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SILMARIN VE NANOFORMLARININ, DNA, APOPTOSIS, NEKROSIS
VE INCE YAPI UZERINDEKI ETKILERI

Mustafa CENGIZ
Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Damsman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2014, 121 Sayfa

Silmarin karaciger koruyucu ve antioksidan 6zelliginden dolayr cesitli
nedenlerle olusan karaciger hasarmin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak farmakokinetik ¢alismalarda silmarinin dokuda uygunsuz dagilma, diisiik
¢ozliniirliik ve barsakta gabuk bozulma gibi biyofarmasoétik sinirliliklarinin oldugu
rapor edilmistir. Bu ¢alismada, biyofarmasétik smirliliklarini azaltmak igin D-
galaktozamin/tiimor nekroz faktor alfa ile olusturdugumuz deneysel karaciger
hasari lizerine, sentezledigimiz silmarin kati lipit nanoformulasyonunun karaciger
koruyucu etkisi arastirilmistir. Biyokimyasal ve histopatolojik bulgular
degerlendirildiginde silmarin yiiklii kati lipit nanopartikiilin deneysel olarak
olusturulan karaciger hasarinda silmarinden daha etkili bir iyilestirici oldugu ortaya
cikmigtir. Sonug olarak, silmarin yiikli kati1 lipit nanopartikiiliin, silmarinin

farmasotik sinirliliklarini azaltmak i¢in yararli bir sistem olabilecegi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Silmarin, kati lipit nanopartikiil, karaciger hasari,

hepatoprotektif etki
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THE EFFECTS OF SILMARIN AND ITS NANO FORMULATION ON
DNA, APOPTOSIS, NECROSIS AND FINE STRUCTURE ON
EXPERIMENTALLY CAUSED D-GALACTOSAMINE/TUMOR
NECROSIS FACTOR ALPHA-INDUCED LIVER INJURY IN BALB/C
MICE

Mustafa CENGIiZ
Anadolu University
Graduate School of Sciences

Supervisor: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2014, 121 Pages

Silymarin is widely used in treatment of liver diseases of varying origins
due to its proven hepatoprotective and antioxidant properties. But, pharmacokinetic
studies have shown the biopharmaceutical limitations of this agent as improper
diffusion in the tissue, poor solubility in water, and decomposition in the intestine.
In this study we aimed to formulate silymarin solid lipid nanoparticles and to
investigate the hepatoprotective effects on experimentally damaged liver tissue by
D-galactosamine/tumour necrosis factor alpha application. Based upon our
investigation results histologic and biochemical findings, it can be concluded that
Silymarin solid lipid nanoparticles significantly reduced D-galactosamine/tumour
necrosis factor alpha-induced hepatotoxicity, which suggested improved bioactivity
compared to silymarin. In conclusion, Silymarin solid lipid nanoparticles could be
a useful system for the delivery of poorly water-soluble Sm, apart from providing
favourable hepatic protection.

Keywords: Silymarin, solid lipid nanoparticles, liver damage, hepatoprotective
effect
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1.GIRIS

Karaciger organizma i¢in hayati olan birgok maddenin sentez ve metabolize
edildigi bir organdir. Karaciger gesitli toksinler, kimyasal ve mikrobik ajanlarla
stirekli karsilasmakta ve bu ajanlart detoksifiye etmektedir. Karacigerdeki
morfolojik degisimler organizmadaki metabolik olaylar1 etkilemektedir. Bu
nedenle viicuttaki metabolik fonksiyonlarin bozulmasi karaciger hasar1 ile
iligkilendirilir [1]. Hepatitler, ani gelisen karaciger yetmezligi, ¢esitli kanserler,
toksinler, sitokinler ve ilaglar gibi bir¢ok etken karacigerde hasar olusturmaktadir
[2]. Asetoaminofen [1,2], karbontetra kloriir (CCls), lipopolisakkarit [3,4], D-
galaktozamin (D-GaIN) ve timor nekroz faktor o (TNF-a) gibi hepatotoksinler
deneysel karaciger hasar1 olusturmada yaygin olarak kullanilan kimyasal
maddelerdir [5]. Sitokinler, organizmada ¢esitli uyaranlara cevap olarak o6zel
hiicreler tarafindan salgilanan diizenleyici proteinlerdir. Sitokinler inflamasyon ve
immiin yanit olusumu, doku onarimi, hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi gibi bir¢ok
fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol oynarlar. TNF-a, endotoksinler ve diger
uyaranlara cevap olarak, makrofajlarda tiretilip salinan bir sitokindir. Bu sitokin
daha az miktarda olmak {izere lenfosit hiicreleri, mast hiicreleri, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve sinir hiicreleri tarafindan da iiretilmektedir [5]. TNF-a farkl hiicre
tipleri iizerinde cesitli etkiler gdsterir ve gesitli fizyolojik olaylarin 6nemli bir
aracisi olarak bilinir. Bu olaylar arasinda: strese cevap, doku hasari, timor nekrozu,
diger sitokinlerin uyarilmasi, inflamasyon, ates, immiin fonksiyonlarin
diizenlenmesi, hiicre bdliinmesi, hiicre farklilasmasi ve apoptoz ile hiicre 6liimii
sayilabilir [6].

D-GalN ise diger doku ve organlara etkisi olmayan, karacigere spesifik bir
hepatotoksindir [7]. D-GalN karaciger hasarina 6zgii morfolojik ve biyokimyasal
degisimlere neden oldugundan dolay1 karaciger hasarinda model organizma

olusturmak i¢in kullanilan bir maddedir [8,9].

Farelerde D-GalN/TNF-o’nin farkli dozlarinin enjeksiyonu, karaciger
hastaliklarinin olusumu ve tedavisini incelemek amaciyla yaygin olarak kullanilan
deneysel bir metottur [6]. Bu ¢alismada da model organizma olusturmak igin bu

yontem kullanilmistir.
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Silmarin (Sm), Silypbum marianum [L.] Gaertner [10] (Deve dikeni)
bitkisinin meyveleri ve tohumlarindan elde edilen anti-oksidan, anti-kanserojen,
fibroz giderici, anti-inflamatuvar ve anti-lipit peroksidatif [11] etkilere sahip
polifenolik bir bilesiktir [12,13]. Sm, 2000 y1l1 askin bir zamandan beri karaciger
ve safra kesesi hastaliklari ile toksin zehirlenmelerine karsi karacigeri korumada,
ayn1 zamanda mantar zehirlenmesi, yilan sokmasi, bocek 1siriklari gibi durumlarin
tedavisinde de kullanilmaktadir [14,15]. Ancak, Sm’nin kimyasal yapisindan
kaynaklanan bir takim etki sinirlayict durumlari bulunmaktadir. Bunlar dokuda
uygunsuz dagilim, suda ¢ok az ¢oziinme ve barsak ortaminda bozulma gibi
biyofarmasotik sinirliliklaridir [16,17,18]. Sm’nin bu etki sinirlayict 6zelliklerini
ortadan kaldirmak {izere birgok girisim gergeklestirilmis olmasina ragmen
farmakolojik bir basar1 elde edilememistir [18]. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada
¢oziinlrligl ve gegirgenligi artirmak amaciyla 6nerilen silibin-fosfolipit kompleksi
basarili bulunamamistir [19]. Diger bir ¢alismada Sm tuzlari denenmis fakat
membran gegirgenliginin kisitli olmasi ve lipozomal bir iletim sisteminin yiiksek
yiizey aktif madde igerigi ve diisiik yiikleme etkinliginden dolay1 [20] bu sistemin
de Sm’nin ¢oziiniirligiinii ve gegirgenligini artirmada yeterli seviyede olmadig
saptanmistir.

Bu sinirlayici etkileri minimuma indirmek {izere yapilan ¢alismalar, ¢oziim
yolunun kati lipit nano-formulasyon (KLN) olabilecegi fikrini ortaya koymustur.
SM-KLN uygulamasiyla ile yapilan caligmalarin sayisit oldukca sinirhidir. Bu
calismada, Balb/c farelerde D-GalN/TNF-a ile olusturulan karaciger hasarinda Sm
ve nanoformlarin, DNA, apoptoz, nekroz ve ince yapi iizerindeki anti-oksidan,

anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkileri aragtirtlmistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Karaciger Hasarinda Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)’nin Rolii

TNF-a (Kaseksin) proliferasyon, inflamatuvar mediyatorler ve hiicre 6liimii
gibi hiicresel cevaplarn tetikleyen, 9 liganddan olusan TNF reseptorleri ailesini
aktiflestirerek fonksiyon gosteren bir sitokindir [21]. TNF-a baslica makrofajlar
tarafindan tretilir. Aym1 zamanda lenfosit hiicreleri, mast hiicreleri, endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve sinir hiicreleri olmak iizere birgok hiicre tipi tarafindan
iretilmektedir. Karacigerde ise TNF-a, birincil olarak safra kanali hiicreleri ve

Kupffer hiicreleri tarafindan tretilir [22].

Farkli hiicre tipleri lizerinde ¢esitli etkiler gosteren TNF-o Strese cevap,
doku hasari, timor nekrozu, sitokinlerin uyarilmasi, inflamasyon, immiin
fonksiyonlarin diizenlenmesi, ates, hiicre farklilasmasi ve apoptoz gibi cesitli
fizyolojik olaylarin 6nemli bir aracisi olarak bilinir [23]. Karacigerde ise viral
hepatit, alkolik karaciger hastaligi, alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi
ve iskemi-reperfiizyon hastaliklarinin patofizyolojisinde rol almaktadir [22].
Hepatotoksin varliginda, akut karaciger yetmezliginde veya viral hepatitiste,
hepatositler yiiksek diizeylerde cesitli sitokinlere maruz kalirlar. Bu sitokinler
arasinda yer alan TNF-a, hepatositlerde hem hiicrenin sag kalimu ile ilgili yollar

hem de apoptotik yollar1 aktive eder [24].

