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ONSOZ

Yiizyillardan beri iizerinde yogun olarak calisilan organ transplantasyonlari
artik glintimiizde yaygin olarak basariyla yapilmaktadir. Organ nakillerinde en
onemli adim doku reddinin Onlenmesinde etkili olan immiinosiipresif ilaglarin
kesfidir. Organ nakillerini takiben mutlaka uzun siireli bir immiinosiipresif preparat
kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan immiinosiipresif ilaclardan birisi de
takrolimusdur. Immiinosiipresif ilaglarin uzun siireli kullanimma ilgili siklikla
nefrotoksisite, hepatotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkiler de goriilebilmektedir
(Tada ve ark 1999). Bu nedenle organ nakillerinde immiinosiipresif ilaglarin yani sira
antioksidan ozellikli cesitli preparatlar da kullanilmaktadir. Bu immiinosiipresif
ilaglarin yan etkilerini azaltmak veya hiicreyi oksidatif stresten korumak icin Omega-
3 yag asidi, quercetin, vitamin E, aliskiren ve ardi¢ yag gibi antioksidanlar
kullanilmaktadir (Boigk ve ark 1997, Tada ve ark 1999, Butani ve ark 2003,
Mostafavi—Pour ve ark 2008, Goksu Erol ve ark 2013, Al-Harbi ve ark 2015).

Yaygin olarak kullanilan antioksidan flavonoidlerden bir tanesi de
silimarindir. Latince ismi Silypbum marianum (L) Gaertn olan deve dikeni bitkisinden
elde edilen silimarin, uzun yillardan beri basta Hindistan olmak {izere Uzak Dogu
tilkelerinde karaciger koruyucu bir gida maddesi olarak bilinmektedir. Giiniimiizde
silimarin, toksik ve iskemik Kkaraciger yaralanmalarinda, antioksidatif,
antilipidperoksidatif, antifibrotik ve hatta karaciger yenilenmesinde tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Subir Kumar Das 2008, Kocaman ve Dabak 2015).

Takrolimusun yan etkilerine kars1 koruyucu olarak silimarinin kullanildig:
deneysel bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Calisma, yiiksek antioksidan O6zelligi
bilinen silimarinin, takrolimusun bdbrek ve karacigerde neden oldugu yan etkilere
kars1 koruyuculugunun belirlenmesi amaciyla planlanmistir. Bu amagla ¢alismada

histopatolojik, in situ TUNEL ve biyokimyasal yontemler kullanilmistir.

Doktora egitimim siiresince siirekli bana destek olan, tez konusunun
belirlenmesi ve yiiriitilmesinde yardimlarin1 esirgemeyen c¢ok degerli danisman
hocam Sayin Prof. Dr. Mustafa Kemal CIFTCl'ye tesekkiirii bir bor¢ biliyor ve
stikranlarimi sunuyorum. Teorik ve pratik bilgilerinden yararlandigim Selguk

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr.



Hiidaverdi ERER, Prof. Dr. Mustafa ORTATATLI, Prof. Dr. Fatih HATIPOGLU,
Dog. Dr. Ertan ORUC ve Dog. Dr. Ozgiir OZDEMIR’e tez calismam esnasinda
yardimlarini esirgemeyen Aras. Gor. M. Burak ATES’e ve her ihtiyacim oldugunda
yanimda olan Aras. Gor. Banu KANDIL, Aras. Gér. Esra CELIK ve Doktora
Ogrencisi Ayse CELEBI’ye sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Ratlarda Takrolimus Kaynakh Bobrek ve Karaciger Toksisitesine Karsi
Silimarinin Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Funda TERZI

Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dal

DOKTORA TEZi /KONYA -2017

Gilinlimiizde yaygin olarak yapilmakta olan organ nakillerinden sonra uzun siire kullanilan
immiinosiipresif ilaglarin yan etkilerine karsi ¢esitli antioksidanlar kullanilmaktadir. Bu ¢aligma ile sik
kullanilan immiinosiipresif etken olan takrolimusun ratlarda bobrek ve karacigerde neden oldugu
toksisiteye karst silimarinin koruyucu etkisi histopatolojik, in situ TUNEL ve biyokimyasal
yontemlerle aragtirtlmigtir.

Calismada 46 adet, 8 haftalik saglikli disi rat kullanild1 ve c¢alisma 6 hafta siireyle yapildi.
I.Kontrol Grubu; sadece pelet yemle beslendi. II. Tak Grubu; 1 mg/kg/giin takrolimus iP uygulandi.
I11. Sli 100 Grubu; Silimarin 100 mg/kg/giin oral; IV. Tak + Sli 100 Grubu; 1 mg/kg takrolimus IP ve
silimarin 100 mg/kg/giin oral uygulandi. V. Sli 200 Grubu; Silimarin 200 mg/kg/giin oral; VI. Tak +
Sli 200 Grubu; 1 mg/kg/giin takrolimus IP ve silimarin 200 mg/kg/giin oral uygulandi.

Takrolimusun {P uygulandigi Tak Grubu ratlarda canli agirlik artisinin Kontrol Grubuna gére
diisiik oldugu belirlenmistir. Histopatolojik degisiklikler Kontrol Grubunda 1 olmak iizere lezyonun
siddetine gore 2, 3 ve 4 rakamu ile skorlandi. Bu skorlara gére degerlendirildiginde; her iki organdaki
histopatolojik degisikliklerin Tak Grubunda anlamli (p<0,05) diizeyde yiiksek oldugu goriildi.
Takrolimusun bobrek ve karacigerde belirgin olarak lezyona neden oldugu tespit edildi. Calismada
Tak + Sli 100 ve Tak + Sli 200 gruplarinin skorlarinda, Tak Grubuna gore anlamli (p<0,05) diizeyde
diistis goriildii. Buna goére de silimarinin, takrolimusun bobrek ve karacigerde neden oldugu
histopatolojik degisiklikleri onleyici sahip oldugu degerlendirildi.

Kan serumu total oksidan seviyesi (TOS), Tak Grubunda diger gruplara gore (p<0,05)
yiiksek, total antioksidan seviyesi (TAS) ise diisiik olarak tespit edildi. Takrolimusun oksidatif strese
neden oldugu, silimarinin de bunu disiiriicii etkiye sahip oldugu belirlendi.

Calismanin ALT, AST, GGT, bilirubin ve kreatin degerleri Tak Grubunda, biitiin gruplardan
anlamli olarak (p<0,05) yiiksek, Tak + Sli 100 ve Tak + Sli 200 gruplarinda ise degisen seviyelerde
olsa da Tak Grubuna gore diisiik oldugu goriildii. Bu durum takrolimusa ilgili toksisite olustugu ve
silimarinin bu toksisiteyi azaltici/engelleyici bir etkisinin oldugu seklinde degerlendirildi. Ayrica
TUNEL yontemi ile takrolimusun apoptozisi artirici, silimarinin ise apoptozisi azaltict etkiye sahip
oldugu gozlendi. Calismanin sonucunda silimarinin takrolimus nefrotoksisitesi ve hepatotoksisitesine
kars1 koruyucu olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Silimarin, Takrolimus, Nefrotoksisite, Hepatotoksisite, Histopatoloji,
TUNEL, Rat.
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Investigation of the Protective Effect of Silimarin Against Tacrolimus-induced
Renal and Liver Toxicity in Rats

Funda TERZI

Department of Veterinary Pathology

PhD THESIS/IKONYA 2017

Various antioxidants have been used against the side effects of long-term immunosuppressive
drugs after organ transplants which are widely performed today. In this study, the protective effect of
silymarin against renal and hepatic toxicity of tacrolimus, a common immunosuppressive agent, were
investigated by histopathological (H&E) and in situ TUNNEL and biochemical methods.

In the experimental study, 8 weeks old, 46 healthy male rats were used. It was done for 6
weeks. Group I, Control: only the pellet was fed. Group Il: Tak; 1 mg / kg / day tacrolimus was
intraperitoneally (IP) administered. Group Il1: Sli 100; Silymarin 100 mg / kg / day peros, Group 1V:
Tak + Sli 100 ; 1 mg / kg tacrolimus (IP) and silymarin 100 mg / kg / day peros were administered.
Group V. Sli 200; Silymarin 200 mg / kg / day (peros); Group VI. Tak + Sli; 1 mg / kg tacrolimus (IP)
and silymarin 200 mg / kg / day (peros) were administered.

Live weight gain was lower in Tak Group which tacrolimus applied IP than rats in control
group. Histopathologic changes were scored by the number of 1 (group control) 2, 3 and 4 according
to the lesion severity. When evaluated to these scores; histopathologic changes in Tak Group were
found significant (P <0.05). Tak + Sli 100 and Tak + Sli Scores of the 200 groups were statistically
lower than Tak Group (P <0.05). According to histopathological changes preventive effect of
slymarin in the kidney and liver tissue against tacrolimus was determined.

Blood serum TOS and TAS level in Tak group higher and lower, respectively than the other
groups (P <0.05). Thus, tacrolimus was found to cause oxidative stress, and silymarin had a reducing
effect.

The ALT, AST, GGT, bilirubin and creatinine values of the in Tak Group were higher (p
<0.05) than all groups. All these values in Tak + Sli 100 and Tak + Sli 200 groups were found lower
than Tak Group. This was assessed as tacrolimus-related toxicity and sliymarin was a reducing /
reducing effect of this toxicity effect.

In addition, TUNEL method showed that tacrolimus increasse and silymarin decreases
apoptosis. As a result of the study, it was concluded that silymarin can be used as protective against
tacrolimus nephrotoxicity and hepatotoxicity.

Key Words: Silymarin, Tacrolimus, Nephrotoxicity, Hepatotoxicity, Histopathology, TUNNEL,
Rat.
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1. GIRIS

Takrolimus (FK506), organ nakillerinde transplantin reddini 6nlemede ve
Behget Hastaligi, Myastenia Gravis, artritis ile atopik dermatitis gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Armstrong ve Oellerich
2001). Diger immiinosiipresif etkenlere goére molekiiler agirligi daha disiik olan
Takrolimus T-hiicresi aktivasyonunu inhibe etme potansiyelinin 10 ile 100 kat daha
fazla olmasi nedeni ile g¢ok gii¢lii bir immiinosiipresif etkiye sahiptir. Ancak
takrolimusun doku nakillerinden sonra da uzun siireli kullaniliyor olmasi sonucu
metabolitleri hiicrelerde birikmekte buna ilgili de hiicrelerde oksidatif strese ve
dolayisiyla sitotoksisiteye neden olmaktadir (Vetter ve ark 2003, Burcak ve Andican
2004).

Takrolimus ve siklosporin gibi yaygin kullanilan immiinosiipresif
preparatlarin  sitotoksik etkisi sonucu genellikle nefrotoksisite, hepatotoksisite,
norotoksisite ve dibetes mellitus gibi 6nemli yan etkileri ortaya c¢ikmaktadir. Bu
ilaglarin yan etkilerini azaltmak veya hiicreyi oksidatif stresten korumak i¢in daha
¢ok E ve C vitamini ile omega 3, susam yagi, ardic yagi gibi flavonoidler
kullanilmaktadir (Butani ve ark 2003, Goksu Erol ve ark 2013).

Bugiline kadar cesitli bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve c¢igeklerinden
4.000"n tizerinde diisiik molekiiler agirligina sahip flavonoid tespit edilmistir (Heim
ve ark 2002). Flavonoidlerin biyolojik sistemlerde koruyucu etkileri, elektronlar:
serbest radikallere transfer etme, antioksidan enzimleri aktive etme (Elliott ve ark
1992), alfa-tokoferol radikallerini azaltma, oksidazlar1 inhibe etme ve metal
katalizorleri selatlama (Ferrali ve ark 1997) kapasitelerine bagli olmaktadir (Cos ve
ark 1998). Bu flavonoidlerden bir tanesi de gliniimiizde yaygin olarak kullanilan
Silypbum marianum (L.) Gaertn (Deve Dikeni) bitkisi tohumlarindan elde edilen
silimarin (Deve dikeni siitii)’dir. Deve dikeni tohumu yiiksek antioksidan 6zelligi ile
basta karaciger hastaliklari, siroz, kronik hepatitis ve safra kesesi hastaliklarinda
destekleyici gida olarak kullanilmaktadir (Kvasnicka ve ark 2003, Post-White ve ark
2007, Subir Kumar Das 2008).

