6liimii
fizyolojik olan programlanmis hiicre dliimiidiir. Bu durum; dokulardaki hiicre sayisinin sabit
tutulmasin1 ve hiicre proliferasyonunun dengede olmasini, tehlikeli hiicrelerin ortadan

kaldirilmasini saglar (Liileyap 2008).



DNA’da olusan zararli mutasyonlardan hasar goren hiicreler, apoptozis yoluyla hasarli
hiicreden arindirilir. Embriyolojik gelisimde farklilasan dokularin yapisindaki taslak

hiicrelerin temizlenmesinde de programlanmis hiicre 6limi etkilidir.

Bazi hiicrelerde apoptozis siirekli olusmakta ve yasam boyu bu dongi devam
etmektedir. Boylece yikim-yapim, 6liim-yasam arasindaki dinamik denge korunmaktadir. Bu

denge bozuldugunda bir takim bozukluklarin, hastaliklarin olugsmasi kaginilmazdir.

Denge apoptozis lehine bozuldugunda; AIDS, nérodejeneratif hastaliklar, insiiline
bagimli diyabet, arteriosklerozis, enfarktiisler, hepaitit C enfeksiyonu gibi hastalilar
olusurken; kanser ve otoimmun hastaliklar da apoptozis azaldiginda goriilir (Nagata ve
Nakano 2017).

Apoptozis, hem hastalikta hem saglikta goriilen bir 6lim sekli olup; nekrozis
fizyolojik olmayan, patolojik, bir Oliim sekli olmasma karsin siklikla karistirilirlar.
Nekroziste, hiicreye asir1 su girip hiicre siserken; apoptoziste, hiicreler aksine kiigiiliir.
Nekroziste hiicre, normal hiicredeki kromatin goriiniimiine sahipken apoptoziste, niikleus
membrani ¢evresinde toplanarak yogunlagsmis bir hiicre kromatini olur. Nekroziste hiicre
membranit biitlinliiglinii kaybeder ve hiicrenin i¢inden disina dogru igerik kaybi olur.

Apoptozisteyse hiicre igerigi membranla kaplanir ve inflamasyon olusmaz (Liileyap 2008).

DNA’nin interniikleozamal bdlgelerinden 50kb uzunlukta veya 180-200 baz c¢ift
kesilmesi apoptozis i¢in 6nemli bir 6zelliktedir. DNA fragmantasyonu jel elektroforezinde

merdiven goriintiisii olusturur ve bu 6nemli bir apoptozis kriteridir.

Apoptozise ugrayan hiicrelerin dokulardan uzaklagtirilmalari etkili bir sekilde olurken
akut yaralanma gibi durumlarda hiicreler iceriklerini ekstraseliiler alana salarak programsiz

Olurler.

Apoptozis ilk once Caenorhabdidtis elegans tirii bir kurtukta goriilmiistir.
Hermafrodit tiirde bulunan 1090 hiicreden 131’1, erkek cinsiyetindeyse 1178 hiicreden 147
belirli hiicrenin gelisim esnasinda 6ldiigli saptanmustir. Yapilan daha detayli ¢alismalarda C.
elegansin gelisiminde diizenleyici rolii olan ve apoptozis siirecine de etki eden 3 adet gen
bulunmustur. Ced-3 ve Ced-4 gen ekspresyonunun hiicre oliimi icin gerektigi, Ced-9
genininse apoptozisi onledigi goriilmiistiir. Ced-9 geninin fazla veya az ekspresyonunun

canlida hiicre dliimiinii kontrol eden asil etkenin oldugu goriilmiistiir (Abelson ve ark. 2014).



2.4.1. Apoptozis Diizenleyicileri

Programli hiicre 6limii ya da apoptozis gesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda
olusan intrinsik bir 6liim programidir. Apoptozis ayrica doku hemostazi igin kritik olan
fizyolojik bir siirectir. Immiin cevabin diizenlenmesi icin gereklidir. Apoptozisin ana
regiilatorleri kaspazlar, Bcl-2 ailesi, Tiimor nekroz faktér (TNF) ailesi, ve/veya apoptozis
protein inhibitorleridir (IAPs) (Muganda 2016).

2.4.1.1. Kaspazlar

Kaspazlar hedef olan hiicrede apoptozisi gergeklestiren sistein proteaz grubundandirlar
ve ilk sentezlendiklerinde inaktif zimojen veya pro-kaspaz olarak bulunurlar. Apoptozisin
indiiklenmesiyle inaktif form aktif forma doniisiir. Aktivasyonlar1 apoptozisin belirtecidir.
Olgunlasma iizerine, prokaspazlar biiyliik ve kiigiik subunit arasindan proteolitik siire¢ ile
kii¢iik ve biiyiik subunit olarak sonuglanirlar (Ntuli 2015). Fonksiyonlarina gore, kaspazlar 3
grupta siniflandirilir: (1) inflamatuvar kaspazlar- bu grup apoptozis yerine inflamasyonda
gorev alan kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 ii igerir; (2) apoptotik baslatic1 kaspazlar, iki uzun
prodomainden birine sahip olan; 6liim efektor bolgesi (DED) (kaspaz 8 ve 10) ya da kaspaz
aktivite ve destek bolgesi (CARD) (kaspaz 2 ve 9) ve (3) apoptozis uygulayict kaspazlar. Bu
cellat siifi (kaspaz 3, 6, 7) kisa prodomainin varligi ile karakterizedir. Apoptotik sinyal
oliimii, adaptor proteinlerinin oligomerizasyonunu tetiklerken 6liim adaptor oligomerleri ise

prokaspazlarin birlesmesini indiikler. (Ding ve Yin 2017).
2.4.1.2. 1APs

IAPs evrimsel olarak korunan apoptozis supresor ailesini temsil etmektedir. Her ne
kadar IAPs ailesi proteinleri baska fonksiyonlar gergeklestirebilse de, ¢ogunun kaspazlara
baglanip kuvvetlice apopitozisi inhibe ettigi gosterilmistir. insan IAPs ailesi iiyeleri XIAP,
cIAP1 ve cIAP2 tarafindan inhibe edilen kaspazlar arasinda efektdr kaspaz 3 ve 7 gibi
baslatic1 kaspaz 9 bulunmaktadir (Hockenbery 2016). IAP ekspresyonu transkripsiyon faktor
aktivasyonu gibi biiylime faktor reseptorlerinden gelen yasamsal sinyallere cevap olarak
upregiile olabilir. Niikleer faktor kappa B (NF-kB), ancak apoptozis sinyalini baskilamak igin
ara¢ saglar. Coklu IAP ailesi iiyelerini baglayan ve kaspazlarin apoptozisi indiiklemesine
olanak saglayan IAP inhibitériit SMAC/Diablo son dénemde tanimlanmistir (Abelson ve ark.
2014).
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2.4.1.3. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi Bcl-2 homoloji bdlgesi olarak bilinen, korunan bdlgelerdeki dizi
homolojisini paylagan hem proapoptotik hem de antiapoptotik proteinleri igerir. Bcl-2 ve Bcl-
XL gibi tiim antiapoptotik iiyeler ile Bax ve Bak gibi proapoptotik aile iiyeleri alt kiimesi
icinde 3 ya da 4 BH (Bcl-2 homology) bolgesi dizi homolojisi paylasan ¢ok bolgeli
proteinlerdir.

2.4.1.4. p53

p53 fonksiyonlarinin en Onemlilerinden birisi, onlarin apoptozisi aktive etme
yetenegidir. Bu siirecin bozulmasi tiimor gelisimine ve kemodirence 6nayak olur. p53 tiimor
supresOr proteinleri hiicre donglisiinlin ilerlemesini engelleyerek hasarin onarilmasi igin
zaman saglar ya da Bcl-2 ailesi BH-3-yalniz proteini Puma (p53 upregiile modiilator
apoptozis) upregiilasyonu araciligiyla biiyiik Olglide apoptozisi indiikler. p53 ile
transkripsiyonel olarak diizenlenen apoptozis ile iligkili birgok gen tanimlanmistir. p53
bagimli apoptozis ¢ogunlukla radyasyon, ultraviyole (UV) yada viral enfeksiyon sebebiyle
olusan DNA hasarmi takip eder. pS3-bagimsiz yolak genellikle biiyiime faktorii eksikligine
bagli olusur. p53’iin DNA hasari tarafindan aktivasyonu, ya hiicre siklusunun durmasini ya da
apoptozisi indiikler. p53, Bax transaktivasyonu, sitozolden membrana Bax translokasyonu,
mitokondriden sitokrom ¢ serbestlesmesi ve kaspaz 9 aktivasyonu ile takiben kaspaz 3, 6, 7

aktivasyonunu igeren dogrusal yolak araciligiyla apoptozisi diizenler (Basaran 2010).
2.4.2. Apoptozis Sinyal Yolag:

Apoptozis hiicrenin iginden ve digindan ¢ok g¢esitli sinyallere yanit olarak
indiiklenebilir. Apoptotik siire¢ iki yolak igerir: (1) mitokondriden sitokrom c¢ nin
serbestlesmesi- intrinsik yolak ve/ya da (2) hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla-

ekstrinsik yolak.
2.4.2.1. Intrinsik yolak

Intrinsik apoptotik yolagin, merkezi diizenleyicisi mitokondridir. Intrinsik apoptotik
yolak hiicrenin i¢inde baglatilir. Cok sayida sitotoksik uyar1 ve proapoptotik sinyal
doniistlirtici  molekiil dis mitokondriyal membran gegirgenligini indiiklemek igin
mitokondride birlesir. Mitokondri enerji tiretimi i¢in 6nemli hiicre i¢i organel olarak bilinir.

