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OZET

KARACIGER iISKEMi-REPERFUZYON HASARINDA SiLYMARIN VE
REDUKTE GLUTATYONUN KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Amac: Karaciger iskemi-reperfiizyon hasar1 karaciger fonksiyonlarinda ve karaciger
dokusunda bozulmalara neden olabilir. Bu nedenle, karaciger iskemi-reperfiizyon
hasaria kars1 hepatoprotektif ajanlara- maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez amacina
yonelik olarak, hepatoprotektif oldugunu disiindiigiimiz silymarin ve rediikte
glutatyonun karaciger iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu olup olmadiklarin

degerlendirmek i¢in bu deneysel ¢alisma planlandi.

Materyal ve Metot: Calismamizda toplam 50 erigkin erkek rat 5 gruba (n=10) ayrilarak
gruplar (Sham, IR, SM-IR, GSH-IR ve SM+GSH-IR) olusturuldu. Sham grubunda
ratlarda iskemi-reperfiizyon olusturulmadan, batin acildi ve kapatildi. IR grubunda
karacigerde 30 dk iskemi olusturuldu ve reperflizyon siiresi 24 saate kadar devam
ettirildi. SM-IR, GSH-IR ve SM+GSH-IR gruplarina iskemi-reperfiizyondan 60 dk énce
sirastyla 100 mg/ kg silymarin, rediikte glutatyon ve her ikisinin karigimi intraperitoneal
olarak uygulandi. Deneysel calismanin 24. saatinde tiim ratlardan kan ornekleri ve

karaciger dokusu alindi, daha sonra ratlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Karaciger iskemi-reperfiizyon Oncesi silymarin, rediikte glutatyon ve
silymarin + glutatyon uygulamasi iskemi-reperfiizyon ile indiiklenen transaminaz
artiglarin1 ve hepatik iskemi-reperfiizyonun ge¢ fazinda karaciger histopatolojik hasar
skorlarin1 anlamli olarak azaltti. Ayrica, iskemi-reperfiizyon hasar1 6ncesi silymarin +
glutatyon uygulamasi serum TNF-a, MPO ve TBARS diizeylerindeki azalmalarla

gosterildigi gibi enflamatuar kaskadlar1 ve oksidatif stresi anlamli olarak baskiladi.

Sonug: Karaciger iskemi-reperfiizyon hasart gelismeden once uygulanan silymarin ve
rediikte glutatyon tedavisi oksidatif stresi ve enflamasyon yaniti baskilayarak hepatik
hasarlar1 hafifletebilir.

Anahtar Kelimeler: Silymarin; glutatyon; karaciger iskemi-reperfiizyon; hepatik hasar

Dilara ALIYEVA, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ekim -2017



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF SILYMARIN AND
REDUCED GLUTATHIONE IN HEPATIC ISCHEMIA-REPERFUSION
INJURY.
Aim: Hepatic ischemia-reperfusion injury compromises liver function and may lead to
harmfull effects on liver parenchyma. For this reason, therapotic strategies require
inproving in a new pharmocological agent/substanges for controling hepatic ischemia-
reperfusion injury in the relevante surgical intervantions as a hepatoprotective agent.
The aim of this experimental study was examined whether silymarin and reduced
glutathione may deminish or prevent hepatic ischemia-reperfusion damage in a liver
ischemia-reperfusion rat model using biochemical and pathopoligical findings.
Material and Method: 50 male rats used in our study randomly separeted into 5 groups
as follows: Sham, IR, SM-IR, GSH-IR and SM+GSH-IR groups (n=10). In Sham
group, rats’ abdomen was opened and closed without ischemia-reperfusion. In the IR
groups, hepatic ischemia-reperfusion injury was performed in normaly-fade rats treated
with silymarin (100mg/kg), reduced glutathione (100mg/kg) and mixed silymarin plus
glutathione (100mg/kg) 60 min before ischemia-reperfusion or without silymarin and
glutathione, then 30 min ischemia, followed by reperfusion. After 24 h, blood and liver
specimens were taken for biochemical and pathological assessments and then rats were
sacrificed by exsanguination.
Results: Pretreatment with silymarin, reduced glutathion and silymarin plus glutathione
before ischemia-reperfusion significantly decreased ischemia-reperfusion induced
elevations of transaminases (ALT, AST), and significantly reduced the
histopathological damage scores of the liver in the late phase of hepatic ischemia-
reperfusion injury. In addition, silymarin plus glutathione prior to ischemia-reperfusion
injury significantly suppressed inflammatory cascades and oxidative stress as
demonstrated by attenuations in TNF-a, MPO and TBARS, respectivetily.
Conclusion: The treatment with silymarin and reduced glutathione prior to the
development of hepatic ischemia-reperfusion injury may attenuate hepatic insults
through suppressing oxidative stress and inflammatory response.
Keywords: Silymarin; glutathione; liver ischemia-reperfusion; hepatic damage

Dilara ALIYEVA, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, October -2017



SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP: adenozin difosfat

ALT: alanin amino transferaz

AMP: adenozin monofosfat

AST: aspartat amino transferaz

ATP: adenozin trifosfofat

Ca*2: kalsiyum iyonu

DAMP: hasarlanma iliskili molekiiler bigimleri, damage-associated molecular pattern
DH: dentritik hiicre

DNA: deoksiriboniikleik asit

ENA78: epitelial notrofil aktive edici protein-78, epithelial neutrophil activating
protein-78

GPx: glutatyon peroksidaz

GSH: glutatyon

HIF1: hipoksiyle indiiklenen faktor 1, hypoxia-inducible factor 1

HMGBL1: yiiksek mobiliteli grup boks 1, high mobility box 1

HSP: 1s1 sok proteini, heat shock protein

HUVEC: insan umblikal ven endotel hiicreleri, human umbilical vein endothelial cells
ICAM-1: intraselliiler adhezyon molekiilii-1, intercellular adhesyon molecule-1
[FNy: interferon gamma

IL-1: interlokin 1

IL-4: interlokin 4

[L-6: interlokin 6



IL-10: interlokin 10

IL-12: interldkin 12

IL-1: interldkin 1 beta

IR: iskemi-reperfiizyon

KH: Kupffer hiicreleri

LDL: diisiik dansiteli lipoprotein

MDA: malonaldehit

MHC II: temel doku-uygunlugu bileseni II, major histocompatibility complex Il
MIP-2: makrofaj enflamasyon proteini-2, macrophage inflammatory protein-2
NADPH: nikotinamid adenin diniikleotid fostat

NF-kB: niikleer faktor-kapa beta

NO: nitrit oksit

MPO: miyeloperoksidaz

PAMP: patojen iliskili molekiiler bi¢cimleri, pathogen-associated molecular pattern
PMNL: polimorfoniikleer 16kosit

SAPK: stresle aktive olan protein kinaz, stress-activated protein kinase

SEH: siniizoidal endotel hiicreleri

SOD: siiperoksit dismutaz

SM: silymarin

TBARS: tiyobarbitiirik asid-reaktif substanslar: (maddeleri)

TLR3: Toll benzeri reseptor 3

TLR4: Toll benzeri reseptor 4

TLR9: Toll benzeri reseptdr 9

Vi



TNF-a: timor nekrozis faktor alfa

VEGF: vaskiiler endotel biiyiime faktorii, vascular endothelial growth factor

vii
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1. GIRIS

Bir organa kan akiginin kesilmesi iskemiye neden olurken, sonradan damar
blokajinin agilarak yeniden dokunun kanlanmasi ise reperfiizyona yol agar (Chouchani
ve ark., 2016).

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 bir organda iskemik (hipoksi) ve reperfiizyon
durumu ile iligkili olarak doku hasarina neden olur. Damar tikanmasi ile iliskili
patolojik durumlar dahilinde IR hasar1 beyin, karaciger, kalp, akciger, bagirsak, iskelet

kas1 ve bobrek gibi gesitli organ sistemlerinde ortaya ¢ikabilir.

Karaciger IR hasari, postoperatif morbidite, mortalite, iyilesme ve hastanin
genel durumunu etkileyen, klinik uygulamada sik goériilen major bir komplikasyondur.
Yiksek enerji gereksinimi olan karaciger oksijene oldukg¢a bagimlidir, hipoksiye veya
anoksiye duyarhdir. Karaciger IR hasar1 sicak (cesitli cerrahi girisimlerde) ve soguk
iskemi (organ naklinde) olarak kategorize edilebilir. Kupffer hiicreleri (KH) ve
notrofillerin - aktivasyonu, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) olusumu, sitokinler,
prostoglandinler ve kemokinlerin salinmasi, adhezyon molekiillerinin artmig
ekspresyonu, IR hasarmmn her iki tipinde aktive olan immiinolojik kaskadlardir. Bu
mekanizmalarimn gesitliligi, genel IR hasar patofizyolojisine farkli derecelerde katkida
bulunmaktadir (Fondevila ve ark., 2003; Papadopoulos ve ark., 2013; Zhai ve ark.,
2013).

Milk Thistle (silymarin) ekstraktlari alternatif tip kapsaminda yillardir
"karaciger canlandiricisi-gliglendiricisi" olarak kullanilmaktadir. Silymarin (SM),
devedikeni (Milk Thistle) bitkisi (Silybum marianum) tohumunun 6ziidiir. SM ekstrakti
ve bilesenleri, biyolojik arastirmalarda c¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunun
inhibisyonunu, hepatositler, makrofajlar ve noronlar dahil olmak tizere birgcok hiicre
tipindeki oksidatif stresin azaltilmasi, antienflamatuar ve diger etkilerini igeren ¢ok

yonlii arastirmalara konu olmustur (Hackett ve ark., 2013; Plyak ve ark., 2013).

Glutatyon (GSH) antioksidan etkisinin yanisira, hiicresel metabolizmada
oksidasyon, konjiigasyon ve hidroliz gibi bir¢ok hiicresel metabolik yolaklarda gorev
almaktadir (Lushchak VI, 2012). insan ¢alismalarinda ve hayvan deney modellerinde
yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle hepatositlerde GSH homeostazinin 6nemli rol oynadigi
ifade edilmektedir (Chen ve ark., 2013).



Bu bilgiler dahilinde, g¢alismamiz konusunu olusturan karaciger iskemi-
reperfiizyon modelinde gelisen postoperatif hepatik hasarin  patofizyolojik
mekanizmalara yonelik tedavisinde, SM ve GSH’nun karaciger IR hasarlarmi

Onleyebilecegini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemi

Kan akiminin azalmasma ya da kesilmesine bagli olarak, hipoksiye maruz
kalan organlarda iskemi gelismektedir. Bu durumda hiicrelerde metabolizmanin yonii
aerobikten anaerobik yone degisir. Daha sonraki siiregte, hiicresel enerji (adenozin 5'-
trifosfat, ATP) tiikkenmesi ve toksik metabolitlerin birikimi, organ disfonksiyonuna yol
acar. Oksidatif fosforilasyonun yavaslamasi, hiicredeki enerji depolar1 (ATP ve
fosfokreatin) tiikenmesine neden olur. Boylece hiicre membraninda bulunan ATP-
bagimli Na® /K* pompas1 enerji yetmezligi nedeniyle bozulur. Akabinde membran
potansiyeli, Na* iyon gegisi ve intraselliiler voliim artar. Dokularda laktik asit birikir ve
asidoz olusur. Aym zamanda intraselliiler Ca*? diizeyi artmaktadir. Intraselliiler Ca*?
diizeyinin artis1 proteolitik enzimleri ve fosfolipazlari aktive eder. Ayrica, iskemi
stirecinde adenozin nukleotid katobolizmasinin aktiflesmesi, hiicre i¢i hipoksantin
birikimini ve ROT olusumuna yol acar. Ozellikle karaciger iskemi tablosunda ROT
Kupffer hiicrelerini aktive eder, bdylece sitokin {iretimi yan1 sira ROT {iretimi daha da
hizlanmaktadir. Bu esnada, endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan iiretilen
nitrit oksit (NO) diizeyleri azalir (stiperoksit arti NO peroksinitrit olusur), endotelin-1 ve
NO iiretimi arasinda dengesizlik olusarak sinuzoidlerin vazokonstriksiiyona yol agar.
Siniizoidlerin daralmasi, noétrofillerin ve trombositlerlerin birikerek toplanmasina yol
acar. Bundan dolay1 hesapoteseliiler apoptosiz ve nekrozis hizlanir ve hasar gelisir. Bu
stireg ilerleyerek enflamatuar yanmit ile birlikte organ disfonksiyonuna sebep olur
(Zummerman ve Granger, 1994; Michael ve Moore, 2004; Guan ve ark., 2014; Nastos
ve ark., 2014).

