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OZET

Silimarinin Vaskiiler Endotel Hiicrelerinde Iskemi-Reperfiizyon Hasarmin

Onlenmesinde Etkinliginin Arastirilmasi
Selda ALAKUS

Gogiis Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Perflizyonist Yiksek Lisans Tezi

Giris: Silimarinin iskemi reperfiizyona karst koruyucu etkisi ¢esitli organlarda
gosterilmistir. Biz Silimarinin abdominal aortada iskemi reperfiizyon injlrisinde

vaskiler doku tizerine olasi etkisi aragtirilmasini1 amagladik.

Materyal ve Metod: Onbes sican sham (n:5), kontrol(n:5) ve Slimarin tedavi
grubu(n:5) olarak tige ayrildi. Kontrol ve tedavi grubuna 60 dakika abdominal aort
iskemi sonrast1 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Tedavi grubunda silimarin
reperfuzyonndan 5 dakika 6nce 200 mg/kg intraperitoneal verildi. Kan serumunda
Total antioksidan kapasite (TAS), Total oksidatif stres (TOS), Oksidatif stres indexi
(OSI) olgiildii, aort dokusu histopatolojik olarak 151k mikroskopunda incelendi.

Bulgular: TOS ve OSI aktivitesi sham ve tedavi grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli olarak disiik idi (p <0.001 for TOS and OSI). Kontrol grubuna gore tedavi

grubu hasar skoru esit idi.

Sonug: Akut abdominal aort iskemi reperflizyon sican modelinde silimarinin
intraperitoneal verilmesi oksidatif stresin azalmasinda etkilidir fakat aort dokusu iskemi

reperfuizyondan etkilenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, Iskemi/Reperfiizyon Hasari, Silimarin

Xi



ABSTRACT

Researching the effectiveness of Sliymarin for preventing the ischemia-reperfusion

injury in vascular endothelial cells

Selda ALAKUS

Thoracic and Cardiovascular Surgery Deparment, Perfusionist Master’s Degree Thesis.

Introduction: Sliymarin has protective effects against ischemia reperfusion injury
to various organs in different experimental models. We aimed to determine
whether Sliymarin has favorable effects on vascular tissues and oxidative stress

in abdominal aorta ischemia- reperfusion injury.

Material and method: Fifteen rats were divided into three groups as sham (n:5),
control (n:5) and Sliymarin treatment group (n:5). The control and treatment
groups underwent abdominal aorta ischemia for 60 min followed by a 120 min
period of reperfusion. In the treatment group, Sliymarin was given 5 min. Before
reperfusion at a dose of 200 mg/kg intraperitoneally. Total antioxidant capacity
(TAC), total oxidative status (TOS) and oxidative stres index (OSI) in blood
serum were measured, and aort tissue histopathology were evaluated with light

microscopy.

Results: TOS and OSI activity in blood samples were statistically increased in
the control group compared to the sham and treatment groups (p <0.001 both).
The control group injury scores were statistically equal compared to sham and

Sliymarin treatment groups.
Conclusions: Sliymarin administered intraperitoneally was effective in reducing
oxidative stres in an acute abdominal aorta I/R rat model but histopathologicaly

aort was not affected in injury.

Keywords: Oxidative stress, Ischemia/ Reperfusion Injury, Silymarin
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1.GIRIS VE AMAC

Arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasina bagli yetersiz perflizyon sonucu, doku
veya organlarin oksijen (O2)’den yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda geri doniisiimlii veya
dontisiimsiiz hiicre/doku hasar1 olusturarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Geri doniistimsiiz
hiicre hasarinin 6nlenmesi i¢in dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi (reperfiizyon)
gerekmektedir. Ancak iskemik dokularda gergeklesen reperfiizyon, iskeminin dokuda
olusturdugundan daha fazla hasara yol agmaktadir (1).

Abdominal aortun klemplenmesi klemp distalinde iskemi olustururken, aortik kros-
klempin kaldirilmasi sonrasit dolasimin ani olarak yeniden saglanmasi reperfiizyon hasarini

baslatir ve bu fenomen iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 olarak tanimlanir (2).

I/R sonucu meydana gelen kimyasal olaylardan olusan serbest oksijen radikallerin
Zaral1 etkileri ,stipiiriicti etkisi olan antioksidanlar tarafindan zayiflatilir yada ortadan
kaldirilir. antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
stiptirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon
tastyan molekiillerdir (3). Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan
lipitlerin peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Bunun sonucunda antioksidanlar basta
lipit peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giiniimiizde ise
antioksidanlarin tanimi lipitlerin yan1 sira proteinler, nikleik asitler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir (4,5). Reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari onlemek igin viicutta
“antioksidan savunma sistemleri veya antioksidanlar” adi verilen birgok savunma
mekanizmalart gelismistir. Biitlin hiicreler, giiclii savunma sistemlerinin varlig1 ile oksidatif
strese kars1 savagsmaktadirlar. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi ve serbest radikal
tutucular1 etkili olmaktadir. Eger serbest radikaller nétralize edilmezlerse viicutta ciddi
hasarlara neden olabilirler. Bu hasarlar genel olarak soyle siralanabilir:
-Hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmas1

-Membran lipit ve proteinlerinin denattirasyonu



-Nukleik asitlerin (DNA/RNA) mutasyonu

-Immiin sistemin supresyonu

Organizmada oksidan iirtinlere kars1 savunma ise ii¢ sekilde ger¢eklesmektedir (6);
1-Serbest radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi

2-Serbest radikal reaksiyonlarinin sinirlandirilmasi

3-Olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu

Antioksidanlarin baglica etki mekanizmalar1 dort sekilde gerceklesir bunlar:
Stipiiriicii etki, inaktif sekle doniistiiriicii etki, onarici etki ve zincir kiricr etkisidir.

Silybum marianum L. Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bitki olan
silimarin kuvvetli bir antioksidandir. S. marianum L. tohumlari, karaciger ve safra kesesi
hastaliklar1 ile toksin zehirlenmelerine karsi karacigeri korumada; ayn1 zamanda mantar
zehirlenmeleri, yilan sokmasi, bocek 1siriklart gibi durumlarin tedavisinde de 2000 yildan beri
kullanilmaktadir. S. marianum L. tohumlarindan elde edilen ekstreleri bol miktarda silimarin
icermektedir. Kimyasal olarak silimarin; silibin (silibinin), izosilibin, silikristin, silidianin ve
dehidrosilibinin ad1 verilen izomer avanolignanlardan olusmaktadir (7). Silimarinin biyolojik
aktivitesinden sorumlu oldugu diisiiniilen temel bile seni silibin'dir ancak yapisinda bulunan
diger avano-lignanlarin da bu biyolojik aktivitede rolu olabilecegi diistiniilmektedir (8). Fakat
silimarinin asil aktivitesi; icerdigi avano-lignanlar ve diger polifenolik bilesikler ile
antioksidan 0Ozellik gostermesi ve buna bagli olarak serbest radikal tutucu islevinin
bulunmasidir (9). Silimarinin hiicre GSH seviyesinde artisa neden oldugu (10), SOD
aktivitesini arttirdi@i (11) ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini (12) ortaya koyan
caligmalar bulunmaktadir.

Bu c¢alismamizda amacimiz aort cerrahisinde kullanilan kros-klemp teknigine baglh
olarak gelisen iskemi reperflizyon hasarinda silimarinin  vaskiiler endotel hiicrelerinde
antioksidan 6zelliginin etkininlgini TAS, TOS, OSI parametreleriyle ve histopatolojik olarak

arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.iskemi Reperfiizyon Hasar

Arteriyel veya vendz kan akiminin yetersiz kalmasina bagli doku ve organlarin yetersiz
perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan
iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre 6limiine neden olmaktadir(13). Hucre fonksiyonunda temel gereksinim oksijendir.
Iskemi sonucu dokulara yeterli oksijen saglanamamas1 hiicre disfonksiyonuna ve sonugta
hiicre Olimiine neden olan bir dizi kimyasal olay1r baglatir. Olusan bu anaerobik
metabolizmayla laktik asit artisinin yaratti§i asidoz normal enzim kinetigini degistirerek
yiikksek enerjili baglarin azalmasina ve hiicre dengesinin korunmasi igin gereken enerjinin
yetersiz kalmasina sebep olur (14,15). Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi
bir hasara yol acar (13). Reperfiizyon déneminde go6zlenen hasarda, hiicre icine molekdler
oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok
mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar
lipitleri, proteinler, nilkleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir(16). Iskemik
donemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelmesiyle birlikte dokuya
gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin 5-trifosfat
ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (17). Hiicrede enerji depolariin
bosalmasi ile hiicre zarinda olan Na*, K*, ATP az pompasi inhibe olur. Sonugta hiicre iginde
NA"ve CA" iyon yogunlugu artar (18). Ca 2 iyon yogunlugunun hiicre i¢indeki artist hiicre
icin sitotoksik etki yaratir(19). Nitekim yine bu dénemde hiicrede iyon konsantrasyonunun
degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin l6kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna
karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hicreyi reperflizyon
donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar. iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde
kullanimi devam ettigi i¢in ATP’den AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina

difiize olur ve inozin ve hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili



fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin
birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar.
Normal sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici
NAD*(nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi
nedeniyle KDH — KO’a doniistiiglinden hipoksantinin iirik asite doniisimii KO tarafindan

gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak molekiiler oksijen kullanilir (20).

