T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

TIYOASETAMID iLE OLUSTURULAN KARACIGER
HASARINDA TiYAMININ KORUYUCU VE TEDAVI EDICI
ETKILERININ INCELENMESI

Serife AGIRCA

YUKSEK LiSANS TEZI

VETERINER PATOLOJI ANABILIM DALI

Damisman

Prof. Dr. Ozlem OZMEN

BURDUR-2020






T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIYOASETAMID iLE OLUSTURULAN KARACIGER
HASARINDA TiYAMININ KORUYUCU VE TEDAVI EDICi
ETKILERININ INCELENMESI

Serife AGIRCA

YUKSEK LiSANS TEZI

VETERINER PATOLOJI ANABILIM DALI

Danisman

Prof. Dr. Ozlem OZMEN

Bu Arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 0606-Y L-19 proje numarasi ile desteklenmistir.

BURDUR-2020






TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmam siiresince beni siirekli yonlendiren, tez
konumum olusturulmasindan yazimina kadar her asamasinda bilgi birikimini, tecriibe

ve goriislerini esirgemeyen, yetismemde biiyilk 6nemi olan danigman hocam Sayin
Prof. Dr. Ozlem OZMEN’e,

Arastirmamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve tecriibelerini
paylasarak yon veren hocam Sayin Prof. Dr. Zafer OZYILDIZ a, degerli zamanini ve
tecriibelerini paylasan hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Volkan IPEK’e, &zellikle
laboratuvar islemlerinin 6grenmemde biiylik katkisi olan Uzm. Biyolog Dilnur
ILERI’ye, egitim ve Ogretim hayatimda maddi manevi destegini hicbir zaman
esirgemeyen, tlim zorluklarda her zaman arkamda olan aileme, tesekkiirlerimi
sunarim.



ETiK BEYAN

““Tiyoasetamid ile olusturulan karaciger hasarinda tiyaminin koruyucu ve
tedavi edici etkilerinin incelenmesi’’ baslikli tez calismamdaki biitiin bilgi ve
belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim
bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu, kullandigim
verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar
disinda 6zgiin oldugunu Prof. Dr. Ozlem OZMEN danismanliginda Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kilavuzuna gore

yazildigini beyan ederim.

Serife AGIRCA

28.08.2020




ICINDEKILER

iC KAPAK

KABUL ve ONAY

TESEKKUR

BEYAN

ICINDEKILER

SEKILLER

TABLOLAR

SIMGELER ve KISALTMALAR
TURKCE OZET

INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

1.
2.

o o

GIRIS

GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.2.Tiyoasetamid
2.3.Tiyamin
2.4.Kaspaz-3

GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel Prosediir

3.2. Histopatolojik Yontem

3.3. Immunohistokimya Yontemi
3.4. Biyokimyasal Analizler

3.5. Istatistiksel Analizler
BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.2.  Makroskobik Bulgular

4.3. Biyokimya Analiz Sonugclari
4.4. Histopatolojik Bulgular

45. Kaspaz-3 immunohistokimyasal Bulgulari
TARTISMA

SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

OZGECMIS



Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.
Sekil 4.12.

Sekil 4.13.
Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.

SEKILLER

Tioacetamidin intraperitoneal verilisi

Kan 6rneklerinin alindig tiipler

Immunohistokimyasal boyamalarin yapilisi.

Grup 1’deki bir farenin normal goriiniimde karacigerinin
goruntisi.

Grup 2’deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigeri.

Grup 3’teki bir farenin soluk ve piiriizlii goriiniimdeki karacigeri.

Grup 4’deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigerinin
goruntisu.

Grup 5’teki bir farenin solulasmis, plriizlii ve siskinlesmis
karacigerinin goriintiisii.

Grup 1°deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigeri ve vena
sentralisleri (oklar), HE, Bar=200 um.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=100 pm.
Yukaridaki karacigerin biiylitiilmiis gériiniimii, HE, Bar=50 um.
Yukaridaki karacigerin biiyiitiilmiis gériintimii, HE, Bar=20 um.
Grup 2’deki bir farenin normal goriiniimdeki karaciger dokusu,
HE, Bar=200 pm.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=100 pm.
Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=50 pm.

Yukaridaki karacigerin biiyiitiilmiis gériintimii, HE, Bar=20 um.
Grup 3’deki bir farenin karaciger damarlarinda siddetli hiperemi
(ince oklar) ve dejenerasyon ve yaglanmanin oldugu alanlar
(kalin oklar), HE, Bar=200 pm.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, damarlarda hiperemi
(ince oklar) ve dejenere ve nekrotik hiicrelerin bulundugu alanlar
(kalin oklar), HE, Bar=100 pm.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis gdriiniimii, damarlarda hiperemi
(styah ince ok), megakaryotik hepatositler (siyah kalin oklar),
piknotik c¢ekirdekli nekrotik hepatositler (beyaz oklar), HE,
Bar=50 um.

Yukaridaki resmin Dbiylitiilmiis goriinimii, megakaryotik
hepatositler (siyah ince oklar), nekrotik hepatositler (kalin siyah
oklar) piknotik ¢ekirdekli nekrotik hepatositler (beyaz ince ok),
cift cekirdekli hepatositler (beyaz kalin ok) HE, Bar=20 um.
Grup 4’deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigeri ve vena
sentralisleri (oklar), HE, Bar=200 um.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriintimii, HE, Bar=100 um.
Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=50 pm.
Yukaridaki karacigerin biiyiitiilmiis gériiniimii, HE, Bar=20 pm.

Vi

Sayfa

11

12
12

13

13
15
15
16
16
17

17
18

18
19

19

20

20

21

21
22
22



Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28

Sekil 4.29
Sekil 4.30

Sekil 4.31

Sekil 4.32

Sekil 4.33

Sekil 4.34

Sekil 4.35

Grup 5’°deki bir farenin karaciger damarlarinda siddetli hiperemi
(ince oklar) ve dejenerasyon ve yaglanmanin oldugu alanlar
(kalin oklar), HE, Bar=200 pm.

Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis gériiniimii, damarlarda hiperemi
(kirmiz1 kalin ok), yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (beyaz kalin
ok), nekrotik hepatositler (ince siyah ok), ¢ift ¢ekirdekli hiicreler
(beyaz ince oklar), megakaryotik hepatositler (kalin siyah oklar),
safra pigmentleri (kirmizi ince ok) HE, Bar=100 um.
Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, damarlarda hiperemi
(siyah kalin ok), yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (beyaz kalin ok),
nekrotik hepatositler (ince siyah ok), ¢ift ¢ekirdekli hiicreler
(beyaz ince oklar), safra pigmentleri (kirmizi ince ok) HE,
Bar=50 pm.

