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OZET

Hepatik ensefalopati (HE), karacigerdeki fonksiyon bozulmasi sonucu gelisen
beyin hasarin1 tanimlayan bir terimdir. Deneysel karaciger hasari olusturmada D-
galaktozamin, karbontetrakloriir ve tiyoasetamid (TAA) gibi birgok hepatotoksin
kullanilmaktadir. Silimarin (Sm), deneysel karaciger hasarlarinda anti-oksidan, anti-lipid
peroksidatif, anti-inflamatuar, hiicre zarmi koruma, bagisiklik sistemini giiclendirme ve
karaciger yenileme gibi Ozellikleri olan polifenolik bilesiktir. Bu deneysel caligmada
sicanlara intraperitoneal TAA verilerek olusturulan HE’de gelisen karaciger ve beyin
hasarma kars1 oral uygulanan Sm’nin olas1 koruyucu etkileri arastirilmigtir. Bu amagla 28
adet Sprague Dawley cinsi erkek sican her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba [Kontrol
(ilk 14 giin % 0.2 DMSO ikinci 14 giin % 0.9 SF), TAA (ilk 14 giin % 0.2 DMSO ikinci 14
giin 50 mg/kg TAA), 50+50 ve 100+50 mg/kg Sm+TAA verilen 3. ve 4. gruplar (ilk 14
giin Sm ikinci 14 giin TAA) uygulanmistir] ayrildi.

Deney sonunda anestezi altinda kalpten aliman kanin bir kismindan kan sayimi
(WBC, RBC, PLT, hemoglobin) yapildi. Kalan kandan ise serum (GPx, TAS, TOS, iirik
asit, BUN, ALT, AST, ALP, LDH) ve plazma (MDA) elde edildi. Akabinde karaciger,
beyin ve beyincik dokular1 alinarak histolojik ve immiinohistokimyasal (ihk) olarak
incelendi. Sadece TAA verilen deney grubunda karaciger ve beyin dokularindaki hasar
hem histolojik hem de ihk (Bcl-2 aktivitesi azalirken Bax, kaspaz-3, Tunel ve TNF-a
aktiviteleri artti.) ve biyokimyasal olarak gozlendi. Ayrica periferik kanda 16kosit ve
trombosit sayilart 6nemli oranda yiikseldii TAA nedenli hasar karaciger doku
homojenatindan Olclilen miRNA-122, miRNA-192 ve miRNA-194 seviyelerinin
azalmasiyla da dogrulanmustir. Ihk sonuclarma gdére TAA’nin beyinde hasar yapip
beyincikte yapmamasinin kan beyin bariyerinin heterojen yapisindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Sm’nin 6zellikle yiiksek dozunun TAA nedenli karaciger ve beyin
hasarlarin1 6nlemede oldukg¢a etkili oldugu hem histolojik hem de biyokimyasal ve ihk
olarak gdzlenmistir. Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Yerel Hayvan Etik

Kurulunun izni ile yapilmistir (No: 513-2/2016).

Anahtar Kelimeler: Tiyoasetamid, hepatik ensefalopati, Silimarin, Antioksidan, miRNA,

Sigan
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SUMMARY

Hepatic encephalopaty (HE) is a term which describe brain damage caused by liver
dysfunction. To create experimental liver damage has been used several hepatotoxin such
as D-galaktozamin, carbontetrachloride ve thioacetamide (TAA). Silymarin (Sm) is
polyphenolic compound being properties such as anti-oxidant, anti-lipid peroxidative, anti-
inflammatory, cell membrane protection, immune system enhancing and liver renewal. In
this study, the possible protective effects of Sm that was administered orally were
investigated against brain and liver damage which were induced by TAA intraperitoneally.
For this purpose, total 28 male Sprague Dawley rat were divided into 4 equal group
[Control (the first 14 day % 0.2 DMSO, the second 14 day % 0.9 SF), TAA (the first 14
day % 0.2 DMSQO, the second 14 day TAA), 3. and 4. groups given that 50+50 ve 100+50
mg/kg Sm+TAA (the first 14 day Sm, the second 14 day TAA) were administrated].

At the end of the experiment, blood count (WBC, RBC, PLT, hemoglobin) was
some part of the blood taken from the heart taken under anesthesia. Serum (GPx, TAS,
TOS, iirik asit, BUN, ALT, AST, ALP, LDH) and plasma (MDA) were obtained from
remaining blood. Subsequently liver, brain and cerebellum tissues were removed and they
were examined histologically and immunohistochemically. In only TAA treatment group
was observed liver and brain damage Dbiochemically, histologically and
immunohistochemically (Bax, caspase-3, TUNEL, TNF-a activites increase whereas Bcl-2
activity reduced). In addition, the number of leukocytes and platelets increased
significantly in peripheral blood. TAA-induced damage was also confirmed by decreased
levels of miRNA-122, miRNA-192 and miRNA-194 measured from liver tissue
homogenate. According to the immunohistochemical results, it has been thought that it
does not damage to the cerebellum while TAA damage to the brain derive from
heterogeneous structure of the blood-brain barrier. It has been observed that especially
high doses of Sm are highly effective in preventing liver and brain damage caused by
TAA, both histologically and immunohistochemically and biochemically. This study was
conducted with the permission of the Local Animal Ethics Committee of Eskisehir

Osmangazi University (No: 513-2/2016).

Keywords: Thioacetamide, hepatic encephalopathy, Silymarin, Antioxidant, miRNA, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatik ensefalopati (HE), normal karaciger fonksiyonlarina sahip bireylerde etkin bir
bicimde detoksifiye edilen ancak karaciger yetmezligi olan hastalarin detoksifikasyon
mekanizmasinin bozulmasina bagli olarak amonyak gibi toksik maddelerin beyin
dokusunda birikmesi ve buna bagli olarak beyin fizyolojisinin ve anatomisinin bozulmasi
ile ortaya ¢ikan ciddi bir noropsikiyatrik sendromdur (Butterworth, 2015). HE’li hastalarda
hasarin derecesine bagli olarak motor hareket bozuklugu, kognitif ve duygusal bozukluklar
goriilmektedir. HE patogenezinde hipoglisemi, hipotansiyon, sepsis, ates ve hipokseminin
de rol aldig1 bilinse de hayatin1 kaybeden hastalarin %80'inde ve komadakilerin ise
neredeyse tamaminda hiperamonyemiye bagli olarak gelistigi diisiiniilen ve kafa ici
basingta artiga (astrosit sismesinden kaynakli) neden olan serebral 6demin rok oynadigi
digiiniilmektedir (Monfort vd., 2002). HE'de olusan norolojik degisikliklerin
patogenezinde ana roller oynayabilen gama-aminobiitirik asit (GABA) ve glutamat iceren
noronlar1 ve norotransmitter sistemlerini etkilemektedir. Glutamat, merkezi sinir
sistemindeki pek c¢ok beyin ve norolojik fonksiyonda rol oynayan ana uyarici
norotransmiterdir (Felipe, 2013; Llansola vd., 2013). N-metil D-aspartat (NMDA) nin
(glutamat reseptorii) bloke edilmesinin, sicanlarda HE tarafindan indiiklenen degisiklikleri
tyilestirdigi ve 6liimlerini geciktirdigi gosterilmistir (Cauli vd., 2014). NMDA reseptorleri
uyarici sinaptik aktarimda anahtar rol oynar ve ayrica HE'nin patolojik degisikliklerinin
tedavisi igin potansiyel hedefler oldugu diisiiniilmektedir (Felipe, 2013). Insanlarda
astrositler ve farkli HE modelleri, diger degisikliklerin yani1 swa Alzheimer tip II
astrositlerin goriiniimiinii ve perivaskiiler astrositik ayak islemlerinin sigsmesini gz Oniine
alarak asir1 formda sitoplazmik genisleme, dejeneratif mitokondriyal degisiklikler ve

genisletilmis ¢ekirdekler sunar (Pilbearn vd., 1984).

Miirinlerde deneysel olarak HE modeli olusturmak icin ise D-galaktozamin,
karbontetrakloriir ve tiyoasetamid (TAA) gibi bircok hepatotoksin kullanilmaktadir.
Yaygin olarak kullanilan TAA’nin akut uygulamasinin hepatite, kronik uygulamasinin ise

siroza neden oldugu gosterilmistir (Wallace vd., 2015).



TAA, C,HsNS formiiline sahip bir organosiilfir bilesigidir. 1983 yilinda
kanserojenlerle ilgili ii¢lincii yillik raporda TAA’nin smnif 2B (muhtemel karsinojen)
oldugu tanimlanmistir (Low vd. 2004). TAA metabolizmasmnin ara irini TAASO
niikleollerin  genislemesinden, niikleer hacmin artmasindan, Ca'nin hiicre i¢i
konsantrasyonunun artmasindan, hiicre gecirgenligindeki degisiklikten ve mitokondriyal
aktiviteyi inhibe etmekten sorumludur (Gupta ve Dixit, 2009). Diger ara metabolit
TAASO2 nitrik oksit sentazi (iNOS) ve NF-kB'yi (niikleer faktor-kB) salgilamaktan,
santrilobiiler nekrozu yonlendirmekten ve protein denatiirasyonundan sorumludur

(Rahman ve Hodgson, 2003).

TAA ile karaciger hasarinda iltihaplanma makrofajlar, lenfositler, nadir goriilen
plazma hiicreleri ve nadir eozinofiller veya nétrofillerden olusur ve portal izleriyle
smirhidir (Pogribny vd., 2008). Nekroz ayrica kronik karaciger hasarinda ¢ok belirgin bir
ozelliktir. Su, yag ve protein birikiminin bir sonucu olarak sisme meydana gelir. Kronik
karaciger hasar1 hemen her zaman siniizoidal yildiz hiicrelerinin ve portal kanal
fibroblastlarinin  belirgin aktivasyonuna eslik eder ve bu da fibrozise yol agar

(Zimmermann vd., 2011).

Silymarin (Sm), Silybum Marianum bitkisinden elde edilen bir flavinoiddir. Anti-
hepatotoksik 6zelligi nedeniyle yillardir klinik kullanimi mevcuttur ve igindeki major
biyoaktif komponent silibinindir.  Antiproliferatif, pro-apoptotik antianjiyojenik,
antioksidan antiinflamatuar ve immiinmodiilator etkileri mevcuttur. Silymarin’in hepatit,
siroz, prostat kanseri, kolorektal kanserler ve kiiciik hiicreli akciger kanserindeki etkinligi
birgok calismada gosterilmistir. Sm farkli ajanlara karsi kemopretentif etkinligi de
gosterilmig bir ajandir. Sm’nin kemopretentif etkisi antioksidan 6zelliginin getirisi olarak
serbest radikalleri diizenlemesi ile olusmaktadir (Valenzuela ve Garrido, 1994). Lipid
peroksidasyonu ve TNF aracilig1 ile olugan serbest oksijen radikallerini suprese ederek etki
gosterir. Hiicre igi glutatyon peroksidaz aktivitesine etki ederek hiicre i¢i glutatyon
miktarmi arttirdigr bilinmektedir (Manna vd., 1999). Sm’nin, asetaminofen, karbon
tetrakloriir, radyasyon, asir1 demir yiikii, fenilhidrazin, alkol ve soguk iskemiden
kaynaklanan karaciger hasarini azalttig1 bulundu (Abenavoli vd., 2010). Silimarin, plazma
zarinin biitiinligilini koruyarak karaciger hasarini dnler, boylece enzimlerin sizmasini dnler

(Pradeep vd., 2007) Sm’nin, sitokin iiretiminin inhibe edilmesinden kaynaklanan anti-



inflamatuar &zelliklere sahiptir. Sm, karaciger rejenerasyonunu ve yeni hepatosit
olusumunu arttirir. Bununla birlikte, silimarinin, rejeneratif hiicrelerde DNA replikasyonu

ve mitozuna yardimci olabilecegi hala bilinmemektedir (Kiruthiga vd., 2007).

Bu calismada TAA nedenli karaciger hasarinda beyin, beyincik ve karacigerde

silimarinin 6n koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

Karaciger hastaliginin davranigsal degisikliklerle iliskili oldugu gbzlemi Hipokrat'a
dayanmaktadir. Ancak sirozun deliryum ve koma ile iligkisinin ilk kesin agiklamasi 18.
ylizy1lda Morgagni tarafindan yapilmistir (Morgagni, 1761). Bununla birlikte, duruma
iliskin temel patofizyolojik i¢cgorii, kopeklerde portal-sistemik santin yaratilmasiyla beyin
fonksiyon bozuklugunu indiikleyen Hann ve arkadaslar1 (Hahn vd., 1883) tarafindan
yapilmistir. Ayrica azot metabolizmasi ile bir baglant1 oldugunu kanitlayabilmislerdir. Oral
olarak uygulanan amonyak tuzunun sirozlu hastalarda komaya veya sersemlige neden
oldugu van Coulert ve arkadaslar: tarafindan gosterilmistir (Van Caulert vd., 1932) Ilging
sekilde ayni deneklere uygulanan ayni miktarda amonyak tuzunun beyindeki toksik
etkisinin dogrudan olmadig1 ve beyindeki bazi metabolik siireclerin de beyin hasari

stirecine aracilik ettigi gosterilmistir (Nayrac, 1961).

Karaciger yetmezliginde, beyin fonksiyonu degismektedir. Akut-kronik karaciger
yetmezligi baslangigcta anormal davranis ve kotiilesmis bilis olarak ortaya ¢ikmakta ve bu
hastalikta akut ve siddetli karaciger yetmezligindeki hastalarda beynin sismesine neden
olabilmekte ve hastalar beyin fonksiyonlarin1 tamamen kaybedebilmektedir (Wijdicks,

2016).

Hepatik ensefalopati (HE), karaciger yetmezligi sonucu degisen ndropsikiyatrik
sendromdur. Baslangic1 kademeli veya ani olabilmektedir. Beyin fonksiyonunun kii¢iik
belirtilerinden derin komaya kadar degisen ¢ok cesitli noropsikiyatrik semptomlar1 igeren
zihinsel durumdaki degisikliklerle karakterizedir (Ferenci vd., 1998). ileri sirozlu
hastalarda yogun bakim iinitesine basvuru i¢in en yaygin endikasyonlardan biridir.
Yalnizca ABD'de HEmin primer tanist i¢in hastaneye yatirilan 40.000'den fazla hasta
bulunmaktadir ve bu da yaklasik 932 milyon dolar toplam harcamaya neden olmaktadir.
Diger iilkelerdeki veriler eksik olmasina ragmen hasta ve toplum i¢in finansal olarak biiytik

bir yiike neden oldugu bilinmektedir (Poordad, 2007).
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HE'yi derecelendirmede en sik West Haven kriterleri kullanilmaktadir. Skorlar1 T - IV
arasinda degismektedir (IV-koma). Bununla birlikte, minimal hepatik ensefalopati (MHE)
veya evre [-HE olan hastalar1 teshis etmek giigtiir. HE tedavisindeki ilk adim hipovolemi,
gastrointestinal kanama, enfeksiyon, asir1 diiiretik kullanimi, ishal, kusma, hiponatremi,
hipokalemi veya hiperkalemi, kabizlik ve benzodiazepin kullanimi ile tedavisidir (Riordan,

1997).

Siddetli karaciger yetmezligi olan hastalar arasinda, akut hepatik ensefalopatiden
beyin 6demine ilerleme, yliksek mortalite ile iligkilidir. Organ nakli yapilan hastalarda
Olim orani1 oldukga diisiiktiir. Sagkalim orani, nakil sonrast ilk 5 yilda %70'ten fazladir
(Bernal, vd., 2013) Ancak siddetli hepatik yetmezligi olan bes hastadan sadece biri
transplant almaktadir (Reuben vd., 2016).

Toksik hepatit nedenleri genel olarak ii¢ baslik altinda incelenmektedir. Bunlar;
ilaglar (asetominofen, methotrexate vb.), dogal toksik ajanlar (CCL4, TAA, vb.) ve
kimyasal maddelerdir (PAH vb.). Klasik tedavi amagl ilaglar, vitaminler, alkol, kokain,
ekstazi, mantar, endiistriyel kimyasal ilaglarin yani sira Ozellikle son yillarda sifali
bitkilerin bazilarinin da karacigerde toksik olaylara neden olabilecegi belirtilmistir

(Broulac-Sage ve Balabaud, 2004; Narci ve Teoh, 2006).

Tiyoasetamid (TAA), sitomegaliye neden olarak karacigere zarar veren ve
kanserojen aktiviteye sahip organosiilfiir, beyaz kristalli bir bilesiktir (Ichimura vd., 2010).
TAA, sicanlarda akut bir karaciger hasarini indiiklemek i¢in kullanilmaktadir. TAA,
sicanlara verildikten hemen sonra tiyoasetamid-S-okside ve asetamide metabolize edilir.
Tiyoasetamid-S-oksit, hiicre gecirgenligi ve Ca’ alimindaki degisiklikten sorumlu olan bir
hiicredeki makromolekiillere baglanmaktadir. Kalsiyum depolarinin bu sekilde kesilmesi
niikleer hacmi arttirir, niikleoliyi biliylitiir ve sonunda hepatik nekroza yol agan

mitokondriyal aktiviteyi inhibe etmektedir (Bruck vd., 2004; Hajovsky vd., 2012).

Sathyasaikumar vd.’nin (2007) yapmis olduklar1 c¢aliymada, 24 saat arayla
intraperitonel (i.p) olarak 300mg/kg TAA verilen sicanlarm karaciger enzimlerinde (ALT
ve AST) ve amonyak miktarinda kontrol gurubuna gore anlamli bir artis oldugu

belirlenmistir (Sathyasaikumar vd., 2007).



Singh ve Trigun (2010), tarafindan yapilan bagka bir caligmada, 10 giin boyunca i.p
olarak 100mg/kg TAA verilen siganlarin beyinciklerinde NADPH dehidrogenaz
aktivitesinde onemli bir artis oldugu immiinhistokimyasal olarak gosterilmistir (Singh vd.,

2010).

Karaciger, ¢ogu biyokimyasal siirecte yer alan ana homeostatik organ ayrica zararl
ilaglar1 ve kimyasallar1 detoksifiye eder. Sarilik ve karaciger iltihab1 vakalarinin artmasiyla
birlikte, dogal kaynaklardan hepatoprotektif ilaglarin gelistirilmesi gerekli hale gelmistir
(Naji vd., 2017). Bitkisel iiriinlerden elde edilen ilaclarin kullanim1 bilimsel arastirmalarda
eski bir uygulamadir. Cok ¢esitli hastaliklarda kullanildiginda, 6nemli faydalar1 olan bir¢ok
molekiil bulunmaktadir. Bu molekiiller arasinda, yiizyillar boyunca, Sm’nin ¢ok énemli bir
rolii olmustur (Pradhan ve Girish, 2006). Silybum marianum'un potansiyel olarak saglikli
etkileri olan bir bitki olarak ekilmesi, Eski Misir ¢agina dayanmaktadir (Schadewaldt,
1969).

Song vd., Sm (200 mg/kg), toplam ii¢ doz, her 12 saatte bir 5 g/kg viicut
agirhigindaki etanoliin gavaji nedeniyle olusan oksidatif stresi azaltabildigini ve ayrica
ALT artisini, glutatyonun (GSH) azalmasini, lipit peroksidasyonu ve TNF-a artmasini
onledigini gostermistir (Song vd., 2006).

Sm’nin karaciger iizerindeki koruyucu etkisi ile ilgili baska bir ¢calismada, Wu vd.
(2015) yapilan g¢alismada, Sm (25mg/kg) ile 7 hafta boyunca beslenen sicanlarin
karacigerlerinin 2/3’0i 7. haftanin sonunda almmmistir. RT-PCR sonuglarina gore hiicre
dongiistindeki G1, S, G2, ve M fazlar1 proteinlerin ifadelerinin karacigerleri alinan

sicanlarda kontrol grubuna gore daha arttigin1 gosterilmistir (Wu vd., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naji%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28818066

3. GENEL BIiLGIiLER

3.1. Hepatik Ensefalopati

Hepatik ensefalopati (HE), karaciger fonksiyon bozuklugundan kaynakli olarak
serebral fonksiyondaki degisimleri tanimlamada kullanilan terimdir. Karaciger hastaligmin
farkl tipleri (akut karaciger yetmezligi (ALF) ya da kronik karaciger yetmezligi (CLF))
farkli serebral ve norolojik degisimlere yol agmakta ve boylece HE nin her bir formu farkli

mekanizmalarla iligkilendirilmektedir (Stepanova vd., 2012).

Yaygin serebral fonksiyon bozukluguyla seyreden bu sendromun geri doniisiimlii
olmasi, metabolik bir mekanizmanin rol oynadigini diisiindiirmektedir. Fakat HE i¢in tek
bir metabolik bozuklugun sorumlu oldugunu sdylemek miimkiin degildir. Temel
mekanizma, hepatoselliiler yetmezlik ve/veya santlar nedeniyle barsak kaynakli bazi
maddelerin hepatik klirensinin yetersizligi ve beraberinde aminoasit metabolizmasindaki
bozukluk sonucunda serebral norotransmisyonda ortaya ¢ikan degisikliklerdir (Bacon,
2008). Cesitli noroaktif toksinlerin (6zellikle amonyak) ve ndrotransmitter sistemlerin bu
stirecte rol oynadigi ve karsilikli etkilesim i¢cinde oldugu diistiniilmektedir. HE’de oksijen
(0O;) ve glukozun serebral metabolik oranlarmin azalmasinin da, ndronal aktivitedeki

azalmaya bagli oldugu diistintilmiistiir (Miimtaz vd., 2010).

3.1.1. Hepatik ensefalopatinin patofizyolojisi

Bircok bilimsel arastirmaya ragmen, HE'ye neden olan patofizyolojik
mekanizmalar tam olarak anlagilamamaktadir. HE'nin patogenezinde en yaygin kabul
goren teori, bagirsakta iiretilen azotlu maddelerin (basta amonyak) serebral fonksiyonu
olumsuz etkilemesidir. Kortikal kiitlenin %30'unu olusturan astrositler, amonyak
metabolize edebilen tek serebral hiicrelerdir ve HE'deki degisikliklerin ¢ogunlugunun
hiicresel temeli olarak diisiiniilmektedir. Astrositler, HE'de morfolojik olarak degismekte
ve akut karaciger yetmezliginde sismektedir. Bununla birlikte, artmig amonyak

konsantrasyonunun HE patogenezindeki 6nemine siiphe yoktur (Haussinger vd., 2010).



8

HE’nin altinda yatan iki ana faktor inflamasyon ve hiperamonyemidir. Beyinde
amonyak detoksifikasyonunun mekanizmasi, astrositlerde bulunan glutamin sentetaz
tarafindan glutamatin glutamine dontigiimiidiir. Amonyak detoksifikasyonu yiiziinden
astrositlerde glutamin birikimi sitotoksik 6deme neden olmaktadir (Oria vd., 2010; Cauli

vd., 2013).

3.1.2. Amonyak teorisi

Uzun yillardir amonyagin HE patogenezinde rol oynayan ana ndrotoksin oldugu
disiiniilmektedir. Amonyak, genellikle bagirsak bakterilerinden ve ince bagirsakta
glutaminin metabolizmasindan bazen de bobrek ve kas dahil olmak iizere cesitli
dokulardan {iretilmektedir. Hiperammonemi nedenli HE olusumunun mekanizmasi
belirsizligini korumakla birlikte hiicre i¢i amonyak diizeylerinin yiikselmesinin, esasen

gama amino biitirik asit (GABA)’1 agonize ettigi diisiiniilmektedir (Watanabe vd., 1984).

Amonyak hem aminoasit metabolizmasi yoluyla hem de bagirsak bakterilerinden
iretilmektedir. Yetiskin insanlarda giinde yaklasik 1000 mmol (17 g) amonyak iiretilmekte
(Cotran vd., 2005) bunun bir kismi1 da biyosentez sirasinda tekrar kullanilabilmektedir.
Geri kalan kismi ise atiktir ve norotoksiktir. Amonyagin portal kandaki normal
konsantrasyonu 300 ila 600 uM arasinda degismektedir. Yiksek konsantrasyonlarda
bulunan amonyak kandan neredeyse tiim organlara niifuz etmektedir. Beyin, amonyak gibi
toksik maddelerden kismen kan-beyin bariyeri tarafindan korunmasma ragmen asiri

miktarlarda amonyak beyine gegebilmektedir.



Sekil 3.1. Hepatik Ensefalopati ve beyin 6demi altindaki varsayillan mekanizmalar (Wijdicks,
2016).

Beyin, amonyagin zararli etkilerine yetiskinlige kiyasla gelisme doneminde ¢ok

daha hassastir. Kandaki amonyak konsantrasyonu yenidoganlarda eriskinlerden daha
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yiiksektir (Abdel-Misih ve Bloomston, 2010). Hiperamonyemi, siiresine ve derecesine
bagl olarak, beyinde zihinsel yavaslamaya yol agarak (D’Angelica, 2004) hiperkalemi,
kortikal atrofi, ventrikiiler genisleme ve demiyelinizasyona neden olan, kognitif bozukluk,
nobetler ve serebral felgten sorumlu gelismekte olan merkezi sinir sisteminde geri
dondiiriilemez hasar olusturabilmektedir (Moore, 1992). Viicutta artan amonyak miktarinin
N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptor (Glutamat reseptoril) fonksiyonlarinda uzun siireli
bozulmaya neden oldugu gosterilmistir (Emre, 2002).

Amonyak glutamaterjik sistemin yani sira diger norotransmitter sistemlerini de
etkilemektedir. Beyinde histamin, serotonin, dopamin ve noradrenalin sentezi
hiperamonyemiye bagh olarak degismektedir (Junqueira vd., 1993). Amonyak, farkli
molekiillerin kan-beyin bariyeri ge¢isini degistirmektedir. Amonyak ayrica GABA alimini

inhibe eder ve salinmasini arttirmaktadir (Bayramigli, 2005).
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Sekil 3.2. Hiperamonyemi sonucu olusan degisiklikler (Bosoi ve Rose, 2009)
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3.1.3. Astrosit sismesi ve kii¢iilmesi

Amonyagin astrosit sismesini tetikledigi bilinmektedir (Brzoska vd., 2003). Astrosit
sismesinin akut karaciger yetmezligi ile iliskili sitotoksik beyin 6demi (Junqueria vd.,
1998) ve intrakranyal basincin artmasi sonucu HE’li hastalarda 6liim nedeni olarak énemli
bir bilesen oldugu diistiniilmektedir (Brzoska vd., 2003;Stryer, 2005;Sendensky ve Dufour,
2011).

Serebral glutamin iceriginin hepatik ensefalopati derecesi ile pozitif korelasyon
gosterdigi belirtilmektedir (Broulac-Sage ve Balabaud, 2004). Glutaminin mitokondrial
permeabiliteyi artirdigi gosterilmistir (Narci ve Teoh, 2006). Amonyagin kendisi,
mitokondriyadaki glutamat alimini arttirmasma ragmen mitokondriyal sismeye neden
olmamaktadir (Kogure vd., 1999). Astrosit sismesi veya beyin 6demi ancak amonyak

toksisitesinin son sathalarinda goriilmektedir (Hussaini ve Farrington, 2007).

3.1.4. Tlgili molekiiler mekanizmalar

Gilintimiizde amonyak toksisitesi ile iligkili oldugu diisiiniilen bir¢ok faktor ve yol

izlenmektedir (Gomez-Lechon vd., 2010). Bu yollar sunlardir:

1. Oksidatif ve nitrosatif stres (Arici, 2008),

2. Glutamat-glutamin dongiistindeki olumsuz degisiklikler (Abboud ve Kaplowitz, 2007),
3. Mitokondriyal gegirgenlik gecisindeki degisiklikler (Deepa vd., 2014),

4. Sinir iletimine etki, mitojenle aktive protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonu ve

5. Transkripsiyon faktorii niikleer faktor-kappa B (NF-«xB) lizerindeki etkileri (Fitzhugh ve
Nelson, 1948).

Yukaridaki efektorlere ilave olarak amonyak toksisitesi reaktif oksijen/azot tiirleri
(ROS/RNS) iiretmekte (Cervinkova ve Drahota, 1998;Lotkova vd., 2007), cesitli
proteinleri ve kopyalama faktorlerini fosforile etmekte ve mitokondriyal disfonksiyona

neden olmaktadir.
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Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumu protein tirozin nitrasyonu (Cascales
vd., 1979), lipit peroksidasyonu (Bajt vd., 2006), proteinlerde sistein kalintilarinin
S-nitrosilasyonunu ve niikleik asit oksidasyonunu indiiklemektedir (Ramachandran vd.,
2011). Glutatyon, beyinin 6nde gelen antioksidanidir ve ROS ve RNS’lerin zararli
etkilerine kars1 koyabilmektedir.

Asir1  miktarda amonyak, Na'/K'-ATPaz'in aktivasyonu nedeniyle ATP
tilkkenmesine ve bu da Protein Kinaz C (PKC)’nin aktivasyonunun azalmasma neden
olmaktadir (Nicotera vd., 1990). Amonyak ayrica néronal trikarboksilik asit dongiisiiniin
aktivitesini ve astrositlerdeki glutamin sentezini arttirarak enerji metabolizmasini da
etkilemektedir (Ramadori ve Armbrust, 2001). Buna gore, asir1 amonyagin trikarboksilik
asit dongiisiinii inhibe ederek beyin enerji metabolizmasina miidahale ettigi ve bu
inhibisyonun beyin hiicrelerinde ATP tiikenmesine neden olabilecegi belirtilmektedir

(Neuman vd., 2001).

