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1. OZET

Ratlarda Tetrasiklin Kullammma Bagh Olusan Hepatotoksisitenin Onlenmesinde

Mangiferin Ve Amlodipinin Koruyucu Etkinliginin Karsilastirilmasi
Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Faruk TATLI

Damsman: Prof. Dr. Ercan GEDIK

Anabilim Dali: Genel Cerrahi A.D.

1.1 TURKCE OZET

Amag: Yapilan calismalarda antibiyotik tiirevi ilaglarin neredeyse tamaminin karacigerde
toksik etkiler yarattig1 gozlenmistir. Bu etkiler ¢ok az diizeyde olabilecegi gibi, kronik hepatit,
siroz, akut karaciger yetmezIligi gibi 6nemli sorunlara da yol acabilmektedir. Calismamizda
Tetrasiklin (TTC) kullanimina bagl karaciger toksisitesi durumunda Mangiferine (MNG) ile
Amlodipin (AML)’in koruyucu etkinliklerini inceledik. Bu koruyucu etkinliklerden hangisinin
daha iistlin oldugunu ortaya koymak i¢in de biyokimyasal, histolojik ve immunohistokimyasal

yontemlerle karsilagtirdik.

Materyal/Metod: Bu calismada yetiskin, 42 adet erkek Wistar Albino cinsi ratlar kullanildu.
Ratlar 7°1i gruplar halinde 6 grup olarak ayrildi. Grup 1; Kontrol grubu, Grup 2; TCN grubuna
2 hafta boyunca ginlik 200 mg/kg doz ile gavajla TTC peroral (p.o.) verildi. Grup 3; AML
grubu olup, AML 4 hafta boyunca gunlik 1 mg/kg doz ile p.o. verildi. Grup 4; MNG grubu
olup, MNG 4 hafta boyunca ginlik 20 mg/kg/gin doz ile p.o. verildi. Grup 5; TCN+ AML
grubu olurken, Grup 6; TCN+ MNG grubu ayni doz ve siire ile ilaglar verildi.

Bulgular: TCN grubunun Total Antioksidan diizeyi diger ¢alisma gruplarindan oldukga diisiik
goriiliirken, Total Oksidan diizeyi diger ¢caligma gruplarindan anlamli derecede yiiksek izlendi.
Karaciger fonksiyon testlerine bakildiginda ise; TCN grubunun AST ve ALT degerleri TCN+
AML grubundan anlamli farklilik géstermezken, diger gruplardan anlamli derecede yiiksek

oldugu saptandi. TCN+AML grubunun H&E ve PAS boyamasi sonucu; TCN grubuna kiyasla
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konjesyonun azaldigi, siniizoidal dilatasyonun ve hepatositlerde piknozun devam ettigi gorildii.
TCN+MNG grubunda ise; TCN ve TCN+AML gruplarina kiyasla daha normal goriinlimde
hepatik yap1 izlendi. TCN+ AML grubunda I1-6 ve APAF-1 ekspresyonlarin TCN grubuna
kiyasla orta siddette oldugu goriiliirken, TCN+ MNG grubunda ekspresyonlar daha az siddette

goralda.

Sonug: Biyokimyasal, Immunohistokimyasal ve Histopatolojik degerlendirmeler sonucu

Mangiferin’in hepatotoksisite durumunda daha fazla koruyucu etkinlige sahip oldugu izlendi.
Anahtar Kelimeler: Tetrasiklin, Amlodipin, Mangiferin, Hepatotoksisite.
2. ABSTRACT

Comparison of the Protective Efficacy of Mangiferine and Amlodipine in the Prevention
of Hepatotoxicity Caused by Tetracycline Use in Rats

Student’s Surname and Name: TATLI Faruk
Consultant of Thesis: GEDIK Ercan Professor
Department: General Surgary

Aim: Studies have shown that almost all antibiotic derived drugs have toxic effects on the liver.
While these effects may be minimal, they may also lead to important problems such as chronic
hepatitis, cirrhosis, and acute liver failure. In this study, we examined the protective effects of
Mangiferine (MNG) and Amlodipine (AML) in the case of hepatic toxicity due to Tetracycline
(TTC) use. In order to reveal which of these protective activities was superior, the groups were

compared with biochemical, histological and immunohistochemical methods.

Materials/Methods: In this study, were used adult 42 male Wistar Albino rats. Rats were
divided into 6 groups in groups of 7. Group 1; control group, Group 2; The TCN group was
given TTC peroral (p.o.) by gavage at a daily dose of 200 mg/kg for 2 weeks. Group 3; It is the
AML group, and AML is administered p.o. with a daily dose of 1 mg/kg for 4 weeks given.
Group 4; It is the MNG group and MNG is administered p.o. at a daily dose of 20 mg/kg for 4
weeks given. Group 5; While TCN+ AML group, Group 6; TCN+ MNG group was given drugs

with the same dose and duration.

Results: While the Total Antioxidant level of the TCN group was lower than the other study
groups, Total oxidant level was found to be significantly higher than the other study groups.
When looking at liver function tests; While the AST and ALT values of the TCN group did not
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differ significantly from the TCN+ AML group, they were found to be significantly higher than
the other groups. As a result of H&E and PAS staining of TCN+AML group; Compared to the
TCN group, it was observed that the congestion decreased, sinusoidal dilatation and pycnosis
in hepatocytes continued. In the TCN+MNG group; Compared to the TCN and TCN+AML
groups, a more normal hepatic structure was observed. In the TCN+ AML group, IL-6 and
APAF-1 expressions were seen to be moderate compared to the TCN group, while the

expressions were less intense in the TCN+ MNG group.

Conclusion: As a result of our Biochemical, Immunohistochemical and Histopathological
evaluations, it was observed that Mangiferin had more protective activity in case of

hepatotoxicity.

Keywords: Tetracycline, Amlodipine, Mangiferin, Hepatotoxicity.
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1.GIRIS VE AMAC

Yapilan ¢aligmalarda antibiyotik tlirevi ilaglarin neredeyse tamaminin karacigerde toksik etkiler
yarattig1 gézlenmistir. Bu etkiler ¢ok az diizeyde olabilecegi gibi, kronik hepatit, siroz, akut
karaciger yetmezligi gibi dnemli sorunlara da yol agabilmektedir (1). Receteli ila¢ kullanimi
sonucu gelisen karaciger toksisitesinin yillik insidans1 10-15/10.000-100.000 olarak rapor
edilmistir (2,3). Gelisen karaciger toksisitesinin en sik antiyotiklerden kaynaklandig1 (%49.,4)

bildirilirken, antibiyotiklerden de penisilin tiirevleri ilk sirada yer almaktadir (4).

Tetrasiklin bugiine kadar antibiyotik, antiinflamatuar, antiapoptotik, metal selat, proteoliz ve
iyontoforez gibi birgok farmasotik 6zellikleri dolayisiyla farkli amaclarla kullanilmistir (5).
Fakat yaygin olarak gonore, frengi, pndmoni gibi ¢esitli enfeksiyonal hastaliklar1 tedavi etmek
icin kullanilan bir antibiyotik olmasiyla bilinir. Doksisiklin ve minosiklin yaygin olarak
kullanilan tiirevleridir (6). Tetrasiklin ayrica osteoartrit, peridontitis, dis tagt olusumu, prion
aracili beyin hasar1 hastaliklar1 ve metastatik kanser tedavilerinde de yaygin olarak kullanilir
(7, 8).