Yukaridaki resmin biyiitiilmiis goriiniimii, yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 (beyaz ok) ve safra pigmentleri (siyah ok) HE,
Bar=50 pum.

Grup 1’deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlari
(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden
hiicreler (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50
pm.

Grup 2’deki bir farenin karacigerinde negatif kazpaz-3
espresyonu, streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200
pum.

Yukaridaki resmin yakindan goriinlimii, streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Bar=50 pm.

Grup 3’deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlari
(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 pm.
Yukaridaki resmin yakindan gériiniimii, kaspaz-3 eksprese eden
hiicreler (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50
pm.

Grup 4°deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlari
(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 pm.
Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden
hiicreler (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50
pum.

Grup 5’°deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlari
(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden
hiicreler (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50
pum

vii

23

23

24

24

25

26

26

27

27

28

28

29

29

30



Tablo 4.1.
Tablo 4.2:

TABLOLAR

Karaciger panelinin serum analiz sonuglari
Kaspaz-3 immunohistokimyasal sorlarinin istatistik
analiz sonuglari

viii

14
30



ALT
ALB
ALP
AST
BILEA
DNA
DAB
NEFA
PBS
GGT

HE

kg

pm
mg
NASH

ROS
RNA
°C
SD
TAA
TBIL
TP

SIMGELER ve KISALTMALAR

: Alaninamino Transaminaz
: Alblimin

: Alkalen Fosfotaz

. Aspartat Aminotransferaz

: Bilirubin

: Deoksiriboniikleik Asit

: 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
: Esterlesmemis Yag Asidi

: Fosfat Tamponlu Soliisyon
: Gama Glutamin Transferans
: Gram

: Hematoksilen Eozin

: Intraperitoneal

: Kilogram

: Mikrometre

: Miligram

: Non Alkolik Steatohepatit
: Oran

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Riboniikleik Asit

: Santigrad Derece

: Standart Sapma

: Tioacetamid

: Total Bilirubin

: Total Protein



% : Yizde

OZET

Tiyoasetamid ile olusturulan karaciger hasarinda tiyaminin koruyucu ve tedavi
edici etkilerinin incelenmesi

Karaciger hasart; viral hastaliklar, alkolik hepatit ve siroz gibi karaciger hastaliklarini
ve non alkolik steatoz ve non alkolik steatohepatitis gibi karaciger yaglanmalarin
iceren kansere kadar ilerleyen bir seri hastalik dizisidir. Karaciger hasarinin insidansini
etkileyen birgok faktor vardir. Bunlar cinsiyet, yas, alkol, aflatoksin, endojen ve
ekzojen hormonlar, diyet, hepatit B ve hepatit C gibi viral etkenler ile sistozomiazis
gibi paraziter enfestayonlar1 igceren ¢evresel faktorler; obezite, immun fonksiyon,
kalitsal hastaliklar, Diyabetes mellitus, siroz, alkolik olmayan yagl karaciger, gibi
konak¢idan kaynaklanan faktorler olarak siralanmaktadir. Deneysel olarak kullanilan
tiyoasetamid (TAA) de 6nemli bir hepatotoksik maddedir. Tiyamin (Bl vitamini)
onemli antioksidan maddelerden birisidir. Birgok doku ve organi 6zellikle sinir sistemi
hiicrelerini zedelenmelere karsi korur. Bu calismanin amaci TAA ile olusturulan
karaciger hasarinda tiyaminin koruyucu ve tedavi edici etkilerinin incelenmesidir.
Calismada 25-40 gram agirliginda CD-1 1rk1 toplam 50 erkek fare kullanildi ve fareler
10 ar hayvandan olusan 5 gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol grubu); normal su ile 2 ay
stire ile adlibitum olarak beslendi. Grup 2 (Tiyamin grubu); giinlik 50 mg/100 ml su
icinde tiyamin adlibitum olarak 2 ay boyunca verildi. Grup 3 (Profilaksi grubu) 50
mg/100 ml tiyamin su i¢inde adlibitum 1 ay verildi ve bu siire sonunda intraperitoneal
olarak haftada iki kere tioacetamid (TAA) 200 mg/kg olarak verildi. Grup 4 (Tedavi
grubu) calisma baslangicinda intraperitoneal olarak haftada iki kere 200 mg/kg
tioacetamid (TAA) 1 ay siire ile uygulandi ve 1 ay sonra 50 mg/100 ml tiyamin su
icinde adlibitum verildi. Grup 5 (TAA grubu) intraperitoneal olarak haftada iki kere
200 mg/kg TAA 2 ay siire ile uygulandi. Calisma sonunda fareler anestezi altinda
dekapite edilerek histopatolojik inceleme ig¢in karaciger dokusu Ornekleri,
biyokimyasal parametreler i¢in de kan ornekleri alindi. Serum 6rneklerinde bilirubin
(BILEA), total bilirubin (TBIL), total protein (TP), alkalen fosfotaz (ALP), aspartat
aminotransferaz (AST), alenin transaminaz (ALT), albiimin (ALB) testlerini igeren
karaciger paneli incelendi. Nekropsi sirasinda TAA grubudaki farelerde karacigerin
soluklastig1 ve kenarlariin kiitlestigi gozlendi. Karaciger drnekleri ise histopatolojik
ve Kkaspaz-3 agsindan immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Serum
orneklerinde karaciger panelinde incelene tiim verilerin TAA grubunda Onemli
diizeyde artt1g1 dikkati ¢ekti. TAA karacigerlerde siddetli dejenerasyon ve nekrozlara
sebep oldugu gozlendi. Tiyamin TAA uygulamasi ardindan verildiginde
biyokimyasal, patolojik ve immunohistokimyasal bulgularin diizelmesini sagladi. Bu
caligmanin sonuglar1 tiyaminin tiyoasetamid ile olusturulan karaciger hasarinda sinirl
profilaktik etkisinin ancak 6nemli dl¢iide tedavi edici etkisi oldugunu gosterdi.



* Bu calisma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir (Proje No: 0606-YL-19).

