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1. GIRIS ve AMAC

Akut karaciger yetmezligi (AKY') masif hepatik yetmezlik ile seyreden klinik
bir sendromdur. AKY’ne yonelik deneysel karaciger yetmezligi modellerinin
olusturulmas: hem hastaligin altinda yatan patofizyolojik kosullar1 anlamamizi saglar,
hem de yeni tedaviler gelistirilmesine yardimer olur (1). Deneysel karaciger yetmezligi

modelleri cerrahi veya kimyasal olarak yapilmaktadir.

D-galaktozamin (D-GalN) karacigerde galaktoz yolag: ile metabolize olan bir
amino sekerdir. Selektif bir hepatotoksindir (2). D-GalN, hiicresel iiridin trifosfat
konsantrasyonunu azaltmak suretiyle RNA ve protein sentezini inhibe ederek, karaciger

hiicre nekrozuna neden olmaktadir (3).

D-GalN’in deney hayvanlarinda neden oldugu karaciger lezyonunun
morfolojik ve patofizyolojik 6zelliklerinin, insan viral hepatitindekine bir¢ok acidan

benzedigi bildirilmistir (4).

D-GalN’in sitototoksik etkisinde, endojen lipidlerin peroksidasyonunun major

faktor oldugu gosterilmistir (5).

Onceki caligmalarda, sicanlarda D-GalN ile indiiklenen karaciger
lezyonlarinda, hem lokal defans mekanizmalarinin, hem de retikiiloendoteliyal sistem
fagositik fonksiyonunun ciddi sekilde azaldig1 ve Lactobacillus 6n tedavisinin makrofaj
metabolik aktivitesini artirdigi bildirilmistir (6). D-GalN enjeksiyonu ile karaciger
lezyonu uyarilmasindan Once, uygulanan Lactobacillus plantarum on tedavisinin,

bakteriyel translokasyonu ve karaciger hiicre hasarini azalttig1 da saptanmstir (7).

Probiyotikler son zamanlarda sik olarak kullanilmakta ve probiyotiklerle ilgili
olarak ¢ok genis ¢aligmalar yapilmaktadir. Degisik sistemlerde toksik etkisi bilinen D-
GalN’in yan etkisinin probiyotiklerce engellenip engellenemeyeceginin ortaya
konulmasi probiyotiklerin yeni kullanim alanlarini ortaya koyacaktir. Biz calismamizda
D-GalN ile uyarilan akut karaciger hasarinda probiyotiklerin bu hepatotoksik etkiyi

azaltmada bir faydasinin olup olmadigini arastirmay1 hedefledik.

Bu amagla probiyotiklerin D-GalN hepatitinde karaciger dokusunda olas1
olumlu etkinligin mekanizmasina agiklik getirmek igin, enzimatik antioksidan sistemin

ana Ogeleri olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz



(GSH-Px); non-enzimatik antioksidan olan glutatyon (GSH); lipid peroksidasyonunun
Oonemli bir gostergesi olan malondialdehit (MDA); proinflamatuar bir stokin olan timor

nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve Nitrik oksit (NO) tayini yapildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fulminan Hepatik Yetmezlik

Fulminan hepatik yetmezlik ilk defa Trey ve Devidson tarafindan daha
onceden karaciger hastaligi olmayan bir kiside semptomlarin baslamasindan sonraki 2
hafta i¢inde mental durumda degisiklikler olmasi olarak tanimlanmistir (8). Daha
sonraki yillarda bu tanimda ¢esitli modifikasyonlar yapilmistir. Bu hastalar i¢in genel
bir terim olan AKY ilk kez O’Grady ve arkadaslarinca 6nerilmistir. Bu arastiricilar 539
hastanin retrospektif analizine dayanarak karaciger yetmezligi hastalarin1 semptomlarin
ortaya c¢ikisindan ensefalopatinin olusmasina kadar gecen siireye gore 3 gruba
ayirmislardir. Ensefalopatinin semptomlarin baslagicindan itibaren ilk haftada ortaya
ciktig1 vakalar hiperakut, 8-28 giinde ortaya ¢iktig1 vakalar akut, 29 giin-12 hafta
arasinda ortaya ¢iktig1 vakalar subakut karaciger yetmezIligi olarak tanimlanmistir (9).

AKY smiflamasi tablo 1°de gosterilmistir (10).

Tablo 1. Akut karaciger yetmezligi siniflamasi

Ensefalopati semptomlarinin
ortaya ¢ikig-zamanlari Etiyoloji

Hiperakut karaciger yetmezligi <7 giin Parasetamol toksitesi, viral
hepatit A, hepatit B infeksiyonu

Akut karaciger yetmezligi 7-28 giin Viral hepatit A, B, E
infeksiyonlari, idiyosenkratik ila¢
reaksiyonu, NANB hepatit

Subakut karaciger yetmezligi 28 giin-5 hafta NANB hepatit

NANB = non-A non-B hepatit

Murphy N. An update in acute liver failure: when to transplant and the role of liver support devices. Clin
Med. ‘den alinmstir.



2.1.1. Akut Karaciger Yetmezligi Etiyolojisi

AKY’nin en sik nedenleri viral hepatitler, asetaminofen toksitesi ve
idiosenkratik ilag reaksiyonlaridir (11). AKY yapan nedenler tablo 2’de
gosterilmistir(12).

Tablo 2. Akut karaciger yetmezligi etiyolojisi

A: Viral
HAV, HBV+HDV, HEV, HSV, CMV, EBV, HV2, adenovirus, hemorajik ates
yapan viruslar
B: ilaclar ve toxinler
1: Doza bagimh karaciger hasari1 yapanlar
Asetoaminofen, CCly, sar1 fosfor, Amanita phalloides, Bacillus cereus toksini,
sufonamidler, tetrasiklin, ekstazy, bitkisel ilaglar
2: Idiosenkratik yolla karaciger hasar1 yapanlar
Halotan, izoniazid, rifampisin, valproik asid, NSAII, INH, disulfan
C: Vaskiiler nedenler
Budd-Chaiari sendromu, veno-okulzif hastalik, sok karacigeri, sag kalp yetmezligi
D: Metabolik
Gebeligin akut yagl karacigeri, Wilson hastaligi, Reye sendromu, Herediter fruktoz
intoleransi
E: Diger nedenler
Malign infiltrasyon (karaciger metastazi, lenfoma), otoimmun hepatit, sepsis
F: Nedeni belirlenemeyen

HAV: hepatit A virusu, HBV: hepatit B virusu, HDV: hepatit D virusu, HEV: hepatit E
virusu, HSV: herpes simplex virus, CMV: Sitomegalovirus, EBV: Epstein Barr virus,
HZV: Herpes varicella zoster virusu, CCly: Karbon tetrakloriir, INH: Isoniazid,
NSAIi: Non-steroid antiinflamatuar ilaglar

David A. Sass and A. Obaid Shakil. Fulminant Hepatic Failure. Liver Transplantation, Vol 11,
No6(June),2005:pp 594-605 den alinmustir.

2.1.2. Akut Karaciger Yetmezliginde Semptomlar

AKY’nin baglangi¢ semptomlar1 halsizlik, bulanti, anoreksi, kusma, karin
agris1 ve atestir (13). Bu semptomlara ensefalopati, koma ve ¢ogunlukla koagulopati

eslik eder.

Hepatik ensefalopati duygulanim degisiklikleri, uykusuzluk, konsantrasyon
glicliiglinden (evre 1) komaya (evre 4) kadar farkli sekillerde goriilebilir. Serebral 6dem

evre 4 ensefalopatisi olan hastalarin ¢ogunlugunda goriiliir (14), otopsi serilerinde




fulminan hepatik yetmezlige bagl Sliimlerin en sik nedeni olarak bulunmustur (15) .

Hepatik ensefalopati evreleri tablo 3’te gosterilmistir (10).

Tablo 3. Hepatik ensefalopati evreleri

Evre Mental durum Tremor EEG

Ofori veya depresyon, dalgalanma
I gosteren hafif konfiizyon, algi ve ince genellikle normal
ifadede yavaslama, anlamsiz

konusma, uyku diizensizlikleri

Evre 1 deki semptomlar anormal,
II belirginlesir, uykuya meyillidir, meveut jeneralize
sfinkter kontrolii saglanamaz yavaslama
(Cogu zaman uyur, ama hasta koopere ise
II | uyandirilabilir, konusma belirgindir anormal

anlamsizdir, konfiizyon belirgindir

Uyandirilamaz, agrili uyaran yaniti

IV | olabilir ya da olmayabilir yok anormal

Murphy N. An update in acute liver failure: when to transplant and the role of liver support devices. Clin
Med. 2006 Jan-Feb;6(1):40-6’den alimmugtir.

2.1.3. Akut Karaciger Yetmezliginde Etyolojiye Yonelik Testler

AKY olusmasindan sonra etyolojiyi anlamaya yonelik bir¢ok test mevcuttur.

AKY’nde etiyolojiye yonelik yapilabilecek testler tablo 4’te gosterilmistir (16).




Tablo 4. Akut karaciger yetmezliginde etyolojiye yonelik testler

Etyoloji Testler
HAV HAV IgM
HBV, HDV Hbs Ag (-) olabilir, Anti Hbclg M ve HBV DNA
HEV Anti HEV
Parasetamol Kan ilag diizeyi

Idiosenkrazik ila¢ reaksiyonu

Kanda eozinofil sayimi

Otoimmun

Otoantikorlar, Ig G

Gebelikle iliskili durumlar

- Yagl Karaciger USQG, iirik asit, histoloji
- HELLP sendromlari Platelet sayisi, transaminazlar
Wilson hastalig Uriner bakir, seruloplazmin, yarik lamba incelenmesi
Budd- Chiari Doppler USG veya venografi
Malignite Goriintiileme / histoloji
Iskemik hepatit Transaminazlar

HAV: hepatit A virus, HBV: hepatit B virus, HDV: hepatit D virus, HEV: hepatit E virus,
HELLP: “Hemolysis, Elevated liver Enyzmes, Low Platelets”

O'Grady JG. Acute liver failure. Postgrad Med J. 2005 Mar;81(953):148-54’den alinmustir.

2.1.4. Akut Karaciger Yetmezliginde Tedavi

AKY’nin spesifik bir tedavisi yoktur. Mortalitesi yiiksektir ve kanitlanmig

bilinen tek tedavi secenegi karaciger transplantasyonudur. Genel destek tedavisi ile

takip edilmektedir. AKY de genel destek tedavisi tablo 5°te gosterilmistir (17).

Tablo 5. Akut karaciger yetmezliginde destek tedavisi

1. Gerekmedikge sedasyon Onerilmez

2. Monitorizasyon: 4-6 saate bir norolojik degerlendirilme, kan glukozu, asit-baz
elektrolitler ve PT takibi

3. Sivi dengesinin saglanmasi

4. Koagiilasyon i¢in destek (TDP, kriopresipitat)

5. Destek tedavide kullanilacak ilaclar: Vitamin K, H2 blokerleri, PPI’leri, sukralfat,

laktuloz, N-asetilsistein + genis spekturumlu antibiyotikler

6. Nutrisyonun saglanmasi: Enteral beslenme, eger hasta ventilatore bagl ise

paranteral beslenme

PT: protrombin zamani, TDP: Taze donmus plazma, PPI: proton pompa inhibitorii

Kelly DA. Managing liver failure. Postgrad Med J. 2002 Nov;78(925):660-7’den alinmustir.




2.2. Deneysel Karaciger Yetmezligi Modelleri

Deneysel karaciger yetmezligi modellerinin olusturulmasi hem hastaliin
altinda yatan patofizyolojik kosullari anlamamizi saglar, hem de yeni tedaviler
gelistirilmesine yardimeci olur. Terblanahe ve Hickman ideal bir deneysel karaciger

yetmezligi modelinin 6zelliklerini su sekilde siralamistir (1).

I- Olusturulan karaciger yetmezligi potansiyel olarak geri doniisebilir

olmalidir.
2- Karaciger hasari tekrarlanabilir olmalidir.

3- Selektif karaciger hasari olusturmalidir ve karaciger yetmezligine bagh

Oliim, klinikte gozlenenle hemen hemen ayni siirede gergeklesmelidir.

4- Terapotik yaklasimlarin uygulanabilmesi i¢in hastaligin ortaya ¢ikisi ile

hastaliga bagli 6liim arasinda yeterli zaman olmalidir.

5- Deneysel bulgularin insanlarda da kullanilabilmesi icin yeterli biiyiikliikte

hayvanlar kullanilmalidir.

6- Deneysel karaciger yetmezligi olusturmak i¢in kullanilan toksin laboratuar

personeli i¢in risk olusturmamalidir (1).
Deneysel karaciger yetmezligi cerrahi veya kimyasal olarak olusturulabilir.

Cerrahi modeller: Cerrahi olarak olusturulan deneysel karaciger yetmezligi
modelleri karacigerin ¢ikarilmasi (anhepatik modeller) veya karacigere kan akiminin

durdurulmasini igerir (devaskiilarizasyon modelleri) (2).

Kimyasal modeller: Kimyasal olarak karaciger yetmezligi olusturmakta
kullanilan pek c¢ok toksin vardir. Bunlar CCl4 (18), D-GalN (3, 19, 20, 21, 22),
asetaminofen  (23), tiyoasetamid (24), nitrozaminler (25), halojelenmis

anesteziklerdir(26).

Bizim c¢alismamizda karaciger yetmezligi olusturmak icin D-GalN
kullanilmigtir. Tablo 6’da D-GalN’in kullanildigr deneysel AKY c¢alismalar
Ozetlenmistir (19, 20, 21, 22).