TNF-o’nin karacigerde iki zit yonlii rolii vardir. Bir yandan hiicre 6liim
mediyatorii olarak gorev yapan TNF-o diger bir yandan da hepatosit proliferasyonu
ve karaciger yenilenmesini tetiklemektedir [22]. Bu etkilerini, anti-apoptotik
etkileri olan transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa (NF-k)’yi uyararak, hiicre
boliinmesini uyarma seklinde gostermektedir. Diger bir etkisi ise inflamatuvar
karaciger hastaliklarinin bilyiikk bir boliimiinde, toksik etki yapmaktir. Bu etki
yapilan ¢aligmalarda artan transaminaz seviyeleri ile gosterilmektedir [24]. TNF-a

hepatositlerde apoptozu uyararak, karaciger hasarina katkida bulunur [25].
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TNF-o oncelikle tip 2 transmembran protein olarak {retilir fakat
¢ozilinebilir trimerik formda metalloproteaz TNF-doniistiiriicii enzim (TACE)
tarafindan proteolitik pargalama ile serbestlesmektedir [22]. Lipopolisakkarit (LPS)
ve diger bakteri iriinlerine cevaben biiyiikk miktarda TNF-a diretilir. TNF-a
biyolojik fonksiyonunu TNF-R1 ve TNF-R2 membran reseptorleri ile etkileserek

gosterir.
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Sekil 2.1. TNF-a sinyal yolaklar1 (http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=TNF_Signaling)
(25.09.2013)

TNF-a proapoptotik yolak ve proinflamatuvar yolagin potansiyel aktivatorii
olarak caligsa da bu sinyal yolaklar1 belirli seviyelerde kompleks bir yapida
etkilesmekte ve bir yolagin aktiflesmesi genellikle diger yolagin inaktif hale
gelmesine baglidir [22]. Hiicreler, TNF-a kaynakli sinyali uygun cevap ile yonetme
yetenegindedir. TNF-o’nin iki farkli hiicreler aras1 sinyal iletme egilimi reseptore

baglanabilmesi TNF-o kaynakli hiicresel cevabin diger bir kontrol seviyesini
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gostermektedir. TNF-R1, ¢oziinebilir TNF-a ile aktif hale gelirken TNF-R2’nin
aktivasyonu membrana bagli TNF-o’nin baglanmasi ile gergeklesmektedir [22].
TNF-o’nin baglanmasindan sonra TNF-a reseptorleri konformasyonel degisiklige
ugrar ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglar. TNF-R1’in hiicre i¢i
bolgesi korunmus bir protein icerir. Bu bolge yaklasik 80 aminoasitlik 6liim noktasi
denilen bolgedir ve TNF reseptoriine bagl protein molekiilii buraya baglidir. TNF-
R1 bagh olim bolgesi TNF-a reseptor bagimli faktoriin baglanma yerini
olusturmaktadir [22]. Reseptor etkilesimli kinaz (RIP) ve baglayici molekiil Fas-
bagimli 6liim bolgesi de buraya baglanmaktadir. Buna zit olarak TNF-R2 6liim
bolgesi icermez ve dogrudan TNF-a reseptorii bagimli faktor 2 ile etkilegir. TNF-
R1’in aktivasyonu NF-kf, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) ve p38’in
aktivasyonuna yol agabilir. Buradaki araci enzim RIP1 ve TNF-a reseptorii bagimli
faktor 2 (TRAF2)’dir. Kaspazlarin ve apoptozun aktivasyonundaki araci ise Fas-
bagimli 6liim bolgesidir (FADD) [22]. TNF-a reseptorleri ailesinin Fas ve TNF-a
aracili 6lim reseptorleri, apoptoz indiikleyici ligandi kaspaz 8’in aktivasyonunun
baslatildig1 bir “6liim indiikleyici sinyal kompleksini (DISC)” basgarili bir sekilde
olusturur. Bu kompleks TNF-a reseptor sinyallesmesinde bulunmamaktadir. TNF-
R1 bu kompleksin zayif ve kisa dmiirlii olusumunu tetiklemektedir. Clinkii TRAF2
aracili apoptoz inhibitdr molekiillerinin artmis ve kaspaz 8 aktivasyonu
engellenmistir [22]. Bu yapt TNF-a tesvikli 6liim sinyallerinin genellikle ek
mitokondriyal sinyallere ihtiya¢ duyduklari, buna zit olarak Fas’in birgok hiicre
tipinde mitokondriyal yolaktan bagimsiz olarak apoptozu indiikledigi bilgisiyle
daha da pekistirilmistir. TRAF2 ve NF-kB gibi anti-apoptotik sinyaller bloke
edildiginde TNF tesvikli kaspaz 8 aktivasyonu bcl-2 homologu proteinlerin
proapoptotik iiyelerinin aktivasyonuna, mitokondri depolarizasyonuna, sitokrom c
saliimina ve kesici kaspazlarin aktivasyonuna yol agmaktadir. TNF-R2 6zellikle
pro-inflamatuvar yolaklar1 aktive etse de apoptozu indiiklemez. TNF-R1 ve TNF-
R2 kaynakli sinyaller arasindaki capraz etkilesim, TNF-TNF-R1 kaynakli hiicre
Olimiinii TRAF2’nin TNF-R2’ ye baglanmas1 6zelligini diistirmesi, TRAF2’nin
cIAP1 aracili indiikleme mekanizmasini bozmasi, TNF-R2 aracii JNK
aktivasyonunu uzatmasi ve TNF-R2 kaynakli TNF-a salinimina yol agmasi gibi

mekanizmalar ile TNF-R1 kaynakli hiicre 6liimiinii artirabilir [26].
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2.2. Karaciger Hasarinda D-Galaktozamin (D-GalN)’in Rolii

D-GalN, insan viral hepatit hastaligina benzer karaciger hasarina neden
oldugu bilinen hepatotoksik bir ajandir. D-GalN’in karaciger spesifitesi karaciger
hiicrelerinde galaktokinaz ve galaktoz-1-P-iiridiltransferaz (UDP-glukoz)’un
yiiksek seviyelerde iiretiliyor olmasi ile iligkilidir. GaIN metabolizmasi esnasinda,
karaciger hiicrelerindeki iiridin havuzlarini tiikkenmesi transkripsiyon ve protein
sentezinin durmasina neden olur. Karaciger hiicrelerinde transkripsiyonun durmast
hiicreyi sitokinlere karsi asir1 duyarl hale getirmektedir. Ayrica GalN, karaciger
hiicrelerinde kaspaz 3 aktivasyonu ve serbest radikal artigi ile mitokondride

fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir [27].

Galaktozamin hepatotoksisitesinin biyokimyasal temeli galaktozaminin
karaciger hiicreleri tarafindan metabolize edilmesine dayanmaktadir. Yapilan
calismalarda, D-GalN’in karaciger dokusunda olusturdugu hasar uygulanan
galaktozamin dozu ile dogru orantili oldugu bulunmustur. Karaciger hasari
olusturmak tizere uygulanan galaktozaminin etkisi plazma membraninda geri
doniistimlii degisiklige neden olma yoniindedir. Bunun sonucunda da hiicre
oliimiinde rolii olan kalsiyumun gecirgenliginde degisiklik meydana gelmektedir
[28].

Hepatosit
Erken evre
Apoptoz e :
"UDP
G D-Galaktozamin
UDP-GalN
ileri evre : E
Nekroz <¢—— mRNA

|

TNF-a
Sekil 2.2. D-Galaktozaminin protein sentezini bloke ederek, hepatositi TNF-a. nedenli hiicre

Sliimiine duyarl hale getirme mekanizmasi [29]’dan uyarlanmigtir
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Deneysel olarak karaciger hasart olusturmak amaciyla ozellikle Balb/c
farelerde farkli konsantrasyonlarda D-GalN ve TNF-a enjeksiyonu yaygin olarak
kullanilan bir metottur [8,30]. D-GaIN’in tek basina uygulanmasi ile baska bir
hepatotoksik madde ile birlikte uygulanmasindan alinan sonuglarin farkli oldugu
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bir calismada, tek basina uygulanan D-GaIN’in
diisiik oranda apoptoz, daha yiiksek oranda nekroza neden oldugu, TNF-a ile
birlikte uygulanmasindan sonra ise apoptotik hiicre 6liim oranimi belirgin olarak
yiikselttigi ifade edilmistir [8,31]. TNF-o’nin tek basina uygulanmasi durumunda
apoptotik karaciger hiicrelerinde TNF-a’nin reseptoriine baglanmasi ile NF-kf3’nin
aktivasyonu goriilir ve koruyucu proteinleri kodlayan genlerin iiretilmesi
uyarilarak protein sentezi bloke edilir [8]. D-GaIN’in TNF-a ile beraber
kullanildiginda daha yiiksek apoptotik hiicre 6liimiiniin goriilmesi galaktozaminin
karacigere 6zel transkripsiyonel blokor olmasindan kaynaklanmaktadir [8,32]. Bu
iki hepatotoksinin birlikte uygulanmasi ile olusturulan apoptotik hiicre dliimlerinde
mitokondride tretilen serbest radikaller de yer almaktadir. Galaktozaminin tek
olarak enjeksiyonu yeterli miktarda serbest radikal iiretmekte ve TNF-o’nin
karaciger hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerine kars1 karaciger hiicrelerini daha

duyarli kilmaktadir [30].

2.3. Silmarinin Genel Ozellikleri

Silmarin (Sm), Asteraceae familyasina ait Silybum marianum [L.] Gaertner
[10] (Deve dikeni) bitkisinin meyveleri ve tohumlarindan izole edilen, polifenolik
bir bilesiktir [33,34]. Deve dikeni 6ziitleri 2000 yili agkin siiredir farkli uygarliklar
tarafindan  genglestirici olarak kullanilagelmistir. Kimyasal agidan Sm,
flavonolignan izomerlerinin karigimidir [35,36]. Sm’nin yaklasik % 65-80’ini
flavonolignanlar ile birlikte yaklagik %20-35 oraninda yag asitleri ve bagka
polifenolik bilesenler olusturmaktadir. Genel kimyasal formiilii C2sH22010’dur
[37].
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Sekil 2.3. Silmarin’in kimyasal bilesenleri (http://www.medscape.com/viewarticle/422884),
(25.09.2013)

Sm’nin saflastirilmis dziitlerde en 6nemli kimyasal bileseni silibin’dir ama
izosilibin, silkristin, silidiyanin, ve flavonid taksifolin gibi baska flavonolignan
bilesenler de igerir [38]. Calismalar gostermistir ki, silibin ve izosilibinin, silibin A
ve silibin B ile izosilibin A ve izosilibin B olmak iizere iki diyasteroizomerin bir
karisimidir ve ayrica son ikisi Sm karisimindan olan (izosilibin A ve izosilibin B)
silibin A ve silibin B’nin rejyomerleridir [39]. Silybum marianum bitkisinin beyaz
cigcek acan tiirleri silandrin, silimonin, silihermin ve neozilhermin A and B gibi 3-
deoksiflavanolignanli ek bilesenler icermektedir [40]. Hepatit ve sirozun
tedavisinde kullanilmasinin yani sira, karacigeri toksik maddelerden korumak

amaciyla da dogal bir ilag olarak kullanilagelmistir.

