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OZET

Doktora Tezi

AKUT PANKREATIT OLUSTURULAN SICANLARDA KARVAKROL’UN
KARACIGER UZERINE ETKILERI

Murat BAKIR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

Bu calismada, AP ile tesvik edilmis karaciger hasarma karsi KAR etkilerinin saptanmasi
amaclanmigtir. Bu amagla, 56 adet Sprague-Dawley cinsi sigan (250-300 g) sekiz gruba ayrildi:
(I) Kontrol grubu (%0,9’luk serum fizyolojik intraperitonal (IP) uyguland); (II) AP grubu (50
ng/kg serulein (SER) 1 saat arayla dort IP enjeksiyonla uygulandi); (I, IV ve V) KAR gruplari
(50, 100, 200 mg/kg KAR, IP enjeksiyonla uygulandr); (VI, VII ve VIII) AP +KAR gruplart
(SER enjeksiyonundan 2 saat sonra KAR dozlar1 uygulandi). 12 saat sonra, sicanlarin kan
serumunda lipaz ve amilaz seviyeleri ol¢iildii. Karaciger hasari tiim serum 6rneklerinde aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
aktiviteleriyle tespit edildi. Diger taraftan, karaciger dokusunda Malondialdehit (MDA) gibi
oksidatif stres isaret¢isi ve Siiperoksid dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri degerlendirildi. Bunun yanisira, hayvanlarin
karacigerlerinin agirligi tespit edildi ve histopatolojik incelemeler yapildi. Mikroskobik
incelemeler i¢in farkli boyama metotlar1 uygulandi ve skorlama sistemi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda AP, amilaz ve lipaz seviyelerinde belirgin bir artisa sebep
oldu. AP+KAR gruplarinda enzimlerin seviyeleri artan doza bagl olarak azaldi. Ustelik KAR,
pankreatit ile tesvik edilmis MDA seviyesini ve ayn1 zamanda AST, ALT ve LDH’in plazma
aktivitelerini azaltti. Diger taraftan, AP grubunda SOD, CAT ve GPx aktiviteleri belirgin bir
sekilde degistirildi ve karacigerin agirligi azaldi. KAR uygulamasi ile artan oksidatif stres
normallestirildi ve normal karaciger agirlik kazanci gozlendi. Ayrica AP, karacigerin histolojik
yapisinda belirgin bir degisiklige sebep oldu (infiltrasyon, hepatosit dejenerasyonlari,
konjesyon, siniizoidal dilatasyonlar, 6dem, hepatositlerde azalan glikojen ve artan lipid,
vakuolizasyon ve artan retikiiler lif ag1). Oysa tek bagina KAR alan deneysel gruplarda herhangi
bir patolojik degisiklik gdzlenmedi. Ustelik KAR’n (200 mg/kg) uygulanmast AP grubunda
karaciger hasar skorunu belirgin bir sekilde azaltt1.

Bu calismanin sonuglar1 karaciger dokusunda KAR’m etkinlik ve giivenilirligini belirgin bir
sekilde ortaya koyar. Nitekim KAR’in artan dozlar1 tek bagina KAR alan deneysel gruplarda
herhangi bir yan etkiye sebep olmaz. Dahasi, AP’nin sebep oldugu oksidatif strese kars1 KAR’mn
yiiksek dozu karaciger hasarlarini modiile etme yetenegi gosterir.

2014, 129 sayfa

Anahtar Kelimeler: Deneysel akut pankreatit, Karaciger hasari, Karvakrol, Oksidatif stres,
Antioksidan, Histoloji.
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Supervisor: Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

In this study, it is aimed to determine of the effects of CAR against liver injury induced by AP.
With this aim, 56 rats of the Sprague-Dawley type (250-300 g) were divided into eight groups
as follows: Group control (%0,9 of saline solution was administered intraperitoneally (IP)); (1)
Group AP (50 pg/kg of caerulein at 1-h intervals was given by four IP injection); (I, IV ve V)
CAR groups (50, 100, 200 mg/kg CAR were administered by one IP injection); (VI, VII and
VIII) AP +KAR groups (CAR doses were given after 2 h of caerulein injection). 12 h later, the
amylase and lipase levels in all serum samples of rats were determined. The liver injury was
determined by alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities
in all serum samples. On the other hand, the oxidative stress marker as malondialdehyde (MDA)
and were evaluated activities of antioxidant enzymes as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GPXx) in liver tissue. Besides, the weight of livers of animals
were determined and performed histolopathological examinations. The different staining
methods were applied for microscopic examinations and scoring system was used.

As compared with control group, the AP resulted in significant increase in amylase and lipase
levels. The levels of enzymes reduced in AP+CAR groups as depending on the increasing
doses. Moreover, CAR decreased pancreatitis-induced MDA level and also the plasma activities
of AST, ALT ve LDH activities. On the other hand, the SOD, CAT ve GPx activities were
significantly altered and decreased the weight of normal liver in the AP group. With CAR
administration, increased oxidative stress were normalized and observed liver weight gain.
Additionally, AP caused a marked change in histological picture of liver (infiltration,
hepatocyte degenerations, congestion, siniisoidal dilatations, edema, decreasing glycogen and
increasing lipid in hepatocytes, vakuolisation and increasing reticular fiber network). Whereas,
any pathological change was not observed at the experimental groups receiving CAR alone.
Furthermore, administration of CAR (200 mg/kg) significantly decreased the liver damage score
in the AP group.

The results of this study prominently reveal the safety and efficacy of CAR in liver tissue. As a
matter of fact, the increasing doses of CAR do not cause not any detrimental effect at the
experimental groups receiving CAR alone. Furthermore, the high dose of CAR shows the ability
to modulate liver damages against oxidative stress caused by AP.

2014, 129 pages
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1. GIRIS

AP, pankreasta normalde inaktif halde bulunan sindirim enzimlerinin herhangi bir
etiyolojik faktorle aktif hale gegerek kendi dokularini sindirmesi ve buna kars1 yaygin
bir inflamasyonun gelismesi ile karekterize olmakta; organizmada lokal, bolgesel ve
sistemik yansimalara, komplikasyonlara yol agan bir klinik tablo olarak

tanimlanmaktadir (Ammann and Warshaw 1985; Glazer 1988; Tekin 2006).

AP’li vakalarin yaklasik %80'inden safra kesesi taslar1 ve alkol sorumlu olmaktadir
(Ranson 1974; Gorelick 1995). Metabolik sebepler, ilaglar, toksinler, travma, vaskiiler
sebepler, bazi enfeksiyonlar, bazi kaliimsal durumlar ve postoperatif durumlar AP’ye

neden olabilen diger etiyolojik faktorler arasinda sayilmaktadir (Banks 1998).

Biyolojisinde ¢ok degisik faktorlerin rol aldig1 asiner hiicrenin harabiyetiyle seyreden,
O6demden nekroza kadar degisik patolojik bulgular gosteren hastaligin 6liim orani %10

ile %30 arasinda degismektedir (Roscher and Beger 1987; Rattner et al. 1992).

1.1. Tarihge

Pankreasi ilk olarak Herophilus M.O. 300’lerde tanimlamistir ve daha sonra bu organ

Rufus tarafindan ‘pankreas’ olarak isimlendirilmistir (Yeo and Cameron 1997).

Ik kez 1579°da Ambrose Pare tarafindan akut ve kronik pankreatitin tanim1 yapilmustir

(Ranson 1997).

1856’da ilk kez Claude Bernard tarafindan pankreatik kanala safra ve yag asitleri
enjekte edilerek deneysel pankreatit gelistirilmistir (Unal 1991; Karne and Gorelick
1999).



1886°da Senn pankreas apsesi veya gangreninde cerrahi tedaviden bahsetmistir. 1887°de

Friedreich alkolle AP arasindaki baglantiya dikkat ¢ekmistir (Unal 1991).

AP’nin dogru olarak ilk tanimlanmasi ve simiflandirilmasi 1889’da Reginald Fitz
tarafindan yapilmistir. Fitz hastalig1 hemorajik, siipiiratif ve gangren6z olmak {izere {i¢

tabloda siniflandirmigtir (Karne and Gorelick 1999).

1901 yilinda Eugene Lindsay Opie safra taslari ile AP arasindaki iliskiyi tanimlamis ve
‘ortak kanal hipotezini’ olusturmustur (Unal 1991; Yavuz 1998).

Ik defa 1929 yilinda Elman serum amilaz diizeyi ile AP arasindaki iligkiyi gdstermistir

(Unal 1991).

1940’lardan sonra biyokimyasal parametreler daha yaygin olarak kullanilmaya
baslanmis ve AP’nin karin agrilarinin sik rastlanan sebeblerinden birini olusturdugu

gozlenmistir (Unal 1991; Karne and Gorelick 1999).

1984 yilinda Sanfey ve arkadaslar1 exvivo perfiize kopek pankreasinda gesitli deneysel
AP modelleri gelistirerek, serbest oksijen radikallerini (SOR) elimine eden SOD ve
CAT enzimlerinin AP gelisimine karsi koruma sagladigini bildirmistir (Sanfey et al.
1984).

AP tedavisinde 20. yy’nin ilk yarisinda cerrahi tedavi 6ne ¢ikmistir. Bu yillarda AP’ nin
tanist primer klinik bulgulara dayandigi i¢in agir vakalarda cerrahi tan1 ve eksplorasyon
uygulanmistir. Bu vakalarin yasam siireleri olduk¢a kisa oldugu i¢in ikinci yarida

cerrahi yaklasim terk edilmistir (Seving 2006).



1.2. Pankreas

1.2.1. Pankreas anatomisi

Pankreas karin arka duvarinda 1. ve 2. lomber vertebra hizasinda, c¢ogunlukla
hareketsiz, retroperitoneal yerlesimli bir organdir. Eriskin insanda pankreas bezi 80-90
g, ortalama 15-20 cm uzunlugunda, 3 ¢cm eninde ve 1-1,5 cm kalinligindadir. Pankreas,
sagda duodenum, solda dalak arasinda retroperitoneal olarak transvers uzanmaktadir

(Sekil 1.1) (Kesler 2011).

Portal toplar
damar

Ortak safra kanah y

-

— __._/"'1 Ust mezenterik
<~ ven

Sekil 1.1. Pankreas anatomisi (Anonim 2012)
Pankreas anatomik olarak 5 kisima ayrilmaktadir:

Bas: Duodenum kavsi iginde, 2. lomber vertebranin hemen saginda yer almaktadir.
Koledok kanalinin son kismi genellikle pankreas basinin icinden gegcmektedir. Pankreas
basinin arkasinda distal koledok, sag bobregin damarlari, vena kava inferior yer

almaktadir. Yukarida portal venden, agsagida superior mezenterik vene uzanan hayali bir



plan pankreas bas kismint boyun kismindan ayirmaktadir.

Boyun: Pankreasin nispeten daralmis bir kismi olup {istte pilor ve duodenum birinci
kismu, altta vena porta ve sliperior mezenterik ven bulunmaktadir. Genisligi ortalama 2

cm’dir.

Govde: Pankreasin siiperior mezenterik arter ve vena portanin sol tarafinda kalan
kismidir. GOvdenin iist kenart splenik arterle komsudur. Govdenin 6n yiizii bursa
omentalisin arka duvarini yapan periton yapragi ile Ortiilidiir. Govdenin alt kenari

transvers mezokolonun iki yapragi arasinda oturmaktadir.

Kuyruk: Lienorenal ligamanin iginde yer almaktadir. Dalak hilusuna kadar

uzanmaktadir (Balbaloglu 2006).

1.2.2. Pankreasin damarlari

Pankreas arteriyel kan akimini ana hepatik arter, sliperior mezenterik arter ve splenik
arterden almaktadir. Siiperior pankreatikoduodenal arter gastroduodenal arterin, inferior
pankreatikoduodenal arter, siliperior mezenterik arterin bir dalidir. Splenik arter,
pankreasin {ist kenar1 boyunca organa pek ¢ok kiigiik dallar vermektedir (Sekil 1.2).
Pankreasin venleri arterlere paralel olarak seyretmektedir. Ust pankreatikoduodenal ven,

vena portaya, alt pankreatikoduodenal ven siiperior mezenterik vene dokiilmektedir.
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Sekil 1.2. Pankreasin damarsal yapisi (Seving 2006).

1.2.3. Pankreasin lenfatikleri

Lenfatik sistem parankim i¢inde interlobiiler alandan baslayip kiiglik kanalciklart
olusturarak Once pankreas yiizeyine, buradan da bolgesel lenf bezlerine ulagmaktadir.
Lenf kanallari, siklikla damarlara paralel olarak seyretmektedirler. Pankreas basinin ana
lenfatikleri 6nce O6n ve arka pankreatoduodenal lenf bezlerine, daha sonra ise pankreas
basinin alt boliimiindeki lenf bezlerine, bagirsak lenf kanallarina ve ardindan da aort
cevresi lenf bezlerine ulasmaktadirlar (Sekil 1.3) (Moore 1985; Snell 1992; Seving
2006).
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Sekil 1.3. Pankreasin lenfatikleri (Kara 2009)

1.2.4. Pankreasin sinirleri

Sempatik ve Parasempatik sistem tarafinda innerve edilmektedir. Sinirler genelikle
damarlar1 takip ederek pankreasa ulagmaktadirlar. Asiner hiicreler ekzokrin, islet
hiicreler endokrin salgidan sorumludur, islet damar ag1 her iki sistem tarafindan innerve
edilmektedir. Parasempatik sistem ekzokrin ve endokrin salgiy1 uyarirken, sempatik

sistem inhibe eder (Sekil 1.4) (Skandalakis 1987; Brunicardi and Andersen 2005).
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Sekil 1.4. Pankreas sinirleri (Kara 2009)

1.2.5. Pankreas kanallar

Pankreasin ana kanali olan Wirsung, organin kuyruk kismindan baslayip, saga dogru
govde, boyun ve bas kismini gecerek Papilla Vateri’ye ulagir. Yaklagik 15-20 cm
uzunlugunda 3-3,5 mm c¢apindadir ve 15-20 kanalcik bu kanala acilir (Moore 1985;
Snell 1992; Atayoglu 2008).

1.2.6. Pankreas fizyolojisi

Pankreas ekzokrin ve endokrin salgi yapan bir bezdir. Biiyiik bir kismini olusturan asini
boliimii sindirim enzimlerinin yapim ve salgilanmasindan sorumludur. Pankreasin diger
boliimii Langerhans adaciklari adi verilen endokrin hiicre gruplarindan olugsmakta ve bu
hiicrelerden viicudun glukoz metabolizmasinda énemli rol oynayan insiilin ve glukagon

salgilanmaktadir (Guyton 1989; Elkan 2007).



1.2.6.a. Endokrin pankreas

Pankreasin endokrin hormonlarint iireten kismi Langerhans adaciklar1 denilen yiiz
binlerce kii¢iik bezlerden olugmaktadir. Langerhans adaciklari pankreas agirlhiginin %2-

3’{inti olusturmaktadir (Murray et al. 1998).

Pankreasta hormonlar 6zellesmis hiicre kiimeleri tarafindan {iretilmektedir. Her bir

adacik hiicre tipi tek bir hormon iiretmektedir. Soyle ki;

e Alfa (o) hiicreleri; Alfa hiicleri genellikle adacigin ¢evresinde lokalize olmalarina
ragmen az da olsa kapiller boyunca da izlenebilmektedir (Carlos 1998). Hiicreler
polihedral sekilli olup elektron mikroskop altinda niikleuslar1 yuvarlak, nukleus
membrant kivrimli olarak goriilmekte ve ¢ekirdekleri bazen ¢entikli ya da lob seklinde
izlenebilmektedir. Hiicre iginde siklikla 2 ¢ekirdekg¢ik bulmaktadir (Leeson et al. 1985;
Sacchi and Bani 1985).

Alfa hiicreleri glukagon salgilanmasinda gorev almaktadirlar. Glukagon kan glukozu

diistiigli zaman salgilanmakta ve kan glukozunun yilikselmesini saglamaktadir.

e Beta (P) hiicreleri; Ada icerisinde en fazla bulunan hiicre ¢esididir. Genellikle
adanin merkezine yerlesmislerdir. Hiicreler poligonal sekilli olup elektron
mikroskobunda yuvarlak veya oval diizgiin bir cekirdege rastlanilmaktadir. Isik

mikroskopta aldehit fucsin ile kirmizi, gomori ile mavi renkte goriilmektedirler
(Sternberg 1992).

Beta hiicreleri insiilin hormonunun salgilanmasinda gorev almaktadirlar ve insiilin

hormonu da kan glukozunun diisiiriilmesinde goérev alir.

e Delta (D) hiicreleri; Delta hiicreleri ¢ogunlukla alfa hiicrelerinin etrafinda yerlesim

gosterirler. Hiicre ¢ekirdekleri oval veya yuvarlak sekillidir. Hiicreler yassi ve diizensiz



sekilli olup ince stoplazmik uzantilara sahiptir (Leeson et al. 1985; Paker 1993).

Delta hiicreleri somatostatinin salgilanmasinda gorev almaktadirlar. Somatostatin,

bliylime hormonu, glukagon ve insiilin salgilanmasini inhibe etmektedir.

e PP hiicreleri; Adacik cevresinde goriilmelerine ragmen adacik disinda pankreatik
kanallarin etrafinda da lokalize olabilmektedirler. Polihedral ve yassilasmis olarak

goriilen bu hiicrelerin ¢ekirdekleri oval ¢ekirdek membranlari ise kivrimlidir.

Bu hiicreler pankreatik polipeptid hormonunun salgilanmasinda gorev almaktadirlar. Bu
hormonlar karbonhidrat ve diger yapitaslarinin metabolizmasinin diizenlenmesini

saglamaktadir (Basaran 2005).

1.2.6.b. Ekzokrin pankreas

Ekzokrin pankreas c¢ok sayida kiiciik lopguklar biciminde diizenlenmis ve birbirine
yakin olarak yerlesim gdsteren salgilama yetenegindeki serdz asiniislerden olugsmustur.
Bir pankreatik siniiste iki tip hiicre yer almaktadir. Birincisi pankreasin gercek asinus
hiicreleri digeri ise direkt kanallarla iligkili olan sentro asiner hiicrelerdir (Clara and

Maskar 1970; Kelly et al. 1984; Kalayci 1986).

Pankreasin ekzokrin salgi {initesi asiniisler giinde ortalama 1500-2000 ml berrak,
izotonik ve alkali (pH: 8,0-8,3) ekzokrin salgist iiretmektedirler. Bu salgi ¢ok sayida
sindirim enzimini (tripsin, kemotripsin, karboksipolipeptidaz, amilaz, lipaz, elestaz,
fosfolipaz ve riboniikleaz) i¢inde bulundurmaktadir. Ekzokrin salgidaki baglica
katyonlar Na ve K olup plazma konsantrasyonlariyla aynidir. Baslica anyonlar ise Cl ve
Mg’dir. Ekzokrin salginin akim hizi artikca HCOjz; konsantrasyonu artarken, ClI
azalmaktadir. Pankreastan salgilanan bu ekzokrin salgidaki bikarbonat iyonlari,
mideden duodenuma bosalan asitli kimusun nétralize edilmesinde de Onemli rol

oynamaktadir.
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Ekzokrin pankreas salgist bazal kosullarda 0,3 mg/ml protein igermektedir. Bu
proteinlerin %90’1n1 enzimler ve proenzimler olusturmaktadir. Pankreas ekzokrin salgisi
protein, karbonhidrat ve yag olan {i¢ temel besin maddesinin sindirimini saglayan
enzimleri icermektedir. Proteolitik enzimler; tripsin, kimotripsin, karboksipolipeptidaz,
riboniikleaz ve deoksiriboniikleaoz’dan meydana gelmektedir. Bunlarin i¢inde en fazla
miktarda olan tripsindir. Tripsin ve kimotripsinin gorevi proteinleri peptidlere
ayirmaktir. Karboksipolipeptidaz aminoasitleri par¢alamaktadir. Niikleazlar ise niikleik
asitleri pargalamaktadir. Amilaz enzimi karbonhidratlar1 ayirmakta ve karbonhidratlari
parcalayarak disakkaritleri ve az miktarda trisakkaritleri olusturmaktadir. Pankreasin

yag sindiriminden sorumlu enzim ise lipaz, kolesterol esteraz ve fosfolipazdir.

Proteolitik enzimler pankreas hiicrelerinde sentez edildiklerinde aktif degillerdir. Bu
enzimler intestinal kanala salgilandiktan sonra aktif duruma ge¢mektedirler. Proteolitik
enzimlerin barsaga dokiiliinceye kadar aktif duruma gegmemeleri dnemlidir. Ciinki
tripsin ve Oteki enzimler pankreasi sindirebilirler. Bu nedenle tripsin inhibitdrii tiimiiniin

aktive olmasini engellemektedir.

Pankreas agir bir sekilde zarar goriir veya kanali tikanirsa pankreasin zarar goren
kisminda ¢ok miktarda enzim birikimi gerceklesir. Bu durumda tripsin inhibitori
yetersiz kalir ve pankreas salgis1 aktive olup pankreas: sindirebilir (otodigesyon), sonug

olarak AP gelisir (Guyton 1981; Fomella and Galloway 1995).

1.3. Pankreatit

Pankreatitler akut ve kronik olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Bu ¢aligmada KAR’mn AP
olusturulmus sicanlarda karaciger iizerine etkileri calisildigindan dolay1 burada AP ile

ilgili bilgilere yer verilecektir.
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1.3.1. Akut pankreatit

AP, enzim aktivasyonu, interstisyel sizmalar ve pankreasin kendi enzimleri ile kendini
sindirmesi sonucu olusan (otodigesyon), bakteriyel olmayan, karin agrisi ile baslayan,
kan ve idrarda pankreas enzimlerinin yiiksekligi ile seyreden iltihapli bir durum olarak
tanimlanmakta (Andersen et al. 2001) ve hafif interstisyel 6demden agir hemorajik
gangren ve nekroza kadar giden genis bir klinik tablo sergilemektedir (Yeo and

Cameron 1997).

AP’de uzak organlar da degisik derecelerde etkilenebilmekte ve 6nemli klinik tablolara
neden olmaktadir. Hastalarin biiylik boliimiinde hastalik kendi kendini sinirlayan hafif
bir siddette ortaya cikarken; bazen siddetli sivi kaybina, hipotansiyona, metabolik
dengesizliklere, sepsis ve multipli organ yetmezligine yol agarak mortaliteye neden

olmaktadir (Armstrong and Taylor 1986; Osman and Jensen 1999).

1.3.2. Akut pankreatit’in simflandirilmasi

AP giiniimiizde iki smiflandirmayla tanimlanmaktadir. Aslinda her iki smiflama
arasinda belirgin bir fark bulunmamaktadir. Atlanta siniflamasinin literatiire kattig1 tek

yenilik ‘hafif” ve ‘agir’ terimleridir (Cizelge 1.1) (Sarles et al. 1989; Bradley 1993).