Astrositlerin baglica rollerinden biri asir1 amonyak iiretildiginde, glutamati glutamin
sentetaz yoluyla glutamine doniistiirmek ve ndronlar1 eksitotoksisiteye karsi korumaktir
(Neuman vd., 1998;Schwabe ve Brenner, 2006). Bu enzimin ekspresyonundaki
degisiklikler astroglial fonksiyonlarda meydana gelen degisiklikleri yansitmakta ve noronal
fonksiyonlar1 etkilemektedir (Kurose vd., 1997). HE’de, glutamat tasiyict maddenin
eksitator aminoasit tasiyici-2 (EAAT-2) ekspresyonu azalmakta bu da, astrositler ve
noronlar arasindaki glutamat/glutamin dongiisiinii engellemektedir. Sonug olarak eksitator
ndrotransmitter glutamatin hiicre dis1 seviyesi artmakta, NMDA reseptor aracili sinyalleme
aktif olmakta, RNS ve ROS iiretimi aktiflesmekte ve tirozin artiklar1 da nitratlanmaktadir.
Bu olay dizisi, hepatik ensefalopati patogenezinde bir kose tasi olarak diisiiniilmektedir

(Schneider vd., 1997).
3.1.4.1. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin iliskisi
Iyonotropik NMDA reseptérleri merkezi sinir sistemi (MSS)’de birgok role sahiptir

ve hiperamonyeminin neden oldugu belirtilerin ¢ogu NMDA reseptdrlerinin

aktivasyonuyla dogru orantilidir (Volkmann vd., 2007). Bu nedenle, amonyagin akut
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ndrotoksik etkileri esasen NMDA reseptorlerinin asirt aktiflesmesinden kaynaklanmaktadir

(Czaja, 2003).

Sican beyninde amonyak kaynakli hasar NMDA reseptorii antagonistleri olan NO
sentaz inhibitorii ve taurin tarafindan anlamh sekilde azaltilmaktadir (Wang vd., 2006).
Amonyak, astrositlerde indiiklenebilir NO sentaz (iNOS)’un ifadesini uyarip asirt NO
olusumuna yol acabilmekte bu da komsu ndéronlarda peroksinitrit (ONOQO") olusumunu ve
komsu noronlarm 6liimlerini tetiklemektedir (Berke, 1995). Amonyak ayni zamanda en az
i¢ sinyal molekiiliiniin kompleks etkilesimi sonucu apoptozu da uyarir: NO, PKC ve NF-
kB. NF-xB muhtemelen iNOS'un indiiklenmesine ve C6 glioma hiicrelerinde NO'nun
zehirli seviyelerinin olusumuna karigmaktadir (Pan vd., 1998). Sekil 3.3., amonyak
norotoksisitesinin ana seklini 6zetlemektedir.
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Sekil 3.3. Hiperamonyeminin nedenli hepatik ensefalopatiden sorumlu ana faktorler (Oja vd.,
2017).

3.1.4.2. GABA (Gama-Aminobutirik Asit)/Benzodiazepin reseptor kompleksi teorisi

Gama-Aminobutirik Asit (GABA) insanlardaki ana inhibitér norotransmitterdir ve
GABA  reseptor kompleksine (GRK) baglanarak aktiflesmektedir. Endojen
benzodiazepinlerin ve diger norosteroidlerin artan seviyeleri ndrotransmisyonun
inhibisyonuna yol a¢gmaktadir. HE'de serebral GABA diizeylerindeki degisiklikler de
bildirilmistir (Ahboucha ve Butterworth, 2004).
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3.1.4.3. Dallanmus zincirli amino asitler (DZAA) ve vanlis norotransmitter teorisi

Serebral noro-iletim, amino asitlerin MSS konsantrasyonu ve Onciilleri tarafindan
diizenlenmektedir. Ciddi karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalarda, aromatik amino
asitlerin (AAA) (triptofan, tirozin ve fenilalanin) dolagimdaki plazma konsantrasyonlari
yiikselmekte, dallanmis zincirli amino asitlerin (DZAA) (l6sin, izolosin ve valin)
konsantrasyonlar1 azalmaktadir. AAA ve DZAA, MSS'ye ortak bir tasima mekanizmasi
paylagsmakta ve artan AAA konsantrasyonunun bir sonucu olarak noronal seviyeler sahte
ndrotransmitterlerin  (octopamide ve feniletanolamid) iiretimine yol a¢maktadir

(Capocaccia vd., 1999).

3.1.4.4. Serotonin teorisi

MSS'de yaygin dagilim gdosteren bir ndrotransmitter olan serotonin, HE
patogenezinde bulunmaktadir. HE'deki ndronal serotonin sentezi, metabolizmasi,
depolanmas1 ve salinimindaki degisiklikler bir serotonerjik sinaptik ac¢igi isaret etmektedir.
Ayrica serebral serotoninin uyku, sirkadiyen ritim ve lokomosyonun diizenlenmesi igin

onemli oldugu bilinmektedir (Lozeva vd., 2004).

3.1.4.5. Cinko teorisi

Ure dongiisii enzimlerinin bir kofaktdrii olan ¢inko, siroz hastalarinda
tilkkenebilmektedir. Cinko takviyesi, ornitin transkarbamilazin aktivitesini arttirarak
amonyak atilimini arttrmaktadir. Ancak HE’de ¢inko takviyesi ile ilgili ¢eliskili klinik
veriler bulunmaktadir (Marchesini vd., 1996;Yoshida vd., 2001).

3.1.4.6. Manganez teorisi

Manganez birikimi sirozlu bircok hastanin bazal gangliyonunda olusmakta ve
karaciger transplantasyonunu takiben tersine donmektedir. Serum manganez
konsantrasyonu, HE derecesine gore az miktarda korelasyon gostermektedir (Mas, 2006).

Buna ragmen, manganez zehirlenmesinin klinik bulgusu ile HE'nin ekstrapiramidal
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bulgular1 arasindaki benzerlik yiiksek serebral manganez seviyelerinin HE gelisiminde rol

oynadigini diisiindiirmektedir.

3.2. Kan Beyin Bariyeri (KBB)

Kan beyin beriyeri (KBB) ilk defa 20. ylizyilin basinda Lewandosky ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir. KBB, endotelyal hiicrelerden (EH) ve EH’lerle baglantili siki
baglantilardan (SB), perisitlerden, astrositlerden ve ekstraseliiler matriks (ESM)’den
olugsmaktadir (Keaney ve Campbell). EH’ler damar duvarlarindan olusurken perisitler
vaskiiler bazal membrana gémiilmekte ve astrositik endfeet siiregler neredeyse tamamen
beyin kilcal damarlarina ¢ekilmektedir (Abbott vd., 2010). EH’ler ve onlarin SB’leri nihai
gecirgenlik bariyeri olmasma ragmen perisitler ve astrositler ana diizenleyici rol

oynamaktadirlar (Obermeier vd., 2013).

Beyin endotelyal hiicreleri arasinda siki baglantilar ve zonular desmosomlar
bulunmaktadir. Klaudin, okludin (siki baglanti), kaderinler (zonular desmosomlar) ve
birlesik adezyon molekiilleri (BAM) gibi ana transmembran proteinleri hiicre iskeletine
plazma proteinleri cingulin, katenin ve yanasik desmosom (zonula Occludentes) proteinleri
aracilifiyla baglanmaktadirlar. Konsantrasyon gradiyenti yoluyla suda c¢Oziinebilir
maddelerin hiicrelerarasi serbest difiizyonu biiyiik 6lciide sik1 baglantilarla yapilmaktadir.
Kiiciik lipofilik maddeler transseliiler yolaklar araciligiyla endotelyum boyunca difiize
olmaktadir. Diisiik seviyede transsitoz endotelyal hiicrelerde ya reseptor aracili ya da
reseptor aracisiz meydana gelmektedir. Bir dizi endotelyal tasiyici protein glukoz ve amino
asit gibi besinlerin hareketinden sorumludur. Ek olarak, Na', K', CI, HCO3, Ca*" ve diger
iyonlar1 tastyan ¢esitli iyon tastyiclart beyin iyon homeostazinin korunmasiyla ilgilidir

(Zlokovic, 2008).
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iz kas hiicreleri Endotelyum Astrositler Perisit

Sekil 3.4. Fizyolojik kosullar altinda mikrovaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan kan ve beyin
arasinda molekiillerin hareketinin diizenlenmesi (Anonim, 2018)

Kapiller endotelyal bariyer, bagirsak bariyeri, serebral spinal akis bariyeri, KBB ve
diger bir¢ok fizyolojik bariyer yabanci maddelere karsi viicudu savunmakta ve belirli
molekiillerin gecisini smirlamaktadir. Kompleks, dinamik ve uyarlanabilen ara yiizey
araciligiyla MSS ve kan arasinda maddelerin gecisini kontrol eden KBB, insan

viicudundaki en yogun bariyer ve MSS'nin temel koruyucusudur (Abbott vd., 2006).

KBB cogunlukla sik1 birlesimlere neden olan yogun doldurulmus beyin endotel
hiicreleri tarafindan olusmakta ve astrositik end-feet, limenle ve perisit hiicrelerle
cevrilmektedir (Sekil 3.4). Spesifik olarak, KBB'deki endotel hiicreleri ve siki baglantilar,
hiicreler arasindaki difiizyonu 6nleyen kisitlayici bir ag olusturmaktadir. Beyin kapillerinin
etrafinda sarili olan perisitler KBB’nin diizenlenmesine yardim etmekte ve KBB’yi
desteklemektedir (Serlin vd., 2015). Astrositler kimyasal stabiliteyi korumakta ve KBB'yi
cevreleyen noronlarla hiicresel etkilesime girmektedirler. Bu hiicreler bariyer ile etkilesime
girmekte ve siki baglantilari, tasiyicilart ve enzim sistemlerini diizenlemektedirler.
Astrositik end-feet, beyin kilcal damarlarini sarmakta ve erken gelisim swrasinda dar
gecisler olusturmak i¢in endotel hiicrelerinin indiiksiyonunu kolaylastirmaktadir (Abbott
vd., 2010). Bu titiz yapi, yabanci organizmalarin ve zararli kimyasallarin KBB'de

hareketini kisitlamakta ve bdylece beyin korunarak sadece secilen iyonlar ve O, CO,,
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glikoz ve etanol gibi molekiillerin tasiyicilar vasitasiyla ge¢mesine izin vermektedir.
Bununla birlikte, KBB ayn1 mekanizma ile Alzheimer hastaligi (AH), inme, gliom ve
Parkinson hastalig1 gibi ndrolojik hastaliklarin etkili tedavisini de engellemektedir. Bu
hastaliklarin tedavisinde gerekli olan kiiglik molekiiler ilaglar ve protein temelli
terapotikler de dahil olmak tizere bir¢ok molekiil, ciddi se¢ilmis yar1 gecirgen membran
dogas1 nedeniyle KBB'yi gecememekte bu da ciddi hastaliklarin hizli ve tedavi edilemeden
ilerlemesine neden olmaktadir. Maddelerin KBB'den gectigi toplam dort farkli mekanizma
bulunmaktadir: Basit diflizyon, kolaylastirilmis difiizyon, kanal vasitasiyla basit difiizyon
ve aktif bir baglanma bdlgesi ile baglantili bir protein tasiyicisi yoluyla aktif tasima (Krol
vd., 2012).

3.3. MSS Gelisimi ve Sinaps Formasyonu

Astrositler, MSS’de en cok bulunan hiicreler olup akson rehberliginden sinaptik
destege, kan beyin bariyeri ve kan akisinin kontroliine kadar gesitli gorevleri yerine

getirmektedirler (Blackburn vd., 2009).

Astrositler sadece noronlar i¢in besleyici, metabolik ve yapisal destek saglamaz,
ayni zamanda kompleks noronal-glial iletisim, sinaptik sinyal verme, kan akisinin
diizenlenmesi gibi konularda da aktif rol oynamaktadir. Yetiskin MSS'sindeki sinir
onciillerini/kok hiicrelerini kuvvetle etkileyebilmektedir (Seifert vd., 2006). Bu coklu
islevsellik MSS boyunca bulunan astrosit alt tipli ¢esitliligini agiklayabilmektedir.

Astrositler ile gelismekte olan ndronlar arasindaki etkilesim dendritik biiyiimede,
etkili sinaptik olusumda ve istenmeyen sinapslarin giderilmesinde o6nemli bir rol

oynamaktadir (Haydon, 2001).

Astrositler, laminin-1, kollajen-IV, nidogen, fibronektin, vitronektin ve tenascin-C
gibi hiicre dis1 matriksi olusturan proteoglikanlar ve glikoproteinler de dahil olmak tizere
akson rehberligi ve glial sinirlar1 i¢in dnemli olan biiylime tesvik edici ve biiylimeyi
onleyici molekiilleri salgilamaktadirlar (Garwood vd., 2001). Sinaps gelisiminde dnemli
olan faktorler arasinda kolesterol (Mauch vd., 2001), timor nekroz faktorii-o (TNF-a)
(126) ve trombospondinler bulunmaktadir (Christopherson vd., 2005).
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3.3.1. Sinaptik homeostaz

Astrositler, sinapslari, noronal somatalar1 veya aksonal internodlarin demetlerini
kusatan parmak benzeri dallara biten bir¢ok isleme sahiptir (Wolff, 1968). Astrositlerin
sinaptik kapsama alan1 yiiksektir ancak hipokampusta %60 oraninda olabilmekte (Ventura
ve Harris, 1999) bu da, dogum ve emzirme gibi aktivasyona bagli olarak hipotalamusta

degisiklik gosterebilmektedir (Catheline vd., 2006).

3.3.2. Uclii sinaps noronal sinyal

Beyin dilimlerinde goriildiigli tizere, astrositlerin sinapsta homeostazi korumaktan
cok daha fazlasmi yaptigini gostermektedir. Ogrenme, hafiza ve sinaptik plastisitede
onemli rol oynayan astrositler, néronal ve glial sinyallemede de aktif oyunculardir.
Astrositler Glu, ATP, Serin, GABA gibi kimyasal transmiterlerin salmimiyla sinaptik
iletimi diizenlemekte ve MSS'deki eksitator sinyallemeyi belirlemeye yardimei olmaktadir
(Parpura vd., 1994;Halassa vd., 2007). Astrositler tarafindan salman Glu hem inhibitor
hem de eksitator postsinaptik akimlarin frekansini artirabilmekte (Parri ve Crunelli, 2001)
ve aynt zamanda da presinaptik noronlara ekstrasinaptik metabotropik (mGLuR)
reseptorler vasitasiyla etki etmektedir (Fiacco ve McCarthy, 2004). Astrositler ayni
zamanda metabolit adenozin araciligiyla dogrudan veya dolayli olarak sinaptik aktiviteye
cevap olarak ATP'yi serbest birakmakta, komsu presinaptik néronlardan Glu salimimini
inhibe ederek aktive olan diger komsu sinapslarin eksitator sinaptik iletimini inhibe
etmektedir (Zhang vd., 2003). Dolayisiyla "liclii" sinaps ¢ok karmasiktir: astrositler, bosluk
kavsaklariyla digerlerine baglanirlar ve astrositler, farkli ndronlardan gelen binlerce farkl:

sinapsi kaplayabilmektedir.

3.4. Kan Beyin Bariyeri ve Kan Akisinin Kontroli

Serebral mikrodamar hatti1 ve KBB'nin bir parcasini olusturan endotel hiicreleri, astrosit
end-feet ile cevrilidir. Astrositlerin, tasiyicilarin lokalizasyonu ve 06zel antioksidan
enzimlerin iiretimi de dahil endotel hiicrelerinin uzmanlagmis rollerini diizenleme goérevi
aldig1 diistiniilmektedir (Abbott vd., 2006). Astrositler beyin kapiller gelisiminde rol

oynadig1 diisiiniilen anjiyopoetin 1, ndrotrofinler [Gliyal hiicre hatti tlirevli ndrotropik
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faktor (GDNF) ve transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-B)] gibi ¢esitli anjiyojenik
faktorleri salgilamaktadir (Lee vd., 2003). KBB; inflamatuar sitokinler, anjiyojenik
faktorler, glutamaterjik toksisite, hipoksi ve oksidatif stres ile remodelize edilebilen

dinamik bir yapidadir (Ke vd., 2001).

3.5. Astrositlerin Néronal Enerji Homeostaz1 ve Noroprotektif Ozellikleri

Astrositler, astrosit-noron laktat mekigini olusturan glikojen depolarindan laktat
salmimmi sonucu glukoz tiiketimi miktar1 arttiinda noronlar1 enerji yoksunlugundan
korumaktadir (Zwingmann vd., 2000;Bouzier-Sore vd., 2002). E vitamini, askorbat ve
glutatyon (GSH) gibi antioksidan molekiil konsantrasyonlar astrositlerde néronlara kiyasla
daha yiiksektir (Dringen vd., 2000; Shih vd., 2003). Astrositler, kendilerini reaktif oksijen
tiirlerinden (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinden (RNS) koruyan GSH salgilamaktadirlar
(Bains ve Shaw, 1997). Oksidatif strese yanit olarak astrositler, glutamat sistein ligazin
(GSH iiretiminde hiz smirlayan enzim) aktivitesini arttirirken, néronlar bunu yapamazlar
(Gegg vd., 2003). ROS ve RNS, astrositik NF-E2 ile iligkili faktor 2'yi (Nrf2) arttirir ve
Nrf2 niikleusa translokasyon yaparak antioksidan yanit elementine (AYE) baglanmaktadir.
AYE'nin baglanmasi, glutatyon sentezi i¢in kullanilanlar ile astrosit-ndron laktat mekigi ve
kolestrol sentezinde yer alanlar da dahil olmak {izere bir antioksidan gen kiimesini
hizlandirmaktadir. AYE'nin bazal ifadesi ve aktivasyonu astrositlerde noronlardan daha

yiiksektir (Kraft vd., 2004).

3.6. Noronal Degistirme

Astrositler sadece akson rehberliginde (sinapslarin olusumu ve ¢ikarilmasi) 6nemli
bir rol oynamakla kalmaz ayn1 zamanda noronal degisime de dahil olmaktadirlar (Seri vd.,
2001;Sanai vd., 2004). Sinir kok hiicreleri, mikro ¢evre, astrositler, endotel hiicreleri ve
kok hiicre nigini olusturan proteinler tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedirler (Fuchs
vd., 2004). Kok hiicre nisi kok hiicre ¢ogalmasini ve farklilagsmasmi diizenlemektedir

(Alvarez-Buylla ve Lim, 2004; Mokry vd., 2004).

Yetiskin memeli MSS'sinde ndrojenez, yalnizca olfaktdr bulbus (OB) ve dentat

girus (DG) gibi belirli bdlgelerde gergeklesmektedir. Inhibitdr sinyallerinin MSS'den baska
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bir yerde ndron degisimini onledigi diisiiniilmektedir. Ancak hastalik durumlarinda smirl
ndrojenez OB ve DG disindaki bolgelerde de goriilmektedir (Lie vd., 2004). Eriskin sinir
onciillerinin dogru tanimlanmasi, tarifi ile noronal ve glial kaderi tesvik eden faktorler,
slirecte yer alan astrositlerin alt tiplerini tanimlamaya yardimci olabilecek bir dizi hiicre

belirteclerinin tanimlanmasini gerektirmektedir (Steindler ve Laywell, 2003).

Mikrogliya sinir sisteminin hem bagisiklik sistemi hem de fagositik hiicreleridir.
Bunlar beynin gliyasi olsalar da, ektodermal dokudan diger tiim glial hiicreler gibi gelisim
sirasinda beyni dolduran yolk-kesesi progenitorlerden koken almamaktadirlar (Kim ve de
Vellis, 2005; Kettenmann vd., 2011) (Sekil 3.5). Mikrogliya'nin yetiskin beyin
parankiminin ¢ok biiyiik bir kismimni kapsadigi gorilmektedir (Nimmerjahn vd., 2005;
Cronk ve Kipnis, 2013). Ek olarak makrofajlar, beyin ya da kan beyin bariyerinin (KBB)
herhangi bir rahatsizlig1 lizerine beyni istila edebilir ki bu da mikrogliya ve makrofajlarin

rollerinin ayrilmasimin zor oldugu anlamina gelmektedir (Pineau vd., 2010).

Ayrica, mikrogliyanin patolojik islevinin yani sira normal sartlarda da hem gelisim
boyunca sinaptik budamada (Wu vd., 2015) hem de sinaptik modiilasyonda ana rol
oynadig1 gosterilmistir (Bessis vd., 2007;Hong vd., 2016;Vasek vd., 2016).

Iyi bilinen bir baska mikroglia ozelligi yeniden ¢ogalma kapasitesidir.
Mikroglialarin yaralanma, enfeksiyon veya nérodejeneratif hastaliklara bagli olarak beyin
homeostazinda herhangi bir kayip olmasi durumunda fenotiplerini “istirahattan® aktif
duruma gegirdikleri bilinmektedir. Bu mikroglia aktivasyonu proliferasyon, kemoatraktana
dogru go¢, hasarli dokuyu temizlemede fagositozun yani swra hiicresel karmasikligin
azalmasindan olugmaktadir (Hanisch ve Kettenmann, 2007). Yaralanma iizerine
mikrogliyanin hiicresel tepkisi kapsamli bir sekilde belirlenmesine ragmen hem beyin

patojenezi lizerindeki iglevsel etkisi hem de mekanizmasi belirsizligini korumaktadir.

Her ne kadar mikroglialarin farkli yaralanmalara ve patolojilere benzer morfolojik
degisikliklerle reaksiyona girdigi iyi bilinse de (Kreutzberg, 1996), farkli hakaretlere yanit
olarak fonksiyonel aktivasyonunun degisip degismedigi belirsizligini korumaktadir. Farkli
makrofajlarin patolojinin tiim seyrinde iki farkli popiilasyon haline gelip gelmedikleri veya

farkli asamalarda birbirleri ile etkilesime girip giremeyecegi belirsizligini korumaktadir
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(Varnum ve Ikezu, 2012; Weisser vd., 2013). Eger ikinci hipotez dogruysa, mikroglia
ablasyon ¢aligmalariin baslangicinin zamanlamasi, daha fazla diisiiniilmesi gereken bagka

bir faktor olmalidur.

Mikroglia
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Sekil 3.5. Saglikli ve patolojik kosullarda mikroglia ablasyonunun etkileri ve dinamikleri.
Fizyolojik kosullar altinda (sol panel), farmakolojik ila¢ L-a-aminoadipik asit (L-AAA) veya
GFAPCreERT2-DTA ve GFAP-NTR fare hatlar1 kullanilarak basarili astrosit ablasyonu saglandi.
Astrositler i¢in, repopiilasyon kinetigi heniiz ayrintili olarak analiz edilmemistir ancak bu
hiicrelerin tiikkenmis alani yeniden ¢ogalttig1 gosterilmistir. Fonksiyonel sonug olarak, ablasyon ya
etki gostermemistir ya da beyincikte ve omurilikte noronal sagkalimi olumsuz etkilemistir.
Patolojik kosullar altinda (turuncu sag panel), astrosit ablasyonuna sadece GFAP-HSVTK fare
hattinda erigilmistir. Bununla birlikte, Bununla birlikte, bu model ile sadece ¢ogalan astrosit havuzu
tiikkenebilir. Yara olusturan astrositlerin genel olarak azalmasi, omurilik yaralanmasinda (SCI),
mekanik beyin yaralanmasinda ve EAE'de yaralanma biiyiikliigli ve ciddiyeti agisindan olumsuz bir
sonu¢ vermistir (Jakel ve Dimou, 2017).
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3.7. Dorsolateral Prefrontal Korteks (DLPFK)

Dorsolateral prefrontal korteks (DLPFK) insan ve insan dig1 primatlarda beynin
prefrontal korteksindeki bir alandir ve insan beyninin en son gelisen kisimlarindan
birisidir. DLPFK, yetiskinlige kadar olgunlagsma siiresine devam etmektedir. DLPFK
anatomik degil, islevsel bir yap1 olup insanda orta frontal girusunda makak maymunlarinda

ana sulkusun ¢evresinde yer almaktadir (Sekil 3.6) (Luciana, 2001).

DLPFK talamusun yanisira orbitofrontal korteks, bazal gangliyonlarm (6zellikle
dorsal kaudat ¢ekirdek) parcalari, hipokampus ve neokorteksin primer ve sekonder

birlesim alanlar1 ile komsudur (Cieslik, 2013).

DLPFK'nin 6nemli bir fonksiyonu, calisma bellegi, bilissel esneklik (Mylius vd.,
2013), planlama, inhibisyon ve soyut akil yliriitme gibi yiiriitiicti islevlerdir (Kaplan vd.,
2016). Bununla birlikte DLPFK, sadece yliriitme islevlerinden sorumlu degildir. Tiim
karmagik zihinsel aktivite DLPFK'nin bagli oldugu ek korteks ve subkortikal devreleri
gerektirmektedir. DLPFK ayni zamanda, motor planlama, organizasyon ve diizenlemeye

dahil olan en yiiksek korteks alanidir (Miller ve Cummings, 2007).

DLPFK mekansal selektif noronlardan olustu§undan sensor girisi, kisa siireli
hafizada kalicilik ve motor sinyal verme gibi entegre bir tepki gergeklestirmek igin gerekli

tiim alt fonksiyonlar1 kapsayan bir sinirsel devreye sahiptir (Hoshi, 2006).
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Sekil 3.6. Beyin prefrontal bdlgesi (Anonim, 2019)

Bellekte sadece DLPFK yer almamaktadir. Bdylece, dorsolateral prefrontal
kortekse zarar verildiginde tanima bellegi bozulmamaktadir. Hasar gérmiis DLPFK’li
insanlara iki resim arasindan se¢im yapma firsat1 verildiginde, bir siire sonra gdrdiikleri

resmi tanimlayamadiklar1 belirtilmistir (Chan vd., 2008).

3.8. Beyincik

Beyincik (Latince “kiiciik beyin”) tiim omurgalilarin arka beyninin onemli bir
yapisidir. Genellikle beyinden kiiciik olmasma ragmen mormirid (mormyrid) balig1 gibi
baz1 hayvanlarda beyinle esit veya beyinden daha biiyiik olabilmektedir (Hodos, 2009).
Insanlarda, beyincik motor aktivitelerin kontroliinde dnemli bir rol oynamaktadir. Ayrica,
korku ve zevk yanitlarmin diizenlenmesinin yani swra dikkat ve dil gibi bazi bilissel
islevlerde de yer alabilmektedir (Wolf vd., 2009) ancak en belirgin islevi hareketle ilgilidir.
Insan beyincigi hareket baslatmaz, ancak esgiidiim, hassasiyet ve dogru zamanlamaya
katkida bulunmaktadir; omurilik ve beynin diger bolgelerindeki duyu sistemlerinden girdi

alir ve bu girdileri ince ayar motor aktivitesine entegre etmektedir. Beyincik hasar1
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insanlarda ince hareket, denge, durus ve motor 6grenmede bozukluklara neden olmaktadir

(Fine vd., 2002).

3.8.1. Beyincigin yapisi

Anatomik olarak insan beyincigi, beynin altina yapismis ve serebral hemisferlerin
altina sikismisg ayr1 bir yapr goriinlimiindedir. Korteks yiizeyi, serebral korteksin genis
diizensiz konvoliisyonuna carpict sekilde ince araliklarla yerlestirilmis paralel oluklarla
kaphdir. Bu paralel oluklar, serebellar korteksin bir akordeon tarzinda sikica katlanmis
ince bir doku tabakasmin kesintisiz oldugunu gizlemektedir. Bu ince tabaka i¢inde ¢ok iy1
diizenlenmis birka¢ ndron tiirii vardir. Bu ndéronlarin en 6nemlileri Purkinje hiicreleri ve
graniil hiicreleridir. Bu karmasik sinirsel organizasyon, biiylik bir sinyal isleme kabiliyetine

sahiptir (Purves, 2011).

Makroskopik anatomi diizeyinde beyincik, altta beyaz madde ve tabaninda sivi dolu
bir ventrikiil bulunan sikica katlanan bir korteks tabakasindan olugmaktadir. Beyaz
cevherde dort derin serebellar ¢ekirdek bulunmaktadir. Korteksin her bir parcasi, oldukca
stereotiplendirilmis bir geometride ortaya konan ayni noronal elemanlar grubundan
olugmaktadir. Orta diizeyde, beyincik ve yardimci yapilari, "mikrozonlar" veya "mikro
kompartimanlar" olarak adlandirilan yiizlerce veya bin bagimsiz isleyen modiile

boliinebilmektedir (Van Den Bos vd., 2010).

3.8.2. Anatomi

Beyincik, posteriordaki kranyal fossada bulunmakla birlikte dordiincii ventrikiil,
pons ve medulla serebellumun &niinde yer almaktadir (Susan vd., 2008). Uzerindeki beyin
ile tentorium cerebelli denilen bir deriyle ayrilmakta ve beynin diger kisimlariyla olan
baglantilarinin hepsi pons i¢inden ge¢cmektedir. Anatomistler beyincigi pons da iceren
metensefalonun bir pargasi olarak smiflandirilmaktadir Beyin korteks gibi, beyincik de iki
yarikiireye ayrilmakta; ayrica dar orta ¢izgi bolgesi (vermis) de icermektedir. Cok sayida
kiiclik graniil hiicresi nedeniyle beyincik beynin geri kalanindan daha fazla ndron

icermekte, ancak toplam beyin hacminin sadece % 10'unu almaktadir (Llinas vd., 2004).
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Beyincikteki noronlarin sayisi, neokortekste bulunan noronlarin sayisiyla iligkilidir.
Beyincikte neokorteksteki noronlardan yaklasik 3.6 kat daha fazla ndron bulunmakta, bu
oran bircok farkli memeli tiirii arasinda korunmustur (Herculano-Houzel, 2010).
Beyincigin olagandisi ylizey goriiniimii, hacminin ¢ogunun ¢ok siki katlanmis gri madde
tabakasindan olustugunu gizlemektedir. Bu katmandaki her sirt ya da girus bir folium
olarak adlandirilmaktadir. insan serebellar korteksinin tamamen agilmasi halinde, yaklasik
1 metre uzunlugunda ve ortalama 5 santimetre genisliginde, yaklasik 500 cm™lik bir
toplam yiizey alanina sahip, bir dizi hacimde paketlenmis bir sinir dokusu tabakasi
olusturacagi tahmin edilmektedir. (Llinas vd., 2004). Korteksin gri maddesinin altinda
beyaz madde yatar ve kortekste biiyilk Olgiide miyelizine edilmis sinir liflerinden

olusmaktadir.