Sm, deneysel karaciger hastaliklarinda anti-oksidatif (oksit giderici), anti-
lipit peroksidatif, fibroz giderici, iltihap onleyici, hiicre zar1 koruyucu, bagisiklik
sistemini koruyucu, protein sentezi ve hiicre yenilenmesinin uyarilmasi gibi
mekanizmalarini ortaya koymustur. Buna ilave olarak, Sm ¢esitli kanser tiirlerine
kars1 kanseri dnleyici bir potansiyele sahip oldugu i¢in hem hiicre kiiltiiriinde hem
de canli denekte yaygin bir sekilde calisilmistir. Kemopreventif 6zelliginin
kesfedilmesi, anti-anjiojenik ve anti-kanser 6zelliklerinin kesfedilmesi gibi farkli
amaglarla Sm’ye olan ilgi yeniden artmistir [41,42]. Sm flavonolignanlari

hepatositler lizerinden ¢ok yonlii aktivite gostermektedir. Sm hepatositin RNA
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polimeraz I’i harekete gecirme, ATPaz aktivitesini kolaylastirma ve glutatayon
iceriklerini geri yiikleme oOzellikleri vardir [43]. Flavanolignanlarin karaciger
koruyucu etkisi mitotik aktiviteyi hizlandirarak karaciger dokularinin
yenilenmesine yol agmada senkronize bir aktivitedir [44]. Buna ilaveten Sm
bilesenleri lokotrienler ve niikleer faktor kappa B (NF-kp) gibi inflamasyon 6ncesi
uyaricilarin giiglii inhibitérleridir [45,46]. Tlacin aym1 zamanda dokuda uygunsuz
dagilma, suda ¢ok az ¢oziinme ve barsak ortaminda bozulma gibi biyofarmasotik

sturliliklar: vardir [47,48,49].

2.3.1. Silmarin’in Anti-Kanser Etkileri

Kanser gelisimi, transkripsiyonel faktorlerin bozuk ifadesi ve hiicre
¢ogalmasi, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, programlanmis
hiicre 6liimii (apoptoz), kan damarlarinin olusumu (anjiyogenesis), istila (invazyon)
ve metastaz gibi olaylarda rol alan proteinler tarafindan tetiklenen ¢ok basamakli
bir siirectir. Yiiksek anjiyogenik potansiyel, istila ve metastazin yani sira, bozuk
hiicre dongiisiiniin gidisati ve apoptoz, kanserin belirgin ozellikleri olarak
tanimlanmistir. Dolayisiyla, bu siireglerden bir veya birden fazlasini hedef alan
ajanlar, etkili ve ideal kanseri Onleyici (kemopreventif) olabilirler. Sm ve/veya
silibinin hiicre yasam dongilisii diizenleyicileri ve apoptozda rol alan vitaminlerin
ifadelerine miidahale ederek, hiicrelerin yasamda kalmasi1 veya apoptoza gitmesi
arasindaki dengesizligi ayarlamaktadir. Buna ilave olarak, Sm ayn1 zamanda belli
proteinleri modiile ederek metastazi Onleyici ve iltihabi engelleyici 6zelligini
gostermektedir [50]. Hem Sm hem silibinin, siklin bagimli kinaz (SBK) ifadesinin
baskilanmasi ve SBK inhibitdrlerinin (p21¢'™! ve p27¥P1) artis1 ve bu inhibitdrlerin
SBK’lara baglanmasinda goriilen es zamanl artisindan dolay1 epidermal biiyliime
faktorli reseptoriiniin (EGFR) biiylimesini baskilamakta ¢ok etkilidir. Sm hiicre
biiylimesini G1 ve G2 kontrol noktalarinda durduran mekanizmalarini aktif hale
getirir. Sm diisiik dozlarda, hiicre dis1 sinyal-diizenlemeli kinaz (ERK1/2)
inhibisyonu ile biiyiimede durma olayin1 uyarirken, yiiksek dozlarda alinan Sm,
mitojen ile aktif hale gelmis protein kinaz (MAPK)/c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
yolagi ile apoptoza yol acar [50,52]. Yapilan ¢aligmalarda Sm’nin insanda goriilen
ilerlemis prostat kanseri DU145 hiicrelerinde, hem temel olarak aktif hem de

degisiklik yapan o biiyiime etkeni aracili EGFR’nin tirozin fosforilasyonunu
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baskiladig1 gosterterilmistir [53]. Calismalar gdsteriyor ki, Sm ve silibinin, biiyiime
faktorlerinin ifade ve sekresyonunu engelleyerek EGFR’nin iletisimini diizenler.
Ayrica, biiyiime faktoriinin EGFR’ye baglanmasimi veya aktif hale gelmesini

engeller ve tiimor hiicre ¢izgisinde bir anti-kanser etki saglar [54].

2.3.2. Silmarin’in Anti-inflamatuvar Etkileri

Sm’nin anti-inflamatuvar etkileri iltihap, hiicre yasami, farklilasma ve
bliylimede gorev alan c¢esitli genlerin ifadesini diizenleyip koordine eden
transkripsiyon faktor niikleer faktor-kB’nin (NF-kB) inhibisyonu ile iliskilidir.
Ozellikle de NF-kB, interlokin (IL)-1 ve -6, TNF-a, limfotoksin, granulosit
makrofaj koloni-uyarici faktorii (GM-CSF) ve interferonun (IFN)-y iiretilmesine
katkida bulunmaktadir. NF-kB cogu resting hiicrelerde NF-kB’nin niikleer
lokalizasyon sekanslari i¢in bir inhibitér gorevini goren kB (IkB)-proteinlerine
baglanir ve sitoplazmanin iginde hapsolur. Calismalar, Sm’nin TNF-a’ya bir yanit
olarak NF-kB aktivasyonunu baskilayan kuvvetli bir inhibitor oldugunu ve bu
etkinin de IkB’nin fosforilasyon ve agamali bozulmanin (degradation) baskilanmasi
ile ortaya c¢iktigimi gostermistir [54]. Aym1 zamanda p65 alt birim niikleer
translokasyonunu ve NF-kB-bagimli raportér gen transkripsiyonunu diigiiriir. Sm
ayn1 zamanda forbol ester, lipopolisakkarit, okadaik asit ve seramidin neden oldugu
NF-kp aktivasyonunu bloke ettigi gézlemlenirken, hidrojen peroksit nedenli NF-kf3
aktivasyonunun bundan énemli 6l¢iide etkilenmedigi gézlemlenmistir [55].

Sm‘nin, ¢esitli anti-inflamatuvar ajanlarin yol agtigi NF-kB aktivasyonu
tizerindeki etkileri ¢alisilmis [55] Sm’nin ayn1 zamanda TNF-o’nin tetikledigi
MAPK ve JNK’nin aktivasyonu, TNF nedenli hiicre zehirlenmesi (sitotoksisite) ve
kaspaz aktivasyonlarini da engelledigi gosterilmistir. Tetrandirinle birlikte verilen
Sm’nin, dimetilnitrozamin (DMN) verilen siganlarin karacigerinde metallothionin
gen transkripsiyonunu ve NF-kf’nin aktive ettigi yolaklar1 zayiflattig1 gozlenmistir
[56]. Sm, insanlarin mezensial hiicrelerinde TNF-a, IL-1 beta nedenli NF-k(
aktivasyonu, TNF-a nedenli hiicre i¢i kalsiyum ve tek hiicreli kemotaktik protein-
1 (MCP-1) ifadesini doza bagh olarak engelledigi bildirilmistir [S57]. Sm’nin
endotoksin nedenli septisise karsi koruyucu etkisi vardir ve ayni zamanda IL-1 beta
ve prostaglandin (PG)-E2’nin iiretimi lizerinde engelleyici bir rolii bulunmaktadir

[58]. Sm, doza bagli olarak hem sitokin nedenli nitrik oksit (NO) iiretimini Ve sigan
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beta hiicrelerinin 6liimiinii ve ayrica insanin pankreatik adacik hiicrelerinde IL-1

beta ve IFN-y nedenli NO iiretimini ve beta hiicre bozulmasini 6nlemektedir [59].

2.3.3. Silmarin’in Hiicre Yasam Dongiisiindeki Rolii

Hiicre yasam dongiisiiniin ilerleme ve boliinmesindeki normal gidisatin
bozulmasi malign doniisiimde goriilen oOnemli bir olaydir. Hiicre yasam
dongiisiinlin diizenlenmesi bir grup siklin, SBK’lar ve SBK inhibitdrleri tarafindan
kontrol edilmektedir. Aralarinda prostat [51-53,60], yumurtalik [61], g6giis [62],
akciger [63], cilt [54], ve mesanenin de [64,65] bulundugu cesitli kanser tiirlerinde,
timorlii hiicrelerin ¢ogalmasi lizerinde Sm’nin baskilayict bir rolii oldugu rapor
edilmektedir. Cesitli bilimsel makaleler, Sm hiicre ¢ogalmasini hiicre yasam
dongiisliniin ilerleyisini, hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda inhibe etmekte
oldugunu gostermistir. Yapilan bir ¢aligmanin sonucuna gore, Sm insanda goriilen
prostat kanserindeki LNCaP, PC3, ve DU145 hiicrelerinde G1 ve/veya G2-M
noktalarinda durmaya neden olmaktadir. Sm, CDK inhibitorleri olan Cipl/p21 ve
Kip1/p27 inhibitorlerini tetiklemekle birlikte, CDK2 ve CDK4 ve G1 noktasinda
durmaya neden olan ilgili kinaz aktivitelerinde azalmaya sebep olmaktadir [54].

Silibinin tedavisi, hiicre biiyiimesinde doza ve zamana bagl olarak bir
inhibisyon gergeklestigini ortaya koymus ve beraberinde mesane transizyonel
hiicreli kanser (TCC) hiicreleri, T-24 (yiiksek-diizey tiimor) ve TCC-SUP (yiiksek
diizey invazif tiimor) de G1 noktasinda durma gerceklestigini géstermistir. Buna
ilave olarak, yiiksek konsantrasyondaki silibinin TCC-SUP hiicrelerinde G2/M
noktasinda durmaya sebep olmus ki, bunun yani sira pCdc25c¢ (serl6), Cdc25c,
pCdc2 (Tyrl5), Cdc2 ve siklin B1 protein diizeylerinde diislis gézlenmistir [65].
Sm tedavisinin androjen bagimli (LNCaP) ve androjenden bagimsiz (PC3 ve
DU145) prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesine engel oldugu bildirilmistir [48].
Sm ayni zamanda insanda goriilen gogilis kanseri MDA-MB 468 hiicrelerinde
Cipl/p21 de artisa ve CDK’nin kinaz aktivitesinde ve ilgili siklinlerde diisiise neden
oldugu igin hiicre yasam dongiistinii G1 noktasinda durdurmaktadir [62].