Anahtar kelimeler: Immunohistokimya, Patoloji, Proflaksi, Tedavi, Tiyamin,
Tiyoasteamid.
ABSTRACT

Investigation of the Protective and Therapeutic Effects of Thiamine in
Thioacetamide-Induced Liver Injury

Liver damage; is a series of diseases that, including viral diseases, alcoholic hepatitis,
cirrhosis, and lubrication such as non-alcoholic steatosis and non-alcoholic
steatohepatitis and progress to cancer. There are many factors that affect the incidence
of liver damage. These include sex, age, alcohol, aflatoxin, endogenous and exogenous
hormones, diet, viral factors such as hepatitis B and hepatitis C, and parasitic
infestations such as schistosomiasis; activities from the host such as obesity, immune
function, hereditary diseases, diabetes mellitus, cirrhosis, non-alcoholic fatty liver.
Experimentally used thioacetamide (TAA) is an important hepatotoxic substance.
Thiamine (vitamin B1) is one of the important antioxidant substances. Tiamine
protected against to damage of many tissues and organs particularly nervous system
cells. The aim of this study is to examine therapeutic and prophylactic effects of TAA
on thiamine induced liver damage. In this study, 50 male CD-1 mice, weighing 25-40
grams were used and mice were divided into 5 groups consisting of 10 each. Group 1
(Control group); they were fed with normal water for 2 months as adlibitum. Group 2
(Thiamine group); it was given as thiamine adlibitum in 50 mg / 100 ml water daily
for 2 months. Group 3 (Prophylaxis group) was given adlibitum in 50 mg / 100 ml
thiamine water for 1 month and at the end of this period, intraperitoneally, 200 mg /
kg of thioacetamide (TAA) was given twice a week. Group 4 (Treatment group) was
administered intraperitoneally twice weekly 200 mg / kg thioacetamide (TAA) for 1
month at the beginning of the study and adlibitum in 50 mg / 100 ml thiamine water
after 1 month. Group 5 (TAA group) was intraperitoneally administered 200 mg / kg
TAA twice a week for 2 months. At the end of the study, the mice were decapitated
under anesthesia and liver tissue samples were taken for histopathological examination
and blood samples for biochemical parameters. In serum samples, liver panel including
bilirubin (BILEA), total bilirubin (TBIL), total protein (TP), alkaline phosphotase
(ALP), aspartate aminotransferase (AST), alenin transaminase (ALT), albumin (ALB)
tests were examined. During necropsy, it was observed that the liver in the TAA group
became pale and the edges were swolen. Liver samples were evaluated
histopathologically and immunohistochemically for caspase-3 expression. It was
noticed that all the data examined in the liver panel in serum samples increased
significantly in the TAA group. TAA caused severe degeneration and necrosis in the
livers. When thiamine was administered after TAA application, it improved the
biochemical, pathological and immunohistochemical findings. The results of this study
showed that thiamine has little prophylactic effect, but a significant therapeutic effect
in thioacetamide induced liver injury.

Xi
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1. GIRIS

Viicuda giren ¢esitli ilaglar, kimyasal toksik maddeler akcigerlerde,
bagirsaklarda ve bobreklerde biyotransformasyona ugrarlar. Ancak detoksifiye edilme
olayi en c¢ok karacigerde sekillenir. Ayrica karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarinda gorev alan en Onemli organ olup, amino asitlerden glukoz
meydana gelmesi, ihtiyag fazlas1 glukozun glikojen halinde depo edilmesi, yag asidi
sentezi, depo edilmesi, lipoliz yolu ile kana yag asidi verilmesi yine karacigerde
meydana gelmektedir. Karaciger hasari; hepatit B ve C gibi viral iltabi hastaliklar ile
karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve siroz gibi alkolik ve non- alkolik karaciger
hastaliklarini igeren kansere kadar ilerleyen bir seri hastaliklar dizisidir (McGlynn ve
London, 2005; Ozyalin, 2008).



2. GENEL BILGILER

Karaciger hasarinin insidansini etkileyen faktorler; cinsiyet, yas, obezite, alkol
tilketim miktar1, diyet, hepatit B ve C gibi viral ve sistozomiazis gibi paraziter etkenler,
toksik maddeler, endojen ve ekzojen hormonlar, siroz, alkolik ve alkolik olmayan
karaciger yaglanmasi, Diyabetes mellitus gibi metabolik hastaliklar seklinde
siralanabilir. Bu faktorlerin yaninda deneysel c¢alismalarda siklikla kullanilan
tiyoasetamid de (TAA) hepatotoksik bir ajandir. TAA, DNA, RNA, protein sentezini
ve glutatyonu etkileyerek intrahepatik metabolik degisikliklere neden olur (Dashti ve
ark., 1989; Zimmermann ve ark., 1987).

Karaciger hasarinin obezite, diyabet, hipertansiyon, hiperkolestrolemi ve
hiperlipidemiyi kapsayan metabolik ve insiilin rezistans sendromu ile kardiyovaskiiler
hastaliklarla ¢ok siki bir birliktelik gostermesi, 6zellikle alkole bagimli olmayan yagl
karaciger (NASH) olusumu gibi gézlenen vakalarda onemi giderek artmaktadir (Burke
ve Lucey, 2004).

Son yillarda karaciger hastaliklar1 arasinda karaciger yaglanmasi, hem insanlarda
hem de hayvanlarda, 6zellikle de siit¢ii sigirlarda 6nemli bir metabolik hastalik olarak

yer etmistir.

Yagli karaciger sendromu, 6zellikle verimi yiiksek siit ineklerinde, kuru donemde
fazla ve yiiksek enerjili yemlerle beslenme veya laktasyonun baslangi¢ donemindeki
negatif enerji balansi Ssebebiyle, viicudun enerji ihtiyacinin organizmanin yag
depolarindan kargilanmas: nedeniyle sekillenmektedir. Fazla miktarda depo yagin
serbest hale gegerek hepatositlerde yogun olarak birikmesi nedeniyle olusan karaciger
yaglanmas ticari isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan bir problemdir
(Oztiirk, 2008).

Siit verimi yiiksek ineklerde insidans1 ve prevalansi oldukga yiiksek bir metabolik
hastalik olan karaciger yaglanmasi, 6zellikle dogum sonrasi1 donemde etkili olmakta

ve laktasyonun ilk doénemlerinde retensiyo sekondinarum, metritis, abomasum



deplasmani, ketozis, immun sistem cevabmin ve fertilitenin azalmasi gibi birgok

komplikasyona siklikla sebep olmaktadir (Ingvartsen 2006; Oztiirk, 2008).

2.1 Karaciger

Karacigerde, hepatositler, kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, stellat hiicreleri,
safra kanali epitel hiicreleri olmak {izere bes tip hiicre bulunmaktadir. Bunlardan
hepatositler, yag asitleri, fosfolipidler, trigliseridlerin metabolizmasinda ve kolestrol
ile safra asitleri yapiminda gorev alir. Monositlerden koken alan kupffer hiicreleri,
lokal makrofajlardir. Bu hiicreler hepatik dolasimdaki tiimor hiicrelerini kendilerine
cekerek fagosite etme yetenegine sahiptir (Kan ve ark., 1995). Yiiksek miktarda retinol
iceren stellat hiicreleri, disse araligina kollojen salgilayarak fibroz dokunun
sekillenmesine neden olur. Endotel hiicreleri ise, ¢esitli kimyasal maddeler ve zararl

mikroorganizmalar i¢in bir siizge¢ gorevi iistlenir.