Sinir sisteminin farkli bolgelerine beyincigin baglanmasinda ii¢ cift serebellar
sapcik vardir. Bunlar, {ist serebellar sapcik, orta serebellar sapgik ve alt serebellar sapcik
olup vermislere gdre konumlar: ile isimlendirilmektedir. Ust serebellar sapcik esasen
talamik cekirdekler vasitasiyla beyin korteksindeki iist motor noronlara efferent lifler
tasimaktadir. Lifler derin serebellar ¢ekirdeklerden kaynaklanmaktadir. Orta serebellar
sapcik ponslara baglanmakta ve ponslardan tiim girdilerini c¢ogunlukla pontin
cekirdeginden almaktadir. Ponsa girdi serebral korteksten olmakta ve pontin ¢ekirdeginden
transvers pontin fiberler aracilifiyla beyinciye iletilmektedir. Orta sapgik {igiiniin en
biliyligiidiir ve afferent lifleri, girdilerini beyincigin farkli boliimlerine c¢eken tii¢ ayri
fasikiiliin i¢ine ulastirmaktadir. Alt serebellar sapgik, vestibiiler ¢ekirdekler, omurilik ve
tegmentumdan gelen afferent liflerden girdi almaktadir. Asagi alt serebellar sapgiktan
gelen c¢ikt, vestibiiler cekirdege ve retikiilerformasyona efferent lifler vasitasiyla
ulagsmaktadir. Serebellumun tamami, inferior serebellar pedinkiil vasitasiyla inferior

olivary c¢ekirdeginden modiiler girdi almaktadir (207).

3.8.3. Fonksiyon

Beyincigin fonksiyonu ile ilgili en giiclii ipuclari, beyincikte olusan hasar sonucu
beyincigin incelenmesinden gelmektedir. Serebellar disfonksiyona sahip hayvanlar ve
insanlar, beyincigin hasar goren kismu ile viicudun ayni tarafinda motor kontrol problemi

gostermektedirler. Motor aktivitesi liretmeye devam etmektedirler ancak hassasliklarmi
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kaybetmektedirler ve diizensiz, koordinasyonsuz veya yanlis zamanlanmis hareketler

iretmektedirler (Rapp, 2001).

Motor fonksiyonlar1 disindaki eksiklikleri tespit etmek daha zordur. Bu nedenle on
yillar 6nce serebellumun temel iglevi ile ilgili ulasilan genel sonug, bir hareketin ayrintili
bicimini kalibre etmek oldugu ancak hareketleri baslatmak veya hangi hareketlerin

yiiriitiilecegini karar vermek olmadigidir (Ghez ve Fahn, 1985).

1990 yillardan 6nce, evrensel olarak beyincigin islevinin sadece motorla iligkili
olduguna inanilmakta idi ancak daha yeni bulgular bu goriisii degistirmektedir.
Fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRI) calismalar1 dil, dikkat ve zihinsel
imgelemle iligskili olarak serebellar aktivasyonu, korelasyon calismalar1 ise serebral
korteksin beyincik ve motor dig1 alanlar arasindaki etkilesimlerini gdstermektedir (Doya,
2000). fMRI kullanarak serebellumun fonksiyonel haritalanmasmma dayanan tahminler,
serebellar korteksin yaridan fazlasmin serebral korteksin baglant1 bolgeleriyle birbirine
baglandigimi gostermektedir (Buckner, 2011). Sonug olarak beyincik duygu, davranis ve
sefkat gibi birgok farkli fonksiyonel Ozelliklerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir

(Herndez-Goii vd., 2010).

3.9. miRNA

Bitkiler, hayvanlar ve bazi viriisler tarafindan kodlanan kii¢iik (~22-niikleotid),
kodlama yapmayan, diizenleyici RNA molekiilleri olan mikroRNA (miRNA)’lar (Bartel,
2004; Cullen, 2006; Mallory, 2006) ilk kez Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmis ve
tamamlayict mRNA’larin ifadesini kismen diizenledigi gosterilmistir (Moss vd., 1997).
Cogu miRNA evrimsel olarak bircok tiirde korunmustur (Lagos-Quintana vd., 2001; Lau
vd., 2001; Lee ve Ambros, 2001). Bircok miRNA’nin gelisimsel ve ¢esitli hiicrelerdeki
spesifik ifade kaliplar1 iyi tanimlanmakla birlikte (Wienholds ve Plasterk, 2005) cogu

memeli miRNA'smin ekspresyonu ile ilgili aragtirmalar devam etmektedir.

miRNA'lar, ilgili hedef mRNA'larin ve kodlanmig proteinlerin ekspresyonunu
diizenlemek i¢in posttranskripsiyonel seviyede hareket eden kiigiik, kodlama yapmayan

RNA'lardir (Ambros, 2004; Zamore ve Haley, 2005). miRNA'lar DNA'dan pri-miRNA'lar
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olarak transkribe edilir, akabinde cekirdekten sitozole tasmmmakta ve burada genellikle
olgun miRNA'lara (22 niikleotid i¢eren) doniistiiriilmektedirler. miRNA'lar RISC (RNA
kaynakli sessizlestirme kompleksi) ile birlikte hareket etmektedirler (Kim vd., 2008).
Bireysel miRNA'larin hedef genlerinden genellikle ¢ok sayida oldugu i¢in miRNA'lar
yenilenme, metabolizma, bagisiklik, safra salgilanmasi, fibroz ve hepatoseliiler kanser gibi
karacigerdeki tiim 6nemli biyolojik islemlerde gorev almaktadirlar (Krek vd., 2005;Bartel,
2009;Chekulaeva vd., 2009).

Intraseliiler lokalizasyona ilaveten, miRNA'lar ayrica serum, plazma, idrar ve
tiikriik dahil viicut sivilarinda bulunmaktadir (Weber vd., 2010; Shigehara vd., 2011; Bala
vd., 2012). Artan kanitlar, miRNA'larin protein fraksiyonunda oldugu gibi dolasimdaki
eksozomlarda da bulundugunu diisiindiirmektedir. Dolasimdaki miRNA'larin yiiksek
kararlilig1 onlarin karaciger hastaliklarinda biyolojik belirte¢ olarak kullanimda cazip

kilmaktadir (Szabo ve Bala, 2013).

miRNA'lar esas olarak karacigerdeki tiim biyolojik siiregleri ve hiicre tiplerini
hedeflemekte, diizenlemekte ve hemen hemen tiim hiicresel siireclerde gen
ekspresyonunun karmasik programlarin1 etkilemektedir. Birgok rapor, hiicre i¢i
miRNA'lardaki degisikliklerin, viral hepatit, alkolik ve alkolsiiz steatohepatit, ilaca bagli
karaciger hasari, otoimmiin karaciger hastalig1 ve iskemi-reperfiizyon hasar1 dahil olmak
lizere cesitli karaciger hastaliklar1 ile iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica miRNA
ekspresyon profillerinin farkli etiyolojilere sahip karaciger hastaliklar1 arasinda farkli

oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Szabo ve Bala, 2013).
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Sekil 3.7. MikroRNA’larin olusumu ve fonksiyonu. RISC: RNA-indiikli Susturma Kompleksi,
UTR: Cevrilmemis Bolge, ORF: Ac¢ik Okunma Cergevesi, Expo 5: Eksportin 5 (Saydam vd.,
2010).

Karacigerde miR 122, hepatik kolesterol ve lipit metabolizmasinda yer alan ¢esitli
genleri etkilemekte ve bdylelikle karaciger homeostazisini siirdiirmede merkezi bir rol
oynamaktadir. Antisens yaklasimlar1 kullanilarak miR 122'min inhibisyonu, fareler
(Krutzfeldt vd., 2005) ve sempanzelerde plazma kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesine
neden olmustur (Esau vd., 2009; Lanford vd., 2010). Hem insan NASH (Nonalcoholic
steatohepatitis) hem de bu hastaligin hayvan modellerinde hepatik miR-122
ekspresyonunda bir azalma bildirilmistir (Cheung vd., 2008; Wang vd., 2009). ki calisma,
farelerde miR-122'yi kodlayan genin silinmesinin, steatohepatit, fibrozis ve [hepatocellular
carcinom (hepatoseliiler karsinom)’un] (HCC)nin gelismesine yol acgtigini gdstermistir

(Tsaivd., 2012; Hsu vd., 2012).



Cizelge 3.1. Karaciger biyobelirtegleri olarak dolasimdaki miRNA'larmn nitelikleri (Arrese vd.,

2015).
Ozellikler Thtiyac Veriler/umut veren ve eksiklikler
Ozgiil Doku 6zgiil miR-122 ve miR-192 ekspresyonu hem
yiiksek miktarda hem de karacigere 6zgiidiir.
Hassas Patolojik durumlart ayirt | Klinik 6ncesi ¢aligmalar, ¢esitli miRNA'larin
edebilir serum ALT seviyelerindeki herhangi bir
Diizeyler, farkli yaralanma degisiklikten 6nce erken agsamalarda artan
asamalarinda erken ve oranda hassas olabilecegini
onemli bir sekilde gostermektedir.28,43
degismelidir.
Tahmin Prognozu belirleyebilme MiR-122 ve miR-1'in serum seviyeleri
edilebilir (yani hastaligin ilerlemesi, sirozlu ve hepatoseliiler karsinomlu
tedaviye cevap) hastalarda sagkalim ile ilgilidir 88,100 ve
hepatit C ile enfekte hastalarda hastalik
siddeti ile dogru orantilidir. 61
Kuvvetli Modern teknikler Ornek toplama ile ilgili teknik konular,
kullanilarak kolayca depolanmasi, RNA izolasyon yontemleri ve
tanimlanir ve 6l¢iiliir. orneklerdeki miRNA'nin kalitesi ve
Diizenli depolama miktarinin degerlendirilmesi ele alinmalidir
kosullarinda kararlilik Ayrica, secilen referans RNA'lar kullamilarak
Doku numunelerinde tespit | miRNA verilerinin normallestirilmesi, klinik
edilebilirlik (formalinle o6nemi degerlendirmek i¢in kritik bir
fikse edilmis, parafine konudur. 29-31
gomiilmiis numunelerde
bile)
Cevrilebilir Veriler, klinik 6ncesi ve miRNA testlerinin temel olarak arastirma
klinik bosluklar1 doldurmak | amaciyla kullanilmasinin maliyeti pahalidir.
i¢in kullanilabilir. 37
Tespit klinik ortamda
yapilmali
Non-invazif | Dolasimda ve/veya diger miRNA'larin ¢ogu viicut sivisinda bulunur
biyosivilarda bulunur. ve oldukca kararhdir. 3,4

miR-122

karacigerlerinde

ve miR-192 seviyeleri

azalirken,

29

asetaminofen verilen farelerin

miR-710 ve miR-711 seviyeleri artmistir (Wang vd., 2009). [Drug-

induced liver injury (ilag indiiklii karaciger hasar1)] DILI'dan sonra miR-122 ve miR-192

seviyelerinde azalmaya neden olan mekanizmalar net degildir, fakat en olast aciklama,

hepatosit hasar1 sonucu bu miRNA'larin dolasimda aciga ¢ikmasidir.

Farelerde tetraklorodibenzo-p-dioksin (TKDD) ile indiiklenen karaciger hasari,

karacigerde miR 10la ve miR-122

sonu¢lanmaktadir

(Yoshioka  vd.,

seviyelerinde zamana bagh

2011).

miR-10la  hedef  geni

bir azalmayla

olan

[Cyclooxygenase (Siklogenaz)] (Cox2), TKDD'ye maruz kalan farelerde azalmaktadir.
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Genel olarak, cesitli miRNA'lar, ilag metabolizmasinda rol oynayan P450 enzimlerini ve

niikkleer reseptorleri diizenler. miR-378'in, asetaminofen, alkol ve CCL4'lin

metabolizmasinda rol oynayan bir enzim olan Cyp2el'i diizenledigi gosterilmistir (Mohri

vd., 2009; Sun vd., 2009). Bu sonu¢lar miRNA'larin ilag metabolizmasinda ve

toksisitesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Cizelge 3.2. Farkli karaciger hastaliklarinda dolasimdaki miRNA'larda se¢ilmis raporlar (Arrese

vd., 2015).
miRNA ‘ Kaynak ’ Klinik Korelasyon ‘ Deneysel ‘ insan ‘ Referans
DILI
. Wang  vd.,
mlg_}gg Plazma Artmig Evet Hayir | 2009
" Su vd., 2012
miR-122 | Plazma Artmis Evet Hayir gg g vd,
. Starkey-
m}R- 122 | "gm Artmis Hayir Evet | Lewis vd.,
miR-192 | Plazma 2011
miR-122 | Plazma Artmig Hayir Evet 2A(;1 1t <3)1ne vd,
miR-122 | Plazma Artmis Hayir Evet 2D(;l 1b in vd,
NAFLD/NASH
miR-122 | Serum Artmis Evet | Hayr | 500 “4
miR-122 | Plazma Artmig Evet Hayir g(());/gro vd,
miR-122 Pirola  vd.,
miR-192 Serum Artmig Hayir Evet 2014
miR-122 | Serum Artmig Hayir Evet ;{(? 1n§ada vd,
miR-122 Tryndyak
miR-192 Plazma Artmig Evet Hayir vd.. 2014
HCV
Artmis seviyeler serum ALT
. aktivitesi ve Bihrer vd.,
miR-122 | Serum nekroinflamatuar aktivite ile Hayr Evet 2011
iligkilidir.
Artmus, saglikli kontrollerden
normal bir ALT ile birlikte Van der
miR-122 | Serum | kronik HCV ile infekte | Haywr Evet | Meer vd.,
olmus  hastalarda  ayirt 2013
etmede ALT'dan daha iistiin.
miR-122 | Serum Artmig Evet Evet goe irlnelh vd.,
HBV
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miR-122 .
miR-194 Serum Artmis Hayir Evet |Jivd, 2011
miR-122 | Serum Artmis Hayir Evet %(1)1 ?gg vd,
miR-122 | Serum Artmis Hayir Evet %?galq vd,
. Waidmann
miR-122 | Serum Artmis Hayir Evet vd., 2012
miR-
122-5p Winther vd.,
miR- Plazma Artmig Hayir Evet 2013
122-3p
miR-122
miR-192 Plazma Artmig Evet
HCC
miR-122 | Serum Artmis Hayir Evet | Qivd., 2011
miR-122 Zhou  vd.,
miR-192 Plazma Artmig Hayir Evet 2011
Daha yiiksek miR-1 ve miR-
miR-122 | Serum 122 serum sev1yeler1v daha Hayir Evet Koberle vd.,
uzun genel sagkalim 2013
gosterdi.
miR-122 | Serum Artmis Hayir Evet | Xuvd., 2010
Kolestazis
. Serum Woolbright
miR-122 Artmis Evet Evet vd., 2013

3.10. Karaciger

Viicudun en agir organi ve bezi olan karaciger 1440-1660 gram arasindadir. Karin
boslugunun sag iist kadraninda, karnin sagindaki diyaframim altinda ve safra kesesinin
iizerinde yer almaktadir. Normal uzunlugu 20-25 cm, yiiksekligi 14-17 cm, 6nden arkaya
dogru genisligi 10-14 cm’dir (Koniaris vd., 2003). Karaciger peritonla kapl bir organdir ve
bu periton giiclii bir bag dokusu halindedir ve bu sekilde Glisson Kapsiilii olarak
adlandirilan kapsiilii olusturmaktadir. Karacigerin iki yiizi vardir: Visseral ve
diafragmatik. Diafragmatik yiiz listte diyafram ile komsudur. Visseral yiiz ise hepatik
fleksura, transvers kolon, safra kesesi, duodenum, mide ve ozefagus ile komsudur
(Sutherland ve Harris, 2002). Klasik olarak karacigerin 4 lobu vardir. Bunlar sag, sol,
kaudat ve quadrat loblardir. Geleneksel bu tanimlama karacigerin segmental anatomisini
aciklamakta yetersiz kalir. 1957 yilinda Couinaud tarafindan tanimlanan bu anatomik
ayrimda sol ve sag loblar arasindaki anatomik bdliinme safra kesesi yatagmin medial

kenarindan arkada inferior vena cava (IVC)’ye 3 olan hatt1 takip etmektedir. Bu
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smiflamaya gore li¢ segmentli sol lob; sol medial segment (segment IV) ve sol lateral
segmentleri (segment II ve III) icermektedir. Sag lob portal ven ve hepatik arterin dallarina
gore dort segmente ayrilmaktadir. Anterior-inferior (segment V), posterior-inferior
(segment VI), posterior-superior (segment VII) ve anteriorsuperior (segment VIII). Kaudat
lob (segment 1) arkada sag ve sol hepatik loblar arasinda ayri vaskiiler yapilar ile
yerlesmistir. Segmentler arasinda {li¢ ana hepatik ven karacigerin iist kisminda vena kavaya

acilmaktadir (Taub, 2004).

SagLob Sol Lob SolLob Saglab
L S
3ag lnsim 3ol knsim 3ol kusim 3ag kisim

Gibek Yang Gibek Yang

Cantile Hatta Cantile Hatt1

Arka Goriiniim On Goériiniim

Sekil 3.8. Karacigerin segmentleri (Anonim, 2018)

Karacigere akan kan, kalp debisinin yaklasik %?25’ini olusturmaktadir. Ayrica,
viicudun toplam kanmnin %15°1 de karaciger de bulunmaktadir. Karacigere akan kan portal
ven, hepatik arter ve hepatik ven tarafindan diizenlenmektedir. Karaciger, hem portal
venden hem de hepatik arterden kan almaktadir. Portal ven, intestinal ve dalaktan gelen az
oksijenlenmis (%80) vendz kani tasimasma ragmen hepatositlerin oksijen ihtiyacinin
yarisin1 kargilamaktadir (Lafortune vd., 1991). Hepatik arter sistemik arteryel kan
tagimakta ve karaciger kanlanmasmin %25’ini, oksijenizasyonunun ise %30 — 50’sini
karsilamaktadir. Sol, sag ve orta olmak iizere ii¢ ana hepatik ven vardir. Orta hepatik ven,
sol ve sag hepatik ven ile birlesmekte ve IVC’ye dokiilmektedir. Karacigerin temel yapisi
olan hepatositler epitelyum kokenlidir ve lobiilleri olusturmaktadir (Scherlock ve Dooley,

2012). Lobiil icerisinde hiicre kordonlar1 arasinda kapillerlerin olusturdugu siniizoidler ve
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hepatositler ile kapiller endotel hiicreleri arasinda da Disse araligi bulunmaktadir.
Hepatositlerin mikrovilluslar1 bu araliga uzanirken, kapiller endotel yiiziindeki porlar da
Disse araligi’na agilmaktadir. Bu 6zel porlu yapi1 sayesinde hepatositler ile kapiller
damarlar arasinda makromolekiil transferi ger¢eklesebilmektedir. Siniizoidler kapiller
endotelin luminal ylizeyinde mononiikleer fagositler serisinden Kupffer hiicrelerini
icermektedir. Bu hiicrelerin baslica fonksiyonlari; yasli eritrositleri metabolize etmek,
hemoglobini sindirmek, bakterileri, viriisleri, timor hiicrelerini ve parazitleri
etkisizlestirmektir (Pocok ve Richards, 1999: Burtis ve Ashwood, 1999). Siniizoidlerin
duvarinda stellat hiicreler de denilen ve A vitamini metabolizmasinda rol alan yag

depolayici ito hiicreleri bulunmaktadir.

Sol lob
Zag lob

Kandat lob

Sekil 3.9. Sigan karacigerinin anatomisi (Brzoska vd., 2003)

Normal sigan karacigerinin histolojisine bakildiginda hekzagonal ve poligonal
lobiiller goriilmektedir. Bu lobiillerin ortasinda santral ven ve periferinde hepatik triadlar
vardir. Hepatosit siralar1 arasinda Kuppfer hiicreleri igeren siniisoidler bulunmaktadir (Kan
vd., 1995). Sicanlarda da karacigere kan hepatik arter ve portal ven olmak {izere iki
kaynaktan gelmektedir. Donen kan ise karacigerin icinden gecen IVC yolu ile
bosalmaktadir. Sicanlarda farelerin aksine safra kesesi yoktur. Hepatik kanal karaciger
hilusundan ¢iktiktan sonra portal veni c¢aprazlaylp pankreas kanallar1 ile birlesip

duedonuma baglanmaktadir.
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3.10.1. Karacigerin fonksiyonlar

3.10.1.1. Metabolik fonksivonlar

Karaciger hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyona sahiptir. Baz1 maddeleri hem
sentezlemekte hem de biriktirmektedir. Ayrica bazilarini detoksifiye etmekte ve bazilarmi

da tagimaktadir.

Karbonhidrat Metabolizmasi: Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda anahtar rol
oynamaktadir. Kanda normal glukoz konsantrasyonunun devamliliginin saglanmasinda
onemli rol oynamaktadir. Glikojenin depo edilmesi ve glikojenoliz, glukoneogenez,
glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve fruktozun glukoza doniistiiriilmesi,

glukozun diger monosakkaritlere ve yaga doniistiiriilmesi gibi gorevleri vardir.

Protein Metabolizmasi: Karacigerin, protein metabolizmasiyla ilgili olarak
aminoasitlerin deaminasyonu, ire olusumu ile amonyagin viicut sivilarindan
uzaklastirilmasi, endojen aminoasidlerin vealbumin, protrombin, fibrinojen, lipoproteinler
gibi plazma proteinlerinin sentezi, viicuttaki metabolik olaylar i¢in 6nemli aminoasitlerin

ve 6teki maddelerin birbirine doniisiimleri gibi fonksiyonlar1 vardir.

Lipid Metabolizmast: Karacigerde gerceklesen yag asit metabolizmasi, enerji
iireten katabolik ve biyolojik olarak 6nemli molekiilleri (trigliseridler, fosfolipidler,
lipoprotein kolesterol sentezi, ikincil haberciler, bolgesel hormonlar ve keton cisimleri)

olusturan anabolik siire¢leri icermektedir.

3.10.1.2. Sekretuvar fonksivonu

Karacigerin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de safranin tiretilmesidir. Safranin iki
onemli islevi; yaglarin sindiriminde, emiliminde ve kandan Ozellikle hemoglobin
pargalama {riinii olan bilirlibin ve karaciger hiicrelerinde sentezlenen kolesterol gibi

onemli yikim tirlinlerinin atilmasinda rol oynamaktadir (McCance ve Huether, 2006).
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3.10.1.3. Detoksifikasyon fonksivonu

Ilaglarm, disaridan alinan veya endokrin sistemde iiretilen Ostrojen, kolesterol,
aldosteron, tiroksin gibi hormonlarin fazlasinin veya kalsiyum gibi minerallerin fazlasinin
detoksifikasyonunu veya safra ile atilimini saglamaktadir. Karaciger harabiyetinde, ¢ok
defa bu hormonlardan birinin ya da birgogunun viicutta birikmesi, hormonal sistemin asir1
faaliyetine yol agmaktadir. Cogu ilaclar karacigerde sitokrom p-450 (Cyp-450) enzim
sistemi (oksidaz, rediiktaz ve hidrolaz) tarafindan metabolize ve inaktive edilmektedir
(Benedetti vd., 2009). Karaciger, viicutta cesitli metabolitlerin zararsiz hale
getirilmesinden de sorumludur. Protein yikimidan ortaya ¢ikan ve hiicreler i¢in toksik bir
madde olan amonyagi, iireye doniistiirerek idrarla atilmasini saglamaktadir. Cyp450’ler
oksidasyon, siilfoksidasyon, aromatik hidroksilasyon, alifatik hidroksilasyon, N-
dealkilasyon, O-dealkilasyon ve deaminasyon reaksiyonlarmi katalizlemektedir (Ionescu

ve Caira, 2005).

[lag metabolizmas1 tipik olarak, karaciger, bobrek ve/veya bagirsak tarafindan
cabucak atilan daha hidrofilik bir bilesigin olusumuyla sonu¢lanmaktadir. En yaygin faz |
ilag metabolize edici enzimler, Cyp450 siiper ailesi tarafindan temsil edilmektedir
(Benedetti vd., 2009).. Cyp450'ler, bobrek ve/veya karaciger tarafindan atilmay1
kolaylastirmak i¢in ilaglar1 suda ¢oziiniir iirlinlerinde kimyasal olarak degistiren baslica

enzimler gurubudur (Ionescu ve Caira, 2005).

Faz II ila¢c metabolizmas:t swrasinda, faz [ yollarindan gelen ilaglar veya
metabolitler, transferaz enzimlerinin yardimi ile enzimatik olarak hidrofilik bir endojen
bilesik ile konjuge edilmektedir. En yaygin faz II ilag metabolize edici enzimler, UDP-
glukuronosiltransferazlar (UGT'ler), siilfotransferazlar (SULT'ler), N asetiltransferazlar
(NAT'ler), glutatyon S transferazlar (GST'ler), tiyopurin-S-metiltransferazlar (TPMT) ve
katekol O-metiltransferazlar (KOMT'ler) (Almazroo vd., 2016).

Faz III enzimleri, 2 ana siiper aileye ayrilmaktadir: ATP baglayic1 kaset (ABK) ve
coziinen tasiyict tasiyicilart (STT). ABC tastyicilart aktif olarak hiicre zarinin bir
tarafindan digerin tarafina ilaci almak ya da salmak i¢in enerji tiiketimine (ATP) bagimlidir

oysa STT'ler baz1 ¢6ziinmiis maddelerin membran boyunca gegisini kolaylastirir ve diger
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coziinen madde veya iyon ile baglanarak ABC tasiyicilarinin  elektrokimyasal
gradyanlarina kars1 diger ¢oziinenleri aktif olarak tasir. Faz III enzimleri karaciger, bobrek,

bagirsak ve beyin gibi bir¢ok yerde bulunmaktadir (Giacomini vd., 2010)

3.11. Karacigerin diger 6nemli fonksiyonlar

Bagirsak kapillerinden akan kan bagirsaklardan birgok bakteriyi de beraberinde
gotiirmektedir. Bagirsaklardan portal kana girerek karacigere gelen mikroorganizmalar
hepatik venodz siniislerde bulunan biiylik fagositik makrofajlar araciligi ile temizlenmis
olmaktadir. Kanda koagiilasyon isleminde kullanilan fibrinojen, protrombin, globulin,
faktor V-VII-IX-X gibi maddeler karacigerde yapilmaktadir. Karacigerde A vitamini, D
vitamini, B12 vitamini depo edilmektedir. Hepatik venlerdeki ve hepatik sinuslardaki kan
ile birlikte karacigerin normal kan voliimii 450 mL yani yaklasik olarak viicudun toplam
kan hacminin yiizde 10’u kadardir. Sag atriumda basing yiikseldigi zaman karacigerde de
basing artar ve karaciger genisleyerek 0,5-1L kan hepatik venler ve sinuslarda depo

edilmektedir (Junqueria vd., 1998).

3.11.1. Toksik hepatit

Toksik hepatit nedenleri genel olarak ii¢ bashik altinda incelenmektedir. Bunlar;
ilaglar (asetominofen, metotreksat vb.), dogal toksik ajanlar (CCL4, TAA, vb.) ve kimyasal
maddelerdir (PAH vb.). Klasik tedavi amagh ilaglar, vitaminler, alkol, kokain, ekstazi,
mantar, endistriyel kimyasal ilaclarin yan1 swra ozellikle son yillarda sifali bitkilerin
bazilarinin da karacigerde toksik olaylara neden olabilecegi belirtilmistir (ilicin vd.,

1996;Ganong, 2002).



Cizelge 3.3. Toksik hepatite neden olabilen ajanlar (Arici, 2008)
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Toksik karaciger hastaligl nedenleri

Anti-mikrobiyal ajanlar
Kardiyovaskiiler ilaglar

Bakteriyel enfeksiyonlar
Mantar, bocek ve akrep

: DOGAL TOKSIK KIMYASAL
ILACLAR AJANLAR MADDELER
Analjezikler
Antl-lnﬂamatgvar ilaglar Yiyecekler
Anestezikler . . .
Anti-konviilsan aianlar Alkol Isyerinde kimyasallara
vu J Sifal bitkiler maruziyet

Endiistriyel kazalar
Intihar amacl kullanim

Hormonlar
Noropsikiyatrik ilaglar
Immunosupresifler

toksinleri

Toksik olaylar icin risk faktdrleri arasinda genetik faktorler, ilacin kimyasal icerigi,
yas, cinsiyet yanisira altta yatan diger hastaliklar ve kronik alkol kullanimi
sayilabilmektedir. Ileri yaslarda risk daha fazladir (Saldinger ve Blumgart, 2002;Lambou-
Gianoukos ve Heler, 2008). Cizelge 3.1°de karaciger hasarina neden olan ¢esitli etmenler

gosterilmektedir (Guyton ve Hall, 2017).

Hepatotoksisiteye yas, cinsiyet, beslenme, alkol, genetik ile ¢esitli ilaglar gibi cesitli
faktorlerin neden oldugu bilinmektedir. Deney hayvanlarinda olusturulan hepatotoksisitede
ise, birka¢ model vardir: Kimyasal indiiklii (Alkol, CCL4, tiyoasetamid, D-Galaktozamin
ve lipopolisakkaritler), ila¢ indiiklii hepatotoksisite (Parasetamol, sisplatin, antitiiberkiiloz
ilag, siklosporin A, doksorubisin), agir metal indiiklii hepatotoksisite (kadmiyum, arsenik)
ve diger modeller (Safra kanali ligasyonu, aflatoksin Bl, gama radyasyonu,

ksenobiotikler).

3.11.1.1. Mitokondri

Mitokondri  Okaryotik hiicrelerin  biyoenerjetik ve metabolik merkezidir.
Mitokondrinin dis zarmmin permeabilizasyonu sitokrozom ¢, kaspazlarm ikincil
mitokondriyal aktivatérii (Smac), endoniikleaz G, apoptoz proteininhibitérii (IAP) ve
apoptoz indiikleyici faktor (AIF) igeren mitokondriyal i¢ membran proteinlerinin
salinmasina yol agmaktadir (Bajt vd., 2006). Hiicre nekrozu siirecinde, mitokondrinin

peroksinitrit ve ROS olusumunun kaynagi gibi davrandig bilinmektedir. Mitokondri i¢inde
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reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin asir1 olusumu mitokondriyal membran potensiyelinin
cokmesi ve mitokodriyal membran gecirgenliginin (MMG) tetiklenmesi yoluyla karaciger
hasarinda kritik adimdir (Saito vd., 2010). Oksidatif stres C-jun-N-terminal kinaz (JNK)’1n
aktivasyonundan ve aktif formu olan fosforillenmis C-jun-N-terminal kinaz (JNK)’in

mitokondriye translokasyonundan sorumludur (Ramachandran vd., 2011).