Cizelge 1.1. AP’nin siiflandiriimasi (Bradley 1993).

Beger Siniflamasi Atlanta Siniflamasi
1- Odematdz tip 1- Hafif tip
2- Nekrotizan tip 2- Agir tip

a) Steril a) Steril

b) Infekte b) Infekte
3- Pankreas Absesi 3- Pankreas Absesi
4- Pseudokist 4- Pseudokist

5-Peripankreatik Sivi
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1.3.3. Akut pankreatit etiyolojisi

AP patogenezinde rol alan ¢ok sayida etiyolojik faktdr s6z konusudur. Ancak alkolizm

ve safra yolu hastaliklar1 tiim AP vakalalarinin %80’inden sorumlu tutulmaktadir.

AP patogenezinde rol alan etiyolojik faktor su sekilde siralanmaktadir (Carroll et al.
2007; Scott et al. 2007; Atayoglu 2008);

1) Safra Taglar

2) Alkolizm

3) Travma: Eksternal; Abdominal kiint ve delici travma, Cerrahi girisim, ERCP sonrasi
4) Hiperparatiroidi/Hiperkalsemi

5) Hiperlipidemi

6) Herediter Pankreatit

7) Enfeksiyonlar

Viral: Kabakulak, Koksaki-B- viriisii, Mikoplasma pnémonia
Parazitik: Askaris, Klonorsis

Fungal

Bakteriyel

8) Mekanik obstriiksiyon
Timor

Pankreas divisum
Duodenal obstriiksiyon

9) Ilaglar

Antibiyotikler: Sulfonamidler, Tetrasiklin
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Kalsiyum
Kardiovaskuler: Klonidin, Kinidin, Warfarin
Diiiretikler: Furosemid, Tiazid grubu, Etakrinik asit, Diazoxid

Steroidler: Ostrojen, Glukokortikoidler

10) Gebelik
11) Tityus trinitatis (bir akrep tiirii) zehiri
12) Vaskiiler nedenler (Vaskiilitler, arterioembolizm vs.)

13) idiyopatik (Sekil 1.5)

Safra tasi ve Oddi sfinkter spazmi ____ Somatostatin ve kolesistokini

camur (1B,1D,IE,11A) (18)
~
~
~
- - - \
Biliopankreatik reflii Duodenopankreatik reflii
1 - " (ID)
-
-~

Basing ve ozmotik .
etkiler e Serbest oksijen radikal g——— Alkol ve ulaglal: (IA)
(IC,11B,1IC) hasan (IC) Hipotermi

R TN

Proteazlar ve sitokinlery Panlfreatik sellilerve 5  Eikasanoidler
Kininler (IC,11B,IIC) vaskiiler hasar (IF,IIA) (IC,IIC)

|

Pankreatik nekroza ve multipli organ yetmezligine gidis
(IC,ID)

Sekil 1.5. Pankreatit ve etiyopatogenezi (Ozkan 2008).

1- Safra taslan (bilier pankreatit):

AP’li hastalarin 2/3’linde safra yollarinda tas bulunmaktadir. Safra taslar1 ve pankreatit
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arasindaki iliski, ilk olarak Opie tarafindan 1901°de ‘ortak kanal teorisi’ ile
aciklanmistir (Creutzfeld and Lankisch 1985). Bu teoriye gore ana safra kanali ve
pankreas kanalinin ortak bir kanal halinde duodenuma agilmasi halinde, Ampulla
Vateriye yerlesen bir safra tasinin burayir tikamasi sonucunda meydana gelen safra

refliisiiniin AP’ye yol actig1 bildirilmektedir (Howard 1987; Ozkan 2008).

ABD’de AP’lilerin yaklasik %40°1 safra kesesi ve koledok taslar1 ile birlikte
goriilmektedir. Ulkemizde ise bilier pankreatit sikligimin daha fazla oldugu tespit
edilmis ve yapilan bir ¢alismada AP’li hastalarin geriye doniik incelemesi sonucunda,
bilier pankreatit oraninin  %80’nin lizerinde oldugu anlasilmigtir. Geri kalan AP
hastalarinin ¢ogunlugunu ise alkol, idiyopatik ve ilaglara bagli gelisen vakalar
olusturmaktadir. Toplumda bilier pankreatitli hastalarin %85-94’{inde safra kesesinde

tag saptanmaktadir (Larson 2006; Seving 2006).

2- Alkolizm (alkolik pankreatit):

Pankreatitin en 6nemli nedeni kronik alkolizmdir. Alkoliin AP’ye nasil yol agtig1 tam
olarak bilinmemekle birlikte pankreatit olusumunun, alkoliin ya da metabolitlerinden
birisinin direkt ya da indirekt toksik etkisine bagl oldugu diisiiniilmektedir (Steer

1989). Bu iliski asagidaki teorilerle agiklanmaktadir;

1. Pankreatik sivinin ekstravazasyonu ve Oddi sfinkterinde gelisen parsiyel
obstriiksiyonla pankreasin ekzojen salgisinin artmasi, dolayisiyla pankreas kanali
icindeki basincin artmasi ve sonugta da makromolekiillere kars1 duktal gecirgenligin
artmasi patogenezde yer almaktadir.

2. Kronik alkolizmin pankreasta protein tikaclarinin olusumuna yol agtig1 ve bunlarin da
kanalda tikanmalara yol acarak pankreatite neden olduklar1 bildirilmektedir.

3. Alkol bazi insanlarda gegici hipertrigliseridemiye neden olur ve pankreatik lipaz ve
lipoprotein lipazinin trigliseridlere etkisiyle sitotoksik serbest yag asidleri ve lizolesitin
olusur. Sonugta pankreatik asiner hiicrelerde ve kapiler endotelinde kimyasal irritasyon

gelismektedir.
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4. Alkol, SOR’un (siiperoksit ve hidroksil radikalleri) olusmasina neden olabilmektedir.
Asirt alkol alimi sistemik dolasima herhangi bir etki yapmaksizin pankreatik kan
akimin1 azaltmaktadir. Pankreas ekzokrin salgida olusturdugu degisiklikle pankreatik
kanalda ¢oOkeltilere, salgida artisa, Oddi sfinkterinde spazma ve asiner bolgede
toksisiteye neden oldugu bildirilmektedir. Boylece pankreatik kanalda basing artmakta
ve kiiglik kanallar riiptire olmaktadir. Ayrica pankreatik salgida protein
konsantrasyonunu artirdigi ve nidus olusumuna yol agarak daha sonra kalsifikasyona

neden oldugu da ileri siiriilmektedir (McClave 1998; Seving 2006).

3- Travma:

Kiint karin travmalarinin %1-3’iinde pankreasin vertebralara karsi sikismasi sonucu

pankreatik yaralanma meydana gelmektedir.

-Delici yaralanmalarda duktal yaralanma olabilmektedir.
-Travmatik pankreatitin en 6nemli nedenlerinden birisi de ‘operatif travma’dir. Klinikte

saptanan pankreatitin yaklasik %8 ini olusturmaktadir (Ozkan 2008).

4- Hiperkalsemi:

Genellikle hiperparatiroidizmle birlikte pankreatite neden olmaktadir. Kalsiyum
taglarinin pankreasta intraduktal ¢okmesi, kalsiyumun bazi pankreas enzimlerini aktif
hale getirmesi ve asiner hiicrelerde sentez ve sekresyon fazindaki etkileri sonucu

pankreatit gelismektedir.

5- Hiperlipidemi:

Pankreas lipazi pankreas i¢inde ve cevresinde yiiksek miktarda bulunan trigliseridleri
serbest yag asitlerine doniistiirmektedir. Serbest yag asitleri toksik maddelerdir ve asini

hiicrelerini ve kapillerleri tahrip ederek AP’ye yol agmaktadir (Reber 1994).
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6- Ilaglar

Direkt ya da indirekt toksik etkileri nedeniyle AP’ye neden oldugu diisiiniilen pek ¢ok
ilag ve kimyasal madde mevcuttur. Tiazid tiirevi ditiretikler, furosemid, azatiopirin, L-
asparaginaz, 6-merkaptopiirin, Ostrojenler, Ostrojen igeren dogum kontrol haplari,
metildopa, sulfonamidler, tetrasiklinler, prokainamid, kortikosteroidler, kalsiyum,
histamin, rifampisin, isoniazid, salisilat, kontrast maddeler, parasetamol ve indometazin

ornek olarak gosterilmektedir (Steer 1989).

1.3.4. Akut pankreatit patogenezi

AP, patogenezi halen kesin olarak aydinlatilamamigtir. Giinlimiizde en ¢ok kabul géren
goriis, pankreas icindeki inaktif proenzimlerin, aktif hale ge¢meleri ve bezin kendi
kendini sindirmesi olayidir. Bu enzimler ya dogrudan beze zarar verirler ya da
olusturduklar1 inflamatuar olaymn sistemik yansimalari sonucunda soka, bobrek

yetmezligine, kardiyak aritmilere ve 6liime neden olmaktadirlar (Seving 2006).

AP patogenezinden sorumlu cesitli teoriler sunulmustur. Bu teoriler asagidaki gibi

siralanmaktadir;

Obstriiksiyon-sekresyon teorisi: Duktal basing artist ve buna bagli duktal yirtilma

neticesinde pankreatik enzimlerin parankime sizmasi ile olmaktadir.

Ortak kanal teorisi: Safra refliisii ile safranin i¢erdigi lesitin ve safra tuzlari pankreatik
kanal mukozal bariyerini bozmaktadir. Bu nedenle hem pankreatik enzimler aktive

olmakta, hemde pankreatik kanalin epitelyum gegirgenligi artmaktadir.

Duodenal reflii teorisi: Duodenal icerigin ampulla Vater’de refliisii ile enterokinaz
pankreatik kanala ge¢mektedir. Enterokinaz tarafindan aktif hale gegen pankreatik

enzimler pankreatite neden olabilmektedir.
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Pankreatik kanal gecirgenliginin artmasi: Akut alkol alimi, akut hiperkalsemi,
pankreatik kanalin dekonjuge safra asitleri ile temasi gibi nedenler sonucunda

pankreatik kanal gecirgenligi artmaktadir.

Enzim otoaktivasyonu: Hayvanlardaki deneysel ¢alismalarda, SER ile intrapankreatik
pankreas salgisinin uyarildigi ve enzim aktivasyonu sonucunda pankreatit olustugu
saptanmistir. Bununla beraber insanlardaki enzim aktivasyonu tam olarak

aciklanamamustir (Marshall 1993; Schwartz 1999; Blumgart et al. 2000).

AP patogenezinden sorumlu tutulan faktorlerin hepsinin sonug olarak ayni1 mekanizmayi
tetikledigi diisiiniilmektedir. Pankreasin asiner hiicrelerinden, kapiller endotelden, mast
hiicrelerinden; trombosit aktive edici faktor, bradikinin, kompleman, SOR ve sitokinler
salinmaktadir (Hartwig et al. 2001; Telek et al. 2001). SOR miktari, SOR ¢Opgiilerinin
giderebileceginden fazla miktarda olursa hiicre zari, organeller ve ¢ekirdekte lipid
peroksidasyonuna yol acgarak hasara neden olmaktadir (Qi et al. 1999). Zimojen
graniillerden aciga ¢ikan proenzimlerin aktivasyonu proteolitik ve lipolitik enzimlerin
pankreas asiner hiicrelerinin selliiler membranini pargalamasina, O6deme, l6kosit
infiltrasyonuna, interstisyel hemorajiye, vaskiiler hasara, koagulasyon nekrozu ve
hiicresel nekroza neden olmaktadir (Waldner 1992; Bone 1996; Karne and Gorelick
1999). Tripsin, lipaz, elastaz gibi aktive olan enzimlerin litik etkisiyle olusan bu hasarlar
sonucu, dokudan bradikinin, kompleman, SOR ve sitokinlerin salinimi daha da

artmaktadir.

1.3.5. Deneysel akut pankreatit modelleri

Deneysel olarak pankreatit ilk kez kopeklerde 1855 yilinda intraduktal safra ve diger
maddelerin enjeksiyonu ile olusturulmustur (Frey 1986). Giinlimiize dek AP
fizyopatolojisinin hiicresel ve glandiiler diizeyde aydinlanmasin1 saglayan fakat tedavi
ve komplikasyonlarla ilgili ¢alismalara kismen olanak veren bir¢ok deneysel model

tanimlanmaktadir (Cizelge 1.2) (Aho et al. 1983; Friess et al. 1992).
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Cizelge 1.2. AP’de deneysel modeller (Ozkan 2008)

Pankreatinin morfolojik Derecelenmis
tipleri cevap

Hayvan Tiirleri

Immiinolojik

e Toksinler (Arthus)

Tavsan, keci

Nekrotizan

Yok

e Serum (Complement) Fare, Sican, Domuz Kopek 6dematoz Yok
Sekretuar

e Serulein Sigan, Kopek Odematoz Var
e Serulein Fare Nekrotizan Yok
e Scorpiotoxin Kopek Odematoz, Nekrotizan Var
e Kolinesteraz Kopek Odematoz Var
Diyet

e Kolin igermeyen Fare Nekrotizan Yok
etiyoninden zengin diyet

¢ Etiyoninden zengin Sigan, Kopek, Fare ~ Odematdz Yok
diyet

Duktal injeksiyon

e Duktal perfiizyon Sigan, Kedi Odematéz, Nekrotizan Var
e Taurokolat Sigan, Kopek Odematdz, Nekrotizan Var
e Safra Kopek Hemorajik Yok
Duktus Ligasyonu

o Oddi sfinkteri Opossum Nekrotizan, Hemorajik Yok
e Safra duktusu Opossum Odematdz Hipersekretuar Yok
e Pankreatik duktus Opossum Odematoz, Hipersekretuar Yok
o Safra ve pankreatik Kopek, Sigan Nekrotizan, Hemorajik Yok
duktus

e Kapali duodenal loop ve Kopek Odematdz, Hemorajik Var
Gastroduodenostomi

e Kapali duodenal loop ve Sigan Hemorajik Yok
intraduodenal tiip

e Gegici kapali duodenal ~ Sigan Odematdz Var
loop

Vaskiiler

e Arteryel okliizyon Kopek Nekrotizan Yok
e Veniiz okliizyon Sican, Kopek Nekrotizan Yok
e Mikrosferler Sican Odematoz, Nekrotizan Var
Isole organ perfiizyonu Kopek Odematdz, Nekrotizan Var
Orkan Kiiltiirii Tavsan Odematoz Yok
Hiicre Kiiltiirleri Sigan, insan Calisilmamis Var
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Kapali duodenal lop teknigi:

Pankreatik kanalin bagirsaga acildig1 yerin gevresinde kapalt duodenal lop olusturarak,
aktif pankreas enzimleri igeren duodenal salginin pankreatik kanal yoluyla pankreas

i¢ine refliisii sonucunda pankreatit olusturulmaktadir.

Retrograd infiizyon modeli:

Safra kanalina, safra tuzlari, tripsin, sodyum taurokolat gibi maddeler verilerek
pankreatit olusturulmaktadir. Kanal igerisine serum fizyolojik enjeksiyonu dahi

pankreasdaki makroskopik ve mikroskopik degisikliklere yol agmaktadir.

Duktus obstriiksiyonu:

Biliopankreatik kanalin duodenuma girdigi yerden baglanmasi, safra refliisii meydana
getirerek ya da pankreas kanal igi basincini arttirarak AP’ye yol agmaktadir. Bu model,
basit olmasiyla, sistemik etkileri olabilecek ila¢ kullanilmasiyla, dogal olarak olusan
akut biliyer pankreatite teorik olarak parelellik géstermesiyle avantajlidir. Bu yontemle
pankreatik 6dem islemin baslangicindan itibaren 6. saatte ortaya ¢ikmakta ve 12. saatten
sonra maksimuma ulagmaktadir. Bu saatlerde yag nekrozu ve parenkimal kanama

alanlar1 belirmektedir. Mikroskopik degisiklikler 3. saatten sonra goriilmektedir.

Immun modeller:

Pankreas asiniis hiicrelerine kars1 antikor hazirlanip hayvana verilerek AP

olusturulmaktadir (Banerjee et al. 1994; Akcakanat vd 1997).
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Diyetle olusturulan pankreatit:

Etiyoninden zengin, kolinden fakir diyet uygulamasi ile ratlarda pankreatit
olusturulabilmektedir. Etiyonin pankreasin asiner hiicrelerine karsi toksik etki

gostermektedir (Yoshino and Yamaguchi 1997).

Arteriyel obstriiksiyon (iskemi):

Iskemi (yetersiz kanlanma), AP’yi baslatmak veya siddetini artirmak igin
kullanilabilmektedir. Kopekte, mikron ¢apli polietilen mikro kiireler kullanilmis ve bu

yontemle 11. saatte hemorajik nekroz olugsmustur (Haas et al. 1985).

Duktal perfiizyon modeli:

Pankreatit kanalin permabilitesinin artirilmasi, pankreatite neden olabilecek bazi
maddelerin parankime ge¢mesiyle sonuclanmaktadir. Pankreatik kanalin permabilitesi;
enfekte safra, aspirin (pH: 2,3), HCI (pH: 2,3), etanol (%5-10), ve sekonder safra
asitiyle bozulabilmektedir (Reber et al. 1979; Liu et al. 1997).

Sekresyonun artirilmasi:

Hayvanlardaki deneysel caligmalarda, SER ile intrapankreatik pankreas salgisinin
uyarilmas: ve enzim aktivasyonu sonucunda pankreatite neden oldugu saptanmigtir

(Atayoglu 2008).

Pankreas asiner hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda sentezlenen proteinleri golgi
cisimcigi tarafindan kullanilacaklar1 yere gore ayrilmaktadir. Sindirim enzimleri ve
zimojenler, inaktif formlarinda sekresyon i¢in hazirlanmakta, lizozomal hidrolazlar ise
hiicre bilesenleri i¢ine yerlestirilmektedirler. SER bu asamalar1 bozmakta ve her iki

enzim grubu biiylik immatiir vakuoller i¢inde toplanmaktadir. Lizozomal bir enzim olan
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katepsin B’nin tripsinojeni aktive ederek sindirim enzimlerinin intraselliiler
aktivasyonuna neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Watanabe et al. 1984; Satio et al.
1987).

Sitoplazma i¢inde bulunan zimojen graniiller igeriklerini lizozomlara bosaltirlar. Buna
krinofaji denilmektedir. Sonugta yaygin inflamasyon ve pankreatit goriilmektedir (Steer
1987). SER, IP olarak verilecegi zaman 5-200 pg/kg doz aralifinda ve birer saatlik

intervallerle tekrarlayan uygulamalarla kullanilmaktadir (Strowski et al. 1997).

SER saatte kg basma 5 ila 10 ng dozunda 4 ila 24 saatlik peryotlarda salin soliisyonu
icerisinde intravendz (IV) olarak verilebilmekte ya da saatte kg basina 50 pg kadar
¢ikan dozda 3 saat boyunca derialt1 (subkutan-SC) olarak verilebilmektedir. Bu modelde
progressif interstisyel 6dem olusmaktadir. Odem inflizyondan 1 saat sonra baglamakta
ve 12. saatte maksimum olmaktadir. Plazma amilaz seviyeleri 3, 6 ve 12 saatlik
inflizyonlarda kontrol degerlerine gore giderek artmakta ve 10 katina ulagsmaktadir.
Ancak 24 saat sonra pankreatik lobiiller SER'in in vitro etkisine total olarak duyarsiz

kalmaktadirlar (Banerjee et al. 1994).

1.4. Serulein

Kolesistokinin-pankreozimin analogu olan SER Hyla caerulea (Avustralya kurbagasi)
isimli bir amfibinin derisinden izole edilmistir (Anastasi et al. 1967; Akgakanat vd
1997). Ik defa 1977 yilinda Lampel ve Kern tarafindan ratlarda deneysel olarak akut
interstisyel pankreatit olusturmak i¢in kullanilmistir (Lampel and Kern 1977). SER, 1V,
SC ve IP olarak kullamlabilmektedir (Manuel et al. 1992; Akcakanat vd. 1997).
Ratlarda hem IV bolus enjeksiyonu olarak, hem de 1V infiizyon seklinde verildiginde
pankreas dokusundaki kolesistokinin reseptorlerini uyararak birka¢ saat icinde
pankreasta ©dem, histolojik olarak asiner hiicrelerin vakuolizasyon ve 16kosit
infiltrasyonu ve serum amilaz diizeyinde artma ile seyreden 6demattz pankreatit yaptigi
bircok c¢alismada gosterilmisse de, yaygin nekrozla giden pankreatite de yol

acabilmektedir (Adler et al. 1979; Baxter and Jenkins 1985; Willemer et al. 1992).
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1.5. Serbest Radikaller (SR)

SR’ler, son yoriingelerinde paylasilmamis elektron igeren molekiil ya da atomlardir
(Woods et al. 2002). Elektronlarin bu dizilimi karasiz oldugundan radikaller hizli bir
sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir yapi
olusturmaya calismaktadirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili SR’ler
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)’dir (Cizelge 1.3) (Thannickal and Fanburg 2000; Seshiah
et al. 2002; Woods et al. 2002).

Cizelge 1.3. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen peroksit ~ (H,0)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (o))
Peroksil (ROO") Ozon (O3)
Stiperoksit (027) Hipoklorik asit (HOCI)
Nitrik oksit ~ (NO") Lipid hidroperoksit ~ (LOOH)
Azot dioksit  (NO3") Peroksinitrit (ONOO)

Organizmalardaki en aktif ROT iireticileri fagositoz hiicreleridir. Uyarildiklarinda,
oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi ROT lar1
olusturmaktadir. Biyolojik sistemlerde en 6nemli SR’ler oksijenden olusan radikallerdir
ve SR’lerin bir¢ok kaynagi vardir. Bu kaynaklardan birisini olusturan aktive edilmis
fagositler gorevleri sirasinda siiperoksit radikalini iiretimektedirler. Diger ROT
kaynaklarmi1 1se yine oksijenin katildigi mitokondriyal elektron tasima zincir
reaksiyonlari, doymamis yag asitlerinin ve katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPH

bagimli oksidazlar olusturmaktadir (Thomas 1995).

SR’ler eslesmemis elektronlarindan dolay1 yiiksek enerjilidirler ve eslesmis elektronlart
ayirip onlarin fonksiyonlarina engel olmaktadirlar. Bu 6zellikleri SR’leri hem tehlikeli

hem de kullanighh yapmaktadir, bu nedenle yasam i¢in gereklilik arz etmektedirler.
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Ayrica SR’ler elektron transferinde, enerji iiretiminde ve pek c¢ok diger metabolik
olaylarda 6nemli iiriinlerdir. Ancak zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig gosterirse
hiicrede hasarlara neden olmaktadirlar. Bilim adamlari 1954'lerden beri SR’lerin

yaslanma ve dejeneratif hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler (Akkus 1995).

SR’ler 3 farkli yolla ortaya c¢ikabilmektedirler (Bast et al. 1997; Halliwell and
Gutteridge 2001; Stahl and Sies 2002);

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olugsmaktadirlar

(Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalmaktadir).