Karaciger viicutta hem endokrin hem de ekzokrin goreve sahip bir organdir.
Bu yoniiyle baz1 maddelerin sentezini yapar ve depo ederken bazilarini da detoksifiye
eder ya da tasir (Noyan A, 2011). Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinda
gorev alir. Vitamin A, D ve B12’nin yani sira apoferritin-ferrritin sistemi ile de demirin
depo edilmesini saglar. Ayrica karaciger safra tuzlarinin tek tiretim yeridir ve karaciger

hiicreleri devamli olarak safra tiretilir.

2.2 Tiyoasetamid

Tiyoasetamid (TAA), karaciger hasarina neden olan ve kanserojen etkiye sahip
thiono-stilfiir iceren bir bilesiktir (Kizer ve ark., 1985; Landon ve ark., 1986). Uzun
zamandan beri deri, motor yakit, tekstil, kagit, yiyecek ve igecek endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir (Watson ve Preedy2012). Ayrica fungusit (mantar 6ldiiriicii) olarak
da kullanilmaktadir (Ozyalin, 2008). Cogunlukla hayvanlarda fulminant hepatik
yetmezlik ve karaciger sirozu gibi deneysel modelleri olusturmak icin kullanilir
(Bruck ve ark., 2002; Li ve ark., 2002). Diisiik dozlarda TAA'nin verilmesi akut

hepatik toksisiteye neden olurken, kronik maruz kalma hepatik siroz ve karaciger



tiimdrlerinin olasi1 gelismesine neden olur. Oldiiriicii dozlarda verilmesi halinde ise

karacigerde siddetli sentrilobiiler nekroza neden olur.

TAA'nin sitokrom P450 ile metabolik aktivasyonu, TAA-ara maddeleri ve
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretir. TAA- ara maddeleri, biyolojik olarak onemli
molekiilleri kovalent olarak baglayan ve hiicresel oksidatif stresi, lipid
peroksidasyonunu artiran ve glutatiyonu artiran mediatorlerdir (Pallottini ve ark.,

2006).

Uygulamadan Kisa bir siire sonra TAA ¢ok reaktif bir bilesik olan asetamid ve
tiyoasetamid S-dioksite metabolize olur. Bu metabolitin doku makromolekiillerine

baglanmasi hepatik nekroz iretiminden sorumlu olabilir (Chieli ve Malvaldi, 1984).

2.3.Tiyamin

Suda eriyen bir vitamin olan tiyamin (B1 vitamini) karbonhidrat
metabolizmasinda ¢ok fazla 6nemli bir yer isgal eden piriivat dehidrogenaz, a-keto-
glutarat dehidrogenaz, transketolaz enzimlerinin kofaktériidiir. Bu sebeple tiyamin
eksikliginde ¢ok cesitli hastaliklar sekillenir. Tiyamin, bir pirimidin ve bir
tiyazolliniin metilen kopriisii ile birlesmesiyle olusur. Dogada serbest vitamin ya da
tiyamin pirofosfat halinde bulunur. Tiyamin, beyinde ve karacigerde, tiyamin
difosfokinaz katalizorliiglinde aktif formu olan tiyamin pirofosfat (TPP)‘ye

dontstiiriilmektedir (Victor ve ark., 1989).

2.4.Kaspaz-3

Kaspazlar sistein-proteaz grubu enzimler olup bir ¢esit planli hiicre nerozu olan
apoptotik hiicre 6liimii sirasinda ¢ok énemli rol oynarlar. Kaspazlar inaktif proteinler
seklinde sentezlenirler ve degisik yollarla aktive edildikten sonrasinda, etkilerini
gosterir (Nicholson ve ark., 1995). Kaspaz-3 apoptotik hiicrede hem ekstrinsik (6liim
ligandi) hem de intrinsik (mitokondriyal) yollarla aktive edilir (Salvesen, 2002).
Kaspaz-3 i¢in zimojen ozellik (inaktiflik) gereklidir, aktif oldugunda hiicreleri ayrim

gozetmeden Oldiirme kapasitesi vardir (Boatright ve Salvesen, 2003).



Bu ¢aligmada tiyaminin, karaciger hasarina yol acan ve kanserojen aktiviteye
sahip bir bilesik olan tiyoasetamid tarafindan farelerde deneysel olarak olusturulan

karaciger hasar1 lizerine olas1 koruyucu ve tedavi edici etkileri aragtirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Prosediir

Calismada 5 grupta toplam 50 CD-1 erkek fare kullanildi. Caligmada 10’ar
fareden olusan ve asagida agilanan iglemler uygulanan gruplar {izerinde 2 ayda

tamamlandi.

Grup 1 kontrol grubu hi¢bir islem yapilmadi. Grup 2 (tiyamin grubu) giinliik
(50 mg/100 ml) su ig¢inde adlibitum ¢alisma siiresince verildi. Grup 3 (proflaksi grubu)
tiyamin (50 mg/100 ml) su i¢inde adlibitum 1 ay verildi bu siire sonunda
intraperitoneal olarak haftada iki kere tioacetamit (200 mg/kg) olarak verildi. Grup 4
(tedavi grubu) ¢aligma baslangicinda intraperitoneal olarak haftada iki kere tioacetamit
(200 mg/kg) 1 ay siire ile verildi ve 1 ay sonra tiyamin (50 mg/100 ml) su icinde
adlibitum verildi. Grup 5 (TAA grubu), intraperitoneal olarak haftada iki kere
tioacetamit (200 mg/kg) 2 ay siire ile verildi.

Sekil 3.1: Tiyoacetamidin intraperitoneal verilisi



Calisma sonucunda fareler intraperitoneal (IP) 90 mg/kg ketamin (Alfamin,
Alfasan IBV) ve 10 mg/kg ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV) anestezisi ile 6tenazi
edilerek kan ve karaciger ornekleri toplandi. Serum 6rneklerinde karaciger hasarini
degerlendirmek i¢in Karaciger paneli incelendi. Karaciger 6rnekleri histpatolojik ve

kaspaz-3 ekspresyonlari agisindan immunohistokimyasal olarak incelendi.