Bu ¢alisma ile intraperitoneal yolla takrolimus uygulanan ratlarda silimarinin

oksidatif stres, hepatotoksisite ve nefrotoksisite {iizerine koruyucu etkilerinin



histopatolojik, in situ TUNEL ve biyokimyasal yontemlerle arastirilmasi

amaglanmstir.

1.1. Takrolimus

Japonyada Dr. T.S. Kuba tarafindan 1984 yillinda bulunan Takrolimus
(FK506), Streptomyces tsukubaensis mantarindan elde edilen ve 822 dalton
agirh@inda immunosiipressif bir ilagtir (Kansu 2002). Takrolimusun kimyasal
formiilii ise Ca4 HggNO12.H,O’dur (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Takrolimusun kimyasal formiilii (C44 HsgNO12.H,0) (lwasaki 2007).

Takrolimusun emilimi alinis sekline gore biiytik 6lciide degisken oldugundan
kan konsantrasyonlar: da farkli olmakta ve bdylece biyoyararlanim orani1 da %5-67
arasinda (ortalama %29) degismektedir. Takrolimus oral yolla alindiginda, gida ile
alinmasina ve gidanin yagli olup olmamasina ilgili emilim oran1 % 13 ile % 23
arasinda degisiklik gosterir. Takrolimusun bagirsaklardan emiliminden sonra
yaklasik %99’u a-acit glikoprotein ve albiimin ile eritrositlere baglanir (Vicari-
Christensen ve ark 2009). Bu nedenle kan konsantrasyonu plazmadan daha yiiksektir
(Ayna ve ark 2009). Takrolimus atilmadan 6nce neredeyse tamamen metabolize

edilir (Iwasaki 2007).

Takrolimus karacigerde sitokrom P-450 Il A enzimi yoluyla metabolize
edilir (Vicari-Christensen ve ark 2009). Ana metaboliti olan M1 formasyonundaki
13-O-dimetil-Takrolimus immunosiipresif etki gosterir (Karanam ve ark 1994,
Iwasaki 2007). Peros yolla verilen takrolimusun sadece % 1’i bobreklerden, biiyiik

kism1 ve metabolitleri de digki ile atilir (Iwasaki ve ark 1998, lwasaki 2007).



1.1.1. Takrolimus Patogenezi

T lenfositler, klasik doku reddinin sorumlusu olan hiicresel bagisiklikta rol
oynayan temel hiicrelerdir. Takrolimus immiinosiipresif etkisini T hiicreleri ile
etkilesime girerek gosterir. T hiicrelerine girdikten sonra buradaki baglayici proteine
(FKBP) baglanarak yeni bir kompleks molekil (FK506/FKBP) olusur.
FK506/FKBP molekiilii de hiicrede defosforilasyon, kinaz ve fosfataz aktivitesinde
ve protein ekspresyonunda gorev alan kalsindrine baglanarak, kalsindrini inhibe
etmektedir (Campistol ve Sacks 2000, Kansu 2002, Gawel ve ark 2004, Kien ve
Walterova 2005, Naesens ve ark 2009). Kalsinorinin takrolimus tarafindan bloke
edilmesi ile IL-2,-3,-4,-5,-7, interferon-y, Tumor necrosis factor alfa (TNF-a),
graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktoér gibi T hiicresi kaynakli sitokinlerin
tiretimi durdurulmaktadir (Busauschina ve ark 2004, Miyata ve ark 2005). Boylece
takrolimus, T lenfositlerin aktivitesini baskilayarak doku reddini 6nlemektedir (Liu

1993, Busauschina ve ark 2004).
1.1.2. Takrolimus ve Oksidatif Stres

Takrolimus gibi immiinosiipresif ajanlar, hiicrelerde serbest oksijen
radikallerinin olusumunu tesvik etmektedir (Vetter ve ark 2003). Serbest oksijen
radikalleri; hidroksil radikalleri (OH ), siiperoksit anyonlar1 (O; ) ve peroksil
radikalleri (ROO™) ile onlara ilgili olusan singlet oksijen (*O5), hidrojen peroksit ve
ozondur (Gok ve ark 2006, Caylak 2011).

Stiperoksitlerin patojen etkilerinin 6nlenmesi i¢in siiperoksit dismutaz (SOD)
adli antioksidan enzim ile siiperoksitler, hidrojen perokside (H2O,) ve oksijene
cevrilir. Hidrojen peroksit ya dokulardaki katalaz, peroksidaz ve glutasyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle, su ve oksijene, ya da biyolojik membranlardan
gecerek metal iyonlarla reaksiyonuna girerek (Fenton reaksiyonu) daha reaktif

hidroksil radikallerine doniisebilir (Mercan 2004, Caylak 2011).

Serbest radikaller ile antioksidan mekanizmas: arasindaki denge, fazla
miktarda olusan serbest radikallerin, lipit, protein, karbonhidrat ve DNA ile
etkilesmesi sonucu bozulur. Dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi sonucu da
hiicrede yapisal ve metabolik degisiklikler meydana gelir. Serbest oksijen radikalleri

Ozellikle hiicre membranindaki doymamis yag asitlerine etki ederek lipid
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peroksidasyonunu olustururlar. Lipid peroksidasyonun en oOnemli iriinii olan
malondialdehit (MDA), hiicre membraninda bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol

acarak iyon gecirgenligini artirir (Mercan 2004, Tabakoglu ve Durgut 2013).

In vitro ve in vivo yapilan calismalarda, takrolimus hiicrelerde NADPH
oksidaz geni ve protein ekspresyonu ile TGF-B saliniminda artisa, buna ilgili olarak
da hiicre ici serbest glutatyon (GSH) konsantrasyonunda azalmaya ve dolayisiyla
hiicrelerde oksidatif strese neden olmaktadir. Yine takrolimus, hiicrede antioksidan

bir enzim olan SOD ve TRX salinimini da azaltmaktadir (Khanna ve Pieper 2006).

Serbest oksijen radikallerinin ve total antioksidanlarin serum (veya plazma)
konsantrasyonlari laboratuvarlarda total oksidan seviyesi (TOS) ve total antioksidan
seviyesi (TAS) olgtimleri seklinde ¢esitli metotlarla yapilmaktadir. En yaygin
kullanilan1 ~ 2,2V-azinobis  (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTSS") tabanh
kolorimetrik yontemdir (Erel 2004).

1.1.3. Takrolimusun Nefrotoksik Etkisi

Takrolimus bdobreklerde renin-angiotensin sistemini, prostoglandinleri ve
endotelin I'1 aktive ederek afferent arteriollerde vazokonstruksiyon olusturmakta,
buna ilgili olarak da dokularda hipoksi ve tubulus epitellerinde hipoksiyle ilgili
degisiklikler meydana gelmektedir (Campistol ve Sacks 2000). Bu arada hem
hipoksiye ve hem de takrolimusun plazmada bulunan yiliksek seviyedeki toksik
metabolitlerine ilgili tubuluslarin epitellerinde serbest oksijen radikalleri (siiperoksit,
hidrojen peroksit) ve nitrojen radikalleri olusmaktadir (Simon ve ark 2000). Bu
serbest oksijen radikaleri de lipit peroksidasyonuna neden olmakta ve bdylece
membran gegirgenligi bozularak hiicre dejenerasyonu meydana gelmektedir (Yarsan
1998, Caylak 2011).

Histopatolojik olarak; tubul epitel hiicrelerinde akut hiicre siskinligi,
vakuolizasyon ve nekroz gozlenmektedir (Ural ve ark 2005, Al-Harbi ve ark 2015).
Takrolimus preparatinin uzun siireli kullanominda ise histopatolojik olarak
interstisyel fibrozis, tubiiler atrofi, arteriyoler hiyalinozis, glomeriiler fibrozis ve
tubiiler mikrokalsifikasyonlarin olustugu kaydedilmistir (Liptak ve lvanyi 2006,
Naesens ve ark 2009).



Takrolimus nefrotoksisitesinde kanda kreatin, {ire, nitrojen, potasyum ve
BUN seviyelerinde artiglar tespit edilir (Akbaba 2009).

1.1.4. Takrolimusun Hepatotoksik EtkKisi

Takrolimus, hepatositlerde serbest oksijen radikallerinin birikmesine ve
boylece de dejenerasyona neden olmaktadir. Takrolimus kullanilan hastalarin
karaciger biyopsilerinde histopatolojik olarak hepatositlerde periasiner yerlesimli
hafif dereceli hiicre siskinligi, balonumsu dejenerasyon ve nekroza kadar giden
lezyonlar goriildigii kaydedilmektedir (Khettry ve ark 2002, Taniai ve ark 2008).
Ayrica kronik olaylarda Kupfferin yildiz hiicrelerinde artis ve portal alanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 da goriilebilir (Demetris ve ark 1990).
Biyokimyasal olarak da takrolimus karaciger enzimlerinden ALT, AST, GGT
seviyelerinde artis ile hiperbilirubinemiye neden olur (Sanchez-Campos ve ark 1998,
Akar ve ark 2005, Taniai ve ark 2008, Yadav ve ark 2013).

1.1.5. Takrolimus ve Apoptozis

Apoptozis, bir hiicrenin kendi niikleer DNA’sini, niikleer ve sitoplazmik
proteinlerini yikimlayacak enzimleri aktive etmesiyle ger¢eklesen programli bir
hiicre 6limii ¢esididir. Apoptozis, doku ve organlarda hiicrelerin yasam siklusu

stiresince yapim ve yikim dengesini siirdiirmede gorev alir (Eroz ve ark 2012).

Apoptozis, kaspaz adi verilen enzimlerin aktivasyonuyla gerceklesir. Kaspaz
aktivasyonu pro- ve anti- apoptotik protein iiretim ve yikimlari arasinda hassas
dengeye bagldir. Kaspaz aktivasyonuyla sonuglanan iki yolak vardir. Oliim
reseptorii (Ekstrensek) yolagt; bircok hiicre yiizeyinde, 6liim reseptorleri adi verilen
ve apoptozu tetikleyen molekiiller bulunmaktadir (Er6z ve ark 2012). Bu sinyal
yolaginda TNF reseptor gen siipreser ailesinin iiyeleri olan 6liim reseptorlerini
igeren transmembran reseptorleri gorev almaktadir. Oliim yolaginda FasL/FasR,
TNF-a/TNFR1 reseptorlerinin uyarilmas: ile kaspaz 8 aktive olur ve hiicrede
apoptozis baslar (Kaya ve ark 2012). Kaspaz 8 ve 9 ¢ok sayida hedefi etkilemesiyle
DNA’y1 ve niikleer proteinleri pargalayan niikleaz enzim aktivasyonuna neden olur.
Kaspazlar ayrica g¢ekirdek matriksinin ve hiicre iskeletinin diger bilesenlerinin
yikimma da neden olarak hiicrenin pargalanmasina yol acarlar. Mitokondrial

(Intrensek) yolak olarak bilinen sitokrom C ve endojen apoptoz inhibitdrlerini
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notralize eden proteinler apoptoza neden olur (Li ve ark 1998). Hiicrenin 6lmesi veya
yasamaya devam etmesi arasindaki tercih prototipi Bcl-2 olan 20’den fazla sayida
protein tarafindan denetlenen mitokondri gegirgenligi ile belirlenir (Li ve ark 1998,
Kaya ve ark 2012). Anti-apoptotik proteinlerin bazilar1 BcL-2, BcL-x, BcL-XL, BcL
—XS, BcL-w, BAG’1 igerir. Pro-apoptotikler ise BcL-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim,
Bik ve Bik’1 icermektedir. Bu proteinler apoptozisi baslatma ve sonlandirma
isleminde gorev alirlar. Sitokrom C’nin aktive oldugu durumlarda diger bazi
faktorlerle birlikte kaspaz-9’u aktive eder ve hiicre ¢ekirdeginin pargalanmasiyla son

bulur (Nagata 1997, Er6z ve ark 2012).

