T.C.

DICLE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

KADMIiYUMLA INDUKLENEN RATLARDA
HEPATOTOKSISITE HASARINA KARSI BORIK
ASITIN KORUYUCU ETKINLIGININ
INCELENMESI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. FAIK VEYSEL AKPULAT

Diyarbakir -2023



T.C.

DICLE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

KADMIiYUMLA INDUKLENEN RATLARDA
HEPATOTOKSISITE HASARINA KARSI BORIK
ASITIN KORUYUCU ETKINLIGININ
INCELENMESI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. FAIK VEYSEL AKPULAT

TEZ DANISMANI

Dog. Dr. ULAS ADAY

Diyarbakir -2023



BEYAN

Bu tezin tamamen tarafima ait oldugunu, tezin yazimindaki tim
asamalarda etik dis1 yazzimm olmadigini ve telif haklarina uygun davrandigimi,
edindigim tiim verileri bilimsel ¢ergcevede temin ettigimi, belirtmis oldugum tiim bilgi

ve yorumlara da referans gosterdigimi beyan ederim.

Mart 2023 Faik Veysel AKPULAT



TESEKKUR

Egitim siirecinde kendisiyle birlikte olmaktan biiylik mutluluk duydugum, destek ve
emeklerini esirgemeyen, ihtiya¢ duydugum zamanlarda beni bilgilendiren, 6rnek akademik
bilgeligi, yetenegi ve kisiligi ile cerrahi hekimlik deneyimime ¢ok biiytik katkilar saglayan ve
tim tip camiasina Ornek teskil edecek hekimlik durusu sayesinde, asistani olmaktan her
zaman onur ve kivang duyacagim saygideger Dog. Dr. Ulas ADAY ‘a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Gilivenini her zaman yanimda hissettigim, bana yol gdsteren ve beni hep yiireklendiren,
cerrahi egitimimde engin katkilart olan, yasadigim her tiirli sorun karsisinda yardimini
esirgemeyen, Odmriim boyunca hiirmetle ve minnetle hep saygi duyacagim, saygideger Prof.
Dr. Abdullah OGUZ’a siikranlarimi sunarim.

Tez ¢alismamda yapmis oldugu katkilardan ve sonsuz desteginden otiirii saygideger Prof.
Dr. Burak Veli ULGER hocama ¢ok tesekkiir ederim.

Cerrahi asistanligim boyunca uzman goriigleri ile bana her zaman destek olan degerli tiim
Ogretim iiyeleri hocalarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez g¢alismalarim sirasinda yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen Histoloji Anabilim
Dalinda gorevli saygideger Dr. Eda YILDIZHAN ‘“a sonsuz siikranlarimi sunarim.

Egitim ve kisisel hayatim siiresince tiim imkanlarini benim i¢in seferber etmis, varligiyla
bana hep giic vermis, genel cerrahi uzmanligini almamin temel vesilesi, hasretle andigim,
bugiiniimii gormedigi i¢in derin Uzilinti duydugum basta saygideger annem Sultan
AKPULAT’a ve tiim aile fertlerime minnettarim, sonsuz siikran ve hiirmetlerimi sunarim.

Beni motive eden, destegini higbir zaman esirgemeyen, dogacak biricik kizzim Ahsen
AKPULAT’1n annesi, ¢ok degerli hayat arkadagim Neval AKPULAT’a minnettarim.

Uzmanlik egitimim siiresince calismaktan biliyiik onur ve kivang duydugum, c¢alisma
ortamimizin miilkemmel olmasinda temel vesile tiim arastirma gorevlisi doktor arkadaslarima
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yine beraber calismaktan gurur duydugum tiim hemsire ve diger saglik personeli
arkadaslarima, ameliyathane ekibine sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanliginca

TIP.22.008 numarali proje ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

BEYAN i
TESEKKUR i
ICINDELKILER ....uouoeevvevererereresesesesesesesesesesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns jii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.....ctiicicicisisnssnssssssssssssssssssssss v
TABLOLAR LISTESI.uucuuiiiuiincnnciscisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss vi
OZET X
ABSTRACT xi
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER .......cuiincinciscisscsnssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 2
2.1 KAAMIY U ..ottt ettt et e et e et ee et eesabaeessbeeesnseeesaseeesabeeeans 2

2.2, BOTTK ASTE...teeiiiiiieiiieiie ettt sttt ettt st e sab e e et e sbeesneesaee e 3

2.3. Karacigerin embriyolojisi, Histolojisi v& ANAtOMist ......cecueevveerieenieenieniieeieeeienne 4
2.3.1. Karacigerin embriyolojik eliSimi ........ccevieriiiiiiniiiiniiiiieie e 4

2.3.2. Karacigerin hiStolOJisi ......eeeueeruieriiiiieiieeiieeieeee e 5

2.1.3. KaraciZerin anatomiIST .....eeeueeeerueeeerureeniiieeeieeesireesieeesneeenseeesseeesseeessseessseens 6

3. GEREC VE YONTEM 15
3.1. Kadmiyum’ un Uygulanmast ........ccceeeriiieriiieniieeiie et 16

3.2. Borik Asit’in Uygulanmast .........ccceceereeriirienienienienteeeeeeeesie et 16

3.3. Deney Hayvanlar1 Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii...................... 16

3.4. Rutin HiStolojiK TaKIP ..cccveeviiriiiiieeiieieeeeeceeeee e 17

3.5. Histokimyasal MetOdIar...........ccccovuiiiriiiiiiiiieiie ettt 18
3.5.1. Hematoksilen& Eozin (H&E) Boyama Protokolii...........cceeveiveeniieenicennnnenn. 19

3.5.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokolii..........ccceccveeviiiiniieiniiennnen. 19

3.6. Immunohistokimyasal MetodIar ..............c.coeueveieevieruereeeeeeiceeeeeesesesee e 19
3.6.1.Tiimédr Nekrotizan Faktor-a (TNF-a) Immunohistokimyasi.............ccc..c........ 20

3.6.2. APAF-1 ImmunohistoKimyast ............ccccoeueveieeuevreerreneeieeeseeecee e, 21
3.7.Total Antioksidan Kapasitesi (TAS) .....ccccceeriiieiiiieiieeieeeeeeeeee e 22

3.8.Total Oksidan Kapasitesi (TOS) .....ccceieriiieiiiieiieeieeeieecee e 23



3.9. Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Olgiimii
3.10. Kan Serum Malondialdehit (MDA) Degetlerinin Olgiilmesi
3.11. Karaciger Fonksiyon Testleri

3.12.Morfolojik ve Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUC

7. KAYNAKLAR




SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

Cd: Kadmiyum

H ;BO ;: Borik Asit

HDL: High-Density Lipoprotein
LDL: Low-Density Lipoprotein
CdCl ;: Kadmiyum Kloriir

MDA: Malondialdehid

AST: Aspartat Aminotransferaz
ALP: Alkalen Fosfatazlar

ALT: Alanin Aminotransferaz

PAS: Periyodik Asit Schiff

H&E: Hematoksilen & Eozin

TAS: Toplam Antioksidan Kapasitesi
TOS: Toplam Oksidan Kapasitesi



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: Hepatik arter anatomi tipleri ve goriilme oranlari.
Tablo 2: Karaciger hastaliklarinda laboratuar parametreleri
Tablo 3: Histolojik takibinin asamalar1

Tablo 4: Karaciger Enzimleri (AST, ALT, LDH)’nin Ortalama+ Standart

Sapma Degerleri.

Tablo 5: TAS, TOS ve MDA Diizeylerinin Ortalama+ Standart Sapma

Degerleri.

Tablo 6: Karaciger Hasar1 Skorlamasi, TNF-a ve APAF-1 Histoskorlamasi
Alinan Dokularin Istatistiksel Analizinin Tespitiyle Belirlenmis Ortalama + Standart

Sapma Degerleri.

SEKILLER LISTESI

Sekil 1: Karacigeri sabitleyen ligamentler.
Sekil 2: Karacigerin anatomik goriiniimii.
Sekil 3: Karaciger segmentleri ve sektorleri.
Sekil 4: Hepatik arter anatomisi.

Sekil S: Hepatik arter varyasyonlari.

Sekil 6: Portal venin anatomisi.

Sekil 7: Portal venin dallanmasi.

Vi



Sekil 8: Hepatik mikroanatomi ve zonlar

Sekil 9: Siganlarda karaciger anatomisi

Sekil 10: Istatistiksel analizi yapilan AST degerlerinin ortalama analizi.
Sekil 11: istatistiksel analizi yapilan ALT degerlerinin ortalama analizi.
Sekil 12: Istatistiksel analizi yapilan LDH degerlerinin ortalama analizi
Sekil 13: istatistiksel analizi yapilan TAS degerlerinin ortalama analizi.
Sekil 14: Istatistiksel analizi yapilan TOS degerlerinin ortalama analizi.
Sekil 15: Istatistiksel analizi yapilan MDA degerlerinin ortalama analizi.

Sekil 16: Istatistiksel analizi yapilan karaciger hasari skorlamasimin ortalama

grafigi.
Sekil 17: Normal goriiniimde hepatik doku mikrografi.

Sekil 18: BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Kontrol grubu ile

benzer, normal goriiniimde hepatik doku

Sekil 19: KDM grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Siniizoidal dilatasyon
(kirmiz1 ok), vena sentraliste dejenerasyon (sar1 ok), hepatosit ¢ekirdeklerinde piknozis

(siyah ok).

Sekil 20: KDM+BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Konjesyonun
devam ettigi (yesil ok), vena sentralisteki dejenerasyonun rejenere olmaya bagladigi
(sar1 ok), siniizoidal dizilimdeki dilatasyonun iyilestegi ve normale yakin bir goriiniim

aldig1 izlendi (kirmizi ok).

Sekil 21: Kontrol grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS pozitif (+)

hepatositler, normal goriintimlii glikojen yogunlugu (kirmizi ok).

Sekil 22: BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS (+) hepatositler,
kontrolle ayn1 yogunlukta glikojen yogunlugu (kirmiz1 ok).

vii



Sekil 23: KDM grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Hepatositlerde
glikojen kayb1 (kirmiz1 ok)

Sekil 24: KDM+BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS (+)

hepatositler (kirmizi ok).

Sekil 25: Istatistiksel analizi yapilan karaciger dokusu TNF-o pozitif immiin

reaktivitenin ortalama grafigi.

Sekil 26: Istatistiksel analizi yapilan karaciger dokusu APAF-1 pozitif immiin

reaktivitenin ortalama grafigi.

Sekil 27: Kontrol grubunun hepatik dokusunun immunohistokimya mikrografi.
TNF-a pozitif ekspresyonlarin yayginligi oldukc¢a hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak

izlendi. Boyama: TNF-o immunohistokimya.

Sekil 28: Kontrol grubunun hepatik doku immunohistokimya mikrografi.
APAF-1 pozitif ekspresyonlarin yayginlig1 oldukca hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak

izlendi. Boyama: TNF-a immunohistokimya.

Sekil 29: BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi.
TNF-a pozitif ekspresyonlarin yayginligi oldukc¢a hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak

izlendi. Boyama: TNF-a immunohistokimya.

Sekil 30: BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi.
APAF-1 pozitif ekspresyonlarin yayginlig1 oldukca hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak

izlendi. Boyama: TNF-a immunohistokimya.

Sekil 31: KDM grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi.
TNF-a pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginligi yaygin diizeyde izlendi (sar1 ok).

Boyama: TNF-o immunohistokimya.

Sekil 32: KDM grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi.
APAF-1 pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginligi orta diizeyde izlendi (sar1 ok).

Boyama: APAF-1 immunohistokimya.

viii



Sekil 33: KDM+BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya
mikrografi. TNF-a pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginlhigi az diizeyde izlendi.

Boyama: TNF-a immunohistokimya.

Sekil 34: KDM+BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya
mikrografi. APAF-1 pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginligi az diizeyde izlendi
(sar1 ok). Boyama: APAF-1 immunohistokimya.



OZET

Kadmiyumla indiiklenen Ratlarda Hepatotoksisite Hasarmna Kars1 Borik

Asit’in Koruyucu Etkinliginin Incelenmesi

Kadmiyum (Cd), her yerde bulunan ve biyolojik olarak parcalanamayan,
insan saglhig i¢in biiyiikk tehlikeler barindiran kirleticilerden biridir. Endiistrinin
gelismesi ile birlikte bu metalin dogadaki yogunlugu 6nemli oranda artmistir. Borik asit
meyvelerde, sebzelerde ve bazi yiyeceklerde dogal olarak bulunan temel bir mikro

besin veya mineraldir.

Bu c¢alismada ortalama 8-10 haftalik, 28 adet Wistar Albino cinsi disi rat
kullanildi. Ratlar, 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde 7°1i gruplar halinde 4 grup olarak
ayrildi. Grup 1: Kontrol grubu olup, deney siiresince herhangi bir islem uygulanmadi.
Grup 2: Cd grubu olup, deneyin ilk giinii tek doz Cd 15 mg/kg’dan gavajla oral olarak
verildi ve deneyin 7. giliniine kadar baska hicbir ila¢ verilmeden beklenildi. Grup 3:
Borik Asit (BA) grubu olup, giinliikk 200 mg/kg doz ile i.p. olarak 7 giin siireyle yapildi.
Grup 4: Cd+BA grubu olup, Cd 15 mg/kg tek doz verilip, hemen arkasindan borik asit
7 giin stireyle glinliik 200 mg/kg doz ile i.p. verildi.

Oksidatif stres belirteclerinden olan Malondialdehit (MDA) ve Total Oksidan
Seviyelerine (TOS) serum diizeyinde baktigimizda Cd+BA grubunun bu degerlerin Cd
grubuna kiyasla anlamli olarak daha diisiik oldugu izlendi. Immunohistokimyasal
incelemelerde karaciger dokusunda Tiimor nektrotizan faktor alfa (TNF-a) ve APAF-1
ekspresyonlarina bakildiginda ise Cd+BA grubundaki ekspresyonlarin Cd grubuna
kiyasla anlaml1 olarak daha az oldugu goriildii (p<0.05).