Mitokondri ayrica Ca hemostazinda ve oksidatif stresin diizenlenmesinde anahtar rol
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oynamaktadir. DNA hasar1 ya da diger genotoksik faktdrler tarafindan mitokondrinin
fonksiyonunun bozulmasi geri doniisiimsiiz olaya, apoptotik hiicre Oliimiine yol agar.
Intrinsik apoptotik yolak ayrica ‘mitokondriyal yolak’ olarak da adlandirilir. Mitokondriyal
yolaktaki asil olay mitokondriyal dis membran permeabilizasyonudur (MOMP). MOMP asil
olarak Bcl-2 aile iiyeleri tarafindan diizenlenir ve kontrol edilir. Bcl-2 ailesinin antiapoptotik
(Bcl-2, Bel-XL ya da Macl) ya da proapoptotik (Bax, Bak ya da Bik) fonksiyonlu birgok
proteini mitokondrinin dig membraninda bulunur. Saglikli hiicrelerde, Bak molekiiliiniin
kiigiik bir miktar1 voltaj bagimli anyonik kanala (VDAC) gegirgenlik degisiminin pargasi
baglhidir. Antiapoptotik molekiill olan Bcl-2 ve Bcl-XL mitokondriden sitokrom c¢’nin
translokasyonunu engeller (Hockenbery 2016).

Oksidanlar, asir1 kalsiyum yiiklemesi ya da seramid gibi spesifik uyaranlar
mitokondriyal i¢ membran potansiyelinde diisiise sebep olur ve mitokondriden sitokrom c
salinimi ile sonuglanir. Aktif Bax/Bak sitokrom ¢ salinimina sebep olur, sonra bu da APAF-
1(Apoptotik Proteaz Aktive Edici Bolge-1) e baglanir ve onun oligomerizasyonuna sebep
olur. Sitokrom c’nin mitokondriyal intermembran araligindan sitozole salinimi, sitokrom c,
APAF-1 ve dATP iceren apoptozom formasyonuna katkida bulunur. Kaspaz 9 komplekse
katilir ve bu siire¢ ile aktive olur. Bir baska baslatic1 kaspaz olan kaspaz 9 apoptozom ile
aktive olur. Aktive kaspaz 9 boliiniir ve boylece efektor kaspazlar (6zellikle kaspaz 3) aktive
eder ve aktif efektor kaspazlar diger efektor proteinlerin boliinmesiyle apoptozisin morfolojik
isaretlerine sebep olur. Apoptozis sirasinda, hiicre bir¢ok morfolojik ve biyokimyasal
degisiklige ugrar. Endoniikleaz aktivitesi nedeniyle, kromatin oligoniikleozomal fragmanlara
boliiniir. Son donemde apoptotik hiicrelerin plazma membranindaki yapisal degisikliklerin
hiicre 6liim siirecinin sinyallerinin ¢evreye verilmesinde fonksiyonel olduklari gosterilmistir.
Kaspazlar, calpainler, katepsinler ve/veya serin proteazlarin dahil oldugu aktive proteazlar
farkli yollarla DNAzlarin aktivasyonunu desteklerler. Efektor kaspazlar DNA onarim enzimi
olan poly-ADP-riboz polimeraz (PARP) ‘1 boliip inaktive eder. Retinoblastom proteini gibi
hiicre siklus diizenleyicileri ve laminler, growht arrest- spesifik protein 2, gelsolin, fodrin, gibi
sitoiskelet ve niikleusun yapisal proteinleri ve protein kinaz- C-6 (PKC-d) gibi yasamsal

proteinler hiicre 6liimiine sebep olur (Bozza ve ark. 2016).

Kaspaz 3, DNA onarmmina katilan PAPR niikleer proteininin bozulmasindan
sorumludur. Apoptozis uyarici faktor (AIF) mitokondride bulunan bir proapoptotik faktordiir.
Apoptozisi indiiklemek i¢in kromatin kondensasyonunu ve DNA bozulmasini tetikler (Wu

2014).
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2.4.2.2. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik yolak baslica (a) TNF-TNFR1, (b) FasL-Fas ve (c) TNF-iliskili apoptozis
uyarici ligand (TRAIL) DR4 ya da DR5¢i iceren ligand bagimli 6liim reseptorleri tarafindan
aktive edilir. Oliim reseptérleri tiimdr nekroz faktor reseptdr gen (TNFR) siiperailesine aittir
ve genellikle apoptozisin baslatilmasi dahil bir ¢ok fonksiyona sahiptir. TNFR siiperailesi
ligantlar ile tip I resoptor bolgesi arasinda baglanmaya aracilik eden sistin-zengin bdlgenin
bulunmasiyla karakterizedir. Bunlar arasinda, TNF-R1, Fas (ya da CD 95) ve TRAIL
resoptorleri DR4 ve DRS5 ‘iin dahil oldugu 6liim reseptorleri apoptozisin indiiklenmesi igin en

1yi karakterize edilmis olanlardir.
2.4.2.2.1. TNF yolag

TNF baslica makrofajlar tarafindan iretilen multifonksiyonel bir proinflamatuvar
sitokindir. Baslica iki TNF reseptorii vardir; bunlar TNF-R1 ve TNF-R2’dir. TNF R1 ¢ogu
dokuda ayni1 anda eksprese edilir ve TNF sinyallesmesinin ana mediatoriidiir, buna karsilik
TNF-R2 asil olarak immiin sistemde bulunur ve sadece membrana bagli TNF ile tam olarak
aktive edilebilir. NF-xB, JNK ve apoptozisin TNF-kaynakli aktivasyonu yogun olarak
calisilmistir (Gosh 2007). NF-«kB ¢esitli sinyallerle indiiklenebilen, inflamasyon ve hiicre
olimiindeki ana diizenleyicilerden olan bir transkripsiyon faktoriidiir. KB inhibitorii (I-KB)
NF-kB’ye baglanip, NF-xB’yi transkripsiyonu diizenleyecegi c¢ekirdege gondermeyip
sitozolde sinirlandirarak onu inaktive eder. lkB’nin yoklugunda, NF-xB niikleer lokalizasyon
sinyaline maruz kalir ve NF-kB transkripsiyonu indiikleyebilecegi niikleusa yerlesir. NF-
kB’nin rolii aslinda apoptozis ile iligkili bir faktor olarak tanimlanmistir. Bu siire¢ IkB’nin
IkB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan fosforilasyonuyla tetiklenir. NF-kB’nin farkli
yolaklarla aktivasyonu apoptozisi destekleyen (Fas, c-myc, p53, DR ve kaspaz 11 gibi) ya da
apoptozisi inhibe eden (IAP proteinleri, Bcl-2 benzeri proteinler gibi) proteinlerin
aktivasyonuna sebep olur. NF-kB aktivasyonunun inhibe edilmesinin apoptozisi gii¢lendirdigi
sonradan gosterilmistir (Courtois ve ark. 2016; Liou 2006). AKT nin IKK’y1 fosforilledigi ve
aktive ettigi raporlanmistir. IKK’nin aktivasyonu, NF-kB’nin antiapoptotik genlerin
transkripsiyonunu indiikleyebilecegi niikleusa yerlesmesine yol agan, [-KB’nin fosforilasyon
ve bozulmasina sebep olur. Bu yiizden Akt, NF-kB’yi aktive ederek apoptozisi inhibe eder.
TNF ayrica stresle-aktive protein kinaz (SPAK)/c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolaginin
aktivasyonunu indiikler. Aktivasyon durumunda, JNK kinaz niikleusa gegerek transkripsiyon

faktorlerinin transkripsiyonel aktivitesini giiclendirir; 6rnegin, amino-terminal aktive edici
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bolgelerinden fosforilasyon ile c-jun ve aktive edici transkripsiyon faktori 2. AP-1 proteinleri,
proliferasyon, farklilagsma ve indiiksiyonun yani sira apoptozisin inhibisyonun dahil oldugu

cesitli hiicresel siireglerde 6nemli role sahiptir (Karin 2011).
2.4.2.2.2. FAS yolag

Fas; hiicrelerin sitotoksik T-Lenfosit (CTL) aracili 6ldiiriilmesi (6rnegin; virlislerin
CTL aracili oldiiriilmesi), inflamatuvar ve immiin hiicrelerin immiin-imtiyazli bdlgelerde
yikimi ve immiin yanitin sonunda kendi kendine tepkimeye giren B hiicrelerinin ve aktive T
hiicrelerinin yok edilmesine katilmaktadir. Fas’in Fas ligandina baglanmasi 6liim bolgelerinin
hiicre i¢inde toplanmasiyla sonug¢lanir, sonrasinda endozomal yolaga agilmasiyla sonuglanir.
Bu, Fas iligkili oliim bolgesi (FADD) adi verilen adaptdr proteinin her iki molekiildeki
homolog 6liim bolgelerinin arasinda etkilesim araciligiyla reseptor ile birlesmesine izin verir.
FADD ayrica prokaspaz 8’in CD95-FADD kompleksine baglanmasina izin veren DED igerir.
Prokaspaz 8 (ayrica FLICE olarak da bilinir) kendi efektor 6liim bolgesi araciligiryla FADD
ile iliskilidir. Kaspaz 8, CD95 sinyallesmesinde ana baslatic1 kaspazdir, 2 izoform halinde
sentezlenir, her ikisi de aktive CD95 reseptorii ile aktiflenen kaspaz 8/a ve 8/b. FasL ile
indiiklenen 6liim-indiikleyici sinyallesme kompleksindeki Fas, FADD ve kaspaz 8 birikimi,
indiiklenmis birlesme ve dimerizasyon kaspaz 8 in otoproteolitik islenmesine yol acar, takiben
islenmis aktive proteazlar serbestlesir . Hiicreler Fas-indiiklenmis apoptozisde mitokondriyal
yolak i¢in ihtiyaca gore iki tipe boliinebilir. Tip I hiicrelerde, islenmis kaspaz 8 kaspaz
ailesinin diger lyelerini dogrudan aktive etmek icin gereklidir. Tip II hiicrelerde, Fas
tarafindan uygulayic1 kaspazlarin yeterli aktivasyonu kaspaz 9-aktive edici apoptozomun
olusumunu yonlendirmek i¢in amplifikasyon zincirinde Bid’in kaspaz 8-aracili boliinmesine
ve sonra SMAC/Diablo ya da sitokrom C gibi mitokondriyal proapoptotik faktorlerin
salinimina dayanir. Aktif kaspaz 9, kaspaz 8’i aktive edecek olan cellat kaspaz 3’ii aktive eder
(Wu 2014).