Normal sartlarda:

KDH (NAD"yi kullanarak)
Hipoksantin » Ksantin ve (rik asit

Iskemide:

ATP =———> parcalanir =———> AMP ve ADENOZIN
ADENOZIN hiicre digina ge¢er mmmm—p 1n0zin ve hipoksantin
AMP =———— Hipoksantin

KDH =——— KO

Reperfuzyon ile:

KO (02’1 kullanarak)
Hipoksantin » Kasantin + O,

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili gesitli faktdrler ileri
siiriilmiistiir. Bunlarin birbiriyle iligkileri hiicresel, karmasik ve humoral olaylar serisidir
(21,22).

Ozellikle;

1-Serbest oksijen radikalleri
2-Polimorf naveli 16kositler (PMNL)
3-Kompleman sistemi

4-Endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort faktor hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir.



2.1.1.Serbest Radikaller

Serbest (free) radikal, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan bir atom veya
molekdldir. Hem organik hem de inorganik molekdller halinde bulunurlar (23,24). Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle stabildirler ve reaktif
degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kayb1 onu reaktif hale getirir
(25).

Canliligin devaminin zorunlu bir parcasi olan oksijen radikalleri sayisiz enzimatik
reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidirler. Ancak, her bir radikalin yapis1 ve etkili
oldugu yere gore hiicresel hedefler risk altindadir (26, 27, 28). Aerobik organizmanin
yasamini siirdiirebilmesi igin oksijenin gerekliligi kagiilmazdir. Serbest radikaller fizyolojik
sartlarda ve dis etkenlere kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve igsel
mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararl etkileri 6nlenir. Biyolojik sistemlerde olusan
serbest radikallerin endojen kaynaklart oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmis nétrofil,
mitokondriyal elektron trans transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve
plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin % 95’inden fazlas1 mitokondrilerde
ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5 1 de son yoriingelerinde
ortaklanmamig elektron iceren ve bu Ozellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere
doniismektedir. Insanda her y1l 2 kg O, olustugu bildirilmistir(29).

Superoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal
hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan
stiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H20,)’e indirgenir. Hidrojen
peroksit eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal degildir(30).

e

Oy =—=> 0O,

SOD
20, +2H+_> HO,+0,

Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.
1- H,O; katalaz (KAT) veya glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan toksik olmayan

tirlinlere doniisiir:

KAT
a- 2H202 — ) HZO + O2



GSH-Px
b- H,0;+2 —————p GSH,; H20+GSSG

GSH-rediiktaz
GSSG + NADPH + H* » NADP" +2 GSH

2- H,0 ; gegis metallerinin varliginda toksik OH radikaline doniisiir: Fenton reaksiyonu.

Fe*? Fe*3
| I |

H,O, » OH’

Hidroksil radikali oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir; ilk karsilastigi molekiil ile
10-6 s iginde, 14 Ao mesafesinde reaksiyona girer. Hidroksil radikali biiyiik molekiil yapisi
ve elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur. Makro
molekiiller hiicrelerde kisithh miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar oldukca
onemlidir. In vivo herhangi bir OH™ radikal stpuriictsunin etkili olabilmesi icin mevcut
hedef molekdllerin 6nemli bir bélumini kapsayacak kadar yuksek konsantrasyonda
bulunmas1 gerekir. Bu nedenle OH radikalinin olusumunun Onlenmesi, bu radikalin

stpurilmesinden daha etkilidir (31).

2.1.2.Polimorf Nuveli Lokositler (PMNL)

Reperfiizyon hasarini 6nlemeye yonelik antinétrofil serumlarla ya da 16kosit adhezyon
molekiillerine kars1 monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler
permeabilitedeki artistan baslica nétrofillerin sorumlu oldugunu gdstermistir(32). I/R ile
16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve lokosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir(33). Diger
taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. Iskemi reperfiizyon
hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri siiriilmiistiir (34). Bunlar:

1- Mikrovaskuler okliizyon;
2- SOR salinmast;
3- Sitotoksik enzim salinmasi;

4- Vaskiiler permeabilite artisi;



5- Sitokin salinmasinda artigtir.

Polimorf niiveli 16kositlerin aktivasyon ve migrasyonlari endotel hiicrelerinde ve
l6kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur. Selektinler olarak bilinen
adhezyon molekiillerinin L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ iiyesi vardir. I/R,
endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiil, PMNL’lerde bulunan P-selektin
glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 1okosit endotel
baglantisin1 olusturur (I8kosit rolling). Ikinci asamada, 16kosit beta2 integrinler (CD11a/CD18
ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliler adhezyon molekili 1 (ICAM-1) arasindaki
etkilesim sonucunda 16kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Uciincii asama ile, trombosit-
endotel hiicresi adhezyon molekili 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki
etkilesim ile 16kosit transmigrasyonu gerceklesir. Aktive lokositler damar disina ulasinca
hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar (kemotaksis) (35).

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve
interlokin-1 (IL-1), l6kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve
prostaglandin (PG) tiirleri vardir. Aktif 16kositler niikleer transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB)
aktivasyonuna ve tumor nekrozis faktor (TNF-a) sentezine yol agar(33). Lokositlerin tirettigi
serbest radikallerle etkilesen bu maddeler, mast hicrelerinden selektin ve ICAM qgibi
adhezyon molekiillerini mobilize eden inflamatuvar mediyatorlerin salinmasini1 uyarirlar.
Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklari hasarin yani sira, damar iginde
olusturduklar hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar endoteline
yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar (35). Yapilan son calismalarda;
notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve
apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur. Programli hiicre olimii
olarak bilinen apoptozisin gelismesi, normalde immiin sistemin ve viicut homeostazinin
vazgecilmez bir bilesenidir (36) Hiicresel o6liim yolagindaki diizensizlikler, iskemi-
reperfiizyon hasarinin yani sira, kanser, otoimmiin hastaliklar, immiin sistem bozukluklar1 ve
norodejeneratif hastaliklara da yol agabilmektedir.

Dokuda aktive 16kositlerin baslattig1 yanit su mekanizmalar ile gerceklestirilir (37,38):
1- Fosfolipaz A2 aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve lokotrienler)
sonucu uretilir.

2-Degrantilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.



3-SOR iiretimi gergeklesir.

Bu iirtinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiclii aracilaridir ve baglangigtaki
inflamatuvar uyaranin etkisini gili¢lendirirler. Bazi durumlarda lizozomal enzimler hiicre
disina salinabilir. Hasar yapict etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu azaltmaya
yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem, tromboz ve
parankim hiicre O6liimii de gergeklesir. Gorevini tamamlayan lokositler apoptotik hiicre
Olimiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla lenfatik dolasim yoluyla ortamdan
uzaklagtirilirlar (13,37).

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagmmli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun artmasina,
post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina ve bdylece
mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun baslangic doneminde,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda
O; olusurken NO olusumu ise azalir. Siiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin
bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatérlerin salinmasina
ve lokosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin
artmasina neden olur (38,39).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan nétrofiller
azurofilik grandllerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz
ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller iistlenir; aktive
notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum patlamasi” olayini
meydana getirir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas: ile birlikte, dokuya sunulan
oksijenin yaklasik %70’1 NADPH-bagiml1 oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir.
Stiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
peroksit ise kloriir iyonlarin varliginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik
aside indirgenir. Hipoklorik asit giiclii bir oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekiille kolayca
reaksiyona girebilir. Notrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder granillerden saliverilen
apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, kompleman1 aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz,
ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir.
Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile

notrofillerin dokuya gogii kolaylasir(40).



2.1.3. Komplemanin Rolii

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak acikliga
kavugmamistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar komponentler
olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve 16kositleri
aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj
inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1,
TNF-a, IL-1 ve IL-6 {iretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder. Kompleman

tarafindan sentezi uyarilan 16kosit adhezyon molekiilleri sunlardir (41):

1- Vaskadiler hiicre adhezyon molekili 1 (VCAM-1)
2-Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
3-E-selektin

4-P-selektin

C5b9 endotelde IL-l1a, IL-8 ve MCP-1 salgisin1 uyararak lokosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve

endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar (42, 43).