XY =X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik

olarak béliinmesi ile olugmaktadirlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan

heriki elektron, atomlardan birisinde kalmaktadir.

X:Y> X +Y7*

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusmaktadirlar.

Ate —A )

Hiicre i¢inde sik goriilen SR’lerin hidroksil, sliperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit gibi
degisik kimyasal yapilara sahip oldugu belirtilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli radikallerin oksijenden olusan radikaller oldugu ve bunlara 6rnek olarak
oksijenin kendisinin, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve

hidroksil gruplarinin verilebilecegi kaydedilmistir (Cross et al. 1984; Cochranc 1991).

SR’ler genel olarak hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi yapisal
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bilesenlerine etki ederek onlarin bozulmalarina sebep olmaktadirlar (Blasiak et al. 2004;
Altan et al. 2006). Oksijen radikallerinin bu etkilerinin ise canlilarda diyabet,
karsinogenez, katarakt, hipertansiyon, kursun zehirlenmesi, aminoglikozit
nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire bagli karaciger hasari,
glomeriilonefritis, hepatit B, iskemi ve reperfiizyon, vitamin E eksikligi, kanser, kontakt
dermatit, orak hiicre anemisi, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi,
arteroskleroz, pankreatitis ve romatoid artrit gibi bir¢ok patojenik durumlarda ortaya
cikt1g1 rapor edilmistir (Cross et al. 1987; Reilly 1991; Kehrer and Smith 1994; Ozdem
1994; Nakazawa et al. 1996).

Biyolojik sistemlerdeki ROT, siiperoksit anyonu (20,), hidroksil radikali (HO), nitrik
oksit (NO), peroksil radikali ve radikal olmayan hidrojen peroksit gibi SR’ler oksidatif

stresin en 6nemli nedenlerinden birini olusturmaktadir (Babior 2000).

1.5.1 Serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Fizyolojik sartlarda organizmada oksidan-antioksidan sistemler denge halinde
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidan sistem yoniinde bozulmasiyla birlikte SR’ler
hiicrelerin lipid, protein, karbohidrat, DNA ve enzim gibi tiim 6énemli bilesenlerine etki

etmektedirler (Sekil 1.6) (Basaga 1990).
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Solunum
Enzimleri
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S Permeabilite
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Buyik capta

Ca2*akisgi

Lipid peroksidasyonu

Sekil 1.6. SR’lerin biyomolekiiller tizerine etkileri (Anonim 2011)

Membran lipidleri iizerine etkileri (lipid peroksidasyonu)

Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 SR’ler tarafindan etkilenmesine karsin, bunlar
arasinda en hassas olani lipidlerdir. Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 SR’lerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {irlinleri

olustururlar (Freeman and Crapo 1982; Comporti 1985).

Biyolojik molekiilden hidrojen atomunun g¢ikarilmasi, molekiilde hidrojen atomunun
onceden baglanmis oldugu eslenmemis bir elektron birakmaktadir. Hidroksil gibi
yiiksek aktiflige sahip radikaller, bu hidrojeni kopararak biyolojik molekiillere zarar
vermekte ve boylece lipid peroksidasyonu baslamaktadir (Kose ve Dogan 1992).

Hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid radikali halini almaktadir.
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Molekiillerin oksijenle birlesmesi sonucunda lipid peroksil radikalleri ortaya ¢ikmakta
ve bunlarda yeni lipid radikallerini olustururken kendileride lipid hidroksi peroksitlere
dontismektedir. Daha sonra bu yapi yikilarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil
bilesiklerini meydana getirmektedirler. Ug¢ ve daha fazla cift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda MDA olusmaktadir. MDA, c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona sebep olabilmektedir. Sonugta iyon transport bozukluklari, enzim
bozukluklari, hiicre bilesenlerinin agregasyonu ortaya c¢ikmaktadir (Halliwell and

Chirico 1993).

MDA: Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda yerlesmis
metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile baglatilan kompleks bir
fenomendir. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali olusmaktadir.
Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler veya
hidroperoksitler olusmaktadir. Bu son iiriinler nispeten daha stabil bir son {iriin olan ve
lipid peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen MDA’ya doniismektedir (Slater

1984).

AP’de lipid peroksidasyonunun arttid1 ve pankreatit siddeti ile oksidatif stres arasinda
bir korelasyon oldugu bildirilmektedir (Park et al. 2003).

Deneysel pankreatit modellerinde lipid peroksidasyon iirlinlerinin artmast muhtemelen
oksijen radikal jenerasyonunda artis sonucu olugmaktadir. SOR’un iltihapli doku
hasarinda yardimci rol oynadig iyi bilinen bir gergektir. SER ve taurokolat enjeksiyonu
ile olusturulan deneysel pankreatit modellerinde pankreatik dokuda lipid peroksidasyon

tirlinleri artmaktadir (Dabrowski et al. 1988; Schoenberg et al. 1990).

AP’de oksijen tiirevleri membran lipidlerinin belirgin peroksidasyonunu baslatmakta ve
bu MDA diizeyinde ilk 30 dakika sonunda anlamli bir artisa yol agarak 16 saat kadar
siirmektedir (Weber et al. 1995; Weber et al. 1998). Insanda AP’nin lipid peroksidasyon
iriin miktarinin artmasina ve antioksidanlarin azalmasina yol a¢tigr bildirilmistir

(Schoenberg et al. 1995).
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Proteinler iizerine etkileri

Proteinlerin SR harabiyetinden etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina
baglhdir. Doymamis bag ve stilfiir igeren molekiillerin SR’ler ile reaktivitesi ¢cok yiiksek
oldugundan fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin, metionin, arjinin, lizin, prolin gibi
aminoasitlere sahip proteinler SR hasarina duyarlidirlar. Proteinler {izerinde SR hasari
sonucu siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelmektedir. Albumin
ve immunoglobulin G gibi fazla sayida disiilfit bagi i¢eren proteinlerin {i¢ boyutlu

yapilart bozulmaktadir (Freeman and Crapo 1982).

Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

SR’ler, niikleik asitlerde baz modifikasyonlari, tek veya ¢ift dal kiriklari, c¢apraz
baglanmalar yaparak mutasyonlara neden olabilmektedirler. Oksijen radikalleri,
DNA’daki bazlara etki ederek bir¢ok baz modifikasyonlarina neden olmaktadirlar
(Halliwell and Gutteridge 2001; Cooke et al. 2003; Evans 2004). DNA onarim
enzimleri ve DNA polimerazin oksidatif stres sonucu hasarlanmasi dogru replikasyon
ve transkripsiyon olasiligini azaltmaktadir. Oksidatif stres, sitozolik Ca®* iyon
konsantrasyonunda artigsa neden olarak niikleustaki Ca?* bagimli endoniikleazlar1 aktive

ederek DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir (Halliwell and Auroma 1991).

Karbohidratlar iizerine etkileri

SR’lerin  karbohidratlar iizerine de Onemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusmaktadir.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme, aralarinda c¢apraz baglar
olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostermektedirler. Bu nedenle kanser

ve yaslanma gibi olaylarda 6nemli rol oynamaktadirlar (Maxwell 1995).
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1.6. Antioksidan Savunma Sistemi

ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek i¢in viicutta bazi
savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bu mekanizmalar ‘antioksidan savunma
sistemleri’ olarak tamimlanmaktadir (Halliwel 1995; Altan vd 2006). Antioksidan
molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin
neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirildigi
belirtilmistir (Halliwell 1991). Endojen kaynakli antioksidanlar kendi arasinda enzim
olanlar ve olmayanlar olmak {tizere tekrar ikiye ayrilmaktadir. Hiicre i¢i SR toplayici
enzimleri olan endojen kaynakli antioksidanlar arasinda SOD, GPx, Glutatyon S-
Transferazlar (GST), CAT, Miyeloperoksidaz (MPO), Hidroperoksidaz, Glutatyon
Rediiktaz (GR) sayilmaktadir. Melatonin, Seruloplazmin, Transferin, Miyoglobin,
Hemoglobin, Albiimin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon (GSH), Sistein, Metiyonin, Urat,
Laktoferrin ise enzim olmayan endojen kaynakli antioksidanlardir. Eksojen kaynakli
antioksidanlar ise a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C), folik
asit, ila¢ (Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit, Tungsten, Adenozin, Lokal
anestezikler, Kalsiyum kanal blokerleri, Diphenyline iodonium, Barbitiiratlar, Mannitol,
Alblimin, Sitokinler) ve gida antioksidanlar1 (Biitilat Hidroksi Toluen, Biitilat Hidroksi
Anizol, Sodyum Benzoat, Etoksikuin, Propilgalat, Fe-siiperoksit dismutaz) olmak iizere
li¢ gruba ayrilmaktadirlar (Akkus 1995; Mates 1999; Halliwell and Gutteridge 2001).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlari etkisiz hale getirmektedirler;

1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu etki
enzimler tarafindan yapilmaktadir.

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklindeki
bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilmaktadir.

3. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiiller onarilmaktadir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklindeki bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilmaktadir (S6zmen 2002; Taysi vd 2002; Cherubini et al. 2005).
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Antioksidan enzimler enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Antioksidan enzimler

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Sistemi E vitamini (a-tokoferol)
SOD B-Karoten
CAT Bilurubin
GPx Ubikinon
GR Flavonoidler
GST Melatonin
C Vitamini (askorbik asit)
GSH
Urik asit
Albumin

1.6.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Antioksidan enzimlerden en Onemlisi SOD’dur. SOD eritrosit, hepatosit ve beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunmaktadir. Kararli bir yapiya sahiptir.
Stiperoksiti H,0O; ve O, geviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir (McIntyre
et al. 1999).

Stiperoksit anyonunun {iretimi ile SR reaksiyonlar1 tetiklenmekte, SOD ise hiicresel
kompartmanlardaki O,- diizeylerini kontrol altinda tutmaktadir. Bu enzimlerin aktif

merkezlerinde bulunan aminoasitlerin ¢esitliligi, kofaktdr ve diger bazi dzelliklerine
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gore farkli izoformlar1 bulunmaktadir (Landis and Tower 2005).

Katalaz (CAT)

Dogada yaygin bir sekilde mevcut olan CAT ilk defa 1901°de O. Leew tarafindan
bulunmustur. Yine ilk defa 1937°de Summer ve Dounce tarafindan karacigerden kristal
formda izole edilmistir. Peroksizomlarda, lizozomlarda ve mitokondride bulunmaktadir.
Kandaki CAT aktivitesi biiyiik dl¢iide eritrositlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
insan eritrositleri CAT yo6niinden ¢ok zengindir (Murray et al. 1998).

SOD’un olusturdugu H»O;’yi katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya
parcalamaktadir (Young and Woodside 2001; Taysi vd 2002a; Tayst vd 2002b;
Cherubini et al. 2005).

2H202 — 2H20+02

Glutatyon (GSH):

Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan GSH, insanda genelde
karaciger hiicrelerinde sentezlenmekte ve burada yogun olarak bulunmaktadir. Bu
molekiildeki sistein aminoasidinin siilfidril grubu (-SH) indirgeme 6zelligine sahiptir.
Hiicrede H;0, meydana gelir gelmez GPx yardimi ile GSH molekiiliiniin -SH
grubundaki hidrojenleri hidrojen perokside aktarilarak kendisi yiikseltgenirken, hidrojen
peroksitde suya indirgenmektedir. GPx; tetramerik, dort selenyum atomu igeren
sitozolik  bir enzimdir. Membran fosfolipid hidroperoksitlerini  alkollere
indirgenmektedir. Hiicre i¢inde bulunan enzimlerden GR ile yiikseltgenmis olan
glutatyon (GSSG) molekiilii yeniden eski haline (GSH) dénmektedir (Meister and
Anderson 1983).
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Glutatyon peroksidaz (GPx)

Aktif bolgesinde tetramerik, 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Rediikte
GSH varliginda hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin indirgenmesinde rol almaktadir.
GPx’in aktivitesinin devami i¢in GSH’in belli diizeyde olmasi gerekmektedir.
Glutatyon disiilfit, NADPH’e bagimli GR’nin katalizledigi bir reaksiyonla, tekrar iki
molekiill GSH’a doniismektedir. GPx, bir ¢ift H,O, molekiiliine etki eden CAT’dan
farkl1 olarak, cesitli reaksiyonlarda anlik olusan tek molekiill H>O,’in ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktadir (Frei 1994; Akkus 1995). GPx en ¢ok karaciger ve
eritrositlerde  aktif olarak bulunmaktadir. %60-75’1 sitoplazmada, %25-40"1
mitokondridedir (Steenken et al. 1992).

Miyeloperoksidaz (MPO)

Notrofil graniillerde bol mitarda bulunan MPO enziminin sistem igindeki gorevi

H,0;’den hipoklorik asit (HOCI) olusturmaktir (Onat vd 2002).

H,O, + CIr+H — HOCI + H,O

HOCI+0O;” ——» 0O, +OH +CI’

1.6.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

C vitamini (Askorbik asit)

Vitamin C, akcigerler ve goz lensi gibi su igerigi yiliksek organ ve dokularda bulunan
giiclii bir antioksidan sistemi olusturmaktadir. Vitamin E ile birlikte lipoproteinlerde ve
hiicre membraninda bulunan a-tokoferoksil radikalinin o-tokoferole rediiklenmesini

saglamaktadir (Carr and Frei 1999; Kojo 2004).
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E vitamini (a-tokoferol):

Ik olarak 1923 yilinda Evans ve Bishop tarafindan tanimlanmis olan bir tokoferoldiir.
Tabiatta 8 tanesi dogal olarak bulunmaktadir. Bunlardan a -tokoferol en aktif olanidir. E
vitamininin  baslica fonksiyonlari; hiicre membran fosfolipidlerini  SR’lerin

oksidasyonlarindan korumaktir (Akkus 1995).

E vitamini kolayca membran fosfolipidlerine diffuze olur ve doymamis yag asitlerini
indirgeyerek radikallerin membranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonunu

onlemektedir (Seven ve Candan 1996).

p-Karoten

Karotenoidler (B-Karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein) genelde turuncu, sar1 bilesikler
olup ¢ogu zaman bitkilerde bulunan pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar karotenoid
biyosentezini gerceklestiremedikleri i¢in bu bilesikleri diyetle almaktadirlar. A
vitamininin metabolik 6n maddesi olan p-Karoten’in singlet oksijeni baskilama,
stiperoksit radikalini temizleme 6zelliklerine ek olarak diisiik oksijen kismi basincinda
peroksi SR’lerin dokulara hapsedilmesinde gorev alarak antioksidan etki gosterdigi

belirlenmistir (Niki 1987).

Biluribin

Hem katabolizmasinin son iirlinii olan biluribin, singlet oksijen, peroksinitrit ve
hipokloroz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini baskilarken, peroksil
radikallerine karst hidrojen dondrii olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir

devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirmektedir (Stocker 2004).
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Ubikinon:

Mitokondride aecrobik kosullarda oksitlenmis kinon, anacrobik kosullarda ise
indirgenmis kinol halinde bulunmaktadir. Mitokondrial lipidlerin bir yapitasidir.
Membran fosfolipidlerini oksidatif hasardan korudugu ve singlet oksijeni temizledigi

diistiniilmektedir (Krinsky 1988).

Flavonoidler:

Bitkilerdeki kirmizi, sar1 ve mavi renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica;
elma, portakal, limon gibi meyveler; patates, karnabahar, c¢ay gibi bitkilerde

bulunmaktadir. Flavonoidler farkli yollarla lipid peroksidasyonunu engellemektedirler;

1- Peroksidasyonu baslatan radikalleri tutarak,
2- Metal iyonlarini baglayarak,

3- Radikal olusturucu enzimleri inhibe ederek

Ancak bazi flavonoidlerin metal iyonlartyla baglanarak pro-oksidan etki yaptigi

saptanmistir (Niki 1987).

Urik asit

Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksit, singlet oksijeni ve peroksil
radikallerini temizlemektedir. Bakir ve demir iyonlariyla olusan oksidasyona karsi

selasyon yaparak C vitamininin oksidasyonunu engellemektedir (Henson et al. 1991).

Melatonin:

En zararli radikallerden hidroksil radikalini ortadan kaldiran gii¢lii bir antioksidandir.

Onemli bir dzelligi lipofilik olmasidir. Bdylece hiicrenin biitiin 6nemli organellerine ve
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cekirdegine ulagabildigi gibi kan beyin engelini de kolayca gegmektedir. Melatonin’in
yiiksek dozda ve uzun siireli kullaniminda bile toksik etkisi goriilmemistir. Ayrica bazi

antioksidanlar gibi prooksidan aktivitesi de gozlenmemistir (Niki 1987).

1.7. Oksidatif Stres

Organizmada SR’lerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, SR’lerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum
hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina
neden olmaktadir. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum, SR olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup,
sonucta doku hasarma yol agmaktadir (Celik ve Yilmaz 1999; Atalay and Laaksonen
2002; Bhor et al. 2004; Coskun vd 2005; Altan vd 2006; Sliwinska et al. 2006).

1.8. Akut Pankreatit ve Oksidatif Stres

Son yillarda yapilan calismalar, artmis SOR ve lipid peroksidasyonun, bir¢cok hastaligin
gelisiminde rol aldigimi gostermektedir. Miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik
hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi
romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile
ilgili oldugu gosterilmistir (Hasanoglu vd 1994; Ozenirler vd 1994; Engin ve Altan
2000; Engin vd 2003; Yardim Akaydin vd 2004; Engin vd 2005; Yardim Akaydin vd
2006). Literatirde SOR’un AP’de 6nemli bir rol oynadigina dair ¢aligmalar da
mevcuttur (Bulkley 1983; Sanfey et al. 1984; Schoenberg et al. 1994; Schoenberg et al.
1995).

SOR siddetli asiner hiicre hasarina yol agmakta ve bu AP’de patofizyolojik degisiklerin
baslamasma neden olmaktadir (Schulz 1994). Ayrica SOR, hastaligin erken
asamalarinda lipid peroksidasyonu ve GSH metabolizmasinda degisiklikler meydana

getirmektedir (Schoenberg et al. 1990; Luthen et al. 1995).
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Sepsis, travma, yanik, AP, karaciger hasari, seker hastaligi, akut respiratuar distres
sendromu, AIDS, ve bobrek yetmezligi gibi cesitli hastaliklarda artmis oksidatif stres

varli@1 veya azalmis antioksidan seviyesi tanimlanmaktadir (Roth et al. 2004).

1984’te Sanfey ve arkadaslar1 exvivo perflize kdpek pankreasinda ¢esitli deneysel AP
modelleri gelistirerek, SOR’u elimine eden SOD ve CAT enzimlerinin AP gelisimine

kars1 koruma sagladigini bildirmistir (Sanfey et al. 1984).

AP’in seyrinde ortaya c¢ikan oksidatif hasar ile ilgili olarak cesitli patolojik

mekanizmalar ileri siiriilmektedir (Avunduk 2002):

e AP’de baslangictaki inflamatuar olaylar, asiner hiicrelerde apoptozise ve SOR’un
tiretimine neden olabilmektedir.

e Nitrik oksidin oksidasyon iirlinii olan peroksinitrit ve siiperoksit, asiner hiicre
hasarma ve Oliimiine neden olabilmekte, bu hasar, SR temizleyicisi olan SOD ile
Onlenebilmektedir.

e Biyoaktif prostoglandin benzeri bilesikler olan izoprostonatlar; arasidonik asidin,
SR’ler ile katalizlenmesiyle olusan bilesiklerdir ve giiglii vazokonstriikktor (kan
damarlarmin  duvarlarindaki  diiz  kasin  kasilmasin1  saglayan madde) etki
gostermektedirler. COX inhibitorleri, izoprostonatlarin miktarini artirmakta ve iskemi-
reperfiizyon hasarina bagl olarak pankreatik fonksiyonlarin kaybina yol agmaktadir.

e SR’ler, pankreatik dokuda antioksidanlarin kaybina yol agarak iskemi-reperfiizyona
bagl asiner hiicre hasarina katkida bulunabilmektedirler. SOR asiner hiicreler {izerine

direkt toksik etki gosterebilmektedir.

SOR AP baslangicinda 6nemli bir basamagi olusturmaktadir. Bu reaktif oksijen
metabolitleri hastaligin erken evresinde iiretilmektedirler (Schoenberg et al. 1995).
Farkli deneysel pankreatit modellerinde SOR’un tetikledigi lipid peroksidasyonu ve
GSH metabolizmasindaki degisikliklerin hastalik seyrinde erken dénemde meydana
geldigi gosterilmistir (Schoenberg et al. 1990; Schoenberg et al. 1994; Luthen et al.
1995). Glutatyon-oksidize glutatyon ve lipid peroksidasyon iiriinlerinde dramatik
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degisikliklerin pankreatit olusturulduktan sonraki ilk dakikalar i¢inde oldugu ve asiner
hiicre hasar ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Lipid peroksidayon iiriinlerinde
ikinci bir artig iltihapli hiicrelerin hasarli bezi infiltre etmesi ile paralellik
gostermektedir. SOR’un AP’nin baslangic ve sonraki seyrinde 6nemli mediator

fonksiyonu oynadig1 da gosterilmektedir (Rau et al. 2000).

Yapilan calismalarda farkli modellerle olusturulmus deneysel AP’de karaciger hasari
oldugu saptanmistir. SER ile olusturulan pankreatitte oksidatif strese bagli karaciger
hasar1 gelistigi gosterilmistir (Esrefoglu vd 2006a). SER ve taurokolat ile olusturulan iki
farkli siddette pankreatit calismasinda ise nekrotizan pankreatit gelisen grupta
karacigerde nekroz da goriildiigii ve karacigerdeki bulgularin siddetinin, AP’deki

inflamasyonun siddeti ile korele oldugu saptanmistir (Andrzejewska et al. 1998).

1.9. Karaciger

1.9.1. Anatomisi ve histolojisi

Karaciger, 1200-1600 g arasinda degisen agirligi ile viicudun en biiyiik organidir ve
viicut agirhgmin  yaklasitk  %2’sini  olusturmaktadir. Sag hipokondrium ve
epigastriumdan sol hipokondriuma dogru uzamim gésterir. Ust yiizii diyafram alt yiiziine
uymakta, alt yiizii ise batin {ist bdliimiindeki organlarin iizerinde yer almaktadir.
Karaciger alt ytizii sagda duodenum, kolon, sag bobrek ve surrenal ile solda 6zofagus ve
mide ile komgudur. Arka yiizii vena kava inferior’a bitigik ve diyafram ile dogrudan
temas halinde bulunan bir alan disinda (area nuda) tamamen periton ile kaplanmaktadir

(Kadioglu 2005).