Tetrasiklin, karacigerde patolojik etkiye neden olma potansiyeli ile bilinir (2). Yiiksek dozda
tetrasiklin kullanimi1 kan konsantrasyonu, karaciger ve bobrek hasarina neden olarak hayati
tehlikelere sebep olabilir (9-11). insanlarda karacigerde mikrovezikiiler steatozu ciddi sekilde
indiikleyebilir ve hayati tehlikelere sebep olabilir (11). Mikrovezikiiler steatozun yaninda,
oksidatif doku hasar1 ve bozulmus mitokondriyal fonksiyonlar tetrasiklinin neden oldugu
hepatik ve renal toksisitenin sonuglarindandir (10-12). Ozellikle renal disfonksiyonu olan
hastalar veya hamile hastalar ¢ok biiytik risk altindadir (13). Bu hastalarda giinliik 2 gr dozdan
alimmast Oliimciil hepatotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir (14). Bununla birlikte,
predispozan faktorleri olmayan hastalarda bile hepatotoksisiteye neden olarak yag
infiltrasyonuna sebep olabilir (13). Tetrasiklinin hepatosit toksisitesi daha 6nce yapilan birkag
in vitro ¢aligmalarla kismen kanitlanmigtir. Ayrica yapilan bazi caligmalarda tetrasiklinle tedavi
edilen ratlarin hepatositlerinde lipid birikimi, yag asidi metabolizmalarinda bozulmalar ve

oksidatif stres gozlemlenmistir (15-18).
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Amlodipin L tipi kalsiyum kanallarin1 bloke eden, hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak
kullanilan lipofilik dihidropiridin 6zellikte bir ilactir (19, 20). Dihidropiridin de antioksidan
Ozelliklere sahiptir (21, 22). Bugtine kadar antitrombotik ve antiarterosklerotik etkileri oldugu
da bilinmektedir (23). Kalsiyum kanal blokeri etkisinden dolay1 kan basincimi ve periferik
vaskiiler direnci diistiriir ve diiz kaslarin gevsemesini saglar (24). Farkli ilaglarla kullanildiginda
ilag- ilag etkilesmini indiikleyebilir ve bu da ilaglarin farmakokinetik etkilesmini indiikleyebilir

(25).

Mangiferin (1, 3, 6, 7-tetrahidroksiksanton-C2-B-D-glukozit), hem mango hemde papaya da
bulunan glukosil ksantonun dogal bir bileseni olup, antiinflamatuar, antioksidan/ antiradikal,
antibakteriel, hepatoprotektif, antikanserojenik, antiapoptotik, antidiyabetik ve antiviral
ozellikler gibi sayisiz farmakolojik etkilere sahiptir (26-34). Mangiferin doku hasarini oksidatif
stresten ve iltihaplardan korunmak icin de kullanilabillir (35, 36). Ayrica mango 6zii ve
mangiferin birlesimi bugiline kadar yasa bagl hastaliklarin geciktirilmesi, yasli yasam
kalitesinin arttirilmasi ve oksidatif stresi onlemek icin besin takviyesi olarak kullanilmistir (37).
Tiim bu 6zellikler mangiferinin gii¢lii bir antioksidan olma 6zelliginden kaynaklanir (34, 38).
Mangiferinin toksisite ve yan etki 6zelliginin diisiik olma ihtimali, ©6nemli psikolojik ve
farmakolojik etkilere sahip olmasi mangiferini biiyiik dl¢iide klinik dneme sahip kilmistir.
Mangiferin takviyesi alan kisilerde serum trigliserit, FFA seviyeleri ve insilin direnci
indeksinde 6nemli 6l¢iilerde azalma, hiperlipidemisi olan hastalarin ise yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol, L-karnitin, B-hidroksibutirat ve asetoasetat ve lipoprotein lipaz

aktivitelerinde artma oldugu gozlenmistir (39).

Karaciger insan viicudu i¢in hayati dneme sahip bir organ olup, toksisite durumlarinda ciddi
klinik sonuclara hatta bazen 6liimlere bile neden olabilmektedir. Bizde toksisite durumuna
neden olabilen tetrasiklin’in uygun olmayan dozlarda alinmasi durumunda olusabilecek
patolojik durumlar1 6nlemede alternatif tedavi segeneklerini ¢gogaltmay1 amagladik. Boylelikle
olas1 bir karaciger toksisitesi durumunda biri dogal bir antioksidan olan Mangiferine ile digeri
bir kalsiyum kanal blokeri olup ayni zamanda antioksidan 6zelligi de olan Amlodipin’in
koruyucu veya tedavi edici 6zelliklerinin olup olmadigi varsa bu 6zelliklerden hangisinin daha

iistiin olabilecegini histolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle incelemeyi amagladik.
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2.GENEL BILGILER
2.1 Karacigerin Anatomisi

Karaciger viicudun en biiyilk ve en kompleks organi olup, yaklasik 1200-1600 gram (g)
agirliginda, viicudun 1/15’ini kaplayan bir organdir (40,41). Yetiskinlerde viicut agirliginin
yaklasik %2’sini olustururken, ¢cocuklarda viicut agirliginin neredeyse %5’ini olusturur (42).
Anatomik olarak karin sag iist kadarininda, diyaframin hemen altinda ve gogiis kafesi ile
korunmaktadir (43). Karaciger distan Glisson kapsiilii denilen bir kapsiil ile sarili olup, bu
kapsiil peritonun altindaki bag dokusundan yapilmistir (44). Karacigerin neredeyse tamami
periton ile kapli olup, sadece vena kava inferior, safra kesesi ¢ukuru ve vena kava inferiorun
saginda yer alan ¢iplak alan araciliyla diyafram ile temas halindedir . Karacigerin pozisyonu

kisinin pozisyonuna gore degisiklik gosterebilir (45).
Karacigerin iki yiizeyi vardir. Bunlar;

1. Diafragmatik yiizey (fascies diafragmatica); bag dokusu ile diyafragmaya yapisik,
diizgun yiizeyli ve konveks sekillidir (45). Siiperiorda sag ve sol plevra ve akcigerlerle,
kalp ve perikard ile komsuyken, posteriorda IVC ve alt seviye kotlari, anteriorda kot

kenarlar1 ve ksifoid ¢ikinti, sag plevra ve akciger ile komsuluk gosterir

2. Visseral yilizey (fascies visceralis); batindaki organlart ile komsu kisimdir. Kalin
bagirsak, sag bobrek ve bobrek ustl bezi, safra kesesi, duedonum, mide ve 6zefagusun

abdominal kismi ile komsuluk gosterir (46).