2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokunun tekrar kanlanmasi, reperfiizyon olarak tanimlanmir. Kan
akiminin yeniden baglamasi dokunun oksijen ve diger metabolik gereklerini karsilar,
fakat dokuya toksik metabolitlerin donmesi hasara neden olur. Olusan hasar, iskemik
hasardan daha fazladir. Yani IR hasari, hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinin
ardindan ortaya ¢ikan patolojik bir tablodur (Michael ve Moore, 2004). Ayrica iskemiye
maruz kalmis hiicrenin yeniden kanlanmasi, hiicre pH’nin normal yone degismesiyle

(‘“'pH parodoksu’’) proteolik enzimlerin aktivasyonu, dokuya nétrofil infiltrasyonu ve



miyeloperoksidaz (MPO) aktivasyonuyla birlikte ROT olusumu hiicresel hasara neden

olmaktadir.

2.3. Karaciger iskemi-reperfiizyon hasariin patofizyolojisi

Karacigerin cerrahi girisimleri ve transplantasyon sirasinda sik goriilen klinik
tablolardan birisi de karaciger IR dur. Ilk kez 1975°de Toledo-Pereyra ve arkadaslarinin
yaptig1 deneysel karaciger nakli sirasinda bu patolojik tablo goriilmiistiir. Yapilan bu
caligma modelinde, ilerleyici tromboz ve organ yetmezligi ile sonuglanan greft nekrozu
gibi komplikasyonlar gelismistir. 1980°ci yillardan "reperfiizyon hasar1" terimi
literatiirde kullanilmaya baslanmistir (Teoh ve Farrell, 2003).

Diger organlarla Karsilastirdigimizda, karacigerin farkli morfolojik yapisindan
dolay1, hipoksik duruma karsi kendini savunma mekanizmasi vardir. Karaciger ikili kan
dolasimina sahiptir. Portal ven, karacigerin %70-80 oraninda kanlanmasini saglar. Geri

kalan %20-30 orani ise hepatik arterden saglanir.

Karaciger IR hasarinin smiflandiriimas literatiirde sicak IR hasar1 ve soguk-
depolama IR hasar olarak geger. Karacigerde cerrahi islemler sirasinda sicak IR hasari
gelisir. Buna Ornek olarak karaciger transplantasyonu, hipovolemik sok, toksik
karaciger hasar1 ve Budd-Chiari sendromunda goriiliiren sicak IR hasar1 verilebilir.
Soguk-depolama IR hasar1 dedigimiz ise transplantasyon oncesi nakledilen organin
soguk ortamda saklanmasi sirasinda meydana gelir (Weigand ve ark., 2012; Go ve ark.,

2015; Suyavaran ve Thirunavukkarasu, 2017).

Karaciger IR hasarmin patofizyolojisinde iki faz goriiliir:

1. Erken faz (~2-3 saat); Yeniden kanlanma siirecinin ilk fazinda hiicreler
oksidatif strese maruz kalirlar. Ozellikle ROT salgilanmas: sinuzoidal endotel hiicreleri
ve hepatositlerin hasar gérmesine neden olur.

2. Geg faz (6-48 saat); Proenflamatuar sitokinler, kemokinler, nétrofiller ve
makrofajlar tarafindan enflamasyon yaniti uyarilir, ROT iiretimi artar, enflamasyon
tetiklenir ve parankimal hasar meydana gelir (Lentsch ve ark., 2000; Datta ve ark.,
2013).

Karaciger IR hasarinda genellikle oksidatif stres, enflamasyon yanit1 Ve

immiinojenik yanit devreye girerek karaciger hasarina neden olmaktadir.



2.3.1. Oksidatif stres

Bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren molekiiller, serbest radikal
olarak adlandilirir. Aldigimiz oksijenin yaklasik %3-5 kadar1 viicidumuzda reaktif
oksijen tiirevleri doniistlirtiliir. Serbest oksijen radikallerinden siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, nitrit oksit ve hidrojen peroksit gibi radikaller hiicredeki baska
molekiiller ile kolaylikla reaksiyona girebilmektedirler. Normalde, hiicrelerdeki ROT
olusumunun ana kaynagi, elektron transport sisteminin tepkimeleri esnasinda olusan
elektron kagaklaridir. Mitokondriden gegen oksijenin yaklasik %90-95’nin suya
doniistiigli, geri kalaninin ise fizyolojik ROT olusturdugu tahmin edilmektedir. ROT’in
baska kaynaklar1 ise sitokrom P450, lipooksijenaz, ksantin oksidaz ve nikotinamid
adenin diniikleotid fostat (NADPH) oksidazdir. ROT niikleik asitler, karbonhidratlar,
lipitler ve proteinler dahil, tiim biyolojik molekiiller ile reaksiyona katilir ve hiicreleri
oksidatif hasara maruz birakir. Hiicre zarlar1 poliansature yag asitleri ile zengin
oldugundan dolayr ROT’ne daha duyarlidirlar, membran lipit peroksidasyonuna neden
olurlar.

ROT’ne karst viicutta antioksidan savunma mekanizmasi enzimatik ve
nonenzimatik olarak iki gruba ayrilir. Enzimatik antioksidan savunma sistemi
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimatik molekiillerden
olusmaktadir(bkz., Sekil 1). Nonenzimatik antioksidanlar ise askorbik asit (Vitamin C),
tirik asit, bilirubin, a-tokoferol (Vitamin E), B-karoten, koenzim Q10 ve digerlerinden
olusmaktadir.

Hiicrelerde SOD katalizi ile olugan hidrojen peroksit en etkili olarak glutatyon
peroksidaz (GPx) ile par¢alanir. GPx’1n aktivesi i¢in rediikte GSH’a gerek vardir.

SOD sitozolde, mitokondride ve ekstraselliilar yiizeyde bulunur. AKktif
bolgesinde bakir, ¢inko veya manganez igerir. SOD siiperoksit serbest radikalini
katalize ederek hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglayan, bir
oksidorediiktazdir.

Katalaz, peroksizomlarda bulunan enzimdir ve hemoprotein yapiya sahiptir.
Katalize ettigi reaksiyonda hidrojen peroksiti suya ve oksijene indirger (Garden ve
Granger, 2000; Glantzounisve ark., 2005).
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Sekil 1. Antoksidan enzimler (http://doctor-helps.net/wp-content/uploads/2013/12/Effect-of-Glutathione-
Depletion-1.jpg alinmigtir)

Karaciger IR hasarinin patofizyolojisinde cesitli mekanizmalar devreye girer.
Bunlar noétrofillerin aktivasyonu, endotel hiicrelerin sismesi, vazokonstriksiyon,
mikrosirkiilasyon bozuklugu, vaskiiler permabilitede artis ve hiicre lizisisidir (Michael
ve ark., 2004; Kaszaki ve ark., 2006; Peralta ve ark., 2013).

IR hasarmin erken fazinda ROT salgilanmasi hepatositlerin, siniizoidal endotel
hiicrelerin (SEH) ve KH hasar gérmesine neden olur.

Karaciger IR hasarmin patofizyolojisinde oksidatif stresin rolii biiyiiktiir.
Prooksidan ve antioksidan sistemleri arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif strese
neden olur (Teoh ve Farrell, 2003; Kaszaki ve ark., 2006).

Reperfliizyon olustuktan birkag dakika sonra elektron transport zincirin
reaksiyonlar1 sonucu olarak, hepatik ksantin oksidaz, SEH ve KH’de NADPH oksidaz
enzimleri etkisiyle ROT (superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri) {iretimi
yiikselmektedir.

IR hasarmda bircok mekanizma ROT olusumunu tetiklemektedir. Bunlardan
birisi de ATP yikimidir. Hipoksik hiicrede ATP ilk olarak adenozin difosfata (ADP)
sonraki asamada ise adenozin monofosfata (AMP) ve adenozine doniisiir. Reaksiyonun
devaminda hipoksantin olusur. Hiicre i¢i kalsiyum ve sodyum iyon konstantrasyonlari
yiikselir. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 kalpainini aktive ederek, ksantin dehidrojenazi
ksantin oksidaza doniistiiriir (bkz., Sekil 2). Ksantin oksidaz, ksantin dehirdojenazdan
farkli olarak, elektron alict olan molekiiler oksijeni kullanir, ksantin oksidaz enzimatik
aktivetesi ile ROT olusur (Weigand ve ark., 2012).


http://doctor-helps.net/wp-content/uploads/2013/12/Effect-of-Glutathione-Depletion-1.jpg
http://doctor-helps.net/wp-content/uploads/2013/12/Effect-of-Glutathione-Depletion-1.jpg

/‘ iskemi \

ATP 2 = mp AMP = Adenozin =+ inozin =+ Hipoksantin
R . Ksantin
i Ksantin dehidrogenar ey ot 02
2+ Kalsiyum bagimh / -
—
'" Ca proteinaz akivasyonu §
O,
Ksantin g
Katalaz SOD 02 S
HoO e H 5 <t
Fe’. Fenton
reaksiyonu 13 s
Urik asit

. /

Sekil 2. Iskemi-reperfiizyon hasarinda ksantin oksidaz aracil reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)  olusumu

(Ozcan ve ark., 2015°den alinmustir)

Hiicre i¢i ROT miktarinda artis, ayn1 zamanda eNOS enziminin inhibisyonuna
neden olur ve hiicrede NO miktar1 diiser. Vazodilatér olarak gorev yapan NO
miktarininn  azalmasi sirasinda, siniizoidal liimen daralmasina yol ac¢tigi iddia
edilmektedir. IR hasarinda olusan ROT, hiicreleri oksidatif stres hasarina maruz
birakarak, hepatositlerin ve SEH'nin apoptotik ve nekrotik 6liimiine neden olur. ROT
hiicre igi molekiillere, organellere, hiicre membranina verdigi zarardan ve Na* /K"
ATPaz pompasinin ATP eksikliginden ¢alisgamamasi ile hiicre i¢ine Na* girigi artar.
Akabinde hiicre i¢i su birikir ve hiicre siserek konjesyon gelisir. Yan1 sira NO miktari
azaldigt zaman vazokonstriktor ajan endotelin ve trombaksan A, salgilanir.
Trombositlerin ve 16kositlerin agregasyonu yiikselir, siniizoidal liimen daralir ve
bdylece kan mikrosirkiilasyonu bozulur (Weigand ve ark., 2012). eNOS uyarilmasi 4-6
saati bulur. Ratlarda yapilan karaciger IR hasari deney modelinde endotelin reseptdr
antogonistinin (bosentan) koruyucu etkisi gosterilmistir (Serracino-Inglott ve ark.,
2001).

Karacigerde hipoksik bolgeler arttikca, KH’nin aktivasyonu, sitokin salinimi,

ROT olusumu ve nekroz da artar (Miyashita ve ark., 2016).



Monositlerden ve Kupffer hiicrelerinden ROT’in salgilandigi zaman redoks
duyarli hipoksiyle indiiklenen faktor-1’in (HIF1), niikleer fator-kapa beta (NF-kB),
aktivator protein-1’in (AP-1), stresle aktive olan protein kinaz (SAPK) gibi ¢esitli
transkripsiyonel faktorlerin hepatositlerde ve siniizoidal endotel hiicrelerinde
ekspresyonunun arttigi izlenmistir (Teoh ve Farrell, 2003).

Ca*? iyonlar1 esas olarak hiicre sitozoliinde, mitokondride ve endoplazmik
retikuliimde bulunur. Ca*™ konstanrasyonu iyon kanallariyla kontrol edilerek
homeostaz1 korunur. Hepatositlerde endoplazmik retikuliimdan Ca*? salgilanarak hiicre
ici kalsiyum dengesi bozulur. Artmis mitokondriyal Ca*? iyonlarinin diizeyi ise
mitokondrial matriks potansiyelini azaltir. Buna cevap olarak ATPaz aktivitesi
baskilanarak ATP hidrolizi tetiklenir. Ilerleyen mitokondri hasari hiicreyi apoptoza
gotiirtir (Guan ve ark., 2014).