Bu deneysel c¢alismada, Cd’un neden oldugu hepatotoksisitede borik asitin
antioksidan oldugu ve immunhistokimysal degerlendirmede sitokin salinimini azaltarak

hepatoprotektif oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Borik asit, Hepatotoksisite, Inflamasyon,

Oksidatif Stres



ABSTRACT

Investigation of the Protective Efficacy of Boric Acid Against

Hepatotoxicity Damage in Cadmium-Induced Rats

Cadmium (Cd) is one of the ubiquitous and non-biodegradable pollutants that
pose great dangers to human health. With the development of industry, the density of
this metal in nature has increased significantly. Boric acid is an essential micronutrient

or mineral found naturally in fruits, vegetables and some foods

In this study, 28 Wistar Albino female rats with an average of 8-10 weeks
were used. Rats were divided into 4 groups in groups of 7 in specially prepared cages.
Group 1: It is the control group and no action was applied during the experiment. Group
2: Cd group, on the first day of the experiment, a single dose of 15 mg/kg of Cd was
given orally by gavage and no other drug was given until the 7th day of the experiment.
Group 3: Boric acid (BA) group, with a daily dose of 200 mg/kg i.p. was done for 7
days. Group 4: Cd+BA group, Cd was given a single dose of 15 mg/kg, and boric acid
was administered 1.p. at a daily dose of 200 mg/kg for 7 days. given.

When we look at the serum levels of Malondialdehyde (MDA) and Total
Oxidant Levels (TOS), which are oxidative stress markers, it was observed that these
values of the Cd+BA group were significantly lower than the Cd group. Tumor
necrotizing factor alpha (TNF-a) and APAF-1 expressions in liver tissue in
immunohistochemical examinations were examined, it was observed that the

expressions in the Cd+BA group were significantly lower than in the Cd group

(p<0.05).

Conclusion: In this experimental study, it was determined that boric acid is an
antioxidant in hepatotoxicity caused by Cd, and it is hepatoprotective by reducing

cytokine release in immunohistochemical evaluation.

Keywords: Cadmium, Boric acid, Hepatotoxicity, Inflammation, Oxidative

Stress

xi



1. GIRIS VE AMAC

Kadmiyum (Cd), canli sagligi icin biiylik tehlikeler uyandiran kirleticilerden bir
tanesidir. Endiistrinin gelismesi ile birlikte bu metalin dogadaki yogunlugu 6nemli
oranda artmistir (1-3). Eritme ve madencilik ile ilgili endiistriler, piller, pigment ve
seramik imalati, Cd' nin dagilmasina neden olan yayicilar. Bu metalin ¢evrede artan
emisyonu ve biyolojik olarak parcalanamamasi, insan maruziyeti riskini arttirmistir.
Cd maruziyetinin baglica yollari, gida, hava ve tiitiin yapraklarindan da bulunmasindan
kaynakli yutma ve solunumdur (1-4). Diinya Saglik Orgiiti (WHO), Cd’u insan
sagligint ilgilendiren 10 kimyasal veya kimyasal grup listesine dahil etmistir (5).
Ayrica, ABD Toksik Maddeler ve Hastalik Kayit Dairesi (ATSDR), tehlikeli maddeler
listesinde Cd yedinci sirada yer alir (6). Bu metaller Fenton metali olmasa da toksisite
mekanizmalari, oksidatif stresin kritik faktorlerinden biridir (7-10). Toksisite
mekanizmasi oksijen, nitrojen ve kiikiirt ligandlarina baglanarak ¢ok sayida enzim ve
proteini etkileyebilir (7,11), biyoelementlerle etkilesim kurabilir (12-14), apoptozis
inhibisyonu (15), DNA yapisindaki degisiklikler ve hasarli DNA onariminin
inhibisyonu ve anormal gen ekspresyonuna yol acar (16-18). Yapilan bir subkronik
oral toksisite calismasinda farkli dozlarda Cd alinmasi durumunda ana hedef

organlarin kan, karaciger ve bobrekler oldugu gosterilmistir (19).

Borik asit (H3BO3) dogada ve besinlerde yaygin olarak bulunabilen bir
mineraldir (20, 21). Bor gastrointestinal sistem tarafindan tamamen emilerek (20, 22),
suda ¢oziindiigiinde zayif olan borik asit formuna doniisiir (23). Borik asit, insanlarda
diisiikk konsantrasyonlarda toksik etkiler gostermez (24-27) ve diisiik mutajenik ve
sitotoksik aktiviteye sahiptir (28-31). Bor seklinde cesitli alanlarda kullanildig1 gibi
tipta da geleneksel olarak kullanilmaktadir (32). Bor iceren maddelerin hem canli hem
de canli disindaki biyokimyasal aktiviteleri uzun siiredir bilinmektedir (33) ve anti-
kanser veya anti-inflamatuar tedavide kullanimlar siirekli artmaktadir (34-38). Daha
once yapilan ¢alismalarda borik asitin inflamatuar hastalik riskini azalttig1 goriilmiistiir
(39, 40). Ayrica borik asitin antioksidan (41), hepatoprotektif (32) ve anti-genotoksik
etkileri (42) olduguda bilinmektedir.



Bu ¢alismada Cd ile indiiklenen ratlarda olusacak hepatotoksite hasarinda

borik asitin koruyucu 6zelliginin arastirmaktirilmasi amaglandi.

2. GENEL BILGILER

2.1.Kadmiyum

Kadmiyum periyodik tabloda IIb grubunda bulunan, giinlimiizde cevresel,
endistriyel kirleticilerden dolayr sikca maruz kaldigimiz modern agir toksik bir
metaldir (45). Cd ve bilesikleri, insanlarda ve deney hayvanlarinda karsinojen olarak
degerlendirilmis ve Grup-1 kanserojenler siniflandirilmasi igerisinde gosterilmistir

(44,45).

Giinlimiizdeki bilingsiz sanayilesme ve g¢evre kirliligi sebebiyle agir bir
metal olan Cd’un gidalar vasitasiyla insan sagligi tizerinde tehlike olusturmaktadir
(46,47). Sanayide ise Ni-Cd pillerde, baz1 boya tiplerinde, plastiklerde ve daha bir¢ok
alanda bulunmaktadir (48,49).

Hayvan deneylerinde hepatotoksik amacli kullanilan Cd, diinyamizin kirlenen
cografyasinda deneysel bir ama¢ olmadan da dogal kaynaklar ve antropojenik
aktivitelerden salinip insanlara zarar verebilmektedir (50). Bunun bir 6rnegi olarak
bir maden faaliyetinden kaynakli Cd ile kirlenmis toprakta yetisen piringle beslenen
ve kirlenmis sular1 i¢en Jinzu Nehri yakinlarinda yasayan halki etkileyen Itai-Itai
hastaligidir. Agir osteomalazinin sonucu olarak uzun kemik kiriklar1 ve siddetli agri

ile seyreden bu hastalik siklikla kadinlar1 etkilemektedir (51).

Kadmiyumun %10-50’si akcigerlerden emilir. Bu emilim miktari, Cd
bilesiklerinin partikiil biyiikligi, ¢Oziiniirliigii, kisinin maruz kalma siiresi ile
degisiklik gosterir (52,53). Oral olarak maruz kaliman Cd da ise % 6 gibi bir oran
emilir ancak yapilan ¢aligsmalar demir eksikligi olan bireylerde bu emilim miktarinin
%09 ‘a kadar ¢ikabildigini gostermistir. Oral alinan Cd diyetteki su emilimini arttirir.

Ciltten emilimi olduk¢ca minimal olup % 0.5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir



(54). Kadmiyumun emilim tiirQi ister cilt, ister diger yollar olsun emilim sonrasi en
fazla kadmiyumu alan organ karacigerdir. Barsaklardan emilen kadmiyum portal
dolagim ile karacigere gelip siniizoidal kilcal damarlardan hepatositler araciligi ile
almir (55). Cd’un doza bagh akut toksikasyonunda hemoraji, fulminant hepatit ve
akciger 6demi gelisirken, kronik maruziyette nefrotoksisite ve immiinotoksisite 6n

plana ¢ikar (56).

2.2. Borik Asit

Ametallerden daha iyi iletken 6zellige sahip periyodik tabloda 3A grubunda
bulunan ve yar1 metal 6zellikli bor elementi B ile gosterilmektedir (57). Bor sikca
karsimiza ¢ikan azot, oksijen, karbon ve hidrojen elementlerine nazaran nadir bir
element olmasina karsin dogamizda yaygindir; kayalarda, suda ve toprakta mevcuttur
(58,59). Element olarak bor dogada sodyum ve oksijen igeren oranoboron
kompleksleri seklinde bulunur ve bu kompleksler B-O veya B-N baglari icerip bitki,
hayvan ve insan dokularinda olusturulurlar (60-62). Diinyada en fazla iilkemizde ve
ABD de bulunmakla birlikte pek ¢ok iilkede bor yataklart mevcuttur. Tirkiye ilk
olarak 18. Yiizyill ortalarinda bor madenlerini kesfetmistir ve borun diinyadaki
rezervlerinin %72’sini bulundurmaktadir. Bu diinya bor rezervlerinin en yiiksek
oraninin lilkemizde oldugunu gostermektedir (63). Borik asit ise bor elementinin en
stk goriilen ¢oziinebilir formudur; renksiz, kokusuz ve seffaf kristal yapidadir.
Emiliminden sonra inaktif dagilim ile tiim viicuda dagilir. Bor bazi hayvan ve bitkiler
icin Oonemlidir, insan ve hayvanlarin viicudunda diisiik konsantrasyonlarda bulunur.
Borik asit viicutta yumusak dokularda birikmez ancak kemik dokuda borik asit
birikimi gozlenmistir. Yar1 omrii 1 giin kadardir ve iiriner sistem yoluyla viicuttan
atilir (64). Bor diyetle alindiktan sonra barsak mukozasinda borik aside doniisiir, bor
elementinin ¢ok biiyiik bir kismi1 borik asit formunda viicuda dagilir ve pasif difiizyon
ile emilip dolasima katilir. Uriner sistem aracilifiyla atilacak olan borik asidin

tamaminin viicuttan uzaklastirilmasi yaklasik 4 giin siirer (65).

Bazi hayvan ve bitki tiirleri i¢in esansiyel olan bor elementi insanlar i¢in de
faydali 6zelliklere sahiptir. Bor antioksidan sistemde etkinlik gosterir (66). Ayrica

bor elementinin kolesterol tizerinde de olumlu etkisi oldugu kanisina varilmistir (67).



Yapilan arastirmalar toksikasyonlarda borun yararli etkilerinin oldugunu
gostermistir. Ratlarda Tasdemir ve ark.’min yaptiklari c¢alismada CdCI2
uygulamasimnin kontrol grubuna kiyasla kan MDA seviyelerinin yiikseldigini
gostermistir (68). Ayhanci ve calisma ark.’nin 2019°da yaptiklar1 ¢calismada ratlarda
siklofosfamid ile olusturulan mesane hasarinda borun mesane dokusunda protektif
oldugu gosterilmistir. Buna karsin siklofosfamid grubunda ise; mesane epitelinde

incelme, 6dem, belirgin inflamatuar yanit ve kanama olustugu saptanmistir (69).

Ince ve galisma grubunun yaptiklari calismada; borik asidin koruyucu
etkisini aragtirmak icin, karbon tetrakloriir (CCI4) ile hepatotoksisite olusturduklari
farelere borik asit uygulayarak incelemislerdir.Bu ¢alismada hepatotoksisite
olusturulan farelere verilen borik asidin karaciger fonksiyon testleri (KCFT) ve MDA
diizeyindeki artist Onemli oranda azaltarak karaciger koruyucu oldugunu
raporlamislardir. Ayrica bu ¢alismada borik asidin glutatyon igerigini de arttirdig

gosterilmistir (70).

2.3. Karacigerin embriyolojisi, Histolojisi ve Anatomisi

2.3.1. Karacigerin embriyolojik gelisimi

Karaciger doudenumun distal endodermal c¢ikintisi seklinde fetal gelisimin
erken evrelerinde ve ligiincli gebelik haftasinda hepatik divertikiil olarak ortaya ¢ikar
(71). Hizla ¢ogalan hepatik divertikiil yolk salk ile perikard boslugu arasina uyan ve
bu alanda mevcut septum transversum olarak adlandirilan mezoderm plagini penetre

eder (72).

Karaciger hiicreleri septum transversum’un icine girmesi sirasinda, safra
kanallarinin olusmasi, hepatik divertikiill ile duodenum arasindaki baglantinin
daralmasi ile meydana gelir (73). Epitelial gelisimin daha sonraki ddénemlerinde,
hepatik siniizoidler olusur. Karaciger kordonlarinin, karaciger parankimine doniismesi
sonrasi, safra kanallarinin i¢ yiizi dosenir. Septum transversum’dan gelisen diger

yapilar hematopoetik hiicrelerdir (74,75).



Hepatik hiicrelerin septum transversum’a yerlestikten sonra, organlar karin
boslugunda kaudale dogru biiyiimeye devam eder. Membrandz bir yapi haline gelen
septum transversum sirasiyla omentum minus ve ligamentum falciforme hepatis’i

olusturur. Bu iki yap1 birlikte ventral mezogastriumu olusturur (76).

Hepatik yiizeydeki mezoderm, septum transversum ile karacigerin temasini
devam ettiren peritonsuz saha olan, area nuda disinda visseral peritona doniisiir.
Yogun mezensimal barindiran bu alan, diaphragmanin centrum tendineum’unu

meydana getirir (76).