Bugiine kadar karacigerin birgok fonksiyonu tanimlanmustir. {lk fonksiyonu ise gebeligin 6-7.
haftalarinda kan yapimi ile baglar (47). Fakat gelisim ilerledik¢e diger organlar olusur ve bu
fonksiyonu giderek azalir (48). En 6nemli fonksiyonu ise; kimyasal maddelerin viicuttan

emilimini, atilimi ve metabolize edilmesini saglamaktir (49,50).
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Sekil-1. Karacigerin Anatomisi

2.2 Karacigerin Lobiil ve Loblar:
2.2.1. Klasik Lobl: transvers kesitlerde altigen seklinde goriilen, merkezde vena sentralisin

yer aldig1 lobiildiir. Hiicreler 1sinsal sekilde dizilmistir buna Remark kordonlari denir.

15



2.2.2. Portal Lobdil
Ug klasik karaciger lobiiliiniin vena sentralislerinin birlesmesi ile olusan lobiildiir.
2.2.3. Hepatik Asinus

Kesitlerde baklava seklinde goriilen iki vena sentralis ve iki portal arali§in birlesmesi ile olusan

lobiildiir (31,32)

Bu lobiiller birleserek loblar1 meydana getirir. Lobiiller biiylik oranda karacigerin biiylik bir
kismin1 olusturan hepatosit hiicrelerinden olusmaktadir. Hepatositler fonksiyonlarina gore
lobiiliin farkli alanlarina lokalize olmaktadirlar. Hepatositler bu 6zelliklerine gore periferden
santrale dogru 3 zona ayrilmaktadir:

1. periferal zon; toksinlere, glukoza, lipid ve proteinlere ylksek oranda maruz kalan
hiicrelerden olugmaktadir. Bu sebepten enzimatik faaliyetler yiiksektir ve glikojen
depolar agirlikli olarak bu zonda yer almaktadir.

2. gegcis zonu (intermediate zone); periferik zon ile santral zon arasinda yer alir

3. santral zon; vena centralis etrafindaki hepatositlerden olugmaktadir (51).

Karaciger anatomik olarak dort lobdan olusur.

1) Sag lob (lobus hepaticus dexter): Karacigerin en genis ve en kalin lobudur.

2) Sol lob (lobus hepaticus sinister): Lobus hepatikus dexter ile birlikte karacigerin her iki
ylziinde de goriliir. Fakat ligamentum falciforme hepatis adi verilen bag ile
birbirlerinden ayrilmiglardir. Sag loba nazaran daha ince ve dardir.

3) lobus quadratus: karacigerin Inferior yiiziinde yer alir. Solda ligamentum teres fissur,
arkada porta hepatis, sagda safra kesesinin yerlestigi fossa ile ¢evrilidir.

4) Lobus caudatus: karacigerin visseral yiiziinde goriilen, Onde porta hepatis, sagda vena

kava inferior (VCI), solda ligamentum venozum fissiirii ile sinirlidir (45, 52).
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Sekil 2. Karaciger siniizoidi, portal triad ve karaciger zonlar1

2.3.Karacigeri Besleyen Damarlar

Karacigerin kanlanmasi baslica portal ven ve hepatik arterler araciligiyla olur.

2.3.1.Portal Ven

Karaciger kanlanmasinin biiyiik bir kismini saglayan portal ven (%75'ini), Siiperior mezenterik
ven ile splenik venin birlesmesi ile olusur. Portal ven valf igermediginden diisiik basingta bile
karacigere bliylik oranda kan akimini saglar. Portal ven 6-8 cm uzunlugunda ve yaklasik 1 cm
capindadir. Karacigere girmeden hemen 6nce sag ve sol portal dallar1 verir ve daha distalde
segmenter anatomiye uygun olarak dallanir.

2.3.2.Hepatik Arter

Karaciger kanlanmasinin %25'ini, oksijen ihtiyacinin ise yaklasik %30 - 50'sini saglamaktadir.
Karacigere girmeden 6nce sag ve sol hepatik arter dallarina ayrilir (51).

Hepatik arter ile portal ven arasinda birbirleri ile dengeli bir basing iliskisi vardir. Portal basing
arttiginda arteryel basing azalmaktadir. Boylece karacigerdeki kan akimi dengeli bir sekilde
devam etmektedir (51).
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Sekil- 3. Karacigerin hepatik venlere gore sektorlere ayrilmasi

2.4 Karaciger Segmentleri
1. Kaudat lob
2. Sol lateral superior subsegment
3. Sol lateral inferior subsegment
4. Sol medial superior ve inferior subsegment
5. Sag anterior inferior subsegment
6.Sag posterior inferior subsegment
7. Sag posterior superior subsegment
8. Sag anterior superior subsegment
Diger subsegmenterler ii¢ ayr1 dikey diizlem ile belirlenir. Segment I haricindeki tiim bu

segmentler daha sonra sag ve sol ana portal dallar diizeyinden gegen bir yatay diizlem ile
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superior ve inferior subsegmentlerine ayrilir. Boylelikle karacigerin ti¢ dikey ve bir yatay

diizlem tarafindan olusturulan sekiz subsegmenti ve bir segmenti (segment I) tanimlanir (53).

Sekil-4. Karaciger Segmentleri

2.5.Karaciger Hiicreleri

2.5.1.Hepatositler

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda karacigerde 15 degisik hiicre oldugu tanimlanmistir (54).
Ama karacigerin biliylik br ¢ogunlugunu olusturan hiicre tipi Hepatositlerdir. Hepatositler
boylart 20-30 um uzunlugunda olan poligonal sekilli hiicrelerdir (55). Karacigerin esas
fomksiyonel hiicreleri olup, 151k mikroskobu altinda incelendiginde bir veya iki ¢ekirdekgikten

olustugu goriiliir (56,57). Hepatositler vena sentralise dogru 1sinsal dizilim gosterirken, bu
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dizilim sekline ‘remark kordonlari’ adi verilir. Karacigerin ana hiicreleri olup, yiiksek
rejenerasyon yetenekleri vardir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniillii endoplazmik retikulum
(GER) bulundurmalarindan dolay1 asidofil boyanir. Fazla sayida mitokondri icermelerinden
dolay1 yiiksek metabolik aktiviteye sahiptirler (58). Yapisinda bulunan endoplazmik
retikulumlar graniillii ya da graniilsiiz olarak ikiye ayrilir. Grantlli endoplazmik retikulumlar
protein sentezinde goérev alirken, Graniilsiiz endoplazmik retikulumlar ise safra yapimi,

salgilanmas1 ve toksik maddelerin detoksifikasyonunda gorev alirlar

2.5.2.Endotelial Hucreler

Karaciger hiicrelerinin yaklasik %20-30’unu olusturmaktadir. Karaciger fonksiyonel
iinitesindeki siniizoidler, endotel hiicrelerinin bir araya gelerek baglanmasiyla olusturduklar
tubuler olusumlardir. Disse araligina gegen mayi, endotel hiicreleri arasindan stiziilerek ya da
primer endotel hucrelerinin aktif transportu ile protein ve elektrolit transferiyle

olusturulmaktadir (51).

