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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitlin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi ile elde edilmemis biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi,
yine bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Omercan ALBAYRAK
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Bilim sevgisi ile birlesmis hayatimda aydinlik gelecegimin baslangicini bana sunan, beni
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fedakar degerli hocam Prof.Dr. Goksel SENER’e tiim kalbimle sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum. Yiksek lisans egitimim boyunca bilimsel ve manevi destegini, degerli
yonlendirmelerini, tavsiyelerini ve tecriibelerini benden esirgemeyen, saygideger hocam
Prof.Dr. Levent KABASAKAL’a sonsuz tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.
Calismamizda kullandigimiz bitki ekstresini bilytlik bir titizlikle yapan ve farmakognozi
bilgilerini bana aktaran ve sordugum her soruya biiyiik bir sabirla cevap veren Dog¢.Dr.
Ali SEN’e, modelin cerrahi islemlerindeki destek ve emeklerinden dolay1 Dr. Ogr.Uyesi
Dilek OZBEYLI’ye, kan beyin bariyer gecirgenlik dlgiimiindeki yardimlarindan dolay1
Dr. Ogr.Uyesi. Tirkan KOYUNCUOGLU’na, dokularin histoloji analizindeki
desteklerinden dolay1 Prof.Dr. Feriha ERCAN ve Ars.Gor. Dr. Fatma KANPALTAya ve
dokularin biyokimyasal analizi sirasinda desteklerini esirgemeyen Prof.Dr. Ozge
CEVIK e ¢ok tesekkiir ediyorum.
Tez galigmalarim sirasinda bagindan sonuna kadar bana her konuda yardim eden degerli
calisma arkadasim Seren EDE’yi minnetle selamlar; basta Vet.Hek. Deniz Mukaddes
TURET olmak iizere, DEHAMER calisanlarina, verdikleri destek ve yardimlarindan
otiirii kalbi tesekkiirlerimi sunuyorum.
Her zaman yanimda olup bana destek olan ¢ok kiymetli Dr. Ogr.Uyesi Bahar GOKER’e,
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ALBAYRAK’a, agabeyim Op.Dr. Ahmet Tevfik ALBAYRAK’a ve sevgili esim Hande
ALBAYRAK’a kalbimin derinliklerinden tesekkiirii bu vesile ile bir borg bilirim.
Omercan ALBAYRAK
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KISALTMALAR VE SIMGELER
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AHE: Akut hepatik ensefalopati

ALT: Alanin aminotransferaz

AQP4: Akuaporin-4

AST: Aspartra aminotransferaz

ATP: Adenozin trifosfat

BOS: Beyin omurilik sivist

CaMKII: Kalmodulin kinaz-2

Cl-: Kloriir iyonu

CM: Kalmodulin

cNOS: Yapisal nitrik oksid sentaz
CYP: Sitokrom P450

ESM: Ekstraseliiler matriks

FLA2: Fosfolipaz A2

GABA: Gama-aminobutirik asit
GABAA: Gama-aminobutirik asit reseptorii
GAT-3: GABA tastyicist proteininin
GFAP: Glial fibriler asidik protein
GLAST: Glial glutamat-aspartat tastyicisi
GLN: Glutamin

GLU: Glutamat

GS: Gultamin sentaz

GTP: Guanozin trifosfat

HE: Hepatik ensefalopati

HSH: Hepatik stellat hiicreler

IL-12: Interlokin-12

IL-1B: Interldkin-1p



IL-6: interldkin- 6

IL-8: interldkin-8

IMV: Inferior mezenterik ven

IVC: Inferior vena kava

iNOS: indiiklenebilir Nitrojen oksid sentaz

KA: Kainat

KBB: Kan beyin bariyeri

KHE: Kronik hepatik ensefalopati

Kiis: Kiiskiit Otu

METAB: Metabotropik reseptor

mGluR: Metabotropik Glutamat Reseptorii

MRG: Manyetik rezonans goriintiileme
Na*/K*-ATPaz: Sodyum-Potasyum adenozin trifosfataz
NCCa-ATP: Secici olmayan katyon kanali

NF-kB: Niikleer faktor-kappa B (NF-kB)

NH3: Amonyak

NKCC-1: Na+-K+-Cl- kotransportor-1

NMDA: N-metil-D-aspartat

NO: Nitrik oksid

NOX: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz
p38MAPK: p38 Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz
PDE:i: Fosfodiesteraz inhibitorii

PKG: Protein kinaz G

RNT: Reaktif nitrojen tiirleri

RONT: Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SF: Salin

sGMP: siklik Guanozin monofosfat

SK: Siki Kavsak

SKB: Safra kanal1 bagh
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SMV: Superior mezenterik ven

SV: Dalak damari

TGF-B: Transforme edici biiytime faktorii
TNF-a: Timor nekroz faktorii alfa

SP-1: Spesifisite proteini-1
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1.0ZET

Tezin Bashgi: Safra Kanali Baglama Yontemi ile Olusturulan Karaciger Fibrozuna ve

Beyin Hasarina Kars1 Kiiskiit (Cuscuta sp.) Bitkisinin Etkinliginin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi, Soyadi: Omercan ALBAYRAK
Damisman Adi, Soyadi: Prof.Dr. Goksel SENER

Programin Adi: Farmakoloji

Amag: Bu calismada kiiskiit otundan elde edilen ekstrenin safra kanali baglama (SKB)
yontemi ile sicanlarda olusturulan karaciger hasarina ve ona bagl gelisen ensefalopatiye
kars1 olas1 bagl koruyucu etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Spraque Dawley sicanlar Kontrol, Kiiskiit (Kiis), SKB ve SKB+Kiis
olarak 4 gruba ayrilmistir. Safra baglama islemi safra kanalinin ¢ift ligasyonu ile
yapilmustir. 28 giin boyunca serum fizyolojik (SF) ya da 250 mg/kg kiiskiit otu ekstresi
oral gavaj ile verilmistir. 28. giiniin sonunda yeni obje tanima ve Morris su labirent testleri
ile biligsel degerlendirmeler yapilmistir. Deney sonunda gruplarin yarisinda kan beyin
bariyeri Ol¢iimii yapilirken diger yarisi dekapite edilerek serum ve doku Ornekleri
alimmigtir. Kan 6rneklerinde AST (aspartat aminotransferaz), ALT (alanin transaminaz),
DB (direkt bilirubin) ve TB (total bilirubin), karaciger ve beyin dokularinda ise TGF-f,
8-OHdG, Na*/K*-ATPaz, hidroksiprolin tayinleri ve histolojik incelemeler yapilmistir.
Bulgular: Safra kanali bagli hayvanlarda biligsel performansin diisiik oldugu ve kan-
beyin-bariyeri (KBB) ge¢irgenliginin arttigi bulunmustur. Kolestaz gelisen siganlarin
serum ALT, AST, TB ve DB diizeyleri ile dokularda TGF-f3, 8-OHdG ve hidroksiprolin
diizeyleri yiiksek Na*/K*-ATPaz diizeyleri diisiik bulunmustur. Kiiskiit tedavisi biligsel
performansi, KBB gecirgenligi ve biyokimyasal parametreler anlamli derecede (p<0,05-
0,001) tersine ¢evrilmistir. Histolojik sonuglar biyokimyasal sonuglar1 desteklemistir.
Sonu¢: Calismamiz kiiskiit otunun kolestaza bagli karaciger hasarinda ve bu hasarin
neden oldugu ensefalopatide faydali olabilecegini diisiindlirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fibroz, karaciger, beyin hasari, kiiskiit



2.SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the Efficacy of Dodder (Cuscuta sp.) Plant Against Liver
Fibrosis and Brain Damage Caused by Bile Duct Ligation Method

Students Name, Surname: Omercan ALBAYRAK
Supervisor Name: Prof.Dr. Goksel SENER

Program Name: Pharmacology

Purpose: It was aimed to investigate the possible protective effect of the extract of
Cuscuta sp. against liver damage and related encephalopathy in rats by the bile duct
ligation (BDL) method.

Materials and Methods: Spraque Dawley rats were divided into 4 groups as Control,
Cuscuta sp. (Cus), BDL and BDL+Cus. Method of BDL was performed by double ligation
of bile duct. For 28 days, physiological saline or 250 mg/kg of Cuscuta extract was given
by oral gavage. The end of 28" day, cognitive evaluations were applied with new object
recognition and Morris water maze tests. The end of the experiment, blood-brain barrier
(BBB) measurements were made in half of the groups, while the other half was decapitated
and serum and tissue samples were taken. AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine
transaminase), DB (direct bilirubin) and TB (total bilirubin) in blood samples while TGF-
B, 8-OHdG, Na*/K*-ATPase, hydroxyproline determinations in liver and brain tissues and
histological examinations were performed.

Results: Cognitive performance was found to be low and BBB permeability increased
with BDL. Rats with cholestasis had high ALT, AST, TB, DB levels in serum and also
TGF-B, 8-OHdG, hydroxyproline levels in tissues and low Na'/K*-ATPase levels.
Cognitive performance, BBB permeability and biochemical parameters were significantly
reversed (p<0,05-0,001) while in Cuscuta. Histologically supported biochemical results.
Conclusion: Our study suggests that Cuscuta sp. may be beneficial in liver damage due
to cholestasis and encephalopathy.

Keywords: Fibrosis, liver, brain damage, cuscuta sp.



3.  GIRIS ve AMAC

Safra kanali baglama (SKB) metodu, sicanlarda deneysel olarak karaciger hasari
olusturmak i¢in kullanilan bir yontemdir (Montilla ve ark., 2001). Safra kanali baglanmis
sicanlarda, karacigerde hiicre dis1 matriks proteinlerin olustugu ve bu modelin karaciger
hasar1 gelisimi i¢in uygun bir model oldugu bildirilmistir. Ligasyon (Baglama); karaciger
hiicrelerinde oksidatif hasara ve nihai olarak da karaciger fibroza sebep olur ve sonugta
siroza yol agmaktadir (Kountouras ve ark.,1984; Marley,1999). Baglama sonucu safra
yolunun tikanmasi ve akisin engellenmesi ile safranin veya safra ile atilan toksik maddeler
karacigerde birikerek hasara neden olur. Karaciger metabolik homeostazin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedir. Bu nedenle, olusan karaciger hasari ile
fonksiyon kaybina, karaciger yetmezligine ve O6liime (Law, 2005) yol agabilir. Karaciger
fonksiyon bozuklugu kanda bilirubin, iire ve amonyak gibi toksik maddelerin birikmesine
neden olur (Damink ve ark., 2009; Felipo, 2013) ki bu biriken toksik metabolitler de beyin
fonksiyonunu etkileyebilir ve hepatik ensefalopati (HE) olarak adlandirilan norolojik ve
psikolojik degisikliklere yol agabilir. Safra kanalindaki tikanma, karaciger yetmezligi, ve

fibrozis HE gelisiminde altta yatan 6nemli faktorlerdir (Butterworth ve ark., 2009)..

Safra yollarinin tikanmasi sonucu safranin karacigerden barsaga akisinin engellenmesi ile
bir dizi metabolik degisiklikler meydana gelir: hepatositlerdeki mitokondriyal fonksiyon
degisiklikleri, yag asidi oksidasyonunda azalma, karaciger ve plazmadaki hidrofobik safra
asitlerinin konsantrasyonundaki artiglar. Bu faktorler inflamatuvar yanitlara ve bu yanitlar
aracilif1 ile hepatositlerin 6liimiine ve nihayetinde karaciger yetmezligi ile de biriken
toksinler HE' ye neden olabilir (Butterworth ve ark., 2009). Hiperamonyemi, HE
patogenezinde 6nemli bir faktordiir (Rose, 2012a). Hepatik ensefalopatide, amonyak gibi

toksinlerin atilamayarak arttig1 ve amonyagin santral sinir sistemine girdigi bilinmektedir.

Amonyak beyinde astrositlerde glutamine doniistiiriilerek detoksifiye edilir bdylece

amonyak konsantrasyonu diismiis olur ve daha sonra glutamin de astrositlerde glutamata



cevrilir (Savlan ve ark., 2014), beyindeki glutamat artist HE' nin bir biyokimyasal bir
belirteci olarak degerlendirilir (Rama Rao ve ark., 2012; Rothman ve ark., 2012). Hastalik
ilerledik¢e, motor fonksiyon ve zihinsel yetenekler bozulur. Hastalar dikkat, 6grenme,
hafiza ve biling gibi fonksiyonlarda diisiis gosterirken, hareket ve gorme algisinda da
bozulmalar yasayabilirler (Blei ve ark., 2002; Weissenborn ve ark., 2005). Bu
degisiklikler HE' 1i hastalarda yasam kalitesini etkiler ve giinliik aktivitelerde bozulmaya
yol agabilir (Patel ve ark., 2014).

Karaciger fibrozisin gelisimini engellemek, durdurmak ve geri ¢cevirmek i¢in ¢ok sayida
deneysel ¢alisma yapilmaktadir. Fibrozisin tedavisinde kabul edilmis standart bir yontem
bulunmamaktadir. Cesitli ilaclar, antioksidan maddeler, antimitojenik faktorler, bitki

ekstreleri fibrozisi 6nlemek veya tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Tahan ve ark., 2007).

Glinlimiizde c¢esitli hastaliklarin tedavisi igin tibbi bitkiler ve iriinler olduk¢a 6nemli
yerleri vardir (Singh ve ark., 2012). Antik ¢aglardan beri, bitki ve bitki ekstresi insanlar
tarafindan sik¢a kullanilmaktadir. Kullanilan birgok geleneksel ilag, sifali bitkilerden,
mineraller ve organik maddelerden elde edilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii, diinya
capinda tibbi amaglar i¢in kullanilan yaklagik 21.000 bitki listelemistir. Bunlar arasinda
150 tiir ticari amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (DeLoach ve Lewis, 2004; Joseph ve
Jini, 2011). Yapilan detayli literatiir taramasinda farkli Cuscuta tiirlerinin antitiimor,
antimikrobiyal, hepatoprotektif, antikonviilsan, immiinostimiilatér, antioksidan, a-
glukosidaz inhibisyonu, psikofarmakolojik, sa¢ biliylimesini tesvik edici, anti-
steroidojenik, anti-inflamatuvar, ditiretik, analjezik, antipiretik, anti-HIV, antidiyabetik,
noroprotektif, antiiilser, antispazmodik, hemodinamik, bradikardi, antihipertansif,

kardiyotonik ve kas gevsetici gibi etkilere sahiptir (Noureen ve ark., 2019).

Ulkemizde de geleneksel tipta bazi bitkilerin karaciger-safra rahatsizliklarinda
kullanildig: bildirilmistir. Bu tiirlerden biri de halk tarafindan sariligin tedavisinde
kullanilan Cuscuta tiirleridir. Arap cinsagi, bagboganotu, bogmacaotu, bostanbozan,
cazisagl, cinsagl, eftimon, gelinsagi, goktenyagan, ince bagboganotu, kafirsaci,

kizilkurtotu, kizil sarmasik, ko¢ bostanbozan, kiisiit, kiit bostanbozan, tekcinsagi, top



bostanbozan, uslu cinsagi, serend, seytansaci, som bostanbozan, som kizilkurtotu, zar
bostanbozan isimlerle bilinen Cuscuta tiirleri 6zellikle iilkemizde Bostanbozan ismiyle
taninan bir veya c¢ok yillik, klorofilsiz ve asalak bitkilerdir. Ayrica Mardin ve yodresine
ozgii olarak “Iksut” ismiyle bilinirliligi yiiksek olan kiiskiit bitkisi Ingilizcede ‘Dodder’
ismiyle taninir (Erecevit Sonmez ve ark., 2019; Koca-Caliskan ve ark., 2018a). Cuscuta
tiirleri Mardin ilinin yan sira Denizli, Diyarbakir, Manisa’da halk tarafindan sariligin
tedavisinde kullanilir. Ayn1 zamanda bu tiirlerin diiiretik, karminatif, miishil ve safra
soktiirticii olarak geleneksel kullanima sahip olduklar1 rapor edilmistir (Sari ve ark., 2010).
Cuscuta tirleri lizerinde yapilan fitokimyasal c¢alismalarda bu tiirlerin flavonoitler
(Kersetin, hiperozit vd.), alkaloitler (Kuskutamin, lupanin vd.), glikozitler (Kuskutin,
Kuskutozit-A ve B vd.), steroit ve steroller (Kampesterol, sesamin vd.), triterpenler
(Lupeol, ursolik asit vd.), karotenoitler (Lutein, likopen), yag asitleri (Oleik asit, linolenik
asit) ve diger bilesikleri (Kuskutalin, amarvelin vd.) tasidig1 ortaya ¢ikarilmigtir (Ahmad

ve ark., 2017).

Bu c¢alismada, sicanlarda SKB yontemi ile olusturulan karaciger hasarina kars1 Cuscuta

sp. ekstresi kullanarak potansiyel tedavi edici etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hepatik Ensefalopati

Hepatik ensefalopati (HE) nin tanimi, isimlendirilmesi, tanis1 ve dereceleri oy birligi ile
2002 yilinda kabul edilmis ve yayimlanmistir. Buna gore ii¢ HE tipi belirlenmistir (Diaz-
Gomez ve ark., 2011; Jover ve ark., 2005): Tip A: Akut karaciger yetmezligi ile iliskili,
Tip B: Porto-sistemik iletigim ile iligkili, Tip C: Karaciger sirozu ile iligkili.

Hepatik ensefalopati, karaciger yetmezligi olan hastalarda goriilen yaygm bir
noropsikiyatrik komplikasyondur (Choudhury ve Borah, 2015; Kornerup ve ark., 2018;
Rodrigo ve Felipo, 2006). Karaciger yetmezligi gelisen hastalarda iki tip HE vardir:
Kronik HE (KHE) ve Akut HE (AHE) (Bleibel an Al-Osaimi, 2012). Kronik HE (porto-
sistemik ensefalopati) genellikle alkolik karaciger sirozu gelisen hastalarda goriiliir ve
kisilikte bozulma, degismis ruh hali, azalmis entelektiiel kapasite, anormal kas tonusu ve
titreme dahil olmak iizere gerilemis norolojik fonksiyonlar ile karakterizedir (Lockwood
ve ark., 1991). Akut hepatik ensefalopati, akut karaciger yetmezliginde ortaya ¢ikmis olup
genellikle viral hepatit (hepatit B ve C), hepatik neoplazmlar, vaskiiler hasar, asiri
asetaminofen kullanimi veya diger hepatotoksinlere bagli hepatositlerde meydana gelen
agir nekrozlarin sonucu ile ortaya ¢ikar (Mair ve ark., 2011; Trautwein ve Koch, 2014).
Akut hepatik ensefalopati, ani deliryum, ndbet ve koma ile iligkilidir (Siew ve ark., 2017).
Ayrica merkezi sinir sisteminde meydana gelen bozulma siddeti West Haven
smiflandirmasina gore 4 derecelidir: hafif zihinsel degisiklikler (derece I), zamansal ve
uzamsal alg1 bozuklugu (derece II ), kafa karisiklig1 ve tutarsiz konusma (derece III) ve

derin koma (derece IV) (Choudhury ve Borah, 2015). (Sekil 2).