Yenidoganda karaciger toplam viicut agirligmin %4-5'1 kadardir ve ortalama
olarak 120 gr agirligina ulagmaktadir. Erigkinlik doneminde karaciger, dogumdaki
agirhgmin 12 ile 13 katina ulagsmakla birlikte, bu toplam viicut agirliginin %2.5 -
%3,5'una denk gelir (75). On ikinci haftadan itibaren safra yollari olusur ve artik
karaciger safra iiretmeye baglar. Uretilen safra duodenuma drene olur (71,76,77,).
Karaciger hiicreleri ile vaskiiler duvarlar arasinda, beyaz ve kirmizi kan hiicrelerinin
iiretiminden sorumlu genis proliferatif bir hiicre agi1 bulunur. Karacigerin kiitlesinin
fazla olmasi, hematopoetik islevinin bu donemde c¢ok yiliksek olmasi ve icerdigi
sinlizoid sayisinin yiiksekligine baglhdir. Son trimesterda azalan hematopoietik

aktivite, dogum sonrasi, birka¢ hematopoietik hiicre adasi ile sinirl kalir (71,77-79).

2.3.2. Karacigerin histolojisi

Tunica fibrosa hepatis, karacigeri distan sardiktan sonra, icerisine girerek
karacigeri kiiciik lobiillere ayirir ve portal alanda capsula fibroza olan Glisson kapsiilii
olarak devam eder. Bu yapiyla portal alanda bulunan yapilari daha yogun sarilir.
Karaciger lobiillerinin hegzagonal yapisindan Gtiirii, longitudinal kesitlerde karaciger

dokusu poligonal sekilde goriiliir (80,81)

Yiiksekligi ve ¢apt yaklasik 2 mm olan her bir lobiiliin birbiri ile temas ettigi
alanda, Glisson tli¢geni adi verilen, bag dokusundan olusan sahalar bulunur. Altigen
sekilli lobiiliin koseleri portal alan1 barindirir. Buradaki, a. hepatica propria’nin dali,v.
porta hepatis’in dali, safra kanali, sinir ve lenf damarim1 igeren besli yapiya da portal
pentat ad1 verilir (82). Bunlar, v. porta’nin dali olan olan vv. interlobulares, a. hepatica

propria’'nin u¢ dallar1 olan aa. interlobulares ve safra kanallarmin bir kismini



olusturanin ductus interlobularis’tir. Portal alandaki siniizoidler hiicre kordonlari
(hepatik kord, muralium) arasindaki mesafeyi doldurur. Bu sinuzoidler vv.
interlobulares ile v. centralis arasini lobuluslar igerisinde ilerleyerek birlestirir.
Retikuloendotelial sistemin elemanlar1 olan endotel ve Kuppfer hiicreleri siniizoidlerin
i¢ duvarinda bulunur. “Disse aralig1” ise kollajen fibrillerin oldugu ve daha az yogun
hiicre dis1 matriks i¢eren alan olup, hepatosit membrant ile sinuzoid endoteli arasindaki

mesafe denir ve yaklagik 0,3- 0,5 pm genisligindedir (83-86).

2.1.3. Karacigerin anatomisi

Gastrointestinal sistemin bir pargest olan karaciger, yaklasik 1.2-1.6 kg
agirlginda, batinda sag iist kadran yerlesimli, solid bir organidir. Sag kostal sinir,
karacigerin alt hizasinin iz diislimiine denk gelir. Diyafragma ise karacigerin apikal
yiizeyini ¢evreler. Karaciger, posteriorda ise inferior vena kavanin (IVK) iizerinde
seyreder. Sonug olarak, sag lobun biiyiik bir kismui ile sol lob, kot kafesi icerisinde

yerlesir ve etrafi fibroz bir bant olan Glisson kapsiilil ile ¢evrelenir (87,88).

Karaciger ylizeyini kaplayan periton, arka hepatik yiiz, kese yatagi ve porta
hepatis disindaki alanlar1 orterek olusturdugu katlantilar ile karaciger yilizeyindeki
ligamentleri olusturur. Lateral sinirlarda ise sag ve sol triangular ligamentler de
koroner liament olarak adlandirilan diyafragmatik peritoneal katlantiyla olusur.
Karaciger anteriorunda diyafragmadan abdominal duvar boyunca umblikusa dogru
uzanan falsiform ligament , ince bir membran olarak koroner ligamandan c¢ikarak
meydana gelir. Oblitere umblikal ligament olan Ligamentum Teres hepatis (lig.
Rotundum), umblikustan umblikal fissiire dogru falsiformun inferiorundan devam
eder. Karacigerin sol alt yilizeyine denk gelen umblikal fissiir ve sol portal pedikiilii
igerir. Karacigerin sol posterior yiiziinde yer alan ligamentum venozum ise, sol portal
venden IVK’ye dogru uzanan bir fissiir icerisinde bulunur. Bu saydigimiz ligamentler,
karacigeri batin icerisinde sabitlemektedir (Sekil 1 ve 2). Karaciger, duodenuma dogru
uzanan hepatoduodenal ligament ve mide kiigiik kurvaturuna dogru uzanan
gastrohepatik ligament araciligi ile de merkezde yerlesir. Porta hepatisin saginda,
omentum minusa agilan bosluk foramen Winslowi (epipliok foramen) olarak
adlandirilir. Bu yapinin 6nemi, pringle manevrasina olanak taniyarak ve karacigerin

kan akiminin kontrol edilmesini saglamasidir (87,88).



Divafragma
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Sekil 1 : Karacigeri sabitleyen ligamentler

Foramen
Winslow

Sekil 2: Karacigerin anatomik goriiniimii, hepatogastrik

ve hepatoduodenal ligamanlar (87)



2000 yilinda yapilan Brisbane toplantisinda evrensel terminoloji i¢in hazirlanan
oneri, Uluslararasi Hepato-Pankreato-Biliyer Birligi (IHPBA) onciiliigiinde kabul
edildi. Brisbane 2000 terminolojisi olarak bilinen bu sistem ve vaskiiler-biliyer
anatomiye dayali ayrimlar1 icermektedir (82). Karacigerin anatomisi fonksiyonel
olarak portal tiradlar ile beslenen sekiz segmentten olusmaktadir. ilk olarak 1957'de
Goldsmith, Woodburne ve Couinaud tarafindan tanimlananan sag karaciger ve sol
karaciger terimleri ise, sag ve sol lob terimleri yerine kullanilmistir (88). Sag ve sol
karaciger ayrimina ana klavuz; Cantle ¢izgisi olarak ta bilinen, orta hepatik ven
izdiisimiine denk gelen; safra kesesi yatagindan vena kavanin soluna

dogru oOn-arka olarak uzanan ¢izgidir (88).

Sag karaciger, anterior sektor (segment V ve VII) ve posterior sektor (segment
VI ve VII) olarak sag hepatik venden gegen ayrim hatti ile ikiye boliintir (Sekil 3).
Anterior ve posterior pedikiillere ayrilan sag portal pedikiil de sektorlere ulasir (88).
Sol karacigerin inferior yiiziinde ligamentum teres hepatisin ilerledigi, falciform
liamentinde birlestigi, umblikal fissiir adi verilen bir sulkus bulunmaktadir. Umblikal
fissiir icerisinden, sol karacigere dallar veren sol portal pedikiil (sol portal ven, hepatik
arter ve safra kanali) gecer. Bu ayrim hatti ile sol karaciger dokusu anterior (segments
III ve IV) ve posterior (segment II, yalnizca bir segment iceren tek sektdr) sektorlere

ayrilmig olur (87,88).

Karacigerin dorsal pargasi olan Segment I’e denk gelen kaudat lobun ise, safra
drenaj1 ve vaskiiler girisleri hem sag hem de sol pedikiillerden olur. Ven6z doniiste

direkt IVK’ya olmaktadir (88).
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Sekil 3: Karacigerin segmentleri (89)

Karaciger kan akimmin yaklasik %75°1 portal venden, %25’1 ise hepatik
arterden olur (87). Klasik hepatik arter ¢ogu zaman ¢olyak trunkustan kdken alir (Sekil
4) ancak bu anatomi ¢esitli varyasyon igerebilmektedir. Siiperior mezenterik arterden

koken alabilecegi gibi her ikisinden de koken alabilmektedir (90).

Ana hepatik arter pankreas iist sinirindan anterolateral saga dogru seyreder ve
pankreas boyun hizasindan inferiora dogru gastroduodenal arteri (GDA) verir. Buranin
distali arteria hepatika propria olarak adlandirilir. Cesitli varyasyonlari olan sag gastrik

arter de, siklikla arteria hepatika propriadan ayrilir (87,90).

Hepatik hilus diizeyinde arteria hepatika propria dallanmaktadir. Sistik arter ise
%095 oranda sag hepatik arterden hiler alana giris yapmadan ¢ikar, ana hepatik kanalin

posteriorunda Calot tiggenine dogru bir seyir izler ve burda safra kesesine gelir (90).



Varyant hepatik arteriyel anatomi, klasik anatomiye ragmen %24-45 orani ile
oldukca yaygindir (Sekil 5 ve Tablo 1). Haliyle optimal cerrahi teknik i¢in aberran
vaskiiler yapilar1 ve bunlarin anatomik seyrini bilmek gerekmektedir. Aksesuar hepatik
arterler ise, klasik beslenmeye ek olarak karaciger boliimlerine ek arteryel beslenme
saglamaktadir. Normal anatomik beslenme olmadan karacigere tek arteryel beslenmeyi

ifade eden replace arterlerin de cerrahi anatomide taninmasi elzemdir (90).

Sistik kanal Kaudat lob,

Diyafragma,
sag krus

Sol gastrik
arter

Inferior vena
kava

ortak (common)
hepatik arter
Sag gastnk

~ arter

Gastro-

duodenal
arter

.......

Safra kesesi, Safra Sﬁpetior Sag gastro-
kanali Pankreatiko-  epiploik arter
fls duodenal
arter

Sekil 4: Hepatik arter anatomisi (90).

Replace sol hepatik arter: %10-20 Replace proper hepatik arter: %4

M/t

m .
hepatik arter: %10-15 Sol gastrik arter

Siiperior mezenterik arter

Siiperior mezenterik arter
veyaaorta

Sekil 5: Hepatik arter varyasyonlari (83).
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Hiatt ve arkadaglari, karaciger nakil dondrlerinin olusturdugu 1000 vakalik
caligmalarinda, hepatik arteriyel anatomiyi alt1 tip olarak (Tablo 1) tanimlamislardir

91).

Tip Arteriyel Anatomi Sikhg

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

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

Tablo 1: Hepatik arter anatomi tipleri ve goriilme oranlart (90,91).

Yiksek akis hizi sayesinde, postkapiller ve biiyiik Ol¢lide oksijensiz olasina
ragmen, portal akim oksijenizasyonun %50 ile %70'ini saglar. Portal venoz sistemde
valv olmamasi, diisiik basingta yiiksek akim saglamaktadir. Bu sayede, sistem boyunca

herhangi bir noktada portal ven basincinin 6lgiilebilmektedir (88).

Saglikli bireylerde 3-5 mmHg olan portal ven basincinin artmasi durumunda
Ozefageal ve gastrik varisler olusturabilmekte ve hayati tehtid edici ciddi kanamalara

yol acabilmektedir (87).

SMV ve splenik venin birlesimi ile pankreas boyun posterior diizeyinde portal
ven olusur. Koroner ven ise, portal vene, splenik vene veya her ikisinin birlesim
diizeyine acgilabilir (Sekil 6 ve 7). Portal venin uzunlugu ortalama 5.5-8 cm, ¢ap1 da

yaklasik 1 cm civarindadir (88).
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Inferior mezenterik
ven

Stiperior mezentenk ven

Sekil 6: Portal venin anatomisi (87).

Sol portal venin
umblikal pargasi

Sekil 7: Portal venin dallanmas1 (87).
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Karacigerin hepatik venleri, sag, orta (middle) ve sol hepatik venler olmak
iizere, oblik bir seyir izleyerek suprahepatik olarak IVK’ ya ve sag atriuma déner.
Karaciger alt yiiziinden de tipk1 kaudat lob gibi direkt IVK’ya drene olan ayr ,kisa,
kiiclik hepatik venler bulunmaktadir (87). Karacigerin lenfatik drenajinin  %80’lik

kismin1 portal olmak iizere, sublobar ve yiizeyel lenfatikler ile olmaktadir (90).

Genel olarak lobuler model iizerinden yapilan karacigerin mikroanatomik
tarifinde (Sekil 8), lobiiller 1-2 mm capinda, hekzagonal yapida ¢evresi portal triad ile
simirl, merkezinde hepatik venin terminal dalinin  bulundugu alan olarak

tanimlanmuistir (91,92).

T 2 Penetre olan damarlar

D5

Sekil 8: Hepatik mikroanatomi ve zonlar (92).
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Karaciger enzimlerinin serum diizeyi ve bazi parametreler karacigerin; hasar
durumunu, sentez durumunu ve fonksiyonu hakkinda bizlere bilgi verebilir (Tablo 2).
Baglicalarindan hepatoselliiler hasar hakkinda fikir veren KCFT, sentez fonksiyonu

gosteren alblimine ve protrombin zamanidir (87).

Karaciger hastaliklarinda laboratuar degerlendirme

Test Kategorisi Kan Olciimii

Hepatosit biitiinliigii Sitozolik hepatoseliiler enzimler

Serum aspartat aminotransferaz (AST)
Serum alanin aminotransferaz (ALT)
Serum laktat dehidrojenaz (LDH)

Biliver salgi fonksiyonu Safrada normalde salgilanan maddeler
Serum bilirubin
Total: konjuge ve unkonjuge
Direkt: sadece konjuge
Idrar bilirubini
Serum safra asitlers
Plazma membran enzimler: (safra kanalikiil
hasarinda)
Serum alkalin fosfataz (ALP)
Serum gama-glutamil transpeptidaz(GGT)
Hepatosit fonksiyonu Kana salgilanan proteinler
Serum albiimin
Protrombin zamani (PT)
Parsiyel tromboplastin zamani (PTT)
Hepatosit metabolizmasi

Serum amonyak
Aminopirin solunum testi (hepatik
demetilasyon)

Tablo 2: Karaciger hastaliklarinda laboratuar parametreleri (92).