2.5.3.Kupffer Hucreleri

Vicudun retiktloendotelial sisteminin 6nemli bir kismini olustururlar. Karacigerin doku
makrofajlaridirlar ve karaciger siniizoidlerinin yiizeyini doser. Karacigerin primer fagositer
hiicreleri olma 6zelligi ile dolasimdan, barsaklardan ve kolon florasindan dolagima katilan

bakteri, virus ve endotoksinleri yok etmektedir (51).

2.5.4.Presiniizoidal Hiicreler (ito Hiicreleri)

Sintizoidleri olusturan endotel hicrelerinin hemen altinda yani agirlikli olarak zon-1’de yer
almaktadirlar. Sinilizoidlerin kan akiminin diizenlenmesine, kasilip gevseyerek katkida
bulunmaktadirlar. Yapilan mikroskopik bakilarda yag vakuollerince zengin oldugu i¢in A
vitamini deposu olduklar1 diisliniilmektedir. Bu hiicreler ayn1 zamanda kollajen tiretimi ve

depolanmasindan sorumludur (51).

2.5.5.Karaciger Siniizoidleri ve Disse Arahg:

Siniizoidleri olusturan endotel hiicreleri ile hepatik lobiildeki 1sinsal dizilimli hepatositler
arasindaki interstisyel bosluga disse araligi adi verilmektedir. Siniizoidlerden kanin gecisi
esnasinda disse araligina plazma sivis1 akmaktadir. Hepatik lobiil koselerindeki bag dokudan

zengin olup iginde portal triadi bulunduran ve kiernan araligi adi verilen bolgede lenfatik
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damarlar mevcuttur (59). Disse araligina gegen plazma sivisi, hepatositlerin metabolik artiklari,

yiiksek molekiil agirlikli proteinler, kolesterol ve yag asitleri bu lenfatiklere drene olur.

3.MATERYAL VE METOD

Yaptigimiz ¢alismanin etik kurul izini Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligt (DUHADEK)’ndan 2021/34 protokol numarasi ile almmustir. Calismamiz
DUSAM’dan temin edilen yetiskin 42 adet Wistar Albino cinsi erkek ratlar zerinde
gerceklestirildi. Calismanin deneysel bdliimii DUSAM hayvan bakim merkezinde; histolojik
doku takipleri ve analizler ise Dicle Universitesi T1ip Fakiiltesi Histoloji/Embriyoloji Arastirma
Laboratuvarinda; biyokimyasal degerlendirmesi ise Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez

Biyokimya Laboratuvarinda yapilmistir.
3.1.Deney Hayvanlar: Gruplarmin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Calismada ortalama 8-10 haftalik, agirliklart 320-400 gr araliginda degisen 42 adet erkek
Wistar Albino cinsi ratlar kullanildi. Ratlar paslanmaz ¢elik kafeslerde, oda sicakligi 2242 °C
de ve % 60 nemli ortamda tutuldu. Ratlara 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde
151k diizenlemesi yapilip, normal diyet ile herhangi bir hareket veya yem/su kisitlamasi

yapilmaksizin beslendi.
3.1.1.Tetrasiklin Dozunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan TTC dozu giinliikk 200 mg/kg olacak sekilde gavaj yardimiyla oral
(p.0.) olarak 2 hafta sure ile verildi (60).

3.1.2.Amlodipin Dozunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan Amlodipin dozu giinliik 1 mg/ kg olacak sekilde gavaj yardimiyla

p.o. olarak 4 hafta sire ile verildi (61).
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3.1.3.Mangiferin Dozunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan Mangiferin dozu giinliik 20 mg/ kg olacak sekilde gavaj yardimiyla

p.o. olarak 4 hafta sure ile verildi (62).

Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda, 6zel olarak hazirlanmis ¢elik kafeslerde 7°1i
gruplar halinde 6 grup olarak ayrildi. Her bir sican ayr1 ayn tartilip agirliklar belirlenerek,

literatiirlere uygun hesaplanan ila¢ dozlar1 uygulandi.

Grup 1 (n=7): Kontrol grubu olup deney siiresince herhangi bir ilag uygulmasi verilmedi,

gunlik olarak sadece 1 cc saline oral verildi.

Grup 2 (n=7): Tetrasiklin grubu olup 2 hafta boyunca gunliik 200 mg/kg doz ile p.o. olarak

verildi.
Grup3 (n=7): Amlodipin grubu olup 4 hafta boyunca ginlik 1 mg/kg doz ile p.o. olarak verildi.
Grup 4 (n=7): Mangiferin grubu olup 4 hafta boyunca giinliik 20 mg/kg doz ile p.o. verildi.

Grup 5 (n=7): Tetrasiklin +Amlodipin grubu olup, 2 hafta stiresince Tetrasiklin 200 mg/kg doz
ile verilirken es zamanli olarak Amlodipin de 1 mg/kg doz ile oral verildi. 2. haftanin sonunda

sonunda Tetrasiklin alimi kesilerek sonrasinda 2 hafta daha Amlodipin verilmeye devam edildi.

Grup 6 (n=7):Tetrasikin +Mangiferin grubu olup, 2 hafta siiresince Tetrasiklin 200 mg/kg doz
ile verilirken es zamanli olarak Mangiferin de 20 mg/kg doz ile verildi. 2. haftanin sonunda

Tetrasiklin alim1 kesilerek sonrasinda 2 hafta daha Mangiferin verilmeye devam edildi.
3.1.4.Deney Gruplarimnin Olusturulmasi

Deneysel asamaya ge¢ildiginde hayvan refahin1 korumak amaciyla biitiin hayvanlarin
agirliklart teker teker Olgiilerek her birine Ketamin Hidroklorir 90 mg/kg ve Xylazine
Hidroklorur 10 mg/kg intraperitonal yapilarak hayvanlar genel anesteziye alindi. Sedasyon
kontrolii parmak kistirma hareketi ile kontrol edildikten sonra tiim ratlar anestezi masasina
supine pozisyonunda yatirtlarak batin orta hattan laparatomi ile batin acildi. Kalpten
ekzanguinsyon ile kan alinmasi sonucu tiim ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan 6rnekleri 3000
devir/dk siire ile 10 dk santrifiije edilerek serum kisimlarina ayristirildi. Biyokimyasal
incelemeler amaciyla -80 °C’ de saklandi. Karaciger dokulari ise %10 formaldehit igerisinde
Histoloji/Embriyoloji laboratuvarina gonderildi. Olusan atiklar, imha edilmek tizere gorevli

personellere teslim edildi.
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3.2.Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda tiim gruplardaki ratlardan alinan kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplerde, 3000 devir/
dk ile 10 dk santrifuj edildi. Toplam Antioksidan (TAS) ve Oksidan (TOS) durumlari 6lgiimii
ile birlikte serum alanin aminotransferaz (ALT) ve apartat aminotransferaz (AST) diizeylerine
bakildi.