Sm tedavisi sayesinde Cipl/p21, CDK2 ve CDK6’ya baglanmis ve buna
paralel olarak da siklin D1 ve E de gbzlenen bir diisiis ile birlikte, CDK6-siklin ile
yapilan caligmalarda ayni zamanda gosterilmistir ki, Sm ve silibinin G1 faz

siklinlerini-CDKlar-CDK inhibitorlerini G1 noktasinda ve Chk2-CDc25C-
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Cdc2/siklin B1 yolagini ise G2 noktasinda durma i¢in ayarlama/diizenleme yapar
ve bunun yam1 sira da hayati Oneme sahip olan hiicre yasam dongiisii
diizenleyicilerinin degisime ugramis hiicre i¢i (subcellular) lokalizasyonuna yol
acmaktadir [54]. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar silibinin, SKH1 kilsiz
sicanlarin anti-inflamatuvar ve anjiyojenik yanitlarinda goriilen hiicre biiyiimesi,
mikrodamar yogunlugu ve downregiilasyonda UVB nedenli artis1 engelledigini
gostermistir [66]. Baska c¢alismalarda da silibinin p21/CDK4 ve p27/CDK4
komplekslerini énemli 6l¢iide yukar1 dogru regiile etmis ve Rb-fosforilasyon ve
E2F1/DP1 kompleksini de asagi dogru regiile etmis ve boylelikle de insanlarda
goriilen bir karaciger tiimorii olan Huh7 hiicre biiylimesini engellemistir [67].
Yapilan birgok ¢alismada, Sm den izole edilen ve izosilibin B ve izosilibin A olarak
bilinen iki saf bilesenin, insanda goriilen prostat kanseri LNCaP ve 22Rvl
hiicrelerinde hiicre yasam dongiisiiniin durmast ve apoptoza gitmesi ile iliskili
oldugu tespit edilen bir anti-kanser aktivitesi ortaya cikartilmistir [49]. Bu
caligmalar Sm’nin kanseri onleyici ve tedavi edici 6zelligi sayesinde hiicre yasam
dongiisiinii dizenlenmesi, Sm’nin ¢alisma mekanizmalar1 arasinda kabul edildigini

gostermektedir.

2.3.4. Apoptozun Tetiklenmesinde Silmarin’in Rolii

Bircok fizyolojik ve patolojik hastalikta meydana gelen apoptoz, diger
adiyla programlanmis hiicre 6liimii, kanserde en cok One ¢ikan konulardan biri
olarak bilinmektedir. NF-kp ve AP-1 aktivasyonunu engelledigi bilinen bir¢ok
bitkisel ilag, hiicre cogalmasin1 baskilayabilir ve hiicreleri apoptoz indiiksiyonuna
duyarli hale getirebilir. Caligmalarda Sm’nin antikanser etkileri, hiicre yagsam
dongiistiinii durdurdugu ve farkli tip kanserlerde apoptozu tetikleyerek etkisini
gosterdigi rapor edilmektedir. Li ve ark. [68] Sm ile tedavi edilen insandaki kotii
huylu kara tiimor A375-s2 hiicrelerini (derinin melonosit hiicrelerinden
kaynaklanan habis bir tiimor) Fas bagimli protein Sliim bolgesinin ifadesini
artirarak apoptoza gétiirdiigiinii gdzlemlemislerdir. Insanlarda ultraviyole 1s1n
verilen kotii huylu kara tiimor A375-s2 hiicrelerinde, Sm bir ¢esit hiicre yasam
proteini olan SIRT1’i aktive etmenin yani sira, Bax ve poly (ADP-riboz) polimeraz

(PARP) ifadesini asagiya dogru regiile eder ve bu esnada da sitokrom ¢ salinimi
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azalmis olup G2-M noktasinda da durma gerceklestigi yapilan g¢aligmalarda
vurgulanmistir [69].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Sm’nin izomerleri (diastereomerler),
PARP, kaspaz 9 ve kaspaz 3 de kirilmalara neden olarak ve insanda goriilen prostat
kanseri ve LNCaP ve 22Rvl hiicrelerindeki survivin diizeylerini digiirerek hiicreyi
apoptoza gotiirdiigiinii  belirtmislerdir [48]. Benzer sonuglar aktif Stat3’iin
inhibisyona ugramasindan dolayr DUI145 hiicrelerinde de gozlemlendigi
vurgulanmustir.  Silibinin, prostat kanseri PC-3 hiicrelerinde bulunan bir cesit
topoizomeraz II inhibitdrii olan mitoksantronun biiylimeyi-engelleyici 6zelligini,
artan apoptozun neden oldugu hiicre canlilifin1 zayiflatarak meydana getirdigini
gostermektedir [70]. Sm insanda goriilen K562 losemi hiicrelerinde, PARP
yariklarina yol agmanin yani sira kaspaz 9 ve 3’lin aktivasyonu ile iligkili Akt
aktivitesini inhibe ederek hiicreyi apoptoza goétiirmektedir [71]. Calismalar ayni
zamanda p53-kaspaz 2 aktivasyonu ve mesane tranzisyonel hiicre papilloma (RT4)
hiicrelerinde kaspaz araciliiyla gergeklesen Cip1/p21 kirilmasini igeren silibinini
tetikledigi apoptoz olayini da gostermislerdir [72]. Silibin ayn1 zamanda survivini
asagiya dogru regiile ederek ve aktif hale gelmis olan kaspaz-3 ve 9’u da yukariya
dogru regiile ederek insanda goriilen karaciger kanserinde apoptozu tetiklemektedir
[67]. Yapilan bir diger deneysel ¢alismada Sm takviyeli beslenme bi¢imi, erkek
F344 siganlarda 3,2’-dimetil-4-aminobifenil ile olusturulan prostat kanserini
apoptozu artirarak ve hiicre biiylimesini azaltarak inhibe ettigi sonucuna varilmistir
[73].

2.3.5. Silmarin’in Anti-Oksidan Etkileri

Hem Sm hem de silibinin anti-oksidan etki gosterir ve birgok in vitro ve in
vivo hiicre modelinde yiikseltgenme-indirgenme (redoks) homeostaz destegini
saglamaktadir. Kiruthiga ve ark. [77], H202 ye maruz kalan alyuvarlarda Sm’nin
verilmesi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirmanin yani sira bir lipit peroksidasyon gostergesi
(marker) olan malondialdehit (MDA) diizeylerinde diisiise neden oldugunu

gostermislerdir [76]. Sm, insan keratinositlerinde ultraviyole radyasyonundan
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kaynaklanan hasarin tedavisinde kullanildiginda GSH tiiketimini, ROS tiretimini ve
lipit peroksidasyonu biiyiik dlciide diisiirmektedir.

Yapilan c¢alismalar, ultraviyole kaynakli DNA tek dizili kirilmalar ve
kaspaz-3 aktivitesi Sm tarafindan biiylik 6l¢iide azaltildigi rapor edilmistir [77].
Ayrica Sm farelerin tist deri kismindaki epidermal mikrozomlarda doza bagl olarak
MDA olusumunu engelledigi, TPA ve benzoil peroksit (BPO) kaynakli lipit
peroksidasyonunu baskiladigi ve bu da Sm’nin in vivo ortamda giigli bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir [50]. Deneysel ¢alismalar,
Sm’nin ultraviyole kaynakli H2O> iretimini énemli 6l¢iide engelledigi ve serbest
radikal siipiiriicii ve antioksidan ozelliklerinin kemoterapiye bagli toksisitesinin
baslama ve ilerleyisini Onleyebilecegi veya azaltabilecegini goz Oniinde
bulundurdugunda, akut lenfoblastik 16semi hastalarinda agizdan verilen (5,1
mg/kg/giin dozlarinda) Silifoz (Siliphos) ilacinin kemoterapiye bagli karaciger

zehirlenmesi tizerinde koruyucu etki gosterebilecigi fikrine varilmistir [78].

2.3.6. Silmarin’in In Vitro Cahsmalarda Kansere Kars1 Etkileri

Sm’nin kansere karsi olan, insanda goriilen gogiis kanseri, cilt kanseri,
androjene bagli ve androjenden bagimsiz prostat kanseri, rahim agzi kanseri, kolon
kanseri, yumurtalik kanseri, karaciger hiicre kanseri, mesane kanseri ve akciger
kanser hiicrelerinde goriilmiistiir [50-52]. insanda goriilen prostat kanseri LNCaP
ve 22Rvl1 hiicrelerin tedavisi i¢in verilen ve Sm’nin aktif bilesenlerinden (izosilibin
B ve izosilibin A) olusan bir tedavi bigiminin sonuglarina gore, hiicre bliylimesinde
azalma ve hiicre 6liimii gergeklesmis; ayrica G1 kontrol noktasinda giiglii bir durma
ve apoptoza giden hiicre 6liimiine de rastlanmistir [49]. Yapilan in vitro ¢alismalar
gostermistir ki, silibinin temel olarak aktif olan Stat3’ii inhibe eder ve DU145
hiicrelerini apoptoza gotiirlir ki, buna dayanarak denilebilir ki silibinin 6nemli bir
tedavi edici potansiyele sahiptir. Doksorubisin ve sisplatin ile birlikte verilen
silibinin maddesinin benzer sinerjik etkileri gogiis ve yumurtalik kanseri hiicre

dizelerinde de rapor edilmistir [61].

2.3.7. Silmarin’in In Vivo da Kansere Kars1 Etkileri

Sm’nin, kimyasal maddelere bagli gelisen kanser, yabanci doku asisi
(ksenogref) ve gesitli transgenik modellerde etkili oldugu gosterilmistir. Literatiirde
Sm’nin 12-0-tetradesanol-forbol 13-asetat (TPA) kaynakli timor gelisimine karst
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epidermal ornitin dekarboksilazin aktivite ve ifadesini inhibe ederek gosterdigi ilk
kez rapor edilmistir [79]. Baska ¢alismalar da sunu gostermistir ki, Sm kimyasal
madde ve ultraviyole 1smlardan kaynaklanan cilt kanserlesmesinde 6nemli bir
baskilayic1t maddedir [54]. Son zamanlarda, Gu ve ark. [66] SKH-1 kilsiz farelerde
topikal veya diyetle iligkili verilen silibinin, hiicre ¢ogalmasi, iltihap ve kan damari
olusumunu engelleyerek, ultraviyole B kaynakli fotokanserojene karsi giiglii bir
koruyucu etkiye yol ac¢tigimi rapor etmislerdir. Zi ve ark. [54] yaptiklart
calismalarda, diyete eklenmis silibinin, ultraviyole B 1sinlarindan kaynaklanan ve
aralarinda timidin, dimer-pozitif hiicreler, cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA)
ifadesi ve apopotoza yol acan giines yanigi hiicrelerinde bulundugu cilt hasarlarini
onledigini rapor etmislerdir. Silibinin aym1 zamanda MAPKs familyasindan
ERK1/2, INK ve p38 gibi ve akut veya kronik sekilde ultraviyole B 1sinlarina maruz
kalmanin sonucunda SKH-1 fare cildinde ortaya ¢ikan Akt aktivasyonunu da
engelledigini rapor etmislerdir [54].

