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OZET

SAFRA KANALI BAGLAMA YONTEMIi iLE KARACIGER FiBROZU
OLUSTURULAN SICANLARDA CYNARA SCOLYMUS BITKi EKSTRESININ
OLASI KORUYUCU ETKILERININ INCELENMESI

Bu c¢alismada, Cynara scolymus bitkisinin taban yapragi ve reseptakulum
kisimlarinin sulu etanol ekstraksiyonunu igeren oral formiilasyonlarinin farmakolojik
etkileri arastirilmistir. Sicanlarda safra kanali baglama modeli ile olusturulan karaciger
fibrozisinde, enginarin hem taban yapragi hem de reseptakulum kisminin karaciger
fibrozisi ve buna bagl hepatik ensefalopatideki antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri ile

biligsel fonksiyonlara olan etkisi incelenmistir.

Calismamizda Wistar Albino si¢anlar randomize olarak alti gruba ayrildi; kontrol
grubu ve safra kanali baglama yapilan gruba oral serum fizyolojik, 4 farkli safra kanali
bagh gruplara iki farkli dozda enginar taban yapragi ekstresi (250 ve 500 mg/kg) ve
enginar reseptakulum ekstresi (250 ve 500 mg/kg) oral gavajla 28 giin verildi. 28. giin
sonunda hayvanlarda bilissel aktivite degerlendirmesi i¢cin Morris su labirenti ve yeni obje
tanima testleri yapildi. Ardindan hayvanlar sakrifiye edilerek kan ve doku 6rnekleri alindi.
Biyokimyasal parametrelerin Olgiimleri i¢in ELISA kullanildi. Karaciger ve beyin

dokularinda histolojik incelemeler yapildi.

Serum fizyolojik verilen safra kanali bagli grubundaki sicanlarin kan 6rneklerinde
alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, total ve direkt bilirubin, karaciger doku
orneklerinde interlokin-6, tiimor nekroz faktorii-a, transforme edici biiyltime faktori-p3, 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin ve hidroksiprolin, beyin doku 6rneklerinde interlokin-6, timor
nekroz faktorii-a ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli
olarak ytiksek, karaciger doku 6rneklerinde Na*/K*-ATPaz, siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz, beyin doku o6rneklerinde Na*/K*-ATPaz seviyeleri kontrol grubuna
gore anlaml olarak diisiik bulundu. Safra kanali baglh gruplarin enginar taban yapragi ve
reseptakulum ekstreleri uygulanan si¢anlarda, bu parametrelerde diizelme goriiliirken,

reseptakulum 500 mg/kg dozunda kan alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz,
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total ve direkt bilirubin, karaciger dokusu interlokin-6, tiimor nekroz faktorii-&., transforme
edici biliylime faktorii-B, 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, hidroksiprolin, beyin dokusu
interlokin-6, timor nekroz faktorii-& ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin parametrelerinde
anlaml azalma, karaciger dokusu Na*/K*-ATPaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, beyin dokusu Na*/K*-ATPaz parametrelerinde anlamli yiikselme tespit edildi.
Davranis deneylerinde, safra kanali bagli grubundaki siganlarda goriilen bilissel
fonksiyonlardaki bozulma, enginarin her iki kismindan elde edilen ekstrelerin uygulamasi

ile diizeldigi goriildii. Histopatolojik incelemeler bu bulgular1 destekledi.

Yaptigimiz ¢alisma, enginarin 6zellikle reseptakulum kisminin karaciger fibrozisi
ve karaciger fibrozisinin en sik komplikasyonu olan hepatik ensefalopatide yararl

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Enginar, karaciger fibrozisi, hepatik ensefalopati,

antiinflamatuvar, antioksidan, safra kanali baglama
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ABSTRACT

EXAMINATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF CYNARA
SCOLYMUS PLANT EXTRACT ON RATS WITH LIVER FIBROSIS INDUCED
BY THE DUCT LIGATION METHOD

In this study, the pharmacological effects of oral formulations containing aqueous ethanol
extraction of the basal leaves and receptacle parts of the Cynara scolymus plant were
investigated. The effects of both the basal leaves and the receptaculum part of the artichoke
on liver fibrosis and related hepatic encephalopathy, as well as its anti-inflammatory and
antioxidant effects on cognitive functions, were examined in liver fibrosis induced by the

bile duct ligation model in rats.

In our study, Wistar Albino rats were randomly divided into six groups, and oral saline
was given to the control and bile duct ligation groups and two different doses of artichoke
basal leaves extract (250 and 500 mg/kg) and artichoke receptaculum extract (250 and 500
mg/kg) were given orally to the other 4 bile duct ligation groups by oral gavage for 28
days. On the 28th day after the administration, a cognitive activity assessment was
conducted using the Morris water maze and novel object recognition tests. Subsequently,
the animals were sacrificed, and blood and tissue samples were collected. ELISA was used
for the measurement of biochemical parameters. Histological examinations were

performed on liver and brain tissues.

In the bile duct ligation group, significantly elevated levels of alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase, total and direct bilirubin in blood, interleukin-6, tumor necrosis
factor-alpha, transforming growth factor-beta, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, and
hydroxyproline were found in liver tissue, interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha, and
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in brain tissue. Moreover, liver Na*/K*-ATPase, superoxide
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase levels, along with brain Na*/K*-ATPase
levels, were significantly lower compared to the control group. In the bile duct ligation

groups, rats treated with artichoke basal leaves and receptaculum extracts exhibited
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improvements in these parameters. Particularly, at a dose of 500 mg/kg, receptaculum led
to a significant decrease in blood alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase,
total and direct bilirubin, liver interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha, transforming
growth factor-beta, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, and hydroxyproline, as well as brain
interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine parameters.
Conversely, there was a significant increase in liver Na'/K'™-ATPase, superoxide

dismutase, catalase, glutathione peroxidase, and brain Na*/K*-ATPase parameters.

Behavioral experiments indicated that cognitive impairments observed in the bile duct
ligation groups were ameliorated with the application of both parts of the artichoke extract.

Histopathological examinations supported these findings.

Our study shows that artichokes, especially the receptacle part, may be beneficial in liver
fibrosis and hepatic encephalopathy which is the most common complication of liver

fibrosis.

Keywords: Cynara scolymus, liver fibrosis, hepatic encephalopathy, anti-inflammatory,

antioxidant, bile duct ligation
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1. GIRIS ve AMAC

Kronik karaciger hastaliklar1 karaciger fibrozisi ile sonuglanmaktadir (1). Normal
karaciger dokusu karaciger fibrozisi gelismesi ile fibrotik dokuya doniislir ve bu durum
tersine cevrilemez ise karaciger sirozu gelisir. Alkolik karaciger hastaliklari, alkolik
olmayan yagli karaciger hastaliklari, kolestaz, viral hepatitler, otoimmun hepatit, ilaca
baglh karaciger hastaliklari, Wilson hastalig1 ve bazi karaciger hastaliklarinda karaciger

fibrozisi goriilebilmektedir (2).

Karaciger hastaliklari, viicutta birgok sistemi etkileyebilen 6nemli bir saglk
sorunudur. Bu nedenle en biiylik organ olan karacigerin fonksiyon bozuklugu, bagka
sistemlerin de ¢alismasini 6nemli 6l¢ilide etkilemektedir. Erken donemde etkin bir tedaviye
baslanmadiginda, karacigerdeki hastalik genel sistemik fonksiyonlarda bozulmaya neden
olmakta ve bu durum mortalite ve morbidite agisindan ciddi bir halk saglig1 sorunu olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (3).

Karaciger fibrozisini tersine g¢eviren ve/veya onleyen mekanizmanin gliniimiizde
net bir sekilde halen ortaya konmamis olmasi ile birlikte etkili ve kesin bir tedavi de

bulunmamaktadir. Bu nedenle antifibrotik etkili ilaglarin arastirilmasina ihtiyac vardir (4).

Karaciger yetmezligi sonras1 merkezi sinir sisteminin de etkilendigi bilinmektedir.
Hepatik yetmezlige bagli gelisen bilissel, motor ve davranigsal bozukluklar hepatik
ensefalopati (HE) hastalig1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sirozun en 6liimciil komplikasyonu
olan HE’nin etkin tedavisi olduk¢a onemlidir (5, 6). Bu nedenle karacigerde olusan
fibrozisin etyopatogenezinin anlasilmasi ve tedavi edici ajanlarin kesfi i¢in uygun hayvan
modelinin olusturulmasi olduk¢a 6nemlidir. Karaciger fibrozisi i¢in deney hayvanlarinda
en cok tercih edilen modellerden biri safra kanali baglama (SKB) modelidir. SKB ile
gelisen kolestaz ve artan safra asitleri inflamasyon ve oksidatif hasar olusturarak fibrozis

ve siroza neden olmaktadir (7).

Ozellikle gelismis iilkelerde, geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalari tedavinin
bir parcasi olmakla birlikte bu alanda halen arastirmalar devam etmektedir. Karaciger
hastaliklarinda giivenilir olduklar1 diisliniilen bitkisel {iriinler veya bunlardan elde edilen

biyoaktif bilesikler hepatoprotektif olarak kullanilmaktadir (8).
1



Karacigerde olumlu etkileri oldugu bilinen enginar da geleneksel uygulamalarda
karaciger a¢isindan ilk sirada yer almaktadir. Ancak enginarin hepatoprotektif etkilerinin
hangi mekanizmalar lizerinden oldugu hala kesin bir sekilde ortaya konamamustir (9, 10).
Enginarla yapilan c¢alismalarda antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri
gosterilmis olmakla birlikte antikolestaz etkisi, hepatositlerde yapilan sadece bir ¢alismada

ortaya konmustur (11).

Calismamizda enginarin hepatoprotektif ve ndroprotektif etkileri bu bitkinin taban
yapragl ve reseptakulum kisimlarinin sulu etanol ekstraksiyonu hazirlanarak, siganlarda
SKB modeli ile olusturulan karaciger fibrozisinde enginarin hem taban yapragi hem de
reseptakulum kisminin karaciger fibrozisi ve buna bagli gelisen HE’deki antioksidan ve
antiinflamatuvar etkileri ile biligsel fonksiyonlara olan etkilerinin karsilagtirmali olarak

ortaya konmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER

2.1.1. Karaciger genel bilgiler

Embriyonik dénemde 6n bagirsagin bir parcast olan karaciger, endoderm kokenli
bir organdir. Gelisimi embriyonik donemin 4. haftasinda hepatik divertikiil ile baslar. 6.
hafta itibariyle hematopoezden sorumlu hale gelir ve 12. haftadan itibaren de safra
tiretiminden sorumlu olur (12). Yetiskin viicut agirhiginin %2’sini olusturan karacigerin
bircok fonksiyonu bulunmaktadir; bazi1 maddelerin detoksifikasyonu, bagisiklik sistemi,
sindirim sistemi, viicut metabolizmasi ve bazi vitaminlerin depolanmasi bunlardan
bazilaridir. Karacigerin %75 portal ven ve %25 hepatik arter olmak ftzere ikili
damarlanmasi mevcuttur (12). Karacigerin fonksiyonel {initesi olan lobiil, fizyolojik olarak
hepatositlerden olusur. Fonksiyon ve perfiizyon agisindan hepatositler ii¢ bolgeye ayrilir.
Birinci bolge periportal bolge olarak da adlandirilir. Perflizyonu iyi oldugundan,
rejenerasyon kabiliyeti en yiliksek olan bdlgedir. Yiiksek perfiizyonu nedeniyle; beta
oksidasyon, glukoneogenez, safra ile kolesterol olusumu ve aminoasit katabolizmasindaki
oksidatif olaylar bu bolgede gergeklesir. Birinci ve ii¢lincii bolge arasinda yer alan ikinci
bolge perisantral bolgedir. Ugiincii bolge portal triaddan en uzak bdlge olmasi nedeniyle
perfiizyonu en diisiik bolgedir. Detoksifikasyon, ilag metabolizasmasi, ketogenez, glikoliz,

lipogenez ve glikojen ile glutamin sentezi bu bolgede olmaktadir (12).

2.1.2. Karaciger fonksiyonlari

Karacigerin birgok énemli fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 sunlardir
(12-14):

e Safra iiretimi: Bobrekler tarafindan ekstrakte edilemeyen maddelerin atilmasini

saglar. Safra tuzlarn ve safra asitleri, yaglarin sindirilmesine katkida bulunur.

Safra, hepatositlerden safra kanalikiillerine salgilanir, devaminda duodenuma

gecer veya depolama igin safra kesesinde toplanir. Duedonuma salgilandiktan

sonra enterohepatik dolasima girerek bagirsaga gecer.



e [lac metabolizmasi: Ksenobiyotiklerin metabolize edilerek detoksifiye edilmesi
baslica karacigerde gerceklesir. Karaciger, ilaclar1 faz I ve faz II reaksiyonlari
ile lipofilik halden hidrofilik forma g¢evirerek etki eder. Faz I reaksiyonlari, esas
olarak sitokrom P450 enzimleri ile oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz
gergeklestirir. Faz II reaksiyonlari, faz 1 reaksiyonlar1 sonucu olusan
metabolitleri kan veya safraya salgilanmak {izere daha hidrofilik hale
dontistiirmek i¢in konjuge eder.

e Bazi vitaminlerin depolanmasi veya metabolize edilmesi: Yagda ¢ozlinen
vitaminlerin biiylik bir kismi silomikron veya ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein
(VLDL) seklinde bagirsaktan emilir ve bu yolla karacigere ulasir. Bu vitaminler
karacigerde metabolize edilir veya depo edilir. Ornegin, A vitamini karacigerde
ito hiicresi ad1 verilen hiicrelerde depo edilmektedir. D3 vitamininin aktif hale
gelmesi  karaciger ve Dbobrekte hidroksilasyon ile olmaktadir (25-
hidroksilasyon). D3 vitamini, 24-hidroksilasyon ile inaktif hale gelmektedir.

e Bilirubin metabolizmasi: Karaciger, hemoglobindeki demirli-porfirin proteini
olan hemin par¢alanmasinda énemli bir organdir. Hemoliz; karaciger, dalak ve
kemik iligi gibi bir¢ok organda gerceklesmektedir. Hemoliz sonucu konjuge
olmayan bilirubin olusur. Karaciger, albiimine bagli olmayan bilirubini alir ve
faz Il enzimi olan iiridin difosfat glukuroniltransferaz (UGT) ile konjuge
bilirubine ¢evirir. Konjuge bilirubinin ¢ogu bagirsaklardan emilemeyip diski ile
atilmaktadir, az bir kismi ise kanda ¢6ziinerek bobrekler tarafindan atilmaktadir.

e Karaciger, tiroid hormonlarindan T4’tin daha aktif olan T3’e
deiyodinasyonunda da gorev almaktadir. Albiimin, globiilin, protein C, protein
S, faktér VIII, intrinsik-ekstrinsik yollarin tiim pihtilasma faktorlerinin

sentezinde karaciger 6nemli bir rol almaktadir.
2.2. SARILIK

2.2.1. Sarilik ve bilirubin metabolizmasi

Sarilik viicudumuzda deri, konjonktiva ve mukoz membranlardaki sararma olarak
tanimlanabilmektedir. Bu durum, bilirubinin plazmadaki miktarmin artis1 ile ilgilidir.
Plazma bilirubin konsantrasyonu 3-4 mg/dL’yi asarsa sarilik klinik olarak belirgin hale
gelir (15). Bilirubin artis1 birgok patolojinin ortak sonucu olmakla birlikte ayirici taniyi

belirlemede ve hastay1 degerlendirmede bilirubin metabolizmasinin rolii olduk¢a énemlidir

(15).



Hemoglobindeki “heme” kisminin metabolizmasi sonucu bilirubin olusur.
Viicudumuzdaki bilirubin kaynaginin ¢ogu Omriinii tamamlamis eritrositlerdir. Bunun
disinda katalaz (CAT), peroksidaz ve doku sitokromlar1 gibi heme igeren enzimler ve

myoglobin de bilirubin kaynagidirlar (15, 16).

Heme halkas1 hem oksijenaz enzimi ile biliverdine doniistiiriiliir. Biliverdin de
biliverdin rediiktaz enzimi ile bilirubine ¢evrilir. Bu olaylar daha ¢ok dalak, kemik iligi ve
karaciger makrofajlarinda meydana gelmektedir. Olusan bilirubin, unkonjuge bilirubin
olup plazmada albiimin ile tasinir. Unkonjuge bilirubin, hepatosit membraninin bazolateral
kismindan organik anyon transport proteini ile plazmadan alinir. Buradan endoplazmik
retikulumdaki sitozolik baglayici proteinlerle iletilir. Konjugasyon islemi burada UGT
enzimi ile katalizlenir ve konjuge bilirubin olusur. Konjuge bilirubin kanalikiiler (apikal)
membrandan adenozin trifosfat (ATP) bagimli bir eksport pompasi ile safra kanallarina
transfer edilir. Oradan da bagirsaklara iletilerek digkiyla atilir. Konjuge bilirubinin bir
kismui ise bagirsak bakterileri tarafindan {irobilinojene ¢evrilir. Enterohepatik sirkiilasyonla

sistemik dolasima gecen iirobilinojen de idrarla atilir (17, 18).

2.2.2. Hiperbilirubinemi

Unkonjuge bilirubin artis1 genellikle eritrositlerin yikimi sonucu olusmaktadir.
Eritrositteki enzim bozukluklari, hemoglobinopatiler, kirmizi kan hiicresi otoimmun
patolojileri ve bazi kanserler bu duruma neden olabilmektedir. Heme metabolizmasi
sonucu yiiksek miktarlarda olusan unkonjuge bilirubin, yeterli diizeyde konjuge edilip
atilamaz ise sariliga neden olur. Ayrica azalmis bilirubin konjugasyonu da unkonjuge
bilirubinin artig sebeplerindendir. Konjuge bilirubin artisi, ekstrahepatik ve intrahepatik
kolestaz sonucu meydana gelebilmektedir. Intrahepatik kolestazda yaygin hepatoselliiler
hasar ve ciddi biliyer tikanma olmaksizin safra klirensinde bozulma goriilebilmektedir.
Tiberkiiloz ve sarkoidoz gibi infiltratif karaciger hastaliklari, primer biliyer siroz gibi
intrahepatik safra duktus bdlgesinde bulunan kolanjiositlerde goriilen hasarlar, cesitli
ilaglar ve enfeksiyonlar ile karacigerde goriilen neoplastik ve paraneoplastik karaciger
hasarina neden olan durumlar intrahepatik kolestaza neden olabilmektedir. Yine gebeligin
liclincii trimesterinde goriillen kolestaz, intrahepatik kolestaz olup 2 hafta iginde
kendiliginden diizelir ancak sonraki gebeliklerde tekrarlayabilmektedir. Safra tikanikligi,
safranin kanalikiillere atilimindan sonraki basamaklarda gerceklesiyorsa, ekstrahepatik

kolestaz olarak tanimlanmaktadir (15, 19).



Tablo 2. 1. Hiperbilirubinemi nedenleri (19).

Unkonjuge hiperbilirubinemi

Otoimmun hemolitik anemi
Kalitsal konjugasyon bozukluklari (Crigler-Najjar sendromu, Gilbert sendromu)

Eritrosit enzim defektleri (Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi, glukoz fosfat izomeraz eksikligi,
pirimidin 5 niikleotidaz eksikligi, piruvat kinaz eksikligi)

Eritrosit membran defektleri (eliptositoz, ovalositoz, sferositoz)

Myeloproliferatif hastaliklar (Polisitemi Vera)

Konjuge hiperbilirubinemi

intrahepatik kolestaz Ekstrahepatik kolestaz

Viral hepatitler Koledokolitiazis

Alkolik karaciger hastaligi Safra darlig1

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi Bilier atrezi

flaca bagl karaciger hastaliklar Kolanjit (Bakteriyel, primer-sekonder sklerozis)
Sepsis Koledok kistleri

}?;g;{[?gqun hastaliklar (Primer biliyer siroz, otoimmun Kronik pankreatit

Iskemik hepatit Safra kesesi kanseri

Genetik karaciger hastaliklar1 (Wilson hastaligi, Kolanjiokarsinom

hemokromatozis)

Kanserler (Hepatoselliiler karsinom, metastatik

Pankreatik tiimorler (Pankreatik adenokarsinom)
kanserler)

Enfeksiyonlar (Sitomegaloviriis, insan immun
yetmezlik viriisii)

2.3. KARACIGER FiBROZiSi

2.3.1. Karaciger fibrozisi

Karaciger fibrozisi, Tablo 2.2°de gosterildigi gibi bir¢ok kronik karaciger

hastaliginin sonucunda ortaya c¢ikan, kollajen gibi ekstraselliiller matriks proteinlerinin

(ESM) biriktigi bir durumdur. Karaciger yetmezligi, siroz ve portal hipertansiyon ise

ilerlemis karaciger fibrozisinin sonuglaridir ve siklikla karaciger nakli ile tedavi

miimkiindiir. Karaciger sirozu asir1 bag doku birikimini tanimlar (20, 21).