3.3.Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Vicutta meydana gelen serbest radikallerin antioksidan kapasitesini 6lgen 6nemli bir
yontemdir. Serumlarina ayrilan plazma sivisi Rel Assay Diagnostic (Gaziantep)’den temin
edilen kitler kullanilarak TAS pmol/L diizeyleri 6l¢iildii. TAS pmol/L (mikromolar/litre) 6l¢ii
birimi olarak pmol/L ve okuma cihazi olarak Beckman Coulter marka AU 5800 model cihaz

kullanildi. Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem kullanildi (63).
3.4.Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Serumlarina ayrilan plazma sivisi Rel Assay Diagnostic (Gaziantep)’den temin edilen kitler
kullanilarak TOS mmol/L (milimolar/litre) diizeyleri 6l¢iildii. Erel tarafindan gelistirilen tam

otomatik bir yontem kullanildi (64).

3.5.Rutin Histolojik Takip

Sakrifiye edilen hayvanlardan alinan karaciger dokulart %10 formaldehit (Sigma
#SZBE2450V) icerisinde 24 saat fikse edildikten sonra kigultlilerek 24 saat daha bekletildi.
Fiksasyon sonrast 12 saat ¢esme suyunda yikanan dokular dehidrasyon i¢in artan alkol
serilerinden gegirildi.

Sirasiyla % 70-80-96 alkol serilerinde birer saat bekletilerek, son olarak %100 alkolde 30 dk
bekletildi. Xylene I ve Xylene II’de 30 dk seffaflastirildi ve parafin igerisine alindi. Parafin I
ve II” de birer saat bekletildikten sonra gomiildii. Alinan kesitler 5 um kalinliginda pozitif sarjh
lamlara alinarak histolojik incelemeler amaciyla farkli boyalarla boyandi. Boyama oncesi 1 saat

58°C’deki etiivde parafin depolimerize edildi.
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3.5.1.Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolu

Rutin histopatolojik degerlendirmelerde yaygin olarak kullanilan bir boyama yontemidir.
Alman kesitler Xylene icerisinde iki defa 15’er dk bekletilerek deparafinize edildi. Kesitler
azalan alkol serilerinden gegirilerek (sirasiyla %100- 96-80-70) her birinde 5 dakika bekletildi.
Hiicre ¢ekirdeklerini boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonu kullanildi. Cesme suyunda
5 dk yikandiktan sonra, hiicre stoplazmasini boyamasi i¢in Eozin de 2 dk bekletildi. Sonrasinda
tekrar artan alkol serilerinden gecirilerek seffaflastirma islemi yapildi ve entellan ile kapatildi.

Isik mikroskobu altinda incelemeler yapildi.

3.5.2.Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokolu

Pozitif sarjli lamlara alinan kesitler Xylene icerisinde iki defa 15’er dk bekletilerek deparafinize
edildi. Kesitler azalan alkol serilerinden gegirilerek (sirasiyla %100- 96-80-70) her birinde 5
dakika bekletildi. PAS boyama kit prosediirii (Bioptica) uygulanarak boyandi. Uzerinde A
solisyonu yazan kitten dokularin lizerine 10 damla damlatilarak 30 dakika bekletildi.
Sonrasinda yikama islemi yapilmadan dokunun tamamini kaplayacak sekilde B soliisyonu
damlatilarak 10 dk daha bekletildi. Kesitler cesme suyunda 5 dakika yikandiktan sonra, distile
suya alinarak 2 dk daha yikandi. Uzerinde C soliisyonu yazan kitten dokunun tamamini
kaplayacak sekilde damlatilarak 10 dk bekletilip, akabinde distile su ile calkalandi. Uzerinde D
sollisyonu yazan kitten dokunun tamamini kaplayacak sekilde damlatilarak 20 dk bekletilip,
akabinde distile su ile ¢alkalandi. Sonrasinda E soliisyonu damlatilip, 2 dk daha bekletildi.
Kesitler yikanmadan sadece tlizerindeki soliisyon fazlalig1 alinarak tizerlerine F soliisyonundan
damlatild1 ve 3 dk bekletildikten sonra distile suda yikandi. Son olarak G soliisyonundan 10
damla damlatilarak 2 dakika daha bekletildikten sonra olusan boya fazlaligi giderilinceye kadar
yikandi. . Sonrasinda tekrar artan alkol serilerinden gegirilerek seffaflastirma islemi yapildi ve

entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu altinda incelemeler yapildi.

3.6.iImmunohistokimyasal Yéntemler

Rutin histolojik doku takibi sonrasinda alinan kesitlere APAF-1 ve 1l-6 primer antikor boyamasi

yapild.

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinhigindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Xylene
icerisinde iki defa 15’er dk bekletilerek deparafinize edildi. . Kesitler azalan alkol serilerinden
gegirilerek (sirastyla %100- 96-80-70) her birinde 5 dakika bekletilerek distile suya kadar
getirildi. Etilen diamintetraasetik asit (EDTA) soliisyonuna alinarak mikrodalga firinda 3x6 dk
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1s1tild1 ve 15 dk oda sicakligina gelene kadar sogumaya alindi. Tamponlanmais fosfat salin (PBS)
cozeltisinde 3x15 dk yikandi ve hidrofobik kalemle doku sinirlar1 belirlenerek %3’°liik H202’de
bekletilip, 20 dakika siireyle endojen peroksit blokaji gergeklestirildi. Tekrar PBS ¢ozeltisinde
3x15 dk siireyle yikandi. Dokulara Ultra V Block soliisyonundan damlatilarak 7 dk boyunca
inkibe edildi. Dokular yikamaya alinmadan antibody diluent ile 1/250 oraninda diliie edildi ve
4 °C’de gece boyunca buzdolabinda bekletildi. Ertesi sabah oda sicakligina gelmesi igin 1 saat
beklendikten sonra PBS ile 3x5 dk yikandi. Kesitlere anti rabbit sekonder antikor ile muamele
edilerek 30 dk beklendi ve hemen ardindan PBS ile 3x5 dk yikandi. Strepatavidin peroksidaz
ile inkiibe edildikten sonra PBS ile 3x5 dk yikandi. Son olarak 3,3'diaminobenzidine (DAB)
kromojen ile reaksiyona tabi tutuldu. Isik mikroskobu altinda incelenen dokular spesifik
tutulum gosterdikten sonra PBS’e alinarak reaksiyon sonlandirildi. 40 saniye Gill Hematoksilen
ile zit boyama yapildiktan sonra 5 dk akar suda yikama yapildi ve artan alkol serilerinden

gecirildi. Rutin histolojik takip asamalar1 uygulandi.
3.7.Morfolojik ve Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows version 20 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
istatistik programinda yapildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigini
degerlendirmek ic¢in Shapiro Wilk testi uygulandi. Normal dagilim gosteren verilere,
parametrik testlerden Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testi uygulanirken, normal dagilim
g6stermeyen verilere ise Kruskal Wallis-H testi uygulandi. Gruplar arasi farkliliklari belirlemek
icin ise; Mann Whitney-U testi yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 degeri durumunda anlaml
olarak kabul edildi.

Histopatolojik degerlendirmede H&E ve PAS ile boyanan dokular 151tk mikroskobu ile

degerlendirilerek karaciger hasarinin siddeti asagidaki gibi degerlendirildi:

* Grade 0: Hasar yok veya minimum hasar s6z konusu.

* Grade 1: sitoplazmikvakuolasyon ve fokal niikleer piknozun eslik ettigi hafif hasar sz

konusu.