Sekil 3.2: Kan 6rneklerinin alindigr tiipler

3.2. Histopatolojik Yontem

Nekropsi sirasinda alinan karaciger 6rnekleri %10’luk notral formaldehit
soliisyonu iginde tespit edildi. Bir giin formaldehidde bekletilen dokular trimlenerek
takip kasetlerine alindi. Ertesi giin aksam kasetler tam otomatik doku takip cihazina
(Leica ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) yerlestirildi. Dokular gece
boyunca diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (%70’den %100’¢e)
gecirilerek sularinin alinmasi, iki adet ksilolden gegirilerek organlardaki yagin
alinmasi ve sicak parafinden gegirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi saglandi.

Ertesi giin sabah dokular parafine gomiilerek blokajlari yapildi. Bloklardan 4-5 saat
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sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary mikrotomda, 5 mikron kalinliginda seri
kesitler alindi. Normal lama alinan kesitler hematoksilen eozin ile boyandi. Immun
histokimyasal olarak kaspaz-3 aktivitesi incelenmesi i¢in de polilizinli lamlara iki

takim kesit alindi.

Normal lamlara ¢ekilen doku kesitleri parafinin uzaklastirilmasi i¢in 30’ar
dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gegirildi. Ardindan sirastyla %100, 96, 90, 80
ve 70’lik alkollerden gecirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle 15
dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan sirastyla %70, 80, 90,
96 ve 100’liik alkollerden gegirilen dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan dokularin

tizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve mikroskop altinda incelendi.

3.3. Immunohistokimya Yontemi

Polilizinli lamlara ¢ekilerek hazirlanan kesitler immunoperoksidaz yontem igin
streptoavidin-biotin ~ kompleks  peroksidaz =~ yOntemine  gbére  boyandi.
Immunohistokimyasal inceleme i¢in Abcam (UK) firmasinin hazir kitleri kullanildi.
Kesitler kaspaz-3 [anti-caspase-3 antibody (ab4051), Abcam, 1/100 diliisyon]
reaksiyonunun saptanmasi i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Bu amacla
kesitler ksilol ve dereceli alkollerden gecirilerek deparafinize ve rehidre edildi.
Dokular 10 dakika siireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek amaciyla kesitler %3’liik metanoldeki hidrojen peroksit ile 20
dakika muamele edildi. Ardindan sitrat buffer soliisyonu i¢inde 2 defa 5 dakika siireyle
kaynatildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle phosphate buffered saline (PBS)’de
yikandi. Daha sonra nonspesifik boyamalar1 dnlemek amaciyla normal serumda 45
dakika siireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer serumlar
uyguland1 ve oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular ayni sekil ve
stireyle PBS’te yikandi, takiben streptoavidin ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve
PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular biotinli serum ile 30
dakika siireyle inkiibe edildi. Dokular ayn sekil ve siireyle yikandi, hazirlanmis olan
DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Sekonder kit olarak BioVision



firmasinin ready to use IHC/ICC kit (Biotin free), one step HRP polymer anti-mouse,
rat & rabbit 1gG with DAB (Catolog K405-50) kullanildi. Karsit boyama igin Harris
hematoksilen ile boyand1 ve preparatlar 151k mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol

icin kesitlere primer antikor konulmadan ayni1 yonteme gére boyandi.

Immunohistokimyasal boyanmalar 0-3 arasinda skorlandi. 0= boyama yok, 1=
hafif boyanma, 2= orta siddette boyama ve 3= siddetli boyama olarak degerlendirildi.

Elde edilen skorlar istatistik olarak incelendi ve tablolastirildi.

Sekil 3.3: Immunohistokimyasal boyamalarin yapilisi.

3.4. Biyokimyasal Analizler

Serum oOrneklerinde karaciger paneli (bilirubin (BILEA), total bilirubin
(TBIL), total protein (TP), alkalen fosfotaz (ALP), aspartat aminotransferaz (AST),
alenin transaminaz (ALT), albiimin (ALB) ) diizeyleri otoanaliéz cihazinda 6l¢iildi

(Gesan chem 200 Gesan Production srl, Campobello, Italya).

3.5 istatik Analizler

Calismada biyokimyasal bulgular ve immunohistokimyasal skorlarin istatistik

analizi One-way ANOVA testi ile SPSS 15.00 paket programda yapildi. Gruplar arasi
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farklar Duncan testi ile karsilastirildi. P<0.05 olan degerler istatistik olarak énemli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Caligsma siiresince Grup 1 ve Grup 2’de hi¢ 6liim saptanmazken, Grup 3’te 2,
Grup 4’te 1 Grup 5’te ise 5 fare 61dii. TAA grubundaki farelerin hareketlerinin yavas
ve genelde durgun olduklan dikkati ¢ekti. Tiyamin ile tedavi edilen veya proflaksi
uygulanan gruplarda klinik semptom saptanmadi. Sadece tiyamin verilen gruptaki

hayvanlarin klinik olarak hareketli ve daha aktif olduklar1 dikkati gekti.

4.2. Makroskobik Bulgular

Nekropsi sirasinda tiim gruplardaki farelerin karacigerleri dikkatlice incelendi.
Grup 1,2 ve 4’teki farelerin karacigerleri normal goriimde iken grup 3 ve 5°teki
farelerin karacigerleri soluklasmis ve karaciger parankimi piiriizlii bir gériinlimdeydi.
En belirgin farklilik grup 5°teki farelerin karacigerlerinde saptandi. Bu gruptaki
hayvanlarin karacigerleri soluk ve gevreklesmisti (Sekil 4.1- 4.5).

Sekil 4.1: Grup 1°deki bir farenin normal goriiniimde karacigerinin goriintiisi.
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Sekil 4.3: Grup 3’teki bir farenin soluk ve piiriizlii gériiniimdeki karacigeri.
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Sekil 4.4: Grup 4’deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigerinin goriintiisii.

Sekil 4.5: Grup 5’teki bir farenin solulagsmis, piirtizlii ve siskinlesmis karacigerinin

goruntiisi.
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4.3. Biyokimya Analiz Sonuclari

Nekropsi sirasinda alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve
safra asitleri, total protein, GGT, total bilirubin, ALT, ALP ve alblimin degerleri
incelendi ve gruplar arasindaki degerler istatistik olarak karsilastirildi. Tiim verilerde
en yiiksek degerler Grup 5’te saptandi. Ardindan diger yiiksek degerler Grup 3’te

gozlendi. Karaciger verilerinin istatistik analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Karaciger panelinin serum analiz sonuglari

Gruplar Grup1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 P

Safra a 3.3442.062 0.74+0.27° 10.62+5.89¢ 4.48+2 622 40.35+30.57¢  <0.001
T.Prot. 4.60+0.212 4.68+0.292 5.55+0.87° 5.35+0.65 5.72+0.75° <0.001

GGT 2.77+0.742 3.90+0.91° 4.37+0.77¢ 2.50+0.902 5.22+0.79¢ <0.001
T.Bil. 0.09+0.032 0.11£0.03®  0.15+0.07° 0.13£0.02® 0.15+0.06° <0.001
ALT 67.98+46.40% 62.58+42.75% 103.35+£23.90° 108.85+48.13° 152.05+17.19¢ <0.001
ALP 52.33£16.04%  62.30+11.48° 67.25+13.96®  55.75+14.03%  91.77+37.82°  <0.001

Album 2.96+0.10* 2.96+0.21% 3.29+0.15° 2.88+0.082 3.13+0.14°¢ <0.05

*:Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir.
**: Ayni satirda st simgeleri ayni olan gruplar istatistik olarak benzer, farkli simgesi olan gruplar arast
farklar istatistik olarak 6nemlidir.