Aktif hepatik uydu hiicreleri (stellat hiicre), karaciger kokenli fibroblastlar ve

kemik iligi kokenli myofibroblastlar fibrozisin ana kaynagidirlar. Son zamanlarda yapilan

caligmalar fibrozisin geriye dondiiriilebildigini ortaya koymakta ve bu durum antifibrotik

ilaglarin kesfi icin tesvik edici olmaktadir. Bir¢ok tedavi edici yontem deneysel karaciger

fibrozisi modellerinde etkili olsa da insanlarda ne kadar giivenli ve etkili oldugu hala kesin

olarak bilinmemektedir (20).



Karaciger fibrozisini tanimlamak i¢in hiicre kiiltiiri caligmalarinda in vitro

yontemler ile sicanlarda ve transgenik farelerde in vivo calismalarla ortaya konmustur.

Tablo 2.2. Siroz nedenleri.

Hepatit B, Hepatit C, Delta Hepatit
Alkolik Siroz

Otoimmun hepatit

Primer biliyer kolanjit

Wilson Hastalig1

Hemokromatozis

Kolestaz

Kriptojenik

Sirozda asemptomatik fazdan sonra 6dem, asit, kanama, sarilik ve ensefalopati ile
karakterize dekompanse faz gelisir. Bu faz sonrasi 6liim riski oldugundan hizli bir sekilde
karaciger nakli gerekmektedir. Cilinkii bu fazda hastalik sistemik bir hal alarak ¢oklu organ

yetmezligi ile seyredebilmektedir (22).

2.3.2. Karaciger fibrozisi patogenezi

Karaciger fibrozisinin patogenezinde, hasara karsi yara iyilesmesinin yaniti séz
konusudur. Akut karaciger hasarinda rejenere olan hiicreler, nekrotik veya apoptotik
hiicrelerin yerini alir. Bu nedenle siirli bir ESM birikimi olur. Ancak bu hasarin sinirh
kalmayarak devam etmesi durumunda karaciger rejenerasyonu yetersiz kalir ve karaciger
dokusunun yerini daha fazla miktarda ESM alir. Fibrotik karaciger hastaliginin daha da
ilerlemesi ile fibrotik alanlarda kopriilesme fibrozisi ve siroz meydana gelir (23). Hepatosit
uydu hiicreleri, hasarli karaciger hiicrelerinde ESM f{ireten hiicrelerdir. Bu hiicreler 1876
yilinda Von Kuppfer tarafindan tanimlanmistir (23). Hepatik siniizoidal endotel hiicreleri
ile hepatositler arasindaki alan olarak tanimlanan Disse araliginin subendotelyal bolgesinde
yer alan bu hiicreler karaciger hiicrelerinin %10’unu olusturmaktadir (23). Disse
boslugunda bulunan bu hiicreler A vitaminini depolayan temel hiicrelerdir. Bu hiicreler
karaciger hasar1 sonrasi aktive olur ve kontraktil, proinflamatuvar 6zellikte miyofibroblast
benzeri hiicrelere diferansiye olur. Stellat hiicreleri safra hasarinda da portal fibroblastlarin
olusumuna katkida bulunmaktadir (23). Hasarla birlikte hepatositler radikal oksidatif stres
(ROS) elemanlar ile fibrojenik mediatorleri serbest birakir ve bu durum inflamatuvar
hiicreleri aktive ederek proinflamatuvar sitokinleri uyarir ve stellat hiicreleri aktive eder.
Aktive olan stellat hiicreleri, inflamatuvar ve fibrojenik siiregte birbirlerini tetikleyen bir

kisir dongliye neden olurlar (20).



Sekil 2.1. Normal karaciger ve ilerlemis fibrotik karaciger (Bataller ve Brenner, 2005’ten alinmistir).

Karaciger fibrozisinin hiicresel diizeyinde baslica sinyal yollar1 ve bu yollara ait

onemli efektorler bulunmaktadir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Karaciger fibrozisi patogenezinde sinyal yollar ve ilgili efektorler (2).

Sinyal Yolu Efektorler

Biiyiime Faktorleri Sinyal fletim Yolu PDGF, TGF-&, VEGF, EGF

Fibrojenik Sinyal Yolu TGF-p1

Kemokin Yollar CCR5, CCR1, CXCL4, CXCL9, CXCL3
Adipokin Yollar Leptin, Adinopektin

Kanabinoid ve Opioid Sinyali, Tiroid Hormonlari,

Noroendokrin Yollar .
Seratonin

Ozellikle PDGF sinyal yolu, stellat hiicrelerin aktive edilmesinde onemlidir. Bu
siirec protein kinaz C aktivasyonu ile sonuglanir. Yapilan c¢aligmalarda, PDGF
reseptorlerinin inhibe edilmesiyle antifibrotik etkinin ortaya kondugu ve bu etkinin yeni

ilag gelistirmede umut olabilecegini ortaya koymustur (2, 24).

Stellat hiicrelerin aktive edilmesinde transforme edici biiyiime faktori-f (TGF-p)
ve epidermal biiytime faktorii (EGF) gibi faktorlerin de etkisi biiyliktiir. TGF- ailesinin
bir¢cok izoformu vardir. TGF-B1, karaciger fibrozisinde en ¢ok arastirilan formdur. TGF-
B1, inaktif halde bulunan stellat hiicrelerin ESM salgilayan miyofibroblastlara
farklilasmasini tesvik eder. Yine adipokin yolagi efektorii olan leptin de TGF-f1 {lizerinden
fibrozise katkida bulunmaktadir (25). Safra yollarinda olusan fibrozisin patogenezinde ise
daha ¢cok TGF-B2’nin rol aldig1 diisiiniilmektedir. SKB yapilan farelerin karacigerinde
TGF-B2’nin, TGF-B1’e gore daha ¢ok yiikseldigi bir aragtirmada ortaya konmustur (26).

Stellat hiicreleri kemokin reseptorlerini eksprese edebilmektedir. Kemokinler
Ozellikle iltihaba neden olan kemotaktik molekiillerdir. Béylece, karaciger hasar1 bolgesine

fibrozise katkida bulunan yapilarin go¢ etme kabiliyeti kemokinler vasitasiyla saglanir (2).



Stellat hiicreleri ayrica kannabinoid (CB) sinyalinde etkili olan reseptorleri de
eksprese etmektedir. CB1 sinyali fibrogeneze katkida bulunurken, CB2 sinyali antifibrotik
aktiviteye katkida bulunur. Son olarak, tiroid hormonlar1 ve seratonin de stellat hiicrelerin

aktivasyonu ile fibrozise neden olabilmektedirler (2).

2.4. KARACIGER HASTALIKLARINDA OKSIDATIF STRES VE
INFLAMASYON

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan
ve potansiyel olarak hiicre hasarina neden olan bir durumdur. Dokulardaki ¢ogu hiicre hafif
oksidatif stresi tolere edebilecek kapasitede olup antioksidan savunma mekanizmasi zarar
gormis yapilarda 6nemli bir onarim saglar (27). Reaktif oksijen tiirleri, mutagenez ve
tiimor gelisimindeki etkileri nedeniyle potansiyel karsinojeniktirler. Bu elemanlarin gen
ekspresyonunda, hiicre adezyonunda, hiicre metabolizmasinda, hiicre boliinmesinde ve
hiicre oliimiinde (apopitozis) etkileri vardir. Bu etkiler, oksidatif DNA hasarin1 uyarabilir
ve hiicre ¢ogalmasinda genetik anormalliklere sebebiyet verebilmektedir. Cogu doku
hasarinda oldugu gibi karaciger doku ve hiicrelerindeki hasarda da oksidatif hasarin etkisi
bityiiktiir (27). in vivo ve in vitro calismalarda bircok kronik karaciger hastaligina neden
olan hastaliklarda oksidatif stres ile ortaya ¢ikan hasar, karaciger fibrozisinin

patofizyolojisinde 6nemli rol oynadig1 goriilmiistiir (27).

Serbest radikaller genellikle kararsiz ve onemli Olgiide reaktif olan atom veya
molekiillerdir. Iki tip serbest radikal bulunmaktadir. Bunlardan biri oksijenden iiretilen
reaktif oksijen radikalleri, digeri azottan iiretilen reaktif azot tiirleridir (28). Kolestaz
sonras1t nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH) ve mitokondriyal solunum yolu
elemanlar1 ROS’un temel iki kaynagidirlar. Ortaya ¢ikan bu radikallerin birikimini
engelleyen koruyucu mekanizmalarin yetersiz kalmasi ile oksidatif ve nitrozatif stres
meydana gelir. Oksidatif ve nitrozatif stres, karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin

patogenezinde yer almaktadir (28).

Karaciger hasar1 sonrasi notrofil, makrofaj ve lenfosit gibi inflamatuvar hiicreler
hasar bolgesine go¢ eder ve burada kemokin, sitokin ve nitrik oksit gibi kimyasal
mediyatorler salarak doku hasarina neden olurlar. Bu siirecte ortaya ¢ikan oksidatif stres de
hasarin 6nemli bir pargasidir. Proinflamatuvar donemde artan oksidatif yanit ve bu yanita
bagh olarak gelisen siiregteki kisir dongii, karaciger hastaliginin patogenezini ortaya
koymaktadir (29). ROS’in karaciger fibrozisindeki rolii ilk olarak 1960’11 yillarda
karaciger fibrozisi deneysel hayvan modellerinden biri olan karbon tetrakloriir’e (CCl4)

baglh karaciger hasarinda yiiksek lipid peroksidasyonu ile siganlarda gosterilmistir. Yine
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etanol kaynakli yagli karaciger hastaliklarinda, lipid peroksidasyonu ilk olarak 1967
yilinda yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (30).

Kesin mekanizmalar tam olarak ortaya konmus olmasa da oksidatif stres ve
inflamasyonun karaciger fibrozisi ile yakin iliskide oldugu kabul edilmektedir.
Inflamasyon siirecinde NOD benzeri reseptor proteini 3 (NLRP) sinyali énemlidir (31).
NLRP3 aktivasyonunda tiimdr nekroz faktorii (TNF) reseptorii, Toll benzeri reseptorler
(TLR) ve interlokin 1 (IL) reseptorleri 6nemli rol almaktadir. Yine Niiklear Faktor-Kappa
B (NF-xB) yolunun TLR4, IL1-B, IL17 ve IL17 ile uyarilmasi ve aktive edilmesiyle TGF-
iiretimi yukar1 yonde regiile olur ve karacigerde ESM birikimiyle karaciger fibrozisi gelisir
(30). Bu nedenle, fibrotik karaciger hastaliginda anti-inflamatuvar ve antioksidan tedavinin
oldukca 6nemli oldugu bilinmektedir. Hepatosit 6liimii, karaciger doku nekrozu ve stellat
hiicrelerin aktivasyonunda rolii olan ROS kaynakli hasarin; CAT, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi ana antioksidan enzim aktiviteleri ve ROS
temizleyiciler tarafindan 6nlendigi gosterilmistir. Bu olumlu etkiler bir¢ok karaciger hasari
tipinde gosterilmis ve karaciger parankiminde oksidatif zarara karsi 6énemli koruyucu
nitelikte oldugu gosterilmistir (32). Bir¢cok eksojen ve endojen etken, bazi tetikleyici

mekanizmalar ile oksidatif stres tizerinden fibrozise neden olmaktadir.

Endojen
Obezite, insulin direnci, diger...

DNAlasan —

Oksidatif
stres
l Lipid peroksidasyonu
immun hiicre
infiltrasyonu
Mitokondriyel
l disfonksiyon
inflamazomlar : Karaciger
H yaglanmasi
. B
Hepatik uydu hiicresi : * :
aktivasyonu Inflamasyon
. B
....... » i
__________ Kronik Hepatit v v
Fibrozis4 Hepatoseliiler karsinom
|

>

Sekil 2.2. Karaciger hastaliklarinda bazi etkenlerin neden oldugu oksidatif stresin genel mekanizmasi.
(Li ve ark., 2015’ten degistirilerek kullamlmistir).
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Saglikli bir metabolizmada oksidan ve antioksidan mekanizma arasinda énemli bir
denge vardir. Redoks homeostazisi dedigimiz bu durumda denge serbest radikaller lehine

degisirse, oksidatif stres kaynakli hastaliklar gelisebilmektedir (33).

Redoks heomeostazisi

Oksidan

GSH, GSH-Px, SOD, CAT

Sitokrom P450, Lipooksijenaz,
Vitamin C/E, Diger antioksidanlar

Mitokondriyel elektron transfer zinciri,
NADPH oksidaz, Diger oksidanlar

Sekil 2.3. Karacigerde redoks homeostazisi. ( Li ve ark., 2015’ten degistirilerek kullanilmistir).

Viral hepatitler, kolestatik, alkolik, otoimmun ve yagli karaciger hastaliklarinin
neden oldugu kronik siliregte, karaciger fibrozisine ilerlemesindeki en temel ve
karakteristik bulgu inflamasyondur (34). Bir¢ok karaciger hastaliginda kronik inflamasyon,
karaciger fibrozisinden once gelisir. Inflamasyon, hastaligin tiim asamalarinda mevcut
olup; karaciger fibrozisi, karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinom gelisimi ile yakindan
iligkilidir (34).

Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge gibi proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar sistem arasinda da onemli bir denge vardir. Bu dengenin inflamatuvar
siire¢ lehine bozulmasi, antifibrotik ilaclarin kesfinde antiinflamatuvar aktivitenin 6nemini
ortaya koymaktadir. Karaciger hasarina neden olan etkenler, bagisiklik sisteminin
aktivasyonuna ve sonrasinda stellat hiicre aktivasyonu ile ESM salgilanmasina neden
olmaktadir. Stellat hiicre aktivasyonu, makrofajlar basta olmak iizere karaciger bagisiklik
sistemi elemanlarinin (T ve B lenfositler, dogal oldiiriicii hiicreler, notrofiller gibi)
inflamatuvar aktivitesinden kaynaklanmaktadir (28, 34). Makrofaj hiicreleri, 6zellikle
TGF-B1 {izerinden stellat hiicreleri aktive eden en giiclii fibrojenik etkendir. Karaciger
makrofaj hiicresi olan Kupffer hiicreleri ve diger inflamatuvar etkenler, stellat hiicre
aktivasyonunu NF-kB'ye bagimli bir sekilde yaparken, bu siirece IL-1, IL6 ve TNF-a

sitokinleri 6nemli katki saglamaktadir (28).

Karaciger, rejenerasyon yetenegi giiclii olan bir organ olmakla birlikte, karaciger

hasarinda hepatosit liretimini uyaran IL-1, IL-6, TNF-a gibi major sitokinler; EGF, TGF-
11



ve trombosit kaynakli biiylime faktorii gibi etkenler bu rejenerasyon kabiliyetinde rol alan
onemli major yapilardir (35). Ancak inflamasyonun kroniklesmesi ile rejenerasyon
kabiliyetinin asilmasi, olay1 hepatik fibrozise gotiirmektedir. Kolestatik karaciger
hastaliginda da derin inflamasyonla birlikte fibrozise giden bir siire¢ vardir. Birgok
proinflamatuvar sitokin ve kemokin kaynagi olan kolanjiositler, basta T lenfositler olmak
tizere diger iltihabi hiicrelerle etkilesime girerek ilgili patojeniteye neden olmaktadir.
Kolestatik karaciger hastaligi hayvan modellerinde, ESM kaynagi olan hiicrelerin portal
fibroblastlardan ziyade stellat hiicreler oldugu ve stellat hiicre aktivasyonunun

inflamasyonla gii¢lii iligkisinin oldugu belirtilmistir (34, 36).
2.5. HEPATIK ENSEFALOPATI

2.5.1. Hepatik ensefalopati

Kronik karaciger hastaligi, karaciger fonksiyonlarinin ilerleyici sekilde bozulmasi
ile karakterizedir. Pihtilasma faktorleri ve diger bazi proteinlerin iretimi, toksik
metabolizma Triinlerinin  detoksifikasyonu ve safra olusumu bu fonksiyonlardan

bazilaridir.

Siroz, kronik karaciger hastalifinin son asamasidir. Bu siiregte karaciger

parankiminin devamli bir inflamasyonu ile yapim ve yikim siireci rol oynar (21).

Tablo 2.4. Kronik karaciger hastaligi komplikasyonlari (21).

Ozafagus varis kanamalar Enfeksiyon
Hepatorenal sendrom Hepatoseliiler karsinom
Hepatopulmoner sendrom Hepatik ensefalopati

HE, kronik karaciger hastalifinda ortaya g¢ikabilen komplikasyonlardan biri olan
noropsikiyatrik bir bozukluktur (5, 37). HE, kronik karaciger hastalig1 olanlarda, baska
sebeplerle agiklanamayan tiim ndérolojik ve psikolojik semptomlar1 kapsayan genel bir
tanimlama olup HE ile ilgili tiim tiplerini kapsayan baska bir terminoloji bulunmamaktadir
(6).

Hastalik fenotipi subklinik formdan ciddi komaya kadar giden genis bir spektrumu
igerir. Bazi1 hipotez ve sorumlu mekanizmalar acgiklansa da HE’ nin kesin mekanizmasi hala
tam olarak bilinmemektedir. Sirotik hastalarda sik goriilen ve 6liimciil bir komplikasyon
olan HE’nin erken tanis1 ve sebebe yonelik uygun tedavisi olduk¢a 6nemlidir. HE nin
glinlimiizde en 6nemli kiiratif tedavisi karaciger transplantasyonudur (35). Tedavilerin bir

kismi hayvan ¢alismalarina, klinik gozlemlere ve randomize arastirmalara dayanmaktadir.
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Klinik belirtiler fark edilemeyecek kadar hafif veya derin komaya gidecek kadar agir
seyredebildiginden tedavi protokolleri ¢ok farkli olabilmektedir (38).

Epidemiyolojik olarak sirozun hastaneye yatisa sebep olan en sik
komplikasyonunun HE oldugu bilinmektedir. Bu durum, saglik bakimi ve maliyetle direk
ilgilidir. Siroza bagh bilissel bozulma, eriskinlerde karaciger hastaliinin diger
belirtilerinden daha fazla saglik hizmeti kaynaginin tiiketilmesine neden olabilmektedir

(39).

HE’nin karaciger hastalifinin siddetinden bagimsiz olarak yiiksek mortalite ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Bu sebeple HE’nin patofizyolojisinde sadece karaciger
yetmezliginin olmadigi, bagimsiz bagka faktorlerin de rol alabilece§i ortaya konmustur

(40).

HE hastalarinda mortalite orani, HE hastaligi olmayanlara gore iki kat daha
fazladir. Altta yatan karaciger hastalifinin ciddiyeti prognozda olduk¢a 6nemlidir. HE,
hastaligin subklinik formu da dahil olmak iizere diisiik yasam kalitesi ve mortalite ile
iliskilidir. Sirozlu hastalarda HE’ye neden olan iki major durum vardir. Bunlardan biri
karaciger fonksiyon bozuklugu, digeri portal hipertansiyonda postoperatif ortaya ¢ikabilen
portosistemik santtir. HE, portosistemik sant cerrahisi sonrasi ortaya cikabilecegi gibi
spontan olarak da goriilebilmektedir. Eger spontansa ve tedaviye yanit vermiyorsa santin

kapatilmasi veya kiiciiltiilmesi gerekmektedir (6).

