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1. GIRIS ve AMAC

Fulminan karaciger yetmezligi, akut hepatitin ciddi bir koplikasyonudur. Masif
karaciger hiicre nekrozu ve ansefalopati ile karakterizedir ve yiiksek mortalite orani
ile birliktedir. Fulminan karaciger yetmezliginde etkinligi kamitlanmis tek tedavi
yontemi acil karaciger transplantasyonudur. Bugiine kadar akut karaciger
yetmezliginin tedavisinde deneysel olarak, antioksidan, Niiklear Faktér Kappa-B
(NF-¢kB) ve Inducible Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS) aktivasyonunu inhibe eden, anti-
inflamatuvar ve serum endotoksin diizeyini azaltmayr amaglayan pekcok ilag
denenmistir. Fakat medikal tedavilerin etkinligi sinirlidir ve yeni tedavi yontemlerine
ihtiyag vardir.

Kronik hepatik ansefalopatide probiyotiklerin terapotik katkisi gosterilmistir
(1). Ancak akut karaciger yetmezliginde probiyotikler denenmemistir. Siganlarda
disiik doz tiyoasetamid (TAA) enjeksiyonu ile olusturulan minimal hepatik
ensefalopatide probiyotik bakteriler yararli bulunmustur (2). Kefir TAA hepatitinde
daha 6nce kullanilmamustir.

Bu calismada TAA’ya bagli akut karaciger yetmezliginde kefirin etkinligini

degerlendirmeyi amacladik.

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tez calismasinin hipotezleri

Fulminan karaciger yetmezligi, akut hepatitin ciddi bir koplikasyonudur.
Masif karaciger hiicre nekrozu ve ansefalopati ile karakterizedir ve yiiksek mortalite
orani ile birliktedir. Fulminan karaciger yetmezliginde etkinligi kanitlanmig tek
tedavi yontemi acil karaciger transplantasyonudur.

[la¢ hepatotoksisitesi ve viral hepatit gibi cesitli etyolojilerle meydana gelen
akut karaciger yetmezliginin patogenezinde reaktif oksijen radikallerinin artmas,
glutatyon deplesyonu, proinflamatuvar sitokinlerin artmasi, nitrik oksit ve NF-xB’nin
aktivasyonu suglanmistir (3, 4, 5).

Thioacetamide (TAA), deneysel hepatotoksin olarak siklikla kullanilmaktadir;
verilme siiresi ve doza bagli olarak hepatik nekroz veya siroza neden olmaktadir.
TAA’in hepatik lezyon yapici baglica mekanizmalarindan biri lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve doku antioksidan diizeylerinin degiserek oksidatif stresin

artmasidir (6, 7, 8). TAA’e bagli fulminan karaciger yetmezliginde, hidroksil radikal



temizleyici dimetilsiilfoksit ve dimetiltiyoiire’nin (7) giiclii bir serbest radikal
temizleyici olan melatonin’in (9), bir antioksidan olan curcumin’in (10) siirviyi
iyilestirirken, oksidatif stresi, hepatoseliiler yikimi ve hepatik nekroinflamasyonu
azaltttig1 gosterilmistir.

Ayrica, curcumin’in, NF B baglanmasini ve iNOS ekspresyonunu azalttigi da
saptanarak, sican TAA-karaciger yetmezligi modelinde, reaktif oksijen radikalleri
yani sira, NF-gB ve iNOS’un karaciger yikiminda araci oldugu ileri siirtilmiistiir (10).
Baska bir sican fulminan karaciger yetmezligi modelinde ise, bir antioksidan ve NF-
kB aktivasyon inhibitorii olan pirolidin ditiyokarbamat’in (PDTC) karaciger
haraplanmasin azalttig1 ve siirviyi iyilestirdigi gosterilmistir (8).

Vazodilatasyon ve kapiller permeabilitenin artmasi hepatik ansefalopatinin akut
ve kronik formlarinin patogenezinde suglanmistir. Prostasiklin (PGI2) ve nitric oksit
(NO), portal hipertansiyonda hiperdinamik dolagima katkida bulunan Onemli
medyatorlerdir (11). Nitrik oksit, inflamasyonun baglica mediyatorlerinden biridir.
Nitrik oksidin akut karaciger yetmezligindeki roliine iliskin bilgiler ise celiskilidir.

Erkek Sprague-Dawley sicanlarinda 24 saat ara ile 3 kez intraperitoneal TAA
(350 mg/kg/giin) enjeksiyonu ile olusturulan akut karaciger yetmezliginde L-N-
Nitroarginine methyl ester (L-NAME) tedavisi yapilan grupta mortalite oran1 daha
yiikksek bulunmus (59% vs. 18%, P < 0.01) ve TAA ile uyarilan akut karaciger
yetmezliginde NO’in protektif roliintin oldugu ileri siiriilmiistiir (12).

Yine TAA ile siganlarda olusturulan fulminan karaciger yetmezliginde, nitrik
oksit formasyonunun inhibisyonunun karaciger lezyonunu agreve ettigi, si¢anlarin
siirvisini azalttign saptanmistir (7). TAA-akut karaciger yetmezliginde iNOS
inhibitérii aminoguanidin’in, karaciger hasarinin siddetini azalti§i ve siirviyi
iyilestirdigi bildirilmistir (13).

Proinflamatuvar sitokinlerin, 6zellikle TNF-alfa’nin, akut fulminan hepatitte
hiicre yikiminda rol aldig1 diisiiniilmektedir (14, 15). Sicanlarda TAA ile uyarilan
fulminan karaciger yetmezliginde endotoksin ve TNF-alfa’min, hepatik
ansefalopatinin patogenezine katildiklar1 gosterilmistir. Sicanlarda 3 kez, 350 mg
TAA ile uyarilan fulminan karaciger yetmezliginde yiiksek endotoxin ve TNF-alfa
diizeyleri ile ensefalopati siddeti arasinda pozitif iliski saptanmistir. Endotoksin ve

TNF-alfa konsantrasyonlari arasinda da dogrusal iliski bulunmustur (16).



2.2. Akut karaciger yetmezliginde probiyotik tedavi

Bugiine kadar klinik akut karaciger yetmezliginde herhangi bir probiyotik
tedavi deneyimi sonucu bildirilmemistir. Kronik karaciger hastalifina bagli hepatik
ansefalopati vakalarinda yapilan iki c¢alisma bulunmaktadir (1). Hepatik
ansefalopatinin kesin patogenezi hala tam olarak bilinmemekle birlikte, barsak
floras1 metabolizma {riinlerinin rolii yaygin olarak kabul edilmektedir. Bugiin,
sindirim kanalindaki mikroflora konsantrasyonunu diisiirmek ve hepatik ansefalopati
patogenezinde yer alan mediatorleri azaltmak amaciyla genellikle oral antibiyotikler
kullanilmaktadir. Probiotikler hepatik ansefalopati patogenezini kirabilecek cesitli
etki mekanizmalarina sahiptirler ve geleneksel tedaviye iistiin olabilirler.

Bir klinik ¢alismada 55 kronik hepatik ansefalopatili karaciger sirozu hastasina
4 hafta siireyle standard tedavi ve Enterococcus faecium M-74 ile birlikte selenium
verildiginde, portal sistemik ansefalopati indeksinin anlamli olarak diizeldigi,
asterikslerin kayboldugu, kan amonyak diizeyleri ve say1 tamamlama testinin 8-9
haftada normal paterne dondiigii gozlenmistir (17). Bir bagka ¢alismada, minimal
hepatik ansefalopatili hastalarda sinbiyotik tedavisi (probiyotik bakterilerin ve
prebiyotik maddelerin birlikte verilmesi) fecesi, Lactobacillus tiirlerinden
zenginlestirirken, hastalarin %50’sinde kan amonyak diizeyini normallestirdigi,

endotoksemide anlamli azalmaya neden oldugu bildirilmistir (18).

TAA ile olusturulan bir deneysel akut karaciger yetmezligi modelinde probiotik
preparati ‘Golden Bifid’, minimal hepatic ansefalopatinin tedavisinde laktiiloz kadar
etkin bulunmustur (2).

Probiyotikler, TAA ile wuyarilan akut karaciger yetmezliginde cesitli
mekanizmalarla 6nleyici / terapotik yarar saglayabilirler:

e Kefirin antioksidan o6zelligi bazi1 ¢aligmalarda gosterilmistir (19, 20).
Farelerde olusturulan karbon tetrakloriir toksisitesinde kefirin antioksidan
parametreleri olumlu yonde etkiledigi ve lipid peroksidasyonunu azalttig
gosterilmistir (21).

® Probiyotikler, innate ve adaptif immiin yanit1 modiile ederler. Probiyotik
bakteriler Escherichia coli ve laktobasillerin monosit popiilasyonlarin ve
proinflamatuvar sitokin ekspresyonunu siiprese ettigi ve antiinflamatuvar

IL-10 yapimim artirdigr gosterilmistir (22).



e Lactobacillus rhamnosus GG’nin, “lipopolisakkarid-stimulated
macrophage” TNF-alfa yapimini inhibe etttigi saptanmistir (23).

® Yeni bir calismada kefirin, farelerde Th2 yamitin1 daha giiclii olarak
uyardig1 ve Thl yanitinin kontrol edildigi bildirilmistir (24).

e Probiyotik bakterilerin ve DNA’larinin, TNF-alfa’ya yanitta, niikleer
transkripsiyon-gB yolagini inhibe ettigi gozlenmistir (25).

e Komensal anaerobik barsak bakterilerinin, “peroxisome proliferator
activated  receptor-gamma’nin  aktivasyonu  yoluyla NF- B
aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (26).

e Probiyotiklerin, TNF’nin uyardigi proapoptotik p38/mitogen-activated
protein kinase’in aktivasyonunu azaltmak suretiyle sitokinlerin uyardigi
apoptozu inhibe ettikleri de bulunmustur (27).

® Bir probiyotik bakteri olan Lactobacillus rhamnosus ile 6n tedavi yapilan
deney hayvanlarinda, hemorrajik sok sonrasi gelisen plazma endotoksin
diizeyi artisinin anlamli olarak daha az oldugu bilidirilmistir (28).

¢ Sinbiyotik tedavinin siganlarda olusturulan akut pankreatitin neden
oldugu endotokseminin tedavisinde yararli oldugu saptanmistir (29).

® Probiotikler, anaerobik bakterileri artirarak ve potansiyel olarak patojen
olan mikroorganizmalarin sayisin1 azaltarak barsak mikroflorasini modiile
ederler; luminal endotoksin miktarin1 azaltirlar ve endotoksin
translokasyonu ve endotoksemi ihtimalini diisiiriirler (30).

e Ote yandan probiyotikler nitrik oksit yapimim uyararak da karaciger
yetmezligini tedavi etmede katkida bulunabilirler. Lactobacillus salivarius
ssp. salivarius’un (31) ve L. farciminis’in (32) deneysel trinitrobenzen
sulfonik asit kolitinde nitrik oksit yapimini uyararak iyilesmeye katkida

bulunduklar: bildirilmistir.
2.3. Probiyotikler

Ondokuzuncu yiizyihn sonlarinda mikrobiyologlar saglikli  bireylerin
gastrointestinal sistem florasinda hastalikli bireylerden farkli bir mikroflora
tanimlamislardir. Gastrointestinal sistemde bulunan bu yararli mikroflora probiyotik

IR Y

olarak adlandirilmistir. Probiyotik kelime anlami olarak ‘‘for life yasam i¢in’’

manasina gelmektedir (33).



[k olarak 1908 yilinda Nobel odiiliinii de kazanan Elie Metchnikoff, Bulgar
koyliilerinin uzun yasamasinin nedeninin bu insanlarin fazla miktarda fermente siit
iriinlerini tiiketmeleri ile iligkili oldugunu ileri siirmiistiir (34). Metchnikoff,
intestinal flora bakterilerinin protein hidrolizi sonucu olusturdugu amonyak, aminler
ve indol gibi maddelerin konakta intoksikasyona neden oldugunu ve enerjisini
protein hidrolizi yerine karbonhidrat fermantasyonundan saglayan laktik asit
bakterilerinin kullaniminin faydali sonuglar verdigini bildirmistir.

Ozellikle son iki dekatta probiyotikler oldukca popiiler olmustur. Yapilan ¢esitli
calismalarda probiyotik kullaniminin insan sagligma olumlu etkileri oldugu,
beslenme ve tedavi amaclh kullanilabilecegi bildirilmistir (35, 36). Daha sonra ise
cesitli mikroorganizma iceren probiyotikler hastaliklardan korunma veya kiir
saglama amaciyla kullanilmistir.

1974 yilinda Mann ve Spoering yaptiklart calismada (37) Lactobasillus sp. ile
fermente edilmis yogurt tiiketen kisilerin serum kolesterol diizeyinin daha diisiik
oldugunu gostermesi, probiyotiklerin etkilerini arastiran ¢alismalarin dniinii agmustir.
Bu calisma ile probiyotiklerin insan saglhigi iizerine yararli etkileri oldugunun
bildirilmesinden sonra ozellikle son iki dekatta probiyotikler {izerine klinik
calismalar yapilmigtir. 1994 yilinda ise Diinya Saghk Orgiitii probiyotiklerin
bagisiklik sistemine yaptigi olumlu etkiyi resmen bildirmistir (38). Probiyotik
kullanimi ile gozlenen bu olumlu etkilerin igerdikleri laktik asit bakterilerine bagh
oldugu bildirilmistir (39).

Halen giiniimiizde probiyotik preparatlan toz, tablet, kapsiil, graniil ve pelet
seklinde kullanilabilmektedir. Tablo 1’de probiyotik preparatlarinda kullanilan
baslica laktik asit bakterileri gosterilmistir (40).



Tablo 1. Probiyotik hazirlamada siklikla kullanilan bakteri tiirleri

Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.

Enterococcus sp.

Streptococcus sp.