Takrolimus (FK506), kaspaz-3 aktivasyonuyla Bak protein ekspresyonununa,
mitokondriyal disfonksiyona ve niikleer pargalanma ile apoptozise neden olmaktadir
(Choi ve ark 2008). Takrolimus FK506 ile in vivo yapilan bir ¢aligmada periferal T-
lenfositlerin apoptozisine neden oldugu belirlenmistir (Migita ve ark 1995). Yine
fareler tiizerinde yapilan deneysel c¢alismada takrolimusun beyinde Kkapillar
damarlarin endotel hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonuna neden olarak kismi bir

ensefalopatiye yol agtigi1 gosterilmistir (Kochi ve ark 2000).
1.2. Silimarin

Silimarin, deve dikeni bitkisinden (Sekil 1.2) elde edilen bir flavonoiddir.
Flavonoidler bitki metabolizmasinin iriinii olup farkli fenolik yapilara sahiptir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal iyonlarla
bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen olusumunu engelleme
veya azaltma gibi Ozelliklerinden kaynaklanir (Rice-Evans ve ark 1996). Bu
bilesikler, lipitlerin ve diger biyomolekiillerin (protein, karbonhidrat, niikleik asitler)
serbest radikallerce okside olmalarimi engellemek igin aromatik halkalarindaki

hidroksil gruplarda bulunan hidrojeni verir (Burda ve Oleszek 2001).



Sekil 1.2. Silybum marianum (L.) Gaertn (Deve dikeni) bitkisi ve tohumlari.
Cigeklenme donemi (Tolga 2017).

Flavonoid  bilesikleri,  antibakteriyel,  antitrombotik,  vazodilator,
antiinflamatuar ve antikarsinojenik gibi ¢ok c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip etken
maddeleri vardir (Cizelge 2.1). (Middleton ve ark 2000). Flavonoidler, kimyasal
yapilari, biyoyararlanimi ve dagilimina bagli olarak organizmada farkli metabolik

etkilesime neden olmaktadir (Rice-Evans ve ark 1996).

Cizelge 2.1. Baz1 bitki ve baharatlardan izole edilen Flavonoid bilesikleri (Coban ve
Patir 2010).

Bitki ve baharatlar | Latince ismi Etken maddesi

Devedikeni Silypbum marianum (L.) | Silimarin, Silybin, Isosilybin,
Gaertn Silychristin, Silydianin

Biberiye Rosemarinus officinalis Karnosik asit, Karnosol, Rosmanol,

Rosemarinik asit.

Adagay1 Salvia officinalis Karnosol, Karnosik asit, Rosmanol,

Rosmarinic asit

Kekik Thymus vulgaris Thmol, karvakrol, p-cunen

Karanfil Eugenia caryophyllata Eugenol, Gallatlar

Zerdecal Curcuma longa L. Kurkumin

Karabiber Piper nigrum Fenolik Amidler, Flavonoidler

Sogan Allium cepa Antosiyaninler, Kuarsetin, Alkil/alkalen

Sistein stilfoksitler




Bu flavonoidlerden bir tanesi de deve dikeni bitkisinin tohumlarindan elde
edilen silimarindir. Latince ismi Silybum marianum (L.) Gaertn (Asteraceae
familyasi) olan deve dikeni bitkisi uzun yillardan beri basta Hindistan olmak {izere
Uzak Dogu iilkelerinde sifa verici bir gida olarak kullanilmaktadir (Subir Kumar Das
2008).

Silimarin (Deve dikeni siitli) silybin, isosilybin, silychristin ve silydianin
olmak tizere dort isomerin karisiminin olusturdugu bir flavonoiddir (Kvasnicka ve
ark 2003, Post-White ve ark 2007, Subir Kumar Das 2008). Silimarin ve aktif
bilesigi olan silybin antioksidan aktivitesini, serbest oksijen radikallerini uzaklastirip,
boylece de lipid peroksidasyonunu inhibe etmek suretiyle olusturmaktadir (Dehmlow
ve ark 1996, Farghali ve ark 2000, Subir Kumar Das 2008).

Bu bitki 2000 yildan daha fazla siiredir, alkol ve ¢esitli kimyasal maddeler ile
mantar zehirlenmelerine, yilan, bocek sokmalarina karst karacigeri koruyucu olarak,
hepatitis, siroz, sarilik gibi karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda da tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Kvasnicka ve ark 2003, Kien ve Walterova 2005).
Silimarin, antioksidatif etkisini serbest oksijen radikallerini uzaklastirarak ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ederck gosterir (Dehmlow ve ark 1996, Farghali ve ark
2000, Subir Kumar Das 2008). Ayrica silimarinin antiinflamatuvar, antifibrotik,
antilipidperoksidatif, hiicre membranlarmin  gegirgenligini  diizenleyici ve
hepatositlerin rejenerasyonu gibi biyolojik fonksiyonlar1 da bulunmaktadir (Radko ve
Cybulski 2007). Bu ozellikleri ile karaciger hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan silimarinin, diger organ ve dokular tizerinde de koruyucu etkisinin oldugu

bildirilmistir (Varzi ve ark 2007, Tasdemir 2016).
1.2.1. Silimarinin Bobrekte Koruyucu Etkisi

Bobrek transplantasyonu sirasinda soguk iskemi ve reperflizyon déneminde
olusan serbest oksijen radikallerinin tubul epitellerinde olusturdugu hasari 6nlemede
Slybinin etkili oldugu kaydedilmektedir (Gazak ve ark 2007). Silimarin, diyabete
ilgili gelisen siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonunu artirarak, serbest radikallerin hasaria kars1 koruyucu
etki olusturur. Bu nedenle silimarin diyabetik olgularda gelisen nefropatilere karsi

koruyucu olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Soto ve ark 2010). Yine



Sonnenbichler ve ark (1999) tarafindan in vitro yapilan bir c¢alismada bobrek
hiicrelerinde parasetamol, sisplatin ve vincristin gibi kimyasal maddelerle birlikte
silybin verilmesinin nefrotoksik etkileri azaltabilece§i veya Onleyebilecegi
bildirilmistir. Silimarinin gegici iskemi ve reperflizyonun yol actig1 hasarlara kars1 da
koruyucu olarak kullanilabilecegi ve yapilacak c¢alismalarla da yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilebilecegi vurgulanmistir (Gazak ve ark 2007).
1.2.2. Silimarinin Karacigerde Koruyucu Etksi

Silimarinin, hiicre membranlarinda permeabiliteyi diizenlemek suretiyle
hepatositlerin dejenerasyonlara karst korumasini sagladigi gibi, RNA polimeraz I’i
aktive ederek ribozamal protein sentezini artirdigi ve bdylece hepatositlerin
rejenerasyonunda da etkili oldugu kaydedilmektedir (Fraschini ve ark 2002). Ayrica
silimarinin karaciger koruyucu etkisine ilgili pro-apoptotik bax protein diizeylerini
azaltarak karacigeri apoptozdan korudugu da bildirilmistir (Post-White ve ark 2007).
Kronik alkol ve karbontetrakloriire ilgili karaciger toksikasyonlarinda hepatositlerin
yikimlanmasinin yani sira, stellata hiicrelerin kollajenleri ve diger hiicre dis1 matris
bilesenlerini sentezlemesi ile fibrogenezis aktive edilmektedir. Silimarinin, Kuppfer
hiicrelerinin proliferasyonu inhibe ettigi, bdylece de fibrinogenezisi azalttig
bildirilmistir (Boigk ve ark 1997, Subir Kumar Das 2008). Silimarin sitokrom P450

detoksifikasyon sistemini (faz 1) inhibe eder (Fraschini ve ark 2002).
1.2.3. Silimarinin Diger Doku ve Organlarda Koruyucu Etkisi

Silimarinin, kalp kasinda oksidatif stres ve kardiyotoksisitenin neden oldugu
apoptozisi 6nledigi bildirilmistir (Gazak ve ark 2007). Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapétik ilaglarla birlikte silimarinin kullanildig1 olgularda anti apoptotik
maddeler olan Bcl-xL ve p53°t arttirarak kematerapétik ilaglarin kardiyotoksik
etkisini azalttigi da kaydedilmigtir (Patel ve ark 2010, Raskovi¢ ve ark 2011).

Silimarinin  norotoksisite ~ ve  nodrodejeneratif  etkileri  antioksidan
mekanizmayla Onledigi de diisliniilmektedir. Bu nedenle silimarin nérotoksisiteye

kars1 koruyucu olarak da kullanilmaktadir (Wang ve ark 2013).



1.2.4. Silimarinin Antiinflamatuar ve Antikarsinogenezis EtkKisi

Silimarin ve silybinin antikarsigonezis ve antiinflamator etkileri heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Silimarinin, nétrofil ve Kupffer hiicrelerinin migrasyonu ile
l16kotriyen ve prostoglandin sentezini de inhibe ettigi belirlenmistir (Fraschini ve ark
2002). Silimarin, COX-2 ve 5-lipooxygenase (LOX) sitokinlerini baskilayarak, NF-
kB’yi inhibe eder. Tiimoér nekrosis faktor, IL-1 ve IL-6, lenfotoksin, graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) ve interferon (IFN-y) interlokinlerin
iretimine katkidan bulunan NF-kB’nin inhibisyonuyla iligkili olabilecegi kabul
edilmektedir (Sekil 1.3) (Kfen ve Walterova 2005). Silimarin reaktif oksijen ara
tiriinlerinin tiretimine ve lipid peroksidasyonuna neden olan TNF-a’y1 inhibe ederek,

apoptotik hiicre 6liimiine kars1 koruyucu olmaktadir (Manna ve ark 1999).

Sitokinler
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Sekil 1.3. Silimarinin farkli biyokimyasal enzimatik mekanizmalara etkisi.

Silimarinin  antikarsinojenik etkisi, kanser hiicrelerinde sitokrom C
salinimmin indiikklenmesi, kaspaz-3 ve Kkaspaz-9’un aktivasyonu, Bax/Bcl-2
genlerinin oranlarinda goriilen degisiklilere neden olarak apoptozisi arttirdig
belirlenmistir (Katiyar ve ark 2005). Ayrica silimarin tiimor hiicresi gelisiminde aktif

rol alan NF-kP olusumunu baskilar ve dolayisiyla da hiicre siklusunu ve timor
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proliferasyonunu durdugu bildirilmistir (Bharti ve Aggarwal 2002). Kanserli
dokularda epitelyal apoptozisi indiikler ve anjiogenezisi inhibe eder (Kfen ve
Walterova 2005). Silimarin, TNF-a kaynakli proteinleri ve adezyon molekiillerinin
(VCAM-1, ICAM-1 ve E-selectin, HUVEC) mRNA ekspirasyonunu baskilar (Kien
ve Walterova 2005).