* Grade 2: sitoplazmikvakuolizasyon ile orta derecede hasar, nekrotik olmayan hepatosit

hlcrelerinde balonlagma, siniizoidal genisleme veya tikaniklik, ve hiicreler arasi sinir kaybi,

* Grade 3: nekroze olmus hepatositler, sitoplazmik hipereozinofili, yaygin siniizoidal

dilatasyon veya tikanikligin eslik ettigi orta siddetli hasar,
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* Grade 4: yaygin nekrotik alanlarin eslik ettigi doku kaybi, hepatik kordlarda parcalanma ve
kanama (65).

Immunohistokimyasal degerlendirmede 11-6 ile APAF-1 ile boyanan karaciger dokularmin 1s1k

mikroskopik incelemesinde olusan immiinreaktivitenin yayginligi:

0.1: <%25,

0.4: %26-50,
0.6: %51-75,
0.9: %76-100)

immiinreaktivitenin siddeti:

o 0:yok,

e +0.5: cok az,
e +1l:az,

e +2:o0rta,

o +3:siddetli

olarak skorlanip bir histoskorlama olusturuldu.

Histoskor = Yayginlik X Siddet olarak belirlendi (66).
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4 BULGULAR
4.1.Biyokimyasal Analizler

Karaciger fonksiyonlarint degerlendirmek amaciyla bakilan AST ve ALT degerlerinin

istatistiksel analizinde;

Kontrol grubunun AST ve ALT degerlerinin Tetrasiklin grubu ile Tetrasiklin+ Amlodipin ve
Tetrasiklin+ Mangiferin grubundan anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0,05) .

Tetrasiklin grubunun AST ve ALT degerlerinin Tetrasiklint Amlodipin grubundan anlamli
farklilik gostermedigi (p>0,05), diger biitiin gruplardan anlamli derecede yiiksek oldugu
saptandi (p<0,05).

Tetrasiklin+ Mangiferin grubunun AST ve ALT degerlerinin Tetrasiklint Amlodipin

grubundan anlamli olarak diisiik oldugu izlendi (p<0,05) (Tablo 3).

Table 1. Biyokimyasal analizleri yapilan AST ve ALT degerlerinin istatistiksel analizinin

Ortalama + Standart sapma degerleri.

GRUPLAR AST (1) ALT (/1)

Kontrol 63,28 + 17,408 52,57 + 12,68 Pef
Tetrasiklin 503,28 + 187,13%¢d 326,00 + 77,65 3¢
Amlodipin 76,42 + 7,59 f 57,71 + 12,37 bef
Mangiferin 57,42 + 14,520 54,14 + 15,93%&f
Tetrasiklin+ Amlodipin 228,58 + 53,493¢df 192,57 + 25,23 acdf
Tetrasiklin+ Mangiferin 112,57 + 34,923bcde 119,85 + 25,48 abcde

AST — aspartate aminotransferase; ALT — alanine aminotransferase. a: Kontrolden farkli, b:
Tetrasiklinden farkli, c¢: Amlodipinden farkls, d: Mangiferinden farkli, e:
TetrasiklintAmlodipinden farkli, f: Tetrasiklin+ Mangiferinden farkl:.
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4.2. TAS ve TOS Analizleri
TAS degerleri agisindan gruplar arasi yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu;

Kontrol grubunun TAS degeri ile Tetrasiklin grubunun TAS degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gozlendi (p<0,05). Tetrasiklin grubunun TAS degeri diger calisma
gruplarindan oldukca diisiiktii (Tablo 4).

TOS degerleri agisindan gruplar aras1 yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu;

Tetrasiklin grubunun TOS degerleri diger calisma gruplarindan anlamli derecede yiiksek
izlendi (p<0,05). Tetrasiklint Amlodipin grubuna ait TOS degerlerine bakildiginda ise
Tetrasiklin+ Mangiferin grubundan daha yiiksek oldugu (p<0,05) (Tablo 4).

Table 2. Biyokimyasal analizleri yapilan TAS ve TOS degerlerinin istatistiksel analizinin

Ortalama + Standart sapma degerleri.

GRUPLAR TAS (pmol/L) TOS (mmol/L)
Kontrol 2,19+0,62° 54,96 + 5,71P¢
Tetrasiklin 1,31 +0,17° 140,83 + 31,80%c0ef
Amlodipin 1,66 +0,15 47,09 +£10,64°¢
Mangiferin 1,61+0,13 54,50 + 8,99P¢
Tetrasiklin+ Amlodipin 1,62 +0,16 93,26 + 6,592bcdf
Tetrasiklin+ Mangiferin 1,83+0,12 49,87 +7,70°°

TAS - total antioksidan status (umol H 20 2 equivalent/L); TOS — total oksidan status (mmol
Trolox equivalent/L). a: Kontrolden farkli, b: Tetrasiklinden farkli, c: Amlodipinden farkli, d:
Mangiferinden farkli, e: TetrasiklintAmlodipinden farkls, f: Tetrasiklin+ Mangiferinden farkli.
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4.3.Histopatolojik Degerlendirme
Histopatolojik hasar gradelemesi yapilan karaciger dokularinin istatistiksel incelemelerinde;

Kontrol grubu ile Mangiferin ve Amlodipin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig1, hasar skorlamalarinin birbirlerine yakin oldugu izlendi (p>0,05).

Tetrasiklin grubu ile Tetrasiklin+Amlodipin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi izlenirken (p>0,05), diger ¢alisma gruplar1 arasinda Tetrasiklin grubunun en yiiksek

hasar skorlamasina sahip oldugu goriildii (p<0,05).

Tetrasiklin+ Mangiferin grubunun karaciegr hasar skorlamasi Tetrasiklint Amlodipin

grubundan anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 5).

Table 3. Histopatolojik degerlendirmede karaciger hasar gradelemesi yapilan dokularin

istatistiksel analizinin Ortalama + Standart sapma degerleri.

GRUPLAR Histopatolojk Gradeleme
Kontrol 0,14 + 0,370¢f

Tetrasiklin 3,85 + 0,372c0f
Amlodipin 0,28 + 0,48°¢

Mangiferin 0,14 + 0,370¢f
Tetrasiklin+ Amlodipin 2,57 +0,782¢0f
Tetrasiklin+ Mangiferin 1,14 + 0,372bde

a: Kontrolden farkli, b: Tetrasiklinden farkli, c: Amlodipinden farkli, d: Mangiferinden farkls,

e: Tetrasiklin+Amlodipinden farkli, f: Tetrasiklin+ Mangiferinden farkl:.

Histopatolojik incelemelerde H&E ve PAS ile boyanan karaciger dokulari 11k mikroskobu
altinda incelendiginde; Kontrol grubu (Sekil 5, 6) ile Amlodipin (Sekil 7, 8) ve Mangiferin
(Sekil 9, 10) gruplarinin karaciger dokularinin histolojik goriiniimiiniin normal yapida oldugu
izlendi. Hepatositler genel olarak merkezi yerlesimli ¢cekirdege sahip olup, hepatosit kordonlari
arasindaki siniizoidler normal goriiniimdeydi. Glikojen yogunlugunu degerlendirmek amaciyla
yaptigimiz PAS boyama sonucu; hepatositlerde depolanan glikojen yogunlugu normal

goriinimde izlendi.
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Sekil 5. Kontrol grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Normal goriiniimde vena sentralis

ve sinlizoidal dizilim. (H&E, Bar 50 pum).