L. acidophilus B. bifidum Ent. Feacalis S. cremoris

L. casei B. adolescentis Ent. faecium S. salivarius
L. delbrueckii ssp. B. animals S. diacetylactis
L. cellobiosus B. infantis S. intermedius
L. curvatus B. thermophilum

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis

2.4. Kefir

Kefir asidik ve hafif alkolik, krema kivaminda, hafif eksimsi tadi olan fermente

bir siit iiriiniidiir; esit olarak dagilmis mikrofloranin metabolik aktivitesi ile degil,
ayr1 ayr1 ‘kefir taneleri’nin matriksinde bulunan miks mikroflora ile fermentasyon
sonucunda meydana gelir (41).
Kefir kelimesinin “’keyif veren, costuran, mest eden”” manalari tasiyan “keyf”
kelimesinden tiiremis olabilecegi sanilmaktadir. Kefiri diger fermente siit
riinlerinden ayiran 6zelligi, kefir taneleri denen (grains) ozellesmis ve biyolojik
olarak canli organizmalar olarak davranan yapilardan iiretilir. Kefir taneleri 8-10 mm
capinda karnibahara benzeyen jelatinéz ve diizensiz partikiillerdir (Sekil 1). Bu
taneler biiyiir, cogalir ve Ozelliklerini bir sonraki jenerasyona aktarirlar. Kefir
tanelerinin mikrofloras1 oldukca stabildir. Eger uygun kiiltiirel ve fizyolojik
kosullarda saklanirsa yillarca aktivitelerini koruyabilirler. Giiniimiizde dogal kefir
taneleri kullanilarak kefir yapilabildigi gibi, starter kiiltiirler kullanilarak yapilan
endiistriyel kefirler de piyasada mevcuttur (42).

Kefirde alkol ve laktik asit fermentasyonu birlikte ger¢eklesmektedir. Kefirde
bulunan maya ve laktik asit bakterilerinin metabolik aktiviteleri sonucu siit asidi, etil
alkol ve karbondioksit olusur (43).

Kefir taneleri kompleks bir mikrofloraya sahiptir. Kefir mikroflorasinda,

tanenin aslina bagh olarak laktozu fermente eden ve etmeyen mayalar ile




homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterileri
bulunur. Bu flora, laktozun mikrobiyal metabolizmasi sonucu olusan glukoz ve
galaktoz zincirlerini iceren kefiran adindaki polisakkarit yap1 (kefir tanesi) igerisinde
simbiyotik yasam siirer.

Kefir tanesinde en siklikla, homofermentatif ve heterofermentatif
laktobasiller, laktokoklar, leukonostoklar, asetik asit bakterileri ve mayalar
simbiyotik olarak yasam siirer. (44).

Bu floraya ek olarak kefirin vizkositesini ve kivamimi artiran Acetobacter
aceti ve Acetobacter rasens’in onemli role sahip oldugu bildirilmistir (45, 46).
Orijinine bagl olmak {iizere kefir tanesindeki yerlesik mikroorganizmalarin sayisi,

cinsi ve tiirii degisebilir.

Sekil 1. Kefir taneleri

Kefirde bulunan mikroorganizmalarin temel fonksiyonu, laktik asit,

antibiyotik ve antibakterisit tiretimidir. Daha ©Once yapilan calismalarda kefirin



hayvanlarda antibakteriyel, immunolojik ve anti-timor etkilerinin oldugu
gosterilmistir (47, 48)

Kefir danelerini yapan mikroorganizmalarin, laktik asit, antibiyotik ve
bakterisid iirettigi bildirilmistir (49).

Ayrica kefirin cok tiiketildigi bolgelerde tiiberkiiloz ve sindirim bozuklugu
gibi hastaliklarin daha az goriildiigii bildirilmistir. Bunlarla birlikte kefirin
hayvanlarda antitiimor, immunstimulan etkileri ve lipit peroksidasyonunu azaltan
anti-oksidan aktivitesi, antidiyabetik, antibakteriyel ve antifungal etkilerinin oldugu
bildirilmistir (50).

Cogu laktik asit bakterlerinin oksijen radikallerini metabolize eden sistemleri
vardir. Stecchini ve arkadaslar1 2000 de bu anti-oksidan sistemin en Onemlisinin
superoksit dismutaz (SOD) ve yiiksek magnezyum +2 icerigi oldugunu bildirmistir.
(51).

Knauf ve ark. 1992 de bazi laktobasili tiirlerinin yiliksek oranda heme bagimli
katalaz sentezledigi ve serbest peroksi radikallerinin olusumunu Onledigini
gostermistir. (52)

Sicanlarda TAA ile uyarilan akut karaciger yetmezliinin 6nlenmesinde
probiyotik {iriin olarak kefir’i se¢memizin nedeni, iilkemizde {iretilmesi,

yayginlastirilabilir ve hos tadi olan bir igecek olmasidir.

2.5. Akut karaciger yetmezligi (AKY)

Akut karaciger yetmezligi (AKY), aniden ortaya cikan, daha Once bilinen
karaciger hastalifi olmayan ve/veya kompanse karaciger hastalifi olanlarda,
karaciger hastaligi bulgular1 (ikter) ve birlikte koagiilopati baglamasini takiben ilk 3
ay icerisinde hepatik ensefalopatinin (HE) olusmas: ile karakterize klinik tablodur.
Ensefalopati, taninin esas elemanidir. AKY’de semptomlar siklikla non-spesifiktir.
Halsizlik-yorgunluk, bulanti hissi, abdominal bolgede, siklikla sag iist kadranda
huzursuzluk hissi ve bunu takiben aniden ortaya cikan, progresif seyir gosteren bir
sarilikla birlikte suur durumunun bozulmasi goriiliir. Suur durumu bozuklugu hafif
konfiizyondan agir komaya kadar degiskenlik gosterebilir (53).

Birgok vakada, AKY ilaca bagli ya da viral hepatit gibi siddetli, hizh
ilerleyici seyri olan akut bir karacier hastaligi seklinde ortaya c¢ikar. Az sayida

vakada AKY Wilson Hastalifi, otoimmiin hepatit ya da kronik hepatit B’nin



reaktivasyonu gibi altta yatan kronik karaciger hastaliginin ilk bulgusu olabilir.
AKY’ne siklikla multiorgan yetmezlik tablosu eslik eder ve destekleyici tedavi ile
mortalite oran1 % 50-90 arasinda degisir. (54).

Etiyoloji:

AKY’nin nedenleri cok cesitlidir. Ancak ilaglara ve viral hepatitlere bagl
gelisen AKY, belirlenebilir tiim nedenlerin % 80-85’ini olusturur (55).

AKY’nin bilinen nedenleri Tablo 2’de gosterilmistir.
2.5.1. AKY’de Kklinik 6zellikler
AKY’li hasta tam veya tama yakin hepatektomi yapilmis birisi gibidir. Masif

veya submasif hepatoseliller nekroza bagli parankim kaybinin sebeb oldugu
karaciger yetersizligi ana patolojidir. Portal-sistemik santlar yoktur, ancak
fonksiyonsuz karacigerin kendisi portal ve sistemik dolasim arasinda bir sant gibidir.
Klinik tabloyu akut karaciger hasarina yol acan hastalik ile birlikte hepatik

ensefalopati (HE) nin noropsikiyatrik belirti ve bulgular olusturur.

Tablo 2. Akut karaciger yetmezligi nedenleri.

e Viral Hepatitler
Hepatit A, B, C, D ve E Viriisleri
e Diger viriislere bagli hepatit
HSV 1,2 ve 6, EBV, CMV, Adenovirus
e llaglara bagh
Asetaminofen, Izoniazid, Amiodaron, NSAII, CCl,
Idiyosenkratik ilag reaksiyonu
e Toksik nedenler
Mantar (Amanita phalloides), Organik bilesikler, fosfor
e Metabolik bozukluklar:
Gebeligin akut yagh karacigeri, Reye sendromu
e Vaskiiler olaylar
Akut dolasgim yetmezligi, Budd-Chiari sendromu, Venookluzif hastalik,
sinuzoidal obstriiksiyon sendromu, hepatik arter trombozu, portal ven
trombozu
e Diger nedenler
Wilson Hastaligi, otoimmiin hepatit, masif tiimor infiltrasyonu, karaciger
transplantasyonu sonrasi primer graft fonksiyon bozuklugu




AKY tanist i¢cin HE olmasi sarttir. Bunu i¢in 6ncelikle HE tanisinin konmasi
gerekir. HE nin klinik evreleri tablo’3 de gosterilmistir (56).

Kisilik ve davranis degisikligi, kisilik bozukluklari, (uygunsuz konusma ve
davranislar, depresif ve 6forik davraniglar), konusma bozukluklar (yavas konusma,
dizartri), uyku ritminde bozukluklar (uyuyamama, ¢ok uyuma), mental
fonksiyonlarda bozulma ve konfiizyon gézlenebilir. AKY’de klinik tablo hizli seyir
gosterdigi icin bu belirtilerin bir kismi fark edilmeden hastada koma tablosu
gelisebilir. Bununla birlikte AKY’li hastalarda “flapping tremor”, derin tendon
reflekslerinde artma, babinski ve klonus gibi patolojik refleksler ortaya cikabilir.
Myokloniler, rijidite, delirium ve konviilsiyonlar gibi AKY’ye spesifik olmayan
norolojik belirtiler de gozlenebilir. Koma belirtilerinin goriildiigii evrede hemen
daima beyin 6demi ve kafa ici basing artim1 s6z konusudur.

Agir AKY’de mevcut tabloya ilave olarak kardiovaskiiler, respiratuvar, renal,

infeksiyon ve metabolik bozukluklarinda eklenmesi ile multiorgan yetersizlik tablosu
gelisebilir. (53)
Hepatik ensefalopati ve beyin édemi: HE ve beyin 6demi, her ikisi de mental
durumu degismesi gibi benzer klinik tablo olusturan nedenler olmasina ragmen her
iki tabloda patogenez farklidir. Amonyak ve endojen benzodazepin agonistlerinin
santral sinir sisteminde birikmesi sonucu HE tablosunun olustugu ileri siiriilmektedir.
HE tablosu siklikla geri doniisiimliidiir, ancak fatal seyirli olabilir. Sitokin salinimu,
hipoksi ve nitrik oksid salimimina bagh olusan, lokal ve sistemik iligkili serebral
vazodilatasyon, serebral odem gelisimi patogenezinde rol alan en Onemli faktor
oldugu ileri siiriilmektedir. Serebral 6dem “uncal” herniasyona sebep olursa tablo
siklikla fatal seyirlidir.

Normal kafa i¢i basinct 12 mm Hg’min altindadir, bu basing 25-30 mm
Hg’nin iizerine ¢ikinca beyin 6deminin klinik belirtileri baslar. Beyin ddemi ve
herniasyon gelistigi ge¢ doneme kadar pupil ve beyin sap1 refleksleri normaldir.
Hiperventilasyon, hipertonisite, pupilla reflekslerinin kaybi, dilate pupiller,
deserebrasyon postiirii ve beyin sap1 reflekslerinin kayb1 (kornea refleksi) herniasyon
ve Oliime kadar giden siirecteki norolojik bulgulardir. Okiilo-vestibiiler refleksin

kaybi irreversibl beyin sap1 hasarin1 gosterir.
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Tablo 3. Hepatik ensefalopatinin klinik evreleri.

Evre Mental Durum Norolojik Bulgular

Evre 1 Ofori,  depresyon,  psikomotor | Hafif asteriksis
aktivitede yavaslama, uyku Normal EEG
bozukluklari, konusma

bozukluklari, yer, zaman, Kkisi

oryantasyon bozuklugu

Evre 2 Evre 1 belirtilerinde belirginlesme, | Asteriksis, ataksi, hiperaktif refleksler,
patolojik reflekslerin (Babinski, Klonus)
uygunsuz davranislar,

ortaya cikmasi,
sfinkter kontroliinde bozulma
EEG’de yavas ritim olusmasi

Evre 3 Devamli  uyku  hali  ancak |Evre 2 bulgularina ek olarak, nistagmus,
uyandirilabilir, belirgin konfiizyon, | rijidite,

amnezi, letarji EEG’de yavas ritm ve trifazik dalgalar

Evre 4 Derin uyku hali, agrili uyaranlara | Normal reflekslerin  kaybi, rijidite,
yanitta azalma — yanitsizlik, derin | deserebrasyon postiirii,

koma hali Papilla reflekslerinin kayb1
(dilate papilla),

beyin sapi reflekslerinin ortaya ¢ikmasi

EEG’de delta dalgalarinin olusmasi

Koagiilopati: AKY’de bir cok koagiilasyon bozukluklar goriilebilmektedir.
Faktor II, V, VII, IX ve X sentez yetersizligi nedeniyle protrombin ve parsiyel
tromboplastin zamaninda uzama goriiliir. Hastanin klinik durumunu ve prognozunu
degerlendirmede en onemli yaklasim faktor V diizey ol¢iimii ve takibidir. Bu nedenle
AKY’li hastalarda taze donmus plazma replasmani, karaciger hasar derecesinin
takibini etkilememesi, transplantasyon zamaninin iyi yapilabilmesi amaciyla sadece
kanama ve invaziv girisimler sirasinda verilmesi Onerilir. Bu hastalarda koagiilopati
nedeniyle gastrointestinal sistem kanamalari, vendz veya arteryel giris yeri

kanamalar olusabilir.
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AKY’li hastalarda trombositopeni de sik rastlanan bulgudur. Trombositopeni
kemik iligi supresyonu ve DIC tablosuna baglidir. Kanamasi olan hastalara, eger
trombosit diizeyi 50.0 X 10% pL altinda ise trombosit infiizyonu yapilmalidir.