Tablo 6. D-Galaktozamin ile yapilan deneysel AKY c¢aligmalari

Referanslar
Blitzer et al (19) Stelaff et al. (20) Diaz-Buxo et al. (21) Kalpana et al.(22)
. . Morigrel Morigrel
Tiirler F1-hybrid tavsanlar kopekleri kopekleri Domuz
Say1 34 18 10 14
Agirlik(kg) 1-2 27-30 28-35 8-15
D-GalN dozu(iv) 4,25 mmol/kg 1,0 g/kg 1,0 g/kg 1,0 g/lkg
Kontrol Yok %35 Dekstroz inf. Yok %35 Dekstroz inf,
Aneste?z1 . Yok Siirekli Halotan Yok Yok
maruziyeti
ARY | Glukoz, KCFT, PT, | Glukoz, KCFT, | GMkoz KCFT, | oo, KCFT, PT,
degerlendirilmesi . . . . PT, endotoksin, .
amino asid PT, amino asid . keratin, kc. bx
keratin, kc. bx
Komanin Klinik Amonyak,
degerlendirilmesi Amonyak, EEG KIiBAS . . beyin otopsisi,
degerlendirme .

klinik

Koma siiresi Zaman verilmemis %380’1 30 saat Zaman . 7-8 saat
verilmemis

Oliim siiresi saat <27 (%59) <2 (%20) <27 (%10)

Timi 77-86 saat

(hayvanlarin 27-44 (%21) 33-36 (%60) 27-44 (%20) arasinda
%’si) 44-91 (%15) 37-42 (%20) 44-72 (%50)
Yasayanlar %06 Yok %20 Yok

KCFT: karaciger fonksiyon testleri, PT: protrombin zamani, EEG: elektroensefalogram,
KIBAS: intrakranial basing, AKY: Akut karaciger yetmezligi, Kc. bx: karaciger biyopsisi

Blitzer BL, Waggoner JG, Jones EA, Gralnick HR, Towne D, Butler J, et al. A model of fulminant
hepatic failure in the rabbit. Gastroenterology 1978;74:664-671,

Sielaff TD, Hu MY, Rollins MD, Bloomer JR, Amiot B, Hu WS, et al. An anesthetized model of lethal
canine galactosamine fulminant hepatic failure. Hepatology 1995;21:796-804,

Diaz-Buxo JA, Blumenthal S, Hayes D, Gores P, Gordon B. Galactosamine-induced fulminant hepatic
necrosis in unanesthetized canines. Hepatology 1997;25:950-957,

Kalpana K, Ong HS, Soo KC, Tan SY, Raj JP. An improved model of galactosamine-induced fulminant
hepatic failure in the pig. J Surg Res 1999;82:121-130°den alinmistr.

2.3. D-galaktozamin (D-GalN)

D-GaIN karacigerde galaktoz yolagi ile metabolize olan bir amino sekerdir.
Selektif bir (2). D-GalN’in

hepatositlerde intraselliiler uridin trifosfat (UTP) havuzunu azaltarak RNA ve protein

hepatotoksindir intraperitoneal (i.p) uygulamasi
sentezini engeller (3). I.p olarak uygulandifinda sicanlarda serum transaminaz
diizeylerinin artisina, hepatik nekroza ve komaya yol acar (27). D-GalN’in neden
oldugu karaciger lezyonlarmin morfolojik ve patofizyolojik 6zelliklerinin insan viral

hepatitindekine bir¢ok acidan benzedigi bildirilmistir (3).




D-GalN’nin sitotoksik etkisinde endojen lipidlerin peroksidasyonunun énemli
bir faktor oldugu gosterilmistir (5). D-GalN’nin neden oldugu oksidatif hasarlanma
genellikle lipid peroksidasyonunun uyaricist ve hiicre membraninin yikiminin kaynagi

olan hidroksil radikali (OH") olusumu ile iligkili bulunmustur (28).

D-GaIN verilmesinden sonra karacigerde serbest oksijen (0O,") radikal
reaksiyonlarinin medyatorleri olan lipid hidroksiperoksitlerin konsantrasyonu artar (29).
Sicanlardaki D-GaIN hepatitinde; superoksit dismutaz, CAT ve GSH-Px gibi

antiperoksidatif enzimlerin aktivitelerinin azalmis oldugu da bildirilmistir (30).

D-GaIN uygulanmasinin ardindan sigan karacigerinde apoptozis gelistigi
histokimyasal olarak gosterilmistir (27, 31, 32, 33). D-GalN verilmesinden 18-24 saat
sonra apoptoziste rol alan bir proteaz olan kaspaz 3 (Cas3) aktivitesi artar (32). Cas3
aktivitesi, D-GalN verilen sicanlarda CC14 (34) veya tiyoasetamid verilen siganlara gore
(33) daha yiiksektir. D-GalN intoksikasyonunda apoptozis insidansinin yiiksek olmasi,
kismen D-GalN toksitesinin karaciger hiicrelerinde kaspazlari aktive ederek apoptozise
yol acan TNF-a araciligiyla olusmasiyla aciklanabilir (35,36). TNF-a infeksiyon,
yetmezlik, inflamasyon patogenezinde primer rol oynayan bir sitokindir. Konak defansi
ve doku hemostazinda onemli rol oynar. Endotoksemi sirasinda TNF-o’nin akut
sistemik salinimi karaciger hasar1 ve mortalite lizerinde merkezi bir rol oynar (37).

Tersine, dokulardan diisiik diizeylerde TNF-a salinmasi yararh etkiler saglar (38).

D-GalN’e bagli karaciger hasari, artmig TNF-o diizeyleri ile korele
bulunmustur (27). Hepatositlerde TNF-a diizeylerinin artis1 apopitotik cisimciklerde
artisla beraberdir (39).

TNF-a diizeylerinde artigla karaciger hasar1 arasindaki iliski alkolik hepatit
(40), iskemi ve reperflizyon sonrasinda ve karaciger transplantasyonu sonrasinda
allograft rejeksiyonunda da gosterilmistir (41). D-GalN’e bagl karaciger yetmezliginde
anti-TNF-o antikorlarinin verilmesi apoptozisi ve nekrozu azaltir. TNF-a antikorlarinin
verilmesi alanin taransaminaz (ALT) diizeylerini ancak %065 oraninda azaltir. Bu sonug
D-GalN’e baglh karaciger hasarinda TNF-o disindaki mekanizmalarin da etkili
oldugunu gosterir (39).

D-GalN’e bagli akut karaciger hasarinda tipik makroskopik bulgu karacigerde

uniform soluklukla beraber daginik, subkapsiiler hemoraji alanlarinin gériilmesidir (20).



Histolojik degerlendirmede yaygin hasarlanma, santral ve intermediate nekroz, portal ve
periportal alanlarda hemoraji ve hepatositin glikojen igeriginde panlobiiler azalma
goriiliir. Lobiiler mimari korunmustur. Fulminan hepatik yetmezlik gelistikten sonra
hayatta kalan deney hayvanlarinda sitoliz bulgulariyla beraber Kupffer hiicrelerinde
seliiler debrisler goriiliir (2). Hepatositlerde vakuolizasyon ve inflamatuar hiicre

infiltrasyonu vardir (42).

Tek doz subletal D-GalN uygulanmasi siganlarda serum total bilirubin ve ALT
diizeylerinde artisla karakterizedir (36). Siganlara verilen D-GalN’in nekrojenik dozu 1
g/kg dir. D-GalN’in i.p olarak verilmesinin ardindan ALT aktivitesinde yiikselme 18.
saatte baglar, 24. saatte doruga erisir (43, 44).

2.3.1. D - Galaktozamin Hepatitinde Apoptozis ve TNF-a
2.3.1.1. Apoptozis

Apoptozis, organizmanin ihtiya¢g duymadigi biyolojik goérevini tamamlamig
veya hasarli hiicrelerin, zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (45). Apoptozise ugrayan hiicrelerde
goriilen degisikliklerin ¢ogu, intraniikleozomal DNA yikimi ve karakteristik morfolojik
degisimlerdir. Bu degisimler degisik hiicre i¢i peptitlerin segici proteolitik boliinmesini
yansitir. Intraniikleozomal DNA yikimi, apoptozisin biyokimyasal isaretidir. Apopitotik
kromatin yogunlasmasi, morfolojik degisikliklerin ilk belirtisidir (46). Hiicreler
Ozellesmis ylizey yapilarin1 ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su
kaybederek kiigiiliir, biiziislirler. Sitoplazmanin yogunlastigi, organellerin birbirine
yaklagtigr goriiliir. Membranlar biitiinliiklerini korurlar. Organeller genel olarak
saglamdirlar. Bazen ribozomlarda ¢okme izlenir. Sitoplazmada yiizeye paralel yerlesmis
mikrofilaman kiimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gegici genislemeler goriiliir.
Mitokondriler genellikle genel yapilarint korurlar. Apoptotik siire¢ ilerledikce
sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla cevrili kii¢iik parcalara
boliiniir. Bunlara “apoptotik cisim” adi verilir. Iclerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda cekirdek parcalart da mevcuttur (45).
Apoptozise ugrayan hiicre, makrofajlari uyarmak suretiyle apoptotik cisimlerin fagosite

edilmesini saglamakta ve siire¢ tamamlanmaktadir (47).
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Apoptozis, nekrozdan farkli bir hiicre 6liimii yoludur; nekroze olan hiicrede
membran biitiinliigiiniin kaybolmasini izleyerek, hiicre i¢eriginin bozulmasi ve eksudatif
inflamasyon gelismesi s6z konusudur. Apoptozis ve nekroz, aymi uyaranla aktive
olabilmektedir; hiicre i¢i ATP miktar1 yeterliyse apoptozis, yetersizse nekroz gelistigi

gosterilmistir (48).

Apoptozis degisik sekildeki sinyallerle harekete gegirilebilir. Bu
mekanizmalardan biri sitoplazmada bulunan proteazlarin aktivasyonudur. Bu
proteazlardan en onemlisi Kaspaz (Cas) adi verilen proteaz grubudur. Cas, “cysteinyl
aspartate specific protease”in kisaltilmis adidir. Cas’lar, inaktif proenzim olarak

sentezlenirler. Hiicre apoptozise basladiginda ¢oziinerek aktif enzime doniisiirler (48).

Hiicre apoptozisinde, Cas’a bagimli olmayan yollar da bulunmakla beraber,
karakteristik olarak apoptozis, Cas aktivasyonu ve bunun sonucunda olusan hiicre ici

0zgln proteinler yoluyla meydana gelmektedir (49).

Ilaglar ve kimyasal maddelerin bazilar1 karacierde apoptozisi baslatarak
karaciger hasarina yol acabilirler; dimetilnitrozamin (50), vinblastin, kolsisin,
mikrotiibiil antagonistleri (51) ve asetaminofendir (52). D-GalN ve tiyoasetamid’in (53)

in vivo apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (31).

Karacigerde meydana gelen apoptozis transforming growth faktor (TGF-B1),
TNF-a gibi sitokinlerin araciligtyla meydana geldigi saptanmistir (54).

2.3.1.2. TNF-a

TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktani olan bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immiin
kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salimimini uyarmaktadir. TNF-o, endotel
aktivasyonuna yol agarak, NO salinimini ve inflamasyonu artirir, prokoagiilan ortam
hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve l16kositleri aktive ederek
inflamatuvar sitokin salinimina yol agar (55). TNF-a ayrica, apoptozisin ekstrensek
yolaginda, 6zellikle Cas3 aktivasyonunda 6nemli rol oynadig: gibi, intrensek apopitozis
yolaginda da baslangic Cas’larin1 aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu goézlenmistir.
Proapoptotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri, antiapoptotik

etkinlik gostermektedirler (47).
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TNF-o’nin  karaciger yetmezligi modellerinde sitotoksisite ve hiicre

proliferasyonuna yol agan ana mediyator oldugu gosterilmistir (35).

2.3.1.3. D-Galaktozamine Bagh Karaciger Hasarinda Apoptozis ve
TNF - a

Muntane (27) ve Stachlewitz (56) siganlarda D-GalN verilmesinin ardindan
karacigerde apoptozis gelistigini histokimyasal olarak gdstermislerdir. Apoptozisin
mekanizmasin1 agiklamak icin Cas3 benzeri proteaz aktivitesi calisilmis, D-GalN
intraperitoneal olarak 1 g/ kg dozunda uygulanmasinin ardindan 18 ve 24. saatte bakilan
Cas3 benzeri proteaz aktivitesi kontrol grubuna gore artmis bulunmustur (32). Bu
enzimin maksimum aktivitesinin D-GalN ile indiiklenen karaciger yetmezliginde; CCly4
(34) veya tiyoasetamid verilenlere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar
D-GalN verilen si¢anlarda apoptozis / nekroz oraninin CC14 veya tiyoasetamid verilen

siganlara gore daha fazla oldugunu saptamistir (43).

D-GalN verilen sigcanlarda apoptozisin yiiksek oranda goriilmesi D-GalN
toksisitesinin kismen TNF-o araciligiyla olduguna isaret etmektedir (27). TNF-a
karaciger hiicrelerinde Cas’lar1 aktive ederek apoptozisi indiikler (35, 36). D-GalN’e
bagli karaciger hasar1 artmig TNF-a diizeyleri ile koreledir (27). Hepatositlerde TNF-a
diizeylerinin artis1 apoptotik cisimciklerde artisla beraberdir (39).