Sekil 6. Kontrol grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf.. Karaciger dokusunda normal

glikojen birikimi (PAS, Bar 50 um).
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Sekil 7. Amlodipin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Normale yakin goriiniimde

vena sentralis ve sindzoidal dizilim (H&E, Bar 50 um).

Sekil 8. Amlodipin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger dokusunda normal
glikojen birikimi (PAS, Bar 50 um).
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Sekil 9. Mangiferin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Kontrole olduk¢a yakin

gorlinlimde karaciger dokusu (H&E, Bar 50 um).

Sekil 10. Mangiferin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger dokusunda normal

glikojen birikimi (PAS, Bar 50 um).

Tetrasiklin grubunun H&E ve PAS boyamasi sonucu; karaciger dokusunda hemoraji,
sinlizoidal kordon yapisinda dilatasyon, hepatositlerin sirali 1sinsal diziliminde bozulma,

inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve sentrolobiiler nekroz ve ¢ok sayida piknotik hiicreler izlendi
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(Sekil 11). PAS boyama sonucu; hepatositlerin glikojen yogunlugunda belirgin bir azalma
gorildi (Sekil 12).

Sekil 11. Tetrasiklin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger dokusunda

hemoraji, siniizoidlerde genisleme, hepatositlerin 1sinsal diziliminde bozulma (H&E, Bar 50

Sekil 12. Tetrasiklin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger dokusunda azalmig

glikojen depolanmasi (PAS, Bar 50 um).
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Tetrasiklin+Amlodipin grubunun H&E ve PAS boyamasi sonucu; Tetrasiklin grubuna kiyasla
konjesyonun azaldigi, siniizoidal dilatasyonun ve hepatositlerde piknozun devam ettigi

gortliirken, diger histopatolojik bulgularda azalma oldugu izlendi (Sekil 13). Hepatositlerdeki

glikojen yapisinin olusmaya basladig1 gézlendi (Sekil 14).

Sekil 13. TetrasiklintAmlodipin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Sinizoidal

dilatasyonda ve piknotik hepatositlerde azalma (H&E, Bar 50 um).
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Sekil 14. TetrasiklintAmlodipin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger

dokusundaki glikojen yogunlugunun yeniden olusmasi (PAS, Bar 50 pm).

Tetrasiklin+tMangiferin grubunun karaciger dokusu 151k mikroskobik incelemesinde;
Tetrasiklin ve Tetrasiklin+Amlodipin gruplarina kiyasla daha normal goriiniimde hepatik yap1
izlendi. Sentrolobiiler nekrozda belirgin iyilesme, konjesyonda iyilesme ve piknotik
hepatositlerde azalma oldugu goriildii (Sekil 15). Hepatositlerdeki glikojen yogunlugu normale
yakin goriinimdeydi (Sekil 16).
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Sekil 15. Tetrasiklint Mangiferin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Normal
goriiniimde vena sentralis, olduk¢a az sayida piknotik hiicreler, 1smsal dizilimin yeniden

olusumu (H&E, Bar 50 pm).

Sekil 16. Tetrasiklint Mangiferin grubunun karaciger dokusuna ait mikrograf. Karaciger

dokusundaki glikojen yogunlugunun artmasi (PAS, Bar 50 um).
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4.4.iImmunohistokimyasal Degerlendirme

Karaciger dokusu 1I1-6 ve Apaf-1 immiinreaktivite ekspresyonlart agisindan
degerlendirildiginde hepatositlerdeki stoplazmik boyanma baz alindi. Boyanmanin v. Centralis
ve civarinda yogun tutulum gdsterdigi izlendi. Boyanmanin yayginligina ve siddetine gore

histoskorlamasi yapildiginda;

Kontrol grubu ile Amlodipin ve Mangiferin gruplarinin histoskorlamalar1 arasinda anlamli fark

goriilmezken (p>0,05) en diisiik histoskorlamanin kontrol grubunda oldugu izlendi. Tetrasiklin
grubuna ait skorlama degerlendirildiginde ise; ¢alisma grubunundaki biitiin gruplardan daha
yiiksek oldugu izlendi (p<0,05). Mangiferin grubu ile Amlodipin gruplar kiyaslandiginda iki
grup arasinda histoskorlama acisindan fark olmadig goriildii (p>0,05). Tetrasiklin+ Amlodipin
grubu ile Tetrasiklin+ Mangiferin grubunun histoskorlamasi arasinda anlamli fark olmadigi
izlendi (p>0,05) (Table 6).

Table 4. Histoskorlamasi yapilan karaciger dokularinin istatistiksel analizinin Ortalama +

Standart sapma degerleri.

GRUPLAR Histoskor
Kontrol 0,02+0,027¢"
Tetrasiklin 2,44+ 0,432.cdef
Amlodipin 0,31+ 0,46°
Mangiferin 0,04+0,01%4f
Tetrasiklin+ Amlodipin 0,62+0,29204d
Tetrasiklin+ Mangiferin 0,37+0,29204d

Histoskor= Yayginlik x Siddet. a: Kontrolden farkli, b: Tetrasiklinden farkli, c: Amlodipinden
farkli, d: Mangiferinden farkli, e: TetrasiklintAmlodipinden farkli, f: Tetrasiklin+

Mangiferinden farkli.

Karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik incelemelerinde; Kontrol grubu (Sekil 17, 18) ile

Amlodipin (Sekil 19, 20) ve Mangiferin (Sekil 21, 22) gruplarinda 11-6 ve APAF-1
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ekspresyonlari yok veya ¢ok az siddet gosterdigi izlendi. Tetrasiklin grubunda ise yogun pozitif
ekspresyonlar siddetli goriildii  (Sekil 23, 24). Tetrasiklint Amlodipin grubunda
ekspresyonlarin Tetrasiklin grubuna kiyasla daha ¢ok hafifledigi ve orta siddette oldugu
gortldi (Sekil 25, 26). Tetrasiklin+ Mangiferin grubunda ekspresyonlar az veya orta siddette
goriildi (Sekil 27,28).

Sekil 17. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu (I1-6, Bar 50 pum).
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Sekil 18. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (Apaf-1, Bar 50 um).

Sekil 19. Amlodipin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (I1-6, Bar 50 pum).
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Sekil 21. Mangiferin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (11-6, Bar 50 um).
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Sekil 22. Mangiferin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (Apaf-1, Bar 50 um).

- . . g

Sekil 23. Tetrasiklin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (I1-6, Bar 50 pum).
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Sekil 25. Tetrasiklin+ Amlodipin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (I1-6, Bar 50
pm).
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Sekil 27. Tetrasiklin+ Mangiferin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (I1-6, Bar 50
pum).
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Sekil 28. Tetrasiklin+ Mangiferin grubuna ait karaciger dokusunun mikrografi (Apaf-1, Bar 50
pum).