Akut HE ve kronik HE sirasiyla; gizli (kovert) ve asikar (overt) HE (Patidar ve Bajaj,
2015) seklinde iki ana derecede siniflandirilmistir. Gizli HE, noérolojik zayiflama, kisilik

degisiklikleri, zayif hafiza, uyku problemleri, azalmis konsantrasyon, bilgi isleme hizinda



ve motor koordinasyonunda diisme, araba stirmek gibi giinliik aktivitelerde 6nemli dl¢iide
diisiis ve belirti gostermeyen (subklinik) semptomlarla karakterizedir (Ferenci, 2017;
Jayakumar ve ark., 2015). Gizli HE; uyusukluk, oryantasyon bozuklugu, asteriks (istemsiz
el titremeleri) ve koma gibi klinik semptomlarla hastanin sagkalimi {izerinde olumsuz
etkilere sebep olarak asikar HE'ye doniisebilir (Stewart ve Smith, 2007). Sirozlu hastalarin
% 80'inden fazla gizli HE’ye sahipken; son donem karaciger yetmezligi olan hastalarin %
30" u hastanede kalisin (hospitilizasyon) ¢ok 6nemli oldugu bir donem igindedir ve agikar
HE (Romero-Goémez ve ark., 2001)’yi gelistirebilir. Bu nedenle HE, hastanin ve saglik

sistemi {izerinde sosyoekonomik a¢idan bir yiik olarak sayilmigtir (Neff, 2010).

4.2.  Safra Kanah Baglama ve Kolestaz

Safra kanal1 baglama (SKB) yontemi, yliksek tekrarlanabilirligi ve giivenligi nedeniyle
kolestaz olusturmak icin en yaygin ve en uzun siire kullanilan deneysel modeldir. Bu
model orta ventral laparotomi ve ortak safra kanalinin duodenum iizerinde izole edilmesi,
ardindan safra kanalinin ¢ift ligasyonunu ve ligatiirler arasinda diseksiyon ile olusturulur;
boylece obstriiktif kolestaz gelistirilmis olur (Tag ve ark., 2015). Kisaca, SKB, cesitli
karaciger hasarlarinda oldugu gibi, hepatik progenitdr hiicrelerin aktivasyonuna bagl
olarak kolanjiyositlerin proliferasyonunu indiikleyerek duktiiler reaksiyon sonucu
kanallarda hiperplazi, kolestaz, portal inflamasyon ve biliyer fibrozise neden olur (Aller

ve ark., 2010; Geerts ve ark., 2008; Tag ve ark., 2015).

4.3. Karaciger Yetmezligi
Karaciger yetmezliginde fibroz gelisimi ve fibrozun olusumunda da oksidatif stresin rolii

bilindiginden bu boliimde dnce reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri anlatilacaktir.

4.3.1. Reaktif oksijen / reaktif nitrojen tiirleri ve Oksidan Hasar

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip, genellikle kararsiz ve oldukga reaktif
olan atomlar/molekiillerdir (Muriel, 2009). Biyolojik sistemlerde iki tiir serbest radikal
mevcuttur: oksijenden tiiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve azottan tiiretilen reaktif

nitrojen tiirleri (RNT). Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (RONT)’nin serbest radikallerin



neden oldugu lipid peroksidasyonu, DNA zincirlerindeki kirilmalar ve oksitlenmis
proteinler hiicrelerin zarar gérmesine aracilik edebilir (Casas-Grajales ve Muriel, 2017;
Liveark., 2015). Reaktif oksijen tiirleri ve RNT nin organizmada belirli miktarlar1 6nemli
fizyolojik etkilere de sahiptir. Organizmada endojen antioksidanlarin iiretimi ile
ROT/RNT arasindaki denge sayesinde organizmanin normal iglevi devam eder ve asir1
radikallerin olusumu da engellenir (Ramos-Tovar ve Muriel, 2020b). ROT/RNT
birikimine neden olan bir dengesizlik, oksidatif/nitrozatif stres olarak tanimlanmistir.
Oksidatif/nitrozatif stresin, hepatik hastaliklar dahil ¢esitli patolojilerde rol oynadigi

gosterilmistir (Ramos-Tovar ve Muriel, 2020a).

Oksidatif stres, kanser, diyabet, ndrolojik hastalik ve karaciger hastaligi gibi cesitli
patolojilerde 6nemli bir faktordiir (Cichoz-Lach ve Michalak, 2014; Giacco ve Brownlee,
2010; Li ve ark., 2015). Bununla birlikte, ROT diisiik konsantrasyonlarda; hiicre
yapilarinin olgunlagma siireglerinde, sinyal yollarinda ikinci haberciler olarak ve
patojenlere kars1 rol oynar (Li ve ark., 2015; Valko ve ark., 2006). Karacigerde bulunan
mitokondriler ROT iiretim kapasitelerinden dolay1 énemli bir role sahiptirler (Brown ve
Borutaite, 2012). Ozellikle, CYP enzimleri de karacigerde ROT olusumunda énemli bir
rol oynar (Cederbaum, 2017). Bu enzimler ksenobiyotiklerin yaklasik dortte ii¢liniiniin
metabolizmasini faz [ metabolizma evresinde gergeklestirir (Guengerich, 2008). Sitokrom
P450 enzimleri ile ilaclarin ve diger ksenobiyotiklerin karacigerdeki metabolizmasi, ROT
ve biyoaktif ara maddelerin olusmas1 oksidatif strese yol acar ve bu sekilde karaciger

hasar1 ve kanser gibi hepatik hastaliklara neden olabilir (Ushioda ve Nagata, 2019).

Nitrozatif strese neden olan RNT i¢inde en ¢ok arastirilan nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan asir1 ve dengesiz sentezlenen nitrik oksit (NO)’tir. Nitrik oksit sentazlar, arginin
amino asitini kullanarak NO’yu sentezler (Casas-Grajales ve Muriel, 2017; Muriel, 2009).
Nitrik oksit, ikincil bir haberci olarak kan basincinin diizenlenmesinde endotel gevsetici
faktor olarak gorev alan bir biyolojik bir faktdr oldugu kadar, asir1 tiretilmis NO timor

hiicresi olusumlarini indiikleyebilmektedir (Jerca ve ark., 2002; Pacher ve ark., 2008).



Ayrica yapilan caligmalar, NO' nun karacigerde 6nemli fizyolojik ve patolojik roller

oynadigini da gostermistir (Ramos-Tovar ve Muriel, 2020b).

4.3.2. Hepatik fibrozda oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirleri ¢cogu hiicreler tarafindan normal fizyolojik fonksiyonlar i¢in ve
ekzojen zararlilara; mikroplara ve viriislere kars1 bir savunma mekanizmasi olarak tiretilir
(Veterans, 2012). Hepatik makrofajlar (Kupffer hiicreleri), siniizoidal endotelyal hiicreler,
hepatositler ve hepatik stellat hiicreleri (HSH'ler) ROT iiretebilme yetenegine sahiptir
(Altenhofer ve ark., 2012; Crosas-Molist ve Fabregat, 2015). Reaktif oksijen tiirleri akut
ve kronik karaciger hasar1 sirasinda inflamatuvar mediyatorlerin hiicrelere infiltre olmasi
sonucu iretilebilirler (Nanji ve ark., 1994; Nordmann ve ark., 1992). Artan ROT
seviyeleri, hepatositlerin apoptotik/nekrotik 6limii ve karaciger yetmezligi ile
iligkilendirilmistir (Jaeschke ve ark., 1996; Ziol ve ark., 2001). Reaktif oksijen tiirleri ve
lipid peroksidasyon iiriinleri, hepatositlerde hasara neden olmasinin yami sira aktive
olmamug/pasif HSH'leri oldukg¢a aktif ve proliferatif bir miyofibroblast benzeri fenotipe
doniisiimiinii indiikleyebilirler (Wells, 2014; Wells ve Schwabe, 2015). Reaktif oksijen
tirleri ve lipid peroksidasyon iiriinleri ayrica aktiflestirilmis HSH'ler araciligi ile
ekstraseliiler matriksin (ESM) sentezini de uyarir (Veterans, 2012). Asirt miktarda ESM
birikmesi, karacigerdeki fibroz ve sirozun birincil mekanizmasi olmustur (Arriazu ve ark.,
2014). Bu bilgiler 1s181inda ROT ile HSH'lerin arasindaki etkilesimin bu patolojide 6nemli
bir rol oynadig1 goriilmektedir (Veterans, 2012) (Sekil 1).
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Sekil 1. Reaktif oksijen tiirlerinin ESM ve HSH'lerin iizerindeki etkileri. Reaktif oksijen tiirleri, ESM
iiretebilen bir fenotipe sahip olan bu aktive olmamig HSH’leri aktif ederek, ESM’nin birikimine yol agarak
fibroza, siroza ve HSK’ya yol acgabilir. Antioksidanlar ve NO, ROT ile indiiklenen HSH aktivasyonunu
inhibe ederek antifibrotik roller oynamaktadir. indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), substrat olarak L-
arginin kullanarak karacigerde biiyiik miktarlarda NO sentezleyebilir. ESM: Ekstraseliiler matriks, NO:
Nitrik oksid, iNOS: indiiklenebilir Nitrik oksid sentaz, ROT: Reaktif oksijen tiirleri, HSH: Hepatik stellat
hiicreleri HSK: Hepatoseliiler karsinom (Ramos-Tovar ve Muriel., 2020’den degistirilerek kullanilmistir)

4.3.3. Karaciger yetmezliginde gelisen hepatik ensefalopati

Karaciger yetmezliginde HE'min patolojik temeli karmasik olup bircok sebebi vardir
(Butterworth, 2019). Hepatik ensefalopati'den sorumlu kesin mekanizmalar tam olarak
karakterize edilememistir; bununla birlikte, sirozlu hastalarda nérolojik hasarin
gelismesinden, kanda konsantrasyonu artan tetikleyici faktorlerin sorumlu oldugu kabul
edilmektedir (Cordoba, 2014). Kanda o6zellikle amonyak konsantrasyonunun artisi,
beyinde hiperamonyemiye neden olup HE'li sirozlu hastalarda ve HE’li hayvan
modellerinde goriilen beyindeki astrosit sismesi ve beyin 6demi gelisimi ile
iligkilendirilmistir (Bosoi ve Rose, 2013a; Choudhury ve Borah, 2015; Rodrigo ve Felipo,
2006). Dolayisiyla karaciger yetmezligi kaynakli hiperamonyemi, astrosit sismesi ve
beyin 0demine, norolojik fonksiyon bozukluguna, HE’ye, kimyasal homeostazi

degisimlerine ve glutamaterjik ndrolojik iletim bozukluklarina neden olmaktadir. (Felipo
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ve Butterworth, 2002; Hermenegildo ve ark., 1998; Lombardi ve ark., 1994; Marcaida ve
ark., 1995; Michalak ve ark., 1997; Minana ve ark., 1997; Monfort ve ark., 2002; Moroni
ve ark., 1983; Raghavendra Rao ve Murthy, 1991; Sepehrinezhad ve ark., 2020).
Amonyak disinda inflamasyon, oksidatif stres, artmis safra asitleri ve laktat gibi diger
sistemik faktérler de HE'nin gelismesinde onemli faktorler arasindadir (DeMorrow ve

ark., 2017) (Sekil 2).

Sekil 2. Hepatik ensefalopatinin patogenezine katkida bulundugu bilinen tiim faktorlerin 6zeti (Liere ve
ark., 2017 den degistirilerek kullanilmigtir).

4.3.4. Karaciger yetmezliginde kan-beyin bariyerinde bozulma, beyin ddemi ve
hepatik ensefalopati

Beyin 6demi, sitotoksik ve vazojenik olmak iizere iki patofizyolojik siire¢ nedeniyle
ortaya cikabilir (Michinaga ve Koyama, 2015). Vazojenik beyin 6demi, kan-beyin
bariyeri (KBB)’nin yikimi ile baglar ve daha sonra ozmotik degisimlerle devam eder:

beyin hipertonisitesi sonucu beyin i¢ine su akisi gerceklesir. Glutamin, amonyak ve laktik
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asit konsantrasyonlarinda artis gézlemlenmistir (Bosoi ve Rose, 2013a; Stokum ve ark.,
2015). Sitotoksik beyin 6deminde hiicresel degisiklikler vardir; KBB'de fiziksel bir
bozulma olmadan ozmotik gradyan fonksiyonlari ile ilgilidir. Glutamin, amonyak, laktik

asit ve kan akisinda artis gézlemlenmistir (Lemberg ve Fernandez, 2009) (Sekil 3).

Hepatik ensefalopati dereceleri
1.Derece 2.Derece 3.Derece 4.Derece
Intrakranyal
basing

Frontal korteks Odem yok (W Glutamin
Amonyak

/ Laktik asit
Kan akig1

Etkilenmemis C : >
KBB Sessra RED

Laktik asit

Amonyak

/ Glutamin
T

Sekil 3. Hepatik ensefalopati sirasinda beyinde meydana gelen degisiklikler. Karaciger yetmezligi beynin
farkli alanlarm farkl sekillerde etkiler. Karaciger yetmezliginin erken evrelerinde, frontal korteksin kan-
beyin bariyeri (KBB) ge¢irgenligi ve 6demi iizerinde somut bir etkisi yoktur, oysa serebellumda (beyincik)
artmis KBB gecirgenligi ve vazojenik 6dem kendini gosterir. Karaciger yetmezliginin erken evrelerinde kan
akis hiz1 ve laktik asit konsantrasyonu etkilenmez, ancak daha sonraki asamalarda (hepatik ensefalopatinin
3. ve 4. dereceleri), beyincikte artmis laktik asit ve azalmis kan akig1 kendini gosterir. Ayrica, frontal
kortekste sitotoksik O6dem ve artmis kan akist kendini gosterir. (Felipo, 2013’ ten degistirilerek
kullanilmistir).
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4.3.5. Karaciger yetmezliginde beyin 6demi ve hepatik ensefalopati

Beyin 6demi, ozmotik bir degisim sonucu beynin hiicre i¢i veya hiicre dis1 alanlarinda
asirt s1vi birikimi (esas olarak su) olarak tanimlanir (Jha, 2003). Beyin 6deminin HE ile
iligkisi yaygin olarak kabul edilmistir (Rabinstein, 2010). Vaskiiler kompartmandan beyin
icine s1v1 girisi (vazojenik 6dem) beyin hacmini artirir bunun bir sonucu olarak da kafa
ici basinct yiikselir ve yiiksek bir mortalite oranina sahip olan “beyin sap1 sikismasi”’na
yol acabilir (Bémeur ve ark., 2016; Fix, 2013; Jover ve ark., 2005; Shawcross ve Wendon,
2012). Vazojenik 6dem esas olarak KBB’yi olusturan siki endotel kavsaklarin yikimi ile
meydana gelirken (Bosoi ve Rose, 2013a) hiicresel metabolizmanin bozulmasi ise glial
hiicre membranindaki sodyum-potasyum pompasinin isleyisini degistirir ve ozmotik
degisimler sonucu bazi molekiillerin birikmesine neden olur; bunun bir sonucu olarak da
hiicrede sodyum ve su tutulumu gerceklesir — sonugta sitotoksik 6dem gelisir (Bosoi ve
Rose, 2013a; Norenberg ve ark., 2005; Unterberg ve ark., 2004). Sitotoksik 6dem hiicre
ici sismeye neden olarak gosterilse de, KBB'nin gegirgenligindeki artig sonrasi da ortaya

c¢ikabilir (Cudalbu ve Taylor-Robinson, 2019) (Sekil 4).
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Vazojenik 6dem Sitotoksik 6dem

Hasar - o ° Hasar
&am (.20
o9 O
. Albumi .
* Inflamasyon um: ~ A'l;(P .
* Oksidatif stress yoksunlugu
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KBB'nin bozulmast le - Oksidatifstres  Ekstraseliiler araliktaki
bepn SIVISIIN Ve serum iyon dengesinin bozulmasi
pmtemlenml:;udamar disima ile astrosit sigmesi
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svisinin disa akimi (iyonik 6dem)

Sekil 4. Vazojenik ve sitotoksik 6demin patolojisi. Vazojenik 6dem: Beyin yaralanmalarindan sonra
endotelin sik1 baglantilari, inflamatuvar reaksiyonlar ve oksidatif stres tarafindan bozulur. Ayrica, aktive
edilmis glial hiicreler vaskiiler gegirgenlik faktorlerini ve inflamatuvar faktorlerini serbest birakir ve bu
faktorler kan-beyin bariyerinin (KBB) gecirgenligini artirir. Bu olaylar, sivinin ve albiiminin
ekstravazasyonuna (damar digmna ¢ikigina) neden olarak serebral parankimdeki sivinin hiicre disina
birikmesine yol agar. Sitotoksik 6dem: Beyin hasari ile hiicre i¢i ATP konsantrasyonunda diisiis sonrasi
ATP yoksunlugu meydana gelir; bu da beraberinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu ve oksidatif stresi
dogurur. Bu olaylar hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasina neden olur. Sonug olarak; astrositlerin igine Na*
iyon girisi ile asir1 hiicre dis1 siv1 girisi olur ve bu da astrosit sismesine yol agar. Damar iginden Na* iyon
¢ikisi, serebral parankimde hiicre digi s1vi birikimine neden olur. Mavi oklar; sivi akisi, yesil oklar; Na*iyon
akis1, turuncu kiireler; alblimin, yesil kiireler; Na*, mavi siitunlar; su kanali, yesil siitunlar; iyon tasiyict ve
kirmizi stitunlar; iyon kanali. (Michinaga ve Koyama, 2015’ ten degistirilerek kullanilmistir)

Astrositler, KBB'nin 6nemli bilesenleridir ve beyin homeostazini siirdiirerek ndronlari
eksitotoksisiteye karst korurlar; bu nedenle astrositlerdeki islevsel bozulmalar beyin
O0deminde ve noronal degisikliklerde 6nemli bir etkendir (Stokum ve ark., 2015). Hepatik
ensefalopati hastalarinda postmortem (6liim sonrasi) incelemelerine bakildiginda beyin
dokusunda astrositoz sonucu Alzheimer tip II olarak adlandirilan morfolojik degisiklikler
(sisme dahil) gozlemlenmistir (Hazell ve Butterworth, 1999; Martin ve ark., 1987;
Norenberg ve ark., 2005)
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Elektron mikroskobu kullanilarak safra kanali bagli (SKB) siganlarin beyin dokular1
incelenmis ve astrosit sismesi bildirilmistir (Wright ve ark., 2007). Bu nedenle karaciger
yetmezliginde astrositlerin morfolojik ve fonksiyonel bozulmasi, néronal islevi aksatacak
nitelikte olmasinin yani sira beyin édemi ve HE etiyolojisinde merkezi bir rol oynar.
Astrosit sismesine bagli beyin 6demini agiklayabilecek mekanizmalar olarak akuaporin 4
(AQP4) kanalinin mekanizmasindaki diizensizligi (Abo El gheit ve ark., 2020; Tang ve
Yang, 2016), beyin sodyum ve potasyum homeostazindaki degisiklikler (Stokum ve ark.,
2015), astrosit i¢indeki glutamin sentezindeki degisimler (Albrecht ve Norenberg, 2006)

ve hiicre dis1 glutamat konsantrasyonundaki artis sayilabilir (Stokum ve ark., 2015).

4.3.6. Karaciger yetmezliginde glutamin metabolizmasi, astrosit sismesi, beyin
odemi ve hepatik ensefalopati

Bir amino asit olan glutamin, amonyak detoksifikasyonunun son iiriiniidiir. Astrositlerdeki
amonyak glutamat ile birleserek yaklasik olarak glutamatin %85'i glutamine doniisiir
(Albrecht ve Norenberg, 2006). Glutamin HE ve beyin 6demi ndrofizyolojisinde yer alan
temel aminoasittir—Beyin omurilik sivisinin (BOS) biyokimyasal degerlendirmelerine
gore, HE'nin siddeti ile glutamin seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon goriinmiistiir
(Albrecht ve Norenberg, 2006). Benzer sekilde; manyetik rezonans spektrokopisi ile
yapilan bir in vivo ¢aligmada, karaciger yetmezligi sonucu gelisen HE’ye paralel olarak
glutamin sinyalinde de artis bildirilmistir (Albrecht ve Norenberg, 2006). Hepatik
ensefalopatili sirotik hastalardan alinan postmortem beyin dokusunda yapilmis yiiksek
basingli s1vi kromatografisi floresan ¢aligmalarina gore, beyin glutamini artmistir bu artis

en ¢ok, prefrontal kortekste gdzlemlenmistir (Albrecht ve Norenberg, 2006).