2.5.2. Hepatik ensefalopati gelisiminde olas1 mekanizmalar

e Enterik toksinler

Amonyak: Ince bagirsakta glutamin metabolizmasindan, kalin bagirsakta protein ve
tirenin yikimindan olugsan amonyak, kaslarda ve daha az miktarda olmak iizere bobreklerde
de iiretilmektedir. Karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle detoksifiye olamayan
amonyak, sistemik dolasima gecerek merkezi sinir sisteminde hasara sebebiyet
verebilmektedir. Sekil 2.4’te gorildiigii gibi norotoksik bir madde olan amonyak, beyinde
glutamin ve glutamata ¢evrilerek metabolize edilir. Enerji gerektiren bu olayda biriken
glutamin, astrositlerde astrositik degisikliklere neden olmaktadir. Astrositik fonksiyon
bozuklugu ve glial proliferasyon norotoksisite nedenidir. Artan amonyak miktari, GABA
(Gama Aminobiitirik Asit) ve glutamat reseptorii lizerinden, GABAerjik ve glutamaterjik
aktivite artis1 ile néronal hasara ve beyne L-Arginin alimini arttirarak nitrik oksit artisina

neden olmaktadir (5).
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Norotoksik etkili amonyak, noronal hiicre mitokondrilerinde SOD, CAT ve GPX

gibi antioksidan enzim aktivitelerini bozarak oksidatif hasara neden olabilmektedir (41).

Plazma amonyak diizeyi ile HE arasinda her zaman korelasyon olmamasi, yapilan
baz1 kontrollii ¢alismalarda amonyak verilen sirozlu hastalarda HE gelismemesi ve saf iire
siklus defekti olan ¢ocuklarda HE benzeri bulgularin olugsmamasi, HE’de sadece
amonyagin sorumlu olmadigimi gostermektedir. Bu nedenle amonyak artis1 ile birlikte
diger nedenlerin birlikte HE’nin patogenezine dahil olabilecegi goriisiinii 6n plana

cikarmaktadir (6).

= [skelet Kast
Karaciger 4 Glatamie <‘,:1’)

Ure ¢— NH: Portosistgmik Sant

‘ /Ny‘fm
—>

Sekil 2.4. Karaciger yetmezligi olan hastalarda HE ve amonyak olusumunun patofizyolojisinin sematik
ozeti. (Lee ve ark., 2020°den degistirilerek kullanilmistir).

> Glutamin

Merkaptanlar: Silfiir iceren aminoasitlerin bakteriyel transferi ile olusan
merkaptanlar, sodyum-potasyum adenozin trifosfatazi (Na*/K*-ATPaz) inhibe ederek
norotoksik etkilerini ortaya koymaktadir (6).

Fenoller: Bagirsakta aminoasitlerin bakteriyel transformasyonu ile olusan

norotoksik maddelerdir (6).

Kisa ve orta zincirli yvag asitleri: Na'/K*-ATPaz ve ure sentezini inhibe ederler.

Triptofanin beyne gecisini arttirirlar (6).

14



e Cinko eksikligi

Cinko, iire sikliisiinde bulunan bazi enzimlerin koenzimi olarak gorev almaktadir.
Cinko eksikliginde bu enzimlerin aktivitesinde azalma meydana gelebilmektedir. HE’li

hastalarda ¢inkonun olumlu etkileri ortaya konmustur (42).

e Manganez toksisitesi

Karaciger yetmezligi olan hastalarin serum ve beyin dokusunda manganez
diizeyinin arttig1 goriilmiistiir. Norotoksik bir madde olan manganez, mitokondriyel
disfonksiyon ile beyin enerji ihtiyacinin artisina ve oksidatif hasar ile birlikte astrositlerde
bozulmaya neden olmaktadir (Sekil 2.5). Manganezin santral sinir sisteminde birikmesi,
HE’de beyin fonksiyonlarinin bozulmasinda ciddi bir faktor olabilecegi bildirilmistir (43).
Bir caligmada, kronik karaciger hastaligi olan dokuz hastanin otopsisinden elde edilen
beyin globus pallidus numunelerinde, manganez diizeylerinin yiiksek ve ¢inko degerlerinin

normal oldugu bulunmustur (44).

Manganez ekstraksiyonunun

inhibisyonu
Mitokondriyal
Disfonksiyon
Yiiksek Kan Mn Seviyesi l
l Oksidatif Stres —  Beyin Enerji Krizi
Beyin Mn Birikimi l
Beyin Dopaminerjik Sistem Bozuklugu Hepatik Ensefalopati

Sekil 2.5. Manganezin (Mn) beyin mitokondriyal bozuklugu, oksidatif stres ve HE ile iliskisinin
sematik gosterimi. (Heidari, 2019°dan degistirilerek kullanilmistir).
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Enflamasyon ve Sitokinler

Oksidatif ve Nitrozatif Stres \

Mn2+ —
NH4+
/ Mitokondriyal disfonksiyon ve
Glutamin beyin enerji krizi
Ca2 +
Eksitotoksisite

Sekil 2.6. Mitokondriyal disfonksiyon ve beyin enerji krizine neden olan etkenler. (Heidari, 2019’dan
degistirilerek kullanilmistir).

e Noronal nitrik oksit sentetaz (nNOS) aktivitesinin artmasi

Artan amonyak miktari, noronal L-arginin alimini arttirarak, nNOS gen
ekspresyonunun artisina neden olabilmektedir. Bdylece nNOS, nitrik oksit sentezini
arttirarak vazodilatasyona ve serebral perfiizyon degisikliklerine sebep olmaktadir (6).
Portokaval anastomoz ile deneysel HE olusturulan siganlarda, purkinje ve glial Bergmann
hiicrelerinde nNOS ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) ekspresyonlarinin arttigi

ortaya konmustur (45).

e Norotransmitter dengesinin bozulmasi

Yiiksek amonyak diizeyleri, kan-beyin bariyerinde (KBB) L-aminoasit tastyicisinin
etkinligini arttirarak notral aminoasitlerin serebral emilimini arttirir. Boylece tirozin,
triptofan ve fenil alanin gibi nétral aminoasitlerin beyindeki miktar1 artar. Bu durum;
dopamin, norepinefrin ve seratonin gibi norotransmitterlerin sentezinde degisikliklere
neden olabilmektedir (46). HE’li hastalarda beyin o6demi goriilmektedir. Amonyak
metabolizmasiyla astrositlerde goriilen yiiksek glutamin igerigi, hiicre i¢indeki
ozmolariteyi arttirarak beyin ddemine sebep oldugu bilinmektedir (47, 48). Karaciger
yetmezligi sonucu artan kafa i¢i basinci da beyin 6demine sebep olan diger bir etkendir.
Amonyak, glutamat salinimimi arttirip glutamat klirensini azaltarak hiicre disi glutamat
miktarinin artisina neden olur. Asir1 uyarilan N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri,
vazodilatasyona neden olan nNOS sentezini arttirir. Olusan vazodilatasyon da beyin

O0demine neden olmaktadir (47, 48).
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HE’de, beyindeki temel inhibitdr norotransmitter olan GABA miktar1 artar. GABA-
benzodiazepin reseptorlerindeki aktivite artisi, HE’li hastalarda sedatif etki gosterip, motor

fonksiyonlarda ve biligsel aktivitelerde azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (48, 49).

Artmis amonyak ve manganez miktarlarinin GABA aktivitesindeki artisa neden
oldugu disiintilmektedir. GABA-benzodiazepin reseptorlerindeki yiiksek aktivite,
kolesterol emilimini arttirarak beyin norosteroidlerinin sentezini arttirir. GABA-A
reseptorlerinin pozitif allosterik modiilatorii olan ndrosteroidlerin diizeyinin, norolojik

hasarin derecesi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (50, 51).

Sistemik Faktorler Kan Beyin Bariyeri Beyin ekstraseliiler AStrositler Noronlar

Mgﬂ Glutamat mGIuR

Amonyak transportu ve aktivasyon 1

limi ¥
Glutamat 4 n 0 l l

Sik1 Baglanti
o NMDA ekspresyonu
(Tight junction) AG]]'ltamin degisikligi presy

proteinlerinin Norotoksik
- bozulmast madodtgllér l l
Oksidatif Stres l (amonyak, laktat,

Enflamasyon
—

- - Glutamaterjik ve
T . Hipertonisite GABAerjik ",
Kan-beyin bariyer : \/ norotransmisyon

Safra Asitleri biitiinliigiinin : Astrosit sismesi | 2ozukiugt
degismesi (azalmis - Bozulmusy Na/K
gegirgenlik) Orani l

safra asitleri, sitokinler, ROS

GABAA reseptor
Astrosit néronal [Fakeivasyonu

Hio ey

Laktat

: mGluR :
p- Seyin aktivasyon 4 Hepatik
Odemi ¥ Ensefalopati

Sekil 2.7. Kronik Kkaraciger hastahginda HE patogenezi. (Ochoa Sanchez ve Rose, 2018’den
degistirilerek kullanilmistir).

KBB bozuklugu, astrosit sismesi ve beyin 6demi hepatik ensefalopatinin ana
nedenleridir. Norotoksik maddeler, astrositlerde zararli etkiler olusturarak glutamat ve
glutamin metabolizmasin1 bozar ve astrosit sismesine neden olarak beyin 6demine
sebebiyet verir. Bu durum astrosit-néronal iletisimi etkiler ve sonugta HE'den sorumlu olan
glutamaterjik ve GABAerjik norotransmitterlerin ve bununla ilgili sistemlerin bozulmasina

neden olur (Sekil 2.7).

HE’li hastalarda monoaminleri metabolize eden enzim olan monoamin oksidaz A
(MAO-A)’nin  noronal izoformunun ekspresyonunun arttigt ve MAO-A enzim

aktivitesindeki artisin, dopamin ve seratoninin metabolitlerinin artig1 ile ortaya kondugu
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goriilmiistiir. HE’1i hastalarda parkinson benzeri bulgularin sebebi bu olabilir. Yapilan bir
calismada, D2 reseptorlerinin pallidum ve putamen beyin bolgelerinde diisiik eksprese

edilmesi bu hipotezi desteklemektedir (52).

Amonyak yiiksekligi ve kolinerjik sistemdeki degisiklikler hakkinda birgok sey
bilinmemektedir. Sirozda asetilkolinesteraz enzim etkinliginde bir artis s6z konusudur. Bu
durum asetilkolin seviyesinde azalmaya ve GABAerjik aktivitede artisa neden olmaktadir.
Yapilan caligmalarda asetilkolin uygulamasinin norotoksisiteyi azalttigi ve hastaligin

siddetini hafiflettigini ortaya koymustur (53, 54).

Adenozin; GABA, glutamat, dopamin ve seratonin gibi ndrotransmitterlerin
postsinaptik etkilerini inhibe ederek néromodiilator etkide bulunmaktadir. Azalan adenozin
reseptor  ekspresyonu, glutamaterjik  aktiviteyi  arttirarak  hastalifa  katkida

bulunabilmektedir (53).

Tablo 2.5. HE'de norotransmitter degisiklikleri.

Azalanlar (Noronal eksitasyon) Artanlar (Noronal inhibisyon)
Katekolaminler
GABA
Glutamat )
Seratonin
Aspartat

] Endojen benzodiazepinler
Dopamin

e Inflamasyon

TNF-0, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler mikroglia aktivasyonuna
neden olmaktadir. Mikroglial aktivasyon sonrasi artan monositler, KBB’nin bozulmasiyla
ve artan inflamasyonla noronal hasara katkida bulunur (55). Yapilan c¢alismalarda,
amonyak ve benzeri norotoksik maddelerin, sistemik inflamatuvar yanit sendromu
olustugunda HE’ye zemin hazirladigimi ortaya koymustur. Bu nedenle sepsisin, karaciger
fibrozisi sonrasinda bozulan nitrojen metabolizmasi ile proinflamatuvar sitokinleri serbest

birakip HEyi tetikledigi diisiiniilmektedir (56).

Karaciger sirozu gelistikten sonra ortaya cikan portal hipertansiyon, bagirsak
bariyer biitiinliigliniin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu tabloya immun yetersizlik ve
malnutrisyon da eklenince ¢esitli enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Enfeksiyona cevap
olarak olusan inflamatuvar yanit ve oksidatif stres elemanlarinin KBB’yi ge¢cmesi, HE’ye

neden olabilmektedir (57).
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Karaciger Sirozu
I |

Bagirsak Bariyer Bagisiklik Bozuklugu Malnutrisyon
Disfonksiyonu

I ~

Bakteriyel Translokasyon

| Enfeksiyon |
Enflamasyon Oksidatif Stres Bagirsakta Amonyak
IL-1B, IL-6 ve TNF-A SOD ve GSH ¥ Uretimi

\ MDlA 1 /

Kan-Beyin Bariyeri Bozulmasi

Hepatik Ensefalopati

Sekil 2.8. Siroz sonrasi gelisen enfeksiyonda HE gelisim mekanizmasi. (Wang ve ark., 2013’ten
degistirilerek kullanilmistir).

e Safra Asitleri

SKB modelinde, dolagimda artmis safra asitlerinin KBB’yi bozdugu goriilmiistiir.
SKB modeli disinda; akut karaciger yetmezligi, kronik karaciger yetmezligi ve alkolik
olmayan karaciger yaglanmasi gibi durumlarda da safra asitlerinin plazmada ve beyin

omurilik sivisinda arttig1 gosterilmistir (56, 57).

Yapilan bir ¢aligsmada, litokolik asitin hepatik uydu hiicrelerinin aktivasyonuna yol
acarak fibrozise, deoksikolik asitin de makrofaj aktivasyonu ile inflamasyona neden
oldugu ortaya konmustur (58). Plazmada artan safra asit dlizeyi ayrica noroinflamasyon ile
iliskilidir (59). Sekil 2.9°da gosterildigi gibi deoksikolik asit ve litokolik asit, makrofaj ve

stellat hiicre aktivasyonu ile inflamasyona ve fibrozise neden olmaktadir (58).
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Makrofaj Aktivasyonu

Enflamasyon

Sekil 2.9. Kolestaza bagh artan safra asitlerinin neden oldugu inflamasyon ve karaciger fibrozisi.
(Holtmann ve ark., 2021°den degistirilerek kullanilmistir).

e Kan-Beyin Bariyeri Gegirgenlik Artisi

Karaciger yetmezligi sonucu gelisen inflamasyon ve oksidatif hasar, KBB’nin
gecirgenligini bozarak santral sinir sistemine normalde gegmeyen ndrotoksik maddelerin
gecisine neden olmaktadir. Amonyak, serotonin, bradikinin, adenozin, plirin niikleotidleri,
IL’ler, serbest radikaller, nitrik oksit ve steroid gibi bazi maddeler beyin endotel

fonksiyonunu etkileyerek KBB biitiinliigiiniin bozulmasina neden olabilmektedir (60).

2.5.3. Hepatik ensefalopatide tetikleyici faktorler

Epizodik ensefalopatide baz1 faktorler, ataklar seklinde bir tablonun baslangicina
neden olmaktadir. HE’de sik karsilasilan ve mortal seyreden duruma en ¢ok
gastrointestinal kanama, sepsis ve azotemi sebep olmaktadir. Ayrica elektrolit denge
bozuklugu, yiiksek proteinli beslenme ve santral sinir sistemini etkileyen ilaclarin

kullanimi1 (sedasyon yapan ilaglar vb.) da HE’yi tetikleyebilmektedir (61).

20



Sebebi Bilinmeyen infeksiyonlar Gastrointestinal Kanama Kabizlik Hepatorenal Sendrom

Dehidratasyon Fazla Proteinli Yemek Hiponatremi Hepatik Yetmezlik Gebelik

Sekil 2.10. Hepatik ensefalopatide tetikleyici faktorler. (Cadirci ve Cerrah, 2019°dan degistirilerek
kullanilmistir.

2.5.4. Hepatik ensefalopatide tedavi secenekleri

HE’nin standart bir tedavisi bulunmamakta ve hastaligin siddetine gore cesitli
tedavi yontemleri uygulanmaktadir. HE, son dénem karaciger yetmezligi olan sirozlu
bireylerde 6nemli mortalite ve morbidite sebebidir. Saglik sistemi iizerinde 6nemli bir yiik
olusturan HE’nin erken ve etkili tedavisi bu nedenle olduk¢a 6nemlidir (62). HE nin
patofizyolojisinde yiiksek amonyak diizeyi on planda oldugundan plazma amonyak
diizeyini diisiirmek tedavinin ana ilkelerinden birisidir. HE nin altta yatan sebeplerini tespit
etmek ve hastaliga bagl gelisen komplikasyonlarla miicadele etmek zor olabilmektedir. Bu
nedenle bireysellestirilmis tedavinin, daha iyi sonuglarin elde edilmesinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir (62). Sirozun koétii bir prognostik gostergesi olan HE’de her hasta,
karaciger nakli i¢in bir adaydir (62).

Hiperamonyemide asil ama¢ amonyak {retimini azaltip, emilimini arttirmaktir.
Yiiksek proteinli diyet kisitlamasi, HE’li hasta yonetiminde eskiden beri uygulanmaktadir.
Ancak son zamanlarda hastalarin daha yiiksek diizeyde protein ihtiyaci oldugu
belirtilmekte ve karaciger yetmezligi derecesine gore sinirli protein kisitlamasina
gidilmektedir. Azot dengesi i¢in dall1 zincirli aminoasit iceren protein diyeti 6nerilse de
klinikte olumlu sonuglar1 yeterli seviyede elde edilememistir. Ancak, dalli zincirli
aminoasit tedavisi alanlarda kas kitlesinin daha iyi korundugu c¢alismalarda ortaya

konmustur (63).
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Emili diisiik diizeyde olan disakkaridlerden laktuloz ve laktilol, viicutta miishil
olarak etki eder. Bunu hiperozmolar bir ortam olusturmak suretiyle, kolonun amonyagi
etkili bir sekilde absorpsiyonunu engelleyerek yapar. HE’nin akut tedavisinde laktuloz
kullanim1 pek tercih edilmese de yapilan bir meta-analizde, emilmeyen disakkaridlerin
HE’nin 6nlenmesinde etkili oldugu ortaya konmustur (64). Bu disakkarilerin kullaniminin
karaciger yetmezligi, hepatorenal sendrom ve varis kanamalarinda da faydali oldugu
gosterilmistir (65). Laktuloz ve laktilol kolona ulastiklarinda organik asitlere parcalanir ve
asidik ortamda tireyen bakterilerin azalmasini saglar. Artan ozmolalite ile bagirsak gecisi
hizlanir ve fekal nitrojenin miishil etkisi ile atilmasi saglanir (64). Laktilolun tadi daha

giizel oldugundan daha iyi tolere edilmektedir (37).

Antibiyotikler, bagirsak florasim1 diizenleyerek amonyak olusumunu azaltan ve
HE’de etkin bir tedavi olarak kabul edilen ilaglardir. Neomisin, aminoglikozit iiyesi bir
antibiyotik olup, glutaminazi inhibe ederek amonyak miktarin1 azaltmaya calisir. HE’de
antibiyotik kullanimi ilk olarak neomisin ile 6n plana ¢ikmistir. Ancak su anda klinik
kullanimi1 yoktur (62, 66). Rifaksimin etkinliginin neomisine benzer sekilde oldugu yapilan
meta-analizlerde ortaya konmustur. Uzun donem etkileri igerisinde toksisite bulgulari
saptanmayan bu ilacin kullannomi FDA tarafindan onaylanmistir (66). Calismalarda,
rifaksimin ve laktulozun birlikte kullaniminin tek basina rifaksimin kullanimindan daha

basarili oldugu gosterilmistir (62).

Probiyotikler, gastrointestinal sistemde konakciya fayda saglayan ve bagisiklik
sistemine olumlu etkileri oldugu diisiiniilen canli organizmalar olarak bilinirler.
Probiyotikler, inflamasyonu azaltarak mikrobiyotanin yenilenmesini saglar ve bagirsak
bariyer biitiinliigiinii koruyarak bakteriyel translokasyonu engeller. Probiyotiklerin
mortalite {izerindeki etkisi yeterli olmasa da plazma amonyak diizeylerini azalttigi ve

HE’de etkin bir rolii oldugu ortaya konmustur (62).

