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OZET

Tiim organ nakli programlarinda oldugu gibi karaciger naklinde de ister canli, isterse
kadavra kaynakli olsun elde edilen organin korunmasi, uzun siire saklanmasi ve bu
esnada hepatositlerde iskemi-reperfiizyon hasarini minimale indirmek igin Histidine-
Triptofan-Ketoglutarate (HTK) ve University of Wisconsin(UW) gibi bir¢gok koruma
soliisyonu tanimlanmistir

Yapacak oldugumuz g¢alismada hepatoprotektif,antioksidan,kologog,antidepresan ve

daha birgok yararli etkileri olan silypbum marianum(Meryem ana dikeni) ‘un
prezervasyon solusyonlari iizerine olan etkilerini incelendik.

Calismada, ortalama agirliklar1 300-350 gram agirliginda, 32 adet Wistar albino 1rki,
eriskin erkek sican kullanildi. Hayvanlar, optimum laboratuvar kosullarinda, (22+2°C
oda sicaklig1, 12 saatlik aydinlik / karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde tutulup,
standart kuru peletler halindeki sigan yemi (Purina®) ile beslendi.Ratlar her biri 8 tane
hayvan iceren 4 gruba ayrildi.Grup 1:UWgrubu,Grup 2:UW+Silymarin grubu Grup
3:HTK grubu,Grup 4:HTK+Silymarin grubu olarak belirlendi. 2. ve 4. gruplardaki ratlar
hepatektomi Oncesi,]1 hafta boyunca orogastrik tip ile 200 mg/kg Silybum
marianum(silymarin)( Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), ile beslendi.

Operasyon Oncesi hayvanlarin anestezisi i¢in, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar® Eczacibast Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, Istanbul) ve 10 mg/kg
xylazine hidroklorit (Rompon® Bayer, Sisli, Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal
olarak verildi.

6 saat aclik sonrasi,anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traglanarak. Povidon iyot ile
cilt antisepsisi saglandiktan sonra orta hat insizyonu tercih edilerek, laparatomi yapildi,
ince barsaklar karin digina alinip, portal pedikiil tanimlandi.Abdominal aorta trunkus
¢olyakusun iistii ve SMA altindan baglanip,VCI’da hepatik ven dallarmin dncesinden
baglanarak karacigerin arteryel ve vendz dolasimi kesildi.Daha sonra karaciger
perflizyonu amaci ile portal ven kaniilize edilerek Grup 1 ve 2, +4°C’deki UW
solusyonu ile,grup 3 ve 4 ise +4°C’deki HTK soliisyonu ile hepatik venden berrak sivi
gelene kadar yikandi, ardindan hepatektomi yapildi. Hepatektomi sonrasi ratlar yiiksek
doz anesteziklerle sakrifiye edildi. Hepatektomi yapildiktan sonra karaciger dokulari,
icinde yikandigi prezervasyon solusyonu(UW ve HTK) bulunan torbalara konulup,
torbalar ici buz dolu saklama kaplarina yerlestirildi.

Perfiize edilen karacigerlerden,biyokimyasal inceleme i¢in 0, 6 ve 12. saatlerde
karaciger biopsileri ~ ve karaciger dokusunun iginde saklandigi soliisyonlardan
biyokimya tiipline sivi Ornekleri, histopatolojik inceleme i¢in 0, 6 ve 12. saatlerde
karaciger biyopsileri ve elektron mikroskobik degerlendirme i¢in 6.saatte karaciger
biopsileri alindu.

Bu bilgiler 1s1ginda  Biyokimyasal,immunohistokimyasal(histopatolojik),elektron
mikroskobik incelemeler sonucunda HTK ve UW solusyonlarina silymarin eklenmesi
ile hiicresel hasarin azaldigi ve incelenen gruplar arasinda en etkin grubun
HTK+Silymarin grubu oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler:Silybum Marianum,HTK,UW.



ABSTRACT

In all organ transplant programs ,as well as liver transplantation, either live or
cadaveric organ preservation,described the preservation solutions such as Histidine-
Tryptophan-Ketoglutarate (HTK) and University. of. Wisconsin (UW),it’s used for the
long term storage and decreased the meantime hepatocytes ischemia-reperfusion injury.

In this study, which will be hepatoprotective, antioxidant, cologog, antidepressants
and many more beneficial effects of Silybum marianum (Virgin Mary thistle) 's
examined the effects of preservation solution.

In this study, the average weight of 300-350 grams, 32 Wistar albino adult male rats
were used. Animals optimal laboratory conditions (22 + 2 ° C room temperature, 12-
hour light / dark cycle) kept in polycarbonate cages and feeding standard dry rat chow
pellets (Purina ®).Rats divided into 4 groups, each containing 8 animal. Group 1: UW
group, Group 2: UW + Silymarin group, Group 3: HTK group, Group 4: HTK +
silymarin group, respectively. 2 and 4 Rats in groups before partial hepatectomy,fed by
orogastric tube, for 1 week with 200 mg / kg of Silybum marianum (silymarin) (Sigma
Chemical Co. St.Louis, MO, USA).

Anesthetize the animals before the operation, 50 mg / kg ketamine hydrochloride
(Ketalar ® Eczacibast Warner-Lambert pharmaceutical industry, Levent, Istanbul) and
10 mg / kg xylazine hydrochloride (Bayer ® Rompo, Sisli, Istanbul) was administered
intraperitoneally under aseptic conditions.

6 hours after a fasting period, the rats were anesthetized,trimming the incision area.
After obtaining skin antisepsis with povidone-iodine midline incision is preferred
laparotomy was performed, and small intestines taken out of the abdomen,after that
define the portal pedicle.Abdominal aorta looping the top of the trunkus celiacus and
bottom of the SMA, VCI looping before connecting the branches of the hepatic vein,
close down the hepatic arterial and venous circulation.Cannulisating of portal vein for
the liver perfusion .After that group 1 and 2 with UW solution at +4 ° C,groups 3 and 4
with HTK solution at +4 ° C washed to the hepatic vein,until coming to the clear liquid,
and then hepatectomy was performed.Rats were sacrificed with high dose anesthetics
after hepatectomy. After hepatectomy liver tissues, bathed in the preservation solution
(UW and HTK) placed and the bags, bags full of ice placed in storage containers.

In perfused liver, giving the liver biopsies and solutions in 0,6 and 12.hours for
biochemical examination,giving the liver biopsies in 0,6 and 12.hours for
Histopathological examination,and giving in  6.hours, liver biopsies for electron
microscopic examination

In light of this biochemical and immunohistochemical (histopathological), electron
microscopic studies;cellular damage decreased as a result of addition silymarin of HTK
and UW solutions, and in all groups HTK + Silymarin group was found to be the most
active group.

Key Words: Silybum Marianum, HTK, UW.



1.GIRIS VE AMAC

Tim nakil programlarinda oldugu gibi, karacigerde de etkili saklama en Gnemli
konudur. Ozellikle, nakledilecek organin uzak mesafeler arasi transportu esnasinda,
prezervasyonun en uygun ve olabildigince uzun siireli yapilabilmesi organ nakli ile
ugrasan hekimler i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Amag, alimman organin nakil(transplantasyon) islemi  gergeklesene  kadar
fonksiyonlarmin ve hiicre biitiinliigliniin korunmasimi saglamaktir[1, 2] .Prezervasyon
kadavra kaynakli organlarda beyin 6liimii tanisinin konulmasi, canli donor kaynakli
organlarda ise donoriin ameliyat1 esnasinda baslar ve alicida vaskiiler anastomozlar
tamamlanip organin fonksiyon gérmeye basladigi ana kadar devam eder . Organ
prezervasyonundaki 3 temel amag;

1- Hipoterminin saglanmasi,
2- Hiicresel sismenin 6nlenmesi,
3- Serbest radikallere bagli gelisen organ hasarinin minimale indirilmesidir.

Hiicresel iskemi ile mitokondri, niikleus, endoplazmik retikulum, lizozom ve
stoplazmik membran gibi organellerde yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu
degisikliklerin geri doniisiimlii olup olmadiginin saptanmasi oldukca gii¢ olmakla
birlikte, mitokondri ve hiicre zarindaki zedelenmelerin genellikle geri doniisiimsiiz
oldugu bildirilmektedir. Transplante karacigerde primer nonfonksiyon (PNF) gelisimi
tizerine en 6nemli faktor prezervasyon hasaridir [3]

Wisconsin Universitesi soliisyonu (UW) ,Histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) gibi
sollisyonlar prezervasyon amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda temel hedef, nakil olacak organlardaki iskemik hasar1 minimale
indirmektir. Bu amacla kullanilan soliisyonlarin igerisinde iskemik siireci farkl
yollardan azaltan degisik antioksidan maddeler bulunur.

Silybum marianum (deve dikeni) giinlimiizde karaciger hastaligi tedavisinde en ¢ok
arastirtlmis bitkidir. Bu bitkinin aktif bilesenlerinin tiimiine silymarin ad1 verilmektedir.
Silymarinin bilesenlerinin yapist 1960’11 yillarda tanimlanmistir. Silymarini % 70-80
flavonolignanlar ve % 20-30 oraninda tamimlanmamig polifenolik bilesenler olusturur.
Silymarinin dogal bilesenlerinden olan silybin en etkili olandir ve silymarinin % 80’ini
olusturur. Bunun disinda isosilybin, silychristin ve silydianin diger bilesenlerdir [4].
Silybum tohumlar1 kanitlanmig hepatoprotektif etkinlige sahiptir[4]

Bu calismada; UW ve HTK’nin prezervasyon etkisine, hepatoprotektif bir ajan olan
silymarin’in katkis1 degerlendirildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Transplantasyonu

Ik olarak Welch tarafindan k&pekler iizerinde yapilmis ve ardindan, T.Starzl
tarafindan 1963 yilinda ,insanda, ilk karaciger nakli ger¢eklestirilmistir. Fakat basarili
sonuglarin almabilmesi ancak siklosporin gibi immiinsupresif ajanlarin kullanima
girmesiyle  saglanabilmistir. Tiirkiye’de  ilk  kadavradan ortotopik  karaciger
transplantasyonu 1988 yilinda, Prof.Dr. M.Haberal tarafindan yapilmistir[2].
Giliniimiizde kronik karaciger hastaligir basta olmak iizere, akut karaciger yetmezligi,
karaciger tlimorleri, metabolik karaciger hastaliklar1 ve bazi parazitik hastaliklarin
tedavisinde karaciger transplantasyonu etkin bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir.
Transplantasyon endikasyonlar1 belirlenirken cesitli prognostik
sistemlerden yararlanilir[5]

2.2. iskemi Sirasindaki Hiicresel Degisiklikler

Iskemi, dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagl olarak, Reversibl(geri
dontigiimlii) veya irreversibl(geri doniisiimsiiz) hiicre zedelenmesine neden olmaktadir.
Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadir.
Bunlardan biri, iskeminin hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak, hiicre i¢i adenozin
trifosfat (ATP) sentezinde azalmaya yol agmasidir. Bu durum ise, hiicre membraninin
ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha fazla kalsiyum,
sodyum ve su girmesi ile sonu¢lanmaktadir. Bu degisimin sonuglart:

1. Hiicrenin iyon dengesini koruyan Na''-K* ATP’az ve Ca''-Mg"™" ATP’az
pompalarinin ¢ok yavaslamasina neden olur.Na'™, Ca'™, H,O ve CI hiicre igine
girerken, K* ve Mg"™ hiicre disma cikar. Sonugta hiicresel sisme baslar ve
membranolitik bir enzim olan fosfolipaz A enzimi aktive olur.

2. Anaerobik glikolizin artigina bagli olarak hiicre i¢i laktat diizeyi artar ve hiicre i¢i
pH diizeyi diiser. Bu durumda, lizozomal membranlarin dayanikliligi azalir ve litik
enzimler sitoplazmaya bosalarak yikima neden olur.

3. Bu enzimler, tasiyict protein olan transferin ve ferritinin, bakir ve demirden
ayrismasina sebep olur. Demir ise reperfiizyon sonrasinda serbest radikallere bagh

hasarda rol alir.
Fe** |::> Fe*** + OH + OH-

Iskemi  doneminde, ATP’nin fazla oranda katabolize olmasi sonucu hiicrede
hipoksantin miktar1 artmaktadir. Normalde ksantin oksidorediiktaz enzimi,
hipoksantinin  ksantine ve daha sonra iirik aside doniisimiinii katalizler. Ksantin
oksidorediiktaz, normal sartlarda dehidrogenaz formundadir ve enzimatik aktivitesinde,
kofaktor olarak okside nikotinamid adenin diniikleotit (NAD™) yer alir. Hipoksik
kosullarda, enzimin dehidrogenaz formu oksidaz formuna doniismektedir. Enzimin
oksidaz formu, aktivitesi sirasinda elektron alicis1 olarak NAD™ yerine molekiiler
oksijeni kullanmakta, bunun sonucu olarak da siiperoksit anyon radikali ve hidrojen
peroksit liretimine yol ag¢maktadir. [6, 7]. Bu enzimatik degisim, “serbest oksijen
radikallerine (SOR) bagli reperfiizyon hasar1” hipotezinin temelidir. Bu sathada olusan



SOR’leri hiicre membran lipidlerinde peroksidasyonlara yol acarak, basta
malondialdehit olmak iizere birg¢ok sitotoksik iiriin olusumuna neden olur.

Hipotermik kosullarda (+4°C), iskemi/Reperfiizyon hasarinin, normotermik kosullara
gore daha az olustugu bilinmektedir. Hipotermi, transplantasyonda organ saklanmasi
icin gerekli olmakla birlikte, reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan ve organ i¢in zararh
olan oksidatif stres, sodyum pompasi inaktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum birikmesi ve
ortama demir iyonu saliverilmesi gibi olaylar1 yeterince engelleyememektedir. Bu
nedenlerle, yeni koruma solusyonlar1 gelistirme arzusu giin gectik¢e artmaktadir.

Hiicrede hasari, elektron mikroskobunda, 151k mikroskobuna gore daha erken
saptanabilir. Ornegin, miyokard hiicresinin 61diigii, elektron mikroskobu ile 23 saatte
belli olurken, 151k mikroskobu ile ancak 6—12 saatte goriilebilir (Grafik-1).
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Grafik—1: Geridoniisiimlii ve geridoniisiimsiiz hiicre hasarinin morfolojik etkileri.
Ultrastriktiirel degisimlerin (elektron mikroskobik) 1sik mikroskobisine gore daha erken
basladig1 goriilmektedir ( Robbins Basic pathology 7°th edition’dan alinmistir).