Glutamin sinyalindeki artigin, astrosit sismesinde ve karaciger yetmezliginde meydana
gelen beyin 6demindeki etkisinin yaninda sinyalin bu artis1 hiperamonyemi ile de iliskili
oldugu bildirilmistir (Damink ve ark., 2009). Bu baglamda; beyin ddemi ve sitotoksik
astrosit sigmesinin astrositlerde hipertonisiteye neden olan glutaminin yarattig1 ozmotik
basing degisimlerine neden oldugu sonucuna varilmistir (Albrecht ve Norenberg, 2006;

Jover ve ark., 2005).
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Ek olarak; beyin 6demi, sitoplazmada bulunan glutaminin astrositlerin mitokondrileri
izerinde asir1 oksidatif hasar olusturur. Bu da astrosit sismesine yol acan mitokondriyal
gecirgenlik artigt ile iligkili bulunmustur (Norenberg ve ark., 2007; Rama Rao ve ark.,
2014).

4.3.7. Karaciger yetmezliginde glutamat metabolizmasi, beyin 6demi ve hepatik
ensefalopati

Bir amino asit olan glutamat, merkezi sinir sistemde ana uyaricit ndrotransmitterdir ve
glutamat konsantrasyon degisimleri karaciger yetmezliginde HE dahil, noérolojik
problemlerle iligkili bulunmustur (Lemberg ve Ferndndez, 2009). Glutamat
homeostazisinin korunmasi, astrositlerde glutaminin de novo sentezine baglidir (Lian ve
ark., 2018). Ozellikle glutamatm hiicre dis1 konsantrasyonu yiikseldiginde, astrosit ve
ndronal fonksiyon bozukluguna yol agan toksik bir madde gibi davranir (Lemberg ve
Fernandez, 2009). Beyin dokusu ve BOS bulgularina gore; glutamat molekiili, sirozlu ve
HE’li hastalarda artarken, HE’si olmayan hastalarda artmadig: bildirilmistir (Watanabe ve
ark., 1984).

Glutamatin sitotoksik etkileri, astrosit hiicrelerindeki glutamat geri alim tasiyicilarinin
aktivite azalmasi, yani sinaptik aralikta konsantrasyonu artan ve biriken glutamattan
kaynaklanmaktadir (Choudhury ve Borah, 2015; Lemberg ve Fernandez, 2009; Rodrigo
ve Felipo, 2006). Ayrica bu glutamat tasiyicilarindaki aktivite degisiklikleri, HE’li
hastalarin motor ve biligsel eksiklikleri ile de iliskilidir (Ochoa-Sanchez ve Rose, 2018).
Bir ¢aligmaya gore, glial glutamat-aspartat tagiyicist (GLAST), HE'li ve sirozlu hastalarin
beyin dokusunda artis1 (upregiilasyon) gézlemlenmis, ancak HE’si olmayan hastalarda bu

artis bildirilmemistir (Gorg ve ark., 2010).

Hiicre dis1 glutamat birikimi sirozlu hastalarda beyin 6demi ile iligkili bulunmustur
(Lemberg ve Fernandez, 2009; Poveda ve ark., 2010). In vitro olarak astrosit hiicre
kiiltiirlerinde metabotropik glutamat reseptorlerinde (mGluR) aktivasyon (Jakaria ve ark.,

2018; Stokum ve ark., 2015) ve AQP4 kanal ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir.
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Bu in vitro ¢aligmada astrositlerin belirtilen reseptér ve kanal aktivasyonlarina baglh
mekanizmalar iizerinden yogun glutamat sinyaline maruz kaldiklar1 ve sistikleri de
gbzlenmistir (Shi ve ark., 2017). Bu nedenle, sirozda glutamat kaynakli hiicre sismesi,
sonugta sinirsel ndrotransmisyonu degistirerek norolojik eksikliklere yol agar (Cauli ve
ark., 2009). Ornegin, karaciger yetmezliginde glutamat reseptdrii N-metil-D-aspartat
(NMDA) ekspresyonunun artisi, HE hastalarindaki motor ve biligsel eksikliklerle
iligkilendirilmistir (Soria Fregozo ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismaya gore, sirozlu
hayvanlarin beyin korteksinde NMDA ekspresyonu artmistir (Soria Fregozo ve ark.,
2012). Ayrica, 6grenme ve biling gibi biligsel siireclerde yer alan bir yolak olan glutamat-
nitrik oksit (NO)-siklik guanozin monofosfat (sGMP) yolaginin karaciger yetmezligi olan
hayvan modellerindeki aktivitesi azalmis oldugu ve sGMP sinyal seviyelerindeki
degisikliklerinin de HE ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir (Llansola ve ark., 2015). Ek
olarak, artan glutamaterjik norotransmisyon, HE patogenezinde yer alan bir inhibitor
ndrotransmitter olan gama-aminobutirik asit (GABA) gibi diger norotransmitterleri de

etkileyebilir (Jones 2002).

4.3.8. Hepatik ensefalopatide GABA’nin rolii

Santral sinir sisteminin bir inhibitér ndrotransmitteri olan GABA, HE patogenezinde
onemli rol oynar. Gamma aminobiitirik asit A (GABAA) reseptoriiniin aktivasyonunun
GABA norotransmisyonunu artirarak norolojik eksikliklere yol agtigi ileri stirtilmiistiir
(Albrecht ve Jones, 1999; Hines ve ark., 2012). Gercekten de, GABAA aktivasyonu
HE'deki yatistirict (sedatif), motor ve bilissel bozukluklarla iligkili bulunmustur
(Palomero-Gallagher ve ark., 2009).

Gamma aminobiitirik asit A yani sira, serebral endojen benzodiazepinler ve norosteroidler
gibi karaciger yetmezIligi sirasinda yiikselen diger maddeler de GABAA'y1 aktive eder ve
GABAerjik tonusu artirir (Ahboucha ve ark., 2012). Hepatik ensefalopatinin GABAerjik

tonusu artiran ilaglara karst néronal duyarliligr artirdigr gosterilmistir (Jones, 2002).
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Safra kanali baglh HE’li sicanlarda GABA sentezi yiikselmis ve GABAerjik tonus
artmistir (Leke ve ark., 2011). Gamma aminobiitirik asit beyinde sivi homeostazindan
sorumlu oldugu, dolayistyla GABA sentezindeki degisimlerin beyin 6demine neden olan
cesitli hastaliklarin temelini olusturdugu bilinmektedir (Cesetti ve ark., 2012).
Astrositlerin ozmotik dengede énemli yeri vardir ve anyon akimint GABAAx tizerinden
diizenlerler (Cesetti ve ark., 2012). Sonug¢ olarak, GABAA aktivasyonu hiicre hacmini
etkileyebilir ve noronal aktivasyonu diizenleyebilir (Cesetti ve ark., 2012). Nitekim
GABAA’nin astrositlerde AQP4 ile birlikte sentez edildigi ve GABAa'nin aktivasyonu

ozmotik sismeye neden oldugu gdsterilmistir (Cesetti ve ark., 2012).

Hepatik ensefalopatide meydana gelen motor, dikkat, 6grenme ve hafiza ilizerindeki
bozulmalarda etkili olan bir diger mekanizmanin glutamaterjik ve GABAerjik
ndrotransmisyon arasindaki etkilesimde meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi
ileri siiriilmiistiirr: Ornegin, NMDA ve GABAA reseptorlerinin aktivasyonunun glutamat-
NO-sGMP yolunu bozarak HE’li hayvan modellerinde norolojik hasara yol actig
gosterilmistir (Choudhury ve Borah, 2015; Llansola ve ark., 2015; Rodrigo ve Felipo,
2006) (Sekil 5).
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Sekil 5. Hiperamonemide glutamat-nitrik oksit (NO)-siklik GMP yolagi ve NMDA-GABA reseptorlerinin
etkilesimi. Hiperamonemi, glutamat-nitrik oksit (NO)-siklik GMP yolagimin iglevini bozar. Hiperamonemi,
NMDA ve GABAA reseptorlerinin tonik aktivasyonunu arttirir, bu da kalsiyum (Ca*?)/kalmodiiline bagimli
protein kinaz II'nin (CaMKII) aktivitesinin artisina yol agar ve ndronal NO sentaz (nNOS) fosforile (P)
ederek aktivitesini ve NO olusumunu azaltir. Bu durumun ¢6ziiniir guanilil siklazin (sGC) aktivasyonunu
ve siklik guanilil monofosfat (sGMP)'n sentezini azalttig1 ve dolayisiyla labirent 6grenme test (maze
test)’lerinde 6grenme yeteneginin azalmasina yol agtigi gézlemlenmistir. Noroinflamasyon ayni zamanda
beyincikteki glutamat-NO-sGMP yolagiin islevini de bozarak bu yolak iizerinden 6grenme yetenegini
bozdugu da gosterilmistir. Hiperamonemi noroinflamasyona neden olur, ancak karaciger yetmezligi ile
iligkili diger faktorler de ndroinflamasyona katkida bulunabilir. CM: Kalmodulin, C1': Kloriir iyonu. (Felipo,
2013’ ten degistirilerek kullanilmustir)
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4.3.9. Hepatik ensefalopatide tetikleyici faktorler
Amonyak, barsak enterositlerinde bulunan glutaminaz ve {ireaz igeren bakteriler
tarafindan gida ile alinan proteinlerin (amino asitler) deaminasyonu sonucu iiretilen bir

azot metabolizmasinin yan iiriiniidiir (Levitt ve Levitt, 2018).

Barsakta iiretilen amonyak emilirek portal ven yoluyla karacigere tasinir (Liu ve ark.,
2018). Amonyak, karacigerde iire dongiisli yolu ile metabolize edilir ve daha sonra
bobrekler araciligi ile atilir (Visek, 1979). Ancak, karaciger fonksiyonlarinda meydana
gelen bir bozulma veya yetmezlik sonucu amonyak viicuttan yeterince uzaklastirilamaz

ve kanda amonyak birikir buna da hiperamonyemi denir (Aldridge ve ark., 2015).

Amonyak, HE'ye neden olan major norotoksin olarak kabul edilir; bu nedenle
hiperamonyemide birincil terapétik strateji amonyak seviyesini diigiirmektir (Rodrigo ve
Felipo, 2006; Rose, 2012b). Gergekten de, sistemik amonyak seviyeleri HE siddeti ile
pozitif (Odeh ve ark. 2005) ve norolojik performans ile negatif (Jain ve ark., 2013)
korelasyon gostermistir. Ozellikle, plazma amonyak seviyesi HE'li ve sirotik hastalarda,
HE olmayan hastalara gore daha yiiksek bulunmustur (Jain ve ark., 2013; Rai ve ark.,
2015). Ayrica, etkili amonyak diisiiriicii ajanlar HE olan sirozlu hastalarda zihinsel

durumun iyilesmesinde etkili olmustur (Jain ve ark., 2013).

Amonyak, oksidatif stres, inflamasyon, safra asitleri ve laktat karaciger yetmezliginin bir
sonucu olarak dolasima katilan patojenik faktorler olarak sayilmigtir (Ochoa-Sanchez ve
Rose, 2018). Karaciger yetmezliginde sayilan bu sistemik faktorler astrosit ve noronal
fonksiyonlar1 bozarak norolojik kayiplar olusturur; bu da bir dizi patofizyolojik etkiler

bagslatabilir (Ochoa-Sanchez ve Rose, 2018).

Amonyak, oksidatif ve nitrozatif strese neden olmak siiretiyle hiicrenin homeostazini,
elektrofizyolojik dengesini, i¢ pH’sin1 bozar. Ayrica benzodiazepin reseptorlerinin
(GABAerjik ve Glutamaterjik) norotransmisyonunu bozarak eksitotoksisteye neden olur

(Norenberg ve ark., 2007; Norenberg ve ark., 2009; Rama Rao ve ark., 2014). Amonyaga
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maruz birakilmig ve in vitro kiiltiirlenmis astrositlerde c-fos (Bodega ve ark., 2007),
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlar (MAPK) (Bodega ve ark., 2007),
protein kinaz G (PKG) (Konopacka ve ark., 2009), Src kinaz ailesi (Aspinall ve ark.,
2011), siliyer ndrotrofik faktor (CNTF) (Bodega ve ark., 2007), tiimor baskilayici gen olan
p53 (Panickar ve ark., 2009), specificity protein-1 (SP-1) (Bodega ve ark., 2007), niikleer
faktor-kappa B (NF-kB) ( Jayakumar ve ark., 2011; Schliess ve ark., 2002; Sinke ve ark.,
2008), yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS), nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz
(NOX), RONT, ve fosfolipaz A> (FLA>) dahil olmak iizere hiicre i¢i sinyal sistemlerinin
aktivasyonunun amonyak norotoksisitesinin mekanizmasinda, Ozellikle akut HE’de
goriilen noroinflamasyonda rol oynadigi bildirilmistir. Amonyagine indiikledigi bu
faktorlerin inhibisyonu astrositlerde meydana gelen O6demde gerileme yapmistir
(Feuerstein ve ark., 1998; Jayakumar ve ark., 2006; Jayakumar ve ark., 2009; Jayakumar
ve ark., 2012).

Son zamanlarda, Na"-K*-CI- kotransportér-1 (NKCC-1) (Jayakumar ve ark., 2008;
Jayakumar ve ark., 2011), secici olmayan katyon (NCCa-ATP) kanali (Jayakumar ve ark.,
2014), iyon tasiyicilarin uyarilmasi ve astrosit membrandaki AQP4 ekspresyonundaki
artis (Rao ve ark., 2010) amonyak norotoksisite mekanizmasinda, 6zellikle akut HE ile
iligkili astrosit sigsmesinde (sitotoksik beyin Odeminin gelisiminde) rol oynadigi

gosterilmistir (Jayakumar ve ark., 2015).

Beyinde manyetik rezonans goriintiileri (MRG) degerlendirildiginde, sirozlu hastalarda
hiperamonyemiye bagli gelisen nérolojik bozukluklar ile beyin édeminin iligkili oldugu
gosterilmistir (Rai ve ark., 2015). Sirozlu hastalarda gelisen hiperamonyemi beyinde sivi
dagilimmi degistirerek dogrudan beyin d6demine neden olmaktadir (Mardini ve ark.,
2011). Benzer sekilde, SKB sicanlarda, hiperamonyeminin beyin 6demi ve zayif
ndrolojik performans ile iliskili oldugu gosterilmis olup; kanda yiikselen amonyagin
tekrardan normal seviyelere geri donmesi durumu normallestirmistir (Bosoi ve ark.,
2011). Karaciger yetmezliginde; hiperamonyemiye bagli gelisen beyin Odemi,

hiperamonyeminin astrositlerin iizerindeki yikic1 etkileri ve bunu takiben astrosit
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sismelerinden kaynaklanir; yikic1 etkiler arasinda glutamin birikimi (Albrecht ve
Norenberg, 2006), glial fibriler asidik protein (GFAP)’in sentezindeki diisme (Bélanger
ve ark., 2002; Butterworth, 2001; Sobel ve ark., 1981), Alzheimer tip II astrositozu
(Agarwal ve Mais, 2019), ve artmis AQP4 ekspresyonu gibi faktorler sayilabilir (Stokum
ve ark., 2015). Yapilan bir calisma, SKB si¢canlarda hiperamonyemik diyetin beyin
odemiyle birlikte Alzheimer tip II astrositozunu da indiikledigini gdéstermistir (Jover ve

ark., 2006).

Amonyagin beyindeki detoksifikasyonu astrositlerde amonyak ve glutamatin glutamin
sentetaz (GS) ile glutamine ¢evrilmesi ile olur. Bu sayede beyinden amonyak kaldirilmis
olur. (Jover ve ark., 2005; Martinez-Hernandez ve ark., 1977; Norenberg, 1996;
Schousboe ve ark., 2014). Glutamin sentetaz amonyak ve glutamati metabolize ederek
ozmotik etkisi olan glutamin aminoasitini iiretir, glutamin glutameterjik ndronlara transfer

edilir ve 6grenme-bellek mekanizmasinda fonksiyon kaybina neden olur (Hakvoort ve

ark., 2017; Jover ve ark., 2005) (Sekil 6).
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Sekil 6. Astrositlerde amonyagin detoksifikasyonu ve glutamin-glutamat dongiisii. Glutamin sentaz,
amonyak ve glutamatin glutamine doniisiimiine a aracilik eder. Gln: Glutamin, Glu: Glutamat, NHs:
Amonyak, H>O: Su. (Perez-Monter ve Torre-Delgadillo, 2018’den degistirilerek kullanilmigtir)
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Daha once de belirtildigi gibi, hiperamonyemi, glutamin diizeylerinde artisa neden olur;
bu da hipertonisiteye ve dolayisiyla sitotoksik astrosit sismesine yol acar (Albrecht ve
Norenberg, 2006). Hepatik ensefalopatili ve sirozlu hastalarin BOS biyokimyasal
analizinde, glutamin diizeyi ve plazma amonyak diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon
bildirilmigtir (Watanabe ve ark., 1984). Sirozlu hastalarda hiperamonyemi, beyinde
glutamin konsantrasyonunu artirip, nihai olarak beyin 6demine yol agar (Mardini ve ark.,
2011). Safra kanal1 bagl sicanlarda hiperamonyeminin beyinde artmis glutamin seviyesi,
beyin 6demi ve motor aktivite bozuklugu ile iliskili oldugu bulunmustur (Bosoi ve ark.,
2014; Jover ve ark., 2006). Glutatyon sentaz inhibisyonunun ile glutamin birikimini
azaltilmas1 amonyak kaynakli astrosit sismesini engelleyeceginden bu yolak beyin
O0demini zayiflatmak bir tedavi segcenegi olmustur (Jover ve ark., 2005; Master, 1999). Bu
bulgulardan yola ¢ikarak, karaciger yetmezligine bagli olarak meydana gelen beyin
sismesinin, astrositlerde amonyak detoksifikasyonu sonucu biriken glutaminin ozmotik
etkileri ile gerceklestigi anlasilmistir (Sekil 6) (Jover ve ark., 2005; Norenberg, 1996).
Sonug olarak hepatik ensefalopatiye neden olan beyin 6ddemi astrosit sismesinden ileri
gelir. Buna da amonyagin astrositlerde detoksifikasyonu sonucu ortaya ¢ikan ozmotik
etkili glutamin neden olmaktadir (Jover ve ark., 2005): Hiperamonyemik kosullardaki
fazla glutamin anormal seviyelerde sitoplazmadan mitokondriye gecer ve mitokondri
icinde yiiksek konsantrasyonda amonyak olusumuna neden olur— hiicrede asir1 oksidatif
stres ve mitokondriyal gegirgenlikte artis olur (Albrecht ve Norenberg, 2006; Norenberg
ve ark., 2007; Rama Rao ve ark., 2012; Rama Rao ve ark., 2014).