Albumin, karacigerde sentezlenen bir proteindir. Karaciger sirozunda alblimin
eksikligine bagli olarak sistemik 6dem gelisebilmektedir. Siroza bagli hepatorenal sendrom
ve spontan bakteriyel peritonit gelisen hastalarda intravendz albiimin infiizyonu yaygin
sekilde kullanilmaktadir (67). Albuminin damar i¢i volim miktarmi arttirmasi,
antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri, tedavinin bir pargasi olmasinda Onemlidir.
Laktulozun tek basina veya laktuloz-albiimin kombine kullanimini karsilagtiran bir
calismada, kombine kullanimmin HE’yi tersine ¢evirmede daha basarili oldugu ortaya

konmustur (67).
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L-Ornitin L-Aspartat (LOLA), iire ve glutaminin metabolik dongiilerinde substrat
saglayici olarak etki eder ve bu sekilde kan amonyak iiretimini azaltir. Boylece amonyak,
iire ve glutamine ¢evrilir. LOLA ayrica ¢izgili kaslarda glutamin sentezini arttirarak
hiperamonyemiye bagli gelisen kas yikimini engeller (68). Evre 1 ve evre 2 akut HE’li
hastalarda yapilan bir ¢alismada, standart laktuloz tedavisine ek olarak IV 30g/giin LOLA
verilen hastalarin ilk 4 giindeki bilissel fonksiyonlarinda olumlu anlamda anlamli fark
oldugu, 5. giinden sonra ise iki tedavi grubunda, biligsel fonksiyonlar agisindan anlamli

fark bulunmadig gosterilmistir (68).

Sirozlu hastalarda valin, 16sin ve izoldsin gibi dalli zincirli aminoasitler eksiktir.
Iskelet kaslar1 bu aminoasitleri glutamin sentezi igin kullanir ve bdylece amonyagin
detoksifikasyonuna yardimci olur. Bu amagla hastalara dalli zincirli aminoasit takviyesi

uygun goriilmektedir (69).

Antioksidanlar ise karacigerdeki herhangi bir hasara bagli olarak gelisen oksidatif
stresi azaltir ve karaciger dokusunda rejenerasyonu saglar. Ornegin birgok biyolojik
aktiviteye sahip morin adl1 bitkisel iiriin, antioksidan etkinligi ile HE’de faydali olmustur
(70). Yine bir calismada bitkisel iiriin olarak kullanilan Rheum undulatum ve Glycyrrhiza
uralensis’in bitkisel ekstraksiyonlarinin antioksidan etki ile HE’de terapotik etkinlikleri

ortaya konmustur (71).

HE’de artan GABAerjik aktivite ile ortaya ¢ikan noroinhibisyon oOnemli bir
sorundur. Bu nedenle benzodiazepin reseptdr antagonisti olan flumazenil HE’de

kullanilmaktadir (72, 73).

Hem glutamin sentezinde hem iire dongiisiinde ¢inko 6nemli bir molekiildiir.
Yapilan meta-analizlerde, ¢inkonun HE niiksiinii azalttig1 ispat edilemese de ¢inko

eksikligi olan hastalarda ¢inko takviyesi dnerilmektedir (74).

Fekal mikrobiyata nakli diger bir tedavi se¢enegi olarak uygulanmistir. Sirozlu
hastalarda, lachnospiraceae ve ruminococcaceae gibi potansiyel faydali bakterileri igeren
floranin azaldi81, enterobacteriaceae ve streptococcaceae gibi patojenik bakterileri iceren
floranin ise artttig1 ortaya konmustur. Buna yoOnelik yapilan arastirmalarda, fekal
mikrobiyata naklinin daha az karacigerle ilgili hastaneye yatisa ve daha az bilissel islev
bozukluguna neden oldugu belirtilmistir. Giiniimiizde HE tedavisindeki faydalarina dair

daha fazla kanita ve ¢calismaya ihtiyac vardir (75).

GABAA reseptoriinii modiile eden steroid antagonistleri de HE tedavisinde

denenmektedir. Sirozlu ve HE’li hastalarin beyinlerinde, ana ndéroinhibitor nérotransmitter
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olan GABA’nin aktivitesini arttiran norosteroid igeriginin arttigi ortaya konmustur (76).
Hayvan ¢aligmalarinda da benzer bir sekilde HE'li farelerin beyinlerinde artmis GABAerjik
aktivite saptanmistir. Ancak su anda GABAa reseptorii modile edici steroid

antagonistlerinin kullanimi klinik degerlendirme asamasindadir (77).

Aktif karbon, mide ve bagirsakta adezyon kuvveti olusturarak etki eder ve karaciger
sirozu olan sicanlarda kan amonyak seviyesini diigiiriir. Yapilan bir ¢alismada, plazma
amonyak diizeylerinin aktif karbon ile tedavi edilen safra kanali baglanmis sicanlarda doza

bagl bir sekilde 6nemli dlgiide azaldig1 gosterilmistir (78).

Ornitin Fenilasetat (OPA), glutamin sentetazi uyararak amonyagin glutamine
dontlistimiint arttirir. Glutamin, daha sonra fenilasetat ile birleserek fenilasetilglutamine
dontisiir ve idrarla atilir. OPA'nin doza bagh bir sekilde amonyak diisiirme potansiyeline
sahip oldugu c¢alismalarda ortaya konmustur. Ancak klinik veriler olduk¢a smirlidir ve

tatmin edici klinik kanitlar bulunmamaktadir (79).

Fenilbiitirat, fenilasetatin bir 6n ilacidir. Idrarda fenilasetilglutamin seklinde
amonyak atithmini arttirdig1i  bilinmektedir. Yogun bakim iinitesinde (YBU) HE
hastalarinda yapilan bir arastirmada, fenilbiitiratin amonyak diizeylerini diisiirebilecegi,
nérolojik durum ve YBU’de taburculuk ile sag kalimi arttiric1 etkilerinin olabilecegi ortaya

konmustur (80).
2.6. BITKISEL TEDAVI

2.6.1. Bitkisel tedavi

Kronik karaciger hastaliklar1 ve sonrasinda gelisen karaciger sirozu diinya ¢apinda
onemli bir saglik sorunudur. Karaciger sirozu diinya genelinde 6nemli bir mortalite
nedenidir. Kronik karaciger hastaligina neden olan hepatit B ve hepatic C’nin tedavisinde
basarili olunmakla birlikte metabolik, toksik ve genetik nedenli karaciger hastaliklarinin
tedavilerinde ayni diizeyde basar1 saglanamayabilmektedir (81). Karaciger sirozu ve
hepatoseliiler karsinomun giinlimiizde kiiratif bir tedavisi yoktur. Sistemik toksisite
nedeniyle ilaglarin uzun siireli kullanimlar1 da kisitlanmaktadir. Bu nedenle tedavide
bitkisel iirlinlerin tedaviye olan katkilar1 incelenmektedir (81). Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde yapilan bazi arastirmalarda, bitkisel iiriinlerin kullaniminda son zamanlarda
onemli bir artis oldugu ve karaciger hastaliklarinda bu oranin %65’e kadar ¢iktig1 ortaya
konmustur. Bitkisel iiriinlerin kullanimmin artisinda bu iiriinlerin “dogal” oldugu, bu

nedenle zararsiz ve toksik olmadigi kabulii yer almaktadir (82).
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Deneysel hayvan modellerinde hepatoprotektif etkinligi ortaya konan birgok
bitkisel iirtin ekstrakti, insanlarda klinik arastirmalar i¢in aday iiriin haline doniisebilir.
Ancak sifali bitkilerin kanita dayali tibbin gerekliligi olan klinik arastirmalardaki basarisi

beklenen diizeyde olmamaktadir (83).

Bitkisel iirlinlerdeki etken madde, aktif molekiil izole edilerek deneysel hastalik
modellerinde kullanilmali ve karaciger {izerindeki olumlu etkileri ortaya konduktan sonra
klinik ¢alismalar i¢in randomize ve plasebo kontrollii calismalar ile test edilmelidir. Cogu
bitkisel iiriinlin yapraklari, ¢icekleri ve diger toprak iistii kisimlar1 bir¢ok hastaligin
tedavisinde ilag olarak kullanilmistir. Bu tiriinlerin farkli terapotik etkinlikleri, icerigindeki
cesitli biyoaktif bilesenlerden kaynaklanmaktadir (84). Bu bitkisel iirlinlerde oldugu gibi
enginarin da degisken tedavi edici farmakolojik etkileri, ¢esitli biyoaktif bilesenlerinden

kaynaklanmaktadir (84, 85).

2.6.2. Enginar

Latince Cynara scolymus, Ingilizce Artichoke diye adlandirilan enginar, orijinal
hali ile Arapca yer dikeni anlamina gelen Ardi shauki olarak bilinmektedir. Enginar,
Compositae (Asteraceae=Bilesik cicekliler) ailesinin bir iiyesidir (86). Enginar, tarihi
gecmisinde eski Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan gida kullaniminin yaninda
ilag olarak da kullanmilmistir. Enginar, 6zellikle Akdeniz bolgesinde yaygin olarak
yetistirilip tiiketilmektedir. Ornegin Antakya’da milattan sonra iigiincii yiizyila ait oldugu
One stiriilen bir evin mozaiklerinde enginarin oldugu goriilmiistiir (87). Anavatan1 Akdeniz
havzast ve Kibris Adasi olarak bilinmektedir. Enginarin taze yaprak saplari,
olgunlasmamis c¢igekleri ve ¢icek tablasi (reseptakulum) sebze olarak sofralarda
tikketilmektedir. Tiirkiye’de enginar iiretimi, Ege ve Marmara bdlgesinde yogunluk
kazansa da son zamanlarda liretim Akdeniz bolgesine kaymaktadir. Marmara bdlgesinde
Bayrampasa enginari, Ege bolgesinde Urla sakiz enginarit olarak bilinmektedir. Sakiz
enginarinin hasati kasim ayindan baglar ve mayis ayma kadar devam etmektedir. Taze
tikketime uygun olan sakiz enginarinin brakte yapraklari ve ¢igek tablasi yenilebilmektedir.
Yarimada bélgesi olan Urla, Cesme ve Karaburun bolgelerinde sakiz enginari iiretimi
oldukca uygundur. Ciinkii bu bolgeler eyliil ve mayis aylarinda 1lik ve nemli deniz iklimi

ortamu igerisindedirler (88).

Enginarda bulunan en 6nemli aktif bilesen sinarin ve inulindir. Kafeoilkinik asitler,
polifenoller, seskiperten laktonlar ve flavonoidler de enginarda bulunan baglica aktif
maddelerdir. Dikafeoilkinik asit tiirevi olan sinarin, enginarin yaprak ve reseptakulum

kisimlarinda bolca ihtiva edilmektedir (89). Sinarin; hepatoprotektif, antidiyabetik,
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antikarsinojenik, antioksidatif, anti-HIV, antiaterosklerotik, kolesterol diisiiriicii ve immun
sistem diizenleyicisi olarak etkileri bulunmaktadir (90). In vitro bir ¢alismada izole edilmis
sigan hepatositlerinde, CCl4 kaynakli hepatotoksisitede en giiclii sitoprotektif bilesenin

sinarin oldugu ortaya konmustur (91).
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Sekil 2.11. Sinarin kimyasal yapisi. (Rezazadeh ve Ebrahimi-Mameghani, 2020°den degistirilerek
kullanilmistir).

Sekil 2.12. Enginar bitkisi taban yapragi (kirmizi oklar) ve reseptakulum kisimlari (sar1 oklar)
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Sekil 2.13. Enginar bitkisi reseptakulum (cicek tablasr) kism

Tablo 2.6. Enginarin yenilebilir 100 gramu icin bilesen degerleri (T.C. gida tarim ve hayvancihik
bakanhg ulusal gida kompozisyon veri tabam).

Bilesen Birim Ortalama
Enerji kcal 32
Enerji kJ 132
Su g 89,22
Kl g 0,77
Protein g 2,46
Azot g 0,39
Yag, toplam g 0,20
Karbonhidrat g 2,62
Lif, toplam diyet g 4,74
Lif, suda ¢6ziiniir g 0,24
Lif, suda ¢6ziinmeyen g 4,50
Sakaroz g 0,00
Glukoz g 1,00
Fruktoz g 1,72
Laktoz g 0,00
Maltoz g 0,00
Tuz mg 164
Demir, Fe mg 0,88
Fosfor, P mg 51
Kalsiyum, Ca mg 99
Magnezyum, Mg mg 55
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Tablo 2.6 (devam). Enginarin yenilebilir 100 gram icin bilesen degerleri (T.C. gida tarim ve
hayvancilik bakanhgi ulusal gida kompozisyon veri tabani).

Bilesen Birim Ortalama
Potasyum, K mg 425
Sodyum, Na mg 65
Cinko, Zn mg 0,53
C vitamini mg 9,6
L-askorbik asit mg 9,6
Tiamin mg 0,042
Riboflavin mg 0,040
Niasin mg 0,866
B-6 vitamini, toplam mg 0,078
A vitamini RE 4
Beta-karoten ng 53
Likopen ng 0
Lutein ng 73
K-1 vitamini ng 0,8

Enginarin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri 6n plandadir. Yapilan
biyolojik aktivite calismalarinda enginarin hem reseptakulum (¢igek tablasi) hem yaprak
kisimlarinin  bu aktiviteleri gosterdigi ortaya konmustur. Caligmalarda, enginarin
hepatoprotektif etkilerinin yaninda karaciger hiicrelerinin rejenerasyonunda da etkili
olabilecegi gosterilmistir (9, 10). Enginarin reseptakulum ve yaprak kisimlarinin besleyici
ve tibbi etkisi, yiiksek oranda igerdigi polifenolik bilesiklere (inulin ve sinarin) baghdir
(92). Enginarin antikolestaz etkisi de bulunmaktadir. Sigan hepatositlerinde yapilan in vitro
bir calismada, taurolitokolat kaynakli kolestaz hasarinin enginar ile geriye ¢evrildigi ortaya

konmustur (11).

Enginarin karaciger fibrozisi lizerindeki olumlu etkileri, in vivo ve in vitro
calismalarda ortaya konmaya calisilmistir. Ornegin bir calismada, enginar yapragi
ekstesinin 3T3-L1 Oncii adiposit hiicrelerinde yag sentezini uyardigi ve karaciger
hiicrelerinde hepatik glikoz ¢ikisin1 azaltarak hepatoprotektif 6zellik gosterdigi ortaya
konmustur (93). Baska bir caligmada, enginar ekstraksiyonunun sican hepatositleri ve insan
hepatoma hiicresi olan HepG2 hiicre Kkiiltiirlerinde glutatyon seviyesindeki azalmay1
engelledigi ve boylece HepG2 hiicrelerinde antioksidan etki ile apopitozisi uyardigi
gosterilmistir (94). Sican hepatosit kiiltiirlerinde tert biitil hidroperoksit kaynakli oksidatif
hasara bagh bir ¢alismada, enginar yaprak ekstresinin antioksidan etki ile hidroperoksit
kaynakli malondialdehid {iretimini azaltarak karaciger hiicrelerinde koruyucu ozellikte
oldugu gosterilmistir (95). Bununla birlikte enginarin hepatoprotektif etkileri, in vivo

caligmalarda da ortaya konmaya calisilmistir. Yiiksek yaglh diyet ile tetiklenen karaciger
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hasar1 olusturulan bir hayvan calismasinda, enginar yapraginin siganlarda serum lipid
profil diizeylerini azalttig1 ve karaciger fonksiyon bozukluklarini azalttigi gosterilmistir
(96). Yine bir hayvan ¢alismasinda, Amanita phalloides mantarinin hepatotoksik etkileri
incelenmis ve enginar ekstrakti takviyesinin artan malondialdehit diizeyini diisiirtip; SOD,

CAT ve GPX gibi antioksidan enzim aktivitelerini arttirdig1 tespit edilmistir (97).

Karaciger fibrozisi i¢in farkli hayvan modelleri kullanilmistir. Ancak literatiirde
SKB modeli ile enginarin hepatoprotektif etkisinin arastirildigi sadece {ii¢ ¢alisma
mevcuttur. Bu caligmalarin birinde histolojik inceleme ile birlikte biyokimyasal analizde
sadece ALT (Alanin aminotransferaz), AST (Aspartat Aminotransferaz) ve total bilirubin
diizeyleri bakilarak enginarin antifibrotik etkinligi kanitlanmaya c¢alisilmistir (98). Diger
calismada enginar taban yaprak igerigi “super artichoke” adi altinda piyasadan temin
edilen kapsiil seklinde olan iiriinden temin edilmistir ve antioksidan parametreler (SOD,
CAT ve GPX), alblimin ve fibrinojen protein ekspresyonlari bakilarak enginarin
antioksidan ve antifibrotik etkinlikleri ortaya konmustur (99). Bir calismada ise siganlarda
SKB uygulamasi sonrasi ALT, AST, total bilirubin, alkalen fosfataz ve karaciger dokusu
histolojik bulgular1 incelenmis, enginarin antioksidan ve antiinflamatuvar (TNF-a)

mekanizma tizerinden etkili oldugu gosterilmistir (100).

Karbon tetrakloriir toksisitesi ile karaciger hasarmin olusturuldugu bir ¢alismada,
enginarin reseptakulum, yaprak ve diger boliimlerinin karaciger {izerindeki olumlu
etkilerine bakilmis ve reseptakulum kisminin, yiikselen serum ALT ve AST seviyelerini
daha ¢ok diisiirdiigli gosterilmistir (101). Parasetamol kaynakli karaciger ve bobrek
hasariin oldugu bir arastirmada, enginar govde ve sap ekstraktlarinin yaprak
ekstraktlarina kiyasla hem histopatolojik hem biyokimyasal parametrelerde daha yiiksek
oranda olumlu etkilere sahip oldugu ortaya konmustur (102). Baska bir ¢alismada ise
enginar yapragi ve reseptakulum kisminin fenolik igerigi ile antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerine bakilmis ve enginar yapragmin toplam fenolik ve flavonoid igerigi ile
antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (74). Yine benzer bir ¢alismada,
enginar yaprak kisimlarmin fenolik ve flavonoid igerigi daha yiiksek bulunsa da antikanser

ve antioksidan aktivitelerinin yakin oldugu ortaya konmustur (103).
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Sekil 2.14. Enginar yapraginin etki mekanizmasi gosterilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GRUPLAR VE DENEY PROTOKOLU

Calismamizda Wistar Albino sicanlar, randomize olarak alti gruba ayrilmustir.
Kontrol ve SKB grubuna oral serum fizyolojik (SF), 4 ayr1 SKB grubuna oral iki farkl
dozda enginar taban yapragi ekstresi (250 ve 500 mg/kg) ve enginar reseptakulum ekstresi
(250 ve 500 mg/kg) 28 giin boyunca oral gavajla verilmistir. Yapilan bir hayvan
calismasinda, enginar yapragi ekstraktinin 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarinda safra akisini
arttirdig1 ve bu etkinin en fazla 200 ve 400 mg/kg dozlarda oldugu gosterilmistir (104).
Diyabetik sicanlarda antioksidan aktivitenin degerlendirildigi bir ¢alismada, 200 ve 400
mg/kg dozlarda antioksidan aktivitenin arttigi gdosterilmistir (105). Parasetamoliin
indiikledigi karaciger toksisite ¢alismasinda; enginarin reseptakulum, yaprak ve diger
kisimlarinin olas1 hepatoprotektif etkileri incelenmis ve giinliik 500 mg/kg dozda terapotik
etkinligi ortaya konmustur (102). Biz de calismamizdaki ekstrat uygulamasini bu
caligmalarda etkili bulunan miktara gore belirleyip iki farkli doz belirledik. Uygulama
oncesinde SF ve enginar ekstrelerinin verilecek miktarlar1 hesaplanip, oda sicakligina
getirilmistir. Oral gavaj uygulamasi her giin ayni1 saatte ayni kisi tarafindan yapilmistir. 28.
giin sonunda hayvanlarda biligsel aktivite degerlendirmesi i¢in Morris su labirenti testi ve
yeni obje tanima testi yapilmis ve ardindan hayvanlar sakrifiye edilerek kan ve doku
ornekleri alimmistir. Biyokimyasal parametrelerin Olglimleri i¢cin ELISA kullanilmistir.