2.4.2.2.3. TRAIL yolag

Fas gibi, TRAIL de immiin yanit ve tiimoér gozetimine katilir. 5 farkli TRAIL
reseptdrii tanimlanmustir: 6liim reseptorii 4 (TRAIL-R), 125 Oldiiriicii/DR (TRAIL-R2,
TRICK2), DCR1 (TRID, TRAIL-R3), DCR2 (TRUNDD vya da TRAIL-R4) ve
osteoprotegerin. TRAIL tarafindan indiiklenen apoptotik sinyallesme FAS tarafindan
indiiklenmeye benzerdir. TRAIL’in DR4 ve DRS reseptorlerine baglanmast FADD ve/veya
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kaspaz 8 ve/veya 10 ‘un bir araya gelmesiyle 6liim indiikleyici sinyallesme kompleksinin
olusumunu tetikler. TRAIL-indiiklenmis apoptozis ayrica Fas ile indiiklenmis tip |l
hiicrelerindeki apoptozis gibi mitokondriyal yolaga katilir (Basaran 2010, Hockenbery 2016).

2.5. TERPENLER VE GERANIOL

Terpenler karbon sayilarma gore isimlendirilirler. iki adet izopren birimi bulunduran

ve karbon atom sayis1 10 olan grup monoterpenlerdir.

Terpenlerin ¢ogu hidrokarbon olduklar: gibi alkol, aldehit veya ketonlar gibi oksijen
iceren bilesikler de olabilirler. Monoterpenler esansiyel yaglarin temel bilesenlerindendir.

Diger terpenler ise daha ¢ok regine, mum ve kauguk gibi maddelerin ana bilesenleri olarak

bilinirler (Giines, 2010).

Tarih  Oncesi c¢aglardan beri bitkisel yaglar tedavi amagli kullanilmaktadir.
Aromaterapi de sik kullanilan ¢ok eski bir bitkisel tedavi yontemidir ve bitkilerin kokusu ile
tedavi hedeflenmektedir. Giliniimiizde aromaterapi Ozellikle norolojik ve psikiyatrik
hastaliklarin tedavisinde halen kullamlmaktadir (Ozgelik ve ark. 2011; Kose ve ark. 2012).
Yaglarn i¢indeki ¢esitli bilesiklerin gaz kromatografisi/ kiitle spektrometrisi ile ayrilmasiyla

daha detaylandirilmistir, bilesiklerin etkisi lizerine odaklanmalar olmustur (Baser 2009).

Geraniol; giil, lavanta, limon, yaban mersini, bergamot, havug, kisnis, lavanta, ve diger
baz bitkilerin esansiyel yaglarinda bulunan asiklik monoterpen alkoldiir (Liu J ve ark. 2013).
Renksiz, giil kokusuna benzer bir kokuya sahip yagli sivi bir maddedir. Giil yagi ve giil
suyundaki {i¢ ana etkenden biridir (Baydar ve Baydar 2017). Kozmetik ve giizel koku
tiretimini de iceren ticari tirlinlerde kullaniminin yanisira antimikrobiyal (Thapa ve ark. 2012,
Kannappan ve ark. 2017, Yue ve ark. 2017), antiinflamatuvar (De Fazio ve ark. 2016),
antioksidan (Khan ve ark. 2013), antiiilseratif, antikanserojen (Carnesecchi ve ark. 2002) ve
noroprotektif (Rekha ve ark. 2013, 2014), kardiyoprotektif (Crespo ve ark. 2017),
antihelmintik, bocek o6ldiiriicii ve kovucu (Chen ve Viljoen 2010, Mullens ve ark. 2017)
aktiviteleri de igeren genis bir farmakolojik spektruma sahiptir. Geranioliin; hiicre siklusu,
hiicre sagkalimi ve proliferasyonu, apoptozis, otofaji ve metabolizma gibi ¢esitli biyolojik
olaylardaki sinyal molekiil ve yolagi kontroliinde etkin oldugu goriilmiistiir (Cho M ve ark.

2016, llc ve ark. 2016).
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Geraniol, etkili bir antioksidandir ve geranioliin karaciger iizerindeki koruyucu etkisi

gosterilmistir (Canbek M ve ark. 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir. Doku oOrnekleri Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile Tibbi

Biyokimya Anabilim Dalinda incelenmistir.
3.1. Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nin Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan incelenmis ve etik yonden
uygunluguna 14.07.2017 tarihli ve 2017-022 no’lu karar ile onay verilmistir. Proje Necmettin
Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigiince 171418005 no’lu

karar ile desteklendi.
3.2. Deney Hayvanlar

Calismamizda Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezinde agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 4 aylik 42 adet Wistar
Albino tiirii erkek sican kullanildi. Sicanlar standart diyet ve ¢esme suyu ile beslendiler.
Calismada, 22 + 2 °C oda sicakligl, % 60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ritmi

olan ortam kullanild1.
3.3. Calisma Gruplar

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezinden elde edilen si¢anlar; I. Grup ( n=7) Kontrol, II. Grup (n=7) CP 20 mg/kg
uygulanan, 11l. Grup (n=7) Ge 100 mg/kg uygulanan, IV. Grup (n=7) Ge 100 mg/kg+CP 20
mg/kg uygulanan, V. Grup (n=7) Ge 200 mg/kg uygulanan, VI. Grup (n=7) Ge 200
mg/kg+CP 20 mg/kg uygulanan grup olmak iizere 6 gruba ayrildi.

I: Kontrol grubuna; 14 giin boyunca misir yagi oral + 8-14. giinler arasi izotonik
NaCl (CP dilue edici) intraperitoneal (i.p) olarak verildi.
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I1: CP 20 mg/kg grubuna; 8-14. giinler arasinda 500mg/10ml olan flakonlardan, 20
mg/Kkg i.p olacak sekilde hesaplanip uygulandi.

I11: Ge 100 mg/kg grubuna; 14 giin boyunca giinde bir kez genaiol 100 mg/kg oral

olarak verildi.

IV: Ge 100 mg/kg+CP 20 mg/kg grubuna; 14 giin boyunca giinde bir kez geraniol
100 mg/kg oral olarak, 20 mg/kg CP de sadece 8-14.giinler arasinda i.p olarak verildi.

V: Ge 200 mg/kg grubuna; 14 giin boyunca giinde bir kez geraniol 200 mg/kg oral

olarak verildi.

VI: Ge 200 mg/kg+CP 20 mg/kg grubuna; 14 giin boyunca giinde bir kez geraniol
200 mg/kg oral olarak, 20 mg/kg CP de sadece 8-14.giinler arasinda i.p olarak verildi.

Islemler 14 giin boyunca her giin ayn1 saatte uyguland ve higbir grupta deney hayvani
kayb1 yasanmadi. Deney sonunda siganlar, intraperitoneal olarak uygulanan 90 mg/kg
ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altindayken servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildiler.

3.4 Geraniol

Sigma Aldrich isimli firmanin 163333 (%98) kodlu Lot#MKBH7931V iiriini
kullanilmistir. Ge 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda misir yagi ile emiilsifiye olarak
hazirlanmistir. Hazirlama islemi her giin her bir uygulama grubu i¢in uygulamadan hemen
once ayr1 ayrt hazirlanmistir. Oral gavaj yoluyla deney hayvanlarinin tolere edebilecegi

miktarlar1 vermek hedeflenildigi i¢in bir tek seferde verilen miktar 0.25ml civari tutulmustur.
3.5 Siklofosfamid

Eczacibas1 firmasmin Endoxan 500mg 1 flakon iiriinii kullamlmustir. Icerisinde serum
fizyolojikten ibaret olan c¢oziiciisii de mevcuttur. Sicanlarin agirliklarina gore hesaplanip

hedeflenen doz giinliik olarak ayarlanip verilmistir.
3.6. Viicut Agirhklarimin Olgiilmesi

Deneye baslamadan 6nce ve deney sonunda, sicanlarin viicut agirliklar tartilarak

kaydedildi ve gozlenen degisimler deney sonu viicut agirlig farki olarak adlandirildi.
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3.7. Dokularin ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Caligmamizda kullanilan tim deney hayvanlari, ¢alisma sonunda agirliklari
kaydedildikten sonra derin anestezi (Ketamin-Ksilazin) altindayken servikal dislokasyan ile
sakrifiye edildi ve hayvanlarin kalplerinden alinan kan 6rnekleri, antikoagiilanli steril tiiplere
aktarilarak etiketlendi. Ornekler daha sonra 3500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek
serumlarin ayrilmasi saglandi. Ayrilmig olan serumlar ependorf tiiplere alinarak g¢alisma
zamanina kadar -40 °C’de saklandi. Hayvanlarin karin bdlgeleri agilarak karacigerleri
cikarildi ve tespit edilmek tizere ndétral formaldehit soliisyonuna yerlestirildi, 48 saat

fiksasyondan sonra dokular takip islemine alindi.
3.7.1 Oksidatif Stres Parametreleri

Serumlar total oksidan statii ve total antioksidan statii ELISA Kkitleri ile Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda iireticinin
talimatlarina uygun olarak 6l¢iildii. Bu 6l¢limden sonra TOS ile TAS 1n oranim1 gosteren ve

oksidatif stres indeksi (OSI) ad1 verilen deger hesaplandi.
OSI=TOS/TASX100
Elde edilen serumlardan ALT, AST seviyeleri incelendi.
3.8. Histolojik Uygulamalar
3.8.1. Notral Formaldehit Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Doku tespitinde kullanilan %10 notral formaldehit soliisyonu Tablo 3.1°deki maddeler

ve miktarlar baz alinarak hazirlandi;

Maddeler Miktar
Na;HPO,4 6,59
NaH,PO,4.H,0 359
Formalin 100 ml
Distile su 900 ml

Tablo 3.1. Noétral formaldehit soliisyonu hazirlamak igin kullanilan maddeler ve miktarlar
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3.8.2. Istk Mikroskobu I¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Karaciger dokular1 48 saat %10 notral formaldehit icinde tespit edildikten sonra uygun
biiytikliikteki doku parcalari kesildi, daha sonra kodlanarak ve kasetlere yerlestirildi ve olagan
doku takibi silirecine ile her hayvana ait parafin doku bloklar1 hazirlandi. Parafin doku
bloklarin1 hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin basamaklar1 asagidaki tabloda

gosterilmistir.