2.3.2. Enflamasyon yanit

Karaciger IR hasarinin patofizyolojisinde sitokinler tarafindan olusturulan
enflamatuar yanit goriilmektedir. Akut enflamatuar yanit, proenflamatuar ve
antienflamatuar sitokinlerin arasindaki dengenin bozulmasi ile gelisir. KH’nin
aktivasyonu sonucunda, proenflamatuar sitokinlerden olan tiimér nekrozis faktor alfa
(TNF-a) ve interlokin 1 betanin (IL-1p) ekspresyonu yiikselir. TNF-a, karaciger iskemi-
reperfiizyon hasarinda onemli bir mediyator olup, sadece hepatik hiicrelerde degil
akcigerde de etkisini gosterir. Aynm zamanda interlokin-12 (IL-12) IR hasarinin erken
fazinda salgilanarak TNF-a ve IL-1B ekspresyonunu artirdig1 diisiiniilmektedir (Lentsch
ve ark., 2000; Saidi ve Kenari, 2014).

IR hasar sirasinda KH’den salgilanan proenflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve
IL-1B) ekspresyonu artar. Sitokinlerin salgilanmasina bagli olarak, nétrofillerin ve
CD4+ T lenfositlerin aktivasyonu ve karacigere migrasyonu gergeklesir. Ayni zamanda
sitokinler, hepatositlerde ve SEH’de ROT ekspresyonunu artirarak, lokositlerin ve
trombositlerin agregasyonuna yol acarlar (bkz., Sekil 3). Bu da hepatik kan
mikrosirkiilasyonun bozulmasina neden olur (Weigand ve ark., 2012; Suyavaran ve
Thirunavukkarasu, 2017).
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Sekil 3. Karaciger iskemi reperfiizyon hasari karaciger siniizoid ve hepatositleri igeren ¢evresinin
hiicresel mekanizmalarinin semasi. ilk olarak siniizodal perfiizyon bozulmasi trombositlerin
tikanmasindan kaynaklanir, daha sonra Kupffer hiicreleri CD4+ T hiicrelerini aktive eder, onlar
da natural killer T hiicrelerini aktive ederek siniizoidal endotelial hiicrelerin ve hepatositlerin
hasarina neden olur, daha sonra nétrofil aktivasyonu, adhezyon ve transmigrasyon ¢ok sayida

hiicre hasarina neden olur (Datta ve ark., 2013’den alinmistir)

Ayrica TNF-a vaskiiler endotelde adhezyon molekiillerinin salgilanmasim
uyarir, hepatik endotel hiicrelerinde P selektinin upregiilasyonunu tetikler, notrofil ve
trombosit agregasyonuna yol agar. Bu da karaciger disfonksiyonuna sebep olur.

IR hasarinin erken fazinda TNF-a mediatoriiniin salgilanmasi, kemokinlerin
indiiklenmesine yol agar. Endotelyal kemokinlerin salgilanmasi, nétrofillerin
aktivasyonunu uyarir ve sinilizoidal endotel ile adhezyonunu saglar. Daha sonra
notrofiller hasar gormiis hepatik dokuya yonelirler. Aktive olmus nétrofillerin hepatik
parankima i¢inde birikmesi oksidanlarin ve proteazlarin salgilanmasina yol agar ve buda
hepatik hasara neden olur. IR hasarinda nétrofiller tarafindan aktive olunan NADPH
oksidaz, elastaz ve MPO gibi enzimler ROT kaynaklar: olarak gorev alir. Dokunun
yeniden kanlanmasiyla gelen oksijenin biiyiik kismi, NADPH bagimli oksidazi
aktivleyerek, siiperoksit iyonlarini olusturmaktadir. Akabinde olusan hidrojen peroksit,

notrofillerden salgilanan MPO enzim araciligi ile kloriir iyonlar1 varliginda, hipokloréz
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aside indirgenir. Olusan hipoklordz asit direkt hepatik hasara neden olur ve
antiproteazlarin deaktivasyonunu saglar. Ayn1 zamanda nétrofiller birkag mediatoriin
salgilanmasini indiiklemektedir. Notrofilik graniiller, proteazlar1 ve hidrolitik enzimleri
salgilayarak, hepatik hasara neden olurlar (Lentsch ve ark., 2000).

Interlokin-1 (IL-1), nétrofiller tarafindan ROT’in salgilanlamasini uyarir ve
KH tafarindan salgilanan TNF-o sentezini artirtr. TNF-o SEH’de bulunan intraselliiler
adhezyon molekiili-1 (ICAM-1) ekspresyonunu stimiile ederek nétrofillerin
adhezyonunu, transendotelyal gegisini ve hepatik parankimaya baglanmasini saglar
(bkz., Sekil 4). Ayrica TNF-q, interlokin-6 (IL-6), makrofaj enflamasyon proteini-2
(MIP-2), epiteial notrofil aktive edici protein-78 (ENA78) gibi diger molekiillerin

salgilanmasina neden olur (Peralta ve ark., 2013; Schofield ve ark., 2013).
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Sekil 4. iskemik-reperfiizyon hasarinda postkapiller venlerde goriilen inflamatuar yanit, endotel bagimli

mekanizmalarla aciklanabilir. iskemik- reperfiizyon hasarinda, ksantin oksidaz enziminin
aktivasyonuyla, hidrojen peroksit (H202) ve superoksit (O2) birikir. Buna bagl olarak hiicrede
endotelial nitrit oksit sentaz (eNOS) tarafindan salgilanan nitrit oksitin (NO) azalmas1 goriiliir.
Bu da kompleman aktivasyonuna, depolanmasina; fosfolipaz A2 tafarindan LTB4 ve PAF
iretimine yol acar. Oksidanlar, P-selektinin ekspresyonunu etkileyerek, endotel hiicreleri
tarafindan onceden olusturulmus havuzdan (Weibel-Palade cisimleri) harekete gecen l6kosit
yuvarlanma reseptoriiniin aktivasyonu ve P-selektinin ekspresyonunu saglar. B2-integrinlerin
(CD11/CD18) araciligi ile lokositlerin siki yapigmasi, kompleman aktivasyonu, LTB4 ve PAF
reseptorlerinin indiiklenmesi gergeklesir. Endotel hiicrelerinde l6kositlerin siirekli olarak
yuvarlanmasi ve yapigmasi, oksidan sentezine bagimli, E-selektin ve ICAM-1 gibi, endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan adhezyon molekiillerine baghdir. Endotel hiicreleri ve 16kositler
tarafindan salgilanan oksidanlar, transkripsiyonel faktorlerin indiiklenmesine neden olur
(NFxB). Bu da adhezyon molekiillerden sorumlu olan genler iizerinde etki gdsterir. Iskemi-
reperfiizyon hasarinda olusan enfamatuar yanit, postkapiler venullerin yakininda bulunan, mast
hiicreler ve makrofajlar tarafindan salgilanan mediyatorler ile aktive olur (Carden ve Granger,
2000°den alinmigtir)
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2.3.3. Immiinojenik yamt

Dogustan gelen bagisiklik sistemi patojenlere ve enfeksiydz olmayan doku
hasarma kars1 ilk savunma sistemini saglar ve uyarlanabilir bagisiklik yanit1 baslatir.
Nonparankimal hiicrelerden, 6zellikle KH ve SEH, karacigerde 6nemli dogustan gelen

bagisiklik sisteminin efektor hiicreleridir.

Karaciger iskemi-reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde proenflamatuar
yanitinin rolii 1990'larin basindan itibaren belgelenmistir ve bu hasarda rol alan
hiicrelerin baslica Kupffer hiicreleri, dentritik hiicreler (DH), T lenfositler ve natural
Killer/natural killer T (NK/NKT) bulundugu tespit edilmistir.

KH ve DH "uyaricilara" (hasarlanma iliskili molekiiler bi¢imleri (DAMP) ve
patojen iligkili molekiiler bigimleri (PAMP)) maruz kaldigi zaman, aktive olarak
hiicresel hasara neden olurlar. Sonrasinda proenflamatuar sitokinler salgilanmasi ve

polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) hiicrelerin aktivasyonu gelisir.

Karaciger IR hasarinin patofizyolojisinde KH’nin rolii biiyiik. KH’nin
aktivasyonuyla enflamatuar kaskatlar aktive olarak karaciger dokusuna farkli 16kosit
populasyonlarinin gogii tetiklenir. Ik olarak CD4+ T lenfositler aktive olurlarlar ve
reperfiizyondan sonra karaciger parinkiminde hizla toplanirlar. Uyarlanabilir bagisiklik
tepkilerinin baslatilmasma ek olarak, T hiicreleri hepatik nétrofil alimini arttirir ve

boylece doku hasar1 gelisir.

Karaciger IR hasarinda T lenfositlerin karacigere antijenik veya nonantijenik
mekanizlarala baglanmalar1 tam olarak aydinlanmamistir. Bazi ¢alismalar temel doku-
uygunlugu bileseni Il (MHC 11) bloke edici antikorlarin hepatik IR sonras1 serum ALT
tizerinde higbir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Ayni zamanda antijen bagimli
aktivasyona da ugrayabilen, hem siniizoidal endotel hiicreleri hem de iskemi sirasinda
aktive olan hepatik DH antijen sunumu yapabilirler. Hayvan deney modelinde IR
hasarinda CD4+ T hiicrelerin deplesyonuyla olusan karaciger hasarin azaldig

goriilmiistiir (Caldwell ve ark., 2007; Lentsch, 2012)

Hanschen ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada ROT ve proenflamatuar
sitokinlerden TNF-a, IL-6 salgilanmasiyla CD4+ T lenfositlerin aktivasyonu gelistigi
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gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda CD4+ T lenfositlerin KH’nin aktivasyonunu arttirdigini

gOrilmusrtiir.

Karaciger iskemi-reperfiizyon hasarimin patofizyolojisinde Toll benzeri
reseptorlerin 4 (TLR4) aktivasyonu uyarilmakatdir. Hipoksiye ve enflamasyona maruz
kalmis hepatik hiicrelerden salgilanan yiiksek mobiliteli grup boks 1 (HMGBL1) proteini,
nonparankimal TLR4 reseptorii i¢in ana hedeftir. Ayn1 zamanda karaciger iskemi-
reperfiizyon hasarinda, Toll benzeri reseptorleri 3 ve 9 (TLR9 ve TLR3) reseptorlerin
rolii oldugu iddia edilmektedir (Walsh ve ark., 2009; Zhai ve ark.,2011; Lu ve
ark.,2016; Suyavaran ve Thirunavukkarasu, 2017).

2.3.4. Iskemi-Reperfiizyon hasarinda hiicre liimii
Organizmada mevcut olan tiim hiicrelerin belirli bir yasam siireci vardir. Bu
stirecin bitmesi Oliim ile sonlanir. Ayrica hiicrelerin farkli stres faktorlerine maruz

kalmasi, onlarin spontan bir sekilde 6liimiine sebep olur.

Apoptoz,  deoksiribo  niikleik asit (DNA) tarafindan  kontrolli
programlastirilmis hiicre dliimiidiir. Ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan
"yaprak dokiimiine" benzetilmistir. Nekroz ise kontrolsiiz sekilde ilerleyen, DNA

tarafindan diizenlenmeyen bir hiicre 6liimiidiir (Abbas ve Mitchell, 2008).