Renal yetmezlik: AKY’li hastalarin yaklagik %50’sinde renal yetmezlik
gozlenir. Prognozu negatif yonde etkileyen en Onemli faktorlerden biridir. Bu
hastalarda renal yetmezlik; fonksiyonel (hepatorenal sendrom), prerenal (hipovolemi,
hipotansiyon, dehidratasyon) ve akut tiibiiller nekroza (ilaca bagli nefrotoksisite)
bagh gelisebilir. AKY’li hastalarda renal yetmezlige bagh olarak hiponatremi,
hipofosfatemi, hipokalsemi, hipomagnezemi gibi elektrolit bozukluklar gelisebilir.
Agir metabolik asidoz, hiperkalemi ve voliim fazlaliginda hemodiyaliz ve/veya
arteriovendz hemofiltrasyon gerekebilir.

Kardiovaskiiler ve Respiratuvar sistem bozukluklar: Kardiak atim
voliimiinde artma, sistemik vaskiiler direncte azalma AKY’li hastalarda siklikla
rastlanan kardiovaskiiler bozukluklardir. Hipotansiyon, doku beslenmesini bozarak
karaciger yetmezIligini alevlendirir. Yeterli voliim replasmani, vazoaktif ilaclarin
(dopamin infiizyonu) uygulamasi kan basinci ve doku perfiizyonu i¢in gereklidir.

AKY’li hastalarda respiratuvar sistemde hafif X-ray goriintiileme
bozukluklarindan, dispne, hipoksi, metabolik asidoz, pnomoni, ventilasyon-
perfiizyon bozuklugu ve adult respiratuvar distres sendromuna kadar degiskenlik
gosteren klinik tablolar gozlenebilir.

Enfeksiyon: AKY’li hastalar bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar i¢in risk
altindadirlar. Parenteral uygulamalar, yogun bakim ortami, idrar sondasi, entiibasyon
gibi girisimler enfeksiyon kazanilmasim kolaylastirici islemlerdir. Baz1 tinitelerde
AKY’li hastalarda enfeksiyon sikligi %80 civarindadir. En sik olarak pulmoner
enfeksiyon (%50), idrar yollarn enfeksiyonu (%?22) ve bakteriyemi (%6) goriiliir.
Enfeksiyonlarin %50’sinden gram pozitif bakteriler (Staphylococus aureus, koagiilaz
negatif stafilokoklar) sorumludur. Bunu gram negatif enterik bakteriler izler.
Hastalarin 1/3’iinde fungal enfeksiyonlar (6zellikle Candida) goriiliir. Sepsis %20
hastada gozlenir ve transplantasyon ic¢in kontrendikasyon olusturmaktadir.
Bakterilerden ortama salinan endotoksemi, buna karsi aktive olan sitokin salinimu,
ortaya cikacak septik sok, doku hipoksisi ve multiorgan yetmezliginin en 6nemli
nedenidir. (57, 53)

AKY’de olugan multiorgan yetersizliginin patogenezi Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. AKY’de olusan multiorgan yetersizliginin patogenezi (Kaynak 56’dan

alinmustir.)

2.5.2. Ilaca bagh karaciger hastahg

Kullanilan yiizlerce ilaglar ve/veya toksik maddelere bagli olarak meydana

gelen ve degisik oranlarda hepatoseliiler hasar ve/veya kolestaz bulgularin soz

konusu oldugu kliniko-patolojik durum olarak tanimlanabilir. Klinik tablo belirtisiz

enzim yiiksekliklerinden akut karaciger yetmezligine kadar degisiklik gosterebilir.

Ayrica kronik hepatit, karaciger sirozu ve hepatobiliyer tiimorler gelisebilir.

[laca bagh Kkaraciger hasar1 ortalama 1-10/100.000 oraninda gozlenir.

Karacigerde meydana gelen hasarin derecesi cesitli faktorlere bagh olarak degisir. Bu

faktorler Tablo 4’de gosterilmistir (58).

13



Tablo 4. Ilac hepatotoksisitesinde risk faktorleri

Risk faktorii Toksisite riski artmis ilaclar
Yas Siit cocugu-¢cocuk Salisilatlar (aspirin), valproik asit
Yagslilar (>50 yas) Izoniazid, halotan, nitrofrontoin, NSAII
Cinsiyet Kadin [zoniazid, halotan, metildopa, zidovudine
Erkek Azathioprine, amoksisilin-klavulonik asid
Doz, kullamim Intrinsik (doza bagli) toksisite (parasetamol)
siiresi ve yolu Artmis toksik metabolit (izoniazid, dantrolen)
Total doz (methotrexate)
Intravenoz tetrasiklin
Irk Asya/Afrika Tzoniazid (yavas asetilleyiciler)
Hastaliklar Karaciger hastaligi Parasetamol, izoniazid
Bobrek yetmezligi NSAID, allopurinol, tetrasiklin
Aktif romatizmal ates Aspirin
AIDS Kotrimaksazol, oksasilin, dapsone
Beslenme Obezite Halotan, methotrexate
Aclik-malniitrisyon Parasetamol (asetaminofen)
Diger ilaclar Alkolizm Parasetamol, izoniazid, methotrexate
Izoniazid Parasetamol
Antiepileptikler Parasetamol
Izoniazid-rifampisin
Valproik asid-kolorpromazin
Oral kontraseptifler-troleandomisin

Genetik ozellikler/bozukluklar

1.

2
3
4.
5
6

Yavas asetilleyiciler

Ure sikliis bozuklugu

Mitokondrial beta-oksidasyon
UDP glukuronil transferaz eksikligi
Epoksid hidroksilaz eksikligi

HLA tipleri

Izoniazid, debrisoquin, perhexilin maleate
Valproik asid

Valproik asid, aspirin (¢ocuklarda)
Parasetamol

Fenitoin, halotan

Nitrofrontoin, halotan, diklofenak

2.5.2.1. ilac metabolizmasinda karaciger

Karaciger, gastrointestinal sistem ve splanknik (portal) dolasim ile periferik

organlar ve sistemik dolasim arasinda yer alan, hem hepatik arter hem de portal ven
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ile kanlanan bir organdir. Bu nedenle gerek oral gerekse parenteral yolla alinan
hemen tiim ilaclar ve toksik maddelerin ulastig1 bir organdir (58).

Toksik etkileri gozlenen kimyasal maddeler ilaglarin ¢ogu lipofilik (suda
erimeyen) ve polar olmayan maddelerdir. Bunlarin metabolitlerinin viicuttan
atilabilmesi i¢in hidrofilik (suda eriyen) hale getirilmesi gerekir. Bunu yapan organ
karacigerdir ve bu islevinde 6zellesmis kapillerler olan siniizoidler onemli bir yere
sahiptir (59).

Siniizoidlere ulasan ilaglar genis araliklardan Disse mesafesine, oradan da
proteinlere baglanarak aktif veya pasif diffiizyonla hepatositlere ulagir. Ilaclar ve
toksik maddeler burada metabolize edilerek (biotransformasyon) suda erir hale
gelirler. Bu hidrofilik metabolitler tekrar Disse mesafesi araciligi ile siniizoidlere ve
sistemik venoz dolagima gecerler ve bobreklerden atilirlar. Baz1 metabolitler ise safra
yolu ile atilirlar.

Klasik goriis, biotransformasyon reaksiyonlarinin toksik yabanci bilesikleri
daha az ve zararlh olmayan metabolitlere cevirdigi yoniindedir. Ancak
biotransformasyon ile toksik olmayan ajanlar toksik olan metabolitlere de
dondistiiriilebilir. Bilinen bir¢cok ajanin, hepatositlerde olusan tiriinleri ve bu doniisiim
esnasinda olusan ara metabolitleri ile toksik etki yaptigi bilinmektedir (60).
Biotransformasyonu gergeklestiren enzim sistemleri diiz endoplazmik retikulum
(DER)’un icerisnde yer alir. Biotransformasyon genellikle iki fazda gerceklesir.

Faz I reaksiyonlarda ilaclar veya toksik bilesikler DER icerisinde yer alan
mikrozomal enzimler (sitokrom P450 enzim sistemi ve MFO-“mixed function
oxidase” enzim sistemi) tarafindan oksidasyon ve hidroksilasyon gibi islemlerle
konjugasyona hazir aktif metabolitler haline getirilirler. Faz II de konjugasyona hazir
hale getirilen ilaglar ve metabolitleri glutatyon, glukuronat, sulfat, glisin, metil grubu
veya su ile birleserek suda erir hale getirilirler ve ekskrete edilirler. Konjugasyon
isleminde asetil transferaz, glukuronil transferaz ve sulfotransferazlar gibi enzimler
rol oynar. Polar gruplar iceren bilesikler fazl reaksiyonlara ugramadan direkt faz II
asamasina tabi tutulurlar (61).

Bunun yaninda faz I de olusan aktif metabolitler, aktif 6zellikleri nedeni ile
karaciger hasar1 olusturabilirler. Bu nedenledir ki, faz I reaksiyonlar “’toksik hale
getirme reaksiyonlar1” ve faz II reaksiyonlar “’toksik olmayan hale getirme
reaksiyonlar1” olarak isimlendirilirler (62).

Hepatik ilag metabolizmasinin yollar1 Sekil 3’de gosterilmistir.
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Sekil 3. Hepatik ila¢ metabolizmasinin yollar1 (Current Gastroenteoloji’den

degistirilerek alinmistir)

2.5.2.2. ilac hepatotoksisitesinde patogenez

Normal sartlarda, karacigerde metabolize edilen ilaglardan suda erir stabil
metabolitler olusur ve bunlar viicuttan idrar, safra ve diski ile atilirlar. Bu arada
reaktif (toksik) metabolik iiriinler de olusur. Bu isleme “bioaktivasyon” denir. Bu
toksik metabolitler detoksifikasyon isleminde goérevli enzimler tarafindan
detoksifikasyon iglemine tabi tutulurlar ve viicuttan atilirlar.

Genel olarak bioaktivasyon ile detoksifikasyon arasindaki denge bozuldugu
zaman, biriken toksik metabolitler immiinolojik ve/veya non-immiinolojik
mekanizmalarla hepatobiliyer patolojilere neden olurlar. ilaglara bagli gelisen
hapatotoksiste mekanizmalar1 sekil 4’de gosterilmistir (63).

Ilaclara bagli karaciger hasarinda ana mekanizmalar sunlardir;

1- Stabil-emniyetli metabolit iireten mekanizmalarda eksiklik.

2- Reaktif (toksik) metabolitlerin yapiminda artis (Faz I enzimleri).
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3- Detoksifikasyonda eksiklik-yetersizlik (Faz II enzimleri).
4- Direk toksisite.
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Sekil 4. Tlaca bagh hepatotoksisitenin  mekanizmalar1  (Current

Gastroenteoloji’den degistirilerek alinmistir)

Tlaclara bagh hepatotoksisite tipleri:

Karaciger hasar1 yapan maddeler 6ncelikle iki ana gruba ayrilir. Birinci grup
karaciger hasar1 yapacagi tahmin edilebilen intrensek hepatotoksinlerdir. Diger grup
ise karaciger hasari yapmalar1 tahmin edilemeyen ve duyarh kisilerde karaciger
hasar1 olusturan idiosenkratik hepatotoksinlerdir (64). Bu iki tipin farkli 6zellikleri

Tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 5. Tlac hepatotoksisitesi tipleri-Patogenez

A-) INTRENSEK TOKSISITE: Direk hepatotoksisite ve indirek
hepatotoksisite seklinde iki tipi vardir. (asetaminofen, aspirin, inorganik Fe,
antimikrobik ilaglar, sitostatikler, anabolik steroidler, tetrasiklin)
a) Onceden bilinebilir (“predictable”)
b) Doza baghdir ve sik goriiliir
c) Deney hayvanlarinda olusturulabilir
d) Latent donem siklikla kisa ve az degisken
B-) IDYOSINKRATIK TOKSISITE
a) Onceden bilinemez (“unpredictable”)
b) Doza bagh degildir ve sik goriilmez
c) Deney hayvanlarinda olusturulamaz
d) Latent donem siklikla uzun ve ¢ok degisken
1. Asir1 duyarhlik (“hypersensitivity”’) reaksiyonu,
1mmiin010jik hasar (holtan, sulfonamidler, sulindak, dapson,
fenitoin)
Latent donem kisa (1-5 hafta)
Alerjik belirtiler vardir (ates, deri dokiintiileri, eozinofili)
Karacigerde eozinofilik granulomatoz infiltrasyon
Ikinci temasta erken toksisite (ilk dozlarda)
2. Aberan metaboizma (izoniazid, valproat, amiodaron,
fenitoin)
Latent donem degisken (1-2 hafta ile 12 ay)
Alerjik belirtiler yok

Ikinci temasta geg toksisite (giinler-aylar)

Intrensek toksisite:
Intrensek hepatotoksinlerin hemen tamami metabolitlerinin toksik etkileri ile
karaciger hasar1 olustururlar. Cok az bir kismi ise biyotransformasyon olmadan hasar

olusturabilirler. Hasar olusturan aktif iiriin; serbest radikal veya oksijen olabilir.
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Serbest radikaller hiicre zarinda lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak nekroza
yol acar. Elektrofilik radikaller hepatosit proteinlerinin niikleofilik merkezlerine
kovalent olarak baglanir ve hepatosit nekrozuna yol agar. Aktif oksijen ise serbest
radikallere benzer sekilde lipid peroksidasyonuna neden olur (62).

Intrensek hepatotoksinler ve metabolitlerinin olusturdugu karaciger hasari iki farkli
sekilde meydana gelir;

1. Direk hepatotoksisite; serbest radikaller veya aktive olmus oksijen ile direkt
olarak hepatosit membraninin peroksidasyonu ve bunun sonucunda olusan
fiziko-kimyasal hasardir.

2. Indirek hepatotoksisite; toksik madde veya metabolitleri indirekt olarak hiicre
zarina veya hiicre molekiillerine baglanarak, esansiyel gereksinimlerde
azalmaya neden olarak, hiicre biitiinliigi icin gerekli olan
fizyolojik/biyokimyasal reaksiyonlari bloke ederek karaciger hasarmna yol
acar (64).