D-GalN ile beraber Salmonella abortus equi endotoksini verilerek karaciger
hasar1 olusturulan sicanlarda Cas3 benzeri proteazin selektif olarak aktive oldugu ve bu
aktivasyonun karaciger parankim hiicrelerinde apoptozis gelisimi ile korele oldugu
gosterilmistir. Endotoksemi sirasinda meydana gelen Cas3 aktivasyonu ve apoptozis in
vivo TNF-a araciligiyla gergeklesir. Cas3 ailesinin efektif bir inhibitorii olan Z-Val-
Ala-Asp-CH2F (Z-VAD) injeksiyonu Cas3 aktivasyonu, apoptozis ve nekrozu
engellemistir (36).D-GalN’e bagli karaciger yetmezliginde anti-TNF-a antikorlari ile
proflaksi yapilmasi apoptozis ve nekrozu azaltmistir (57). TNF-a diizeylerinde artigla
karaciger hasar1 arasindaki iliski alkolik hepatit (40), iskemi ve reperfiizyon sonrasinda

ve karaciger transplantasyonu sonrasinda allograft rejeksiyonunda da gosterilmistir (41)
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2.4. Probiyotikler

Probiyotikler yeterli miktarda tiiketildiginde konak¢iya saglik kazandiran
mikroorganizmalardir. Intestinal flora bakterilerinin protein hidrolizi sonucu
olusturdugu amonyak, aminler, indol gibi maddelerin viicutta intoksikasyona neden
oldugu, enerjisini protein hidrolizi yerine karbonhidrat fermentasyonundan saglayan
laktik asit bakterilerinin kullaniminin faydali oldugu 1900’Iu yillarin basinda anlasilmis
olasina ragmen probiyotik kavraminin tanimlanmasi 20. ylizyilin sonlarinda miimkiin
olmustur (58). 1989°da Fuller’in yaptig1 tanima goére probiyotik; canli mikrobial besin

olarak konagin florasini diizenleyen, konak i¢in faydali mikroorganizmalardir (59).
2.4.1. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda su 6zellikler bulunmalidir:
giivenilir olmali, kullanildig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamali, saglikli insan
bagirsagindan alinmig olmali ve stabil olmalidir. Safra tuzlar ve diisiik pH gibi olumsuz
cevre kosullarindan etkilenmeden barsaga gegebilmelidir. Barsak hiicrelerine tutunarak
kolonize olabilmelidir. Antimikrobiyal maddeler iiretmelidir. Karsinojenik ve patojenik
bakterilere antagonistik etki yapmalidir. Konak¢ida hastaliklara direng gibi yararh
etkiler olusturabilmelidir. Antibiyotiklere direngli olmali, antibiyotige bagli ortaya ¢ikan
hastaliklarda barsak florasini diizenlemek amaci ile kullanilabileceginden, barsaktaki
antibiyotiklerden etkilenmemelidir. Uretim ve depolama sirasinda canlihigmi ve
aktivitesini koruyabilmelidir. Probiyotikler patojenik olmamali ve toksin liretmemelidir.

Cok suslu preparatlar olarak hazirlanabilmelidir (60, 61).
2.4.2. Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Probiyotik iiretiminde yaygin olarak kullanilan laktik asit bakterileri
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Enterococcus cinsine ait tiirlerdir. Bu mikroorganizmalar karbonhidratlar1 fermente
ederek laktik asit olustururlar. Laktik asit bakterileri disinda probiyotik olarak kullanilan
diger mikroorganizmalar ise Bacillus, Saccharomyces ve Aspergillus’tur. Her iki grubun
etki mekanizmalar1 ve antibiyotik duyarliliklar1 birbirinden farklidir (62). Sik kullanilan

probiyotik mikroorganizmalar Tablo 7°de 6zetlenmistir (63).
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Tablo 7. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalara 6rnekler

Lactobacillus spp Bifidobacterium spp Mantarlar Digerleri
L.acidophilus B.bifidum Saccharomyces cerevisia Streptococcus thermophlius
L.casei B.infant Saccharomyces boulardii Enterococcus faecium
L.crispatus B.longum Lactococcus lactis

L. bulgaricus B.termophlium P;(:ZZZ;ZZZ:ZZIH
L.reuteri B.adolescentis Escherichia coli Nisse 1917
L.bravis B.lactis Bacillus clausii
L.cellobisus B.animalis Bacillus oligonitrophillis
L.curvatus B.breve

L.fermentum

L.plantarum

L.rhamnosus

L.salivarius

L.gasseri

L. johnsonii

L.paracasei

L.helviticus

L.farciminis

Penner R, Fedorak RN, Madsen KL.
gastrointestinal diseases. Curr Opin Pharmacol. 2005 Dec;5(6):596-603°den alinmistir .

2.4.3. Probiyotiklerin Biyolojik Etkileri

Probiotics and nutraceuticals: non-medicinal treatments of

Probiyotikler, konak canliy1 patojenlere kars1 koruyarak ve immiin sistemini

giiclendirerek etki gosterirler. Probiyotiklerin biyolojik etkileri tablo 8’de gosterilmistir

(63).
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Tablo 8. Probiyotik bakterilerin biyolojik etkileri

Konak immiin cevabinin modiilasyonu
- Antikor {iretimini artirir
- Natural killer hiicre aktivitesini artirir
- Dentritik hiicrelerin fenotip ve fonksiyonlarini diizenler
- NF-xP ve AP-1 yolaklarini diizenler
- Sitokin salinimini etkiler
- Regiilator T hiicrelerini indiikler
- PPAR-y’y1 indiikler
- Apoptozisi diizenler
- Proteozom aktivitesini inhibe eder.
Epitelyal bariyer fonksiyonun artirilmasi
- Tight junction protein fosforilasyonunu artirir
- Mukus iiretimini artirir
- Epitelyal hiicrelerde glikolizasyonu artirir
- slgA iretimini artirir
Antimikrobiyal etkileri
- Luminal pH’1 diistiriir
- Defensin sekresyonunu stimiile eder
- Antimikrobiyal peptidlerin sekresyonunu artirir
- Patojenik bakterilerin invazyonunu onler
- Epitel hiicrelerine bakterilerin yapismasini engeller
- NO salinimin1 saglar

Penner R, Fedorak RN, Madsen KL. Probiotics and nutraceuticals: non-medicinal treatments of
gastrointestinal diseases. Curr Opin Pharmacol. 2005 Dec;5(6):596-603den alinmustir.

2.4.4. Probiyotiklerin Antibakteriyel Mekanizmasi

Probiyotik suslar hidrojen peroksit, organik asit, bakteriosin gibi etken
maddeler sayesinde antibakteriyel 6zellik gosterirler (64). Laktobasilluslarin ¢ogunun
asetik asit ve laktik asit gibi metabolitlerinden ve pH’i diisiirmelerinden dolay1
bakteriyel patojenlerin ¢ogalmasini engelledigi in vitro olarak gosterilmistir. Bazi
laktobasiller (Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei Shirota yada Lactobacillus
acidophilus YIT 0070 suslar1) hidrojen peroksit iireterek, Escherichia coli 0157:H7
cogalmasini sinirlandirmislardir (65). L. Casei subsp. rhamnosus Lcr35 susunun
slipernatantt insanda patojen olan bakterilerin (enterotoksijenik E.coli —ETEC-,
enteropatojenik E. coli —-EPEC-, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella
typhimirium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis ve
Clostridium difficile) iiremesini inhibe etmistir (66). Insan sindirim sisteminden izole

edilen lactobasillus suslarinin gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina neden oldugu
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bilinen dort patojenin (Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli
ve C. difficile) iiremesini sinirlandirdig1 saptanmistir (67). L. casei GG, in vitro olarak
gram pozitif ve gram negatif bakterilerin coguna kars1 ‘mikrosin’ ad1 verilen hiicre dis1

inhibitér madde tretir (68).
2.4.5. Probiyotiklerin Adezyon Mekanizmasi

Probiyotikler, barsak mukozasini Orterek, patojen mikroorganizmalarin epitel
hiicrelerine temasini azaltir (69). Toksin ve patojenlerin baglanmasinin engellenmesi,
musin gibi konak faktorlerin uyarimi1 ya da reseptorlere kompetetif baglanma
hipotezinin 6ne siiriilmesine karsin, inhibisyon mekanizmasi heniiz tam olarak agiklik

kazanmamustir (70).
2.4.6. Probiyotiklerin Antiapoptotik Etkisi

Deneysel olarak sicanlarda olusturulan radyasyon kolitinde yogun probiyotik
icerigi olan kefirin proflaktik olarak verilmesinin apoptozis ve Cas3 aktivasyonunu
onemli oranda azalttig1 gosterilmistir (71). Bu etki en belirgin olarak kriptlerde stem
hiicrelerinin  oldugu boélgede izlenmistir. Kefirin anti-apoptotik etkisi, Cas3
aktivasyonunun inhibe olmasina baglanmistir. Diger taraftan melanoma hiicrelerinde
ultraviole ile indiiklenen apoptozise karsi kefirin koruyucu bir etkisi oldugu

bildirilmistir (72).

Fermente siit iirlinlerinin, pelvik malignansilerde radyasyon tedavisinden sonra

ortaya ¢ikan kronik barsak rahatsizliklarini azalttig1 da bilinmektedir (73).
2.4.7. Probiyotiklerin Antioksidan Etkisi

Sicanlarda probiyotiklerle yapilmis bir ¢alismada probiyotiklerin D-GalN ile
olusturulmus karaciger hasarinda hepatosit hasarini, proinflamatuvar sitokinleri ve
inflamasyonu azaltti§1 saptanmistir (74). Yine baska bir calismada probiyotiklerin
karacigerdeki iskemi-reperflizyon hasarina karsi siiper oksid dismutazi artirarak
koruyucu etki gosterdikleri saptanmustir (75). Kefirle yapilmig bir calismada
azoksimetan verilerek kolon kriptlerinde anormal formasyon olusturulan sicanlarda
kefirin GSH gibi antioksidanlar1 arttirdig1 saptanmis ve kefirin antioksidan rol oynadigi

belirtilmistir (76).
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2.4.8. Probiyotiklerin Immunite Uzerine Etkileri

Probiyotik triinlerin kullaniminda en sik 6ne siiriilen gerekge, probiyotiklerin
immun sistemi diizenleyerek olumlu etki gostermesidir. in vivo ve in vitro ¢aligmalar,
probiyotiklerin immun cevabr diizenleyebilecegini gostermistir, fakat altta yatan
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (77). Elimizdeki veriler bize probiyotik
bakterilerin immun sistemi endojen konak savunma mekanizmalarin1 harekete gecirerek

modiile ettigini diisiindiirmektedir (78).

Probiyotikler natural killer (NK) hiicre aktivitesini artirarak non-spesifik
konak¢1 yanitlarimi modiile ederler (79). Sicanlarda yaslanmaya bagli olarak ortaya

cikan sitokin tiretimindeki azalmay1 probiyotikler tersine ¢evirmistir (80).

Probiyotiklerle iligkili olarak immun sistemde meydana gelen degisiklikler;
mukus iretiminin indiiksiyonu, laktobasillerin sinyalizasyonu yoluyla makrofaj
aktivasyonu, sekratuvar IgA ve noétrofillerde artma, inflamatuar sitokin saliniminin

inhibisyonu, periferal Ig diizeylerinin artigidir (81).

Probiyotikler dentrik hiicrelerde ylizey fenotipini degistirerek sitokin
salinimina neden olur (82). Bununla beraber bu etkilerin lokalize mi sistemik mi oldugu
net degildir. Bu etkilerin hastalarla saglikli insanlar arasinda farkli olup olmadigi, ya da
tiim probiyotiklerin bdyle etkileri olup olmadigr halen bilinmemektedir. Saglikli
bireylerde probiyotiklerin immun sistem lizerine gosterdigi regiilator etki, hastalarda
goriilmeyebilir. Ornegin saglikli bireyde probiyotikler fagositoz iizerinde stimulator etki
gostermesine ragmen, allerjisi olan bireylerde fagositozda down regiilasyona neden olur
(83). Probiyotiklerin immun sistemdeki etkilerini anlamak i¢in daha fazla bilgiye ihtiyag

vardir.
2.4.9. Saghkh Bireyde Probiyotik Kullanimi

Pek cok probiyotik iirlin saglikli bireyler tarafindan kullanilmaktadir. Sindirim
sisteminin diizenlenmesi, genel iyilik halinin saglanmasi, uzun dénemde olumlu
gastrointestinal, respiratuar veya kardiyak etki gostermesi inanisiyla giderek artan
sayida insan bu iriinleri diizenli olarak tiiketmektedir. Bununla beraber probiyotiklerin
uzun donem kullantminin saglikli kalmaya yardimer oldugunu ispatlamis bir ¢alisma

yoktur. ilave olarak probiyotiklerin saglikli kisilerde immun sistem iizerine etkilerinin
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kesin bir 6l¢iitii yoktur. Probiyotik aliminin saglikli yagam i¢in 6nerilen diyet, egzersiz
veya stresin azaltilmasi ile karsilastirildiginda ek avantaji olup olmadiginin

degerlendirilmesi gerekir (84).
2.4.10. Probiyotiklerin Giivenilirligi

Probiyotik bakterinin biiylik miktarlarda canli olarak alinmasi ve yararl
etkilerinin ortaya c¢ikmasi i¢in belli bir donem boyunca kullanilmasinin gerekmesi

nedeniyle probiyotiklerin giivenilirligi ¢ok onemlidir.

Probiyotiklerin geleneksel olarak kullanimi (6rnegin yiyeceklerin islenmesinde

kullanilan laktobasiller) sirasinda herhangi bir yan etki goriilmemistir.

Son yillarda enterokok ve bazi sakkaromiges suslari ile ortaya ¢ikan izole
oportunistik infeksiyon vakalar1 bildirilmistir. Bu vakalar enterokoklara baglh
nazokamiyal enfeksiyonlarin son zamanlarda artis gostermesi ve antibiyotik direncinin
giderek artmasi ile de iligkili olabilir. Belirli enterokok suslari yillardir siit {irtinlerinin

fermentasyonunda kullanilmakta ve giivenli kabul edilmektedir (84).