Karaciger iskemi-reperfiizyon hasariin patofizyolojisinde hem apoptozun hem
de nekrozun rolii vardir. Bu durum nekraptozis olarak adlandirilir. Nekraptozisin
mekanizmasinda mitokondriyal gegirgenlik tranzisyonunun (MPT) ATP iizerine olan
etkisi, apoptozu ve nekrozu belirler (Jaeschke ve Lemasters,2003). Hiicrelerin "mini-
fabrikas1" olan mitokondriler, hiicre i¢i enerji kaynagidirlar (Abbas ve Mitchell, 2008).
Mitokondriyal hasar olustugunda, Mitokondriyal Gegirgenlik Tranzisyon Gozenegi
(MPTP) olarak adlandirilan ve yiiksek iletkenliye sahip olan bir kanal olusur. Bu
kanalin aktivasyonu, mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak oksidatif
fosforilasyonun bozulmasina yol agar. Bdylece intraseliiler kalsiyum artigi, ATP’az
enzim aktivasyonunu tetikleyerek ATP kaybini hizlandirir (bkz., Sekil 4.). MPT’nin
artmasi1 hiicreyi apoptoza yonlendirir (Go ve ark., 2015). Yani hepatositlerde MPT
aktivasyonu sonrasinda, ATP yliksek oldugu zaman apoptotik hiicre oliimii, azaldigi
zaman ise nekrotik hiicre 6limii gergeklesir (Jaeschke ve Lemasters, 2003; Casillas-
Ramirez ve ark., 2006).
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Sekil 5. Mitokondriyal gecirgenlik tranzisyonunun (MPT) semasi- nekraptozis bagimli olaylar. iskemi-
reperfiizyon, 6liim reseptdrlerinin aktivasyonu, mitokondriyal Ca*? iyonlarmin ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) artist MPT nun baslangicini tesvik eden bazi olaylardardir. Eger MPT
baslangici zamani nispeten az sayida mitokondride ortaya ¢ikiyorsa, organeller lizozomal
sindirim i¢in otofagozomlara tutulurlar, bu islem hasar gérmiis ve potansiyel olarak toksik olan
mitokondriler ortadan kaldirir. MPT'de daha fazla mitokondriye rastlandiginda ise
mitokondriyal sisme, dis zar kopmasi ve sitokrom ¢ salinmasi gergeklesir. Glikolizden ve tam
bozulmamis mitokondrilerden saglanan ATP, sitokrom c, asagi dogru kaspazlar1 ve diger
apoptoz yikici enzimlerini aktive eder. MPT baslangici ani oldugunda ve ¢ogunlukla
mitokondri kapsadigi zaman, ATP’nin fazla tilkenmesi kaspaz aktivasyonunu bloklar. ATP
titkenmesi glisin duyarli organik anyon kanalinin agilmasina neden olur, sonug¢ olarak plazma
membran ruptiirii ger¢ekleserek ve nekrotik hiicre 6limii gergeklesir. Apoptotik signalizasyon
zaman1 ATP tiikenerek sekonder nekrozis gozlemlenebilir. CsA, siklosporin A (Jaeschke ve

Lemasters, 2003’den alinmistir)
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2.4. Silymarin

Silymarin, Asteraceae familyasina ait bir bitkidir. Cesitli flavonoliganlar (ana
maddesi Silybin) igeren Silymarin, son on yilda karaciger tedavisi i¢in bitkisel bir ilag
olarak ilgi goérmistir. Silymarin = Silypum marianum (devedikeni) bitkisinin
tohumlarindan ekstrakte edilmektedir. Giiniimiizde standartlastirilmis SM ekstrakti,
yaklasik olarak %65-80 flavonoliganlar izomerleri (Silybin A ve Silybin B, Izosilybin
A, Izosilybin B, Silikristin ve Silydianin), geri kalan1 %20-35 yag asidi ve polifenolik
yapida bilesikler igerir (bkz., Sekil 6.). Silybin, kapali formiilii C2sH22010, 1959'da
flavonoliganlar olarak adlandirilan yeni bir dogal bilesik ailesinin ilk {iyesi olarak
bulunmustur (Surai, 2015). Daha ¢ok karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda kullanilan
SM, uzun yillardir toksin ve mantar zehirlenmeleri, bdcek 1siriklar1 ve yilan

sokmalarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Rambaldi ve ark., 2005).
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(5) Silychristin (6) Isosilychristin

(7) Silydianin (8) Taxifolin

Sekil 6. Milk Thistle ekstraktinin kimsyasal bilesikleri (S.Marianum). Bu sekiz bilesikler ticari olarak
Silymarin adiyla mevcut olan, Milk Thistle ekstraklarinda tespit edilmigtir. Her bir ekstratin
icerigi tabloda siralanmustir: Flavonoligan bilsiklerin yedisinin M.A. 482,1. Taksifolin
(Dihydroquerceti) ticari SM firlinlerinde belirlenen tek flavonoiddir. Daha once tek bir bilesik
oldugu diisiiniilen Silibinin, su an 1:1 diastereomer karisimindan (Silybin A ve Silybin B'nin)

oldugu bilinmektedir (Davis-Searles ve ark.,2005’den alinmustir)
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2.4.1. Farmakokinetik

Yapilan bazi hayvan deney modellerinde SM’nin oral yolla verildikten sonra
emiliminin daha az oldugu gosterilmistir. Emilim orani ratlarda yaklasik %0,95 olarak
goriilmiistiir (Surai, 2015). Yapilmis bagka bir c¢aligmada, ratlarin oral SM
uygulanmasindan sonra, Safrada SM miktar1 yaklasik % 2-3 oraninda oldugu tespit
edilmigtir. Yan1 sira plazmada pik konsantrasyonuna 4-6 saat sonra ulastigi ve
yarilanma omrii 6-8 saat oldugu bulunmustur. SM karacigerde konjugasyona ugrayarak
safraya atilir ve hidroliz edildikten sonra bagirsak florasindan tekrar emilir. Buna
SM’nin enterohepatik dolagimi denir. Bir kismi ise idrarla atilir (Fraschini ve ark.,
2002). Hayvan deney calismalarinin sonuglarina dayanarak, SM‘nin akut toksitesi

diisiik oldugu ve iyi tolere edildigi gozlenlenmistir (Dixit ve ark., 2007).
2.4.2. Antioksidan ozellikleri

Yapilan bir ¢cok hayvansal ve insan kaynakli ¢aligmalarda endojen ve ekzojen
nedenlerle olusan oksidatif strese karsi SM’nin antioksidan etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (Fraschini ve ark., 2002).

SM’nin antioksidan 6zellikleri su yollarla agiklanmaktadir. Bunlar:

a) Serbest radikal siipiiriicii etki gosterir.

b) Prooksidan enzimlerin aktivitesini azaltir, mitokondriyadaki elektron transport
zincirinin  etkinligini arttirir, elektron kacgaklarini azaltir ve siliperoksit
olusumunu engeller.

€) Hiicrede lokalize oksijenin konsantrasyonunu azaltir, serbest radikal tiretimin
inhibisyonu saglar.

d) Hiicrenin optimal redoks durumunu korur; ¢ogunlukla Nrf2 ve NF-kB'yi igeren
transkripsiyon faktorlerini indiikleyerek, antioksidan aktivasyona neden olur.

e) Strese maruz kalmis hiicrelerde, koruma saglayan bir g¢esit vitagenin (Is1 Sok
Proteini (HSP), tioredoksin vb.) ekspresyonunu arttirir.

f) Metal iyonlarinin selatlanmasini saglar.

g) Hasar gormiis  molekiillerin tamiri ve uzaklagtirilmasinda (DNA tamir

enzimleri, saperonlar ve baskalar1) gorev alir (Surai ve ark., 2015).
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2.4.3. Etki mekanizmalari ve fonksiyonlari

SM karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve oldukga iyi arastirilmig
bir bitkisel ekstrakttir. Viral hepatit, toksik hepatit, karaciger yaglanmasi, siroz, iskemik
hasar ve radyasyon toksisitesinde giiglii antioksidan ozelligi oldugu kanitlanmistir
(Abenavoli ve ark., 2010). SM’nin antienflamatuar, proapoptotik, antikarsinojenik,
antiviral, antifibrotik, antianjiojenik, hepatoprotektif, gastroprotektif, kardioprotektif,

noroprotektif ve vasodilator 6zellikleri arastirilmigtir (Demir M. ve ark., 2013).

| Steroid yapll &0 |' DNA ve RNA sentezi | e | 7 Karaciger hiicrelerinin rejenerasyonu

Hepatositlcrin dig membran alterasyonu ¢ | Ksenobiyoniklerin hiicre icine girisi

Ornek:
Amanita zehirlenmesi

Serbest radikal siipiiriiciisii|+ | Hiicre Glutatyon icerigi ¢ | Lipid peroksidasyonu

Hiicre membran trasporterlerinin ve reseptérlerinin dtgigktuligi|° OATP | |BSEP

Sekil 7. Silymarinin farkli etki mekanizlari: Steroid bir yapiya sahip oldugundan dolayi, DNA ve RNA
sentezini arttirarak, karaciger hiicrelerinin rejenerasyonunu arttirir. Hepatositlerin dis membran
yapisint  degistirerek, ksenobiyotiklerin hiicre i¢ine girmesini Onler (6rnek: Amanita
zehirlenmesi). Serbest radikalleri siipiirerek, hiicre glutatyon igerigini arttirir, lipit
peroksidasyonunu inhibe eder. SM’nin diger etki mekanizmasi da, ABC tasiyicilart (P-gp),
organik anyon uptake tastyici peptidleri (OATP), safra tuzu eksport pompas: ve TNF-a'ya baglh
trasporterler ve reseptorler gibi hiicre zarlarinin tagiyicilarini ve reseptorlerini modifiye etmektir

(Karimi ve ark., 2011°den alinmustir)
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SM ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, prostat, bobrek, meme kanser
hiicrelerinde mitojenik sinyal yolagim1i ve hiicre dongii siklisiinii  baskiladigi
gosterilmistir.  Ayrica siklooksijenaz ve ornitin dekarboksilaz gibi enzimlerin
aktivitesini indiikledigi ve proliferasyonu baskiladigi gozlemlenmistir (Kren ve
Walterova, 2005).

In vitro ¢alismada, SM’nin (20 uM'de ) diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu diisiirdiigii ve hidroksil radikal olusumunu engelledigi teyit edilmistir
(Varga ve ark., 2006).

Ratlarda cisplatin uygulanmasi sonrasi, olusan nefrotoksisitede SM’nin
glomeruloprotektif ve nefroprotektif etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Bokemeyer ve
ark., 1996).

Insan umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) ile yapilan ¢alismada SM’nin
vaskiiler endotel biiyiime faktoriinii (VEGF) baskilayarak, antianjiojenik etki gosterdigi
kanitlanmustir (Jiang ve ark., 2000).

Insan melanoma hiicrelerinde (A37 5 ve Hs 294t) SM’nin hiicre
proliferasyonunu baskiladigi, tiimor hiicrelerini apoptoza ugrattigi ve hiicre dongii
sikliisii proteinlerinin tlizerine degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Bdoylece
SM’nin insan melanoma hiicreleri tlizerinde kemoterapotik bir etkiye sahip olabilecegi

diistiniilmektedir (Vaid ve ark., 2015).

SM ile yapilan bir¢cok caligmada lenfositlerin proliferasyonunu sagladigi,
interferon-y (iIFNy), interlokin-4 (iL-4) ve interlokin-10 (IL-10) gibi sitokinleri
indiikledigi, yani sira TNF-o’nin, NO’nun, interldkin-6"n1 (IL-6) ve interelokin-1’in (IL-
1) regulasyonunu sagladigi izlenmistir. Boylece antienfamatuar etkiye sahip oldugu

kanitlanmistir (Rainone F., 2005).

Yapilan hayvan deney ¢alismalarinda SM’nin, hasar gérmiis hepatik hiicrelerin
tizerine etkisini rejeneratif etkili olan RNA polimeraz I’in stimiilasyonunu ve protein
sentezini arttirarak gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda DNA sentezinin lizerinde

aktive edici etkiye sahip oldugu agiklanmistir (Abenavoli L. ve ark., 2010).
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2.4.4. Hepatoprotektif etkisi

SM’nin  hepatoprotektif etkisi birkag mekanizmaya dayanmaktadir.
Antioksidan etki gostererek lipid peroksidasyonunu 6nlemesi ve glutatyonun hiicre igi
dengesini korumasi, agiklanabilir en 6nemli mekanizmalardir. Bundan baska hiicre
membran stabilizasyonunu ve permeabilitesini diizenleyerek, hiicreyi ksenobiyotik
hasara karst korur (Fraschini ve ark., 2002). Ratlarda yapilan ¢alismada Karaciger
fibrogenezinde rol alan stellat hiicrelerinin miyofibroblastlara transformasyonunu
azalttig: belirlenmistir. Bu ¢alismada 50 mg/kg giinlik dozda kullanilan SM, kontrol
grubuna gore %30-35 civarinda antifibrotik etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Boigk
ve ark, 1997). Ayrica NF-kB baskilayarak, hepatik stellat hiicrelerinin
miyofibroblastlara doniisiimiinii azalttigi da ortaya ¢ikmistir (Pradhan S.C. ve Girish C.,
2006; Radko ve Cybulski, 2007). Bu etkilerine dayanarak SM karaciger hiicrelerinin
rejenerasyonunu stimiile ederek, daha ¢ok alkolik karaciger, viral hepatitler, siroz ve
karaciger yaglanmasi tedavisinde kullanilmaktadir. SM ve karaciger iizerine ¢aligmalar

yaklasik 30 yildir yapilmaktadir (Kocaman ve Dabak, 2015).