Doku takip yontemine ait siireler Tablo 3.2’de saat cinsinden verilmistir.

Kimyasal Uygulama siiresi (dakika)
%70 Alkol 30
%80 Alkol 30
%95 Alkol 30
%95 Alkol I 30
%100 Alkol I 30
%2100 Alkol 11 30
Ksilol | 60
Ksilol 1l 60
%50 Parafin - %50 Ksilol 30
Parafin | 60
Parafin Il 60
Parafin I11 60
Bloklama

Tablo 3.2. Doku takip yonteminde kullanilan uygulama siireleri
3.8.3. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Takibin ardindan her bloktan Microm HM325 rotari mikrotom ile 4 um kalinliginda
seri kesitler alind1 ve her lam {izerine 3 kesit gelecek sekilde dokular lamlarin {izerine alinarak
lamlar isimlendirildi. Karaciger dokusunda meydana gelen degisiklikleri gozlemlemek i¢in
her bir hayvanin karaciger kesitleri ayr1 ayr1 Hematoksilen ve Eozin (H&E) ve toluidin mavisi

ile boyandi.

H&E boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri Tablo 3.3. de, toluidin

mavisi boyama yontem basamaklar1 da Tablo 3.4’de verilmistir.
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Kimyasal Madde
58 C etiivde
Ksilol |

Ksilol 11

%96 Alkol I

%96 Alkol I
%90 Alkol

%80 Alkol

%70 Alkol

Distile Su

Hematoksilen

Cesme suyunda yikama

Eozin

%70 Alkol
%80 Alkol
%90 Alkol
%96 Alkol I
%96 Alkol II
Ksilol |
Ksilol I

Lamlarin kapatilmasi

Uygulama Siiresi (dKk)
60
30
30

= o1 o1 o1 o1 o1 Ol

Suyun rengi seffaflasana kadar

a1 o1 NN NN NN

Tablo 3.3. H&E boyama yonteminin basamaklarina ait uygulamalar ve siireleri

Kimyasal Madde
58 C etiivde
Ksilol |

Ksilol 11

%96 Alkol |

%96 Alkol I
%90 Alkol

%70 Alkol
Cesme Suyu
Toluidin Mavisi

Distile su

Uygulama Siiresi (dk)
60

15

15

3

3

3

20 kere batirip ¢ikarilir
20 saniye

2

10 saniye
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%70 Alkol 10 kere batirip ¢ikarilir

%96 Alkol 1 10 kere batirip ¢ikarilir
%96 Alkol Il 10 kere batirip ¢ikarilir
Ksilol | 10 kere batirip ¢ikarilir
Ksilol I 10 kere batirip ¢ikarilir

Lamlarin kapatilmasi

Tablo 3.4. Toluidin mavisi boyama yonteminin basamaklarina ait uygulamalar ve siireleri

H&E boyamasiyla hazirlanan preparatlar mikroskopta lenfosit infiltrasyonu,
konjesyon, siniizoid dilatasyonu gibi farkli histolojik degisiklikler acisindan farkl

biiylitmelerde incelendi. Toluidin mavisiyle boyanan preperatlarda mast hiicreleri gozlendi.
3.9 immiinohistokimyasal Boyama

Hazirlanmig olan parafin bloklardan alinan 4 pm kalinligindaki kesitler poly-Llysne
kapli lamlar {izerine alindi. Calismada immiinohistokimyasal boyama yontemiyle Thermo
Scientific firmasinin #RB-9034-P katalog numarali Lot#9034P1708E NF-xB p65 Marker:
kullanildi.

NF-xB boyamada asagidaki kriterlere gore degerlendirme yapildi.
0: Hi¢ boyanma yok

+1: Zayif boyanma var

+2: Orta Siddette boyanma var

+3: Kuvvetli sekilde boyanma var

NF-kB immiinohistokimya boyama yontemi basamaklar1 ve bunlara ait uygulama

stireleri Tablo 3.5’de verilmistir.

Islem Siiresi
Deparafinizasyon 16 sa
Ksilen | 15 dk
Ksilen 11 15 dk

22



%100 Alkol

%96 Alkol

Distile su

%10’ luk sitrat sollisyonu
mikrodalga firinda

Sitrat soliisyonunda
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS),
(pH: 7,6)

%?3’liik H,O;

Distile su

PBS’de yikama ve tekrar
temiz PBS

Siiper Blok (V-Blok)
Primer antikor

PBS’de yikama ve tekrar
temiz PBS

Sekonder antikor
PBS’de yikama
Streptavidin Peroksidase
PBS’de yikama ve tekrar
temiz PBS

DAB kromojen

Distile su

Zit boya olarak Mayer’s
Hematoksilen

Akarsuda yikama
Amonyakli su

Distile su

Kurulama

Ozel kapatma maddesi ile

kapatma

15 dk

15 dk

5 dakika

5 dakikaX3

30 dakika
5 dakika

20 dakika
10 sn
5 dakikaX2

10 dakika
1 saat
5 dakikaX2

20 dakika
5 dakika
20 dakika
5 dakika

15 dakika
5 dakika
8 dakika

1 dakika
1-2 saniye
1-2 saniye

Tablo 3.5: NF-xB immiinohistokimya boyama basamaklari ve siireleri
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3.10. TUNEL Metodu

Hicrelerde DNA pargalanmasi ve apopitotik hiicre oliimiiniin belirlenebilmesi
amaciyla in situ apopitozis belirleme Kiti (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection
Peroksidase kit, S7101-KIT, Chemicon) kullanilarak boyandi.

» Doku kesitlerinin deparafinizasyonu: Doku kesitleri, 3x5 dk ksilen, 2x5 dk absolii
alkol, 3 dk %95 alkol, 3 dk %70 alkol’de bekletildi ve 5 dk PBS ile yikandi.

¢ Proteinlerin sindirilmesi: Kesitler Proteinaz K (20ug/ml) ile oda 1sisinda 15 dk

inkiibe edildi.
* 2x2 dk distile su ile ¢alkalandi.

* Endojen peroksidazin maskelenmesi: Kesitler PBS ile hazirlanmig %3 H,0; ile 5 dk

oda 1s1sinda muamele edildi.
* PBS ile 2x5 dk yikand.

* Dengeleme tamponu: Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanip, kesitlerin tizerine 75 ul/ 5
cm? dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi. 10 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi.

* Tdt enziminin uygulanmasi: Plastik lameller kaldirilip etrafi kuruland1 ve hemen her
lam tizerine 55 pl/ 5 cm? Tdt enzimi konuldu ve plastik lameller ile kapatildi. Nemli ortamda
37 °C etiivde 1 saat inkiibe edildi.

* Durdurma/ Yikama: Plastik lameller kaldirild1 ve kesitler durdurma/yikama tamponu
ile oda 1sisinda 10 dk yikandi. Kullanilacak kadar anti-digoksigenin- peroksidaz stoktan alinip

oda sicakliginda 1s1tildi.
* PBS ile 3x5 dk yikanda.

+ Anti-Digoksigenin-Peroksidaz: Kesitlerin iizerindeki sivi uzaklastirilarak her kesit
lizerine 65 pul/ 5 cm?® Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve iizerlerine plastik lameller
tekrar kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk bekletildi.

* Plastik lameller kaldirildi ve kesitler PBS ile 4x2 dk yikand.
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* Renk reaksiyonu: Kesitlerin gevresi kurulandiktan sonra her kesit tizerine 75ul/ 5
cm® DAB (diaminobenzidine) substrat solusyonu damlatildi. 3-6 dk arasinda oda sicakliginda

boyandi ve pozitif renk reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi.
* Renk reaksiyonu olugsmasindan sonra kesitler distile su ile 3x1 dk yikandi.
* Kesitler distile su ile 5 dk tekrar yikandi.

* Zit Boya Uygulamasi: Metil yesili ile 10 dk. boyanan kesitler, boyamanin
durdurulmasi i¢in her defada distile suya 10 kez daldirilip ¢ikarilarak 2 kez yikandi ve sonra

30 sn. distile suda bekletildi.

* Fazla boyanin giderilmesi amaciyla kesitler 2x10 sn. %100 alkole 10’ar kez

daldirilip ¢ikarildi ve ardindan 30 sn tekrar %100 alkol ile yikandi.

» Kapatma: Kesitler 3x2 dk. ksilende inkiibe edildi. Ksilenden teker teker ¢ikarildiktan

sonra kurumasina izin verilmeden entellan yapistirict maddesi kullanarak kapatildi.
Uygulama esnasinda hazirlanmasi gerekli soliisyonlar:
% 3 H205: 3 ml H,0, / 27 ml PBS= 30 ml
Tdt: 77 pl Reaksiyon Tamponu + 33 ul Tdt Enzimi =110 pl

Durdurma/Yikama tamponu: 1 ml durdurma/yikama soliisyonu + 34 ml distile su = 35

ml
Boyama Ozgiilliigii Kontrolleri:

Pozitif kontrol olarak, 5 mg/kg dozunda Deksametazon uygulanmis eriskin sigana ait

timiis dokusu ve kit i¢inden ¢ikan doku kesiti kullanildi.
3.11. Apoptotik Indeks

Tim gruplara ait deney hayvanlarinin karaciger doku kesitlerinde apoptozisin tayini
icin TUNEL boyamas1 gerceklestirildi. Apoptozisin kapsamini sayisal hale getirmek igin
dokular 151k mikroskobunda pozitif boyanan apoptotik ¢ekirdekler ve saglam hiicre

cekirdekleri sayilarak asagidaki formiile gore degerlendirildi.