Karaciger, fibroz bag dokusu bir kapsiille (Glison kapsiil) kaphidir ve dogrudan
diyaframa veya diger organlara yapistig1 yerler disinda, kapsiilii seroz bir yap1 ¢evreler.
Glison kapsiilii; damar ve sinir kollariyla karaciger parankimi i¢in destekleyici bir yap1

saglamakta ve parankimi ikiye ayirmaktadir (Aslan 2005; Tekeli 2012).
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Karaciger sindirim sistemine ait yardimci bir bez olarak kabul edilmektedir (Ross et al.
2003). Sindirim kanalindan emilen besinleri islemekte ve viicudun diger kisimlari
tarafindan kullanilmak tiizere depolamaktadir. Bu yilizden sindirim sistemi ile kan

arasinda bir gecis bolgesi olusturmaktadir.

Karaciger hem endokrin hem de ekzokrin bez olarak gorev yapmaktadir.

Karaciger ekzokrin bez olarak; safra kanallar1 yoluyla safrayr duodenuma bosaltmakta,
endokrin bez olarak; glikoproteinler, fibrinojen, protrombin, albumin, globulinler gibi
proteinleri ve glukoz sentezlemekte daha sonra bu maddeleri dogrudan dogruya kana
vermektedir (Junqueira et al. 1998; Aksoy 2007).

Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleri karaciger lobiilleridir. Fonksiyonel olarak

tic farkli karaciger lobulii tanimlanmaktadir.

Klasik karaciger lobiilii, ortasinda santral ven bulunan, periferde portal alanlarla sinirh
altigen sekilli yapidir. Santral venden baslayarak perifere 1sinsal tarzda birbirleri ile
anastomozlasarak ilerleyen hepatosit kodonlarmmi ve aralarinda sinlizoid kapilleri
icermektedir. Lobiillerin koselerinde yer alan portal alanlar portal venin ve hepatik
arterin birer dalini, bir safra kanalim1 (portal triad), lenf damarlarin1 ve sinirleri i¢eren
bag dokusu alanlaridir. Lobiiliin periferinin sonrasindaki hepatositler ile bag dokusu
elemanlar1 arasindaki kalan dar mesafeye Mall mesafesi denir. Bu alanin karaciger
lenfinin kaynaklandigi alanlardan biri oldugu diistiniilmektedir. Hekzagonal sekilli
klasik karaciger lobiilii, portal alanlarin bag dokusunun devami olan bir bag dokusu ile
sinirlanmistir. Bu doku insanlarda ¢ok ince seyrettigi i¢in bazen lobiiliin sinirlarini
segmek zordur. Bag dokusunu kalin seyrettigi bazi cinslerde ise lobiiliin sinirlar1 tam

olarak belli olmaktadir (Esrefoglu 2009).

Portal lobiil tanimlamasinda safra salgilanis1 gézoniine alinmistir. Portal aralik i¢indeki
bir safra duktusuna safra veren komsu karaciger hiicreleri, portal lobiil olarak

adlandirilir. 3 klasik karaciger lobiiliiniin vena sentralislerinin birlestirilmesiyle portal
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lobiiliin smirlart ¢izilir. Portal lobiil modeli, klasik karaciger lobiiline gore daha
fonksiyonel bir model olmasina karsin, bazi patolojileri yine de agiklayamamaktadir

(Erbengi 1994; Aksoy 2007).

Karaciger asiniisii ise kisa ekseni iki portal alan arasinda, uzun ekseni iki santral vena
arasinda bulunan baklava seklinde veya oval sekilli alandir. Kisa eksene en yakin boliim
1. zon, en uzak boliim 3. zon olarak bilinmektedir. Ikinci zon karaciger asiniisiiniin
santral bogesidir. Uciincii zon hiicreleri santral vene komsudur. Birinci zondaki hiicreler
portal alandaki kan damarlarindan besin maddelerini ve zararh iiriinleri ilk olarak alan
hiicrelerdir. Ayrica en Once rejenere olan ve en son Olen hiicreler bu alanda
bulunmaktadir. Safra kanali tikanikliklarindan en c¢abuk etkilenip morfolojik
degisikliklere ugrayan hiicreler de bu bolgedeki hiicrelerdir. Ugiincii zondaki hiicreler
iskemiden c¢abuk etkilenmektedirler. Bu hiicrelerde yag birikimi de erken ortaya
¢ikmaktadir (Sekil 1.7 ve 1.8) (Esrefoglu 2009).

On Gériiniim inferior Vena Cava Arka Goriiniim

Kanah
Safra
Kesesi

Sekil 1.7. Karaciger anatomisi (Anonim 2013a)
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Sekil 1.8. Karacigerin histolojik gériiniimii (Anonim 2013b)
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Karacigerin damarlar1 karacigere oksijen getiren proper hepatik arter, karacigerin
fonksiyonel damar1 olan hepatik portal ven ve karacigerin vendz drenajin1 saglayan

hepatik venlerdir.

Karacigere gelen toplam kanin %25°1 hepatik arterden %75°1 ise portal venden
saglanmaktadir (Gtlirbiiz 2004; Celik 2012). Portal ven defalarca dallanarak portal
alanlara kiiciik portal veniiller gondermektedir. Portal veniiller dallanarak lobiiliin
cevresini dolasarak seyreden dagitict venleri olusturmaktadirlar. Dagitict venlerden
¢ikan kiiclik giris veniller, siniizoidlere acilmakta, siniizoidler 1s1nsal olarak seyretmekte
ve birleserek lobiiliin merkezinde santral ya da sanralobiiler veni olusturmaktadirlar. Bu
damar sadece ¢ok az miktarda kolajen lifle desteklenmis endotel hiicrelerinden olusan
ince duvarlara sahiptir. Santral ven sonunda lobiilii terk etmekte ve daha biiyiik olan
lopcuk alt1 venle birlesmektedir. Lopcuk alt1 venler giderek birbirlerine yaklasarak
kaynagmaktadirlar ve sonunda iki ya da daha fazla sayidaki biiylik hepatik venler

olusmaktadir.

Hepatik arter defalarca dallanmakta ve lobiiller arasi arteri olusturmaktadir. Bu
arterlerden bazilar1 portal yapilara akarken bazilar1 da portal alanlardan farkli
uzakliklarda, dogrudan sinozoidler i¢ine sonlanan arteriyolleri olusturmaktadir. Bu
sayede sinozoidler i¢inde arteriyor ve portal vendz kan karigmaktadir. Arteriyel sistemin

baslica isi karaciger hiicrelerine yeterli miktarda oksijen saglamaktir.

Kan karaciger lobiiliinde ¢evreden merkeze dogru akmaktadir. Sonug olarak oksijen
metabolitler ile bagirsaklardan emilen diger biitiin toksik olan ve olmayan maddeler
once lobiiliin ¢evresindeki hiicreler, daha sonra merkezindeki hiicrelere ulagsmaktadir

(Esrefoglu 2009).

1.9.2. Karaciger hiicreleri

Hepatositler, karaciger lobiillerinde anastomozlasan hiicre tabakalar1 olusturmaktadirlar.

Hepatositler, her birinin boyutu 20-30 pum ebatinda biiyiik, poligonal hiicrelerdir.



41

Karaciger hiicre toplulugunun yaklasik %80’ini meydana getirmektedirler.

Karacigerin parankimal hiicreleri olan hepatositler santral venden perifere dogru
ilerleyen 1sinsal hiicre kordonlar1 seklinde dizilmis hiicrelerdir. Hiicrelerin birbirlerine
bakan ylizlerinde safra kanalikiilleri yer almaktadir. Hepatositler bir yandan da siniizoid
kan kapillerleri ile komsuluk kurmaktadirlar. Sitoplazmalar1 asidofil boyanan bu
hiicrelerde yuvarlak bir veya iki adet niikleus bulunmaktadir. Niikleus i¢inde belirgin
bir-iki niikleolus izlenmektedir. Hepatositler aktif sentez ve sekresyon yapan hiicreler
olduklarindan dolay1 organelden zengin olmalari dogaldir. Agraniiler endoplazma
retikulumlart  sayesinde  zararli  toksik  maddelerin  detoksifikasyonunu
gerceklestirebilmektedirler.  Hepatosit — sitoplazmasinda onlarca Golgi  Aygiti
bulunabilmektedir. Bu organelin 6zellikle safra kanalikiillerine yakin yerlesmesi safra
sekresyonunda rolii oldugunu akla getirmektedir. Hepatosit sitoplazmasinda glikojen ve
lipid depolanmaktadir. Bazi hastaliklarda bu maddelerin miktar1 artmaktadir (Esrefoglu
2009). Hepatositler, nispeten uzun yasayan hiicrelerdir. Hayat siireleri yaklasik 5 aydir.
Ilaveten, karaciger hiicreleri ve karaciger dokusu; hepatotoksik olusumlar, hastaliklar
veya cerrahi ile kaybedildigi zaman Onemli rejenerasyon yetenegi gostermektedirler

(Kayal1 1992; Tekelioglu 2002; Rumevleklioglu 2007).

Hepatositler etkene bagli olarak apoptoz veya nekrozla Oliime gidebilmektedir.
Apoptozda membran pargalanmasi olmaksizin hiicreler apoptotik cisim olarak bilinen
pargalara boliinirken nekrozda membranlar pargalanip sitoplazmik organeller

interselliler alana dokiilmektedir.

Hepatosit kordonlar1 arasinda izlenen siniizoidler diizensiz liimenli kapillerlerdir.
Siniisoidler portal alanda seyreden intralobiiler damarlardan kanlanmaktadirlar.
Bagirsaklardan ve dalaktan gelen portal vendz kan ve aortadan gelen arteriyel kan
sinlizoidlerde karismaktadir. Sinlizoid damarlar1 ddseyen endotel hiicreleri aralikli
olarak yerlesmektedirler. Endotel altinda yer alan bazal membran yer yer kesintili
seyretmektedir. Boylece kan ile hepatositler arasinda madde degisimini engelleyen

onemli bir bariyer bulunmamaktadir. Siniizoid duvarimin hiicreleri ile hepatositlerin
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sinlizoide bakan mikrovilluslu yiizeyi arasinda disse mesafesi (perisiniizoidal mesafe)
olarak bilinen bir aralik bulunmaktadir. Disse mesafesi kan ile hepatositler arasinda
madde degisiminin yapildigi alandir. Bu alanda kan plazmasi serbestge hareket
etmektedir. Hepatositlerde sentezlenen protein ve lipoprotein gibi maddeler bu alandan

gecerek kana ulagsmaktadir.

Siniizoid duvarinda endotel hiicrelerinden baska Kupffer hiicreleri ve ito hiicreleri de

bulunmaktadir (Esrefoglu 2009).

Kupffer hiicreleri kan monositlerinden kdken alirlar ve fagositoz yetenekleri vardir.
Endotel hiicrelerinin liimene bakan ylizeyinde belirli araliklarla bulunmaktadirlar.
Elektron mikroskobu ile bakildiginda hiicre govdesinde kisa sitoplazmik uzantilart
gbzlenmektedir (Tekelioglu 2002; Rumevleklioglu 2007). Bu hiicrelerin gelisimi kemik
iliginde siras1 ile promonosit, monoblast ve monosit farklilagmasi ile baslamaktadir.
Monositler kanda Kupffer hiicrelerine doniiserek karacigerde yerlesmektedirler. Bu
hiicreler kan yolu ile gelen antijenleri ve hasarlanmis eritrositlerden kaynaklanan

sitoplazmik parcalar1 ve demiri fagosite etmektedirler (Esrefoglu 2009).

Siniizoid duvarinda yer alan bir diger hiicrede yag depolayici hiicrelerdir. Bu hiicrelere
aym zamanda “Ito hiicreleri” de denilmektedir. Disse araligina yerlesmis yildizsi
hiicrelerdir. Bu  hiicrelerin  sitoplazmasinda ¢ok miktarda yag damlaciklar
esterler halinde biriktirme kapasitesine sahiptirler. Bununla beraber patalojik sartlarda
miyofibroblastlara farklilasmakta ve kollajen sentezlemektedirler. Yagda eriyen A

vitamini bu hiicrelerde birikmektedir (Junqueira et al. 2003; Rumevleklioglu 2007).

Bu hiicreler disinda karacigerde Pit hiicreleri olarak isimlendirilen bir lenfosit grubu da
bulunmaktadir. Parankimal olmayan hiicrelerin yaklasik %1°ni olusturan bu biiyiik
graniiler lenfositler diger organlarda yerlesen Dogal Oldiiriicii (Natural Killer-NK)
hiicrelerin karsiligidir. Bu hiicreler de Kupffer hiicreleri gibi kemik iligi kokenlidirler.

Karacigerde kalma siireleri yaklasitk 2 hafta kadardir. Hayatta kalmalart Kupffer
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hiicrelerine bagimlidir (Sekil 1.9) (Esrefoglu 2009).

Loblar arast
safra kanal
Kapi toplardaman

Karaciger
hiicreleri
(Hepatosit)

Karaciger atardoman

Sekil 1.9. Karaciger hiicreleri

1.9.3. Karaciger fizyolojisi

Karaciger, cogu plazma proteinlerini iiretmekte ve salgilamakta, ayrica kan
dolagimindan aldig1 vitaminleri ve besinleri depolanmakta, gerektiginde viicutta ihtiyag
duyulan yerlere iletmektedir. Bunlarin yani sira ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) seviyelerini ve kan glukoz diizeylerini korumaktadir. Ayrica bu organ ¢ok

sayida toksik maddeleri baglamakta ve indirgemektedir.

Karacigerin iirettigi ve salgiladigi proteinlerin bazilar1 sunlardir;

immiin olmayan a- ve - globiilinler: Plazma kolloid ozmatik basimcinin korunmasina

yardimci olmakta ve degisik maddelerin tagiyici proteini olarak rol oynamaktadirlar.
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Albumin: Plazma kolloid ozmotik basincini koruyarak plazma hacminin ve doku sivi

dengesinin diizenlenmesini saglamaktadir.

Protrombin ve fibrinojen: Kan pihtilasmasinda goérev alan dnemli bilesiklerdir.

Lipoproteinler: VLDL karacigerde ¢ok fazla sentezlenir, bunlar trigliseritlerin

karacigerden diger organlara tasinmasina yardimei olmaktadirlar.

Glikoproteinler: Demir taginimi ile ilgili proteinlerdir (Junqueira et al. 2003;
Rumevleklioglu 2007).

Karbonhidrat metabolizmasi

Karaciger glukoz, fruktoz ve galaktozu glikojene c¢evirerek depo etmektedir
(glikojenezis). Ayrica alinan karbonhidratlarin fazlasini depo edilmek iizere yaga
cevirmektedir. Gida alinmadigi hallerde ya da kan sekeri diistiiglinde, karaciger
glikojeni pargalayarak enerji gereksinimini kargilamak tizere kan glukozunun normal
kalmasini saglamakatadir (glikojenolizis). Hepatositler, lipidlerin gliserol parcalarini ve
aminoasitleri  glikoneogenezis denilen enzimatik bir yolla glukoz haline
doniistiirmektedir. Tokluk durumunda karaciger glikojeni glukoza gevirerek kirmizi kan
hiicreleri ve santral sinir sistemi hiicreleri gibi kendi sentez depolar1 olmayan hiicrelere

gondermektedir (Wallach 2000; Karatz 2002; Aksoy 2007).

Protein metabolizmasi

Karaciger, protein ve niikleik asit indirgenmesi ile olusan amonyum iyonlarindan iire
sentezinin yapildig1 ana bir organdir. Ilaveten, karaciger non-esansiyel aminoasitlerin
sentezlendigi ve esansiyel aminoasitlere ¢evrildigi bir organdir. (Arinct 1995; Solomon

1997; Rumevleklioglu 2007).
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Karaciger, bir¢ok plazma proteinini sentezlemektedir. Bunlar; tagima ve baglanma
proteinleri (albumin, transferrin, seruloplazmin, haptoglobulin), proteaz inhibitorleri
(antitrombin 111, alfa 1-antitripsin), hemostaz proteinleri (protrombin, fibrinojen) ve
doku inflamasyon proteinleridir. Karaciger ayrica nitrojen metabolizmasindan da
sorumludur. Aminoasitleri amonyak ve krebs dongiisiiyle iireye ¢evirmektedir. Agir
karaciger hasarinda kanda iire nitrojeni (BUN) azalmakta, amonyak ve aminoasitler
yiikselmektedir. Karacigerin diger bir gorevi ise aminoasitlerin deaminasyonudur.
Aminoasitlerin, enerji i¢in kullanilmadan ya da karbonhidrat veya yaglara ¢evrilmeden

once deanimasyonu gerekmektedir (Guyton 2001; Karadz 2002; Aksoy 2007).

Lipid metabolizmasi

Karacigerin yag metabolizmasindaki 6zgiin fonksiyonlar1 sdyle Ozetlenebilir; viicut
fonksiyonlar1 i¢in enerji saglayacak yag asitlerinin biiyiik bir hizla oksidasyonu, lipo-
proteinlerin birgogunun olusumu, biiyliik miktarda kolesterol ve fosfolipid sentezi,

karbonhidrat ve proteinin yaga doniistimiidiir (Guyton 2001; Aksoy 2007).

Karaciger, ¢esitli vitaminleri ve demiri depolar ve doniisiimiinii saglar. Bu vitaminler,
kan dolasimindan alinarak karaciger tarafindan depolanmakta ve biyokimyasal olarak

modifiye edilmektedir.

Karacigerin kan dolagimindan alarak depoladigi vitaminlerden bazilari sunlardir;

A vitamini (retinol): Goérmede 6nemli bir proteindir. G6ézde rodopsin sentezi igin
gereken Retinal’in prekiirsoridiir. Karaciger, vitamin A’nin alinmasi, depolanmasi ve
dolagim diizeylerinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Kandaki vitamin A
diizeyleri diistiigii zaman karaciger, Ito hiicrelerinde bulunan depo alanlarindan vitamin
A’y1 harekete gegirmektedir. Daha sonra, A vitamini retinol baglayici proteine (RBP)
bagl bir sekilde dolasima katilmaktadir. Karaciger, ayn1 zamanda RBP sentezlemekte,
RBP sentezi, plazma A vitamini diizeyleri ile diizenlenmektedir. Gece korligli ve

multipli deri hastaliklari, A vitamini eksikligi ile ilgilidir (Solomon 1997; Junqueira et



46

al. 2003 Rumevleklioglu 2007).

D vitamini (kolekalsiferol): Karaciger, D vitamini metabolizmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. D3 vitaminini 25-hidroksikalsiferole doniistirmektedir. Bu dolasan D
vitamininin yaygin seklidir. D vitamini, A vitamininden farkli olarak karacigerde
depolanmaz, fakat iskelet kaslarina ve yag dokusuna dagilmaktadir. Fosfat ve kalsiyum

mekanizmasinda énemli bir vitamindir (Guyton 2001).

K vitamini: Protrombin ve ¢esitli diger pihtilagsma faktorlerinin karacigerde sentezi i¢in
onemlidir. Viicuda diyetsel olarak alinmakta ve ince bagirsaktaki bakteriyel flora
tarafindan sentezlenmektedir. K vitamini karacigerede hizli bir sekilde absorbe

edilmektedir (Solomon 1997; Junqueira et al. 2003; Rumevleklioglu 2007).

Bunun yan1 sira karacigerin, demir dengesini diizenleme ve depolama gibi
fonksiyonlar1 da vardir. Demirin biiyiikk boliimii karacigerde ferritin seklinde depo
edilmektedir. Karaciger hiicrelerinde, demirle birlesebilen apoferritin adinda bir protein
bulunmaktadir. Viicut sivilarinda demir miktar: arttig1 zaman, apoferritinle birleserek
ferritini olusturmakta ve gerektiginde baska yerde kullanilmak iizere saklanmaktadir.
Viicut sivilarinda demir miktar1 diistiigli zaman ferritin demiri serbest birakmaktadir.
Boylece, karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu gorevi yaptigi gibi

kan demirinin tamponu islevini de yiiriitmektedir (Guyton 2001; Tekeli 2012).

flaclarin, hormonlarin ve diger maddelerin karaciger tarafindan atilmasi

Karacigerdeki ¢ok aktif kimyasal ortamin bir¢ok ilact (sulfonamid, penisilin, ampisilin,
eritromisin) zehirsizlestirerek safra ile attigi iyi bilinmektedir. Ayni sekilde i¢ salgi
bezlerinden salgilanan tiroksin, Ostrojen, kortizol ve aldosteron gibi tiim steroid
hormonlar da karaciger tarafindan ya kimyasal olarak degistirilmekte ya da disar
atilmaktadir. Boylece karaciger harabiyetinde, ¢ok defa bu hormonlardan birinin ya da
birgogunun viicut sivilarinda birikmesi, hormonal sistemin asir1 faaliyetine yol

acmaktadir, ayrica kandaki kalsiyumun baglica atilma yollarindan biri de safraya
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gecerek fecesle uzaklastirilmasidir (Karaéz 2002; Aksoy 2007).

Karacigerin hayati 6nem tasiyan islevleri asagidaki sekilde 6zetlenmektedir,

a. Viicuda girmis birgok ilaglarin ve zehirlerin meydana getirdigi toksik etkiyi azaltir
veya ortadan kaldirir.

b. Kandaki besin maddelerini depolar ya da isler.

c. Glukozu, glikojene gevirir ve depolar. Glukoza ihtiyag oldugu zaman glikojen
pargalar ve kana glukoz salgilar.

d. Kanda bulunan bir¢ok plazma proteinini yapar.

e. Bakteri ve yipranmis kirmizi kan hiicrelerini fagosite eder.

f. Safra salgilar ve yaglarin sindiriminde ¢ok 6nemli rolii vardir.

g. Protein, karbonhidrat ve yaglarin metabolizmasinda bir¢ok énemli fonksiyonu yerine
getirir.

h. Aminoasitleri, yag asidine ve iireye ¢evrir (Solomon 1997).

1.10. Terpenler

Terpenoid olarakta bilinen bu maddeler yaygin olarak bitkiler aleminde bulunan bilesik

grubudur (Baytop 1991).

Terpenler, yapisi gesitli fakat belli sayida izopren birimlerine sahip olan bir molekiiller
grubu olarak tanimlanmaktadir (Coban 2009)

Terpenoit bilesikler izopren birimlerine boliinebilen yapilardir ve izopren birimlerinin
sayisina bagl olarak kendi aralarinda siniflandirilmaktadirlar (Cizelge 1.5) (Kosedag

2005).



48

Cizelge 1.5. Terpenoitlerin siniflandirilmasi

Izopren Sayisi Simifi Karbon Sayisi
1 Hemiterpenler 5
2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler (Karotenoidler) 40
N Politerpenler (5)n

1.10.1. Monoterpenler

Monoterpenler bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin baglica bilesenleridir (Gomes-
Carneiro et al. 1998). Bitkilerin bilesikleri olan monoterpenlerin bircogu insanlarin
besinlerinde bulunmakta ya da bir¢ogu besin olarak kullanilmaktadir (Elegbede et al.
2003). Ayni zamanda gesitli ilaglarin igeriginde de kullanilmaktadirlar (Kunta et al.
1997; Godwin and Michniak 1999; Vaddi et al. 2002).