2.5. Glutatyon

1924 yilinda Sir Frederick Gowland Hopkins tarafindan kesfedilmistir (bkz.,
Sekil 8) (Ashtiani ve ark., 2011). GSH ve glutatyonla ilgili enzim sistemleri
viicudumuzdaki en 6nemli protektif antioksidan sistemlerden birisidir (Dringen, 2000).
Ayrica GSH sitotoksik, kanserojen bilesiklerin, reaktif oksijen tiirlerinin
metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda yer almaktadir (Knapen ve ark., 1999).
GSH’1n diger fonksiyonlar:

a) Proteinlerin tizerinde bulunan sistein rezidiilerinin tiyol statiistinii korur.

b) y-glutamil sikliisunu kullanarak sistein rezervlerinin depolanmasini saglar.
¢) Ostrojen, 1dkotrien ve prostaglandinlerin metabolizmasina katilir.

d) Deoksiriboniikleotidlerin sentezinde gorev alir.

e) Proteinlere demir-siilfir katiliminda gorev alir (Shelly, 2013; Aquilano ve
ark., 2014).
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Sekil 8. Glutatyon (Knapen ve ark., 1999°dan alinmustir)

GSH en fazla hiicre sitozoliinde bulunur (%90), mitokondride ise yaklasik %10
civarindadir (Lushchak, 2012; Aquilano ve ark., 2014). Cok az miktarda endoplazmik
retikulumda ve niikleusta bulundugu belirlenmistir (Couto ve ark., 2016). GSH’in
sitoplazma konsantrasyonu hiicre tipine bagli olarak 1-10 mM arasinda degisir ve en
yiiksek karaciger hiicrelerinde bulunur (Wang ve Ballatori,1998; Pastore ve ark.,2003;
Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Atipik tripeptid yapiya sahip olan ve sisteinin aktif siilfidril (tiyol) grubunu
iceren GSH’nun rediikte ve okside formu (GSSG) bulunmaktadir. GSH hiicrede
proteinlere bagli ve serbest halde, yani rediikte formda bulunur. Sitozolde ve
mitokondride GSH/GSSG orani 10:1, fakat endoplazmik retikulumda bu oran 3:1’dir
(Lu, 1999; Lushchak VI., 2012). Oksidatif stres durumlarinda bu dengenin bozuldugu

gosterilmistir (Cnubben ve ark., 2001; Pastore ve ark., 2003).
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Sekil 9. Glutatyon biyosentezinin ilk basamaginda, 2 ATP molekiilii harcayarak, y-glutamilsisteinil
sentetaz enzimin katalize etdigi reaksyon sonucu, y-glutamilsistein olusur. Glutatyon bu
reaksiyonun feedback inhibisyonuna neden olur. Glutatyonun yapisindaki disiilfid bagi

tizerinden okside glutatyon (GSSG) olusumu gergeklesir (Couto ve ark., 2016°dan alinmstir)

Intraseliiler GSH diizeyi birgok enzim tarafindan kontrol edilmektedir. GSH
sentez reaksiyonlarin iginde hiz kisitlayict basamak y-glutamilsisteinil sentetaz
tarafindan diizenlenmektedir (bkz., Sekil 9). Ayn1 zamanda y -glutamiltranspeptidaz (y -
GT), glutatyon sentetaz (GS), glutatyon rediiktaz (GR) , GPx ve aminoasit
transporterleri hiicre i¢i GSH diizeyinin homeostazinda rol almaktadirlar (bkz., Sekil
10) (Cnubben ve ark., 2001).
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Sekil 10. Hiicre igi glutatyonun dolasimi ve regiilasyonu: Rediikte glutatyon diizeyleri de novo sentezi,
yeniden olusan okside glutatyon ve glutatyonun ekstraseliiler araliktan giris ¢ikist ile kontrol
edilir. Sitozolik alanda GSH’nun de novo sentezi gergeklesir ve GSH bagimsiz bir sekilde
mitokondri, endoplazmik retikulum ve niikleus gibi organeller arasinda dagitilir. Oksidasyon
sonrasinda, glutatyon rediiktaz (GR) aktivasyonu ile yeniden GSH olusturulabilir. Antioksidan
olarak hiicre i¢i glutatyon, elektrofiller (R) glutatyon S-transferaz (GST) aktivasyonuyla
reaksiyona girerek konjlige GSR bilesikleri olusturur. GSH hiicre digina ¢ikmak igin spesifik
membran tagtyici olarak Coklu ila¢ Direnci ile iliskili Protein (MRP) ve organik anyon tastyici
polipeptit (OATP) ailesinin bazi iyelerini kullanmaktadir. Transport sirasinda, GSH,
hiicrelerin dis zarinda bulunan y-L-glutamil transpeptidaz (GGT) ve bir dipeptidaz (DP) ile
hidrolize edilir. Son iriinler (glutamat, sistein ve glisin), hiicre i¢i glutatyon sentezi igin

kullanilabilir (Couto ve ark., 2016°dan alinmigtir)

Karaciger, metiyoninden sistein sentezleyen tek organdir. Bu sentez farkli
transporterler araciligi ile plazmaya, safraya ve mitokdriye salgilanmasiyla dengelenir
(Lu, 1999).

Insan eritrositlerinde rediikte GSH’nun yarilanma &mrii 4 giine kadardr.
Ratlarin karacigerinde ise redilkte GSH’nun yarilanma omrii yaklasik 2-3 saattir
(Halliwell ve Gutteridge, 2015).

GSH redoks bagimli hiicre sinyalini diizenler. GPx 80 kD agirliginda, dort

subiinitden olusan tetramerik enzimdir. Yapisindaki her subiinit selenyum igermektedir.
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GPx, Kkatalize ettigi reaksiyonda hidrojen peroksidin ve lipit peroksitlerinin
indirgenmesini saglar ve GSH’nu GSSG’ye doniistiiriir. GR ise Kkatalize ettigi
reaksiyonda kofaktor olarak NADPH kullanarak GSSG’nun GSH’a rediiksiyonu
saglamaktadir (Cnubben ve ark., 2001; Townsen ve ark., 2003).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney hayvanlari
Calismamizda canli agirligi ortalama 300-350 gram civarinda olan toplam 50

eriskin erkek Wistar Albino rat kullanildu.

3.1.2. Kullanmilan cihazlar

a)  Santrifiij cihaz1 (MSE, MISTRAL 3000I, seri no: 5691/02/075, U.K.)

b)  Santrifiij cihazi (Jouan, C4i, seri no: 30411037, France)

c)  Mikro pipetler (Eppendorf 20, 100, 200, 1000, Germany)

d) Benmari (ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, seri no: 3940517,

Jouan, France)

Japan)

U.K.)

e) Benmari (Termal Lab. Aletleri, seri no: 821911, Tiirkiye)
f)  Vorteks VM3 (Windaus, 3392, Germany)
g)  Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no: 300258,

h)  Manyetik karistiririct IKAMAG RH Janke ve Kunkel)
i)  pH metre (Microprosessor pH meter, EDT Instruments RE 357, 702

j)  Dondurucu, -80 °C (NUAIRE Ultra-Low Freezer, Model no: Nu-6420E)
k)  Spektrofotometre cihazi (SHIMADZU, UV-160A)

I)  Distile su cihazi (Ecoro Reverse Osmosis Systems, USA)

m) BioTek SYNERGY 4 Multi- Detection Microplate reader

3.1.3. Kullanilan kimyasallar

a) Tiyobarbiitirik asit (C4HaN20.S, MA:144,1 g/mol, Art:8180, Merck)

b) Glasiyal asetik asit (CH3COOH, %100, MA:60,05 g/mol, 1lt:1.05 kg,
Merck)

c) Sodyum hidroksit (NaOH, MA: 40 g/mol, B639062 016, Merck)

d) Potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO4, MA: 136,09 g/mol, Art: 4871,
Merck)

e) Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO4, MA: 174,18 g/mol, Art: 5101,
Merck)
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f) Trikloroasetik asit (CCI:COOH, MA: 163,39 g/mol, Art:810, Merck)

g) Malondialdehit (C7H1604, MA: 164,2 g/mol, T-1642, Sigma)

h) Hidroklorik asit (HCI, %37, MA: 36,46 g/mol, 11t:1,19 kg, Art:314, Merck)
i) Dimetil Siilfoksit (SIGMA, 1ot#SHBG5286V)

J) Silymarin (Milk Thistle (Silybum Marianum, Solgar, A.S.)

k) L- rediikte glutatyon, (Sigma-Aldrich, lot#021M1811V)

3.2. METOD

3.2.1. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Yaptigimiz deney hayvan galismasi, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26.10.2016 tarih ve 68489742-604.01-E.25477 sayili
onay1 alinarak, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismamizda canli agirligi ortalama 300-350 gram
civarinda olan toplam 50 eriskin erkek Wistar Albino rat kullanildi. Deney hayvanlari
standart laboratuar kosullarinda, musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi. Deney

ortaminda sicaklik 2241 °C olarak sabitlendi.

3.2.2. Calisma gruplari
Her deney grubunda 10 rat olacak sekilde 5 ¢alisma grubu olusturuldu. Bunlar;

1. Kontrol (sham) grubu, (n=10): intraperitoneal yolla %10’luk Dimetil
Siilfoksit (DMSO) iceren serum fizyolojikten 1 ml verildi. Iskemi reperfiizyon

olusturulmadan 6nce sadece batin agildi ve sonra kapatildi.

2. Iskemi-reperfiizyon grubu, (IR grubu (n=10): Hepatik arter, portal ven ve
ekstrahepatik safra duktusuna ayni anda antitravmatik vaskiiler klemp konularak, 30
dk’lik karaciger iskemisi olusturuldu. 30 dk sonra Kklemp acilarak karacigerde

reperfiizyon saglandi. Reperflizyon siiresi 24 saate kadar devam ettirildi.

3. SM-IR (100 mg/kg) grubu (n=10): Iskemi-reperfiizyondan 60 dk &nce
intraperitoneal yolla silymarin verildi. Akabinde grup 2’ye benzer iskemi-reperfiizyon

yapildi.

4. GSH-IR (100 mg/kg) grubu (n=10) : iskemi-reperfiizyondan 60 dk once
intraperitoneal yolla rediikte glutatyon verildi. Akabinde grup 2’ye benzer iskemi-

reperfiizyon yapildi.
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5. (SM+GSH)-IR grubu (n=10): Iskemi-reperfiizyondan 60 dk &nce
intraperitoneal yolla silymarin ile glutatyon birlikte verildi ve grup 2’ye benzer iskemi

reperfiizyon yapildi.

3.2.3. Silymarin cozeltisinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Milk Thistle (Silybum Marianum, Solgar) 1 kapsiilii 80
mg silymarin igerdigi i¢in, 1.25 kapsiil kullanilarak dozu 100 mg olacak sekilde
ayarlandi. Daha sonra %10’luk DMSO igeren 10 mL serum fizyolojikte ¢oziilerek
hazirlandi. SM-IR ve (SM+GSH)-IR grubundaki her bir rata 1 mL igerisinde 100 mg/kg
SM intraperitoneal yolla uygulandi.

3.2.4. Glutatyon cozeltisinin hazirlanmasi

Rediikte glutatyon (L-rediikte glutatyon, SIGMA-ALDRICH), %10’luk DMSO
iceren 10 mL serum fizyolojikte coziilerek hazirlandi. GSH-IR ve (SM+GSH)-IR
grubundaki her bir rata 1 mL igerisinde 100 mg/kg GSH intraperitoneal yolla uygulandi.

Deneysel ¢alismamizda ¢6ziicti olarak kullandigimiz %10 DMSO’nun toksik

etkisinin olmadig teyit edilerek kullanildi (Galvao ve ark., 2014).