Prostat kanseri ile ilgili olarak yapilan bir ¢calismada, Sm diyete eklenerek
verildiginde erkek F344 siganlarda 3,2-dimetil-4-aminobifenil (DMBA) kaynakli
prostat kanseri vakasinin gelisme oranini 6nemli 6l¢lide azalttig1 belirtilmistir [73].
Atimik ¢iplak fare lizerinde yaptigimiz laboratuvar ¢alismalarinda, diyete eklenen
silibinin insanda goriilen ileri safha prostat tiimor yabanci doku asisinin
(ksenograft) biiytimesini engelledigi ve etkisine de prostat tiimoriinde hiicre
cogalmasina kars1 (antiproliferatif), apoptoza gotiiriici (pro-apoptotic) ve kan
damari olusumuna kars1 baskilayici gorevini yaparak gosterdigi rapor edilmistir
[50,51]. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, diyet i¢inde alinan silibininin fare
prostatindaki transgenik beze tiimoriinde (adenokarsinom) TRAMP timoriin
biiyliylip ilerlemesini engelledigi ve bu etkiyi de CDK’lar ve CDK inhibitorleri,
instiline benzer biiytime faktorii (IGF)-1 ve IGF baglayici protein (IGFBP)-3’iin
ifadesini degistirerek gergeklestirdigini gostermistir [50]. Baska calismalar da
gostermistir ki, erkek ICR farelerinde N-butyl-N-(4-hydroksibutil) nitrozamin
verilerek neden olunan mesane kanserinde silibininin verildiginde, silibinin hiicre
yasam dongiisiinde durmaya ve hiicrenin apoptoza gitmesine yol actig1 belirtilmistir
[64]. Agarwal ve ark. [80] ¢alismalarinda survivini asagiya dogru regiile ederek

artis gosteren apoptoz ile birlikte p53 ifadesinde bir artiy meydana getirerek
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silibinin, atimik c¢iplak farede insan mesane timdor ksenografinin biiyiimesini
engelledigini vurgulamiglardir [80]. Vihn ve ark. [81] ise Sm’nin cesitli mesane
lezyonlarinda bromo-iiridil (BrdU) i¢in etiketleme indeksini ve siklin D1 pozitif
hiicre oranini diistirdiigii ve yapilan baska bilimsel ¢alismalarda da, A/J farelerinde
iretan nedenli akciger kanserinde silibinin maddesinin zehirli kimyasal maddelerin
birikimine karsi olan etkisi degerlendirilmeye ¢aligilmistir [81]. Diyete silibinin
takviyesi, hiicre ¢ogalmasi, iltihap ve kan damar1 olusumunda rol alan proteinlerde
degisikliklere yol acarak flretan kaynakli akciger tiimoriini Onemli Olgiide
baskiladig1 rapor edilmistir. Sm’nin kansere kars1 etkili oldugu ayn1 zamanda kolon
kanserinin hem in vivo hem de in vitro modellerinde gosterilmistir. VVolate ve ark.
[82] yaptiklari bir ¢alismada Sm’nin siganlarda azoksimetan (AOM) kaynakli bir
kolon kanseri modelinde ACF (aberrant crypt foci) sayisini 6nemli olgiide
distirdiigii gozlenmistir. Kohno ve ark. [83] ise ¢aligmalarinda, Sm’nin 4 hafta
boyunca diyet ile verilmesi (100, 500 ve 1000 ppm oranlarinda) AOM (kanser
yapict madde)’ye maruz kaldigi esnada veya ondan sonraki asamada, doza bagh
olarak kolonik ACF’nin sikliginda onemli diisise neden oldugu belirtilmistir.
Ayrica uzun bir siire devam eden bir ¢calismaya gore icinde Sm bulunan beslenme
tiirti (100 ve 500 ppm oranlarinda) AOM kaynakli kolon kanserininin baglangi¢ ve
baslangi¢ sonrast asamalarda kolonik bez kanserinin goriilme siklig1 ve cesitliligini

azalttig1 vurgulanmistir [83,84].
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Sekil 2.4. Sm’nin hepatoprotektif 6zelliklerine uygun ana farmakolojik etkilerinin
sematik gosterimi. Hiicre membranlar1 (iist sol) ve hiicre ici kaskadlar
tizerindeki etkisi gosterilmektedir. Metabolik yollar kesik c¢izgilerle
gosterilmistir. Sinyal etkileri tam ¢izgilerle gosterilmistir. LTB4 = 16kotrien
B4; GSH = glutatyon, NF-KB = niikleer faktér kappa B; PGler =
prostaglandinler; Sil = silimarin; SOD = siiperoksit dismutaz; ROS= reaktif
oksijen tiirleri; TNF-a = timor nekroz faktor alfa [13]

2.4. Kat1 Lipit Nanopartikiiller (KLN)

Kati lipit nanopartikiiller (KLN), 1991 yilinda mevcut kolloidal sistemlere
alternatif bir tastyici sistem olarak ortaya atilan; yag/su tipi mikro emiilsiyonlarin
dondurarak kurutulmasi veya kat1 lipit ve lipit karigimlarmin yiiksek basingla
homojenizasyonu sonucu olusan, Koloit boyutta, yiizeyinde tek tabaka halinde
fosfolipit molekiilii bulunan bir kat1 hidrofobik ¢ekirdekten ibaret, lipozom ve
nanopartikiil arasinda bir yapi olan, ilag tasiyicisi olarak kullanilan kati
nanopartikiillerdir [85,86,87]. 1960 yilinda ilk giivenilir parenteral yag emiilsiyonu
Intralipit Wretlind tarafindan parenteral beslenme amaciyla gelistirilmistir. Bu
lipofilik ilaglar i¢in yeni tasima sistemlerinin baslangicidir. Basarili market
tirlinleri diazemuls ve diiziprivan bu tagima sistemlerinin ilk 6rneklerindendir [88].

Ancak ilag iceren emiilsiyonlar, zeta potansiyele bagli olarak kiimelesme, ilact
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hapsedememe ve emiilsiyonun bozulmas1 gibi kritik fiziksel stabilite sorunlarina

sahiptirler [89].

Diger bir tastyict sistem ise lipozomlardir. Fosfolipit vezikiiller lipozomlar
olarak 1965 yilinda Bangham tarafindan yeniden adlandirilmistir ve kendilerine
marketlerde ilk yerlerini 1986 yilinda bulmuslardir. Kozmetik bir anti-aging {liriinii
olan Capture (Dior) ilk lipozom tabanli farmasétik {iriindiir. Bundan sonra yapilan
calismalarla tasiyict sistem olarak farmasotik alanda arastirmalar yapilmaya
baslanmustir. Ik farmasotik iiriinler marketlere 80°li ve 90‘l1 yillarda gelmistir

[85]. Bunlara ilk 6rnekler;

Sentetik akciger surfaktanti Alveofact (Dr. Karl Thomae GmbH/Biberach in

Germany),

Pulmoner amagli Epi-Pevaryl,

Topikal olarak anti mikotik Econazole,

Amphotericin‘in intravendz injeksiyonu i¢cin Ambisome,
Sitotoksik i¢erkli intraven6z Doxil ve

Sitotoksik igerikli intraven6z Daunosome [90]

Bu iirtinler yiiksek potansiyelli 6zel ilaglarin toksik yan etkilerini azaltmak
ve tedavi etkinligini artirmak i¢in gelistirilmislerdir. Lipozom formiilasyonlarin
gelistirilmesindeki ana engeller ise dispersiyonun smirli fiziksel stabilitesi, ilag
sizintis1, spesifik olmayan hedeflendirmeye bagl diisiik aktivite, mononiiklear

fagositer sistem tarafindan temizlenme ve iiretim zorluklaridir [85] .

Biyodagilir ya da biyodagilim gdstermeyen polimerler araciligiyla yapilan
polimerik nanopartikiiller ise diger yenilik¢i tasiyici sistemlerdir. Bu sistemlerin
avantajlar1 alana spesifik hedefleme ve yiikli ilaclarin kontrollii salinimini
saglamalaridir. Ancak 30 yillik arastirmalarin sonunda polimerler tasiyici sistem
olarak ¢ok fazla yer almamiglardir. Istisnai olarak Nycomed firmas: tarafindan

tiretilen Abdoscan 6rnek olarak verilebilir ancak bu da kronik terapétik bir liriin
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degil sadece diyagnostik bir ajandir. Ayrica polimerik nanopartikiillerin biiyiik

capta tiretimi problemlidir.

Bu gelismeler iizerine 1990°‘l1 yillarda farkli arastirma gruplart alternatif
nanopartikiiller olan kat1 lipit nanopartikiillere odaklanmistir [91,92]. KLN diger
tastyici sistemlerin fiziksel stabilite, hapsedilmis ilaclarin degredasyondan
korunmasi, kontrollii salinim, iyi tolere edilebilme gibi avantajlarin1 bir araya
getirmistir. Ayn1 zamanda karsilagilan problemleri de en aza indirmistir. KLN
formiilasyonlar1 farkli uygulama yollar1 i¢in gelistirilmis ve bu alanda in-vivo ve
in vitro karakterize edilmistir [93,94]. ilk {iriin Polonya‘da marketlere sunulan
topik uygulanan bir krem olan Nanobase Yamanouchi‘dir. 2000°li yillara
gelindiginde KLN‘lerin modifiye edilmesiyle gelistirilen ve nano yapili lipit
tastyicilar (NLC) ve lipit ilag konjugatlar1 (LDC) da literatiirlere girmistir.

KLN‘ler kati lipitlerden yapilmis oda ve viicut sicakliginda kati olan
surfaktantlar tarafindan stabilize edilmis partikiillerdir. Tanimsal olarak lipitler
yiiksek derecede saflastirilmis trigliseritler, kompleks gliserit karigimlar1 hatta
wax ‘lar bile olabilir. Farkli aragtirma gruplariin ¢aligmalar1 sayesinde, KLN‘ler
tastyici sistem olarak genis bir sekilde karakterize edilmislerdir. ilk patentler 1993

ve 1996 yillarinda yeni tiretim metotlar1 iddias1 igererek alinmistir.

Kat1 lipit nanopartikiiller emiilsiyonlara alternatif ilag tasiyici sistemlerdir.
Emiilsiyonlar ve lipozomlar gibi KLNler de fizyolojik olarak iyi tolere edilebilir
farmasotik olarak insana uygulanabilirligi onaylanmis igerige sahiptirler.
Polimerlere benzer olarak sahip olduklari kati matriks aktif icerikleri kimyasal
degredasyona karsi korur ve ilag salinim sekilleri olusumuna olanak verir. KLN‘ler
toksik ¢oziiciiler kullanilmadan tiretilebilirler ve biiyiik capta liretime uygundurlar.
Bunlarin yani sira katyonik maddeler kullanilarak hazirlanan KLN‘ler gen tasiyict

sistemler olarak kullanilmaktadir [95].