2.1.4.Endotel Hicresinin Roli

I/R hasarinmn olusmasinda endotel hiicreleri dnemli role sahiptir. Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel hiicreleri SOR
icin potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR {iretim kaynagidir. Endotel,
mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO’yu iiretir. NO arteriyel
dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun
tersi s6z konusudur. I/R hasarinda endotelin/ NO oram endotelin lehine bozulur. Sonugcta
arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (44).

Endotel hicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; I6kosit adhezyon
molekiillerinin Gretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF,
prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF, buylme faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan

A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini



sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir(38). Nitrik oksitlerin radikal olarak
reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal iceren bilesikler ve radikaller ile biiyiik bir hizla

tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki
kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata
(NO’3) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
enziminin indiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve gesitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’in dolayli etkilerinden sorumludur ve
hicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol agarak, proteinlerin

ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler (45).

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu Onleyerek veya mevcut radikalleri
slipdrerek hiicrenin zarar gérmesini dnleyen ve genellikle yapisinda fenolik fonksiyon tasiyan
molekillerdir (46). Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara oranla daha diisiik
derisimlerde, substratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu ciddi derecede onler ya da
geciktirirler. Prooksidanlar (reaktif oksijen ve azot turleri, serbest radikaller) ise, lipidler,
niikleik asitler ve proteinlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda cesitli
patolojik olaylara ya da hastaliklara neden olan toksik maddelerdir. Bu tehlikeli bilesiklerin
varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar1 6nemli kilmaktadir(47). Antioksidanlarin insan
sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri,
yapt/aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir (48).

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yagam siirdiirebilmesi i¢in
cok Onemlidir. Serbest oksijen radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar
onlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere organizmayi koruyan “antioksidan savunma
sistemi” dort yolla etki gostermektedir:
1-Siipiiriicti etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, etkisi olan
supurtict etkisidir. Antioksidan enzimler, bu yolla etki gosterirler (49,50).
2-Inaktif sekle doniistiiriicii etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle donistiiriicii etkisidir. Flavanoidler ve

vitaminler bu sekilde etki ederler (51).
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3-Zincir kiricr etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
onleyici etkisi zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict
sekilde etki gosterirler(52).
4- Onarici etki: Serbest radikallerin meydana getirdikleri hasarin onarilmasi seklinde “onarici
etki” gosterirler (53).

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve

etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R (iskemi reperfiizyon ) hasar1 modelleri 6nemli katk1

saglamistir.
ISKEMI
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasari
Reperflizyon (Reoksijenasyon)
PAF +TTB,
| Serbest radikaller ¢
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasari
Membran N&trofil birikmesi NO* Adhezyon Kompleman PGl2 v Sitokinler
butinlagginin molekilleri aktivasyonu TXA2 IL-1
bozulmasi v v LB 4 IL-6
Fagositoz Lokosit tikaci

v y A\ 4 \4 v

\ il ]
O, radikali 4 iskemi | Vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, notrofil kemotaksisi

Artmig doku hasari <

L

Sekil 2.1. iskemi reperfiizyonda hasarinda yer alan olaylar dizisi (54).

11



2.2.1. Endojen Antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olarak ikiye ayrilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz (GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi ve Hidroperoksidaz enzim olan antioksidandir(55).

Superoksit dismutaz (SOD) sliperoksit serbest radikalini (O7) hidrojen peroksit (H,0,)

ve molekiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

SOD
20+ 2H" » +H0,+0;

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O, Uretilmesine
ragmen hiicrei¢i diizeyi SOD tarafinda diistik tutulur. Ancak, H,O,gecis metalleri varliginda
Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline doniismektedir. Bu
durumda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H,O,diizeylerini kontrol altina
almaktadir (56).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Py) ve glutatyon rediiktaz (GSH-R) Gerek H,0, ve gerekse
LOOH’leri metabolize etmektedir. Selenyum-bagimli ve selenyum-bagimsiz iki farkli tipi
vardir. Selenyum-bagiml tipi HoO,ve LOOH leri, selenyum- bagimsiz tipi sadece LOOH’leri
metabolize eder. Bu reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan
H,0, ve LOOH indirgenirken GSH ise okside sekline (GSSG) doniisiir. Okside glutatyon ise
NADPH bagimli glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir.

GSH-Px
LOOH + 2GSH —> LOH + GSSG + H20
GSH-R
GSSG + NADPH +H * » 2GSH + NADP*

y

GSH-Px’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal etkisi ile fagositik hiicrelerin

zarar gormesini 6nler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.37
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Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde
diisiik bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi ise yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda
yiiksek bulunmustur (57).

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler cesitli endojen ve eksojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (57).

R-X+ GSH —————— GS-R + HX

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. H,O,’yi oksijen ve suya pargalar. Boylece HO,’nin OH olusumunu

onlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar (56).

Katalaz

H,0O, =——) ?2H,0 + O»

Glutatyon, Melatonin, Seruloplazmin, Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin,
Bilirubin, , Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin ve Albiimin enzim olmayan antioksidanlardir
(56).

GSH, hiicreleri oksidan hasara kars1 koruyan hiicre i¢indeki de en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek cok dokuda glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenir. Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve GSHsentaz enzimleri katalizérdr.

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir.
Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarim1 rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona kars1 korur, bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu da saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri ve gz mercegini oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir(57).

GSH homeostaz i¢in diyette yeterli protein alinmasinin gerekli oldugu ve enteral veya
parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsistein’in GSH biyosentezinde sisteinin
prekiirsorii olarak 6nemli rol oynadigi cesitli deneysel ¢alismalarda gosterilmistir. Yasamsal

fonksiyonlarda oneme sahip GSH’nin hayvan calismalarinda yeterli konsantrasyonlarda
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lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu i¢in gerekli oldugu belirtilmistir.
Spermatojenez ve sperm olgunlagmasinda 6nemli rol oynadigi, influenza enfeksiyonunu
inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve sitokinlerin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve
immiin sistemin 6nemli bir eleman1 olarak fonksiyon gdsterdigi ortaya konmustur. Yapilan
aragtirmalar GSH eksikliginin oksidatif strese yol actigini ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi,
karaciger hastaliklari, kistik fibrozis, orak hucreli anemi, AIDS, kanser, koroner Kkalp
hastalig1, inme, diyabet gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (58).

Melatonin ilk olarak 1958’de hipofizin anatomik ve fizyolojik roliiniin
arastirtlmasindan sonra izole edilmistir. Melatonin sirkadiyan ritim, uyku diizenlenmesi, hiicre
biliylimesi, immun fonksiyon, hiicre biiylimesi ve diger endokrin diizenlemelerle iliskili
oldugu bulunmustur (59).

Melatonin, memelilerde basta pineal bez olmak iizere over, lens ve kemik iligi hiicreleri
ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur. Sentezinin
diizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyisle karanliga baglidir(49). Endojen
melatonin gece 21:00 civarinda salinmaya baslar ve 2:00 ile 4:00 arasinda pik yapar.
Melatonin salinimi tipik olarak 7:00 ve 9:00 arasinda inhibe olur ve endojen kortizoliin
pikiyle denk gelir. Ortalama plazma melatonin konsantrasyonlar1 60—70 pg/mL arasindadir
(60). Dalgalanan melatonin konsantrasyonlar1 sadece epifiz kaynaklidir (61). Melatoninin ana
metaboliti 6-sulfatoksimelatonindir (MT6) melatoninin plazma konsantrasyonlari idrar MT6
konsantrasyonlariyla uyumludur. Tipik MT6 atilim paterni gece yarisindan sonra pik yapar ve
kisisel farkliliklarla aksam tizeri en alt diizeydedir. Endojen melatoninin ritmik salinimindan
sempatik innervasyon sorumludur, melatonin salinimi norepinefrinle B1 ve B2 reseptorleriyle
stimule edilir. Serotoninin reseptér-modiile edici etkisi vardir ama 6zel rolii hala net degildir
(60). Melatonin dokulara ve hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Oral uygulamada ilk gegis
etkisine maruz kalir. Melatonin esas olarak karacigerde metabolize edilir ve idrar ile atilir.
Melatonin Ozellikle Amerika’da ilag¢ olarak bulunabilen ve en ¢ok ‘jetlag’i¢in kullanilan bir
maddedir. Bununla beraber, melatoninin kanseri Onleyici etkileri, hiicresel hasarin
onarimindaki rolii ve bagisiklik sistemini destekleyici etkileri oldugu da gosterilmistir (49).