3.2.5. Cerrahi islem icin 6n hazirhk

Deneysel galigmamiza baslamadan 12 saat 6nce ratlar a¢ birakildi. Cerrahi
girisim Oncesi, ilk olarak ratlar tartildi ve intraperitoneal yolla 80 mg/kg ketamin
hidroklorit (Ketalar ®; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 3 mg/kg ksilazin (Rompun ®;
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) uygulanarak, anestezi yapildi. Daha sonra anestezi alan
ratlarin insizyon bolgesi tras edildi. Ratlara, sirt iistii pozisyon verildikten sonra, batikon
ile cilt antisepsisi saglanarak, medyan laparatomi uygulandi. Ust orta hat bolgesi daha

az kanama oldugundan dolay1 tercih edildi.

3.2.6. Iskemi reperfiizyon modelinin olusturulmasi

Ik olarak Sham grubumuzda batin acilarak hepatik arter, portal ven ve
ekstrahepatik safra duktusu goriiniir hale getirildi ve baska bir islem yapilmadan batin
kapatildi. Calismamizda olusturdugumuz IR modelinde total hepatik iskemi amaciyla
hepatik arter, portal ven ve safra duktusuna antitravmatik vaskiiler klemp uygulanarak
30 dk iskemi izlendi (bkz., Sekil 11). Yarim saatlik iskemi siiresi doldugunda klemp
kaldirilarak karaciger 24 saate kadar reperfiize edildi. Klemp acildiginda karaciger
dokusunda koyu kahverenginde morarmas:1 fark edildi (bkz., Sekil 12). Klemp
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uygulanmasindan 60 dk once, 3.,4. ve 5. gruplara silymarin (100 mg/kg) , rediikte
glutatyon (100 mg/kg) tek tek ve kombine (SM+GSH, 100mg/kg) halde intraperitoneal

yolla verildi.

Sekil 11. Hepatik arter, portal ven ve safra duktusuna antitravmatik

vaskiiler klemp uygulanmasi

Sekil 12. iskemik karaciger (klempi uyguladiktan 30 dk sonra)

3.2.7. Iskemi siiresinde takip

Yaptigimiz iskemi-reperfiizyon modelinde ratlarda hipotermi olusmamasi
dikkate alinarak on islemler yapildi. Ag¢ik olan peritona once 37 °C’de 1 mL vucut
isisina uyumlu %0,9’luk NaCl verildi. Sivi kaybin1 6nlemek i¢in kesige tek tabaka
halinde dikis atildi. Ayn1 zamanda oda sicakligina dikkat edildi.
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3.2.8. Repertfiizyon siiresinde takip

Iskemi siiresi doldugunda, hepatik pedikiile uyguladigimiz antitravmatik klemp
c¢ikarildi. Ratlarin abdominal bolgesine yaptigimiz insizyon ilk olarak periton 2/0 piester
siitiir ile, sonra ise deri O ipek ile kapatildi. Insizyon bolgesi kapatilmadan énce ratlarin
viicut s1vi kaybii 6nlemek igin intraperitoneal yolla batin igine 37 °C’de 1 mL vucut
isisina uyumlu % 0,9’luk NaCl verildi. Viocid Blue deri spreyi yara iyilesmesi igin
Kullanildi. Ayn1 zamanda antibiotik terapisi yapildi (20 mg/kg/giin Cefuroxime).

Anestezi etkisi gegene kadar ratlarin genel durumu takip edildi.

3.2.9. Sakrifikasyon

Ratlar, sakrifikasyon &ncesi a¢ birakildi. Olusturdugumuz IR modelinde
reperfiizyon siiresi sona geldigi zaman, calisma sonlandirildi. Ratlara anestezi
uygulandi, akabinde 5°lik bir enjektor ile intrakardiyak yolla (bkz., Sekil 14) kan
ornekleri alindi. Kan 0Ornegi alindiktan hemen sonra 1-2 mL serum fizyolojik
intrakardiak yolla verilerek organlarin reperfiizyonu saglandi. Ratlara eksanguinasyon
metodu ile 6tanazi yapildi. Devaminda patolojik inceleme i¢in karaciger dokusu alindu.
Patolojik inceleme i¢in alinan karaciger dokusu uygun miktarda %10’luk formaldehit
igeren plastik tiiplere konuldu (bkz., Sekil 13). Biyokimya tiipiine alinan kan érnekleri
3000 g’de +4 °C’de, 5 dk santrifiij edildi. Aldigimiz serum ornekleri ¢alisma giliniine
kadar -80 °C’de saklandi.

Calismamiz i¢in gereken Ornekleri aldiktan sonra, ortaya ¢ikan tibbi atiklar

Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar Birimi’nin kurallarma gére imha edildi.

Sekil 13. %10’luk formaldehit igerisinde karaciger doku drnegi
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Sekil 14. Kalpten kan 6rneklerinin alinmast

3.2.10. Serumda ALT, AST ol¢iimii

Biyokimyasal parametrelerden karaciger fonksiyon testlerinin (ALT, AST)
dlciimleri OMU Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi rutin Biyokimya
laboratuvarinda, Cobas 6000 C501 otoanalizériinde spektrofotometrik yontem ile
dlgiimleri yapildi. Olgiim yaptigimiz giin analizlerin tekrarlanabilirlik degerleri calisma

icin uygun olarak tespit edildi (%CV < 2).

3.2.11. Serumda MPO o6l¢iimii
Serum MPO diizeyleri ELISA yontemi (YLBiont Rat myeloperoxidase, MPO)
ELISA Kit; Cat No: YLAO046RA) ile 6l¢iildii.

Bu kitin test prensibi: Serum 6rnekleri MPO antikorlar ile kapli kuyucuklara
pipetlendi. Bu antikorlara baglanan serumdaki MPO enziminin {izerine biotin ile isaretli
MPO antikorlari ilave edildi. Olusan bu komplekse HRP-konjugat streptavidin eklendi.
Kompleks Kromojen A ve Kromojen B ile olusan rengin yogunluguna gére MPO

diizeyini belirlendi.
MPO serum ELISA protokolii:
1. Standartlar hazirlandi.

2. Standart kuyucuguna 50 pl ve 50 ul streptavidin-HRP pipetlendi. Ornek
kuyucuguna 40 pl 6rnek serumu ve 10 pl biotin ile isaretli MPO antikorlar1 eklendi. Bu
asamada blank kuyucugu bos birakildi.

3. Plate 1 saatlik 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
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4. Inkiibasyon sonras1 ELISA Washer cihazinda 5 kere yikandh.

5. Tim kuyucuklara (blank, standart, dérnek) 50 pl Kromojen A ve 50 pl

Kromojen B eklendi.
6. Plate 10 dk’lik 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga enzimatik reaksiyonu durdurmak igin 50
ul stop soliisyonu eklenerek, iyice karistirildi. 10 dk igerisinde absorbanslart 450 nm

dalga boyunda okutuldu.

Hesaplama: Seri diliisyonla hazirlanan standartlar, blank ve serum 6rneklerinin
konsantrasyonlart BioTek SYNERGY 4 Multi- Detection Microplate reader cihazinda,
MPO Gen5™ programi kullanilarak hesaplandi.

Absorbans

- MPO standart (ng/mL) '

Name Formula A B Cc D R*
Y = (A-
Curved | Dy(1+x/Cy*B) | 0,0844 2,5 16,2 2.75 0,997
+ D

Sekil 16. MPO kalibrasyon grafigi

3.2.12. Serumda TBARS olciimii

Calismamizda lipit peroksidasyon diizeyini 6lgmek i¢in, Singh ve ark. (2000)
tarafindan tarif edilen tiyobarbitiirik asid-reaktif substanslar1 (maddeleri) (TBARS)
metodu kullanildi. Kullandigimiz spektrofotometrik yontem, lipid peroksidasyonunun
tiriinlerinden olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asidin reaktif iriinlerinin

reaksiyona girmesine dayanir.
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Reaktif ve standartlarin hazirlanmasi:

1. Tiyobarbitiirik asit (TBA): 52 mM, pH: 2,1
0.748 g TBA tartilip, IM 60 mL glasiyal asetik asit igerisinde ¢ozildi ve
NaOH ile pH’s1 2.1°e getirildi. Hacim balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

2. Tampon ¢ozelti: KH2PO4-K2HPO4, 100 mM, pH: 7,4

6,804 g KH2POs ve 8,75 gr KHPOs tartildi, bir miktar distile su ile
¢oziildiikten sonra, NaOH ile pH 7,4’e getirildi ve ¢ozelti miktar1 balon jojede 500

mL’ye tamamlandi.
3. Standart MDA: 10 umol/L

6M olan ana stoktan 16,6 ul alind1 ve distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
1000 pumol/L olan soliisyondan kullanimdan hemen 6nce 1/100 diliisyon yapilarak ve 1
ml stok soliisyonu hazirlandi. Elde edilen 10 umol/L stoktan seri diliisyon ile 5; 2.5;

1.25; 0.625; 0.312; 0.156 umol/L olacak sekilde standartlar hazirlandi.
4. Trikloroasetikasit (TCA): %30’luk

30 gr TCA tartildi ve bir miktar distile suda ¢6ziildii. Cozelti miktar1 balon
jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Test prensibi:

Calismamizda buharlasmay1r onlemek i¢in vidali kapakli tiipler kullanildi.

Kullanilan prosediir tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Tiyobarbitiirik asit reaktif tirlinleri diizeyi tayini

Numune | Standart | Blank
Serum 200ul
Standart - 200ul
Deiyonize su - - 200ul
Tampon 800yl 800p1 800ul
TCA 250ul 250ul 250ul
TBA 250ul 250ul 250ul
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Serum ve reaktifler vortekslendikten sonra, 45 dk 80 °C’de su banyosuna
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi doldugu zaman, drnekler oda 1sisinda 10 dk
3000 rpm’de santrifiij edildi. Numunelerin absorbanslart 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (SHIMADZU, UV-160 A) 6lgiildii. Standartlarin konsantrasyonlarinin
absorbanslarina boliinmesiyle elde edilen kalibrasyon grafigi ile lineer regresyon analizi
(y=13,47x-0,523) yapildi. Orneklerdeki TBARS miktar1 pmol/L olacak sekilde

hesaplandi.
| 6 O 5
3 7 >
/’//7//

»| ¢ S
Bl ; i
.81 B & )
= 2 —
<3
D | _®
ol 1 P
& o ) S a8 ;

pFDO 0100 0200 ., 0300 0400 0,300

TBARS standart (umol/L ) y=13.47x-0,523
R=0,979

Sekil 15. TBARS kalibrasyon grafigi

3.2.13. Serumda TNF-a 6l¢iimii
Serum TNF-a diizeyleri ELISA yontemi (YLBiont Rat tumor necrosis factor
TNF-0, ELISA Kit; Cat No: YLAO118RA) ile 6lgiildii.

Bu kitin test prensibi: Serum 6rnekleri TNF-a antikorlari ile kapli kuyucuklara
pipetlendi. Bu antikorlara baglanan serumdaki TNF-a enziminin {izerine biotinlenmis
TNF-a antikorlar1 ilave edildi. Olusan bu komplekse HRP-konjugat streptavidin
eklendi. Kompleks Kromojen A ve Kromojen B ile olusan rengin yogunluguna gore
TNF-a diizeyi belirlendi.

TNF-a serum ELISA protokolii:

1. Standartlar hazirlandi.
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2. Standart kuyucuguna 50 pl ve 50 pl streptavidin-HRP pipetlendi. Ornek
kuyucuguna 40 pl 6rnek serumu ve 10 pl biyotinlenmis TNF-a antikorlar1 eklendi. Bu

asamada blank kuyucugu bos birakildi.
3. Plate 1 saatlik 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
4. Inkiibasyon sonras1 ELISA Washer cihazinda 5 kere yikandh.

5. Tim kuyucuklara (blank, standart, 6rnek) 50 pl Kromojen A ve 50 pl

Kromojen B eklendi.
6. Plate 10 dk’lik 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga enzimatik reaksiyonu durdurmak igin 50
ul stop soliisyonu eklenerek, iyice karistirildi. 10 dk igerisinde absorbanslari

450 nm dalga boyunda okutuldu.

Hesaplama: Seri diliisyonla hazirlanan standartlar, blank ve serum 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 BioTek SYNERGY 4 Multi- Detection Microplate reader cihazinda
ATNF-a ELISA Gen5™ programi kullanilarak hesaplandi.