FAO/WHO kullanilacak probiyotik suslarinin bazi parametreler agisindan
degerlendirilmesi gerektigini 6nermistir. Bu parametreler; antibiyotik duyarliligi, toksin
iretimi, metabolik ve hemolitik aktiviteler, immunkompromize hayvan modellerinde
infektivitenin ve yan etkilerinin degerlendirilmesi, insanlarda goriilen yan

etkilerdir (84).
2.5. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hiicre metabolizmasinda ortaya ¢ikan, en dis
tabakalarinda eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle reaksiyona
girme egiliminde olan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller hiicrede
lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi 6nemli bilesik ve hiicresel yapilara etkilidir.
Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi doymamis yag asitleri ve
membran proteinleri radikaller i¢in oldukga ¢ekici hedeflerdir. Oksidanlarin arttig1 veya
antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizmanin maruz kaldigi “oksidatif
stres”, sonugta bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler yikim ve doku hasarini getirir

(85). Insan viicudunda serbest radikal denilince serbest oksijen radikalleri akla
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gelmektedir. Antioksidan savunma mekanizmalar ile serbest radikal olusumunu
hizlandiran etkenler arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya cikar.
Karaciger detoksifikasyon i¢in serbest radikalleri kullanirken, nétrofiller patojenleri yok
etmek icin serbest radikalleri iiretebilir. Notrofillerin aktive olmasi ile ortaya c¢ikan
solunum patlamasinda rol alan NADPH oksidaz, serbest oksijen radikalleri, NO sentaz
gibi enzimler; sliperoksit anyonu (O;), hidrojen peroksit (H,0O,), NO ve hidroklorik asit
gibi reaktif tiriinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar (86). Giiniimiizde serbest radikaller ve
reaktif molekiiller ile bunlarin reaksiyonlar1 ve iriinlerindeki artisin hiicresel yasami
tehdit ve tahrip ettigi, genetik mutasyonlara da yol a¢tig1 bilinmektedir (87). Kanser,
ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, diabetes mellitus gibi bircok hastalikta
oksidatif hasarin rol oynadig: diisiiniilmektedir. Oksidatif hasar hastaligin baslangicinda
veya patogenezinde rol oynuyorsa basarili antioksidan tedavi hastalig1 6nleyebilir veya

seyrini hafifletebilir.
2.5.1. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri
2.5.1.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik
membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde serbest radikaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir. Lipid peroksidasyonu
sonucunda hiicrede kendiliginden devam eden zincirleme reaksiyonlar baslamaktadir.
Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksil radikalleri bir sonraki poliansatiire yag
asidini okside ederek yeni zincirleme reaksiyonlar baglatirlar (88). Bu {irlinlerin daha
ileri parcalanmaya ugramasi ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararh
radikal o6zelligi olan aldehidlere dontisiirler. Bu aldehidler i¢inde en ¢ok bilineni
MDA dir. Bir dokuda MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttigini
gosterir (89). MDA ’nin kendisi de iiretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dig
ortama hem de hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre i¢inde bir ¢ok yapiya zararh
etkileri vardir. Dolayisiyla serbest oksijen radikallerinin lipidlere etkisi sonucu agiga
cikan patolojik {irtin olan MDA da daha ileri yikimlara sebep olabilir. Bu hasar

sonucunda membranin yapisi ve fonksiyonlari biiyiik dl¢iide bozulur.
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2.5.1.2. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal
Degisiklikler

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi protein ve niikleik asitler,
poliansatiire yag asitlerine gore daha direnglidir. Bunun baslica sebebi, hasar olusturucu
zincir reaksiyonlarinin protein ve niikleik asit molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin
cok zayif olmasidir. Serbest radikaller DNA molekiiliine ¢cok yakin bir bolgede meydana
geliyorsa, okside edici radikaller tarafindan DNA molekiili kolaylikla hasara
ugratilabilmektedir (90).

2.5.2. Nonenzimatik ve Enzimatik Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak iki ana gruba

ayrilabilirler.
2.5.2.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

GSH diizeyindeki azalma, oksidatif stresin yogunlugunu yansitir. Rediikte
GSH/okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalir. GSH ve GSSG “high
performance lipid chromotography” (HPLC) ve spektrofotometrik yontemlerle tesbit
edilir (91). GSH karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir
tripeptiddir. Cok 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girip onlar1 zararsiz Uriinlere ¢evirerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur.
Proteinlerdeki siilfidril gruplarini da indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini
engeller (92). Diger 6nemli nonenzimatik antioksidanlar; S-adenozilmetionin (93), E
vitamini, C vitamini, seruloplazmin, {irik asit, albumin, bilirubin, B-karoten (94), glukoz

(95), piruvat (96), taurin (97), melatonin (98), transferin (99), sisteindir (88).
2.5.2.2. Enzimatik Antioksidanlar
Baslica antioksidan enzimler; GSH-Px, CAT ve SOD’dur (92).
2.5.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px yapisinda, bir metal olan selenyum bulunmaktadir. Bu enzim, rediikte

glutatyonun okside glutatyona cevrildigi in vitro ortamda gergeklesen reaksiyonda
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H,0;’1 yiiksek spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir. GSH’un GSSG haline
dontistiigii reaksiyonda GSH-Px enzimi H,O;’1 suya indirger. Daha sonra GSH rediiktaz
enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar
rediikte hale doniistiiriilebilir (92). Hidrojen peroksidin diisiikk konsantrasyonda olmasi

durumunda GSH-Px, CAT enzimine gore daha etkilidir (100).
Reaksiyon su sekildedir:

2GSH + H,0, = GSSG + 2H,0
2.5.2.2.2. Katalaz

CAT enzimi, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ozellikle hidrojen
peroksitin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir (100). Dokularda
enzimin aktivitesi biiyiik farklilik gosterir. Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite,
destek dokusunda ise en diigiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (101). Okside edici
enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksiti direkt olarak suya doniistiiriir. Bu
enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonunun c¢ok fazla arttigi
durumlarda belirgin olarak artmaktadir. Ortamdaki H,O, konsantrasyonunun diisiik
oldugu hallerde ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan
enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar
(102). CAT ve GSH-Px enzimleri, benzer etkisi olmasina ragmen hiicre i¢indeki
yerlesim yerleri ve etki yerleri bakimindan farklilik goéstermektedirler. CAT enzimi
peroksizomlarda daha etkili iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha

etkilidir.
CAT enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
2H,0, = 2H,0 + O,

2.5.2.2.3. Siiperoksid Dismutaz

Stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniismesini katalizleyen enzim

grubudur. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

20,7 + 2H" > H,O, + O,
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SOD enzimi metal ihtiva ettigi i¢cin metalloenzim grubundandir. Hiicreyi
radikallerin etkisinden koruyan savunma mekanizmasi arasinda SOD enzimi ilk rolii
oynar. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {irliniin birikimi CAT enzimi

tarafindan 6nlenmektedir (103).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

Bu calismada, sicanlarda D-GalN ile uyarilan akut karaciger hasarinda, degisik
probiyotik bakteri suslarinin etkinligini aragtirmayi amagladik. Deneyde kullanilan

malzemeler Tablo 9 ve Ek 1°de gosterilmistir.

Tablo 9. Kullanilan malzeme ve aletler

1 Sogutmali santrifiij (Eppendorf MR 5415, Almanya)
2 Derin dondurucu (Facis, Fransa)

3 Hassas terazi (Scaltec, Isvigre)

4 Vorteks (karistirici) (Niive NM 100, Ttirkiye)

(Gilson, Fransa), (Eppendorf MR

5 Otomatik pipetler 5415, Almanya)
UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1601, Japonya)
Homojenizator (Ultra Turrax T25, Almanya)
Immundiagnostic AG, Stubenwald-
8 MDA Allee 8a, D-64625 Bensheim Germany,

KC: 1900-070709

BioSource International Inc. 542 Flynn
9 TNF-a Road, Camarillo, California, 93012
USA (Immunoassay Kit), KRC3011
Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO,
USA

10 D-Galaktozamin

3.1.1. Yontem

Calismamiz, SDU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nca onaylandi ve tiim calisma

boyunca etik kurallara uyuldu.

Iki deney protokolii uygulandi. Her protokolde 200 - 250 gram agirliginda,
48’er adet erkek Wistar-albino si¢an kullanildi. Deneyler siiresince sicanlar, bir kafeste
4’er sican olacak sekilde tutuldular. Deneyler, sicanlar laboratuvara geldikten sonraki
bir haftalik uyum siirecinin ardindan baslatildi. Deney siiresince hayvanlar standart
nem, 151k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23 °C) tutuldu ve
standart sigan yemi ile beslendi. Kaprofajiyi onlemek i¢in kafes igine tel altliklar

yerlestirildi.
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3.1.2. Probiyotiklerin Hazirlanmasi

Arastirmada Lactobacillus fermentum AB-5, Lactobacillus plantarum BK9-40,
AK6-120  Enterococcus  saccoharolyticus BK13-53, AK7-31, Enterococcus
malodaratus AK7-32, Lactobacillus rhamnosus AK6-180, AB20-100, AK6-27, AC18-
82’den olusan toplam 10 sus probiyotik kullanilmistir. Bu bakteriler Siileyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Mikrobiyoloji Laboratuarlarinda izole edilmistir.
Izolatlarin baz1 probiyotik &zellikleri belirlenmistir (104). Bakterilerin tiir diizeyinde
tanilar1 16S rRNA dizi analizleri ile gergeklestirilmistir (105). Probiyotik suslarinin
hazirlanmasi sirasinda her bir izolattan ml’de 1x10° bakteri olacak sekilde hacmi
ayarlanmig MRS siv1 besiyerine, %1’lik inokiilasyon yapilip anaerob ortamda 37° C’de
18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sivi kiiltiirler falkon tiiplerine
aktarilarak hiicre pelletlerinin elde edilmesi icin 5000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmis ve daha sonra siipernatant kismi atilarak PBS ile 3 defa yikanmistir. Her bir
probiyotik susu bir sicanin giinliik oral alimi olan 0,2 ml skim milk besiyerinde 1x10°
hiicre olacak sekilde silispanse edilmistir. Skim milk icinde hazirlanan canli bakteri
stispansiyonlar1 steril cam tiiplere dagitilip tizeri parafinle kapatilarak —80° C’de

kullanim i¢in saklanmustir.
3.2. Metod
3.2.1. Deney Protokolleri
3.2.1.1. Deney 1 Protokolii

[lk deneyin amac1 D-GalN’le uyarilan aspartat aminotransferaz (AST) ve ALT
ylkselmesini en fazla engelleyen probiyotik suslarini belirlemektir. Deneyde toplam 48
adet sigan kullanilmistir. Siganlar 4’er adet olmak iizere 12 gruba ayrildi. Ilk 10 gruba

farkli probiyotik suglari verildi, son iki grup ise kontrol grubu olarak ayrildu.

Grup 1 (Lactobacillus fermentum AB5-18/D-GalN): Ik yedi giin
Lactobacillus fermentum AB5-18 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
(skimmilk) i¢inde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi
materyali verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GaIN 0,2 ml serum fizyolojik
(SF) icinde sulandirilarak enjekte edildi.
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Grup 2 (Lactobacillus pantarum BK9-40/D-GaIlN): 1k vyedi giin
Lactobacillus pantarum BK9-40 susu ginde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF icinde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 3 (Lactobacillus plantarum AK6-120/D-GalN): Ilk yedi giin orogastrik
yolla Lactobacillus plantarum AKG-120 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml
SM i¢inde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF iginde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 4 (Lactobacillus rhamnosus AK6-180/D-GalN): Ilk yedi giin
Lactobacillus rhamnosus AKG-180 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF i¢inde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 5 (Lactobacillus rhamnosus AB20-100/D-GalN): ilk yedi giin
orogastrik yolla Lactobacillus rhomnosus AB20-100 susu giinde 1x10° hiicre olacak
sekilde 0,2 ml SM iginde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n
tedavi materyali verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF i¢inde

sulandirilarak enjekte edildi.

Grup 6 (Lactobacillus rhamnosus AK6-27/D-GalN): Ik yedi giin
Lactobacillus rhamnosus AKG-27 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla l1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF icinde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 7 (Lactobacillus rhamnosus AC18-82/D-GalN): Ilk yedi giin
Lactobacillus rhamnosus AC18-82 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde slispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF iginde sulandirilarak
enjekte edildi.
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Grup 8 (Enterococcus saccoharolyticus AK7-31/D-GalN): Ilk yedi giin
Lactobacillus rhamnosus AKG-180 susu gilinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF icinde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 9 (Enterococcus malodaratus AK7-32/ D-GalN): ilk yedi giin
Enterococcus malodaratus AK7-32 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM
icinde stlispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF iginde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 10 (Enterococcus saccoharolyticus BK13-53/D-GalN): Ik yedi giin
Enterococcus saccoharolyticus BK13-53 susu giinde 1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml
SM i¢inde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali
verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF i¢inde sulandirilarak
enjekte edildi.

Grup 11 (SM/D-GalN): Temel kontrol grubu olan bu grupta ilk yedi giin 0,2
ml SM, orogastrik yolla verildi. Yedinci giin 6n tedavi materyali verildikten sonra i.p

yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF i¢inde sulandirilarak enjekte edildi.