Karaciger ve beyin dokularinda ise histolojik incelemeler yapilmistir.

Gruplar:

1. Grup (n=11): Kontrol grubu (Taklit operasyonu yapilan sicanlara 28 giin
boyunca oral yoldan 1 ml serum fizyolojik verilmistir)

2. Grup (n=11): SF verilen SKB grubu (Safra kanali baglanan siganlara 28 giin
boyunca oral yoldan 1 ml SF verilmistir)

3. Grup (n=11): Disiik doz yaprak (DdY) ekstresi uygulanan SKB grubu (Safra
kanali baglanan siganlara 250 mg/kg dozunda enginar yapragi ekstresi 28 giin

boyunca oral yoldan 1 ml olarak verilmistir)
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4. Grup (n=11): Yiiksek doz yaprak (YdY) ekstresi uygulanan SKB grubu (Safra
kanali baglanan siganlara 500 mg/kg dozunda enginar yapragi ekstresi 28 giin
boyunca oral yoldan 1 ml olarak verilmistir)

5. Grup (n=11): Diisiik doz reseptakulum (DdR) ekstresi uygulanan SKB grubu
(Safra kanali baglanan sicanlara 250 mg/kg dozunda enginar reseptakulum
ekstresi 28 giin boyunca oral yoldan 1 ml olarak verilmistir)

6. Grup (n=11): Yiiksek doz reseptakulum (YdR) ekstresi uygulanan SKB grubu
(Safra kanali baglanan sicanlara 500 mg/kg dozunda enginar reseptakulum

ekstresi 28 giin boyunca oral yoldan 1 ml olarak verilmistir)

Serum

ALT, AST,

T. Bilirubin ve D. Bilirubin
Enginar reseptakulum ve taban yaprag:
ekstreleri

(250 ve 500 mg/kg; oral) Karaciger
SF (oral)
IL-6, TNF-2, 8-OHdG,
. 5 TGF-B, HP, SOD, CAT,
| | Davranig Deneyleri -Dekapitasyon GPX ve Na*/K*-ATPaz
— -Moirris Su Labirenti Testi — -Diseksiyon | 4
| | -Yeni Obje Tanima Testi * Kan ve Doku Beyin
1. Gln 28. Gln ornekleri
IL-6, TNF-2, 8-OHdG ve
Na'/K*-ATPaz

Karaciger ve Beyin

Histolojik incelemeler

Sekil 3.1. Deneylerin akis semasi.

3.2. HAYVANLAR

Calismamiz Istanbul Medeniyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
18.01.2023 tarihli toplantisinda 2023/1-1 karar no’lu onay1 ile (Ek-1) Istanbul Medeniyet
Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Laboratuvarinda (DEHAL)
yapilmistir. Deney hayvanlar1 Istanbul Medeniyet Universitesi DEHAL’dan temin
edilmistir. 250-400 gram agirliginda erkek Wistar Albino siganlar, her kafeste 2 veya 3
sigan olacak sekilde barindirilmigtir. Deney ortami 22 + 2 °C sicaklikta, %50+5 nemde ve
12 saat gece 12 saat giindiiz olacak sekilde tutulmustur. Deney hayvanlarinin su ve standart

pellet yemine erisimi serbest birakilmistir.

3.3. BITKI MATERYALI

Enginar taban yapragi ile reseptakulum kisimlar1 Izmir’in Urla ilgesinden

20.05.2022 tarihinde toplanmustir. Bitki, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
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Farmasétik Ana Bilim Dali gretim {iyesi Dr. Ismail Senkardes tarafindan teshis edilmis
olup bitkinin kurutulmus birkag 6rnegi Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Herbaryumu’nda 22688 MARE numarasi ile kayit altina alinmastir.

3.4. EKSTRAKSIYON

Bitkinin kurutulan taban yapraklar1 ve reseptakulumu ayri ayr1 toz edilerek (940,9 g
ve 660,33 g) %80 etanol ile maserasyona birakilmistir. Her giin siiziilmek kosuluyla 3 giin
boyunca maserasyona tabi tutulmustur. Ardindan siiziilen 6rneklerin %80 etanol ¢ozeltisi
rotary evaporatorde 40 °C’yi gegmeyen sicaklikta kuruluga kadar ugurulmustur. Ekstrelerin
verimleri reseptakulum i¢in %27,1 taban yaprag: i¢cinse %32,66 olarak hesaplanmis olup
ekstreler analizlere kadar + 4 °C’de tutulmustur. Diisiik doz 250 mg/kg, yiiksek doz 500
mg/kg uygulanmasina karar verilen ekstreler, tek tek tartilan erkek Wistar Albino sicanlara
agirliklariyla orantili sekilde verilmistir. Ornegin tartimda 250 g gelen sigana diisiik doz
olarak 1 mL distile suda 62,5 mg; yiiksek doz olarak 1 mL distile suda 125 mg olacak

sekilde oral yoldan verilmistir.
3.5. IN VITRO CALISMALAR

3.5.1. Antioksidan aktivite yontemi

e DPPH radikalini siipuiriicii aktivite tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerine Zou ve arkadaslarinin metoduna gore
bakilmistir (106). Ozetle, ekstrelerden 5 mg/mL konsantrasyonda dimetil siilfoksitte
hazirlanan stok ¢ozelti diliie edilerek cesitli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan her bir konsantrasyondaki c¢ozeltinin 10 pL’si mikroplaka kuyucuklarina
aktarilmistir. Uzerlerine 190 pL 0,1 mM’lik 1,1- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisgimlar 30 dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra
absorbanslar1 517 nm’de kor olarak kullanilacak dimetil siilfoksite karsi olctilmiistiir.
Standart olarak askorbik asit (0,25- 0,016 pg/mL) ¢ozeltisi kullanilmistir. Ekstrelerin,

serbest radikali slipiirme ylizdesi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
DPPH radikali siipiirme yiizdesi (%): (A kontrol-A 6rnek / A kontrol) x100
A kontrol: DPPH ¢6zeltisi ve metanol icermektedir.
A ornek: DPPH ¢ozeltisi ve ornek soliisyonlarini igermektedir.

DPPH radikalinin  %50’sin1i  ortadan  kaldiran  ekstrelerin  inhibisyon

konsantrasyonlar1  (IKso) ~Graphpad Prism5 programi aracihgiyla  ekstrelerin
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konsantrasyonlarina bagli inhibisyon grafigi cizilerek hesaplanmistir. Olgiimler {ic defa

tekrarlanmistir (106).

e ABTSe+ radikal katyonunu siipiiriicti aktivite tayini

Ekstrelerin  total antioksidan kapasite tayininde kullanilan ABTS™" radikal
katyonunun {iretimi i¢in, 7 mM 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
diammonyum tuzu (ABTS), 2,45 mM potasyum persiilfat ile karistirilmis ve reaksiyonun
oda sicakliginda (23 °C), 16 saat boyunca karanlikta tamamlanmasi beklenmistir. ABTS"*
¢oOzeltisi analitik saflikta %9611k etanol ¢oziiciisiiyle 734 nm’de 0,700 £+ 0,050 absorbans
degeri icin diliie edilmistir. Ekstrelerden 5 mg/mL konsantrasyonda dimetil siilfoksitte
hazirlanan stok ¢ozelti, diliie edilerek ¢esitli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan her bir konsantrasyondaki c¢ozeltinin 10 pL’si mikroplaka kuyucuklarina
aktarilmistir. Uzerlerine 190 pL ABTS™ soliisyonu eklenmistir. Cozelti, 30 dakika oda
sicakliginda tutulduktan hemen sonra 734 nm’de Olclilmiistiir. Standart olarak troloks

kullanilmis ve sonuglar IKso degeri olarak ifade edilmistir (106).

3.5.2. Toplam sekonder metabolit miktar tayini yontemi

e Toplam fenolik bilesik miktar tayini

Ekstrelerin toplam fenol igerigi, Folin-Ciocalteau soliisyonu kullanilarak Gao ve
ark.lar1 tarafindan Onerilen metoda gore mikroplaga uyarlanarak yapilmistir (107, 108).
Ekstrelerden 5 mg/mL konsantrasyonda dimetil siilfoksitte hazirlanan stok ¢ozelti, diliie
edilerek c¢esitli konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlanmistir. Cesitli konsantrasyondaki
coOzeltilerden 10 pL mikroplakalara alinmis ve ardindan sirasiyla 20 pL Folin-Ciocalteau
sollisyonu, 200 pL ultra saf su ve 100 pL %15°lik Na>SOy4 ilave edilmistir. Cozeltiler 765
nm absorbansta diger bilesenler sabit kalmak sartiyla, sadece ekstrenin yerine ayni
miktarda dimetil siilfoksit (DMSO) konularak olusturulan kére karst okunmustur. Standart
egri grafigi i¢in, gallik asit kullanilarak (500-0,977 ng/mL) her bir konsantrasyona karsilik
gelen absorbanslar Olgiilmistiir. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri, bu grafikten
hesaplanarak sonuglar mg GAE/g bitki ekstresi olarak ifade edilmistir. Ekstrelerin

Olctimleri li¢ defa, standart egri Ol¢limleri ise bes defa tekrarlanmistir (107, 108).

3.6. SAFRA KANALI BAGLAMA YONTEMI

SKB yontemi icin siganlar 100 mg/kg dozda ketamin ve 10 mg/kg dozda ksilazin
ile genel anestezi altina alinmistir. Sonrasinda karin bolgesindeki tiiyler tras edilerek

povidon iyot ile kesi yapilacak karin kismi temizlenmistir. Karacigerden duedonuma giden
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anatomik kisim agiga ¢ikarilarak ortak safra kanali tespit edilmis ve sonrasinda ortak safra
kanali, proksimal ve distalden olmak tizere 4,0 ipek iplik ile proksimaldeki diigiim hepatik
alana, distaldeki diiglim pankreasa yakin olacak sekilde iki yerden baglanmistir.

Sonrasinda cilt ve cilt alt1 kisitmlar1 bagimsiz sekilde siitiirle kapatilmistir (109, 110).

SKB yapilan gruplarda 24-48 saat sonrasi, hayvanlarin idrar renginde koyulasma;
kulak, viicut tiiyleri ve miilkoz membranlarda sararma gozlemlenmistir. Hayvanlarin viicut

agirliklar: takip edilmistir.

Sekil 3.2. Safra kanal baglama yontemiyle gelisen sican kulad: ve idrarindaki renk degisimleri.

3.7. SERUMDA YAPILAN OLCUMLER

ALT, AST, total bilirubin ve direkt bilirubin 6l¢iimiinde sicanlardan aliman kanlar
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Serum numuneleri ayrilarak total bilirubin,
ALT, AST diizeyleri kullanilan ticari kitlerin protokoliine uygun olarak ELISA yontemi ile

analiz edilmistir.

e Bilirubin Analizleri

Bilirubin diizeyleri manuel olarak Biolabo-80403 ticari kit kullanilarak yapilmistir.
100 uL serum numunesi iizerine 1000ulL R1 (total bilirubin i¢in) veya R2 (direk bilirubin
icin) reaktif eklenmis, lizerine R3 reaktifi eklenerek 550 nm’de baslangic absorbans
Olctimleri alinmistir. Kor olarak serum ile ayni miktarda distile su kullanilmistir. Daha
sonra 37 derecede 3 dakika inkiibe edilerek 550 nm’de ikinci absorbanlar 6l¢iilmiistiir. 3

dakikada degisen absorbans (AAbs/min) hesaplanmustir.

Total Bilirubin diizeyi mg/dL = (Abs. assay — Abs. Blank) x 11.4 formiilii ile

hesaplama yapilmistir.
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o ALT Analizleri

ALT analizleri manuel olarak Biolabo-80027 ticari kit kullanilarak yapilmistir. 100
uL. serum numunesi lizerine 1000 ul reaktif eklenerek 37 derecede 60 saniye inkiibe
edilmistir. Kor olarak serum ile ayni miktarda distile su kullanilmistir. Reaksiyonun 1. ve
3. dakikalarinda 340 nm’de absorbanlar Olclilmiistiir. Her dakikada degisen absorbans

(AAbs/min) hesaplanmistir.

ALT Enzim aktivitesi IU/L = (AAbs/min) x 1746 formiilii ile hesaplama
yapilmistir.

o AST Analizleri

AST analizleri manuel olarak Biolabo-80025 ticari kit kullanilarak yapilmistir. 100
ulL serum numunesi lizerine 1000 ul reaktif eklenerek 37 derecede 60 saniye inkiibe
edilmistir. Kor olarak serum ile ayn1 miktarda distile su kullanilmistir. Reaksiyonun 1. ve
3. dakikalarinda 340 nm’de absorbanlar Olclilmiistiir. Her dakikada degisen absorbans

(AAbs/min) hesaplanmistir.

AST Enzim aktivitesi [U/L = (AAbs/min) x1746 formdilii ile hesaplama yapilmstir.

3.8. DOKUDA YAPILAN OLCUMLER

e 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin Olc¢iimii

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif DNA hasar1 gostergesi olarak 8-
hydroxydeoxyguanosine diizeyleri ticari kit kullanilarak 6l¢tilmiistiir (111). 25 mg tartilan
orneklerden &nce genomik DNA izolasyonu yapilarak (Invitrogen K182001) 260/280
nm’de nanodrop ile dl¢iim yapilmistir (Nabi, UV/Vis Spectrophotometer). izole edilen
DNA orneklerinde (200 ug/mL) kit yardimiyla 8-OHdG diizeyleri (Rat 8-OHdG ELISA
Kit-Fine test, ER1487) belirlenmistir.

1. 8-OHdG konjugati 1pg/ml olacak sekilde Phosphate buffered saline (PBS)
tamponu igerisinde sulandirildi. Her bir mikroplakaya 100 upl konjugat
eklenerek 24 saat 4 derecede inkiibe edildi.

2. 8-OHdG konjugat1 kaph plakalara 200 pl 6l¢iim diliisyon tamponu konuldu ve
1 saat oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

3. Olgiim diliisyon tamponu dokiildii. 1/10 oraninda seyreltilen serumlar
mikroplakalara ilave edildi ve 10 dakika oda sicaklifinda orbital ¢alkalayicida

inkiibe edildi.

36



4. Her mikroplakaya 1/500 oraninda 6l¢liim diliisyon tamponu ile seyreltilmis anti-
8-OHdG antikorundan 50 pl ilave edildi ve 1 saat oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edildi.

5. Mikroplakalar bosaltildiktan sonra, 3 defa 250 ul yikama tamponu eklenerek
yikama islemi gergeklestirildi.

6. Her mikroplakaya 1/1000 oraninda 6l¢iim diliisyon tamponu ile seyreltilmis
Horseradish Peroksidaz (HRP) konjugatli sekonder antikordan 100 pl eklendi
ve 1 saat oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi.

7. Mikroplakalar bosaltildiktan sonra, 3 defa 250 ul yikama tamponu eklenerek
yikama iglemi gergeklestirildi.

8. Oda sicakliginda bekletilen substrat soliisyonundan her mikroplakaya 100 pl
ilave edildi ve 15 dk oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi.

9. Renk degisimi goriildiikten sonra mikroplakalara 100 pl stop soliisyonu eklendi.

10. Mikroplakalar’in absorbans degerleri 450 nm’de ELISA okuyucu (Epoch
Biotek) kullanilarak okundu.

e Hidroksiprolin Analizleri

Hidroksiprolin analizleri manuel olarak Sigma-MAKOOS8 ticari kit kullanilarak
yapilmistir. Homojenize edilen 10 mg doku tizerine 100 uL hidroklorik asit (12M) ilave
edilerek 120 derecede 3 saat kaynatilmistir. Daha sonra 10.000xg’de 5 dakika santrifiij
edilerek 50 uL siipernatant elisa playtleri lizerindeki kuyucuklara yiliklenmistir. Playtler 60
derecede 1 gece bekletilerek kurutulmustur. Numuneler iizerine 100 ul Chloramine
T/Oxidation tamponu eklenerek 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra {izerine
Dimetilaminobenzoik reaktifi eklenerek 90 dakika 60 derecede inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda mikroplakalar’in absorbans degerleri 560 nm’de ELISA okuyucu
(Epoch Biotek) kullanilarak okunmustur. Kontrol numunesi olarak 0.4 pg hydroxyproline

standard kullanilmistir.

Hidroksiprolin miktari= Abs Ornek x0.4/(Abs Kontrol-Abs Ornek) formiilii ile

hesaplanmustir.

e TNF-alfa 6lcimi

TNF-a diizeyleri ticari kit (Invitrogen KRC3011) kullanilarak {iretici firmanin
prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku 6rnekleri PBS (pH 7.4) igerisinde homojenize
edildikten sonra 3000 rpm de +4C de santrifiij edilmis ve {ist faz kit Ol¢iimleri icin

kullanilmastir.
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A) Standartlarin hazirlanmasi: Kitin igindeki stok standart (2000 ng/L) diliie

B)

edilerek 750 ng/L-11,7 ng/L konsantrasyon araliginda standart hazirlanmstir.

Olciim yontemi: Hazirlanan 6rek ve standartlar icin kit icerisindeki 6zel

antikor bagli plateler kullanilmstir.

1. Platelerdeki kuyucuklara her bir standarttan 100 pL, her bir 6rnekten 100
pL konuldu. K6r kuyucuguna higbir sey eklenmedi.

2. Sadece 06rnek bulunan kuyucuklara biotin bagl anti-Rat-TNF-a antikoru
eklendi.

3. Orneklerin ve standartlarim iizerine 100 uL Streptavidin-Horseradish
Peroksidaz (HRP) eklendi.

4. Plate icindekilerin karigmasi i¢in 20 rpm de orbital karistiricida karistirildi.

5. Hazrlanan plate orbital shaker lizerinde 1 saat inkiibe edildi.

6. lsaat sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plate 3 defa yikama yapildi.

7.  Kor kuyucuk dahil plate’deki her bir kuyucuga 6nce 100 pL substrat
eklenip 10 dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gézlenince, 100 uL durdurma

solisyonu konulup olusan sar1 rengin absorbansi 450 nm’ de 6lgiildii.

® [L-6 Olctimii

IL-6 diizeyleri ticari kit (BioVendor RBMS625R) kullanilarak {iretici firmanin

prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku 6rnekleri PBS (pH 7.4) igerisinde homojenize

edildikten sonra 3000 rpm de +4C de santrifiij edilmis ve {ist faz kit Olgiimleri icin

kullanilmastir.

A) Standartlarin hazirlanmasi: Kitin igindeki stok standart (2000 ng/L) diliie

B)

edilerek 1000 ng/L-67.5 ng/L konsantrasyon aralifinda standart hazirlanmistir.

Olciim yontemi: Hazirlanan 6rek ve standartlar icin kit icerisindeki 6zel

antikor bagli plateler kullanilmstir.

1. Platelerdeki kuyucuklara her bir standarttan 50 pL, her bir 6rnekten 40 uL.
konuldu. Koér kuyucuguna higbir sey eklenmedi.

2. Sadece 6rnek bulunan kuyucuklara biotin bagli anti-Rat-IL-6 antikoru
eklendi.

3. Orneklerin ve standartlarim iizerine 100 uL Streptavidin-HRP eklendi.

4. Plate icindekilerin karigmasi i¢in 20 rpm de orbital karistiricida karistirildi.

5. Hazrlanan plate orbital shaker lizerinde 37 derecede 1 saat inkiibe edildi.
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6.

Isaat sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plate 3 defa yikama yapildi.