Absorbans

TNF-a standart (ng/L)

Name Formula A B8 (= D R* I

Y = (A- |

Curve3 | DV(1+QXUC)*B) | 0,107 | 0.893 826 6.01 0.999 I
+ D

Sekil 17. TNF-a kalibrasyon grafigi
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3.2.14. Histopatolojik degerlendirme

Karaciger doku ornekleri %10’luk nétral, tamponlanmis formaline fikse edildi
ve parafine gdmiildii. Orneklerden 4 mikron kesit almarak, Hematoksilen Eozin (H&E)
boyasi ile boyandi, akabinde 151tk mikroskopisi (Olympus Optical Co, Osaka, Japan)

altinda enflamasyon ve doku hasari incelendi. Orneklerin fotograflar1 kaydedildi.

Sintizoidal konjesyon, hepatosit nekrozu, hepatositlerde sisme (balonlagsma
dejenerasyonu) Suzuki skorlama sistemine gore degerlendirildi (Suzuki ve ark.,1991,

Nong ve ark., 2016). Bu skorlama sistemine gore:

a) Nekroz, konjesyon, hepatositlerde sisme ve portal enflamasyon hi¢ yoksa skor
«»

b) Minimal konjesyon, tek hiicre nekrozu ve sisme varsa skor <’1”’

c) Hafif konjesyon , < % 30 nekroz veya sigsme varsa skor “’2”’

d) Orta derecede konjesyon, < % 60 nekroz veya sigsme varsa skor <’3”’

e) Siddetli derecede konjesyon , > % 60 nekroz veya sisme var ise skor <’4”’

olarak alindu.

3.2.15. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Istatistiksel sonuglart OMU Tip Fakiiltesi Halk-Sagligi Anabilim Dalinda IBM
SPSS Statistics 22.00 programi kullanilarak degerlendirildi. Gruplardaki degerlerin
normal dagilima uygunlugunu degerlendirmek igin Shapiro Wilks testi kullanildi.
Normal dagilim gostermedigi i¢in, nonparametrik testlerden ikiser grup
karsilagtirilmasinda medyan deger kullanildi ve karsilastirma igin Mann-Whitney U testi
yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p< 0.05 alindi. Elde ettigimiz degerler

medyan (min-max) seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz iskemi-reperfiizyon hayvan deney modelinde (Sham, IR, SM-IR,
GSH-IR, (SM+GSH)-IR gruplar1) elde ettigimiz serum Orneklerinde: hepatoselliiler
hasar belirteclerinden ALT ve AST aktiviteleri; oksidatif stres belirtegleri (marker)
MPO ve TBARS diizeylerini ve enflamasyon belirteclerinden TNF-a diizeylerinin
Ol¢timleri yapildi. Ayn1 zamanda karaciger dokusu histopatolojik olarak incelendi. Daha
sonra kullandigimiz maddelerin (SM ve GSH) hepatoprotektif olup olmadigi dair

verilerin istatiksel analizi yapildi. Istatistiksel olarak p< 0.05 olan deger, anlamli olarak
kabul edildi.

4.1. Gruplarda serum ALT aktiviteleri

Sham grubu ile IR grubunun serum ALT aktiviteleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptandi (p< 0.001). Sham grubu ile karsilastirildiginda ilag
uygulanan SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarmin hepsinde serum ALT
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1 (p< 0.001). IR grubu ile
ila¢ uygulanan SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarmin hepsinde serum ALT
aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand: (p< 0.001). SM-IR
grubu ile GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi. GSH-IR grubu ile (SM+GSH)-IR grubunun serum ALT aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (bkz., Sekil 18, Tablo 2).
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Sekil 18. Calisma gruplarinda serum ALT aktiviteleri

4.2. Gruplarda serum AST aktiviteleri

Sham grubu ile IR grubunun serum AST aktivitesi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptandi (p< 0.001). Sham grubu ile karsilagtirildiginda ilag uygulanan
SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarinin hepsinde, serum AST aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p< 0.001). IR grubu ile ilag uygulanan
SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarinin hepsinde serum AST aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1 (p< 0.001). SM-IR grubu ile GSH-IR ve
(SM+GSH)-IR gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi. GSH-
IR grubu ile (SM+GSH)-IR grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (bkz., Sekil 19, Tablo 2).
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Sekil 19. Calisma gruplarinda serum AST aktiviteleri

4.3. Gruplarda serum MPO diizeyleri

Sham grubu ile IR grubunun serum MPO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir artis saptandi (p= 0.002). Sham grubu ile ila¢ uygulanan SM-IR, GSH-IR ve
(SM+GSH)-IR gruplariin hepsinde serum MPO diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli azalmalar saptanmadi. IR grubu ile GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarinin
serum MPO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1 (p=0.005,
p=0.019). Fakat IR grubu ile SM-IR grubunun serum MPO diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmadi. SM-IR grubu ile GSH-IR ve
(SM+GSH)-IR gruplarmin serum MPO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi. GSH-IR grubu ile (SM+GSH)-IR grubunun serum MPO diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (bkz., Sekil 20, Tablo 2).
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Sekil 20. Calisma gruplarinda serum MPO diizeyleri

4.4. Gruplarda serumda TBARS diizeyleri

Sham grubu ile IR grubunun serum TBARS diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artig saptanmadi. Sham grubu ile ilag uygulanan SM-iR, GSH-IR ve
IR-(SM+GSH) gruplarmin serum TBARS diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptand1 (p< 0.001, p=0.001, p< 0,001). IR grubu ile karsilastirildiginda SM-IR,
GSH-IR ve IR-(SM+GSH) gruplarinin serum TBARS diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli azalmalar saptand: (p< 0.001). SM-IR grubu ile GSH-IR ve (SM+GSH)- IR-
GSH grubu ile (SM+GSH)-IR grubunun serum TBARS diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (bkz., Sekil 21, Tablo 2).
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Sekil 21. Calisma gruplarinda serum TBARS diizeyleri

4.5. Gruplarda serumda TNF-a diizeyleri

Sham grubu ile IR grubunun serum TNF-o diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptand: (p< 0.001). Sham grubu ile ila¢ uygulanan SM-IR,
GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarmin hepsinde serum TNF-a diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptanmadi. IR grubu ile SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR
gruplarin serum TNF-o diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptand1 (p= 0.003, p< 0.001, p< 0.001). SM-IR grubu ile GSH-IR ve (SM+GSH)-IR
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. GSH-IR grubu ile
(SM+GSH)-IR grubunun serum TNF-a diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark saptanmadi (bkz., Sekil 22, Tablo 2).
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Sekil 22. Caligsma gruplarinda serum TNF-a diizeyleri
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Tablo 2. Her bir grupta belirlenen parametrelerin median (min-max) degerleri

Parametreler
Gruplar
(n=10) ALT AST MPO TBARS TNF-a
(U/L) (U/L) (ng/mL) (pmol/L) (ng/L)
Sham 39,00 108,00 13,39 2,19 76,12
(36,00-58,00) (83,00-166,00) (10,50-17,74) (0,94-3,76) (50,61-98,80)
iR 1904,00 1469,00 21,07 2,56 160,10
(963,00- (933,00- (14,11-37,10) (2,2-457) | (89,69-251,50)
6644,00) 8492,00)
SM-IR 255,00 519,00 17,45 0,86 56,21
(97,00-918,00) | (163,00-947,00) | (10,00-27,56) (0,50-1,08) | (32,05-185,50)
GSH-IiR 520,00 652,00 13,62 0,94 69,69
( 245,00-916,00) (457,00- (11,51-22,37) (0,66-1,21) | (54,12-102,70)
1352,00)
(SM+GSH 370,00 671,00 13,62 0,88 77,65
)-iR (215,00- (478,00- (10,42-37,12) (0,54-1,01) | (57,93-106,46)
1005,00) 909,00)
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4.6. Karaciger dokusunun histopatolojik bulgular:

Sik kullanilan Suzuki skorlama sistemine gore her grupta karaciger dokusu
kesitleri degerlendirildi (Suzuki ve ark.,1991, Nong ve ark., 2016). Sham grubundaki
incelenen karaciger dokusu Kkesitlerinde diizenli lobular goriintiiye sahip belirgin
konjesyon, enflamasyon ve hiicresel sisme icermeyen hepatik dokusu izlenmektedir
(bkz., Sekil 24). IR grubunda karaciger parankiminde ¢ok sayida enflamatuar hiicreler
ile ¢evrili hepatositler, belirgin konjesyon gdzlenmistir (bkz., Sekil 25). SM-IR
grubunda santral ven c¢evresindeki hapatositlerde hafif vakuoler dejenerasyon
goriilmektedir (bkz. Sekil 26). GSH-IR grubunda hafif konjesyon gériilmektedir (bkz.,
Sekil 27). (SM+GSH)-IR grubunda hafif konjesyon ve siniizoidal dilatasyon igeren
karaciger parankimi izlenmektedir (bkz., Sekil 28).

Suzuki skorlama sonugu elde ettigimiz total skor verilerinin gruplar arasi
karsilastirdigimizda (bkz., Sekil 23, Tablo3, 4), Sham grubu ile IR grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli artig saptandi (p< 0,001). Sham grubu ile ila¢ uygulanan SM-
IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. IR grubu ile ilag uygulanan SM-IR, GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplar
arasinda istatiksel olarak azalma saptandi (p< 0,001, p= 0,013, p= 0,002). SM-IR grubu
ile GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplarmi karsilatirdigimizda istatiksel olarak anlamli
fark saptanmadi. Aym zamanda GSH-IR ve (SM+GSH)-IR gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli fark saptanmadi.
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Sekil 23. Her bir grupta incelenen karaciger total histopatolojik skorlar

Tablo 3. Her bir grupta incelenen karaciger total histopatolojik skorlarim median (min-max) degerleri

Gruplar
Sham iR SM-iR GSH-IR (SM+GSH)-iR
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Histopatolojik
skorlama 1(1-2) 4 (2-8)? 1,5(1-2)° 2 (1-4)° 1(1-3)°

a: Sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p< 0.05)

b: IR grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p< 0.05)
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4.7. Karaciger dokusunun histopatolojik goriintiileri

Sekil 24. Sham grubunda diizenli lobular gériintiiye sahip belirgin konjesyon, enflamasyon ve hiicresel
sigsme igermeyen karaciger dokusu, H&E X200

Sekil 25. iR grubunda ¢ok sayida enflamatuar hiicreler ile cevrili hepatositler, belirgin konjesyon igeren

karaciger parankimi (beyaz oklar enflamatuar hiicreler, siyah ok konjesyon), H&E X400
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Sekil 26. SM-IR grubunda santral ven gevresindeki hepatositlerde hafif vakuoler dejenerasyon (siyah ok)
ve konjesyon igeren Karaciger parankimi, H&E X400

Sekil 27. GSH-IR grubunda hafif konjesyon (siyah oklar) igeren karaciger parankimi, H&E X200
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Sekil 28. (SM+GSH)-IR grubunda hafif konjesyon ve siniizoidal dilatasyon iceren Karaciger parankimi,
H&E X200
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Tablo 4. Karaciger dokusunun histopatolojik skorlamasi

Toplam skor

Nekroz

Hidropik sisme

Konjesyon

=10)

Sham (n

10
iR (n

=10)

10

SM-iR (n

=10)

10

GSH-iR (n

=10)

10
(SM+GSH)-iR

(n=10)

10
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5. TARTISMA

Karaciger IR hasar1, karaciger cerrahi girisimleri sirasinda kan akisinin kismen
veya tamamen kesilmesine bagl olusan komplikasyonlardan birisidir. Bir organin iR

sirasinda olusan hasarina karsi koruma amacli 6n tedavi uygulanabilir.

Karaciger IR hasarina kars1 karaciger parankimal dokusunu koruma amaci ile
bircok farmakolojik ajanlarin arastirilmast giincellik kazanmistir. Bu ajanlar arasinda
karnozin, parikalsitol, tert-butilhidroguonin, apigenin, melatonin, askorbik asit, a-lipoik
asit ve digerleri yer almaktadir (Deng ve ark, 2016; Tsaroucha ve ark., 2016; Cannistra
ve ark., 2016; Fouad ve ark., 2017; Kim ve ark., 2017).