Apoptotik Indeks (APOI)= Apoptotik cekirdek sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100
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3.12. istatistiksel Yontemler

Viicut agirliklarinin deney baslangici ile deney sonucundaki degisimlerini incelemek
icin Paired Sample T Test uygulandi. TAS, TOS, OSI, ALT, AST degerlerine One Way
Anova, Tukey HSD testi uygulandi. NF-kB verileri i¢in istatistiksel analiz yapilmadi
gozlemlere gore degerlendirme yapildi. Histopatolojik veriler ve TUNEL uygulamasinin
verilerine ise One Way Anova testi uygulandi ve ikili gruplar tekrar Independent T Testi ile

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhi@ Farki

Arastirmamizin basinda ve sonunda kontrol grubu, CP, CP+Ge 100 mg/kg, CP+Ge
200 mg/kg, Ge 100 mg/kg, Ge 200 mg/kg grubu olmak iizere tiim siganlarin viicut agirliklar

Olciildii. Bu viicut agirligi tart1 sonuglarina gore deney gruplari arasinda ¢alisma baslangici ile

calisma sonunda viicut agirligt bakimindan bulunan degerler istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 4.1)

Gruplar Deney Baglangici Deney Sonu P

Ortalama+SH Ortalama+SH

Kontrol 253,28+ 325,57+ 0,00

CP 271,85+4,92 274,42+5,06 0,64

CP+Ge 100 mg/kg 269,28+3,73 280,14+9,88 0,38

CP+Ge 200 mg/kg 259,28+5,08 283,57+6,88 0,02

Ge 100 mg/kg 277,28+8.9 336,14+11,43 0,00

Ge 200 mg/kg 276,71+6,53 329,85+4,03 0,00

Tablo 4.1: Gruplar arasi agirlik karsilastirmalari, Paired Sample T Test.

Deney gruplarinin, deney baslangicti ve deney sonu canli agirliklar

karsilagtirildiginda; kontrol, CP+G200, G100 ve G200 gruplarinda, deney baslangici ve deney
sonu canli agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p<0.05). CP ve

CP+G100 gruplar: arasinda ise anlaml1 fark bulunamadi.
4.2. Oksidatif Stres Parametreleri

Deney sonunda kan serumlart oksidatif stres marker (TAS ve TOS) analizi igin
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarina génderildi.

Elde edilen sonuglar asagidaki tablo 4.2’de verilmis olup, farkli harfler istatistiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

TAS TOS oSl
Kontrol 1,51+0,02 2 1,14+0,272 0,07+0,01 2
CP 1,17+£0,14° 2,45+0,78° 0,22+0,06 °
CP+Ge 100 1,21£0,05° 1,8+£0,28 &P 0,14+0,02*°
CP+Ge 200 1,34+0,01 2P 1,670,228 0,12+0,01 2
Ge 100 1,52+0,022 1,42+£0,16 P 0,09+0,012
Ge 200 1,4240,02 2 1,41+£0,28 &P 0,09+0,01 2
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Tablo 4.2: Gruplar aras1t TAS, TOS, OSI ve ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,
Duncan, HSD®

Serum TOS seviyesi kontrol grubunda CP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede diisiik olarak bulunmustur, diger gruplarla karsilastirildigindaysa diger gruplardan

daha diisiik oldugu bulunmus olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Serum TOS seviyelerinde CP+G100 grubu CP grubuna gore diisiik, diger gruplara

gore ise yliksek bulunmustur ancak istatistiki olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum TOS seviyelerinde CP grubu diger tiim gruplara gore yiiksek bulunmus ve
kontrol grubuyla arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Kontrol grubu

disindakilere gore istatistiki olarak anlaml fark bulunmamastir.

Serum TOS seviyelerinde Ge 200 mg/kg grubu kontrol grubuna gore yiiksek diger tiim

gruplara gore ise diigiik bulunmasina ragmen istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum TAS seviyelerinde Ge 100 mg/kg lik grubun degeri en yiiksektir, sonra kontrol
grubu ve Ge 200 mg/kg’lik grup gelir. Bu 3 gruptaki yiikseklik CP ve CP+Ge 100 mg/kg
gruplarina gore istatiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. CP+Ge 200 mg/kg doz

grubunaysa benzer ¢ikmig ve anlanmli fark goriilmemistir.

Serum TAS seviyelerinde CP+Ge 100 mg/kg grubu CP grubuna gore yiiksek ama
istatiksel olarak benzer, diger tim gruplara gore diisiiktiir ve kontrol, Ge 100 mg/kg ve Ge

200 mg/kg gruplarina gore istatiksel olarak anlamli diistiktiir.

Serum TAS seviyelerinde CP grubunun degerleri en diisiiktiir. Kontrol, Ge100 mg/kg
ve Ge 200 mg/kg gruplarina gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde diistiktiir.

Serum TAS seviyelerinde CP+Ge 200 mg/kg grubu CP ve CP+Ge 100 mg/kg grubuna
gore yiiksek, diger tiim gruplara gore diisiik olarak bulunmasina ragmen istatistiki olarak

anlaml fark bulunmamustir.

OSI oranlar1 CP+Ge 100 mg/kg grubu haricindeki 4 grupta da CP grubuna goére

istatistiksel anlaml1 diisiik bulundu.
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OSI oranlar1 CP grubunda CP+Ge 100 mg/kg grubu hari¢ diger tim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.

4.3. Serum Biyokimya Parametreleri

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarindan
elde edilen serum sonuglar1 asagida gosterilen tablo 4.3’de verilmistir. Farkli harfler

istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

AST ALT

Kontrol 72,14+6,482 36,57+4,652

cP 99+6,16° 47+3,23°

CP+Ge 100 | 91,14+3,48"°¢ 43,14+1,372°

CP+Ge 200 | 81,85+4,28%° 43,42+1,412P

Ge 100 69,57+6,99 % 39,57+3,13 2P

Ge 200 75,14+4,12 38,42+3,62P
Tablo 4.3: Gruplar aras1 AST, ALT ve ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova, Duncan,
HSD?.

Serum AST seviyeleri kontrol grubu, Ge 100 ve Ge 200 mg/kg doz gruplarinda

birbirine benzer ve CP gruplarina gére anlamli olarak diisiik ¢ikmistir.

Serum AST seviyeleri CP+Ge 200 mg/kg grubunda kontrol, Ge 100 mg/kg ve Ge 200
mg/kg grubuna gore yiiksek, diger gruplara gore diisiik olarak bulunsa da istatistiki olarak

anlaml fark bulunmamuistir.
Serum AST seviyeleri CP grubunda diger tim gruplardan yiiksek bulunmustur.

Serum ALT seviyeleri kontrol grubunda diger tim gruplara gore istatistiki olarak

anlaml diisiik bulunmustur.

Serum ALT seviyeleri CP grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

yiiksek ¢ikmuistir.

Serum ALT seviyeleri kontrol grubunda hari¢ diger dort grupta CP grubuna gore
diistik ¢ikmustir, istatistiki olarak da dort grup birbirlerine benzer ¢ikmislardir.
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4.4. TUNEL Boyama

TUNEL yontemi ile boyama sonucu, niikleusu boyanmis olan hiicreler apoptotik
hiicreler olarak degerlendirildi. TUNEL boyama; gruplar arasinda One Way Anova ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.4 ). Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir
(p<0,05).

TUNEL Pozitif hiicre Sayisi
Kontrol 3+0,53%
CP 16,42+1,26°
CP+Ge 100 mg/kg 9,14+0,59°¢
CP+Ge 200 mg/kg 8,42+0,61°
Ge 100 mg/kg 3,57+0,482
Ge 200 mg/kg 3,42+0,592

Tablo 4.4: Gruplar arast TUNEL pozitif hiicre sayisi ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,
TUKEY HSD?

TUNEL pozitif hiicre sayisi; kontrol, Ge 100 mg/kg, Ge 200 mg/kg doz gruplarinda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik ¢ikmistir. Sekil 4.4.1, 4.4.2 ve 4.4.3’te
de bu gruplara ait TUNEL negatif boyamalar gériilmektedir.

Sekil 4.4.1: Kontrol grubuna ait TUNEL negatif hiicreler
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Sekil 4.4.2: Ge 100 grubuna ait TUNEL negatif hiicreler

Sekil 4.4.3: Ge 200 grubuna ait TUNEL negatif hiicreler




TUNEL pozitif hiicre sayis1 CP+Ge 100 mg/kg grubunda kontrol, Ge 100 ve Ge 200
mg/kg gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek, CP grubuna gore ise istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulunmustur. Ancak CP+Ge 200 mg/kg grubuna gore yiiksek olsa da
istatistiki olarak anlamli fark gozlenmemistir. Sekil 4.4.4’te CP+Ge 100 grubuna ait TUNEL

pozitif hiicreler gdsterilmistir.

TUNEL pozitif hiicre sayis1 CP+Ge 200 mg/kg grubunda kontrol, Ge 100 ve Ge 200
mg/kg gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek, CP grubuna gore ise istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulunmustur. Sekil 4.4.5’te CP+Ge 200 grubuna ait TUNEL pozitif

hiicreler gosterilmistir.

TUNEL pozitif hiicre sayisinin CP grubunda diger tiim gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.4.6’da yogun TUNEL pozitif boyanmig

hiicreler gosterilmistir.

Sekil 4.4.4: CP+Ge 100 grubuna TUNEL pozitif hiicreler oklarla gosterilmektedir.
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Sekil 4.4.5: CP+Ge 200 grubuna TUNEL pozitif hiicreler oklarla gosterilmektedir.