2.3. Iskemi Ve Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijenin, hiicre ic¢inde oksidatif enzimler tarafindan indirgenmesi ile
serbest oksijen radikalleril SOR) olusur. SOR’leri, ydriingelerinde ¢ift olmayan
elektronlart bulunduran kararsiz molekiillerdir. Kimyasal olarak anstabildirler ve hizla
reaksiyona girerler. Niikleik asit ve membran lipitlerinin yikilmasina sebep olurlar. Yine
serbest radikalle reaksiyona giren hiicre i¢i molekiiller de, kararsiz bilesik haline doniip
zedelenmeye sebep olurlar. En Onemli serbest oksijen radikalleri, siiperoksit (O7),
hidrojen peroksit (H,02), hidroksil iyonlari(OH) ve nitrik oksit (NO)’tir. Siiperoksit
radikali, normal hiicre metabolizmasinda, mitokondrial, endoplazmik retikulum ve
niikleer membran elektron transport islemleri sirasinda olusan bir ara iiriindiir. Iskemik
kosullarda ise, hipoksantin ve ksantin katabolizmasi sirasinda ksantin oksidaz enziminin



katalize ettigi bir reaksiyonla olusur [6-8]. Siiperoksit radikalinden, siiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin katalizledigi reaksiyonla H,O, olusur. Hidrojen peroksit, katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimlerinin Katalize ettigi reaksiyon ile, H,O ve COj’¢
dontistiirerek inaktive edilir. SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz, serbest oksijen
radikallerine karsi organizmanin en onemli savunma elemanlaridir. SOR araciligiyla
olusan lipid peroksidasyonu, hiicre membran1 disfonksiyonu da, hiicre sigsmesi ve hiicre
Olimii ile sonuglanir. Malondialdehit, lipid peroksidasyonunda bir son iiriindiir ve
oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilir.[9] Plazma MDA ve doku MDA
seviyeleri serbest radikallerin bir indikatorii olarak olgiiliir.[9],lipid peroksidasyonu
stoplazmik membranda hasar ve gecirgenlik artisina yol acarak hiicre icinde asir
kalsiyum birikmesine yol acar. Olusan hiicre membran disfonksiyonu da, hiicre sismesi
ve hiicre 6liimii ile sonuglanir[10].

2.4. Antioksidan Maddeler

Hiicreyi serbest radikallere karsi koruyan ve onlart nétralize eden maddelerdir.
Prezervasyon hasari siirecinde gelisen hiicre ici serbest radikalleri, bu maddeler ile
ortadan kaldirilabilir. Bunlarin ¢ogu endojen kaynakli iken, bir kismi ekzojen
kaynaklidir.

En sik iizerinde calisilan antioksidanlar: triptofan, histidin, glisin, transferin, ferritin,
laktoferrin,seruloplazmin, askorbik asit, E vitamini, A vitamini, ¢inko, selenyum,
manganez,asetilsistein-karbosistein, alfa glutatyon-s-transferaz, allopurinol, glutatyon
peroksidaz katalaz, stiperoksit dismutazdir [11, 12] (Grafik-2).
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Grafik—2: SOR olusumu ve antioksidan mekanizmalarin ¢alisma sistemleri ( Robbins
Basic Pathology 7°th edition’dan alinmistir).

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz(SOD)

Stiperoksit dismutaz 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda belirlenmistir.
Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii katalizler.
Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi araciligi ile etkisiz
hale getirilmektedir. Hiicre boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol etmede
onemli bir rol oynar[13].

SOD
2 0,p- + 2H" "——>H,0, + O,

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu (bakir)
ve Zn(ginko) ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik
Mn(mangan) ihtiva eden izomerlerdir (Mn SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan
izomer sitozolik Cu-Zn SOD’ dir[14] .



Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararl etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder.

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanim1 olan dokularda fazladir ve doku pO; artisi ile
artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yliksek oranda siiperoksit
iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit diizeyi diisiik tutulur.
SOD’nin hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir.

SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde etkisiz hale getirilmesinde de rol oynar.
Bu yiizden SOD, graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiliksek
katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde siliperoksit birikimine izin verilmez. Ancak
cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmasi durumunda, siiperoksite 6zgii
tepkimeler goriilmeye baslar.

Stiperoksit metal iyonlarmi indirgeyerek bagli olduklar1 proteinlerden salinimina
neden olur, kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar, metal iyonlarmin katildigi
hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir. Diger radikallere gore daha az reaktif
olsa da, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri, bazi amino asitleri ve antioksidan
bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler.

Stiperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirlii ve ¢oziintirligii
daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve
sliperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksit radikalini (HO,".)
olusturur. Bu radikal de ¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu
baslatabilir.

2.4.2 Katalaz(CAT)

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrica bir molekiil
NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir. Enzim sitokrom
sistemi ig¢eren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur. Aktivitesi;
karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde ytiksektir.

Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip
olusuna ek olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat
olarak, digerini de oksidan veya elektron alicist olarak kullanabilir[15]

CAT
2H;0, [ >2H,0+0;

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil gibi kii¢ciik molekiillere
karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez[16].



2.4.3. Silybum Marianum(Silymarin)(Meryem ana dikeni)

Resim 1: Silybum marianum (Meryem ana dikeni)( St. Mary’s thistle) .

Silypum marianum (Meryem ana dikeni) Asteraceae familyasina ait bir
bitkidir. Tohumlar1 karaciger ve safra kesesi hastaliklari ile toksin zehirlenmelerine kargi
karacigeri korumada; ayni zamanda mantar zehirlenmeleri, yilan sokmasi, bodcek
isiriklart  gibi  durumlarin  tedavisinde de yaklasitk 2000 yildir kullanilmaktadir,
giinlimiizde karaciger hastaliklarinin tedavisinde en ¢ok arastirilmig bitkilerden bir
tanesidir. Bu bitkinin aktif bilesenlerinin timiine silymarin adi verilmektedir.

Silymarinin bilesenlerinin yapist 1960’11 yillarda tanimlanmaistir;

Silymarini % 70-80 flavonolignanlar ve % 20-30 oraninda tanimlanmamuis polifenolik
bilesenler olusturur. Silymarinin dogal bilesenlerinden olan silybin en etkili olandir ve
silymarinin % 80’ini olusturur. Bunun disinda isosilybin,
silychristin,taxifolin,dihidrosilibin ve silydianin diger bilesenlerdir[17]. Silybum
tohumlar1 kanitlanmig bir hepatoprotektif madde olan betaine ve esansiyel yag asitleri
de igerir. Bu maddeler silymarinin antiinflamatuvar etkisine katkida bulunmaktadir.
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Grafik 3:Silymarin yapisindaki bilesenler(Czech academy of science,insitute of
microbiology’den alintidir)

2.4.3.1. Silymarinin Farmokokinetik Ozellikleri

Silymarin suda ¢6zlinmez, bu nedenle bitkisel ¢ay olarak tiiketilememektedir.Standart
kapsiillenmis bitki ekstresi olarak kullanilir. Oral alim1 sonrasi emilim nispeten az olup,
yapilan ¢alismalarda ratlarda oral uygulamadan 24 saat sonra safrada %2-3 oraninda
tespit edilmistir. Hayvanlarda ve insanlarda oral alimi takiben pik plazma
konsantrasyonuna 4-6 saat sonra ulasilir[4]. Viicuttan atilimi esas olarak safra yolu ile,
az bir kismi1 da bobrekler yolu ile olmaktadir. Yarilanma omrii 6-8 saattir [4]
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2.4.3.2. Silymarinin Klinik Endikasyonlari

Silymarinin klinikte en 6nemli kullanim alani Amanita mantar zehirlenmesidir.
Amanita genusuna ait mantarlar Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu genusta asir1 toksik pek ¢cok mantar cinsi bulunmaktadir. Amanita
mantarlari amanitin ve phalloidin ad1 verilen ¢ok giiglii hepatotoksinler icermektedir. Bu
mantarlarin yanlislikla alimina bagli her yil Amerika ve Avrupa’da ortalama 60
zehirlenme vakasi olmakta ve mortalite % 30 olarak bildirilmektedir[18].

Farelerde silymarinin Amanita zehirlenmesinden hemen 6nce veya 10 dakika
icinde uygulanmasi karaciger toksitesini %100 engellemistir. Silymarinin ilk 24 saat
icinde uygulanmasi agir karaciger hasari ve olimii engellemistir [19]. Kopeklerde
yapilan bir ¢alismada silymarinin belirgin hepatoprotektif etkisi karaciger enzimleri ve
karaciger biyopsisi {lizerinde gosterilmistir.

Silymarinin hepatoprotektif etkisi insanlarda amanita toksini maruziyeti sonrasi
defalarca gosterilmistir. Silymarin ile tedavi edilen 18 hasta serisinde, 1 hasta hari¢ tiim
hastalar hayatta kalmigtir. Silymarinin Amanita phalloides mantar alimimdan 48 saat
sonra dahi uygulanmasi agir karaciger hasarin1 engellemede etkilidir [20]. 1995 yilinda
yaymlanmis bir ¢alismada 41 mantar zehirlenmesi vakasinda silymarin ile tedavi edilen
grupta 6liim olmamistir[21]. Amanita mantari zehirlenmesi sonrasi tedavi altindayken 3.
giinde kotiilesen ve intravendz silybin tedavisi baslanan vakada klinik diizelme
gozlendigi bildirilmistir[21].

Silymarinin hepatoprotektif etkisini gosteren pek ¢ok ¢alisma bildirilmistir. Bir
askeri hastanede karaciger enzim yiiksekligi olan (¢cogunlukla alkol alimina bagl)
hastalarin 4 haftalik takibinde 420 mg/giin silymarin uygulanmasinin karaciger
enzimlerini belirgin olarak diistirdiigi gozlenmistir. Histolojik incelemede karaciger
biyopsilerinde anlamli diizelme saptanmistir[22]. Kronik aktif hepatiti olan 20 hasta ile
yapilan bir c¢alismada 240 mg/giin silybin-fosfatidilkolin kompleksinin 7 giin
uygulanmasi,serum AST, ALT, GGT, ALP ve total biliriibin diizeylerinde anlamli
diisis saglamistir[23].

Kronik alkolik karaciger hastaligi olan 36 hasta ile yapilan bagka bir ¢caligmada
6 ay siireyle 420 mg/giin silymarin uygulanmasi serum AST, ALT, GGT, total biliriibin
diizeylerinin normale gelmesini ve karaciger biyopsilerinde diizelme saglamistir. Ayrica
tedavi grubunda prokollajen III (aktif fibrozis markir1) belirgin diisiik saptanmigtir [24]

Karaciger sirozu olan 170 hasta ile yapilan bir Avusturya ¢aligmasinda ortalama
41 ay 420 mg/giin silymarin uygulamasi sag kalim siiresini belirgin olarak uzatmistir
(tedavi grubunda %58, plasebo grubunda %39)[25].

Yukarida belirtilen tim ¢alismalarda silymarinin bir yan etkisi bildirilmemistir.

2.4.3.3 Etki Mekanizmasi

Silymarinin karaciger hiicrelerine pek ¢ok toksine karsi korudugu bildirilmistir;
ornegin asetaminofen, etanol, karbontetraklorid ve D-galaktozamin. Ayrica iskemik
hasar, radyasyon, demir toksitesi ve viral hepatitte etkili bulunmustur [26].

Hepatoprotektif  etkilerinde ana mekanizmalar antioksidasyon, anti lipid
peroksidasyonu, gii¢lii detoksifikasyon ve glutatyon azalmasina karsi koruyucu
etkileridir[27]. Silymarin lipooksijenaz enzimini inhibe ederek karacigerden lokotrien
olusumunu engellemektedir[27]. Calismalarda ayrica silymarinin hepatosit protein

11



sentezini arttirdigi, timor onciillerinin aktivitesini azalttigi, mast hiicrelerini stabil ettigi,
immun fonksiyonlar1 modiile ettigi ve  antiinflamatuvar ve antifibrotik etkileri
gosterilmistir[27].

Silymarinin hepatik dokuda rejenerasyonu stimule etmesi hasarli karacigerde protein
sentezini arttirmasiyla olmaktadir. Hem in vivo hem de in vitro deneylerde artmis
protein senteziyle beraber ribozom olusumu ve DNA sentezinde belirgin artig
bulunmustur. Artmis protein sentezi sadece hasarli karacigerde (parsiyel hepatotektomi)
saptanmis, kontrol grubunda gézlenmemistir [28]. Protein sentezi artis mekanizmasi
bilinmemektedir. Ancak bazi yazarlar silymarinin fizyolojik bir regiilatorii taklit ettigini
ve silybinin, polimeraz enzimine baglanarak ribozom olusumunu arttirdigini
diistinmektedirler. Silymarinin protein sentezini arttirict etkisi malign karaciger
dokusunda gozlenmemistir[28].

Giliniimiizde non-viral kronik hepatit tedavisinde immunosupresif/antiinflamatuvar
ajanlar kullanilmaktadir. Bu ilaglar hayat kurtarict olsa da uzun dénemde ciddi yan
etkilere sahiptir. Botanik anti-inflamatuvar ilaglar giivenli ve etkili alternatif tedavi
secenekleri sunmaktadir. Silymarinin hepatik dokuda belirgin anti-inflamatuvar etkileri
pek cok calismada gosterilmistir. Bu etkiler mast hiicre stabilizasyonu, nétrofil
migrasyon inhibisyonu, kuppfer hiicre inhibisyonu, 16kotrien ve prostoglandin sentez
inhibisyonudur [29]. Karaciger fibrogenezinde hepatik stellat hiicreler merkezi rol
oynamaktadir. Bazi fibrotik etkilere cevap olarak prolifere olurlar ve miyofibroblastlara
dontigiirler ve bu hiicrelerde karacigerde kollajen liflerin depozisyonundan sorumludur.
Silybin (10* mol/l konsantrasyonda) izole edilmis, rat hepatik stellat hiicrelerinde
proliferasyonu %75 oraninda geriletmistir. Stellat hiicrelerinin miyofibroblastlara
dontisimiinii ve fibrozis igin gerekli ekstraseliiler matriks bilesenleri gen ekspresyonunu
azaltmistir[30]. Silymarinin hayvanlarda karaciger fibrozisini yavaslattigi ve iyilesme
sagladigi gosterilmistir. Safra yollar total okliize edilmis ratlarda inflamasyon olmadan
progresif karaciger fibrozisi gelismektedir. Silymarin (50 mg/kg/giin) bu fibrozisi
kontrol grubuna oranla %30-35 oraninda azaltmigtir. Safra kanali okliizyonu sonrasi
stirekli 6 hafta veya sadece son 2 hafta silymarin uygulamasi esit derecede etkili
bulunmustur. Diisiik dozda (25/mg/kg/giin) etkili bulunmamistir[31].