Bircogu yiiksek bitkilerden izole edilen, 100’den fazla bilinen monoterpen
bulunmaktadir. Ayrica, deniz organizmalarindan izole edilmis halojenli monoterpenler
de vardir ve monoterpenler bazi boceklerin koruma ve feromonal salgilarinda da
bulunmaktadir. Monoterpenlerin 6ne ¢ikan karakteristigi uguculugu ve keskin

kokularidir.

Monoterpenler kendi i¢inde 3’e ayrilir;

a) Asiklik Monoterpenler

Asiklik monoterpenler 2,6-dimetiloktan iskeletini tasir ve ii¢ ¢ifte bagi vardir. Oksijenli
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tirevleri farmakognozi yoniinden daha onemlidir. Bu tiirevler primer alkol, tersiyer
alkol, ester ve aldehit gruplar tasiyabilmekte, monoetilenik ya da dietilenik

olabilmektedirler.

b) Monosiklik monoterpenler

Cogunlukla p-mentan iskeleti tasimaktadirlar. Cift bag iki tanedir. Oksijenli tiirevleri
sekonder ya da tersiyer alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit gruplar
tagiyabilmektedir. Bu bilesikler dietilenik, monoetilenik veya doymus yapida

olabilmektedirler.

c) Bisiklik Monoterpenler

Bisiklik monoterpenler sabinon, karan, pinon, ya da kamfon iskeletinden
tireyebilmektedirler. Bir ¢ift bag tagimaktadirlar. Oksijenli tirevleri sekonder alkol,
ester ya da keton gruplari tasimaktadirlar. Bu bilesikler monoetilenik veya doymus
olabilmektedirler (Carikc1 2005).

1.11. Karvakrol (KAR)

KAR, Labiatae familyasindan Origanum (Kekik) cinsinden elde edilen aromatik bir
terpen bilesigidir. Giliniimiizde biiyilk oOlglide besin ve kozmetik sanayinde

kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda KAR’1n antibakteriyel, antifungal, bocek oldiiriicii (Ipek vd 2003;
Lee and Jin 2008), antioksidan (Lagouri et al. 1993; Nakatani 2000; Lee and Shibamoto
2001; Miura et al. 2002; ipek vd 2003; Aydin vd 2005) aktiviteleri gosterilmistir.

KAR’m genis spektrumda gram negatif veya pozitif bakterilere karsi antibakteriyel
etkiye sahiptir (Burt and Reinders 2003; Sagdi¢ ve Ozcan 2003; Solomakos et al. 2008).
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KAR bakteriyel membranda tahribata yol agan biyosidal bilesik olarak
diisiiniilmektedir. Bu bilesik bakteriyel hiicre membranlarina girerek hiicre igerisinde
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Ultee et al. 1999; Cristani et al. 2007; Cao et al.
2008).

KAR’im aym1 zamanda antikanserojen bir bilesik olarak faaliyet gosterdigi
bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolay:r gida koruyucu katki maddesinden kozmetige

kadar tirtinlerde bir¢ok uygulama alanina sahiptir (Lee and Jin 2008).

AP yalnizca pankreas degil, ayn1 zamanda karaciger, akciger ve bobrek gibi organlarda
da degisiklik yapan, uzak organ fonksiyon bozukluguna ve O&liime yol agabilen
kompleks bir hastaliktir (Norman 1998).

Hastalik klinik olarak hafif abdominal agridan, sivi sekrestrasyonu, hipotansiyon,
metabolik bozukluklar, sepsis, multipli organ yetmezIligi ve 6limle sonuglanan agir

formlara kadar degisen bir yelpaze igermektedir (Yeo and Camerun 1997).

Teknolojideki gelismelere ragmen AP hala mortalite ve morbiditesi yliksek bir

hastaliktir.

Karacigerin AP ile ikinci derecede etkilenen bir organ oldugu diisliniilmiigse de
pankreasin inflamasyon prosesinde ve sistemik organ bozukluklarinda ¢ok 6nemli bir
rol oynadig: tespit edilmistir. Bu yiizden AP ile tesvik edilmis karaciger hasarinin
patojenisi ve organ iizerinde terapdtik ajanlarin etkinliginin arastirilmasi etkili tedavi

stratejilerinin daha fazla gelistirilmesi i¢in degerli sayillmistir (Ang et al. 2013).

Bu ¢alismada oncelikle, sican karacigeri iizerinde terapotik madde olarak kullanilacak
ve ticari olarakta elde edilebilen KAR maddesinin doza bagl etkileri biyokimyasal ve
patolojik metotlarla kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Nitekim literatiir taramalarinda

KAR ile ilgili yapilmis in vivo ve in vitro toksikoloji ¢alismalarmin yeterli diizeyde
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olmadig1 anlagilmistir. Bu ¢alismanin en 6nemli amaci ise AP gelistirilmis sicanlarda
karaciger hasarlarinin kapsamli bir sekilde tespit edilerek KAR’in doku {izerinde
tedavici edici etkilerinin bulunup bulunmadiginin arastirilmasidir. Bu konuda simdiye
kadar kaydedilmis herhangi bir veriye rastlanmamistir. Boylece, bu arastirma ile AP
modelinde KAR’1n karaciger dokusu tizerindeki etkileri ilk defa ayrintili bir sekilde
calisilmig olacak, olumlu sonuglarin alinmasi halinde bu maddeden ila¢ kaynagi olarak
giivenli ve yeterli bir sekilde faydalanilmasi miimkiin olacak ve bu durum iilkemiz

ekonomisi agisindan 6nemli bir firsat haline doniisecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Dabrowski et al. (1988), SER uygulamasmin 3. saatinde si¢anlarin pankreatik
dokularinda SOD aktivitesinin azaldigint ve MDA konsantrasyonunun arttigini

kaydetmislerdir.

Alhan vd (1995), arastirmalarinda tiroid salinmmnin AP iizerine etkilerini
incelemiglerdir. Tiroid hormonunun serum amilaz, glukoz, kalsiyum, karaciger
transaminaz veya pankreatik hasar1 degistirmedigini, fakat laktaz dehidrogenazi

azalttigim1 gozlemislerdir.

O'Donovan et al. (1995), AP ile meydana gelen akciger yaralanmasinda nitrik oksitin
iyilestirici etkisini aragtirmislardir. Calismaya gore kontrol grubuyla karsilastirildiginda
SER grubunda MPO aktivitesi ve akciger yag/kuru agirligi artmistir. Sodyum
nitroprussit uygulamasiyla bu degerlerde azalma gézlenmistir. Calisma sonucunda nitrik

oksidin pankreatit kaynakli akciger hasarini 6nledigi kanisina varilmistir.

Andrzejewska et al. (1998), SER ve taurokolat ile AP olusturduklart si¢anlarin
karacigerlerinde hepatositlerde dejenerasyon, kupfer hiicrelerinde sislik, nekroz
gozlemiglerdir. Ayn1 zamanda glikojen depolarmin tiikendigini ancak lipid

damlaciklarinin boyut ve say1 olarak arttigini tespit etmislerdir.

Dembinski et al. (2000), endojen ve ekzojen kaynakli epidermal biiyiime faktoriiniin AP
sonrast pankreatik onarim {izerine etkilerini incelemislerdir. Epidermal biiylime
faktorlinlin pankreatik hasar1 hafiflettigi ve doku onarimimi hizlandirdigini rapor

etmislerdir.

Jaworek et al. (2000), lipopolisakkaritlerin serulein indiiklii pankreatitli sigcanlarda

koruyucu aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrzejewska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9972048
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Rau et al. (2000), AP’de serbest oksijen radikallerinin (SOR) roliinii arastirdiklari

calismalarinda SOR’un doku hasarinda 6nemli aracilar oldugunu vurgulamislardir.

Alhan vd (2004), akut nekrozitan pankreatitli si¢anlar iizerine melatoninin etkilerini
arastirmiglardir. AP esnasinda pankreas ve akcigerde, pankreatik nekroz ve serum
amilaz, ALT, LDH diizeylerinde, MPO, MDA aktivitelerinde ve serum fire
konsantrasyonunda artis oldugunu goézlemislerdir. Ayrica kalsiyum konsantrasyonunda,
kan basincinda ve idrar liretiminde 6nemli derecede azalis tespit etmislerdir. Melatonin
uygulamasi ile kan basinci, idrar tiretimi, kalsiyum ve iire konsantrasyonu, MPO ve
MDA aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler engellenmis ancak serum amilaz,
ALT, LDH ve pankreatik hasar iizerine herhangi bir degisiklik gostermedigini tespit

etmislerdir.

Barlas et al. (2004), calismalarinda AP’nin patogenezinde, diismiis GSH ve artmis
MDA diizeylerine bakilarak degerlendirilen hepatik ve pankreatik dokularin yaninda

akciger ve bobrek dokularinda da oksidatif hasar oldugunu gostermislerdir.

Balbaloglu (2006), deneysel akut pankreatitte oksidatif stres ve lipid peroksidasyon
trtinlerini inceledigi c¢alismasinda AP gruplarinda MDA, Amilaz, ALT ve AST

diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu tespit etmistir.

Esrefoglu vd (2006a), ¢alismalarinda serulein indiiklenmis AP’nin karaciger hasari ile
iligkisini ve melatonin, askorbik asit, N-asetilsisteinin antioksidatif etkilerini
aragtirmiglardir.  SER  grubunda hepatik  hiicre  dejerenasyonu, intraselliiler
vakuolizasyon, vaskiiler konjesyon, sinozoidal dilatasyon ve imflamatuar infiltrasyon
gozlemislerdir. Ayrica serulein grubunda CAT ve GPx aktiviteleri diiserken MDA

seviyesinin arttigin1 bulmuslardir.

Szabolcs et al. (2006), sicanlarda L-arginin indiiklenerek olusturulmus deneysel AP
lizerine melatoninin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada hepatik MDA seviyesinin AP’li

siganlarda kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli derecede arttigin1 ve melatonin
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uygulamasindan sonra bu seviyenin diistiiglinii rapor etmislerdir. Ayrica hepatik CAT
diizeyinin AP grubunda kontrole kiyasla diistiigiinii ve melatoninin etkisiyle diismiis

olan CAT seviyesinin arttigini tespit etmislerdir.

Tekin (2006), siganlarda olusturulan siddetli nekrotizan pankreatit modelinde,
monoklonal TNF-a antikoru olan inflixima’in tedavi edici etkisini arastirmistir.
Infliximab grubunda, serum sialik asit, MDA, karbonil igerik ve amilaz aktivitesinin
pankreatit grubuyla karsilastirildiginda belirgin olarak azaldigini saptamistir. AP
grubunun doku kesitlerinde yaygin asiner nekroz ve yag nekrozu, hemoraji ve
inflamasyon saptanmis ve s6z konusu maddenin uygulanmasiyla si¢anlarda, asiner
nekroz, yag nekrozu, inflamasyon ve hemoraji bulgularinin diizeldigini tespit etmistir.

Ancak 6demde diizelme kaydedilmemistir.

Elkan (2007), sicanlarda SER ile olusturulan deneysel pankreatit modelinde metil-
prednisolon ve N-asetilsisteinin, pankreatit ve pankreatite bagli akciger
komplikasyonlar1 iizerine etkisini arastirdigi calismasinda pankreatit olusturulan
grublarin akciger dokularinda belirgin hemoraji, 6dem ve peribronsial mononiikleer
hiicre infiltrasyonu gormiistiir. Ayrica pankreatitli grupta akciger kuru/yas agirhik
oranlarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu tespir etmistir. Sonu¢ olarak bu
calismada metilprednisolon ve N-asetilsisteinin pankreatit tedavisinde basarli oldugu,
ayrica akciger komplikasyonu iizerinde kisa donemde N-asetilsistein ve
metilprednisolonun, ancak uzun donemde sadece metilprednisolonun etkin oldugu

gosterilmistir.

Giiltekin vd (2007), SER ile olusturulan AP’de akciger hasar1 iizerine tedavi amaclh
leptin uygulamislar ve sonug¢ olarak leptinin inflamatuar sitokinleri, nitrik oksit

seviyesini ve CD40 salinimini azalttigin1 kaydetmislerdir.

Tutcu (2007), 1limli AP’nin karaciger perfiizyonu iizerine olan etkisini inceledigi
caligmasinda karacigerde portal yangi, siniizoidal dilatasyon ve hepatosit dejenerasyonu

seklinde histopatolojik degisiklikler olustugunu saptamigtir.
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Atayoglu (2008), caligmasinda N-asetilsisteinin deneysel akut pankreatitte notrofil
fonksiyonlart {izerine olan etkisi incelemistir. Pankreatit grubunda noétrofil
fonksiyonlarinin tiimiinde bozulma oldugu goérmiis ve tedavi grubunda fagositoz,
kemotaksis ve opsonizasyonda belirgin iyilesme oldugu go6zlemistir. Ayrica
histopatolojik inceleme sonuglarina gore pankreasta 6zellikle 6dem, hemoraji ve 16kosit
infiltrasyonunun belirgin oldugunu ve N-asetilsistein verilmesini takiben bu

parametrelerde belirgin iyilesme goriildiigilinii saptamistir.

Baser (2008), karvakrol’iin antimikrobiyal, antitiimor, antimutajenik, antigenotoksik,
anal antiinflamatuar, anjiyojenik, antiparasitik, karaciger koruyucu, agr kesici, bocek

oldiiriicti, gibi farkli 6zelliklerini vurgulamislardir.

Ozkan (2008), deneysel akut pankretit modelinde diisiik molekiil agirlikli heparin ve
hesperidinin koruyucu etkisi ve L-Arginine stiinliigiinii arastirdigi ¢caligmasinda diisiik
molekiil agirlikli heparinin ve hesperidinin deneysel akut pankreatit gelisiminde, en az

L-Arginin kadar dnleyici oldugunu ortaya koymustur.

Akpinar (2009), AP tizerine TNF-a antikoru olan adalimumab’in diisiik ve yiiksek
dozunun etkilerini arastirmis ve bu maddenin akut 6dematéz pankreatitin siddetini

histopatolojik olarak anlaml1 derecede azalttigini rapor etmistir.

Batcioglu ve arkadaglar1 (2009), SER ile muamele edilmis sigan karaciger dokusunda
lipid peroksidasyonunu ve antioksidan kapasiteyi degerlendirmiglerdir. Pankreatit
kaynakli hepatik yaralanmalar {izerine oksidatif hasarin roliinii arastirdiklar:
calismalarinda SER uygulanmis gruplarda CAT ve GPx aktivitelerinin 6nemli derecede
distiigiini, MDA diizeyinin ise yiikseldigini gozlemislerdir. SOR’un AP’nin
olusumunda ve buna bagli hepatik hasarda anahtar rol oynadigini belirtmislerdir. L-
arginin ve pentoksifilinin AP esnasinda hepatik hasar1 sinirlayabildigini tespit

etmislerdir.

Jha et al. (2010), siddetli akut pankreatitin tedavisinde resveratrol’iin roliinii
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arastirmiglardir. Sonu¢ bu maddenin olarak kalsiyumun diizenlenmesinde ve siddetli
akut pankreatitin pankreasta histopatolojik bozukluklarini hafifletmede rol oynadigini

gotermislerdir.

Abed et al. (2013), farelerde SER indiiklenmis akut pankreatit {izerine diazepamin
koruyucu etkilerini arastirdiklar: ¢alismalarinda diazepamin AP’ye kars1 antiinflamatuar

etki gosterdigini saptamislardir.

Fakhari et al. (2013), yapmis olduklar1 ¢alismada deneysel AP iizerinde glisirizinin
amilaz ve lipaz seviyelerini azaltmanin yanisira histopatolojik bulgulari da onemli

derecede giderdigini kaydetmiglerdir.

Tiirkez ve Aydin (2013), yaptiklar1 ¢alismada insan kan hiicrelerinde KAR’1n genetik,
oksidatif ve sitotoksik etkilerini arastirmislardir. KAR’1n total antioksidan ve total
oksidan seviyelerini 6nemli derecede arttirdigini ¢alismalar1 sonucunda saptamislardir.
Nonmutajenik ve antioksidan oOzelliklerinden dolayr KAR’in tedavi edici yeni bir

kaynak oldugunu rapor etmislerdir.

Yildirnm vd (2013) taurokolat indiikklenmis AP’li siganlar iizerine glisirizinin (meyan
kokii) etkilerini inceledikleri aragtirmalarinda glisirizinin serum amilaz, lipaz AST ve
MPO degerlerini 6nemli derecede azaltigmi gozlemlemislerdir. AP grubuyla
karsilastirildiginda AP+glisirizinin grubunda asiner hiicre nekrozun, hemorajin ve

O6demin 6nemli derecede diistiigiinii bildirmistir.

Xu et al. (2013), PI3K/Akt inhibitorii olan wortmannin’in akut pankreatit {izerine
etkisini incelemisler ve wortmannin’in inflamatuar sitokinleri azalttigin1 tespit

etmislerdir.

Wang et al. (2013), AP grubu sicanlara Adenozin 5’-Monofosfat uygulamislar ve artan

amilaz diizeyinin 6nemli derecede azaldigini rapor etmislerdir.
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Zhang et al. (2013), arastirmalarinda AP’li siganlar iizerine hidrojence zengin tuzun
etkilerini incelemislerdir. Bu aragtirma, hidrojen bakimindan zengin tuz enjeksiyonunun
AP’nin neden oldugu oksidatif hasarin ve inflamatuar sitokinlerin varligini 6nemli

Olclide azaltilmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

Bayramoglu vd (2014), antioksidan 6zellige sahip KAR’1n streptozotosin indiiklenmis
diyabetik si¢anlarda koruyucu etkisini degerlendirmislerdir. Calismalart sonucunda
KAR’in karaciger enzimleri tizerine kismen koruyucu etkisinin oldugunu

kaydetmislerdir.

Choi et al. (2014) yapmis olduklar1 ¢calismada, SER indiiklenmis AP modeli iizerine
Opuntia humifusa’nin (OH) etkilerini degerlendirmisler, OH’in onceki ve sonraki
muameleleri sonucunda serum amilaz ve lipaz aktivitesinin ve AP siddetinin azaldigini,

notrofil infiltrasyonunun engellendigini gozlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin yapildig: yer

Bu arastirma, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile
Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Hayvan Fizyolojisi ve Histoloji laboratuarinda

gerceklestirildi.

3.1.2. Deneklerin se¢imi

Caligsmada yaklasik 250-300 g agirliginda Sprague-Dawley tipi si¢anlar kullanildi. Tiim
hayvanlar deneye baslamadan Once ortama adaptasyonlarinin saglanmasi agisindan,
ayni bakim kosullarinda ¢esme suyu ve standart fabrikasyon palet yem ile beslendi.
Deney sirasinda hayvanlarin rahat hareket edebilecekleri biiyiikliikte ve tizeri hava
alabilecek sekilde kapatilmis metal kafesler kullanildi, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisiine uygun standart kosullar saglandi. Kontrol grubunu olusturan hayvanlar
uygulama gruplari ile aym sartlara maruz birakildi. Calismalar igin Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi Etik Kurulundan (09.01.2012 tarith ve
B.30.2.ATA.0.10.71.00-34 sayil1 yazi) izin alinmig olup deneyler siiresince Etik Kurul

sartlarinin saglanmasina 6zen gosterildi.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada SER (Sigma-Aldrich, GmbH, Stenheim, Germany), KAR (2-methyl-5-(1-
methylethyl), hematoksilen (H3136-100 g), eozin (E4382-100 g), aliminyum potasyum
siilfat (sap), glasiyal asetik asit, merkiirik oksit (civa oksit), potasyum kloriir (KCl),
etanol, sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA), NADPH, GSH, NaN3; GR, hidrojen peroksit (H20,), sodyum fosfat tamponu,
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H3PO,, n-biitanol, tiyobarbitiirik asit (TBA), entellan, sodyum hidroksit (NaOH),
formaldehit, ksilol, gliserol, jelatin, parafin, amonyak, peryodik asit kiti (sigma aldrich),
retikulin Kiti (Scy Tek laboratories), Oil Red Kiti (Diagnostic Biosystems), sodyum
fosfat monobazik dihidrat (NaH,PO42H,0), disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,),
izofluran ve sivi azot kullanildi. Serum biyokimyasal analizleri (lipaz ve amilaz) i¢in

Abbott Diagnostics firmasindan temin edilen orijinal ticari kitler kullanildu.

3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar Cizelge 3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar

Alet ve Cihazlar Temin Edildigi Firma

Mikrotom Leica RM 2255, Germany

Doku bloklama Leica EG 1160, Germany

Isik mikroskobu Leica RM 2265, Germany

Etiiv Heraeus FB 420, Germany

Hassas terazi Sartorius AG, Germany

Otomotik pipet Finpipette Labsystems, Finland

Santrifiij Heraeus 4600, Germany

Su banyosu Niive BM 101, Niive M.S.L.T.A, Ankara

Serum lipaz ve amilazi 6l¢lim cihazi Abbott  Aeroset (IL, USA) marka
otoanalizor

Kriyostat (Dondurma mikrotomu) Damon / IEC Division

Derin dondurucu Sanyo Ultra Low, Japan

Bloklama cihazi Leica ET 1160, Germany

Oto analizator Hitachi-917
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3.1.5. Kullamlan boya ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Harris Hematoksilen boyasi’nin hazirlanisi

Hematoksilen Kristal............c.ccccooviviiiiennicieee, 59
%95°lik alkol ....eveeie 5cc
Potasyum aliiminyum siilfat (sap) ........cc.cceevrvennnn. 100 g
SAF SU .o 1000 cc
Merkiirik oksit (Civa OKSit.......cccovveeriieriiiriiiiennnne 2549
ASELK @St 50 cc

5 g hematoksilen 50 ml etil alkolde ¢oziildii. Daha sonra 100 g potasyum aliiminyum
stilfat (Sap) alarak 1 L distile su ilave edilip kaynatildi. Diger taraftan hematoksilen
manyetik 1siticida en son sicaklik derecesinde kaynatildi. Uzerine kaynatilmis olan
potasyum aliiminyum siilfat c¢ozeltisi yavas yavas sizdirma seklinde ilave edildi.
Manyetik 1sitictda hem karistirip hemde kaynatarak isleme devam edildi. Daha sonra
2,5 g merkiirik oksit (civa oksit) ilave edildi. Civa oksit katildiktan sonra tortu tabakasi
olustu. Bu tabaka yok oluncaya kadar kaynatma islemine devam edildi. Siizge¢ kagidi
ile boyanin rengi kontrol edilip, koyu mor bir renk alincaya kadar kaynatma islemine
devam edildi. Renk olustuktan sonra kaynatma islemine son verildi. Soguk su igerisinde
boyanin sogumasi beklenildikten sonra tizerine 50 cc asetik asit ilave edilip karistirildi.
Bu islem tamamlandiktan sonra sargi bezi ile boya siiziildii, nceden hazirlanmis olan
hematoksilen boyasi ile karistirilip stizgeg kagid ile stiziildiikten sonra kullanima hazir

hale geldi.