4.3.10. Amonyagin glutamaterjik ve GABAerjik norotransmisyona etkisi

Karaciger yetmezligi sonucu asirt miktarda artan amonyak hiicre dis1 glutamat ve
glutamaterjik norotransmisyonu etkiler (Cauli ve ark., 2009; Felipo ve Butterworth, 2002;
Szerb ve Butterworth, 1992). Dolayisiyla kronik hiperamonyemi, NMDA reseptdrlerine
bagl olarak sinyal iletimini degistirir (Llansola ve ark., 2013). Ozellikle amonyak, sirozlu
hastalarin beyin dokusunu ve kronik HE’li hayvan modellerinde yapilan ¢aligsmalara gore
NMDA reseptorti ile iligkili glutamat-NO-sGMP yolunu bozdugu bildirilmistir (Jover ve
ark., 2005; Lemberg ve Fernandez, 2009; Rodrigo ve Felipo, 2006). Glutamat-NO-sGMP
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ekseni, 0grenme ve bilissel siireclerde temel bir mekanizma oldugu bilindigine gore,
karaciger yetmezligi sonucu burada meydana gelen bozukluk; HE'nin bilissel
fonksiyonlardaki bozulmalar glutamat-nitrik oksit-sGMP mekanizmasi ile daha ayrintili
olarak asagida goriildiigii iizere aciklanabilir (Choudhury ve Borah, 2015; Hawkins, 1996;
Rodrigo ve Felipo, 2006) (Sekil 7).

Glutamaterjik
Reseptor

Postsinaptik
Noron i+ o

Sekil 7. Glutamat-nitrik oksit-sGMP yolu. N-metil-D-aspartat reseptorlerinin aktivasyonu ile hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonu artar. Buradaki kalsiyumlar kalmodulin ile baglanarak kalsiyum-kalmodulin
kompleksi olusturur. Bu kompleks néronal NOS enzimini aktive ederek NO iiretiminin artmasina neden
olur. Olusan NO, sGMP sentezinin artigindan sorumludur. Olusan sGMP'nin bir kismi1 hiicre dist alana
salmir. Glu: Glutamat, NMDA: N-metil-D-aspartat, sSGMP: siklik Guanozin monofosfat, NO: Nitrik oksit,
NOS: Nitrik oksit sentaz, GTP: Guanozin trifosfat, sGC: ¢6ziiniir Guanilat siklaz, Na": Sodyum. (Rodrigo
ve Felipo, 2006’dan degistirilerek kullanilmigtir)
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Buna gore, karaciger yetmezligi sonucu meydana gelen hiperamonyemik hayvan
modellerinde yapilan biligsel ve 6grenme eksiklikleri ¢aligmalarina bakildiginda, sGMP
seviyelerini artiran fosfodiesteraz-5 inhibitorii olan sildenafil kullanilarak sGMP'nin
fizyolojik degerlerine geri dondiiriilmesi ile tedavi edilebildigi gdzlemlenmistir (Llansola
ve ark., 2015). Buna ek olarak, yiiksek seviyelerde amonyaga (hiperamonyemi) maruz
kalmis sican beyninde glutamatin alimi azalir; bu da hiicre disinda yiiksek glutamat

seviyelerine yol agar (Bender ve Norenberg, 1996).

Benzer sekilde in vitro olarak kiiltiirlenmis astrositler amonyaga maruz birakilmis ve
hiicre disinda glutamat konsantrasyon ylikselisine bagli olarak NMDA reseptoriinde
aktivasyon artis1 gdzlemlenmistir (Choudhury ve Borah, 2015; Ohara ve ark., 2009). Bu
bulgulardan dogrultusunda karaciger yetmezligi sonucu metabolize edilemeyen
amonyagin viicutta birikerek hiicre disi glutamat seviyelerindeki artisina ve NMDA
reseptor aktivasyonuna sebep olarak toksik etki gosterdigi, bu durumun da beyin 6demi
ve santral sistemde olusacak norolojik hasar1 acgiklayict bir mekanizma oldugu

anlagilmistir (Choudhury ve Borah, 2015) (Sekil 8).
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Presinaptik | \ Glutamin
nron Glutamin
GS N \H,

Glutamat

Glutamat

v

Postsinaptik AMPA/KA
néron @ \

Sekil 8. Beyindeki glutamat/glutaminin roli. Glutamat tastyicisinin (GLT-1) ve glutamat reseptor alt
tiplerinin (6r: NMDA) astrositler iizerindeki lokalizasyonlar1 ve glutamaterjik ndrotransmisyonda yer alan
noronlar gosterilmistir. Glu: Glutamat, GLT-1: Glutamat tastyicisi-1, GS: Glutamin sentetaz, Glu: Glutamat,
NMDA: N-metil-D-aspartat, AMPA: a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpro-pionik asit, KA: Kainat,
METAB: Metabotropik reseptdr, NHi: Amonyak. (Trautwein ve Koch, 2014’ten degistirilerek
kullanilmstir)
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Amonyagin beyindeki zararli etkilerine, GABAAa reseptorii lizerinden artan GABAerjik
norotransmisyon aracilik eder (Jones ve Basile, 1998). Hiperamonyemi, motor ve biligsel
kayiplarla birlikte GABAerjik tonusu artirirken, daha yiiksek amonyak seviyeleri
GABAerjik tonusu daha da artirir ve HE’nin daha 6nce de bahsedilen klinik bulgularina
yol acar (Jones, 2002). Hiperamonyemik sicanlarda yapilan bir caligmada, hafiza
bozukluklarinin serebellumda GABAA'min aktivasyonundaki artist ve korteksteki
aktivasyonun azalisindan kaynaklandigi goriiliirken, GABAA'nin blokaji ile birlikte
hafizanin tekrar kontrol seviyelerine geri dondiigii gosterilmistir (Hernandez-Rabaza ve
ark., 2016). Ayrica; amonyak, GABAmin GABAa’ya karst baglanma egilimini
yiikselterek GABA'nin ndrohibitdr etkilerini artirdigi gézlemlenmistir (Takahashi ve ark.,
1993). Buna ek olarak; amonyak, astrositlerin GABA alim kapasitesini azaltir, bu da
sinaptik araliktaki GABA ’nin artisina neden olur (Jones, 2002). Bu anlatilan mekanizmay1
destekler nitelikteki bir ¢alismada, benzodiazepin agonistleri amonyak kaynakli astrosit
sismesini siddetlendirirken benzodiazepin antagonistleri amonyak kaynakli sisligi

azalttig1 da bildirilmistir (Norenberg ve Bender, 1994).

4.3.11. Karaciger yetmezliginde inflamasyonun hepatik ensefalopati iizerindeki
tetikleyici etkisi

Sistemik inflamasyon, karaciger hasariin olusmasiyla meydana gelir ve proinflamatuvar
sitokin alt grubuna ait olan IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-12 ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-
a) gibi interlokin (IL)’ lerin dolasimda saptanmasi ile karakterize edilmistir (Aldridge ve

ark. 2015; Jayakumar ve ark. 2015; Wigmore ve ark., 1998) (Sekil 9).
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Beyin Dokusu

Astrosit Sistemik Dolagim

g Barsak gegirgenlik
IL- 1p/ IL-6/ TNFa degisimi ve bakteriyel
translokasyon

Sekil 9. Astrosit hasarinda inflamasyonun olasi rolii. Hepatik vende artan amonyak ve lipopolisakkarit,
inferior vena kavaya bosaltilir ve sistemik dolasimda proinflamatuvar sitokinler iiretmek ve salmak igin
noétrofilleri ve dogal bagisiklik sisteminin diger bilesenlerini tetikler. Sistemik inflamasyon, KBB
gecirgenliginin artmasina yol agar ve proinflamatuvar sitokinlerin ve amonyagin beyne girisini arttirir.
Inflamatuar mediatdrler ve amonyak, mikroglia ve nétrofil kemotaksisi ile indiiklenen ROT/RNT iiretimi
yoluyla astrosit hasarina neden olur. Kisaltmalar: AQP4: Aquaporin-4 su kanali, KBB: Kan beyin bariyeri,
HMGB-1: Yiiksek mobilite grup kutu proteinil, HV: Hepatik ven, IFNy: interferon-gama, IL-1: interlokin
1, IL-1p: Interlokin 1 beta, IL-6: Interlokin 6, IMV: inferior mezenterik ven, iNOS: indiiklenebilir Nitrik
oksit sentaz, IVC: Inferior vena kava, LPS: Lipopolisakarit, NF-kB: Niikleer faktdr kappa B, NH3:
amonyak, NO: Nitrik oksit, PV: Portal ven, p38MAPK: p38 Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz, ROS:
Reaktif oksijen tiirleri, SMV: Superior mezenterik ven, SV: Dalak damari, TNF-a: tiimor nekroz faktorii-
alfa. (Sepehrinezhad ve ark., 2020°den degistirilerek kullanilmistir)

Inflamasyonun ve proinflamatuvar sitokinlerin HEli sirozlu hastalarda, HE’si olmayan
sirozlu hastalara gore bilissel yan etkileri daha fazla olmustur (Rai ve ark., 2015).
Ozellikle serum IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin artis1, karaciger yetmezliginde HE' nin
siddetini arttirirken (Jain ve ark., 2013; Odeh ve ark., 2005) azalmasi ise HE’li hastalarda
iyilesme gozlemlenmistir (Rai ve ark., 2015).

Safra kanali bagl sicanlarda yapilan bir ¢aligmaya gore, ibuprofen ve indometasin anti-
inflamatuvar ila¢ olan beyin ve kandaki pro-inflamatuvar belirtecleri azaltirken, 6grenme
kapasitesini ve motor koordinasyonunu kontrol seviyelerine geri dondiirmiistiir (Chung

ve ark., 2001; Rodrigo ve ark., 2010). Benzer sekilde baska bir calismada, TNF-a
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inhibitorii kullanilarak serum ve beyin TNF-a seviyelerindeki normallesme SKB
sicanlarda hafiza kapasitesini kontrol seviyelerine geri dondiirmiistiir (Sheen ve ark.,

2016).

Hepatik ensefalopatili ve sirozlu hastalarin beyin korteksindeki postmortem bulgular
HE’si olmayan sirozlu hastalardaki bulgularla karsilastirildiginda, bir mikroglia belirteci
olan Iba-1’in gen ifadesinde artis gdzlemlenmistir (Zemtsova ve ark., 2011). Ozellikle
HE’li hastalarda; mikroglia aktivasyonunda, inflamatuvar yolaklarda, hiicre
proliferasyonunda ve apoptoz ile iliskili genlerin ifadesinde artis olmustur (Gorg ve ark.,
2013). Bu bulgular ndroinflamasyonun HE patogenezinde rol oynadigini agik bir sekilde

gostermektedir.

Sistemik dolasimda ve santral sinir sisteminde inflamasyonun astrosit sismesi ve beyin
Odemi ile iliskisi tespit edilmistir (Chastre ve ark., 2010; Jayakumar ve ark., 2015; Wright
ve ark., 2007; Zemtsova ve ark., 2011). Inflamasyonla ortaya ¢ikan nérolojik hasarlar,
HE'li sirozlu hastalarda beyin 6deminin varligr ile iliskili bulunmusg ve inflamasyonun
azaltilmast beyin ©6demini ve ndrolojik performansi kontrol seviyelerine geri

dondiirmiistiir (Rai ve ark., 2015).

Safra kanali bagli sicanlarda meydana gelen inflamatuvar yanit beyin 6demine neden
olmustur (Jover ve ark., 2006). Ayrica, hiperamonyemik siganlarda inflamatuvar yanitin
sitotoksik beyin 6demini artirdigini géstermistir (Jayakumar ve ark., 2015; Wright ve ark.,
2007). Inflamasyona baghh beyin 6demi; beyin endotel hiicrelerindeki sitotoksik
aktiviteler, siki1 baglant1 proteinlerin yapisindaki bozulmalar ve lokositlerin girisini
kolaylastiran kan beyin bariyer (KBB)’in y1ikimu ile karakterize edilmistir (Stokum ve ark.,
2015). Ozellikle IL-1B (Blamire ve ark., 2000) ve TNF-a, BBB gegirgenligi ve beyin
Odeminin artisi ile iliskili bulunmustur (Vakili ve ark., 2011).

Ayrica, in vitro olarak kiiltiirlenmis astrositler TNF-a, IL-18, IL-6 veya interferon gamaya

maruz kaldiklarinda sistikleri gézlemlenmistir (Rama Rao ve ark., 2010), bunun GFAP ve
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AQP4 kanallarinda meydana gelen oksidatif stresin zararli etkileri ile iligkili oldugu da

bildirilmistir (Chastre ve ark., 2010).

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), iltihap olusumu ve astrosit sigsmesi ile ilgili bir yolagi
olusturmustur (Rama Rao ve ark., 2010) ve HE'li sirotik hastalarda aktivitesinde artis
gozlemlenmistir (Gorg ve ark., 2013). Yapilan bir calismaya gore, rifaximinin in vitro
olarak kiiltiirlenmis hiicrelerde NF-kB'yi inhibe ettigi ve apoptotik faktorlerin toksik
etkilerindeki azalma bildirilmistir (Esposito ve ark., 2016).

Ayrica, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve prostaglandin E2 (Rodrigo ve ark.,
2010) gibi beyin ddeminde yer alan diger beyin noroinflamatuvar faktorler; karaciger
yetmezligindeki nérolojik hasarlarla iligkili bulunmustur (Chastre ve ark., 2010).
Astrositlerde meydana gelen fonksiyon bozukluklart yaninda néroinflamasyon da
ndrotransmisyonu bozar ve bu HE’nin olusumuna yol acar (Herndndez-Rabaza ve ark.,
2016). Ornegin noéroinflamasyon, glutamat alimini azaltir, hiicre dis1 glutamati artirir,
glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasini ve astrositlerden glutamat salinimini artirir
(Mahmoud ve ark., 2019). Noéroinflamasyon, siganlarda GABAerjik tonusu ve motor
koordinasyon bozuklugunu artirmistir ancak, yukarida da belirtildigi gibi, bir
fosfodiesteraz inhibitorii olan (PDE;i) ve anti-inflamatuvar etkili sildenafil uygulandiginda
GABA ndrotransmisyonunu ve motor bozukluklarini yeniden iyilesmistir (Agusti ve ark.,

2017).

4.3.12. Karaciger yetmezliginde oksidatif stresin hepatik ensefalopati iizerindeki
tetikleyici etkisi

Hepatik ensefalopati patogenezinde yer alan bir bagka faktor; peroksit, serbest radikaller
ve lipid peroksitler dahil olmak iizere reaktif oksijen tiirlerine (ROT) bagli gelisen
oksidatif stres olarak gosterilmistir (Cichoz-Lach ve Michalak, 2014). Karaciger
yetmezliginde, albiimin ve glutatyon dahil antioksidan etkilerle iligkili proteinlerin sentezi
azalirken, ROT sentezi artar (Pemberton ve ark., 2006). Bu nedenle, karaciger

yetmezliginde, oksidatif stres ve hiicresel fonksiyon bozukluguna yol acan ROT sentezi
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ve notralizasyonu arasinda bir dengesizlik vardir (Bosoi ve Rose, 2013b). Klinik
calismalar, HE’li sirozlu hastalarda sistemik oksidatif stresin bir belirteci olan 3-
nitrotirozin olugumunu gdstermistir; ancak HE’si olmayan sirotik hastalarda bu
belirtecler goriilmemistir (Montoliu ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda, HE'li sirotik
hastalardan alinan postmortem kortikal beyin dokusunda oksidatif stres belirtegleri
artarken, HE’si olmayan hastalarda artmamasi; beyinde olusan oksidatif stresin, HE’ye
neden olabilecek dnemli faktdrlerden biri olabilecegi sonucuna ulagilabilir (Gorg ve ark.,
2010). Sonug¢ olarak, diger tetikleyici faktorler gibi oksidatif stres de karaciger
yetmezliginde meydana gelen hepatik ensefalopati, astrosit sismesi ve beyin édemi gibi

olusumlarin gelisiminde rol aldig1 goriilmiistiir (Sepehrinezhad ve ark., 2020).

4.3.13. Karaciger yetmezliginde safra asidinin hepatik ensefalopati iizerindeki
tetikleyici etkisi

Yiiksek safra asit seviyeleri, karaciger yetmezliginde HE patogenezinde de goriiliir
(DeMorrow ve ark., 2017). Safra asitleri karacigerdeki kolesterolden sentezlenir, daha
sonra saftra asitleri barsaga ulasir ve mikrobiyota ile metabolize edilir (Molinero ve ark.,
2019). Safra asitleri genellikle safra asit tastyicilar: tarafindan geri doniistliriilmek tizere
karacigere geri doner (McMillin ve DeMorrow, 2016). Bununla birlikte, karaciger
yetmezliginde safra asitleri karacigerde geri doniistiiriilmez ve dolagimda birikir (Chiang,
2017). Bu nedenle safra asitleri beyine KBB’nde bulunan safra asitlerinin tasiyicilar

aracilifiyla girer ve HE’yi tetikler (DeMorrow ve ark., 2017).

Sirozlu hastalarda hepatik safra asitlerinin klerensinin azalmasi nedeniyle serum safra asit
seviyeleri kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur (Taegtmeyer ve ark., 2014).
Fulminant (aniden ortaya ¢ikan hizli bir sekilde yiikselen ve oliimciilliik noktasina kadar
ilerleyen yogun ve siddetli bir karaktere sahip olay veya siirec) hepatik yetmezlikten 6len
hastalarda; serum, BOS ve beyin safra asitlerin seviyeleri artmis olup beyin 6demi ile
iligkili oldugu gézlemlenmistir (Bron ve ark., 1977). Safra kanali bagl siganlarda plazma
ve beyin safra asit seviyelerinde artis gzlemlenmis; KBB gecirgenliginin artisi ile iliskili

bulunmustur (Quinn ve ark., 2014).
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Ek olarak safra asitleri HE'deki bellek ve motor koordinasyon bozukluklar ile iliskili
olabilecek GABAerjik, glutamaterjik, noradrenerjik ve serotonerjik mekanizmalar gibi ve
HE patogenezinde yer alan norotransmisyon ile iliskili sistemleri bozar (McMillin ve
DeMorrow, 2016). Ozellikle beyinde safra asitlerinin tasinmasinda gérev alan tastyicilarin
ekspresyonunda ve noronlardaki farnesoid X niikleer reseptor (safra asidi reseptorii)
aktivasyonunda azalis gozlemlenmistir (Czarnecka ve ark., 2020; McMillin ve DeMorrow

2016; Mertens ve ark., 2017).

4.3.14. Karaciger yetmezliginde laktik asidin hepatik ensefalopati iizerindeki
tetikleyici etkisi

Laktat, glikozdan sentezlenir ve hem ndronlarda hem de astrositlerde laktat dehidrogenaz
tarafindan metabolize edilen organik bir molekiildiir (Magistretti ve Allaman, 2018).
Astrositlerden gelen laktik asit (laktat), beyin metabolizmasinda ortaya ¢ikan substrat
ihtiyacini karsilamasi agisindan 6nemlidir (Cali ve ark., 2019). Laktat, hiicre dis1 bosluga
taginir ve noronlar tarafindan bir enerji substrati olarak kullanilir (Mason, 2017). Genel
olarak serebral laktat artis1, enerji eksikligi/bozuklugu belirteci olarak kabul edilmistir;
ayrica son zamanlarda yapilan bir ¢calismaya gore, laktat homeostazindaki degisiklikler

noronal fonksiyon bozuklugu ve HE ile iliskilendirilmistir (Bosoi ve Rose, 2014).