Kolsisin fibroziste makrofaj stimulasyonunu inhibe ederek antifibrotik ve anti-
inflamatuvar etki gosterir. Bu etkileri ile karaciger fibrozisini engellemede
kullanilmistir ancak ciddi yan etki profiline sahiptir. Silymarin karbon tetraklorid ile
ratlarda olusturulan Kkaraciger fibrozis g¢alismasinda kolsisine benzer derecede etkili
bulunmustur, ayrica yan etki gézlenmemistir[32].

Silymarin sitokrom P450 (Faz I) detoksifikasyon sisteminde inhibitor etkiye sahiptir.
Farelerde yapilan bir ¢alismada silybinin spesifik pek ¢ok P450 enzimini inhibe ettigi
gosterilmistir[33]. Bu etki Amanita zehirlenmesinde protektif etkilerini agiklayabilir.
Amanitin toksini P450 sistemi ile biyoaktive edildikten sonra hepatositler igin dliimciil
hale gelir. Ayrica, silymarin ve diger antioksidanlar P450 enzimleri ile olusan serbest
radikallere kars1t koruma saglarlar. Glukuronidasyon 6nemli bir Faz II detoksifikasyon
yolagidir. Viicuttan ¢ok sayida toksinin atilma yolu glukuronidasyon yolagidir.
Toksinler safra ile viicuttan atilmak iizere glukuronik asitle konjuge edilmektedir.
Ayrica dstrojen de viicuttan bu yolla atilir. Barsaktaki bazi bakterilerde bulunan beta-
glukuronidaz enzimi glukuronik asidi bagli bulundugu maddeden ayirir ve enerji
kaynagi olarak kullanir. Bu reaksiyonla orijinal madde yeniden gastrointestinal sistem
tarafindan emilerek kiside yeniden maruziyete neden olur. Silymarinin saglikl kisilerde
beta-glukuronidaz enzimini inhibe ettigi gosterilmistir [34].

12



Silymarinin  Kkaraciger {izerine immunomodulator etkisi pek ¢ok c¢alismada
aragtirilmigtir.iki Macar calismasinda silymarinin immiin fonksiyon iizerine pozitif
etkisi gosterilmistir. ilk calisma biyopsi ile kanitlanmis kronik alkolik Karaciger
hastalig1 olan hastalarda yapilmis ve bu hastalarda goriilen diisiik T-hiicre sayisi, yliksek
CD 8+ hiicre sayis1 ve artmis lenfosit sitotoksisitesi 6 aylik silymarin uygulamasi ile
gerilemistir[24].

Ikinci galismada 40 alkolik siroz hastasina silymarin, aminoimidazolekarboksamide-
fosfat veya plasebo 1 ay siire ile ¢ift-kor olarak verilmistir. Tedavi gruplarinda silymarin
serum AST, ALT, GGT wve total biliriibin diizeylerini normale ¢evirmis Ve
lenfositotoksisiteyi baskilamistir[35].

2.4.3.4. Dozaj/Toksisite

Silymarin suda ¢oziinmez, standart kapsiillenmis bitki ekstresi olarak kullanilir (%70-
80 silymarin). Hayvanlarda silymarinin yliksek dozda kisa ve uzun siireli kullaniminda
herhangi bir yan etki gdzlenmemistir. Insan calismalarinda da genelde yan etki
saptanmamustir. Erigkinler i¢in silymarin dozu iki veya ti¢ boliinmiis doz halinde 240-
900 mg/kg/giin’diir. Daha yiiksek dozlarda (>1500 mg/giin ) silymarinin laksatif ve
safra sekresyonunu ve akimini arttirict etkisi olusmaktadir. Hafif alerjik reaksiyonlar
bildirilse de, hi¢ biri tedavi kesilmesini gerektirecek diizeyde olmamustir [36].

2.5. Organ Prezervasyonu
2.5.1. Prezervasyon Prensipleri

Organ prezervasyonu; kalp, karaciger, bobrek, kornea, pankreas ve ince barsak
transplantasyonunun tamaminda en dnemli basamag olusturmaktadir. Prezervasyon ile
ilgili gelismelerin temeli, 1950—1960 yillar1 arasinda atilmistir. Dolagim olmadan 0—4 C
arasindaki sicakliklarda, hiicrelerin islevlerini normal viicut 1sisina gore 10 kat daha
fazla koruyabildigi goriisii, bu olaymn ana temasini olusturmustur. Bu konuda ilk
caligmalar 1968 yilinda Bezler[2] vel969 yilinda Collins[1, 2] tarafindan baslatilmistir.

Organ kanlanmasimin kesilmesi yoluyla gelisen iskemik siirecte eger metabolizma
yavaglatilabilirse, gelisecek olan hiicre hasar1 da dogru orantili olarak yavaglayacaktir.
Hiicre metabolizmasinin yavaslatilmasinda temel faktor hipotermidir. Organ 1sisindaki
her 10°C’lik diisiis ile metabolizmanin 1,5-2,5 kat diistiigii ve dolayisiyla 37°C’ den
0°C’ye kadar yaklasik on kat kadar yavagladig1 gosterilmistir[37]. Bu yararli etkilerinin
yaninda,ATP pompa aktivitesinin bozulmasina da neden olmaktadir. Bunun sonucunda,
Na*? hiicre i¢ine gecerken, K* hiicre disina ¢ikar ve hiicre icinde onkotik basing artar,
hiicre i¢ine su ¢ekilir, hiicre siser ve hiicre 6liimii meydana gelir[37].

2.5.2. Prezervasyon Hasar1 Mekanizmasi
2.5.2.1. Preprezervasyon Hasari
Preprezervasyon hasari, organda daha once mevcut olan hasar, yani prezervasyon

sollisyon inflizyonu yapilmadan once gelismis olan hasarlardir. Bu hasarin ii¢ adet
potansiyel kaynagi vardir.
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2.5.2.1.1.Karacigerin Yapisi

En ¢ok goriilen nedenleri, obeziteye bagl steatoz, alkol veya ilag kullanimina bagl
hepatitin yol agtig1 hasarlardir. Steatoz, hepatositlerde ve siniizoidal hiicrelerde soguk
prezervasyon hasarini artirir. Ilag veya ¢ok miktarda alkol kullanimi 6liim nedeni
olabilir. Bu nedenlerle potansiyel toksik karaciger hasar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Potansiyel donoérleri degerlendirirken, hikaye, fizik muayene, ilag toksisite testleri,
karaciger fonksiyon testleri (KCFT) ve karaciger biyopsisi, daha oOnceden var
olabilecek, olas1 bir karaciger hasarini elimine etmek i¢in kullanilir[38, 39]

2.5.2.1.2. Beyin Oliimiiniin Etkileri

Beyin 6liimiine neden olan travma, genellikle hipotansiyon ve hipoksiye neden olur.
Ozellikle, uzun siire yogun bakim iinitelerinde yatmis olan potansiyel donérler, hepatik
glukojenasyon ve diger negatif nutrisyonel etkilere maruz kalmis olabilirler. Glikojen
depolar tikkenen karaciger dokusunun ise sicak iskemiye olan toleransi azalir [40].

2.5.2.1.3. Organ Cikarilmasi Sirasinda Gelisen Hasar

Ameliyat siiresince gelisen hasarin en 6nemli nedeni hipotansiyondur. Organlar1 kabul
edilen dondrlerin tigte birinde, organ ¢ikarilmasi sirasinda alinan karaciger
biyopsilerinde siniizoidal endotelyal hiicrelere yapismis trombositlerin neden oldugu pre
prezervasyon hasar1 goriiliir. Bu tip hasarin derecesiyle, implantasyon sonrast gelisen
organ disfonksiyonu arasinda iliski oldugu gosterilmistir[40, 41].

2.5.2.2. Soguk Prezervasyon Hasari

Soguk prezervasyon, organ korunmasi i¢in standart metoddur. Karacigerde metabolik
aktiviteyi azaltabilmek igin soliisyonun 1sis1t 0—4°C arasinda tutulur, boylece organin
enerji ihtiyaci azalmis olur. Sicakliktaki her 10°C’lik azalma ile metabolik aktivite 1,5-
2,5 kat azalir. Sicakligin enzimatik aktiviteye etkisi ise degiskendir. Ornegin, Na*2-K*
ATP-az ve Ca™®-ATP-az enzimleri 20 °C’nin altinda tamamen inhibe olurlarken, bazi
proteazlar 1°C’de bile fonksiyonlarini siirdiirebilirler [42].

2.5.2.2.1. Sogugun Etkileri

Metabolik ihtiyaci azaltmak i¢in organ sogutulur. Metabolizma yavaslar, ancak
durdurulamaz ve ATP yikilmaya devam eder. Anaerobik glikolizde ATP {iretimi olsa
da, ATP kullanimi, iiretimini asar ve sonugta ATP tiikkenir. Normalde ATP, ADP ve
AMP’den olusur ama bunu yapabilecek yeterli enerji olmadig1 i¢in, ADP ve AMP
hiicreyi terk ederek adenozine yikilir. Bu yikilma evrelerinde ksantin ve hipoksantin
tiretilir. Ksantin oksidaz enzimi, hipoksik soguk prezervasyonda aktive olur. Ksantin ve
hipoksantin, ksantin oksidaz varliginda oksijenle birlesir ve SOR’nin olusmasina neden
olurlar, bu radikaller ise hiicre membranina toksiktir[43]. 20°C’nin altindaki sicaklik,
Na*%-K* ATP-az pompasmnin fonksiyon kaybma neden olur. Bu enzimin aktivitesinin
bozulmasi ile hiicre iginde diisiik, ekstraselliiler sivida ise yiiksek K™ konsantrasyonu
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olusur. Na™* icin ise tersi bir durum sdz konusudur. Pompa elektrokimyasal bir gradient
olusturur ve hiicre i¢i, hiicre disina gore negatif hale gecer. Pompanin kaybiyla, hiicre
membran1 boyunca Na'* - K"  dengesi bozulur ve gradient kaybolur.Prezervasyon
soliisyonlarinin igerigi, bu istenmeyen etkileri engellemek {izere diizenlenmeye
calisilmustir[2, 42, 43].

2.5.2.2.2. Siniizoidal Endotelyal Hiicre Hasar1

Birbirinden bagimsiz yapilan laboratuar ¢alismalarinda, karacigerin hepatosit disinda
kalan hiicrelerinin, prezervasyon ve perflizyon hasarma duyarli oldugu
gosterilmigtir[44].

Yapilan bir ¢alismada, spesifik olarak siniizoidal endotelyal hiicreler incelenmis ve
prezervasyon sonrasi karaciger hasarinin, temelde siniizoidal endotelyal hiicre hasarina
bagli olduguna dair ikna edici kanitlar elde edilmistir[44].

Yapilan calismalarda ,siniizoidal endotelyal hiicrelerde gelisen hasarin Onemli
nedenlerinden birinin proteazlar oldugu da gosterilmistir. Bu etkiyi gdsteren proteazlar
arasinda, kalsiyum bagimli intraselliler bir enzim olan calpain ve matriks
metalloproteinazlari (MMP-2 ve MMP-9) sayilabilir[45, 46].

Soguk, Ca-ATP az’1 da inhibe ederek intraselliiler kalsiyum seviyesini ve buna bagl
kalpain aktivitesini artirir. Bu da sonugta, aktin stres fiberlerinin par¢alanmasina neden
olur. Aktin stres fiberlerinin par¢alanmasi ise, siniizoidal endotelyal hiicrelerden MMP
salgilanmasi ile sonlanir. MMP sekresyonu ve aktin par¢alanmasi, hiicre yiizeyini aktive
ederler ve bunun kanitt da, artmis Von Willebrand faktoér (vVWF) ekspresyonu ve hiicre
ylizeylerine trombosit adezyonunun artmasidir[44, 47].

Sogugun neden oldugu siniizoidal endotelyal hiicre hasari, zaman i¢inde dolasimdaki
normal trombosit ve 16kositler i¢in reseptor eksprese eden ve koagiilasyonu baslatabilen
hiicrelerin olusmasina neden olur. MMP sekresyonunun, siniizoidal endotelyal hiicre
aktivasyon mekanizmasinda ve soguk prezervasyon hasarinda ana rol istlendigi
goriilmistiir[48-50]

Bu nedenlerle, prezervasyon i¢in kullanilan UW ve HTK soliisyonlarinda laktobiyonat
ve histidin gibi gii¢lii birer MMP inhibitori kullanilmistir.

2.5.2.3. Sicak iskemi Hasar1

Donor karacigerinin ameliyat sahasina getirilmesi ile baglar ve anastomozlar
tamamlanana kadar devam eder. Bu donemde karaciger tedrici olarak 1sinir ve yeterince
perfiize olamaz, yaklasik 40 dakika sonra karacigerin merkez sicakligi 2°C’den 20°C’ye
kadar ¢ikar. Beraberinde enzim aktivitesi ve metabolik hiz artar, geriye kalan glikojen
depolar1 da hizli bir sekilde tiiketilir. Bu sicakliklar sinuzoidal endotelyal hiicrelerden
cok hepatositlere zararlidir. Sicak iskeminin ¢ok uzun siirmesi, tek basina organ
yetmezligine neden olabilir[51].
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2.5.2.4. Reperfiizyon Hasari

Herhangi bir tip iskemi sonrasi reperfiizyon, karaciger hasarina neden olur. Hasar,
normalde inaktif halde olan 16kosit ve trombositlerin aktive olarak endotelyuma
yapismasina ve inflamatuar mediatorlerin yayilimima baglidir. Metabolik olaylarin
yavas lilerledigi soguk depolama periyodunun tersine, reperfiizyon periyodundaki
olaylar saniyeler ve dakikalar i¢inde gelisir. Soguk prezervasyonun uzadigi durumlarda,
yaygin trombosit ve beyaz kiire adezyonu ve intravaskiiler tromboz meydana gelir[52].