3.11.1.2. Lizozomlar

Lizozomlar makromolekiillerin hiicre i¢i dongiisiinii kontrol eden hidrolitik ve
katalitik enzimler igeren sitoplazmik membran oOrtiili organellerdir (Luzio vd, 2007).
Lizozomlar elliden fazla fosfataz, niikleaz, glikozidaz, proteaz, peptidaz, siilfataz ve
lipazlar1 igeren asid hidrolazlar ile doludur (Duve, 1993). Apoptoz yoluyla karaciger hiicre
Olimii, protein ekspresyonunda, protein-protein iligkisinde, proteolitik kirilimda ve
fosforillenmede olusan degisiklikler tarafindan kontrol edilmektedir. Mitokondriden ¢esitli
apoptotik proteinlerin salinimi hiicre 6liimiinde anahtar olaydir ve ¢ogunlukla B-hiicre
lemfoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinleri tarafindan diizenlenmektedir (Duve, 1959). Lizozomal
dengesizlesme lizozomal membran permeabilizasyonu (LMP) olarak adlandirilmaktadir.
LMP oOlim reseptorii aktivasyonu (Bax), endoplazmik retikulum stresi, proteozom
inhibisyonu, oksidastif stres, DNA hasari, osmotik stres ve biiyiime faktori aghgi gibi
cesitli apoptotik uyaricilar tarafindan tetiklenmektedir (Boya ve Kroemer, 2008). LMP,
lizozomal limenden sitozole katepsinlerin ve diger hidrolazlarin salinnmina neden

olmaktadir (Ann-Charlotte vd., 2010).

3.11.1.3. Endoplazmik retikulum

Endoplasmik retikulum (ER), membran proteinlerinden, salgilama isleminden ve
sentezden sorumlu zars1 organdir ayrica hiicre stres cevabmin dnemli organelidir (Ron ve
Walter, 2007). Cesitli patolojik stres altinda ER homeostazi bozulmaktadir ve ER
limeninde yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin birikmesine yol agmaktadir.
ER stres cevabi, translasyonu inhibe ederek ve saperon proteinlerine ek olarak niikleer
transkripsiyonu indiikleyerek ER limeninde katlanmamis protein yiikiinii sinirlamaktadir.
Eger yanlis katlanmis proteinler diizeltilemezse, apoptotik hiicre 6liimii ortaya ¢ikmaktadir.

Bu tarz stresle basa ¢ikmak i¢in, hiicreler yanlis katlanmis protein cevabi1 (YPC) olarak



39

adlandirilan ¢ekirdek ve sitoplazma ile birlikte ER limenine bagli olan sinyal
transdiiksiyon sistemini aktive etmektedir (Hampton, 2000). ER stresi ER liimeninde
katlanmamig  proteinlerin  yiikiinii izleyen transmembran proteinleri tarafindan
belirlenmektedir ve sinyal sitozole iletilmektedir. Cesitli hasar tipleri ER kalsiyum
depolarinin bosalmasina neden olmaktadir ve sitozolik kalsiyum artar ve sitokrom-c
salinmaktadir (Jeschke vd., 2009). Kalsiyum depolarinin bosalmasina neden olan ER
stres/YPC JNK sinyal yolagmin aktivasyonuna yol acmaktadir ve nihayetinde hepatosit
apoptozu ile bitmektedir (Jeschke vd., 2007).

3.11.1.4. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon (LPO) siireci hiicre i¢i prooksidan/antioksidan oraninin
prooksidanlar lehine degismesiyle olusan oksidatif stres nedeniyle hiicre 6liimiine yol agan
hepatotoksisite ile yakindan iligkilidir (Sies, 1985). Oksitlenen ve indirgenen dongilide
oksidan ya da hiicrelere katilan oksidize edilmis kritik protein siilfidril gruplar1 ya da
enzimatik diizenleme ya da LPO’nun baslamasi yoluyla glutatyonu tiiketen reaktif serbest
oksijen radikallerinin olusumuna yol acan toksikantlarin olusumu nedeniyle demir ve bakir

gibi olan metal iyonlar1 redoksta dongiiye katilmaktadir (Saukkonen vd., 2006).

3.11.1.5. Oksidatif stres

ROS kanserde, diyabette, kardiyovaskiiler hastaliklarda, aterosiklerozda ve cesitli
akut ve kronik karaciger hastaliklarmda bulunmaktadir (Bruck vd., 2004). Serbest radikal
basitce ¢iftlesmemis elektrona sahip herhangi reaktif tiirler olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikaller siiperoksid (O;’, oksijen merkezli radial), tiyoller (stilfir merkezli
radikal), triklorometil (CCl;", karbon merkezli radikal) ya da nitrikoksid (NO-¢)
olabilmektedir. In vivo olarak siirekli olarak iiretilen diger ROS'lar: O;’, hidroksil radikali
(*OH) and H,O,"dir. Bu serbest radikallerin biyolojik sistemlerle stirekli etkilesimi, ya
dogal bir sekilde ya da digsal olarak olusan solunmus/sindirilmis toksikantlar, kimyasal ya
da biyolojik reaksiyonlarda proteinde, lipide, DNA’da, karbohidratlarda ya da membranda
hasarin birikimine neden olmaktadir. Anti-oksidan savunma sisteminin temel gorevi: (i)

ROS’un iiretiminin baskilanmasi, (ii) ROS’un siipiiriilmesi, (iii) ndtralizasyon, onarim ve
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hasarm yeniden diizenlenmesi yoluyla temizlenmesi ve (iv) antioksidan protein ve

enzimlerin indiiklenmesidir (Tiwari, 2001; Naik, 2003).

3.11.1.6. Sitokinler

Sitokinler, diger hiicrelerin islevini etkilemek i¢in hiicrelerden salinan bir grup
kiiciik protein icermektedir. Oldukca spesifik hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanarak, hiicre
ici sinyalleme kaskadlarinin genis bir alanin1 tetiklemektedir. Sitokinler, interlokinler (IL),
bliyimeyi tesvik eden faktorler, interferonlar (IFN) ve kemokinler olarak
smiflandirilmaktadir. Sitokinler, cesitli hiicre tipleri tarafindan {iretilir ve birgok baska
hiicre tipinde etkili olmaktadir. Karaciger, ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik siireglerde
sitokinlerin aktivitesine olduk¢a duyarli olan hepatositleri barindirmasi nedeniyle sitokin

aktivitesinin merkezi bir organini temsil etmektedir (Ramadori ve Armbrust, 2001).

3.11.1.7. interlokinler

Interlokinler-10 (IL-10), bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde ya diger bagisiklik
hiicreleri tarafindan tahrip olan belirli bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibisyonunda
gorev almaktadir. IL-8, belirli bir immiin hiicre tipini (ndtrofiller) enfeksiyon bolgesine
cekmektedir. IL-8 ve diger kemokinler, monosit kemoatraktan protein-1 ve makrofaj
enflamatuar protein la ve 1B olarak adlandirilmaktadir. Bu molekiillerin tiimi
enfeksiyon/inflamasyon bolgesinde beyaz kan hiicrelerini cezbetmektedir. Deneysel rapor,
stellat hiicrelerinin doku rejenerasyon prosesine, kemokin reseptorlerinin iiretilmesine ve
IL-8 gibi kemokinlerin hareketlerine tepki verdigini gostermistir (Neuman vd., 2001).
Diger IFN-o, IFN-y, IL-2 ve IL-18 sitokinleri de yiikselmekte, dolayisiyla sitokinler
onemli bir immiinolojik markris karaciger hasari olarak diisliniilmektedir (Falasca vd.,

2006).

3.11.1.8. Transforme biiviime faktorii beta

Transforme biiyiime faktorii beta (TGF-B)'nin 6nemli immiino diizenleyici bir

sitokin oldugu bildirilmistir. TGF-B'nin ¢esitli normal ve tiimor hiicrelerinde
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apoptozuuyardig1 bilinmektedir. Ayrica, TGF-f'nin, TNF-f ile birlikte, insan hepatoma
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Katz vd., 2001).

3.11.1.9. Tiimor nekroz faktor alfa

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), pleiotropik bir sitokindir; ¢ogalma, inflamatuar
mediatorlerin tiretimi ve hiicre 6liimii gibi hiicresel tepkilere neden olmaktadir. TNF-a,
viral hepatit, alkolik karaciger hastalifi, NASH ve iskemi-reperflizyon hasarmin
patofizyolojisinde yer almaktadir. Karacigerde, TNF-a, sadece hiicre dliimiiniin aracicisi
olarak davranmaktadir, ayn1 zamanda hepatosit cogalmasini ve karaciger rejenerasyonunu
baslatmaktadir (Schwabe ve Brenner, 2006). TNF-a, diger sitokinlerin iiretimini tetikleyen
giiclii pro-inflamatuvar sitokinlerden biridir. Karacigerde, TNF-a diger sitokinlerle birlikte
enflamasyon hiicrelerini organa c¢ekmekte, hepatositleri yok etmekte ve yara dokusu
olusumunu iceren iyilesme siirecini baslatmaktadir. Belgelenmis sonuglar, TNF-a'nin
hepatoma hiicrelerinin (Neuman vd., 1998) yanisira tiimor tasiyan farelerin ve siganlarin

hepatositlerinin apoptozunu indiikleyebildigini ortaya koymaktadir (Kurose vd., 1997).

3.11.1.10. Tiimor nekroz faktor-iliskili apoptoz indiikleyici licand

Tiumor nekroz faktor-iligskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) reseptor 1 (6liim
reseptorii 4) ve TRAIL reseptorii 2 (6liim reseptorii 5) biiyiik ilgi gormektedir ve kronik
karaciger hastaliklarinda 6nemli bir patojen olarak ortaya ¢ikmaktadir (Schneider vd.,
1997). TRAIL reseptorleri 1 ve 2, FAS'a benzer ve kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptozu
indiikleyebilmektedir. Oliim reseptérii 3 ve oliim reseptorleri, yardimer T hiicre
aktivasyonunda, iltihaplanma ve immiin regiilasyonda rol oynayabilmektedir.
Arastirmacilarin ¢ogunlugu TRAIL'in antitimdr ajan olarak kullanilabilecegi konusunda

hemfikirdir (Volkmann vd., 2007).

3.11.1.11. C-jun N-terminal kinase (JNK)

Membranlar/organeller baslatilan sitotoksik sinyal yollar1 sik sik C-jun N-terminal
kinaz (JNK) ile iliskilidir. Bilinen {i¢ memeli JNK geninden iki gen JNKI1 ve JNK2
karacigerde ifade edilmektedir (Czaja, 2003). JNK pre-apoptotik proteinleri (Bim) fosforile
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etmekte, onlarin aktivasyonuna neden olmakta ve mitokondriyal disfonksiyonu
tetiklemektedir (Corazza vd., 2006) veya kaspaz 8 aktivasyonuna, Bid bdliinmesine ve
mitokondriyal sitokrom c salimimma neden olabilmektedir (Wang vd., 2006). JNKI1
aktivasyonu, cFLIP'in (6liim reseptdrii sinyallemesinin endojen bir inhibitdrii) bozunmasini
ve boylece hiicre dliimiinii FAS veya TRAIL reseptorii 1/TRAIL reseptorii-2 tarafindan
hizlandirabilmektedir (Chang vd., 2006).

3.11.1.12. FAS (APO-1 veya CD95)

24 tyeli TNF reseptor ailesinin en 1yi tanimlanmis tiyesidir. Bagisiklik sisteminde
hiicre 6liimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri ve dogal 6ldiirticti
hiicreler {iizerinde bulunmaktadir. 43 kDa molekiil agirligindaki Fas proteini hiicre
ylizeyinde kendi reseptoriine baglanmaktadir ve reseptdr trimerizasyonunu saglamaktadir.
Aktive olmus reseptorler FADD reseptor molekiilii ile birlesmektedir. Bu sekilde; Fas
reseptoriiniin - karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla
prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslatmaktadir. Fas ve TNF alfa disnda TRAIL ve
TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilmektedir (Spierings vd., 2004) Fas
genellikle hepatositler, kolanjiyositler, siniizoidal endotel hiicreleri, stellat hiicreleri ve
Kupffer hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Ueno vd., 2000). Fas, membrana bagl Fas
ligand1 (FasL) veya ¢6ziiniir FasL ile baglanma {izerine aktive edilmektedir (Berke, 1995).
Fas'n FasL veya anti-Fas antikorlar1 ile baglanmasi, Fas'in trimerlesmesine ve ardindan
Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinen bir kompleks olusturmak iizere
proteinlerin  birlesmesi ile sonuglanmaktadir (Song vd., 2004). Fas ile DISC
olusturulduktan sonra, Fas ile iligkili 6lim etki proteini (FADD) (Chang vd., 1999) ve
prokaspaz-8 (Muzio vd., 1995) kaspazlarin bdliinmesi ve aktivasyonu i¢in apoptozom
olarak bilinen bir kompleks olusturmak icin birincil bilesenler olarak gérev yapmaktadir
(Pan vd., 1995). Apoptozomun olusumu ile inaktif pro-kaspazlar kesilerek ve aktif
kaspazlar meydana gelmektedir ve bunlar apoptoz yolagini baslatmaktadir (Nicholson vd,

1995).
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Sekil 3.10. Hepatotoksisitenin mekanizmalar1 (Ingawalea vd., 2014)

3.11.2. Hepatosit hasarini gosteren enzimlerin degerlendirilmesi:

43

Karaciger degisik fonksiyonel ve anatomik yapilardan olusmus viicudumuzdaki en

bliyiik ve en onemli organdir. Biinyesinde metabolizmada ¢ok 6nemli olan enzimler

icermektedir. Baslica karaciger enzimleri (Deepa vd., 2004):

e Alanin aminotransferaz (ALT), eski terminolojide serum glutamik piirivik

transaminaz (sGPT)

e Aspartat aminotransferaz (AST), eski terminoloji de serum glutamik oksaloasetik

transaminaz (sGOT)
e (Gama-glutamil transferaz (GGT)
e Alkalen fosfataz (ALP)

Ilk iki enzim hepatositlerde sentezlenirken, son iki enzim safra kanali epitelyum

hiicrelerinde sentezlenmektedir. Bu enzimler sadece karaciger ve safra yollarmna 6zgii

degildirler. ALT ve Ozellikle AST iskelet kas1 ve kalp kasinda, GGT bobreklerde de
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sentezlenmektedir (D’Angelica ve Fong, 2004). Klinikte karaciger testlerini dort baglik

halinde incelemek miimkiindiir;

3.11.2.1. Alanin aminotransferaz (ALT)

Alanin aminotransferaz (ALT) Onceleri glutamat pirlivik transaminaz (GPT) olarak
anilmakta idi. Esas olarak karacigerde bulunsa da kalp, iskelet kasi ve bobrekte de
bulunmaktadir. ALT esas olarak bir karaciger enzimi olup L-alanin ve glutamat arasinda
amino gruplarmmin transferini katalize etmektedir (Karagiil vd., 2000). ALT, asagidaki
reaksiyonu katalizlemektedir:

ALT

Alanin » Piruvat
Pridoksal fosfat

ALT’nin serumdaki normal aktivitesi 5-55 IU/L smirlar1 arasindadir. NADH 1n
oksidasyon hizi ALT’ nin katalitik aktivitesiyle orantilidir. Bu hiz 340 nm’de absorbans
azalmasinin Ol¢limiiyle saptanmaktadir. AST ve ALT oOl¢limleri i¢in serum numunesi
laboratuvar 1sisinda 48 saat, buzdolabinda 2 hafta dayanikhiligini korumaktadir.

Kaynagmmm karaciger olmasindan dolayr karaciger hastaliklarinda ALT, kalp

hastaliklarinda AST daha 6nemlidir (Ersoy, 2012).

3.11.2.2. Aspartat aminotransferaz (AST)

AST hem sitozolik hem de mitokondriyal izoenzim olup karacigerin yani sira
cizgili kaslarda, beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde bulunmaktadir. AST asagidaki
reaksiyonu katalizlemektedir.

AST
L-Glutamat » o-ketoglutarat

NADH oksidasyon hizi, AST’nin katalitik aktivitesi ile orantilidir. Bu hiz 340
nm’de absorbans azalis1 metoduyla belirlenmektedir. Ciddi doku hasarlarinda (akut
hepatitis, ezilme ve doku hipoksias1 gibi) serumda c¢ok yiiksek degerlere ulagmaktadir

(Clayton ve Round, 1994).
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ALT sitozolik ve goreceli olarak karacigere spesifik olan bir enzimdir. AST ise
hem sitozolik hem de mitokondriyal izoenzimdir. Karacigerden bagka ¢izgili kaslarda,
beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde de bulunmaktadir. Serum aminotransferaz diizeyinin
artmasi; hepatoselliller nekroz sonucu hiicre igindeki enzimin seruma ge¢cmesi veya
nekrozla sonlanmayan bir hiicre hasarinda membran gegirgenliginin artmasi seklinde
olabilmektedir. Aminotranferazlar idrarla atilmazlar. Safraya az miktarda ge¢ebilmektedir.
Eleminasyonu esas olarak retikiiloendotelyal sistemde gerceklesmektedir. ALT nin yar1
omrii 47410 saat ve AST’nin yar1 omrii 17+5 saat oldugundan AST’nin eleminasyonu

ALT’den daha hizlidir (Figlewicz vd., 2009).

Aminotransferaz artisginin 6nemi klinikte 1iyi bilinmelidir. Aminotransferaz artisi

genellikle,

= (Ciddi derecede artis; genellikle normal degerinin 15 katindan fazla,
= Orta derecede artis; normal degerinin 5-15 kat arasi
= Hafif derecede artis; normal degerinin 5 katindan daha az artis olarak ii¢ ayri

seviyede degerlendirilebilir.

[laglarm, bitkilerin veya toksinlerin aminotransferaz artisina neden oldugu
bilinmektedir. Ilag, bitki veya toksin kullanim1 sonucu gelisen aminotransferaz artis1 hafif
derecede olabilecegi gibi karaciger yetmezligine kadar gidebilmektedir. Ilac, bitki veya
toksin alimmdan genellikle 1-2 ay igerisinde aminotransferaz artis1 meydana

gelebilmektedir (Kunutsor, 2016).

3.11.2.3. Gama glutamil transferaz (GGT)

Gama glutamil transferaz (GGT), C terminal glutamil gruplarina baglanan bir
karboksi peptidazdir. Enzim glutatyon metabolizmasinda gorev almaktadir. Mikrozomal
membranlarda (% 95) ve sitozolde (%5) bulunmaktadir. Serum GGT aktivitesi birincil
olarak karaciger kokenlidir (Zimmerman ve Ishak, 2002). GGT, katalitik aktivitesini

transfer ve hidroliz reaksiyonlarinda gostermektedir:
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v-Glutamil Peptid » v-Glutamil amino asit

Aminoasit Protein

Metastazli ve primer karaciger kanserlerinde GGT’de hizli ve Onemli bir artig
goriilmektedir. GGT nin serumdaki artisi, genellikle karaciger metastazinin ilk bulgusudur.
GGT, aym1 zamanda bobrekte ve pankreasta da yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir
(Kunutsor, 2016).

3.11.3. Karaciger hasarinin mekanizmasi

Toksik olaylarda karaciger hasarmin olusma mekanizmalar1 Tablo 5’de
Ozetlenmistir. Buna gore temel olarak 5 mekanizma s6z konusudur. Bunlardan ilki, hiicre
ici iyon dengesinin bozulmasi ile agiklanmaktadir. Iyon dengesinin bozulmasi sonucu
ilaglar kovalent bag ile intraseliiler proteinlere baglanmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum dengesi
bozulmaktadir. Hiicrede sisme, zarda parcalanma ve hiicre yikimi ger¢eklesmektedir. Diger
mekanizma safra kanalikiiler hasaridir. Safra kanalikiil membranindaki transport proteini
etkilenerek veya safra sekresyonundan sorumlu bélgedeki aktin liflerinin yikimma neden
olarak safra sekresyonuna engel olarak kolestaza neden olmaktadir. Safra asitlerinin hiicre
icindeki birikimi de apoptozise neden olmaktadir. Bu durumda iigiincii mekanizma olarak
apoptozis sz konusudur. Hiicre zedelenmesi ile uyarilan immiin sistem sitokinleri (TNF
gibi) aktiflestirip, hiicre i¢i kaspazlar1 tetikleyerek apoptozisi tetiklemektedir. Karaciger
hasarina neden olan dordiincii mekanizma ise immiin mekanizmadir. Ilaclar kiiciik
molekiillerdir ve immiin cevap olusturamamaktadir. Ancak biyotransformasyon sonucu
p450 enzim reaksiyonlar1 sirasinda olusan ara metabolitler enzimlere baglanip “addukt
“denilen antijen gibi algilanan bilesikler olusturmaktadir. Bu bilesiklerin hepatosit
yiizeyine taginmasi ile antikor olusumu ve humoral immiinite uyarilmaktadir. Direkt T
hiicre cevabi ile sitolize de neden olmaktadir. Son olarak mitokondriyal disfonksiyonda
hasara neden olan mekanizma olarak tanimlanmaktadir ve bu yolla olusan hasar 3 sekilde
gerceklesmektedir. Yag asitlerinin beta oksidasyonunun inhibisyonu, solunum zinciri
enzimlerinin inhibisyonu veya dogrudan mitokondriyal DNA’nin etkilenmesidir. Serbest
yag asitleri metabolize olamayip, laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimine yol

acmaktadir. Bu radikaller mitokondriyal DNA’y1 zedelemektedir. Bu 3 olay sonucunda
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hiicrede aerobik metabolizmada sikint1 baslamakta ve anaerobik metabolizma ile laktik
asidoz ve trigliserid birikimi olmaktadir. Sonugta hiicre i¢i yaglanmasi ger¢ceklesmektedir

(Jaescchke vd., 2002; Kaplowitz, 2004).

Cizelge 3.4. Toksik hepatit mekanizmasi (Arici, 2008)

Karaciger Hasarmn Mekanizmasn

BRantedis Safra banalii hasen o Vagasit
Hitera igi ivon dangesinin bozulman *  imminsistem *  Transport o
*  (adengesibozuhir sitakin)eri uyanr ve P;?_Emmi *  Splunum zinciri
kaspaz ktive alur iphibisvom
Mitokendeival DNA
etkilsnmeasi
Immin mekanizma
*  EBiyptransfarmasen
ile olusan ara
metzhalitenzimlers
baglanir “Addukt”
olusur
*  Antijen-antikor
reaksiyonu

3.12. Silimarin

Siit devedikeni (Aile: Asteraceae / Compositae) olarak bilinen Silybum marianum,
karaciger hastaliklarinin tedavisinde arastirilan en eski bitkilerden biridir (Pradhan ve
Girish, 2006). 2 metre yilikseklige kadar uzayabilen yillik veya iki yillik bir bitkidir.
Karakteristik beyaz lekeleri olan dalgali, dikenli, kenarli, genis ve parlak yapraklar1 vardir.
Kok ve dallarin dibinde, cicek yapraklarina sarili tiibiiler mor ¢igekler ile olusan, 4 ile 8 cm
capmda bir bitkidir. En distakiler giiclii bir omurga ile bitmektedir. Meyve, renksiz, gri
lekeli, kahverengi-siyah renkli, parlak ve cizgisizdir. Meyveleri, biiylikligi ve sekli
nedeniyle tohumlarla karistirilabilmektedir. Yapraklar, bitkinin adin1 aldigi siitli

damarlarla karakterizedir (Luper, 1998). Siit devedikeni 0zleri, ilk olarak 4. yilizyilin
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baslarinda Theophrastus tarafindan sifali bitki oldugu belirtilmistir (Schuppan vd., 1999).
Bitki, Akdeniz'e 6zgii olup Avrupa ve Kuzey Amerika'da da yetismektedir (Pepping,
1999).

Sekil 3.11. Silybum marianum (Anonim, 2018)

Silimarin (Sm), CisH»Oo ile sekil I'de gosterildigi gibi, dort flavonolignan
izomerlerin, yani silibin, isosilibin, silidiyanin ve silisistin kompleks bir karigimidir.
Izomerler arasinda silibin en biiyiik ve en aktif bilesen olup yiizde 60-70'i temsil etmekte
bunu silychristin (%20), silydianin (%10) ve izosilin (%5) izlemektedir. Tohumlar ayrica

betain, trimetilglisin ve esansiyel yag asitleri icermektedir (Saller vd., 2001).

Silimarin zayif ¢ozlniirliigii nedeniyle (%2-3) kapsiilleme, seker kapl tabletler,
kendi kendine mikroemiilsifiye edici ilag verme sistemi (SMEDDS) veya beta
siklodekstrin inkliizyon kompleksi seklinde uygulanmaktadir. Sm verilen dozunun yaklagik
%20-40", insanlarda siilfatlar ve glukuronid konjugatlar olarak safraya atilmaktadir.
Plazmadaki pik konsantrasyonu 6 ila 8 saat icinde elde edilmektedir (Dixit vd., 2007).
Farmakokinetik ¢aligmalar silimarinin oral yoldan emildigini ve beslenme yoluna
(karaciger, mide, bagirsak, pankreas) dagildiginm1 gostermektedir. Esas olarak safrada
metabolit olarak salgilanmakta ve enterohepatik dolasima maruz kalmaktadir (Fraschini

vd., 2002). Intravendz infiizyon sonrast Sm’nin akut toksisite ¢alismalar fareler, sicanlar,
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tavsan ve kopek iizerinde gergeklestirilmistir. LDsy degerleri fareler i¢in 400mg/kg,
sicanlar i¢in 385mg/kg, tavsanlar ve kdpekler i¢in 140mg/kg olarak hesaplanmigtir. Ancak
bu degerler inflizyon hizina bagl olarak degisebilmektedir (Lecomte, 1975).
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Sekil 3.12. Silimarinin bilesenleri (Ghosh vd., 2010)

3.12.1. Silimarinin Antioksidan ozellikleri

Silimarin, antioksidan (AO) ve serbest radikal siipiiriiclidiir. Serbest radikal hasar1

mekanizmasi, hiicre membrani iki tabakasinda ¢oklu doymamis yag asidinin ROS ile
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indiiklenmis peroksidasyonunu igermektedir. Bu da lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonuna neden olarak hiicresel membrana zarar vermekte ve membran lipidlerinin ve
proteinlerinin daha fazla oksidasyonuna neden olmaktadir. Daha sonra DNA, RNA ve
diger hiicresel bilesenler de dahil olmak {izere hiicre igerigi hasarlanmaktadir (Wiseman,

1995).

3.12.2. Silimarinin lipid peroksidasyonuna kars1 aktivitesi

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin, lipitlerdeki doymamis yag asitleri ile
etkilesimi sonucu ortaya c¢ikmakta ve sonu¢ olarak hiicre zarlarinin dejenerasyonu ile
sonuglanmakradir. Sm, lipid peroksidasyonunu indiikleyen serbest radikallerin bir
toplayicisidir. Glutatyon. siiperoksit dismutaz ve iliskili enzim sistemlerini de etkiledigi
icin antioksidan olarak islev gormektedir (Lettéron vd., 1990;Mira vd., 1994). Sm’nin
giiclii antioksidan ve doku rejeneratif Ozellikleri nedeniyle hepato-, néro-, nefro- ve

kardiyo koruyucu bir bilesen olarak bilinmektedir (Carducci vd., 1996).

3.12.3. Silimarin tarafindan karaciger yenilenmesinin uyarilmasi

Silimarinin karaciger dokusu rejenerasyonundaki mekanizmalarindan biri de hasar
gormiis karacigerde protein sentezindeki artistir. In vivo olarak karacigerin bir kismmimn
cikarildig1 siganlarda yapilan deneylerde silibinin ribozomlarin olusumunda, DNA
sentezinde ve protein sentezinde artisa neen oldugu belirlenmistir (Magliulo vd., 1973).
Ilgingtir ki protein sentezindeki artis, sadece hasarlanmis karacigerlerde degil saghkli
kontrollerde de silibinin tarafindan indiiklenmistir. Silibininin karacigerde protein sentezini
nasil stimiile ettigi ile ilgili mekanizma tanimlanamamistir ancak bunun RNA polimeraz
I'in fizyolojik regiilasyonu sonucu ribozomlarin olusumunu stimiile etmesi ile olabilecegi

diisiiniilmektedir (Sonnenbichler ve Zetl, 1986).
3.12.4. Silimarinin anti-inflamatuvar ve anti-kanserojenik ozellikleri
Silimarinin anti-inflamatuar ve anti-kanserojenik etkilerinin mekanizmalar1 heniiz

net bir sekilde bilinmemekle birlikte inflamatuar siirecte yer alan cesitli genlerin

ekspresyonunu diizenleyen NF-kB transkripsiyon faktoriiniin inhibisyonu ile iligkili
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olabilmektedir (Saliou vd., 1998;Mana vd., 1999). Caligmalar Sm’nin notrofil gogii ve
Kupffer hiicrelerinin inhibisyonu, l6kotrin sentezinin inhibisyonu ve prostaglandinlerin
olusumu gibi ¢esitli etkileri tetikledigini gostermektedir (Fraschini vd., 2002). Sm
tarafindan kanserojen ajanlara karsi saglanan koruma ¢esitli deney hayvan modellerinde
incelenmistir. UVB radyasyonu ile iretilen melanom dis1 cilt kanserine sahip ¢iplak
farelerde bir dizi deney gerceklestirilmistir. Calisilan tiim asamalarda farkli dozlarda cilde
uygulanan Sm hayvan basina kanser insidansini, timor sayisini ve timor hacmini énemli
Olciide azaltmistir. Baska bir modelde ise Sm uygulamasi apoptozu, cilt 6demini, katalaz

aktivitesinive COX ve ornitin dekarboksilaz aktivitesini 6nemli dl¢iide azaltmistir.

3.12.5. Silimarin antifibrotik etkileri

Karaciger, etanol veya CCL4 uzun siire maruz kaldiginda stellat hiicrelerinde
kollajen liflerinin birikmesinden dolay1 stellat hiicreleri miyofibroblastlara doniismektedir.
Son zamanlarda silibinin, stellat hiicrelerinin miyofibroblastlara doniisiimii lizerindeki
etkileri arastirilmistir. Sonuglar, 100 umol/L'lik bir konsantrasyonda silibininin, siganlarin
taze karacigerinden izole edilen stellat hiicrelerinin proliferasyonunu yaklasik %75
oraninda azalttigimi, bu hiicrelerin miyofibroblastlara doniistliriilmesini azalttigmmi ve

azalan hiicre dis1 matris bilesenlerinin gen ekspresyonunu asagi regiile ettigini gostermistir

(Fuchs vd., 1997).