Kor kuyucuk dahil plate’deki her bir kuyucuga once 100 pL
Tetrametilbenzidin (TMB) substrat soliisyon karanlikta 10 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gozlenince, 100 pL durdurma

sollisyonu konulup, olusan sar1 rengin absorbans1 450 nm’ de ol¢iildii.

o TGF-p ol¢iimii

Dokuda TGF- diizeyleri ticari kit (Elabscience E-EL-R0084) kullanilarak iiretici

firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku 6rnekleri PBS (pH 7.4) igerisinde

homojenize edildikten sonra 3000 rpm de, +4 derecede santrifiij edilmis ve iist faz kit

Olgtimleri i¢in kullanilmustir.

A) Standartlarin hazirlanmasi: Kitin igindeki stok standart (2000 ng/L) diliie

edilerek 1000 ng/L-67.5 ng/L konsantrasyon aralifinda standart hazirlanmistir.

B) Olgiim yéntemi: Hazirlanan 6rnek ve standartlar icin kit igerisindeki ozel

antikor bagli plateler kullanilmstir.

1.

S v kW

Platelerdeki kuyucuklara her bir standarttan veya ornekten 100 pL
konuldu. Kor kuyucuga herhangi birsey eklenmedi.

Sadece 6rnek bulunan kuyucuklara biotin bagli anti-Rat-TGF-f§ antikoru
eklendi.

Orneklerin ve standartlarin iizerine 100 pL Streptavidin-HRP eklendi.
Plate icindekilerin karigmasi i¢in 20 rpm de orbital karistiricida karistirildi.
Hazirlanan plate orbital shaker tizerinde 37 derecede 1 saat inkiibe edildi.
Isaat sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plate 3 defa yikama yapildi.

Kor kuyucuk dahil plate’deki her bir kuyucuga énce 100 pL TMB substrat
sollisyon karanlikta 37 derecede 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gozlenince, 100 pL durdurma

soltisyonu konulup olusan sar1 rengin absorbansi 450 nm’ de 6lgiildii.

e SOD Olciimii

Dokuda SOD aktivite diizeyleri ticari kit (Elabscience E-BC-K022-M) kullanilarak

iiretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku Ornekleri PBS (pH 7.4)

icerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm de +4 derecede santrifiij edilmis ve iist

faz kit 6l¢timleri i¢in kullanilmustir.
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1. Platelerdeki kuyucuklara her bir standarttan veya ornekten 100 pL konuldu.
Kor kuyucuga 5 uL distile su konuldu.

2. Orneklerin iizerine 90 uL tampon konuldu ve 30 uL enzim calisma soliisyonu
konularak 37 derecede 50 dakika inkiibe edildi.

3. Plate i¢indeki kuyucuklara 180 ulL kromojenik reaktif eklendi ve 10 dakika

inkiibe edildi ve olusan rengin absorbansi 550 nm’ de 6l¢iildi.

e CAT Ol¢iimii

Dokuda CAT aktivite diizeyleri ticari kit (Elabscience E-BC-K031-M) kullanilarak
iretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku Ornekleri PBS (pH 7.4)
icerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm de +4 derecede santrifiij edilmis ve iist
faz kit 6l¢timleri i¢in kullanilmustir.

1. Platelerdeki kuyucuklara her bir standarttan (H202) veya ornekten 20 pL
konuldu. Koér kuyucuguna 20 uL distile su konuldu.

2. Orneklerin iizerine 200 uL tampon konuldu ve 37 derecede 5 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra 20 uL substrat konuldu ve 37 derecede 1 dakika inkiibe
edildi. Uzerine 200 uL kromojenik reaktif soliisyonu konularak 10 dakika
inkiibe edildi.

3. Plate i¢indeki rengin absorbansi 405 nm’ de 6l¢tldii.

e GPX Ol¢iimii

Dokuda GPX aktivite diizeyleri ticari kit (Elabscience E-BC-K096-S) kullanilarak
iiretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku Ornekleri PBS (pH 7.4)
icerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm de +4 derecede santrifiij edilmis ve iist
faz kit 6l¢timleri i¢in kullanilmustir.

1. Ependorf tiiplerde 6nce enzimatik reaksiyon gerceklestirmek i¢in 100 uL 6rnek
tizerine 200 ul GPX tampon soliisyonu eklendi ve 37 derecede 5 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra 100 uL asit reaktifi A konuldu ve 37 derecede 5 dakika
inkiibe edildi. Cokelti olustuktan sonra 3000xg’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra {ist faz alindu.

2. 100 uL orneklerin iizerine 100 uL GPX standart soliisyonu eklendi ve 250 uL
DTNM (Ellman's reagent) soliisyonu ve 5 uL tuz soliisyonu eklendi. Oda
1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.

3. Plate i¢indeki rengin absorbansi 412 nm’ de 6l¢tldii.
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e Na'/K*-ATPaz Olciimii

Dokuda Na/K/ATPaz aktivite diizeyleri ticari kit (Elabscience E-BC-K539-M)
kullanilarak tiretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku 6rnekleri PBS
(pH 7.4) icerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm de +4 derecede santrifiij edilmis
ve lst faz kit 6l¢iimleri i¢in kullanilmistir.

1. Ependorf tiiplerde 6nce enzimatik reaksiyon gerceklestirmek i¢in 100 uL 6rnek
iizerine 45 ul tampon soliisyonu, 40 ulL A reaktifi, 20 ulL susbtrat, 20 uL B
reaktifi konularak 37 derecede 10 dakika inkiibe edildi. Cokelti olustuktan
sonra 8000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz alindi.

2. 20 uL orneklerin iizerine 200 ulL kromojenik soliisyon eklendi ve 37 derecede
15 dakika inkiibe edildi.

3. Plate i¢indeki rengin absorbans1 660 nm’ de 6l¢tldii.
3.9. DAVRANIS DENEYLERI

3.9.1. Morris su labirenti testi

Morris su labirenti testi kemirgenler i¢in uzaysal bir 6grenme testi olup hipokampal
aktiviteyi gostermektedir. Hafiza ve Ogrenme ile ilgili islevler bu testte Olgiilen
parametrelerdir (112). Morris su labirenti testi, ici su dolu olan 180 cm ¢apinda 60 cm
derinliginde bir havuzda yapilmistir. Su dolu tanki, hayali dort esit kadrana ayirdigimizi
diisiinecek olursak kadranlardan birine su seviyesinin iki cm altinda kalacak ve 10 cm
capinda olacak sekilde bir kagis platformu kurulmustur. Suyun sicakligi 22+2 °C olarak,
platformun goriinmemesi i¢in toksik olmayan renkli bir suyla opak hale getirilmistir.
Sicanlarin  platformun konumunu O6grenmesi i¢in kenarlara renkli gorsel ipuglari
birakilmistir. Her sican giinde dort kez 6grenme denemelerine tabi tutulmus ve her deneme
aras1 16 dk siiresince sicanlar bekletilmistir. Sicanlarin 60 saniye igerisinde platformu
bulmas1 beklenmistir. Platformu bulamayan siganlarin tahta ¢ubuk yardimi ile platformu
bulmasi saglanmis ve bu esnada platformda 15 saniye bekletilmesine izin verilerek
cevredeki renkli gorsel ipuglarini fark etmesi saglanmistir. Dort giin boyunca bu denemeler
yapilmistir. Denemeler sonrasi 24 saat bekledikten sonra 5. giin kagis platformu
kaldirilarak, platformun oldugu kadranda siganin ne kadar zaman ge¢irdigi hesaplanmistir
(113). Tiim denemelerde tankin tamamin1 gorecek sekilde, bir kamera ile siganin platformu

bulma siireleri ve her kadranda bulunduklar siire kayit altina alinmistir.
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3.9.2. Yeni obje tanima testi

Nesne tanima, kemirgenlerde calisma bellegini degerlendirmeyi amaglayan bir
prosediirdiir. Test, kemirgenligin yenilige kars1 spontan kesif davranisina dayandigindan,
denek tarafindan bir kuralin 6grenilmesini veya denefe miidahaleyi gerektirmemektedir
(114). 50x50x30 cm siyah pleksiglastandan yapilmis bir diizenekte yeni obje tanima testi
gergeklestirilmistir. Oncesinde objeler ve diizenek etanolle temizlenmistir. Yeni obje
tanima testine bagslamadan bir giin 6nce ayni kafesteki hayvanlar pleksiglas diizenege obje
olmaksizin birakilarak 60 dakika siiresince test diizenegine aligmalari saglanmistir.
Alistirma siireci tim hayvanlar i¢in uygulanmistir. Test giiniinde her bir hayvan 60 dakika
arayla 3 dakika siiresince diizenege yerlestirilmistir. ilk yerlestirme tanima evresi olarak
adlandirilmistir. Ogrenme asamasi icin siganlar birbirinin aynis1 iki obje yerlestirilmis olan
kafese alinarak 3 dakika boyunca objeleri kesfetmesi saglanmistir, ardindan barinma
kafesine alinmistir. Bir saat sonra test asamasi i¢in eski objelerden biri yeni bir objeyle
degistirilmis ve siganlarin serbestce gezinmesine olanak verilerek yeni objeyi 3 dakika
boyunca kesfetmesi saglanmistir. Bu asamalar kamera sistemiyle kayit altina alinmis ve
siganlarin yeni objeye olan ilgisinin eski objeye olan ilgisine oran1 bu hayvanin 6grenme

ve bellek fonksiyonlarinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (115).

Fark skorunda nesnelerin tercih edilme oranlari, toplam kesif i¢in gecen zamanin
nesneyi kesfetme zamanina bdliinmesi ile hesaplanir (116). Fark skoru her iki nesnenin

toplam kesif siiresine kiyasla yeni nesneyle gecirilen siirenin hesaplanmasiyla bulunur:
Yeni Nesne / (Yeni Nesne + Eski Nesne)

Yeni nesne i¢in gegirilen zaman ve tercih edilme orani, “1” degerine ne kadar

yakinsa, yeni nesne i¢in kesfetme isteginin o kadar fazla oldugu gosterilmis olur.

3.10. HISTOLOJIK INCELEMELER

Isik mikroskobik incelemeler i¢in karaciger ve beyinden alinan Ornekler %10
formaldehit ile fikse edildi, %70, %90, %96 ve %100 alkollerden geg¢irilerek dehidrate
edilip ksilen ile seffaflastirildi ve parafine gomiildii. Karaciger ornekleri (3 um) genel
morfolojik degerlendirme i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) ile ve fibrozisin tespiti igin
Masson’un {i¢lii boyamasi ile boyandi, beyin kesitleri (3 um) ise krezil viole ile boyandi.
Tim boyali kesitler dijital kamera (Olympus, Tokyo, Japonya) eklentili fotomikroskop
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) ile incelendi ve fotograflandi. Deney gruplarinin her

birinde, her hayvandan bir kesit ve her kesitte en az bes benzer alan degerlendirildi.
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3.11. ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Calismadaki veriler ortalama + S.E.M olarak belirtilmistir. Veri
gruplari tek yonlii varyans analizi olan ANOVA ile yapilmis ve p<0,05 degerleri anlamli
kabul edilmistir. Deneyde kullanilan hayvan sayisi i¢in Power Analiz testi (G-Power
v3.1.9.4) yapilmistir. Gii¢ analizine gore, minimum %80 gii¢ ve 0,5 etki biiytikliigii ile tek
yonli ANOVA (alpha=0,05) kullanilarak tasarlanan deney plani i¢in 6 grubun her

grubunda n=11 olacak sekilde 6rneklem biiyiikliigii belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. IN-VITRO ANTIiOKSIiDAN AKTIiVITE

4.1.1. DPPH radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Cynara scolymus yaprak ekstresi (CSY), 133,10 ug/mL’lik 1Kso degeriyle Cynara
scolymus reseptakulum ekstresi (CSR) (IKs0:1364.00 pg/mL)’nden daha iyi derecede
DPPH radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu oldugu, her iki ekstrenin de standartla
(Askorbik asit IKso: 40,23 png/mL) karsilastirildiginda diistik antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 4.1).

4.1.2. ABTS" radikal katyonunu siipiiriicii aktivite tayini

CSY, 394,80 pg/mL’lik 1Kso degeriyle CSR’den (IKso: 893,40 pug/mL) daha iyi
derecede ABTS radikal katyonunu siipiiriicii etkiye sahip oldugu oldugu, her iki ekstrenin
de standartla (Troloks IKso: 4,54 ug/mL) karsilastirildiginda diisiik antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 4.1).

4.2. EKSTRENIN TOTAL BILESIK MiKTAR TAYINLERI

4.2.1. Toplam fenolik bilesik miktari

Ekstrelerin gallik asite es deger olarak total fenolik bilesik miktarlar1 standart gallik
asit grafiginden elde edilen denklem iizerinden hesaplanmistir (y=0.088x+0.073; R?: 0,98)

CSY’nin, g ekstrede 36,19 mg gallik asite esdeger miktariyla CSR’den (11,18
mg/g) neredeyse 3,5 kat daha yiiksek toplam fenolik bilesik miktarna sahip oldugu
gozlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Cynara scolymus tiiriiniin farkh kisimlarindan %90 etanolle elde edilen ekstrelerin
antioksidan ve toplam madde miktarlari.

D ) Ekstreler Standartl
eneyler andartlar
¥ CSY CSR

DPPH radikalini siipiiriicii aktivite Askorbik asit
== +
(IKs0, pg/mL) 133,10+0,64 1364,00+0,71 403 + 2,08
ABTS radikal katyonunu siipiiriicii aktivite Troloks
== ==
(IKs0, ng/mL) 394,80+6,86 893,40+7,07 4,541 + 0,08
Toplam fenolik bilesik miktar

+ +
(mg GAE / g ekstre) 36,19+0,58 11,18+ 0,53

CSY: Cynara scolymus yaprak ekstresi; CSR: Cynara scolymus reseptakulum ekstresi
IKs0: Radikalin veya enzimin %50’sini inhibe eden konsantrasyon
GAE: Gallik asit egdegeri

4.3. SERUM ORNEKLERINE AiT BULGULAR

Calismamizda SKB uygulanan grupta ALT, AST, T. Bilirubin ve D. bilirubin
degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Enginar tedavi gruplarinin tiimiinde ALT, AST, total ve direkt bilirubin degerleri SF
uygulanan SKB grubuna gore diismiistiir ancak bu diisme YdR ekstresi verilen grupta
anlaml diizeyde bulunmustur. Enginar tedavi gruplariin tiimiinde D. Bilirubin seviyesi SF

uygulanan SKB grubuna gore anlaml diizeyde diismistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Serum ALT, AST, T. bilirubin ve D. bilirubin sonuclari. ALT: Alanin aminotransferaz, AST:
Aspartat aminotransferaz, T. bilirubin: Total bilirubin ve D. bilirubin: Direkt bilirubin, K: Kontrol,
SKB: Safra kanah baglama, SF: Serum fizyolojik, DdY: Diisiik doz yaprak, YdY: Yiiksek doz yaprak,
DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum. istatistiksel analiz icin tek yonlii
varyans analizi ANOVA uygulanmistir. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001; Kontrol grubuna gore,
&p<0,05; DdR grubuna gore, *'p<0,01 ve ***'p<0,001; SF uygulanan SKB grubuna gire
Kkarsilastirilmstir.
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4.4. KARACIGER DOKU ORNEKLERINE AiT BULGULAR

Calismamizda SKB uygulanan grupta IL-6 ve TNF-a degerleri kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Enginar tedavi gruplarinin tlimiinde IL-6 ve

TNF-a seviyeleri SF uygulanan SKB grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Karaciger dokusuna ait IL-6 ve TNF-a sonuglari. IL-6: interlokin-6, TNF-o: Tiimor nekroz
faktorii alfa, K: Kontrol, SKB: Safra kanal baglama, SF: Serum fizyolojik, DAY: Diisiik doz yaprak,
YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum.
istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ANOVA uygulanmustir. **p<0,01 ve ***p<0,001;
Kontrol grubuna gore, +p<0,05, ++p<0,01 ve +++p<0,001; SF uygulanan SKB grubuna gore

Kkarsilastirilmstir.

SKB yapilan siganlarin karaciger dokularinda 8-OHdG, TGF-B ve hidroksiprolin
seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Enginar tedavi
gruplarinin tiimiinde 8-OHdG, TGF-B ve hidroksiprolin degerleri SF uygulanan SKB
grubuna gore diisiik bulunmustur. 8-OHdG diizeyindeki diisme sadece YdR ekstresi
verilen grupta, TGF-B diizeyindeki diisme DAY grubu disindaki tiim enginar tedavi
gruplarinda ve hidroksiprolin diizeyindeki diigme tiim enginar tedavi gruplarinda anlamli

diizeyde bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Karaciger dokusuna ait 8-OHdG, TGF-§ ve Hidroksiprolin sonuclari. 8-OHdG: 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin, TGF-p: Transforme edici bilyiime faktorii, K: Kontrol, SKB: Safra kanah
baglama, SF: Serum fizyolojik, DAY: Diisiik doz yz‘lprak, YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz
reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum. Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi
ANOVA uygulanmistir. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, +p<0,05, ++p<0,01
ve +++p<0,001; SF uygulanan SKB grubuna gore karsilastirilmistir.

SKB grubu sicanlarin karaciger doku o6rneklerinde; SOD, GPX ve CAT enzim
aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamh diizeyde diisiik bulunmustur. Enginar tedavi
gruplarinin tiimiinde, bu enzim aktivitelerinde SF uygulanan SKB grubuna gore artis
goriilmiistiir. SF uygulanan SKB grubuna kiyasla, GPX enzim aktivitesindeki artis enginar
tedavi gruplarmin tiimiinde, SOD ve CAT enzim aktivitelerindeki artis sadece YdR
grubunda anlamli diizeyde bulunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Karaciger dokusuna ait SOD, GPX ve CAT sonuclari. SOD: Siiperoksit dismutaz, GPX:
Glutatyon peroksidaz, CAT: Katalaz, K: Kontrol, SKB: Safra kanal baglama, SF: Serum fizyolojik,
DdY: Diisiik doz yaprak, YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz
reseptakulum. istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ANOVA uygulanmustir. *p<0,05,
*¥*p<0,01 ve ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, +p<0,05, ++p<0,01 ve +++p<0,001; SF uygulanan

SKB grubuna gore karsilastirilmistir.

Calismamizda SKB uygulanan grupta Na*/K*-ATPaz diizeyi kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde diisiik bulunmustur. Na*/K*-ATPaz diizeyindeki artis SF uygulanan SKB
grubuna gore sadece YdR grubunda anlamli diizeyde tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Karaciger dokusuna ait Na'/K'-ATPaz sonuglari. Na'/K*-ATPaz: Sodyum-potasyum
adenozin trifosfataz, K: Kontrol, SKB: Safra kanah baglama, SF: Serum fizyolojik, DdY: Diisiik doz
yaprak, YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum.
Istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ANOVA uygulanmustir. *p<0,05 ve **p<0,01; Kontrol
grubuna gore, +p<0,05; SF uygulanan SKB grubuna gore karsilastirilmistir.

4.5. BEYIN DOKU ORNEKLERINE AIT BULGULAR

SKB yapilan sicanlarin beyin dokularinda IL-6 ve TNF-a degerleri kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Enginar tedavi gruplarinin tiimiinde IL-6 ve
TNF-a seviyeleri SF uygulanan SKB grubuna gore diismiis ancak bu diisme sadece YdY
ve YdR gruplarinda anlaml diizeyde bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Beyin dokusuna ait IL-6 ve TNF-a sonugclari. IL-6: interlokin-6, TNF-a: Tiimor nekroz
faktorii alfa, K: Kontrol, SKB: Safra kanal baglama, SF: Serum fizyolojik, DAY: Diisiik doz yaprak,
YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum.
istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ANOVA uygulanmustir. *p<0,05 ve **p<0,01; Kontrol
grubuna gore, +p<0,05 ve ++p<0,01; SF uygulanan SKB grubuna gore karsilastirilmistir.
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SKB grubu siganlarin beyin doku Orneklerinde 8-OHdG ve Na'/K*-ATPaz
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Enginar tedavi
gruplarinin tiimiinde 8-OHdG ve Na*/K*-ATPaz diizeyleri SF uygulanan SKB grubuna
gore yiikselmistir. Ancak SF uygulanan SKB grubuna gore 8-OHdG diizeyinde yiikselme
sadece YdR grubunda, Na'/K*-ATPaz diizeyindeki yiikselme; YdY, DdR ve YdR
gruplarinda anlaml diizeyde tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Beyin dokusuna ait 8-OHdG ve Na'/K'-ATPaz sonuclari. 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, Na*/K*-ATPaz: Sodyum-potasyum adenozin trifosfataz, K: Kontrol, SKB: Safra
kanal baglama, SF: Serum fizyolojik, DdY: Diisiik doz yaprak, YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR:
Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum. istatistiksel analiz icin tek yonlii varyans
analizi ANOVA uygulanmistir. *p<0,05 ve ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, +p<0,05 ve ++p<0,01;
SF uygulanan SKB grubuna gore karsilastirilmistir.