Hepatik  ensefalopatili  hastalarda; sistemik dolasimda ve beyinde laktat
konsantrasyonlarinda artis bildirilmistir (Bosoi ve Rose, 2014). Safra kanali bagh
sicanlardan alman beyin dokusunda yapilan post mortem ¢alismaya gore; laktat ve
glutaminin beyin 6demi ile birlikte arttig1 gosterilmis ve laktat sentezinin inhibisyonu
beyin laktat seviyesini diisiirmiis olup beyin 6demini de hafifletmistir (Bosoi ve ark.,

2014).

4.3.15. Karaciger yetmezliginde hepatik ensefalopatiyi indiikleyen tetikleyici
faktorler arasindaki sinerjistik iliski
Klinik ve temel aragtirmalara gore; inflamasyon ve amonyak arasinda bir etkilesimin

oldugu gosterilmistir (Jover ve ark., 2006; Rai ve ark., 2015). Gergekten de inflamasyon
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-HE’si olmayan sirozlu hastalar HE’li sirozlu hastalar ile karsilagtirildiginda- HE’li siroz
hastalarinda hiperamonyemi, beyin Odeminin olusumu ve ndrolojik performansin
zayiflamasi lizerinde artirict etkisi olmustur (Rai ve ark., 2015). Benzer sekilde SKB
sicanlarda, inflamasyon ve hiperamonyeminin beyin 6demine ve HE’ye yol agtigi

gbzlemlenmistir (Jover ve ark., 2006).

Ayrica, kronik hiperamonyemili sicanlarda yapilan bir ¢aligmaya gore, astrosit ve
mikroglialarin aktivitesi ile birlikte proinflamatuvar sitokinlerin de seviyelerinde artis
bildirilmistir (Hernandez-Rabaza ve ark., 2016). In vitro deneyler; amonyagin glutamat,
prostaglandinler ve IL-1B gibi molekiillerin saliverilmesini indiikledigini gostermistir
(Zemtsova ve ark., 2011). Ek olarak, proinflamatuvar sitokinlerin neden oldugu
astrositlerin sismesi, amonyaga Onceden maruz kaldiklarinda daha da siddetlenmistir
(Rama Rao ve ark., 2010). Bunun temel nedeni, amonyak tarafindan, NF-kB yolununun
aktivasyonu astrositlerin inflamatuvar sitokinlerin sitotoksik etkilerine kars1 duyarli hale

getirmesi olarak tanimlanmistir (Rama Rao ve ark., 2010).

Hiperamonyemiye bagli gelisen noroinflamasyon, astrositlerin membraninda bulunan
GABA tastyicist  proteininin  (GAT-3) sentezini artirarak, GABA molekiiliiniin
saliverilmesini artirir ve dolayisi ile hiicre dist GABA konsantrasyonu artmig olur, bunun
da siganlarda hafiza ve motor fonksiyonlarda eksikliklere yol agtigi bildirilmistir
(Hernandez-Rabaza ve ark., 2016). Ek olarak, beyinde artmig amonyak ve inflamasyon,
glutamat reseptorleri ve glutatyon sentaz gibi 6nemli beyin proteinlerinin iizerinde

nitrasyon sonucu oksidatif/nitrosatif stresi tetiklemis olur (Bobermin ve ark., 2012).

Genel olarak, buradan c¢ikarilacak sonug; karaciger yetmezliginde inflamasyon ve
amonyak etkilesiminin astrosit sismesini, beyin 6demini ve HE'yi artirdigidir (Jayakumar
ve ark., 2015). Ayrica astrosit sismesi, beyin 6demi ve HE’nin gelisimi tlizerindeki
oksidatif stres ile amonyak arasinda sinerjistik iliskinin 6nemi de vurgulanmistir (Jia ve
ark., 2020). Klinik caligmalara gore, karacigerinde fibroz gelisen hastalarda sadece

hiperamonyeminin gelismesi HE’ye neden olmamus, oksidatif stres ve hiperamonyeminin
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ikili kombinasyonunun HE’ye neden oldugu goézlemlenmistir (Bosoi ve Rose, 2013b).

Karaciger hastaliklarinda hiperamonyemi, inflamasyon ve safra asitlerinin; KBB

gecirgenligi, astrosit sismesi ve beyin 6demi {izerindeki sinerjistik etkilerinin oldugu ileri

stiriilmiistiir (Tominaga ve ark., 1991). Ayrica, safra asitleri karacigerde proinflamatuvar

sitokin sentezini uyardigindan beyin fonksiyonlarin1 da etkileyebilir (Cai ve Boyer,

2017)(Sekil 10).
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Sekil 10. Karaciger hastaliginda KBB bozuklugu. Astrosit sismesi ve beyin ddemi sonrast HE tetiklenebilir.
Tetikleyici faktorler, norotoksik maddelerin beynin hiicre disi bosluguna girmesini kolaylastirarak KBB
gecirgenligini etkileyebilir, bu da beyin 6demine neden olabilir. Ek olarak, norotoksik maddelerin
astrositlerdeki glutamat ve glutamin metabolizmasini bozarak, astrosit sismesine yol agarlar. Bu nedenle,
astrosit sismesinin beyin 6deminde énemli bir rolii vardir ve astrosit-noronal iletigimi etkiler. Sonug olarak,
HE' nin olusumuna neden olan glutamaterjik ve GABAerjik norotransmisyon iletiminin bozulmasina neden
olur. AQP4: Akuaporin 4, SK: Siki1 kavsak, ROT: Reaktif oksijen tiirleri, mGluR: Metabotropik glutamat
reseptorii, NMDA: N-metil-D-aspartat, NO: Nitrik oksit, sSGMP: siklik Guanosin monofosfat, GABA:
Gama-aminobutirik asit. (Ochoa-Sanchez ve Rose, 2018’den degistirilerek kullanilmistir)
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4.4. Hepatik Ensefalopatinin Olusum Mekanizmasi
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Sekil 11. Karaciger yetmezliginde hepatik ensefalopati olusumunun molekiiler yolu. Karaciger yetmezligi,
kanda amonyak konsantrasyon artigina, hiperamonyemiye neden olur. Yiiksek amonyak konsantrasyonu,
glutamat (GLU)1n sinaptik aralikta birikiminde neden olur. Glutamat NMDA reseptoriiniin (NMDA-R)
glutamat baglanma bélgesini aktive eder. NMDA reseptor aktivasyonu Caz"’un noronlara akigina yol agar.
Artan Ca,", sGMP iiretimini artirir. Siklik guanozin monofosfat (sGMP) ayrica nitrik oksit sentazi (NOS)
aktive eder ve ayrica eksitotoksisitenin bir belirteci olan sGMP ekstraseliiler bosluga saliverilir. Nitrik oksit
sentaz aktivasyonu oksidatif ve nitrozatif strese yol agar. Dahasi, Cax" iyonlart mitokondriye girer ve
sitokrom c'nin saliverilmesini tetikler, boylece apoptotik kaskad baslar. Bu olaylar ndron kaybina ve bunun
sonucunda ortaya cikan norolojik, noropsikiyatrik ve motor fonksiyon bozuklugu ile karakterize olan
hepatik ensefalopatiye neden olur. (Choudhury ve Borah., 2015’ten degistirilerek kullanilmistir)
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4.5.  Cuscuta tiirleri

Yapilan detayli literatiir taramasinda farkli Cuscuta tiirlerine ait antitiimor,
antimikrobiyal, hepatoprotektif, antikonviilsan, immiinostimiilatér, antioksidan, o-
glukosidaz inhibisyonu, psikofarmakolojik, sa¢ biiyiimesini uyarici, anti-steroidojenik,
anti-inflamatuvar, diiiretik, analjezik, antipiretik, anti-HIV, antidiyabetik, noroprotektif,
antiiilser, antispazmodik, hemodinamik, bradikardi, antihipertansif, kardiyotonik ve kas

gevsetici gibi etkiler bulunmustur (Noureen ve ark., 2019).

Ulkemizde de geleneksel tipta bazi bitkilerin karaciger-safra rahatsizliklarida
kullanildig: bildirilmistir. Bu tiirlerden biri de halk tarafindan sariligin tedavisinde
kullanilan Cuscuta tiirleri olmustur. Arap cinsagi, bagboganotu, bogmacaotu,
bostanbozan, cazisagi, cinsaci, eftimon, gelinsagi, goktenyagan, ince bagboganotu,
kafirsagi, kizilkurtotu, kizil sarmasik, ko¢ bostanbozan, kiisiit, kiit bostanbozan,
tekcinsagi, top bostanbozan, uslu cinsagi, serend, seytansaci, som bostanbozan, som
kizilkurtotu, zar bostanbozan isimlerle bilinen Cuscuta tiirleri Ozellikle tilkemizde
Bostanbozan ismiyle taninan bir veya ¢ok yillik, klorofilsiz ve asalak bitkilerdir ayrica
Mardin ve yoresine dzgii olarak “Iksut” ismiyle bilinirliligi yiiksek olan kiiskiit otu
Ingilizcede ‘Dodder’ ismiyle tanimir (Erecevit Sénmez ve ark., 2019). Cuscuta tiirleri
Mardin ilinin yam1 sira Denizli, Diyarbakir, Manisa’da halk tarafindan sariligin
tedavisinde kullanilir. Ayni1 zamanda bu tiirlerin diliretik, karminatif, miishil ve safra
sOktiiriicii olarak geleneksel kullanima sahip olduklari rapor edilmistir (Koca-Caliskan ve
ark., 2018b). Cuscuta tiirleri lizerinde yapilan fitokimyasal caligmalarda bu tiirlerin
flavonoitler (Kersetin, hiperozit vd.), alkaloitler (Kuskutamin, lupanin vd.), glikozitler
(Kuskutin, Kuskutozit-A ve B vd.), steroit ve steroller (Kampesterol, sesamin vd.),
triterpenler (Lupeol, ursolik asit vd.), karotenoitler (Lutein, likopen), yag asitleri (Oleik
asit, linolenik asit) ve diger bilesikleri (Kuskutalin, amarvelin vd.) tasidigi ortaya

cikartlmistir (Sari ve ark., 2010).
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Resim 1. Kiiskiit otu (Cuscuta sp.), yesil bitkilerin lizerindeki

oklar) olarak gosterilmistir.
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5.  GEREC ve YONTEM

5.1. Hayvanlar

Calismamiz Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 03.03.2021tarihli
toplantisinda 40.202 1mar karar no’lu onay1 alinarak baslatilmis (Ek-1). Deney hayvanlari,
Marmara Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(DEHAMER) temin edilmistir. 200-300 gram agirhiginda erkek Norvecigus Spraque
Dawley tiirii (n= 24) sicanlar poliakrilik malzeme (60x40x40 cm) ile yapilan kafeslerde
her kafeste 4 adet olacak sekilde barindirilmistir. Calisma ortami 22 + 2 © C sabit sicaklik
%50 £ 5 nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde diizenlenmistir.

Calismada hayvanlarin standart pellet yemi ve suya serbest erisimine izin verilmistir.

5.2.  Bitki Materyali

Kiiskiit (Cuscuta sp.) bitkisinin toprak tistii kistmlari, 2018 yilinin mayis ayinda Mardin
ilinin Midyat ilgesinde bulunan aktardan satin alinmistir. Bitki, Dr. Ogr. Uyesi Ahmet
Dogan tarafindan teshis edilmis olup, bitkinin birka¢ 6rnegi uygun herbaryum ornegi
haline getirilerek Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda 22668

MARE numarasi ile kayit altina alinmistir.

5.3. Metanol Ekstresinin Hazirlanmasi

Kiiskiit otu kurutulmus toprak iistii kisimlar1 toz edildikten sonra yaklasik 757,06 g
tartilmis ve 1600 ml metanol ile 10 giin boyunca masere edilmistir. Siizme isleminin
ardindan elde edilen metanol ekstresinin ¢oziiciisii rotary evaporatdrde (Rotavapor® R-
300) kuruluga kadar ugurulmustur. %10,83 verimle elde edilen metanol ekstresi analizlere

kadar + 4°C’de bekletilmistir.
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5.4. In Vitro Cahismalar

5.4.1. DPPH radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Ekstrenin antioksidan aktivitesine Zou ve arkadaslarinin metoduna gore tayin edilmistir
(Zou ve ark., 2011). Ozetle, ekstreden 5 mg/ml konsantrasyonda dimetil siilfoksitte
hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1:8 oraninda seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltilerin 10 pl’si mikroplaka kuyucuklarina
aktarilmistir. Uzerlerine 190 ul 0,1 mM’lik DPPH ¢ézeltisi ilave edilmistir. Karisimlar 30
dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra absorbanslari 517 nm’de kor olarak
kullanilan dimetil siilfoksite kars1 6l¢iilmiistiir. Standart olarak askorbik asit (0,25- 0,016
pg/ml) ¢ozeltisi kullanilmigtir. Ekstrenin, serbest radikali siiplirme yiizdesi asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

DPPH radikali siipiirme yiizdesi (%): (A kontrol - A 6rnek / A kontrol) x 100
A kontrol: DPPH ¢ozeltisi ve metanol igerir.

A ornek: DPPH c¢ozeltisi ve 6rnek soliisyonlarini igerir.

DPPH radikallerinin %50’sini ortadan kaldiran ekstrelerin inhibisyon konsantrasyonlari
(IKso) Graphpad Prism 6 programi aracilifiyla ekstrelerin konsantrasyonlarina bagh

inhibisyon grafigi cizilerek hesaplanmustir. Olgiimler ii¢ defa tekrarlanmistir.

5.4.2. ABTS radikal katyonunu siipiiriicii aktivite tayini

Ekstrenin total antioksidan kapasite tayininde kullanilan 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) (ABTS) radikal katyonunun {iretimi i¢in, 7 mM ABTS [2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diammonyum tuzu)], 2,45 mM potasyum persiilfat ile
karistirilmis ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda (23 °C), 16 saat boyunca
karanlikta beklenmistir. ABTS ¢6zeltisi analitik saflikta %96’ lik etanol ¢oziiclisiiyle 734
nm’de 0,700 + 0,050 absorbans degeri verecek sekilde diliie edilmistir. Ekstrelerden 5
mg/ml konsantrasyonda dimetil siilfoksitte hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1:8 oraninda

seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan her
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konsantrasyondaki ¢dzeltinin 10 pl’si mikroplaka kuyucuklarina aktarilmistir. Uzerlerine
190 pl ABTS soliisyonu eklenmistir. Cozelti, 30 dakika oda sicakliginda tutulduktan
hemen sonra absorbanslart 734 nm’de 6l¢iilmiistiir. Standart olarak troloks kullanilmis ve

sonuglar IKso degeri olarak ifade edilmistir (Zou ve ark., 2011).

5.4.3. In vitro anti-enflamatuvar aktivite

Anti-inflamatuvar aktivite tayini i¢in Phosrithong ve arkadaslarinin metodu bazi
degisiklikler yapilarak kullanilmigtir (Phosrithong ve Nuchtavorn, 2016; Sen ve ark.,
2019). Farkli konsantrasyonlarda 10 pL ekstre/standart lizerine 20 pL etanol ve 20 pL
borat tamponu ve 25 pL tip V soya lipoksijenaz ¢ozeltisi (20.000 U/ml) ilave edilmistir.
Karigim 5 dakika 25°C'de inkiibe edildikten sonra 100 uL 0,6 mM linoleik asit ¢ozeltisi
eklenerek karisim iyice karistirilmis ve 234 nm'de absorbanstaki degisim 6 dakika siireyle
kaydedilmistir. iIndometasin referans standart olarak kullanilmistir. Yiizde inhibisyonu

asagidaki formiil ile hesaplanmigtir.

% inhibisyon= [(A kontrol—A 06rnek) / A kontrol] x 100

K50 degerlerini belirlemek icin bir doz-cevap egrisi ¢izilmistir. IKso, enzimin aktivitesinin
%50'sini inhibe etmek i¢in yeterli olan ekstre konsantrasyonu olarak tanimlanmaistir. Tim

analizler li¢ kez tekrarlanmistir (Phosrithong ve ark., 2016).

5.4.4. Toplam fenol bilesik miktar tayini (TFB)

Ekstrenin toplam fenol igerigi, Folin-Ciocalteau soliisyonu kullanilarak Gao ve
arkadaglarinin metoduna gore yapilmistir (Gao ve ark., 2000; Sen ve ark., 2019).
Ekstreden 5 mg/ml konsantrasyonda dimetil siilfoksitte hazirlanan stok ¢zeltiden yapilan
diliisyonlar ile ¢esitli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 10 pL.
mikroplakalara alinmig ve ardindan sirasiyla 20 pL Folin-Ciocalteau soliisyonu, 200 uL.
ultra saf su ve 100 pL %15’lik Na>SOy4 ilave edilmistir. Cozeltiler 765 nm absorbansta
diger bilesenler sabit kalmak sartiyla, sadece ekstrenin yerine aynt miktarda DMSO

konularak olusturulan kore karsi okunmustur. Standart egri grafigi igin, gallik asit
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kullanilarak (500-0,977 pg/ml) her bir konsantrasyona karsilik gelen absorbanslar
Ol¢iilmiistiir. Ekstrenin toplam fenolik bilesik miktari, bu grafikten hesaplanarak sonuglar
mg GAE / g bitki ekstresi olarak ifade edilmistir. Ekstrenin 6l¢iimleri ii¢ defa, standart

egri Olciimleri ise bes defa tekrarlanmustir.

5.5. Safra Kanal Baglama Yontemi

Anestezi sonrasi (ketamin 100 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg) orta hat kesisi ile karin bolgesi
acilmistir. Criado ve ark teknigine uygun olarak karaciger loblar1 ile duedonumun
arasindan yerlesmis olan safra kanali gozlenerek ¢evre dokulardan temizlenmistir. Ortaya
cikarilan safra kanalina birincisi hepatik kanalin birlesiminin altinda ikincisi ise
pankreatik kanalin giriginin iizerine olacak sekilde tikanma olusturmak amaciyla iki
yerden 4,0 ipek ile diigiim atildi ve bu iki diigiim arasindaki baglantiya kesi islemi
yapilmistir. Son olarak cilt ve cilt alti birbirinden bagimsiz olarak devamli siitiirle
kapatilip, cerrahi islem tamamlanmistir (Criado ve ark. 1997). Taklit operasyonlu
sicanlarda ise, karinda bir kesi yapilip safra kanali gdzlenmis ancak baglama

yapilmaksizin kesi yeri kapatilmigtir.

5.6.  Gruplar ve Deney Protokolii:

Calismamizda randomize 4 grup olusturulmustur.

Kontrol (K) grubu (n=12): Taklit operasyonu yapilan hayvanlara 28 giin boyunca oral
yoldan 1 ml serum fizyolojik (SF) verilmistir.

Kiiskiit (Kiis) grubu (n=12): Taklit operasyonu yapilan hayvanlara 28 giin boyunca 250
mg/kg dozunda kiiskiit ekstresi (1 ml) oral gavaj ile verilmistir.

Safra kanal1 bagli (SKB) grup: 14 sigana safra kanali baglama islemi gerceklestirilmis ve
28 giin boyunca oral yoldan 1 ml SF uygulanmustir.

Kiiskiit ekstresi ile tedavili SKB (SKB-+Kiis) grubu: 14 si¢ana safra kanali baglama islemi
gerceklestirilmis ve 28 giin boyunca 250 mg/kg dozunda kiiskiit ekstresi (1 ml) oral gavaj
ile verilmistir.

Hayvanlar 22. giin itibari ile asagida metodlar1 verilen biligsel testlere tabi tutulmuslar ve

deney 28. giinde sonlandirilmistir.