2.4.1. KLN’lerin Ozellikleri
KLN-‘ler genel olarak kat1 lipitler, emiilgatorler ve sudan olugmaktadir. Lipit
terimi genis anlamda kullanilmaktadir ve trigliseridleri (tristearin vb.), kismi

gliseridleri (Imwitor vb.), yag asitlerini (stearik asit vb.), steroidleri (kolesterol vb.)
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ve mumlari (setil palmitat vb.) icermektedir. Lipit dispersiyonunu stabilize etmek
icin, yiiklerine ve molekiil agirliklarina bagli olarak biitin emiilgator tipleri
kullanilabilmektedir. %1-5 emiilgatéor veya emiilgator/yardimc1 emiilgator
kompleksi ile stabilizasyon saglanmaktadir. Emiilgatoriin se¢imi, uygulama

yoluna baglidir.

Parenteral uygulamalar i¢in kullanilabilecek emiilgatorler oldukga sinirlidir.
Emiilgatér amagl kullanilan maddelere 6rnek olarak lesitinler, poloksamerler,

etoksillenmis monogliseridler ve polisorbatlar verilebilir [95,96].

2.4.2. KLN’lerin Avantaj ve Dezavantajlari

KLN-‘ler; lipozomlarin, emiilsiyonlarin ve kat1 partikiillerin sagladigi
avantajlarin kombinasyonunu iceren ekonomik tasiyict sistemlerdir. Diisiik
sistemik toksisite ve diisiik sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii kalintist
icermemeleri, biliylikk Olgekte {iretimlerinin miimkiin olmas1 gibi yag
emiilsiyonlarinin ve dokulara etkin madde hedeflenebilmesi gibi lipozomlarin
avantajlarini tasimaktadirlar. Kati lipit matrisleri sayesinde kontrolli etkin madde
salim1 ve kimyasal bozulmaya kars1 etkin maddelerin korunmasi gibi kat1 polimerik
nanopartikiillerin avantajlarina da sahiptirler [96,97]. Kolloidal biiyiikliikte olup,
lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebilir, otoklav veya gama 1sinlar ile
sterilizasyon saglanabilir. Sulu dispersiyonlar1 uzun siire sabit olmasi alternatif
olarak, dondurarak veya piiskiirterek kurutma uygulanabilir. Yiizey 6zelliklerinin

modifikasyonu ile belirli dokulara ilag hedeflemesi yapilabilir [85,95,97,98,99].

Pek c¢ok avantaja sahip olmalarina ragmen; nispeten diisiik etken madde
yiikkleme kapasitesine sahip olmalari, saklama sirasinda goriilebilen polimorfik
gecisler nedeniyle etken maddenin tastyicidan disar1 sizabilmesi, ortamda farkl

kolloidal yapilarin da bulunabilmesi dezavantajlarini olusturmaktadir [95,86].
2.4.3. KLN Hazirlama Yontemleri
1. Yiiksek Basin¢hh Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basin¢li homojenizasyon (HPH), KLN iiretimi i¢in glivenilir ve
etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Yiiksek basin¢li homojenizatorler, siviyi

birka¢ mikron genisligindeki dar bir delikten, yiiksek bir basingla (100-2000 bar)
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iterler. Stvi, ¢ok kisa bir mesafede ¢ok yiiksek bir hiza (1000 km/saat‘in iizerinde)
ulagir. Cok yiiksek kayma stresi (gerilimi) ve kavitasyon kuvvetleri, partikiilleri
mikron alt1 biiylikliige pargalar [95]. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi,
sicak homojenizasyon ve soguk homojenizasyon olmak iizere iki sekilde

gerceklestirilebilmektedir:

a) Sicak Homojenizasyon

Sicak homojenizasyon, lipitin erime noktasinin istiindeki sicakliklarda
gerceklestirilir  ve  bu nedenle, emiilsiyonun homojenizasyonu olarak
degerlendirilebilir [95]. Etkin madde, erime noktasmin 5-10 °C iizerinde bir
sicaklikta eritilmis olan lipit igerisinde ¢oziliir veya disperse edilir. Etkin madde
iceren erimis lipit, ayn1 sicakliktaki sulu emiilgator ¢ozeltisi iginde yiiksek hizda
karistirma ile disperse edilir. Elde edilen sicak pre-emiilsiyon homojenizatérden
gecirilir ve sonugta olusan sicak Y/S nanoemiilsiyonu oda sicakligina sogutulur. Bu
sekilde lipit katilagir (rekristalize olur) ve kati lipit nanopartikiiller elde edilir
[86,100]. Bununla birlikte, kisa zincirli yag asitlerinden olusan veya diisiik (oda
sicakligina ¢ok yakin) erime noktasina sahip olan gliseridler kullanildiginda,
rekristalizasyonu baslatabilmek i¢in, nanoemiilsiyonlar1 daha diistik sicakliklara
sogutmak gerekli olabilir. Rekristalizasyon, liyofilizasyon ile de baslatilabilir
[100]. Partikiil biyiikligiiniin kii¢iik olmas1 ve emiilgatorlerin varligi nedeniyle,
lipit rekristalizasyonu c¢ok gecikebilir ve iiriin, uzun aylar boyunca bir asiri
sogutulmus karigim (supercooled melt) olarak kalabilir [95]. Sicak homojenizasyon
yontemi, sicaga duyarlilii diisiik etkin maddeler i¢in uygundur. Ciinkii yliksek
sicakliga maruz kalinan siire nispeten kisadir. Ancak, yiiksek sicakliga karsi ¢cok
duyarl1 olan bilesikler ve hidrofilik ozellikteki etkin maddeler igin soguk

homojenizasyon yontemi kullanilmaktadir [100].
b) Soguk Homojenizasyon
Etkin maddenin i¢inde ¢6ziildiigii veya disperse edildigi erimis lipit, kuru buz

veya sivi nitrojen kullanilarak hizla sogutulur. Kati lipit, yaklagik 50 — 100 um
boyutundaki lipit mikropartikiillere ogiitiiliir. Kati lipit mikropartikiiller, soguk

21



@ ANADOLU UNIVERSITESI

emiilgator ¢ozeltisinde disperse edilir. Elde edilen pre-siispansiyon, oda
sicakliginda veya oda sicakliginin altinda yiiksek basingli homojenizatérden

gegirilir. Sonugta kati lipit nanopartikiiller elde edilir [95,86,100].

Soguk homojenizasyon yontemi, sicak homojenizasyon yonteminde ortaya
¢ikan; sicaklikla etkin madde degradasyonunun indiiklenmesi, homojenizasyon
sirasinda  etkin maddenin sulu fazda dagilmasi, nanoemiilsiyonun lipit
rekristalizasyonunun  giicliigli gibi problemlerin iistesinden gelmek ig¢in
gelistirilmistir [95]. Her iki homojenizasyon teknigi de, %40‘a kadar olan lipit
konsantrasyonlarinda iglem yapmak i¢in uygundur ve genel olarak, dar partikiil

biyiikliigii dagilimlart vermektedir [86].
2. Mikroemiilsiyon Yontemi

Gasco ve ark, mikroemiilsiyonlarin diliisyonuna dayanan bir KLN hazirlama
yontemi gelistirmislerdir [98]. Bu yontemde once, lipit (yag asitleri veya
gliseridler) eritilir. Su, emiilgator ve koemiilgator karigimi, lipitle ayni sicaklikta
olacak sekilde 1sitilir ve erimis lipite eklenerek karistirllir. Bu maddeler,
mikroemiilsiyon olusumu icin gerekli oranlarda karistirildiginda, transparan ve
termodinamik olarak stabil bir sistem elde edilir. Olusan sicak veya 1lik
mikroemiilsiyon, 6zel olarak gelistirilen termostatl bir siringa kullanilarak, agiri
miktardaki soguk su (2-3 0C) i¢inde mekanik bir karigtirma ile disperse edilir.
Sicak mikroemiilsiyon: soguk su hacim orani, 1:25 ile 1:50 arasinda
degisebilmektedir. Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile uzaklastirilir
[95,86,100].

3. Coziicii Emiilsifikasyon-Evaporasyon veya Coziicii Difiizyon
Yontemi

Coziicli emiilsifikasyon-evaporasyon yonteminde; lipit, su ile karismayan

organik bir ¢oziiciide (toluen, kloroform vb) ¢oziiliir ve bu ¢ozelti, bir sulu faz

icinde emiilsifiye edilir. Coziiciiniin vakum altinda buharlastirilmasiyla, lipit

nanopartikiilleri olusarak ¢oker. Bu yontemin onemli bir avantaji, hazirlama

sirasinda 1s1 uygulanmamasidir. Bu nedenle, yliksek sicaklikta bozulan etkin

maddelerin yiiklenmesi i¢in uygun bir yontemdir [95]. YOntemin dezavantaji ise,
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organik ¢6ziicli kullaniminin gerekmesidir. Buna ek olarak, bu yontem ile iiretimin
Olcek biiylitme isleminin gergeklestirilmesinde de problemler ortaya ¢ikmaktadir
[100]. Bu yontem ile elde edilen tirliniin ortalama partikiil biiylikliigii, organik
fazdaki lipitin konsantrasyonuna baglidir [95]. Coziicti diftizyon yonteminde; su
ile kismen karisabilen ¢oziiciiler (benzil alkol, etil format vb) kullanilmaktadir.
Lipit, su ile doyurulmus ¢oziiciide ¢oziiliir ve yiiksek sicakliktaki, ¢oziicii ile
doyurulmus sulu emiilgator ¢ozeltisi ile emiilsifiye edilir. Asir1 miktarda (1:5 —
1:10 oranlarinda) suyun eklenmesinden sonra, organik c¢oziiciiniin emiilsiyon
damlaciklarindan siirekli faza difiizyonu nedeniyle KLN‘ler ¢oker. Oldukga
seyreltik olan dispersiyon, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile konsantre hale
getirilmektedir [98]. Trotta ve ark. [101], ¢oziicii diflizyon yontemi ile ve disiik
toksisiteye sahip olduklar1 kabul edilen ¢6ziiciileri ve emiilgatorleri kullanarak,
gliserin  monostearat nanopartikiillerinin hazirlanabilirligini arastirmiglardir.
Benzil alkol veya biitil laktat kullanilarak, emiilsifikasyon difiizyon yontemi ile

kati lipit nanokiirelerin {iretiminin miimkiin oldugunu gostermislerdir [101].