Grup 12 (SM/SF): Yedi giin boyunca orogastrik yolla 0,2 ml SM, orogastrik
yolla veridi. Yedinci giin 6n tedavi materyali verildikten sonra i.p yolla SF (D-GalN
volmiine ml/kg esit olacak sekilde) enjekte edildi.
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Tablo 10. Deney protokolii 1

Gruplar | 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin | S5.giin | 6.giin | 7.giin 8.giin

Grup 1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 | PBI1 PB1/D-GalN EX

Grup2 | PB2 PB2 PB2 PB2 PB2 | PB2 PB2/D-GalN EX

Grup 3 PB3 PB3 PB3 PB3 PB3 | PB3 PB3/D-GalN EX

Grup4 | PB4 PB4 PB4 PB4 PB4 | PB4 PB4/D-GalN EX

Grup 5 PB5 PB5 PB5 PB5 PB5 | PB5 PB5/D-GalN EX

Grup6 | PB6 PB6 PB6 PB6 PB6 | PB6 PB6/D-GalN EX

Grup7 | PB7 PB7 PB7 PB7 PB7 | PB7 PB7/D-GalN EX

Grup 8 | PB8 PB8 PB8& PB8 PB8 | PB8 PB8/D-GalN EX

Grup 9 PB9 PB9 PB9 PB9 PBY9 | PB9 PB9/D-GalN EX

Grup 10 | PB10 PB10 PB10 PB10 | PB10 | PB10 | PB10/D-GalN | EX

Grup 11 | SM SM SM SM SM SM SM/ D-GalN EX

Grup 12 | SM SM SM SM SM SM SM/SF EX

PB1: Lactobacillus fermentum ABS5-18, PB2: Lactobacillus plantarum BK9-40,
PB3:Lactobacillus plantarum AK6-120, PB4:Lactobacillus rhamnosus AK6-180,
PBS5:Lactobacillus rhamnosus AB20-100, PB6:Lactobacillus rhamnosus AK6-27,
PB7:Lactobacillus rhamnosus AC18-82, PB8:Enterococcus saccoharolyticus AK7-31,
PB9:Enterococcus malodaratus AK7-32, PB10:Enterococcus saccoharolyticus BK13-53,
D-GalN: D-galaktozamin SM: Skimmilk, SF: Serum fizyolojik, EX: Sakrifikasyon

3.2.1.1.1. Kan ve Doku Orneklerin Alinmasi

D-GalN enjeksiyonundan 24 saat sonra tedavinin 8. giiniinde, sicanlar saat
09:00 ile 10:00 arasinda i.p ketamin 80 mg/kg + xylazine 10 mg/kg ile anesteziye
edilerek, mid-line insizyonla batinlar1 acgildi ve vena cava inferiordan kan &rnekleri
alindi. Alinan kan 6rnekleri 1000Xg’de 20 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve

ayni giin serum AST ve ALT aktiviteleri c¢aligildi.
3.2.1.2. Deney 2 Protololii

Deney 1°de kullanilan 10 probiyotik susundan AST ve ALT aktivitesinin
yiikselmesini en fazla engelleyen iki probiyotik susu (L. plantarum BK9-40 ve E.
malodaratus AK7-32) Deney 2’de kullanilmistir. Deney 2’de her grupta 8’er sigan
olmak tizere 48 adet sigan kullanilmistir. 3 tane kontrol grubu olmak iizere toplam 6

grup olusturulmustur.
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Grup 1 (Normal kontrol (N.Kontrol) ): Bu gruba 7 giin boyunca 0,2 ml SM,
orogastrik yolla veridi. 7. giin sabah SM verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda i.p
0,2 ml SF enjekte edildi.

Grup 2 (Lb. Kontrol): Bu gruba 7 giin boyunca L. plantarum BK9-40 1x10°
hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM i¢inde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi. 7. giin
sabah probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda arasinda i.p 0,2 ml SF
enjekte edildi.

Grup 3 (E. Kontrol ): Bu gruba 7 giin boyunca E. malodaratus AK7-32
1x10” hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM icinde siispanse edilerek orogastrik yolla verildi.
7. giin sabah probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda arasinda i.p 0,2 SF
enjekte edildi.

Grup 4 (D-GalN): Bu gruba 7 giin boyunca orogastrik olarak 0,2 ml SM
orogastrik yolla veridi 7. giin sabah SM verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda
1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF i¢inde sulandirilarak i.p enjekte edildi.

Grup 5 (Lb./D-GaIN): Bu gruba 7 giin boyunca L. plantarum BK9-40 1x10°
hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM icinde siispanse edilerek verildi. 7. giin sabah
probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda arasinda 1g/kg dozunda D-GalN
0,2 ml SF i¢inde sulandirilarak i.p enjekte edildi.

Grup 6 (E./D-GalN): Bu gruba 7 giin boyunca E. malodaratus AK7-32 iginde
1x10° hiicre olacak sekilde 0,2 ml SM icinde siispanse edilerek verildi. 7. giin sabah
probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasinda 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml
SF i¢inde sulandirilarak i.p enjekte edildi.

Tablo 11. Deney protokolii 2

Gruplar l.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | S.giin | 6.glin | 7.giin 8.giin
Grup 1:N.Kontrol SM SM SM SM SM SM SM/SF EX
Grup 2:Lb.Kontrol | Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb./SF EX
Grup 3:E.Kontrol E. E. E. E. E. E. E./SF EX
Grup 4:D-GalN SM SM SM SM SM SM SM/ D-GaIN | EX
Grup 5: Lb./DGalN | Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb./D-GaIN | EX
Grup 6:E./D-GalN | E. E. E. E. E. E. E./D-GalN EX

Lb.:Lactobacillus pantarum BK9-40, E.: Enterococcus malodaratus AK7-32, SF: Serum fizyolojik, D-
GalN: D-Galaktozamin, SM: Skimmilk, EX: Sakrifikasyon
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3.2.1.2.1. Kan ve Doku Orneklerin Alinmasi

D-GalN enjeksiyonundan 24 saat sonra, sicanlar i.p ketamin 80 mg/kg +
xylazine 10 mg/kg ile anesteziye edildi, servikal dekapitasyondan sonra steril sartlarda
mid-line insizyonla batinlar1 agildi. Vena cava inferiorden alman kan Ornekleri,
1000Xg’de 20 dakika santrifiij edilerek serumlari ayrildi ve —80 °C’de biyokimyasal
incelemeler yapilincaya kadar saklandi. Histopatolojik, biyokimyasal ve mikrobiyolojik
inceleme i¢in steril sartlarda sicanlarin karaciger ve dalaklar1 ¢ikartildi. Histopatolojik
inceleme i¢in doku o&rnekleri %10 formaldehit icinde saklandi. Biyokimyasal
incelemeler i¢in alinan Ornekler hassas terazi ile tartilarak agirliklari kaydedildi ve
Eppendrof tiiplerinin i¢ine yerlestirilerek biyokimyasal calismalar yapilana kadar -

80°C°de saklandi.

Karaciger kaudat lobu ve dalaktan alinan 6rnekler bakteriolojik traslokasyonun
degerlendirilmesi ic¢in standard yoOntemlerle aerobik ve anaerobik bakteri kiiltiirleri

yapildi.
3.2.1.2.2. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi
3.2.1.2.2.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Karaciger dokularinin homojenizasyonunda ve biyokimyasal ¢alismalarda pH:

7,4 olan 0,05 M PBS kullanild1 (88).
3.2.1.2.2.2. Homojenizasyon

Homojenizasyon islemi baslangicinda karaciger dokularinin yas agirliklar
tartildi. Dokularin soguklugu muhafaza edilerek cam tiipe kondu. Dokularin {izerine
agirh@gimin 10 kati olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar1 kaydedildi. Plastik
kaplar i¢cine buz dolduruldu ve cam tiipteki dokular plastik kaplarin igerisine
yerlestirilerek 16 000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Daha sonra buz dolu plastik
kaplar icinde 30 saniye sonifikasyon yapildi. Homojenatlar; 1sis1 arttirllmadan, 5 000
devir/dakika hizinda 10 dakika siireyle santrifiij edilerek silipernatanlar1 eppendorf
tiiplerine kondu. Tiipler numaralandirildi. Dokularin yas agirliklar1 ve eklenen tampon
miktar1 kaydedildi. Ayrilan siipernatanlardan GSH, GSH-Px, CAT, SOD, MDA, TNF-

a, NO enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi.
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3.2.1.2.3. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Biyokimyasal analizler Siileyman Demirel Universitesi Biyokimya Anabilim

Dali Laboratuari’nda yapilmustir.

Karaciger fonksiyonunu degerlendirmek icin;

ALT, AST ve Alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri Abbot Aeroset (USA)

otoanalizoriinde kolorimetrik olarak calisildu.

Karaciger oksidatif stresini degerlendirmek icin, karaciger homejenatinda
MDA seviyesinin tayini Mateos ve arkadaslarinin dinitrofenilhidrazin ile

tiirevleme esasina dayanan HPLC metodu kullanilarak 6l¢iildii (106).
SOD aktivitesi Sun ve arkadaglarinin metoduna gore (107),

CAT enzim aktivitesi Aebi metoduna gore (108),

GSH-Px enzim aktivitesi Paglia metoduna gore ¢alisildi (109).

GSH konsantrasyonu Ellman reaktifi kullanilarak Beutler ve arkadaslarinin

uyguladiklar1 yontemlere gore yapildi (110) .
Karaciger dokusunda NO ve TNF-a ELIZA ile ¢alisild.

Doku protein konsantrasyonu, otoanalizor ile Lowry Metoduna gore ticari
kitle c¢alisgtlmistir (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, California,
USA) (111).

3.2.1.2.4. Histolojik Degerlendirme

Sakrifiye edilen si¢anlardan alinan karaciger ornekleri % 10’luk formaldehit

kullanilarak fikse edildi. Parafin bloklar olusturuldu. Olusturulan parafin bloklardan 5

pm kalinliginda kesitler alinarak lam iizerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik

inceleme i¢in hazirlanan preparatlar hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak 1s1k

mikroskopunda (x100, x200 ve x400 biiyiitmede) incelendi.

Hepatoselliiler hasar derecesi Ishak ve ark.’nin (112) tanimladig1 skorlama sistemi

kullanilarak yapildi. Bu skorlama sistemine gore hepatoselliiler hasar derecesi asagida

verilen her birim i¢in 0-6 arasinda skorlanip toplam skor elde edilerek hesaplandi.
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Periportal veya periseptal interface hepatit Skor
Yok 0
Hafif ( fokal, birkag portal alan, <%50) 1
Hafif/Orta (fokal, cogu portal alan, >%50) 2
Orta (septa veya alanlarin ¢evresinin %50’sinden azinda devamli) 3
Ciddi (septa veya alanlarin ¢evresinin %50’sinden fazlasinda devamli) 4
Birlesen nekroz Skor
Yok 0
Fokal birlesen nekroz 1
Bazi alanlarda zon 3 nekrozu (lobiillerin %50°sinden azinda) 2
Bazi alanlarda zon 3 nekrozu (lobiillerin %50°sinden fazlasinda) 3
Zon 3 nekrozu + nadir portal santral kdpriillesme (< 2) 4
Zon 3 nekrozu + ¢ok sayida portal santral kopriilesme (>2) 5
Panasiner veya multiasiner nekroz 6
Fokal litik lezyon, apoptoz ve fokal inflamasyon Skor
Yok 0
Onluk biiyiitme alaninda < 1 odak 1
Onluk biiyiitme alaninda 2-4 odak 2
Onluk biiyiitme alaninda 5-10 odak 3
Onluk biiyiitme alaninda >10 odak 4
Portal inflamasyon Skor
Yok 0
Portal alanlarin tiimiinde veya bazilarinda hafif 1
Portal alanlarimn tiimiinde veya bazilarinda orta 2
Portal alanlarin tiimiinde orta/belirgin 3
Portal alanlarin tiimiinde belirgin 4

3.2.1.2.5. Bakteri Kiiltiirleri

Bakteriyel translokasyonun degerlendirilmesi icin her gruptan rastgele segilen
3’er adet siganlarin steril sartlarda karaciger kaudat lobu ve dalaktan alinan 6rneklerle

standard yontemlerle aerobik ve anaerobik bakteri kiiltiirleri yapildi.
3.2.1.2.6. Istatistik Degerlendirme

Calismanin analizi SPSS 11.0 istatistik programinda yapildi; Olgiim verileri
aritmetik ortalama + standart sapma ile gosterilmistir. Gruplar arasi farklilagsmasinin
onemi tek yonlii ANOVA testi kullanilarak belirlendi. Varyans analizinde anlamli

farklilagma saptanmissa Post Hoc Tukey testi ile ikili karsilastirmalar yapildi.

Deney gruplart arasindaki immunhistokimyasal skorlarin  farkliliginm
degerlendirmek icin Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis testi
onemli farklilagma gosterirse, hangi grubun digerinden farkli oldugu Mann-Whitney u

testi ile aragtirildi. Onemlilik diizeyi p < 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney 1

4.1.1. Deney 1’deki Karaciger Fonksiyon Testleri Aktiviteleri

[Ik deneyin amaci farkli probiyotikleri vererek D-GalN’mn uyardigi AST ve

ALT yiikselmesini en fazla engelleyen 2 probiyotik susunu ikinci deney i¢in segmekti.

SM/SF grubu ALT aktiviteleri, PB1/D-GalN, PB6/D-GalN, SM/D-GalN
gruplaria gore anlamli derecede diisiik saptandi (sirasiyla p<0,05, p<0,01, p<0,05).

SM/SF grubu AST aktiviteleri, PB1/D-GalN, PB4/D-GalN, PB7/D-GalN
PB8/D-GalN gruplarima gore anlamli derecede diisiik saptandi (sirastyla p<0,001,
p=0,001, p<0,05, p<0,001).

Deney 1 sonucunda elde edilen ALT ve AST aktiviteleri Tablo 11°de, ALT
aktiviteleri Sekil 1°de, AST aktiviteleri Sekil 2°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Deney 1 ¢alisma gruplarinda ALT ve AST aktiviteleri

Gruplar

ALT (U/L)

AST (U/L)

Grupl: PB1/D-GalN

339,75 £ 158,14

4306,60 = 1065,85

Grup 2: PB2/D-GalN

554,60 + 196,09

2218,40 = 430,03

Grup3:PB3/D-GalN

850,60 + 186,60

1415,80 £ 349,21

Grup4:PB4/D-GalN

391,75 + 260,50

4124,40 + 987,07

Grup5:PB5/D-GalN

791,80 + 209,22

1583,80 + 353,53

Grup6:PB6/D-GalN

959,60 + 62,46

1309,00 + 189,43

Grup7:PB7/D-GalN

617,25+ 166,42

2981,40 + 794,32

Grup8:PB8/D-GalN 377,34 £ 248,56 4248,60 + 779,37

Grup9:PB9/D-GalN 374,60 + 98,07 2236,60 + 278,86

Grup10:PB10/D-GaIN 555,00 + 127,96 2069,20 + 368,91

Grup11:SM/D-GalN 984,00 + 96,34 2119,40 + 240,78

Grup12:SM/SF 54,40 + 4,96 93,80 + 5,01

P (ANOVA) <0.05 <0.001

P (Post hoc Tukey test) 12-1: <0,05 12-1: <0,001
12-6: <0,01 12-4:=0,001
12-11:<0,05 12-7: <0,05

12-8: <0,001

PB1: Lactobacillus fermentum AB5-18, PB2: Lactobacillus pantarum BK9-40,
PB3:Lactobacillus plantarum AK6-120, PB4:Lactobacillus rhamnosus AK6-180,
PBS5:Lactobacillus rhamnosus AB20-100, PB6:Lactobacillus rhamnosus AK6-27,
PB7:Lactobacillus rhamnosus AC18-82, PB8:Enterococcus saccoharolyticus AK7-31,
PB9:Enterococcus malodaratus AK7-32, PB10:Enterococcus saccoharolyticus BK13-53,

SM: Skimmilk, SF: Serum fizyolojik

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Sekil 1. Serum ALT aktivitelerinin gruplara gére dagilimi

SM/SF
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Sekil 2. Serum AST aktivitelerinin gruplara gore dagilimi

4.2. Deney 2

Deney 1°de kullanilan 10 probiyotik susundan AST ve ALT aktivitesinin

ylkselmesini kismen engelleyen iki probiyotik susu Lb. plantarum (Lb.) BK9-40 ve E.
malodaratus (E.) AK7-32 Deney 2’de kullanilmastir.