3.12.6. Viicudun antioksidan sistemleri

Evrim sirasinda, canli organizmalar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) ile basa c¢ikmak icin spesifik antioksidan koruyucu mekanizmalar
gelistirmistir (Nakhat vd., 2007). Genel olarak “antioksidan sistemler” terimi, hiicrelerin
serbest radikallerin etkilerinden korunmasindan sorumlu olan bu mekanizmalar1
aciklamaktadir. Koruyucu antioksidan bilesikler organellerde, hiicre alt1 boliimlerinde veya
genellikle de hiicresel korumanin meydana gelmesini saglayan hiicre digi alanda
bulunmaktadirl. Boylece canli hiicrenin antioksidan sistemleri li¢ ana savunma diizeyini

icermektedir (Abrol vd., 2005).
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Birinci savunma diizeyi, serbest savunma, serbest radikallerin 6n maddelerini
cikararak veya katalizorleri inaktive ederek serbest radikal olusumunun Onlenmesinden
sorumludur ve i¢ AO enzimden, yani siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalazdan (CAT), olusmaktadir. Siiperoksit radikali (O,”), hiicredeki
fizyolojik sartlarda {iretilen ana serbest radikal oldugu i¢in, SOD hiicredeki ilk AOsavunma
seviyesinin ana unsuru olarak kabul edilmekte ve bu enzim asagidaki reaksiyonla
stiperoksit radikalini degistirmektedir (Yan-yu vd., 2006):

SOD
202 —>2H+—>H202+02

GSH-Px
H,O, +2 GSH —— » GSSG + 2 H,O

CAT
2 H,0, ——— 2 H,0 + O,

Gegis metali iyonlar1 ayrica lipid hidroperoksitlerin aldehitler, alkoksil radikalleri
ve peroksil radikalleri gibi sitotoksik iiriinlere ayrigsmasmi hizlandirmaktadir. Bu nedenle,
metal baglayici proteinler (transferrin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin,
metallotiyonein, seruloplazmin, ferritin, albiimin, miyoglobin, vb) de ilk savunma diizeyine
ait kabul edilmektedir. Ne yazik ki, hiicredeki antioksidan savunmanin birinci seviyesi
serbest radikal olusumunu tamamen 6nlemek icin yeterli olmadigindan bazi radikaller bu
seviyeden kacarak lipid peroksidasyonunu baslatmakta ve coklu doymamis yag asitleri
(PUFA) ile DNA ve proteinlere zarar vermektedir. Bu nedenle, ikinci savunma diizeyi
zincir kirici antioksidanlardan (E vitamini, ubiquinol, karotenoidler, A vitamini, askorbik
asit, Uirik asit ve diger bazi antioksidanlar) olusmaktadir. Glutatyon (GSH) ve tiyoredoksin
sistemlerinin de AO savunmanin ikinci seviyesinde dnemli bir rolii vardir. Zincir kirici
AO’lar, ¢ogalma reaksiyonunun zincir uzunlugunu miimkiin oldugunca kii¢lik tutarak
peroksidasyonu engellemektedir. Bu nedenle, zincir reaksiyonundaki peroksil radikal ara

maddelerini siiplirerek lipit peroksidasyonunun yayilma asamasii Onlemektedir (Arcari

vd., 1992).

Bununla birlikte hiicredeki ikinci AO savunma seviyesi bile lipit ve protein
oksidasyonunu 6nleyememekte, baz1 biyolojik molekiiller zarar gérmektedir. Bu durumda,

liciincli savunma diizeyi hasarli molekiilleri ortadan kaldiran veya onaran sistemlere
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dayanmaktadir. Bu AO savunma seviyesi lipolitik (lipazlar), proteolitik (peptidazlar veya
proteazlar) ve diger enzimleri (DNA onarim enzimleri, ligazlar, niikleazlar, polimerazlar,
proteinazlar, fosfolipazlar, ¢esitli transferazlar, vs.) igermektedir. Tiim bu sistemler viicuda
entegre sekilde birbirleriyle baglantili c¢alismaktadir. Hiicredeki AQ’lar arasindaki
kooperatif etkilesimler, serbest radikallerin ve toksik iirlinlerin metabolizmalarmin zararl

etkilerinden maksimum koruma i¢in hayati dneme sahiptir (Yan-yu vd., 2006).

Bu nedenle, AO savunmalari1 birkag¢ secenek igerir (Qiu vd., 2005):

e Lokalize olmus oksijen konsantrasyonunu azaltmak,

e Pro-oksidan enzimlerin aktivitesini ve siiperoksit iiretimine yol acan elektron
sizmtismi azaltmak ve mitokondrideki elektron zincirinin etkinligini arttirmak,

o Cesitli transkripsiyon faktorlerini (6rn., Nrf2 ve NF-kB) ve AO ile iligkili
enzimlerinin sentezini (SOD, GSH-Px, CAT, glutatyon reduktaz (GR), GST)
indiikleyerek baslangi¢ radikallerini temizlemek,

e Vita-gen aktivasyonunu, sentezini ve koruyucu molekiillerin ifadesini arttirmak
(GSH, Thioredoxins, 1s1 soku proteinleri (HSP), sirtuinler, vb.),

e Baglayici metal iyonlar1 (metal baglayici proteinler) ve metal selatlama,

e Peroksitlerin radikal olmayan, toksik olmayan f{iriinlere (Se-GSH-Px)
dontstiiriilerek ayristirilmasi,

e Peroksil ve alkoksil radikalleri (E, C, GSH, iirik asit, ubikuinol, bilirubin vb.) gibi
ara radikalleri temizleyerek zincir kirma,

e Hasarli molekiillerin (metiyonin stilfoksit rediiktaz (MSR), DNA-onarim enzimleri,

saperonlar vb.) onarimi ve ¢ikarilmasi.

3.12.7. Silimarinin antioksidan ozellikleri

Silimarinin  AO  savunmaya farkli  sekillerde katkida  bulunabilecegi
unutulmamalidir. Birincisi dogrudan serbest radikal siipiiriicii olarak, ikincisi serbest
radikal tiretiminden sorumlu belirli enzimleri inhibe etmekte veya stres kosullarinda
mitokondrinin elektron tasima zincirinin biitiinliiglini  korumasiyla serbest radikal
olusumunu Onleyerek ya da iiciincii olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1

aktive ederek hiicrenin optimal redoks durumunun siirdiiriilmesini saglamakta ve son
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olarak da 1s1 soku proteinleri (HSP), tiyoredoksin (Trx) ve sirtuin’ler dahil olmak tizere
koruyucu molekiillerin sentezinden sorumlu ve stres kosullarinda ek koruma saglayan vita-

genleri aktive etmektedir (Suari, 2015)

3.12.7.1. Direkt serbest radikal siipiirme

Silibininin insan trombositleri, beyaz kan ve endotel hiicreleri tarafindan ROS ve
eikosanoidlerin olusumu iizerindeki etkileri incelenmistir (Garg ve Gupta, 2009). Silibinin,
insan graniilositleri tarafindan tretilen O, (ICso > 200 uM) i¢in degil ancak gii¢lii bir
HOCI (ICsp = 7 uM) temizleyici oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde izole sigan Kupffer
hiicrelerinde O, ve NO'nun iiretimi, doza bagimli sekilde, 80 uM (ICsp) (Dehmlow vd.,
1996) silibinin tarafindan inhibe edilmistir (Varga vd., 2006). Silibinin (2.5 uM) Abl-42
stresli noronlarda H,O, konsantrasyonunu onemli Olciide azaltmis ve oksidatif iligkili
yaralanmalar1 6nlemistir (Yin vd., 2011). Dahasi, silibinin (10 uM ve {izeri), bir model
sistemde DNA hasarm iyilestirmede koruyucu aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Fu
vd., 2009). Silibin ile in vitro tedavide, spontan O, ve H,O, salimimini ve pre-eklamptik
kadinlardan alman monositler ile TNF-a iiretimini 6nemli Olgliide inhibe etti§i rapor
edilmistir. Silibinin ana etkisi 50 uM konsantrasyonda elde edilmistir (Cristofalo vd.,

2013).

Cesitli model sistemlerde Sm'nin AO etkisi gosterilmistir. Ornegin, H,0; i¢in ICs
38 uM iken, NO i¢in ICsy 266 uM idi (Domitrovi¢ vd., 2013). Sm’nin linoleik asit
emiilsiyonunun %482,7 lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir; biitilenmis
hidroksianisol (BHA), biitilenmis hidroksitoluyen (BHT), alfa-tokoferol ve trolox, ayni
konsantrasyonda linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonu iizerine sirastyla 83,3, 82,1,
68,1 ve 81,3'liik inhibisyon gdstermistir (Kdksal vd., 2009). Baska bir in vitro ¢aligmada,
Sm’nin (> 200 uM) serbest radikal siipiiriicli aktivitesi ve AO 6zellikleri dort farkli deneyle
gosterilmistir (Asghar vd., 2008). Sm'nin saf miinferit bilesiklerinin serbest radikal
stiptiriicii aktivitesinin 6nemli 6lgiide degistigi belirtilmelidir.

Sonu¢ olarak, Sm hem hiicre i¢indeki trafigini degistirmektedir (Crocenzi vd.,
1992; Blaising vd., 2013) hem de hiicrenin enerji durumunu etkilemektedir (Colturato vd.,
2012). Ayrica, Sm’nin in vitro olarak tarif edilen etkilerinin ¢ogu, su anda insanlar veya

hayvanlarda elde edilemeyen konsantrasyonlarda meydana gelmektedir. Bu nedenle,
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biyolojik sistemlerde silibinin tarafindan dogrudan temizlenen bir ROS'un antioksidan

korumaya 6nemli 6l¢iide katkida bulunma olasilig1 yoktur.

3.12.8. Cesitli kimyasallarin toksisitesinin onlenmesinde silimarinin antioksidan

etkileri

Karaciger, gida zehirleyici ve ilaglarin biyotransformasyonunda rol oynayan
birincil bir organdir. Bagirsak bolgesinden emilen toksinler ilk once karacigere giderek
cesitli karaciger rahatsizliklarina neden olmaktadir. Hepatik bozukluklar temel olarak
toksik kimyasallar (alkol, karbon tetrakloriir, klorlu hidrokarbonlar, tiyoasetamid),
ksenobiyotikler, antikanser ilaglar (doksorubisin, sisplatin), immiinosupresan ilaglar
(siklosporin), analjezik ve anti-inflamatuar ilaclar (parasetamol), anti-tiiberkiiloz
(izoniazid, rifampisin) ilaglar, radyasyon (gama radyasyonlar1), agir metaller (kadmiyum,
arsenik), mikotoksinler (aflatoksin, T-2 toksin, fumonisinler, okratoksinler), galaktozamin
ve lipopolisakkarit nedenli olabilmektedir (Ingawale vd., 2014). Oksidatif stresin
hepatotoksisitenin anahtar mekanizmasi oldugunu kanitlanmistir. Bu nedenle, yukarida
belirtilen toksik maddeler, Sm'nin antioksidan koruyucu 6zelliklerini degerlendirmek icin

cesitli deney modellerinde kullanilmaktadir.

3.12.8.1. Tiyoasetamid

Tiyoasetamid (TAA) ilk kez Fitzhugh ve Nelson tarafindan karisik islevli
oksidazlar tarafindan metabolik aktivasyon gerektiren giiglii bir hepatotoksin olarak
tanimlanmistir. TAA uygulamasi siganlarda karaciger fibrozunun ve sirozunun
tetiklenmesi i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Oksidatif stresin biiyiik 6l¢iide mikrozomal
flavin-adenin-diniikleotid (FAD) igeren flavin monooksijenaz (FMO) tarafindan
biyotransformasyonu boyunca olusan toksik metabolik tiyoasetamid-S-oksid’in olusumu
nedeniyle TAA indiiklii karaciger fibrozunda ana katilimci faktor oldugu diistintilmektedir
(Mustafa vd., 2013). Tiyoasetamid-S-oksid’in ¢ekirdekten sitoplazmaya RNA’nin
tasinmasma engel oldugu bilinmekte ve ayrica tiyoasetamid-S-oksid membran hasarma

neden olmaktadir.
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TAA ile indiiklenen toksisitenin gelismesinde, serbest radikallerin kritik bir rol
oynadig1 disiiniilmektedir (Mustafa vd., 2013). Artan serbest radikal miktar1 ile
karacigerde LPO (lipid peroksidasyonu) siireci baslamaktadir. TAA nedenli ROS {iretimini
lipid peroksidasyonu, glutatyon eksilmesi ve SH-tiyol gruplarinda azalma takip edmektedir
(Fazal vd., 2014). Ayrica TAA’nin mitokondriyal enerji metabolizmasini etkiledigine dair
in vivo c¢aligmalar bulunmaktadir (Kadir vd., 2014). Bununla birlikte, hiicre enerji
metabolizmasinda TAA’nin etkisi ve kesin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamuistir.
Singh vd., yaptiklar1 calismada, TAA’nin albiimin ve {ire sentezini azalttigin1 gdstermistir
(Singh vd., 2012). Bu sonuglar, TAA uygulamasinin protein sentezini azalttig1 ve lre

dongiisii enzimlerini inhibe ettigi bulgusuyla uyusmaktadir (Ali vd., 2014).

Sm'nin siganlarda TAA'nin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Erkek Sprague Dawley sicanlarda 12 haftalik boyunca igme
suyunda TAA uygulamas: (agrrlik/hacim olarak % 0.03) sonucu karaciger hasari
olusturulmustur. Sm’nin (50 mg/kg), TAA ile karaciger hasar1 indiiklenen sigcanlarda
hepatik AO enzimlerin aktivitesini dnemli 6l¢iide arttirdigi gosterilmistir (Kadir vd., 2014).
Gergekten de, TAA ile indiiklenen karaciger hasarl siganlarda serum ALT, AST, ALP ve
MDA’da o6nemli bir artis gozlendigi ve Sm’nin AO sistemini uyararak lipit
peroksidasyonunu azalttig1 belirtilmistir (Singh vd., 2012). Ayrica, Sm uygulamasina yanit

olarak GSH tiikenmesi ve 1s1 soku protein-47 gen ifadeleri de azalmistir.

3.12.8.2. Diger Toksikantlar

Silimarinin benzer dozlarmnin viicudun AO sistemleri iizerindeki koruyucu etkileri
de pirogallol toksisitesinde (Gupta vd., 2002; Upadhyay vd., 2010), bleomiksin enjekte
edilmis farelerde (Razavi-Azarkhiavi vd., 2014), akrolein toksisitesinde (Taghiabadi vd.,
2012), sican karacigerinde dietilnitrozamin kaynakli oksidatif streste (Pradeep vd., 2007),
sodyum florid (Nabavi vd., 2012) ve sodyum nitrit (Sherif vd., 2013) toksisitesinde

gosterilmistir.

Gergekten de, in vivo ve in vitro calismalarda Sm/silibinin CCL4, gesitli
mikotoksinler, TAA, sisplatin, Mn, benzo[a]piren, doksorubisin, etanol ve baz1 diger toksik

maddelerin oksidatif toksisitelerini onemli derecede azaltmistir. Sm, hiicrelerde ROS’u,
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sinyal transdiiksiyonunu ve gen ekspresyonunu geri kazandirmaktadir. Sm ve silibinin'in
serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan ozellikleri asagidakiler tarafindan gosterilmistir:
(a) stresli hayvanlarin karaciger ve diger dokularinda endojen AO enzimlerinin (SOD,
CAT, GSH-Px, GR ve GST) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (E ve C vitaminleri)
restorasyonu; (b) karaciger ve diger dokularda artmis GSH hiicre i¢i konsantrasyonu; (c)
azalan lipid ve protein oksidasyonu; (d) DNA fragmantasyonu / hasar1 ve apoptoz; (e)
ROS'un neden oldugu karaciger yaralanmalar1 nedeniyle karacigerden plazmaya ALT,
AST, ALP'nin azalmis sekresyonu; (f) onarilmig Nrf2 ve HO-1 aktiviteleri; (g) timor
nekroz faktorii dahil olmak tizere NF-kB ekspresyonunu ve pro-inflamatuar sitokin
konsantrasyonunu Toksik travmadan 6nce veya hemen sonra SM kullannmmmn kronik
karaciger hastaligindan daha koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (Mateen vd., 2013). In
vitro ve in vivo ¢aligmalarin bir kismi, Sm ve silibininin ¢esitli modellerde anti-kanser
koruyucu oldugunu gostermektedir (Féher ve Lengyel, 2012;Das vd., 2012; Mateen vd.,
2013; Deep vd., 2013).

3.12.9. Oksidatif stres ve transkripsiyon faktorleri

Oksidasyon rediiksiyon (redoks) temelli gen ifadesinin diizenlenmesi, hiicre
biyolojisinde temel bir diizenleyici mekanizma gibi goriinmektedir. Gergekten de,
viicuttaki ROS seviyesinin, antioksidan sistemler tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi
ve asirt miktarda serbest radikal iiretimi ve siddetli oksidatif stresin, siklikla yaygin
oksidatif hasara ve hiicre Sliimiine yol a¢tig1 iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, hiicre
sagkalimi i¢in bazal bir oksidatif stres seviyesi gereklidir. Aslinda, ¢esitli stresorlerin yol
actig1 orta derecede bir oksidatif stres, adaptif yanitlar olusturabilmekte ve stresli
zorluklara uyum saglama yetenegini gelistirebilmektedir (Yan vd., 2012). Nitekim
hayvanlarda redoks-sinyallesme yolaklar1 biiyiime, farklilagsma, ¢cogalma ve apoptoz dahil
cesitli fonksiyonlar1 diizenlemede farkli kaynaklardan ¢ekirdege gelen sinyalleri aktarmada
ROS’u kullanmaktadir. Cesitli transkripsiyon faktorleri antioksidan savunma sisteminin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Ma ve He, 2012;Majzunova vd., 2013;Song ve Zou,
2014;Kweider vd., 2014). Bu yolaklar koordineli bir sekilde ¢aligirlar ve bircogu oksidatif
stres hasarlariyla basa ¢ikabilmeleride kritik 6neme sahiptir. Bunlar: Keap1/Nrf2, NF-«xB,
Mapk ve AP-1"dir (Lushchak, 2011).
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3.12.10. Sm’nin pro-oksidan ozellikleri

Keapl sistein tiyollerinin oksidasyonunun bazi polifenollerin aracilik ettigi
gosterilmistir. Flavonoidler arasinda, oksidatif stres ve redoks dongiisiiniin iiretilmesi igin
icsel potansiyellerinin daha yiikksek olmasi, ARE aracili gen ekspresyonunun
indiikleyicileri olarak giiclii olma potansiyellerinin daha fazla oldugu ilging bir gercektir
(Lee-Hilz vd., 2006). Diisiik polifenol konsantrasyonlarmin H,O, fretebildigi ve Nrf2
sinyalini aktive ettigi, oksidatif strese hiicre adaptasyonunu indiikledigi hipotezi One
striilmistiir (Erlank vd., 2011). Dolayisiyla, polifenoller, terapotik maddeler olarak islev
gormek yerine dnleyici bir dogada bulunabilen besinsel "ilaglar" olarak hareket ederler. Bu
nedenle, ¢esitli AO molekiillerini indiiklemek i¢in antioksidan polifenoller tarafindan Nrf2-
ARE sinyallemesinin aktivasyonu muhtemelen prooksidant aktivitelerine atfedilebilir
(Surh, 2008). Silybin i¢in de ayn1 sekilde uygulanabilir. Aslinda, saf silybin kararsiz iken,
Sm'deki silybin pH 1,0 ila 7,8 aras1 tamponlarda stabildir. Silybin metabolizmasi, plazma,
bagirsak sivis1 ve karaciger homojenatlar1 gibi bir dizi biyolojik sivida test edildigi gibi,
Sm'deki silybin ile karsilastirildiginda saf formunda daha siddetliydi. Sm'deki bilesenlerin
ana bileseni silybin iizerinde bir stabilizasyon etkisine sahip oldugu goriilecektir (Tang vd.,
2009). Bu nedenle, hiicre kiiltiirleri ile yapilan bazi1 deneylerde silibinin oksitlenebilir ve
etkileri, silybin oksidasyonu sirasinda iiretilen flavonoid veya ROS'un oksitlenmis
formunun bir yansimasi olabilir (Zatloukalova vd., 2011). Benzer sekilde, silibin daha
sonraki reaktif oksijen tiirleri jenerasyonu ile demir-katalize oksidasyon yoluyla pro-
oksidan etkilere neden olabilir (Gharagozloo vd., 2008). Silibininin gii¢lii bir pro-oksidatif
ajan oldugu gosterilmistir, yani, NADH'yi in vitro olarak peroksidaz ve H,O, varliginda
oksitleyebilmistir (Fan vd., 2012). Bu pro-oksidatif etki, serbest radikal tiirevleri ve
miiteakip NADH oksidasyonu liretiminden kaynaklanir (Awad vd., 2002). Sm (50, 100
veya 200 uM) ile 24 saat tedavi, hiicresel redoks durumunu etkiledi ve HepG2 hiicrelerinde
ROS iiretiminde doza bagl bir artisa neden oldu. Ayrica, HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i
GSH seviyesinde doza bagl bir azalma ve azalmis toplam AO potansiyeli vardi (Zhang
vd., 2013). Silibinin, insan meme kanseri hiicre hatlart MCF-7 ve MDA-MB-231'de hiicre
Oliimiine neden oldugu ve silibinin etkisi ROS {iretimine baghh oldugunu gdsteren
antioksidanlar tarafindan hafifletildi (Kim vd., 2014). Benzer sekilde, HT29 hiicrelerinin
silibinin ile tedavisi hiicre i¢i ROS diizeyini arttirmistir (Woo vd., 2014). Stresorsiiz 100

mg/kg Sm'nin hayvanlarda pro-oksidan etki goOsterebilecegi one siiriilmiistiir. Aslinda,
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CCL4 ve Sm (100 mg/kg) ile tedavi edilen gruplarda NO ve MDA seviyeleri artmis, diisiik
doz seviyelerinde ise Sm (25 ve 50 mg/kg/) NO ve MDA igerigini degistirmemistir. sican
hipokampusunda. Toplam tiyol molekiillerinin konsantrasyonu SM50 grubunda artmis ve
CCL4 ve Sm100 gruplarinda belirgin bir diisiis gostermistir (Malekinejad vd., 2012).
Yukarida belirtilen sonuglardan, silybinlerin Nrf2 aktivitesini oksidasyon azaltma

potansiyeli ile etkileyebilecegini sdyleyebiliriz.

3.12.11. In vivo calismalar

Silibinin'in (50 mg/kg), hiicresel oksidorediiktaz aktivitelerinin ve NF-KB
aktivasyonunun ve ROS iiretiminin inhibisyonunun tesvik edilmesine bagli olarak D-
galaktozun neden oldugu yaslanmaya kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Wang vd., 2011) Sicanlarin bobreginde yapilan histopatolojik ve immiinohistokimyasal
caligmalar, ayn1 zamanda, Silibinin'in (75 mg/kg), arsenigin (As) toksisitesini dnemli
Olciide azalttigin1 ve bobrek dokusunun normal histolojik yapisimni korudugunu, kaspaz-
3'iin aracilik ettigi tiip seklindeki apoptozu inhibe ettigini ve NADPH oksidaz, iNOS ve
NF-kB'nin asir1 ekspresyonu (Prabu vd., 2012). Erkek sicanlarda deneysel iskemik inme
modelinde, silibinin (100 mg/kg), inme sonrasi iskemik beyin dokusunda NF-kB'yi 6nemli
derecede diisiirmiistiir (Wang vd., 2012). NASH modelinde, metionin-kolin eksikligi olan
bir diyetle beslenen fareler, siirekli olarak, NF-kB, p65 ve p50 baglanma aktivitesini
artirirken, silibinin uygulamasi (20 mg/kg i.p.), her iki alt iinitenin aktivitesini dnemli
Olciide azaltmistir (Salamone vd., 2012). CCL4 tedavisinin farelerde NF-kB ekspresyonunu
arttirdig1 ve karaciger fibrozunu indiikledigi, Sm (200 mg/kg) ise CCL4 ile indiiklenen
hepatik NF-kB'yi ve karaciger fibrozunu iyilestirdigi gosterilmistir (Li vd., 2012). Serebral
iskeminin sigan modelinde silibininin (150 mg/kg oral) koruyucu etkisi, beyinde Bax, NF-
kB proteini ve Bax, NF-kB mRNA'min azalmis ifadesi ile iligkiliydi (Liu vd., 2014).
Sm'nin de NF-kB inhibe edici etkileri oldumu gosterilmictir. Ornegin, NF-kB'nin mRNA
ve protein ifadeleri, D-galaktozamin kaynakli hepatotoksik sicanlarda 6nemli Olgiide
yukar1 dogru diizenlenmistir ve Sm (25 mg/kg) ile tedavi, bu genlerin ifadelerini 6nemli
Olclide asagi regiile etmistir (Aristatile vd., 2013). Dahasi, serum TGF-B1, NF-xB ve IL-6
diizeylerinin sirozlu sigan drneklerinde anlamli derecede yiikseldigi, Sm'nin (50 g/kg) ise
yukarida belirtilen degisiklikleri 6nemli 6l¢lide onledigi gdsterilmistir (Salama vd., 2013).
Sm (250 mg/kg) kobaylarda alkolik karaciger fibrozunda NF-«xB sinyalizasyon kaskadini
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baskilamaktadir (Abhilash vd., 2014). Genel olarak Sm/silibinin, proinflamatuar
sitokinlerin sekresyonunu inhibe etmek icin NF-«B dahil olmak iizere c¢oklu sinyal
yollarimi hedefler. Birlikte bu bulgular Sm/silibinin'in ¢esitli hiicrelerde ve ayni1 zamanda in
vivo c¢alismalarda NF-kB sinyalizasyonu iizerindeki inhibitdr etkisinin anti-inflamasyon
etkinliginin 6nemli bir mekanizmasi olabilecegini ve bu sinyal yolunu hedef aldigni
gostermektedir. Bu sonuglar, silibinin klinik ve veterinerlik uygulamalarinda potansiyel

uygulamalar1 olabilecegini diisiindiirmektedir.

3.12.12. Bagirsakta Sm’nin koruvucu etkisi

Bagirsaklarin polifenollerin  antioksidan etkisinin en Onemli yeri oldugu
disiiniilmektedir (Surai vd., 2004). Gergekten de, oksidatif hasarin azaltilmasi, kolonik
floranin modiilasyonu ve gen ekspresyonundaki varyasyon, polifenoller tarafindan
intestinal fonksiyonun modiilasyonunda rol oynar. Ornegin, sarap polifenollerinin gen
diizeyinde molekiiler etkilerini incelemek i¢in mikrodizi teknolojisi kullanildi: siganlar 14
giin boyunca 50 mg/kg sarap polifenolleri ile muamele edildi. 5707 genin global
ekspresyon analizi, metabolizma, transport, sinyal transdiiksiyonu ve hiicreler arasi
sinyalizasyon gibi genis bir yelpazedeki fizyolojik fonksiyonlarda yer alan genlerin asagi
regiilasyonunu ortaya koymustur (Dolara vd., 2005). Polifenollerle tedavi edilen sicanlarin
kolon mukozasinda iki ana diizenleyici yolun asagi1 regiile edildigi gosterilmistir:
enflamatuar yanit ve steroid metabolizmasi. Flavonoidler genellikle diger antioksidan
bilesiklerden daha yiiksek konsantrasyonlarda tiiketildiklerinden, sindirim sirasinda
koruyucu etkileri biiyilk onem tasir. Ornegin, flavonoidlerin sadece peroksidize lipit
birikimini engellemedigi, ayn1 zamanda heme proteinlerinin proksidant ozelliklerini
antioksidan olanlara da doniistiirebilecegi gosterilmistir (Kanner vd., 2001). Diyet
polifenolleri ayn1 zamanda, kemirgenlerin gastrointestinal sistemindeki in vivo oksidatif
hasar1 modiile edebilirler (Giovannelli vd., 2000), diyet polifenollerinin oksidatif hasara
bagli patolojilerde hem koruyucu hem de terapdtik bir potansiyele sahip olabilecegi
hipotezini destekler. Aslinda, bagirsagin ¢esitli kisimlarindaki antioksidan-prooksidant
dengesi (redoks durumu) sonugta, antioksidanlarin emilim seviyesinin yam sira, diyet
tarafindan saglanan ve hiicreler tarafindan salinan antioksidanlar ve pro-oksidanlarin
seviyesine baglidir. ve pro-oksidanlar (Surai vd., 2004). Mide kosullarini taklit eden bir

model sistemde, hem lipit peroksidasyonunun hem de vitamin E ve beta-karotenin birlikte
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oksidasyonunun pH 3.0'da kiwrmizi1 sarap polifenolleri tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir (Gorelik vd., 2005). Bagirsakta, farkli antioksidanlar arasindaki bir etkilesim,
maksimum sinerjik etkilerini ortaya ¢ikarabilir. Ozellikle, yesil cay polifenol, E vitamini ve
C vitamini karigimimin lipit peroksidasyonunu korumak ig¢in sinerjistik olarak etki
gosterdigi bulunmustur (Dai vd., 2008). Kismen oksitlenmis gidalarin tiiketilmesinin,
midede lipit peroksidasyonunu ve sitotoksik lipit peroksidasyon iirlinlerinin viicuda
emilimini arttirabildigi bulunmustur. Kirmizi sarap polifenollerinin yemege eklenmesi bu
sonuclar1 degistirebilir , bu nedenle kirmizi sarap polifenolleri MDA'nin emilimini inhibe
eden yeni fonksiyonla yararli bir etki gosterir (Gorelik vd., 2008). Bu bulgular gidalarda /
yemlerde bulunan oksitlenmis yaglarin potansiyel zararli etkilerini ve diyette diyet
polifenollerinin 6nemli faydalarin1 aciklamaktadir. Gergekten de, polifenollerin
gastrointestinal sistemdeki etki sahasinin yerini saptamak, silibin de dahil olmak iizere
flavonoidlerin in vivo olarak nasil ¢alistigini ve silybin ve diger polifenollerin saglhigini
gelistirici etki mekanizmalarmi agikliga kavusturmaya yardimci olabilecegini anlamamizda

bir revizyona yol agabilir. (Kanner vd., 2012).