Direkt hepatotoksinler:

Bu maddeler ve metabolitleri hepatotoksik etkilerini direkt fiziko-kimyasal
etkileri ile ve lipid peroksidasyonu yaparak hiicre zarinda harabiyete neden olurlar.
Bu mekanizmanin prototip ornegi CCly’diir. CCly hepatosit zar1 ve organellerinde
hasar olusturarak iki tip histolojik degisiklik olan steatoz ve nekroza neden olur (64,
65).

Hiicre zarinda olusan hasari, hiicre organellerinin zarlarinda olusan hasar takip
eder. Bu organel zarlarinin hasarlanmasi sonucu diiz endoplazmik retikulum ve
mitokondriden kalsiyum salinmasina yol agar. Hiicre sitoplazmasinda normalden ¢ok
fazla miktarda kalsiyum birikimine neden olur. Bu metabolik durum sitoplazmada
kalsiyumun artmast ve azalmis potasyum sonucunda meydana gelir. Sonucta
aktiflesen  enzim-koenzim mekanizmalari  mitokondrilerin  hasarlanmasina,
lizozomlardan agiga ¢ikan enzimlerde hiicre harabiyetine neden olurlar (66).

Indirekt hepatotoksinler:

Bu gruptaki toksik ajanlar, elektrofilik reaktif ara iiriinlere doniiserek hiicre
zarma veya molekiillere kovalent baglanarak hasar olustururlar. Sitotoksik, kolestatik
ve mikst olmak iizere ii¢ sekilde karaciger hasari olustururlar. Bir¢ok intrensek
hepatotoksin indirekt olarak karaciger hasarina yol acgar. (61, 64) Bizim
calismamizda kullandigimiz thioacetamid de indirekt hepatotoksin grubuna dahil

olan ve deneysel amacla oldukca sik kullanilan bir toksindir.
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1- Sitotoksik tip indirekt hepatotoksinler:

Bu maddeler steatoz seklinde hafif karaciger zedelenmesinden masif
karaciger nekrozuna kadar degisen sekillerde etkili olurlar. Bu grupta bazi ilaglar,
deneysel amacla kullanilan bazi bilesikler ve botanikte kullanilan toksinler yeralir.
Bu toksinlerin etkileri hiicre zar1 hasar1 ile baglar. Reaktif ara metabolitlerin
olusturdugu hasarin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte hiicre ici
mikrocevrenin de8ismesi ve sitoplazmadaki artmis kalsiyum iyonu diizeyi hiicre
nekrozuna yol acar. Indirekt hepatotoksinlere bagli gelisen steatoz karisik
mekanizmalar sonucu meydana gelir. Bu durum ¢ogunlukla karacigerden lipitlerin
uzaklastirlamamasina bagli olarak gelisir. Apoproteinlerin sentezlenmesindeki
yetersizlik; VLDL sentezini ve sonugta karacigerden lipit tasinmasini bozar. Sonugta
steatoz gelisir. Ayrica mitokondride yag asitlerinin oksidasyonundaki azalma da

steatoza katkida bulunur (64).

2- Kolestatik tip indirekt hepatotoksinler:

Bu gruptaki hepatotoksik ajanlar safra kanalikiillerine ekskreasyon igin
gerekli mekanizmalan bozarak etki ederler. Ya safra kanalikiil hasar1 yaparak veya
hepatik up-take’i engelleyerek etkili olurlar. (67)

3- Mikst tip indirekt hepatotoksinler:

Baz1 durumlarda hepatoselliiler ve portal inflamasyon, kolestazla birlikte
bulunabilir. Bir ajan baslangicta kolestatik reaksiyona yol acarken zamanla parankim

hasarina da neden olabilir (65).

i__diosenkratik hepatik toksisite:
Onceden oOngoriilemeyen bir sekilde ilaglarin hepatik hasar olusturmast

durumu az sayida goriiliir. Idiosenkratik reaksiyon immiinolojik veya aberan
metabolizma sonucu olarak gelisebilir. Bazi ilaglar ise her iki mekanizmayida
kullanarak hepatik hasar olustururlar (58).

2.6. Thioacetamide bagh hepatotoksisite

Thioacetamide (TAA), indirekt hepatotoksin grubuna dahil olan, tiono-siilfiir
grubu iceren ve deneysel hepatotoksin olarak siklikla kullanilan; verilme siiresi ve

doza bagl olarak hepatik nekroz veya siroza neden olan bir hepatotoksik ajandir.
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Bu ajan ratlarda AKY modelini olusturmak icin siklikla kullanilmaktadir (68).
Bu madde alkilasyon yaparak sitozol molekiilerine kovalent baglanir ve sonucta
hepatositte nekroz ve steatoz olusturur. Yine alkilasyon ile niikleer molekiillere
baglanarak uzun vadede kanser gelisimine yol agar (61).

TAA serbest oksijen radikalleri (SOR) artis1 ve bunun sonucunda gelisen direkt
membran lipitlerinin peroksidasyonu ile doku hasarina neden olur (69, 70). TAA’in
hepatik lezyon yapici baslica mekanizmalarindan biri lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve doku antioksidan diizeylerinin degiserek oksidatif stresin artmasidir
(6, 7, 8). TAA’e bagl fulminan karaciger yetmezliginde, hidroksil radikal temizleyici
dimetilsiilfoksit ve dimetiltiyoiire’nin (7) giiclii bir serbest radikal temizleyici olan
melatonin’in (9), bir antioksidan olan curcumin’in (10) siirviyi iyilestirirken,
oksidatif stresi, hepatoseliiler yikimi ve hepatik nekroinflamasyonu azaltttig
gosterilmistir.

Ayrica, curcumin’in, NF-xkB baglanmasin1 ve iNOS ekspresyonunu azalttigi da
saptanarak, sican TAA-karaciger yetmezligi modelinde, reaktif oksijen radikalleri
yant sira, NF-xkB ve iNOS’un karaciger yikiminda araci oldugu ileri siirtilmiistiir (10).

Baska bir sican fulminan karaciger yetmezligi modelinde ise, bir antioksidan
ve NF- ¢B aktivasyon inhibitorii olan pirolidin ditiyokarbamat’in (PDTC) karaciger

haraplanmasin azalttig1 ve siirviyi iyilestirdigi gosterilmistir (8).

2.7. Serbest oksijen radikalleri ve oksidatif stres

Serbest radikaller, orbitallerinde eslenmemis elektron tasiyan ve diger
biyolojik materyallerle reaksiyona girme egilimi tasiyan maddelerdir. Genellikle
radikal olmayan herhangi bir molekiil veya atoma elektronun girmesi ¢ikmasi ile
meydana gelirler. Insan viicudunda biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan
giren ve en ¢ok kullanilma ozelligine sahip olan molekiiler oksijen (O,), yapisi
itibariyle radikal olmaya c¢ok uygun oldugundan serbest radikal denilince aslinda
serbest oksijen radikalleri (SOR) akla gelmektedir. Fizyolojik sartlarda insan
viicudunda olugan SOR ile antioksidan defans sistemi bir denge halindedir. Yogun
SOR iiretimi ya da antioksidan defansin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve
fonksiyonel modifikasyonlara yol agarak oksidatif strese neden olur. Polimorf niiveli
Iokositler (PMNL)‘in aktive olmasi ile ortaya ¢ikan solunum patlamasinda rol alan

NADPH oksidaz, siiperoksit dismutaz (SOD), nitrik okit sentaz (NOS) ve MPO gibi
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enzimler siiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H,O,), nitrik oksit (NO) ve
hidroklorik asit (HOCI) gibi reaktif tiriinlerin ortaya ¢ikmasina yol acar (71, 72, 73)
Asin reaktif bu maddeler diger atom ve molekiillerle elektron aligverisine girerek,
onlarin kimyasal yapilarim1 degistirip kararsiz (reaktif) bir atom haline getirme
egilimindedirler.

Serbest radikaller hiicrede lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli
hiicresel yap1 ve bilesiklere etkilidir. Membram olusturan fosfolipitler, glikolipitler,
gliseritler gibi doymamis yag asitleri ve membran proteinleri radikaller icin oldukca
cekici hedeflerdir (74, 75). Oksidanlarin arttig1 veya antioksidanlarin yetersiz kaldigi
durumlarda organizmanin maruz kaldig1 “oksidatif stres”, sonugta bozulan hiicresel
metabolizma, molekiiler yikim ve doku hasarint meydana getirir.

Oksidatif hasarin olustugu dokuda artan radikal metabolitler ve bunlarin
olusturdugu lipit peroksidasyonu ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu hiicre
membraninda kontrol kaybolur; gegirgenlik artis1 ve hiicresel 6lim gelisir (74, 76).
Giiniimiizde serbest radikaller ve reaktif molekiiller ile bunlarin reaksiyonlar1 ve
tiriinlerindeki artisin hiicresel yasami tehdit ve tahrip ettigi, genetik mutasyonlara da
yol actig1 bilinmektedir (77, 78). Bu baglamda SOR’nin diizeylerini arttiric1 etkenler
olarak ozellikle oksidatif strese yol acan nedenlerin bilinmesi, bunlardan uzak

durulmasi oldukg¢a 6nemlidir.

2.7.1. Serbest oksijen radikal kaynaklar

Serbest oksijen radikallerinin eksojen ve endojen kaynaklar1 mevcuttur.

Eksojen kaynaklar:

e Radyasyon etkisi

e Bagisiklik yapan maddeler: Alkol, uyusturucu vb.

e Ksenobiyotikler: Hava kirliligi, hiperoksi, pestisitler, solventler, anestezik
maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumani vb.

e Antineoplastik ajanlar

e Stres; streste katekolamin diizeyi artar, artan katekolamin oksidasyonu ile

radikal iiretimi artmaktadir.
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Endojen kaynaklar:
e Mitokondrial elektron transport sistemi
e Oksidatif stres durumlari (iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlara
bagh olarak)
e Peroksizomlarda bulunan enzimler
¢ Enzimler ve proteinler; XO, triptofan dioksijenaz, hemoglobin vb.
e Kiiciik molekiillerin  otooksidasyonu; tioller, katekolaminler,
hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiotikler vb.
¢ Endoplazmik retikulum ve niikleus membran elektron transport
sistemleri (sitokrom p-450)
e Makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen
solunumsal patlama
Plazma membram enzimleri; NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz,
lipid peroksidasyonu vb. Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve
sitoplazmalarinda bulundurduklari NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri
ile hem serbest oksijen radikalleri hem de asir1 okside edici HOCI gibi ajanlarn
tireterek karsilastiklar1 virus, bakteri, mantar gibi ajan patojenleri yok ederler. Bu
islemler esnasinda hem ana hem de ara iiriin olarak ¢ok fazla miktarda SOR olusur

(79).

2.7.2. Serbest oksijen radikal tiirleri
Serbest radikaller ortaklanmamig elektron tasiyan kimyasal bir yap1 olarak tarif

edilmektedir. Biyolojik ortamlardaki en 6nemli serbest radikaller siiphesiz oksijen
radikalleridir. Iskemi, hemoraji, intoksikasyon, radyoaktivite gibi durumlarda
mitokondrilerde aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tasima
sisteminden elektron kacgaklar1 olusur. Tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene
verilip rediiklenmesi siiperoksit serbest radikal anyonunu (siiperoksit, O;")
olusturmaktadr.

O,+e 20y

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H,O,) olusturur (80).

02 +2e + 2H+ > H202
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Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir bilesiktir. Ciinkii
gecis metal iyonlarinin varliginda kolaylikla pargalanip oksijen radikallerinin daha
reaktifi ve biyolojik sistemlerde daha fazla hasar olusturan hidroksil radikalini (OH")
olusturur.

H,0, + Fe** > ‘OH + OH + Fe**

Bu ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu olarak

adlandirilmaktadir (81).

2.7.3. Serbest radikallerin hiicreler iizerindeki etkileri

Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler:
Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik
membranlara serbest radikallerin etki etmesi lipid peroksidasyonu iizerinden

membranlarin poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimina yol acabilir.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif hasar1 lipid peroksidasyonu olarak

bilinmektedir (82).

Lipid peroksidasyonu, bir lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis
olan bir metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks
bir fenomendir. Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrede kendiliginden devam eden
zincirleme reaksiyonlar baglamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan lipid peroksil
radikalleri (LOO") bir sonraki poliansatiire yag asidini okside ederek yeni zincirleme
reaksiyonlart baglatirlar (82). Bu {irlinlerin daha ileri parcalanmaya ugramasi ile
rolatif olarak daha stabil olan son iiriin malondialdehid olusur (82). Dolayisiyla bir
dokuda MDA diizeyinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttifin1 gosterir (83).
MDA’ nin kendisi de iiretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dis ortama hem
de hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre icinde bir cok yapiya zararh etkileri vardir.
Dolayisiyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu aciga ¢ikan patolojik iiriin
olan MDA da daha ileri yikimlara sebep olabilir. Hiicre membranlarmin lipid
kisminin biiyiikk ¢ogunlugu fosfolipid ve bunlarin yapisindaki poliansatiire yag
asitlerinden olusmustur. Bu hasar sonucunda membranin yapis1 ve fonksiyonlari

biiyiik 6l¢iide bozulur.
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Proteinlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler:

Protein ve niikleik asitler serbest radikal etkilerine kars1 poliansatiire yag asitlerine
gore daha direnglidir. Bunun baslica sebebi, hasar olusturucu zincir reaksiyonlarinin
protein ve niikleik asit molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin ¢ok zayif olmasidir
(84). Serbest radikaller DNA molekiiliine ¢ok yakin bir bolgede meydana geliyorsa,
okside edici radikaller tarafindan DNA molekiili = kolaylikla hasara
ugratilabilmektedir (85).

2.8. Antioksidan Sistemler

Antioksidan sistemler enzimatik ve nonenzimatik olmak iizere iki kisma
ayrilirlar. Nonenzimatik antioksidan sistem igerisinde; E vitamini, C vitamini,
seruloplazmin, transferin, iirik asit, albumin, bilirubin, glukoz, piruvat, taurin,

B-Karoten, melatonin, glutatyon ve sistein gibi molekiiller yer alir.