4.2.1. Sicanlardaki Agirhk Degisiklikleri

Normal Kontrol grubunda sicanlarin kilolar1 artis gosterirken diger tiim

gruplarin agirlik degisimi yiizdesinde azalma gozlendi.

Sicanlarin ¢alisma Oncesi ve ¢alisma sonrasi ortalama agirliklar ile % olarak

agirlik degisimleri Tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13. Calisma baslangici ve sakrifikasyon oncesi siganlarin ortalama agirliklari

Gruplar Calisma oncesi Calisma sonrasi Agirhk degisimi
(gr) (gr) (Vo)
Grup1:N. Kontrol 237,63 £5,12 246,75 £ 6,67 3,76 + 0,81
Grup2:Lb. Kontrol 235,50 £4,28 235,12 +£4,43 -0,14 £ 0,85
Grup3:E. Kontrol 245,63 + 3,88 239,25 £ 7,80 -2,75+ 1,98
Grup4:D-GalN 240,50 + 2,54 237,50 + 1,87 -1,21 £0,68
Grup5:Lb./D-GaIN 245,50 + 2,99 234,37+ 3,52 -4,53 £0,70
Grup6:E./D-GalN 24487 £ 4,10 240,75 + 4,37 -1,09 £ 0,56
P (ANOVA) ns ns <0,001
P (Post hoc Tukey test) 4-1:<0,05
5-1: <0,001
6-1: <0,05
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4.2.2. Sicanlardaki Karaciger Agirhk Degisiklikleri
Sicanlar sakrifiye edildikten sonra karaciger agirliklar1 hassas terazi ile 6l¢iildii.
Karaciger agirlig1 viicut agirligina oranlanarak bu degisim % olarak ifade edildi.

D-GalN grubunda karaciger agirligi, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol
gruplarma gore diisiiktii (sirastyla <0,05, p<0,05, p<0,001).

Lb./D-GalN grubunda karaciger agirligi, N. Kontrol ve E. Kontrol grubuna
gbre anlaml derecede diisiiktii (sirastyla p<0,05, p<0,001).

E./D-GalN grubunda karaciger agirligi, N.Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol
grubuna gore diistiktii (timi p<0,001).

D-GalN grubunda karaciger/viicut agirligi orani, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve E.
Kontrol gruplarina gore diistiktii (sirasiyla <0,05, p<0,05, p<0,01).

Lb./D-GalN grubunda karaciger/ viicut agirlig1 orani, N. Kontrol ve E. Kontrol
grubuna gore alamli derecede diistiktii (sirasiyla p<0,05, p<0,01).

E./D-GalN grubunda karaciger/viicut agirligi orani, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve
E. Kontrol grubuna goére diisiiktii (tiimii p<0,001).

Karaciger agirliklari ve karaciger/ viicut agirligi oranlar1 Tablo 14°de

gosterilmigtir.
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Tablo 14. Sicanlardaki karaciger agirlik degisiklikleri

N oL Karaciger/viicut
Karaciger agirhga .
Gruplar agirhgi orani
(gr) %)
Grup1:N. Kontrol 9,71 +£ 0,99 3,93+ 0,08
Grup2:Lb. Kontrol 9,20+ 1,23 3,90+ 0,15
Grup3:E. Kontrol 9,73+ 1,60 4,04 +0,13
Grup4:D-GalN 8,02 £ 0,65 3,37 £0,08
Grup5:Lb./D-GalN 8,02 + 065 3,45+0,07
Grup6:E./D-GalN 7,42 + 0,64 3,09 +0,12
P (ANOVA) <0,001 <0,001
P (Post hoc Tukey 4-1: <0,05 4-1: <0,05
test) 4-2: <0,05 4-2:<0,05
4-3:<0,001 4-3:<0,01
5-1: <0,05 5-1: <0,05
5-3:<0,001 5-3:<0,01
6-1: <0,001 6-1: <0,001
6-2: <0,001 6-2: <0,001
6-3: <0,001 6-3: <0,001

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.2.3. Karaciger Fonksiyon Testleri Aktiviteleri (AST, ALT, ALP)

Serum AST aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol gruplarinda

benzerdi.

D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN gruplarindaki AST aktiviteleri, Normal
Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi
(p<0,001).

D-GalN alan grupta serum ALT aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E.

Kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek saptandi (timii p<0,05).

E./D-GalN alan grupta serum ALT aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve
E. Kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,01, p<0,05,
p<0,05).
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D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve gruplarina
gore anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,05, p=0,01).

Lb./D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Normal Kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek saptandi (p<0,05).

E./ D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Lb. Kontrol, E. Kontrol gruplarina gore
yliksek saptandi (p<0,05).

Tablo 15 ve Sekil 3 ve 4’te deney gruplarindaki AST, ALT ve ALP aktiviteleri,

sunulmustur.

Tablo 15. Deney 2 karaciger fonksiyon testleri aktiviteleri

Gruplar AST(U/L) ALT(U/L) ALP(U/L)

Grup1:N. Kontrol 126,38 + 8,45 71,63 £5,11 236,50 + 33,28
Grup2:Lb. Kontrol 130,29 + 8,78 76,38 £10,95 226,75 + 34,28
Grup3:E. Kontrol 123,00 7,17 58,00 £ 2,49 328,25 £ 65,17

Grup4:D-GalN 2473,75 £ 451,27 482,83 £ 133,11 455,88 + 30,73
Grup5:Lb./D-GalN 2294,25 + 336,00 305,43+ 119,72 435,38 37,92
Grup6:E./D-GalN 1965,00 + 323,99 512,25 +£132,03 396,38 + 57,35
P (ANOVA) <0,001 <0,01 =0,01
P (Post hoc Tukey test) 4-1: <0,001
4-2:<0,001
4-1:<0,05
4-3:<0,001 4-1:<0,05
4-2:<0,05
5-1:<0,001 4-2:=0,01
4-3:<0,05
5-2:<0,001 5-1: <0,05
6-1: <0,01
5-3:<0,001 5-2:<0,05
6-2:<0,01
6-1:<0,001 6-2: <0,05
6-3:<0,01
6-2:<0,001
6-3:<0,001

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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AST

2500

2000

1500 -

1000 -

500

N. Kontrol Lb. Kontrol E. Kontrol D-GalN Lb./D-GaIlN E./D-GalN

Sekil 3. Serum AST aktivitelerinin gruplara gore dagilimi

ALT

600
500 -

400
300-

200+
100-

N.Kontrol Lb.Kontrol E.Kontrol D-GalN Lb./D-GalN E./D-GalN

Sekil 4. Serum ALT aktivitelerinin gruplara gére dagilimi

ALP

500-

N. Kontrol Lb. Kontrol E. Kontrol D-GalN Lb. /D-GalN E./D-GalN

Sekil 5. Serum ALP aktivitelerinin gruplara gore dagilim
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4.2.4. Karaciger Dokusunda GSH Diizeyleri

GSH diizeylerinde gruplar arasinda anlamh farklilik gdzlenmedi. Tablo 16’da
ve Sekil 6’da deney gruplarindaki GSH diizeyleri sunulmustur.

Tablo 16. Karaciger dokusunda GSH diizeyleri

Gruplar GSH (mg/gr protein)
Grup1:N. Kontrol 4,89+ 1,21
Grup2:Lb. Kontrol 3,91 +£0,70
Grup3:E. Kontrol 3,44+ 0,23
Grup4:D-GalN 2,58 +0,15
Grup5:Lb./D-GalN 3,94 +0,21
Grup6:E./D-GalN 3,75+ 0,50
P (ANOVA) ns

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

GSH

N Kontrol Lb.Kontrol E Kontrol D-GalN Lb./D-GalN E /D-GalN
Sekil 6. Karaciger dokusunda glutatyon diizeylerinin gruplara gore dagilimi

4.2.5. Karaciger Dokusunda Antioksidan Enzim Diizeyleri (CAT, SOD,
GSH-Px)
CAT diizeylerinde gruplar arasinda anlamli diizeyde farklilik gézlenmedi.

D-GalN grubundaki karaciger doku SOD diizeyi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol,
E. Kontrol, Lb./D-GalN ve E./D-GalN gruplarina gore anlaml olarak diislik saptandi
(strastyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,01).
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Lb./D-GalN grubundaki karaciger doku SOD diizeyi, Normal Kontrol ve Lb.

Kontrol ve E. Kontrol grublarina gére anlamli olarak diisiik saptandi (p<0,05, p<0,05,

p<0,001).

E./D-GalN grubundaki karaciger doku SOD diizeyi, Normal Kontrol ve Lb.

Kontrol grublarina gére anlamli olarak diigiik saptandi (p<0,05, p<0,05).

GSH-Px diizeyinde gruplar arasinda anlamh farklilik gézlenmedi.

Tablo 17 ve Sekil 7, 8 ve 9°da deney gruplar1 arasindaki antioksidan enzim

CAT, SOD, GSH-Px diizeyleri sunulmustur.

Tablo 17. Karaciger dokusunda antioksidan enzim diizeyleri (CAT, SOD, GSH-Px)

CAT SOD GSH-Px
Gruplar . . .
(katal/gr protein) (U/gr protein) (U/gr protein)

Grup1:N. Kontrol 18,68 2,47 531,80 £ 8,29 110,44 + 9,06
Grup2:Lb. Kontrol 19,33 +£2,70 531,71 £ 14,58 111,00 £ 18,02
Grup3:E. Kontrol 17,82 £ 4,12 514,97 £ 17,37 113,30 £ 12,58
Grup4:D-GalN 7,83+ 3,02 401,60 +10,95 77,82 £ 16,71
Grup5:Lb./D-GalN 13,08 + 3,35 471,40 £ 12,73 100,38 + 12,80
Grup6:E./D-GalN 16,45+ 5,76 472,72 +£ 12,98 126,42 + 19,30
P (ANOVA) ns <0,001 ns
P (Post hoc Tukey 4-1: <0,001
test) 4-2:<0,001

4-3:<0,001

4-5:<0,01

4-6: <0,01

5-1: <0,05

5-2: <0,05

5-3:<0,001

6-1: <0,05

6-2: <0,05

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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CAT

20-

107

N. Kontrol Lb. E. Kontrol D-GalN Lb./D- E./D-GalN
Kontrol GalN

Sekil 7. Karaciger dokusunda CAT diizeylerinin gruplara gére dagilimi

SOD

600 -
500-
400
300-
200+
100+

N. kontrol Lb. Ekontrol D-GaIN Lb./D- E./D-GalN
kontrol GalN

Sekil 8. Karaciger dokusunda SOD diizeylerinin gruplara gore dagilimi

GSH-Px

140 -

“<
“<
“<
“<
“<

N. Kontrol Lb. E.Kontrol D-GaIN Lb./D- E./D-GalN
Kontrol GalN

Sekil 9. Karaciger dokusunda GSH-Px diizeylerinin gruplara gore dagilimi
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4.2.6. Karaciger Dokusunda MDA Diizeyleri

D-GalN grubundaki karaciger doku MDA diizeyi, Normal Kontrol, Lb.

Kontrol, E. Kontrol, Lb./D-GalN, E./D-GalN gruplarina gore anlamli derecede yliksek
saptandi (sirastyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,001).

Lb./D-GalN grubundaki karaciger doku MDA diizeyi Normal Kontrol grubuna

gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,05).

Tablo 18 ve Sekil 10°’da MDA diizeyleri gosterilmistir.

Tablo 18. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

Gruplar MDA (mmol/gr protein)
Grup1:N. Kontrol 0,58 + 0,04
Grup2:Lb. Kontrol 0,62 +£0,03
Grup3:E. Kontrol 0,70 £ 0,07
Grup4:D-GalN 1,55+0,19
Grup5:Lb./D-GalN 0,96 + 0,08
Grup6:E./D-GalN 0,83 +0,14
P (ANOVA) <0,001
P (Post hoc Tukey test) 4-1:<0,001

4-2:<0,001
4-3: <:0,001
4-5:<0,01
4-6: <0,001
5-1:<0,05

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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MDA

1.6

1.41

1.2

0.8-

0.47"

N. Lb. E. D-GalN Lb./D- E./D-
Kontrol Kontrol Kontrol GalN GalN

Sekil 10. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri gruplara gore dagilimi

4.2.7. Karaciger Dokusunda TNF-a Diizeyleri

D-GalN gurubundaki TNF- a konsantrasyonu, Normal Kontrol ve probiyotik

ontedavisi yapilan kontrol gruplarindakinden farkli saptanmada.

Bununla birlikte E./D-GalN grubundaki karaciger doku TNF-a diizeyleri,
Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol, D-GalN, Lb./D-GalN grublarina gére anlaml

derecede diisiik bulundu (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,001, p<0,001).