Melatonin lipit ¢Oziiniirliigiiniin  yliksek olmast nedeniyle hiicrelere rahatca
girebilmektedir. Son calismalar melatoninin hiicre ¢ekirdeginde yiiksek konsantrasyonda
bulundugunu ve melatonin i¢in spesifik baglanma noktalarinin oldugunu gostermistir.

Melatonin giiglii bir radikal siipiiriiciisii oldugu gibi, radikaller {izerinde dolayli etkilere de
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sahiptir. Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O,
radikalini H,0;’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 6nleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gdstermektedir. Oksidatif hasarin rol oynadig1 I/R
dahil pek ¢ok deneysel modelde (yanik hasari, iilser, ve ilag toksisiteleri, timor olusumu gibi)
melatoninin olumlu etkileri gosterilmistir. Yasglanma ile birlikte melatonin {iretiminin
azalmasi yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde artan oksidan hasarin ve
melatonin yetersizliginin énemli rolii oldugunu gostermektedir (62, 63)

Piirin metabolizmasinda son iiriin olarak olusan iirik asit, insan dokularinda tirat oksidaz
bulunmadig1 icin birikir. Urik asit singlet O,, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI igin guiclii bir

temizleyicidir ve endojen bir antioksidan olarak kabul edilir (64).

2.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit
(vitamin C), Folik asittir (folat).

Vitamin E ilk kez Evans ve Bishop tarafindan 1972 yilinda bulunmustur. Yagda eriyen
ve esansiyel bir vitamindir. Vitamin E, alfa, beta, gamma ve delta tokoferoller ile
tokotrienollerden olusan 8 ayri maddenin grup adidir. Alfa tokoferol en yiiksek biyolojik
aktivitesi olan vitamin E bilesigidir (55, 66, 67).

Vitamin E yagda eriyen ¢ok gii¢lii bir antioksidandir, hiicre zar1 fosfolipitlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur.
Vitamin E, stperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve
diger radikalleri indirger. Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, vitamin E’nin zincir
kiricr etkisiyle sonlandirilabilir. Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda kendisi
radikal formuna doniisse de, askorbik asit, glutatyon ve koenzim Q10 (ubikinon) tarafindan
tekrar aktif haline donduruldr. Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da énemli rol oynar;
selenyumun organizmadan kaybmi Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum
ithtiyacini azaltir. Serbest radikallerin kanserin baglamasinda rol aldig1 ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiyiimesini

onledigi gosterilmistir (68).
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Vitamin C (askorbik asit) suda ¢dziinen en giiclii antioksidan molekiiliidiir. Insanlarda
sentez edilmediginden diyetle alinmasi1 gerekir. Organizmada kolayca dehidroaskorbik aside
oksitlenebilir.O%, HO", singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlari etkisizlestirir. C
vitamini kornea, lens, akdoz hiimdr, adrenal, hipofiz, beyin, kalp, karaciger, dalak, bébrek ve
pankreasta yiiksek miktarda bulunur. Yesil renkli taze sebze, meyve ve turuncgiller 6nemli C
vitamini kaynaklaridir. C vitamini antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gosterir.
Askorbik asit proteine bagh ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OHe)
olusturmaya uygun ferr6z demire doniistliriir. Bu 6zelliginden dolayr vitamin C, serbest
radikal reaksiyonlarmin onemli bir katalizorii veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigi, yiiksek
konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir. Vitamin C’nin

fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmistir (69).

Fe™ + Vit C ——p Fet2 + Vit Co +2H

Bu sekilde olusan C vitamini radikali ¢ok reaktif degildir, NADH tarafindan indirgenir,
ya da iki proton alarak serbest radikal reaksiyonlarini durdurur.

Karotenoid pigmentler(B-Karoten); metil gruplart baglanmis alifatik bir konjuge ¢ift
bag sisteminden olugmaktadir. Diger bir deyisle yapi, birbirine kovalent olarak baglanmis izo
biiten birimlerinden olugmaktadir. Yapilarina gore “hidrokarbon karotenoidler” ve
“ksantofiller” olarak da adlandirilan apolar 6zellikteki hidrokarbon karotenoidlerin baslicalari:
a- karoten, B-karoten ve likopendir (70).

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit
radikalini temizledigi ve OH, alkoksil ve peroksil radikalleriyle direkt olarak etkileserek
antioksidan gorev gordiigli ve lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu Onleyebildigi
saptanmistir. Singlet O, uzaklastirici olarak bilinen en giiclii karotenoid likopendir (64).

[lag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar ise(64):
1-Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipdrinol, pterin aldehit, tungsten)
2-NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar)

3-Rekombinant stiperoksit dismutaz trolox-C (vitamin E analogu),
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4-Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

5-Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

6-Demir redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin)

7-Notrofil adezyon inhibitorleri

8-Sitokinler (TNF ve IL-1)

9-Barbitdratlar

10-Demir selatorleridir.

2.3.Silimarin

Silypbum marianum (L.) Gaertner bitkisinin govdesi 30-100 cm yikseklikte,
Papatyagiller (Asteraceae) familyasina bagli otsu bir bitkidir. Bitki dogal olarak Akdeniz
bolgesinde yetismekte, ayn1 zamanda yaygin bir sekilde Avrupa kitasinin bir¢ok kesiminde,
Kuzey ve Giiney Amerika ve yabani olarak Avustralya’da yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Ulkemizin ise bati, kuzey ve giiney bélgelerinde yaygindir. Yol ve tarla kenarlar ile bos
tarlalarda yetismektedir. Bitkinin genis dikenli yapraklari iizerinde, siite benzeyen iri beyaz
lekeler bulunur, bu nedenle Ingilizce’de “siit dikeni” anlaminda “Milk thistle” olarak
adlandirilir (71, 72, 73, 74).

Bir inanisa gore Hz. Isa’y1 emziren Hz. Meryem’in siitii, bitkinin yapragina damlamis
ve bitkideki beyaz lekeler ile damarlar olusmustur. Bu nedenle bitki “Meryem dikeni” olarak
da anilir (71).

Silypum marianum (L.) Gaertner Ingilizce olarak “Milk thistle”, Latince olarak,
“Carduus marianus L.”, “Silybi mariae fructus”, “Cardui mariae fructus”, Almanca olarak
“Meriendistelfiichte”, “Marienkdrner”, Fransizca olarak “Chardon Marie”, Italyanca olarak
“Carduo Mariano” ve Danimarkaca olarak “Marietidsel” olarak bilinmektedir. Yaygin olarak
“Marian thistle, wild artichoke, variegated thsitle, St. Mary’s thistle, Christ’s crown, holy
thistle, Venus thistle, heal thistle, wand of God’s grace” isimleriyle de bilinmektedir(72,75).

Tiirkiye’de ise Akkiz, devedikeni, deve kengeri, kengel, kibbun, Meryemana dikeni,
stitlii kengel, sevkiilmeryem, uslu kenger” isimleri ile bilinmektedir (72,73).

Silybum marianum (L.) Gaertner bitkisinin kullanig1 yaklasik 2000 y1l 6ncesine kadar

dayanir. MS 1. yiizyilda Anadolu’da yasamis olan hekim Dioscorides bitkinin koklerini
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kusturucu olarak Onermis, yapraklarmi haglayarak hazirladigi dekoksiyonlar1 yilan
sokmasinda kullanmistir. Bitkinin kullaniglar1  Almanya’da 19. yiizyilin ortalarinda
canlanirken 1930 yilinda modern uygulamalarda yeniden kullanilmaya baslanmistir (71,75).
Eskiden beri bitkinin meyveleri kolagog, dispepsi, istah agici olarak, sarilik ve mide
rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmistir. 1597 yilinda herbalist Gerarde; melankoli
(karaciger ile ilgili) hastaligi i¢in Silybum marianum (L.) Gaertner bitkisi iyi bir tedavi ajani
oldugunu sdéylemistir. 1650 yilinda Culpeper bitkinin dalak ve karacigerin obstriiksiyonunu
engelleyebildigini yazmistir. 1755 yilinda ise Von Haller bitkiyi c¢esitli karaciger
rahatsizliklarinda kullandigina dair kayda almistir. Avrupa’li hekimler bitkiyi Materia Medica
kayitlarina almislardir (75).

Silybum marianum (L.) Gaertner meyvelerinden elde edilen aktif bilesik flavonolignan
karisimi olan silimarin’dir. Bu karigim silidiyanin, silikristin ve major olan silibinin adl
bilesenlerden olusmaktadir(75). Klinik ¢aligmalar, silimarin’in karacigeri alkol, asetaminofen,
karbon tetraklorir (CCL4) ve Amanita mantarindan dogabilecek toksik maddelerden
korudugunu goéstermistir (71, 75, 76).