Diger memeliler gibi multilobiile yapida olan sigan karacigerleri dort ana
lobdan olusur ve insanlardaki gibi portal beslenmeye gore adlandirilir (Sekil 9) ve tipki

insanlardaki gibi vaskiiler varyasyonlar icerir ancak bilier kese yoktur (93).
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Rat Liver Rat Liver

Sekil 9: Siganlarda karaciger anatomisi (93).

3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (DUHADEK)’nda
24/02/2022 tarih ve 1 sayil1 karar ile etik yonden uygun bulunarak 2021/38 protokol

numarastyla yapilmistir.

Calismada Dicle Univeritesi Sabahattin Payzin Arastirma Merkezi’nden temin
edilen (DUSAM) 8-10 haftalik, 320-400 gramlik, 28 tane Wistar Albino tiirii disi
ratlar kullanildi. Calismanin deneysel béliimii DUSAM hayvan bakim merkezinde;

histolojik doku takipleri ve analizler Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
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Embriyoloji Arastirma Laboratuvarinda, biyokimyasal incelemeler ise Dicle

Universitesi T1p Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda yapildi.

3.1. Kadmiyum’un Uygulanmasi

Kadmiyum kloriir (CdC1,XH,0) (Tiirkiye, Istanbul), 15 mg/kg doz ile gavaj
yardimiyla tek doz olarak oral (p.o.) verildi (94).

3.2. Borik Asit’in Uygulanmasi

Borik asit (Tiirkiye, Bursa) satin alinarak giinliik 200 mg/ kg doz ile 7 giin siireyle
intraperitonal (i.p.) verildi. Uygulanan borik asit dozunun Oliimciil veya toksik
olmadigi  bilinmektedir. Ayrica oral, subkutan ve intravendz olarak

uygulanabilmektedir (95-97).

3.3. Deney Hayvanlar1 Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Calisma, ortalama 8-10 haftalik, yukarida 6zellikleri belirtilen sicanlar iizerinde
yapildi. Paslanmaz ¢elik kafeslerde 22+2 °C de, % 50 nemli ortamda onikiser saatlik
giinisi@i-karanlik dongiisiinde normal diyet ile herhangi bir hareket kisitlamasi
yapilmaksizin adlibitum beslendi. Yemler; c¢elik kaplarda, sular1 ise; cam
biberonlarda ¢cesme suyu olarak verildi. Ratlar havalandirmali ve 6zel kafeslerde 7°1i
gruplar halinde 4 grup olarak ayrildi. Davranissal degisiklikleri, fiziksel goriintimleri
giinliik olarak gozlemlenip kaydedildi. Her bir sican ayri ayr tartilip agirliklar

belirlenerek, literatiirlere uygun hesaplanan ilag¢ dozlar1 uygulandi.

Grup 1 (n=7): Kontrol grubu, haliyle takip edilip isleme tabi tutulmadi. Deneyin 7.
giiniinde hayvanlar ekzanguinasyon ile sakrifiye edilip, karaciger dokusu ve kan

ornekleri inceleme amaciyla alindi.

Grup 2 (n=7): Kadmiyum (Cd) grubu olup, deneyin ilk giinii tek doz Cd 15
mg/kg’dan gavajla oral verildi. Deneyin 7. giinline kadar baska higbir ilag verilmeden
beklenildi ve deney sonunda ratlar ekzanguinasyon ile sakrifiye edilip, kalpten alinan

kan ornekleri ve karaciger doku 6rneklemesi yapildi.
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Grup3 (n=7): BA grubu olup, borik asit giinliik 200 mg/kg doz ile i.p. olarak 7 giin
siireyle yapildi. Bu siirenin sonunda hayvanlar ekzanguinasyon ile sakrifiye edilip,

kalpten alinan kan 6rnekleri ve karaciger dokusu inceleme amaciyla alindi.

Grup 4 (n=7): Kadmiyum + Borik asit grubu (Cd+BA) olup, Cd 15 mg/ kg p.o.
gavajla tek doz olarak verilip, hemen arkasindan tedavi amacli BA baglandi. Borik
asitte 7 giin siireyle giinlilk 200 mg/kg doz ile 1.p. verildi. Deneyin 7. giiniinde
hayvanlar ekzanguinasyon ile sakrifiye edilip, karaciger dokusu ve kan Ornekleri

alindi. Olusan atiklar, tibbi atik protokoliine uygun toplanarak imha edild.i.

Intrakardiak olarak alman kan 6rnekleri EDTA’ll tiiplere aktarilarak, 3000 rpm
hizda 10 dakika (dk) santrifiij edildi. Elde edilen serum kisimlari iki ependorf tiipiine
ayrildi. Tiiplerden birinden ELISA kitler calistirilarak Toplam Antioksidan
Kapasitesi (TAS), Toplam Oksidan Kapasitesi (TOS) ve Malondialdehit (MDA)
diizeylerine bakildi. Ikinci ependorf tiipiinden ise karaciger fonksiyon testleri olan
Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT) ve Laktat
dehidrogenaz (LDH) diizeylerine bakildi. Cikarilan karaciger dokulart ise % 10

tamponlanmis formaldehit sollisyonuna alinarak histoloji laboratuvarina géonderildi.

3.4. Rutin Histolojik Takip

Sakrifikasyon sonrasi alinan karaciger dokular1 %10 formalin igerisinde 24 saaat
fikse edildikten sonra, dokular uygun boyutlara getirilerek kiictiltiildii ve 24 saat daha
fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 12 saat akar sudan gecirildikten sonra dehidrasyon

icin artan alkol serilerinden gegirildi (Tablo 3).

Tablo-3. Histolojik takibinin agamalari

Sira Islem Siiresi
1 % 70 ‘lik Alkol 120 dk
2 % 80 ‘lik Alkol 90 dk
3 % 96 ‘lik Alkol I 30 dk
4 % 96 ‘lik Alkol 11 30 dk
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5 % 100 ‘lik Alkol I 30 dk
6 % 100 ‘lik Alkol IT 30 dk
7 Alkol + Xylol 15 dk
8 Xylene I 25 dk
9 Xylene 11 25 dk
10 Yumusak parafin + Xylene 45 dk
11 Yumusak parafin 60 dk
12 Yumusak parafin — Sert parafin 90 dk
13 Sert Parafin 180 dk
14 Gomme

3.5. Histokimyasal Metodlar

Pozitif sarjli lamlara alinan doku Orneklerine boyama o6ncesi 1 saat 58°C’deki
etlivde parafin depolimerizasyonu saglanmistir. Etiivden alinan kesitlere, histolojik
degerlendirme i¢cin Hematoksilen & Eozin (H&E), bazal membran degisiklikleri i¢in
Periyodik asit Schiff (PAS) boyama protokolleri uygulandi.

Hasar skorlamasi olarak Camargo ve ark.’nin tanimladigr skala kullanildi (98). Bu
siral skalaya gore karaciger hasar1 5 alt gruba ayrilds;

* Grade 0: Minimal hasar veya hasar yok.
* Grade 1: Piknozis ve stoplazmik vakuoller; az miktar hasar.

* Grade 2: Nekroz olmadan sisen hepatositler, diizensizlesen interseliiler sinirlar,
sinlizoidlerin konjesyonu ve genislemesi; orta miktarda hasar.

* Grade 3: Nekroz gelisimi, hipereozinofilik sitoplazma, sinilizoidlerde artmis
konjesyon ve genisleme; orta veya siddetli hasar.

* Grade 4: Nekroz gelisimi, kanamali ve pargcalanmis hepatik kordlar, bozulmus
doku biitiinliigii; siddetli hasar.
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3.5.1. Hematoksilen& Eozin (H&E) Boyama Protokolii

Kalinligt 5 pum olan kesitler Xylolde 20 dakikalik aralarla iki defa gecirilerek
parafinden arindirildi. Ardindan azalan alkol serilerinin her birinde (%100, %100,
%96, %90, %80, %70) 5 dakika gecirilerek distile suya kadar getirildi. Cekirdek
boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonunda 6 dakika boyunca bekletildi.
Cesme suyunda 5 dakika kadar yikanan kesitler %1 alkolik Eozin de 3 dakika
boyunca boyandi. Boya fazlasindan arindirilip temizlendikten sonra artan alkol
serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100) geg¢irildi. Tekrar Xylolde 20 dakikalik
aralarla iki defa bekletilerek seffaflagtirma islemi gerceklestirildi ve Entellan ile
kapatildi. Isik mikroskobu altinda incelendi.

3.5.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokolii

Kalinligi 5 pm olan kesitler Xylolde 20 dakikalik aralarla iki defa gecirilerek
parafinden arindirildi. Ardindan azalan alkol serileriyle beser dakika bekletilerek
distile suya kadar getirildi. Kesitler PAS (BioOptica) kit prosediirii takip edilerek
boyandi. Kesitlerin iizerini Ortecek kadar A soliisyonundan dokiilerek 10 dakika
bekletildi ve ardindan distile suya alindi. Daha sonra B soliisyonundan damlatilarak
20 dakika beklendi. Kesitler distile suda yikandiktan sonra C soliisyonu damlatilip 2
dakika beklenildi ve V soliisyonu ddokiilerek yitkamadan D soliisyonu da damlatilip 2
dakika bekletildi ve distile suyla ¢alkalandi. Son olarak E soliisyonu damlatilip 3
dakika daha beklendikten sonra akar suya alind1 ve 5 dakika akar suda takip edildi.
Kesitler artan alkol serilerinden gecirilip, 2x15 dakika xylol serilerinden gegirilerek

seffaflastirild1 ve entellan ile kapatildi.

3.6. Immunohistokimyasal Metodlar

Rutin histolojik doku takibi sonrasinda karacigerden alinan kesitler APAF-1 ve
TNF-a antikorlar1 ile boyanda.
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3.6.1.Tiimor Nekrotizan Faktor-o (TNF-a) iImmunohistokimyasi

1. Kalinlig1 5 um olan kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.

2. Xylolde 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edildi.

3. Daha sonra xylolden temizleme islemi ve dehidrasyon i¢in azalan alkol serilerinin
her birinde 5 dakika bekletilip distile suya kadar getirildi.

4. Kesitler, antijen retrevial islemi i¢in etilen daimin tetraasetik asit (EDTA)
soliisyonuna alind1 ve mikrodalga firinda 3x6 dakika 1sitildi.

5. Kesitler mikrodalga firindan alinarak 15 dakika oda sicakliginda soguma islemine
alindu.

6. Kesitler 3x5 dk tamponlanmis fosfat salin (PBS) cozeltisi i¢ine alinarak yikama
islemi gerceklestirildi.

7. Yikama islemi sirasinda kesitlerin kurumamasi i¢in immunohistokimya bari
hazirlanip nemli bir ortam saglandi. Ardindan hidrofobik kalem ile kesitlerdeki
dokular ¢izilip bara dizildi.

8. Kesitlerin iizerine metanol ile hazirlanmis %3’ liik hidrojen peroksit damlatilarak
20 dakika siireyle endojen peroksit blokaji gergeklestirildi.

9. Kesitler PBS’e alinarak 3x5 dakika siireyle yikandi.

10. Kesitlere Ultra V Block solusyonunda (Thermo) damlatilarak 7 dakika boyunca
inkiibe edildi. Ardindan Blocking soliisyonu kesitlerden uzaklastirildi.

11. Yikama isleminden gecirilmeden Ornekler antibody diluent ile 1/250 oraninda
diliie edilen primer antikor TNF-a (Santa Cruz) ile +4 °C’de gece boyunca
inkubasyona birakilda.

12. Ertesi giin kesitler oda 1sisinda (28 °C) 1 saat ek inkiibasyona tabi tutuldu. Daha
sonra kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandu.

13. Anti rabbit sekonder antikor ile kesitler (Thermo) 30 dakika siireyle inkiibe
edildi.

14. Sekonder antikordan alinan kesitler PBS ile 3x5 dakika siireyle yikandi.

15. Kesitler streptavidin peroksidaz (Thermo) yardimiyla oda 1sisinda 30 dk boyunca
enzimi baglamak amaciyla inkiibasyona tabi tutuldu.

16. Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu sonrasi1 PBS ile 3x5 dk yikandi.

17. Kesitler 3,3'diaminobenzidine (DAB) kromojen (Thermo) ile reaksiyona tabi

tutuldu.
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18. Reaksiyonun gozlendigi ve spesifik tutunumun izlendigi mikroskobik incelemede
kesitler PBS’e alinarak reaksiyon sonlandirildi.

19. Kesitler 40 saniye siireyle Mayer Hematoksilen ile zit boyamaya yapildi.

20. Cesme suyunda 5 dakika kadar yikama islemi gergeklestirildi.

21. Kesitler beser dakikalik artmis alkol serilerinde bekletildi.

22. Kesitler Xylol’de 2x15 dakika bekletilerek seffaflandirma islemi gergeklestirildi.
23. Ardindan entellanla kapatilan kesitler ve kurumaya birakilmis oda isisindaki

kesitler sonrasinda analiz amactyla iistli kapatilmig lam kutularinda saklandi.

3.6.2. APAF-1 immunohistokimyasi

1. Pozitif sarjli lamlara alinan 5 um lik kesitler Xylolde 2x15 dakika bekletilerek
deparafinize edildi.

2. Kesitler xylolden temizleme islemi ve rehidrasyon i¢in azalan alkol serilerinin her
birinde 5 dakika bekletilip distile suya getirildi.