Eozin boyasi’nin hazirlanisi

EOZIN coiiiiec 4-5¢
DiStile SU oo 50 cc
ASETIK @SIt..ccoeeeeeeeee 4-5 cc

Etil @lKOI ..o 500 cc
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Eozin suda ¢oziildiikten sonra karigtirictya yerlestirildi ve tizerine 500 cc etil alkol ilave
edildi. Karigtirma islemine 10-15 dk tortu olusmayincaya kadar devam edildi. Bu islem

bittikten sonra 4-5 cc asetik asit ilave edildi.

Asit alkol soliisyonu’nun hazirlanmisi

Etil @lKOl ..o 300 cc
HCH 10 cc
DiStile SU oo 700 cc

Notral tamponlanmis formalin (NTF)
%40’l1ik formalin............cccovveeeiiivenecenee. 100 ml
DIStile SU .ovveveeececree e 900 ml

Sodyum fosfat monobazik dihidrat
(NaH2PO42H20 ... 49

Disodyum hidrojen fosfat

Cam meziir ile 900 ml distile su 6l¢iildii ve kapakli cam sise i¢ine konuldu. Stok
formalin tespit soliisyonundan 100 ml 6l¢iildii ve cam sise igerisindeki distile su {izerine
ilave edildi. Tartilan Na,HPO, ve NaH,PO4H,O cam sise igerisine ilave edildi.
Hazirlanan soliisyon, balik konarak manyetik karistirict ile 30 dk karistirildi. Hazirlanan

soliisyon kullanilmak {izere oda sicakliginda bekletildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney gruplarinin belirlenmesi

Bu ¢alismada 56 adet hayvan kullanildi ve her bir grupta 7 hayvan olacak sekilde deney
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plan1 olusturuldu: (I) Kontrol; (II) AP grubu; (III, IV ve V) KAR ile muamele edilmis
gruplar (3 farkli dozda); (VI, VII and VIII); KAR ile muamele edilmis AP gruplari.

I. Grup: Kontrol

1. Grup: AP

I11. Grup: 50 mg/kg KAR

IV. Grup: 100 mg/kg KAR

V. Grup: 200 mg/kg KAR

V1. Grup: AP+50 mg/kg KAR
VII. Grup: AP+100 mg/kg KAR
VIII. Grup: AP+200 mg/kg KAR

3.2.2. Sicanlarda deneysel pankreatit modelinin olusturulmasi

Deneysel pankreatit olusturmak i¢in, 50 pg/kg SER 1 ml serum fizyolojik icerisinde
¢oziildii ve hayvanlara birer saatlik araliklarla dort kez IP yoldan uygulandi. Kontrol
gruplarina ise deney gruplar1 ile es zamanl bir sekilde sadece serum fizyolojik

enjeksiyonlar1 yapildi.

3.2.3. Karvakrol

KAR’m etkilerini degerlendirmek i¢in 6ncelikle madde serum fizyolojik i¢inde ¢oziildii
ve hayvan gruplarma 50, 100 ve 200 mg/kg’lik dozlarda IP yolla tek doz halinde verildi.
Terapotik muameleler SER enjeksiyonundan iki saat sonra uygulandi. Siganlar KAR
alimindan 12 saat sonra izofluran ile anestezi edildi ve kan serum Ornekleri alinarak
sakrifiye edildi. KAR dozlarinin secimi 6n denemeler ve literatiir taramas1 sonucunda

tespit edildi (NRC 1999; Hagiwara et al. 2009).
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3.2.4. Karaciger yas/kuru agirlik oran tespiti

AP’de karaciger dokusunun O6deme bagli olarak yas agirliginda artis olabilecegi
diisiintilerek yas karaciger ve kuru karaciger orani tespit edildi. Bunun i¢in karaciger
cikartildi ve yas agirlik tespiti icin tartildi. Sonra 90°C de pastor firina konuldu. 24

saat sonra ¢ikartilarak kuru agirlig: tespit edildi. Kuru/yas agirlik oranlar1 kaydedildi.

3.2.5. Serum amilaz ve lipaz diizeylerinin 6l¢iimii

Serum amilaz ve lipaz diizeylerinin 6l¢limii i¢in deney hayvanlarinin diseksiyonu
sirasinda kalpten alinan kan orrnekleri jelli tiiplere aktarildi. Santrifiij cihazinda 3000
rpm.'de 10 dk santrifiij edilerek (Sanz et al. 1998; Aktay et al. 2000) elde edilen
serumlar polietilen tiiplere aktarilip analizleri yapilana kadar -80°C'de derin
dondurucuda bekletildi (Fruta et al. 2000). Karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesi
icin lipaz ve amilaz enzimlerinin aktiviteleri ticari test kitleri kullanilarak Abbott
Aeroset (IL, USA marka) marka otoanalizor ile oOlgiildii. Karaciger hiicrelerinde
meydana gelecek olas1 fonksiyon bozukluklarin1 tespit etmek amaci ile serum
orneklerinde AST, ALT ve LDH enzim seviyeleri dl¢iildii. Analizler oto analizatorde

yapildi.

3.2.6. Antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA diizeyinin belirlenmesi

3.2.6.a. Doku homojenatlarimin hazirlanmasi

Karaciger dokular1 0,5 g tartilarak bir havan i¢inde sivi azot yardimiyla ezildi. Bu
orneklerin {izerine 4,5 ml tampon ilave edildi ve ultra-turraks homojenizatorde 15 dk
siireyle homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiij kullanilarak her enzim i¢in
literatiirlerde belirtilen hizlarda +4°C’de santrifiij edildikten sonra iistte kalan berrak
kisim (siipernatant) enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanildi (Alarcén de la

Lastra et al. 2002).
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3.2.6.b. Malondialdehit (MDA) diizeyinin belirlenmesi

Olciim prensibi:  Serbest radikallerin  hiicre zarinda  olusturdugu  lipid
peroksidasyonunun son firiinlerinden olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerin ¢ogu MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel
almaktadir. Bir molekiil MDA iki molekiil TBA ile stabil kirmizi renk olusturmak iizere
reaksiyona girmektedir. LPO Ol¢limii, Ohkawa ve arkadaslarinin metoduna gore
MDA’nin asidik ortamda TBA olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin
Olglilmesi prensibine dayanarak yapildi (Ohkawa et al. 1979).

MDA 6l¢iimii: MDA degeri Mihara ve Uchiyama yontemine gore belirlendi (Mihara
and Uchiyama 1978). Yarim mililitre homojenat 3 ml H3PO, ¢ozeltisi ile karistirildi
sonra 1 ml TBA soliisyonu ilave edildi ve karisim 95°C’de 45 dk siireyle su banyosu
icinde 1sitilarak karistirildi. Karisima n-biitanol ilave edilerek 532 nm’de absorbans
degeri Olgiildii. Tetrametoksipropan standart olarak kullanildi. Lipid peroksitlerin
miktart lipid peroksidasyonunun TBA reaktif maddesi olarak hesapland: ve nmol/mg

protein olarak rapor edildi.

3.2.6.c. Siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Olciim prensibi: Ksantinin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik aside
dontstiirilmesiyle meydana gelen siliperoksit radikalleri, sayet ortamda nitro blue
tetrazolium (NBT) mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi
olusturmaktadir. Bu bilesik 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir.
Sayet ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan H,O,’ye
dontstiirildiigi icin formazon olusumu diismekte buna bagl olarak da 560 nm’de
Olciilen absorbans azalmaktadir. Absorbanstaki azalmanin miktar1 bize SOD aktivitesini

vermektedir.

SOD oél¢iimii: SOD aktivitesi Sun et al. (1988) tarafindan tarif edilen yonteme gore
oOl¢iildii (Champe et al. 1997). Dokular homojenize edildikten sonra 18000 g’de 1 saat
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santrifiij edildi (Hye Kyung et al. 2001). Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450 pl
Ol¢tim karisimi (0,3 mM Xanthine, 0,6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0,4 M Na,CO3, 1,2
g/L BSA), 500 pl slipernatant, 50 pl ksantin oksidaz eklendikten sonra karistirilarak
yaklasik 20 dk inkiibasyona birakildi ve 1000 pl CuCl, ilave edilerek reaksiyon

sonlandirilda.

SOD aktivitesi’nin hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlart 560 nm’de 3 ml’lik
quartz kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak (EU)
degerler elde edildi ve SOD aktivitesi, mmol/dk/mg doku olarak tarif edildi. Her bir

faktoriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.

EU/ doku = 100 " AAKOr — AAnumune « 100
mg. aokt = ( AAKGT )

3.2.6.d. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

(")lg:iim prensibi: Aktivite Ol¢lim ortamindaki HyO,'nin CAT vasitasiyla HyO’ya
doniistimii saglanirken meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm'de oOlgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Harcanan H,O; miktarindan CAT aktivitesi agsagida bahsedilen

yonteme gore hesaplandi.

CAT olgiimii: CAT enzim aktivitesi spektrofotometre kullanilarak, H,0O, tiiketiminden
dolay1 240 nm’de absorbans degerindeki diistis gosterilerek Luck (1965) metoduna gore
ol¢iildii. 3 ml’lik bir reaksiyon karigimi, 66 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7,0) ve
%30 H,0; igerir. Reaksiyon, bu ¢ozeltiye uygun bir seyreltme yapilarak baslatildi. CAT

aktivitesi mg protein basina birim olarak ifade edildi.

3.2.6.e. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin tayini

Olciim prensibi: GPx, hidrojen peroksit varhginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yikseltgenmesini katalize etmektedir. Hidrojen peroksidin
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bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, GR ve NADPH yardimi ile GSH’a
indirgenmekte ve GPx aktivitesi, NADPH’in NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki
absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla hesaplandi ve {inite/gram (U/g) doku
proteini seklinde belirtildi. Olgiim ortamindaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik
asit)] disiilfit bir kromojendir ve siil&hidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca
indirgenmektedir. Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak

oOl¢iilebilmektedir.

GPx olciimii: GPx aktivitesi Lawrence ve Burk metoduna gore 6l¢iildii (Lawrence and
Burk, 1976). 1ml 50 nM fosfat tamponu (5 mM EDTA, 2 uM NADPH, 20 uM GSH, 10
uM NaNj ve 23 mU GR igeren, pH: 7,4) 37°C de 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra, 20 pl
0.25 mM H;0; and 10 pl siipernatant karisima eklendi. Absorbans degeri 340 nm’de 1
dk boyunca izlendi. Bir birim GPx aktivitesi, NADPH i¢in uygun molar absorplama
katsayist kullanilarak (6220 M/cm) dakika basina tiiketilen umol NADPH olarak
bildirildi (umol/dK).

3.2.7. Histolojik islemler

3.2.7.a. Karaciger diseksiyonu

Deney hayvanlar1t KAR uygulamasindan 12 saat sonra izofluran kullanilarak uyutuldu.
Daha sonra hayvanlarin karin bolgesi dikkatli bir sekilde acilarak karaciger dokulari
c¢ikarildi ve ¢ikarilan doku 6rneklerinden bir kismi nétral tamponlu formalin soliisyonu
icerisinde histolojik islemler i¢in 48 saat beklemeye alindi, Orneklerin bir kismi
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in -80°C de derin dondurucuda saklandi,
orneklerin diger bir kismi ise kriyostat’ta c¢alisiimak tizere -20°C de dondurucuda

saklandi.
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3.2.7.b. Histopatolojik tekniklerin uygulanmasi
Parafine gomme

1. Dokular 48 saat nétral tamponlu formalin fiksatifinde bekletildi
2. Dokular ¢esme suyu altinda 4 saat boyunca yikandi.
3. Dehidratasyon islemi i¢in 4 saat %70’lik alkolde
4. 1 gece %80’lik alkolde
5. 1 saat %96’lik alkol I’de
6. 1 saat %96’lik alkol II’de

7. 1 saat %96’lik alkol III’de

8. 1 saat %96’lik alkol IV’de bekletildi

9. Seffaflastirma islemi icin 15 dk ksilol I’de

10. 15 dk ksilol II’de

11. 15 dk ksilol III’de bekletildi

12. 58°C’deki etiivde parafin I banyosunda 1’er saat

13. Parafin II banyosunda 1’er saat

14. Parafin III banyosunda 1’er saat bekletildi

15. Daha sonra etiivden cikarilan dokular bloklama cihazi kullanilarak parafine

gomiildii (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Doku bloklama cihazi

Sekil 3.2. Parafin bloklar
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Mikrotom ile 5 pm kalinhginda histopatolojik kesitler alindi ve gerekli boyama
prosediirleri uyguland: (Bancroft and Stevens 1982) (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Mikrotom

Hematoksilen-eosin boyama metodu

Genel histolojik yapilar1 gostermek icin kullanildi.

Boyama Teknigi;

Ksilol I’ de 15 dk bekletildi
Ksilol I’ de 15 dk bekletildi
Ksilol III" de 15 dk bekletildi
%70’1ik alkolde 10 dk bekletildi
%80’lik alkolde 10 dk bekletildi
%96’lik alkolde 10 dk bekletildi

o g r w b E



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
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Cesme suyunda 15 dk yikand1
Hematoksilen: Ilk kullanildiginda 30 dk, bir buguk ay sonunda 15 dk bekletildi
Asit alkol: Preparat {i¢ defa batirilip ¢ikarildi
Eozin’de 1 dk bekletildi

Saf suda 1 dk bekletildi

%96’lik alkolde 10 dk bekletildi

%80’1ik alkolde 10 dk bekletildi

%70’lik alkolde 10 dk bekletildi

Ksilol I’ de 15 dk bekletildi

Ksilol I’ de 15 dk bekletildi

Ksilol III” de 15 dk bekletildi

Islemler tamamlandiktan sonra preparatlar entellan ile kapatildi. (Bancroft and Stevens

1982).

PAS boyama metodu (Periodic acid schiff’s solution, Diagnostic BioSystems)

Karacigerdeki glikojen depolarint géstermek i¢in kullanildi.

Boyama Teknigi;

© © N o g b~ DR

10.

Ksilol I’de 10 dk bekletildi

Ksilol II’de 10 dk bekletildi

Ksilol III’de 10 dk bekletildi

%70’1ik alkolde 10 dk bekletildi

%80’lik alkolde 10 dk bekletildi

%96’k alkolde 10 dk bekletildi

Kesitler akarsuda yikandi

Peryodik asit soliisyonunda 7 dk bekletildi
Kesitler hizl1 bir sekilde distile suda ¢alkalandi
Schiff’s soliisyonunda 15 dk bekletildi



11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
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Akan ¢esme suyunda 5 dk yikandi

Hematoksilen’de 90 sn boyandi1

Cesme suyunda 3 dk yikandi

Light green boyasinda zemin yesil olana kadar bekletildi
Ucg ayr1 alkolde suyunu gidermek i¢in bekletildi

Ksilol I, 11, III serilerinden gegirildi

Preparatlar entellan ile kapatildi.

Oil Red O boyama metodu (Diagnostic Biosystems)

Karacigerdeki yag depolarini gostermek i¢in kullanildi.

Boyama Teknigi;

© 0 N o g b~ w DR

10.

Kesitler kriyostatta 8-10 p kalinliginda alindi

Kesitler lamele iizerine alindi

Lameller propilen glikol igerisinde 2 dk bekletildi

Oil Red O soliisyonu igerisinde 6 dk inkiibe edildi

Distile suda ¢ozlinmiis %85’lik propilen glikol ¢ozeltisinde 1 dk bekletildi
Saf suda iki kez yikandi

Hematoksilen, Mayer’s (Lillie’s Modification) i¢inde 1-2 dk inkiibe edildi
Cesme suyunda 1yice yikandi

Saf suda iki defa yikandi

Son olarak gliserin ile kapatildi

Retikiilin boyama metodu (Scy Tek laboratories)

Karacigerin retikiiler liflerini gostermek i¢in kullanildi.

Boyama Teknigi;
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1. Kesitler deparafinize edildi ve suda bekletildi

2. Potasyum permanganat soliisyonu icerisinde 5-10 dk bekletildi
3. Distile sudan ii¢ sefer gegirildi

4. Potasyum Metabisiilfit soliisyonunda kesitler seffaflasincaya kadar bekletildi
5. Ug sefer distile sudan gegirildi

6. Ferrik amonyum siilfat soliisyonunda 10 dk bekletildi

7. Kesit iki kez distile suya batirildi

8. Ammoniacal silver soliisyonunda 3 dk bekletildi

9. Distile sudan ti¢ sefer gegirildi

10. Kesitler %10’luk Formalin soliisyonunda 1 dk bekletildi

11. Ug ayn distile sudan gegirildi

12. Gold klorid soliisyonunda 3-5 dk bekletildi

13. Distile suda iki kez yikand1

14. Sodyum tiyosiilfat soliisyonunda 1-2 dk bekletildi

15. Distile suda ii¢ sefer yikandi

16. Ug ayr saf alkolden gegirildi

17. Entellan ile kapatildi

3.2.7.c. Histopatolojik kesit fotograflarinin ¢ekilmesi

Hazirlanan preparatlar dijital kamera destekli Leica DM750 fotomikroskobuyla
incelendi ve 10X20 biiyiitmede fotograflar ¢ekildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kamera atagmanli 151k mikroskobu

3.2.7.d. Histopatolojik skorlama

Elde edilen preparatlar 151k mikroskobunda incelendi ve dokudaki degisiklikler her bir
kesit i¢in 20 farkli alanda degerlendirildi. Gruplarin karaciger lezyonlar1 (hepatosit
nekrozu, intraselliiler vakuolizasyon, vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon ve
infiltrasyon) maksimum 18’lik bir skorla derecelendirildi. Hepatositlerin glikojen ve
lipid igerikleri ile hiicreler arasindaki fibroz doku atis1 0-3 arasinda puanlandirildi. Bu
lezyonlar parankimin %33'den azinda ise 1; %33-66 arasinda ise 2 ve %66'dan fazla ise

3 puan olarak derecelendirildi.

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS® 13,0 for Windows® paket programi
kullanilarak yapildi. Deneysel veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
analiz edildi ardindan Tukey HSD ¢oklu Kkarsilastirma testleri uygulanarak

degerlendirmeye alindi. P degerleri 0,05’den kii¢iik olanlar anlamli; p degerleri
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0,05’den biiyiikk olanlar ise anlamsiz olarak kabul edildi. Sonuglar, ortalama =+

ortalamanin standart sapmasi olarak verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Karaciger Yas/Kuru Agirhk Oram

AP olusturulmus hayvanlarin karaciger yas/kuru agirlik oraninda kontrollere kiyasla
belirgin bir artis tespit edildi (Cizelge 4.1). Yag/kuru agirlik oran1 50, 100 ve 200 mg/kg
KAR dozlar1 uygulandiginda kontrollerdekine benzer oldu. Diger taraftan, AP
olusturulmus hayvanlara 50-100 mg/kg KAR verildiginde karaciger yas/kuru agirlik
orani azalirken 200 mg/kg KAR dozunda yas/kuru agirlik oraninda ¢ok belirgin bir
azalma gozlendi ve degerler kontrole yaklasti (p<0,05).

Cizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger yas/kuru agirligi

Gruplar Ortalama Karaciger Yas/Kuru Agirlig
(9n)
Ort£SD
Kontrol 4,92+0,50%
AP 7,23%0,69*"
KAR 50mg/kg 4,87+0,30°
KAR 100mg/kg 4,90+0,62°
KAR 200mg/kg 4,88+0,79°
AP+KAR 50mg/kg 7,08+0,28*°
AP+KAR 100mg/kg 7,12+0,26*°
AP+KAR 200mg/kg 5,2240,33%

* Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farkliligi ifade eder (p<0,05).
a,b,: siitunda farklh harf tasiyan gruplar arasi farklilk 6nemlidir. Ort: Ortalama deger, SD: Standart
sapma.

4.2. Biyokimyasal Parametreler

AP olusturulan siganlarin serum lipaz (p<0,05) ve amilaz (p<0,05) degerleri kontrol

grubuna kiyasla onemli diizeyde artis gosterdi (Sekil 4.1 ve 4.2). Amilaz seviyesi
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317,99+13,98 U/L‘den 1914,89+225,44 U/L degerine ulasti. Benzer bir sekilde lipaz
seviyesi de 20,05+1,06 U/L’den 94,01+£7,03 U/L’e kadar artis gosterdi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 50-200 mg/kg doz araliginda IP yolla uygulanmis KAR’m tek
basina enzim seviyeleri lizerinde olumsuz herhangi bir etkiye sahip olmadigi tespit
edildi. AP’li hayvanlarda ise KAR’1n artan dozlar lipaz ve amilaz seviyeleri {izerinde
olumlu etkiler gosterdi ve degerler KAR’in en yiiksek dozunda belirgin bir sekilde

azaldi.

Amilaz

:

:

g
2
o
=
=
=
=

Kontrol AP KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.1. Deney gruplarina ait serum amilaz degerleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farklilig1 ifade eder (p<0,05).
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Kontrol KAR KAR KAR  AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.2. Deney gruplarina ait serum lipaz degerleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farkliligi ifade eder (p<0,05).

Biyokimyasal metotlar kullanilarak hayvanlarin karaciger homojenatlarinda 6nemli
antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT ve GPx aktivitesi olgiildii. Oksidatif stresi
degerlendirmek i¢in de karacigerde LPO aktivitesinin gostergesi olan MDA seviyesi
olgiildii. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda yalnizca AP olusturulmus hayvanlarda
antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin disiisler gézlendi. Bu diistisler kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Bununla birlikte, MDA
seviyesinde onemli bir artis gézlendi. Boylece, kontrol grubuyla karsilastirildiginda AP
grubu hayvanlarin karaciger dokusunda MDA seviyesi istatistiksel bakimdan anlamli
bir farklilik gosterdi. Tek basina KAR’mm 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarmnin
uygulandig1r gruplarda antioksidan enzim seviyelerinde artiglar gozlendi fakat en
belirgin artis KAR’m 200 mg/kg dozunda gozlendi. AP+200 mg/kg KAR grubunda
antioksidan enzim aktivitesi AP grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede
artis gosterdi (p<0,05). KAR’1n 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin uygulandigr AP’li
gruplarda ise antioksidan enzim seviyelerindeki artis 200 mg/kg dozu kadar belirgin

degildi (Sekil 4.3-6).
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Superoksid Dismutaz (SOD)
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Kontrol KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
S50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg 5SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Eksen Bashg

Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde SOD seviyeleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farklilig ifade eder (p<0,05).

Katalaz (CAT)
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Kontrol KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg 5SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde CAT seviyeleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farklilig: ifade eder (p<0,05).
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Glutatyon peroksidaz (GPx)
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Kontrol KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde GPx seviyeleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farklilig ifade eder (p<0,05).

Lipid Peroksidasyonu (Malondialdehit-MDA)

Aktivite (nmol/mg-protein)

Kontrol AP KAR KAR KAR  AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/ke

Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde MDA seviyeleri
*Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin farklilig1 ifade eder (p<0,05).