Ultraviole (UV) isinlarmin sebep oldugu deri kanserlerinde hem silimarin
hem de silybinin ¢esitli hayvan tiirlerinde fotokarsinogenezisi 6nledigi belirlenmistir
(Katiyar ve ark 2005).
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2. GEREC ve YONTEMLER
2.1. Gereg
2.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Etik Kurul

Deneysel calismada 46 adet 8 haftalik saglikli disi rat kullanildi. Ratlar,
Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin
edilerek, deneysel prosediir uygulandi. Hayvanlara yapilacak uygulamalar igin
SUDAM etik kurulundan 17.03.2015 tarih ve 2015/49 numarali etik kurul onay1

alind1 ve ayn1 merkezde ¢alisma yapildi.
2.1.2. Deneme Gruplan

Kontrol grubunda 6 adet (Etik Kurul dnerisiyle), diger gruplarda ise 8’er adet
rat kullanildi. Calismada takrolimus uygulamalari 1 mg/kg/gliin dozunda
intraperitoneal (IP) olarak, silimarin uygulamalari ise 100 mg/kg/giin ve 200
mg/kg/giin dozunda, fizyolojik tuzlu su i¢inde sulandirilarak, gavaj ile oral yolla

verildi.
Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu:

I. Kontrol Grubu: Calisma boyunca (6 hafta) sadece pelet yemle adlibitum beslendi.
Il. Takrolimus (Tak) Grubu: 1 mg/kg/giin olmak iizere takrolimus 6 hafta siireyle
IP uygulandh.

I11. Silimarin 100 (Sli 100) Grubu: Silimarin 100 mg/kg/glin 6 hafta siireyle gavaj
ile oral yolla verildi.

IV. Takrolimus + Silimarin 100 (Tak + Sli 100) Grubu: 1 mg/kg/giin takrolimus
IP ve silimarin 100 mg/kg/giin siireyle gavaj ile oral yolla 6 hafta siireyle birlikte
uygulandi.

V. Silimarin 200 (Sli 200) Grubu: Silimarin 200 mg/kg/giin 6 hafta siireyle gavaj
ile oral yolla verildi.

VI. Takrolimus+ Silimarin 200 (Tak + Sli 200) Grubu: 1 mg/kg/giin takrolimus iP
ve silimarin 200 mg/kg/giin gavaj ile oral yolla 6 hafta siireyle birlikte uygulandi.

12



2.1.3. Takrolimus ve Silimarin

Calismada her biri 1ml olan ve 10 ampiil i¢eren 5 kutu Prograf (5mg/ml
konsantre takrolimus) (Astellas Ireland Co.Ltd. irlanda) ve 50 gr. Silymarin (Sigma-
Aldrich Co. LLC. St. Louis, Missouri, ABD) fizyolojik tuzlu su i¢inde ¢ozdiiriilerek
kullanildi. Silymarin medikal firma araciligiyla yurt disindan temin edildi.

2.2. Yontem
2.2.1. Canh Agirhik Artisi

Denemede kullanilan biitiin ratlar denemenin baslangicinda, c¢alisma
stiresince her hafta ve caligmanin sonunda olmak iizere toplamda 7 kez tartilarak

canlt agirliklar tespit edildi.
2.2.2. Makroskobik Inceleme

Calismanin sonunda biyokimyasal analizler i¢in Once ratlarin kuyruk veninden
kan alindi, daha sonra thiopental anestezisi ile 6tenazi edildi. Calisma sirasinda 6len
5 ratin (Tak + Sli 100 grubundan 1 adet 10. giin ve 1 adet 20. giin, Tak + Sli 200
grubundan 1 adet 20. giin ve 2 adet 22. giin) ve 6tenazi edilen diger biitiin ratlarin
sistematik nekropsileri yapilarak bobrekler, karaciger, makroskobik olarak patolojik
degisiklikler yoniinden incelendi. Histopatolojik incelemeler icin karaciger ve
bobreklerden ornekler alinarak, %10°luk tamponlu formalin soliisyonunda 24 saat
tespit edildi. Calisma siiresi igerisinde oOlen ratlar calismadan ¢ikarilmas,

degerlendirmeye dahil edilmemistir.
2.2.3. Histopatolojik Inceleme

Tamponlu noétral forrmalinde tespiti yapilan dokular trimleme isleminden
sonra kasetlere alinarak musluk suyunda 16 saat yikandi. Yikamay1 takiben Leica TP
1020 doku takip cihazinda % 70 alkolde 2 saat, %80’lik alkolde 1 saat, %90’lik
alkolde 1 saat, %96’lik alkolde 1’er saat, % 100’liik alkolde 30’ar dk, Ksilol 30’ar
dk, ksilol-parafinde 30 dk, yumusak parafinde (46-48 °C) 20 dk ve sert parafinde
(56-58 °C) 20 dakika bekletildikten sonra dokular parafin bloklara gémiildii. Bu
bloklardan mikrotom (Leica RM 2125RT) ile 5 pum kalinhiginda kesilen doku

ornekleri sicak su banyosunda (37°C) acilmasi saglanarak poly-L-lysinli lamlara
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alindi. Kesitler lam kutularmda 56°C’lik etiivde bir gece bekletilerek lamlara
yapigsmast saglandi. Ksilol serilerinden 3 kez 5’er dk siireyle gecirilerek
deparafinizasyonu gergeklestirildi. Kesitler azalan dereceli alkol serisinden absolut
alkol 3 dk, %96’lik alkolde 3 dk, %80’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk
bekletildikten sonra ¢esme suyunda yikandi. Sonra hematoksilen soliisyonunda 3 dk
boyandi. Cesme suyunda 2 dk yikanarak %1 asit alkol soliisyonuna 1 kez daldirildi.
Tekrar yikamasi yapilarak amonyakli suya daldirildi ve yikamasi yapildiktan sonra
yaklasik 1 dk alkolik eozin soliisyonuna bekletildi. Cesme suyunda yikandiktan sonra
dereceli alkollerden %96°lik (I) 1 dk, %96’lik (1) 1 dk, %100°lik (I) alkolde 1 dk,
%100’1ik (II) alkolde 1 dk dehidrasyonu yapilarak, 3 ayri ksilol’de 5’er dk siireyle
sefaflagtirildi. Son olarak ksilolden ¢ikarilan kesitler entellan ile kapatildi.

(Calismada Hematoksilen-Eosin yontemi ile boyanan karaciger ve bobrek
kesitlerinin mikroskobik incelemelerinde gozlenen bulgular; histopatolojik bir
degisiklik belirlenemeyen kesitler 1; histopatolojik degisiklik goriilenler ise olusan
degisikligin siddetine gore 2, 3 ve 4 rakamu ile skorlandi. Skorlamada esas alinan

histopatolojik degisiklikler ve skor numaralar1 Cizelge 2.1-2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bobrek skorlamasinda esas alinan mikroskobik bulgular.*

Skor No Bobrek

Glomeruler ve tubuler yapilar normal. Histopatolojik degisiklik

yok.

Glomeruluslarda hafif dereceli siskinlik ve hiperemi, tubulus

epitellerinde siskinlik.

Glomeruluslarda orta siddette siskinlik ve hiperemi, tubulus

epitellerinde hidropik dejenerasyon.

Glomeruluslarda siddetli derecede siskinlik ve hiperemi,
tubulus epitellerinde hidropik dejenerasyon, nekroz ve

deskuamasyon ile liimenlerinde dilatasyon ve proteince zengin

s1v1, interstisyel dokuda hiperemi.
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Cizelge 2.2. Karaciger skorlamasinda esas alinan mikroskobik bulgular.

Skor No Karaciger

. Hepatositler ve siniizoidler normal. Histopatolojik bir degisiklik
yok.

2 Hepatositlerde siskinlik, siniizoidlerde hafif daralma.

3 Hepatositlerde  siskinlik ~ ve  hidropik  dejenerasyon,
sinlizoidlerde belirgin bir daralma.
Hepatositlerde hidropik dejenerasyon, nekroz ve bazi

4 hepatositlerde vakuol olusumlari, siniizoidlerde ise siddetli
derecede daralma ve yer yer gézden kaybolma.

2.2.4. in situ TUNEL Yontemi

Mikrotomda 5 mikron kalinliginda kesilen doku 6rnekleri polilizinli lamlara
alarak Calbiochem TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Kit (QIA33) prosediiriine
gore boyandi. Dokular deparafinizasyon ve rehidrasyonu takiben 1:100 oraninda 10
mM TRIS (pH 8) iginde sulandirilan Proteinaz K ile 20 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Ardindan 1X TBS ile yikandi ve kesitlerde endojen peroksidaz
aktivitesinin engellenmesi i¢in kesitler 1:10 oraninda % 3 H;0,’i oda 1sinda 5
dakika inkiibasyonu yapildi. Tekrar 1 X TBS ile yikanan kesitler 1X TdT
Equilibration Buffer 10 dk muamele yapildi. Daha sonra TdT Labelling soliisyonda
37 °C’de 1.5 saat inkiibe edildi ve 1X TBS ile slayt yikama yapildi. Kesitler Stop
Solution ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Her bir kesite 100 pl Blocking
Buffer dokiilerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi ve ardindan 1X Konjugat (50
X Konjuge: 1:50 oraninda Blocking Buffer'da seyreltildi) ile muamele edilen kesitler
oda 1sinda 30 dk bekletildi. Daha sonra TBS ile yikanan kesitler, DAB (3,3’
Diaminobenzidine) soliisyonunda 15 dk bekletildi. Metilen mavisi soliisyonuyla
kontrast boyamay1 saglamak i¢in 3 dk oda 1sinda bekletildi ve ardindan alkol ve

ksilollerden gegirilerek entallan ile kapatildi.
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2.2.5. Biyokimyasal Analizler

2.2.5.1. Kan AST, ALT, Total Bilirubin, Albumin ve Kreatin ol¢ciimii

Biyokimyasal analiz i¢cin AST, ALT, Total Bilirubin, Albumin ve Kreatin

diizeyleri Roche modular cihazinda enzimatik kolorimetrik yontemle dl¢tildii.
2.2.5.2. Total Antioksidan Seviyesinin Ol¢iimii

Total Antioksidan 6l¢iimii Rel Assay Diagnostics (Tiirkiye) kit prosediiriine
gore orneklerdeki antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli ABTS radikal katyonunun
renk kaybi prensibine dayanmaktadir. Numunedeki antioksidan molekiiller, mavi-
yesil renkteki ABTS radikalini renksiz ABTS formuna indirgerler ve karakteristik
renginin kaybina neden olurlar. Spektrofotometrede 660 nm’deki absorbans
degisikligi ornekteki antioksidan miktar1 ile iliskilidir. Vitamin E analogu olan
Trolox Equivalent adli standart antioksidan soliisyonu ile kalibre edildi. Sonuglar,

mmol Trolox equiv./L olarak belirtildi.

Alinan kan serum orneklerinden pleytlere 30 pl serum o6rnekleri koyuldu.
Ardindan her bir playte 500 ul Reagent 1 eklendi ve 30 saniye sonra 660 nm dalga
boyunda ELISA Reader (MWG Lambda Scan 200) cihazinda 6lciimii yapildi.
Sonuglar Al olarak kaydedildi. Ardindan her birine 75 pl Reagent 2 eklendi ve 37°C
5 dakika inkiibe edildi ve sonra ikinci dl¢iimii ELISA Reader (MWG Lambda Scan
200) cihazinda yapildi. Sonuglar A2 olarak kaydedildi.

Analiz i¢in Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test tamponu (Acetate Solusyonu 0.4 mol/L Ph 5.8)
Reaktif 2: Prochromogen Soliisyonu (ABTS 30 mmol/L)
Standart: Trolox 30 mmol/L

QC Seyive 1: Trolox 0,5 mmol/L

QC Seyive 2: Trolox 2,0 mmol/L H,0

Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

( AAbs H20) — (AAbs Ornek)
(AAbs H20) — (AAbs Standart)

Sonug¢ =

AAbs Ornek = A2 — Al
AAbs Standart = A2-Al
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2.2.5.3. Total Oksidan Seviyesinin Ol¢iimii

Total Oksidan Olglimii Rel Assay Diagnostics (Tiirkiye) kit prosediiriine
uygun olarak Spektrofotometrik yontemle gergeklestirildi. Numunelerde bulunan
oksidan molekiillerinin toplam miktarina bagli olusan renk degisikligi prensibine
gore yapildi. Deney, hidrojen peroksit ile kalibre edilerek, sonuclar litre basina

mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade edildi (umol H,O, / L).