Silimarin ve silibin in vitro olarak antioksidan ve antihepatotoksik etkili oldugu, silibin
antienflamatuvar etki gosterdigine dair diinya saglik orgiitiiniin (WHO) monograflarinda yer
almaktadir. Aynt monografta; Klinik Farmakoloji kapsaminda standardize edilmis silimarin
preparatlarinin alkol, organik bilesikler, ila¢ ve toksinlerin neden oldugu hepatit, akut ve

kronik hepatit tedavisinde etkili olduguna dair bilgiler yer almaktadir (74).

2.3.1. Silimarinin Botanik Ozellikleri ve Kimyasal Bilesimi

Bitkinin sistematikteki yeri (77,78):
Bolum : Spermatophyta
Altb6élim : Angiospermae
Sinif : Dicotyledones
Altsinif : Asteridea
Takim :Asterales
Familya : Asteraceae
Altfamilya : Asteroideae
Cins : Silybum Adans.
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Tar : Silybum marianum (L.) Gaertnerdir.

Silybum marianum (L.) Gaertner tur 6zellikleri ise; bitki 30-100 cm boylarindadir.
Govde boyuna yollu, ince uzun yumusak tiylii, seyrek. Yapraklar tiiysiiz, soluk yesil
renklidir, damar boyunca beyaz benekli lekeler tasimaktadir, belirgin dentat dikenlidir. Bazal
yapraklar derin triangular, loblu, obovat, sapli, 9-26 x 5-12 cm boyundadir. Ustteki yapraklar
basit, ovat lanseolat. involukrum 2,5-4 X 2-4 cm boyutlarindadir, filleriler yatik dikensi ovat,
tabanda ¢ok dik olarak genislemis ovat-subulat eklidir, distaki filleriler kivrilmis igtekiler
diktir, en ictekiler lanseolat ve ekli degildir. Kahverengimsi akenler siyah ¢izgilidir ve 7 x 3
mm boyundadir. Dis papus tiiyleri yaklasik 15 mm’dir. Cigeklenme 4-5. aylardadir (77).

Silybum marianum (L.) Gaertner tohumlarinin (meyveler) etken maddesi silimarin ad1
verilen flavonolignan karisimidir. Flavonolignanlar, “taksifolol” adli flavonol’e, koniferil
alkol katilmasiyla olusur. Flavonolignan karigimi bitkinin meyvelerinde %1,5-3 oraninda
bulunmaktadir. Silimarin’in silibin, silidianin ve silikristin adl1 i¢ izomeri bulunur. Silibin’in
de “A ve B” isimli iki izomeri vardir. Flavonolignan yapisinda izosilibin A ve B, 2,3-
dihidrosilibin, 2,3-dihidrosilikristin, 3- deoksisilikristin, 3-deoksisilidianin, izosilikristin,
silandrin, silihermin, neosilinermin A ve B gibi izomerler de flavonolignan olarak
sayilmaktadir (71, 73, 78, 79).

Bitki ayrica taksifolin, kersetin, dihidrokemferol, kemferol, luteolin, apigenin, naringin,
eriyodiktiyol ve krizoeriyol gibi flavonoitler icermektedir. %20-30 Oranlarinda sabit yag,
steroller (beta-sitosterol, beta-sitosterol glukozit), dihidrokoniferil alkol, % 3,3 oraninda
fumarik asit, histamin, tiramin, vitamin C, E ve K, alkaloit, saponin, seker, proteinler ve

musilaj icermektedir (71, 73, 79, 80).

H
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Sekil 2.2. Silimarinin kimyasal formuli
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2.3.2. Silimarin’in Genel Etki Mekanizmasi

Silybum marianum farmakolojik aktivitesini biyokimyasal 6zelliklerine dayanan iki
temel etki mekanizma ile gdstermektedir. ilki; bitkinin bilesenleriyle etkilesme ve antioksidan
etkisinden dolayr hiicre membraninda protektif etkinin goriilmesidir. Silimarin ve silibin
protektif etkisini hiicresel membranin iizerinde gostermektedir. Her iki bilesik DE, falloidinin
membranin dis yiizeyine baglanmasini 6nlemesi ve toksinlerin membran transfer sisitemini
inhibe etmesi ile falloidin veya a-amanitin gibi bazi toksinlerin absorbisyonunu inhibe etme
ozelligi icermektedir. Ayrica silimarin ve silibin; membranin lipit bilesenleri ile etkileserek
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine yonelik etki ettigini diistiniilmektedir. Silimarin hiicre
membranini lezyonlara kars1 daha direnisli hale getirir (hemoglubin, histamin ve enzimler gibi
hiicresel stibstitiientlerin akisini1 azaltmaktadir) bu da eritrositler, mast hiicreleri, 16kositler,
makrofajlar ve izole edilmis hepatositlerde kanitlanmistir (80).

Silimarin ve silibin, serbest radikallerin stpurictsu olarak davranabilmeleri ve CCL4,
talyum, EtOH, parasetamol ve diger hepatoksinlerin neden olduklar1 karaciger hasarindaki
olusan peroksidatif siirecini bloke etme 6zellikleri bulunmaktadir. Silimarin ve silibin serbest
radikallerin yiiklenmesini azalttigi, GSH seviyeleri arttirdigi ve SOD aktivitesini stimiile
ettiginden dolayr SOD ve GSH iki sistemin tiiketimini 6nleyebilme 6zelligini géstermektedir
(80).

Silibin sadece hiicre membranin diizeyinde degil, ¢ekirdek i¢ine niifuz edebilir ve
polimeraz | ve rRNA transkripsiyonunu stimile ederek ribozomal protein sentezini
arttirmaktadir. Protein sentezinin stimiilasyonu; karacigerde olusan hasarin tamiri igin 6nemli
bir asamadir ve hepatoksinlerin neden olduklar1 hasarli enzim ve proteinlerin yerine gegmede
temel olusturmaktadir. Silibin; izole edilmis sigan karacigerindeki DNA sentezini stimiile
ederek hiicre rejenarasyonun gerceklestirmesiyle Silybum marianum’un ikinci 6nemli etki

mekanizmasini olusturmaktadir (80).

2.3.3. Silimarinin Antioksidan Etki Mekanizmasi

Serbest radikaller; farkli maddelerin hepatotoksisite etkilerinin mekanizmasinda ve
enflamatuvar, iskemi, reperflizyon, aterosklerdz, kanser ve yashlik gibi patolojik siireglerde
onemli bir rol almaktadir. LPO; oksijen, lipoperoksitler, peroksitler, endoperoksitler ve lipidik

hidroperoksitlerin varliginda lipidik serbest radikallerin olusmasinin yani sira, stabil olmayan
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serbest radikallerin membran lipitlerine (doymamis yag asitleri) dogru girislerini baslatarak
kendini gosteren bir zincir reaksiyonudur. Serbest radikallere karst GSH sistemi ve SOD iki
temel fizyolojik savunma sisteminden bahsedilmektedir. Bu iki detoksifikasyon sisteminin,
toksik maddelerin asir1 yiiklenmesinin bosaltma ve tiiketmesine yonelik fonksiyonlari
bulunmaktadir (80).

Silimarin ve silibin’in, fenolik yapilarindan dolay1 oksijen ve hidroksilik radikaller
(HOO) gibi ¢ok sayida radikaller ile hiicre dis1 sistemlerde reaksiyona girerek daha stabil ve
daha az duyarhi bilesikler olusturarak antioksidan aktivite gostermektedir. Arastirmacilar;
silimarin ve silibin’in sicanlarin  hepatik mikrozom ve mitokondrilerindeki lipit
peroksidasyonunu inhibe ettiklerini tespit etmislerdir. Yapilan bir ¢alismada, silimarin’in fare
hepatik mikrozomlarinda ¢esitli monooksigenaz, CCL4’li aktive eden enzimlerin etkilerini
azaltigim1 ve CCL4 ve NADPH’in neden olduklart lipit peroksidasyonunda zincir kirici
antioksidan gibi davrandig1 gozlenmistir. Valenzuela ve arkadaglari, siganlardaki silimarin’in
on tedavisinin, hemolitik ajan1 olan fenilhidrazin nedenli hemolizden ve lipit
peroksidasyondan eritrositleri korudugunu bildirmislerdir. Ayn1 etkiler ile birlikte oksijenin
tlketimi ve methemoglobinin olugumunun silibin dihemisiiksinati tarafindan inhibe edildigi
gozlenmistir. Ayrica silibin, silidianin ve silikristin peroksidaz gibi ¢esitli peroksidatif
enzimlerin aktivitelerine kars1 inhibitor etki gostermislerdir (80).