4.6. DAVRANIS DENEYLERI BULGULARI

4.6.1. Morris su labirent testi bulgular:

Morris su labirenti testinin ilk 4 gilinii alistirma giinii olup, bu dort giiniin verilerine
baktigimizda; tiim gruplarda platformu bulma siiresi en uzun birinci giin, en kisa dérdiincti
gilin olmustur. SKB grubu si¢anlarda platform bulma zamani ikinci, {i¢lincii ve dérdiincti

giinlerde kontrol grubuna gére anlamli diizeyde artmistir. Ikinci giinde platformu bulma
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zamani, SF uygulanan SKB grubuna gore tiim enginar tedavi gruplarinda azalmistir ancak
bu azalma sadece YdR grubunda anlamli diizeyde bulunmustur. Uciincii ve dordiincii
giinlerde ise platformu bulma zamani, SF uygulanan SKB grubuna gore tiim enginar tedavi
gruplarinda anlaml diizeyde azalmistir. Morris su labirenti testinin besinci giiniinde ise
hedef kadranda gegen siire Ol¢iilmiistiir. Bu verilere gore hedef kadranda gecen siire SF
uygulanan SKB grubu si¢anlarda, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Hedef
kadranda gecen slire SF uygulanan SKB grubuna gore tiim enginar tedavi gruplarinda

artmis olsa da anlamli diizeyde artis sadece YdR grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Morris su labirent testine ait platform bulma zamam ve hedef kadranda gecen siire
grafikleri. SKB: Safra kanal baglama, SF: Serum fizyolojik, DdY: Diisiik doz yaprak, YdY: Yiiksek
doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR: Yiiksek doz reseptakulum. ***p<0,001 kontrol
grubuna gore, +p<0,05, ++p<0,01 ve +++p<0,001; SF uygulanan SKB grubuna gore karsilastirilmstir.

4.6.2. Yeni obje tanima testi bulgular:

Calismanin sonunda yapilan yeni obje tanima testi verilerine gore, SF uygulanan
SKB grubu sicanlarda fark skoru degeri, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Bu deger enginar tedavi gruplarinin tiimiinde, SF uygulanan SKB grubuna

kiyasla anlamli1 diizeyde yiikselmistir (Sekil 4.9).

51



1.0 ) Kontrol @@ DAY @@ DdR
ESF tedavii I YdY W YdR
SKB

.51
7
; “ (“ +4++
o -
x A
7}
x
5 0.44
(VR

LA A
.21
0.0 -
E s & X $
‘_o( > Q¥ A" Q 4

Sekil 4.9. Yeni obje tamima testine ait fark skoru grafigi. SKB: Safra kanah baglama, SF: Serum
fizyolojik, DAY: Diisiik doz yaprak, YdY: Yiiksek doz yaprak, DdR: Diisiik doz reseptakulum, YdR:
Yiiksek doz reseptakulum. ***p<0,001 kontrol grubuna goére, +++p<0,001; SF uygulanan SKB
grubuna gore karsilastirilmistir.

4.7. HISTOLOJIK BULGULAR

4.7.1. Karaciger doku ornekleri ait histolojik bulgular

Kontrol grubunun 1s1k mikroskobik degerlendirmesinde, saglam hepatositler,
sintizoidler ve portal sistem ile diizenli bir karaciger parankim morfolojisi gézlenmistir. SF
uygulanan SKB grubunda, ciddi safra kanali proliferasyonu, portal alanda inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, diizensiz hepatik kordlar ve artmis eozinofili ile hasarli hepatositler
gozlenmistir. Yine bu grupta, asiniis ¢evresinde ve prolifere olmus safra kanallar1 etrafinda
bag doku elemanlarmin artis1 ile gézlenen fibrozis gozlenmistir. DAY ve DdR ekstresi
verilen gruplarin hepatik kord diizensizliklerinde ve dejenere hepatositlerin sayisinda
azalma goriilmiistiir. Ayrica, hafif diizeyde safra kanali proliferasyonunda azalma, asiniis
etrafinda orta derecede fibrozis ve portal alan iginde azalmis inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu gozlenmistir. YdY ve YdR gruplarinda ise hepatik kordlardaki diizensizligin
hafif diizeyde oldugu ve hasarli hepatosit sayisinda azalmanin orta diizeyde oldugu
gozlenmistir. Ek olarak, safra kanali proliferasyonunun, portal sistem i¢indeki inflamatuvar
hiicre infiltrasyonunun ve asiniis etrafindaki fibrozisin hafif ve orta diizeyde oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.10: A-L).
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Sekil 410. Deney gruplarimin karaciger orneklerine ait temsili mikrofotograflar. Kontrol grubunda (A,
B) normal morfolojide, hepatositler, siniizoidler ve portal alan iceren Kkaraciger parankimi
goriilmektedir. SF uygulanan SKB grubunda (C, D) hepatik kordlarda diizensizlik, dejenere hepatosit
sayisinda artis (okbasi), asiniis etrafinda bantlar seklinde fibrozis ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
(*) ve ciddi safra kanal proliferasyonu (ok) goriilmektedir. SKB+DdY (E,F), SKB+YdY (G,H),
SKB+DdR (I,J), SKB+YdR (K,L) gruplarinda hepatik kordlardaki diizensizlik, dejenere hepatosit
sayisinda (okbasi), inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve asiniis cevresindeki fibrozisde (*) ve safra
kanal proliferasyonunda (ok) azalma gozlenmektedir. A, C, E, G, I, K: H&E boyama; B, D, F, H, J, L:
Masson’un ii¢clii boyamasi. Bilyiitme 6lcegi: sol taraf: 100 pm, sag taraf: 20 pm

4.7.2. Beyin doku ornekleri ait histolojik bulgular

Beyin orneklerinin 151k mikroskobik degerlendirmesinde; kontrol grubunda akson,
dendrit ve sinapslarin meydana getirdigi diizenli noropil yapisi, biiyiik ¢ekirdekleri ve
belirgin niikleoluslar1 olan diizenli morfolojide noronlar1 olan korteks yapis1 gozlenmistir.
SF uygulanan SKB grubunda ciddi derecede artmis sitoplazmik bozulma ve piknotik hiicre
cekirdegi olan hasarli diizensiz noron yapilarinin oldugu goriilmiistiir. DAY ve DdR
gruplarinda diizensiz morfolojisi olan hasarli noronlarin azaldigr gézlenmistir. YdY ve
YdR gruplarinda ise daha az sayida hiicre yapisi diizensizligi, sitoplazmik bozulma ve

piknotik hiicre ¢ekirdegi olan hasarli noronlarin oldugu gézlenmistir (Figure 2 A-F).
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Sekil 4.11. Deney gruplarimin beyin 6rneklerine ait temsili mikrofotograflar. Kontrol grubunda (A)
diizenli noropil yapisi, biiyiik cekirdekleri ve belirgin niikleoluslari olan diizenli morfolojide néronlar:
olan korteks yapisi goriilmektedir. SF uygulanan SKB grubunda (B) ciddi derecede artmis sitoplazmik
bozulma ve piknotik hiicre cekirdegi olan hasarh diizensiz néron yapilarimin (ok) oldugu
goriilmektedir. SKB+DdY (C), SKB+YdY (D), SKB+DdR (E), SKB+YdR (F) gruplarinda diizensiz
morfolojisi olan hasarh néronlarin (ok) azaldig1 gozlenmektedir. Krezil viole boyamas1 Biiyiitme
olcegi: sol taraf: 100 pm, sag taraf: 20 pm.
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5. TARTISMA

Karaciger; endojen ve eksojen maddelerin metabolize edilmesi, baz1t maddelerin
salgilanmas1 ve depo edilmesi, toksik maddelerin detoksifiye edilmesi gibi birgok
faaliyette temel rol oynar (117, 118). Bu nedenle karaciger hastaliklari, halk sagligina
yonelik ciddi bir tehdit olup tiim diinyada 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak devam
etmektedir. Bu amagla bir¢ok dogal {iriiniin hepatoprotektif etkileri arastirilarak bununla

ilgili arastirmalar yapilmaktadir (118).

Yaptigimiz c¢alismada geleneksel olarak siklikla kullanilan enginar (Cynara
scolymus) bitkisinin karaciger fibrozisi modeli olusturulan si¢anlarda antioksidan,

antiinflamatuvar ve antikolestatik etkileri incelenmistir.

Enginarin aktif maddesi sinarin olup, en ¢ok bulundugu yer enginar bitkisinin
yapraklaridir (85). Enginarin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri cesitli
caligmalarda gosterilmistir. Yapilmis olan biyolojik aktivite caligmalarinda enginarin hem
reseptakulum (¢igek tablasi) hem de yaprak kisimlarinin bu aktiviteleri gosterdigi ortaya
konmustur (64). Drog olarak kullanilan enginar yapragi ve sofralarda siklikla tiiketilen
reseptakulum kisimlariin, karacigerdeki hepatoprotektif etkileri ve HE’deki olasi olumlu
etkilerini ortaya koymak amaciyla yaptigimiz c¢alismamizda, ozellikle besin olarak

tiikketilen reseptakulum kisimlarinin faydali etkilerini ortaya koymus olduk.

Kronik karaciger hastaliklari, uygun tedavi edilemezse karaciger fibrozisi ve
karaciger yetmezligi ile sonlanmaktadir. Fibrotik karaciger hastaliklarinin nedenlerini
anlamak ve yeni tedavi yontemlerini bulmak i¢in, insandaki patojeniteye benzer sekilde

hastaligin ortaya konmasi 6nemli oldugundan ¢alismamizda SKB modeli kullanilmistir.

Cynara scolymus tiirinde fenolik bilesikler ve terpenler ana bilesik grubu olarak
tanimlanmiglardir (102). Bu bilesik gruplarinin karaciger fibrozisine karsi etkili olduklari
bildirilmistir (119, 120). Ancak ¢ogu ¢alismada yaprak kisimlarindan hazirlanan drog veya

ekstreler kullanilmastir.

Enginarin hem yaprak hem de reseptakulum kisimlarmin etkisinin arastirildigi
calismamizda reseptakulum ekstresinin yaprak ekstresine gore daha aktif oldugu

belirlenmistir. Bitkisel iiriinlerin; 6zellikle fenolik bilesiklerinin aktiviteleri, etkilerden
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sorumlu oldugundan hazirladigimiz ekstrelerin total fenolik bilesik miktar tayinleri
yapildiginda yaprak ekstresinin daha fazla miktarda fenolik bilesik igerigine sahip oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan reseptakulum ekstresinin karaciger fibrozisine kars1 koruyucu
etkilerine fenolik bilesiklerle birlikte igerdigi diger bilesiklerin de (terpenik yapida

bilesikler vb.) 6nemli katki saglamis oldugu diisiiniilmektedir.

Karaciger fibrozisine neden olan hastaliklardan biri de kolestazdir. Karaciger safra
akimindaki tikaniklik kolestaz olarak tanimlanmaktadir. Kolestaz sonrasi biriken safra
asitleri karacigerde hasara neden olup sonrasinda karaciger sirozuna yol agabilmektedir
(121). Tikanma sariligina baglh olarak gelisen direk bilirubin artis1, 6zellikle karacigerde
sitotoksik etki yaratarak nekroza ve fibrozise neden olmaktadir (122, 123). Klinikte
tikanma sarilig1 olarak bilinen ekstrahepatik kolestazin yol actigi patolojik durumlarin
saptanmasi ve safra stazina bagli olarak gelisen karaciger fibrozisinde tedavi yontemlerinin

gelistirilmesi i¢in ¢caligmalarda SKB modeli siklikla uygulanmaktadir (121).

Ana safra kanalim baglayarak olusturulan kolestaz modelinde hedef, karaciger
hasar1 ile karaciger fibrozisi olusturmaktir (124). Calismamizda yapilan SKB modeli ile
kolestaz olusturulmus sicanlarda sarilik takibi, idrar renginde koyulagma vb. parametrelerle
degisim tespit edilerek kolestaz olustugu dogrulanmistir. Ayrica tedavi slirecinin sonunda
yapilan dekapitasyon sonrast hayvanlarin karacigerleri ve batin i¢i incelenerek de
makroskopik olarak kolestaz tespit edilmistir. Tiim bu parametreler, SKB yapilmayan

kontrol siganlarinkiler ile kiyaslanmistir.

Ayrica serumda ve karacigerde yapilan biyokimyasal oOl¢ltimler sonucu SKB
uygulanan siganlardaki ALT ve AST degerlerinin kontrol grubuna gére anlaml diizeyde
ylkselmesi de bu bulgular1 desteklemektedir. ALT ve AST enzimlerinin karaciger
dokusunda oldukc¢a yogun bir sekilde bulundugu, ALT nin sadece hiicresel sitoplazmada,
AST’nin de hem sitozolde hem mitokondride lokalize oldugu, ALT diizeylerinin artisinin
karaciger hasariyla iliskili olarak daha spesifik oldugu bilinmektedir (125). SKB
modelinde karaciger hasar1 ve sonrasinda uygulanan tedavi bagarisinin tespiti i¢in serum
aminotransferaz enzimlerinin karaciger fibrozisi olusturulan sicanlarda normal sicanlara
gore yiiksek oldugu yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (126-130). Calismamizda
antioksidan, antiinflamatuvar ve antikolestaz etkileri arastirilan enginar ekstrelerinin
reseptakulum kisimlarinin, 500 mg/kg verilen siganlarda SKB’ya bagh artan
aminotransferaz enzimlerini anlamli olarak diisiirdiigli tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda, siganlarda karaciger hasar1 sonrasi artan aminotransferaz enzimlerinin

Cynara scolymus ekstresi ile diistiigli gosterilmistir (96, 131, 132). Bu ¢calismalarda Cynara
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scolymus yaprak ekstreleri kullanilmistir. Bir ¢alismada ise Cynara scolymus bitkisinin
farkli kisimlarindan en fazla reseptakulum kisminin (500 mg/kg dozda) aminotransferaz
enzimlerini diisiirdiigli ortaya konmustur. Ayrica SKB sican modeli ile yapilan iki
calismada, enginar yapragi ekstrelerinin artan transaminaz enzimlerini sirasiyla 320
mg/kg/glin ve 1,5 g/kg/giin dozda diisiirdiigli gosterilmistir (98, 100). Bizim ¢alismamizda,
SKB sican modelinde reseptakulum kisimlar1 ilk defa ¢alisilmis olup, bu kisim ile ilgili

ALT ve AST degerlerinde azalma yaptig1 tespit edilmistir.

Bilirubin, retikiiloendoteyal sistemde hemoglobinin yikimi sonrasi ortaya ¢ikan bir
irlin oldugundan ¢alismamizda 6l¢timleri yapilmis ve SF uygulanan SKB grubu siganlarda
T. bilirubin ve D. bilirubin diizeylerinin kontrol grubuna gére anlaml diizeyde yiiksek
oldugu goriilmiistiir. T. bilirubinin enginar ekstrelerinin hem reseptakulum hem de yaprak

ekstrelerinin her iki dozunda da T. bilirubini anlamli seviyede diisiirdiigii gérilmiistiir.

SKB modelinin uygulandigi baska calismalarda da kolestazin indiiklendigi
siganlarda, T. bilirubin ve D. bilirubin serum seviyelerinin sham opere gruptaki si¢anlara
gore anlaml diizeyde yiikseldigi ortaya konmustur (129, 130, 133). Bizim c¢alismamiza
benzer sekilde SKB modeli yapilan si¢anlarda Cynara scolymus yaprak ekstresinin artan
total bilirubini anlamli diizeyde diisiirdiigi bildirilmistir (98, 100). Calismamizda, SKB
sigan modelinde enginarin artan D. Bilirubine olan etkisi ilk defa calisilmis olup D.
bilirubindeki azalmanin sadece reseptakulum yiiksek dozunda anlamli diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Ayrica su anki calismayla enginarin reseptakulum kisminin etkinligi de ilk

defa gosterilmistir.

Serbest radikaller yiiksek oranda kararsiz olup, baska molekiillerle kimyasal
tepkimelere karsi aktif olan eslesmemis elektronlar i¢ceren atom, molekiil veya iyonlardir.
Oksidatif stres elemanlarmin iiretimi ile notralizasyonu arasinda oOnemli bir denge
mevcuttur. Bu denge oksidatif stres elemanlarinin asir1 iiretimi lehine bozulursa, hiicreler
oksidatif stresin olumsuz etkilerine maruz kalir (134). Karaciger hiicresi olan hepatositler
de oksidatif strese karsi yetersiz antioksidan enzim aktivitesinde zarar goriir ve sonrasinda
hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinom da dahil olmak tizere bir¢cok karaciger hastalifi
gelisebilir (135). Birgok c¢alisma, etyolojiden bagimsiz olarak oksidatif stres ve
inflamasyonun karaciger fibrozisinin patofizyolojisinde yer aldigin1 gostermektedir (136).
Ayrica oksidatif stres sonrasi ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri inflamasyona neden olur.
Ciinkii ROS elemanlar1 inflamatuvar olup, proinflamatuvar genlerin indiiklenmesine sebep
olmaktadir (137). Oksidatif stresin karaciger fibrozisindeki etkisi ve roli ile ilgili

mekanizmalarin ¢ok daha detayli ortaya konmasi olduk¢a oOnemlidir. Bu durum,

57



antioksidan oOzellikteki terapotik maddelerin daha rasyonel ve akilelr bir zeminde

tartisilmasini saglayacaktir.