Son yillarda ise SM’in teropotik ajan olarak farmakolojik etksi, farkli hastalik
durumlarinda, o6zellikle karaciger hastaliklarinda tedavi edici rolii olducka dikkat
¢ekmektedir. SM’nin birgok etkiye sahip olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Bunlar;
antioksidan, hepatoprotektif, antienflamatuar, antifibrotik, proapopitotik, antikarsinojen,
antidiabetik, antihepatotoksik etkileri kapsamaktadir. Ayrica hiicresel canliligi arttirdigt,
mitokondriyal biutiinligii sagladigi, oksidatif stresi azalttigi, apoptozis ve hiicresel
nekrozu azalttigina dair arastirmalar mevcuttur (Bahmani ve ark., 2015; Federico ve
ark., 2017).

GSH, hiicre fonksiyonlar1 ve hiicre hayatta kalmasi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Toksik karaciger, kronik viral hepatitler, kronik alkolkolik hepatitler, steatohepatitt ve
farkli kanser hiicreleri tizerinde GSH etkisi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Forman

ve ark., 2009; Yuan ve Kaplowitz, 2009; Wu ve Batist, 2013).

Yapilan bir ¢calismada SM’nin etkin bir antioksidan fonksiyonu ilisiginde, 40
dk.’lik  karaciger iskemi Oncesinden intraperitoneal yolla SM (100 mg/kg)
uygulanmstir. iskemi grubundaki ratlarda IR hasar1 %70 iken, tedavi verilen gruplarda
%25 oldugu saptanmustir. Ayrica IR grubu ile kiyaslandiginda serum ALT ve AST
degerleri de SM verilen grupta azalmistir. Boylece SM’nin karaciger IR hasarm erken
fazinda sitoprotektif ve antioksidan etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayni zamanda
histopatolojik inceleme sonuglarinda SM’nin karaciger IR iizerine koruyucu etkisi

goriilmiistiir (Oliveira ve ark., 2001).
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Liu ve ark. (2013) ise ratlarda olusturduklar: karaciger IR modelinde (1 saat
iskemi ve 1 saat reperfiizyon) SM’nin hepatik hasarin erken fazinda antioksidan ve
antienflamatuar etkisi incelemistir. Bunun ic¢in serumda ALT, AST, MDA ve TNF-a
diizeyleri olgiilmiis ve bu parametrelerde anlamli diisiis saptanmistir. Daha ¢ok
karacigerde, yani sira kalp ve iskelet kasinda bulunan transaminaz enzimleri, hiicrenin
sitozoliinde (hem ALT, hem AST) ve mitokondrisinde (AST) hepatoselliiler hasari
gosterirler. Yiiksek transaminaz seviyeleri ciddi hasar gostergesidir. Boylece yapilan
arastirmada serumdaki transaminaz enzim diizeylerinin karaciger IR hasarinin
derecesini dogrudan yansitabilecegi diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada ayrica lipit
peroksidasyon markeri olan MDA bakilmistir. MDA oksidatif hasar gostergesi olarak,

SM ile tedavi edilen grupta anlamli azalma gdstermistir.

Oliveira ve ark. (2001) ve Liu ve ark. (2013) yaptiklar1 calismalara benzer
olarak, ¢alismamizda SM’nin antioksidan ve antienflamatuar etkilerini oldugu
goziikmektedir. Fakat bu calismalardan farkli olarak, ¢alismamizda SM’nin karaciger
IR hasarmimn ge¢ fazinda da etkin oldugunu gozlemledik. Boylece, arastirmamizda
serum transaminazlar, oksidatif stres belirtegleri (MPO, TBARS) ve TNF-a {izerine
anlamli azalma saptanmistir. Ayni1 zamanda yaptigimiz histopatolojik inceleme
sonuglart SM’nin hepatoprotektif etkilerini daha o6nce yapilan caligmalara benzer

sekilde dogrulamaktadir.

Hiicre kiiltiiri calismas1 sonuglart SM’nin antienflamatuar ve immiinoregiilator
etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. SM’nin T lenfositler, CD4 + ve CD8 + T hiicreleri

tizerinde baskilayici etkisi rapor edilmistir (Lovelace ve ark., 2017).

Guo ve ark. (2016) farelerde olusturduklari diyete bagl obezite iizerine SM’in
antienflamatuar etkilerini belirlemislerdir. Yapilan bu g¢alismada SM ile uygulanan
farelerin serumunda sitokinlerden TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerinde azalma
saptanmistir. Younis ve ark. (2016) yaptiklari in vivo ¢alismada safra kanali kapatilimig
ratlara 3 hafta boyunca her giin oral yolla SM (125 mg/kg) verilmistir. Sonrasinda
karaciger fonksiyon testleri, oksidatif stres ve fibroz/fibrogenez siireci biyokimyasal ve
histopatolojik olarak incelenmistir. Bdylece SM’nin antioksidan, antifibrotik ve

antienflamatuar etkilere sahip olabilecegi sonucuna varilmustir.
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Bagka bir hayvan deney modelinde, ratlarda asetaminofen ile indiiklenen
hepatotoksisiteye karst SM uygulanmistir. Boylece SM’nin antioksidan ve antitoksik
aktivitesi gosterilmistir (Reddy ve ark., 2017).

SM’nin hepatoprotektif etkiye sahip olup, karacigerin morfofonksiyonel ve
biyokimyasal degisimlerinin lizerinde ne kadar etkili olacagina dair insan ¢aligmalari da
yapilmistir. Akut viral hepatitli hastalara 140 mg dozda giinde 3 defa SM verilmistir.
Calismanin 6. giiniinde ALT, AST ve total bilirubin diizeylerinde anlamli azalma
goriilmustir. Farkli deneyde kronik alkol tiiketimine bagli karaciger hastalarinda,
SM’nin serum ALT, AST, GGT ve prokollajen III seviyeleri iizerine etkili oldugu tespit
edilmigtir. Bu ¢alismalarin sonuglarina dayanarak, SM’nin antienflamatuar ve

antioksidan etkisi ortaya ¢ikmistir (Flora ve ark., 1998).
Schauer ve ark. (2004) yaptiklari ¢aligmanin sonucu:

a) GSH’nun reperfiizyon sirasinda intravendz infiizyonu, uzun siireli sicak
iskemiye maruz kalan karaciger dokusunda, parankimal hasarin yani sira mikrovaskiiler

reperfiizyon hasarinda belirgin bir azalmaya neden olmaktadir.

b) Sitoprotektif etkisinin asil mekanizmasi nekrotik hiicre hasarimin azaltilmasi

gibi goziikmektedir.

c) GSH tedavisi, plazma AST ve ALT diizeylerinde belirgin sekilde azalmaya
neden olmaktadir. Aym1 zamanda GSH ile tedavi edilen hayvanlarda apoptotik
hepatositler nadir goziikkmektedir.

d) GSH uygulanmasi, hiicre ici GSH durumunu etkilememekte, fakat vaskiiler

antioksidan kapasitesini arttirarak hiicre dist ROT’in detoksifikasyonunu arttirmaktadir.

Bilzer ve ark. (2002) c¢alismalarinda olusturduklar1 karaciger iskemi-
reperfiizyon modelinde reperfiizyon iizerine ekstraseliiler GSH konsantrasyonunun
arttirarak gadolinyum klorid ile KH blokaji uygulamislardir. Boylece karaciger IR
hasarinda belirgin azalma gozlemlemislerdir. Caligmada GSH uygulamasi, secici KH
aktivasyonunu takiben karaciger hasarin1 Onledigi, fakat karaciger fonksiyonunu
etkilemedigi gosterilmistir. GSH ile tedavinin KH’den salgilanan hidrojen peroksiti

parcalayan glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirarak hiicre hasarin1 azalttigi
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gbzlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarma dayanarak GSH’nun karaciger iR hasarinda

antioksidan etkisi diigiiniilmektedir.

Xue ve ark. (2008) ratlarda olusturduklari karaciger iskemi-reperfiizyon
modelinde portal venden iskemi oncesi glutatyon uygulamislar, bu ¢alisma sonucunda
GSH’nun hasar1 onleyici olabilecegi sonucuna varmiglardir. Boylece GSH’nun iskemi-
reperfiizyon hasarinda olusan ROT’e karsi antioksidan ve antienflamatuar etki
gostererek, hepatoprotektif aktivite gosterdigi iddia edilmektedir. Histoimmiinoloji
inceleme sonucunda, Kkaraciger dokusuna nétrofillerin infiltrasyonunu azaltarak,
GSH’nun antienflamatuar etkisinin olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Bu ¢alismada ayrica
serum &rneklerinde ALT, AST, MPO ve MDA degerleri IR hasarinda yiiksek
Olglilmiistiir, fakat GSH ile tedavi edilen grupta bu parametreler diisiik bulunmustur.
Buradan hareketle, karaciger iskemi-pererfiizyon hasarinin erken ve ge¢ fazinda
GSH’nun etkili oldugu ifade edilmektedir.

Suyavaran ve ark. (2015) ratlarda olusturduklari karaciger IR modelinde (90 dk
iskemi, 120 dk reperfiizyon) yarim saat iskemi dncesi GSH’nu 200 mg/kg doz seklinde
intraperitoneal yolla uygulamislardir. IR hasarinin erken fazi KH aktivasyonuyla,
akabinde ROT salgilanmasi ve TNF-a ekspresyonu ile karakterizeyken, ge¢ fazda ise
notrofillerin aktivasyonu, progressif hepatik hasar ve ilerde fibrozis ile karakterize
edilmektedir. Geng ve yash ratlarda glutatyon ile yapilan 6n tedavi, apoptozu ve TNF-a
diizeyini azaltilmasiyla, mitokondriyal GSH/GSSG oraninin diizenlenmesi ile
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Boylece, arastirmada GSH ile tedavi edilen gruplarda
ALT, AST, TBARS, TNF-a serum diizeylerinde istatiksel azalma saptanmistir. Ayni
zamanda GSH verilen grupta karaciger histopatolojik bulgulari iskemi-reperfiizyon
grubuna kiyasta anlamli olarak azalmistir. Béylece GSH nun IR hasarinin erken fazinda

antioksidan ve antienflamatuar etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalara benzer sekilde bizim ¢alismanin sonucglarina gore; serum
transaminaz enzim diizeyleri, TNF-a, MPO ve TBARS diizeyleri GSH verilen grupta
diisiik bulunmustur. Karaciger total patolojik bulgular1 IR gruba kiyasla diisiik
bulunmustur. Buradan hareketle, 1 saat IR 6ncesi intraperitoneal yolla GSH (100mg/kg)
uygulamast hepatoprotektif (antioksidan ve antienflamatuar olarak) aktivite

gosterdigini diisiindiirtmektedir.
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Bagka bir hayvan deney modellerinde, ratlarda karbon tetraklorit ile olusturulan
akut hepatotoksik hasarda GSH’nun antienflamatuar ve antioksidan etki gostererek
hepatoksiteye karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Arosio ver ark., 1997; Kantah ve
ark., 2016).

Calismamizda SM ile GSH kombine uygulayanarak her iki bilesigin total etkisi
incelenmistir. IR &ncesi SM+GSH kombine verildigi grupta serum ALT, AST, MPO,
TBARS ve TNF-a diizeylerinde istatiksiel olmayan azalma saptanmasina ragmen,
SM+GSH verilen grubun total patolojik skor ortalamasi tek basina SM verilen gruba
gore %66,6 ve tek basina GSH verilen gruba gore %50 azalma goriilmiistiir (bkz., Tablo
3). Bu bilgiler 1s18inda; SM+GSH kombine verildiginde karaciger histopatolojik hasari
daha etkinlikle azalttig1 goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, karaciger IR 6ncesi SM+GSH kombine &n tedavisi hepatik
hasarin ge¢ fazda olusan oksidatif stresi ve enflamasyonu azaltmakdadir, boylece
hepatik fonksiyon bozulmas1 ve karaciger hasar1 6nlenebilir. Karaciger transplamtasyon
ve cerrahi girisimleri sonrasinda gelisen IR hasarina bagli komplikasyonlar1 énlemek
amaciyla cerrahi Oncesi SM+GSH tedavisi diger tedavilerle sinerjik olarak

kullanilabilir.

Ileride yapilacak bilimsel ¢alismalarda; deneysel hayvan sayisinin arttiriimast,
karaciger dokusunda oksidatif stres markerlar1 ve enflamasyon belirteglerinin serum
veya plazma diizeyleriyle birlikte degerlendirilmesi Onerilir. Ayrica silymarint+
glutatyon kombinasyonun klinik ¢alismalarda dikkate alinmasmimn karaciger IR

hasarinin 6nlenmesinde 6nemli olacagini diisiiniiyoruz.
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