Mekanizmasi tam olarak bilinmemek ile birlikte, antioksidan aktivitesinden dolay1
kismi olarak; silimarin’in, nérotoksik ve nérodejeneratif durumlarda tedavi edici ve koruyucu
ozelliklere sahip oldugu disliniilmektedir. Silimarin’in, mikrogliyan (gliyal hiicrelerden
merkezl sinir sisteminde bulunan makrofajlardir) hiicrelerin aktivitesini inhibe ederek
lipopolisakkarit nedenli ndrotoksisiteye karsi dopaminerjik noronlarin korunmasinda etkili
olabildigi tespit edilmistir. Bununla birlikte EtOH ile muamele edilen hamile sicanlarda,
silimarin’in fetal beyin ve karacigerde kismen olarak protektif aktivitesi oldugu gozlenmistir.
Bu protektif aktivitenin; lipopolisakkarit nedenli serbest radikallerin stpurict aktivitesi ve
protein sentezinin arttirmasiyla antioksidan rejenerasyonun stimiile edilmesi gibi farkli
mekanizmalara bagli oldugu diisiiniilmektedir (81).

Silimarin serbest radikal siipiiriiclisiidiir, linoleat peroksidasiyonuna neden olan Fe+2’yi
indirgemektedir. Antioksidan etkisi silimarin’in bilesimindeki bulunan fenolik bilesiklerden

ileri gelmektedir (79).
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Silimarin ve silibin insan platelet ve fibriyoblastlari, sican karaciger ve mitokondrileri
gibi cesitli model sistemlerde hidroksil anyonlari, fenoksi radikalleri ve hipoklérdz asit gibi
serbest oksijen radikalleri ile etkileserek ve enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla
uretilen serbest inorganik radikalleri kullanarak in vitro olarak antioksidan aktivite

gostermektedir (74).

2.3.4. Kardiyopulmoner Sistem Uzerinde Etki Mekanizmasi

Amiodaron giiglii bir antiaritmik ilagtir, sik ve bazen goriilen ¢ok giiglii yan etkilerinden
dolay1 kullanigi smirlidir. Amiodaron’un neden oldugu toksisitenin kapsaminda serbest
radikaller olduk¢ca O©nemli bir yer almaktadir. Amiodaron toksisitesinin potansiyel
mekanizmasi; dogrudan sitotoksisite olan lizozomal fosfolipidizisin gelismesi ve dolayli
toksisite ise immiinolojik nedenli toksik etkiler ve membran destabilizasyona kapsamaktadir.
Silibin amiodaron ile birlikte uygulanmasi lizozomal fosfolipidozisi onemli derecede
azaltmaktadir (82, 83). Silibin; 6zellikle ¢ocuk ve yaslilarda kanser tedavisinde kullanilan
doksorubisin (adriamisin) gibi ilaglarin kardiyotoksik etkilerine kars1 oldukg¢a giiglii bir
kardiyoprotektif etki gostermektedir. Doksorubisin ile silibin kombinasyonu, akciger
timoriinde test edildiginde silibin’in oral kullanimi ksenogreft insan kiiciik olmayan
karsinoma akciger hiicresinin A549 biiylimesini baskilamigtir (athymic BALB/c nu/nu fare),
diger taraftan doksorubisin’in tedavi edici etkisini arttirmakla birlikte doksorubisin nedenli
yan etkileri onlemistir. Sitotoksik etkiler olusmadan silibin zaman ve doza bagli olarak
metastatik A549 hiicrelerin hareketi ve saldirganligi inhibe edici bir etki gosterebilmektedir.
Konsantrasyon ve zamana bagli olarak silibin’in tedavisi MMP-2 ve urokinaz plazminojen
aktivator (u-PA) olusumunu azaltabilir, ayn1 zamanda metalloproteinaz-2’nin (TIMP-2) doku
inhibitoriinii arttirabilir (82).

Alerjik astimin erken safhasinda silimarin koruyucu etki gdstermistir, bu etkinin
flavonoitlerin histamine karst az duyarliligi olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Silimarin duyarli guinea domuzlarinda aerosol antijen saldirinin neden oldugu bronkospazma
karst koruyucu etki gostermistir. Bu etkinin silimarin’in membran1 stabilize etmesi,
anienflamatuvar aktivitesi ve aragidonik asit sentezini inhibe etmesi gibi ¢esitli biyolojik

aktivitelerinden kaynaklandigi a¢iklanmistir (82).
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2.3.5. Silybum marianum (L.) Gaertner Literatiire Dayalh Kullanim

Tibbi amagla karaciger ve mesane hastaliklari, sarilik, hepatit, karaciger yaglanmasi,
kronik dejeneratif karaciger rahatsizliklari, hepatit sonrasinda goriilen karaciger fonksiyon
bozukluklar: ile alkol ve doku zehirleri gibi metabolik toksinlerin neden oldugu karaciger
hasarlarinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilir, ayn1 zamanda siroz, bazi kimyasallar ve
Amanita phalloides mantarmin neden oldugu zehirlenmeler ve kemoterapinin yan etkilerinin
en aza indirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Drog, Komisyon E kayitlarina gore; hazimsizlik
sikayetlerinde, formiilasyonlar1 halinde toksik karaciger hasari ile kronik iltihapli karaciger
hastaliklarinin destekleyici tedavisinde ve hepatik sirozda dahilen kullanilmaktadir (74, 79,
84).

Milk thistle ve Dandelion (Taraxacum); Milk thistle, proantisiyanidinler ve
biyoflavonoitler; Meryemana dikeni, zerdacal (Curcuma), Artichoke (Cynara) ve Schisandra
ile farkli kombinasyonlarinin; siroz, hepatit, karaciger hastaliklari, sedef hastaligi, safra tasi,
sarilik ve bobrek rahatsizliklar: gibi durumlarda birincil kullanislar teskil ederken alkolizm,
kemoterapi olarak, kronik yorgunluk, mide eksimesi, hipoglisemi, hazimsizlik, obezite,

zehirlenme, varis, yaglanma gibi durumlarda sekonder kullanilislar teskil etmektedir (75).

2.4. Aort Cerrahisinde Iskemi Reperfiizyon Hasar

Organ korunumuna ilisgkin modern yaklasimlara ragmen abdominal aortik
anevrimazlarin(AAA) tamirinde yapilan girisimler ciddi morbidite ve mortalite ile iligkilidir
(85,86). Iskemi hasarina bagl olarak gelisen sistemik enflamatuvar yanit sendromu (SIRS;
systemic inflammatory response syndrome) ve c¢oklu organ yetmezligi (MOF; multiorgan
failure) lokal veya uzak doku hasarina yol acarak riiptiire abdominal aortik anevrizmalarinda
(RAAA; ruptured abdominal aortic aneurysm) mortalite riskini artirmaktadir. Oyle Ki
anevrizmaya cerrahi miidahele yapilmazdan 6nce MOF siklig1 %3.8 iken cerrahi girisim
sonrasinda %64’e ylikselmistir (87). Torakoabdominal aortik anevrizmalarina (TAAA;
thoracoabdominal aortic aneurysm) yapilan cerrahi girisimler de olduk¢a kompleks ve zorlu
miidahalelerdir. Bu girisimlerin neticesinde solunum yetmezligi, bobrek yetmezligi, norolojik
hasar ve hatta 6liim bile beklenebilir. Tiim bu sonuglar iR-hasarina bagh olarak gelisen

sistemik enflamatuvar yanitin sonuglar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yetersiz veya sonlanmig
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heparin uygulamasi sonucu olugan mikrotrombuslar, aortik klemping ile gelisen iskemi ile
iligkilidir. Mikrotrombus olusumu MOF gibi histopatolojik ve fonksiyonel degisiklikleri de
beraberinde getirir. Bu girisimlerde tek sorumlu aort klempi degildir. Antikoagiilasyon i¢in
kullanilan heparin dogrudan antienflamatuvar etkiye sahiptir. Heparinin antienflamatuvar ve
antikoagiilasyondaki rolii g¢esitli enzimler, hormonlar, biyojenik aminler ve plazma

proteinleriyle iligkilidir (86).

2.5. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Normal sartlarda organizma, endojen ve eksojen serbest radikallerin olusturdugu
oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir.
Viicutta meydana gelen oksidan durumlarin tamponize edilmesinde ¢ok Onemli bir rol
oynayan kan, antioksidanlarin tiim viicuda dagitilmasini saglar (88).

TAS a en fazla yarar plazmada mevcut olan antioksidan molekillerden gelmektedir.
Plazmada serbest Fe’yi toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler ile birlikte
serbest radikalleri kapan zincir kiric1 antioksidanlar da bulunmaktadir. Alblimin, {irik asit ve
askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin % 85’inden fazlasini
olusturur. Bu fark kanda bilirubin, indirgenmis glutation (GSH), flavanoidler, alfa-tokoferol
ve beta-karoten gibi antioksidan maddelerin miktarinin albiimin, tirik asit ve askorbik asit
miktarindan az olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim icindedir.
Bu etkilesimden dolay: bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir
antioksidan etki olusmaktadir. Bu sinerjik etkiye ornek olarak; glutationun askorbati,
askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir. Total antioksidan seviyesinin
6l¢limi, antioksidanlarin tek tek seviyelerinin Ol¢iimiinden daha degerli bilgiler verir. Bu
yizden kanm antioksidan diizeyi durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade
bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite Olgiimii

yayginlagsmaktadir(89,90).