5.TARTISMA

Tetrasiklin kullanim1 sonucu olusan ilk karaciger hasarina vakas1 1960 yilinda rastlanmigtir.
Karaciger hasarina bagli gelisen bulgular arasinda kolestazis ve duktopeni ilk sirada
bildirilmistir (67). Ratlarda yapilan bir calismada tetrasiklin kullanim1 sonucu trigliserid
salgilanmasinin durdurdugu ve karaciger yaglanmasi gelistigi gozlenmistir (68). Vial ve ark.
yaptiklari ¢alismalarinda TTC’nin 10 giinii askin siirede kullanilmasi1 durumunda akut hepatit
gelisebilme riskinin artabilecegini bildirilmislerdir (67). Tetrasiklin gibi ilaclarin viicuttan
atilmi Oncelikle bobreklerde gerceklesirken, TTC kullanimina bagli bdbrek yetmezligi
gelismesi durumunda karacigerde toksik etkilerinin artabilecegilecegi bildirilmistir  (69).
TTC’nin yliksek dozlarda kullanimi1 sonucu karaciger, bobrek ve pankreas yetmezligi ile
sonuglanip, serum ALP diizeyinde artigsa, protrombin zamaninin uzamasina ve sonugta
16kositoz gibi bulgularin gelismesine neden olabilir (70). Biz de yapmis oldugumuz ¢alismada
tetrasiklinin AST (aspartate aminotransferase) ve ALT (alanine aminotransferase) degerlerinde
kontrol grubuna kiyasla oldukga yiikselme gozlemledik. Karaciger enzimleri olan AST ve ALT

birer Transaminaz olup, karaciger hasar1 ve nekroz gelismesi durumlarinda normallik
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dizeyinde sapma olan en givenilir kriterlerdir (71). Tetrasiiklin grubunun karaciger dokulari
incelendiginde karaciger hasarinda, inflamasyonda ve proapoptotik sinyallerde bir artis oldugu
goriilmistiir. Calismamiz bu noktada artan AST ve ALT oranlarini hem biyokimyasal hem

histolojik hem de immiinolojik agidan desteklemistir.

Hiicrelerde bazal membran gegcirgenligine bagl olarak tetrasiklin toksisistesine bagli enzimler
hepatosit sitozoliinden dolasima sizarak, bu toksisiteye bagli nekroz ve antiinflamatuar
reaksiyonlar1 baglatir (72). Bu bulgular bulgulariyla da uyumluluk géstermistir (73,74). Benzer
sekilde bizim ¢alismamiz da tetrasiklin toksisitesine bagli serum total antioksidan diizeylerinde
azalma gozlenirken, total oksidan diieylerinde artig izlendi. Ayni zamanda dokuda bakilan
inflamatuar belirteci olan 11-6 ile proapoptotik sinyal belirteci olan APAF-limmunohistokimya
boyama grademelesinin Tetrasiklin grubunda yiiksek skorlamaya sahip oldugu goriildu. H&E
boyama sonucu karaciger dokusunda hemoraji, siniizoidal kordon yapisinda dilatasyon,
hepatositlerin sirali 1sinsal diziliminde bozulma, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
sentrolobiiler nekroz ve c¢ok sayida piknotik hiicreler izlendi. PAS boyama sonucu,
hepatositlerin glikojen yogunlugunda belirgin bir azalma goriildii. Bu bulgular Shabana ve ark.

yaptiklar1 ¢alismalarindaki bulgular ile de paralellik gostermistir (73).

Yapilan ¢aligmalar neticesinde Ca ++ kanal blokerinin hiicre disinda biriken Ca ++ inhibe ettigi
bildirilmistir (75-77). Kimyasal kullanimma bagli gelisen inflamasyon durumlarinda
hiicrelerdeki histamin, serotonin, bradikinin, nitrik oksit ve sitokinler gibi serbest oksijen
radikallerinde (ROS) artis meydana gelmektedir (78-81). Ca ++ iyonlar1 ise mast hiicrelerinde
cogalarak bir inflamatuar mediyatdr olan histaminin salgilanmasina sebep olurlar. Bunun

sonucunda ise ROS dUizeyinin azalmasina etki ederler (82).

Kataoka C ve ark. ile Nunez Selles AJ ve ark. yaptiklar1 calismalarda Amlodipinin TNF-a ve
IL-6 inflamatuar sitokin dizeylerini azalttigin1 bildirmislerdir (83,84). Biz de bu galismada
amlodipinin tetrasiklin uygulamasina bagl gelisen 11-6 ve APAF-1 gibi sitokin duzeylerini
olumlu yonde etkiledigini gozlemledik. Ayrica karaciger fonksiyon tetslerini de olumlu yonde
distirdiigiinii izledik. Bu sonuglar amlodipinin istatistiksel olarak anlamli sekilde tetrasikline

bagli karaciger hasarini enzimatik olarak diizelttigini gostermistir.

Mangiferin igerigindeki fenolik asitler, fenolik esterler, flavan-3-ols bilesenlerinden dolay1, in
vitro ve in vivo c¢alismalarda antioksidan Ozellikte oldugu goriilmiistir (85). Yapilan
caligmalarda mangiferinin antidiyabetik, hipolipidemik, antiviral, immiinomodiilator,

antikanser, analjezik ve hepatoprotektif gibi bir¢ok biyolojik aktivite ve farmakolojik aktiviteye
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sahip oldugu goriilmistiir (86-89). Jiang T ve ark. mangiferinin, kaspaz-3 ve Bax'im protein
dizeylerini azaltarak ve Bcl-2'ninkileri artirarak kardiyomiyositlerde apoptozu azalttigini
gostermislerdir (90). EI-Sayyad SM ve ark. ise barsak I/R ve buna bagli uzak organ hasari olan
karaciger dokularin1 incelediklerinde Mangiferinin antiapoptotik, antiinflamatuar ve
antioksidan 6zellikte oldugunu gérmiislerdir (91). Bizim ¢alismamiza baktigimizda tetrasiklin
hasarina bagl gelisen apoptozis, inflamasyon ve karaciger hasart durumlarinda mangiferinin
koruyucu 6zellikte oldugunu gozlemledik. Ayrica bozulan karaciger fonksiyonlari ile serum
total antioksidan/ oksidan diizeylerini diizeltme de Ca++ kanal blokeri olan amlodipinden daha

etkin oldugunu gozlemledik.

6.SONUC

Calismamizin sonunda Tetrasiklin’e bagli gelisen hepatotoksisite durumunda karsilastirmis
oldugumuz Amlodipin ve Mangiferinin koruyucu etkileri oldugu goézlendi. Biyokimyasal,
Immunohistokimyasal ve Histopatolojik degerlendirmeler sonucu Mangiferin’in daha fazla
koruyucu etkinlige sahip oldugu izlendi. Fakat bakmis oldugumuz parametrelerin
genisletilmesi ve farkli doz ve siirelerde denenerek yeni calismalar yapilmasi gerektigi

kanaatindeyiz.
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