Sekil 4.4.6: CP grubuna TUNEL pozitif hiicreler oklarla gosterilmektedir.




4.5. Histopatolojik Skor

Histopatolojik skorlama; gruplar arasinda One Way Anova ve TUKEY ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.5 ). Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir
(p<0,05).

Gruplar Histopatolojik Skor

Kontrol 0+0°

CP 2,42+402°

CP+Ge 100 mg/kg 1,28+0,18°¢

CP+Ge 200 mg/kg 1+0,21°

Ge 100 mg/kg 0+0°

Ge 200 mg/kg 0+02
Tablo 4.5: Gruplar arasi histopatoloji skor ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,
TUKEY

Histopatolojik skor; kontrol, Ge 100 mg/kg ve Ge 200 mg/kg gruplarinda birbirlerine
benzer, CP grubuna gore istatiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur. Sekil 4.5.1, 4.5.2 ve

4.5.3’te bu tli¢ grubun H&E boyamalar1 goriilmektedir.
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Sel 4.5.2: Ge 100 grubuna ait H&E bogldmas1 araciger kesit géntiis
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ger kesit gortintiisii l

t H&E boya51 karaci

Sekil 4.5.4: Cp+Ge 100 grubuna a

ger kesit gﬁtﬁs

Seki14..5: CpGe 200 grubua ait &E baas1 karaci
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Histopatolojik skor; CP+Ge 100 mg/kg ve CP+Ge 200 mg/kg gruplarinda birbirlerine
benzer, CP grubuna gore istatiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur. CP+Ge 200 mg/kg doz
grubunda kontrol grubuna daha yakin bir histolojik skor elde edilmistir. Sekil 4.5.4 ve
4.5.5°de CP+Ge 100 mgkg ve CP+Ge 200 mg/kg gruplarina ait H&E boyamalar

goriilmektedir.

CP’nin olusturdugu hasarlar sekil 4.5.6, 4.5.7 ve 4.5.8’de resmedilmistir.
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4.6. Immiinohistokimyasal Boyama

Yapilan NF-kB immiinohistokimya boyamasi sonucu; kontrol, Ge100 ve Ge200
mg/kg doz gruplarinda benzer boyamalar gozlendi. Tam tutulum olmadan, yer yer hafif

boyamalar goriildi. Sekil 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3’de bu gruplara ait immiinohistokimyasal boyama

goriintiileri goriilmektedir.

PR i 3.}':4 1 " A WA
Sekil 4.6.1: Kontrol NF-kB immiinohistokimya boyamas1
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Ge 100mg/kg doz




CP grubunda yogun NF-kB immiinohistokimya boya tutulumlar1 gozlendi (Sekil 4.6.4, 4.6.5)

<o

nmalar okla gosterilmistir.

. =
S
.

Skil 4.6.5: CP ruu NF-xB immﬁnohis‘tokimya boyamasi. Boyanmalar okla 6sterimtir.




CP+Gel00 ve CP+Ge 200mg/kg doz gruplarindaysa az miktarda boyanmalar gézlenmektedir
(Sekil 4.6.7,4.6.8)

by

00mg/kg doz grubu NF-kB immiinohistoki
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Sekil 4.6.7: CP+Ge 200mg/kg doz grubu NF-kB immiinohistokimya boyam:

#

asl. Boanmalr okla gbstenlistir.
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4.7. Toluidin Mavisi Boyamasi

i o e T R R LY

:"”z 4 . ol . B -
Sekil 4.7.2: CP grubu toluidine mavisi boyamasi.

Kontrol grubunda gozlenen mast hiicreleri CP de gozlenmemistir (Sekil 4.7.1, 2 ve 3)
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Sekil 4.7.4: Ge 100 mg/kg grubu toluidine évisi boyamasi. Mast hiicreleri ola gésterilistir.

Ge 100 ve 200 mg/kg’lik gruplarda da mast hiicreleri kontrol grubuna yakin sayilarda
gbzlenmistir (4.7.4, 4.7.5)
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Sekil 4.7.5: Ge 200 mg/kg grubu toluidine mavisi boyamasi. Mast hiicreleri okla gosterilmistir.

Sekil 4.7.6: CP+ Ge 100 mg/kg grubu toluidine mavisi boyamasi. Mast hiicreleri okla gosterilmistir.
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Sekil 4.7.7: CP+ Ge 200 mg/kg grubu toluidine mavisi boyamasi. Mast hiicreleri okla gosterilmistir.

W

CP+Ge 100 ve CP+ Ge 200 mg/kg grubu toluidine mavisi boyamalarinda da mast hiicreleri
gozlenmistir (Sekil 4.7.6, 4.7.7).
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5. TARTISMA VE SONUC

CP; kemotdropatik ve immiinsupresyon amacli kullanilan hayli toksik bir ilagtir.
Literatiirde CP kullanimina baglh toksisiteyi azaltmaya, engellemeye yonelik serbest radikal
temizleyicisi ve antioksidan 6zelligi olan ajanlarla ilgili ¢okga yayin yer almaktadir (Todorova
ve ark. 2009; Asiri 2010; Ceribasi ve ark. 2010; Kim ve ark. 2013; Yu ve ark. 2014; Mansour
ve ark. 2015; Oyagbemi ve ark. 2016; Saleh ve Mansour 2016; Bhat ve ark. 2017; Ghobadi ve
ark. 2017; Heideri-Soreshjani ve ark. 2017; Khan 2017; Mahipal ve Pawar 2017; Torabi ve
ark. 2017). Parve ve ark. (2017) da hazirladiklar1 olgu sunumunda CP tedavisi alan bir
hastadaki kardiyotoksisiteyi ele almislardir. Shirani ve ark. (2015) CP toksisitesini
engellemeye yonelik ¢alismalarda kullanilan 20 kadar bitkiyi ele almis ve
degerlendirmislerdir. Tripathi ve Jena (2009) yaptiklari deneysel ¢alismada bir antioksidan
olan astaksantinin CP ile farelerde olusturulan genototoksisiteye etkisini arastirmiglardir. CPyi
tek doz (100 mg/kg) vermisler, antioksidan1 da CP uygulamasindan 6nceki bes giin boyunca
uygulamiglardir. Todorova ve ark. (2009) da glutaminin kardiyotoksisiteye olan etkisinin
arastirildigi ¢alismalarinda, 6nce aminoasit vermisler, en son letal (450 mg/kg) ve subletal

(200 mg/kg) dozda CP uygulamislardir.

Karaciger; en ¢cok CP toksisitesinin goriildiigii organlardan biridir. CP’nin olusturdugu
karaciger toksisitesine yonelik bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Basu ve ark. 2015; Duggina ve
ark. 2015; Algahtani ve Mahmoud 2016; Fahmy ve ark. 2016; Fouad ve ark. 2016; Elshater
ve ark. 2017; Kocahan ve ark. 2017; Lin ve ark. 2017; Tourkey 2017). Biz de ¢alismamizda
karaciger inceleme odakli olduk. Dozumuzu Onceki ¢alismalari baz alarak, toksisite
olusturacak yeterli miktarda CP uyguladik. Nafees ve ark. (2015) CP’nin olusturdugu
hepatotoksisiteye bagli olusan oksidatif stres ve inflamasyonu NF-xB ve birkag sinyalizasyon
yolaklar1 iizerinden incelemislerdir. CP uygulanan grupta NF-xB ekspresyonunun, AST ve
ALT degerlerinin anlamli olarak yiikseldigini bulmuslardir. Biz de calismamizda bu
caligmadakine benzer sekilde, AST ve ALT enzim degerlerinin CP toksisitesine bagli olarak

anlamli olarak yiikseldigini ve immiinohistokimyasal NF-kB ekspresyonunun arttigini bulduk.

Literatiirde CP toksisitesiyle olusan oksidatif stres, inflamasyon ve apoptotik bulgulari
incelemek igin NF-kB ekspresyonu bakilan c¢alisma da bulunmaktadir (Algahtani ve
Mahmoud 2016). Biz de ¢alismamizda literatiirdeki verilerle karsilastirma yapabilmek

amaciyla NF-kB ekspresyonuna immiinohistokimyasal olarak baktik.
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Ciice ve arkadaslarinin (2015) CP ile olusan hepatotoksisiteye vitamin E’nin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada, CP 7 giin boyunca ip 20 mgkg dozunda uygulanmistir.
Biyokimyasal degerler ve TUNEL boyamalarinda CP’nin hepatotoksik etkisini
gostermislerdir. Biz de ¢alismamizda benzer sekilde CPli grupta TUNEL pozitif boyama elde
ettik. Ciice ve arkadaslar1 (2015), Fouad ve ark. (2016) CP’yi 20 mg/kg i.p doz ve 7 giinliik
enjeksiyon halinde kullanmiglar. Biz de yaptigimiz 6n ¢alismada karacigerde 20 mg/kg dozu 7

giin uygulayarak toksisite olusturduk ve calismamizda da bu dozu kullandik.

Zarei ve Shivanandappa (2013) siklofosfamidin karaciger tizerindeki etkisini 2 farkli
dozda antioksidan vererek arastirmiglardir. Calismalarinda 10 giin boyunca intraperitoneal CP
ve oral antioksidan uygulamiglardir. AST ve ALT degerlerinde CP uygulanan grupta anlamli
yiikselmeler olmustur. Yine sadece CP uygulanan gruba gore antioksidan eklenen gruplarda
anlamli bir sekilde antioksidatif enzimlerde yiikselme olmustur. Merwid-Lad ve ark. (2014)
da c¢aligmalarinda CP uygulanan grupta antioksidan enzimlerde anlamli bir sekilde diisme
gozlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde AST ve ALT degerleri sadece CP
uygulanan grupta anlaml bir sekilde yiikselmistir. Yine bizim ¢alismamizda da TOS degerleri
sadece CP’li grupta anlamli sekilde yiiksek ¢ikmistir, TAS degerleri ise diger tiim gruplarda
CP grubuna gore anlaml1 yiiksek ¢ikmustir.