40



Hayvanlar deneyin baslangicinda ve sonunda (dekapitasyon oncesi) olmak tizere iki kere
tartilmistir. 28. giinde her grup ikiye ayrilmis ve hayvanlarin yarist kan-beyin bariyeri
Olglimii i¢in ayrilmig, diger yarilar1 dekapite edilerek kan, karaciger ve beyin doku
ornekleri alinmistir. Alinan kan 6rneklerinde ALT, AST, total bilirubin ve direkt bilirubin
tayinleri yapilmistir. Karaciger dokularindan alinan orneklerden ise TGF-p,
Na*/K*ATPaz, hidroksiprolin ve 8-Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) parametreleri
tayin edilmistir. Ayrica karaciger ve beyin doku kesitlerinde 151k mikroskobu altinda
histolojik incelemeler yapilmistir. Beyin dokulari homojenizasyon islemi sonras: kan

beyin bariyeri gecirgenlik incelemeleri i¢in spektrofotometrik analiz yapilmistir.

5.6.1. Bilissel (kognitif) testler

5.6.1.1. Moris su labirenti testi

Su havuzu paslanmaz c¢elik dairesel bir tanktan (¢ap1 160cm, yiiksekligi 35cm)
olusmaktadir. Tank 4 sabit noktadan 4 kadran olusturacak sekilde boliinmiistiir. Bu havuz
icerisinde havuzla ayni renkte (goriintiiyle ilgili herhangi bir yanlis pozitif sonucu elimine
etmek icin) 10x10x10 cm olgiilerinde bir kagis platformu igermistir. Bu platform ¢alisma
boyunca havuzun sabit bir kadraninda ve su yiizeyinin 1,5 cm altinda tutulmustur. Sigcanlar
yiizleri duvara bakar bir halde kagis alan1 bulunmayan bir kadranin kenarinda bir baglangi¢
noktasina yavasga birakilmistir. Eger sican 90 saniye icerisinde kacgis platformunu
bulmay1 bagsaramazsa kibarca platforma yonlendirilmis ve 30 saniye boyunca iizerinde
kalmasia izin verilmistir. Hayvanlara 4 ardigik giin boyunca 10'ar dakika ayirarak 4
deneme yapilmis ve bu siire zarfinda 3 parametre degerlendirilmistir: Platforma ulagsmak
icin gegen siire, ylizme mesafesi ve ylizme hizi.

5.glin, 6nceki denemeden 24 saat sonra, kagis platformu ¢ikarilmis ve hayvanlar ¢aligmay1
sonlandirmadan once 75 saniye boyunca serbest bir sekilde ylizmeye birakilarak prob
caligmalar1 baglatilmistir. Bu prob ¢alismasinda hayvanin hedef kadrana ulasma stiresi ve
hedef kadranda gecirdigi siire hesaplanmigtir. Bu test uzaysal 6grenme ve hafizanin bir

Olciisii olarak kabul edilmistir (Abdel-Aal ve ark., 2011).
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5.6.1.2. Yeni obje tanima testi

Yeni obje tanima testi 50x50x30 cm siyah pleksiglastan yapilmis bir diizenekte yari
karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Her bir hayvan teste alinmadan once objeler ve
diizenek etanolle temizlenmistir. Yeni obje tanima testine baslamadan bir giin 6nce
alistirma yapilir ve ertesi giin teste ge¢ilmistir. Alistirma giiniinde ayn1 kafesteki hayvanlar
pleksiglas diizenege obje olmaksizin yerlestirilmis ve 60 dakika boyunca test diizenegine
alismalar1 saglanmistir. Alistirma stireci tiim hayvanlar i¢in uygulanmistir. Test giiniinde
her bir hayvan 60 dakika arayla 3 dakika siiresince diizenege yerlestirilmistir. ilk
yerlestirme tanima evresi olarak adlandirilmistir. Bu siirecte ayni iki nesne test diizenegine
yerlestirilecek ve 3 dakika boyunca hayvan diizenekte serbestce gezinerek bu nesneleri
tanimasi saglanmistir. 3 dakika siire doldugunda hayvan diizenekten alinarak kafesine
konulmugtur (T1). 60 dakika sonra ayni hayvan tekrar diizenege alinmis ve T1'de gdrmiis
oldugu objelerden bir tanesi degistirilerek 3 dakika boyunca serbestce gezinmesi
saglanmigtir (T2). Her iki periyod da bilgisayar destekli kamera sistemi yardimiyla kayit
altina alinmis ve hayvanlarin T2'de her iki objeye olan ilgileri skorlandirilmistir. Hayvanin
yeni objeye kars1 olan ilgisinin eski objeye karsi olan ilgisine orani bu hayvanin
ogrenme ve bellek fonksiyonunun bir 6l¢iisii olarak kabul edilmistir (Bevins ve Besheer,

2006).

5.6.2. Kan beyin bariyeri ol¢iim yontemi

Kan-beyin bariyeri permeabilitesini degerlendirmek icin intakt kan-beyin bariyerini
gecemeyen alblimin proteinine baglanan Evans mavisi boyasi (Sigma-Aldrich, E2129)
kullanilmistir. Deneylerin sonunda ketamin (Ketalar, 100 mg/kg) ve klorpromazin
(Largactil, 10 mg/ml) anestezisi altinda siganlara juguler venden %2’ lik Evans mavisi (4
ml/kg) injekte edilmistir. 30 dakika sonra evans mavisinin dolasimdan uzaklastirilmast
icin sicanlarin gogiis kafesi acilip sol ventrikiilden girildi ve aortaya ulagilmistir. Sag
atriyuma bir kesi atilarak buradan ¢ikan dolagim sivist berraklasincaya kadar %0,9” luk
serum fizyolojik ile yaklasik 15 dakika boyunca transkardiyak perfiizyon yapilmistir.
Sicanlar dekapite edilerek beyin dokusu ¢ikarilmis ve tartilmistir. Beyin doku 6rnekleri

2,5 ml fosfat tamponlu salin ¢6zeltisi icerisinde homojenize edilmistir. Dokudaki proteini
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cokeltmek amaciyla %60’ lik trikloroasetik asit (2 ml) eklendikten sonra 2 dakika boyunca
ornekler vorteksde karistirtlmistir. +4°C’ de sogutulan 6rnekler 10 dakika 3000 rpm’ de
santrifiij edilmistir. Siipernatandaki Evans mavisinin absorbansi spektrofotometrede 620
nm’ de Olciilmiistiir. Degerler mg/mg doku seklinde hesaplanarak ifade edilmistir (Kaya
ve Ahishali, 2011).

5.7. Serumda Yapilan incelemeler

5.7.1. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST), total
bilirubin (TB) ve direkt bilirubin (DB) tayini:

SKB kaynakl1 karaciger hasarin1 degerlendirmek i¢in karaciger enzimleri olan ALT, AST
ve bilirubin Olgiilmistiir (Limdi ve ark., 2003). Serum AST, ALT, DB ve TB
spektrofotometrik yontemlerle ticari kitler kullanilarak Olciilmiistiir (BT Laboratory,

Shanghai).

5.8. Dokuda Yapilan incelemeler

5.8.1. Na'/K*-ATPaz tayini

Dokuda Na-K-ATPase seviyeleri ticari kit (AFG, EK720668) kullanilarak iiretici firmanin
prosediirine uygun olarak yapilmistir. Doku oOrnekleri PBS (pH 7.4) igerisinde
homojenize edildikten sonra 3000 rpm’de +4°C’de santrifiij edildi ve iist faz kit dl¢iimleri
icin kullanilmistir.

Kitin 6l¢iim araligi 50-1000 pg/ml ve sensitivitesi 20 pg/ml

Standartlarin hazirlanmasi: Kitin i¢indeki stok standart (1350 pg/ml) diliie edilerek 900

pg/ml-75 pg/ml araliginda standart hazirlanmistir. Bunun i¢in:

900 pg/ml  Standart No.5 100 pl Stok standart + 100 pl standart diliient
600 pg/ml  Standart No.4 100 pl Standart No.5 + 100 pl standart diliient
300 pg/ml Standart No.3 50 ul Standart No.4 + 100 pl standart diliient
150 pg/ml  Standart No.2 50 ul Standart No.3 + 100 pl standart diliient
75 pg/ml  Standart No.1 ~ 50 ul Standart No.2 + 100 pl standart diluent
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0 pg/ml  Standart No.l O ul Standart No.1 + 100 pl standart diluent
Deneyin yapilisi: Hazirlanan 6rnek ve standartlar i¢in kit icerisindeki 6zel antikor bagl
plakalar kullanilmistir.

1. Plakalardaki kuyucuklara her bir standarttan 50 pl, her bir 6rnekten 10 pl eklenerek
iizerine 40 pl diliisyon tamponu konulmustur. Kor kuyucuguna higbir sey
eklenmemistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

2. 30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapimaistiri.

3. Orneklerin ve standartlarm iizerine 50 pul HRP konjugath reaktif eklenmistir.
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

4. 30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmigstir.

5. Kor kuyucuk dahil her bir kuyucuga dnce 50 pl substrat Kromojen A sonra 50 pl
Kromojen B substrat soliisyon eklenip karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe
edilmistir.

6. Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gézlenince, 50 pl durdurma soliisyonu
konulup olusan sar1 rengin absorbansi 450 nm’de 6l¢tilmiistir.

7. Standart konsantrasyonlarindan elde edilen grafik sonucundaki degerlere gore

orneklerin igerisinde bulunan Na-K-ATPase degerleri hesaplanmistir.

5.8.2. Transforme edici biiyiime faktorii beta 1 (TGF-p) tayini

Dokuda TGF-B seviyeleri ticari kit (AFG, EK720060) kullanilarak iiretici firmanin
prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku o6rnekleri PBS (pH 7.4) igerisinde
homojenize edildikten sonra 3000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmis ve iist faz kit
Ol¢iimleri i¢in kullanilmgtir.

Kitin 6l¢iim aralig1 10 ng/ml-200 ng/ml ve sensitivitesi 3 ng/ml

Standartlarin hazirlanmasi: Kitin igindeki stok standart (225 ng/ml) diliie edilerek 150

ng/ml-12.5 ng/ml araliginda standart hazirlanmistir. Bunun igin:

150 ng/ml  Standart No.5 100 pl Stok standart + 100 pl standart diliient
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100 ng/ml  Standart No.4 100 pl Standart No.5 + 100 pl standart diliient
50 ng/ml Standart No.3 50 ul Standart No.4 + 100 pl standart diliient
25 ng/ml Standart No.2 50 pl Standart No.3 + 100 pl standart diliient
12.5 ng/ml  Standart No.1 =~ 50 pul Standart No.2 + 100 pl standart diluent
0 ng/ml Standart No.1 O ul Standart No.1 + 100 pl standart diluent

Deneyin yapilisi: Hazirlanan 6rnek ve standartlar i¢in kit icerisindeki 6zel antikor bagl

plakalar kullanilmistir.

1.

5.8.3.

Plakalardaki kuyucuklara her bir standarttan 50 pl, her bir 6rnekten 10 pl eklenerek
tizerine 40 pl dilisyon tamponu konulmustur. Kor kuyucuguna hicbir sey
eklenmemistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmigstir.

Orneklerin ve standartlarin iizerine 50 ul HRP konjugath reaktif eklenmistir.
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmistir.

Kor kuyucuk dahil her bir kuyucuga 6nce 50 pl substrat Kromojen A sonra 50 pl
Kromojen B substrat soliisyon eklenip karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gézlenince, 50 ul durdurma soliisyonu
konulup olusan sar1 rengin absorbans1 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.

Standart konsantrasyonlarindan elde edilen grafik sonucundaki degerlere gore

orneklerin igerisinde bulunan TGF-b degerleri hesaplanmuistir.

Hidroksiprolin tayini

Dokuda Hydroxyproline seviyeleri ticari kit (AFG, EK720734) kullanilarak iiretici

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

homojenize edildikten sonra 3000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmis ve iist faz kit

Ol¢iimleri i¢in kullanilmigtir.

Kitin 6l¢iim araligt 1 ug/ml-20 ug/ml ve sensitivitesi 0,5 ug/ml
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Standartlarin hazirlanmasi: Kitin i¢indeki stok standart (22.5 ug/ml) diliie edilerek 15

ug/ml-1.25 ug/ml araliginda standart hazirlanmistir. Bunun igin:

I15ug/ml  Standart No.5 100 pl Stok standart + 100 pl standart diliient
10 ug/ml  Standart No.4 100 pl Standart No.5 + 100 pl standart diltient
5ug/ml Standart No.3 50 ul Standart No.4 + 100 pl standart diliient
2.5ug/ml Standart No.2 50 ul Standart No.3 + 100 pl standart diliient
1.25ug/ml Standart No.1 ~ 50 ul Standart No.2 + 100 pl standart diluent
0 ug/ml Standart No.1 O ul Standart No.1 + 100 pl standart diluent

Deneyin yapilisi: Hazirlanan 6rnek ve standartlar i¢in kit icerisindeki 6zel antikor bagl

plakalar kullanilmistir.

1.

Plakalardaki kuyucuklara her bir standarttan 50 pl, her bir 6rnekten 10 pl eklenerek
tizerine 40 pl diliisyon tamponu konulmustur. Kor kuyucuguna hicbir sey
eklenmmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmistir.

Orneklerin ve standartlarin iizerine 50 ul HRP konjugath reaktif eklenmistir.
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmigstir.

Kor kuyucuk dahil her bir kuyucuga 6nce 50 pl substrat Kromojen A sonra 50 pl
Kromojen B substrat soliisyon eklenip karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe
edilmisgtir.

Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gézlenince, 50 ul durdurma soliisyonu
konulup olusan sar1 rengin absorbans1 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.

Standart konsantrasyonlarindan elde edilen grafik sonucundaki degerlere gore

orneklerin igerisinde bulunan Hydroxyproline degerleri hesaplanmustir.
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5.8.4.

8-OHdG tayini

Dokuda 8-Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) seviyeleri ticari kit (AFG, EK720424)

kullanilarak tiretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Doku 6rnekleri PBS

(pH 7,4) igerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmis

ve st faz kit 6l¢timleri i¢in kullanimagtir.

Kitin 6l¢iim aralig1 0,625 ng/ml-20 ng/ml ve sensitivitesi 0,078 ng/ml

Standartlarin hazirlanmasi: Kitin igindeki stok standart (22,5 ng/ml) diliie edilerek 15

ng/ml-1,25 ng/ml araliginda standart hazirlanmistir. Bunun igin:

15 ng/ml  Standart No.5 100 pl stok standart + 100 pl standart diliient
10 ng/ml  Standart No.4 100 pl Standart No.5 + 100 pl standart diliient
5 ng/ml Standart No.3 50 pl Standart No.4 + 100 pl standart diliient
2,5ng/ml  Standart No.2 50 pl Standart No.3 + 100 pl standart diliient
1,25 ng/ml Standart No.1 50 pl Standart No.2 + 100 pl standart diluent
0 ng/ml Standart No.1 0 pl Standart No.1 + 100 pl standart diluent

Deneyin yapilisi: Hazirlanan 6rnek ve standartlar i¢in kit icerisindeki 6zel antikor bagl

plakalar kullanilmistir.

1.

Plakalardaki kuyucuklara her bir standarttan 50 pl, her bir 6rnekten 10 pl eklenerek
iizerine 40 pl diliisyon tamponu konulmustur. Kor kuyucuguna higbir sey
eklenmemistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmigstir.

Orneklerin ve standartlarin iizerine 50 ul HRP konjugath reaktif eklenmistir.
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonunda 30X olan yikama tamponu 1X yapilip hazirlanan yikama
tamponu ile plaka 5 defa yikama yapilmaistir.

Kor kuyucuk dahil her bir kuyucuga dnce 50 pl substrat Kromojen A sonra 50 pl
Kromojen B substrat soliisyon eklenip karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe

edilmisgtir.
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6. Inkiibasyon sonunda mavi renk olusumu gozlenince, 50 pl durdurma soliisyonu
konulup olusan sar1 rengin absorbansi1 450 nm’de 6l¢tilmiistir.

7. Standart konsantrasyonlarindan elde edilen grafik sonucundaki degerlere gore
orneklerin icerisinde bulunan 8-Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) degerleri

hesaplanmustir.

5.8.5. Histolojik incelemeler

Karaciger ve beyinden alinan numuneler %10’luk formaldehit ile sabitlenerek 151k
mikroskobu incelemelerinde kullanilmis ve dereceli olarak alkol konsantrasyonu
artirllmigtir. Toluen ile temizlenendrnekler parafine gomiilmiistiir. Doku kesitleri (5 pm)
genel morfoloji incelemeleri i¢in hematoksilin ve eozin (H&E) ile ve fibrozun
belirlenmesi i¢in de Gomori'nin tek basamakli trikromu ile boyanmistir. Ardindan bir
fotomikroskop (Olympus BXS51)’un dijital kameras: (Olympus, Tokyo, Japonya) ile
incelenmis ve fotograflanmistir. Deney gruplarinin her birinde, histopatolojik incelemeler

icin her hayvandan bir kesit ve kesitin her birinde en az bes benzer bolge gézlemlenmistir.

5.9. Istatistik Yontemi

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Tiim veriler ortalama = S.E.M olarak ifade edilmistir. Veri
gruplart tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis ve p<0,05 degerleri anlaml
kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Kiiskiit (Cuscuta sp.) Metanol Ekstresinin Anti-inflamatuvar, Antioksidan
Aktiviteleri ve Toplam Fenolik Bilesik Icerikleri

Olgiimlerde elde edilen diisiik IKso (Radikalin % 50’sini ortadan kaldiran veya enzimin
aktivitesini % 50 oraninda durduran konsantrasyon) degeri yliksek aktiviteli oldugunu
gosterir. Tablo 1 incelendiginde, Kiis ekstresinin 125.5 pug/ml’lik IKso degeriyle DPPH
radikaline kars1 iyi bir antioksidan aktivite gostermistir. Elde edilen ekstre ayn1 zamanda,
138.9 pg/ml’lik 1Kso degeriyle ABTS radikaline karst énemli bir antioksidan aktivite
sergilemistir. 5-lipoksijenaz enzimine karsi, 103.5 pg/ml’lik iKso degeriyle iyi derecede
bir anti-inflamatuvar aktiviteye sahip oldugu gézlemlenmistir. Kiiskiit ekstresinin, total
fenolik bilesik miktar1 g ekstrede gallik asite esdeger olarak 38.58 mg/g olarak

bulunmustur.
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Tablo 1. Kiiskiit ekstresinin Antioksidan/Anti-inflamatuvar Aktivitesi ve Toplam Fenolik Bilesik

Icerigi
Deneyler Kiiskiit Askorbik asit  Troloks Indometasin
ekstresi
DPPH radikal siipiiriicii ~ 125,5+0,14° 17,6 £0,372
aktivite (IKso, pg/ml)
ABTS radikal siipiiriicii ~ 138,9+0,28° 13,00 +£0,212
aktivite (IKso, pg/ml)
Anti-lipoksijenaz
] 103,5+4,72° 22,39 £0,26*
aktivite (IKso, pg/ml)
Total fenolik bilesik
icerigi (mg GAE/g 38,58+0,39°
ekstre) **

*Toplam fenolik igerik gallik asit esdegeri olarak ifade edildi (GAE).
**Tablodaki her bir deger ortalama + SD (n=3) olarak verilmistir. Ayn1 satirda yer alan degerler
iizerinde iissii olarak gosterilen farkli harfler degerler arasinda 6nemli farkliliklari gosterir (p<0,05).

50



6.2. Karaciger Hasar1 Sonucu Gelisen Siroz ve Buna Bagh Meydana Gelen Kulak
ve Idrar Renk Degisimleri

6.2.1. Siroza bagh gelisen idrar renk degisimi

K K+Kus SKB SKB+Kis

Sekil 12: Tiim gruplara gore idrar renklerinin degisimine ait gorsel. K: Kontrol, SKB: Safra Kanali Bagli,
Kiis: Kiiskiit Otu.