2.8.1. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler; Glutatyon peroksidaz (GPX), katalaz (CAT) ve
siiperoksit dismutaz (SOD)’dir (86).

Glutatyon Peroksidaz:

GPX yapisinda bir metal olan selenyumu bulundurdugu icin metalloenzim
grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSG) cevrildigi in vitro ortamda gerceklesen reaksiyonda hidrojen peroksidi
yiiksek spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir. Bu reaksiyon Sekil 5’de
gosterilmisti. GSHun GSSG haline doniistiigii reaksiyonda glutatyon peroksidaz
enzimi hidrojen peroksiti suya indirger. Daha sonra glutatyon rediiktaz enziminin
katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar rediikte hale
doniistiiriilebilir (86).

Reaksiyon su sekildedir;
2GSH + H,0, = GSSG + 2H,0
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NADP* GSH H,0,
) ( GR > GSH-Px
NADPH GSSG H,O

Sekil 5: Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasinda doniisimii
(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz,
GR=Glutatyon rediiktaz, H,O,=Hidrojen peroksit).

Katalaz:

Katalaz enzimi, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ozellikle hidrojen
peroksitin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir (87). Okside
edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksiti direkt olarak suya
doniistiiriir. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonunun
cok fazla arttimn durumlarda belirgin olarak artmaktadir. Ortamdaki H,O,
konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise hidrojen peroksiti substrat olarak
kullanan diger antioksidan enzimler (GPX gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti
ortamdan uzaklastirirlar (88). Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, benzer
etkisi olmasina ragmen hiicre ig¢indeki yerlesim yerleri ve etki yerleri bakimindan
farklilik gostermektedirler. Katalaz enzimi peroksizomlarda daha etkili iken, GPX
enzimi baglica sitozol ve mitokondride daha etkilidir. Katalaz enziminin katalizledigi
reaksiyon su sekildedir;

2H,0; 2 2H,0 + O,

Siiperoksit Dismutaz:

Siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen
enzim grubudur. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir;

202'- + 2H+ > H202 + 02

Hiicreyi radikallerin etkisinden koruyan savunma mekanizmasi arasinda SOD
enzimi ilk rolil oynar. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriiniin birikimi
CAT enzimi tarafindan Onlenmektedir. SOD enzimi metal ihtiva ettigi ig¢in
metalloenzim grubundandir. insanda Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD ilk defa 1969 yilinda
McCord ve Fridovic tarafindan tanimlanmistir (89). Okaryotlarda en son 3 SOD
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izoformu tamimlanmaktadir. Bunlar ekstraselliiler SOD (ec-SOD), sitoplazmik SOD
(Cu, Zn-SOD) ve mitokondrial SOD (Mn-SOD)’dur (90).

2.9. Hepatotoksisite ve sitokinler

Sitokinler; dogal ve adaptif immiinitede rol alan ve hiicrelerin immiin
fonksiyonlarim diizenleyen protein yapisinda olan molekiillerdir. Bu molekiiller
lenfositlerin  biiyiime ve farklilasmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve
hematopoetik hiicrelerin gelisiminde rol oynarlar. Koken aldiklar1 hiicrelere gore
monokin, lenfokin ve interlokin olarak adlandirilirlar. Genel anlamda sitokinler
biyolojik yanit degistiricilerdir (91).

Sitokinler organizmanin savunmasi i¢in gerekli olan maddelerdir. Fakat agir
miktarlarda salinmalar1 karaciger iizerinde olumsuz etkiler olusturabilir. Pek cok
sitokin stimulus bagimli olarak karacigerde lokal olarak iiretilir (92).

Yakin zamanda yapilan calismalarda, toksine baghh karaciger hasarinda
Kuppfer hiicreleri ve onlarin sekretuar iiriinlerinin karaciger hiicre hasarina katkida
bulunduklar gosterilmistir. Kuppfer hiicreleri kalic1 makrofajlardir ve total karaciger
hiicre miktarinin %15’ini olustururlar. Genellikle bu hiicreler periportal alanda
yerlesiktirler, ancak karacigerin tiim alanlarinda bulunabilirler. Portal sistemden
fagositoz ile aldiklar1 yabanci maddeleri detoksifiye ederler ve antijenlerin yikimina
yardim ederler. Aktive olan Kuppfer hiicreleri ; reaktif oksijen ara iirtinleri, sitokinler
ve proteolitik enzimler {iiretirler. Reaktif iirlinlerin ortama salinmasi ile Kuppfer
hiicreleri toksik karaciger hasarinda modiilatuar rol oynar (93).

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) Kuppfer hiicrelerinde sentezlenir ve
karaciger hasar ile ilgilidir. Ornegin canli veya olii gram negatif bakteriler TNF- a
sentezini belirgin oranda arttirirlar (94).

Kuppfer hiicrelerinde sentezlenen proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1, IL-6); akut
faz proteinlerinin sentezi ve siniizoidlerde notrofillerin artmis adezyonu gibi
inflamatuar olaylarn indiiklerler. TNF-a ve IL-1 en fazla nekroz ve metabolik
degisikliklerden etkilenir (95).

IL-6 ise akut faz proteinleri sentezi iizerinde en giiclii uyarandir (96).

TNF-a’nin pek cok biyolojik aktivitesi olmasina karsin bunlardan en 6nemlisi
apopitotik veya nekrotik hiicre oliimiinii indiiklemesidir. TNF-a pek cok kanser

hiicresi igin sitotoksiktir. Fakat normal hiicreler tizerinde boyle bir etkisi yoktur.
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Bununla birlikte hiicrede RNA veya protein sentezi inhibe oldugunda, karaciger
hiicrelerinin de dahil oldugu bu hiicreler TNF-a sitotoksisitesi i¢in daha sensitif bir
hale gelirler (97).
Hepatotoksik ilaglarla sonuglanan hepatoselliller hasar ve hiicre nekrozunun
olusumunda TNF-o’nin etkili olduguna dair pek cok deneysel kanit vardir.
Proinflamatuvar sitokinlerin, 6zellikle TNF-a’nin, akut fulminan hepatitte
hiicre yikiminda rol aldig1 diisiiniilmektedir (14, 15).
Sicanlarda TAA ile uyarilan fulminan karaciger yetmezliginde endotoksin ve
TNF-alfa’nin, hepatik ansefalopatinin patogenezine katildiklar1 gosterilmistir.
Sicanlarda 3 kez, 350 mg TAA ile uyarilan fulminan karaciger yetmezliginde
yiiksek endotoxin ve TNF-alfa diizeyleri ile ensefalopati siddeti arasinda pozitif iligki
saptanmistir. Endotoksin ve TNF-alfa konsantrasyonlar1 arasinda da dogrusal iliski

bulunmustur (16).

Tumor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a):

TNF-0, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuvar,
pirojen, akut faz reaktanm bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immiin
kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salinimini uyarmaktadir. TNF-a, endotel
aktivasyonuna yol acarak, nitrik oksit (NO) salimmini ve inflamasyonu koriikler,
prokoagiilan ortam hazirlar, fibroblastlar1 uyararak kollagen sentezini arttirir ve
Iokositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salinimina yol agar (98).

TNF-a ayrica, apoptozisin ekstrensek yolaginda, o6zellikle kaspaz-3
aktivasyonunda onemli rol oynadigi gibi (99), intrensek apoptozis yolaginda da
baslangic kaspazlarin1  aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu gozlenmistir.
Proapoptotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-o’nin antagonistleri, antiapoptotik

etkinlik gostermektedirler.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢ahisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Merkezi, Biyokimya ve Patoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Proje

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nca onaylandi .

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu c¢alismada; 10-12 haftalik, 78 adet erkek Wistar-albino sican kullanildi.
Deneyde kullanilan sicanlar, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuarindan temin edildi. Hayvanlar deney siiresince standart nem, 1s1k (12 saat
giin 15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23 °C) bulunduruldu ve standard sican

yemi ile beslendi.

TAA’e bagl karaciger lezyonunda kefirin etkisini test etmek igin rastgele
ornekleme metoduyla 48 sigan alinarak, ii¢ adet altil1 ve ii¢ adet onlu toplam 6 gruba
ayrildi. Ayrica, 30 sicanda siirvi tayini yapildi. Calismanin basinda ve sonunda

sicanlarin agirliklart kaydedildi.

3.1.2. Kefirin hazirlanmasi

Kefir icin 10 litre siit Isparta siit iiriinleri fabrikasindan temin edildi ve cam
kavanozlara kondu. Aym giin icinde siit 1s1s1 25 °C olacak sekilde 1sitild1 ve icine
hazir starter kefir kiiltiirtinden (kefir DC1 seri; 05223B 10001, Danisca Biolacta Sp.
Poland) % 3 oraninda eklenerek kavanozlarin agizlart kapatildi. Daha sonra
otoklavda 30 C”de 14 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra iiriin filtreden siiziilerek
plastik kaba kondu ve + 4 °C’de, calisma siiresince kullanilmak {izere saklandi. Kefir
caligma siiresince, kullanimdan 6nce her defasinda homojenize edildi.

Icme suyu yerine kefir verilecek gruplarda kefir %10 ve %20 diliisyonlarda
kullanildi. Kefir diliisyonlar1, phosphate-buffered saline (PBS) soliisyonunda yapilda.
Kefir soliisyonlar1 12 saatte bir yenilendi. Tiim gruplarda giinliik tiiketilen si¢an

yemi, cesme suyu ve kefir miktarlar kaydedildi.
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Tiim gruplarda oldiiriilme islemlerinden 12 saat 6nce kat1 besin, 2 saat dnce de

cesme suyu ve kefir alimlan kesildi.

3.1.3. Kullanilan malzeme ve aletler

Deneyde kullanilan malzemeler ve markalariyla iiretildikleri iilkeler Tablo

6’da ozetlenmistir.

Tablo 6. deneyde kullanilan malzemeler
1 Sogutmal1 santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2 Derin dondurucu Facis (Fransa)
3 Hassas terazi Scaltec (Isvigre)
4 Vorteks (karistirict) Niive NM 100 (Turkiye)
5 Otomatik pipetler Gilson (Fransa), Eppandorf
6 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)
7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)
3.2. Metod

3.2.1 Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi
Calismada I. Deneyde 6, II. Deneyde ii¢ grup olusturuldu.
Grup 1: Normal kontrol (NK)
Grup 2: %10 Kefir-Kontrol (%10K)
Grup 3: %20 Kefir-Kontrol (%20K)
Grup 4: TAA
Grup 5: TAA-%10 K
Grup 6: TAA-%20 K

Deney I:
Grup 1 (Kontrol, n=6): 7 giin standard sican yemi ve gereksinim duyduklar1 kadar
cesme suyu ile beslendi; 6. ve 7. giinlerde ip 1 cc %0.9 NaCl enjekte edildi; 8. giin

hayvanlar oldiiriilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri alindi.
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Grup 2 (%10 Kefir Kontrol, n=6): 7 giin standard sican yemi ve gereksinim
duyduklar1 kadar 1/10 kefir eklenmis PBS ile beslendi; 6. ve 7. giinlerde ip 1 cc %0.9
NaCl enjekte edildi; 8. giin hayvanlar 6ldiiriilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri
alindz.

Grup 3 (%20 Kefir Kontrol, n=6): 7 giin standard sican yemi ve gereksinim
duyduklar1 kadar 2/10 kefir eklenmis PBS ile beslendi; 6. ve 7. giinlerde ip 1 cc %0.9
NaCl enjekte edildi; 8. giin hayvanlar oldiiriilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri
alindi.

Grup 4 (TAA hepatiti, n=10): 7 giin standard sican yemi ve gereksinim duyduklar
kadar cesme suyu ile beslendi; 6. ve 7. giinlerde ip 1 cc %0.9 NaCl icinde eritilen
350 mg/kg TAA enjekte edildi; 8. giin hayvanlar 6ldiiriilerek kan ve karaciger dokusu
ornekleri alindi. (Bu siganlara, 6. ve 7. giinlerde; kilo kaybi, hipoglisemi ve bobrek
yetmezliginden korumak icin her 12 saatte bir 10 ml/kg-sican %5 dekstroz ve 10
ml/kg-sican 20 mEq/L potasyum eklenmis %0.9 NaCl sc enjekte edildi).

Grup 5 (TAA hepatiti+%10Kefir, n=10): 7 giin standard si¢can yemi ve igme suyu
olarak gereksinim duyduklar kadar 1/10 kefir eklenmis PBS ile beslendi; 6. ve 7.
giinlerde ip 1 cc %0.9 NaCl i¢inde eritilen 350 mg/kg TAA enjekte edildi; 8. giin
hayvanlar oldiiriilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri alindi. (Bu si¢anlara, 6. ve
7. glinlerde; kilo kaybi, hipoglisemi ve bobrek yetmezliginden korumak icin her 12
saatte bir 10 ml/kg-sican %5 dekstroz ve 10 ml/kg-sican 20 mEg/L potasyum
eklenmis %0.9 NaCl sc enjekte edildi).