CP; ROSun fazlaca tiretimine sonra oksidatif stres ile lipid peroksidasyonuna sebep
olur ve inflamatuvar siireci baglatmis olur (Algahtani ve ark. 2016). Sonraki asamada niikleer
faktor kappa B (NF-«xB) sinyal yolag: aktive olur ve inflamatuvar sitokinlerin {iretiminde artis
meydana gelir. ROS iiretiminin fazlasi tiimor olusumuna giden yolu baslatir. O yiizden ROS
birikimini engelleyici mekanizmalar onemlidir. Proinflamatuvar sitokinler ayni zamanda
prokanserozdiirler. NF-xB proinflamatuvar genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek
inflamasyonda 6nemli bir rol oynar. Ayn1 zamanda immiin cevap, hiicresel sagkalim ve hiicre
proliferasyonunda da o6nemlidir. Khan ve ark. (2013) da geranioliin oksidatif stres ve
inflamasyona etkisini immiinohistokimyasal olarak MAPK, NF-kB ve COX-2 iizerinden
farelerde arastirmiglardir. Her {i¢ yolakta da geranioliin oksidatif stresi ve inflamasyonu
onleyici etkisinin oldugu gosterilmistir. Literatiirde geranioliin oksidatif stres, apoptozis ve
inflamasyon fiizerindeki etkisine yonelik NF-kB ekspresyonlari degerlendirilen baska
caligmalar da bulunmaktadir (Soubh ve ark. 2015; Wang ve ark. 2016). Biz de ¢alismamizda
immiinohistokimyasal olarak NF-xB ekspresyonunu calistik ve literatiire uygun olarak sadece

CP uygulanan grubumuzda diger gruplara gore anlamli bir sekilde NF-xB ekspresyonu
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gozlemledik. CP ve geranioliin birlikte uygulandigi gruplardaysa NF-kB boyanmasinda

anlamli bir diisme gozlemledik.

Geraniol; kozmetik ve giizel koku iiretiminde kullanildigi gibi antiinflamatuvar,
antioksidan gibi bir¢cok etkiye sahiptir. Geranioliin; hiicre siklusu, hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu, apoptozis, otofaji ve metabolizma gibi ¢esitli biyolojik olaylardaki sinyal
molekiil ve yolag1 kontroliinde etkin oldugu goriilmiistiir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda;
geranioliin deneysel olusturulan toksisite, inflamasyon ve oksidatif stres {izerindeki iyilestirici
etkisini gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Kose ve ark. 2012; Prasad ve Muralidhara
2014; Wang ve ark. 2016; Jiang ve ark. 2017).

Ge, HMG CoA rediiktaz1 inhibe ederek ve lipogenezisi baskilayarak hiperlipidemiyi
onler. Geranioliin antihiperlipidemik etkisine yonelik de bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Galle
ve ark. 2015; Jayachandran ve ark. 2015b, Jayachandran ve ark. 2015c). Jayachandran ve ark.
(2015a) aterojenik diyet alan hamsterlarda, lipid metabolizmasini diizenleyecegini diisiinerek
12 hafta boyunca 50, 100 ve 200 mg/kg olacak sekilde 3 farkli dozda Ge vermislerdir. Bu
calismada, antihiperlipidemik etki i¢in en etkin Ge dozunun 100 mg/kg oldugu goriilmiistiir.
HMG CoA rediiktaz inhibisyonunun antikarsinojenik etkiyi de sagladigi daha Once

gosterilmistir (Carnesecchi ve ark. 2002).

Jayachandran ve ark. (2015c) NF-xB sinyalizasyon yolagi {izerinden geranioliin
antiinflamatuvar ve antifibrotik etkilerini gézlemlemislerdir. Inflamatuvar mast hiicrelerini
gostermek i¢in toluidin mavisi boyamasi da yapilmis ve aterojenik grupta belirgin mast hiicre
artis1  gozlenmis, geraniol eklenen gruptaysa anlamli bir sekilde inflamatuvar mast
hiicrelerinde azalma gozlenmistir. Biz de calismamizda olasi ilerlemis inflamasyon bulgusu

gozlemlemek i¢in mast hiicre tayini yaptik.

Cardozo ve ark. (2011) deneysel hepatokarsinom olusturulmus sigcanlarda geraniol ve
yine bir ¢esit izoprenoid olan B-iyoninin, hiicre proliferasyonu ve apoptozise etkisini
arastirmiglardir. Geranioliin preneoplastik lezyonlar1 anlamli bir seklide apoptozise gotiirdiigi
gbzlenmistir. Kim ve ark. (2011) geranioliin hiicre siklusuna ve apoptozise etki ederek prostat
kanser hiicrelerinde biiyiimeyi engelledigini gostermislerdir. Bu c¢aligmada geranioliin;
intrinsik apoptotik yolaktaki mitokondriyal membran depolarizasyonunu farkedilir sekilde

uyardigint bulmuslardir. Geranioliin antikanserojenik etkisine yonelik literatiirde birgok
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calisma bulunmaktadir (Vinothkumar ve ark. 2012; Cho ve ark. 2016; Sawada ve ark. 2016;
Madankumar ve ark. 2017).

Madankumar ve ark. (2013) geranioliin hepatik faz 1 ve faz 2 enzim diizeylerine
etkisini olgerek deneysel oral karsinoma etkisini arastirmiglardir. Geranioliin faz 1 enzimleri
tizerinde inhibe edici etki gosterdigi faz 2 enzimleriniyse up-regiile ettigini ve bu sebeple de
antiinflamatuvar ve antikarsinojenik etki gosterdigini gézlemlemislerdir. Calismamizda elde

ettigimiz biyokimyasal degerler de bu bilgileri destekler niteliktedir.

Babakumar ve ark. (2017) geranioliin antidiyabetik etkisini ¢alismalarinda
gostermislerdir. Sherehan ve ark. (2015) metabolik sendrom olusturulmus siganlara 4 hafta
boyunca Ge (250mg/kg) tek basina ve antidiyabetik ile birlikte, oral yolla verilmistir. Ge’nin
tek basma ve antidiyabetikle, metabolik sendromla iliskilendirilen inflamatuvar siireci ve
serbest radikal zararmi diizelttigi goriilmiistir. AST ve ALT degerlerinde metabolik
sendromlu gruba gore anlamli diismeler olmustur. Biz de ¢alismamizda CP+Ge 100 mg/kg ve
CP+Ge 200 mg/kg gruplarinda AST ve ALT degerlerinde CP grubuna gore anlamli diisme
bulduk.

Pavan ve ark. (2018) Ge’nin biyoyararlanimini ve Karaciger enzimlerine etkisini
aragtirmak lizere fare ve sicanlarda ¢alisma yapmigslardir. Farelerdeki calismada; Ge 120
mg/kg oral gavaj yoluyla 4 hafta boyunca uygulanmig, ALT ve AST degerlerinde herhangi bir
farklilik bulunmamistir. Sitokrom P450 enziminde hafif ama anlamsiz bir artis gézlenmistir.
Sicanlarla olan ¢alismadaysa; biyoyararlanim arastirilmasi hedeflenmis, Ge tek doz hem
intravenoz ( 1v) infiizyon olarak hem de oral gavaj yoluyla, 50mg/kg dozunda verilmistir. Oral
gavajla verilen Ge iki farkli sekilde hazirlanmistir. ilkinde gliserolle emiilsifiye halde,
ikincisinde 6zel bir bitkisel lif icerigiyle verilmis ve biyoyararlanimlart kiyaslanmistir.
Emiilsifiye haldeki grupta biyoyararlanim %90’larin tizerindeyken diger grupta sadece %15
civart bulunmustur. Intravendz verilen gruptaki biyoyararlanim emiilsifiye halde verilenden
hafifge bir miktar fazladir. Iv uygulananlarda geranioliin kandaki konsantrasyonlar1 ilk 5-10
dakika igersinde zirve yapmisken oral yolla uygulananlarda bu siire 30 dakika civarindadir
ancak iv uygulamadaki konsantrasyon ¢ikis ve inisleri daha keskindir. Yani emiilsifiye halde
oral gavaj yoluyla Ge uygulamasi hem kolay ve komplikasyon riski az hem de biyoyararlanim
olarak iv uygulamaya neredeyse denktir. Literatiirde bir¢ok ¢alismada geraniol misir yagi ile
emiilsifiye halde kullanilmistir (Chen ve ark. 2016; Ozkaya ve ark. 2017, 2018). Biz de bu

yiizden ¢aligmamizda Ge’yi misir yagi ile emiilsifiye halde oral gavaj yoluyla kullandik.
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Ozkaya ve ark. (2018) sicanlarda kursun asetatla olusturulan karaciger toksisitesi
tizerine geranioliin etkilerini arastirmislardir. 30 giin boyunca hem kursun asetat hem de Ge
(50 mg/kg dozunda) oral gavaj yoluyla uygulanmistir. Oksidatif stres gostergesi olan MDA ve
GSH diizeylerinin kursun asetat uygulanmasi sonucu arttig1 ve geraniol uygulamasi ile bu
degerlerde anlamli bir sekilde diizelme oldugu gosterilmistir. H&E ve immiinohistokimyasal

boyamada da iyilesme gozlenmistir.