3. Kesitler, 6.0 ph a sahip sitrik asit tamponu (2100 mg sitrik asit+ 0,9 1 distile sudan
olusan) i¢ine antijen retrevial islemi i¢in alinarak 750 watt’lik mikrodalga firinda 10
dk boyunca bekletildi.

4. Kesitler mikrodalga firindan alinarak 20 dakika oda sicakliginda soguma islemine
alind.

5. Kesitler 3x5 dakika tamponlanmis fosfat salin (PBS) ¢dzeltisi i¢ine alinarak
yikama islemi gerceklestirildi.

6. Yikama islemi sirasinda kesitlerin kurumamasi i¢in immunohistokimya bari
hazirlanip nemli bir ortam saglandi. Ardindan hidrofobik kalem ile kesitlerdeki
dokular ¢izilip bara dizildi.

7. Kesitlerin iizerine metanol ile hazirlanmis %3’ liik hidrojen peroksit damlatilarak
25 dakika siireyle endojen peroksit blokaj1 gerceklestirildi

8. Kesitler PBS’e alinarak 3x5 dakika stireyle yikandi

9. Kesitlere Ultra V Blocksolusyonunda (Thermo) damlatilarak 7 dakika boyunca
inkiibe edildi. Ardindan Blocking soliisyonu kesitlerden uzaklastirildi.

10. Ornekler yikamaya alinmadan antibodydiluent (Thermo) ile 1/100 oraninda diliie
edilen APAF-1 antikoru (Santa Cruz) ile +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

11. Ertesi giin kesitler oda 1s1sinda (28 °C) 1 saat ek inkiibasyona tabi tutuldu.

12. Daha sonra kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandi.
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13. Kesitler biyotinli rabbit sekonder antikoru ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

14. Sekonder antikordan alinan kesitler PBS ile 3x5 dakika siireyle yikandi.

15. Kesitler streptavidin peroksidaz yardimiyla oda 1sisinda 40 dakika boyunca
enzimi baglamak amaciyla inkiibasyona tabi tutuldu.

16. Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu sonrasi PBS ile 3x5 dakika yikandi.

17. Kesitler 3,3'diaminobenzidine (DAB) kromojen ile reaksiyona tabi tutuldu.

18. Reaksiyonun gozlendigi ve spesifik tutunumun izlendigi mikroskobik incelemede
kesitler PBS’e alinarak reaksiyon sonlandirildi.

19. Kesitler 40 saniye siireyle Mayer Hematoksilen ile zit boyamaya yapildi.

20. Cesme suyunda 5 dakika kadar yikanan kesitler beser dakikalik artmis alkol
serilerinde bekletildi.

21. Kesitler Xylol’de 2x10 dakika bekletilerek seffaflandirma islemi gergeklestirildi.
22. Ardindan entellanla kapatilan kesitler ve kurumaya birakilmis oda 1sisindaki

kesitler sonrasinda analiz amaciyla iistii kapatilmis lam kutularinda saklandi.

Immunohistokimyasal incelemelerde olusan karaciger dokusu hasar1 Histoskorlama

ile skorlanip, olusan hasarin derecesi belirlendi.

Immiinreaktivitenin yaygmhgi; 0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-
100.

Immiinreaktivitenin siddeti; 0: yok, + 0.5 : cok az, +1 : az, +2: orta, +3 : siddetli

olarak belirlendi.

Histoskor = Yayginlik ile siddetin ¢arpima ile belirlendi (99).

3.7.Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Bu metod serbest radikaller karsisinda canlinin antioksidan marjini dlger. Bu
caligmada tiim gruplardaki ratlardan alinan vendz kan 6rnekleri EDTA’D tiiplere
aliarak, 3000/dak devirde 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlendi. Ayrilmis
plazma ornekleri -80°C’de calisma zamanina dek bekletildi. Serum ornekleri ve
kitler de galisma Oncesi oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Orneklerde TAS
umol/L miktarlar1 Rel Assay Diagnostic Tiirkiye kitiyle calisildi. TAS pmol/L
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(mikromolar/litre) Olgii birimi olarak pmol/L ve okuma cihazi olarak Beckman
Coulter marka AUS5800 model cihaz kullanildi. Gelistirilmesi Erel araciligiyla
yapilmis tam otomatik metod kullanildi (100).

3.8.Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Bu ¢aligmada tiim gruplardaki ratlardan alinan vendz kan oOrnekleri EDTA’l1
tiplere alinarak, 3000/dak devirde 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlendi.
Ayrilmis plazma oOrnekleri -80°C’de ¢alisma zamanina dek bekletildi. Calisma
baslamadan 6nce Kkitlerin ve serum Orneklerinin oda 1sismma (+25 °C) gelmesi
beklendi. Orneklerde TOS miktarlar1 Rel Assay Diagnostic Tiirkiye kitiyle ¢alisildi.
TOS’un ol¢li birimi olarak mmol/L (milimolar/litre) ve okuma cihazi olarak
Beckman Coulter marka AUS5800 model cihaz kullanildi. Gelistirilmesi Erel
araciligiyla yapilmis tam otomatik metod kullanildi (101).

3.9. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Ol¢iimii

Oksidatif Stres Indeksinin &l¢iimii, asagidaki formiile gore hesaplandi (102).

OSI=TOS (umol H,O,eqv/1) / TAS (mmol Trolox eqv/l) x 100.

3.10. Kan Serum Malondialdehit (MDA) Degerlerinin Olgiilmesi

Intrakardiyak alinan kan 6rnekleri 15 dakika boyunca 3000 rpm“de santrifiijlendi.
Olusan plazma farkl tiipe alinarak MDA analizi amaciyla -80°C de muhafaza edildi.
MDA analizi yapilirken;

2.5 ml % 20’lik trikoloroasetik asit (TCA) eklenmis 0.5 ml plazma 6rnegi vortexle
karistirildi. Miiteakiben, 1 ml % 0.6’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) eklenmis 6rnegin
10 dakikalik vorteks ile karistirilmasi sonrasi yarim saatlik siireyle kaynamis suda
tutuldu. Sogumus karisimdaki absorbans miktarlari, spektofotometrede 532 nm
olarak olciildii. Veriler seyreltme faktorleri ve ekstinksiyon katsayisi (1.56x105) ile

isleme alinarak (pumol/l) olarak degerlendirildi.
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3.11. Karaciger Fonksiyon Testleri

Ayrilmig serum 6rneklerinde ALT, AST ve LDH diizeylerine bakildi.

3.12.Morfolojik ve Istatistiksel Analiz

Istatistigi SPSS for Windows version 20 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
programinda yapilan veriler Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi. Sonuca gore kriter
olarak basiklik (kurtosis) ve carpiklik (skewness) sonuglarinin -1,5 ve +1,5 arasinda
bulunmasi ve Shapiro-Wilk testinin p>0,05 olmasi normal dagilim olarak baz alindi.
Normal dagilim gostermeyen verilere ise Kruskal Wallis-H testi uygulandi. Anlaml
cikan degiskenler arasindaki farkliliklarin tespiti igcin Mann Whitney-U testi yapildu.

Degerin p<0.05 olmas1 anlamli olarak degerlendirildi.

4. BULGULAR

Karaciger Enzimlerinin Analizi

AST degerlerinin istatistiksel analizinde Kruskal Wallis-H testi anlamli
oldugundan (p=0.07), karsilastirma i¢cin Mann Whitney-U testi yapildi. Testin
sonuglarina baktigimizda Cd grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel farkin
anlamli oldugu (p=0.004), Cd ile Cd+BA grubu (p=0.006) arasindaki istatistiksel
farkinda anlamli oldugu ve ortalamanin en yiiksek ortalamanin Cd grubunda oldugu
izlendi (p<0.05, Tablo2, Sekil 12). Cd grubunun AST degeri 194.42 U/L olarak
bulunurken, Cd+BA grubunda bu deger 110.57 U/L olarak izlendi (Tablo4, Sekil
10).

ALT degerlerinin istatistiksel analizinde Kruskal Wallis-H testi anlamli
olmadigindan (p=0.258) gruplar aras1 karsilastirma yapilmadi (p>0.05, Tablo4, Sekil
11).
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LDH degerlerinin istatistiksel analizinde ise; Kruskal Wallis-H testi anlamli
bulundu (p=0,01). Mann Whitney-U testi sonuclarina baktigimizda Cd grubunun
LDH degeri kontrol grubundan daha yiiksek oldugu goriiliirken (p=0.002), kontrol
grubu ile BA (p=0.949) ve kontrol grubu ile Cd+BA (p=0.064) grubu arasinda
anlaml fark olmadigr goriildii. Ayrica Cd grubunun LDH degerleri Cd+BA
grubundan anlamli derecede yiiksek izlendi (p=0.003). Cd grubunda LDH degeri
1355.85 U/L iken Cd+BA grubunda bu deger 543.00 U/L olark goriildii (Tablo4,
Sekil 12).

Tablo 4. Karaciger Enzimleri (AST, ALT, LDH)’nin Ortalama+ Standart Sapma

Degerleri.

Gruplar |AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
Kontrol | 104.28+9.44° 45.57+7.48"P 393.57+131.58°
cd 194.42+47.66%¢ 58.28421.634P 1355.85+377.75%¢
BA 106.85+12.10*° 39.85+5.454P 429.714229.60°
Cd+BA |110.57+34.36° 42.14+7.19”P 543.00+116.89°

Cd; Kadmiyum grubu, BA; Borik asit grubu. AD; Anlamli degil, a; Kontrol grubundan farkli, b; Cd
grubundan farkli, ¢; BA grubundan farkli, d; Cd+BA grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 10: Istatistiksel analizi yapilan AST degerlerinin ortalama analizi.
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Sekil 11: Istatistiksel analizi yapilan ALT degerlerinin ortalama analizi.
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Sekil 12: istatistiksel analizi yapilan LDH degerlerinin ortalama analizi.

TAS ve TOS ve OSI Analizi

Istatistiksel analizi yapilan TAS degerlerinin normallik incelemesinde Shapiro
Wilk testi normal dagilim gosterdi. Bunun sonucundan ANOVA testi yapildi fakat
testin sonucunda TAS degerlerinin istatistigi anlamli bulunamadi (p>0.05, Sekil 13,

Tablo 5).

TOS degerlerine bakildiginda ise; TOS degerleri normal dagilim
gostermediginden Kruskal Wallis- H testi uygulandi (p=0.001). Gruplar arasi
karsilastirmada ise; en yliksek ortalamanin Cd grubunda oldugu goriiliirken, Cd
grubu ile Cd+BA grubu kiyaslandiginda anlamli fark goézlendi (p=0.002). Cd
grubunun TOS degeri 178.21(mmol) iken Cd+BA grubunun TOS degeri 32.10
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(mmol) olarak hesaplandi. Cd+BA grubu ile kontrol ve BA grubu kiyaslandiginda ise
anlaml fark goriilmedi (p=0.142, Sekil 14, Tablo 5).

OSI degerlerine bakildiginda ise; TOS: TAS x100 formiilii baz alinarak
hesaplandi. Bunun sonucunda ise; Kruskal Wallis-H testi (p=0.001) anlamli
oldugundan gruplar aras1 karsilagtirmada Cd grubu ile kontrol grubu, BA grubu ve
Cd+BA grubu kiyaslandiginda istatistiksel anlamli fark gozlendi (p=0.002). Cd
sonrasi uygulamis oldugumuz BA, TAS degerlerine olumlu etki gostermese de OSI
olumlu yonde etkilemisti. Cd grubunun OSI degeri iken Cd+BA grubunda (p>0.05,
Tablo 5).
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Sekil 13: Istatistiksel analizi yapilan TAS degerlerinin ortalama analizi.
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Sekil 14: Istatistiksel analizi yapilan TOS degerlerinin ortalama analizi.

MDA Analizi

MDA degerlerinin istatistiksel analizinde; en yiliksek ortalamanin 1.63 ile Cd
grubunun sahip oldugu goriliirken, diger calisilmis gruplara kiyasla aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu izlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile BA grubu
arasindaki istatistiksel farkin (p=0.442) oldugu ve yine kontrol grubu ile Cd+BA
grubunun arasindaki istatistiksel farkin ise (p=0.565) oldugu gériildii (p>0.05, Tablo
5, Sekil 15 ). Cd grubunun MDA ortalamas1 Cd+BA grubundan anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0.05). Cd sonrasi uygulamig oldugumuz borik asit, ratlarin MDA

degerlerine olumlu etki gostermisti.
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Sekil 15: Istatistiksel analizi yapilan MDA degerlerinin ortalama analizi.

Tablo 5. TAS, TOS ve MDA Diizeylerinin Ortalama+ Standart Sapma Degerleri.

MDA

Gruplar | TAS (umol) |TOS (mmol) OSITOS (mmob) 1 iy

Kontrol 1.2440.274P [ 48.63+£26.34° 3929.66+2058.89° 1.1940.08°

cd 1.10+0.12°P | 178.21+46.45%9 [ 16436.02+5306.42%4| 1.63+0.24%4

BA 1.28+0.254P [ 54.45+27.09° 4224.44+2112.54° 1.15+0.15°

Cd+BA 1.21£0.21°P(32.10£11.91°  [2654.42+905.59° 1.064+0.22°
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TAS — Total antioksidan kapasitesi (wmol H,0, equivalent/L)); TOS — Total oksidan kapasitesi (mmol
Trolox equivalent/L); MDA; Malondialdehit (umol/l), Cd; Kadmiyum grubu, BA; Borik asit grubu.
AD; Anlamli degil, a; Kontrol grubundan farkli, b; Cd grubundan farkli, ¢; BA grubundan farkli, d;
Cd+BA grubundan farkli (p<0.05).