Flavonoidler ¢ok cesitli bitkilerden elde edilen fenolik maddelerdir. Flavonoidlerin
antialerjik, antiinflamatuvar ve antioksidan gibi bazi biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir
(138). Bu nedenle bazi bitkisel iirlinlerin antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak
hepatoprotektif etkiler ortaya koydugu disiiniilmektedir. Viicudumuz enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir. SOD, GPX ve CAT
enzimleri hiicreyi serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyan temel antioksidan
aktiviteye sahip enzimlerdir (139). SKB kolestaz modelinin uygulandigi ¢calismalarda bu 3
enzim aktivitesinin saglikli sicanlara gore azaldig1 goriilmiistiir (140-142). Calismamizda
da benzer sekilde SKB uygulanan siganlarda SOD, GPX ve CAT enzim aktivitelerinde
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma oldugu goriilmistiir. GPX’1n, enginar
ekstrelerinin hem reseptakulum hem de yaprak ekstrelerinin verildigi her iki dozunda da
anlaml seviyede arttigi, SOD ve CAT’daki artisin ise sadece reseptakulum yiiksek
dozunda anlamli oldugu ortaya konmus olup antioksidan aktiviteyi artirmada bu
ekstraktlarin etkili oldugu sonucuna varilmigtir. Parasetamol kaynakli karaciger hasari
olusturulan bir ¢alismada SOD, CAT ve GPX enzim aktivitelerinin enginar yapragi
ekstresi verilen siganlarda anlamli diizeyde yiikseldigi tespit edilmistir (143). Yine bir
calismada, gilinlilk 400mg/kg dozda enginar yapragi ekstresinin uygulandig1 karragenan
pence O6demi modelinde bu 3 antioksidan enzim aktivitesinin belirgin diizeyde arttigi
gosterilmistir (144). Bir ¢alismada ise alfa-amanitin ile indiiklenen mantar zehirlenmesinde
karaciger SOD, CAT ve GPX diizeyleri anlamli diizeyde diismiis, diisen SOD aktivitesi, 1
mg/kg dozunda enginar yaprak ekstresi tedavisi ile anlamli diizeyde yiikselirken, CAT ve
GPX aktivitelerinde artig istatistik olarak anlamli bulunmamigstir (145). Bunun nedeni,
ekstraksiyonun bir hafta siire ile verilmesi olabilir. Calismamiza benzer sekilde Cynara
scolymus yaprak ekstraktinin, SKB kolestaz modeli uygulanan siganlarda, 300 mg/kg
dozda 10 giin boyunca oral gavajla uygulanmasi sonrasi, azalan GPX’1 anlamli olarak
arttirdigl, calismamizdan farkli olarak SOD ve CAT’daki artisin da anlamh diizeyde
oldugu gosterilmistir. S6zkonusu caligmada enginarin metanol ekstraksiyonunun total
fenolik icerigi 38,03+0,95 ng GAE/mg olarak belirtilmis olup ¢alismamizda ise bu deger
36,19+£0,95 pg GAE/mg olarak tespit edilmistir (99). Bizim calismamizda ayrica
reseptakulum kismin etkinligi incelendiginden, fenolik igerigi 11,18+ 0,53 pg GAE/mg
olarak bulunmus olup bu bilesiklerin etkiden diger bilesiklerle (terpenik vb.) birlikte

sorumlu olabilecegi diistiniilm{istiir.
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TGF-B, birgok hastaligin patofizyolojik mekanizmalarinda yer alan polipeptid
ailesinden bir molekiildiir (146). TGF-p, karaciger hasar1 sonrasi inflamasyona, siroza ve
hepatoseliiler karsinoma neden olan hastaliklara katki saglamaktadir (147). Yapilan
calismalarda TGF-B’nin néroinflamasyonla birlikte HE’ye neden oldugu ortaya konmustur
(148). Calismamizda SF uygulanan SKB grubundaki karaciger TGF-B seviyelerinin
kontrol grubuna gore anlamli seviyede arttigi goriilmiistiir. SKB modelinin uygulandigi
baska calismalarda da kolestazin neden oldugu karaciger fibrozisinde, karaciger dokusu
TGF-B seviyelerinin sham opere gruptaki siganlara gore anlamli diizeyde arttig1 ortaya
konmustur (149-153). Calismamizda diisiik doz enginar yapragi ekstresi verilen sicanlar
haricg; yliksek doz enginar yapragi ve enginar reseptakulum kisminin her iki dozunun SKB
sonras1 ylikselen karaciger dokusu TGF-f diizeyini anlamli seviyede diisiirdiigi
gosterilmistir.  Yaptiimiz ¢alisma, enginar yaprak ekstresinin karaciger fibrozisini
azaltmada etkili oldugu ve karaciger TGF-B diizeyindeki azalmanin bunu destekledigi

sonucuna varilmistir.

HP, fibriler kollajenin bileseni olan oOnemli bir esansiyel aminoasittir. HP
metabolizmasindaki patolojik degisiklikler farkli hastaliklarin patofizyolojisinde yer
alabilmektedir (154). HP, fibrozis derecesini ve bazi terapotiklerin karaciger fibrozisindeki
olas1 olumlu etkilerini anlamak i¢in dl¢iilmekte ve HP diizeyindeki azalma olumlu olarak
kabul edilmektedir (155, 157). Calismamizda SF uygulanan SKB grubuna ait karaciger HP
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamhi seviyede arttig1 belirlenmistir. SKB modeli
uygulanan diger calismalarda da karaciger fibrozisi gelisen si¢anlarin karaciger dokusunda
HP seviyeleri caligmamizdaki sonuglara benzer sekilde kontrol grubuna gore anlamli
olarak arttig1 gosterilmistir (153, 158-161). Calismamizda artan karaciger HP diizeyi,
enginarin hem reseptakulum hem yaprak kisimlarinin her iki dozunda da kontrol grubuna
gore anlamli seviyede azalmis olmasi, enginarin reseptakulum ve yaprak kisimlarinin
karaciger fibrozisini azalttigin1 desteklemektedir. Karaciger fibrozisi ile HP diizeyi

iliskisinin gosterildigi baska ¢alismaya literatiirde raslanmamustir.

Proinflamatuvar ozellikte olan IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin iiretimi, karaciger
inflamasyonuna neden olabilmektedir. Hastaligin ilerlemesinde hasarli bdlgede artan
inflamatuvar hiicreler kritik rol almaktadir (162). TNF-a, makrofaj ve monositler de dahil
olmak tizere ¢esitli immun sistem hiicreleri tarafindan iiretilen ve karaciger fibrozisine yol
acan pleiotropik bir sitokindir (163). TNF-a gibi IL-6 da karacigerde enfeksiyon
savunmasinda 6nemli yeri olan diger bir sitokindir. Fakat bu sitokinlerin siirekli iiretimi

karaciger icin zararli olabilmektedir (164). Yapilan bir ¢alismada, karbon tetrakloriir
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toksisitesi kaynakli bir karaciger fibrozisi modelinde, TNF reseptorii nakavt farelerinde
karaciger fibrozisinde azalma oldugu tespit edilmistir (165). Bu durum, TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin karaciger fibrozisine katkida bulundugunu gostermektedir.
Calismamizda SKB ile olusturulan kolestaz sonrasi, si¢anlarda karaciger TNF-a ve IL-6
diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde arttigi tespit edilmistir. Enginarin
reseptakulum ve yaprak ekstrelerinin her iki dozunun da yiikselen TNF-a ve IL-6 karaciger

doku diizeylerini anlamli seviyede diisiirdiigii gosterilmistir.

Sicanlarda SKB ile gelistirilen karaciger fibrozisi modelinin uygulandigi diger
caligmalarda da TNF-o ve IL6 sitokin seviyelerinin arttigi gosterilmistir (166-168).
Enginar yapraginin hepatoprotektif etkilerinin degerlendirildigi bir calismada, yiiksek yagh
diyet ile beslenen sicanlarin kan 6rneklerinde artan IL6 ve TNF-a diizeylerinin, giinliik 150
mg/kg doz enginar yapragi ekstresi ile anlamli seviyede diistiigii ortaya konmustur (169).
Baska bir calismada, farelerde alkolik yagh karaciger hastaliginda artan karaciger dokusu
IL6 ve TNF-a sitokin diizeylerinin enginar ile azaldigi gosterilmistir (170). SKB kolestaz
modelinin uygulandig1 bir ¢alismada da enginar yapragi ekstraktinin gilinliik 1,5 gr/kg
dozda, artan TNF-o’y1 anlamh diizeyde azalttig1 ortaya konmustur (100). Bu sonuglar,
calismamizdaki bulgularla benzer sekilde enginar yapraginin karaciger hastaliklarinda
inflamasyonla birlikte artan TNF-a ve IL6 sitokinlerini azalttigini gostermistir. Calismamiz
enginarin SKB kolestaz modelinde artan karaciger dokusu IL6 sitokin diizeylerinin
Olclilerek degerlendirildigi ilk c¢alisma olmustur. Ayrica bu calisma ile enginarin
reseptakulum kisminin TNF-a ve IL6 sitokin degerleri iizerinden karaciger fibrozisindeki

etkinligi de ilk defa ortaya konmus oldu.

Karaciger sirozunun onemli bir komplikasyonu olan HE’nin kesin mekanizmasi
hala tam olarak bilinmemektedir. Etyogenezindeki muhtemel sebeplerden birisi de
inflamasyondur. Ortaya koydugumuz ¢alismada, SF uygulanan SKB grubuna ait siganlarin
beyin dokusu TNF-a ve IL6 sitokin seviyelerinin, kontrol grubuna gore anlaml diizeyde
arttig1 goriilmiistiir. Yapilan diger calismalarda da SKB kolestaz modeli ile siganlarda
gelisen HE sonrasi beyin IL6 ve TNF-a diizeyleri 6l¢giilmiis ve ¢alismamiza benzer sekilde
SKB uygulanan hayvanlarda bu diizeylerin ylikseldigi tespit edilmistir (171, 172).
Calismamizda ayrica incelenen beyin dokusundaki IL-6 ve TNF-a sitokin miktarlari, SKB
sonrasi artmis, enginarin hem reseptakulum hem yaprak kisimlarmin ytiksek dozlar1 (500
mg/kg) ile azalmistir. Baska bir aflatoksin kaynakli ndrotoksisite ¢alismasinda, enginar
yapragi ekstraktinin olas1 noroprotektif etkileri beyin TNF-a diizeyi bakilarak arastirilmis

ve bu c¢alismada beyin TNF-a konsantrasyonunun enginar tedavisi ile anlamli olarak
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azaldig1 belirlenmistir (173). Bizim ¢alismamiz, enginarin reseptakulum ve yaprak
kisimlarinin karaciger fibrozisi ve HE’ye olan etkisini hem karaciger hem de beyin

dokusundaki TNF-a aktivitesi ile iliskisini inceleyen ilk ¢caligma olmustur.

Hiicrelerin dis membraninda yer alan transmembranal bir pompa olan Na*/K*
pompasi, hiicrelerde osmotik denge saglanarak membran potansiyelinin korunmasini saglar
(174). Na*/K*-ATPaz pompasi, tiim hiicrelerde bulundugu gibi hepatositlerde de bulunur
ve hepatosit membraninda Na-K dengesini saglamada gorev alir (174). Calismamizda, SF
uygulanan SKB grubuna ait beyin ve karaciger dokusu Na*/K*-ATPaz aktivitesinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir. Diger ¢calismalarda da benzer sekilde
SKB uygulanan siganlarin beyin ve karaciger dokularinda Na*/K*-ATPaz seviyelerinin
azaldig1 ortaya konmustur (175, 176). Calismamizda enginarin reseptakulum kisminin 500
mg/kg dozda uygulandigi siganlarda, azalan karaciger dokusu Na*/K*-ATPaz aktivitesinin,
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikseldigi gosterilmistir. Enginar yaprak kisminin her
iki dozunun uygulandig1 siganlarda da beyin dokusu Na*/K*-ATPaz diizeyi her ne kadar
artma gosterse de bu artis anlamli bulunmamistir. Parasetamol ile indiiklenerek hepatik
hasar olusturulan baska bir calismada enginar yaprak ekstresinin 250 mg/kg dozda azalan
karaciger dokusu Na*/K*-ATPaz diizeyini anlamli olarak arttirdig1 ortaya konmustur (143).
Bu durum, s6zkonusu g¢alismada uygulanan Cynara scolymus yaprak ekstresinin 58,5
ng/mL’lik IKso degeriyle, ¢calismamizda kullanilan ve Urla sakiz enginar1 olarak bilinen
enginarin yaprak ekstresi (IKso.133,10 pg/mL)’nden daha iyi diizeyde DPPH radikal

stipiirticii aktiviteye sahip olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ayrica beyin Na*/K*-ATPaz enzim aktivitesindeki azalma HE’deki beyin 6deminin
sebeplerinden birisi oldugundan, ¢alismamizda beyin dokusu Na*/K*-ATPaz diizeyleri de
Olclilmiistiir. Calismamizda diisiik doz enginar yapragi ekstresi verilen sicanlar harig;
yiuksek doz enginar yapragi ve enginar reseptakulum kisminin her iki dozunun beyin
dokusu Na*/K*-ATPaz diizeyini anlamli seviyede arttirdig1 gosterilmistir. Enginarin hem
reseptakulum hem de yaprak kisimlariin olas1 hepatoprotektif ve noroprotektif etkilerinin
SKB modelinde karaciger ve beyin dokusu Na"/K*-ATPaz diizeyinin O0l¢iilerek

degerlendirildigi baska caligmaya rastlanmamaistir.

Viicudumuzda antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldig1 durumlarda, serbest
radikaller DNA hasarina yol agarak hasar iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bir¢ok metabolik hastalifa, yaslanmaya, kansere ve DNA yapisinda degisikliklere neden
olan bu hasar iirlinlerinden bir tanesi de mutajenitesi en ¢ok bilinen 8-OHdG’dir (177,

178). 8-OHdG, kronik karaciger hastaliklarinda ve buna bagli gelisen HE’de oksidatif
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stresin sebep oldugu DNA hasarmi belirlemede Onemli bir belirteg olarak
kullanilabilmektedir (179). Calismamizda SF uygulanan SKB grubu sig¢anlara ait beyin ve
karaciger dokusunda 8-OHdG seviyeleri artmistir. Benzer calismalarda da siganlarda
SKB’nin tetikledigi karaciger sirozunda oksidatif stres belirteclerindeki degisiklikler
incelenmis ve calismamizdaki sonuglara benzer sekilde 8-OHdG’1in kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur (159, 180). Calismamizda enginarin
reseptakulum kisminin 500 mg/kg giinliik dozu artan 8-OHdG diizeyini kontrol grubuna
gore anlamli seviyede diisiirmiistiir. Farkli bir streptozosin ile indiiklenen diyabetik sican
modeli yapilan bir caligmada, giinliik 200 mg/kg dozda enginar yapragi ekstresinin
oksidatif hasar sonucu artan iiriner 8-OHdG diizeyini diisiirdligii ortaya konmustur (181).
Enginarin reseptakulum ve yaprak kisimlarinin karaciger sirozu ve HE’deki olasi
antioksidan etkilerinin karaciger ve beyin 8-OHdG diizeylerine olan etkisi ilk defa

calisiimistir.

Yaptigimiz histolojik incelemelerde sicanlarda uyguladigimiz SKB sonrasi,
karacigerde goriilen belirgin hasarin enginar yapragr ekstresi ile azaldigi benzer
caligmalarda da ortaya konmustur (99, 100). Ancak enginar reseptakulum kismininin
hepatoprotektif etkilerinin karaciger histopatolojisinin bu modelde incelendigi baska
calismaya raslanmamustir. Ek olarak ¢alismamizda, SKB modeli sonrasi enginarin heriki
kisminin si¢an beyin dokusundaki etkilerinin histopatolojik incelemesi ilk defa yapilmistir.
Morris su labirenti testi, kemirgen modellerinde uzaysal 6grenme ve hafizanin ele alinarak
norobiyolojik, ndrofarmakolojik ve norobiligsel bozukluklarin incelenmesi i¢in kullanilan
bir yontemdir (182). Karaciger yetmezligi sonrasi gelisen ve ndropsikiyatrik bir hastalik
olan HE’de de, Ogrenme ve hafizadaki bozuklugu degerlendirmek i¢in bu test
kullanilmaktadir (183). Calismamizda Morris su labirenti testinde; SF uygulanan SKB
grubu siganlarin biligsel performanslarinin kontrol grubuna gore azaldigi, hedef kadranda
gecirdigi siirenin kisaldigr goriilmiistir. SKB kolestaz modelinin uygulandigi diger
caligmalarda da ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmis, SKB sonrasi kolestaza bagl
gelisen HE’de, sicanlarin uzaysal 6grenme performansinda bozulma oldugu gosterilmistir
(159, 184-186). Enginar ekstresinin HE deki etkilerinin bu test ile ortaya kondugu c¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, enginarin brakte olarak adlandirilan agmamis
cigekleri ile tliketilen reseptakulumun tiimiine ait kisminin, Alzheimer hastali§i modeli
uygulanan farelerde; farelerin 6grenme, hafiza ve bilissel yetenekleri incelenmis, Morris su
labirenti testinde kognitif becerileri ve Ogrenmeyi arttirdigi ortaya konmustur (187).
Sicanlarda biligsel aktivitenin degerlendirildigi diger bir yontem olan yeni obje tanima testi

de hassas ve giivenilir bir yontemdir (188). HE’deki beyin hasar1 ile gelisen bilissel
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aktivitede, sicanlarin yeni objeyi tanimada giigliik ¢ektigi ve teste ait fark skor bulgularinin
diistligii calismamizda ortaya konmustur. Yapilan bir SKB kolestaz modeli ¢alismasinda da
calismamiza benzer sekilde sicanlarda yeni obje tanima testi uygulanmis ve siganlarda
teste ait fark skor bulgularinin azaldigi goriilmiistiir (159). Calismamiz, enginarin
reseptakulum ve yaprak kisimlarinin HE’deki ndroprotektif etkilerinin Morris su labirenti
ve yeni obje tanima testi ile incelendigi ilk ¢alisma olmustur. Myeloid ve lenfoid bagisiklik
hiicrelerinin biiyiik bir kismini ihtiva eden ve bu baglamda immun sistemin 6nemli bir
unsuru olan karacigerde meydana gelen doku hasar1 ve enfeksiyon, gii¢lii proinflamatuvar
yanitlar1 tetikleyebilir. Sistemik inflamasyonun algilanmasi ve buna verilen yanitta da
merkezi bir rol iistlenen karacigerdeki oksidatif ve inflamatuvar aktivite dengesindeki
bozulma, karaciger fibrozisinin patofizyolojisini olusturmaktadir (162). Karacigerdeki
hasarin derecesi ve siiresine bagli olarak, bagisiklik sistemi ve inflamasyonun fizyolojik
cevabi hepatik yara iyilesmesi ve karaciger rejenerasyonu cercevesinde kalirken, patolojik
yanit karaciger fibrozisine, siroza ve hepatoseliiler karsinomuna ilerleyebilmektedir.
Ancak, inflamasyon ve karaciger fibrozisi arasindaki kompleks iliskideki olas1
mekanizmalarin, temel diizenleyicilerin ve ilgili yolaklarin yeni caligmalarla ortaya
konmas1 yeni antifibrotik ilaglarin kesfi i¢in temel dayanak noktasi olacaktir. Ortaya konan
caligmalarda fibrozisin geriye dondiiriilebildigi goriilmekte ve bu durum antifibrotik
ilaglarin kesfi i¢in umut verici olmaktadir. Birgok tedavi edici yontemin deneysel karaciger
fibrozisi modellerinde etkili oldugu ortaya konmus olsa da bu yontemlerin insanlarda ne

kadar giivenli ve etkili oldugu hala kesin olarak bilinmemektedir.

Viicudumuzda oksidan ve antioksidan sistem arasindaki dengeye benzer sekilde
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sistem arasinda da denge bulunmaktadir. Bu dengenin
inflamatuvar siire¢ yoniinde bozulmasi, antifibrotik ilaglarin kesfinde antiinflamatuvar
unsurlarin 6nemini ortaya koymaktadir. Sézkonusu antioksidan ve anti-inflamatuvar
etkilerin fonksiyonunu ortaya koymak amaciyla yaptigimiz ¢alismada, karaciger fibrozisi
ve buna bagh gelisen HE’de, enginarin besin olarak tiiketilen reseptakulum kismi ile
yaprak kisminin hepatoprotektif ve noroprotektif etkileri gosterildi. Ozellikle reseptakulum
kisminin yiiksek dozlarinda anti-oksidan ve anti-inflamatuvar etkiler karaciger fibrozisi ve

HE’de daha etkili oldugu gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Enginarin 6zellikle reseptakulum kismimin karaciger fibrozisi ve en sik

komplikasyonu olan HE’de yararli olabilecegi gosterilmistir.

Enginarin hepatoprotektif etkisi artan SOD, CAT, GPX ve Na'/K*-ATPaz,
azalan ALT, AST, T. bilirubin, D. bilirubin, IL-6, TNF-a, TGF-B, 8-OHdG ve
HP degerleri ile ortaya konan antioksidan, antiinflamatuvar ve antikolestatik

aktiviteleriyle aciklanabilir.

Enginar ekstrelerinin beyin dokusundaki antioksidan ve antiinflamatuar
aktivitesi ile birlikte HE’de goriilen bilissel fonksiyonlarda meydana getirdigi

tyilestirme bu etkilerini desteklemektedir.

Enginar taban yapragi ve reseptakulum ekstrelerinin, karaciger fibrozisi ve

HE’deki olumlu etkilerinin klinik ¢alismalarla desteklenmesi dnemlidir.

Karaciger fibrozisi, karaciger sirozu ve buna bagl olarak gelisen HE’de yeni
tedavi gelistirmeye yonelik, calismamizda gosterilen etkilerden yola ¢ikarak
enginarin uygun sekilde hazirlanan ekstraktlarinin tedavide kullanimina iliskin

ileri caligmalar yapilabilecektir.
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Internet

9lib.net

Internet

75