Grup 6 (TAA hepatiti+%20Kefir, n=10): 7 giin standard sican yemi ve i¢me suyu
olarak gereksinim duyduklan kadar 2/10 kefir eklenmis PBS ile beslendi; 6. ve 7.
giinlerde ip 1 cc %0.9 NaCl i¢inde eritilen 350 mg/kg TAA enjekte edildi; 8. giin
hayvanlar oldiiriilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri alindi. (Bu si¢anlara, 6. ve
7. glinlerde; kilo kaybi, hipoglisemi ve bobrek yetmezliginden korumak icin her 12
saatte bir 10 ml/kg-sican %5 dekstroz ve 10 ml/kg-sican 20 mEg/L potasyum
eklenmis %0.9 NaCl sc enjekte edildi).
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Deney II (Siirvi Tayini):

Kefirin TAA’ye baglh akut karaciger yetmezliginde, siirviye etkisini belirlemek
icin 10’ar sicandan olusan ii¢ grup olusturuldu.
Grup 1 (TAA): Standard sican yemi ve gereksinim duyduklari kadar ¢cesme suyu ile
beslendi. Deneyin 6. ve 7. giinlerde ip 1 cc %0.9 NaCl i¢inde eritilen 350 mg/kg
TAA enjekte edildi. ilk enjeksiyondan sonra, 120 saat gozlendi (11. giin sonuna
kadar). Oliim olaylar1 kaydedildi.
Grup 2 (TAA-%10K): Standard sican yemi ve gereksinim duyduklart kadar %10
kefir soliisyonu ile beslendi. Deneyin 6. ve 7. giinlerinde ip 1 cc %0.9 NaCl i¢inde
eritilen 350 mg/kg TAA enjekte edildi. Ik enjeksiyondan sonra, 120 saat gozlendi
(11. giin sonuna kadar). Oliim olaylar1 kaydedildi.
Grup 3 (TAA-%20K): Standard sican yemi ve gereksinim duyduklart kadar %20
kefir soliisyonu ile beslendi. Deneyin 6. ve 7. giinlerinde ip 1 cc %0.9 NaCl i¢inde
eritilen 350 mg/kg TAA enjekte edildi. Ik enjeksiyondan sonra, 120 saat gozlendi
(11. giin sonuna kadar). Oliim olaylar1 kaydedildi.

Ayrica her li¢ gruptaki sicanlara, 6. giinden itibaren yasadiklar1 miiddetge;

kilo kaybi, hipoglisemi ve bobrek yetmezliginden korumak icin her 12 saatte bir 10
ml/kg-sican %5 dekstroz ve 10 ml/kg-sican 20 mEq/L potasyum eklenmis %0.9
NaCl sc enjekte edildi.). Deney I protokolii Sekil 6’da, Deney II protokolii Sekil 7°de

gosterilmistir.
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Toplam?7 Giin | 6. Giin | | 7. Giin | | 8. Giin |
A A
OLDURULME
| Kontrol Gruplari |
Grup 1: Normal kontrol —>| SF | | SF |
Grup 2: %10 K-Kontrol > | | |
SF SF
Grup 3: %20 K-Kontrol >
| sk | | sk |
.| 350 mg/kg 350 mg/kg
TAA »  TAAip. TAAi.p.
1 7'y
350 mg/kg 350 mg/kg
TAA-%10K TAA i.p. TAA i.p.
1 7'y
TAA-%20 350 mg/kg 350 mg/kg
TAA i.p. TAA i.p.

Sekil 6. Deney I uygulama semasi.
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Toplam7 Giin | 6. Giin | | 7. Giin | | 11. Giine kadar takip

1 1

.| 350 mg/kg 350 mg/kg
TAA » TAAip. TAA i.p.
A A
350 mg/kg 350 mg/kg
TAA-%10 K TAA i.p. TAA i.p.
A A

TAA-%20 350 mg/kg 350 mg/kg
TAA i.p. TAA i.p.

Sekil 7. Deney II uygulama semasi

3.2.2. Doku ve orneklerin ¢ikarilmasi

Sekizinci giin sabah 09.00-10.00 arasinda si¢anlar i.p. ketamin 80 mg/kg +
ksilazin 10 mg/kg ile anesteziye edildi. Daha sonra orta hat insizyonuyla batinlar
acildi. Vena cava inferior’dan kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri 1000Xg’de

20 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum 6rnekleri, -20C’da sakland.

3.2.3. Biyokimyasal analiz yontemleri

Vena kava inferiordan alinan kan 6rneklerinde calisilan testler:

Karaciger fonksiyonunu degerlendirmek icin, serum alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) ve total biliriibin
diizeyleri, ticari kit kullanilarak otoanalizorde Sl¢iildii.

Protrombin zamani (PT) ve INR kromojenik yontemle koagiilometre cihazinda tayin
edildi.

Karaciger dokusunda calisilan testler:
Karaciger inflamasyonunu (notrofil aktivitesini) biyokimyasal olarak degerlendirmek
icin karaciger miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ELIZA ile arastirild.
Karaciger dokusunda TNF-alfa ve IL-10, ELISA ile calisild1.
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Karaciger oksidatif stresini degerlendirmek i¢in, malondialdehit (MDA)
HPLC ile, glutatyon konsantrasyonu Ellman reaktifi kullanilarak spektrofotometrik
yontemle,
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) ticari kit kullanilarak

spektrofotometrik olarak, katalaz Aebi yontemi kullanilarak o6l¢iildii.

3.2.4. Karacigerin ¢cikarilmasi
Steril sartlarda si¢anlarin karacigerleri ¢ikarildi. Cikarilan karacigerler serum
fizyolojik ile yikandi. Hassas terazi ile agirliklar1 dlciilerek kaydedildi. Sag karaciger
lobu histopatolojik incelemeler, sol karaciger lobu biyokimyasal analizler igin

kullanildi.

3.2.5. Histopatolojik Analiz Yontemleri:

Sakrifiye edilen siganlardan alinan karaciger ornekleri % 10’luk formaldehit
kullanilarak fikse edildi. Parafin bloklar olusturuldu. Olusturulan parafin bloklardan
5 wm kalinliginda kesitler alinarak lam tizerinde preparatlar hazirland1. Histopatolojik
inceleme i¢in hazirlanan preparatlar hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak 151k
mikroskopunda (x100, x200 ve x400 biiyiitmede) incelendi.

Hepatoseliiler nekroz derecesi, deney protokolii ve gruplar hakkinda bilgisi
olmayan bir patolog (M.C.) tarafindan degerlendirmeye alindi. Histopatolojik
degerlendirmede nekroz derecesi O (sifir)’dan 5’e kadar olusturulan bir siniflandirma

kullanilarak incelendi (100). Bu siniflandirma Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Karaciger nekroz derecesinin siniflandirilmasi.

Derece 0 Portal alanda nekroz yok

Derece 1 Minimal nekroz, birkag hiicre

Derece 2 Hafif derecede nekroz, < 1/3 den az
Derece 3 Orta derecede nekroz, 1/3-2/3 arasi
Derece 4 Siddetli derecede nekroz, >2/3 den fazla
Derece 5 Cok siddetli derecede nekroz, cogu
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3.3. istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 11.0 istatistik programinda
yapildi. Analizde; 6l¢iim verileri aritmetik ortalama + standart sapma, gruplar arasi
farklilagmanin Oneminin tespiti i¢in tek yonli ANOVA testi kullanildi. Varyans
analizinde anlamli farklilasma saptanmissa post hoc Tukey testi ile ikili
karsilastirmalar yapildi.

Deney gruplar arasindaki histopatolojik skorlarin farkliligin1 degerlendirmek
icin Kruskall-Wallis varyans analizi kullamildi. Kruskal-Wallis testi Onemli
farklilagsma gosterirse, hangi grubun digerinden farkli oldugu Mann-Whitney u testi

ile arastirildi. Onemlilik diizeyi P < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney I'i  olusturan sigan gruplarinda oldiirme islemine kadar gegen siirede
0lim olmadi. Deneyin 4. giiniinde TAA-%10K grubunda 9 nolu sicanin sag goz
cevresinde, agiz ve boyun bolgesinde iizeri kurutlu iilsere lezyonlar tespit edildi.
Muhtemelen diger sicanlar tarafindan 1sirilmis olabilecegi diisiiniildii. Deneyin 7.
giiniinde TAA grubunda 3 nolu sicanda, TAA-%10K grubunda bir nolu sicanda ve
TAA-%20K grubunda 9 nolu siganda kan icermeyen ishal tespit edildi.

Oldiirme sabahi (Deneyin 8. giinii) TAA grubunda 10 nolu siganin ve TAA-
%20K grubunda 7 nolu sicanin genel durumlarn ve hareket kabiliyetlerinin bozulmus

oldugu gozlendi.

Deney II'yi olusturan sican gruplarinda, deneyin 7. giinii TAA grubunda 8
nolu sicanda ve TAA-%20K grubunda 10 nolu siganda kan icermeyen ishal saptandi.
Deneyin 8. giiniinde TAA grubunda 4 ve 7 nolu sicanlar, TAA-%10K grubunda 4, 5
nolu sicanlar ve TAA-20KF grubunda 1 nolu sigan 6ldii. Ayn1 giin TAA grubunda 2
ve 6 nolu sicanlarda ishal, TAA-%10K grubunda 5 nolu sicanda kanl ishal, TAA-
%20K grubunda 3 nolu sicanda ishal ve 9 nolu sicanda tirogenital hemoraji tespit
edildi.

Sonugta TAA grubunda toplam iki, TAA-%10K grubunda iki ve TAA-%20K

grubunda bir sigan 6ldii.

4.1. Sicanlarin gruplara gore tiikettikleri giinliik cesme suyu,

kefir ve yem miktarlari

Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Sicanlarmn gruplara gore tiikettikleri giinliik cesme
suyu, kefir ve yem miktarlari
Gruplar Cesme %10 Kefir | %20 Kefir Sican Yemi
Suyu (cc) (cc) (co) (gr)
Normal kontrol 40 20
%10 K-Kontrol 42 19
%20 K-Kontrol 45 21
TAA 30 17
TAA-%10 K 32 16
TAA-%20 K 34 16

37



4.2. Sicanlardaki agirhk degisiklikleri
Deney gruplar arasinda deney oncesi ve sonrasi sigan agirliklar agisindan
anlamli farklilasma saptanmadi. Deney sonrasi-oncesi agirlik degisim oranlari

acisindan da onemli fark yoktu. Bulgular Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Calisma oncesi ve 6ldiirme dncesi sicanlarin ortalama agirhklari
Gruplar Calisma oncesi (gr) Calisma sonras1 (gr) | Agirhik degisimi (%)

Normal kontrol 207£22 215+21 4,11+1,74
%10 K-Kontrol 201+14 205+11 2,18+1,79
%20 K-Kontrol 203+14 215413 6,32+1,78
TAA 17549 1757 0,07+1,27
TAA-%10 K 174+9 17348 -0,32+2,46
TAA-%20 K 17549 1759 -0,29+1,24

4.3. Sicanlardaki karaciger agirhk degisiklikleri

Sicanlar sakrifiye edildikten sonra karaciger agirliklar1 hassas terazi ile
olciildii. Karaciger agirligi vicut agirhigina oranlanarak bu degisim % olarak ifade
edildi. Gruplar arasinda karaciger agirliklar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
Buna karsilik karaciger agirhigi/viicut agirlign oranina bakildiginda NK, %10K ve
%20K gruplan ile TAA, TAA-%10K VE TAA-%20K gruplan arasinda anlamh
farklilagsma oldugu gozlendi (p<0.05). TAA alan gruplarda viicut agirligina oranla
karaciger agirhigi artmig olarak gozlendi. Karaciger agirliklari Tablo 10°de

gosterilmistir.

Tablo 10. Sicanlardaki karaciger agirhik degisiklikleri
Gruplar Karaciger agirhgi(gr) | Karaciger/viicut agirhg:
orani (%)
Normal kontrol 7,2+0,6 3,4+0,2
%10 K-Kontrol 7,1+0,3 3,5+0,1
%20 K-Kontrol 7,6+0,4 3,6+0,2
TAA 8,1x0,3 4,720,1'
TAA-%10 K 8,0+0,4 4,740,2
TAA-%20 K 8,2+0,4 4,720,1'
'NK, %10K ve %20K gruplarina gore p<0.05
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4.4. Karaciger fonksiyon testleri

Serum AST ve ALT degerleri TAA-%10K grubunda, kontrol gruplarina gore

anlamli olarak yiiksek saptandi (P<0.05). Bu bulgu TAA verilen ratlarda akut hepatit

gelistigini acikca gosteriyordu. TAA verilen diger iki grupta (TAA ve TAA-%20K)

serum AST ve ALT degerleri kontrol gruplarina oranla yiiksek olmasma ragmen

istatistiksel olarak anlamli degildi. Yine serum ALP degerleri acgisindan gruplar

arasinda anlaml bir farklilik saptanmadi. Karaciger fonksiyon testleri Tablo 11°de ve

Sekil 8, 9 ve 10’da gosterilmistir.

Tablo 11. Karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT ve ALP)

Gruplar AST(U/L) ALT(U/L) ALP(U/L)
Normal kontrol 118+9 5245 221+23
%10 K-Kontrol 11446 5246 267+44
%20 K-Kontrol 9845 5043 293427

TAA 337472 252466 29614
TAA-%10 K 575+115"%7 43241240 355459
TAA-%20 K 334458 197+59 41681

Veriler, ortalama + hata olarak verilmistir. 'NK grubuna gére p=0.002, > % 10K
grubuna gore p=0.002, 3 %20K grubuna gore gore p=0.01, ‘NK grubuna gore
p=0.16, > %10K grubuna gore p=0.17, % %20K grubuna gore p=0.16.

700

AST (U/L)

600
500

400

300

200

100 -
0 -

NK %10

K

%20 TAA TAA- TAA-

K %10

K

%20
K

Sekil 8. Serum AST seviyelerinin gruplara

gore karsilastirmasi

ALT (UL)

500
400
300
200 -
100 -

O 4

Sekil 9. Serum ALT seviyelerinin gruplara

gore karsilastirmasi
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ALP (UL)

500
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300
200 -
100 -

0

NK %10K %20K TAA

TAA-
%20K

Sekil 10. Serum ALP seviyelerinin gruplara gore karsilastirmasi

PT ve INR degerleri TAA-%10K grubunda, kontrol gruplarina oranla anlamh

derecede yiiksek saptandi (P<0.05). Total bilurubin degerlerinde guplar arasinda

anlamli farklilik saptanmadi.