Alictya bagl faktorlerde, reperfiizyon periyodunun sonucunu etkiler. Ornegin alici
hipotansif ise, greft reperflizyonu sirasinda diger organlarin yani sira greftte de sikinti
yasanma riski artar. Sistemik inflamatuar yanit sendromuna bagl olarak alic1 kaninda
aktive trombosit, 16kosit ve artmis inflamatuar mediatdrlerin varligi da hasari artiran
faktorlerdir. Deneysel ¢alismalarda, portal venin uzun siire klemplenmesine bagl olarak
barsaklardan endotoksin salinimi oldugu, bunun sonucunda kupffer hiicrelerinin aktive
olarak tiimor nekroz faktor- a (TNF-a ) salgiladigi ve sistemik sok benzeri bir tablo
olustugu gosterilmistir[50].

2.5.2.4.1. Trombositler

Endotelyal duvarin aktivasyonu, trombosit adezyon ve aktivasyonuna neden olur.
Mekanizma biiytlik ihtimalle siniizoidal hiicrelerde artmis vWF ekspresyonuna baglidir.
Aktive olmayan trombositler vVWF’e yapisarak endotel hiicrelere fikse olur ve aktive
hale gegerler[53]. Trombositler, TGF, kalpainler ve diger toksik metabolitlerin
kaynagidir.

Trombositlerce nitrik oksit tiretimi, SOR ve reoksijene olmus iskemik karacigerde
Peroksi nitrit olusmasina neden olur. Bu da endotel hiicrelerinin apoptozisini baslatir

[54-56]

2.5.2.4.2. Lokositler

Reperflizyon sonrasi 16kositler hizli bir sekilde siniizoidlere yapisir ve hasara neden
olur. Adezyon, artmis ICAM-1(Interseliiler Adezyon Molekiil 1)’e bagh olarak gelisir.
Lokositler hiicre membraninda, NADPH bagimli oksidaz sistemi ile reaktif oksijen
radikali salgilar. Reperfiizyon basladiginda ise, aktive olan kupffer hiicrelerinden TNF-6
ve IL-1 salinir, buna baglh olarak l6kositlerde CDI11-b ekspresyonunu artirir ve
siniizoidlerde l0kositlerin toplanmasi saglanir. Yapilan caligmalarda, I6kositlerin ve
trombositlerin  sinerjistik olarak siniizoidal endotelyal hiicrelerin apopitozisini
indiikledigi ve hasarini artirdigi gosterilmistir [57-59].

2.5.2.4.3. Endotelyal Hiicre Apoptozisi
Siniizoidal endotelyal hiicre 6liimiiniin mekanizmasinin nekroz mu, yoksa apoptozis
mi oldugu hala tartismalidir. Gegmiste reperfiizyon sonrasi endotel hiicre 6liimiiniin

koagiilasyon nekrozuna bagl gelistigi kabul edilirken, giiniimiizde apoptozis aracilikli
hiicre 6liimii daha yaygin olarak kabul edilmektedir. Hepatik prezervasyon ve perfiizyon
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hasarinda apoptozisin Onemi, prezervasyon soliisyonuna antiapoptotik ajanlarin
eklenmesi ile saglanan protektif etkiler ile anlagilmistir[56, 60].
2.5.2.4 4. Efektor Molekiiller

Reperflizyon hasarinda SOR olusumunun ana kaynagi kupffer hiicreleridir. Deneysel
calismalar, SOR’un sogukta prezerve edilmis fare karacigerinin reperfiizyonundan sonra
endotelyal hiicrelerden TNF-o ve IL-10 sekresyonunu artirdigini gostermistir. Bu
sitokinler hasarin 6nemli mediatorleridir [61].

2.5.2.4.5. Sitokinler

Sitokinler, karaciger hiicreleri tarafindan, en ¢ok kupffer ve sinuzoidal endotelyal
hiicreler tarafindan iretilir. En 6nemlileri TNF-a , IL-1 ve IL-6’dir. Colletti ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, uzamis iskemik donemlerin sitokinlerin agiri
salinimmna neden oldugu gosterilmis ve TNF- a ’nin hepatosit ve SEC(sinuzoidal
endotelyal hiicreler) apoptozisini baglattigi goriilmiistiir. Kupffer hiicrelerinden TNF-a
saliniminin engellenmesi ile soguk ve sicak iskemi modellerinde reperfiizyon hasarinin
azaldig1 gosterilmistir[62].

2.5.2.4.6. Proteazlar

Kalpain ve kaspas gibi bir¢ok sistin proteazlarinin, prezervasyon ve perflizyon
hasarina mediatorliik yaptigi gosterilmistir. Kalpainler, sitoplazmik non-lizozomal
kalsiyum bagimli sistin proteazlaridir. Kalpain aktivitesi soguk iskemide ve reperfiizyon
sonras1 belirgin bir sekilde hizla artar. Soguk ve sicak iskemik hasarda kalpain
inhibisyonunun Kkoruyucu etkisi gosterilmistir. Kalpain inhibisyonu, hem endotel
hiicrelerde, hem de hepatositlerde doku hasarin1 azaltir ve sonunda greft fonksiyonu
belirgin olarak korunur. Bir¢ok soguk ve sicak iskemi modelinde, hepatik iskemi ve
reperfiizyon sirasinda kaspas inhibisyonunun koruyucu etkisi gosterilmistir[63].

2.5.3. En Sik Kullanilan Prezervasyon Teknikleri

2.5.3.1. Statik Hipotermik Koruma

Organ cikarildiktan sonra soguk prezervasyon sollisyonu ile perfiize edilir. Perfiizat
soliisyonu ile birlikte steril bir torbaya konulup 0—4°C arasinda saklanir[64, 65].

2.5.3.2. Devamh Perfiizyon ile Saklama

Belzer ve arkadaslari tarafindan Ozellikle bobrek prezervasyonunda kullanilmistir.
Ozel bir cihazla organa oksijen ve besin maddeleri verilir ve olusan artiklar
uzaklastirilir[64, 66].
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OZELLIKLER SHS DPS

(+) (+)
Besleyici Faktorler (02, vs)
Metabolitlerin Uzaklastirilmasi ) (+)
Kanin Uzaklastirilmasi

Yetersiz Yeterli
Hiicre Hasarmin Saptanabilmesi

Miimkiin Degil Miimkiin
Greft Disfonksiyonu Fazla Az
Prezervasyon Siiresi Az Fazla
Diger Merkezlere Nakil Kolay Zor
Deneyimli Personel Gerektirmez Gerektirir
Cihaz Arizas1 Olasihg ) (+)
Maliyet Ucuz Pahali

Tablo-1: Devamli prezervasyon ile saklama (DPS) yonteminin, Statik hipotermik
saklama (SHS) yontemine gore avantaj ve dezavantajlari

2.5.4. Prezervasyon Soliisyonlari

Son ¢eyrek asirda, Ozellikle A.B.D’de 160-170 degisik koruma solusyonu
tanimlanmustir. Bunlar arasinda HTK, UW, Collins, Euro-collins, UW-PEG, Polysol,
Kyoto, New Kyoto v.b. sayilabilir. Fakat tim diinyada en sik kullanilan ve {izerinde
caligmalar yapilan sivilar, HTK ve UW solusyonlaridir[1, 2, 67].

2.5.4.1. HTK Soliisyonu

HTK solusyonu (CUSTODIOL®, Odyssey Pharmaceutical Hanover-Germany);
1980’11 yillarda kardiopleji icin gelistirilmistir. Bu sivida, mannitol ve histidin hem
antioksidan hem de osmotik etki yaratirlar. Ketoglutarat ve triptofan ise
membranoprotektif etkili olup, ketoglutarat ayni zamanda oksijensiz kalan hiicrede
kreps dongiisiiniin substrati olarak islev goriir.

K" ve Na ™" degerlerinin diisiik olmas1 nedeniyle, ilk olarak kalp transplantasyonunda
kullanim1 yayginlasmistir. Daha hizli sogutma yapar, 3 kat daha yiiksek akim hizina
sahiptir. Vizkozitesi diigiik (2,0 cp) oldugu i¢in yiiksek hacimde ve diisiik akim hizinda
kullanilir (10-12 It ve 100-175 ml/kg civarinda). UW ile kiyasladiginda, maliyeti daha
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diisiik olup flushing tarzi kullanimda hiperpotasemi riski yoktur [68, 69].

Karaciger prezervasyonunda UW kadar etkin oldugu, yapilan calismalar ile
gosterilmistir[70, 71]. HTK soliisyonu genel olarak, l6kosit adhezyonunu diisiiriir,
kapiller permeabiliteyi azaltir, doku oksijenizasyonunu artirir, ATP tliketimini azaltir ve
LDH diizeyini arttirir.

2.5.4.2. UW Soliisyonu

UW solusyonu (ViaSpan Belzer ® , DuPont Pharmaceutical- -irland); Belzer ve
arkadaslarmin Wisconsin Universitesinde gelistirdigi bir solusyondur. Serbest radikal
Onleyici ve ksantin oksidaz inhibitorii olarak, glutatyon ve allopurinol eklenmistir[72,
73] Laktobiyonatin ve glutatyonun gii¢lii birer MMP inhibitorii oldugu da
gosterilmistir[74, 75] i¢inde ATP gereksinimi i¢in adenosin, interstisyel ddemi dnleyici
Hidroksi-etil-starch ve pH stabilizasyonu i¢in fosfat iyonu bulunur. Hiicre i¢i ile ayni
oranda elektrolit tasidig1 i¢in kardiotoksiktir ve flushing tarzinda kullanim1 hiperkalemi
riski tagir[76].

UW, HTK ile kiyaslandiginda, vizkozitesi yiiksektir, endotel koruyucu 6zelligi fazla
olmakla beraber, iskemik biliyer komplikasyon oranmnin da daha fazla oldugu
saptanmustir. Ek olarak, UW hepatik arter rezistansin1 ve alyuvar agregasyonunu arttirir.

2.5.5. Prezervasyon Soliisyonlarinin Kullanimi

Organ prezervasyon tekniklerinin temelinde organi kansiz hale getirme ve hipotermi
saglama On plandadir. Kadavradan kaynakli organlarda ameliyat sirasinda, canli donor
organlarda organin ¢ikarilmasi ile bu islemler baglar. Karaciger, primer olarak UW
soliisyonu ile korunur, UW ile 24 saate kadar giivenli prezervasyon saglanir. Son
zamanlarda, HTK’ninda UW kadar etkin oldugu gosterilmistir. Prezervasyonda
saglanan gelismelere ragmen greft disfonksiyon orami hala %5 ile %20 arasinda
degisir[77].

PNF’nin yiiksek olmasinin nedeni, yetersiz soguk depolama ve miikemmel soliisyonun
heniiz bulunmamis olmasidir. Bu nedenle, soguk prezervasyon sirasinda organ
korunmasini arttirmak i¢in yeni stratejiler bulmak kagiilmaz bir ihtiyagtir.

2.5.6. Koruma Siireleri

Organlarin organizmadan ¢ikarilmas ile birlikte gelisen hiicre hasar1 ve sonucunda
hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in organlarin organizmadaki ortamina benzer yapay bir ortam
hazirlamak ideal korumanin temelidir. Fakat bu ortamin aynisini olusturmak i¢in yeni
bir organizma yaratmak gerekir ki, bu da miimkiin degildir. Bu nedenle, su ana kadar
yaratilan benzer ortamlarda hiicre hasar1 ve belli bir siire sonra da hiicre Sliimi
gerceklesmesi onlenememektedir[78]. Hiicre hasar1 ve 6limiiniin maksimum siireleri
her organ i¢in farklilik gdstermektedir. Bu siire kalp ve akciger icin 6, karaciger i¢in 24,
pankreas i¢in 48, bobrek i¢in 72 saat iken, kornea icin yaklasik 1 haftadir.
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HTK (CUSTODIOL) UW (VIASPAN )
Icerik K+ diizeyi diisiik K+ diizeyi yiiksek
Vizkozite 2.0 cp -diistik 6.2 cp-yiiksek
Hacim 10-12 It --100-175 ml/kg 6-8 It- 50-80 ml/kg
Akiskanhk 3 kat daha yiiksek Diistik
Sogutma Hizli Yavas
Yan etki Yok Kardiyak arrest
Maliyet 1500-1800 dolar 1900-2600 dolar
Flushing Yok Var

Tablo-2: HTK ve UW soliisyonlarinin bazi 6zelliklerinin karsilastiriimasi
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ICERIKLER UW | HTK | OZELLIKLER

Osmolarite (mosm/L) 320 310

Sodyum (mmol/L) 40 15

Potasyum (mmol/L) 120 10

Magnezyum (mmol/L) 5 4 Membran Stabilizatorii

Kalsiyum (mmol/L) - 0.015

Laktabiyonat (mmol/L) | 100 - Hiicresel sisligi engeller, gecirgen
olmayan anyon

Siilfat (mmol/L) 5 -

Fosfat (mmol/L) 25 - Tampon-pH diizenler

Raffinoz (mmol/L) 30 - Hiicresel sisligi engeller

Adenosin (mmol/L) 5 - ATP prekiirsori, radikal temizleyici,
vazodilatator

Glutatyon (mmol/L) 3 - Antioksidan-radikal temizleyici

Allopurinol (mmol/L) 1 - Ksantin oksidaz inhibitorii, radikal
temizleyici

Histidin (mmol/L) - 198 Antioksidan

Triptofan (mmol/L) - 2 Membranoprotektif etki

Starch(g/L) 50 - Intertisyel 6demi azaltir+kolloid

Mannitol (mmol/L) - 30 Antiddem+Antioksidan

Ketogluterat (mmol/L) - 1 Membranoprotektif etki

Tablo-3: HTK ve UW soliisyonlarinin igerik olarak karsilastiriimasi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirma Yeri ve Ortan

Bu ¢alisma, Siit¢ii Imam Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda
yapildi. Calismada, ortalama agirliklar1 300-350 gram agirliginda, 32 adet Wistar albino
ki, erigkin erkek sican kullanildi. Hayvanlar, optimum laboratuvar kosullarinda,
(22£2°C oda sicakligi, 12 saatlik aydinlik / karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde
tutulup, standart kuru peletler halindeki sican yemi (Purina®) ile beslendi.Ratlar her biri
8 tane hayvan iceren 4 gruba ayrildi.Grup 1:UWgrubu,Grup 2:UW+Silymarin grubu
Grup 3:HTK grubu,Grup 4:HTK+Silymarin grubu olarak belirlendi. 2. ve 4. gruplardaki
ratlar hepatektomi oOncesi,1 hafta boyunca orogastrik tiip ile 200 mg/kg Silybum
marianum(silymarin)( Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), ile beslendi.