2.6. Total Oksidatif Stres (TOS)

Oksidatif stres, reaktif oksijen tirevlerinin tretimi ile antioksidan kapasite arasindaki

dengenin bozulmas: sonucu meydana gelir. Oksidatif stresin toplam degerine total oksidatif
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stres veya total oksidan seviye denir. Pek ¢ok patofizyolojik durumda, serbest radikal Uretimi
ile antioksidan kapasitenin bozulmas: sonucu oksidatif stres olusur ve doku hasarit meydana
gelir. Ateroskleroz, kalp yetmezligi, hipertansiyon ve iskemi/reperfuzyon hasari reaktif

oksijen tiirlerinin etkin rol oynadigi gosterilmis kardiyovaskuler hastaliklardan bazilaridir
(92).

2.7. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total peroksitlerin, total antioksidanlara oraniyla elde edilen bir indekstir. OSI’nin

yiiksek olmasi1 oksidatif stresin arttigini gosterir (92,93).

Total Oksidatif Stres (TOS)
Oksidatif Stres indeksi (OSI) =

Total Antioksidan Status (TAS)
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Dollvet etik kurul onay: (Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 30.04.2012 tarih B.30.2.HRU.0.05.07.00/270 say1ili onay karar1 alindiktan sonra,
Cevre ve Orman Bakanlig1 tarafindan Resmi Gazete’nin 6 Temmuz 2006 tarih ve 2622 sayili
nlishasinda yayimlanan Hayvan Deneyleri Etik kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina dair
Yoénetmelik ile Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Ydénergesine uygun

olarak gerceklestirildi.
3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

15 adet ortalama agirliklart 240-300 gr olan Wistar-albino cinsi rat randomize olarak
esit sayida (n = 5) 3 gruba ayrildi. Calisma 6ncesinde ratlar oda sicakliginda ve 12 saat 151k,
12 saat karanlik ortamda tutuldu. Biitliin ratlar standart kosullar altinda sebeke suyu ve

standart rat yemi ile beslendi. Girisimden 8 saat dnce tiim ratlarin beslenmesi kesildi.

3.2. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Modeli

Deneyde kullanilan tiim ratlara 8 saat aglik sonrasinda Ketamin 87 mg/kg
intraperitoneal olarak (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve Xylazine 13
mg/kg (Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Germany) dozlarinda yapildi. Gerekli oldugunda
deney siiresince bir kez olmak iizere ek doz yapilmasi planlandi. Ciltleri aseptik olarak
hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla
uzaklagtirllmasi1 ardindan, infrarenal abdominal aorta (IAA), dikkatli bir sekilde explore
edildi. IAA’ya, travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp konuldu. 60 dakika sonra IAA’
daki mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 60 dakika siireyle reperflizyon saglandi. Aortik
iskemi; klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla, aortik
reperfiizyon ise; klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle
onaylandi. Kontrol grubunu olusturacak ratlarda laporotomi ve abdominal aort diseksiyonu

esit siirede (120 dakika) uyguland: ancak bu grupta I-R olusturulmadi. i-R dénemlerinde
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peritoneal bosluktan 1s1 ve s1vi kaybini en az miktara indirmek icin; IAA’ya klemp konulmasi
ve kaldirilmast sonrasi donemlerinde, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulanip, batin
insizyonu gegici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi. Reperfiizyon siiresi sonunda;
tiim ratlarda, median laparotomi kesisi yukariya dogru ilerletilerek mediasten agildi, kalbe
ulagildt ve 5 cc’lik enjektdr yardimiyla sag ventrikiiler bosluktan kan alindi. Abdominal
aorttan doku 6rnegi alindi. Kas doku 6rnekleri; immunohistokimyasal ve hematoksilen-e0sin
degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi. Ratlardan
alan kanlar, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve rat plazma 6rnekleri biyokimyasal

analizler yapilincaya kadar -20 derecede saklandi.

3.3. Tedavi Edici Ajanlarin Hazirlanmasi

Deneyde kullanacagimiz silimarin = %1°lik dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziilerek

intraperitonel enjeksiyon i¢in hazirlandu.

3.4. Deney Gruplar ve Protokol

Deney icin 3 grup olusturuldu.
Grup 1 (Sham, n=5): Calisma 120 dk boyunca anestezi uygulamasi disinda hig bir iglem

gerceklestirilmeden midiline laparotomi yapilip doku ve kan 6rnegi alindi.

Grup 2 (Kontrol, IR, n=5): Anestezi sonrasi ila¢ verilmeden infrarenal abdominal
aortaya 60 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyon siiresinin

bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alind1.

Grup 3 (IR + Silimarin n=5): Anestezi sonras1 infrarenal abdominal aortaya 60 dakika
iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. 200 mg/kg silimarin iskemi sonrasi uygulandi.
Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindu.

3.5. Vaskiiler Endotel Yapinin Histopatolojik Incelenmesi

Histopatolojik inceleme icin aort dokulari ayri ayr1 %10’luk tamponlu nétral

formaldehit ¢ozeltisinde fikse edildi. Ornekler parafin bloklara gémiilerek, 5 mikronmetrelik
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kesitler alindi. Hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. 20 objektiflik biiylitme kullanildi.
(Olympus BX51 TF, USA) Histopatolojik parametre olarak interstisyel ddem, inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ve nekroz degerlendirildi. Yok:0 var:1 belirgin:2 olarak kabul edildi. Her

ornek i¢in tiim parametre skorlar1 toplanarak histolojik skor belirlendi.

3.6. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Olciimii

Orneklerin total antioksidan seviyesi (TAS) diizeyi, Rel Assay marka ticari Kitler
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Olgiim yontemi &rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator
olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox
Equivalent/L olarak ifade edilir. Dokulardaki TAS sonuglart Trolox Equivalent/gram protein
olarak ifade edildi.

3.7. Total Oksidant Seviyesi (TOS)

Orneklerin toplam oksidan seviyesi (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari Kitler
kullanilarak &lciilmiistiir. Olgiim testin calisma prensibinde ifade edildigi iizere drneklerin
icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine
dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar pmol H,0, Equivalent/ L olarak ifade

edilir . Dokulardaki TOS sonuglart umol H,O, Equivalent/gram protein olarak ifade edildi.

3.8. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif Stresin bir gdstergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
Toplam Oksidan Status/Seviye (TOS) dizeylerinin Toplam Antioksidan Status/Seviye (TAS)
diizeylerine oranmin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin Oksidatif Stres Indeksi
(OSI) hesaplanirken TAS diizeyleri umol birimine gevrilir. Sonuglar Arbutrary Units (AU)
olarak ifade edildi.
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TOS, umol H202 Equiv. / L.
OSi= X100

TAS, mmol trolox Equiv. / L.

3.9. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal analiz sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket
programinda (SPSS Inc., Chicago, IL, A.B.D.) yapilmistir. Siirekli bir degisken yOniinden
ikiden ¢ok bagimsiz grup arasinda farklilik olup olmadigini incelemek i¢in P<0.05 Onem
derecesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testinde Onem gdsteren
parametrelerde siirekli bir degisken yoniinden bagimsiz iki grup arasinda fark olup olmadigini

test etmek i¢in Mann-Whitney U Testi uygulanmuistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma 15 adet ratla yapildi ve her grup 5 er adet olmak lizere 3 gruba ayrildi.
Ratlarin tamamina ¢alisma protokolii uygulanarak, calisma sonunda ratlardan kan ve doku
ornekleri alind1 ve ratlar sakrifiye edildi. Ratlardan alinan kan 6rneklerinde TAS, TOS ve OSI

parametreleri 6l¢iiliip Gruplar arasi istatistiksel olarak kiyaslandi (Tablo 1 ).

Patolog tarafindan yapilan histopatolojik degerlendirmeler sonucunda elde edilen
skorlar istatistiksel olarak kiyaslandi. Tiim gruplara ait 151k mikroskopi 6rnekleri Resim -1 ‘de

sunulmustur. Gruplara ait TAS, TOS ve OSI karsilastiriimasi Tablo 1 de gosterilmistir.

Tablo 1. Gruplar Aras1 TAS, TOS ve OSI Karsilastirilmasi

TAS TOS OSi

SHAM 1.47+0.14* 77.11+10.08° 5.22+0.36°

KONTROL 1.39+0.08% 150.16+19.96° 10.63+0.90°

SILIMARIN  1.79+151% 5581+17.25° 5.44+1.51°

X+S¥ = Aritmetik ortalamatStandart hata. a, b, ve ¢ harfleri gruplar arasindaki ayrimi
gostermek amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05

diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).