Alman serum 6rneklerinden pleyt kuyucuklarina 75 pl konuldu. Ardindan her
bir kuyucuga 500 pl Reagent 1 eklendi ve 30 saniye sonra ELISA Reader (MWG
Lambda Scan 200) cihazinda ilk 6l¢limii (Al) yapildi. Ardindan her birine 25pul
Reagent 2 eklendi ve 5 dakika 37 ° C inkubasyona birakildi. Daha sonra ELISA
Reader (MWG Lambda Scan 200) cihazinda ikinci (A2) 6l¢timii gergeklestirildi.
Spektrofotometrede 660 nm’deki absorbans degisikligi 6rnekteki oksidan miktari ile
iliskilidir.

Analiz i¢in Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test Tamponu (H,SO4 25 mM, Ph 1.75)
Reaktif 2: Tampon soliisyonu (H,SO4 25 mM, Ph 1.75, Demir iyonlart 5Mm, O-
dianisidine 10 mM).
Stabize edilmis Standart Soliisyon: 10umol H,O, Equiv/L
Sonuc¢larin Hesaplanmasi:
(AAbs Ornek)

Sonug = Standart Kontrol
ONUE = (AADs Standart) © > aart ROMo

AAbs Ornek = A2 — Al
AAbs Standart =A2-Al
2.3. istatistiksel Hesaplamalar
Calismada elde edilen sonuglarin istatistiksel analizlerinde, SPSS 22-0
Windows Istatistik programi kullanildi. Gruplar arasinda anlaml iliski tek ydnlii

varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Istatistiksel olarak ¢oklu karsilastirma (post

hoc) analiz testlerinden, Duncan testi kullanildi. Sonuglar ortalama +standart sapma

(X + SEM ) seklinde belirtildi.

17



3.BULGULAR

3.1. Canh Agirhik Bulgular

Calismada kullanilan ratlarin denemenin baslangicinda, ¢alisma siirecindeki

ve caligmanin sonunda belirlenen canli agirliklara ilgili verilerin istatistiksel

degerlendirme sonuglari ve her gruba ait ortalama canli agirlik artis oranlar1 Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kontrol ve deneme gruplarinda ratlarin haftalara gore canli agirlik

degisimleri.
. Tak + . Tak+
Kontrol | 1oy Grupy | SH190 | gji00 SIi200 1 gpi900
Grubu Grubu Grubu
Grubu Grubu
Baslangic
Tartim 225+0,812 22040,70° 190+1,01° 205+0,73° 190+0,92° 194+0,70¢
1. hafta 240+3,79° 231+1,73% 206+1,84 % | 21246,92%® | 199+6,10° 200+7,6°
2.hafta 254+3,95° 2424586 | 221+3,23¢ 2244375 | 21247,56° 208+11,0°
3. hafta 267+4,82° 248+4.61° 227+4,83" 223+3,37" 22547,26° 212413,6°
4.hafta 281+3,56°% 259+3,13° 24144,75% | 24046,11% | 236+6,57° 226+13,9°
5.hafta 281+1,60°% 262+3,28° 2464554 | 241£6,09% | 248+7,09% | 226+12,7¢
6.hafta 285+3,60° 269+4,60%° | 25646,62% | 25244.26% | 2544720 | 240+10,2°
Canh
Agirhik 60,13,77% | 49,6+4,58% | 66,3+£6,51° | 4424437 | 6424640* | 38,4+11,7°
Artisi (gr)
Canh
Agirhk % 26,66 % 22,27 % 34,73 % 22,92 % 33,68 % 23,71
Artis1 (%)

Her bir deger Ortalama = SEM gosterir (One way ANOVA). a,b,c,d: Ay satirda farkli harf tasiyan

degerler arasinda farklilik 6nemlidir (p<0.05).
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Grafik 3.1. Gruplara gore ratlarin canli agirlik artis oranlari.
3.2. Makroskobik Bulgular

Calismada kullanilan ratlarin nekropsilerinde biitlin organlarda genel olarak

kayda deger makroskobik bir lezyona rastlanilmadi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sli 200 Grubu: Karaciger, bobrekler ve dalagin normal makroskobik
gorunimul.
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3.3. Histopatolojik Bulgular

Calismada kullanilan ratlarin karaciger ve bdbreklerinin  mikroskobik

incelemelerinde goézlenen histopatolojik bulgulara ilgili belirlenen skorlar Cizelge

3.2.”de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Bobrek ve karacigerin histopatolojik skorlarinin gruplara gore dagilima.

Organ Skor* | Kontrol | Tak Sli 100 Tak+Sli Sli 200 Tak+Sli
Grubu Grubu | Grubu 100 Grubu | Grubu 200 Grubu

Bobrek 1 6/6 - 8/8 - 6/8 -

2 - - - 5/6 2/8 5/5

3 - - - 1/6 - -

4 - 8/8 - - - -
Karaciger | 1 6/6 6/8 - 8/8 1/5

2 - - 2/8 5/6 - 4/5

3 - - - 1/6 - -

4 - 8/8 - - - -

*1: Lezyon yok, 2: Hafif, 3: Orta, 4: Siddetli lezyon.

Calismada karaciger ve bobrekte histopatolojik bulgulara ilgili belirlenen

skorlarin istatistiksel analizleri Cizelge 3.3°de verilmistir. Bobrekler ve karacigere

ilgili analiz sonuclar1 incelendiginde rakamsal olarak bazi farkliliklar varsa da,

istatistiksel grup ortalamalarinin genelde benzer olmasi nedeniyle bobrek ve

karaciger birlikte degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore, Kontrol, Sli 100 ve Sli 200

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigi, ancak bu gruplar ile

Tak Grubu arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Tak + Sli 100 ve

Tak + Sli 200 gruplari ile Tak Grubu arasinda pozitif anlamda, Kontrol ve Sli 100 ve

Sli 100 gruplart arasinda negatif anlamda, farkin istatiksel olarak onemli (p<0,05)

oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.2-3.3).
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Cizelge 3.3. Bobrek ve karacigerin histopatolojik skor ortalamalarinin gruplara gore
istatistiksel sonuglart.

Kontrol Tak Grubu Sli 100 Tak +Sli Sli 200 Tak+Sli
Grubu Grubu 100 Grubu | Grubu 200 Grubu

Bobrek 1,00+0,00° | 4,00+0,00° | 1,00+0,00° 2,16+0,16° | 1,25£0,16° | 2,00+0,00°

Karaciger | 1,00£0,00" | 4,00+0,00* | 1,25+0,16° | 2,16+0,16° | 1,00+0,00° | 1,80+0,20°

Her bir deger ortalama + SEM gosterir (One way ANOVA). a,b,c: Ayni satirda farkli harf tasiyan
degerler arasinda farklilik 6nemlidir (p<0.05).

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00

a
b
b
2,50
2,00 c
C C
1,50
1,00
0,50
0,00

Kontrol Tak Grubu Sli 100 Grubu Tak+Sli 100 Sli 200 Grubu Tak+ Sli 200
Grubu Grubu Grubu

GRUPLAR

Histopatolojik Skorlar

Grafik 3.2. Bobreklerin histopatolojik bulgu skorlarina ilgili grafik.
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Grafik 3.3. Karacigerlerin histopatolojik bulgu skorlarma ilgili grafik.



3.3.1. Bobrek

Histopatolojik incelemelerde; Kontrol ve Sli 100 grubu ratlarin tamamu ile Sli
200 grubu 6 ratta glomerulus ve tubuluslarda patolojik bir degisikligin
sekillenmedigi, normal goriinimde (skor 1) oldugu (Sekil 3.2.-3.3.-3.4), Sli 200
Grubu 2 ratta ise glomeruluslarda hafif dereceli siskinlik ve hiperemi, tubulus
epitellerinde siskinlik (skor 2) belirlenmistir. Tak Grubu ratlarin hepsinde
glomeruluslarda siddetli derecede siskinlik ve hiperemi, tubulus epitellerinde
hidropik dejenerasyon ve deskuamasyon ile liimenlerinde dilatasyon ve proteince
zengin sivi, interstisyel dokuda hiperemi (skor 4) ile beliren siddetli derecede
patolojik degisiklikler gozlenmistir (Sekil 3.5). Yine Tak + Sli 100 ile Tak + Sli 200
gruplarindaki 11 rattan 10’unda glomeruluslarda hafif dereceli siskinlik ve hiperemi,
tubulus epitellerinde siskinlik (skor 2) (Sekil 3.6 -3.7), 1’inde ise glomeruluslarda
sigkinlik ve hiperemi, tubulus epitellerinde hidropik dejenerasyon (skor 3) oldugu

tespit edilmistir.

Sekil 3.2. Kontrol Grubu: Normal histolojik yapida glomerulus ve tubuluslar (skor
1). Bobrek. H&E.
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Sekil 3.3. Sli 100 Grubu: Normal histolojik yapida glomerulus ve tubuluslar
(skor 1). Bobrek. H&E.

»
% - W

Sekil 3.4. Sli 200 Grubu: Normal histolojik yapida glomerulus ve tubuluslar (skor 1).
Bobrek. H&E.
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Sekil 3.5. Tak Grubu: Glomeruluslarda siddetli derecede siskinlik ve hiperemi
(yildiz) tubulus epitellerinde hidropik dejenerasyon ve deskuamasyon ile
liimenlerinde dilatasyon ve proteince zengin sivi (skor 4). Bobrek. H&E.

Sekil 3.6. Tak+ Sli 100 Grubu: Glomeruluslarda hafif dereceli siskinlik (yildizlar) ve
hiperemi, tubulus epitellerinde siskinlik (skor 2). Bobrek. H&E.
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Sekil 3.7. Tak + Sli 200 Grubu: Glomeruluslarda hafif dereceli siskinlik ve hiperemi
(y1ldiz), tubulus epitellerinde siskinlik (skor 2).Bobrek. H&E.
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3.3.2. Karaciger

Karacigerin mikroskobik incelemesinde Kontrol Grubu ile Sli 200 Grubunda
biitiin ratlarda, Sli 100 Grubunda ise 6 ratta hepatositlerde ve siniizoidlerde herhangi
bir degisikligin (Sekil 3.8-3.9-3.10) sekillenmedigi (skor 1), Sli 100 Grubu 2 ratta ise
hepatositlerde siskinlik ve sinuzoidlerde daralmanin (skor 2) gelistigi belirlenmistir.
Tak Grubu ratlarin hepsinde (8) hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve bazi
hepatositlerde vakuol olugsumlari ile siniizoidlerin ise siddetli derecede daraldigi ve
secilemedigi (skor 4) dikkati ¢ekmistir (Sekil.3.11). Tak + Sli 100 Grubu ratlarin
5’inde hepatositlerde siskinlik ve sinuzoidlerde daralmanin ($ekil.3.12) bulundugu
(skor 2), I’inde ise hepatositlerde siskinlik ve hidropik dejenerasyon ile
siniizoidlerde belirgin bir daralma oldugu (skor 3) tespit edilmistir. Yine Tak + Sli
200 Grubu ratlardan 4’tinde hepatositlerde siskinlik ve sinuzoidlerde daralmanin
(Sekil 3.13) sekillendigi (skor 2), 1’inde ise hepatositlerde ve siniizoidlerde herhangi
bir degisikligin ( skor 1) sekillenmedigi belirlenmistir.

Sekil 3.8. Kontrol Grubu: Normal histolojik yapida hepatosit ve siniizoidler (skor 1).
Karaciger. H&E.
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Sekil 3.9. Sli 100 Grubu: Normal
Karaciger. H&E.

Sekil 3.10. Sli 200 Grubu: Norma
Karaciger. H&E.

histolojik yapida hepatosit ve siniizoidler (skor 1).

1 histolojik yapida hepatosit ve siniizoidler (skor 1).
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Sekil 3.11. Tak Grubu: Hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve bazi hepatositlerde
vakuol olusumlari1 (oklar), siniizoidlerde ise siddetli derecede daralma ve gozden
kaybolma (skor 4). Karaciger. H&E.