3.2.Arastirma Tipi

Deney protokolii, Siitcii Imam Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay:
sonrasinda Arastirma Kurulu tarafindan 2013/3-28D proje numaras: ile desteklendi.
Deneysel ¢aligmalar,Siitgii Imam Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nde “National Institutes of Health, Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” kurallarina uygun olarak gerceklestirildi

3.3.Anestezi
Biitlin hayvanlarin anestezisi, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar® Eczacibast
Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, Istanbul) ve 10 mg/kg xylazine hidrokloritin

(Rompon® Bayer, Sisli, Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandu.

3.4. Cerrahi Teknik

6 saatlik aglig1 takiben anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traslandi. Povidon iyot ile
cilt antisepsisi saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklari tesbit edildi.
Diizenek, aspirasyon riskini dnlemek amaciyla 30° egimle tutuldu.( Resim 2).

22



Resim 2 Deney hayvaninin hazirlanmasi
3.5. Deney Tasarim

Orta hat insizyonu tercih edilerek, laparatomi yapildi, ince barsaklar karin disina
alinip, portal pedikiil tanimlandi.Abdominal aorta trunkus ¢6lyakusun iisti ve SMA
altindan baglanip,VCI’da hepatik ven dallarinin &ncesinden baglanarak,karacigerin
arteryel ve vendz dolasimi kesildi.Daha sonra karaciger perfiizyonu amaci ile portal ven
kaniilize edilerek Grup 1 ve 2, +4°C’deki UW solusyonu ile,grup 3 ve 4 ise +4°C’deki
HTK soliisyonu ile hepatik venden berrak sivi gelene kadar yikandi, ardindan
hepatektomi yapildi.(Resim 3)

Hepatektomi yapildiktan sonra karaciger dokulari, i¢inde yikandigi prezervasyon
solusyonu(HTK ve UW) bulunan torbalara konulup, torbalar i¢i buz dolu saklama
kaplarina yerlestirildi.

B\ \
RN

Resim 3 Portal ven kaniilasyonu ve perflizyonu

3.6. Arastirma Gruplari

Deneysel ¢aligma, her biri randomize secilmis 8 rattan olusan 4 grup iizerinden
yapildi. Herbir hayvan yer alacagi gruba gore isaretlendi.

e Grup 1: UW grubu(Uw)
e Grup 2: UWH+Silymarin grubu ( UW+S)
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e Grup 3: HTK grubu(HTK)
e Grup 4: HTK+Silymarin grubu (HTK+S)

3.7. Arastirma Parametreleri

Perfiize edilen karacigerlerden,biyokimyasal inceleme igin 0, 6 ve 12. saatlerde
karaciger biopsileri  ve karaciger dokusunun iginde saklandigi soliisyonlardan
biyokimya tiipiine sivi ornekleri, histopatolojik inceleme i¢in 0, 6 ve 12. saatlerde
karaciger biyopsileri ve elektron mikroskobik degerlendirme igin 6.saatte karaciger
biopsileri alindi

3.7.1.Biyokimyasal Parametreler

Karaciger spesmeninin i¢inde saklandigi koruma soliisyonundan ve Karacigerden 0, 6
ve 12.saatlerde alinan Ornekler laboratuar kosullarinda -22 C°’de saklandi.Serumdan
ALT,dokudan standardize bir metoda uyarlanan UV testi ile Katalaz, SOD ve MDA
degerleri ¢alisildi.

3.7.1.1. ALT Olciimii

ALT  degerleri  ;Kahramanmaras  Sehir  Devlet  Hastanesi  biyokimya
laboratuarinda,Roche COBUS ¢ 501 marka biyokimya otoanalizatoriinde,Roche marka
ALT kiti ile spektrofotometrik (IFCC) yontemle ¢alisildi.

3.7.1.2. Katalaz Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin  spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanan ol¢iimler
sonucu belirlendi[79].

Homojenat Hazirlanmasi:

1) Ornek sayis1 kadar tiip alinarak numaralandh.
2) Yaklasik 0,4 g agirhiginda karaciger doku 6rnekleri alindi.
3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.
4) Buz dolu bir kap i¢inde tiipe gegirildi.
5) Daha sonra tiip igindeki 6rnekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu ile homojenize
edildi.
Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:

- KH,PO4 den 9,08 gr alindi ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (A).

- Na2HPO,’den 11.88 g alindi ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (B).

- Daha sonra 3.3 ml A ¢ozeltisinden alinarak B ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamland1 ve
pH = 8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.
6) Buz dolu bir kap i¢indeki tiipte bulunan drnek, homojenizatdr cihazinda 8000 devirde
10 vuruda homojenize edildi.
7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4 "C de, 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
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8) Ustte toplanan siipernatant ayr1 bir viale aliarak 6l¢iimde kullanildi. Ayni giin i¢inde
Ol¢tim yapilacaksa, +4 C de daha sonra 6l¢iim yapilacaksa —80 C de derin dondurucuda
saklandi.

Cozeltiler:

1) Substrat ¢ozeltisi: %30 H,O, den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml
ye tamamlanip pH: 7,4 ayarlandi.

2) 32,4 mmol/l amonyum molibdat (NH4)6Mo07024 4H20) ¢6zeltisi: Bunun igin, 8 g
amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Her zaman taze olarak
kullanild1 ve kisa siireli beklemelerde ¢okelti olusmussa 6l¢lim yapilmadan 6nce ¢ozelti
vortekslendi.

3) Tampon ¢ozeltisi:

A) 4,08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

B) 8,04 g Na,HPO, alinarak 500 ml distile suda ¢oztldii.

Daha sonra (A) ¢ozeltisinden 3,3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml ye tamamland1 ve
pH=7,4’¢ ayarlandi.

Spektrofotometrede Ol¢iim:

1) Her bir 6rnek tiipii i¢in bir blank tiipii (blank 1, B1) hazirland1 ve tiipler numaralandi.
2) Blank (B1) tiiplerine; 37 "C de su banyosu iginde 1 ml substrat ve 0,2 ml hemolizat
ilave edilerek baslatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum molibdat ¢6zeltisi ilavesiyle
reaksiyon durduruldu.

3) Ornek tiiplerine ise; 1 ml substrat ve 0,2 ml hemolizat konarak, 37 "C de 60 saniyelik
inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml amonyum molibdat ¢ozeltisi
ilavesiyle durduruldu.

4) Ornek tiiplerinin inkiibasyonu i¢cin 60 saniyelik bekleme siiresi icinde blank 2 (B2) ve
blank 3 (B3) tiipleri hazirlandi.

5) Blank 2 tiipiine; 1 ml substrat, I ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave edildi.

6) Blank 3 tiipiine; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave edildi.

7) Spektrofotometre 405 nm de distile suyla sifirlandiktan sonra B2 ve B3 tiiplerindeki
cozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank (B1) tiipleri ve arkasindan 6rnek
tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

Sonucun Hesaplanmasi:
Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonuglar;
homojenatta U/mg protein olarak bulundu.

Ornek —Blank(Bz1)
Katalaz aktivitesi = X271
Blank 2(B2) — Blank 3(B3)
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3.7.1.3.S0OD(Siiperoksit dismutaz) Olciimii

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin H,O, ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem,
ksantin ve XO(Ksantin oksidaz) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-4-
iyodofenil-3-4-nitrofenol-5-feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda
verdigi OD okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder.
Sonugta olusan kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu
aradaki farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi 6lgiiliir.

Ayrraclar

1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu (pH 10.2)

50.00 mM CAPS 1.1065 gr

0.94 mM EDTA 0.035gr

Doymus NaOH 11.1ul

Saf'suile 100 ml'ye tamamlanur.

2. Substrat karigimi

0.05 mM Ksantin 0.00152 gr
0.025 mM INT 0.00253 gr
CAPS Tamponuyla 10 ml'ye tamamlanir.

3. 80 U/L Ksantin oksidaz

50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf su ile 1 ml'ye tamamlanir.

4.0.01 M Fosfat tamponu (pH 7.0)

Na2PO4 54.91 mg
NaH2PO4 3.58 mg
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidur.

Lyofilize olarak hazirlanmis SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart
egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla hazirlanir. 2—
8 C°'de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.
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Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi igin inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait
calisma koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

AA/dak. standart = A2-A1/ 3 dakika

AA/dak standart x 100
% inhibisyon standart = 100- -----------------------
A calisma korii

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logaritmik
doniistim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri yazdirilarak
standart egri elde edilir.

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin ve standardin 37°C'de, 505 nm
dalga boyunda havaya karsi baslangi¢ absorbanslari (A1) okunur. Ayni1 anda kronometre
calistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (Az2) tekrar okunur

AA/dak 6rnek = A2-Al / 3 dakika

AA/dak érnek x 100
% inhibisyon ornek:100 -  -=-==-====nm=nmmmmmmme
A ¢calisma korii

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanarak bulunur. U/ml biriminden dlgiilen SOD spesifik aktivitesi U/mg protein
birimlerinden verilmistir.

) SOD Degeri (U/ml)
OD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = =---=========mmmmmmmmmmaun
Protein (mg/ml

3.7.2.4 .MDA(Malondialdehit) Ol¢iimii

Yontemin amact; lipit peroksidasyonu son iiriinlerinden bir tanesi olan MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir.[80]

Homojenat Hazirlanmasi:
1) Ornek sayis1 kadar tiip alinarak numaralandh.

2) Yaklasik 0,4 gram agirliginda karaciger doku 6rnekleri alindi.
3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.
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4) Buz dolu bir kap i¢inde tlipe gegirildi.

5) Tiip i¢indeki drnekler daha sonra %1 KCl ¢6zeltisi kullanilarak homojenize edildi.

6) Buz dolu bir kap i¢indeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizator cihazinda 8000 devirde
10 vuruda homojenize edildi.

7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

8) Ustte toplanan siipernatant kismi1 ayr1 bir viale alinarak dl¢iimde kullanildi. Ayni giin
icinde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra ol¢iim yapilacaksa — 70 "C derin
dondurucuda saklandi.

Cozeltiler:
% 1 Fosforik asit ¢ozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye tamamlandi.
% 0.6 TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda ¢6ziindiiriildii.

Spektrofotometrede Ol¢iim:

1) Her 6l¢iimde bir blank ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2) Blank tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi, 6rnek
tiiptine; 0.5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢6zeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi.

3) Blank ve ornek tiipleri bir beherde su iginde 45 dk. kaynatildi.

4) Tipler soguduktan sonra i¢lerine 4 ml butanol ilave edildi.

5) 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

6) Olgiim i¢in siipernatant alindi.

7) Spektrofotometre 532 nm'ye getirildikten sonra, distile su ile sifirlanarak, blank ve
ornek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

Sonucun Hesaplanmasi:

Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi icin; lipit peroksit standard
(1.1.3.3.tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirlandi.Olgiilen MDA diizeyi
nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Degeri (nmol/ml)
MDA Diizeyi (nmol/mg protein)= --==-============mmmmmmmmmumme
Protein (mg/ml)

3.7.2. Histopatolojik Parametreler

Karacigerlerden alinan doku ornekleri, incelemenin yapilacag: giine kadar %10’luk
formol iginde ve her bir rat igin ayr1 saklama kaplarinda bekletildi. Inceleme yapilacag
zaman, doku 6rnekleri doku takip kasetlerine alinarak parafin blok haline getirildi. Her
parafin bloktan ii¢ mikron kalinliginda kesitler alind, kesitler etiivde 37°C’de bir  gece
bekletilerek deparafinize edildi.
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3.7.2.1. Caspase 3 Immiinohistokimyasal Boyama

Karaciger hiicrelerinde meydana gelen apoptozis ve apoptozis regulasyonunda rol alan
protein ekspresyonu degerlendirildi. Caspase -3 ekspresyonu formol fikse, parafin
bloklarindan hazirlanan kesitlerde immiinohistokimyasal yontemle arastirildi .

3.7.2.1.1.Caspase-3 Ekspresyonu

Formol fiske parafin bloklardan kesitler lizinli lama alinarak, 0,4 mikron kalinliginda
kesildi ve 37°C lik etiivde bir gece bekletildi, ardindan 10 dakika ksilende bekletilerek
deparafinizasyon yapildi. Daha sonra, 5 dakika absolu alkolde, hemen ardindan, 5
dakika % 96’lik alkolde bekletilerek dehidratasyon islemi yapildi.islem sonrasi 3
dakika kadar distile su ile yikandi. Kesitler, antijen alimi i¢in citrate buffer tamponu pH:
6.00 i¢inde 98 C° de 20 dakika boyunca 1sitild1 ve yine ayni tampon iginde 20 dakika

oda sisinda sogutuldu. Distile sudan gegirilen kesitlere % 3’liik hidrojen peroksit(H;

0;) damlatilarak 20 dakika inkiibasyon yapildi. PBS (fosfat tamponlu salin) ile
yikanarak, Ultra V blok (Labvision-TA-125-UB) ile blocking yapilan kesitlere 5 dakika
inkiibasyon yapildi. Bu islem sonrasi, kesitler yikanmadan, {istiindeki blocking
soliisyonu silkelenerek primary antibody damlatildi. Caspase 3, 1/50 diliisyon, (Leica
Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody CPP32)antikoruyla 30 dakika inkiibe edildi.
Yapilan islemler sonrast PBS’ de 3 dakika siireyle yikanan kesitlere Biotinylated Goat
Ant-Polyvalent damlatilarak 20 dakika Siireyle inkiibasyon uygulandi ve PBS’de tekrar
yikandi. Large Volume Strepavidin Peroxidase damlatildiktan sonra 20 dakika siireyle
inkiibasyon yapildi ve bir daha PBS'de yikandi. DAB Chromogen damlatilan kesitlere
15 dakika kadar inkiibasyon yapildi ve ardindan distile suda 3 dakika siireyle yikandi.
Zit boyama i¢in hematoksilen ile kesitler 1 dakika boyandi ve ardindan distile suda 3

dakika siireyle yikandi. Yikama islemleri tamamlanan preparatlar % 96’lik alkolden

gegirilerek havada kurutuldu. Son olarak ksilene konulan preparatlar Entelan ile
kapatildi.