Bagirsak iltihabinda redoks sinyali karmasiktir ve iyi anlagilamamistir. Bununla
birlikte, intestinal epitelyal redoks ortamin homeostatik kontroliiniin besin sindirimi ve
emilimi, kok hiicre proliferasyonu, apikal enterosit apoptozisi ve bagisiklik yanit1 i¢in
merkezi oldugu genellikle kabul edilmektedir (Circu ve Aw, 2012). Gergekten de,
polifenoller bagirsak mukozasi biitiinliglinde, inflamasyon ve gecirgenlikte bir rol
oynayabilir (Martinez vd., 2013). Ornegin, sarap fenolikleri, hem serbest radikal
toplayicilar hem de hiicresel redoks sinyallemesinde rol oynayan spesifik inflamasyonla
iliskili genlerin modiilatorleri olarak islev goéren oksidatif stres ve inflamasyon ile
karakterize edilen bagirsak hastaliklarinin ilerlemesini Onleyebilir veya geciktirebilir.
Etkilerini, esas olarak oksidatif ve inflamatuar uyaranlara yanit olarak aktive edilen hiicre
sinyal yollarn1 modiile ederek uygularlar ve Nrf2 ve NF-kB baglica asagi akim
efektorleridir (Biasi vd., 2011). Ornegin, bir iiziim ¢ekirdegi ve iiziim marc 6ziitii verilen
domuzlar, kontrol domuzlarina kiyasla duodenal mukozada (karaciger ve plazmada degil)
NF-kB ve Nrf2'nin daha diisiik transaktivasyonuna ve bu transkripsiyon faktorlerinin
cesitli hedef genlerinin daha diisiik bir ekspresyonuna sahipti. (Gessner vd., 2013). Ayrica,
villus yiiksekliginin orant: kript derinligi ve kazang: yem orani, bir domuz 6zii ile beslenen

hayvanlarda kontrol domuzlarindan daha yiiksekti. Farelerde, diyet {iziim ¢ekirdegi ekstresi
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proliferasyonu azaltt1 ve epitel hiicresinin farklilasmasini azaltt1 ve bagirsak epitelindeki
degisiklikler NF-kB sinyalinin bastirilmasi ile iliskiliydi (Yang vd., 2014). Polifenolik
bilesikler bagirsak biitiinliigiinii de etkileyebilir. Ornegin, 21 giin boyunca igme suyuyla
sicanlara verilen liziim ¢ekirdegi ekstrakti (% 0.1), proksimal kolondaki bagirsak birlesme
proteini okludin ekspresyonunu ve kontrol ile karsilastirildiginda ndétrofil protein
kalprotektinin fekal seviyelerini azaltmistir (Goodrich vd., 2014). Yakin zamanda, dogal
olarak olusan flavonoid prosiyanidin B2'nin, oksidatif stres ve ksenobiyotiklere karsi
koruyan kolonik hiicrelerde hiicresel redoks durumunu ve antioksidan enzim savunma

sistemini modiile edebildigi bildirilmistir (Rodriguez-Ramiro vd., 2011).

Baz1 antioksidanlarin tamamen emilmemesi i¢in biyolojik bir neden oldugunu ve
boylece bagirsagin alt kisimlarinda antioksidan koruma sagladigini séylemek miimkiindiir
(Surai vd., 2004). Cesitli flavonoidlerin nispeten diisiik biyoyararlanimi ve antioksidan
potansiyeli, diger antioksidanlarin seviyelerinin oldukg¢a diisiik oldugu kalin bagirsak dahil
olmak iizere, sindirim yolunun ¢esitli kisimlarinda antioksidan koruma saglayan insanlar /
hayvanlar i¢in yararli olabilir. Aynis1 Sm i¢in de gegerlidir. Ornegin, bagirsaktaki silibinin
konsantrasyonu, dogrudan antioksidan aktivitesine olan ihtiyaci asan bir konsantrasyon
olan 800 uM'ye (Kock vd., 2013) ulasabilir. Ger¢ekten de Sm'nin dogrudan antioksidan
etkilerinin in vivo olup olmadig: belirsizdir, ancak bu etkilerin gastrointestinal sistemde,
SM'nin emilim ve metabolizmaya ugramadan hiicrelerle dogrudan temasa gecebilecegi
gibi, bu etkilere kars1 koyabilmesi miimkiin olabilir (Surai vd., 2004). Sm'nin
gastroprotektif etkilerinin gastrik mukozal NO ve protein olmayan siilthidril gruplarinin
korunmasi ve kapsaisin duyarli gastrik duyu aferentlerinin modiilasyonu ile iligkili
olabilecegi one siirtilmiistiir (Shin vd., 2011). SM'nin bir murin kolit modelinde yararlh
etkileri agiklanmistir (Esmaily vd., 2009). Sm, kolonik dokudaki toplam antioksidan
kapasitesinin yan1 sira kolonik hasari, lipid peroksidasyonunu, nétrofil infiltrasyonunu ve
inflamatuar sitokinlerin igerigini etkili bir sekilde azaltmustir. Trinitrobenzen siilfonik asit
ile indiiklenen kolit modelinde silibinin tedavisi NF-«B aktivitesi, IL-1p, TNFa, TBARS,
protein karbonil, miyeloperoksidaz aktivitesi ve kolonun antioksidan kapasitesindeki bir
iyilesme gibi inflamatuar kolitin birkag¢ bilesenini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. doku [280].
Ayrica, silibinin (50 mg/kg) bagirsak mikrobiyal enzimleri, kolonik oksidatif stresi ve

Wnt-a/katenin sinyalini modiile ederek deneysel siganlarda 1,2-di-metilhidrazin ile
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indiiklenen kolon karsinojenezine karsi antiproliferatif etki meydana getirir (Sangeetha vd.,

2012).

Polifenollerin, alt bagirsakta antioksidan koruma sagladiklar1 ve kolonik floray1
degistirebildikleri de iyi bilinmektedir. Silybin dahil polifenoller, bagirsak bakterileri
tarafindan konakg¢i fizyolojiyi degistirebilen simbiyotik ortaklarin iglevsel ekolojisini
etkileyen kompleks bir dizi son iirline kadar genis dlciide metabolize edilirler (Moco vd.,
2011). Yiksek diyet polifenol igerigine sahip bitki besinleri agisindan zengin bir diyetin
tikketilmesinin, konak¢min gastrointestinal sagligini, mikrobiyota modiilasyonu yoluyla
arttirabilecegi One siiriilmiistiir. Gergekten de, iiziim antioksidan diyet lifi alim,
Lactobacillus'un ¢ogalmasmi uyarir ve siganlarin ¢ekumunda Bifidobacterium tiirlerinin
bilesimini hafifce etkiler (Pozuelo vd., 2012). Diyet polifenollerinin bagirsak mikrobiyal
dengesini modifiye edebilme kabiliyetine sahip olabilecegi, ancak bu etkinin dolayh
oldugu, yani orijinal bitki bilesikleri yerine biyotransformasyon iiriinleri tarafindan aracilik
ettigi goriilmektedir (Parkar vd., 2013). Polifenol-mikrobiyota etkilesimlerinin karmasik
oldugu ve farkli polifenol-metabolize edici fenotipler veya metabotipler’e neden olan

biiyiik bireysel-birey degiskenligine tabi oldugu belirtilmelidir (Bolca vd., 2013).

Ne yazik ki, Sm'nin bagirsak mikrobiyota tizerindeki etkisi konusunda herhangi bir
veri yoktur, fakat yukarida agiklanan diger flavonoidler i¢in de ayni degisikliklerin
meydana gelebilecegini sdyleyebiliriz. Bu nedenle, oksidatif hasarin azalmasi,
inflamasyonun azaltilmasi, kolonik floranin modiilasyonu ve gen ekspresyonundaki
varyasyonun Sm dahil polifenoller tarafindan bagirsak fonksiyonunun modiilasyonunda rol

oynamast muhtemeldir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlar

Tiyoasetamid (TAA) ve silimarin (Sm) ticari olarak temin edilmistir. Bu
maddelerden, TAA’nin 50 mgh1 %0,9 NaCI’de c¢oziilerek enjeksiyona hazir duruma
getirilmistir (Singh ve Trigun, 2014). TAA ve Sm enjeksiyonlar1 ¢dzeltilerin taze olarak
hazirlanmasindan sonra steril tek kullanimlik enjektorler ile TAA intraperitonal (i.p.), Sm
ise oral olarak uygulanmistir. Sm’nin50 ve 100 mg/kg dozu % 0,2 DMSO’da eritilerek
cozelti hazirlanmistir. Kilo kaybini, hipoglisemiyi ve bobrek yetmezligini en aza indirmek
icin deney siiresince igme suyu yoluyla %0,45 NaClI iceren %5 dekstroz ve 20 meq/L KCl

verilmistir.

Biitiin hayvanlarin ilk enjeksiyondan ve Oldiiriilmeden once tartilarak agirliklar
saptanmig ve boylece uygulanacak ila¢ dozlar1 belirlenmistir. Silimarin uygulamasina TAA
enjeksiyonundan 14 giin 6nce baslanmis ve akabinde TAA 14 giin verilmistir. Son
enjeksiyondan bir giin sonra hayvanlar anestezi edilerek kan, karaciger ve beyinleri

almmustir (Ayhanci vd., 2009).

4.2. Deney Hayvanlan

Deneysel calismamizda saglikli, erkek, 200+£20 gram agirlikta, yaklasik 3 aylik,
Sprague Dawley cinsi, albino siganlar kullanilmistir. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM)’dan
temin edilerek deney siiresince 12;12 aydmlik/karanlik 1giklandirmasi olan, 1s1 (2242 °C)
ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye baglanmadan
once hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu saglanmistir (Watanabe
vd., 2001). Deney siiresince tiim siganlar paslanmaz ¢elik kafeslerde standart sican yemi ile

beslenmis ve ¢esme suyu verilmistir.
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4.3. Deney Gruplan

Deney hayvanlar1 arasindan rastgele se¢imle her birinde n=7' ser sigan olmak iizere

toplam 4 grup olusturulmustur. Bunlar;

Grup 1: Kontrol: Her hayvana ilk 14 boyunca gavaj yoluyla Sm’nin ¢dziiciisii olan 0,5 mL
%0,2 DMSO verilecektir ve akabinde ikinci 14 giin boyunca da i.p olarak TAA’nin
¢Oziiciisii olan 0,5 mL %0,9 SF enjeksiyonu yapilmistir.

Grup 2: Her hayvana ikinci 14 giin boyunca 50mg/kg TAA enjeksiyonu yapilmaistir.
Grup 3: Her hayvana ilk 14 giin boyunca 50mg/kg Sm ve ikinci 14 giin boyunca da
50mg/kg TAA enjeksiyonu yapilmistir.

Grup 4: Her hayvana ilk 14 giin boyunca 100mg/kg Sm ve ikinci 14 giin boyunca da
50mg/kg TAA enjeksiyonu yapilmistir.

4.4. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tim deneysel c¢aligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ketamin/Ksilazin ile uyutulmus hayvanlardan intrakardiyak kan alimi
yapildiktan sonra karaciger, beyin ve beyincik dokular1 ¢ikarilmistir. Alinan kan 6rnekleri
10 dakika 3000 rpm’de santrifiijlenerek serumlar elde edilmistir. Polietilen tiiplere
aktarilan serum Ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80°C derin dondurucuda

korunmustur (Theocharis et al., 2001).

4.5. Histolojik Cahsmalar

Deney sonunda hayvanlara Gtenazi uygulanarak elde edilen karaciger, beyin ve
beyincik dokular1 uygun biiylikliikte parcalara ayrilarak fikse edilmek {izere %10’luk
tamponlu notral formaldehit i¢ine alindi. 24 saatlik fiksasyonun ardindan dokular akan
cesme suyualtinda yikandi. Ardindan sirasiyla %70, 80, 90 ve 96’lik etanol serisinden
gecirilen dokulardansu uzaklastirildi. Isik gecirgen hale gelmeleri i¢in dokular ksilol icinde
birakildi. Arka arkaya 3 ayr1 sivi parafinden gecirilen dokular bloklandi. Parafin bloklardan
5 pm kalimhiginda kesitler alinarak genel histopatolojik inceleme i¢in hematoksilin-eozin

teknigi ile boyand1. Ayrica, apoptoz durumunu degerlendirmek i¢in bcl-2, bax, kaspaz 3 ve
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TUNEL; inflamasyon belirteci olarak da TNF-o immiinohistokimyasal uygulamalari
yapildi. Elde edilen boyali preparatlar 151k mikroskobunda degerlendirilerek gruplari temsil

eden goriintiiler Olympus marka DP70 model dijital kamera ile alind.

4.6. Malodialdehit (MDA) Testi

1. Deney sonunda si¢canlarin sol kulak¢iklarindan siringa yardimiyla kanlar1 alindi.

2. Alinan kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlar1 ependorf tiiplere almarak -80°C’de deneye kadar
sakland.

4. MDA antikoru ile kapli ELISA plakasma kuyucuk basmna kan (2x25ul) transfer edilir.
Transfer sirasinda baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk basina seyreltilmis HRP konjugati 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢Ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk bagma 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.

10. Kuyucuk bagma 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn ¢alkalanir.

11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.

4.7. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Testi

1. Deney sonunda si¢anlarin sol kulak¢iklarindan siringa yardimiyla kanlar1 alindi.

2. Alian kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlar1 ependorf tiiplere alinarak -80°C’de deneye kadar
sakland1.

4. GPx antikoru ile kapli ELISA plakasina kuyucuk basma kan (2x25pul) transfer edilir.
Transfer sirasinda baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk bagina seyreltilmis HRP konjugat1 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk basimna 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.
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10. Kuyucuk basina 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn calkalanir.
11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.

4.8. Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Testi

1. Deney sonunda siganlarim sol kulak¢iklarindan siringa yardimiyla kanlar1 alindi.

2. Alinan kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlari ependorf tiiplere alinarak -80°C’de deneye kadar
saklandu.

4. TAS antikoru ELISA plakasina kuyucuk basina kan (2x25pul) transfer edilir. Transfer
sirasinda baloncuk olugsmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk basina seyreltilmis HRP konjugati 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk bagma 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.

10. Kuyucuk bagma 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn ¢alkalanir.

11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.

4.9. Toplam Oksidan Seviye (TOS) Testi

1. Deney sonunda siganlarin sol kulak¢iklarindan siringa yardimiyla kanlar1 alindi.

2. Alian kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlar1 ependorf tiiplere alinarak -80°C’de deneye kadar
saklandu.

4. TOS antikoru ELISA plakasina kuyucuk basina kan (2x25pul) transfer edilir. Transfer
sirasinda baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk bagina seyreltilmis HRP konjugat1 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk basina 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.

10. Kuyucuk basina 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn calkalanir.



68

11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.

4.10. Urik Asit Testi

1. Deney sonunda siganlarim sol kulak¢iklarindan siringa yardimryla kanlar1 alindi.
2. Alinan kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlari ependorf tiiplere alinarak -80°C’de deneye kadar
sakland.

4. Urik asit antikoru ELISA plakasima kuyucuk basma kan (2x25ul) transfer edilir.
Transfer sirasinda baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk basina seyreltilmis HRP konjugati 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk bagma 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.

10. Kuyucuk bagma 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn ¢alkalanir.

11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.

4.11. Kan Ure Azotu (BUN) Testi

1. Deney sonunda siganlarin sol kulak¢iklarindan siringa yardimiyla kanlar1 alindi.

2. Alman kanlar biyokimya tiiplerine konarak +4°C 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
3. Santrifiij sonrasi kan serumlar1 ependorf tiiplere alinarak -80°C’de deneye kadar
saklandu.

4. BUN antikoru ELISA plakasina kuyucuk basma kan (2x25pl) transfer edilir. Transfer
sirasinda baloncuk olugsmamasina dikkat edilir.

5. Kuyucuk bagina seyreltilmis HRP konjugat1 75ul eklenir.

6. Mikroplaka 37°C’de 2 saat bekletilir.

7. Antikor ¢ozeltisi atilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

8. Kuyucuk basimna 200ul 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ¢6zeltisi eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.

10. Kuyucuk basina 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn calkalanir.

11. 5-30dk sonra eliza’da 450nm’de okuma yapilir.
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4.12. Kaspaz-3 Immiinhistokimya

Boyanacak kesitlere indirekt boyama yontemi uygulandi.

4 um kesit, Pozitif sarjli lama alinir.

Kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildi.

Ksilen I-10 dakika

Ksilen I1-5 dakika

Ksilen ITI-5 dakika

%100 Alkol-1 dakika

%96 Alkol-1 dakika,

%70 Alkol-1 dakika

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi

Distile suda 1 dakika bekletildi

Antijen retrieval uygulamasi i¢in diidiikliiniin i¢indeki kabta EDTA Buffer (pH:8) +
Distile su (1/9 w/w) karistirilir ve diidiikliiniin diidiigii ve kapag1 kapatildi. Elektrik
ocag1 en yliksek kademeye getirildi. Yaklasik 15 dk sonra diidiikten yiiksek sesle
beraber basing ¢ikinca fis prizden ¢ekildi. Diidiiklii ocak iizerinde 5 dk bekletildi.
Diidiiklii ocak iizerinden alind1 ve 5 dk beklendi. Diidiik a¢ kapa yaparak i¢inde
kalan basing c¢ikarildi ve kapak agildi. Su banyosunda 5 dk da sogutuldu. Lam
tasima sepeti distile suya alindi. Boyama uygulamasi kapali ve nemli ortamda
yapildi. Doku sinirlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi. Soliisyonlar, lam
yiizeyindeki doku kesiti lizerini ortecek sekilde damlatildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5 dk yikandi.
Kesitler %3’liik hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5dk yikandi.
Kullanim i¢in hazir olan Ultra V Blok kitindeki siiper bloktan damlatilip 20dk
bekletildi.

Anti-kaspaz 3 primer antikoru damlatilarak dokular 60 dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

Kesitler Amplifier 20dk

Kesitler PBS ile 5 dk yikandi.

HRP damlatilarak 30dk bekletildi.
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Kesitler PBS ile 5 dk yikandi

Kesitlerin iizerine kromojen damlatilarak kesitler kahverengi renk alincaya kadar
bekletildi (en fazla 5 dk)

Kesitler akan ¢esme suyunda 30 sn bekletilir.

HEMATOXYLIN boyasinda kesitler 1 dk bekletilerek gekirdek boyamasi yapilir.
Kesitler akan ¢esme suyunda 1 dk bekletilir.

%70 ALKOL-1 dakika

%90 ALKOL-1 dakika

%96 ALKOL-1 dakika

%100 ALKOL-1 dakika

Ksilen I-1 dakika

Ksilen II-1 dakika

Ksilen III-1 dakika

Lam ortasma 3 damla ENTELLAN damlatilir. 24X60 lamel 45 derece agi ile
yayma yapar gibi kapatilir.

Boyanan lamlar DP70 kamera ekli BX51 151tk mikroskobu (Olympos Sirketi,

Tokyo, Japonya) marka mikroskop ile incelendi ve ile fotograflar1 ¢ekildi.

4.13. Bcl-2 immiinhistokimya

Boyanacak kesitlere indirekt boyama yontemi uygulandi.

4 um kesit, Pozitif sarjli lama alinir.

Kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildi.

Ksilen I-10 dakika

Ksilen II-5 dakika

Ksilen III-5 dakika

%100 Alkol-1 dakika

%96 Alkol-1 dakika,

%70 Alkol-1 dakika

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi
Distile suda 1 dakika bekletildi
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Antijen retrieval uygulamasi i¢in diidiikliiniin i¢indeki kabta EDTA Buffer (pH:8) +
Distile su (1/9 w/w) karstirilir ve diidiikliiniin diidigii ve kapag1 kapatildi. Elektrik
ocagl en yliksek kademeye getirildi. Yaklagik 15 dk sonra diidiikten yiiksek sesle
beraber basing ¢ikinca fig prizden ¢ekildi. Diidiiklii ocak iizerinde 5 dk bekletildi.
Didiikli ocak tizerinden alind1 ve 5 dk beklendi. Diidiik a¢ kapa yaparak icinde
kalan basing ¢ikarildi ve kapak agildi. Su banyosunda 5 dk da sogutuldu. Lam
tasima sepeti distile suya alindi. Boyama uygulamasi kapali ve nemli ortamda
yapildi. Doku sinirlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi. Soliisyonlar, lam
yiizeyindeki doku kesiti lizerini ortecek sekilde damlatildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5 dk yikandi.
Kesitler %3 liik hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5dk yikandi.
Kullanim i¢in hazir olan Ultra V Blok kitindeki siiper bloktan damlatilip 20dk
bekletildi.

Anti-Bcl-2 primer antikoru damlatilarak dokular 60 dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

Kesitler Amplifier 20dk

Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

HRP damlatilarak 30dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 5 dk yikandi

Kesitlerin lizerine kromojen damlatilarak kesitler kahverengi renk alincaya kadar
bekletildi (en fazla 5 dk)

Kesitler akan ¢esme suyunda 30 sn bekletilir.

HEMATOXYLIN boyasinda kesitler 1 dk bekletilerek cekirdek boyamasi yapilir.
Kesitler akan ¢cesme suyunda 1 dk bekletilir.

%70 ALKOL-1 dakika

%90 ALKOL-1 dakika

%96 ALKOL-1 dakika

%100 ALKOL-1 dakika

Ksilen I-1 dakika

Ksilen II-1 dakika

Ksilen ITI-1 dakika
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Lam ortasma 3 damla ENTELLAN damlatilir. 24X60 lamel 45 derece ag1 ile
yayma yapar gibi kapatilir.
Boyanan lamlar DP70 kamera ekli BX51 1s1ik mikroskobu (Olympos Sirketi,

Tokyo, Japonya) marka mikroskop ile incelendi ve ile fotograflar1 ¢ekildi.

4.14. Bax immiinhistokimya

Boyanacak kesitlere indirekt boyama yontemi uygulandi.

4 um kesit, Pozitif sarjli lama alinir.

Kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildi.

Ksilen I-10 dakika

Ksilen I1-5 dakika

Ksilen I1I-5 dakika

%100 Alkol-1 dakika

%96 Alkol-1 dakika,

%70 Alkol-1 dakika

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi

Distile suda 1 dakika bekletildi

Antijen retrieval uygulamasi i¢in diidiikliiniin i¢indeki kabta EDTA Buffer (pH:8) +
Distile su (1/9 w/w) karistirilir ve diidiikliiniin diidiigii ve kapagi kapatildi. Elektrik
ocag1 en yiiksek kademeye getirildi. Yaklasik 15 dk sonra diidiikten yiiksek sesle
beraber basing ¢ikinca fis prizden ¢ekildi. Diidiiklii ocak tlizerinde 5 dk bekletildi.
Diidiiklii ocak tizerinden alindi ve 5 dk beklendi. Diidiik a¢ kapa yaparak iginde
kalan basmng c¢ikarildi ve kapak ag¢ildi. Su banyosunda 5 dk da sogutuldu. Lam
tasima sepeti distile suya alindi. Boyama uygulamasi kapali ve nemli ortamda
yapildi. Doku sinwrlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi. Soliisyonlar, lam
yiizeyindeki doku kesiti lizerini 6rtecek sekilde damlatild.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5 dk yikand:.
Kesitler %3’liik hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5dk yikanda.
Kullanim i¢in hazir olan Ultra V Blok kitindeki siiper bloktan damlatilip 20dk
bekletildi.
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e Anti-Bax primer antikoru damlatilarak dokular 60 dk bekletildi.

e Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

o Kesitler Amplifier 20dk

e Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

e HRP damlatilarak 30dk bekletildi.

e Kesitler PBS ile 5 dk yikandi

e Kesitlerin lizerine kromojen damlatilarak kesitler kahverengi renk alincaya kadar
bekletildi (en fazla 5 dk)

o Kesitler akan ¢cesme suyunda 30 sn bekletilir.

e HEMATOXYLIN boyasinda kesitler 1 dk bekletilerek ¢ekirdek boyamasi yapilir.

e Kesitler akan ¢esme suyunda 1 dk bekletilir.

e %70 ALKOL-1 dakika

e %90 ALKOL-1 dakika

e %96 ALKOL-1 dakika

e %100 ALKOL-1 dakika

e Kiilen I-1 dakika

e Ksilen II-1 dakika

e Ksilen III-1 dakika

e Lam ortasina 3 damla ENTELLAN damlatilir. 24X60 lamel 45 derece agi ile
yayma yapar gibi kapatilir.

e Boyanan lamlar DP70 kamera ekli BX51 151k mikroskobu (Olympos Sirketi,

Tokyo, Japonya) marka mikroskop ile incelendi ve ile fotograflar1 ¢ekildi.

4.15. TNF-o immiinhistokimya

Boyanacak kesitlere indirekt boyama yontemi uygulandi.
4 pum kesit, Pozitif sarjli lama alinir.
Kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildi.

e Ksilen I-10 dakika

e Ksilen II-5 dakika

e Ksilen III-5 dakika

e %100 Alkol-1 dakika
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%96 Alkol-1 dakika,

%70 Alkol-1 dakika

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi

Distile suda 1 dakika bekletildi

Antijen retrieval uygulamasi i¢in diidiikliiniin i¢indeki kabta EDTA Buffer (pH:8) +
Distile su (1/9 w/w) karistirilir ve diidiikliiniin diidigi ve kapagi kapatildi. Elektrik
ocag1 en yliksek kademeye getirildi. Yaklasik 15 dk sonra diidiikten yiiksek sesle
beraber basing ¢ikinca fis prizden c¢ekildi. Diidiiklii ocak tizerinde 5 dk bekletildi.
Diidiiklii ocak tizerinden alind1 ve 5 dk beklendi. Diidiik a¢ kapa yaparak iginde
kalan basing cikarildi ve kapak ag¢ildi. Su banyosunda 5 dk da sogutuldu. Lam
tasima sepeti distile suya alindi. Boyama uygulamasi kapali ve nemli ortamda
yapildi. Doku smirlama kalemi ile dokularm etrafi ¢izildi. Soliisyonlar, lam
ylizeyindeki doku kesiti tizerini 6rtecek sekilde damlatildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5 dk yikandi.
Kesitler %3 liik hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5dk yikandi.
Kullanim i¢in hazir olan Ultra V Blok kitindeki siiper bloktan damlatilip 20dk
bekletildi.

Anti-TNF-o primer antikoru damlatilarak dokular 60 dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 5 dk yikand:.

Kesitler Amplifier 20dk

Kesitler PBS ile 5 dk yikand:.

HRP damlatilarak 30dk bekletildi.

Kesitler PBS ile 5 dk yikandi

Kesitlerin lizerine kromojen damlatilarak kesitler kahverengi renk alincaya kadar
bekletildi (en fazla 5 dk)

Kesitler akan ¢esme suyunda 30 sn bekletilir.

HEMATOXYLIN boyasinda kesitler 1 dk bekletilerek ¢ekirdek boyamasi yapilir.
Kesitler akan ¢cesme suyunda 1 dk bekletilir.

%70 ALKOL-1 dakika

%90 ALKOL-1 dakika

%96 ALKOL-1 dakika
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%100 ALKOL-1 dakika

Ksilen I-1 dakika

Ksilen II-1 dakika

Ksilen ITI-1 dakika

Lam ortasma 3 damla ENTELLAN damlatilir. 24X60 lamel 45 derece agi ile
yayma yapar gibi kapatilir.

Boyanan lamlar DP70 kamera ekli BX51 151tk mikroskobu (Olympos Sirketi,

Tokyo, Japonya) marka mikroskop ile incelendi ve ile fotograflar1 ¢ekildi.

4.16. TUNEL immiinhistokimya

Boyanacak kesitlere indirekt boyama yontemi uygulandi.

4 um kesit, Pozitif sarjli lama alinir.

Kesitler 60 °C etiivde 60 dk bekletildi.

Ksilen I-10 dakika

Ksilen II-5 dakika

Ksilen III-5 dakika

%100 Alkol-1 dakika

%96 Alkol-1 dakika,

%70 Alkol-1 dakika

Akan ¢esme suyunda 1 dakika bekletildi

Distile suda 1 dakika bekletildi

Antijen retrieval uygulamasi i¢in diidiikliiniin i¢indeki kabta EDTA Buffer (pH:8) +
Distile su (1/9 w/w) karistirilir ve diidiikliiniin diidiigii ve kapagi kapatildi. Elektrik
ocag1 en yliksek kademeye getirildi. Yaklasik 15 dk sonra diidiikten yiiksek sesle
beraber basing ¢ikinca fis prizden ¢ekildi. Didiiklii ocak tizerinde 5 dk bekletildi.
Diidiiklii ocak iizerinden alindi ve 5 dk beklendi. Diidiik a¢ kapa yaparak iginde
kalan basng ¢ikarildi ve kapak a¢ildi. Su banyosunda 5 dk da sogutuldu. Lam
tagima sepeti distile suya alindi. Boyama uygulamas: kapali ve nemli ortamda
yapildi. Doku sinrlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi. Soliisyonlar, lam
yiizeyindeki doku kesiti lizerini 6rtecek sekilde damlatildi.

Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5 dk yikand:.
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o Kesitler %3’lik hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk bekletildi.

o Kesitler Tween 20 ile seyreltilen Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 5dk yikandi.

e Kullanim i¢in hazir olan Ultra V Blok kitindeki siiper bloktan damlatilip 20dk
bekletildi.