Tablo 19 ve Sekil 11’de TNF-a diizeyleri gosterilmistir.
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Tablo 19. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri

Gruplar TNF-o (pg/mg protein)
Grup1:N. Kontrol 465,12 £ 6,51
Grup2:Lb. Kontrol 467,39 £ 7,12
Grup3:E. Kontrol 453,58 £5,99
Grup4:D-GalN 472,74 £ 5,82
Grup5:Lb./D-GalN 466,86 + 8,19
Grup6:E./D-GalN 410,18 £ 12,77
P (ANOVA) <0,001
P (Post hoc Tukey test) 6-1:<0,001
6-2: <0,001
6-3: <0,01
6-4: <0,001
6-5: <0,001
Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
TNF-a
480+
460+
440+
420+
400+
380+
360
N. Lb. E. D-GalN Lb./D- E./D-
Kontrol Kontrol Kontrol GalN GalN

Sekil 11. Karaciger dokusunda TNF-a diizeylerinin gruplara gore dagilimi
4.2.8. Karaciger Dokusunda NO Diizeyleri

NO diizeylerinde gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmedi. Tablo 20°de ve

Sekil 12°de deney gruplarindaki NO diizeyleri sunulmustur.
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Tablo 20. Karaciger dokusunda NO diizeyleri

Gruplar NO (nmol/mg protein)
Grup1:N. Kontrol 1,99 + 0,24
Grup2:Lb. Kontrol 2,13 +0,28
Grup3:E. Kontrol 2,74+ 0,15
Grup4:D-GalN 2,81 £0,25
Grup5:Lb./D-GalN 2,43+0,13
Grup6:E./D-GalN 2,79+ 0,19
P (ANOVA) ns
Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
NO
3-
2.5-
2.V
1517 |
177
0517 |
0 el
N. Kontrol Lb. E.Kontrol D-GalN Lb./D- E./D-GalN
Kontrol GalN

Sekil 12. Karaciger dokusunda NO diizeylerinin gruplara gore dagilimi
4.2.9. Histolojik Degerlendirme
D-GalN alan gruplarda hepatoselliiler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E.

Kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (p<0,001).

Lb./D-GalN alan grupta hepatoselliiler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E.
Kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (p<0,001).

E./ D-GalN alan grupta hepatoselliiler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E.

Kontrol gruplarina gére anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (p<0,01).

Tablo 21°de gruplar arasindaki histopatolojik degerlendirme sunulmustur.
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Tablo 21. Siganlarin gruplara gore histolojik degerleri

Karacigerde
Gruplar hepatoselliiler hasar
Median (min-max)
Grup1:N. Kontrol 0 (0-4)
Grup2:Lb. Kontrol 1,5 (0-3)
Grup3:E. Kontrol 1(0-2)
Grup4:D-GalN 4,5 (4-6)
Grup5:Lb./D-GaIN 5(2-6)
Grup6:E./D-GalN 5 (4-6)
P (ANOVA) <0,001
P (Post hoc Tukey test) 4-1:<0,001
4-2:<0,001
4-3: <0,001
5-1: <0,001
5-2:<0,001
5-3:<0,001
6-1: <0,001
6-2: <0,001
6-3: <0,001

Veriler, ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmistir.

4.2.10. Bakteri Kiiltiirleri

Her gruptan rastgele segilen 3’er adet sicanlarin karaciger ve dalaktan yapilan

aerobik ve anaerobik bakteri kiiltiirlerinde herhangi bir ireme gézlenmedi.
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TARTISMA

Akut karaciger yetmezligi (AKY) tek tedavisi transplantasyon olan ciddi bir
karciger hastaligidir. AKY semptomlar ortaya ¢iktiktan sonra 4 hafta icerisinde hepatik
ensefalopati ve hepatik sentez fonksiyonunda azalma ile karakterizedir (9). Galaktoz
yolag1 ile metabolize olan ve bir amino seker olan D-GalN selektif bir hepatotoksindir.
I.p uygulanan D-GalN hepatositlerde intraselliler UTP havuzunu azaltarak RNA ve
protein sentezini engeller (3), serum transaminaz diizeylerinin artigina, hepatik nekroza
ve komaya yol agar (28). D-GalN’mn neden oldugu oksidatif hasarlanma, genellikle lipid
peroksidasyonunun uyaricist ve hiicre membraninin yikiminin kaynagi olan hidroksil
radikali (OH’) olusumu ile iligkili bulunmustur (28). D-GalN’in deney hayvanlarinda
neden oldugu karaciger lezyonunun morfolojik ve patofizyolojik 6zelliklerinin, insan
viral hepatitindekine bir¢ok agidan benzedigi bildirilmistir (113). Sicanlardaki D-GAL
hepatitinde; SOD, CAT ve GSH-Px gibi antiperoksidatif enzim diizeylerinin azalmis
oldugu da bildirilmistir (30).

Biz c¢alismamizda D-GalN ile wuyarilan akut karaciger hasarinda
probiyotiklerin bu hepatotoksik etkiyi azaltmada bir faydasimin olup olmadigini
aragtirmay1 hedefledik. Probiyotiklerin bu deneysel modelde, antioksidan 6zellikleri ve

apoptozu modiile etmesi nedeni ile olumlu sonug alabilece§imizi diisiindiik.

Daha once yapilan deneysel calismalarda D-GalN sicanlara farkli dozlarda ve
farklt uygulama sekilleri ile verilmistir (3, 19, 20, 43). Biz calismamizda si¢anlara
D-GalN’i daha onceden doku toksisite ¢aligmalarinda tanimlandig1 gibi i.p yolla tek
seferde 1 mg/kg dozdan verdik (43, 44).

Stachlewitz ve ark. (56) tarafindan yapilan bir ¢alismada D-GalN ile uyarilan
karaciger yetmezliginde glisin ve gadolinium kloriir (GdCI3) ve anti-TNF-o’nin
panlobiiler, lokal, hepatoselliiler nekrozu, polimorf niikleer hiicre infiltrasyonunu, serum
transaminazlarda artmayir ve makrofajlarda biiylimeyi Onleyerek olumlu etki
sagladiklarini savunmuglardir. Bu ¢alismada D-GalN ile uyarilan karaciger hepatitinde
uridin’in kupffer hiicrelerinden TNF-a salinimint 6nleyerek apoptozis ile nekrozun

onledigini savunmuglardir.

Komano ve ark. (114) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise glutamin ve glisin’in

stiprese edici etkisi ile D-GalN’1n indiikledigi hepatitti her zaman kupffer hiicreleri
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inhibe ederek baskilamadigini bu da Stachlewitz ve ark. tarafindan 6nerilen teorinin her

zaman gecerli olmadigini 6ne siirmiiglerdir.

Onceki caligmalarda D-GalN’in ip olarak verilmesinin ardindan ALT’de
belirgin artmanin 18. saatte basladig1 ve 24. saatte doruga eristigi bildirilmistir (43, 44).

Bu nedenle, D-GalN’nin i.p olarak verilmesinden 24 saat sonra siganlar sakrifiye edildi.

Deney 1’de D-GalN alan gruplarda almayanlara gore AST, ALT aktiviteleri

hepatoselliiler hasar belirteci olarak belirgin yliksek olarak saptandi.

Bazi ALT degerleri <0,8 gibi ¢ok diisiik seviyelerde saptandi. Bu durum

karacigerde ciddi nekrozun gelistigine isaret etmektedir.

Deney 1’de kullanilan 10 probiyotik susundan L. plantarum BK9-40 ve E.
malodaratus AK7-32 deney 2°de kullanilmastir.

Ohta ve ark. tarafindan D-GalN ile karaciger yetmezIligi yapilan siganlarda tek
basina D-GalN verilen grupta AST ve ALT degerinin doruga ulastigi
gosterilmistir (115).

Deney 2’de D-GalN alan gruplarda almayanlara gore histolojik olarak anlamli derecede
nekroz saptanmasi ve D-GalN grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol
gruplara gore AST, ALT, ALP aktivitelerinde anlaml1 derecede yiikseklik saptanmasi
D-GalN grubunda hepatotoksite gelistigini gostermektedir. Deney 1°de oldugu gibi
Deney 2’de de sectigimiz probiyotik ve D-GalN’in birlikte verildigi gruplarda <0,8
diizeyinin altinda olan deger gézlenmedi, bunun kullandigimiz probiyotiklerin olumlu

etkisine bagl olabilecegini diisiinmekteyiz.

Baslangicta ve ¢alisma sonunda tartilan sicanlarin Normal kontrol grubu
disinda ortalama kilolarinda azalma gozlenmesinin nekroz gelisimine bagh
olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu % agirlik degisimi, karaciger agirligi ve karaciger

/viicut agirlig1 orani ile benzerdi.

Daha oOnce bahsedildigi gibi oksidatif stres durumlarinda nonenzimatik
antioksidan GSH ve enzimatik antioksidanlar olan SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri

azalirken lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA diizeyleri artmaktadir.

Ohta ve ark. tarafindan D-GalN ile karaciger yetmezligi yapilan sicanlarda

GSH, SOD ve GSH-Px diizeylerinde azalma saptamiglardir (115). Gao ve arkadaslari
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D-GalN ile indiiklenen karaciger yetmezligi yapilan siganlarda SOD ve GSH-Px

diizeylerinde azalma saptamiglardir (116).

Ates ve ark.’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada 3 giin boyunca soguk stresine (7+1°C)
maruz birakilan si¢anlarin karaciger dokusunda SOD, CAT, GSH-Px ve GSH
diizeylerinde azalma ve MDA diizeylerinde artis saptamislardir. Bahsedilen ¢aligmada
soguk stresi ile olugan antioksidan enzimlerindeki azalmay1 artmis ROS’a sekonder asir1

tilkketime baglamislardir.

Antioksidan 6zelligi daha 6nceden bilinen Ganoderma Lucidum’un farelerde
D-GalN hepatitinden koruyuculugunun aragtirildigi bir ¢calismada 750 mg/kg D-GalN
verilen grupta karaciger GSH ve SOD diizeyleri anlamli olarak azalirken MDA
diizeyleri artmistir. Antioksidan Ganoderma Lucidum ile tiim bu degisen parametrelerin
kontrol grubu ile benzer diizeylere geldigi goriilmiistiir (117). Antiinflamatuar etkileri
bilinen ve CCly4 hepatotoksisitesine karsit koruyuculugu daha once kanitlanmis olan
Pinitol’tin D-GalN (650 mg/kg) hepatotoksisitesindeki koruyuculugunun arastirildigi bir
calismada D-GalN enjeksiyonundan 12 saat sonra degerlendirildiginde Pinitol’lin D-
GalN hepatotoksisitesine bagli karaciger dokusundaki GSH, CAT deplesyonunu ve
MDA artisint engelledigi bildirilmistir (118). D-GalN (800 mg/kg) ile olusturulan
hepatotoksisite modelinde Lygodium flexuosumun hepatotoksisite olusturulmadan 6nce
ve sonra verilmesinin D-GalN ile azalan GSH diizeylerinde artig ve D-GalN ile artan

MDA diizeylerinde azalma sagladig1 gdsterilmistir (119).

Xing ve ark. tarafindan yapilan calismada probiyotiklerin karacigerdeki
iskemi-reperflizyon hasarina karst SOD’u artirarak koruyucu etki gdosterdikleri

saptanmistir (75).

Calismamizda SOD’un D-GalN grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E.
Kontrol gruplarina gore anlamli olarak diisiik olmasi D-GalN hepatotoksisitesinde
oksidatif stresin arttigin1 gostermektedir. Lb./D-GalN ve E./D-GalN grubunda SOD’un
D-GalN grubuna gore anlamli olarak yiiksek iken kontrol gruplarina gére anlamli olarak
diisiik olmas1 probiyotiklerin D-GalN hepatotoksisitesinin olusturdugu oksidatif hasari

kismen engelledigini gostermektedir.

Calismamizda D-GalN alan grupta istatiksel olarak anlamli olmasa da GSH,

CAT ve GSH-Px diizeylerinin kontrol grubuna gore diisiik olmasi D-GalN grubunda
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oksidatif stresin arttigini géstermektedir. Lb./D-GalN ve E./D-GalN gruplarinda ise yine
istatiksel olarak anlamli olmasa da D-GalN grubuna gore GSH, CAT ve GSH-Px
diizeylerinin yiiksek olmasi probiyotik tedavisinin D-GalN’in karacigerde yol actig

oksidatif hasara kars1 kismen koruyucu etkisinin olabilecegini gdstermektedir.

D-GalN’1n indiikledigi karaciger hasarinin mekanizmasi, lipid peroksidayonu
sonucu hiicre membraninin hasara ugramasi ve gecirgenliginin artmasi nedeniyle

meydana geldigi bildirilmistir (120).

Sakaguchi ve ark. (5), Yoshikawa ve ark. (120) tarafindan, D-GalN ile yapilan
daha onceki ¢alismalarda lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA diizeylerinin

arttig1 gosterilmistir.

Calismamizda karaciger dokusunda bakilan MDA diizeylerinin D-GalN
grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrole gére anlamli olarak yiiksek ¢ikmasi
D-GalN grubunda oksidatif stresin arttigin1 géstermektedir.

Lb./D-GalN grubunda MDA’ ’nin D-GalN grubuna gore anlamli olarak diisiik
Normal Kontrol grubuna gore ise anlamli yiiksek olmasi Lb. probiyotiklerin D-GalN

hepatotoksisitesinin olusturdugu oksidatif hasar1 kismen engelledgini gostermektedir.

E./D-GalN grubunda MDA’nin D-GalN grubuna gore anlamli olarak diisiik
Normal Kontrol grubuna gore ise farkli olmamasi E. probiyotiginin D-GalN

hepatotoksisitesinin olusturdugu oksidatif hasar1 tamamen engelledigini gostermektedir.

TNF-0, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktan1 olan bir sitokindir. TNF-a, endotel aktivasyonuna yol acarak,
inflamasyonu artirir, prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen
sentezini arttirir ve lokositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salinimina yol

acar (56).