4. Yiiksek Hizda Karistirma ve / veya Ultrasonikasyon Yontemi

Her iki yontemde, yaygin olarak kullanilan ve uygulanmasi kolay
yontemlerdir. Genellikle bu yontemler bir arada kullanilmakta ve belli bir siire
boyunca yiiksek sicakliklarda uygulanmaktadir. Yiiksek hizda karigtirma
yonteminin dezavantaji, mikrometre biiylikliigline varabilen genis partikiil
blytikligli dagilimina sahip {irtin vermesidir. Bu da, saklama sirasinda partikiil
bliylimesi gibi fiziksel stabilite problemlerine sebep olmaktadir. Bunlara ek olarak,
ultrasofinikasyon yontemi kullaniliyorsa, metal kontaminasyonunun dikkate
alinmasi gerektigidir [95,86]. Hou ve ark. [102], KLN fiiretimi i¢in, modifiye
yiiksek hizda homojenizasyon ve ultrason yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin,
organik ¢oziiciiye ihtiya¢ olmadan yiiksek kalitede KLN‘lerin hazirlanmasinda

kullanilabilecek, basit, uygun ve etkin bir yontem oldugunu bildirmislerdir [102].

2.4.4. KLN’lerin Karakterizasyonu
1. Partikiil Biyiikliigii ve Dagilim Tayini

Partikiil biiyiikliigli ve dagilimi, kolloidal tasiyici sistemlerin en Onemli

fizikokimyasal 0Ozelligidir. Hazirlama yOnteminin parametreleri, partikiil

23



@ ANADOLU UNIVERSITESI

biiyiikliigiinii ve dagilimimi etkileyen onemli faktorlerdendir. Basincin ve devir
sayisinin artirilmasi ile partikiillerin biiyiikligiinde azalma oldugu belirlenmistir.
Uretimde kullanilan emiilgatoriin tipi ve miktar1 da, partikiil biiyiikligiinii
etkilemektedir. Genellikle, emiilgatér miktarini belirli bir orana kadar artirmak,
ortalama partikiill biliylikliigiinii azaltmaktadir. Emiilgatorler, KLN‘lerin
hazirlanmas1 sirasinda, damlaciklarin  ylizeylerini  kaplayarak damlacik
kiimelesmesini ve uzun donemdeki partikiil birlesmesini 6nleyecek mekanik veya
elektriksel engel olusturmaktadir. Damlaciklarin  stabilitesi  yeterince
saglanabilirse, katilagtirma isleminden sonra elde edilen partikiillerin biiytkligi
nanometrik aralikta olmaktadir [96]. Partikiil biiyiikliigiiniin rutin 6lgtimleri igin
en giiclii yontemler; foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kirinimi
yontemi (LD)‘dir. Coulter Counter yontemi ise, koloidal dispersiyonlar
destabilize edebilecek elektrolitlere ihtiyac gdstermesi ve kii¢lik nanopartikiillerin
degerlendirilmesindeki zorluklar nedeniyle, KLN-‘lerin partikiil biiyiikligi

6l¢timiinde nadiren kullanilmaktadir [95].

2. Partikiil Sekli Tayini

KLN‘lerin sekillerinin belirlenmesinde, diger partikiiler sistemlerde oldugu
gibi, atomik kuvvet mikroskobisi (AFM) ve elektron mikroskobu kullanilabilir.
Diiz bir silikon yiizeye sabitlenen nanopartikiillerin sekilleri, AFM ile vakuma

ihtiya¢ duyulmadan belirlenebilmektedir [96].

3. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Zeta potansiyelinin Ol¢iilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi
hakkinda tahminde bulunmaya olanak vermektedir. Genel olarak, yikli
partikiillerde (ylksek zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikiil
agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdir. Ancak bu kural, sterik
stabilizatorler igeren sistemler i¢in tam olarak gegerli olmamaktadir. Ciinkii sterik

stabilizatorlerin adsorbsiyonu, zeta potansiyelini azaltmaktadir [95].

2.4.5. KLN’lerin Stabilitesi
Kolloidal bir ilag tastyict olarak KLN‘nin kullanilmasi i¢in ¢ok énemli bir

ozellik, KLN‘lerin uzun siireli fiziksel ve kimyasal stabilitesidir (105). Optimize
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edilen sulu KLN dispersiyonlarnin partikiil biiyiikliiklerinin, 12-36 ay boyunca
stabil kalabildigi gosterilmigtir. Ancak, bu biitiin KLN dispersiyonlari i¢in genel
bir 6zellik degildir ve pek ¢ok durumda, daha kisa siirede partikiil biiyiikliigiinde
artis gozlenebilmektedir [95]. Bir diger problem ise, hidrolize hassas etkin
maddelerin varligindaki kimyasal stabilite problemidir (105). Siv1 dispersiyonun,
kuru toz seklinde bir iirline donistiiriilmesi faydali ve siklikla da gerekli
olmaktadir. Elde edilen kat1 haldeki iiriin, sulu lipit dispersiyonlarindan daha iyi
bir kimyasal ve fiziksel stabiliteye sahip olmaktadir. Ayrica, KLN graniilatlar
veya tozlari; kapsiiller i¢ine doldurulabilmekte, tablet halinde basilabilmekte veya

pelletler i¢ine hapsedilebilmektedir [95].

KLN dispersiyonu dondurarak kurutma (Liyofilizasyon) ve piiskiirterek

kurutma (Spray drying) yontemleriyle kuru toz sekline dontistiiriilebilmektedir.

2.4.6. KLN’lerin Liyofilizasyonu

Liyofilizasyon, KLN‘nin uzun siireli fiziksel ve kimyasal stabilitesini
artirmak i¢in umut vadeden bir yoldur. Kati sekle doniisiim, partikiil biiylimesini
ve hidroliz reaksiyonlarini onlemektedir [95]. Liyofilizasyon islemi sirasinda
meydana gelebilecek partikiil biyiikligi artisini Onlemek i¢in, KLN
dispersiyonunun  lipit igerigi %5‘c asmamalidir. Ciinki, seyreltilmis
dispersiyonlarda, lipit partikiillerinin birbirleriyle direkt temas1 azalmaktadir [95].
KLN‘lerin liyofilizasyon sirasindaki agregasyonunu azaltmak, dolayisiyla partikiil
biiyiikliigii artisint onlemek ve kuru {riiniin daha iyi bir redispersiyonunu
saglamak icin, kriyoprotektanlarin (dondurma islemi koruyuculari) eklenmesi
gerekmektedir. Farkli lipit nanopartikiiller arasindaki temasi dnleyen yer tutucular
olan kriyoprotektanlarin en tipik 6rnekleri; sorbitol, mannoz, trehaloz, glukoz ve
PVPdir [95]. Schwarz ve Mehnert de [103], intravendz (i.v.) uygulama i¢in kabul
edilebilir o6zellikte KLN formiilasyonlar1 hazirlamislar ve dondurarak
kurutmuslardir. Cesitli konsantrasyonlardaki farkli kriyoprotektanlarin koruyucu
etkilerini arastirmislar ve %15 konsantrasyondaki trehalozun, dondurarak kurutma
islemi sirasinda gercgeklesebilecek partikiil biiylimesini 6dnlemede en etkin seker
oldugunu gostermislerdir. Ayrica, dondurma hiz1 ve redispersiyon yontemi gibi

parametrelerin optimize edilmesiyle, liyofilizasyon sirasinda partikiil biiytikligi
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dagilimindaki degisikliklerin minimuma indirilebilecegi belirtilmistir. Etkin
madde icermeyen KLN‘nin optimize edilmis kosullar altinda dondurarak
kurutulmasi sonucu, yeniden yapilandirilabilme 6zelligi iyi olan bir liyofilizatin
elde edildigi gosterilmistir. Yeniden yapilandirilan KLN‘ler, i.v. uygulama igin
partikiil biiyiikligli dagilimi bakimindan uygun olmuslardir. Partikiillere etkin
madde yliklenmesi, yeniden yapilandirilmasi kalitesini etkilemektedir. Ancak,
etkin madde yiiklii KLN‘lerin liyofilizatlarinin, mikropartikiillerin varlig1
bakimindan daha az kritik olan, 6rnegin oral yolla uygulanan formiilasyonlar i¢in
kullanilabilecegi ve i.v. uygulanan bir iirlin elde etmek igin, liyofilizasyon

parametrelerinin daha ileri optimizasyonunun gerekli oldugu bildirilmistir [103].

2.4.7. KLN’lerin Sterilizasyonu

KLN-‘lerin sterilizasyonunda, formiilasyonlarina bagli olarak, otoklav, gama
1sinlar1 ve filtrasyon kullanilmaktadir. Bu yontemlerin uygun olmadigi durumlarda
ise aseptik tiretim onerilmektedir [95]. Otoklav sterilizasyonu sirasindaki fiziksel
stabilite, KLN formiilasyonunun bilesimine ¢ok baglidir [100]. Ayrica iiriiniin
yiiksek sicakliktaki fiziksel stabilitesi i¢in, emiilgatoriin dogru se¢ilmesi biiyiik bir
onem tagimaktadir [95]. Poloksamer serisi gibi, sterik olarak stabilite saglayan
polimerler kullanildiginda, 121°C*de otoklavlama gergeklestirilememektedir.
Clinkii, otoklavlama sicakligi, polimerin kritik flokiilasyon sicakligina (CFT) ¢ok
yakindir ve polimer adsorbsiyon tabakasi kismen kollapsa ugramaktadir. Bu da,
yetersiz stabilizasyon ve partikiil agregasyonuna neden olmaktadir. Otoklavlama
sicakligi azaltilip (121°C“den 110°C*e) otoklavlama siiresi uzatilarak bu durumdan
sakimilabilir [100]. Sicakliga duyarli formiilasyonlar icin, gama 1511
sterilizasyonu, otoklav sterilizasyonuna alternatif bir yontem olabilmektedir.
Gama sterilizasyonu sirasinda, gama 1silarmin yiiksek enerjisi nedeniyle biitiin
formiilasyonlarda serbest radikaller olugsmaktadir. Bu radikaller yeniden bir araya
gelebilirler ve boylece formiilasyonda bir hasar meydana getirmezler. Ancak bu

yapilar, kimyasal modifikasyonlara neden olabilecek sekonder reaksiyonlara da

girebilirler [95].

26



@ ANADOLU UNIVERSITESI

2.4.8. KLN’lerin Uygulama Yollar
KLN-ler oral, parenteral, topikal, pulmoner ve okiiler yollarla uygulanabilir;

ast adjuvani ve gen tasiyici sistem olarak da kullanilabilirler.

KLN-‘ler oral yolla, dogrudan sulu dispersiyonlar1 halinde veya tablet, pellet,
kapsiil, kase gibi geleneksel dozaj sekillerine doniistiiriilerek uygulanabilmektedir
[95,100]. Polimerik nanopartikiillerin kullanildig1 biitiin parenteral uygulamalarda,
KLN‘ler kullanilabilmektedir [100]. KLN‘lerin subkutan, intraperitonel,
intravendz ve intraartikiiler uygulamalar1 sonucu, kontrolli ve siirekli salim ile
birlikte diigiik irritan etki elde edilmektedir [96]. Parenteral KLN‘lerde, yag
asitlerinden olusan gliseridler ve parenteral uygulamalar i¢in kabul edilen
emiilgatorler (lesitin, Tween 80, Poloksamer 188, sodyumglikokolat vb.)
kullanilmaktadir [86,100].