Sekil 3.12. Tak + Sli 100 Grubu: Hepatositlerde hafif dereceli bir siskinlik ve
sinuzoidlerde daralma (skor 2). Karaciger. H&E.
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Sekil 3.13. Tak + Sli 200 Grubu: Hepatositlerde hafif dereceli bir siskinlik ve
sinuzoidlerde daralma (skor 2). Karaciger. H&E.
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3.4. Apoptozis Bulgular
3.4.1. Bobrek

Bobrek dokusunda apoptozisi belirlemek amaciyla yapilan in situ TUNEL
boyamalarinda  tubulus epitellerinde DNA kirilmalarini isaret eden apoptotik
hiicrelerin  TUNEL pozitif reaksiyonlarina en belirgin olarak, pozitif kontrol
preparatinda (Sekil 3.14) ve Tak Grubunda rastlanilmistir (Sekil 3.15). Bu grupta
pozitif reaksiyonun goriildiigi sahalarda 40’lik biiylitmede ortalama en az 6 adet
pozitif reaksiyon gozlenmistir. TUNEL pozitif reaksiyonlarin gozlendigi Tak + Sli
100 Grubunda 40’lik biiyiitmede 3 adet apoptotik hiicre belirlenmistir (Sekil 3.16).
Diger gruplarda ise TUNEL pozitif reksiyona rastlanilamamistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.14. Pozitif Kontrol Preparati: Apoptotik hiicreler (oklar). TUNEL. DAB.
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Sekil 3.15. Tak Grubu: Tubulus epitellerinde apoptotik hiicreler (oklar). Bobrek.
TUNEL. DAB.

Sekil 3.16. Tak + Sli 100 Grubu: Tubulus epitellerinde apoptotik hiicreler (oklar).
Bobrek. TUNEL. DAB.
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Sekil 3.17. Tak +Sli 200 Grubu: Glomerulus ve tubuluslarda TUNEL negatif
boyanma. TUNEL. DAB.
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3.4.2. Karaciger

Karacigerde apoptozisi belirlemek amaciyla yapilan in situ TUNEL
boyamalarinda hepatositlerde, DNA kirilmalarini igaret eden apoptotik hiicrelerin
TUNEL pozitif reaksiyonlarma en belirgin olarak, Tak Grubunda belirlenmistir
(Sekil 3.18). Bu grupta pozitif reaksiyonun goriildiigii sahalarda 40’lik biiyiitmede
ortalama en az 6 adet pozitif reaksiyon gézlenmistir. TUNEL pozitif reaksiyonlarin
gozlendigi Tak + Sli 100 Grubunda ise 40’lik biiyiitmede 3 adet apoptotik hiicre
belirlenmistir (Sekil 3.19). Diger gruplarda 40’lik biiylitmelerde genelde 1 adet
apoptotik hiicre tespit edilebilmistir (Sekil 3.20.-3.21).

Sekil 3.18. Tak Grubu: Hepatositlerde apoptotik hiicreler (oklar). Karaciger.
TUNEL. DAB.
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Sekil 3.19. Tak + Sli 100: Karacigerde apoptotik hiicreler (oklar). Karaciger.
TUNEL. DAB.

Sekil 3.20. Kontrol Grubu: Apoptotik hiicre (ok). Karaciger. TUNEL. DAB.
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Sekil 3.21.Tak + Sli 200: Apoptotik hiicre (ok). Karaciger. TUNEL. DAB.
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3.5. Biyokimyasal Sonuclar

Deneysel ¢alismanin sonunda alinan kan serum orneklerinden TOS, TAS ile
ALT, AST ve GGT, Albumin, Bilirubin, Kreatin diizeyleri tayin edilmistir. Bu

bulgularmn istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 3.4.’de sunulmustur.

Cizelge 3.4.Serum Biyokimyasal Bulgularin Gruplara gére Dagilimi1 (XSEM).

ESSSLO' Tak Grubu | SIi100 | Tak+Sli | Sli 200 Tak +Sli
Grubu 100 Grubu | Grubu 200 Grubu
Ilog’ (el:ql;lLo)l 2,3340,45° | 11,8+2,40° | 2,93+0,38° | 5,76£2,05" | 3,19+1,25 4,82+1,76°
22
TAS(mmol
Trolox eg/L) 3,05£0,32 | 2,04£0,16 | 3,2240,27 | 3,03%0,17 | 3,01%0,73 3,57+0,58
ALT(U/L) 58,6+2,48" | 67,3£1,70* | 60,1+1,84" | 48,6+1,69° | 59,5+2,61 60,75+2,71°
AST(U/L) 99,0+3,52° | 133,1£10,1* | 94,143,01° | 79,242,72° | 99,0+5,75 96,7+10,5
GGT(UI/L) 1,66£021% | 2,42+020* | 1,85£0,14% | 2,20+0,20® | 1,50+£0,22° 2,50+0,28°
Albumin(g/dI) 420+0,06 | 3,94+0,07 | 4,10£0,08 | 4,02+0,05 | 4,12+0,07 4,00+0,07
Total b a b b b b
Biluribin(mg/dl) 0,24+0,02° | 0,31£0,34* | 0,20+0,00° | 0,18+0,02° | 0,18+0,02 0,20+0,03
Kreatin(mg/dl) | 0,56£0,02° | 0,68+0,22* | 0,55£0,01" | 0,66+0,00* | 0,55+0,03 0,60+0,01°

a,b,c: Aym satirda farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05).
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3.5.1. Serum Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Kan serumu TOS en diisiik olarak Kontrol Grubunda (2,33+0,45), en yiiksek
olarak da Tak Grubunda (11,842,40) belirlenmistir. Sli 100 Grubu (2,93+0,389) ile
Sli 200 Grubunda (3,19+1,25) kontrol gurubuna yakin, Tak + Sli 100 Grubu
(5,76+2,05) ile Tak + Sli 200 Grubunda (4,82+1,76) ise Tak grubuna yakin olarak
bulunmustur. Istatistiksel analizlerinde Tak Grubu ile diger deneme grublari arasinda

istatistiksel anlamda 6nemli (p< 0,05) oranda farkliliklar bulunmustur.
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b b
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Kontrol Tak Grubu Sli 100 Grubu Tak+Sli 100 Sli 200 Grubu Tak+ Sli 200
Grubu Grubu Grubu

TOS (pmol H,0, eq/L)
o

GRUPLAR

Grafik 3.4. Ortalama TOS degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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3.5.2. Serum Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Kan serumu TAS, en diisiik seviyede Tak Grubunda (2,04+0,16), en yiiksek
seviyede Tak +Sli 200 Grubunda (3,57+0,58) bulunmustur. Diger gruplarda ise bu
iki deger arasinda tespit edilmistir. (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.5). Gruplar arasinda TAS

diizeyi farkliliklarinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.
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Grafik 3.5. Ortalama TAS degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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3.5.3. Kan Serum ALT Seviyesi

Kan serumu ALT seviyesi, en yiiksek olarak Tak Grubunda (67,3+1,70) tespit
edilmistir. Kontrol Grubunda 58,6+2,48; Sli 100 Grubunda 60,1+1,84; Tak +Sli 100
Grubunda 48,6+1,69; Sli 200 Grubunda 59,5+2,61; Tak + Sli 200 Grubunda
60,75+2,71 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.6). Bu sonuglar ile yapilan

analizde gruplar aras1 ALT degerleri istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)

d
b b b
Kontrol Grubu Tak Grubu Sli 100 Grubu Tak+Sli 100 Sli 200 Grubu Tak+ Sli 200

Grubu Grubu
GRUPLAR

bulunmustur.

ALT(U/L)
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o

Grafik 3.6. Ortalama ALT degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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3.5.4. Kan Serum AST Seviyesi

Calismada kan serum AST seviyesi, en yiiksek olarak Tak Grubunda
(133,1£10,1) ve en diisiik olarak Tak +Sli 100 Grubunda (79,2+2,72) tespit edilmistir
(Cizelge 3.4 ve Grafik 3.7). Kontrol Grubunda 99,0+3,52; Sli 100 Grubunda
94,1+3,01 Sli 200 Grubunda 99,0+5,75; Tak + Sli 200 Grubunda 96,7+10,5 olarak
belirlenmistir. Kan serumu AST sonuglar ile yapilan analizde gruplara arast AST

degerleri istatistiksel olarak anlamli (p<<0,05) bulunmustur.
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Grafik 3.7. Ortalama AST degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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3.5.5. Kan Serum GGT Seviyesi

Calismada kan serumu GGT seviyesi, en diisiik olarak Sli 200 Grubunda
(1,50+0,22) tespit edilmistir. Kontrol Grubunda 1,66+0,21; Tak Grubunda
2,42+0,20; Sli 100 Grubunda 1,85+0,142; Tak +Sli 100 Grubunda 2,20+0,20; Tak +
Sli 200 Grubunda 2,50+0,28; olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.8). Kan
serumu GGT sonuglar ile yapilan analizlerde gruplara arast GGT degerleri

istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur.
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Grafik 3.8. Ortalama GGT degerlerinin gruplara gére dagilimi.
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3.5.6. Kan Serum Albumin Seviyesi

Kan serumu Albumin seviyesi, en yiiksek Kontrol Grubunda (4,20+0,06) ve
en diisik olarak Tak Grubunda (3,94+0,007) tespit edilmistir. Sli 100 Grubunda
4,10+0,08; Tak + Sli 100 Grubunda 4,02+0,05; Sli 200 Grubunda 4,12+0,07; Tak +
Sli 200 Grubunda 4,00+0,07 olarak bulunmustur (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.9). Kan
serumu Albumin diizeyi sonuglar ile yapilan analizlerde gruplar arasinda Albumin

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) bir fark bulunmamustir.
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Grafik 3.9. Ortalama Albumin degerlerinin gruplara gore dagilima.
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3.5.7. Kan Serum Total Bilirubin Seviyesi

Kan serumu Total Bilirubin seviyesi, en yiiksek olarak Tak Grubunda
(0,31+0,34) belirlenmistir. Kontrol Grubunda 0,24+0,02; Sli 100 Grubunda
0,20+0,00; Tak + Sli 100 Grubunda 0,18+0,02; Sli 200 Grubunda 0,18+0,02; Tak +
Sli 200 Grubunda 0,20+0,03 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.10).
Calismada gruplar arasinda serum Total Bilirubin seviyeleri farkliliklari istatistiksel

olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur.

0,35 a
0,3
b
0,25 b b
5 b b
s 0,2
£
2
50,15
2
x
= 0,1
)
2‘:
[
O0,05
[
0
Kontrol Tak Grubu Sli 100 Grubu Tak+Sli 100 Sli 200 Grubu Tak+ Sli 200
Grubu Grubu Grubu
GRUPLAR

Grafik 3.10. Ortalama Total Bilirubin degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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3.5.8. Kan Serum Kreatin Seviyesi

Calismada kan serum Kreatin seviyesi, en yiiksek Tak Grubunda (0,68+0,22)
belirlenmistir. Kontrol Grubunda 0,56+0,02; Sli 100 Grubunda 0,55+0,01; Tak + Sli
100 Grubunda 0,66+0,00; Sli 200 Grubunda 0,55+0,03; Tak + Sli 200 Grubunda
0,60+0,01 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.4 ve Grafik 3.11). Kan serumu Kreatin
sonuglar ile yapilan analizlerde gruplara arasi Kreatin degerleri istatistiksel olarak

anlamli (p<0,05) bulunmustur.
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Grafik 3.11. Ortalama Kreatin degerlerinin gruplara gore dagilimi.
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4. TARTISMA

Organ transplantasyonlarinin vazgeg¢ilmezi olan immiinosiipresif ila¢lar uzun
stireli kullanildiginda kronik toksisiteye ilgili yan etkiler her zaman 6nemli sorun
olarak goriilmektedir (Popli ve Prabhakar 2015). Immiinosiipressif ilag
uygulamalarina erken ara verilirse veya dozu disiiriilecek olursa transplant dokunun
reddi riski oldugundan bu ilaclarin yeterli dozda ve yeterli siirede uygulanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle immiinosiipresif ilaglarin yan etkilerine kars1 koruyucu
olarak antioksidan maddeler yaygin olarak kullanilmaktadir (Butani ve ark 2003, Al-
Harbi ve ark 2015). Bu ¢alismada takrolimusun yan etkilerine kars1 koruyucu olarak
yiiksek antioksidan o6zellige sahip Silybum marianum (L.) Gaertn (Deve Dikeni)

bitkisi tohumlarindan elde edilen silimarin (Deve dikeni siitii) kullanilmustir.