Histopatolojik Degerlendirme

Karaciger dokular1 biitiin gruplar icin tek tek 1s1k mikroskobu altinda
incelendiginde meydana gelen hasarin istatistiksel analizi sonucu; Kruskal Wallis- H
testi anlamli ¢iktigindan kiyaslama i¢in Mann Whitney- U testine gecildi (p<0.05).
Bunun sonucunda Cd grubunun histopatolojik skorlamasinin Cd+BA grubundan
anlamli derecede yiiksek olugu izlendi (p=0.002). Cd verilen grupta KC hasar skoru
3.14 iken Cd+BA brubunda 2.14 olup aralarindaki fark anlamliydi (p<0.05). Cd+BA
grubunun karaciger hasar skorlamasi ile kontrol ve BA gruplar1 arasinda anlmal1 fark

kiyaslaninca belirgin fark gozlenmedi (p=0.001) (»>0.05, Tablo 6, Sekil 16 ).
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Sekil 16: Istatistiksel analizi yapilan karaciger hasari skorlamasinin ortalama grafigi.
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Karaciger dokularmin H&E boyamasinin ardindan yapilan mikroskobik
incelemede; kontrol ( Sekil 17) ve BA (Sekil 18 ) gruplarinda karaciger dokular
normal histolojik goriiniimde oldugu izlendi. Kontrol ve BA gruplari ile kiyaslaninca
Cd (Sekil 19) grubunun karaciger dokularinda hemoraji, konjesyon, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, vena sentraliste dejenerasyon, hepatosit ¢ekirdeklerinde piknozis,
sinilizoidal aralikta dilatasyon benzeri histopatolojik bulgular izlendi. Cd+BA (Sekil
20) grubunda ise olusan patolojik degisikliklerin diizelmeye basladig1 fakat
konjesyonun devam ettigi, kontrol ve BA grubuna benzer goriiniimde bir hal almaya

basladig1 izlendi.

Karaciger dokularinin PAS boyamasinin 151k mikroskobuyla degerlendirilmesi
sonucunda; kontrol ve BA grubundaki glikojen yogunlugu hemen hemen ayni iken
(Sekil 21, 22), hepatosit glikojen yogunlugu Cd grubunda diger ¢alisma gruplarina
kiyasla belirgin oranda azaldig: izlendi (Sekil 23). Cd+BA grubunda Cd grubuna
kiyasla glikojen kaybi daha az izlendi (Sekil 24).

Sekil 17: Normal goriiniimde hepatik doku mikrografi (H&E, Bar 50 um).
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Sekil 18: BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Kontrol grubu ile benzer,
normal goriiniimde hepatik doku (H&E, Bar 50 um).

Sekil 19: Cd grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Siniizoidal dilatasyon (kirmizi

ok), vena sentraliste dejenerasyon (sar1 ok), hepatosit ¢ekirdeklerinde piknozis (siyah

ok) (H&E, Bar 50 um).
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Sekil 20: Cd+BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Konjesyonun devam
ettigi (yesil ok), vena sentralisteki dejenerasyonun rejenere olmaya bagladigi (sar1
ok), siniizoidal dizilimdeki dilatasyonun iyilestegi ve normale yakin bir goriiniim

aldig1 izlendi (kirmizi ok) (H&E, Bar 50 um).

Sekil 21: Kontrol grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS pozitif (+)

hepatositler, normal goriiniimlii glikojen yogunlugu (kirmizi ok) (PAS, Bar: 100
pum).
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Sekil 22: BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS (+) hepatositler,
kontrolle ayn1 yogunlukta glikojen yogunlugu (kirmizi ok) (PAS, Bar: 100 pum).

Sekil 23: Cd grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. Hepatositlerde glikojen kayb1
(kirmizi ok) (PAS, Bar: 100 um).
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Sekil 24: Cd+BA grubuna ait karaciger dokusu mikrografi. PAS (+) hepatositler
(kirmiz1 ok) (PAS, Bar: 100 pm).

Immunohistokimyasal Degerlendirme

Karaciger dokusunda meydana gelen immiinolojik degisiklikler histoskor olarak
hesaplandiginda; Kruskal Wallis- H testi anlamli ¢iktigindan Mann Whitney- U
testine gecildi (p<0.05). Gruplar arasi karsilagtirmada olusan istatistiksel fakliliklar
Tablo 6’ de ozetlendi. En siddetli hasarin Cd grubunda (hasar skoru; 3.14+0.3)
olustugu izlenirken, Cd+ BA grubunda olusan hasarin (hasar skoru; 2.14+0.3)
yayginligt ve siddeti ise Cd grubuyla kiyaslandiginda anlamli oranda diisiik izlendi
(p=0.002) (Tablo 6, Sekil 25 ve 26).
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Sekil 25: Istatistiksel analizi yapilan karaciger dokusu TNF-a pozitif immiin

reaktivitenin ortalama grafigi.
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Sekil 26: istatistiksel analizi yapilan karaciger dokusu APAF-1 pozitif immiin

reaktivitenin ortalama grafigi.

Dokular 151k mikroskobu altinda incelendiginde; hem TNF-a hem de APAF-1
reaksiyonlarmin kontrol (Sekil 27 ve 28) ile BA (Sekil 29 ve 30) grubunda oldukga
az sayida pozitif ekspresyonlar verdigi goriildii. Cd (Sekil 31 ve 32) grubunda ise
yogun pozitif TNF-a ve APAF-1 ekspersyonlart izlendi, Cd+BA (Sekil 33 ve 34)
grubunda ekspresyonlarin Cd grubuna kiyasla hafifledigi fakat, kontrol veya BA
grubu kadar da hafiflemedigi goriildii.
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Tablo 6. Karaciger Hasar1 Skorlamasi, TNF-a ve APAF-1 Histoskorlamas1 Alinan

Dokularin Istatistiksel Analizinin Tespitiyle Belirlenmis Ortalama + Standart Sapma

Degerleri.
TNF-o, APAF-1
CRUPLAR gﬁ&éﬁiﬁ HISTOSKORLAMA |HISTOSKORLAMA
Kontrol 0.00£0.00™ 0.0120.02"¢ 0.0120.00 ™
cd 3.14+0.37%%¢ 2.10+0.60*¢ 0.32+1.45 %4
BA 0.14+0.37"¢ 0.02:£0.02"* 0.02+0.01 "
Cd+BA 2.1440.37"¢ 0.710.25%>¢ 0.13+0.62 "¢

Cd; Kadmiyum grubu, BA; Borik asit grubu.a; Kontrol grubundan farkli, b; Cd grubundan farkli, c;

BA grubundan farkli, d; Cd+BA grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 27: Kontrol grubunun hepatik dokusunun immunohistokimya mikrografi.
TNF-a pozitif ekspresyonlarin yayginligi olduke¢a hafif ve siddeti ise ¢cok az olarak
izlendi. Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50

pm.
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Sekil 28: Kontrol grubunun hepatik doku immunohistokimya mikrografi. APAF-1
pozitif ekspresyonlarin yayginligi oldukga hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak izlendi.
Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pm.

Sekil 29: BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi. TNF-a
pozitif ekspresyonlarin yayginligi oldukca hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak izlendi.
Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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Sekil 30: BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi. APAF-1
pozitif ekspresyonlarin yayginligi oldukga hafif ve siddeti ise ¢ok az olarak izlendi.
Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pm.

Sekil 31: Cd grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi. TNF-a
pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yaygmligi yaygin diizeyde izlendi (sar1 ok).
Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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Sekil 32: Cd grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi. APAF-1
pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginligi orta diizeyde izlendi (sar1 ok). Boyama:
APAF-1 immunohistokimya. Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 50 um.

s i
o e g
WM AP > ¥ : ST
Sekil 33: Cd+BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi. TNF-
o pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginligi az diizeyde izlendi. Boyama: TNF-a

immunohistokimya. Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 50 um.
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Sekil 34: Cd+BA grubuna ait karaciger dokusu immunohistokimya mikrografi.
APAF-1 pozitif ekspresyonlarin siddeti ve yayginlig1 az diizeyde izlendi (sar1 ok).
Boyama: APAF-1 immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 50 pm.
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5. TARTISMA

Cd oldukea yaygin bir ¢evresel kirleticidir ve atmosfere ve su ortamina yayilir,
bu agir metal toksisitesi 20. Yiizyildan sonra carpici bir sekilde artmistir (103). Cd'nin
bu genis ¢evresel dagilimi, yiiksek toksisitesi ve zararli ¢evresel etkileri, karaciger,
bobrek ve farkli organlarin dokularinda asir1 derecede birikmesine ve ciddi hiicresel

hastaliklara neden olabilmektedir (104,105).

Literatiir, Cd'nin indirekt oksidatif hasar1 tetikleme yetenegine dair acik kanitlar
sunmaktadir. DNA iizerinde, sunlara yol acar: (a) hiicresel proliferasyonun
indiiklenmesi, (b) inhibisyonu apoptotik mekanizmalar ve (c) DNA onarim

mekanizmalarinin bloke edilmesi (106).

Oksidatif stresin temel molekiilii oldugu varsayilan Cd'nin neden oldugu bu
sitotoksisitenin altinda yatan temel temel neden ,Cd tiol gruplarina siki bir sekilde

baglanarak hepatotoksisiteyi arttirmasidir (107)

Bor igeren maddelerin hem canli hem de canli disindaki biyokimyasal
aktiviteleri uzun siiredir bilinmektedir (33) ve anti-kanser veya anti-inflamatuar
tedavide kullanimlart siirekli artmaktadir (34-38). Daha Once yapilan g¢aligmalarda
borik asitin inflamatuar hastalik riskini azalttig1 goriilmiistiir (39,40). Borik asidin
ayrica antioksidan (41), hepatoprotektif (32) ve anti-genotoksik etkileri (42) olduguda

bilinmektedir.

Tiirkez ve ark tarafindan serum enzimleri incelenerek aliiminyum ile
indiiklenmis hepatotoksiste lizerine borik asidin hepatoprotektif etkilerinin oldugu

bildirilmistir (108).

Ince ve ark da ratlarda karbon tetrakloriir CCI(4) kaynakli karaciger hasari
iizerinde borik asidin histopatolojik ve biyokimyasal olarak giiclii hepatoprotektif

etkiler sergiledigini tespit etmislerdir (109).

Neselioglu ve ark tarafindan da metotreksat ile olusturulan hepatotoksisite
iizerine borik asit etkinligini arastirmis ve kararciger iizerine koruyucu oldugunu

bildirilmistir (110).
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Sogiit ve ark tarafindan da sigan karacigerinde kronik alkol maruziyetine bagh
hepatotoksisite tizerine borik asidin olas1 hepatoprotektif etkileri arastirilmistir. Alkol
hasar1 belirtecleri olarak bilinen malondialdehit (MDA), toplam sialik asit (TSA),
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) diizeylerini
Olcililmiis; ve ayrica apoptoz belirtegleri olarak kaspaz-3, tiimor nekroz faktorii-alfa
(TNF-a) diizeyi g¢alisilmistir. Etanol grubunda kontrol grubuna gére MDA, TSA ve
TNF-o  seviyeleri  artarken SOD ve  CAT  seviyelerinin  azaldigi
gorlilmiistiir. Etanol+borik asit grubu MDA, Etanol grubuna goére TSA, kaspaz-3 ve
TNF-a seviyeleri diiserken SOD ve CAT seviyeleri arttigr tespit edilmis, 1s1k
mikroskobu goriintiilerinin histopatolojik degerlendirmesinde de etanol+borik asit
grubunda immiinohistokimyasal kaspaz-3 ve TNF-a aktivitesinin etanol grubuna gore

azaldig1 gosterilmistir (111).

Biz, Cd nedenli hepatotoksisite tizerine BA nin etkinligini arastirdigimiz bu
caligmada; numunelerimizi biyokimyasal (AST,ALT,LDH), histolojik (H&E,PAS),
immiinohistokimyasal (APAF-1,TNF-a) olarak degerlendirdik. Ayrica oksidatif stresi
de gostermek i¢in TAS ve TOS degerlerini ¢alisarak OSI degerini elde ettik, ek olarak
MDA calisarak calismamizi gii¢clendirdik ve bu detayli ¢alisma sonucu borik asidin

etkin oldugunu gordiik.
AST ve LDH karaciger hasarin1 gosteren parametrelerdir (112).

AST degerlerinin istatistiksel analizinde belirgin farklilik goriildii ayrica en

yiiksek ortalamanin Cd grubunda oldugu izlendi.

LDH degerlerinin istatistiksel analizinde ise Cd grubunun LDH degerleri
Cd+BA grubuyla kiyaslaninca belirgin yiiksek izlendi. Cd sonrast uygulamis
oldugumuz BA, karaciger fonksiyon testlerinden AST ve LDH diizeylerine olumlu

yonde etki etmisti.

Serbest radikaller karsisinda total oksidan seviyesinini gdsteren TOS
degerlerine de baktigimizda; Cd grubu ile Cd+BA grubu arasinda anlamli fark oldugu
izlendi. (100,101)

Total oksidan seviyesinin, total antioksidan seviyesine bir ¢arpan esliginde

orani ile elde edilen; oksidatif stres indeksi olarak degerlendirilen OSI degerlerine
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bakildiginda ise karsilastirmada Cd grubu ile kontrol grubu, BA grubu ve Cd+BA
grubu arasinda istatistiksel anlamli fark mevcuttu ve BA kullanimi OSI’yi olumlu
yonde etkilemisti. Borik asidin oksidatif stres {izerine de olumlu etkisinin oldugu tespit

edildi.

Lipid peroksidasyonuna bagli olarak ortaya ¢gikan MDA organizma i¢in oldukca
zararl bir maddedir ve olugsan bu MDA hiicre membranlarindaki iyon degisimine etki
ederek gecirgenligin bozulmasi, DNA bazlariyla reaksiyona girerek mutajenik bir
karekter kazanmasi gibi pek ¢ok olumsuz etkilere sahiptir (113). MDA degerlerinin
istatistiksel analizinde; en yiiksek skorlamaya Cd grubunun sahip oldugu goriildi. Cd

grubu ile diger ¢calisma gruplari arasinda anlamli fark mevcuttu.