4.4. Histopatolojik Bulgular

Karacigerlerin histopatolojik incelemesinde Grup 1 ve 2’deki farelerin
karacigerlerinin histopatolojik incelemesinde normal histolojik goriiniim saptandi.
Grup 4’te ise normale ¢ok yakin bir histolojik goriinlim dikkati ¢ekti. Grup 3’te
hiperemi ve dejeneratif odaklar goriildii. Hepatositlerde megalositozis ve ¢ok yogun
sekilde cift ¢ekirdekli hepatositlere rastlandi. Ancak en belirgin patolojik veriler Grup
5’te saptand1. Bunlarin arasinda siddetli hiperermi, dejeneratif ve nekrotik hepatositler,
yer yer safra pigmenti birikimleri ile megalokaryozis ve ¢ift ¢ekirdekli hiicreler
bulunmaktaydi. Yer yer odaklar halinde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti.
Bircok hepatositte yagh degisiklikler gozlendi (Sekil 4.6 - 4.25).
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Sekil 4.6: Grup 1°deki bir farenin normal goriinlimdeki karacigeri ve vena sentralisleri
(oklar), HE, Bar=200 um.

Sekil 4.7: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriintimii, HE, Bar=100 um.
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Sekil 4.9: Yukaridaki karacigerin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=20 pm.
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Sekil 4.10: Grup 2’deki bir farenin normal goériiniimdeki karaciger dokusu, HE,
Bar=200 pum.

Sekil 4.11:Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=100 pum.
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Sekil 4.13:Yukaridaki karacigerin biiyiitiilmiis gériintimii, HE, Bar=20 um.
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Sekil 4.14: Grup 3’deki bir farenin karaciger damarlarinda siddetli hiperemi (ince

oklar) ve dejenerasyon ve yaglanmanin oldugu alanlar (kalin oklar), HE, Bar=200 um.

Sekil 4.15: Yukaridaki resmin biyiitiilmiis gériiniimii, damarlarda hiperemi (ince

oklar) ve dejenere ve nekrotik hiicrelerin bulundugu alanlar (kalin oklar), HE, Bar=100

pum.

19



Sekil 4.16: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, damarlarda hiperemi (siyah
ince ok), megakaryotik hepatositler (siyah kalin oklar), piknotik ¢ekirdekli nekrotik
hepatositler (beyaz oklar), HE, Bar=50 um.

Sekil 4.17: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, megakaryotik hepatositler

(siyah ince oklar), nekrotik hepatositler (kalin siyah oklar) piknotik ¢ekirdekli nekrotik
hepatositler (beyaz ince ok), ¢ift cekirdekli hepatositler (beyaz kalin ok) HE, Bar=20

pm.
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Sekil 4.18: Grup 4’deki bir farenin normal goriiniimdeki karacigeri

sentralisleri (oklar), HE, Bar=200 um.

Sekil 4.19: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis gortiinlimii, HE, Bar=100 um.
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Sekil 4.21: Yukaridaki karacigerin biiylitiilmiis goriiniimii, HE, Bar=20 pm.
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Sekil 4.22: Grup 5’deki bir farenin karaciger damarlarinda siddetli hiperemi (ince

oklar) ve dejenerasyon ve yaglanmanin oldugu alanlar (kalin oklar), HE, Bar=200 um.

Sekil 4.23: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, damarlarda hiperemi (kirmizi

kalin ok), yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (beyaz kalin ok), nekrotik hepatositler (ince
siyah ok), ¢ift ¢cekirdekli hiicreler (beyaz ince oklar), megakaryotik hepatositler (kalin
siyah oklar), safra pigmentleri (kirmizi ince ok) HE, Bar=100 pm.

23



Sekil 4.24: Yukaridaki resmin biiyiitilmiis goriiniimii, damarlarda hiperemi (siyah
kalin ok), yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (beyaz kalin ok), nekrotik hepatositler (ince
siyah ok), ¢ift ¢ekirdekli hiicreler (beyaz ince oklar), safra pigmentleri (kirmizi ince

ok) HE, Bar=50 pum.

Sekil 4.25: Yukaridaki resmin biiyiitiilmiis goriiniimii, yangisal hiicre infiltrasyonlar1

(beyaz ok) ve safra pigmentleri (siyah ok) HE, Bar=50 pm.
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4.5. Kaspaz-3 Immunohistokimyasal Bulgular

Karacigerlerin kaspaz-3 acisindan immunohistokimyasla incelemesinde Grup 1’ deki
farelerin karacigerinde perisentral bolgelerde az sayida hepatositte ve hafif siddette
pozitif reaksiyonlar gozlendi. Grup 2’deki farelerin bircogunda karacigerlerde negatif
kaspaz-3 immunoreaksiyonu saptandi. Grup 3’te bazi hepatositlerde belirgin reaksiyon
saptandi. Grup 4’te ise perisentral bdlgelerde az sayida hiicrede ve ¢ok hafif diizeyde
reaksiyon dikkati ¢ekti. Grup 5’teki hepatositlerde yaygin sekilde ve siddetli kaspaz-3
pozitif ¢ok sayida hepatosit saptand1 (Sekil 4.26 — 4.35). Kaspaz-3

immunohistokimyasal skorlarinin istatistik analiz sonuglar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Sekil 4.26: Grup 1’deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlart (oklar),

streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
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Sekil 4.27: Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden hiicreler

(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50 pm.

Sekil 4.28: Grup 2’deki bir farenin karacigerinde negatif kazpaz-3 espresyonu,

streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
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Sekil 4.29: Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, streptavidin biyotin peroksidaz

metodu, Bar=50 pm.

Sekil 4.30: Grup 3’deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlart (oklar),

Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.

27



Sekil 4.31:Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden hiicreler

(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50 pm.

Sekil 4.32: Grup 4’deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlart (oklar),

streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
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Sekil 4.33: Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden hiicreler

(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50 pm.