Karaciger fonksiyon testlerinden PT, INR ve total bilurubin ile ilgili degerler

Tablo 12°de ve sekil 11 ve 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Karaciger fonksiyon testleri (PT, INR ve Total bilurubin)
Gruplar PT (sn) INR Total bilurubin
Normal kontrol 12+0,3 0,98+0,03 0,01%0,00
%10 K-Kontrol 11+0,09 0,9+0,02 0,01+0,00
%20 K-Kontrol 12+0,2 0,96+0,02 0,01+0,00
TAA 140,47 1,23+0,05 0,03+0,01
TAA-%10 K 224427 2,0420,43" 0,02+0,01
TAA-%20 K 140,33 1,26+0,04 0,07+0,03
Veriler, ortalama = standart hata olarak verilmistir. 'Kontrol gruplarina gére p<0.05, “Kontrol
gruplarina gore p<0.05

pT

o

NK %10K  %20K  TAA  TAA-%10K TAA-%20K
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Sekil 11. Serum PT seviyelerinin gruplara

gore karsilastirmasi

Sekil 12. Serum INR seviyelerinin gruplara

gore karsilastirmasi
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4.5. Karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri

Karaciger dokusunda glutatyon diizeyi, %20K grubunda diger tiim gruplara
oranla anlamh diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. TAA-%10K grubunda ise diger
tim gruplara oranla anlamh diizeyde (p<0.05) diisiikk saptandi. Gruplara gore

karaciger glutatyon diizeyleri Tablo 13 ve Sekil 13’de gosterilmistir.

Tablo 13. Karaciger dokusunda Glutatyon diizeyleri

Gruplar Glutatyon
(mg/g protein)

Normal kontrol 0,4+0,1
%10 K-Kontrol 0,3%0,0
%20 K-Kontrol 0,8+0,1'
TAA 0,4+0,1
TAA-%10 K 0,120,0°
TAA-%20 K 0,5+0,1

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. lDiger
tiim gruplara gore p<0.05, *Diger tiim gruplara gore p<0.05.

Glutatyon (mg/g protein)

0.8
0.6
0.4 4
0.2 4

NK %10K  %20K TAA TAA- TAA-
%10K  %20K

Sekil 13. Karaciger dokusunda glutatyon aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

41



4.6. Karaciger dokusunda antioksidan enzim diizeyleri

Karaciger dokusunda katalaz diizeylerinde, TAA grubunda kontrol gruplarina
oranla yiiksek olmasina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlenmedi. Karaciger dokusunda katalaz diizeyleri Tablo 14 ve Sekil 14’de

gosterilmistir.

Tablo 14. Karaciger dokusunda antioksidan enzim
diizeyleri
Gruplar Katalaz SOD GPX
(k/g protein) | (U/gr protein) (U/g protein)
Normal kontrol 6,7+1,4 23638+1811 10,6+1,4
%10 K-Kontrol 9,6%1,5 249324557 8,3+1,1°
%20 K-Kontrol 7,7£1,4 251194455 9,1%1,3°
TAA 15,1+4,4 14049+1549' 19,1£2,5
TAA-%10 K 8,3+1,4 151431893 20,8+2,3°
TAA-%20 K 9,5£1,7 116984432 20,1+2,1
Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir. 'Kontrol gruplarina
gore p<0.05 > NK grubua gére p<0.05, "TAA, TAA-%10K ve TAA-
%20K gruplarina gore p<0.05. SOD: Siiperoksit dismutaz, GPX:
Glutatyon peroksidaz.

Katalaz (k/g protein)

20

15

10

5 4

O 4
NK %10K %20K TAA  TAA-%10K TAA-%20K

Sekil 14. Karaciger dokusunda katalaz aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

Karaciger dokusunda SOD diizeyleri, NK, %10K ve %20K gruplarina oranla
TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarinda anlamli diizeyde (p<0.05) diisiik
saptand1. Karaciger dokusunda SOD diizeyleri Tablo 14 ve Sekil 15°de gosterilmistir.
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Sekil 15. Karaciger dokusunda SOD aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

Karaciger dokusunda GPX diizeyi, NK grubunda TAA-%10K grubuna gore
anlamli diizeyde (p<0.05) diisiik saptandi. Yine GPX diizeyi, %10K ve %20K
gruplarinda TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarina oranla anlamh diizeyde
(p<0.05) diisiik olarak saptandi. Karaciger dokusunda GPX diizeyleri Tablo 14 ve
Sekil 16’de gosterilmistir.

GPX (U/gr protein)
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Sekil 16. Karaciger dokusunda GPX aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.7. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

Karaciger dokusunda MDA diizeyi, %20K grubunda TAA-%10K grubuna
oranla anlamli diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. Diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gozlenmedi. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri Tabo 15 ve sekil 17°de

gosterilmistir.
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Tablo 15: Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

Gruplar MDA (mg/g protein)
Normal kontrol 0,9+0,1
%10 K-Kontrol 1,0+0,1
%20 K-Kontrol 1,20,2'
TAA 0,8+0,2
TAA-%10 K 0,6+0,1
TAA-%20 K 0,8+0,1

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. 'TAA-%10K
grubuna gore p=0.025.
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Sekil 17 Karaciger dokusunda MDA aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.8. Karaciger dokusunda MPO diizeyleri

MPO diizeyleri TAA-%10K grubunda, %10K grubuna oranla anlamh
diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. TAA-%20K grubunda ise NK, %10K ve %20K

gruplarm oranla anlaml diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. Diger gruplar arasinda

anlaml1 bir farklilagma saptanmadi. Karaciger doku homojenatlarinda bakilan MPO

seviyeleri Tablo 16°da ve Sekil 18’de gosterilmistir.
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Tablo 16. Karacigerde myeloperoksidaz aktivitesi
Gruplar MPO (ng/mg protein)
Normal kontrol 16,1£2,0
%10 K-Kontrol 12,5+1,1
%20 K-Kontrol 17,8+1,8
TAA 27,8+2,5
TAA-%10 K 33,446,0'
TAA-%20 K 45,8+6,07**
Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. T%10K
grubuna gore p=0,039, NK grubuna gore p=0,001, > %10K
grubuna gore p=0,0001, * %20K grubuna gore p=0,002, TAA
grubuna gore p=0.04.
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Sekil 18. Karaciger dokusunda MPO aktivitesinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.9. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri
Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri, TAA-%10K
gruplarinda diisiik diizeyde olmalarina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri tablo 17 ve

sekil 19°da gosterilmistir.

Tablo 17. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri

Gruplar TNF-o (pg/mgprotein)
Normal kontrol 443425
%10 K-Kontrol 454430
%20 K-Kontrol 448+14
TAA 439+15
TAA-%10 K 414+27
TAA-%20 K 385+32

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir

ve TAA-%20K
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Sekil 19. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.10. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri

Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri, % 10K ve %20K gruplarina oranla
TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarinda anlamli diizeyde (p<0.05) diisiik
olarak saptandi. Yine NK grubuna oranla TAA-%10K grubunda IL-10 diizeyi anlaml
diizeyde (p<0.05) diisiik saptandi. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri Tablo 18 ve
Sekil 20°de gosterilmistir.

Tablo 18. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri
Gruplar IL-10 (pg/mgprotein)
Normal kontrol 218424
%10 K-Kontrol 244425
%20 K-Kontrol 2484217
TAA 163£11
TAA-%10 K 12747
TAA-%20 K 156x17
Veriler, ortalama + standart hata olarak Verilmistir.lTAA-
%10K grubuna gore p<0.05, *TAA, TAA-%10K ve TAA-
%20K gruplarina gore p<0.05.
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Sekil 20. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyinin gruplara gore karsilastirilmasi

4.11. Gruplarin histopatolojik degerlendirilmesi

Sican gruplarinin histopatolojik degerlendirilmesinde,

kontrol gruplari

arasinda anlamli farklilasma gozlenmedi. Bu gruplarada histopatolojik olarak

karaciger nekrozu saptanmadi. TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplar arasinda
da anlamh farklilasma gozlenmedi. TAA verilen gruplarin (TAA-%10K grubunda 4
ve 9 nolu siganlar hari¢) hepsinde histopatolojik olarak anlamli diizeyde karaciger
nekrozu oldugu gozlendi. TAA-%10K grubunda 4 ve 9 nolu ratlarda histopatolojik

olarak karaciger nekrozu go6zlenmedi. Gruplarin histopatolojik degerlendirme

sonuclar1 Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. Karacigerin histopatolojik degerlendirilmesi

Gruplar Karaciger histolosi (derecelendirme)
Normal kontrol 0 (0-0)
%10 K-Kontrol 0 (0-0)
%20 K-Kontrol 0 (0-0)
TAA 2,5(2-3)
TAA-%10 K 2,5(0-3)
TAA-%20 K 3(2-3)

Veriler, ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmistir. INK, %10K
ve %20K gruplarina gore p< 0.05.
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5. TARTISMA

Fulminan karaciger yetmezligi, akut hepatitin ciddi bir koplikasyonudur.
Masif karaciger hiicre nekrozu ve ansefalopati ile karakterizedir ve yiliksek mortalite
orani ile birliktedir (54). Fulminan karaciger yetmezliginde etkinligi kanitlanmis tek
tedavi yontemi acil karaciger transplantasyonudur (55). Bugiine kadar akut karaciger
yetmezliginin tedavisinde deneysel olarak, antioksidan, NF-xkB ve iNOS
aktivasyonunu inhibe eden, anti-inflamatuvar ve serum endotoksin diizeyini
azaltmay1 amaglayan pek¢ok ila¢c denenmistir (7, 8, 9, 10). Fakat medikal tedavilerin
etkinligi sinirhidir ve yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ vardir.

Bu caligmamizda, TAA’e bagl karaciger lezyonunda kefirin etkisini test
etmek amaci ile rastgele 6rnekleme metoduyla 48 sican alinarak, iic adet altih ve ii¢
adet onlu toplam 6 grup olusturuldu. Ayrica, 30 siganda siirvi tayini yapildi. Siirvi
tayini yapilan sican gruplari arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Calisma sonucunda, karaciger fonksiyon testleri ve karciger histopatolojisi
degerlendirildiginde i.p. olarak 350mg/kg-sican dozunda TAA verilen gruplarda akut
hepatit gelistigi gézlendi. Kontrol gruplarinda karaciger enzim diizeyleri normaldi ve
histopatolojik olarak nekroz saptanmadi. Ancak TAA verilen siganlarda
hepatoseliiler nekrozu gosteren karaciger enzimleri yiiksek saptandi. Yine TAA alan
gruplarda, kontrol gruplarina kiyasla histopatolojik olarak anlamli diizeyde nekroz
saptandi. Bununla birlikte TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarinda, TAA verilen
gruba oranla karaciger enzim diizeyleri istatiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde
yiiksek saptandi. Non-enzimatik antioksidan olan glutatyon diizeyi % 20K grubunda
diger tiim gruplara oranla anlamli diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. TAA-%10K
grubunda ise diger tiim gruplara oranla anlaml diizeyde (p<0.05) diisiik saptandi. Bu
bulgu ilag hepatotoksisitesi ve viral hepatit gibi cesitli etyolojik sebeplerle gelisen
AKY’nin patogenezinde suglanan glutatyon deplesyonunu destekler niteliktedir. (3,
4, 5). Fakat kefirin TAA alan gruplarda glutatyon iizerine etkisi olmadigini saptadik.

Karaciger enzim diizeyleri ve karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri
degerlendirildiginde, kefirin bekledigimiz anti-oksidan etkisini gérmedigimiz gibi,
aksine kefirin AKY’de daha zararli oldugunu gordiik. Bunda cesitli faktorler etkili
olabilir. Bilindigi gibi AKY’de hepatik ensefalopati gelismesini 6nlemek igin,
hastalara protein kisitlamasi yapilmaktadir (55, 56, 57). Kefir, bir siit iiriinii olmasi

nedeniyle igerdigi protein miktar1 AKY’de zararli olmus olabilir. Bundan hareketle
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antiokasidan 6zelligi oldugu bilinen kefirin, AKY’de protein yiikii olusturmayacak
bir dozda kullanilmas1 gerekebilir. Bizim calismamizda, deneysel AKY de kefir ilk
kez kullanilmis oldugundan heniiz standart bir kefir dozu bulunmamaktadir. Ayrica

deneysel AKY’de kefirin hangi siirede verilecegi tam olarak bilinmemektedir.