AP grubundaki sicanlarin karacigerinde mevcut hasari ortaya koyan ALT, AST ve LDH
gibi 6nemli enzimlerin seviyeleri kontrol grubuna kiyasla belirgin artiglar gosterdi

(p<0,05) (Sekil 4.7-9). Diger taraftan, kontroller ve farkli KAR dozlarinda herhangi bir
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doku hasarina rastlanmadi. KAR’m 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinin uygulandigi AP’li
gruplarda ise artan doza bagli olarak enzim seviyelerinde belirgin bir azalma sz
konusuydu. 50 mg/kg KAR, ALT, 100 mg/kg KAR hem ALT hem de AST iizerinde
anlaml diistislere rehberlik ederken KAR’1n en yiiksek dozu LDH dahil diger enzimler
tizerinde de AP ile tesvik edilmis karaciger hasarina karsi belirgin bir sekilde olumlu

etkiler gdsterdi.

ALT (U/L)

Kontrol AP KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/lke

Sekil 4.7. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde ALT degerleri
*Sembolii gruplar arasindaki belirgin farklilig: ifade eder (p<0,05).
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AST (U/L)

Kontrol KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg SOmg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.8. Kontrol ve deney gruplarimin karacigerlerinde AST degerleri
*Sembolil gruplar arasindaki belirgin farkliligi ifade eder (p<0,05).

LDH (U/L)

Kontrol KAR KAR KAR AP+KAR AP+KAR AP+KAR
50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg 50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg

Sekil 4.9. Kontrol ve deney gruplarinin karacigerlerinde ALT degerleri
*Sembolil gruplar arsindaki belirgin farklilig1 ifade eder (p<0,05).
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokusunun genel histolojik yapisin1 belirleyebilmek i¢in H&E boyama
metodu uygulandi ve yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubuna ait sican

karacigerlerinde herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi (Sekil 4.10a vel0b).

Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait sican karacigeri
*a) Karaciger hiicreleri, b) Portal ven (Pv), safra kanali (0k), (H&E x200).

Ancak AP’li hayvanlarin karaciger dokularinda kontrollerle karsilastirildiginda
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, konjesyon, siniizoidal dilatasyon, vakuolizasyon,
nekrotik alanlar ve 6dem gibi belirgin histopatolojik bulgular tespit edildi (Sekil 4.11 ve
4.12).
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Sekil 4.11. AP grubuna ait sican karacigeri

*a) Hepatik nekroz (kare i¢indeki alan), b) Inflamatuar hiicre infiltrasyonu (cift ok), konjesyon (*),
siniizoidal dilatasyon (daire i¢indeki alan), ¢) Hepatik nekroz (dikdortgen i¢indeki alan), konjesyon (*), d)
Vakuolizasyon (altigen igindeki alan), €) Odem (besgen igindeki alanlar), (H&E x200).
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Sekil 4.12. AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) Siniizoidal dilatasyon (daire igindeki alanlar), konjesyon (*), b) Siniizoidal dilatasyon (daire i¢indeki
alanlar), vakuolizasyon (0k), c) Vakuolizasyon (oklar), konjesyon (ok bast), d) Vakuolizasyon (altigen
igindeki alan), inflamatuar hiicre infiltrasyonu (gift ok), €) Belirgin konjesyon (*), vakuolizasyon (altigen
igindeki alan), (H&E x200).
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50, 100 ve 200 mg/kg KAR’m uygulandigi gruplara ait karaciger dokusunda herhangi
bir patolojik etki gozlenmedi. Bu gruplarda karaciger dokusu kontrol grubundaki gibi

normal histolojik yapiya sahipti (Sekil 4.13a, 13b ve 13c).

Sekil 4.13. KAR gruplarina ait si¢an karacigeri
*a) 50 mg/kg KAR grubu, b) 100 mg/kg KAR grubu, Portal ven (Pv), Safra kanali (ok), ¢) 200 mg/kg
KAR grubu, (H&E x200).

AP’li hayvanlara tedavi amaciyla KAR uygulandiginda karaciger dokusunda hastaligin
olusturdugu patolojik bulgular maddenin etkisiyle azaltildi. Ancak bu olumlu etki 50
mg/kg grubunda diger dozlara kiyasla daha zayif bir sekilde gerceklesti. AP+50 mg/kg
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KAR grubunun karacigerinde AP ile kiyaslandiginda azalan vakuolizasyon soz
konusuydu (Sekil 4.14a). KAR’mn artan dozunun (100 mg/kg) 50 mg/kg KAR’in
uygulandig1r gruba kiyasla konjesyonu belirgin bir sekilde sinilizoidal dilatasyon ve
vakuolizasyonu ise biiyiik 6l¢iide azalttigi gozlendi (Sekil 4.14b). Ayn1 zamanda her iki
grubun karaciger dokusunda daha az 6deme rastlandi. 200 mg/kg KAR dozunda ise AP
grubunda rastlanan patolojik bulgularin bulunmadigt ve karaciger dokusunun

kontrollere benzer goriiniim aldig1 tespit edildi (Sekil 4.14c).
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Sekil 4.14. KAR uygulamasi yapilmis AP grubuna ait sican karacigeri

*a) 50 mg/kg KAR uygulanmig AP grubunda azalan vakuolizasyon (altigen igindeki alan) ve konjesyon
(*), b) 50 mg/kg KAR uygulanmis AP grubunda azalan édem (besgen igindeki alanlar), ¢) 100 mg/kg
KAR uygulanmig AP grubunda azalan konjesyon (ok basi), d) 100 mg/kg KAR uygulanmig AP grubunda
AP+50 mg/kg KAR grubuna kiyasla azalmis 6dem (besgen i¢indeki alanlar), €) 200 mg/kg KAR
uygulanmig AP grubunda kontrole benzer doku yapisi, portal ven (Pv), safra kanali (ok), (H&E x200).
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Karacigerde glikojenin varligim1 tespit etmek amaciyla PAS boyama metodu
uygulandiginda kontrol grubuna ait sigan karacigeri hepatositlerinde glikojenin normal
bir sekilde depolandigi gozlendi. Oysa hasta hayvanlarin dokularinda glikojenin
azalmasina bagli olarak belirgin bir acik boyanma, yer yer de anormal glikojen
birikimine bagli koyu boyanmis hepatositler goriildii (Sekil 4.15a, 15b, 15¢ ve Sekil
4.16a, 16b, 16c).

Sekil 4.15. Kontrol ve AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) Kontrol grubuna ait karacigerde glikojen depolamis hepatositler, b) AP’li hayvanlarda azalan
glikojene bagli olarak agik boyanmig hepatositler, ¢) AP’li hayvanlarda PAS ile yer yer koyu boyanmis
hiicreler (daire i¢indeki alan), (PAS x200).
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Sekil 4.16. AP grubuna ait sigan karacigeri

*AP grubunda glikojenin azalmasina bagh olarak acik boyanma. a) inflamatuar hiicre infiltrasyonu (gift
ok), b) Siniizoidal dilatasyon (oklar), konjesyon (*), c¢) Vakuolizasyon (altigen igindeki alanlar),
siniizoidal dilatasyon (oklar), konjesyon (*), (PAS x200).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda uygulanan
KAR’1n karaciger dokusu iizerinde herhangi bir patolojik etkiye sahip olmadig1 goriildii.
Bu gruplarda da, kontrol grubunda oldugu gibi karaciger dokusunda glikojen igerigine
bagl olarak homojen ve koyu boyanma gézlendi (Sekil 4.17a, 17b ve 17c).
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Sekil 4.17. KAR gruplaria ait sigan karacigeri
*Glikojen igeriklerine bagli olarak homojen ve koyu boyanma, a) 50 mg/kg KAR grubu, b) 100 mg/kg
KAR grubu, ¢) 200 mg/kg KAR grubu, (PAS x200).

Tedavi amaciyla KAR ile muamele edilen hasta hayvanlarin karaciger dokusunda s6z
konusu maddenin hastaligin meydana getirdigi patolojik bulgular1 azalttig1 saptandi.
Bununla birlikte acik boyanmis hepatositlerin glikojen birikimine bagli olarak biraz
daha koyu boyandigi anlasildi. Ancak glikojen depolarindaki artis AP+50 mg/kg
grubunda zayif (Sekil 4.18a), AP+100 mg/kg grubunda biraz daha belirgin (Sekil
4.18b), AP+200 mg/kg grubunda ise ¢ok daha belirgin sekilde gerceklesti (Sekil 4.18c¢).
Bunun sonucunda 200 mg/kg KAR uygulanmigs AP’li hayvanlarin karaciger dokularinin

kontrole benzer goriiniim aldig: tespit edildi.
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Sekil 4.18. KAR uygulamasi yapilmig AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) 50 mg/kg KAR uygulanmig AP grubu, b) 100 mg/kg KAR uygulanmig AP grubunda artan glikojen
icerigine bagli koyu boyanma, ¢) 200 mg/kg KAR uygulanmis AP grubunda kontrole benzer homojen ve
koyu boyanma, (PAS x200).

Karaciger dokusundaki retikiiler lif miktarim1 ve diizenini tespit edebilmek amaciyla
retikiilin boyama metodu kullanildi. Kontrol kesitlerde karaciger dokusunda gozlenen
retikiiler lif aginin AP grubundaki hayvanlarin karacigerlerinde 6zellikle portal venlerin

etrafinda ve interselliiler dokuda artarak yogunlastig1 gézlendi (Sekil 4.19a, 19b ve 19c¢).
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Sekil 4.19. Kontrol ve AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) Kontrol grubuna ait sigan karacigerinde ven etrafinda ve interselliiler aralikta retikiiler lifler, b) AP
grubunda kontrole kiyasla portal ven etrafinda yogunlagmus retikiiler lif ag1 (oklar), c) interselliiler
aralikta yogunlagmus retikiiler lif ag1 (daire i¢indeki alan), (Retikiilin x200).

KAR’1n uygulanan dozlari kontrollerin karaciger dokusu iizerinde herhangi bir patolojik
etki gostermedi. Kontrol kesitlerde portal ven etrafinda ve interselliiler dokuda gézlenen

retikiiler lif ag1 bu gruplarda da gozlendi (Sekil 4.20a, 20b ve 20c).
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Sekil 4.20. KAR gruplaria ait sigan karacigeri
*a) 50 mg/kg KAR grubu, b) 100 mg/kg KAR grubu, ¢) 200 mg/kg KAR grubu, (Retikiilin x200).

AP’li hayvanlara KAR’in 50 mg/kg’lik dozu uygulandiginda bazi damarlarin etrafini
saran retikiiler lif aginda azalma gozlendi. 100 mg/kg KAR’1n AP iizerindeki etkileri 50
mg/kg dozdakine kiyasla biraz daha belirgindi. Hasta hayvanlara yiiksek doz KAR (200
mg/kg) uygulamasinda ise bu dozun diger iki doza oranla sigan karacigerleri {izerinde
cok daha olumlu bir etki olusturdugu goriildii. Nitekim AP’li grupta 6zellikle venlerin
etrafinda gozlenen yogun retikiiler lif aginin dikkat ¢ekici bir sekilde azaldigi tespit
edildi (Sekil 4.21a, 21b, 21c ve Sekil 4.22a, 22b, 22c).
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Sekil 4.21. KAR uygulamasi yapilmis AP grubuna ait sican karacigeri

*a) AP+50 mg/kg KAR grubuna ait karacigerde ven etrafinda (0k) ve interselliiler aralikta AP grubuna
kiyasla azalan retikiiler lifler, b) AP+100 mg/kg KAR grubunda AP grubuna ve AP+50 mg/kg KAR
grubuna kiyasla azalmig retikiiler lifler, ¢) AP+200 mg/kg KAR grubunda kontrol grubuna benzer
retikiiler lif ag1, (Retikiilin x200).
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Sekil 4.22. KAR uygulamasi yapilmis AP grubuna ait sican karacigeri

*a) AP+50 mg/kg KAR grubuna ait sigan karacigerinde ven etrafinda AP grubundakine benzer retikiiler
lif ag1, b) AP+100 mg/kg KAR grubunda AP grubuna ve AP+50 mg/kg KAR grubuna kiyasla azalmis
retikiiler lifler, ¢) AP+200 mg/kg KAR grubunda kontrol grubuna benzer retikiiler lif agi, (Retikiilin
x200).

Karaciger dokusundaki lipid miktarini belirleyebilmek amaciyla da Oil Red O boyama
metodu uygulandi. Kontrol grubunun karaciger hiicrelerinde yer yer rastlanan yag
damlaciklarina AP grubundaki hayvanlarin hepatositlerinde ¢okca rastlandi. Hiicreler

belirgin lipid vakuollerine sahipti (Sekil 4.23a ve 23b).
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Sekil 4.23. Kontrol ve AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) Kontrol grubuna ait sigan karacigerinde yag damlaciklar1 (daire icindeki alanlar), b) AP grubunda
kontrole kiyasla artmig yag damlaciklar (daire i¢indeki alanlar), (Oil Red O x200).

Artan dozlarda KAR’in uygulandig1 gruplardaki karaciger dokular1 kontrol ile benzer
goriiniime sahipti. Yag damlaciklar1 kontrol grubunda oldugu gibi yer yer gdzlendi
(Sekil 4.24a, 24b ve 24c).
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Sekil 4.24. KAR gruplarina ait sigan karacigeri
*a) 50 mg/kg KAR grubu (daire igindeki alanlar), b) 100 mg/kg KAR grubu (daire igindeki alanlar), c)
200 mg/kg KAR grubu (daire i¢indeki alanlar), (Oil Red O x200).

KAR’mn artan dozlarmin uygulandigi AP gruplarinda doz artisina paralel olarak yag
damlaciklarinda azalma tespit edildi (Sekil 4.25a, 25b ve 25¢). Bu azalma AP grubu ile
kiyaslandiginda, 50 mg/kg KAR’mn uygulandigi AP’li hayvanlarin karaciger
dokularinda az, KAR’in 100 mg/kg dozunun uygulandigi gruplarda daha fazlaydi.
Bununla birlikte en belirgin azalma 200 kg/mg KAR dozunda g6zlendi.
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Sekil 4.25. KAR uygulamasi yapilmig AP grubuna ait sigan karacigeri

*a) AP+50 mg/kg KAR grubuna ait sigan karacigerinde yag damlaciklar1 (daire i¢indeki alanlar), b)
AP+100 mg/kg KAR grubunda AP grubuna ve AP+50 mg/kg KAR grubuna kiyasla azalmis yag
damlaciklart (daire igindeki alanlar), ¢) AP+200 mg/kg KAR grubunda kontrol grubuna benzer yag
damlaciklar (daire igindeki alanlar), (Oil Red O x200).

4.4. Histopatolojik Skorlama

Gruplar arasindaki histopatolojik skorlar Cizelge 4.2°de sunuldu. AP grubu ile
karsilastirildiginda 50 ve 100 mg/kg KAR grubunda doza baglh olarak patolojik skorda
azalmalar gozlendi. Ancak, KAR’in yiiksek dozunda (200 mg/kg) histopatolojik
bulgularin belirgin bir sekilde azaltildig1 ve kontrole yakin faydali etkilerin oldugu
tespit edildi (p<0.05).
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Cizelge 4.2. Kontrol ve deney gruplarina ait histopatolojik skorlama

Gruplar Hepatik Hasar Hepatik Hepatik Lipid Interselliiler
Skoru Glikojen Skoru Skoru Fibroz Doku
(maksimum (maksimum (maksimum  Skoru (maksimum
skor 18) skor 3) skor 3) skor 3)
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Kontrol 0,60+0,12% 2,54+0,16% 0,53+0,17% 0,42+0,07%
AP 9,30+0,48*° 0,59+0,13*° 2,61+0,31*° 2,47+0,14%°
KAR 50mg/kg 0,57+0,15% 2,61+0,21% 0,52+0,13% 0,52+0,13%
KAR 100mg/kg 0,61+0,06% 2,55+0,11% 0,53+0,22% 0,44+0,09%
KAR 200mg/kg 0,59+0,10° 2,63 +0,18° 0,50+0,29° 0,51+0,10°
AP+KAR 50mg/kg 8,65+0,32%° 0,97+0,11*"¢ 2,0440,10%>¢ 2,09+0,24*
AP+KAR 100mg/kg 7,60+0,40%° 1,4340,16*° 1,54+0,25%° 1,75+0,11*°
AP+KAR 200mg/kg 1,10+0,24° 2,47+0,27% 0,57+0,18% 0,63+0,07%

Her grup 7 6rnek igerir. *Sembolii kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki belirgin
farkliligt ifade eder (p<0,05). a,b,c: Ay siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir. Ort:
ortalama  deger, SD: standart sapma. Esrefoglu et al. (2008)’den yararlanilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

AP, tipik olarak ani baglayan karin agrisi, pankreatik enzimlerinin ytiksekligi ile
karakterize pankreasin akut inflamasyonudur. Hastalik, pankreas i¢inde sinirlanarak
herhangi bir hastalik kalintis1 olmaksizin iyilesebilen hafif formdan, ¢ok hizla
ilerleyerek ¢evre doku ve uzak sistemlerde yaygin tahribat yapan ve 6liime yol agabilen
agir forma kadar degisik sekillerde goriilmektedir (Sarles 1985; Jin and Li 2002; Fidan
2011; Akyazi vd 2013).

AP’li hastalarda, hastaligin ve O6limiin (morbidite ve mortalite) onemli faktorleri
arasinda sok, kardiovaskiiler fonksiyon bozuklugu, solunum ve bdbrek yetmezligi,
kalsiyum dengesindeki degisiklikler, koagiilopati (pihtilasma bozuklugu), hepatik
fonksiyon bozukluklari, intrapankreatik enzim aktivasyonu ve iskemi sayilabilmektedir
(Alhan 1995; Ozkan 2008; Abed et al. 2013).

Deneysel pankreatit modellerinin amaci insan pankreatitine benzer 6zellikte patoloji
olusturmak, insanda gelisen hiicresel ve salgi bezli bozukluklarin benzerini ortaya
koymaktir. Benzerlik oraninin artmasi pankreatit patofizyolojisinin aydinlanmasina ve
yan etkilerden koruyacak wuygun tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesine katkida
bulunmaktadir (Buchler et al. 1992; Niederau et al. 1992; Senninger 1992; Akpinar
2009).

Deneysel pankreatit modellerinde farkli yontemler kullanilmakla birlikte AP
patofizyolojisine uygun olan ve en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisi sekresyonun
arttirllmasidir. SER bu etkisi ile birgok deneysel ¢alismada basari ile kullanilmaktadir
(Dobrowski et al. 1988; Schoenberg et al. 1990; Akyaz1 vd 2013; Jo et al. 2013; Tian et
al. 2013; Xue and Habtezion 2014). Hyla caerulea isimli bir amfibinin (Avustralya
kurbagas1) derisinden izole edilen bu madde ilk defa 1977 yilinda Lampel ve Kern
tarafindan sicanlarda deneysel olarak akut interstisyel pankreatit olusturmak igin

kullanilmistir (Lampel and Kern 1977). SER IV, SC ve IP olarak kullanilabilmektedir
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(Manuel et al. 1992; Akgakanat vd 1997). Siganlarda SER’in pankreas dokusundaki
kolesistokinin reseptorlerini uyararak birkag saat icinde dokuda 6dem, histolojik olarak
asiner hicrelerin vakuolizasyonu, 16kosit infiltrasyonu ve serum amilaz diizeyinde
artma ile seyreden O0demat6z pankreatit olusturdugu istelik yaygin nekrozla giden
pankreatite de yol agabidigi kaydedilmistir (Adler et al. 1979; Baxter et al. 1985;
Willemer et al.1992; Xu et al. 2013).

Deneysel AP modellerinde SER’in etkisinin doza ve zamana bagli olarak degistigi rapor
edilmistir. Olusturulmak istenen pankreatit sekline gore doz ve uygulama siiresi
belirlenmistir (Steer et al. 1987; Steer et al.1991; Strowski et al. 1997). Bu ¢alismada
oncelikle literatiir taramasi sonucunda deneysel pankreatit olusturmak icin SER
kullanilmis ve 50 pg/kg SER hayvanlara birer saatlik araliklarla dért kez IP yoldan
uygulanarak AP modeli olusturulmustur (Qi et al. 1999; Minutoli et al. 2004; Giiltekin
vd 2007; Chen et al. 2011). Daha sonra bu ¢alismada, KAR’mn tek basina ve AP
olusturulmus sicanlarin karaciger dokusu tzerindeki etkileri doza bagl olarak
biyokimyasal ve kapsamli histopatolojik metotlarin kullanilmasiyla arastirilmistir. KAR
iilkemizde yaygin olarak yetisen kekik bitkisinden elde edilen dogal bir maddedir.
Kekigin antioksidan, antimikrobiyal, antihepatotoksik ve antikanserojen etkilere sahip
oldugu cesitli hayvan deneylerinde gosterilmistir (Baser 2008; Celik vd 2013). Ancak
literatirde KAR’m AP iizerindeki etkinlikleri ile ilgili herhangi bir c¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Serum amilazinin yiiksek degerlerinin pankreatite eslik ettigi ve tan1 koydurucu bir test
olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Unal 1991). Diger taraftan, Cao and Liu
(2013) SER ile tesvik edilmis AP modelinde amilazin yanisira serum lipaz seviyesinin
de yiiksek oldugunu kaydetmistir. Boylece, kan amilaz ve lipaz diizeyleri gegmiste
oldugu gibi giiniimiizde de AP tanisi i¢in 6nemli parametreler olarak degerlendirilmistir
(Dembinski et al. 2000; Jaworek et al. 2000; Smotkin and Tenner 2002; Prinzen et al.
2013). Mevcut arastirmada literatiir bulgularina paralel bir sekilde AP olusturulan
sicanlarin serumunda lipaz ve amilaz degerlerinin kontrol grubuna kiyasla onemli

diizeyde artis gosterdigi gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.1 ve 4.2). Balbaloglu (2006),


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23794035
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda pankreatit gruplarinda serum amilazinin ve ayni
zamanda karaciger fonksiyonunu gosteren enzimlerin istatistiksel bakimdan anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu tespit etmistir. Benzer bir sekilde, Tutcu (2007) pankreatit
grubundaki hayvanlarda amilaz degerlerinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugunu ve bu degerin istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmistir. Ote yandan bu
calismada, KAR’in artan dozlar1 lipaz ve amilaz seviyeleri iizerinde olumlu etkiler
gostermis ve maddenin yiiksek dozunda enzimlerin seviyesi belirgin bir sekilde
azaltilmistir. Wang et al. (2013) AP grubu si¢anlara Adenozin 5’-Monofosfat
uygulamislar ve artan amilaz diizeyinin 6nemli derecede azaldigini rapor etmislerdir.
Yildirrm vd (2013) taurokolat indiiklenmis AP’li siganlar iizerine glisirizinin (meyan
kokii) etkilerini incelemisler ve glisirizinin serum amilaz, lipaz ve AST degerlerini
onemli derecede azalttigini gozlemlemislerdir. Bir diger ¢alismada Fakhari et al. (2013),
deneysel AP iizerinde glisirizinin amilaz ve lipaz seviyelerini azaltmanin yanisira
histopatolojik bulgulart da onemli derecede giderdigini kaydetmislerdir. Choi et al.
(2014) yapmis olduklari ¢alismada, SER indiiklenmis AP modeli tizerine Opuntia
humifusa’nin etkilerini degerlendirmisler, muamele sonucunda serum amilaz ve lipaz
aktivitesinin ve AP siddetinin azaldigim gozlemislerdir. Abed et al. (2013),
calismalarinda ise SER ile muamele edilmis farelerde diazepam uygulamasiyla
pankreatik 6dem ve yiikselmis olan serum amilaz ve lipaz seviyeleri dnemli sekilde

azalmstir.