3.7.2.2. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Boyanan kesitlerde, her 6rnekte, x 400 biiylitmede ,10 ayr1 saha tarandi ve en az 1000
hepatositte, boyanmis olan hepatosit stoplazmalari sayildi

3.7.3. Elektron Mikroskobik Parametreler

Elektron mikroskobik inceleme icin alinan karaciger dokusu Ornekleri % 2.5
gluteraldehit ve % 1 osmium tetroksit ile tespit edildikten sonra aseton ile dehidrate
edilerek araldit bloklar icine gomiildii. Araldit bloklardan ultramikrotom ile 80 nm
kalinligindaki ince kesitler bakir gridler lizerine alindi. Kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat ile kontrastlama islemini takiben Zeiss Libra 120 Transmission elektron
mikroskop (TEM) ile incelenerek fotograflar alindi.
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EM’da; niikleer degisim, endotelyal hiicre degisimi, plazma membran
degisimi,mitokondriyal degisim, endoplazmik retikulumdaki degisimler incelendi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Veriler SPSS 17 paket programina girilerek analizler yapildi. Sayisal degiskenler
ortalama =+ standart sapma seklinde sunuldu. Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
sirasinda gruplar arasindaki farklarin incelenmesinde; degiskenler arasindaki farkliliklar
incelenirken , iki gruplu karsilastirmalar igin mann whitney u testi kullanildi. Istatistiksel
analiz sonucunda, p < 0,05 olarak hesaplanan testler anlamli kabul edildi.
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5.BULGULAR
5.1. Biyokimya Analiz Sonuclar

5.1.1. ALT Degerleri

GRUP 1(UW)
0.saat 6.saat 12.saat
50 678 1213
92 672 672
44 688 1329
92 700 1276
251 728 1314
101 640 815
87 680 690
79 720 956
Ortalamazsd | 99.,5+64.5 IU/L 688.2+28.0 1U/L 1033.1+282.7 1U/L

Tablo 4: Grup 1:UW grubunun 0,6 ve 12 saatlerdeki ALT degerleri,ortalama ve
standart sapmalari

UW grubundanki ALT degerleri karsilastirildiginda 0. saatten baglayarak 12 .saate
kadar progresif bir artis oldugu goriilmektedir,gruplarin  kendi arasindaki
karsilastirilmasinda(p:0.01) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.

GRUP 2(UW+S)
0.saat 6.saat 12.saat
138 899 283
128 202 972
108 369 986
110 887 991
123 604 281
139 396 464
127 607 990
136 202 324
Ortalamazsd | 126.1+11.9 IU/L 520.7+270.0 1IU/L 661.3+350.3 IU/L

Tablo 5:Grup 2:UW+Silymarin grubunun 0,6 ve 12. saatlerdeki ALT
degerleri,ortalama ve standart sapmalari.
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UW-+Silymarin grubundaki ALT degerleri karsilastirildiginda 0.saatteki degerlerin
ortalamas1 126.1+11.9 IU/L , 6.saatteki degerlerin ortalamasi1 520.7+270.0 IU/L olarak
hesaplanmistir.0.ve 6. Saatteki gruplarin karsilastirilmasinda( p:0.01) 2 grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark izlenmistir.

12.saatteki degerlerin ortalamasi 661.3+£350.3 IU/L olarak hesaplamistir 6. ve 12.
saatlerdeki degerler karsilastirildiginda (p:0.293) 2 grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark izlenmemistir.

GRUP 3(HTK)
0.saat 6.saat 12.saat
103 1333 1595
251 1298 1268
249 1229 1243
471 1217 1647
99 1259 1618
220 1227 1139
458 879 1654
217 916 1235
Ortalamazsd | 285.5+140.31U/L 1169.7£172.7 IU/L 1424.8+221.5 IU/L

Tablo 6:Grup 3 HTK grubunun 0,6 ve 12. saatlerdeki ALT degerleri,ortalama ve
standart sapmalari.

HTK grubundada UW grubunda oldugu gibi 0. saatten 12. saate kadar enzim
degerlerinde progresif bir artis soz konusudur. ALT degerleri karsilastirildiginda
O.saatteki ortalama deger 285.5+140.3 IU/L olarak ,6 .saatteki ortalama deger
1169.7£172.7 1TU/L olarak hesaplanmistir HTK grubunun 0. ve 6.saatleri
karsilastirildiginda( p:0.01) anlaml fark izlenmistir.

12.saatteki ortalama deger 1424.8+221.5 IU/L olarak hesaplanmistir,6.saat ve 12.
saatteki sonuglarin karsilastirilmasinda (p:0.059) anlamli fark izlenmemistir.
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GRUP 4(HTK+S)

0.saat 6.saat 12.saat
102 498 709
65 158 302
42 465 298
127 378 160
70 428 356
43 375 400
127 400 260
98 170 180
Ortalamazsd | 84.2+34.2 IU/L 359+127.4 1U/L 333.1+172.0 IU/L

Tablo 7:Grup 4 HTK+Silymarin grubunun 0,6 ve 12. saatlerdeki ALT
degerleri,ortalama ve standart sapmalari.

HTK+Silymarin grubunda O.saatten 6.saate progresif artig goriilirken 12. saat
degerlerinde azalma gorillmektedir.0. ve 6. saat degerleri istatistiksel olarak
incelendiginde (p:0.001)istatistiksel olarak fark izlenmistir 6. saat ve 12. saat degerleri
karsilastirildiginda ise (p:0.372 ) anlami fark izlenmemistir.
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0 saat 6. saat 12.saat

Grafik 4:ALT degerlerine gore gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasi. Birimi: 1U/L

Grup 1 ve grup 2 (UW ve UW+S) ° nin karsilagtirilmasinda 0. saat ,6. saat ve 12. saat
p degerleri sirasiyla p:0.012,p:0.93,p:0.93 olarak hesaplanmistir ,istatistiksel olarak
sirastyla p>0.05,p<0.05 ve p<0.05 olarak degerlendirilmistir, UW ve UW+S gruplar1
arasinda: 0. saatlerdeki ALT degerleri arasinda fark izlenirken,6. ve 12.saatlerdeki
enzim degerleri arasinda fark izlenmemistir.

Grup 3 ve grup 4 (HTK ve HTK+S ) “iin karsilagtinmasinda ise 0.saat,6.saat ve 12.saat
p degerleri sirasiyla p:0.005,p:0.001,p:0.001 olarak hesaplanmistir, sirasiyla
p<0.05,p<0.05 p<0.05 olarak degerlendirilmistir HTK ve HTK+S gruplar1 arasinda,
0.saat,6.saat ve 12.saatlerin hepsinde fark izlenmistir.

Gruplar arasi karsilagtirmada;en yiiksek enzim degerleri HTK grubuna ait iken,en
diisiik enzim degerleri HTK+Silymarin grubunda izlenmistir. UW grubuna yine
silymarin eklenmesi enzim degerlerinde diislise neden olmustur.

35



5.1.2. MDA(Malondialdehit), Cat(Katalaz), SOD(Siiperoksit Dismutaz) Sonuclari

GRUPLAR VE SAATLER Mda(nmol/mg)| Cat(ii/mg) | Sod(ii/mg)
UW grubu 0.saat Ortalama 3,1144 69,6196 2,6410
Standart sapma 89423 17,41551 87841
Minimum 2,07 41,54 1,49
Maksimum 4,86 94,54 3,71
UW 6.saat Ortalama 3,5829 62,7178 1,4343
Standart sapma 1,28812 25,38664 ,19155
Minimum 2,44 21,47 1,13
Maksimum 5,81 81,18 1,76
UW 12. saat Ortalama 3,3804 83,6698 1,6491
Standart sapma ,90681 28,65424 ,76121
Minimum 2,42 45,53 ,80
Maksimum 5,20 134,32 2,99
HTK 0. saat Ortalama 4,9647 49,5456 1,8950
Standart sapma 1,17736 23,30800 ,58852
Minimum 3,49 20,24 1,23
Maksimum 6,23 86,21 3,05
HTK 6. saat Ortalama 4,5690 82,7694 1,8075
Standart sapma 1,83962 11,27388 45315
Minimum 2,32 67,03 1,09
Maksimum 6,99 99,26 2,30
HTK 12. saat Ortalama 3,9273 49,1634 2,0482
Standart sapma 2,21556 18,57610 1,08240
Minimum 2,42 26,02 1,15
Maksimum 8,29 85,70 4,47
UW+ S 0. saat Ortalama 2,3469 84,6384 3,6165
Standart sapma ,79042 51,48025 1,37773
Minimum 1,35 11,90 2,23
Maksimum 341 178,91 5,88
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UW+ S 6. saat Ortalama 1,6559 99,1882 3,2176
Standart sapma ,65158 35,00540 2,00626
Minimum 1,02 46,60 1,28
Maksimum 2,70 161,31 7,84
UW+ S 12. saat Ortalama 1,9080 146,3471 3,8133
Standart sapma ,84164 4291117 1,90110]
Minimum ,35 51,47 1,19
Maksimum 3,04 199,56 5,99
HTK + S 0. saat Ortalama 2,9382 113,8327 3,1524
Standart sapma ,93104 75,42984 1,29229
Minimum 1,19 46,48 2,09
Maksimum 4,39 281,70 5,33
HTK + S 6. saat Ortalama 2,3728 159,3176 4,1657
Standart sapma 1,15443 51,11050 1,76124
Minimum 1,08 73,08 2,17
Maksimum 4,66 238,75 6,26
HTK + S12.saat  Ortalama 4,1068 130,0147 4,5609
Standart sapma 1,29154 68,25744 1,79923
Minimum 2,88 32,76 1,49
Maksimum 6,80 254,88 6,97

Tablo 8:MDA(Malondialdehit),CAT(Katalaz),SOD(Siiperoksit Dismutaz) ‘in gruplar
ve saatlere gore ortalama,standart sapma,minimum ve maksimum degerleri
goriilmektedir. Malondialdehit:nanomol/mg protein,Katalaz :iinite/mg protein,Stiper
oksit Dismutaz:iinite/mg protein olarak birimlendirilmistir

UW:(Universityofwisconsin), UW+S:(Universityofwisconsin+Silymarin) HTK:
(Histidin-triptofan-ketoglutarat), HT K+S: (Histidin-triptofan-ketoglutarat+Silymarin)

37



Grafik 5. UW ve UW+S gruplari arasindaki MDA(Malondialdehit) degerinin saatlere
gore degisimi .Birim: nanomol/mg protein

Grafik 6. HTK ve HTK+S gruplar arasindaki MDA (Malondialdehit) degerinin
saatlere gore degisimi .Birim: nanomol/mg protein



Grafik 7. UW ve UW+S gruplari arasindaki CAT(Katalaz) degerinin saatlere gore
degisimi.Birim: iinite/mg protein

Grafik 8. HTK ve HTK+S gruplari arasindak CAT(Katalaz) degerinin saatlere gore
degisimi,Birim: iinite/mg protein
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Grafik 9. UW ve UW+S gruplar arasindaki SOD(Siiperoksit Dismutaz) degerinin
saatlere gore degisimi.Birim: iinite/mg protein

Grafik 10.HTK ve HTK+S gruplari arasindakl SOD(Siiperoksit Dismutaz) degerinin
saatlere gore degisimi.Birim: iinite/mg protein
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Gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasinda:

1)UW ve UW+S 0. saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 3.11+0.89,
69.6£17.4, 2.64+0.87 ve 2.34+0.79, 84.6+51.4, 3.61%1.37 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilastirllmasinda  sirasiyla  p:0.093,p:0.345,p:0.1410larak  saptanmustir,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.

2) UW ve UWHS 6. saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 3.58+1.28,
62.7425.3, 1.43£0.19 ve 1.65+0.65 , 99.1£35.0, 3.21+2.0 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilastirilmasinda sirasiyla p:0.003,p:0.006,p:0.009 olarak hesaplanmigtir
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.

3)UW ve UW+S 12. Saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 3.38+0.90,
86.3+£28.6, 1.64+0.76 ve 1.90+£0.84, 146,3+42.9, 3.81£1.90 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilagtirilmasinda sirastyla p:0.006,p:0.009,p:0.021
hesaplanmistir,gruplararasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.

4)HTK ve HTK+S 0. Saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 4.96+1.17,
49.5+£23.3, 1.89+0.58 ve 2.93+.0.93, 113.8+75.4, 1.89+0.58 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilastirilmasinda sirastyla p:0.003,p:0.012,p:0.009 olarak
hesaplanmistir,gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.

5) HTK ve HTK+S 6. Saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 4.56+1.83,
82.7+11.2, 1.80+£0.45 ve 2.37+1.15, 159.3£51.1, 4.16+1.76 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilastirilmasinda sirasiyla p:0.012,p:0.006,p:0.002 olarak
hesaplanmistir,gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.

6) HTK ve HTK+S 12. Saat gruplarinda mda,cat ve sod degerleri sirasiyla 3.924+2.21,
49.1£18.5, 2.04+1.08 ve 4.1+£1.29, 130.0£68.2, 4.56+ 1.79 olarak hesaplanmistir.2
grubun karsilastirilmasinda sirasiyla p:0.141,p:0.009,p:0.009 olarak
p>0.05,p<0.05,p<0.05 hesaplanmistir,mda degerleri arasinda fark izlenmez iken,Cat ve
Sod degerleri arasinda anlamli fark izlenmistir.
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5.2. Patoloji Sonuglar:

5.2.1. Caspase 3 immiinhistokimyasal Boyama Ile Apopitozis Degerlendirilmesi
Boyanan kesitlerde, her 6rnekte, x 400 biiylitmede ,10 ayr1 saha tarandi ve en az 1000

hepatositte, boyanmis olan hepatosit stoplazmalar1 sayildi.