4.1. Gruplarin TAS Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alman kan 6rneklerinde ortalama TAS degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin

kontrol grubunda oldugu en yiiksek degerin ise Silimarin grubunda oldugu saptandi (Tablo 1).
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TAS gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1- Silimarin ve sham gruplarinin TAS degerleri Kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p<0.05).

2- Sham grubu TAS degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek

(p<0.05).

tespit edildi.

2,004

1 80

1,607

1,407

TAS nmol Trolox Equiv.Img protein

1,207

1,00

T T T
Sham Kontrol Silimarin

GRUP

Grafik 4.1.: Gruplar arast TAS degerlerinin karsilastiriimasi
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4.2. Gruplarin TOS Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alinan kan orneklerinde ortalama TOS degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin
Silimarin grubunda oldugu en yiiksek degerin ise Kontrol grubunda oldugu saptandi (Tablo
1).

TOS gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1-Silimarin ve sham  gruplarinin TOS degerleri Kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<<0.05).

2- Sham grubu TOS degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik tespit edildi.
Silimarin grubuna gore ise anlamli olarak yiiksek tespit edildi. (p<0.05).

200,00+

150,007 ©

100,004

TOS nmol H202 Equivimg protein

50,00 =

1 | 1
Sham Kontrol Silimarin

GRUP

Grafik4.2: Gruplar aras1 TOS degerlerinin karsilastiriimasi
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4.3. Gruplarm OSI Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alman kan &rneklerinde ortalama OSI degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin

Sham grubunda oldugu en yiiksek degerin ise Kontrol grubunda oldugu saptandi (Tablo 1 ).

OSI gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1- Sham ve Silimarin gruplarmin OSI degerleri Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik tespit edildi (p<0.05).

2- Sham grubu OSI degeri diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik tespit
edildi.(p<0.05).

12,50

10,007

7,50 ——

0SI Arbitrary Unit

5,007

1 I I
sham kontrol silimarin

GRUP

Grafik 4. 3: Gruplar aras1 OSI degerlerinin karsilastiriimasi

4.4. Gruplarin Histopatolojik Hasar Skorlarimin Karsilastirilmasi
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Silimarin, sham, kontrol gruplarindan alinan aort dokular1 histopatolojik olarak
degerlendirildi. Her 6rnek icin tim parametre skorlar1 toplanarak histolojik skor belirlendi.
Histopatolojik goriintiilerden edilen verilere gére Sham, kontrol ve silimarin gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir. Iskemi ve ardindan yapilan reperfiizyon

sonucu kanda oksidan ve antioksidan parametrelerde degisiklik olmustur ancak aort

dokusunda herhangi bir patoloji tespit edilememistir.

Resim 1. Mikrovaskiiler klemp ile sigan aortu okliizyonunun vaskiilerendotel hasari olusturma

etkisinin incelenmesi

5. TARTISMA
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Arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasina bagli yetersiz perfiizyon sonucu, doku
veya organlarin oksijen (O2)’den yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolariin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda geri doniistimlii veya
dontisiimsiiz hiicre/doku hasar1 olusturarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Geri doniigiimsiiz
hiicre hasarinin 6nlenmesi i¢in dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi (reperfiizyon)
gerckmektedir. Ancak iskemik dokularda gergeklesen reperflizyon, iskeminin dokuda
olusturdugundan daha fazla hasara yol agmaktadir (1). I/R sonucu meydana gelen kimyasal
olaylardan olusan serbest oksijen radikallerin Zarali etkileri ,siipiiriicii etkisi olan
antioksidanlar tarafindan zayiflatilir yada ortadan kaldirilir. Antioksidanlar serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri siipilirerek hiicrenin zarar
gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon tasiyan molekiillerdir
(3).Silimarinin de antioksidan 6zelligi ve iskeminin olusturdugu hasar1 azalttig1 aragtirmalarla
kanitlanmistir. Silimarin kuvvetli antioksidan, serbest radikal siipiiriicii ve hiicre membranlarinin
stabilizasyonunda etkisi olan bir maddedir. Bu etkileri bir¢ok ¢alismada gosterilmis olup hiicre
koruyucu etkisinde bu 6ézelliklerinin rolli oldugu bildirilmektedir (94, 95, 96).

[ran’da yapilan bir calismada, Parkinson hastaligi {izerindeki silimarin’in ndroprotektif
etkisi arastirilmistir. Unilateral intrastriatal 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile lezyon
olusturulmus siganlara norotoksin enjeksiyonundan 1 saat dnce intraperitonal olarak 100 ve
200 mg/kg dozlarda silimarin verilmistir. Silimarin’in sadece 200 mg/kg dozu (6-OHDA)
uygulanmasi ile lezyon edilmis sicanlarda rotasyonal tutumunu azaltarak kendi toksisitesine
karst SNC’in (substantia nigra parscompacta) ndronlarini korumustur. Tedavi Oncesinde
verilen 200 mg/kg dozdaki silimarin, 6-OHDA’nin neden oldugu TBARS’in olusumunun
azalmasina 6nemli derecede etki ettigi tespit edilmistir. Silimarin’in, Ostrojenik yolagi ve
oksidatif baskiyr kismen azaltarak doza bagli olarak 6-OHDA’nin toksisitesine karsi
noroprotektif etkiye sahip oldugu gozlenmistir (97).

Baska bir c¢alismada diyet ile hiperkolesterolemi olusturulmus farelere silimarin
verilmesi ile protokol etkisine benzer antihiperkolesteromik etki, HDL kolesteroliinde artis,
toplam ve safra kolesteroliinde azalma gozlenmistir (73).

Benzer bir caligmada intragastrik yoldan 100 mg/kg dozda uygulanan silimarin

siganlarda pilorik ligasyon ve soguk stresin neden oldugu gastrik iilseri onlerken EtOH’{in
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neden oldugu iilsere kars: etkili olmamustir. iskemik reperfiizyon ile indiiklenen gastrik hasari
Onlemistir (74).

Yiiksek derecede metastatik 6zellige sahip olan A549 (insan akciger kanseri) hiicreleri
farkli konsantrasyonlarda (100 pM’a kadar) silibin ile muamele edildiginde, silibin’in bu
hiicrelerin yayillmasini 6nledigi gézlenmistir. Silibin’in prostat kanseri hiicrelerinde telomeraz
aktivitesini inhibe ettigi ve kansere karsi koruyucu potansiyeli oldugu da gosterilmistir (73).

Tek doz silimarin sigan ve farelerde, mikrosistin-LR (mavi-yesil alg olan Microcystis
aeruginosa tarafinda sentezlenen siklik heptapeptit yapisinda giiglii bir hepatotoksin)
zehirlenmesi ile indiiklenen letal etkileri ve patolojik degisiklikleri tamamen ortadan
kaldirmaktadir (73).
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6.SONUC

Calismamiz 3 grup olmak iizere 15 adet ratla yapildi. Sham grupunda hi¢ bir islem
gerceklestirilmeden doku ve kan 6rnegi alindi. Kontrol grubunda abdominal aortaya klemp
uygulanarak iskemi ve reperflizyon uygulandi, ilag¢ verilmedi. Reperfiizyon siiresinin bitimine
uyan saatte doku ve kan Ornegi alindi. Silimarin grubunda ise abdominal aortaya klemp
uygulanarak iskemi ve reperfiizyon uygulandi.iskemi sonrasi Silimarin uygulandi ve

reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindu.

Alman doku Orneklerinden histopatolojik inceleme yapildi ve Sham, kontrol ve
Silimarin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Bunun nedeni

aort dokusunun iskemi reperfiizyona direngli oldugundan kaynaklandig: diisiiniildii.

Alinan kan &rneklerinde ise TOS ve OSI degerlerini kontrol grubuna gore daha diisiik

tespit ettik . OSI degerinin diisiik olmas1 oksidatif stresin azaldigin1 gosterir.

Sonug olarak, bu bulgular 1s181nda kalp damar cerrahisinde kullanilan kros-klemp teknigine
bagli olarak gelisen iskemi reperfiizyon hasarina kars1 silimarinin koruyucu oldugu
gozlenmektedir. Silimarinin antioksidan etkisine ek olarak degisik mekanizmalara bagli koruyucu
ozellikleri bulundugu literatiirde rapor edilmisse de, bu calismanin kapsami dahilinde koruyucu
etkiyi olusturan 6zelliklerinden birisinin de silimarinin antioksidan 6zelliginden kaynaklandigi ve

silimarinin iskemi reperfiizyonu hasarina karsi kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.
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