6.2.2. Siroza bagh gelisen kulak renk degisimi

K K+Kus SKB SKB+Kus

Sekil 13. Tiim gruplara ait kulak renklerinin degisiminine ait gorsel. K: Kontrol, SKB: Safra Kanali Bagli,
Kiis: Kiiskiit Otu.

6.3. Yeni Obje Tamima Testi Bulgular

Deney sonunda yapilan yeni obje tanima testi verilerine gore, SKB grubunun fark skoru
K grubuyla kiyaslandiginda anlamli (p<0,05) olarak bir diisiis goriilmiistiir. Ayrica
SKB+Kiis grubunun fark skoru SKB grubuyla kiyaslandiginda anlamli (p<0,05) olarak
bir artis goriilmiistiir (Sekil 14).
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Sekil 14. Yeni obje tanima testine ait fark skoru grafigi. K: Kontrol, SKB: Safra Kanli Bagl, Kiis: Kiiskiit
Otu. Obje tanima testine ait veriler Mann-Whitney U non-parametrik testi kullanilarak karsilagtirtlmistir.
"p<0,05: Kontrol grubuna gére, "p<0,05: SKB grubuna gore karsilagtirmalar.

6.4. Morris Su Labirent Testi Bulgular

Yeni obje tanima testinin ardindan yapilan Morris su labirent testi alistirma verilerine
gore, tiim gruplarda ve testin birinci giiniinde, platformu bulma siiresi en yiiksek olup
dordiincii glinde en diisiik seviyede olmustur. Safra kanali bagli grubunun platform bulma
zamant K grubuna gore anlamli (p<0,01) olarak yiikseldigi goriiliirken, tedavili grupta ise
platform bulma zamanin1 SKB gurubuna goére anlamli (p<0,001) olarak diismiistiir (Sekil

15).
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1.GUN
2.GUN

3.GUN
4.GUN

— ppoo

Platform bulma zamani (sn)
N »
< <

0

K K+Kis SKB SKB + Kiis
Sekil 15. Morris su labirent testine ait 6grenme performanslarinin degerlendirildigi platform bulma zaman
grafigi. K: Kontrol, SKB: Safra Kanali Bagli, Kiis: Kiiskiit Otu. Morris su labirent testine ait veriler Mann-
Whitney U non-parametrik testi kullanilarak karsilagtirilmigtir. “p<0,05, ““p<0,001 her grubun kendi iginde

1. giiniine gore, "p<0,001 her grubun 4. giinii ile kontrol grubunun 4. giiniine gore, ¥*%p<0,001 SKB+Kiis

grubunun 4. giinii ile SKB grubunun 4. giiniine gore karsilagtirmalar.

Test giinii bulgularina goére SKB grubunun platform bulma zamani K grubuyla
kiyasladiginda anlamli bir yiikselme (p<0,001); SKB+Kiis grubunun platform bulma
zamani SKB grubuyla kiyaslandiginda anlamli (p<<0,001) olarak diisiis goriilmiistiir (Sekil
16).
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Sekil 16. Morris su labirent testine ait hedef kadranda gecen stire grafigi. K: Kontrol, SKB: Safra Kanali
Bagli, Kiis: Kiiskiit Otu. Morris su labirent testine ait veriler Mann-Whitney U non-parametrik testi
kullamlarak karsilagtirilmistir. *“p<0,001 Kontrol grubuna gére, *p<0,001 SKB grubuna gore.

6.5. Agirhk Degisimi

Viicut agirliklar1 degerlendirilirken deneyin baslangicinda (t1) ve sonunda (t2) kaydedilen
viicut agirliklart karsilagtirilmistir. Her grubun kendi iginde t1 ve t2 degerleri
(***p<0,001) arasinda anlaml farkliliklar bulunmus ve tiim gruplarda kilo alim1 oldugu
gozlemlenmistir. Gruplar arasinda gerek baglangic gerekse son donemde viicut agirliklari

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir. (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplarin deney basinda (t1) ve deney sonunda (t2) dlgiilen viicut agirliklari. ***p<0,001: t1 ve t2
arasindaki karsilagtirmalar. K: Kontrol, SKB: Safra Kanali1 Bagli, Kiis: Kiiskiit Otu, SF: Salin.

Viicut K+SF K+Kiis SKB+SF SKB+Kis
Agirligt

t1 224+7,1 220+ 4,6 235+4,7 239+5,1

t2 279 + 6,3 266 + 10,1 280 + 10,5 285+ 5,8

54



6.6. Kan Beyin Bariyeri Olciimiine Ait Bulgular

Safra kanali bagli grubun beyinde calisilan Evans Blue absorbans seviyeleri K grubuna
gore anlamli (p<0,01) olarak yiikseldigi goriiliirken, tedavili grupta ise bu seviyelerin SKB
gurubuna gore anlamli (p<0,05) olarak diistiigii goriilmiistiir (Sekil 17).

[ SF ile tedavi
1 Kuskut Otu ile tedavi

o
T

*%

o
w
|

o
N
|

o
-
|

K SKB

Sekil 17. Kan Beyin Bariyeri gecirgenligine ait sonuglar. K: Kontrol grubu, SKB: Safra kanali bagli.
Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi igin ANOVA kullanilmistir. ““p<0,01; Kontrol grubuna
gore, 'p<0,05; SKB grubuna goére karsilastirmalar.

Evans Blue (mg/g doku)

S
o
|

6.7. Serum Orneklerine Ait Bulgular

Safra kanal1 bagl grubun serum AST, ALT DB ve TB seviyeleri K grubuna gére anlamli
(p<0,001) olarak yiikseldigi goriiliirken, tedavili grubun AST, ALT DB ve TB seviyeleri
SKB gurubuna gore anlaml1 (p<0,01, p<0,001) olarak diisiik bulunmustur. Ayn1 zamanda
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tedavili grubun serum AST, ALT, DB ve TB seviyeleri K grubuna gére anlamli (p<0,001)
olarak ytiksek bulunmustur (Tablo 3 ve Sekil 18).

Tablo 3. Serum AST, ALT, DB TB degerleri. AST: Aspartra aminotransferaz, ALT: Alanin
aminotransferaz, DB: Direk bilirubin, TB: Total bilirubin, K: Kontrol grubu, SF: Salin, SKB: Safra kanali
bagly, Kiis: Kiiskiit Otu. “p<0,05, *p<0,01, “*p<0,001 kontrol grubuna gére, *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001
SKB grubuna gore karsilagtirmalar.

Serum K K+Kiis SKB SKB+Kiis

AST (U/L) 137,8+5,5 133,0£ 7.6 435,5£28,8" 304,3 £4,318"™
+++

ALT (U/L) 553+48 52,3+4,4 142,0£5,6™" 013 L5887

DB (mg/dl) 04£02 04+02 4,8+03" 354037

TB (mg/dl) 0,4+0,04 0,5+ 0,04 5504 4240327

[ SF ile tedavi
1 Kuskit Otu ile tedavi
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Sekil 18. Serum AST, ALT, DB ve TB sonuglari. AST: Aspartat aminotransferaz; ALT: Alanin
aminotransferaz; DB: Direkt bilirubin; TB: Total bilirubin; K: Kontrol grubu; SKB: Safra kanali bagli.
Istatistiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA. **p<0,001; Kontrol grubuna gore, *"p<0,01,
p<0,001; SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.8. Karaciger ve Beyin Doku Orneklerine Ait Bulgular

Safra kanali baghh grubun karaciger dokularinda TGF-B, 8-OHdG ve hidroksiprolin
seviyeleri K grubuna gore anlamli (p<0,05, p<0,01) olarak yiikseldigi goriiliirken, tedavili
grupta ise TGF-B, 8-OHdG ve hidroksiprolin seviyeleri SKB gurubuna gore anlamli
(p<0,05, p<0,01) olarak diisiik bulunmustur (Tablo 4 ve Sekil 19a, 19b, 19d).

Safra kanali bagli grubun karaciger dokularinda Na*/K*-ATPaz seviyelerinin K grubuna
gore anlaml (p<0,05) olarak diistiigli goriiliirken, tedavili grupta ise ise Na*/K*-ATPaz
seviyelerini SKB gurubuna gore yliksek bulunmustur ancak anlamlilik yoktur (Tablo 4 ve

Sekil 19¢).

Tablo 4. Karaciger dokusunda TGF-B, 8-OHdG, Na'/K'-ATPaz, Hidroksiprolin degerleri. TGF-B:
Transforme edici biiyiime faktorii, 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, Na'/K*-ATPaz: Sodyum-
Potasyum adenozin trifosfataz, K: Kontrol grubu, SF: Salin, SKB: Safra kanali bagli, Kiis: Kiiskiit Otu.
*p<0,05, “p<0,01, **p<0,001 kontrol grubuna gére, p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 SKB grubuna gore
karsilagtirmalar.

Karaciger K+SF K+Kiis SKB+SF SKB+Kiis
TGF-B (pg/mg protein) | 29,6 +3.5 32,7+2,6 51,8+5,0" 36,7+ 1,6
8-OHdG (ng/mg DNA) | 3,0+£0,2 3,0+£0,2 45+0,5" 2,8+0,3""
Na'/K*-ATPaz (pg/mg | 123,3+8,1 111, 4+ 7,6 86,6 £52" 110,8 + 8,8
protein)

Hidroksiprolin (ng/mg | 2,5+ 0,5 2,1+£0,3 49+0,6" 2,8 +0,4°
protein)
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Sekil 19. Karaciger dokusuna ait TGF-B, 8-OHdG, Na*/K*-ATPaz ve Hidroksiprolin sonuglari. TGF-f:
Transforme edici biiylime faktorii, 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, Na*/K*-ATPaz: Sodyum-
Potasyum adenozin trifosfataz, K: Kontrol grubu, SKB: Safra kanali bagl. Istatistiksel analiz igin tek yonlii
varyans analizi ANOVA. “p<0,05, “p<0,01; Kontrol grubuna gore, *p<0,05, *p<0,01; SKB grubuna gére
karsilagtirmalar.

Safra kanali bagli grubun beyin dokularinda TGF-, 8-OHdG seviyelerinin K grubuna
gore anlamli (p<0,05, p<0,001) olarak yiikseldigi goriiliirken hidroksiprolin seviyelerinde
herhangi bir artis goriilmemistir. Tedavili grupta ise TGF-B, 8-OHdG seviyeleri SKB
gurubuna goére anlamli (p<0,05, p<0,01) olarak diistiigii goriiliirken, hidroksiprolin

seviyelerinde diisiis goriilse de bu anlamli bulunamamistir (Tablo 5 ve Sekil 20a, 20b,

20d).
Safra kanal1 bagli grubunun beyin dokularinda Na*/K*-ATPaz seviyelerinin K grubuna

gore anlamli (p<0,05) olarak diistiigii goriiliirken, tedavili grupta ise Na*/K*-ATPaz
seviyeleri SKB gurubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Tablo 5 ve Sekil 20c).
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Tablo 5. Beyin dokusunda TGF-, 8-OHdG, Na*/K*-ATPaz, Hidroksiprolin degerleri. TGF-f: Transforme
edici biiylime faktorii, 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, Na*/K*-ATPaz: Sodyum-Potasyum
adenozin trifosfataz, K: Kontrol grubu, SF: Salin, SKB: Safra kanali bagl, Kiis: Kiiskiit Otu. “p<0,05,
"p<0,01, ““p<0,001 kontrol grubuna goére, *p<0,05, *p<0,01, *p<0,001 SKB grubuna gore

karsilagtirmalar.

Beyin K+SF K+Kiis SKB+SF SKB+Kiis
TGF-B (pg/mg protein) | 39,0 +2,9 43,0+4,5 58,9+ 4.4 36,1 £2,6"
8-OHdG (ng/mg DNA) | 4,4+ 0,4 5,4+0,2 7,7+0,7 5,6+0,4"
Na'/K*-ATPaz (pg/mg | 137,0+ 6,6 146,7+ 12,2 98,8+ 5,8 137,5+8,9"
protein)
Hidroksiprolin (ng/mg | 7,2 +£0,7 6,4+0,5 7,6 +0,5 5,8+0,2
protein)
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Sekil 20. Beyin dokusuna ait TGF-B, 8-OHdG, Na'/K*-ATPaz ve Hidroksiprolin sonuglari. TGF-f:
Transforme edici biliyiime faktorii, 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, Na'/K*-ATPaz: Sodyum-
Potasyum adenozin trifosfataz, K: Kontrol grubu, SKB: Safra kanali bagl. Istatistiksel analiz igin tek yonlii
varyans analizi ANOVA kullamlmustir. “p<0,05, ***p<0,001; Kontrol grubuna gére, 'p<0,05, "p<0,01; SKB
grubuna gore karsilagtirmalar.
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6.9. Karaciger ve Beyin Doku Orneklerinin Histolojik Bulgulari:
6.9.1. Karaciger

Kontrol grubunun 151k mikroskobu degerlendirilmesinde (Sekil 21A), intakt hepatositler,
siniizoidler ve portal yol ile karaciger parankiminin diizenli bir morfolojisi gézlemlendi.
Kontrol+Kiiskiit grubunda intakt hepatositler ve portal yol ile karaciger parankiminin
diizenli morfolojisi, hafif siniizoidal tikaniklik gézlemlendi (Sekil 21B). SKB grubunda
bozulmus hepatik baglar, bozulmus hepatositlerde ciddi artig, inflamatuar hiicre
infiltrasyon ve proliferasyonu gozlemlendi (Sekil 21C). SKB+Kiiskiit grubunda bozulmusg
hepatosit sayisinda orta derecede azalma, hepatik baglarin bozulmasi, inflamatuar hiicre

infiltrasyon ve proliferasyonunda azalma g6zlemlendi (Sekil 21D).

Sekil 21. Deney gruplarindaki karaciger numunelerinin 151tk mikrograflari. Kontrol grubunda (A)
hepatositler, siniizoidler ve portal yollar ve normal karaciger parankimleri goriilmektedir. Kontrol+Kiiskiit
grubunda (B) hepatositler, portal yollar ve hafif sinlizoidal tikaniklik (*) ile normal karaciger parankimi
goriilmektedir. SKB grubunda (C), karaciger yollarinda diizensizlik, siniizoidal tikaniklik (*), bozulmus
hepatosit sayisinda artis (ok basi), portal yol icinde hiicre proliferasyonu (ok isareti), parankimde
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (i) goriilir. SKB+Kiiskiit grubunda (D) hafif siniizoidal tikaniklik (*),
hepatik yollarin diizensizligi, bozulmus hepatositlerde azalma (ok isareti), hiicre proliferasyonunda azalma
(ok bagt) goriiliir. Hematoksilen ve eozin boyama, Olgek gubuklari: A, B ve C ve D'deki ekler: 20 um, C ve
D: 50 pm

60



6.9.2. Beyin

Kontrol (Sekil 22A) ve Kontrol+Kiiskiit (Sekil 22B) gruplarinin 151k mikroskobu
degerlendirilmesinde, noronlar ve kilcal damarlar ile serebral korteksin diizenli bir
morfolojisi goriildii. BDL grubunda bozulmus noronlarda ciddi artis ve subkapiller 6dem
gozlemlendi (Sekil 22C). SKB+Kiiskiit grubunda bozulmus néronlarda ve subkapiller

O6demde orta derecede azalma gdzlemlendi (Sekil 22D).

Sekil 22: Deney gruplarindaki serebral korteks numunelerinin 151k mikrograflari. Kontrol (A) ve
Kontrol+Kiiskiit (B) gruplarinda noron (ok isareti) ve kilcal damarlarla birlikte serebral korteksin diizenli
morfolojisi goriilmektedir. SKB grubunda (C) bozulmus ndronlarda (ok isareti) ve subkapiller 6demde (ok
bas1) ciddi artig goriiliir. SKB+Kiiskiit grubunda (D) bozulmus néronlarda orta derecede azalma (ok isareti)
goriilmektedir. Cresyl violet boyama, Olcek ¢ubuklari: 50 pm, i¢ kisimlar: 20 um.
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7.  TARTISMA

Karaciger, safranin olusumunda, salgilanmasinda ve ayrica toksik maddelerin safra
kanallar1 yoluyla atilmasinda 6nemli bir rol oynayan hayati organdir (Strazzabosco, 1997).
Karaciger fibrozu, ekstraselliiler matriks (ESM) birikimi ile tanimlanan, geri dontigiimlii
bir yara iyilestirici yanit olup karaciger hasarindan sonra gelisir (Hernandez-Gea ve
Friedman, 2011). Tedavisinde ge¢ kalindig1 takdirde yasami tehdit eden, morbidite ve
mortalite oran1 yiiksek olan hiperamonyemi, hepatik ensefalopati ve siroza yol

acabilmektedir (Goldbecker ve ark., 2010; Khan ve ark., 2016; Zhangdi ve ark., 2019).

Hepatik ensefalopati, hastalarda; biligsel, psikiyatrik ve motor bozukluklara neden olan ve
sakat birakan norolojik bir komplikasyondur (Swaminathan ve ark., 2018). Amerika
Birlesik Devletleri'nde HE ¢ok sayida hastaneye yatisa neden olan hastaliklar arasinda
say1lmakta ve saglik sistemi lizerinde muazzam bir yiik olusturmaktadir (Hirode ve ark.,
2019; Volk ve ark., 2012). Hepatik ensefalopatili hastalarda dnemli bir patojenik faktor
hiperamonyemi, yani dolasimdaki artan amonyak seviyeleridir.(Hu ve ark., 2020).
Hiperamonyemi, karaciger yetmezliginden ve/veya kan akisimmin karacigeri baypas
etmesine izin veren porto-sistemik santlarin gelismesi ve karacigerin detoksifikasyon
kapasitesinin azalmasi sonucu olusmaktadir (Vilstrup ve ark., 2014). Hepatik
ensefalopatili hastalarda biligsel degisiklikler aslinda beyinde artan amonyak
konsantrasyonu ile ilgili olup bunu c¢ok sayida norotransmitter sistemindeki
diizensizliklerin, astrosit sismesinin ve nihai olarak beyin 6deminin takip etmesi ile iliskili

oldugunu diisiindiirmektedir (DeMorrow, 2019).

Safra kanali baglama teknigi ile kolestaz modelini uygulamaktaki amac¢ karaciger
fibrozunu indiiklemektir (Sener ve ark., 2005), bu model - kemirgen hayvanlarda fibroz
olusumu i¢in en sik kullanilan bir yontemdir (Lee ve ark., 2003; Tag ve ark., 2015).
Glinlimiizde ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in tibbi bitkilerin ve {iriinlerin olduk¢a 6nemli
yerleri vardir (Singh ve ark., 2012). Yapilan detayl: literatiir taramasinda farkli Kiiskiit

tiirlerinin antitimor, antimikrobiyal, hepatoprotektif, antikonviilsan, immiinostimiilator,
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antioksidan, a-glukosidaz inhibitorii, psikofarmakolojik, sa¢ biliylimesini tesvik edici,
anti-steroidojenik, anti-inflamatuvar, ditliretik, analjezik, antipiretik, antidiyabetik,
noroprotektif, antiiilser, antispazmodik, hemodinamik, bradikardi, antihipertansif,
kardiyotonik ve kas gevsetici gibi etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Erecevit Sonmez ve
ark., 2019;Koca-Caliskan ve ark., 2018b; Noureen ve ark., 2019). Ulkemizde de
geleneksel tipta bazi bitkilerin karaciger-safra rahatsizliklarinda kullanildig: bildirilmistir.
Bu tiirlerden biri de halk tarafindan sariligin tedavisinde kullanilan Kiiskiit tiirleridir

(Erecevit Sonmez ve ark., 2019; Koca-Caliskan ve ark., 2018a).