0.saat 6.saat

12.saat
uw 125+2.1 142+18 149+10.5
p:0.11 p:0.043 p:0.002
UW+S 102+5.1 108+16.4 110+£8.5
HTK 122+9.1 142+9.9 188+6.7
p:0.021 p:0.043 p:0.021
HTK+S 90+14 124+7.3 130+20

.Tablo 9:Gruplarin saatlere gore apopitotik hiicre sayilar1 ve gruplarin kendi arasinda
Istatistiksel olarak karsilastirilmasi
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0 saat 6. saat 12.saat

Grafik 11:Gruplarin saatlere gore apopitotik hiicre sayilari ve gruplarin kendi arasinda
karsilastirilmasi.

UW ve HTK gruplarina Silymarin eklenmesi apopitozis sayisinin azalmasina neden
olmustur.

UW grubu ile UW+Silymarin grubu karsilastirlmasinda 0.saatte anlamli fark
bulunmazken(p:0.11),6.saat ve 12.saat karsilagtiritlmalarinda sirasiyla (p:0.043,p:0.002)
hesaplanmistir.Fark izlenmistir.

HTK grubu ile HTK+Silymarin grubu Kkarsilagtirildiginda her 3 saattede (p
:0.021,p:0.043,p:0.021 )olarak hesaplanmistir.Her 3 saattede fark izlenmistir.

En yiiksek apopitozis sayis1t HTK grubunda izlenirken ,0. saatte en diisiik apopitozis
sayist HTK+Silymarin grubunda ,6. ve 12.saatlerde ise UW+Silymarin grubunda
izlenmistir .
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Resim 4:HTK 12.saat grubuna ait caspase 3 immunohistokimyasal boyanma (okla

gosterilen alanlar apopitotik hiicreleri gostermektedir). x 400 biiyiitme.
Resim 5: UW 12.saat grubuna ait caspase 3 immunohistokimyasal boyanma x 400

biiylitme
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Resim 6: UW+S 6.saat grubuna ait caspase 3 immunohistokimyasal boyanma x 400
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Resim 7:HTK+S 0.saat grubuna ait caspase 3 immunohistokimyasal boyanma x 400
biiylitme

5.3. Elektron Mikroskobi Sonuc¢lari

UW grubuna ait karaciger doku Orneklerinin ultrastriiktiirel incelenmesinde yer yer
hepatositlerin nukleus smirlarinda orta derecede diizensizlik ve periniikleer aralikta
minimal diizeyde dilatasyon saptandi. Bazi hepatositlerin mitokondriyonlarinda orta
diizeyde dilatasyon ve krista kaybi izlendi (Resim 8). Ayrica hepatositlerin
sitoplazmasinda ¢ok sayida lipid vakuolleri ile hidropik vakuoller ve sekonder
lizozomlar saptandi (Resim9,10). Sinuzoidlerde yerlesik Kupffer hiicrelerinin ¢ok
sayida degisik caplarda sekonder lizozomlar igerdigi gozlendi (Resim 11). Yer yer
hepatositlerde ve sinuzoid endotelinde nekrotik dejenerasyon saptandi (Resim 12). Bu
gruptaki hepatositlerin sitoplazmasinda ve Disse araliklarinda genel olarak bir yogunluk
artist oldugu ve Disse araliklarinin net olarak se¢ilemedigi goriildii.
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Resim 8: Periniikleer aralikta dilatasyon (ok baslar1), mitokondriyonlarda dilatasyon ve
krista kayb1 (oklar). (Mikron bar =2 um)
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o 1

Resim 9: Hepatosit sitoplazmasinda lipid vakuolleri (kisa oklar), hidropik vakuol
(y1ldiz) ve sekonder lizozomlar (uzun oklar). (Mikron bar =2 pm)
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Resim 10: Hepatosit sitoplazmasinda ¢ok sayida, degisik ¢aplarda lipid vakuolleri
(oklar). (Mikron bar =2 um)
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Resim 11: Kupffer hiicre sitoplazmasinda sekonder lizozomlar (oklar). (Mikron bar = 2
um).
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Resim 12: Hepatositlerde (oklar) ve sinuzoid endotelinde (yildiz) nekrotik
dejenerasyon. (Mikron bar =3 pm).

UW-+Silymarin grubuna ait karaciger dokulariin elektron mikroskobik incelenmesinde
hepatositler genel olarak normal ultrastriiktiirde izlenmekle birlikte yer yer minimal
diizeyde intraselliiler 6dem mevcuttu (Resim 13,14). Nadir olarak baz1 hepatositlerde az
sayida dilate mitokondriyonlara rastlandi (Resim 14). Hepatositlerin hiicre sinirlar1 net
olarak segilmekte ve safra kanalikiilleri agik olarak izlenmekteydi (Resim 13,14,15).
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Resim 13: Hepatositlerde minimal diizeyde intraselliller 6dem (yildizlar). (Mikron bar

2 um).
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Resim 14: Hepatositlerde minimal diizeyde intraselliller 6dem (yildizlar) ve dilate bir
mitokondriyon (ok). (Mikron bar =2 pm).
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Resim 15: Normal ultrastriiktiirde hepatosit ve safra kanalikiilii (ok). (Mikron bar = 2
um).

HTK grubuna ait karaciger dokularinin ultrastriiktiirel incelenmesinde genel olarak
hepatositler normal ultrastriiktiirel yapida (Resim 16) izlenmekle birlikte yer yer az
sayida, kiiglik lizomlar (Resim 17,18) ve lipid vakuolleri igeren (Resim 19) hepatositlere

rastlandi. Hepatositlerin hiicre sinirlar1 ve safra kanalikiilleri net olarak se¢ilmekteydi.
(Resim 18).
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Resim 16: Normal ultrastriiktiirel yapida hepatosit. (Mikron bar = 2 pm).
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Resim 17: Normal ultrastriiktiirel yapidaki hepatositlerin sitoplazmasinda kiigiik
lizozomlar (oklar). (Mikron bar =2 pum).

55



Resim 18: Normal ultrastriiktiirel yapidaki hepatositlerin sitoplazmasinda kiigiik
lizozomlar (oklar). (Mikron bar =3 pm).
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Resim 19: Hepatosit sitoplazmasinda lipid vakuolleri (oklar). (Mikron bar =2 um).

HTK+Silymarin  grubuna ait karaciger doku orneklerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde genel olarak hepatositler normal ultrastriiktiirel yapida izlendi (Resim
20). Yer yer bazi hepatositlerde periniikleer alanda minimal diizeyde intrasitoplazmik
O0dem tespit edildi, ancak bu hepatositlerde organel hasar1 ve lizozom artigs1 olmamasi
dikkati ¢ekti (Resim 21). Disse mesafeleri agik ve sinuzoid endoteli normal
ultrastriiktiirel yapida gézlendi (Resim 22).
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Resim 20: Normal ultrastriiktiirel yapida hepatosit. (Mikron bar =2 um).
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Resim 21: Hepatosit sitoplazmasinda periniikleer alanda minimal diizeyde
intrasitoplazmik édem (yildizlar). (Mikron bar = 2 pm).
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Resim 22: Normal ultrastriiktiirel yapida hepatosit, Disse araligi (yildizlar) ve sinuzoid
endotel hiicresi (ok). (Mikron bar = 2 um).
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6. TARTISMA

Su anki verilerle karaciger transplantasyonu bazi metabolik karaciger
hastaliklari,fulminan karaciger yetmezligi, baska cerrahi ve medikal tedavilere yanit
vermeyen terminal donemdeki kronik karaciger hastaliklari, karacierin primer ve
noroendokrin tiimdr metastazlarinda daha fazla olmak iizere sekonder tiimorleri ve
alveolar kist hidatik gibi baz1 parazitik hastaliklarin tedavisinde uygulanmaktadir.

Karaciger nakli ile ilgili ilk ¢calismalar Welch tarafindan kopekler iizerinde yapilmis
ve ardindan 1963 yilinda T.Starzl tarafindan insanda ilk karaciger nakli
gerceklestirilmistir[2]. Fakat basarili sonuglar, siklosporin gibi immiinsupresif ajanlarin
kullanima girmesiyle alinmaya baslanmistir. Artan cerrahi teknik, yogun bakim
imkanlari, immunsiipresif tedavilerdeki gelismelere ragmen giiniimiizde halen belli
oranda karaciger transplantasyonu primer non fonksiyon’a bagli olarak basarisizlikla
sonuglanmaktadir[81]. Primer non fonksiyon, karaciger transplantasyonu sonrasi
oliimciil bir komplikasyondur, nakil sonrast serum KCFT yiiksekligi, safra iiretiminin
azalmasi ve ciddi koagiilopati goriilmesi seklinde tanimlanabilir [82, 83]. Karaciger
transplantasyonu sonrasi non fonksiyon gelisiminden birgok faktér sorumludur.
Bunlarin iginde cerrahi teknik, prezervasyon hasari, dondr organin histopatolojik yapisi
ve sicak iskemi periyodunda gelisen hasarlar Onemli rol oynar. Bu calismada
prezervasyon siirecinde meydana gelen ve non fonksiyon gelismesinde belki de en
onemli faktor olan prezervasyon hasari incelendi.

Organ prezervasyonunda temel amag, transplante edilen organi normal islevini
kazanana kadar hipotermide tutmak, hiicresel sismeyi onlemek ve serbest radikallere
bagl gelisen hiicresel hasari minimalde tutmaktir. Iskemi gibi travmalardan sonra
azalan hiicre i¢i oksidatif fosforilasyon mekanizmalar1 sonucunda ATP azalirken, hiicre
ici AMP diizeylerinde belirgin artis saptanmaktadir. Bu AMP oksijenli kosullarda
sirasiyla hipoksantin, ksantin ve iire donilisim yolunu izlerken oksijensiz ortamda
elektron alicis1 olarak NAD® yerine molekiiler oksijeni kullanmakta, bunun sonucu
olarak da siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit liretimine yol agmaktadir.

Karacigerde, iskeminin olusturdugu doku hasarinin, reperfiizyonun saglanmasi ile
daha da arttig1 bir¢cok deneysel ¢aligmada gdsterilmistir. Reperfiizyon hasarimin ortaya
ctkmasinda, en ¢ok sorumlu tutulan mekanizma endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri ve
notrofillerden salinan serbest oksijen radikalleridir[84].

Bu hasar mekanizmasinin anlagilmasi ile yeni cerrahi teknikler gelistirimis ve  hasari
onlemeye yonelik, antioksidan ve sitoprotektif ajanlar arastirilmistir[85-87]. Bu ajanlar,
oksidatif stresin degisik basamaklarinda, stresin yarattigi olumsuz  etkileri ortadan
kaldiran antioksidan molekdillerdir.

Silymarinin hepatoprotektif etkilerinde ana mekanizmalar antioksidasyon,anti lipid
peroksidasyonu, giiclii detoksifikasyon ve glutatyon azalmasina karst koruyucu
etkileridir[27]. Silymarinin hepatosit protein sentezini arttirdigi, timor Onciillerinin
aktivitesini azalttig1, mast hiicrelerini stabil ettigi, immun fonksiyonlar1 modiile ettigi ve
antiinflamatuvar ve antifibrotik etkileri gosterilmistir[27]

Calismamizda 2 adet silymarin verilen ve 2 adet silymarin verilmeyen toplam 4 grup
karsilastirilmistir. Biyokimyasal parametrelerden ALT degerleri acisindan gruplarin
karsilastirllmasinda;, UW grubunda 0,6 ve 12.saatlerdeki degerlerin sirasiyla
incelenmesinde,ALT degerlerinde progresif olarak artis gorildigi ve 0,6 ve
12.saatlerdeki degerlerin birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugu izlenmistir, UW+S
grubunda ise 0O.saatten 6.saate anlamli artis izlenirken,6. ve 12. saatlerdeki degerlerin
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kendi arasinda karsilastirilmasinda; istatistiksel olarak anlamli artis izlenmemistir,UW
ve UW+S gruplarinin ayni saatlerinin karsilagtirllmasinda 0. saatler arasinda ALT
degerlerinde anlamli azalma izlenirken 6. ve 12. saat karsilastirilmalarinda ALT
degerlerinde anlamli azalma izlenmemistir,Bu bilgiler 15181nda ;University of Wisconsin
prezervasyon solusyonuna, silybum marianumun eklenmesi 0. saatteki hiicresel hasar1
anlamli bir sekilde azaltirken, 6. saat ve 12. saatteki hiicresel hasar1 anlamli bir sekilde
azaltmamistir.Fakat UW grubundaki 6.saatten baslayip 12.saate kadar artis gosteren
hiicresel hasarin,silymarin eklenmesi ile zayiflamasi saglanmistir.

HTK grubunda ise O.saat ALT degerlerinin 6. ve 12. saat ALT degerleri ile
karsilastirilmasinda anlamli artis izlenirken,6. saat ve 12. saat degerlerinin kendi
aralarinda  karsilagtirllmasinda anlami  artis  izlenmemistir, HTK+S  grubunun
incelenmesinde ise 0O.saat ALT degerlerinin 6. ve 12. saat ALT degerleri ile
karsilastirilmasinda anlamli artis izlenirken,6.saat ve 12.saat degerlerinin kendi
aralarinda karsilastirllmasinda anlaml artig izlenmemistir. HTK ve HTK+S gruplariin
ayn1 saatlerinin kendi aralarinda karsilagtirilmasinda; her 3 saattede ALT degerlerinde
anlamli derecede azalmalar oldugu gorilmiistiir.

Bu bize HTK+S grubunda hiicresel hasara karst koruyuculugun erken saatlerden
itibaren baglamis ve ilerleyen saatlerde devam etmis oldugunu gostermektedir.

Mandegary.A. ve arkadaslarinin 77 gaz rafineri iscisi iizerinde yaptigi calismada
Hidrojen siilfiir adl1 hepatotoksik gaza maruziyet sonrasi 1 ay boyunca giinde 3 kez 140
mg verilen silymarin sonras1 ALT,AST ve ALP degerlerinde anlamli derecede azalma
gorilmistiir[88]

A.W. Avolio ve arkadaslarinin HTK veya UW ile perfiizyon uyguladiklar1 5 hasta
tizerinde yaptiklari ¢aligmada, genel postoperatif safra yolu komplikasyonlar1 diginda
komplikasyon agisindan fark olmadigi, safra yolu komplikasyonlarinin HTK grubunda
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada, UW kullanilan grupta ilk hafta serum
AST ve ALT diizeyleri daha yiiksek iken daha sonra ayni oldugu saptanmistir[75].