De Fazio ve ark (2016) Ge’yi inflamatuvar bagirsak hastaliginda oral olarak ve lavman
yoluyla kullanmislar ve kriptlerde histopatolojik diizelme oldugunu gostermislerdir. Ge,
PGE;(Prostaglandin E2)’yi ve TNF-a’y1 inhibe ederek antiinflamatuvar etkisini olusturur.
Maruyama ve ark. (2008) vajinal kandidiyaziste geraniol kullanmislar ve belirgin iyilesme
gozlemlemislerdir. Boukhatem ve ark. (2013) da farelerde kulak 6deminde geraniol ve
sitronelol agirlikli geraniyumun antiinflamatuvar etkisini arastirmak igin ii¢ farkli doz
kullanmiglar (100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg), yiiksek olan iki dozda antiinflamatuvar
etkiyi gozlemlemislerdir. De Carvalho ve ark. (2014) sicanlarda gastrik ve duedenal iilserlere
geranioliin etkisini arastirmislar ve etkin olan minimum dozu bulmaya c¢alismiglardir.
Geranioliin 7.5mg/kg dozunda dahi %70’e varan koruma sagladigini, 200 mg/kg dozunda ise
bu oranimn %99 oldugunu gostermislerdir. Soubh ve ark. (2015) da kolit modeli siganlarda
geranioliin iyilestirici etkisini B katenin, MAPK, NF-kB ve PPARYy sinyalizasyon yolaklari

iizerinde incelemis ve antioksidan, antiinflamatuvar 6zelliklerini gézlemlemislerdir.

Burke ve ark. (1997) izoprenoidlerin pankreatik kanser hiicrelerine etkisini, in vitro ve
in vivo olarak hamsterlarda incelemislerdir. Calismada peril alkol, farnesol ve geraniolii
diyete ekleyerek kullanmislardir. Izoprenoidleri, tiimor enjeksiyonundan 1 hafta dnce, timor
enjeksiyonuyla es zamanl ve tiimor palpe edilebilir haldeyken olmak iizere ii¢ farkli zamanda
kullanmiglar ve ti¢iinde de belirgin tlimor regresyonu gdosterilmistir. Geranioliin etkisini in
vivoda farnesolle es, peril alkoldense daha fazla bulmuslardir. Total kolesterol seviyelerine de

bakilmislar ve herhangi bir degisiklik bulunmamustir.

Geranioliin mevolanat biyosentezini inhibe ederek sicanlarda hepatoma ve farelerde
melanomay1 baskiladig1 gdsterilmistir (Yu ve ark. 1995). izoprenoidlerin, mevalonat kinaz
eksikligi olusturulan farelerdeki antiinflamatuvar etkiyi diizelttigini gosteren ¢aligmada yine
geraniol de kullanilmigtir (Marcuzzi ve ark. 2008; Marcuzzi ve ark. 2011). Liao ve ark. (2016)

da geranioliin mevalonat yolagindaki etkisine yonelik ¢alismislardir.
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Geranioliin kendi antiinflamatuvar etkisi oldugu gibi baska antiinflamatuvarlarin
etkisini arttirdigir da gozlenmistir. Kigasawa ve ark. (2009) transdermal olarak uygulanan
Diklofenak Sodyumun, geraniolle birlikte verildiginde 20 kat daha etkin oldugunu ve ciltte
olusan irritasyonun da anlamli bir sekilde azaldig1 géstermislerdir. Chen ve Viljoen (2010) de
yaptiklar1 derlemede, geranioliin bazi transdermal ilaglarla birlikte uygulandiginda ilaglarin

emilimini arttirdigin tespit etmislerdir.

Chadha ve Madyastha (1984) siganlara 6 giin boyunca 600 mg/kg dozunda geraniol
vermisler ve karaciger enzimlerinde kontrol grubuna goére herhangi anlamli bir degisiklik
gozlememislerdir. Lapczynyski ve ark. (2008) geranioliin 100 mg/kg ile 1000 mg/kg arasi
dozlarda uygulandigi c¢alismalar1 degerlendirmisler ve herhangi bir toksisite verisine
ulasmamuglardir, yine derlemelerinde verilerini inceledikleri makalelelerde genotoksisiteye

veya herhangi bir karsinojenik etkiye rastlamamuglardir.

Tiwari ve Kakkar (2009) deneysel oksidatif stres olusturulan in vitro fare alveolar
makrofajlarinda, geraniol ve bir baska monoterpenoid olan kamfenin etkilerini
aragtirmiglardir. Monoterpenoidleri oksidatif stres ajanindan 6nce ve sonra olmak tizere iki
farkl1 zamanda uygulamislardir. Oksidatif stres ajanindan hem Once hem de sonra verilen
monoterpenoidlerin ikisinin de antioksidatif etkisi anlamli olarak goriilmekle birlikte
geranioliin kamfene oranla daha etkin oldugu goriilmiistiir. Marcuzzi ve ark. (2008, 2011) ise
caligmalarinda inflamasyon baglangicindan 6nce geraniol verilmeye baslanan grupta anlamli
olarak daha etkin iyilesme gozlemlemislerdir. Biz de ¢alismamizin etkinligini arttirabilmek
amaciyla geraniolii hem oksidatif stres ajanimiz olan CP uygulamasi 6ncesi (profilaktik) hem

de CP ile es zamanli uyguladik.

Su ve ark. (2010) in vitro fare makrofaj hiicrelerinde indiiklenen NO ve PGE;
iiretimine sitronelol ve geranioliin etkilerini arastirmiglardir. Sitronelol sadece iNOS
enzimatik aktivitesini azaltirken geraniol iINOS protein ve mRNA ekspresyon seviyelerini de
diisiirmiistiir. Inflamasyon ve tiimor progresyonu baslangicinda 6nemli bir rolii olan NF-

kB’nin up-regiilasyonunun arttigi western blot yontemiyle gosterilmistir.

Hasan ve Sultana (2015) geranioliin, asetilaminoflorenle sigan karacigerinde olusan
oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozise NF-kB ve bazi sinyalizasyon yolaklari {izerinden
etkisini arastirmiglardir. Hiperproliferasyona sebep olarak karsinojenik etki olusturmak i¢in de

parsiyel hepatektomi uygulamiglardir. Geranioli 100 mg/kg ve 200 mg/kg olacak sekilde iki

52



farkli dozda uygulamis ve her iki dozda da antiinflamatuvar ve antioksidatif etkinligini
gostermiglerdir. 200 mg/kg dozunda verilen geranioliin daha etkin oldugu gosterilmistir. Biz
de literatiirdeki birgok calismayi da goz oniinde bulundurarak (Jayachandran ve ark. 2015b;
Chen ve ark. 2016; Babakumar ve ark. 2017; Lv ve ark. 2017) ¢alismamizda bu iki dozu

kullandik ve geraniyoliin iyilestirici etkilerini elde ettik.

Giines (2010) c¢alismasinda; H,O; ile olusturulan oksidatif strese geranioliin etkisini
cesitli metaller iizerinden degerlendirmistir. Oksidatif stres olusturulan siganlarda doku Ca*
diizeylerinin arttig1, Zn*? diizeylerininse diistiigii gosterilmistir. Geraniol ve geraniol ksantat

uygulanan gruplarda Ca*? diizeylerinin diistiigii Zn*? diizeylerininse yiikseldigi gdsterilmistir.

Danig (2015) da calismasinda bdbrek iskemi/reperfiizyon hasarina karsi geranioliin

koruyucu etkisini gostermistir.

Canbek ve ark. (2017) siganlarda parsiyel hepatektomi sonrasi tek doz geraniol
uygulamasinin, biyokimyasal ve histolojik olarak diizelme sagladigini gostermisler ve Ge’nin
karaciger rejenerasyonunu indiikledigini bulmuslardir. Ceyhan ve Canbek (2017) de

geranioliin karaciger rejenerasyonu tizerine etkisini ¢alismislardir.

Sonu¢ olarak; calismamizda elde ettigimiz bulgulara goére, geraniolin CP ile
otlusturulan hepatotoksisiteye etkisi goézlemlenmistir. Uyguladigimiz dozlarin ikisinde de
iyilestirici etkiyi gormiis olup 200 mg/kg uygulanan dozda istatistiksel olmayan (TAS’da
anlamli fark) daha iyilestirici etkiler goriildii. Kullanilan dozlar, uygulama yollari, siireleri,
uygulamanin yapildigi yas ve cinsiyet, uygulamalarda kullanilan maddelere ve bizim
uygulamada kullandigimiz CP ve geranioliin olusturdugu metabolik olaylarin siirecine ve
isleyisine etki etmektedir. Bu nedenle sonuglar kisiden kisiye degismektedir. Insan saglhig
acisindan en ideal doz ve kullanim siireleri gibi degerlerin belirlenebilmesi icin yapilan

calismalara devam edilmelidir.
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Arastirma Werkezinden Dr.Rahim KOCABAS (Ph.D} arofindan sunalan “Sicanlarda Siklafosfamid
ile Qlugturulan Hapatotoksisiteya Geranioliin ©las: Koruyucu Etkilerinin Aragtinimasi” bashkl
tez projesi 9 dyenin kazlir ite dederlendirild .

Prajeds & grupta toplam 52 adet s can <ullandacedi ve s canlarin znestez’ altinda senvizal
d'slokasyon ile sakiifiye edilecedi b Idirilmigtir.

Projen’n deney aayvaniarna iliskin yodnlerinin, Mecmettin Erba<an Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Haywan Deasyleri Y2-el Etik Kurulu Yorergesi ndeki
ilgili maddeler geregirce “Etik Kuralla-s Uygunluk Esasi” dikkate alirarak Fazrlancid belirlenmistir,
Meaneltin Erbakan Universites” KONUDARM Dencysel Tip Uyoulaire ve Arastirme Merkezi Hayvan
Deneyler Yerel Etik Kurulu Yonerges'nceki ilgili madcelerde teliriier  bagwunu  sahibinin
sorumiulaklar we haywvan deneyleri ie ilgili etik ilkeler sakh kamak kesulu ile projenin
1azirlanmasinda vénerge il<elerine vyuldugu ve calismarin deneysel kismini gerceklestirecek
arastirnaclarin deney hayvanlzan kullzrum “serlifkasing sahip olduju dikkate aliiarac prajenin
qayean kullam otiglh aqnshdcr “Uygun” alduduna oyhirligi ile karar verlmistir.
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