Serbest oksijen radikallerinin, ¢esitli molekiillerle ve &zellikle hiicre membranindaki
fosfolipidlerle reaksiyona girdigi bilinmektedir (Cordeiro 2013). Membrandaki
lipidlerin peroksidayonu, hiicre membraninin pargalanmasina ve hiicre oliimiine yol
agmaktadir (Yamauchi et al. 1999; Hartwig et al. 2001; Telek et al. 2001; Njie-Mbye et
al. 2013). AP patogenezinde oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu ve serbest
oksijen radikalleri 6nemli bir rol oynamaktadir (Dobrowski et al. 1988; Braganza et al.
1995; Rau et al. 2000; Su et al. 2006). Ayrica oksidatif stres, AP’nin sistemik
komplikasyonlarinin gelisiminde de 6nemli bir faktor olarak diisiiniilmiistiir (Chrysikos
et al. 2013; Closa 2013; Zhang et al. 2013). Mevcut ¢alismada, oksidatif stresin gelisip
gelismedigini tespit edebilmek amaciyla AP’li hayvanlarin karacigerlerinde MDA
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seviyeleri 6l¢iilmiis ve kontrollerle karsilastirildiginda MDA diizeyinin 6nemli derecede
artig gosterdigi anlasilmistir (p<0,05) (Sekil 4.6). 50-200 mg/kg doz araliginda tek
basina KAR uygulanmis gruplara ait karaciger dokularinda KAR’mn oksidatif etkileri
doza bagl olarak degerlendirilmis ve MDA seviyelerinin etkilenmedigi gorilmistiir
(Sekil 4.6). AP grubundaki sicanlara tedavi amaciyla KAR’mn calisilan dozlar
uygulandiginda ise hayvanlarin karacigerindeki MDA seviyelerinde diisiisler gézlenmis
ve MDA diizeyinin kontrol grubuna yaklastigi KAR’m 200 mg/kg dozunda tespit
edilmistir (Sekil 4.6).

Nafees ve arkadaslar1 (2013), sican karacigerinde tiyoasetamit (TAA) kaynakli olusan
oksidatif strese, inflamasyona ve apoptosise karst KAR’in koruyucu etkilerini
arastirmiglar ve calismalarinin sonucunda KAR’m oksidatif stresi, inflamasyonu ve
apoptosisi azaltarak TAA nedeniyle olusan karaciger hasarimmi etkin bir sekilde

tyilestirdigini gozlemlemislerdir.

Karaciger hasarlarinda oksidatif strese kars1 hiicresel dayanikliligi artirmak i¢in anahtar
roli oynayan SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin ifadelerine fazlasiyla ihtiyag
duyulmustur (Iskusnykh et al. 2013). Bu arastirmada, 6nemli antioksidan enzimlerden
olan SOD, CAT ve GPx aktivitesi olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore SER ile
muamele edilmis hayvanlarda SOD, CAT ve GPx aktivitesi kontrollere kiyasla 6nemli
bir sekilde azalmis ve bu durum istatistiksel bakimdan anlamli bulunmustur (p<0,05).
AP’nin karaciger hasariin yani sira GPX, CAT, SOD ve GSH gibi 6nemli antioksidan
enzimlerin aktivitelerini azalttig1 da anlagilmistir. Batcioglu ve arkadaslar1 (2009), SER
ile muamele edilmis sigan karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunu ve antioksidan
kapasiteyi degerlendirmislerdir. Pankreatit kaynakli hepatik yaralanmalar iizerine
oksidatif hasarin roliinii aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda SER uygulanmis gruplarda CAT
ve GPx aktivitelerinin 6nemli derecede diistiigiinii, MDA diizeyinin ise yiikseldigini
gozlemiglerdir (Rios et al. 2011). Farkli arastirmalarda hasta hayvanlara antioksidan
ozelligi tespit edilmis cesitli etken maddeler uygulanarak oksidatif strese bagl olarak
seviyeleri diismiis olan koruyucu enzimlerin aktivitelerinin artirilmasi ve yiikselmis olan

MDA seviyesinin diisiirilerek antioksidan/oksidan dengenin yeniden saglanmasi
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amaglanmistir. Esrefoglu vd (2006a) ¢alismasinda, SER indiiklenerek olusturulmus
AP’li hayvanlarin karaciger dokusunda meydana gelen hasar iizerine oksidatif stresin
rolii ve melatonin, askorbik asit ve N-asetil sistein gibi antioksidan ajanlarin bu hasari
tyilestirici etkileri incelenmistir. S6z konusu ajanlarin pankreas ve karaciger
dokularinda antioksidan enzim aktivitelerini onararak bu dokulardaki hasari
siirlandirdigint  kaydetmislerdir. Szabolcs ve arkadaslarinin (2006), siganlarda L-
arginin indiiklenerek olusturulmus deneysel AP {izerine melatoninin etkilerini
arastirdiklar1 calismada hepatik MDA seviyesinin AP’li sicanlarda kontrollerle
karsilagtirildiginda 6nemli derecede arttigini ve melatonin uygulamasindan sonra bu
seviyenin distiigiinii rapor etmislerdir. Ayrica hepatik CAT diizeyinin AP grubunda
kontrole kiyasla diistliglinii ve melatoninin etkisiyle diigmiis olan CAT seviyesinin

arttigini tespit etmislerdir.

KAR gida endiistrisinde oksidasyona bagli olarak gelisen bozulmalar1 6nlemek igin
tercih edilmis (Sanches-Silva et al. 2014) ve antioksidan 6zelliginden dolay: da farkli
arastirmalarda kullanilmistir. Tiirkez ve Aydin (2013), insan kan hiicrelerinde KAR’1n
oksidatitif o6zelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda bu maddenin insan lenfosit
hiicrelerinde total antioksidan kapasiteyi arttirdigin1 tespit etmislerdir. Bir diger
calismada Bayramoglu vd (2014), antioksidan &zellige sahip KAR’in streptozotosin
indiiklenmis diyabetik sicanlarda koruyucu etkisini degerlendirmislerdir. Caligmalar1
sonucunda KAR’1n karaciger enzimleri iizerine kismen koruyucu etkisinin oldugunu
kaydetmislerdir. Mevcut ¢alismada Oncelikle AP olusturulmamis hayvanlara KAR (50
mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg dozlar1) uygulandiginda karaciger dokusunun
antioksidan enzim seviyelerinde artislar tespit edilmis ve bu artiglarin en belirgin degeri
KAR’1n yiiksek dozunda gozlenmistir. Bulgularimiz literatiirde kaydedilen bulgulara
paralellik gostermistir. Diger taraftan, AP’li hayvanlara uygulandiginda KAR’in giiglii
antioksidan Ozelligi bilhassa AP+200 mg/kg KAR grubunda tespit edilmis ve AP
grubuna kiyasla antioksidan enzim aktivitelerindeki belirgin artis dikkat ¢ekici olmustur
(p<0,05) (Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5).

AP’nin multipli organ bozukluklarina neden oldugu cesitli ¢galismalarda rapor edilmistir
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(Rau et al. 2006; Al-Omran et al. 2010; Jha et al. 2010). AP, pankreas ile birlikte ¢evre
dokular1 ve uzak organ sistemlerini degisik derecelerde etkileyerek onemli klinik
tablolar ortaya c¢ikarabilmektedir. Basta akciger ve bobrekler olmak iizere pek ¢ok
organda sekonder degisikliklerin meydana geldigi ve karacigerin de bu durumdan
etkilenen organlar arasinda yer aldigi ¢esitli galismalarda bildirilmistir (Andrzejewska et
al. 1998; Barlas vd 2004; Esrefoglu vd 2006b; Sang et al. 2014). O'Donovan ve
arkadaglar1 (1995), pankreatitte doku yikiminin pankreasta kalmayip, benzer damarsal
bozukluklarin, bagirsak, karaciger, akciger ve bdobrekte de olusabilecegini
kaydetmislerdir. AP esnasinda Saluja and Steer (1999), akcigerde; Alhan vd (2004),
pankreasta ve akcigerde doku hasarlarinin olustugunu rapor etmislerdir. Esrefoglu vd
(2006b), ¢alismalarinda SER ile olusturduklari pankreatitte oksidatif strese bagli olarak
karaciger hasarinin gelistigini gozlemislerdir. Bir diger ¢alismada Tutcu (2007), AP

grubundaki hayvanlarin karacigerinde belirgin dejenerasyonlar gozlemistir.

Mevcut arastirmada yukarida kaydedilmis bulgularin 1s1ginda AP grubundaki
hayvanlarin karacigerleri 6zellikle hem parafin hem de kriyostat kesitlerinde kapsamli
histolojik calismalarla degerlendirilmis ve 6nemli patolojik bulgular tespit edilmistir.
Artan 106kosit infiltrasyonu, hepatosit dejenerasyonlari, konjesyon, siniizoidal
dilatasyonlar, 6dem, hepatosit sitoplazmasinda glikojen azligina bagli PAS ile agik
boyanma ve bu hiicrelerden bir kisminda homojen olmayan boyanmalar, vakuolizasyon,
anormal lipid birikimine bagl olarak Oil Red O ile koyu boyanmis hepatosit gruplart,
damarlarin etrafinda ve interselliiler araliklarda artmis ve karigmis retikiiler lif agi
onemli bulgular arasinda sayilmistir. Yapilmis c¢alismalarda da AP’li si¢anlarin
karacigerlerinde benzer bulgular kaydedilmistir (Esrefoglu vd 2006a; Zhang et al. 2007;
Batcioglu vd 2009; Ang et al. 2013). Pankreasin inflamasyonundan sonra birakilan
pankreas enzimleri ve mediatorlerinin hemen hemen tiimiiniin kanla karacigere
gecebildigi rapor edilmistir (Grewal et al. 1993). Bundan sonra gelisen 1okosit
infiltrasyonunun sitokinler ve reaktif oksijen tiirlerinin olusturuldugu mekanizmalar
yoluyla hiicre hasarlarini baslatip daha da artirabildigi beyan edilmistir (Rodeberg et al.
1995; Brown et al. 1998; Johansson et al. 2003; Ang et al. 2013). Konjesyonun

hemodinamik bozulmayla iligkili mikrosirkiilasyon anormallikleri ve serbest oksijen
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radikallerinin asir1 derecede salgilanmasi sonucunda olustugu tespit edilmistir (Zhang et
al. 2007). Ozellikle konjesyon ve siniizoidal dilatasyonlardaki artisin oksidatif strese
bagli olarak belirginlestigi de kaydedilmis bulgular arasinda yer almistir (Heineke et al.
1993; Rajasekaran et al. 2005; Arulselvan et al. 2007; Kogkar et al. 2010). Mevcut
caligmada AP ayn1 zamanda karaciger glikojeninde belirgin bir azalmaya rehberlik
etmis ve benzer bulgular SER uygulamasindan sonra farkli aragtirmacilar tarafindan da
kaydedilmistir. Hepatik glikojen igerigindeki azalmanin periferal dokularca artan glukoz
kullanimina bagli olabilecegi diisiintilmistiir (Johansson et al. 2003; Esrefoglu et al.
2008). Andrzejewska et al. (1998), yapmis olduklari bir ¢aligmada taurokolat ile
olusturulmus AP modelinde karaciger dokusunda glikojen depolarmin tiiketildigini
buna karsin lipid damlaciklarinda say1 ve boyut olarak bir artis oldugunu rapor
etmislerdir. Lipid vakuolleri karaciger yaglandiginda gézlenmis (Petrovova et al. 2013;
Vieira et al. 2013) ve AP sonucunda yagl karacigere sik¢a rastlanilmistir (Xiao et al.
2012). Artan lipid peroksidasyonunun ise hiicresel yapilara oksidatif hasarlar verdigi ve
hiicre dejenerasyonlarina yol acarak zararli etkiler olusturdugu belirtilmistir (Repetto et

al. 2012).

Yukaridaki patolojik bulgulara ilaveten bu arastirmada AP grubunun karaciger
dokusunda retikiiler lif miktariin oksidatif stresin bir sonucu olarak arttigi tespit
edilmistir. Benzer bir durum AP’li hayvanlarin pankreaslarinda da gozlenmis (Kuno et
al. 2003) ve pankreatik psodokistlerin nedeni olarak kaydedilmistir (Andrén-Sandberg
et al. 2005). Karaciger fibroziiniin degerlendirilmesinde bilhassa Retikiilin boyama
metodu kullanilmis (Arantes-Rodrigues et al. 2011), sinuzoidlerdeki yapisal ve
fonksiyonel bozukluklarin matriksteki 1lif deposunun artmasina neden oldugu
belirtilmistir. Hepatik dokuyu destekleyen retikiiler liflerin aralarindaki baglantilarin
bozulmasi sonucunda diizensiz dejeneratif degisiklikler gosterdikleri (Corps et al.
2010) ve siniizoid yiizeyi ile hepatositler arasindaki s1v1 gecisinin bu yiizden yavasladigi
belirlenmistir (Bosch 2007). Bu durum, portal hipertansiyonun bir nedeni olarak
goriilmiis ve sinuzoidlerin muhtemel torepatik hedefler olabilecekleri belirtilmistir (May

et al. 2012).
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Bu calismada, yalnizca KAR’in artan dozlarimin uygulandigi gruplarda kontrol
grubunda oldugu gibi herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamis, tedavi amaciyla 50
mg/kg KAR’mn uygulandigi AP grubunda ise olumlu etkiler zayif bir sekilde
gozlenmistir. AP ile kiyaslandiginda azalan siniizoidal dilatasyonlar ve vakuolizasyon
s6z konusu olmustur. 100 mg/kg KAR’mn uygulandigi AP grubunda AP+50 mg/kg KAR
grubuna kiyasla konjesyonun da belirgin bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Ustelik
AP+200 mg/kg KAR grubunda karaciger dokusunda yukaridaki bulgulara ilaveten
inflamasyonun azaldigi1 ve hepatik glikojen igeriginin belirgin bir sekilde arttig1
gozlenmistir. Artan vaskiiler direncin bir sonucu olarak konjesyonun arttig
bildirilmistir (Krowka 2012). Oysa KAR uygulamasiyla endotel hiicrelerine kalsiyum
girisi artirilarak arterlerin dilatasyonu ve vaskiiler direncin azalmasi saglanmistir
(Earley et al. 2010). Bir arastirmada da si¢anlarda D-galactozamin ile tesvik edilmis
hepatotoksisiteye karst KAR’in genlerin ifadelerini degistirmek suretiyle etkili oldugu
ve inflamasyonu azalttig1 kaydedilmistir (Aristatile et al. 2013). Kanaatimizce karaciger
dokusunda da KAR’1n siniizoidal dilatasyonlari, konjesyonu ve inflamasyonu onleyici
etkileri onun antioksidan rolii ile iligkili olmalidir. Clinkii antioksidan maddelerin diyete
ilavesi sintizoidal dilatasyonlar1 belirgin bir sekilde azaltmistir (Robinson et al. 2013).
Ustelik anti-inflamasyonu onleyen antioksidan maddelerin vaskiiler direnci azaltmak
suretiyle hemodinamik anormallikleri onleyebildikleri tespit edilmistir (Onek et al.
2005; Ghasemi et al. 2013; Pakdeechote et al. 2014). Lipid peroksidasyonu sonucunda
olusan vakuollesme gibi 6nemli patolojik bulgularin da artan antioksidan kapasiteye
bagli olarak azaltildigi rapor edilmistir (Aghaei et al. 2013; Yip et al. 2013).
Karbonhidrat degisikliklerine hizli metabolik adaptasyonun enerji dengesini korumak
icin kritik oldugu ve karacigerin boyle bir proseste dnemli bir role sahip oldugu
kaydedilmistir (Xu et al. 2011). Mevcut ¢alismada KAR uygulamasiyla karacigerde
PAS pozitif glikojen graniillerinin arttig1 ve karacigerin dokular i¢in gerekli enerji
kaynagint depo edebilecek bir duruma gelebildigi goriilmiistiir. Nitekim diyabetik
farelere KAR’1in uygulanmasi insiilinin etkisini artirmis ve glikojenin karacigerde

depolanmasini tesvik etmistir (Ezhumalai et al. 2014).
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Diisik KAR grubunda bazi damarlarin etrafini saran retikiiler lif aginda azalma
gozlenirken, AP+100 mg/kg KAR grubunda KAR’mn etkileri 50 mg/kg dozundakine
kiyasla biraz daha belirgin olmustur. Yiiksek dozdaki KAR grubunda ise bu dozun
diger iki doza oranla sican karacigeri {lizerinde ¢ok daha olumlu bir etki olusturdugu
goriilmiistiir. Serbest radikallerin olusumu ve antioksidanlarin tiikenmesi karacigerde
fibroz doku artisina rehberlik etmistir (Natarajan et al. 2006). KAR’in artan peroksidatif
hasar1 azaltarak ve antioksidan savunmay artirarak karacigeri korudugu kaydedilmistir
(Banji et al. 2014). Mevcut ¢alismada da KAR’in doza bagl olarak AP sonucunda
olusan lipid peroksidasyonunu azalttig1 (diisen MDA degerleri) ve gii¢lii bir antioksidan

olarak karaciger dokununda fibr6z doku olusumuna engel oldugu tespit edilmistir.

Karaciger fonksiyonunu degerlendirmek i¢in Olglilen serum AST, ALT ve LDH
seviyelerinin AP grubu siganlarda belirgin bir sekilde yiikseldigi gozlenmistir (p<0,05).
Enzim aktivitelerindeki degisiklikler onceki literatiir bulgulartyla paralellik géstermistir
(Wu et al. 2013; Yang et al. 2013). AP’li siganlarda oksidatif stres sonucunda
olusturulan AST’nin artan aktivitesinin hepatositlere zarar verdigi (Yildirim et al.
2013), ALT nin mitokondrial ve sitosolik lokalizasyon ve membranlardan birakildigi,
hiicre zarlarindaki hasarlardan dolay1 da kana gegebildigi kaydedilmistir (Gressner et al.
2007). Transaminaz enzimlerinin sizmast ve LDH gibi hepatositlerin nekrozunu
gosteren Oonemli enzimlerin kana birakilmasi hepatositlerde biitiinliigiin bozuldugunu
gosteren 6nemli testler olmustur (Kaplowitz 2001; Chou et al. 2013). Bu arastirmada
tek basina KAR maruziyelerinden sonra karaciger normal fonksiyona sahip olmus
istelik AP olgusu iizerinde doza bagl olarak belirgin bir sekilde faydali etkiler
sunmustur. KAR hepatektomi gecirmis sigan karacigerinin rejenerasyonunda (Uyanoglu
et al. 2008), iskemi reperfiizyonlu sigan karacigerinde (Canbek et al. 2008) ve
dietilnitrozamine ile tesvik edilmis karaciger kanserinde de diisen AST, ALT ve LDH

seviyelerinin normal diizeye ulasmasina yardimci olarak faydali etkiler olusturmustur.

Bu calismada, KAR’1n AP’li siganlarin hepatik doku hasar1 {izerine iyilestirici etkisini
kantitatif olarak degerlendirmek amaciyla da doku preparatlarinda histopatolojik

skorlama yapilmistir. AP grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda hepatik hasar, hepatik
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lipid ve interselliiler fibroz doku skorunun 6nemli derecede arttigi, hepatik glikojenin
ise azaldigi gozlenmistir. KAR’in artan dozlarimin AP’li sicanlara uygulanmasiyla
mikroskobik gozlemleri destekleyecek bulgulara ulasilmis ve KAR histopatolojik
hasarlar iizerinde belirgin bir sekilde iyilestirme yapmistir. Patolojik skor KAR’in

yiiksek dozunda istatiksel bakimdan anlamli degerler sunmustur (Cizelge 4.2).

SER indiiklenerek yapilan deneysel AP c¢alismalarinda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 6deme bagli olarak bazi organlarin yas/kuru agirliklarinin 6nemli
Olglide arttig1 farkli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Imamura et al. 1998;
Yang et al. 2008; Viterbo et al. 2009; Chou et al. 2013; Wang et al. 2013b; Zechner et
al. 2013). Ancak AP olusturulmus hayvanlarin karaciger agirliklarina dair herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu arastirmada 6deme bagli olarak karaciger yas/kuru
agirhigimin  degisip degismedigi arastirllmis ve AP grubu hayvanlarin karaciger
agirliklarinin kontrol grubundakilere kiyasla 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir. Diger
taraftan, KAR’in artan dozlarinin uygulandigt siganlarin organ agirliklarinda
kontrollerdekinden farkli herhangi bir bulguya rastlanmamustir. Ustelik AP
olusturulmus hayvanlara 100 mg/kg KAR verildiginde karaciger agirliklar1 azalirken
200 mg/kg KAR dozunda organ agirliklarinda ¢ok belirgin bir azalma gozlenmis ve
degerlerin kontrollere yaklastig1 tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.1). Karacigerin
normal agirligina ulagsmasi patolojik ¢aligmalarla gozlendigi gibi KAR vasitasiyla AP
ile tesvik edilmis 6demin azaltilmasi sonucunda diger organlardakine benzer bir sekilde
gerceklesmis olmalidir. Nitekim aragtirmalarda inflamasyon sonucu olusan 6demin
azaltilmasi i¢in antiinflamatuar yeni bilesiklerin kesfi hedeflenmistir (Bano et al. 2013).
Bu noktada, bu ¢aligmada da tespit edildigi gibi KAR inflamasyonu onleyen 6nemli bir
madde olarak diigiiniilmustiir (Banji et al. 2014)

Sonug olarak, bu arastirmada ilk defa AP’li hayvanlara tedavi maksadiyla KAR verilmis
ve maddenin doza bagli bir sekilde oksidatif stresi diisiirerek hastalikla olusturulan
patolojik bulgular1 ortadan kaldirdig: tespit edilimistir. Ustelik artan dozlarmna ragmen
KAR’1n karaciger iizerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmadig: aksine dokuda

antioksidan kapasiteyi artirict yonde etkiler olusturdugu anlasilmistir. Boylece, KAR’1n
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AP hastaliginin tedavisinde onemli terapotik bir ilag olarak teklif edilebilecegi ve

giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.
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