Pinitol’iin D-GalN (650 mg/kg) hepatotoksisitesinde koruyuculugunun
arastirildig1 siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada sadece D-GalN verilen grupta D-
GalN verildikten 24 saat sonra serum TNF-a diizeyi Kontrol grubuna gore anlamli
olarak artmistir (117). Benzer sekilde yesil c¢ayin D-GalN hepatitinden
koruyuculugunun arastirildig: ratlarda yapilan bir ¢alismada 500 mg/kg sadece D-GalN

verilen grupta karaciger dokusunda reverse transkriptase polymerase chain reaction
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(RT-PCR) yontemi ile calisilan TNF-a mRNA ekspresyonunun D-GalN verildikten 24

saat sonra arttig1 gosterilmistir (121).

Proapoptotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-a’nin antagonistleri,
antiapoptotik  etkinlik gdstermektedirler (48). TNF-o’nin karaciger yetmezligi
modellerinde sitotoksisite ve hiicre proliferasyonuna yol acan ana mediatér oldugu
gosterilmistir (45). D-GalN’e bagh karaciger hasar1 artmis TNF-a diizeyleri ile koreledir
(28). D-GalN’e bagl karaciger yetmezliginde anti-TNF-a antikorlar1 ile proflaksi

yapilmasi apoptozis ve nekrozu azaltmistir (57).

Muntane ve ark. tarafindan D-GalN ile karaciger yetmezIligi yapilan sicanlarda
tek basmma D-GalN alan grupta kontrol grubuna goére TNF-a seviyelerinde artis
gozlenirken PGE-1 6n tedavisi alan grupta TNF-a seviyelerinde azalma oldugunu
gostermisglerdir (27). Osman N. ve ark. (74) endotoksin ve D-galaktozamin verilerek
karaciger hasar1 olusturulan siganlarda yiliksek TNF-o seviyelerini probiyotiklerin
diisiirdligii saptanmiglardir. Xing ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada karacigerde
iskemi-reperflizyon hasari olusturulan siganlarda probiyotiklerin yiiksek serum TNF-a

seviyelerini diislirdiigli saptanmistir (75).

Karaciger dokusundaki TNF-o konsantrasyonunu D-GalN grubunda, N.
Kontrol ve probiyotik ontedavisi yapilan gruplardakine benzer bulduk. Pleotropik
proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-a, doku hasarina cevap olarak hizli bir sekilde
tiretilir (123). Bir ¢alismada, farelarde D-GalN+LPS injeksiyonundan sonra, karaciger
dokusunda TNF-o konsantrasyonunun 2. saatte doruk diizeye ulastigi, daha sonraki
saatlerde distiigii saptanmistir (124). Bizim c¢alismamizda sakrifikasyon islemi 24.
saatte yapildig1 i¢in D-GalN alan gruplarda, daha onceki saatlerde artmis olan TNF-a
konsantrasyonunu saptayamamis olmamiz miimkiindiir. Bununla birlikte, D-GalN
injeksiyonunun gercekte TNF-a salintmini anlamli olarak uyarmadigina iligkin bir veri
de bulunmaktadir. Farelerde yapilan bir g¢alismada polyinosinic-polycytidylic acid
[poly(I:C)] ve poly(I:C)+D-GalN injeksiyonu yapildiginda TNF-a diizeyleri her iki
grupta benzer bulunmustur (125). Yazarlar bu bulguya dayanarak sadece D-GalN
enjeksiyonunun TNF-o konsantrasyonu {izerine bir etkisinin olmadigin1 One

siirmiislerdir.
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Ote yandan, E./D-GalN grubundaki TNF-o diizeyini, diger tiim gruplardakinden
diisiik bulduk. Bu bulgu, E. maloduratus ontedavisinin karaciger yikimini onlemekte
basarisiz olmasina karsin, kismi bir antiinflamatuvar aktivite gosterdigine isaret

etmektedir.

TNF-a, endotel aktivasyonuna yol agarak, nitrik oksit salinimini artirmaktadir.
Yapilan bir calismada hemin oOntedavisi ile HO-1 upregiilasyonun D-GalN/LPS
koruyuculuguna bakilmis, MDA, TNF-a, INOS/NO, Cas3 ve histolojik hasar azalmasi
ille HO-1 upregiilasyonunun hepatotoksisitede  koruyucu etkisi  oldugunu

diisiinmiislerdir (122).

Caligmamizda istatiksel olarak anlamli olmasada NO diizeyi D-GalN alan
grupta N. Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol gruplarina gore yiiksek saptandi. Lb./D-
GalN ve E./D-GalN gruplarinda istatiksel olarak anlamli olmasa da diisiik olmas1 Lb. ve
E. probiyotiklerinin D-GalN hepatotoksisitesinde kismen faydali olabilecegini

gostermektedir.

Muntane ve ark. (27) ve Stachlewitz ve ark. (56) sicanlarda D-GalN
verilmesinin ardindan karacigerde hepatoselliiler hasar gelistigini histokimyasal olarak
gostermislerdir. Bizim calismamizda da D-GalN grubunda hepatoselliiler hasar N.
Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli deredece fazla
gozlenmesi D-GalN ‘in hepatoselliiler hasara yol a¢tigin1 géstermektedir. Lb./D-GalN
ve E./D-GalN gruplan ile D-GaN grubu arasinda histolojik hasar agisindan fark
olmamasi1 Lb. ve E. probiyotiklerinin D-GalN’in yol agtig1 histolojik hasar

diizeltmedigini gostermektedir.

Bakteriyel translokasyonun degerlendirilmesi i¢in yapilan aerobik ve anaerobik

bakteri kiiltiirlerinde herhangi bir lireme gézlenmedi.
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SONUC

Tek doz 1 gr/kg D-GalN’in siganlarin karaciger dokusunda histopatolojik
olarak hepatoselliiler hasara yol ac¢tifi ve SOD’u azalttigi gosterildi. D-GalN
enjeksiyonunun LPO’un son {iriinii olan ve oksidatif stresin iyi bir belirtisi olan MDA
diizeyini yiikselttigi saptandi. Probiyotiklerin D-GalN hepatitindeki MDA diizeylerinin
ylikselmelerini, SOD diizeyindeki azalmay1 engelledigi ancak histolojik olarak D-GalN

ile olusturulan hepatit modelinde probiyotiklerin koruyucu etkisinin olmadig1 gézlendi.
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OZET

AMAC: Calismamizda D-galaktozamin (D-GalN) ile uyarilan akut karaciger

hasarinda probiyotiklerin koruyucu etkinliginin olup olmadigin1 arastirmay1 hedefledik.

MATERYAL ve METOD: 2 asamal1 bir deney yaptik. Ik deneyin amaci D-
GalN’in uyardig1 AST ve ALT yiikselmesini en fazla diisiiren 2 probiyotik susunu ikinci
deney icin se¢gmekti. Deneyde toplam 48 adet erkek Wistar-Albino si¢an kullanilmustir.
Sicanlar 4’er adet olmak tizere 12 gruba ayrildi. 10 gruba farkli probiyotik suslari
verildi, iki grup ise kontrol grubu olarak ayrildi. Deney sonunda 2 adet probiyotik susu
2. deney i¢in secildi (L. plantarum BK9-40 (Lb) ve E. malodaratus AK7-32 (E.)).
Deney 2’de N. Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN
olmak tizere toplam 48 sicandan 6 grup olusturuldu. Lb. Kontrol, E. Kontrol, Lb./D-
GalN, E./D-GalN gruplarma 7 giin siiresince probiyotik verildi. 7. giin D-GalN, Lb./D-
GalN, E./D-GalN gruplarina i.p 1gr/kg dozunda D-GalN kontrol gruplarina SF i.p
verildi. 8. giin sakrifiye edilerek vena cava inferiordan kan, karaciger ve dalaktan doku
ornekleri alindi. Serumda karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT, ALP) karaciger
dokusundan hazirlanan homojenatlarda GSH, CAT, SOD, GSH-Px, MDA, TNF-a, NO
diizeyleri c¢alisildi. Karaciger dokusunun histolojik incelemesi ve karaciger ile dalaktan

alian orneklerle aerob ve anaerob bakteri kiiltiirleri yapildi.

BULGULAR: 1 gr/kg dozunda i.p olak verilen D-GalN ile sigcanlarda histolojik
ve biyokimyasal olarak akut karaciger hasar1 gozlendi. D-GalN grubunda akut karaciger
hasarinin biyokimyasal parametreleri ve karaciger dokusunda MDA diizeyleri anlaml
olarak yiiksek iken SOD diizeyi anlamli olarak diisiik saptandi. Lb/D-GalN ve E./D-
GalN gruplarinda MDA D-GalN grubuna gore anlamli derecede daha diisiik iken SOD
diizeyi anlamli derecede yiiksek saptandi. Lb./D-GalN grubunda MDA diizeyi N.
Kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek iken E./D-GalN grubunda N.Kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik yoktu. E./D-GalN grubundaki TNF-a diizeyini, diger
tiim gruplardakinden diistik bulduk. Bu bulgu, E. maloduratus ontedavisinin karaciger
yikimmi Onlemekte basarisiz olmasina karsin, kismi bir antiinflamatuvar aktivite

gosterdigine isaret etmektedir.
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GSH, CAT, GSH-Px diizeyleri gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
degildi.
Histopatolojik  olarak D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GaIN gruplarinda

hepatoselliiler hasarin olustugunu gozledik.

Anahtar Sézciikler: D-Galaktozamin (D-GalN), Akut karaciger yetmezligi,
Probiyotik, Oksidatif stres

55



SUMMARY

“The protective effect of probiotics on the D-galactosamine induced hepatitis in rats”

AIM: In our study we aimed to investigate the possible protective effect of

probiotics on the D-galactosamine (D-GalN) induced hepatotoxicity.

MATERIALS AND METHODS: We did our study in two parts. The first part
aimed to choose two probiotic species which protects mostly from D- GalN
hepatotoxicity, and leads lower AST- ALT levels. In first experiment forty eight male
Wistar rats were randomly divided into twelve groups. All 12 groups contained 4 rats in
each group. Two groups were control groups. Different probiotic species were given to
other ten groups. At the end of the first experiment two probiotic species were chosen
for second experiment (L. plantarum BK9-40 (Lb.) ve E. malodaratus AK7-32 (E.)). In
second experiment, 48 rats were divided into six groups; N. Control, Lb. Control, E.
Control, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN. Lb. Control, E. Control, Lb./D-GalN, E./D-
GalN groups were given probiotics for 7 days. Seventh day, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-
GalN groups were given i.p 1gr/kg D-GalN; control groups were given SF 1.p. Twenty-
four hours later all animals were sacrificed, laparotomy was performed and liver tissues
were taken. Liver tissue samples were histologically evaluated. Malonyldialdehyde
(MDA), glutation (GSH), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and Nitric Oxide (NO)
levels from liver were evaluated. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities were also analzed in liver tissue.
AST, ALT and ALP activities were analyzed in serum which obtained from vena cava

inferior.

RESULTS: Dose of lgr/kg i.p. D-GalN caused to acute hepatic damage
histologically and biochemically in all rats. While biochemical parameters of acute
hepatic damage and MDA levels of liver tissue were significantly increased, SOD levels
were significantly decreased in D-GalN group. While MDA levels were detected
significantly lower, SOD levels were significantly higher in Lb/D-GalN and E./D-GalN
groups than D-GalN group. While MDA levels were significantly higher in Lb./D-GalN
than N.Control group; MDA levels were not significantly different between E./D-GalN
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group and N.Control group. TNF-a levels in group E./ D-GalN were lower than other
groups. This finding shows that premedication with E. maloduratus is not protective
against liver damage, but has a particular antiinflammatory activity.

GSH, CAT and GSH-Px enzyme levels were not significantly different between
all groups.

Hepatocelluler damage was found in D-GalN, Lb./D-GalN and E./D-GalN groups

histologically. But no protective effect of probiotics was shown histologically.

Key words: D-galactosamine (D-GalN), Hepatotoxicity, Probiotics, Oxidative

stress

57



EK 1

Tablo 22. Deneyde kullanilan malzemeler

1 | SOD (Spektrofotometrik 100 test)

2 | GSH-Px (Spektrofotometrik 100 test)

3 | AST(Abbott-Aeroset uyumlu)

4 | ALT(Abbott-Aeroset uyumlu)

5 | ALP(Abbott-Aeroset uyumlu)

6 | T.Bilirubin(Abbott-Aeroset uyumlu)

7 | BCIP/NBT Phosphatase Substrate(Sigma 100 ml)
8 |HPLC MDA kiti (100 test)

9 | Sodium chloride NaCl (1 kg)

10 | Perchloric acid (2.5 L)

11 |KH2PO4( 1 Kg)

12 | Tris HCI (500g)

13 | D-galaktozamin (5 gr)

14 | Vacuette EDTA I1 hemogram tiipii (2 ml 50 lik)
15 | Vacuette Jelli biyokimya tiipii (8 ml 50 lik)
16 | Ependorf tiipii kapakli 2 ml (1000 lik)

17 | Mavi pipet ucu 1000 pl (1000 lik)

18 |Sar1 pipet ucu 200 pl (1000 lik)

19 | Cam tiip 13x100 mm

20 | Doku takip kaseti (kapakli plastik 250 lik)

21 |Lam Rodajli (¢ift tarafli 50 lik)

22 |Lamel 44x50 mm

23 | Boncuk parafin ( 60 ¢ 5 kg)

24 | Entellan 100 ml

25 |[Ksilen 2.5 1t

26 | Mikrotom Bicagi S 35 (feather) 50'lik kutuda
27 | Hematoksilen soliisyonu

28 | Eozin soliisyonu
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29

Xylazine (500 mg)

30

Skim milk

31

Rat yemi

32

Formol %10 (2.5 L)

33

Idrar kab1 (non steril)

34

Wistar Albino sigan (200-250 gr)

35

Flaster (10 cm)

36

Polikarbonat Tip 4 Kafes Seti

37

Ketamin

38

M 17 agar (500 gr)

39

MRS broth (500 gr)

40

EMB agar (500 gr)

41

Steril kanli agar plaklar

42

BPLS agar (500 gr)

43

PDA (500 gr)

44

Bakir siilfat susuz (250 gr)

45

N- (1-Naphthyl) Ethyelene diamin dihydrochloride 10 gr
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