Histopatolojik ve immiino histokimyasal parametrelerde de bu olumlu durumu
tam olarak destekledi. Karaciger dokularinin H&E boyamasiin 1sik mikroskobu
altinda incelenmesi sonucu Cd (Sekil 21) grubunun karaciger dokularinda hemoraji,
konjesyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vena sentraliste dejenerasyon, hepatosit
cekirdeklerinde piknozis, siniizoidal aralikta dilatasyonun meydana geldigi gorildii.
Cd+BA (Sekil 22) grubunda ise olusan patolojik degisikliklerin diizelmeye basladigi,

kontrol ve BA grubuna benzer goriintimde bir hal almaya basladig1 izlendi.

PAS boyamasimin 1sik mikroskobu altinda incelenmesi sonucuda, Cd+BA
grubunda Cd grubuna kiyasla glikojen kaybi1 daha az izlendi. Borik asidin glikojen

kaybini azalttarak, hepatotoksisite iizerine olumlu etkisi oldugu tespit edildi.

Immunohistokimyasal degerlendirmede de dokular 151k mikroskobu altinda
incelendiginde; nekroz ve hasar belirtegleri olarak hem TNF-a hem de APAF-1
reaksiyonlarinin, Cd+BA (Sekil 35 ve 36) grubunda ekspresyonlarin Cd grubuna
kiyasla hafifledigi goriildii. En siddetli hasarin Cd grubunda olustugu izlenirken, Cd+
BA grubunda olusan hasarin yayginligi ve siddeti ise Cd grubuyla kiyaslandiginda
belirgin daha az izlendi. Borik asidin nekroz ve karaciger hasari {izerine olumlu

etkisinin oldugu goriildii.
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6. SONUC

Yapilan bu deneysel ¢aligmanin sonucunda; kadmiyum ile karaciger hasari
olusturulan ratlarda Borik asitin malondialdehit, total oksidan seviyesi gibi oksidatif
stres belirt¢elerini onemli oranda diisiirdiigli izlendi. Karaciger enzimleri ve fonksiyon
testlerine baktigimizda ise benzer sonuglarin oldugu, kadmiyum sonrasi borik asit
uygulamasinin bu degerler iizerinde olumlu etkilerinin oldugu go6zlemlendi.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirdigimizde ise; kadmiyuma
bagl ciddi histopatolojik dejenerasyonlarin oldugu goézlenirken, kadmiyum sonrasi
borik asit uygulandiginda , inflamasyon yolaklarmi giiglii bir sekilde baskilandig1 ve
proapoptik sinyallerin ekspresyonunu azaltarak histolojik dokular1 yeniden onarildigi,

hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal diizelmelerin oldugu gézlemlendi.

47



7. KAYNAKLAR

1. Jarup, L., & Akesson, A. (2009). Current status of cadmium as an
environmental health problem. Toxicology and applied pharmacology, 238(3), 201-
208.

2. Casas, J. S., & Sordo, J. (Eds.). (2011). Lead: chemistry, analytical

aspects, environmental impact and health effects. Elsevier.

3. Satarug, S., Garrett, S. H., Sens, M. A., & Sens, D. A. (2010).
Cadmium, environmental exposure, and health outcomes. Environmental health

perspectives, 118(2), 182-190.

4. Tchounwou, P. B., Yedjou, C. G., Patlolla, A. K., & Sutton, D. J.
(2012). Heavy metal toxicity and the environment. Molecular, clinical and

environmental toxicology: volume 3: environmental toxicology, 133-164.

5. WHO Action Is Needed on Chemicals of Major Public Health
Concern.(2010) Public Health Environmental ,pp. 1-4.

6. The Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR)(2017). ATSDR Substance Priority List. Pp.1-3

7. Matovié, V., Buha, A., Puki¢-Cosi¢, D., & Bulat, Z. (2015). Insight
into the oxidative stress induced by lead and/or cadmium in blood, liver and

kidneys. Food and Chemical Toxicology, 78, 130-140.

8. Flora, S. J., & Agrawal, S. (2017). Arsenic, cadmium, and lead.
In Reproductive and developmental toxicology (pp. 537-566). Academic Press.

9. Matovié, V., Buha, A., Bulat, Z., & Pukié¢-Cosié, D. (2011). Cadmium
toxicity revisited: focus on oxidative stress induction and interactions with zinc and

magnesium. Arhiv za higijenu rada i toksikologiju, 62(1), 65-75.

48



10. Flora, G., Gupta, D., & Tiwari, A. (2012). Toxicity of lead: a review
with recent updates. Interdisciplinary toxicology, 5(2), 47-58.

11. Nieboer, E., & Richardson, D. H. (1980). The replacement of the
nondescript term ‘heavy metals’ by a biologically and chemically significant
classification of metal ions. Environmental Pollution Series B, Chemical and

Physical, 1(1), 3-26.

12. Djukié—Cosic’, D., Ninkovi¢, M., Mali¢evic, Z., Plamenac-Bulat, Z., &
Matovi¢, V. (2006). Effect of supplemental magnesium on the kidney levels of
cadmium, zinc, and copper of mice exposed to toxic levels of cadmium. Biological

trace element research, 114, 281-291.

13. Bulat, Z. P., Djukié—Cosié, D., Mali¢evi¢, Z., Bulat, P., & Matovié, V.
(2008). Zinc or magnesium supplementation modulates Cd intoxication in blood,

kidney, spleen, and bone of rabbits. Biological trace element research, 124, 110-117.

14. Vallee, B. L., Ulmer, D.D. (1972). Biochemical effects of mercury,
cadmium, and lead. Annu. Rev. Biochem. 41, 91-128.

15. Rani, A., Kumar, A., Lal, A., & Pant, M. (2014). Cellular mechanisms
of cadmium-induced toxicity: a review. International journal of environmental health

research, 24(4), 378-399.

16. Waisberg, M., Joseph, P., Hale, B., & Beyersmann, D. (2003).
Molecular and cellular mechanisms of cadmium carcinogenesis. Toxicology, 192(2-3),

95-117.

17. Joseph, P. (2009). Mechanisms of cadmium
carcinogenesis. Toxicology and applied pharmacology, 238(3), 272-279.

18. Ahmed, Y. F., Eldebaky, H. A. A., Mahmoud, K. G. M., & Nawito,
M. (2012). Effects of lead exposure on DNA damage and apoptosis in reproductive

and vital organs in female rabbits. Global veterinaria, 9(4), 401-408.

49



19. Yuan, G., Dai, S., Yin, Z., Lu, H., Jia, R., Xu, J., ... & Zhao, X.
(2014). Toxicological assessment of combined lead and cadmium: acute and sub-

chronic toxicity study in rats. Food and chemical toxicology, 65, 260-268.

20. Uluisik, I., Karakaya, H. C., & Koc, A. (2018). The importance of
boron in biological systems. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 45,

156-162.

21. Sogut, 1., Oglakci, A., Kartkaya, K., Ol, K. K., Sogut, M. S., Kanbak,
G., & Inal, M. E. (2015). Effect of boric acid on oxidative stress in rats with fetal

alcohol syndrome. Experimental and therapeutic medicine, 9(3), 1023-1027.

22. Hacioglu, C., Kar, F., Kacar, S., Sahinturk, V., & Kanbak, G. (2020).
High concentrations of boric acid trigger concentration-dependent oxidative stress,
apoptotic pathways and morphological alterations in DU-145 human prostate cancer

cell line. Biological Trace Element Research, 193, 400-409.

23. Dinca, L., & Scorei, R. (2013). Boron in human nutrition and its
regulations use. J Nutr Ther, 2(1), 22-29.

24, Soriano-Urstia, M. A., Das, B. C., & Trujillo-Ferrara, J. G. (2014).
Boron-containing compounds: chemico-biological properties and expanding medicinal
potential in prevention, diagnosis and therapy. Expert opinion on therapeutic

patents, 24(5), 485-500.

25. Sanjoh, M., Miyahara, Y., Kataoka, K., & Matsumoto, A. (2014).
Phenylboronic acids-based diagnostic and therapeutic applications. Analytical

Sciences, 30(1), 111-117.

26. Fu, H., Fang, H., Sun, J., Wang, H., Liu, A., Sun, J., & Wu, Z. (2014).
Boronic acid-based enzyme inhibitors: a review of recent progress. Current Medicinal

Chemistry, 21(28), 3271-3280.

27. Bolt, H. M., Basaran, N., & Duydu, Y. (2012). Human environmental
and occupational exposures to boric acid: reconciliation with experimental

reproductive toxicity data. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part

A, 75(8-10), 508-514.

50



28. Akdeniz, G. T., & Bildik, A. (2017) Ovariektomize Ratlarda Borik
Asit Uygulamasmin Kemik Metabolizmasi Uzerine Olas1 Etkisi. Animal Health
Production and Hygiene, 6(2), 526-530.

29. Hansen, M. M., Jolly, R. A., & Linder, R. J. (2015). Boronic Acids
and  Derivatives-  Probing  the  Structure—Activity = Relationships  for

Mutagenicity. Organic Process Research & Development, 19(11), 1507-1516.

30. Pellizzaro, M. L., Covey-Crump, E. M., Fisher, J., Werner, A. L. D.,
& Williams, R. V. (2015). Investigating a relationship between the mutagenicity of
arylboronic acids and 11B NMR chemical shifts. Chemical Research in
Toxicology, 28(7), 1422-1426.

31. Scott, H., & Walmsley, R. M. (2015). Ames positive boronic acids are
not all eukaryotic genotoxins. Mutation Research/Genetic Toxicology and

Environmental Mutagenesis, 777, 68-72.

32. Sogut, 1., Paltun, S. O., Tuncdemir, M., Ersoz, M., & Hurdag, C.
(2018). The antioxidant and antiapoptotic effect of boric acid on hepatoxicity in
chronic alcohol-fed rats. Canadian journal of physiology and pharmacology, 96(4),
404-411.

33. Benderdour, M., Bui-Van, T., Dicko, A., & Belleville, F. (1998). In
vivo and in vitro effects of boron and boronated compounds.Journal of Trace

Elements in Medicine and Biology, 12(1), 2-7.

34. Adams, J., Behnke, M., Chen, S., Cruickshank, A. A., Dick, L. R.,
Grenier, L., ... & Stein, R. L. (1998). Potent and selective inhibitors of the proteasome:

dipeptidyl boronic acids. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 8(4), 333-338.

35. Paramore, A., & Frantz, S. (2003). FRESH FROM THE
PIPELINE. NATURE REVIEWS| DRUG DISCOVERY, 2, 611.

36. Ciani, L., & Ristori, S. (2012). Boron as a platform for new drug
design. Expert opinion on drug discovery, 7(11), 1017-1027.

51



37. Das, B. C., Thapa, P., Karki, R., Schinke, C., Das, S., Kambhampati,
S., ... & Evans, T. (2013). Boron chemicals in diagnosis and therapeutics. Future

medicinal chemistry, 5(6), 653-676.

38. Tom, W. L., Van Syoc, M., Chanda, S., & Zane, L. T. (2016).
Pharmacokinetic profile, safety, and tolerability of crisaborole topical ointment, 2% in
adolescents with atopic dermatitis: an open-label phase 2a study. Pediatric

Dermatology, 33(2), 150-159.

39. Devirian, T. A., & Volpe, S. L. (2003). The physiological effects of

dietary boron.

40. Kar, F., Hacioglu, C., Senturk, H., Donmez, D. B., & Kanbak, G.
(2020). The role of oxidative stress, renal inflammation, and apoptosis in post ischemic
reperfusion injury of kidney tissue: the protective effect of dose-dependent boric acid

administration. Biological trace element research, 195, 150-158.

41. Cengiz, M. (2018). Boric acid protects against cyclophosphamide-
induced oxidative stress and renal damage in rats. Cellular and Molecular

Biology, 64(12), 11-14.

42. Ince, S., Kucukkurt, I., Demirel, H. H., Acaroz, D. A., Akbel, E., &
Cigerci, 1. H. (2014). Protective effects of boron on cyclophosphamide induced lipid

peroxidation and genotoxicity in rats. Chemosphere, 108, 197-204.

43, Waalkes, M. P. (2003). Cadmium carcinogenesis. Mutation

Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 533(1-2), 107-
120.

44, Goyer, R. A., & Clarkson, T. W. (1996). Toxic effects of

metals. Casarett and Doull’s toxicology: the basic science of poisons, 5, 691-736.

45. International Agency for Research on Cancer. (2006). Monographs on
the evaluation of carcinogenic risks to humans. http://monographs. iarc.

fr/ENG/Classification/index. php.

52



46. Olsson, 1. M., Bensryd, 1., Lundh, T., Ottosson, H., Skerfving, S., &
Oskarsson, A. (2002). Cadmium in blood and urine--impact of sex, age, dietary intake,
iron status, and former smoking--association of renal effects. Environmental health

perspectives, 110(12), 1185-1190.

47. Council, N. (2003). Nordic Council of Ministers Cadmium review

Nordic Council of Ministers cadmium review. WHO, Geneva.

48. De Vries, W., & McLaughlin, M. J. (2013). Modeling the cadmium
balance in Australian agricultural systems in view of potential impacts on food and

water quality. Science of the Total Environment, 461, 240-257.

49. Rahimzadeh, M. R., Rahimzadeh, M. R., Kazemi, S., &
Moghadamnia, A. A. (2017). Cadmium toxicity and treatment: An update. Caspian

journal of internal medicine, 8(3), 135.

50. Ono, K. (2013). Past and future cadmium emissions from municipal
solid-waste incinerators in Japan for the assessment of cadmium control

policy. Journal of hazardous materials, 262, 741-747.

51. Nordberg, G. F. (2009). Historical perspectives on cadmium
toxicology. Toxicology and applied pharmacology, 238(3), 192-200.