¢ Anti-TNF-a primer antikoru damlatilarak dokular 60 dk bekletildi.

e Kesitler PBS ile 5 dk yikandu.

e Kesitler Amplifier 20dk

o Kesitler PBS ile 5 dk yikandi.

e HRP damlatilarak 30dk bekletildi.

e Kesitler PBS ile 5 dk yikandi

e Kesitlerin lizerine kromojen damlatilarak kesitler kahverengi renk alincaya kadar
bekletildi (en fazla 5 dk)

e Kesitler akan ¢esme suyunda 30 sn bekletilir.

e HEMATOXYLIN boyasinda kesitler 1 dk bekletilerek ¢ekirdek boyamasi yapilir.

e Kesitler akan ¢esme suyunda 1 dk bekletilir.

e %70 ALKOL-1 dakika

e %90 ALKOL-1 dakika

e %96 ALKOL-1 dakika

e %100 ALKOL-1 dakika

e Kiilen I-1 dakika

e Kiilen II-1 dakika

e Ksilen III-1 dakika

e Lam ortasina 3 damla ENTELLAN damlatilir. 24X60 lamel 45 derece agi1 ile
yayma yapar gibi kapatilir.

e Boyanan lamlar DP70 kamera ekli BX51 151tk mikroskobu (Olympos Sirketi,

Tokyo, Japonya) marka mikroskop ile incelendi ve ile fotograflar1 ¢ekildi.
4.17. MikroRNA ifade Seviyesini Olgmek icin Dokulardan RNA Izolasyonu
Olusturulan dort adet deney gruplarina ait karacigerdokular1 dncelikle sivi nitrojen

icerisinde havanda doviilerek toz haline getirildikten sonra 1 ml TRIzol soliisyonu ile iyice

pipetlenerek homojenize edilmistir. Homojenize dokular TRIzol igerisinde oda
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sicakliginda 10 dakika bekletilerek dokularin iyice pargalanmasi ve niikleik asitlere
baglanan proteinlerin niikleik asitlerden tamamen ayrigmasi saglanmistir. Sonrasinda 200
pl kloroform eklenerek ornekler iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2-3 dk
bekletilerek sonra +4°C’de 12000g’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Faz ayrigmasi
gerceklesen soliisyonlarin iistteki RNA igeren organik fazlari yeni mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmistir. Ardindan 500 pl izoproponal eklenen 6rnekler iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra +4°C’de 12000g’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Bu adim sonrasinda beyaz renkte ya da renksiz cokelti seklinde
goriilebilen RNA“lar %75 etil alkolle yikanarak sonra +4°C’de 7500g’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Son olarak kurumaya birakilan RNA"lar iyice kuruduktan sonra niikleaz
icermeyen molekiiler grade su igerisinde ¢Ozlilmiistiir. RNA konsantrasyon ve safliklar

spektrofotometre yardimiyla 6lgiilmiistiir.

4.17.1. RNA miktarinin hesaplanmasi

Konsantrasyon tayini su formiilasyona gore yapilmistir; (280 nm RNA — 260 nm
ddH20) x diliisyon faktorii x RNA sabiti x 6l¢limde kullanilan kuvars kristal malzemenin

sabiti RNA sabiti : 40 pg/ml, Kuvars kristali malzemenin sabiti: 2

4.17.2. q-RT PCR analizi i¢cin cDNA sentezi

cDNA iiretmek i¢in asagidaki komponentler niikleaz icermeyen steril tiiplere
aktarilip; 1 pL 50 pmol/ pL OligodT (20) primeri, 1 pg-5 pg total RNA, 1 pL 1, 10 mM
dNTP karisimi, toplam hacim 12 pL oluncaya kadar steril distile su eklenmistir. Karigim
65 °C de 5 dakika bekletilip hemen buza alimmistwr. Biraz santrifiij edilerek tiipiin
iceriginin dipte toplanmasi saglanmis ve asagidaki komponentler eklenmistir: 2 uL 0.1 M
DTT, 1 pL RNAaz inhibitorii tiiplin icerigi hafifce karistirilip ve 42 °C de 2 dakika
bekletilmig ve 1 uL (200 iinite) Superscript III reverse transkriptaz enzimi eklenmistir. 1.5
saat 50 °C de reaksiyon gerceklestirilip ve 70 °C de 15 dakika bekletilerek reaksiyon

sonlandirilmistir
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4.17.3. qRT-PCR ile miRNA profilinin analizi

Karaciger hasarin1 molekiiler diizeyde incelemek igin biyo-isaretleyici olarak da
kullanilan miR-122, miR-192 ve miR-194 ifade diizeylerini 6lgmek igin q-RT-PCR
(gercek zamanli PZR) cihazi kullanilmistir. Verilerin analizi i¢in ‘threshold’ (Ct) degeri
alinir ve Pfaffl’s modeli kullanilmistir. RocheLightCycler 480 cihazi ve SYBR Green I
Master Miks kiti (Roche kat. No: 04707516001) kullanilmistir. qRT-PCR deneyleri ii¢
tekrarli olarak yapilmistir. Oncelikle her bir 6rnekteki RNA, GAPDH ve betatubilin
housekeeping genleri kullanilarak normalize edilmistir. Hazirlanan karisimdan deney
planina gore belirlenen kuyucuklara 18’er pl dagitilmistir. ‘Plate’ in lizeri 6zel yapistirma
jelatiniyle kapatilip, q-RT-PCR cihazina yerlestirilmistir. Analiz i¢in Oncelikle segilen
miRNA'ya 6zgli cDNA sentezlemek i¢in “sap-ilmik” denilen yapiy1 da i¢inde barindiran ve
miRNA’nin 3’ ucundaki son 6 niikleotide eslenik olan diziye sahip primerler dizayn
edilmistir. cDNA elde etmek icin Superscript III reverse transkriptaz (Invitrogen) enzimi
kullanilmistir. RNA izolasyonu ve cDNA sentezinin ardindan ilgili miRNA’lara ait
transkriptlerin ifadeleri gercek zamanli kantitatif PZR ile Invitrogen realtime PZR sistemi
kullanilarak  karaciger dokusundaki ifade diizeyleri belirlenmistir. Reaksiyonun
gergeklestirilmesi igin Fast SYBR® Green Master Mix, (Roche) kiti kullanilmistir.
Deneysel hatalarin en aza indirilmesi i¢in her 6rnek i¢in 3 tekrar kullanilmistir. g-RT-PCR

-AACt
2

sonucu ¢ikan datalar metodu ile analiz edilmistir.

Cizelge 4.5 Calismada kullanilacak miRNA’larin olgun yapilari

miRNA ismi Olgun yapisinin dizisi
>mmu-miR-122-5p MIMAT0000246 | UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
>mmu-miR-192-5p MIMATO0000517 | CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
>mmu-miR-194-5p MIMAT0000224 | UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
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4.17.4. Mikro-RNA (miRNA) hedef genlerinin biyoinformatiksel ve fonsiyonel

analizleri

miRNA  okumalarma  ait  hedef  genleri  belirlemek igin  miRU
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) veri tabanina girilerek e-value degeri le-10 baz
alinarak bu dizilere BLAST yapilmistir. Ayrica belirlenen hedef genlerin ontolojileri ve
fonksiyon analizleri i¢in Blast2GO (Conesa vd., 2005) programi kullanilarak tesbit
edilmistir. Ayrica hedef genlerin yolak analizini de gergeklestirmek icin web tabanh

KAAS (KEGG AutomaticAnnotation Server) kullanilarak KEGG analizi yapilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Biyokimya Sonuclar

Deney sonunda sigan kanlar1 kalbin sol ventrikiiliinden alinmistir ve alinan kanlar
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen serumlarmm AST ve ALT (Sekil
5.1), ALP (Sekil 5.2) ve LDH (Sekil 5.3) analizleri Integra 400 biyokimya otoanalizorii
cthazinda yapilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum 6rneklerinde belirlenen ALT, AST, ALP

ve LDH miktarlarmin ortalama =+ standart sapma degerleri (n=7)

KONTROL TAA 50 Sm+TAA 100 Sm+TAA
(%?E) 108,16 + 4.26 175,00 + 2,45 11440 £7.02 | 108,16+ 12,87
ALT

53,42 4 3,66 147.50 + 6,69 62,40 = 3,08 64.00 = 5.41
(U/L)
(%%If) 118,004£522 | 1948341540 | 173,50 +4.24 158,50 + 4,59
(Ihl?g 48520+ 41,62 | 10950043643 | 702,60+ 74.15 | 649,80+ 66,15

Deney sonucunda sican kanlar1 kalbin sol ventrikiiliinden toplanmistir, toplanan

kanlarin WBC (Sekil 5.4), RBC (Sekil 5.5) ve PLT (Sekil 5.6) analizleri Mindray 5380

cihazinda yapilmistir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Deney gruplarina ait hayvanlarm kan 6rneklerinde belirlenen WBC, RBC ve PLT

miktarlarimin ortalama + standart sapma degerleri (n=7)

P aré‘;‘l‘l‘;lr:rler/ Kontrol TAA 50 Sm+TAA | 100 Sm+TAA
WBC (10%/uL) |  5,66+0,69 6,33+0,97 5,89+1,17 5,1141,09
RBC (10°uL) | 7,01+0,62 7,5240,63 7.2140,34 6,76+0,65
PLT (10°uL) | 919,16+86,39 | 1156,85+75,65 | 1052,20+89,91 | 1048,25+166,16
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Deney sonunda toplanan kanlarin serumlarindan tirik asit (Sekil 5.6), GPx (Sekil
5.7), MDA (Sekil 5.8), TAS ve TOS (Sekil 5.9), BUN (Sekil 5.10) degerleri grafiksel

olarak gosterilmistir.

Cizelge 5.3. Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum drneklerinde belirlenen GSH-Px, MDA,
BUN, Urik Asit, TAS ve TOS miktarlarinin ortalama + standart sapma degerleri (n=7)

KONTROL TAA 50 Sm+TAA | 100 Sm+TAA
GSH-Px (uM) | 0,892 £0,03 | 0,809 £0,01 | 0,849+0,00 | 0,872 0,02
MDA
(amovmLy | O131+001 | 02242002 | 0176£002 | 0117002
BUN 0,198 0,02 | 0262001 | 0.231+0,02 | 0.247=0,02
URIK ASIT 0,464 +0,02 | 0,569+0,01 | 0,537 +0,02 0,449 + 0,01
TAS
(m'(':°c';'°') 02190011 | 0217001 | 0206+0,01 | 0,220+0,01
22
equivalent/L)
TOS
(m'(':°g'°') 0,630 £0,03 | 0673003 | 0.649+0,02 | 0,640=0,03
2Y2
equivalent/L)
200
180
=
160
oy
140 § o
120
< 100 1
> AST
20 +
60 § mALT
40
20
0
KONTROL SOSM+TAA  1005Sm+TAA
GURUPLAR

Sekil 5.13. Sican kan plazmasindan Olgiillen AST ve ALT degerleri (* Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p<0.001, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0.001).
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Sekil 5.14. Sigan kan plazmasindan &lgiilen ALP degerleri (* Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
p<0.05).
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Sekil 5.15. Sican kan plazmasindan 6lgiilen LDH degerleri (* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0.001, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0.001).

Yiiksek serum karaciger enzimleri (ALT, AST ve ALP), karacigerde iltihaplanma
veya hiicrelerde hasar oldugunu gosterebilmektedir. Hasarli karaciger dokusundan,
karaciger enzimleri ve bazi kimyasallar normalden daha yiiksek bir miktarda kana

sizmakta ve bu da kan testleri ile ortaya konabilmektedir (Anonim, 2018). TAA
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uygulamasinin kan serumunda AST, ALT (Singh ve Trigun, 2014) ALP (Abdelaziz vd.,
2015) ve LDH (Singh vd., 2014) miktarlarinda 6nemli oranlarda artisa neden oldugu
deneysel bulgularimizla oOrtiismektedir. Sm gruplarinda ise, enzim degerlerinin TAA
grubuna kiyasla, diistiigli ve kontrol gurubuna yaklastigr goriilmektedir (Afifi vd., 2018;
Bardi vd., 2014).

Deney guruplarinin kan serumundan Olgiilen karaciger biyokimyasal analiz
sonuglarma gore, TAA grubunda ALT (p<0,001), AST (p<0,001), ALP (p<0,05) ve LDH
(p<0,001) degerlerinde anlamli sekilde artis gozlenirken 6n koruma yapilan gruplarda
ALT, AST, ve LDH degerleri TAA grubuyla karsilastirildiginda anlamli sekilde azaldig:
(p<0,001), ALP degerinde TAA grubuna gore anlamli olmayan bir azalma goriildii.
ALP’deki anlamli olmayan azalmanin nedeni olarak diisiik doz TAA verilmesi sonucu
karacigerin kendini yenilemesi diisiiniilmektedir. Ibrahim vd., (2018) yaptiklar1 benzer bir
calismada haftada 2 giin oral olarak 6 hafta boyunca 50 mg/kg TAA verilen Wistar
sicanlarmda AST, ALT ve ALP diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
sekilde (p<0,05) yiiksek ¢iktig1r goriilmiistiir. Birgok c¢alismada TAA c¢esitli dozlarda ve
stirelerde verilmesine karaciger biyokimyasal parametrelerinde (AST, ALT, ALP ve LDH)
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamh olarak yiikseldigi goriilmektedir (Nascimento
vd., 2012; Ramadan vd., 2018; Bashandy vd., 2018). Sonug olarak TAA’nin hepatotoksin

oldugu cesitli calismalarda gdsterilmistir.

Karaciger hasarmi oOnlemedeki etkisi iyi bilinen Sm’nin c¢aligmamizda da
hepatotoksin oldugu bilinen TAA nedenli karaciger hasarmi Onledigi kan analizi
sonuglarinda da goziikmektedir. Mourelle vd., (1988) tarafindan yapilan Sm’nin karaciger
hasarin1 onlemedeksi rolityle ilgili bir calismada, Wistar sicanlarinda karaciger hasari
thalium ile indiiklenmis olup karaciger koruyucusu olarak da tek doz i.p olarak 100 mg/kg
Sm verilmistir. 48 saat sonunda siganlar kan ve karaciger dokusu almmustir. Karaciger
enzim aktivite sonuclarina gére (ALT ve ALP) Sm verilen grup ile kontrol gurubunun
sonuglar1 birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Baska bir ¢calismada, tek doz ve oral olarak 4 g/kg
CCLy4 verilen Wistar sicanlarda, koruyucu madde olarak da CCL4 ile es zamanh olarak

150 mg/kg i.p verilen Sm verilmistir.
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Sekil 5.16. Sigan kan plazmasindan olgiilen 16kosit (WBC) degerleri (* Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p<0.05, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05).
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Sekil 5.17. Sican kan plazmasidan Slgiilen eritrosit (RBC) degerleri.

Guruplarimizda RBC degerleri arasinda istatstiksel olarak fark olmadigi ancak kombin
guruplarda kontrol grubuna gore yiikselme oldugu goériilmistiir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.18. Sican kan plazmasindan olgiilen platelet degerleri (C Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p<0.001).

TAA’nin karaciger hasarini indiikledigi kan analizi sonuglarinda da (Sekil 5.18)
goziikmektedir. Karaciger hasarinda arttig1 bilinen plateletin (PLT) TAA uygulanan grupta
anlamh sekilde yiikseldigi (p<0.001) ve Sm ile tedavi edilen kombin gruplarda TAA
grubuna gore azalma olsa da herhangi bir anlamlilik gozilkmemektedir. Ayrica,
inflamasyon belirteci olarak bilinen 16kosit (WBC) degerleri de TAA grubunda kontrol
grubuna gore anlaml bir artis (p<0.05), 100 Sm+TAA grubunda ise TAA grubuna gore
anlamli bir azalma goziikkmektedir (p<0.05). Chen vd., (2008) tarafindan yapilan tez doz
TAA’nin kan ve enzim degerleri lizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢aligmada, Wistar-Kyoto
sicanlarina iki farkli doz (70 ve 280 mg/kg) TAA uygulanmistir. Diisiik doz TAA
uygulanan sicanlarda hasardan kisa siire sonra (ilk 3 saat) WBC miktar1 anlamli sekilde
artarken (p<0.05) artan zamana bagli olarak normal seviyeye dondiigii ancak PLT nin
zamanla dogru orantili olarak siirekli artig gdsterdigi goziikmektedir. Abo-Ghanema vd.,
(2016) tarafindan yapilan baska bir calismada ise, TAA uygulanan albino si¢anlarda, PLT
sayist kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalirken WBC sayisinda kontrole kiyasla

herhangi bir degisim gbzlenmemistir.
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Sekil 5.19. Sican kan plazmasindan Olgiilen iirik asit degerleri (" Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p<0.05, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05).

Amonyak metabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikan iirik asid, karaciger hasarma bagh

olarak amonyak metabolizmasi bozulmakta ve ftrik asit miktar1 artmaktadir, TAA

gurubunda kontrol gurubuna gore yiikselmistir (p<0.05). 100Sm+TAA gurubunda da

kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diismiistiir (p<0.05) (Sekil 5.19).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

GPx
(u/L)

KONTROL

TAA

GURUPLAR

50Sm+TAA

100 Sm+TAA

Sekil 5.20. Sican kan plazmasindan 6lgiilen GPx degerleri. (* Kontrol grubu ile karsilastirldiginda

p<0.05, " TAA grubu ile karsilastirldiginda p<0.05)
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Glutatyon Peroksidaz (GPx), temel biyolojik rolii organizmay1 oksidatif hasardan
korumak olan peroksidaz aktivitesine sahip bir enzim ailesinin genel adidir. Glutatyon
peroksidazin biyokimyasal islevi, lipit hidroperoksitleri karsilik gelen alkollere indirgemek
ve serbest hidrojen peroksiti suya azaltmaktir. Karaciger hasarinda diismesi beklenen GPx,
Abul vd., (2002) tarafindan yapilan, TAA indiiklii karaciger hasarinda gosterilmistir (Abul
vd., 2002). Benzer sonug, calismamizda TAA ile karaciger hasar1 olusturulan grupta da
gosterilmistir (p<0.05). Sm kombin gruplarinda ise, GPx seviyesinin doza bagl olarak

kontrol grubuna yaklastig1 goriilmektedir (p<<0.05).

0,35 -

0,3 -
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= 027
)
= ~0,15 -
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0,05 -

0
KONTROL 50 Sm+TAA 100 Sm+TAA
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Sekil 5.21. Sigan kan plazmasindan 6lciilen MDA degerleri (*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0.05, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0.001).

Lipid metabolizmasi son iiriinii olan malondialdehit (MDA), TAA gurubunda
kontrol gurubuna gore yilikselmistir TAA+100 Sm gurubunda da kontrol gurubuna gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde diismiistiir.

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA, karaciger hasarinda serbest radikal
miktarinin arttigmin gostergesidir. CCL,; ile olusturulan karaciger hasarmda MDA
seviyesinin kontrole gére anlamli sekilde yiikseldigi sonucu ¢alismamizla da uyusmaktadir.
Ayni1 galsmada igme suyuyla birlikte verilen Sm’nin karaciger hasarini engelledigi, MDA
seviyesinin hasarli gruba gore azaldigi, gosterilmistir (Aslan vd., 2016). TAA’nin MDA
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seviyesini anlamli sekilde yiikselttigi (p<0.05) ve yliksek doz Sm’nin MDA seviyesini
diisiirerek kontrole yaklastirdigi (p<0.05) ¢alismamizda belirlenmistir.

Zheng vd., (2018) tarafindan yapilan TAA-indiiklii akut karaciger hasar1
calismasinda, tek doz olarak 350 mg/kg TAA verilen Sprague-Dawley sicanlarda, MDA
diizeyindeki artig ile GPx seviyesindeki azalig ileri diizeyde anlamlilik gostermektedir
(p<0.01). Bashandy vd., (2018)’nin yapmis olduklar1 bir calismada, 8 hafta boyunca
haftada 3 kez 100mg/kg TAA verilen Sprague-Dawley sicanlarda, hem karaciger hem de
bobrekteki MDA seviyeleri ile lirik asit seviyesi kontrol grubuna gore ileri anlamlilik

seviyesinde yiiksek ¢ikmistir (p<0.01).

Sm’nin TAA nedenli hepatotoksisite iizerine 6n koruma etkisi ile ilgili bir
calismada, Sprague-Dawley siganlara 45 giin boyunca 50 mg/kg Sm oral olarak, deneyin
son iki giiniinde de 300 mg/kg TAA ip olarak verilmistir. Deney sonucuna gore
antioksidan olan GPx degeri Sm+TAA grubunda TAA grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir yiikselme (p<0.05) gostermistir. TAS degerinde de, Sm+TAA gurubunda, TAA
gurubuna gore anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0.05). Lipid peroksidasyonunun son
iirtinii olan MDA ise, TAA gurubunda kontrol gurubuna gére anlamh sekilde (p<0.05)
artarken, Sm+TAA gurubunda ise TAA gurubuna gore anlamli sekilde (p<0.05) azalma
goriilmektedir (Afifi vd., 2018).

Cizelge 5.3’de de goriildiigii gibi TAA verilen deney grubu ile 100 Sm+TAA
verilen deney gruplart MDA degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede 6nemli bir fark goriilmektedir (p<0.001). Bu deney gruplariin hepsi kontrol
grubuna gore de MDA diizeyi bakimindan farkli bulunmustur. 50 mg/kg TAA ile birlikte
verilen SM’nin dozu arttikca MDA seviyesi kontrol diizeyine yaklagtirmigtir.
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Sekil 5.22. Sican kan plazmasindan dlgiilen TAS ve TOS degerleri.

TAS ve TOS degerlerinde guruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
bulunmamasina ragmen, TAA gurubunda TAS’1n kontrol gurubuna gore diistiigli, TOS un
ise yiikseldigi kombin guruplarda ise, TAS in doza bagl azaldigi TOS’un da doza bagh
olarak arttig1 gbzlemlenmistir.
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Sekil 5.23. Sican kan plazmasindan 6lgiilen BUN degerleri (" Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0,001, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0,001).
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BUN, bir kan iire nitrojen testidir. Atik {ire, kandaki azot miktarini gosterir. Protein
viicudunuzda pargalandiginda iire olusur. Ure, karacigerde iiretilir ve idrarla viicudunuzdan

cikar (Hosten, 1990).

Bobreklerin ne kadar iyi ¢alistigin1 gormek i¢in bir BUN testi yapilir. Bobrekleriniz
normalde iire ¢ikaramazsa, BUN seviyeniz yiikselir. Kalp yetmezligi, dehidratasyon veya
protein orani yiiksek bir diyet de BUN diizeyinizi daha da yiikseltebilir. Karaciger hastaligi
veya hasar1 BUN diizeyinizi diisiirebilir (Hosten, 1990).

BUN seviyesinin Wistar sicanlara tek doz (10, 25 ve 50 mg/kg) sisplatin
uygulamasinin zamana bagli olarak (24, 48, 72, 96 ve 120 saat) sonucu yiikseldigi Palipoch
ve Punsawad (2013) tarafindan gosterilmistir. Kan serumundan 6l¢iilen BUN miktariin
TAA gurubunda yiikseldigi (p<0,001) kombin guruplarda ise kontrole yaklastig1 (p<0,001)

deneysel ¢alismamizda goriilmiistiir.

5.2. miRNA Analizleri

1,200 +
1,000 - =
0,800 -
EmiR-192-5P

0,600 - * = EmiR-194-5P

ifade Seviyesi

miR-122-5P
0,400 -

0,200 - « +

+

0,000 - | T
Kontrol TAA 50Sm+TAA  100Sm+TAA
GURUPLAR

Sekil 5.24. Sican hepatositlerinden elde edilen miR-194-5p, miR-192-5p ve miR-122-5p sonuglari.
(" Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001, " TAA grubu ile karsilastirildiginda p<0,001)

TAA grubu kontrol gurubuyla karsilastirildiginda, kombin gruplarda TAA

guruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlidir.
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Karaciger dokusundan RT-PCR yontemiyle analiz edilen miRNA-122-5p, miR-
192-5p ve miR-194-5p sonuglarina gore, TAA grubunda miRNA seviyeleri kontrol
gurubuna gore azalmakta, kombin gruplarda da miRNA seviyeleri TAA gurubuna gore
azalmaktadir. Oda vd., (2018) yaptiklar1 bir ¢alismaya gore TAA ile karaciger hasari
olusturulan Sprague Dawley si¢anlarin kan plazmalarinda miR-192-5p seviyesinin kontrol
gurubuna gore yiikseldigi goriilmektedir. Kagawa vd., (2018) yaptig1 baska bir calismada
ise, karaciger hasari oral olarak tez doz 100mg/kg TAA ile olusturulan Sprague-Dawley
sicanlarinda serum Orneklerinden analiz edilen miR-122-5p sonucuna gore, karaciger
hasar1 bulunan gurupta miR-122-5p seviyesi kontrol gurubuna gore artmaktadir. Bu
calismalarin sonuglar1 bizim sonucglarimizla celisiyor goziikse de calismamizda miR-192-
5p ve miR-122-5p’ye dokudan bakilirken Oda vd., (2018) ile Kagawa vd., (2018)
yaptiklar1 calismada kan plazmasmdan bakilmistir. Katsura vd., (2015) yaptiklar1 bir
calismada, C57BL/6N fareleri 15 hafta boyunca metiyonin-kolin eksik diyetle
beslenmislerdir ve farelerde steatohepatit olusturulmustur. Karaciger dokusunda yapilan
miRNA analizi sonucuna gore steatohepatit gurubunda miR-194-5p’nin ifadesi kotrol

gurubuna gore azalmaktadir.
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5.3. Histolojik Analizler
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Sekil 5.13. Deney guruplarina ait sicanlarin karaciger kesitleri. Santral venler (*) ve santral venler
etrafinda biriken iltihabi hiicreler (oklar) goriilmektedir. Kontrol gurubunda tipik histolojik
goriiniim sergileyen karaciger dokusunda hepatositler mavi-mor boyanmig yuvarlak ¢ekirdekleri ve
eozinofilik boyanmis sitoplazmalari ile dikkati ¢ekmektedir (Sekil 5.13A). Tek basina tiyoasetamid
verilen guruba ait karaciger kesitlerinde hepatositlerin 6dem nedeniyle birbirinden ayrildiklari,
cekirdeklerinin bazilarinda vakuollerin olustugu, ayrica santral ven etrafinda inflamatuvar
hiicrelerin biriktigi gozlenmektedir (Sekil 5.13B). Tiyoasetamid +diisiik doz silimarin verilen
gurupta 6dem ve inflamatuvar hiicre birikiminin devam ettigi (Sekil 5.13C), tiyoasetamid + yiiksek
doz silimarin verilen grupta ise inflamatuvar hiicre birikiminin kayboldugu, azalmis olsa da 6demin
halen mevcut oldugu goriilmektedir (Sekil 5.13D). Kesitler hematoksilin-eozin boyasi ile
boyanmustir. Barlarm hepsi 50 pm’dir.

Hematoksilen ve eozin (H&E) boyast en az ylizyildr kullanilmaktadir ve
giiniimiizde kanser teshisinin temelini olusturan cesitli doku tiplerini ve morfolojik
degisiklikleri tanimak i¢in hala gereklidir. Boya, uzun yillar boyunca degismeden
kalmistir, clinkii ¢esitli fiksatiflerle iyi ¢aligmakta ve ¢ok cesitli sitoplazmik, niikleer ve
hiicre dis1 matris Ozellikleri sergilemektedir. Hematoksilin koyu mavi-mor bir renge
sahiptir ve niikleik asitleri karmasik ve tam anlasilmis bir reaksiyonla, pembe olan eosin
ise proteinleri spesifik olmayan sekilde boyamaktadir. Tipik bir dokuda, ¢ekirdekler mavi
olarak boyanir oysa sitoplazma ve hiicre dist matriks degisken derecelerde pembe

boyanmaya sahiptir (Fischer vd., 2008).
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H&E boyama sonuglarmma gore, haftada 2 kez i.p olarak 200 mg/kg TAA verilen
sicanlarin karaciger dokusunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda inflamatuar ve 6dem
gozlenmistir (Reif vd., 2004). Deneysel c¢alismamizda TAA gurubunda o6dem ve
inflamasyon gozlemlendigi, kombin guruplarda ise, dzellikle yiiksek doz Sm kombin
gurubnda, kontrol gurubuna benzer sekilde dokuda 6dem ve inflamasyon olmadigi

gbzlemlenmistir.

Karaciger dokusunda H&E boyama sonuglar1 degerlendirildiginde (Sekil 5.13),
TAA gurubunda hepatositlerin iltihap ve 6dem nedeniyle birbirlerinden ayrildiklari, diistik
doz Sm ile kombin gurupta da TAA grubuna benzer sonuglarm goriildiigii yani 50 mg/kg
Sm’nin karaciger hasarin1 6nlemede ¢ok etkili olmadigi goriilmektedir. Yiiksek doz Sm ile
kombin gurubun ise kontrol grubuna benzer sekilde hepatositlerin normal histolojik
goriiniimde oldugu, iltihabi hiicre odaklar1 ve 6dem olmadigi goriilmektedir. Casas-
Grajales vd., (2017) yapmis olduklar1 benzer bir calismada, erkek Wistar sicanlara haftada
3 kez 8 hafta boyunca 200 mg/kg TAA 1.p olarak verilmistir ve sonuglar hematoksilen-
eozin boyamasiyla da degerlendirilmistir. TAA verilen grupta, fibrotik doku ve

inflamasyon bolgeleri goriilmektedir.
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Sekil 5.14. Deney guruplarmin karaciger hepatositlerinde TUNEL immiinoreaktivitesi. Santral
venler (*) ile ve pozitif boyanan hiicrelerden bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. Kontrol gurubunda
hepatosit ¢ekirdeklerinde genelde zayif reaksiyon varken az sayidaki hiicrede pozitif reaksiyon
saptand1 (Sekil 5.14A). Tek basina TAA verilen gurupta hepatosit ¢ekirdeklerinde kuvvetli pozitif
reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.14B). 50 Sm+TAA verilen gurupta hepatosit ¢ekirdeklerinde
kuvvetli pozitif reaksiyonun devam ettigi goriiliirken (Sekil 5.14C) 100 Sm+TAA verilen gurupta
reaksiyonun orta dereceye geriledigi saptandi (Sekil 5.14D). Barlarin hepsi 50 pm’dir.

TUNEL testi apoptotik hiicrelerin tespitinde kullanilan hassas bir yontemdir. Sonug
olarak, sismis hepatositlerde apoptozis olup olmadigini belirlemek icin TUNEL testi
yapilmaktadir (Grasl-Kraupp vd., 1995).