TAA’in hepatik lezyon yapic1 baslica mekanizmalarindan biri lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve doku antioksidan diizeylerinin degiserek
oksidatif stresin artmasidir (6, 7, 8) TAA’e bagh fulminan karaciger yetmezliginde,
hidroksil radikal temizleyici dimetilsiilfoksit ve dimetiltiyoiire’nin (7) giicli bir
serbest radikal temizleyici olan melatonin’in (9), bir antioksidan olan curcumin’in
(10) stirviyi iyilestirirken, oksidatif stresi, hepatoseliller yikimi ve hepatik
nekroinflamasyonu  azaltttigi ~ gosterilmisti.  Ayrica, curcumin’in, NF-xB
baglanmasimi ve iNOS ekspresyonunu azalttigi da saptanarak, sican TAA-karaciger
yetmezligi modelinde, reaktif oksijen radikalleri yani sira, NF-xB ve iNOS’un
karaciger yikiminda aract oldugu ileri siiriilmiistiir (10). Baska bir sigcan fulminan
karaciger yetmezligi modelinde ise, bir antioksidan ve NF- kB aktivasyon inhibitorii
olan pirolidin ditiyokarbamat’in (PDTC) karaciger haraplanmasini azalttigr ve
siirviyi iyilestirdigi gosterilmistir (8). Bizim ¢alismamizda ise enzimatik anti-oksidan
maddeler olan katalaz, SOD ve GPX diizeylerine bakildi. Bilindigi gibi, SOD enzimi
O, radikalini H,O,’ye doniistiirerek ortadan kaldirirken, GPX ve katalaz enzimleri
ise H,0,’yi H;O’ya doniistiirerek temizleyen antioksidan enzim sistemleridir.
Ortamda O, " radikalinin artmasi SOD enzim aktivitesini, H,O,’in artmis olmasi
GPX ve katalaz enzim aktivitelerini dolayli olarak arttirmaktadir. Bu calismamizda
karaciger dokusunda katalaz diizeylerinde, TAA grubunda diger kontrol gruplarina
oranla yiiksek olmasina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlenmedi. Katalaz diizeyi kefir verilen gruplarda daha diisiik seviyelerde
oldugu gozlendi. Karaciger dokusunda SOD diizeyleri, kontrol gruplarina oranla
TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarinda anlamli diizeyde (p<0.05) diisiik
saptandi. SOD diizeyleri karsilastirildiginda, kefirin TAA alan tiim gruplarda
oksidatif stres iizerine bekledigimiz etkisinin olmadig1 goézlendi. Katalaz ve SOD
degerlerine bakildiginda, kefirin beklenen koruyucu etkisinin aksine AKY’de zararl
olabilecegi soylenebilir. Bu bulgu daha 6nce yapilan bir ¢alismada, sicanlarda diisiik
doz tiyoasetamid (TAA) enjeksiyonu ile olusturulan minimal hepatik ensefalopatide
probiyotik bakterilerin yararli bulunmasi ile uyumlu degildir (2). Ciinkii s6z konusu

calismada probiyotik bakteriler minimal heaptik ensefaloptide kullamilmistir. Ayrica
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probiyotik bakteriler izole edilerek verilmistir. Baska bir calismada ise, kronik
hepatik ansefalopatide probiyotiklerin terapétik katkisi gdsterilmistir (1). Ancak akut
karaciger yetmezliginde probiyotikler denenmemistir. Kefir ise TAA hepatitinde
daha 6nce kullanilmamistir ve igerdigi bakterilerin izole edilmeden verilmis olmasi
bekledigimiz etkinin olugmamasina neden olabilir. Ayrica kullandigimiz kefirin
icindeki laktobasillerin, antioksidan 6zellik gosteren tiirleri icerip igermedigini kesin
bilmemekteyiz.

Katalaz ve SOD degerlerinin aksine olarak karaciger dokusunda GPX diizeyi
NK grubunda, TAA-%10K grubuna gore anlamh diizeyde (p<0.05) diisiik saptanda.
Yine GPX diizeyi, %10K ve %20K gruplarinda TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K
gruplarina oranla anlamh diizeyde (p<0.05) diisiikk olarak saptandi. Bu sonucun
katalaz ve SOD enzimlerinden farkli c¢ikmasi, GPX enziminin, ayn1 zamanda bir
antioksidan madde olan selenyumu icermesine bagl olabilir.

Yapilan bir calismada probiotiklerin hepatik ansefalopati patogenezini
etkileyebilecek cesitli etki mekanizmalarina sahip oldugu ve geleneksel tedaviye
istiin olabilecegi saptanmustir (1). Baska bir klinik calismada 55 kronik hepatik
ansefalopatili karaciger sirozu hastasina 4 hafta siireyle standard tedavi ve
Enterococcus faecium M-74 ile birlikte selenium verildiginde, portal sistemik
ansefalopati indeksinin anlamli olarak diizeldigi, asterikslerin kayboldugu, kan
amonyak diizeyleri ve say1 tamamlama testinin 8-9 haftada normal paterne dondiigii
gozlenmistir (17). Calismamizda karaciger dokusunda MDA diizeyi, %20K grubunda
TAA-%10K grubuna oranla anlamli diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. Diger
gruplar arasinda anlamh bir farklilik gézlenmedi. Yapilan bazi ¢alismalarda kefirin
antioksidan 6zelligi gosterilmistir (19, 20) Farelerde olusturulan karbon tetrakloriir
toksisitesinde kefirin antioksidan parametreleri olumlu yonde etkiledigi ve lipid
peroksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (21). Fakat bizim yaptifimiz calismada
kefirin, lipid peroksidasyonun bir belirteci olan MDA seviyelerini olumlu y&nde

etkilemedigi gozlendi.

Bilindigi gibi MPO nétrofil infiltrasyonunun bir belirtecidir. Serbest
radikaller dokulara olan dogrudan hasar yapici etkilerine ilaveten, 16kositlerin hasarli
dokuya toplanmasim saglayarak doku hasarinin aktive notrofiller tizerinden daha da
kotiilesmesine neden olurlar (101). Fagositik lokositler uygun sekilde uyarildiklar

zaman oksijen tiiketimlerini artirirlar. Buna nétrofillerin respiratuvar/oksidatif
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patlamasi denir. Aktive nétrofiller MPO, elastaz, proteaz gibi baz1 enzimler salgilar
ve oksijen radikalleri aciga ¢ikarirlar (102). MPO nétrofillerin oksidan iiretiminde
bas rol oynar. Peran ve arkadaslarimin yaptig1 bir calismada probiyotiklerin deneysel
kolit olusturulmus ratlarda MPO seviyelerini azalttig1 saptanmistir (103). Yaptigimiz
bu calismada MPO diizeyleri TAA-%10K grubunda, % 10K grubuna oranla anlamh
diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. TAA-%20K grubunda ise kontrol gruplarina
oranla anlamli diizeyde (p<0.05) yiiksek saptandi. Diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilagma saptanmadi. Sonug¢ olarak bizim c¢alismamizda kefirin, TAA verilen

ratlarda MPO diizeylerini diisiirmedigini saptadik.

Probiyotikler, dogal ve kazanilmis immiin yamti diizenlemede etkili
olabilirler. Probiyotik bakteriler Escherichia coli ve laktobasillerin monosit
popiilasyonlarimi  ve  proinflamatuvar sitokin ekspresyonunu azalttigt ve
antiinflamatuvar IL-10 yapimimi artirdigt  gosterilmistir  (22). Lactobacillus
rhamnosus GG’nin, “lipopolisakkarid-stimulated macrophage” TNF-alfa yapimim
inhibe etttigi saptanmustir (23). Yeni bir caligmada kefirin, farelerde Th2 yanitini
daha giiclii olarak uyardigi ve Thl yamtinin kontrol edildigi bildirilmistir (24).
Probiyotik bakterilerin ve DNA’larinin, TNF-alfa’ya yanitta, niikleer transkripsiyon-
kB yolagim1 inhibe ettigi gozlenmistir (25). Komensal anaerobik barsak
bakterilerinin, “peroxisome proliferator activated receptor-gamma’nin aktivasyonu
yoluyla NF-xB aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (26). Probiyotiklerin,
TNF’nin  uyardigi  proapoptotik  p38/mitogen-activated  protein  kinase’in
aktivasyonunu azaltmak suretiyle sitokinlerin uyardigi apoptozu inhibe ettikleri de
bulunmustur (27). Bizim ¢alismamizda karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri, TAA-
%10K ve TAA-%20K gruplarinda diisiik diizeyde olmalarma ragmen, kontrol
gruplantyla karsilagtirnldifinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklihik gozlenmedi. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri, %10K ve %?20K
gruplaria oranla TAA, TAA-%10K ve TAA-%20K gruplarinda anlamli diizeyde
(p<0.05) diisiik olarak saptandi. Yine NK grubuna oranla TAA-%10K grubunda IL-
10 diizeyi anlamhi diizeyde (p<0.05) diisiik saptandi.
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6. SONUC
Calismamizda i.p. olarak 350mg/kg/sican dozunda TAA verilen tiim

gruplarda hem biyokimyasal analizlerde hem de histopatolojik olarak akut hepatit
gelistigi gozlendi. Karaciger dokusunda glutatyon diizeyi, %20K grubunda diger tim
gruplara oranla anlamh diizeyde yiiksek saptandi. TAA-%10K grubunda ise diger
tiim gruplara oranla anlamh diizeyde diisiik saptandi.

Karaciger dokusunda katalaz diizeylerinde, TAA grubunda kontrol gruplarina
oranla yiiksek olmasina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gbézlenmedi.

Karaciger dokusunda SOD diizeyleri TAA alan tiim gruplarda, kontrol
gruplarma oranla anlaml diizeyde diisiik saptandi. Fakat GPX diizeyleri TAA alan
gruplara oranla kontrol gruplarinda anlaml diizeyde diisiik saptand.

Karaciger dokusunda MDA diizeyi, %20K grubunda TAA-%10K grubuna
oranla anlamh diizeyde yiiksek saptandi. Diger gruplar arasinda anlaml bir farklilik
gbzlenmedi.

MPO diizeyleri TAA-%10K grubunda, %10K grubuna oranla anlamh
diizeyde yiiksek saptandi. TAA-%20K grubunda ise NK, %10K ve %20K gruplarin
oranla anlamli diizeyde yiliksek saptandi. Diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilagma saptanmadi.

Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri, TAA-%10K ve TAA-%20K
gruplarinda diisiik diizeyde olmalarina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gdzlenmedi

Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri ise TAA alan gruplarda, kontrol
gruplarma oranla diisiik saptandi.

Biitiin bu bulgular goz Oniinde bulunduruldugunda, TAA ile olusturulan
AKY’de, daha ©nce yapilan calismalarda antioksidan oOzelligi bilinen kefirin
koruyucu etkisinin olmadigi, aksine zararli olabilecegi gozlendi. Bu sonucun karkli
nedenleri olabilir. Kefirin, standart bir doz uygulamasi heniiz netlik kazanmamastir.
Calismamizada kefir % 10 ve % 20’lik dozlarda verildi. Dolayisiyla AKY modelinde
kefirin hangi siire ve dozda kullanilacagi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica bizim
kullandigimiz kefirin icindeki laktobasillerin, antioksidan ozellik gosteren tiirleri

icerip icermedigini kesin bilmemekteyiz. Sigcanlara verdigimiz kefirin, AKY’de
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protein yiikii olusturabilecegi de bir bagka faktor olabilir Bu nedenle AKY
tedavisinde kullanilabilecek ve ilaglara bagli gelisen hepatotoksisiteyi Onleyecek

ve/veya azaltacak yeni tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ vardir.
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7. OZET

SICANLARDA TiYOASETAMID iLE UYARILAN AKUT KARACiIiGER
YETMEZLiGiNi ONLEMEDE KEFiRiN ETKINLiGiNiN ARASTIRILMASI

Fulminan karaciger yetmezligi, akut hepatitin ciddi bir koplikasyonudur.
Masif karaciger hiicre nekrozu ve ansefalopati ile karakterizedir ve yliksek mortalite
oran1 ile birliktedir. Etkinligi kamitlanmis tek tedavi yontemi acil karaciger
transplantasyonudur. Bugiine kadar pek cok ila¢c denenmis, fakat biitiin bu medikal
tedavilerin etkinligi sinirhidir ve yeni tedavi yontemlerine ihtiyac vardir.

Bu calismamzda tam doz TAA’ya baghh AKY’de kefirin etkinligini
degerlendirmeyi amacladik. Deneye 48 sican alinarak, ii¢ adet altili ve ii¢ adet onlu
toplam 6 grup olusturuldu. Ayrica, 30 sicanda siirvi tayini yapildi. Hepatotoksik ajan
olarak i.p. olarak 350mg/kg/sican dozunda TAA kullanildi. Sakrifye edilen siganlarda
karaciger fonksiyon testleri, doku diizeyinde GSH, katalaz, GPX, SOD, MPO, MDA,
TNF-a, IL-10 gibi biyokimyasal parametreleri degerlendirdik. Ayrica histopatolojik
degerlendirmede hepatoseliiler nekroz derecesine bakildi.

Calisma sonucunda, karciger histopatolojisi degerlendirildiginde TAA verilen
gruplarda akut hepatit gelistigi gozlendi. Ancak TAA alan gruplar arasinda
histopatolojik olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. Bununla birlikte kefir verilen
gruplarda transaminaz diizeyleri, PT ve INR degerleri daha yiiksek saptandi. Ayrica
antioksidan ozelligi olan glutatyon diizeyleri kefir verilen gruplarda diisiik saptandi.

Sonug olarak AKY’de kefirin etkinliginin aksine zararli olabilecegini saptadik.

Anahtar kelimeler: Kefir, Akut Karaciger Yetmezligi, oksidatif stres, thioacetamide

bagh hepatotoksisite.
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8. INGILiZCE OZET

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF THE KEFIR
ON THE THIOACEDAMIDE INDUCED ACUT HEPATIC FAILURE IN
RATS

Fulminant hepatic failure (FHF) is a serious complication of acute hepatitis. It
is characterized by massive cell necrosis and encephalopathy, and is associated with
high mortality. Liver transplantation is the single treatment option. Many drugs have
been tried for the treatment, however none of them have been found successful.
Therefore, new treatment modalities are needed.

In this study, we aimed to investigate protective effect of kefir on the full dose
Thioacetamide (TAA) induced the FHF in rats. Fourty eight rats were divided into
six groups, 3 containing 6 rats and other 3 groups were containing 10 rats in each
group. Addionally, survey evalution was done on 30 rats. As a hepatotoxic agent,
TAA in 350 mg/kg/rat dose i.p. was used. We analyzed liver function tests and
biochemical parameters in liver tissue such as GSH, catalase, GPX, SOD, MPO,
MDA, TNF-a and IL-10. In addition, hepatocellular necrosis was investigated with
histopathologic examination.

As a result of histopathologic examination, acute hepatitis was developed in
all groups which were treated with TAA. However, there was no significant
difference between the groups. In addition, in the groups which Kefir were used,
transaminases, PT and INR values were higher comparing to those in TAA was used.
Glutation, which has antioxidant effect, was lower in kefir groups comparing to
those in other groups.

In conclusion, we have found that kefir might be harmful in contrast to our

previous hypothesis that kefir can have favorable effects on gastrointestinal system.

Key words: Kefir, Fulminant Hepatic Failure, Oxidative stress, Thioacetamide

induced hepatotoxicity
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