Silimarinin, hiicrelerde glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz
gibi antioksidan enzimleri artirarak lipit peroksidasyon olusumunu engelledigi ve
boylece doku ve organlarda oksidatif strese karst koruyucu oldugu kabul
edilmektedir. Silimarin, hiicre membranlarinda permeabiliteyi diizenlemek suretiyle
hepatositlerin dejenerasyonlara karsi koruyucu olmasinin yani sira, RNA polimeraz
I’i aktive ederek ribozamal protein sentezini artirmasi ve boylece de hepatositlerin
rejenerasyonunda etkili olmasi nedeniyle karaciger koruyucu ve sirozu engelleyici
olarak yiizyillardir geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir (Kien ve
Walterova 2005, Post-White ve ark 2007). Bu c¢alisma ile takrolimusun nefrotoksik
ve hepatotoksik etkilerine karsi silimarinin koruyuculugunun histopatolojik, in situ

TUNEL ve biyokimyasal metodlarla arastirilmasi amacglanmustir.

Calismada kullanilan ratlarin  ¢alisma boyunca canli agirlik artiglar
degerlendirildiginde; Tak Grubu canli agirlik artis orant % 22,27, Kontrol
Gurubunun ise % 26,66 oldugu dikkate alininca, takrolimusun canli agirlik artisini
olumsuz etkiledigi anlasilmaktadir. Mollison ve ark (1998) ile Abdelhadi ve ark
(2002) tarafindan yapilan caligmalarda da takrolimusun canli agirlik artisini ve
biiyiimeyi olumsuz etkiledigi kaydedilmistir. Sunulan ¢alismada Sli 100 Grubunda %
34,73, Sli 200 Grubunda ise % 33,68 olmasi, her iki grubun canli agirlik artig
oraninin kontrol grubundan daha fazla oldugunu gostermekte, bu durum da
silimarinin canli agirlik artisin1 hizlandiricr bir etkiye sahip oldugu seklinde de

yorumlanabilir. Ayrica Tak + Sli 100 Grubunda % 22,92, Tak + Sli 200 Grubunda %
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23.71 olarak belirlenen canli agirlik artis oranin kontrol grubundan diisiik, Tak
Grubundan az da olsa yiiksek ¢iktigi dikkati ¢ekmekte, bu bulgulardan hareketle
silimarinin, takrolimusun canli agirlik artis1 iizerindeki olumsuz etkisini kismen
onledigi anlasilmaktadir. Zhang ve ark (2013) tarafindan ratlarda etanol
hepatotoksisitesine karsi silimarinin kullanildig1 ¢calismada, etanol + silimarin verilen
ratlarin canli agirlhik artisinin  etanol grubuna gore daha fazla oldugu
kaydedilmektedir. Bu durum da, ¢alismamizda ifade edildigi gibi silimarinin canli
agirhik artis1 tizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilecegi diisiincesini destekler

niteliktedir.

Takrolimusun immiinosiipresif amagla uzun siireli kullaniminda en 6nemli
yan etkisi nefrotoksisite oldugu i¢cin bu konuda cok sayida deneysel c¢alisma
yapilmistir (Naesens ve ark 2009, Kedzierska ve ark 2011). Al-Harbi ve ark (2015)
ratlara 14 giin siire ile 2 mg/kg ip yolla takrolimus vererek yaptiklar1 ¢aligmada,
histopatolojik olarak takrolimusun bdobrek tubul epitellerinde dejenerasyon ve
vakuolizasyona, glomeriillerde hiperemi ve siskinlige, ayrica interstisyel dokuda da
mononiikleer hiicre infiltrasyonuna neden oldugunu kaydetmislerdir. Kedzierska ve
ark (2011) takrolimus ve siklosporini birlikte kullandiklar1 ¢alismada proksimal tubul
epitellerine zarar verdigini belirlemislerdir. Yapilan calismada da Tak Grubu ratlarin
hepsinde glomeruluslarda siddetli derecede siskinlik ve hiperemi, tubulus
epitellerinde dejenerasyon, nekroz ve deskuamasyon ile tubuluslarda dilatasyon,
liimenlerinde proteince zengin sivi, interstisyel dokuda hiperemi (skor 4) ile beliren
siddetli derecede patolojik degisiklikler takrolimusun nefrotoksik etkisini ifade eden
bulgulardir. Beseri hekimlikte bobrek biyopsi Ornekleri iizerinde yapilan
caligmalarda (Randhawa ve ark 1997, Naesens ve ark 2009) interstisyel fibrozis,
tubuler atrofi, tubuler mikrokalsifikasyonlarla birlikte, arterioler hiyalinozis gibi
kronik nefrotoksisite bulgularinin da goriildiigli kaydedilmektedir. Takrolimus organ
nakillerini takiben genellikle ilk 3 ayda yiiksek dozda olmak iizere, cok uzun siireli
kullanilan bir preparattir. Bu nedenle dogal olgularda genellikle kronik
nefrotoksisiteyle ilgili bulgularin goriilmesi olagandir. Yapilan bu c¢alismada
takrolimusun ratlara 6 hafta gibi kisa denilebilecek bir siireyle verilmis olmasindan

kronik nefrotoksisiteye ilgili lezyonlara rastlanmamustir.
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Takrolimus nefrotosisitesine karst silimarinin kullanildig1 c¢alismalara
rastlanilamamigsa da, sisplatin ve adriamisin gibi kemoterapdtik ilaglarin
nefrotoksisitesine kars1 bobrek koruyucu olarak silimarinin kullanildigi ¢alismalar
yapilmistir (EI-Shitany ve ark 2008, Abdelmeguid ve ark 2010). Abdelmeguid ve ark
(2010) histopatolojik olarak sisplatin ve silimarin ile yaptiklar1 ¢aligmada,
glomerulus ve tubulus hiicrelerinde Sisplatinin neden oldugu dejeneratif ve nekrotik
etkileri silimarinin biiylik olgiide engelledigini bildirmislerdir. Yine EI-Shitany ve
ark (2008) adriamycin nefrotoksisitesine karst koruyucu olarak silimarinin
kullanildig1 ¢alismada histopatolojik incelemelerde silimarinin renal tubuler hasari
engelledigini kaydetmislerdir. Sunulan c¢alismada ise tubulus ve glomeruluslardaki
degisikliklerin hem Tak + Sli 100 Grubunda (5 olguda skor 2, 1 olguda skor 3) ve
hem de Tak + Sli 200 Grubunda (olgularin tamaminda skor 2) glomeruluslarda hafif
dereceli siskinlik ve hiperemi, tubulus epitellerinde siskinlik gibi Tak Grubuna
(olgularin tamaminda skor 4) gore oldukea hafif diizeyde degisikliklerin belirlenmis
olmasi, bu ¢alisma ile de silimarinin takrolimus toksisitesine karsi 6nemli derecede

koruyucu bir etkisinin oldugunu gdstermistir.

Calismada elde edilen histopatolojik bulgulara ilgili skorlarin istatistiksel
sonuglar1 degerlendirildiginde; Tak Grubu ile diger gruplar arasinda gozlenen farkin
anlamli olmasi (p<0,05) takrolimusun bobrek dokusunda énemli diizeyde lezyonlara
neden oldugunun bir ifadesidir. Yine istatistiksel degerlendirmede Tak + Sli 100 ve
Tak + Sli 200 gruplarinin skorlari rakamsal olarak Kontrol, Sli 100 ve Sli 200
gruplari ile Tak Grubu arasinda kaldigi, fakat Kontrol, Sli 100 ve Sli 200 gruplarina
daha yakin oldugunun belirlenmis olmasi ise silimarinin lezyonlar1 6nlemede etkili

oldugunun diger bir istatistiksel sonucudur.

Deneysel olarak yapilan bu ¢aligma ile takrolimusun hepatotoksisitesine ilgili
akut ve/veya subakut histopatolojik bulgular kaydedilmistir. Calismada Tak Grubu
ratlarin  tamaminda (8 rat) hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve bazi
hepatositlerde yag dejenerasyonu, siniizoidlerde ise siddetli derecede daralma,
gozden kaybolma gibi lezyonlarin (skor 4) belirlenmis olmasi, takrolimusun
hepatotoksik etkisinin onemli diizeyde oldugunun bir gostergesidir. Calismada
histopatolojik olarak, bobreklerde oldugu gibi, karacigerde de hepatositlerde

dejenerasyonlar, siniizoidlerde daralmalar gibi sadece akut ve/veya subakut
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degisiklikler gozlenmis, bag doku ve safra kanallarinda artis gibi kronik
hepatotoksisiteye ilgili bulgulara rastlanilmamistir. Beseri hekimlikte takrolimusun
hepatotoksisitesine ilgili biyopsi ornekleri ile yapilan ¢alismalarda (Demetris ve ark
1990, Khettry ve ark 2002, Taniai ve ark 2008) Kupffer hiicrelerinde artis ve
sentrilobiiler fibrozis gibi kronik hepatotoksisiteyi ifade eden bulgular goriildigi
kaydedilmis olmasi, takrolimusun tedavi maksadiyla uzun siireli kullanilmasi

sonucudur.

Karbontetrakloriir, parasetamol, benzopiren D galaktozamin, tioasetamid,
thallium, mantar toksinleri, hatta bakteriyel endotoksinler, viral hepatit ve alkol
orijinli karaciger hasarlarina karsi silimarinin koruyucu etkisinin incelendigi ¢ok
sayida deneysel ¢alisma mevcuttur (Fraschini ve ark 2002, Salam ve ark 2009,
Abenavoli ve ark 2010). Bu maksatla Salam ve ark (2009) karbontetrakloriir,
Madani ve ark (2008) ise tiyoasetamid hepatotoksisitesine karsi koruyucu olarak
silimarin  kullandiklar1  deneysel ¢aligmalarda, silimarinin  hepatositlerde
vakuolizasyon ile biiyiik damlali yaglanma, yaygin nekroz gibi lezyon olusumlarin
onemli diizeyde azalttigini, yani karaciger koruyucu etkisinin yiiksek oldugunu
kaydetmislerdir. Silimarinin karacigeri koruyucu etkisinin biliniyor olmasina
ragmen, takrolimus hepatotoksisitesine kars1 silimarinin koruyucu olarak kullanildigi
deneysel bir ¢aligmaya rastlanilamamistir. Deneysel olarak yapilan bu ¢alisma ile
takrolimusun hepatotoksisitesine karst silimarinin koruyucu etkisi histopatolojik

olarak ilk kez belirlenmis olmaktadir.