F344/DuCrlCr]j siganlara 20 hafta boyunca haftada 2 kez 100 mg/kg TAA ip
olarak sicanlara verilmis olup deney sonucunda siganlarin karacigerine TUNEL ihk
boyamast yapilmistir. TAA grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda pozitif apoptotik

hiicrelerin sayisinda 6nemli bir artis oldugu goériismiistiir (Atarashi vd., 2018).

Karaciger dokusunda TUNEL ihk sonuglarina gore (Sekil 5.14), TAA gurubunda
DNA hasarnin yiiksek oldugu, diisiik doz Sm ile kombin gurupta da TAA grubuna benzer
sekilde DNA hasarinin yiiksek oldugu yani 50 mg/kg Sm’nin karaciger hasarmi 6nlemede
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cok etkili olmadigi goriilmektedir. Yiiksek doz Sm ile kombin gurubun ise kontrol grubuna

benzer sekilde diisiik miktarda DNA hasar1 oldugu goriilmektedir.

Sekil 5.15. Deney guruplarmin karaciger hepatositlerinde kaspaz-3 immiinoreaktivitesi. Santral
venler (*) ile ve pozitif boyanan hiicrelerden bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. Kontrol gurubunda
hepatosit sitoplazmalarinda zayif reaksiyon vard: (Sekil 5.15A). Tek bagina TAA verilen gurupta
hepatositlerde kuvvetli bir pozitif reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.15B). Hem 50 Sm+TAA
verilen gurupta ve hem de 100 Sm+TAA verilen gurupta hepatositlerde orta derecede pozitif
reaksiyonlar goriildii (Sekil 5.15C-D). Barlarin hepsi 50 pm’dir.

Sprague-Dawley sicanlara 6 hafta boyunca haftada 2 kez 200 mg/kg TAA verilmesi
sonucu hepatik nekroz olusturulmustur. Sicanlarin karaciger dokularmda kaspaz-3 ihk
analizi sonucuna gore TAA verilen grupta, periportal bolgede pozitif boyanmanin oldugu

ve inflamasyon odaklarinin oldugu goriilmektedir (Eissa vd., 2018).

Karaciger dokusunda kaspaz-3 ihk sonuclarmma gore (Sekil 5.15), TAA gurubunda
ve diisiik doz Sm ile kombin gurupta apoptoz miktarmin yiiksek oldugu yani 50 mg/kg
Sm’nin karaciger hasarini 6nlemede ¢ok etkili olmadig1 goriilmektedir. Yiiksek doz Sm ile

kombin gurubun ise kontrol grubuna benzer sekilde apoptozun az oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.16. Deney guruplarinin karaciger hepatositlerinde Bax immiinoreaktivitesi. Santral venler
(*) ile ve pozitif boyanan hiicrelerden bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. Kontrol gurubunda
hepatosit sitoplazmalarinda zayif reaksiyon vardi (Sekil 5.16A). Tek basina TAA verilen grupta
hepatositlerdekuvvetli bir reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.16B). 50 Sm+TAA verilen gurupta
ve hem de 100 Sm+TAA verilen gurupta hepatositlerde orta derecede pozitif reaksiyonlar goriildii
(Sekil 5.16C-D). Barlarm hepsi 50 pm’dir.
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Sekil 5.17. Deney guruplarinin karaciger hepatositlerinde Bcl-2 immiinoreaktivitesi. Santral venler
(*) ile ve pozitif boyanan hiicrelerden bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. Kontrol gurubunda
hepatosit sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif reaksiyon vardi (Sekil 5.17A). Tek basina TAA verilen
gurupta hepatositlerde zayif bir reaksiyon oldugu goézlendi (Sekil 5.17B). 50 Sm+TAA verilen
gurupta hepatositlerdeorta derecede pozitif reaksiyon goriiliirken (Sekil 5.17C) 100 Sm+TAA
verilen gurupta ise kuvvetli pozitif reaksiyon saptandi (Sekil 5.17D). Barlarin hepsi 50 pm’dir.

Bcl-2 ve Bax proteini “Bcel-2 ailesi” olarak adlandirilan genis bir protein ailesinin
iiyeleridir ve her ikisi de apoptozun 6nemli diizenleyicileridir. Bcl-2 apoptozu baskilayarak
hiicre sagkalimin1 uzatabilmekte, Bax ise apoptozu artirabilmektedir. Bcl-2 mitokondriyal
gecirgenlik gecis gozeneklerinin  acilmasini  engelleyebilmekte, bodylece kaspaz
aktivatorlerinin mitokondriden salinmasmi onleyebilmektedir (Kluck vd., 1997). Bax'in
asir1 ekspresyonunun apoptozu hizlandirdigi, Bel-2'nin ise Bax'm 6liim fonksiyonunu
baskiladig1 goriilmiistiir (Zhao vd., 2004). Karaciger hasarini indiikleyen TAA’nin
karaciger dokusunda Bcl-2 ekspresyonunu inhibe ederken Bax ekspresyonunu indiikledigi
David vd., (2011) tarafindan gdsterilmistir (David vd., 2011). Hepatoprotektan olan
Sm’nin karacigeri korudugu Bcl-2 ve Bax ihk’lar1 ile de gosterilmistir (Wang vd., 2018).
Caliymamizda TAA’nin Bcl-2 ekspresyonunu inhibe ettigi (Sekil 5.16) ve Bax
ekspresyonunu indiikledigi (Sekil 5.17), Sm guruplarinda (6zellikle yiiksek doz Sm
grubunda) Bcl-2 ve Bax ihk sonuglarmin kontrol gurubuyla ayni oldugu goriilmektedir.
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Mohamed ver ark. (2018)’nin yapmis olduklar1 bir calismada Wistar siganlara 12
hafta boyunca haftada 3 kez 200 mg/kg TAA i.p olarak ve son 4 haftada 50mg/kg Sm oral
verilmigtir. Karaciger dokusunun hematoksilen eozin sonuglarma gore, Sm+TAA
gurubunda histolojik goriiniim kontrol gurubu ile benzerlik géstermekte olup inflamasyon
ya da odem gozikkmemektedir. Salama vd., (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
Sprague Dawley siganlara haftada 3 kez oral 200 mg/kg TAA sekiz hafta boyunca
verilmistir. Ayni siire boyunca da 50mg/kg Sm oral olarak verilmistir. Karaciger
dokusunda immiinhistokimya boyama sonuglarina gore, Bax ifade seviyesi artarken Bcl-2

ifade seviyesi de azalmaktadir.

Nafees vd., (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, 14 giin boyunca 300
mg/kg TAA verilem Wistar siganlarda Bax ihk boyamasinda TAA verilen grupta
hiicrelerin birbirlerinden ayrildiklar1 ve 6dem oldugu kontrol grubunda ise beklendigi gibi
boyamanin ¢ok az oldugu goriilmektedir. Bcl-2 sonuglari ise, Bax ile ters orantili olmalidir.
Kontrol gurubunda yogun boyama oldugu TAA grubunda ise boyama olmadigi

goriilmektedir.
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Sekil 5.18. Deney guruplarmmin karaciger hepatositlerinde TNF-o immiinoreaktivitesi. Santral
venler (¥) ile ve pozitif boyanan hiicrelerden bazilari (oklar) ile gésterilmistir. Kontrol grubunda
hepatosit sitoplazmalarinda genelde zayif reaksiyon varken az sayidaki hiicrede pozitif reaksiyon
saptand1 (Sekil 5.18A). Tek basmma TAA verilen grupta hepatosit sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif
reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.18B). 50 Sm+TAA verilen grupta hepatositlerdeki reaksiyonun
orta dereceli pozitif diizeyinde oldugu (Sekil 5.18C) ve 100 Sm+TAA verilen grupta reaksiyonun
gerilemeye daha da devam ederek zayif dereceye indigi saptandi (Sekil 5.18D). Barlarin hepsi 50
pm’dir.

Akut karaciger yaralanmalarinda erken evrelerde hepatik makrofajlar hizla
proinflamatuar sitokinler ve apoptotik sinyallerle sonu¢lanan kemokinler salgilamaktadir
(Luedde ve Schwabe, 2011). Bu kemokinler ve sitokinler (6zellikle TNF-a), hiicresel
hasarla iliskili olup farkli karaciger hastaliklarinda kritik faktorler olarak kabul
edilmektedir (Auguet ve., 2008). Deney sonuglarimiza gore, TNF-o boyanmasinin TAA
verilen gurupta kuvvetli oldugu ve yliksek doz Sm verilen gurupta ise kontrol gurubuna
benzer sekilde zayif oldugu goriilmektedir (Sekil 5.18). Ahmed vd., (2014) tarafindan
yapilan bir calismada, erkek Wistar Albino siganlarm bir grubuna 3 giin baska bir gruba ise
30 glin boyunca giinde 100 mg/kg TAA ip olarak enjekte edilmistir. Deney sonunda
sicanlarin karacigerleri, beyinleri ¢ikarilmig ve kanlar1 da toplanmistir. Kan serumlarindan

ELISA yontemiyle TNF-a a seviyeleri dlgiilmiistiir. 3 giin TAA enjekte edilen grubun
TNF-a seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde ytikseldigi goriiliirken (p<0,05),
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30 giin boyunca enjekte edilen grubun TNF-o seviyesinin ¢ok daha fazla yiikseldigi
goriilmektedir (p<0,001).

Deneysel bagka bir calismada ise tek doz TAA (300 mg/kg) ile indiiklenen
karaciger hasarinda, TNF-a ve kaspaz-3 seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak

yiikseldigi gosterilmistir (E1 Awdan vd., 2018).
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Sekil 5.19. Deney guruplarina ait siganlarin DLPFK kesitleri. Tiim gruplara ait beyin kesitlerinde
tipik beyin korteksi histolojik goriintiileri izlendi. Guruplar arasinda belirgin bir histolojik fark
goriilmemektedir (Sekil 5.19A-D). Kesitler hematoksilin-eozin teknigi ile boyanmistir. Barlarm
hepsi 50 pm’dir.

Afifi ve Embaby (2016) yilinda yapilan bir ¢alismada, oral olarak giinde 5 mg/kg
kadmiyum (Cd) verilen erkek albino siganlari 60 giinlin sonunda sakrifiye edilmislerdir.
Deney sonunda siganlarin beyin korteksi ¢ikarilmis ve H&E boyasiyla boyanmigtir.
Sonuglara gore, kadmiyum alman gruptan elde edilen H&E ile boyanan kesitlerin
incelenmesi, kontrol grubuna gore korteksin tiim katmanlarinda ciddi multifokal histolojik
degisiklikler oldugunu gostermektedir. Farkli boyutlarda bir¢cok vakuol, tiim tabakalardaki
cogu hiicrenin i¢inde veya arasinda tekli veya ¢oklu goriiniir. Baz1 bolgeler, 6zellikle dis

graniiler ve dig piramidal katmanlar daha hiicresel hale gelmektedir. Sinir hiicrelerinin
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cogu kiiciiliir ve sinir hiicrelerinde periseliiler haleler olusur. Piramidal hiicreler sekilsiz

hale gelir. Sinir hiicreleri ve ndroglia arasindaki noropil, vakualizasyon gosterir (Afifi ve
Embaby, 2016).

DLPFK kesitlerinde H&E sonuglarina gore (Sekil 5.19), higcbir gurupta belirgin
hasar olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.20. Deney guruplarma ait siganlarin DLPFK kesitlerinde noronlarda Bcl-2
immiinoreaktivitesi. Tiim guruplara ait beyin kesitlerinde noronlarda kuvvetli pozitif reaksiyonun

oldugu ve guruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadig goriildii (Sekil 5.20A-D). Barlarin hepsi
50 pm’dir.

DLPFK kesitlerinde Bcl-2 ihk sonuclarina gore (Sekil 5.20), tiim guruplarda Bcl-2

boyanmasinin oldugu yani hi¢bir guruplar aras1 6nemli fark bulunmadigi goriilmektedir.
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Sekil 5.21. Deney guruplarma ait siganlarm DLPFK kesitlerinde noronlarda Bax
immiinoreaktivitesi. Pozitif reaksiyon veren bir néron (ok) ile gosterilmistir. Kontrol grubunda
noronlarda zayif reaksiyon vardir (Sekil 5.21A). Tek basma TAA verilen grupta néronlarda
kuvvetli bir pozitif reaksiyon oldugu goézlenmektedir (Sekil 5.21B). Hem 50 Sm+TAA verilen
grupta ve hem de 100 Sm+TAA verilen grupta noronlarda zayif reaksiyonlar goriilmektedir (Sekil
5.21C-D). Barlarm hepsi 100 pm’dir.

Pro-apoptotik olan Bax’in ekspresyonunun ise arttigt Mahvadi vd., (2018)
tarafindan i1.p olarak kadmiyum verilen Wistar ratlarin frontal kortekslerinde gézlenmistir
(Mahvadi vd., 2018). Benzer sekilde TAA verilen gurubun prefrontal korteksinde Bax
ekspresyonunun arttig1 ve Sm verilen guruplarda ise kontrole benzer sekilde Bax ihk’smin

zayif reaksyion verdigi ¢aligmamizda gosterilmistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.22. Deney guruplarina ait sicanlarm DLPFK kesitlerinde noéronlarda kaspaz-3
immiinoreaktivitesi. Tim gruplara ait beyin kesitlerinde ndronlarda zayif reaksiyonlarin oldugu ve
guruplar arasinda dnemli bir fark bulunmadig: goriildi (Sekil 5.22A-D). Barlarin hepsi 100 pm’dir.

DLPFK kesitlerinde kaspaz-3 ihk sonuglarina gore (Sekil 5.22), guruplar arasi

onemli fark bulunmadig goriilmektedir.
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Sekil 5.23. Deney guruplarma ait siganlarm DLPFK kesitlerinde ndronlarda TUNEL
immiinoreaktivitesi. Pozitif reaksiyon veren néronlardan bazilari (oklar) ile gosterilmistir. Kontrol
grubunda noéronlarda zayif reaksiyon varken (Sekil 5.23A) tek basina TAA verilen grupta kuvvetli
pozitif reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.23B). 50 Sm+TAA verilen grupta noéronlarda orta
dereceli pozitif reaksiyon goriiliirken (Sekil 5.23C) 100 Sm+TAA verilen grupta reaksiyonun zayif
dereceye geriledigi saptandi (Sekil 5.23D). Barlarin hepsi 100 pm’dir.

DLPFK kesitlerinde TUNEL ihk sonuglarma gore (Sekil 5.23), TAA gurubunda
DNA hasarnin yiiksek oldugu, diisiik doz Sm ile kombin gurupta da TAA grubuna benzer
sekilde DNA hasarmin yiiksek oldugu yani 50 mg/kg Sm’nin beyin hasarmi 6nlemede ¢ok
etkili olmadig1 goriilmektedir. Yiiksek doz Sm ile kombin gurubun ise kontrol grubuna

benzer sekilde DNA hasarmin az oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.24. Deney guruplarna ait siganlarin  DLPFK kesitlerinde néronlarda TNF-a
immiinoreaktivitesi. Pozitif reaksiyon veren noronlardan bazilari (oklar) ile gdsterilmistir. Kontrol
grubunda ndronlarda zayif reaksiyon varken (Sekil 5.24A) tek basma TAA verilen grupta kuvvetli
pozitif reaksiyon oldugu gozlendi (Sekil 5.24B). 50 Sm+TAA verilen grupta ndronlarda orta
dereceli pozitif reaksiyon goriiliirken (Sekil 5.24C) 100 Sm+TAA verilen grupta reaksiyonun zayif
dereceye geriledigi saptandi (Sekil 5.24D). Barlarin hepsi 100 pm’dir.

DLPFK kesitlerinde TNF-a ihk sonuglarma gore (Sekil 5.24), TAA ve diisiik doz
Sm ile kombin gurupta hiicrelerde inflamasyon oldugu yani 50 mg/kg Sm’nin beyin
hasarmi 6nlemede ¢ok etkili olmadig1 goriilmektedir. Yiiksek doz Sm ile kombin gurubun

ise kontrol grubuna benzer sekilde diisiik miktarda inflamasyon oldugu goériilmektedir.
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Sekil 5.25. Deney guruplarmma ait siganlarin beyincik kesitleri. Purkinje ndronlarindan bazilari
(oklar) ile gosterilmistir. Tiim gruplara ait beyincik kesitlerinde tipik beyincik korteksi histolojik
goriintiileri izlendi. Gruplar arasinda belirgin bir histolojik fark gériilmemektedir (Sekil 5.25A-D).
Kesitler hematoksilin-eozin teknigi ile boyanmustir. Barlarin hepsi 50 pm’dir.

Mostafa ve vd., (2017) yaptiklar1 ¢calismada, erkek Wistar Albino sicanlarma tek
doz 300 mg/kg TAA i.p olarak enjekte etmislerdir. Tedavi edici madde olarak da vitamin
ve biopropolis kullanmiglardir. 30. giinde sakrifiye edilen siganlardan beyincikleri
cikarilarak hematoksilen eozin boyasi ile boyanmistir. TAA verilen grupta Purkinje
hiicrelerinde nekroz oldugu tedavi gruplarmin ise kontrol grubuna benzer oldugu

gosterilmistir (Mostafa vd., 2017).
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Sekil 5.26. Deney gruplarma ait siganlarin beyincik korteksi kesitlerinde Purkinje néronlarinda
Bcl-2 immiinoreaktivitesi. Purkinje ndronlarindan bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. A: Kontrol
grubunda, B: TAA verilen grupta, C: 50 Sm+TAA verilen grupta ve D: 100 Sm+TAA verilen
grupta kuvvetli pozitif reaksiyonlarin olduguna ve gruplar arasinda énemli bir fark bulunmadigina
dikkat ediniz. Barlarin hepsi 50 pm’dir.
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Sekil 5.27. Deney Deney gruplarina ait sicanlarin beyincik korteksi kesitlerinde Purkinje
noronlarinda Bax immiinoreaktivitesi. Purkinje néronlarindan bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir.
A: Kontrol grubunda, B: TAA verilen grupta, C: 50 Sm+TAA verilen grupta ve D: 100 Sm+TAA
verilen grupta zayif pozitif reaksiyonlarin olduguna ve gruplar arasinda Onemli bir fark
bulunmadigina dikkat ediniz. Barlarin hepsi 50 pm’dir.
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Sekil 5.28. Deney gruplarina ait siganlarin beyincik korteksi kesitlerinde Purkinje ndronlarinda
kaspaz-3 immiinoreaktivitesi. Purkinje néronlarindan bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. A: Kontrol
grubunda, B: TAA verilen grupta, C: 50 Sm+TAA verilen grupta ve D: 100 Sm+TAA verilen
grupta zayif reaksiyonlarin olduguna ve gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadigima dikkat
ediniz. Barlarin hepsi 50 pm’dir.
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Sekil 5.29. Deney gruplarina ait sicanlarin beyincik korteksi kesitlerinde Purkinje ndronlarinda
TUNEL immiinoreaktivitesi. Purkinje néronlarindan bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. A: Kontrol
grubunda, B: TAA verilen grupta, C: 50 Sm+TAA verilen grupta ve D: 100 Sm+TAA verilen
grupta zayif reaksiyonlarin olduguna ve gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmadigma dikkat
ediniz. Barlarin hepsi 50 pm’dir.
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Sekil 5.30. Deney gruplarina ait sicanlarin beyincik korteksi kesitlerinde Purkinje ndronlarinda
TNF-0o immiinoreaktivitesi. Purkinje néronlarindan bazilar1 (oklar) ile gosterilmistir. A: Kontrol
grubunda, B: TAA verilen grupta, C: 50 Sm+TAA verilen grupta ve D: 100 Sm+TAA verilen
grupta Purkinje ndronlarinin sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif reaksiyonlarin olduguna ve gruplar
arasinda dnemli bir fark bulunmadigina dikkat ediniz. Barlarin hepsi 50 pm’dir.

TAA nedenli HE nin beyincik Purkinje néronlarini etkilemedigi H&E (Sekil 5.25), Bcl-2
(Sekil 5.26), Bax (Sekil 5.27), kaspaz-3 (Sekil 5.28), TUNEL (Sekil 5.29) ve TNF-a (Sekil
5.30) ihk boyamalarinda gosterilmistir. Bunun nedeni olarak da kan-beyin bariyerinin

heterojen yapisindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Wilhem vd., 2016).
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6. SONUC VE ONERILER

Hepatik ensefalopati (HE), karaciger bozukluguna neden olan serebral
fonksiyondaki degisiklikleri tanimlamada kullanilan terimdir. Hepatik hastalik hiicrelerin
ve dokularin, yap1 ya da karaciger fonksiyonunun bozuldugunu belirtir. HE’y1 baz1 ilaglar,
toksik bilesikler, alkoliin asir1 tiiketimi gibi farkli kimyasallarm etkisinin yan sira biyolojik
faktorler ve otoimmiin hastaliklar indiikleyebilir. Deneysel olarak karbon tetrakloriir
(CCLy), tiyoasetamid (TAA) ve D-galaktozamin gibi maddeler karaciger hasarini
olusturmada kullanilmaktadir. HE nin olusum mekanizmasi tam olarak agiklanamamaisitr.
Ancak son zamanlarda miRNA’larin HE patogenezini belirlemede Onemli katk:
saglayabilecegi yoniinde diistinceler gelismistir. Bununla birlikte, TAA ile olusturulan HE
modelinde miRNA’larin rolii ile ilgili benzer bir g¢alismaya literatiirde daha oOnce
rastlanmamistir. HE nin erken teshisinde miRNA’larm belirte¢ olarak kullanilabilecegini
ongormekteyiz. Boylece muhtemel erken tedavinin yapilabilmesi miimkiin olabilecektir.

Diger taraftan gereksiz ila¢ kullanima ile is ve ekonomik kaybin dniine gecilmis olacaktir.

Bitkisel ilaglarin ¢ok yonlii etkiye sahip olmalari, bitkiler ve aktif bilesenleri ile
ilgili ¢alismalarin artmasma neden olmustur. Cagimizin dnemli hastaliklar1 ile miicadelede
dogal iiriinlerin kullanimin1 yaygmlastrmak dénemlidir. Ulkemiz bu dogal alternatif bitki
kaynaklar1 bakmindan olduk¢a zengindir. Ancak, bu kaynaklar1 yeterince degerlendirecek
egitilmis insan giicli ve altyapiya sahip degildir. Bu alandaki bilimsel calismalarin
arttirilmas1  gerekmektedir. Nitekim, teknolojinin gelismesi bu bitki kaynaklarmdan

tedavide, gida ve saglik sektoriinde 6nemli oranda yararalanilmasimin 6niinii agacaktir.

Deneysel ¢aligmamizda, silimarin (Sm)’nin TAA nedenli karaciger ve beyin
toksisitesi lizerine etkisi gosterilmis olup, karacigerdeki g¢esitli miRNA’larm aktivitesi
belirlenmistir. Buna gore karaciger yenileyici 6zelligi bilinen Sm’nin beyin hasarini da
giderme de etkili oldugu gosterilmistir. Sm’nin karaciger hasarini gidermede bir ilag¢ katki
maddesi olarak preparat haline getirilmesi ve hem hastalarda hem de saglikli insanlarda

bilimsel olarak kullanilabilmesinin saglanmas1 gerekmektedir.
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TAA nedenli HE’de beyincikte herhangi bir hasar gdriilmemesinin nedeni, kan
beyin bariyerinin heterojen yapisindan kaynaklandigi diisliniilmektedir. TAA nin dozu
ve/veya uygulama siiresi arttirilarak beyincikte de hasar olusturulmasi miimkiindiir.

Bununla ilgili yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Calismamizda, karacigeri korudugu bilinen Sm’nin karaciger hastaliklarinin aynisra
HE tedavisinde de kullanilabilecegi ve ilag protokollerine eklenebilecegi belirlenmistir.
Ancak Sm’nin etken maddelerinin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi gerektigini
diisinmekteyiz. Diger taraftan, miRNA analizleri genisletilerek HE tedavisinde epigenetik

ilaglarin da yer alabilecegi diistiniilmektedir.
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GEREKCE

Eskigehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji/Genel Biyoloji
Bélimit Ogretim tiyesi Prof. Dr. Adnan AYHANCI'mn aragtirma yiiriitlictisi oldugu 513-
2/2016 kayit numarali ve “Silimarin ile tedavi edilen tiyoasetamid indiiklii kronik hepatik
ensefalopatili siganlarda miRNA profilinin belirlenmesi “ konulu ¢aligma; tarafimizdan
degerlendirilmigtir.

Calismada Sprague-Dawley (36 adet Erkek) kullamlacaktir.

Calismamizda intraperitonel (i.p.) olarak verilen 0,5 mL 50mg/kg (%0,2 DMSO’da
¢oziilmiis) tiyoasetamid ile karaciger hasar olugturulan siganlarda oral yolla verilen 0,5 mL
50 mg/ke ile 100 mgkg (%60,9 NaCl'de ¢oziilmilg) silimarinin (Sm) karaciger ve beyin
fizerindeki koruyucu etkisi aragtirilacaktir. Sm, sicanlara én koruma olarak ilk 14 giin
boyunca her giin oral olarak TAA ise, ikinci 14 giin boyunca her giin i.p olarak verilecektir.
Doku homojenatlarmdan ve serumdan; malondialdehid (MDA). glutatyon (GSH). toplam
antioksidan seviye (TAS), toplam oksidan seviye (TOS). oksidatif stres indeksi (OSI) ile
serum alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), alkalen fosfataz (ALP). laktat
dehidrogenaz (LDH), iirik asit, kan Ure azotu (BUN) ve amonyak aktiviteleri dlgiilerek ve
miRNA-122, miRNA-192 ve miRNA-194 seviyeleri QRT-PCR yontemi ile belirlenecektir.
Karaciger ve beyin dokulan histopatolojik olarak da incelenerek karaciger ve beyin
dokusunda Bel-2, Bax, Annexin-V, Tunel, TNF-a ve kaspaz-3 immiinohistokimyasal olarak

belirlenecektir.

- Bu projeden OZGUN TEKSOY isimli doktora Ggrencisi i¢in doktora tezi g¢ikarnlmasi
planlanmaktadir.

Deneyler Eskigehir Osmangazi {Iniversitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béltimii Hayvan
Fizyolojisi Laboratuvarinda gereklestirilecektir.

YONTEM

Deneysel ¢alismamizda saghkli, erkek, 200420 gram agirhikta, yaklasik 3 ayhk, Sprague
Dawley cinsi, albino siganlar kullanilacaktir. Tiim deney hayvanlann T.C. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM)'nden temin
edilerek deney siiresince 12312 aydmlik/karanhk 1siklandirmast olan, 1s1 (222 C°) ve nemi
(%45-50) otomatik olarak ayarlanmig odalarda yasatilacaklar. Deneye baslanmadan Once
hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu saglanacak [Watanabe et al..
2001]. Bu adaptasyon siirecinde tiim siganlar paslanmaz celik kafeslerde standart sigan yemi
ile beslenccek ve gesme suyu verilecektir.
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Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlar

T\’\ ve Sm llw'dl:l olarak temin edilecektir. Bu maddelerden, TAA mn 50 mg' 90,9 NaCl'de
‘tf’_z"ll’fr“‘k enjeksiyona hazir duruma getirilecektir (Singh ve Trigun, 2014). TAA enjeksiyonu
:](1)[':'? )1:11:1 t?ze‘ olarak h.azwlanmasmdan sonra steril tek kullammlik enjektorler ile

o Ii I 0“1} (LP.): .Sm_ ise ¢dzeltinin taze olarak hazirlanmasindan  sonra oral olarak
U’}_au anacal\m.l Sm’nin 30 ve 100 mg/kg dozu % 0.2 DMSO’da ¢oziilerek hazirlanacaktir.
Kilo kaybini, hipoglisemiyi ve bébrek yetmezligini en aza indirmek icin deney siiresince igme
suyu yoluyla %0,45 NaCl igeren %5 dekstroz ve 20 meq/L KCI verildi.

Biitiin hayvanlar deneyden once tartilarak agirhklar saptanacak ve bdylece uygulanacak ilag
dozlar belirlenecektir. Ilk 14 giin boyunca deney gruplarina Sm on koruyucu olarak gavaj
yqluy]a ve ikinci 14 giinde de deney gruplarna TAA ip olarak verilecektir. Son
enjeksiyondan bir giin sonra hayvanlar anestezi edilerek periferik kan, karaciger ve beyinleri
alinacaktir [Goldberg et al., 1986; Sriover et al., 1989; Moore et al., 1995; Ayhanci et al.,

2009].

Deney Gruplari

Deney hayvanlar arasmndan rastgele segimle her birinde n=7" ser sigan olmak iizere toplam 3

grup olusturulacaktir. Bunlar;
Grup | : Kontrol: Her hayvana il
0.2 DMSO verilecektir ve ikinei 1
40,9 SF enjeksiyonu yapilacaktir.
Grup 2: Her hayvana ikinci 14 giin boyunca 50 mg/kg TAA enjeksiyonu yapilacaktir.

Grup 3: Her hayvana ilk 14 giin boyunca 50 mg/kg Sm ve ikinci 14 giin boyunca da 50 mg/kg

TAA enjeksiyonu vapilacaktur.
Ik 14 giin boyunca 100 mg/kg Sm ve ikinci 14 giin boyunca da 50

k 14 boyunca gavaj yoluyla Sm’nin ¢dziiciisii olan 0,5 mL %
4 giin boyunca da i.p olarak TAA nin ¢oziiclst olan 0.5 mL

Grup 4 : Her hayvana i
me/kg TAA enjeksiyonu vapilacaktir.

Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tam  deneysel gahigmalar steril orlamda ve steril cerrahi aletler kullamlarak
serceklegtirilecekur, Ketamin/Ksilazin ile uyntulmus hayvanlardan intrakardiyak kan alim
vaptlacakur Intrakardiyak kan ahimindan sonra hayvanlar servikal dislokasyon ile vagamlarina
on verilecek ve karaciger ve beyin dokulan ¢ikartlacakur. Aliman kan srnekleri 10 dakika
3000 rpm devirde santrifiijlenecek ve serumlar elde edilecektir [Theocharis et al., 2001].
Polictilen tiiplere aktanlan  serum omekleri biyokimyasal analizler igin -80°C derin
dondurucuda korunacakur,

Kullantlan
verilmistir. Calism

yémtemler uluslararasy standards olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler
anm yapiimasida, Komisyonumuzun olumsuz goriigii bulunmamaktadur.
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