Sekil 4.34: Grup 5°deki bir farenin karacigerinde kazpaz-3 espresyonlart (oklar),

streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200 um.
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Sekil 4.35: Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, kaspaz-3 eksprese eden hiicreler

(oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=50 pm

Tablo 4.2: Kaspaz-3 immunohistokimyasal sorlarinin istatistik analiz sonuglari

Gruplar Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 P

Kaspaz-3  0.22+0.14% 0.00+0.00° 1.37+0.26° 0.87+0.22¢ 2.22+0.14° <0.001
*:Veriler mean + standart sapma (SD) olarak verilmistir.
**: Ayni satirda iist simgeleri ayni olan gruplar istatistik olarak benzer, farkli simgesi olan gruplar arasi
farklar istatistik olarak onemlidir.

Bu caligmanin sonuglar1 tiyaminin tiyoasetamid ile olusturulan karaciger
hasarinda profilaktik etkisinin olmadig1 ancak 6nemli Ol¢lide tedavi edici etkisi

oldugunu gostermistir.
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5. TARTISMA

Karaciger viicuda alinan bir¢ok maddenin detoksifiasyonunu gerceklestirme
yanisira gerekli birgok maddenin de sentezini yapan ve yasam i¢in dnemli organlardan
birisidir. Bu gorevleri ve yogun ¢alismasi sebebiyle siklikla zedeleyici etkilere maruz
kalmakta ve bunlardan etkilenmetedir. Karacigerin en sik karsilasilan zedelenme
yanit1 yaglanma seklinde olmaktadir. Bu calismada TAA ile karaciger zedelenmesi

olusturulmus ve tiyaminin etkileri incelenmistir.

Yaglh Karaciger Sendromu 6zellikle yiiksek verimli siit ineklerinin en énemli
metabolizma hastaliklarindan biridir (Gruffat ve ark., 1996; Goff ve Horst, 1997).
Viicuttaki depo yaglari asir1 sekilde mobilize olarak karaciger parankim hiicrelerinde
yagin birikimine sebep oldugunda bu durum karaciger yaglanmasi (Fatty Liver,
hepatik lipidozis) olarak isimlendirilir (Basoglu ve Seving, 2004). Esterlesmemis yag
asitleri (NEFA) konsantrasyonunun kanda doguma yakin donemde artisi; giinliik yem
tilketiminde azalmaya, dogum sonras1 artist ise hormonal denge ve laktogenezis i¢in
adipoz dokudan sekillenecek yag mobilizasyonuna baglidir (Grummer, 1993). NEFA
mobilizasyonu, periparturient donem hastalik insidansini artirir. Karaciger
yaglanmasinin 6nemli sebeplerinden birisi de ila¢ ve toksik maddelerdir. (Basoglu ve
Seving, 2004). Insanlarda da karaciger yetmezligi 6ldiiriicii bir durumdur ve akut
hepatitisin ciddi bir komplikasyonudur. insanlarda karaciger yetmezligi sebepleri
arasinda en basta geleni alkol tiikketimidir. Bunu ilag hepatotoksisitesi ve viral hepatit
gibi ¢esitli durumlar izler. Degisik etiyolojilerle sekillenen akut karaciger
yetmezliginin patogenezinde glutatyon deplesyonu, proinflamatuvar sitokinlerin
artmasi, reaktif oksijen radikallerinin artmasi, nitrik oksit ve NF-KB’nin aktivasyonu
sayilabilir (Slatter ve ark, 1991; Machlin ve Bendich, 1987; Mayer ve ark, 1993). Bu
caligmada karaciger yaglanmasi toksik olarak gercelestirilmis ve bilinen 6nemli
hepatotoksik maddelerden TAA bu toksikasyonun gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.
Gerek klinik olarak en yiiksek 6liim oraninin bu grupta olmasi, gerekse biyokimyasal,
makropatolojik, histopatolojik ve immunuhistokimyasal inceleme sonuglart TAA’ile

hepatotoksisite olusturuldugunu gostermistir.
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Thioacetamide (TAA), deneysel karaciger hasari olusturmak igin siklikla
kullanilmakta olup; verilis siiresi ve kullanilan doza bagli olarak karaciger yaglanmasi,
hepatositlerde nekroz veya siroza sebep olmaktadir. TAA’in karaciger hasari olusturan
baslica mekanizmalar1 arasinda; lipid peroksidasyonuna sebep olmasi, protein
oksidasyonu ve doku antioksidan diizeylerini degistirerek oksidatif stresin artmasina
neden olmasi sayilabilir (Lu ve ark., 1999; Bruck ve ark, 1999; Bruck ve ark., 2002).
Bu ¢alismada TAA ile karaciger hasar1 olusturulmus ve histopatolojik incelemelerde
TAA verilen grupta yaygin dejenerasyon ve nekrozlar saptanmistir. Anti oksidan
olarak kullanilan tiyaminin lezyonlar1 azaltmasi TAA nin karaciger toksikasyonuna

serbest radikaller olan oksidan maddelerle sebebiyet verdigini gostermistir.

Tiyamin (B1 vitamini ) suda eriyen ve yiiksek oranda antioksidan kapasiteye
sahip bir vitamindir. Karbonhidrat metabolizmasinda ¢ok etkili bir yeri olan piriivat
dehidrogenaz, a-keto-glutarat dehidrogenaz, transketolaz enzimlerinin kofaktorii
olarak gorev yapan tiyamin 6zellikle merkezi sinir sistemi hiicreleri basta olmak tizere
birgok hiicreyi zedelenmeye karsi koruyucu olarak kullanilir. Bu nedenle tiyamin’in
eksikliginde birgok hastalik ve hiicre yikimi goriiliir (Victor ve ark., 1989). Tiyamin
genellikle noroprotektif olarak kullanilmakta ve karaciger hasarinda tiyamin kullanim1
ile ilgili pek fazla veri bulunmamaktadir. Bu c¢aligma ile tiyaminin karaciger

zedelenmesinde iyilestitici etkileri gdzlenmistir.