Calismada Tak Grubu ratlarda (olgularin tamaminda skor 4) hepatositlerde
vakuol olusumuna kadar giden siddetli dejenerasyonlarin gézlenmis olmasina karsin,
hem Tak + Sli 100 Grubu (5 olguda skor 2 ve 1 olguda skor 1) ve hem de Tak + Sli
200 Grubu ratlarda (4 olguda skor 2, 1 olguda skor 1 ) hepatositlerde sinirli diizeyde
dejenerasyon gibi oldukga hafif dereceli lezyonlarin belirlenmis olmasi, takrolimusun
neden oldugu hepototoksisiteye karsi silimarinin 6nemli diizeyde bir koruyucu
etkisinin gostergesidir. Ayrica Sli 100 (6 adedinde skor 1, 2 adedinde 2) ve Sli 200
(skor 1) gruplarinin histopatolojik bulgularmin Kontrol Grubu (skor 1) ile benzer
olmasi, her iki doz uygulamasindan da iyi sonug¢ alindigini, fakat 200 mg/kg dozunun

daha uygun oldugunu diisiindiirmektedir.
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Calismada karacigere ilgili elde edilen histopatolojik skorlarin istatistiksel
analizi degerlendirildiginde, diger gruplar ile Tak Grubu arasinda anlaml diizeyde
farkin (p<0,05) belirlenmis olmasi1 da, takrolimusun hepatotoksik etkisini istatistiksel
olarak ortaya koymaktadir. Ayrica Tak Grubu ile Tak + Sli 100 ve Tak + Sli 200
gruplariin arasindaki farkin anlamli diizeyde (p<0,05) diisiik olarak belirlenmis
olmasi da, silimarinin takrolimus toksisitesine karsi karacigeri korudugunun bir

gostergesidir.

Immiinosiipresif ajanlar, hidroksil radikalleri (OH), siiperoksit anyonlari
(O2 ) ve peroksil radikalleri (ROO ) gibi serbest oksijen radikallerinin olusumunu
tesvik etmek suretiyle hiicre ve dokularda degisikliklere neden olmaktadir (Palomero
ve ark 2001). Takrolimusun da toksisitesini hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin
olusumunu artirarak, total antioksidan seviyelerini azaltarak gosterdigi, cesitli
caligmalarla belirlenmistir (Khanna ve Pieper 2006, Ara ve ark 2011). Bu maksatla
yapilan ¢alismalarda Ara ve ark (2011) takrolimusun ratlarda bobrek serbest oksijen
radikallerinde, Khanna ve Pieper (2006) ise  NADPH oksidaz yolaginin
aktivasyonunda artisa, antioksidan enzimlerden peroksit dismutaz (SOD) ve
tioredoksin (TRX) seviyesini ise diisiise neden oldugunu belirlemislerdir. Al-Harbi
ve ark (2015) yaptiklart ¢aligmada ise takrolimusun katalaz ve glutatyon gibi
antioksidanlarin azalmasina neden oldugunu kaydetmislerdir. Bu ¢alismada da serum
TOS diizeylerinde Tak Grubunda belirgin bir artisin (p<0,05) oldugu gézlenmis ve

diger arastiricilarin bulgulari ile uyumlu bulunmustur.

Silimarinin hiicre ve dokulardaki koruyucu etkisine ilgili olarak Turgut ve ark
(2008) tarafindan ratlarda yapilan ve bobrek iskemi / reperfiizyon (I / R) hasari i¢in
silmarinin kullanildigr c¢alismada silimarinin TOS’ni anlamli diizeyde (p<0,01)
diisiirdiigiinii, TAS’ni ise artirdigim1 ve boylece koruyucu etkiyi sagladigini
vurgulamiglardir. Kocarslan ve ark (2016) tarafindan abdominal aorta iskemi /
reperfiizyon ile yapilan ¢alismada, silimarinin kullanildig1 grupta istatistiksel olarak
TOS nin diisiik (p<0,001) ve TAS nin ise yiiksek oldugu kaydedilmistir. Yapilan bu
calismada da TOS’nin Tak + Sli 200 ve Tak + Sli 100 gruplarinda Tak Grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) diizeyde daha diisiik seviyede tespit edilmis
olmasi, diger arastiricilarin (Turgut ve ark 2008, Kocarslan ve ark 2016) sonuglarini

destekler ozelliktedir. Calismanin TAS degerlendirildiginde, Tak + Sli 100 ve Tak

50



+ Sli 200 gruplarinda, Tak Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da
(p>0,05), silimarinin TAS nin artisinda etkili oldugu gézlenmektedir. Bu sonuglar
diger arastiricilarin (Turgut ve ark 2008, Kogarslan ve ark 2016) bulgulari ile uyumlu

sonuclardir.

Beseri hekimlikte doku nakillerinden sonra takrolimusun hepatotoksisitesini
kontrol etmek i¢in kan serumu ALT, AST, GGT, Alkalin Fosfataz, Bilirubin
seviyelerinin Ol¢iimleri siklikla yapilir. Karaciger fonksiyon testleri olarak da bilinen
bu enzimlerden ALT artis1 hafif dereceli karaciger hasarina, AST seviyesinde artig
hiicre nekrozlarina, GGT ve bilirubin seviyelerinde artis ise karaciger yetersizligine
yorumlanmaktadir (Whitfield 2001, Sonsuz 2007). Hepatoseliiler dejenerasyonun bir
diger gostergesi de alblimin seviyesindeki diisiislerdir. Bu nedenle calismada da
takrolimus ile ilgili hepatotoksisiteyi belirleyebilmek igin kan serumu ALT, AST,
GGT, bilirubin ve albumin gibi enzim diizeyleri kontrol edilmistir. Calismada elde
edilen ALT, AST, GGT ve bilirubin seviyeleri birlikte degerlendirildiginde,
oncelikle Tak Grubunda diger gruplardan yiiksek oldugu, bu farkin istatistiksel
anlamda 6nemli seviyede (p<0,05) oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bir diger onemli
bulgu ise, bu degerlerin Tak + Sli 100 ve Tak+ Sli 200 gruplarinda da degisen
seviyelerde olsa da Tak Grubundan diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum
silimarinin, takrolimusun hepatotoksik etkisini onledigi ve/veya azalttigi seklinde
yorumlanabilir. Calismada elde edilen albumin sonuclari ele alindiginda, Tak
Grubunda biitiin gruplardan daha diisiik olmasi, bu grupta hepatoseliiler bir
dejenerasyonun varligina isaret etmektedir. Ayrica Tak + Sli 100 ve Tak + Sli 200
gruplarinin kontrol gruplarindan disiik, fakat Tak Grubundan yiiksek seviyede
olmast ise, silimarinin hepatoseliiler dejenerasyonu azalttigi, fakat tamamen

onleyemedigi seklinde ifade edilebilir.

Bobrek lezyonlarini belirlemede yaygin olarak kullanilan kriterlerden bir
tanesi de serum kreatin diizeyleridir (Set ve Sahin 2003). Bu nedenle ¢alismada
serum kreatin diizeylerine de bakilmistir. Yaptigimiz ¢alismada Tak Grubu kreatin
seviyesinin diger gruplarin hepsinden yiiksek seyretmesi, takrolimusun bobreklerde
hasara neden oldugunun diger bir ifade seklidir. ~ Al-Harbi ve ark (2015),
McLaughlin ve ark (2003), Chen ve ark (2007), takrolimus ile yaptiklari deneysel
caligmalarda da sunulan bu ¢alismada oldugu gibi takrolimusun kreatin seviyesini

yikselttigini kaydetmislerdir. Tak + Sli 100 ve Tak + Sil 200 gruplarinda ise
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kreatinin Tak Grubuna gore daha diisiik, fakat Kontrol Grubundan daha yiiksek
¢ikmig olmast da Silimarinin yiikselen kreatin degerlerini diisiirmede etkili
oldugunun bir gostergesidir. Ayrica Sli 100 ve Sli 200 gruplarinda Kontrol
Grubundan da diisiik ¢ikmasi silimarinin bobrek dokusunu destekleyici, koruyucu bir
Ozelligi sahip oldugunun isaretidir. Kreatin seviyelerinin istatistiksel analizinde de,
Tak Grubu ile Tak + Sli 100 Grubu arasindaki farkin anlamli olmamasina (p>0,05)
karsin Tak + Sli 200 grubu arasindaki farkin anlamli olmasi (p<0,05) silimarinin bu
dozda kullanilmasinin daha uygun olacagina yorumlanabilir. Karimi ve ark (2005)
sisplatin, Amien ve ark (2015) ise siklofosfamid gibi kanser ilaglarinin yan etkilerini
azaltmak i¢in yaptiklar c¢aligmalarda silimarinin serum kreatin seviyesinin diisiik

olmasinda etkili oldugunu belirlemislerdir.*0

Takrolimus (FK506), hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonuyla Bak protein
ekspresyonuna, mitokondriyal disfonksiyona ve niikleer pargalanma ile apoptozise
neden olmaktadir (Choi ve ark 2008). Kim ve ark (2017) yaptiklart deneysel
calismada, TUNEL yontemi boyamalarda bobrek dokusunda apoptotik hiicre
sayisinda belirgin bir artis belirlediklerini kaydetmislerdir. Bobrek ve karaciger
dokularindaki apoptozisi belirleyebilmek i¢in ¢alismamizda da TUNEL metodu ile
boyamalar yapilmistir. Calismada TUNEL pozitif reaksiyonlarina en yogun olarak
(apoptotik hiicre sayis1 6) hem bobrek ve hem de karacigerde Tak Grubunda
rastlanmis olmasi diger arastiricilarin (Choi ve ark 2008, Kim ve ark 2017)
bulgularini desteklemektedir. Apoptotik hiicre sayilarinin Tak + Sli 100 (apoptotik
hiicre sayis1 3) ve Tak + Sli 200 (apoptotik hiicre sayis1 1) gruplarinin her ikisinde
de daha az sayida olmasi silimarinin bobrek ve karaciger dokusunu koruyucu
etkisinin farkl bir isaretidir. Dabak ve Kocaman (2015) metroksan, Sozmen ve ark
(2014) fumosin-B’nin yan etkilerine kargi silimarin kullanarak yaptiklar
caligmalarda, sunulan caligmanin sonuglarinda oldugu gibi silimarinin apoptozisi

engelledigini kaydetmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu caligmada; takrolimusun bobrek ve karacigerde yol agtig1 nefrotoksisite ve
hepatotoksisite ile olusan dejeneratif degisikliklere karsi, silimarinin koruyuculugu
histopatolojik, in situ TUNEL ve biyokimyasal yontemlerle ilk kez arastirilmistir.

Calismada 1 mg/kg/giin  dozunda intraperitoneal olarak kullanilan
takrolimusun ratlarda akut/subakut nefrotoksisite ve hepatotoksisiteye neden oldugu

belirgin olarak gézlenmistir.

Takrolimusun bobrek ve karacigerde neden oldugu dejeneratif etkilerine karsi
kullanilan silimarinin, hem 100 mg/kg/giin ve hem de 200 mg/kg/glin dozunda
koruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmis, takrolimus nefrotoksisitesi ve
hepatotoksisitesine karsi koruyucu olarak giivenle kullanilabilecegi kanisina
vartlmistir. Yalniz silimarinin bu etkisinin Tak +Sli 100 grubuna gore, Tak +Sli 200
grubunda elde edilen verilerin 1s18inda dikkate alindiginda, toksisite etkilerine karsi
silimarinin 200 mg/kg dozunda kullanilmasimnin daha uygun olabilecegi kanisina
vartlmistir. Sli 100 ve Sli 200 gruplarinda histopatolojik ve biyokimyasal degerlerin
Kontrol Grubu ile benzer, canli agirhk artisinin ise daha iyi olmasi dikkate
alindiginda, bu dozlarda silimarin kullaniminin yan etkisinin olmadigi seklinde

degerlendirilebilir.

Caligma siiresinin 6 hafta olmasi nedeniyle takrolimusun dozu dogal
kullanimdan daha yiiksek olarak uygulanmistir. Bu durum takrolimusun toksik
etkisinin daha erken gelismesine ve silimarinin koruyucu etkisinin baskilanmasina
yol agmis olabilir. Takrolimus ve diger immiinosiipresif ilaglarin organ nakli
olgularinda uzun siireli kullanimlar1 dikkate alindiginda, gerek takrolimusun kronik
yan etkilerinin ve gerekse silimarinin koruyucu etkilerinin daha net ortaya

konulabilmesi i¢in daha uzun siireli deneysel ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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