Karaciger fibroz gelisimini yavaglatmak veya geri ¢evirmek icin farkli deneysel ¢alismalar
yapilmistir; ancak klinik kullanim i¢in etkili bir tedavi bulunmamistir (Tahan ve ark.,
2010). Anti-fibrojenik ajanlarin kullanildigi bir¢ok calisma bulunmaktadir. Bununla
birlikte geleneksel tipta kimyasal anti-fibrotik ilaglar yerine daha az toksik ve yan etkilere
neden olan dogal iiriinler de kullanilmaktadir. Bu dogal iiriinler hala deneysel agamada
olup terapotik girisim olarak sayilmaktadir (Gedik ve ark., 2005). Yaptigimiz bu
caligmada, safra kanali baglama ile karaciger hasari olusturulan sicanlarda geleneksel tipta
karaciger koruyucu olarak kullanilan kiiskiit otu (Cuscuta sp.) ekstresinin karaciger hasari

izerindeki olas1 koruyucu ve onleyici etkilerini incelemeyi amagladik.

Morris su labirent testi, uzamsal veya yer 6grenimini degerlendirmek i¢in bir yontem
olarak tasarlanmistir (Vorhees ve Williams, 2016). Yapilan SKB caligsmalarina ait Morris
su labirent test bulgularina gore hayvanlarin biligsel fonksiyonlarinda gerileme
bildirilmistir (Baghbaderani ve ark., 2020; Giménez-Garz6 ve ark., 2015). Skopolamin ile
yapilan bir ¢calismaya gore, kiiskiit otu skopolamin ile indiiklenmis hafiza hasar1 bulgu
parametrelerini geri ¢evirmis yani iyilestirmistir (Lin ve ark., 2018). Bu bilgilere paralel
olarak caligmamizda da Morris su labirent test giiniinde elde ettigimiz bulgulara gore;
SKB grubundaki hayvanlarin kontrol grubuna gore hafiza performanslarinda anlamli bir
diistis gozlemlenmis olup kiiskiit otu ekstresi uygulanan tedavi grubunun performansi ve
hedef kadranda gecirdikleri siire SKB grubuna goére anlamli olarak artmistir. Yeni obje

tanima testi, 6grenme ve hafiza fonksiyonlar1 altinda yatan mekanizmalar1 incelemek ve
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hafiza iizerinde olusturulan modelin ve kullanilan ilacin etkilerini gézlemlemek amaciyla
deneysel bir yontem olarak kullanilmaktadir (de Bruin ve Pouzet, 2006). Yapilmis
caligmalara gore, safra kanali baglama teknigi ile olusturulan kolestaz modeline ait hayvan
grubunun yeni obje tanima test bulgular ile kiyaslandiginda SKB grubuna ait sonuglar
calismamizdaki SKB grubunun bulgular ile pozitif korelasyon gostermistir (Cho ve ark.,
2020; Bowen ve ark., 2022). Bu testte, kolestazin neden oldugu diisiiniilen, beyin hasar1
ve muhtemelen amonyak araciligr ile hayvanlar yeni obje tanima testinde basarisizlik
gostermis ve fark skor bulgular1 kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Buna karsilik tedavili grupta ise anlamli olarak hafiza performans iyilesmesi

gozlemlenmis ve bu fark skoru SKB grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Siki baglant: hiicreleri, birbirine baglanan 6zellesmis endotelyal hiicrelerden olusan kan
beyin bariyeri (KBB), dolasim ve merkezi sinir sistemleri arasindaki maddelerin gegisini
kisitlar (Cevikelli Yakut ve ark., 2019). Karaciger fibrozuna bagli gelisen
hiperamonyemik HE’li sicanlarda bozulmus KBB’nin varlig1 gosterilmistir (Goldbecker
ve ark., 2010). Karaciger hasar1 olan sicanlarin dolagiminda artis gdsteren amonyak
seviyeleri KBB’nin biitiinliiglinli bozmaktadir ve nihai olarak HE’ye neden olabilmektedir
(Butterworth, 2003; Lockwood ve ark., 1980). Literatiirde, kiiskiit otu veya bu ota benzer,
SKB’ye bagl gelisen karaciger hasarinin neden oldugu ve HE iizerinde tedavi edici
ozellik gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizin evans blue ile yapilan
fizyolojik KBB 6l¢tim bulgularina baktigimizda, kiiskiit otu ekstresi ile yapilan tedavinin,
hepatoprotektif, antioksidan, anti-inflamatuvar ve noroprotektif etkileri nedeniyle

KBB’nin bozulmasini 6nledigi diigiiniilmektedir.

Kan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyeleri, hem
klinik hem de klinik olmayan ¢aligsmalarda olasi doku hasarinin, 6zellikle karaciger
toksisitesinin hassas belirtecleri olarak iyi bilinmektedir (Ramaiah, 2007). Alanin
aminotransferaz ve AST, glukoneogenezde yer alan aminotransferazlar olarak bilinir
(Kobayashi ve ark., 2011; Qian ve ark., 2015). Aspartat aminotransferaz, hepatositlerin

hem sitozol hem de mitokondrilerinde bulunurken, ALT sadece sitozolde bulunmaktadir
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(Horio ve ark., 1988; Jadaho ve ark., 2004; Tomkiewicz ve ark., 2004; Yang ve ark.,
2009). Bu enzimler hepatositlerin hasar1 sonucu kan i¢ine sizmaktadirlar (Raval ve ark.,
2019). Ilag kullanimi, toksinler, viriisler, iskemi, otoimmiin karaciger hasar1 gibi
metabolik etkenler karaciger parankimini etkileyerek AST ve ALT degerlerini
yiikseltebilir (Limdi ve Hyde, 2003). Kolestaza bagl gelisen karaciger hastaliginin 6nemli
bir gostergesi olan bilirubin, hemoglobinin son yikim iiriiniidiir; serumda direkt ve indirekt
olarak bulunmaktadir (Jo ve ark., 2011). Yapilan bilimsel ¢aligmalara gore direkt bilirubin
diizeyi safra yolu tikanikliklarindan dolayr artis gostermektedir ayrica safra kanali
baglanmis grubun ALT, AST ve bilirubin seviyeleri, kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (Lim ve ark., 2013; Sener ve ark., 2006; Yada ve ark., 2016). Ayni1
sekilde ¢aligmamizda da SKB grubuna ait ALT, AST ve bilirubin seviyeleri kontrol
grubuna gore yiikksek bulunmustur. Kiiskiit otu ekstresinin sicanlarda olusturulan
hepatotoksisite lizerinde iyilestirici etkileri ile ilgili yapilan bir caligmaya gore; kiiskiit otu
ekstresi ile tedavi uygulanan grupta ALT, AST ve bilirubin seviyelerinin, model
olusturulan gruba gore distiigli gozlemlenmistir (Koca-Caliskan ve ark., 2018b).
Calismamizda da ayni1 sekilde, SKB grubuna ait ALT, AST ve bilirubin seviyeleri kontrol
grubu seviyelerine gore yiliksek iken; kiiskiit otu ekstresi ile tedavi edilen grupta bu
seviyeler SKB grubuna gore diistiigii gozlemlenmistir. Bu bulgularimizda literatiire

uygunluk gostermistir.

Sodyum/potasyum adenozin trifosfataz enzimi, tiim hiicre membranlarinda sodyum ve
potasyum dengesini saglayarak karaciger hiicrelerin yapisinda ve fizyolojisinde gorev alir
(Atalay ve ark., 2018). Yapilan ¢alismalara gére, SKB’nin karaciger dokusunda Na*/K"-
ATPaz seviyelerini diisiirdiigii gézlemlenmistir (Muriel, 1995; Muriel ve ark., 1994).
Caligmamizda da SKB grubunun karaciger dokularina ait incelenen Na'/K*-ATPaz
seviyeleri, kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Yapilan bir ¢calismaya gore kiiskiit
otu ekstresi kullanilarak, renal iskemi/reperfiizyon sonucu bobrek dokularinda meydana
gelen Na'/K*-ATPaz enzim sentezindeki diisiis iyilestirilmistir (Shin ve ark., 2011).
Calismamizda elde ettigimiz karaciger doku bulgular1 benzer sonuglar gostermistir —

Model grupta Na*/K*-ATPaz seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiigi
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gozlemlenirken kiiskiit otu ekstresi ile tedavi uygulanmig grupta Na'/K*-ATPaz

seviyesinin model gruba gore yiikseldigi gdzlemlenmistir.

Karaciger yetmezligi sirasinda olusan hepatik ensefalopati, multifaktoriyel bir etiyolojiye
sahip olup yagsami tehdit eden ciddi bir komplikasyondur. Bunun yaninda Na*/K*-ATPaz
enzimi gibi proteinlerin beyin édeminde ozmotik rolii vardir, s6zii gegen bu enzimin
varlig1 beyindeki iyon dengesi i¢in dnemlidir ve burada olusacak belirgin bir hasar
astrositik sismeye neden olmaktadir (Hertz ve ark., 2015). Toklu ve ark.’larinin yaptigi
bir caligmaya gore kiiskiit otu gibi bir antioksidan olan ¢orek otu yaginin SKB’ye bagl
geligen sar1ligin ve bunu takiben ortaya ¢ikan HE’ye kars1 olas1 koruyucu etkisi, oksidatif
stresi azalttig1, beyin dokusunu oksidatif stresten korudugu ve HE'’yi iyilestirdigi
gosterilmistir. Calismaya gore HE’nin olusum sebebi beyinde Na*/K*-ATPaz enzimin
sentezindeki ve aktivitesindeki diisiis olmustur. Bu enzim aktivitesindeki diisiis iyon
dengesini bozdugundan beyin 6demine sebep olmustur (Toklu ve ark., 2013).
Calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir. Safra kanali bagli grubun beyin
dokularina ait Na*/K*-ATPaz enzim aktivite bulgulari kontrol grubuna goére anlamli
olarak diisiis gozlemlenirken, kiiskiit otu bitkisi ile tedavi uygulanmig grupta Na/K*-

ATPaz seviyeleri model gruba gdre artis gostermistir.

Eksojen serbest radikaller gibi endojen serbest radikaller de, cesitli yolaklarla
organizmalarda DNA hasarina neden olabilir (Shin ve ark., 2011) ve santral dogma
siirecinde aksamalar meydana getirebilir. En ¢ok kullanilan oksidatif hasar belirteci 8-
hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG) ayni zamanda bir DNA oksidasyon belirtecidir
(Atmaca ve Aksoy, 2009; Li ve ark., 2016). Safra kanal1 baglanan hayvanlarin karaciger
dokusuna ait 8-OHdG seviyelerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundugu calismalar mevcuttur (Huang ve ark., 2003; Maeda ve ark., 2008; Matono ve
ark., 2010). Bu bilgilere paralel olarak c¢alismamizda da SKB grubunun karaciger
dokularma ait 8-OHdG seviyeleri, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Yapilan
bilimsel bir ¢caligmaya gore antioksidan etkili ve kiiskiit otu gibi anti-karsinojen etkili tibbi

bir bitki olan Ganoderma lucidum SKB’ye bagl karaciger dokularinda meydana gelen
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yiiksek 8-OHdG enzim seviyelerini iyilestirmistir (Aydin ve ark., 2010). Ayn1 sekilde
calisgmamizda SKB grubu 8-OHdG seviyelerinde anlamli bir artis goriilmiis ve
antioksidan etkili kiiskiit otu ekstresi ile tedavi uygulanan siganlarda ise ilgili hasar

belirteci seviyesinde model gruba gore anlamli bir diislis gozlemlenmistir.

Cin’de yapilan bir arastirmaya gore antioksidan 6zellikli tibbi bitkilerin karigimindan
yapilan bir formiil kullanilarak beyinde artan 8-OHdG enzim seviyelerini diigiirmiis ve
ayrica biligsel performansi arttirmistir (Qiong ve ark., 2016). Calismamizda ise SKB’ye
bagli meydana gelen beyin dokusunda 8-OHdG seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli
bir artig gostermis ve kiiskiit otu ekstresi ile tedavi uygulanan siganlarda ise 8-OHdG

seviyelerinde anlaml1 bir diigiis gozlemlenmistir.

Transforme edici biliylime faktorii beta (TGF-B), karacigerin fizyolojik ve patalojik
degisimlerinde, ayrica karaciger hasari, iltihabi ve fibrozunda 6nemli rolii olan bir
diizenleyicidir (Fabregat ve ark., 2016). Yapilan ¢aligmalara gore; TGF-B seviyesi, SKB
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Asakawa ve ark., 2012;
Du ve ark., 2012; Sharawy ve ark., 2018). Bu bilgilere paralel olarak ¢aligmamizda da
SKB grubu karaciger dokularina ait TGF-f seviyeleri, kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Kiiskiit otu ekstresinin uygulanmasi karaciger hasar1 iizerinde olas1 tedavi
edici etkilerini inceleyen bir caligmaya gore hepatoprotektif bir ajan oldugu bildirilmis ve
TGF-B diizeylerindeki geri dondiirmiistiir (Ali ve ark., 2018). Yaptigimiz ¢aligmada da
TGF-B seviyesi SKB grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek oldugu
bildirilmigtir. Ayrica kiiskiit otu ekstresi ile tedavi edilen grupta ise TGF-f seviyesinde

diisiis goriilmiistiir.

Fare karacigerinde TGF-B1 sitokininin ¢alisildig1 bilimsel bir ¢caligmaya gore, karaciger
yetmezliginden dolay1 dolasimdaki artmis TGF-B1, HE nin olusumunda etkili olmustur.
Calismaya gore karaciger yetmezliginden dolayi, karacigerdeki TGF-B1 ekspresyonunun
arttigini, dolayisi ile dolasimdaki artan TGF-B1' in HE ile iliskili néroinflamasyona ve

norolojik bozukluklara neden oldugu diistiniilmektedir (McMillin ve ark., 2019). Buradan
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anlasilacag lizere bir hepatoprotektif olan kiiskiit otunun hepatik ensefalopati iizerinde de
iyilestirici etkisi oldugu diisiiniilebilir (Saleem ve Naseer, 2014). Ayrica baska bir
caligmaya gore kiiskiit otu, anti-fibrotik etkisine bagli olarak, tiyoasetamid ile indiiklenmis
karaciger yetmezliginde TGF-B1 sitokininin artisin1 baskilamis ve hepatik fibrozisi
tyilestirdigini gostermistir (Kim ve ark., 2017). Bu bilgilere paralel olarak SKB grubunun
beyin dokularina ait TGF-f seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli artmis ve kiiskiit otu
ekstresi ile tedavi uygulanan siganlarda ise ilgili hasar belirte¢ seviyesi anlamli anlamli

olarak diismiistiir.

Aktif hepatik stellat hiicreleri, miyoblastlara doniisiirek ve hidroksiprolin seviyelerini
arttirarak kollajen proteinin iiretilmesine neden olur ve karacigerin ¢alismasini engelleyen
bu kollajen lifleri karaciger fibrozuna neden olur (Mu ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019).
Sonug olarak, hidroksiprolin karaciger hasarinin derecesini degerlendirmek i¢in bir
belirte¢ olarak kullanilir. Safra kanali bagli sigan modelinde karaciger fibrozu iizerinde
yapilan ¢aligmalara gére SKB grubu hidroksiprolin seviyesi kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (Lee ve ark., 2007; Nan ve ark., 2010; Tian ve ark., 2017).
Kiiskiit otu ve tiyoasetemid ile indiiklenmis karaciger rahatsizlig1 lizerinde yapilan bir
caligmaya gore kiiskiit otu karaciger dokusunda artmis hidroksiprolin seviyelerini
diistirmistir (Kim ve ark., 2017). Yaptigimiz ¢alismada da model grubun karaciger
dokularma ait hidroksiprolin seviyeleri kontrol grubununkine gére anlamli olarak yiiksek
bulunurken, kiiskiit otu ekstresi ile tedavi edilen grubun hidroksiprolin seviyeleri, model

grubununkine gore anlamli bir diigiis gostermistir.

Literatiirde SKB modeli ile olusturulan karacier hasar1 ve buna bagl gelisen beyin
o0demi/hepatik ensefalopatisine ait beyin dokusundaki hidroksiprolin seviyelerini ¢alisan
ve ayrica kiiskiit otu ekstresi ya da baska kiiskiit otuna benzer, SKB’ye bagli beyinde
meydana gelen hidroksiprolin seviyelerindeki artis1 engelleyen veya tersine ¢eviren tedavi
edici bilimsel bir yaym bulunmadigindan, bulgularimiz referans olarak gosterilebilir.

Calismamizda model grubun beyin dokularma ait hidroksiprolin seviyeleri kontrol
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grubuna gore anlamli bir artig ve kiiskiit otu ekstresi ile tedavi uygulanan siganlarda ise

hidroksiprolin seviyesinde anlamli bir diislis gdzlemlenmistir.

Yaptigimiz histolojik ¢aligmalara gore Koca-Caliskan ve ark.’larin yaptigi ¢aligmanin
sonucu ile benzerlik gdstermis olup SKB grubunun karaciger dokusunda belirgin bir hasar
gozlemlenmis olup kiiskiit otu ile tedavi edilen SKB grubu karaciger dokusunda bu hasar

iyilesme gostermistir (Koca-Caliskan ve ark., 2018b).

Cuscuta reflexa tiiriinden elde edilen metanol ekstresinin DPPH radikaline karst 359.48
ng/ml’lik 1Kso degeriyle antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Patil ve ark.,
2009). Su anki calismamzda Cuscuta tiirii 125.5 pg/ml’lik IKso degeriyle DPPH
radikaline kars1 daha iyi bir antioksidan aktivite gdstermistir. Ayn1 zamanda ekstrenin
ABTS radikaline ve 5-lipoksijenaz enzimine karsi da iyi bir antioksidan ve anti-
inflamatuvar aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Jafari ve ark.’nin yapmis oldugu
bir ¢alismada Cuscuta campestris, C. monogyna ve C. approximate tiirlerinin toprak tistii
kisimlarindan elde edilmis metanol ekstrelerinin total fenolik bilesik miktarlari
arastirilmis ve bu tiirlerin sirastyla 36.96, 49.59 ve 56.67 mg/g oldugu bulunmustur. Bu
calisgmamizda ise kiiskiit otunun total fenolik bilesik miktar1 (38.58 mg/g) Cuscuta

campestris tiriinden daha yiiksek digerlerinden ise daha diisiik bulunmustur.

Yapilan ¢alismanin bulgularina baktigimizda kiiskiit otu safra kanali baglama teknigi ile
olusturulan karaciger fibrozu ve buna bagl gelisen beyin hasarina kars1 olas1 koruyucu
etkisi oldugu goriilmiistiir Kiiskiit otu ekstresinin bu koruyucu etkisi, antioksidan,
antienflamatuvar ve hepatoprotektif etkileriyle agiklanabilir. Bu nedenle kiiskiit otu ileride
klinik ¢alismalarla desteklenmesiyle karaciger fibrozu ve hepatik ensefalopati tedavisinde
umut verici bir roliiniin olabilecegi diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma, Cuscuta
tiirtiniin halk tarafindan karaciger hastaliklarina kars1 etnobotanik kullanimini bilimsel
olarak dogrulamistir. Bu nedenle kiiskiit otu ileride klinik ¢aligmalarla desteklenmesiyle
karaciger fibrozu ve hepatik ensefalopati tedavisinde umut verici bir roliiniin olabilecegi

diistiniilmektedir.
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