52. Dissanayake, C. B., & Chandrajith, R. (2009). Phosphate mineral
fertilizers, trace metals and human health. Journal of the National Science Foundation

of Sri Lanka, 37(3), 153-165.

53. Jarup, L. (2002). Cadmium overload and toxicity. Nephrology
Dialysis Transplantation, 17(suppl_2), 35-39.

54. Nawrot, T. S., Staessen, J. A., Roels, H. A., Munters, E., Cuypers, A.,
Richart, T., ... & Vangronsveld, J. (2010). Cadmium exposure in the population: from
health risks to strategies of prevention. Biometals, 23, 769-782.

55. Liu, Y., Liu, J., & Klaassen, C. D. (2001). Metallothionein-null and
wild-type mice show similar cadmium absorption and tissue distribution following oral

cadmium administration. Toxicology and applied pharmacology, 175(3), 253-259.

53



56. Klaassen, C. D., Liu, J., & Diwan, B. A. (2009). Metallothionein
protection of cadmium toxicity. Toxicology and applied pharmacology, 238(3), 215-
220.

57. Ishii, Y., Fujizuka, N., Takahashi, T., Shimizu, K., Tuchida, A., Yano,
S., ... & Chishiro, T. (1993). A fatal case of acute boric acid poisoning. Journal of
Toxicology: Clinical Toxicology, 31(2), 345-352.

58. Gallardo-Williams, M. T., Maronpot, R. R., Turner, C. H., Johnson, C.
S., Harris, M. W., Jayo, M. J., & Chapin, R. E. (2003). Effects of boric acid
supplementation on bone histomorphometry, metabolism, and biomechanical

properties in aged female F-344 rats. Biological trace element research, 93, 155-169.

59. Yamauchi, T., Hara, T., & Sonoda, Y. (1986). Effects of boron
deficiency and calcium supply on the calcium metabolism in tomato plant. Plant and

Soil, 93, 223-230.

60. Borel, J. P., & Maquart, F. X. (1998, January). Molecular mechanisms
of wound healing. In Annales de Biologie Clinique (Vol. 56, No. 1, pp. 11-9).

61. Demirci, S., Dogan, A., Karakus, E., Halici, Z., Topgu, A., Demirci,
E., & Sahin, F. (2015). Boron and poloxamer (F68 and F127) containing hydrogel

formulation for burn wound healing. Biological trace element research, 168, 169-180.

62. Nielsen, F. H. (1990). Studies on the relationship between boron and
magnesium which possibly affects the formation and maintenance of bones [electronic
resource].

63. Sizmaz, Ozge., Yildiz, G. (2014). Effects of Dietary Boric Acid and

Ascorbic Acid Supplementation on Performance, Some Blood and Bone Parameters in

Broilers. Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi. 20(1),55-61

64. Qureshi, S., Al-Shabanah, O. A., Al-Harbi, M. M., Al-Bekairi, A. M.,
& Raza, M. (2001). Boric acid enhances in vivo Ehrlich ascites carcinoma cell

proliferation in Swiss albino mice. Toxicology, 165(1), 1-11.

54



65. Henderson, K. A., Kobylewski, S. E., Yamada, K. E., & Eckhert, C.
D. (2015). Boric acid induces cytoplasmic stress granule formation, elF2a

phosphorylation, and ATF4 in prostate DU-145 cells. Biometals, 28, 133-141.

66. Ince, S., Kucukkurt, 1., Cigerci, I. H., Fidan, A. F., & Eryavuz, A.
(2010). The effects of dietary boric acid and borax supplementation on lipid
peroxidation, antioxidant activity, and DNA damage in rats. Journal of Trace Elements

in Medicine and Biology, 24(3), 161-164.

67. Scorei, R., Ciubar, R., Ciofrangeanu, C. M., Mitran, V., Cimpean, A.,
& lordachescu, D. (2008). Comparative effects of boric acid and calcium fructoborate

on breast cancer cells. Biological trace element research, 122, 197-205.

68. Tasdemir, M., Celikezen, F. C., Oto, G., & Ozbey, F. (2020). The
effects of pretreatment with lithium metaborate dihydrate on lipid peroxidation and Ca,
Fe, Mg, and K levels in serum of Wistar albino male rats exposed to Cd.

Environmental Science and Pollution Research, 27(7), 7702-7711.

69. Ayhanci, A., Tanriverdi, D. T., Sahinturk, V., Cengiz, M., Appak-
Baskoy, S., & Sahin, I. K. (2020). Protective effects of boron on cyclophosphamide-
induced bladder damage and oxidative stress in rats. Biological trace element research,

197, 184-191.

70. Ince, S., Keles, H., Erdogan, M., Hazman, O., & Kucukkurt, 1. (2012).
Protective effect of boric acid against carbon tetrachloride—induced hepatotoxicity in

mice. Drug and chemical toxicology, 35(3), 285-292.

71. Severn, C. B. (1971). A morphological study of the development of
the human liver. I. Development of the hepatic diverticulum. American Journal of

Anatomy, 131(2), 133-158.

72. Sadler, T. W. (2005, May). Embryology of neural tube development.
In American Journal of Medical Genetics Part C: Seminars in Medical Genetics (Vol.

135, No. 1, pp. 2-8). Hoboken: Wiley Subscription Services, Inc., A Wiley Company.

73. Gilbert, S. F. (1994). Developmental biology. Sinauer, Massachusetts.

55



74. Lade, A. G., & Monga, S. P. (2011). Beta-catenin signaling in hepatic
development and progenitors: Which way does the WNT blow?. Developmental
Dynamics, 240(3), 486-500..

75. Straznicky, C. (1987). Anatomy atlas: Anatomy: a regional atlas of the
human body.

76. Sadler, T. W. (2022). Langman's medical embryology. Lippincott
Williams & Wilkins.

77. Severn, C. B. (1972). A morphological study of the development of
the human liver. II. Establishment of liver parenchyma, extrahepatic ducts and

associated venous channels. American Journal of Anatomy, 133(1), 85-107.

78. Yildiz, H. T., & Kalkan, K. T. (2022). Organlarin ambriyolojik
gelisimi. Saglik & Bilim : Genel Embriyoloji-1, 137.

79. Moore, K., Persaud, T.V.N.(2002). Clinically oriented embryology.
Okar 1, Dalcik H, Insan Embriyolojisi, Nobel Tip Kitabevleri. 323-33.

80. Eisendrath, D. N. A Textbook of Clinical Anatomy. For Students and
Practitioners. By Daniel N. Eisendrath, AB, MD, Clinical Professor of Anatomy in the
Medical Department of the University of Illinois (College of Physi cians and
Surgeons); Attending Surgeon to the Cook County Hospital, Chicago. Handsome

octavo of 515 pages, with 153 illustrations, a number.

81. Monkhouse, W. S. (2001). Terminologia Anatomica. International
Anatomical Terminology. By the Federetive Committeeon Anatomical Terminology
(FCAT).(Pp. x+ 292. with CD-Rom; EUR 40.39 hardback; ISBN 3 13 115251 6.)
Stuttgart: Georg Thieme. 1998. The Journal of Anatomy, 199(6), 741-742.

82. Karcaaltincaba, M., Haliloglu, M., Akpinar, E., Akata, D., Ozmen, M.,
Ariyurek, M., & Akhan, O. (2007). Multidetector CT and MRI findings in periportal
space pathologies. European journal of radiology, 61(1), 3-10.

83. Merrillees N. Basic Histology.(1976) Med J Aust. 2(17):653—653.

56



84. Schraegle, A.E., Millard, N.D., King, B.G. (1951) Human Anatomy
and Physiology. Vol. 51, The American Journal of Nursing. Pearson Education.. p. 40.

Tarihi eser bu

85. Trefts, E., Gannon, M., & Wasserman, D. H. (2017). The liver.
Current biology : CB, 27(21), R1147-R1151.

86. Friedman, S. L. (2008). Hepatic stellate cells: protean,
multifunctional, and enigmatic cells of the liver. Physiological reviews, 88(1), 125-

172.

87. Schwartz, S. 1., Brunicardi, F. C., Andersen, D. K., Billiar, T. R.,
Dunn, D. L., Hunter, J. G., ... & Pollock, R. E. (2015). Schwartz's principles of
surgery. McGraw-Hill Education,.

88. Townsend, C. M., & Sabiston, D. C. (2004). Textbook of surgery: the
biological basis of modern surgical practice (pp. 110-113). Philadelphia, PA: Elsevier

Saunders.

89. Ashley, Stanley W. (2014). "ACS Surgery: Principles and Practice, 2
Vol Set (7th ed.)" Faculty Bookshelf. 37.

90. Gray's Surgical Anatomy.(2020) Gupta A DE. Liver. In: A BP, editor.
first edition. p. 453-7.

91. Hiatt, J. R., Gabbay, J., & Busuttil, R. W. (1994). Surgical anatomy of
the hepatic arteries in 1000 cases. Annals of surgery, 220(1), 50.

92. Robbins basic pathology.(2018) V K. Liver and Gallbladder. In: V K,
editor. Tenth ed. Philedelphia: Elsevier. p. 637-77.

93, Shi, H., Yang, G., Zheng, T., Wang, J., Li, L., Liang, Y., ... & Liu, L.
(2015). A preliminary study of ALPPS procedure in a rat model. Scientific reports,
5(1), 17567.

94. Andjelkovic, M., Buha Djordjevic, A., Antonijevic, E., Antonijevic,
B., Stanic, M., Kotur-Stevuljevic, J., ... & Bulat, Z. (2019). Toxic effect of acute

57



cadmium and lead exposure in rat blood, liver, and kidney. International journal of

environmental research and public health, 16(2), 274.

95. Konca, M. (2018). Ratlarda oral ve lokal olarak uygulanan borun yara
iyilesmesi ve oksidatif stres iizerine etkisinin karsilastirilmasi (Master's thesis, Saglik

Bilimleri Enstitiisii).

96. Pfeiffer, C. C., Hallman, L. F., & Gersh, I. (1945). Boric acid
ointment: a study of possible intoxication in the treatment of burns. Journal of the

American Medical Association, 128(4), 266-274.

97. Weir Jr, R. J., & Fisher, R. S. (1972). Toxicologic studies on borax
and boric acid. Toxicology and Applied Pharmacology, 23(3), 351-364.

98. Camargo Jr, C. A., Madden, J. F., Gao, W., Selvan, R. S., & Clavien,
P. (1997). Interleukin-6 protects liver against warm ischemia/reperfusion injury and

promotes hepatocyte proliferation in the rodent. Hepatology, 26(6), 1513-1520.

99. Erdogan, M. A., & Yalcin, A. (2020). Protective effects of
benfotiamine on irisin activity in methotrexate-induced liver injury in rats. Archives of

Medical Science, 16(1), 205-211.

100. Erel, O. (2005). A new automated colorimetric method for measuring

total oxidant status. Clinical biochemistry, 38(12), 1103-1111.

101. Erel, O. (2004). A novel automated method to measure total
antioxidant response against potent free radical reactions. Clinical biochemistry, 37(2),

112-119.

102. Tiifek, A., Tokgdz, O., Aliosmanoglu, 1., Alabalik, U., Evliyaoglu, O.,
Ciftei, T., ... & Yildirim, Z. B. (2013). The protective effects of dexmedetomidine on
the liver and remote organs against hepatic ischemia reperfusion injury in rats.

International journal of surgery, 11(1), 96-100.

103. Genchi, G., Sinicropi, M. S., Lauria, G., Carocci, A., & Catalano, A.
(2020). The effects of cadmium toxicity. International journal of environmental

research and public health, 17(11), 3782.

58



104. Thévenod, F. (2003). Nephrotoxicity and the proximal tubule.
Nephron Physiology, 93(4), p87-p93.

105. Fukumoto, M., Kujiraoka, T., Hara, M., Shibasaki, T., Hosoya, T., &
Yoshida, M. (2001). Effect of cadmium on gap junctional intercellular communication

in primary cultures of rat renal proximal tubular cells. Life sciences, 69(3), 247-254.

106. Zarros A, Skandali N, Al-Humadi H, Liapi C. 2008. Cadmium (Cd) as
a carcinogenetic factor and its participation in the induction of lung cancer. Pneumon.

21:172-1717.

107. Dudley RE, Klaassen CD. 1984. Changes in hepatic glutathione
concentration modify cadmiuminduced hepatotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol.

72(3):530-538.

108. Tiirkez, H., Geyikoglu, F., & Colak, S. (2011). The protective effect
of boric acid on aluminum-induced hepatotoxicity and genotoxicity in rats. Turkish

Journal of Biology, 35(3), 293-301.

109. Ince, S., Keles, H., Erdogan, M., Hazman, O., & Kucukkurt, 1. (2012).
Protective effect of boric acid against carbon tetrachloride—induced hepatotoxicity in

mice. Drug and chemical toxicology, 35(3), 285-292

110. Neselioglu, A. K., Akcan, G., Nakkas, H., Neselioglu, S., Ozcan, E. R.
E. L., Evirgen, O., & Ozgiiner, M. (2020). Histological changes in methotrexate
hepatotoxicity after boron application and evaluation of serum thiol-disulfide balance.

Journal of Health Sciences and Medicine, 4(3), 277-282.

111. Sogut, 1., Paltun, S. O., Tuncdemir, M., Ersoz, M., & Hurdag, C.
(2018). The antioxidant and antiapoptotic effect of boric acid on hepatoxicity in
chronic alcohol-fed rats. Canadian journal of physiology and pharmacology, 96(4),
404-411.

112. Ersoy, O. (2012). Karaciger enzim yiiksekliginin degerlendirilmesi.
Ankara Medical Journal, 12(3), 129-135.

59



113. Moslen, M.T. (1994). Reactive Oxygen Species in Normal
Physiology, Cell Injury and Phatogocytosis, Free Radicals in Diagnostic Medicine, Ed.
D Armstrong, 1-15

60