Cacciapuoti F . ve arkadaslarinin 72 adet non alkolik yagli karaciger hasari olan
hastaya ,3 ay boyunca giinde 2 kez oral silymarin verilmesinin ardindan AST ve ALT
degerlerinde anlamli diisme ve ultrasonografide hepatik yaglanmayr gdsteren
hepatorenal parlaklik indeksinde azalma izlenmistir.[89]

Hajiaghamohammadi A.A. ve arkadaslarinin 66 adet non alkolik yagli karaciger hasari
olan hasta {izerinde yapmis oldugu caligmada metformin, pioglitazon ve silymarin
gruplarinda kan sekerilipid profili,AST ve ALT degerleri,serum insulin degerleri
incelenmis ve sonug olarak en ciddi AST ve ALT azalmasinin silymarin grubunda
oldugu goriillmistiir.[90]

Yapilan calismalar bizim sonuglarimizla paralelik gostermektedir.Silymarin
gruplarinda serum ALT degerlerinde azalmalar izlenmektedir,bunu
hepatoprotektivitenin bir gostergesi olarak diisiinmekteyiz.

Oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalar acisidan UW ve UW+Silymarin
gruplarinin ~ karsilasilastirllmasinda; 0  saatte:  oksidatif stres markirt  olan
mda(malondialtehit), antioksidan mekanizmalar1 temsil eden sod(siiperoksit dismutaz)
ve cat(katalaz) degerlerinin karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmemistir.

UW ve UW+Silymarin  gruplarinin 6. saat degerlendirilmesinde;UW+Silymarin
grubunda mda’nin anlaml diisiik,sod ve cat degerlerinin anlamli yiiksek olarak
izlenmesi silymarin etkinligi acisindan anlamli olarak degerlendirilmistir.

12. saat degerlendirilmeside ,6 saat degerlendirilmesiyle benzerlik gdstemektedir UW
grubundaki mda degeri, UW+Silymarin grubundaki mda degerinden anlamli olarak
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diisiik ,cat ve sod degerleri ise anlamli olarak yiiksek hesaplanmistir.Bu da yine 12.
saatteki oksidatif stres markirinin azalip,antioksidan mekanizmalarin artmis oldugunu
gostermektedir.

Bu sonu¢ University of Wisconsin solusyonu ile silymarin kombinasyonunun
oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalar agisindan koruyucu etkinliginin 6 ve 12.
saatlerde sadece UW ile perfiize edilen gruba gore anlamli derecede artmis oldugunu
desteklemektedir.

HTK ve HTK+Silymarin gruplarinin  karsilasilastirilmasinda;HTK+Silymarin
grubunda 0.saatlerde mda degerlerinde anlamhi diisme izlenirken,cat ve sod
miktarlarinda da istatistiksel olarak anlamli sayilan ylikselmeler izlenmistir.

6.saatte gruplarin karsilastirilmasinda yine 0.saatte benzer sekilde mda degerlerinde
diisme, Cat ve sod degerlerinde ylikselmeler goriilmiistiir.

HTK ve HTK+Silymarin gruplarinin 12.saatteki karsilastirilmasinda mda degeri HTK
grubunda 3.9242.21 nmol/mg protein iken HTK+S grubunda 4.1£1.29 nmol/mg protein
olarak hesaplanmistir ve gruplar arasinda anlamh fark izlenmemistir,cat ve sod
degerleri karsilastirildiginda ise silymarin grubunda anlamli derecede yilikselme oldugu
izlenmistir.

HTK ve HTK+S gruplarinin karsilagtirilmasinda 0. ve 6. Saatlerdeki oksidatif stres
markirinin anlamli derecede azaldig fakat 12.saatte oksidatif stres markirinda anlamli
degisiklik olmadig1 goriilmiistiir,antioksidan mekanizmalar agisindan degerlendirilmeler
yapildiginda her 3 farkli saatteki gruplarda da antioksidan mekanizmalarin artis
gosterdigi izlenmistir.

Oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalar agisindan Histidin—triptofan-ketoglutarat
solusyonu ile silymarin kombinasyonunun 0. ve 6.saatlerde koruyucu etkinliginin 12.
Saate gore daha efektif oldugu gozlenmistir.

Bu bilgiler 15181nda; Oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalar agisindan Silymarin
eklenen her 2 gruptada genel olarak oksidatif stres markirinin azalip,antioksidan
mekanizmalarin ~ artig  gosterdigi  izlenmistir.  Histidin-triptofan-ketoglutarat
solusyonunun silymarin ile kombinasyonunun erken saatlerde, University of Wisconsin
solusyonun silymarin ile kombinasyonun daha ileri saatlerde daha etkin oldugu
gozlenmistir.

Gerek ALT degerleri, gerekse antioksidan mekanizmalar agisindan bakildiginda
HTK+Silymarin grubunda hiicresel koruyuculugun, UW+Silymarin grubuna gére erken
baslangi¢li olmasini, HTK solusyonunun UW solusyonundan vizkozitesinin daha diigiik
olmast ,akiskanliginin daha hizli olmasi ve 6nemli sonug¢ olarak daha hizli sogutma
yapabilmesine baglamaktayiz.

Jia R. ve arkadaslarinin sazan baliklar1 lizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada karbon
tetrakloriir maruziyeti olan baliklara 60 giin boyunca 0,0.1,0.5 ve 1 gr/kg silymarin
verilmis 0.5 ve 1 gr/kg silymarin verilen baliklarda SOD katalaz,Glutatyon peroxidaz ve
total antioksidan kapasitenin anlamli bi¢imde arttifi ve malondialdehit miktarininda
azaldig1 gozlenmistir[91]

Valentova K. ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada 10 hastaya 400 mg
silymarin+295 mg L-arginin verilmis, sonu¢ olarak serum vy-glutamil transferaz,
malondialdehit diizeyi ve eritrosit glutatyon S-transferaz aktivitesinin azalmis oldugu
gorilmiistiir. [92]

Gharagozloo ve arkadaslarinin 30 tane P talasemi major lu hasta iizeride yaptig
calismada,verilen grupta TNF-a ve neopterin seviyelerinin azalip,INF-y ve IL-4
seviyelerinin arttig1 izlenmistir,antioksidan,immiinmodiilator etkileri yaninda demir
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selasyonu etkisi sayesinde,kronik demir asir1 yliklenmesi tedavisinde de iyi bir
adaydir.[93]

Richard S.Mangus ve arkadaslarinin 378 karaciger transplantli hasta iizerinde yaptig
calismada HTK ve UW gruplarinda greft ve hasta sag kalimi, PNF bulgular1 ve
postoperatif komplikasyonlar agisindan istatistiksel higbir fark saptanmamistir [94].
Yine Mangus ve arkadaslariin yaptig1 bagka bir ¢alismada, HTK’nin UW’ye nazaran
daha hizli ve kolay hipotermi sagladigi, orgam1 kandan daha cabuk ve efektif
temizledigi, buna karsilik UW’nin uzun soguk iskemi siiresine sahip greftleri daha iyi
korudugu belirtilmistir [95]. Richard S. Mangus ve arkadaslarinin 698 standart ve
genisletilmis dondr hepatektomi materyalleri lizerinde yaptigi bir baska c¢alismada,
postoperatif erken donemde HTK grubunda enzim yiiksekligi daha fazla iken, 1. aydan
sonra her iki grupta fonksiyonlarin ayni diizeye indigi,fakat HTK’nin UW’ye gore
biliyer komplikasyonlara daha az sebebiyet verdigi gorilmistir. Yine HTK’nin
maliyeti agisindan daha uygun oldugu tizerinde durulmustur[96]

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiirdeki arastirmalar ile paralellik gdstermekte,
antioksidan mekanizmalarda artis ve oksidatif streste azalma goriilmektedir.

Histopatolojik (immunohistokimyasal) inceleme sonuglarinda, apopitozis sayilari
karsilastirildiginda,UW ve UW+Silymarin gruplar1 O.saat karsilagtirilmasinda anlaml
fark izlenmez iken ,UW ile UW+Silymarin gruplar1 6.saat ve 12.saat
karsilastirildiginda,UW+Silymarin grubunda anlamli azalmalar izlenmistir, HTK ile
HTK+Silymarin gruplarina bakildiginda, ayn1 saat karsilastirilmalarinda,her 3 saattede
apopitozis oranlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar izlenmistir. HTK+Silymarin
grubundaki apopitozisteki azalmalar UW +Silymarin grubuna oranla daha basaril
bulunmustur.Oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalardaki sonuglara paralel olarak
UW grubunun etkinligi patoloji preperatlarinda da ge¢ baslangicli, HTK gruplarinda
yine erken baslangich oldugu goérilmiistiir.

Chtourou Y. ve arkadaslarimin Wistar cinsi erkek ratlar lizerinde yaptigi calismada ,
manganez klorid (20 mg/mL) maruziyeti sonrast 30 giin intraperitoneal silymarin (100
mg/kg) tedavisi ile ,meydana gelen oksidatif stres,karaciger hasar1 ve apopitoziste
belirgin azalma goriilmiistiir.[97]

Khazim K. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada; in vivo olarak tip 1 diabeti ve diabetik
nefropatisi olan yliksek doz glukoza maruz kalan fare bobrek podositlerinde goriilen %
60 stiperoksit artis1,%100 nitrik oksit artist ve %150 apopitotik hiicre artiglarinin, 10
mikromol silymarin kullanimi ile tamamen bloke edildigi goriilmustiir.[98]

Gopalakrishnan R ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada N-nitrosodiethylamine
(NDEA) maruziyeti sonrasi meydana gelen hepatoseliiler kanserde silymarin tedavisinin
apopitozisi artirip anti-apopitotik protein ekspresyonunu azalttigi gortilmiistiir.[99]

Bousserouel S.ve arkadaslarmin yaptigt calismada ortotopik hepatokarsinomda
silymarinin apopitozisi artigi bunuda TNF bagmmli apopitozis artirici ligand(TRAIL)
caspase 3 ve 8 aktivasyonu yolu ile gergeklestirdigi gosterilmektedir.[100]

Calismamizda ve literatiirdeki sonuglara bakildiginda silymarinin benign hiicrelerde
apopitozisi azalttigi fakat malign hiicrelerde bunun tam tersine apopitotik
mekanizmalarda artisa yol actig1 saptanmustir.

Elektron mikroskobik incelemelerde ,incelenen gruplardan UW grubunda
hepatositlerin niikleus smirlarinda orta derecede diizensizlik ve periniikleer aralikta
minimal diizeyde dilatasyon, kupffer hiicrelerinin ¢ok sayida degisik caplarda sekonder
lizozomlar ve yer hepatositlerde ve sinuzoid endotelinde nekrotik dejenerasyona kadar
ilerleyen ciddi hasar izlenirken,UW+Silymarin grubunda bu hasarin belirgin derecede
azalmis oldugu izlenmistir.
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HTK grubunda yer yer az sayida, kiigiikk lizomlar ve lipid vakuolleri igeren
hepatositlere rastlanirken,HTK+Silymarin grubunda normale en yakin ultrastriiktiirel
bulgular izlenmistir.

Elektron mikroskobik incelemede hasar miktar1 en fazla olan grup UW grubu iken,
yine en 1yi sonu¢ HTK+Silymarin grubunda izlenmistir

Abdelmeguid NE. ve arkadaglarinin 90 tane Sprague Dawley cinsi erkek rat iizerinde
yaptig1 caligmada ;sisplatinin tetikledigi karaciger hasarinda ,silymarinin sisplatin
enjeksiyonundan 2 saat once verilmesi elektron mikroskobik incelemede stoplazmik
vakuolizasyonda,siniizoid dilatasyonunda ve organel disorganizasyonunda anlamli
diizelme goriilmesine yol agmigtir.[101]

HTK solusyonunun hepatoprotektif etkisi ve silymarin ile kombinasyonunda enzim
degerlerinin anlaml1 derecede diigiis gostermesi,histopatolojik ve elektron mikroskobik
incelemelerdeki etkinligi gbéz oniline alinirsa; gruplar arasinda yapilan karsilastirmada
HTK+S grubu hepatoprotektif etkinlik agisindan en uygun grup olarak
degerlendirilmistir.

Sonug olarak, donor karaciger ihtiyaci her gecen giin artmakta, kadavra organ bekleme
listelerinde bekleyen hasta sayilarinin ihtiyaci karsilanamamakta ve hastalar bekleme
sirecinde hayatlari1  kaybetmektedirler. Boyle bir tabloda, ¢ikan organlarin
korunmasimin 6nemi ortadadir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin ana amaci,
transplantasyonun yapilacagi ana kadar gegen siirede, ¢ikarilan organda soguk iskemik
hasar1 en aza indirebilmek ve daha uzun siire muhafaza edebilmek i¢in ideal
prezervasyon soliisyonu ve teknigini bulmaktir.Calismamizda, klinikte kullanilan
prezervasyon soliisyonlarina ek olarak sitoprotektif bir ajan olan silymarin kullanarak,
bu soliisyonlarin etkinliginin artiritlmasi amaglanmis ve umut verici sonuglar elde
edilmistir.
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7.SONUC

1)Biyokimyasal,histopatolojik,elektron mikroskobik incelemeler sonucunda; HTK ve
UW solusyonlarina silymarin eklenmesi ile hiicresel koruyuculugun artmis oldugu
gorilmiistiir.

2) Elektron mikroskobik incelemede en fazla hasar UW grubunda izlenirken, en az
hasar HTK+Silymarin grubunda izlenmistir.

3)incelenen gruplar igerisinde; ALT degerleri,histopatolojik ve elektron mikroskopik
incelemeler agisindan yapilan karsilastirmalarda; en etkin grup HTK+Silymarin grubu
olarak belirlenmistir.

4)Prezervasyon solusyonlarina silymarin eklenmesiyle HTK gruplarinda etkinligin
erken,UW gruplarinda ise etkinligin daha ileri saatlerde basladig1 gézlemlenmistir.Bunu
HTK’nin daha hizli, UW’nin daha yavas sogutma yapabilmesine baglamaktayiz.

5)Prezervasyon solusyonlari ile silymarin kombinasyonu hepatoprotektivite agisindan

sadece prezervasyon solusyonlarina gore daha olumlu sonuglar vermekte,gelecekte
hazirlanacak daha etkili koruma solusyonlari i¢in umut verici olmaktadir.
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