TAA sebebiyle olusturulan karaciger hasarinda, hidroksil radikal temizleyici
dimetilsiilfoksit ve dimetiltiyoiire’nin (Bruck ve ark, 1999) giiclii bir serbest radikal
temizleyici olan melatonin’in (Bruck ve ark., 2002), bir antioksidan olan curcumin’in
(Shapiro ve ark, 2006) hayatta kalma siiresini uzatirken, oksidatif stresi, karaciger
hiicrelerinde yikimi ve hepatik nekroinflamasyonu azalttig1 saptanmistir. Bu ¢alismada
tiyaminin yiiksek anti oksidan kapasitesinin karacigerlerde sekillenen toksik

degisikliklerde 6nemli dl¢lide onarici etkisi bulundugu gézlenmistir.
Apoptozis, “programlanmis hiicre 6limii” olarak bilinir ve viicuda zarar

vermeden dmriinii tamamlamus, ihtiyag olmayan veya normal fonksiyonunu kaybetmis

olan hiicrelerin ortadan kaldirmak i¢in calisan bir hiicre yikim mekanizmasidir.
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Hiicrede apoptozis gelisimi sirasinda bazi morfolojik farkliliklar gozlenir. Bunlar
plazma membraninda degisiklikler, sitoplazmada biiziisme ve hacim azalmasi
seklindedir, en son asamada DNA kiimelesme ve par¢alanma sekillenir. Apoptozis
ilerledikce sekillenen sitoplazmik kabarciklar, olime dogru giden hiicrede
membrandan ayrilarak sitoplazma icinde apoptotik cisimler halini alir. Hiicrede
apoptozis sekillenirken, intraseliiler maddeler disar1 salinmadigi igin yangisal
reaksiyon da olusmaz. Apoptozisin hiicre hemostazisi, hiicre gelisimi ve immun
sistemde Onemli gorevler iistlenen hiicrelerin yenilenmesi ic¢in gerekli bir
mekanizmadir. Apoptozis, kanserden otoimmun ve ndrodejeneratif bozukluklara
kadar farkli hastaliklarin iyilesmesi a¢isindan elzem sayilabilir. Bu durumlarda hiicre
icindeki ve digindaki uyarilarin iletilmesiyle apoptozis indiiklenir ve prokaspazlar
aktiflesir. Hedef proteinlerin yikimi, aktiflesen kaspazlar tarafindan gerceklestirilir
(Haunstetter ve lzumo, 1998). Bu caligmada TAA uygulanan gruplarda kaspaz-2
ekspresyonlari ile karaktarize apoptotik aktivite artis1 gézlendi. Bu bulgular TAA’ nin

karaciger hiicrelerini nekroza ugratirken apoptotik aktiviteyi de kullandigini1 gosterdi.

Kaspazlar kendi aralarinda, baslatici (kaspaz-2, 8,9, 10), uygulayici (kaspaz-3,
6, 7) ve yangisal (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) kaspazlar olarak gruplanir (Hokelek,
2009). Bir diger gruplandirmya gore apoptotik aktivite sirasindaki aktivasyon sirasina
gore baglatic1 ve uygulayic1 kaspazlar olmak tizere ikiye ayrilirlar (Earnshaw ve ark.,
1999). Kaspazlarin baslatict olan gruplarinda kaspaz-8 ve kaspaz-9; uygulayici olan
gruplarinda ise kaspaz-3 ve kaspaz-6 6nemli rollere sahiptir (Pop ve Salvasen, 2009.
Bu calismada uygulayici kaspazlardan kaspaz-3’iin TAA’nin olusturdugu karaciger
hasarindaki rolii arastirilmis ve aktivitesinin bu toksikasyonda énemli dl¢iide arttig
gozlenmistir. Yine ayni diislince ile tiyaminin proflaktik ve tedavi edici etkileri
incelendiginde, proflkatik olarak nispeten az ancak tedevi edici olarak olduk¢a 6nemli

oldugu kanisina varilmstir.

Tiyoasetamid ile olusturulan karaciger hasarinin iyilestirilmesinde yagli diyet
(Shirai ve ark., 2013), quercetin (Ashkani-Esfahania ve ark, 2017), Kynurenic Acid
(Marciniak ve ark., 2018), krosin (Algandaby, 2018) gibi birgok yontem denenmis ve
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iyilestirici etkileri saptanmistir. Tedavi amactyla kullanilan bu maddelerin bazilari anti
oksidan olarak islev gérmekte olup bizim ¢alismamizda kullandigimiz tiyamin ile ayn
etki mekanizmasi ile iyilesme saglamistir. Bu sonuglar da bizim ¢alismamizin bulgu-

larin1 desteklemistir.

Tiyamin 6zellikle sinir hiicrelerini parakuat ve P amiloid gibi baz1 toksikas-
yonlardan korumak amaciyla kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Sambon ve
ark., 2019). Tiyamin asir1 egzersizin hiicreler tizerindeki zedeleyici etkilerinde de iyi-
lestirici etkiler gostermistir (Huang ve ark., 2018). Bu calisma da tiyaminin bir¢ok
hiicre iizerinde hiicre hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugu gibi karaciger hiicrelerini
de TAA toksikasyonuna karsi belirli bir diizeyde koruyucu ama 6nmeli diizeyde tedavi
edici etkisi oldugunu gostermistir. Sonug biyokimyasal, patolojik ve immunohistokim-

yasal veriler ile ortaya konulmustur.

Bu calisma ile TAA ile olusturulan karaciger toksikasyonunda tiyamin
proflaktik olarak pek etkili bulunmamigtir. Bunun tiyaminin suda eriyen bir vitamin
olmasi ve idrarla atilarak viicutta depo edilmemesi sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak karacigerde hasar olustugunda tedavi i¢in olduke¢a etkili oldugu ve bu amacla
kullanilabilecegi saptanmistir. Bu konuda yapilacak yeni ¢calismalar ile daha fazla bilgi

edinile bilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada TAA ile olusturulan hepatotoksisitede tiyaminin etkileri
incelenmistir. Elde edilen veriler tiyaminin karaciger toksikasyonlarinda tedavi edici

olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Karaciger hastaliklari hem insanlarda hemde hayvanlarda Onemli
problemlerdendir. Bu problem dogal gidalarin gitgide azaldigi1 giiniimiizde daha da
artan karaciger hasar1 sekillendirmekte ve hergiin karaciger hasarina neden olan yeni

maddeler hayatimiza girmektedir.

Karaciger hasarmin artmaya baslamasi hem insan hemde hayvanlarda
karacigeri koruyucu ve 6zellikle tedavi edici maddeler arayisini giindeme getirmistir.
Bu calismanin sonuglari tiyaminin bu maddelerden biri olabilecegini gostermistir.
Ozellikle karaciger enzim diizeyleri yiikselen bireylerde veya karaciger hasarina
predispozisyon yaratan durumlarda kullanilabilecek gilivenli ve zararsiz bir secenek
tiyamin olabililecektir. Bu ¢calisma bu konuda yapilacak calisalara onciiliik yapacaktir.
Ozellikle klinik hekimlerinin karaciger hasarinda tiyamini regetelerine eklemelerinin

yararli olabilecegi diistiniilmektedir.
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