KLN-ler lipozomlara benzer olarak, iyi tolere edilen yardimec1 maddelerden
olusmaktadirlar ve kiigiik partikiil boyutlar1 nedeniyle, deri iizerinde film
olusumuna imkan veren benzer adhezif Ozelliklere sahiptirler [100]. Deriye
uygulanan KLN dispersiyonunun kurutulmasindan sonra yogun bir filmin
olustugu elektron mikroskobu ile gosterilmistir. Olusan film tabakasi, deri
tizerinde iyi bir ortlicii (okluzif) etki saglamaktadir [95]. Topikal uygulamada
KLN‘nin sagladig: diger avantajlar ise; kimyasal olarak dayaniksiz bilesiklerin,
katt KLN matrisi i¢ine hapsedilerek korunmasi ve etkin maddenin kontrollii

saliminin saglanabilmesidir [100].

Pulmoner yolla etkin madde tasinmasi icin KLN‘lerin kullanimu ile ilgili cok
az ¢alisma yaymlanmistir [L00]. KLN‘ler, kii¢iik boyutta olmalar1 ve nefes verme
ile hemen disar1 atilmalar1 nedeniyle, toz halde pulmoner yolla uygulanmazlar.
Sulu dispersiyon seklinde nebiilizor ile verilirler. Bronglarda ve alveollerde
depolanir ve kontrollii olarak etkin maddeyi salarlar [97]. Ayrica KLN-ler,
akcigerlerdeki makrofajlara ilag hedeflemede de kullanilabilirler [100].

KLN-ler, adhezyon sonucunda gozde daha uzun siire kalarak, gorlintliyii
bozmadan, yliksek ila¢ konsantrasyonunun elde edilmesini saglamaktadirlar. Bu

alanda da sinirli sayida ¢alisma vardir [97].
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Adjuvanlar, asilamada immiin cevabi artirmak i¢in kullanilmaktadir.
Yillardir siklikla, aliiminyum hidroksit partikiillerinden olusan adjuvanlar
kullanilmaktadir; ancak, bunlarin yan etkileri vardir [100]. Etkin madde
yiiklenmemis KLN‘ler as1 adjuvanlar1 olarak kullanilabilmektedir. Ayrica, KLN
matrisinde hapsedilen veya ylizeyinde adsorblanan antijenler de, artirilmis bir
immiinolojik cevabi indiikklemektedirler [86]. Geleneksel adjuvanlara kiyasla,
KLN‘ler, biyodegradasyona ugramalar1 ve viicut tarafindan 1iyi tolere

edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptir [100].

2.5. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda hiicre sayisinin kontrolii, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre oliimii arasindaki dengenin devami ile saglanir. Apoptoz programli ve
fizyolojik bir 6liim sekli olmasi nedeniyle bu dengenin siirdiiriilmesinde dnemli
rol oynamaktadir. Fizyolojik hiicre 6limii uzun yillardir bilinen bir kavram
olmasina ragmen apoptoz terimi ilk kez 1972°de Kerr ve ark.[104] “dlen hiicrede
gelisen karakteristik yapisal degisiklikleri” belirlemeleri ve bu siireci apoptoz
olarak tanimlamalari ile kullanilmaya baslanmistir [104]. Hiicre g¢ogaliminin
kontrolii hakkinda oldukg¢a ayrintili bilgiye sahip olmamiza ragmen hiicre 6liimii
ile ilgili bilgilerimiz azdir. Giiniimiizde hiicre ¢ogalim1 kadar karisik bir siire¢ olan
hiicre 6liimii iizerinde de 6nemle durulmakta, apoptozu diizenleyen mekanizmalar
hizla acikliga kavusmakta, bu olayr uyaran veya baskilayan bir¢cok sinyal

tanimlanmaktadir [105, 106].

Apoptozis, normal yetiskin dokularin erken gelisim ve biiyiime doneminde
onemli rol oynayan bir gesit hiicre 6limiidiir [107]. Cogunlukla programlanmig
hiicre 6liimi, hiicre intihari ile ayn1 anlama gelmektedir [108]. Hiicre o6limii
nekroz ve apoptoz olmak {izere baslica iki sekilde meydana gelir. Nekroz ve
apoptoz arasinda biyolojik ve morfolojik belirgin degisiklikler vardir [109].
Nekroz kimyasal ve fiziksel hasar1 takiben ortaya ¢ikan patolojik bir 6liim seklidir.
Basta mitokondri olmak {izere sitoplazmik organeller hasarlanir, hiicre membrani
secici gecirgenligini kaybeder ve siserek parcalanir. Hiicre igerigi ¢cevre dokuya
yayilarak, inflamatuvar bir cevaba neden olur. Apoptotik hiicrede, nekrozun aksine

en carpict degisiklik cekirdekte meydana gelir. Hiicre kiigiiliir, ylizeyinde
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sitoplazmik c¢ikintilar meydana gelir. Sitoplazmada yogunlasma, hiicre
yogunlugunda artma ve ¢ekirdek zarina yakin bolgelerden baslayarak kromatinde
yogunlasma goriiliir. Daha sonra tim c¢ekirdek yogunlasir ve DNA‘nin
fragmantasyonu meydana gelir. Hiicre her biri membranla kapli bir¢ok apoptotik
partikiile ayrilir. Komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan bu apoptotik
partikiiller fagosite edilerek dokudan hizla uzaklastirildigi i¢in inflamatuvar
reaksiyon goriilmez. Bu nedenle apoptoz sakin bir 6liim seklini ifade etmektedir.
Inflamasyonun olmamas1 onemli bir o6zelliktir ve komsu hiicrelere zarar
verilmeden hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir [110]. Apoptoz dokularin yenilenmesi
ve gelisiminde rol oynayan fizyolojik bir siirectir. Embriyonal gelisme esnasinda
cok sayida hiicre apoptoz ile yok olmaktadir. Gelisme faktorleri, hormonlar ve
sitokinlerin sinyalleri olmadiginda hiicreler apoptoza giderler. Ancak apoptoz ¢ok

cesitli i¢ ve dis uyart ile tetiklenebilmektedir [111].

Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri, ¢esitli kimyasallar,
yaslanma veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar hiicredeki apoptotik siireci
aktive edebilir. Cekirdekte, hiicre zarinda, mitokondriyonda veya hiicre igi
herhangi bir bolgeden gelebilecek bir uyar1 apoptozu baslatabilir. DNA‘da olusan
bir hasar 6zellikle 6nemli bir uyarimdir. Duyarli hiicrede p53 “lin aktivasyonu veya
diger baska mekanizmalar apoptozu baslatabilir. Bu hasarlanmalar disinda
apoptozu tetikleyen baz1 fizyolojik sitokinler vardir. Ornegin apoptoz iliskili bir
reseptor olan Fas‘in (Apol, CD95 isimleri de verilmektedir) kendi ligand1 ile
etkilesimi sonucu apoptoz geligebilir [112]. Apoptozu baslatabilen tiim bu uyarilar,
sonu¢ olarak kaspazlarin (sistein proteazlar) aktivasyonuna neden olmakta,
bunlarin aktivasyonu ile kromatin yogunlasmasi, DNA parcalanmas1 gibi nekroz,
apoptoz, inflamasyon makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan apoptoza ait
belirgin yapisal ve biyokimyasal degisiklikler gelismektedir. Kaspazlar apoptozun
effektor kolunu olusturmaktadir ve apoptoza giden biitiin hiicrelerde ayni sekilde

gelismektedir [113].

Bir tiimor siipresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigi veya
bulunmadigi zaman hiicrenin yasami uzar. p53 protein iriinii, DNA‘ya dogrudan

baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, ya G1°de hiicre dongiisiiniin durmasini tesvik
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ederek tamir i¢in gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza yonlendirir.
Ayrica p53‘lin Bax/ Bax, Bax / Bcl-2, Bcl-2 / Bcl-2 gruplarinin oranlarimi
diizenledigi diisiiniilmektedir. Apoptozun genetik mekanizmas1 ilk kez
Caenorhabditis elegans isimli nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir
[114].

2.5.1. Apoptoz Diizenlenmesinde Gorevli Genler

Apoptoz ¢ok sayida ve gesitte mediyator tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi mediyatorler hiicre
tipine Ozglindiir, bazilar1 da apoptotik indiiksiyonun cesidine gore farklilik
gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti
organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin

gerceklesmesi icin esansiyel degildir.

2.5.2. p53 Geninin Apoptoz ile Tliskisi

p53, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasari
(“single or doublestrand breaks”, niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar
onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye
DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler. p53’tin
apoptozisi indiiklemesi Bax’1n ekspresyonunu artirmasi boylece Bel-2/Bax oranini
degistirmesi yoluyla gerceklesir. Bazi viriisler (insan papillom viriisii, Epstein-Barr
virlisli, adenoviriis tip 12) ya p53°l inaktive ederek ya da Bax’a baglanarak
apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri hiicreler dogal
hiicre =~ 6lim  mekanizmasindan  kurtulduklarindan  viriisle-indiiklenen
karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar. p53 ayrica bir transkripsiyon faktorii
olan Mdm2 (murine double minute 2) tarafindan da ya transkripsiyonu “down”
regiile edilerek ya da kendisine baglanilarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de

yikimi hizlandirilir. Fakat DNA’nin hasarlanmasi halinde p53’iin fosforilasyonu
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artar ve buna bagli olarak da Mdm2’den ayrilir, bdylece yarilanma omrii uzadig

icin de aktivitesi artar.

2.5.3. Sitokrom ¢ Geninin Apoptoz ile iliskisi

Mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Son yillarda anlasilan Onemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom ¢’nin mitokondri den sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme
girildigini isaret eder. Sitokrom ¢, mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamais
bir sekilde mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (“AlIF, apoptosis-inducing
factor”) ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-
1 (“apoptotic protease activating factor-1")’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan
ATP’nin de katilimiyla apoptozom ad1 verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz-
9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’1 aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (“ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece ICAD’uniin bagladigi kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD, caspaseactivated deoxyribonuclease)
serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin
kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Bu
mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin
varlig1 da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine mitokondriden saliverilen
bir faktor olan AIF’iin etkisiyle gerceklestirilir. Fakat AIF {in etkiledigi niikleazin
ne oldugu heniiz bilinmemektedir (Hunot and Flavell, 2001).

2.5.4. Kaspazlarin Apoptoztaki Rolleri

Kaspazlar enzimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve
aktif merkezlerinde sisteinin yer aldig: sistein proteazlar olarak adlandirilan bir
grup enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol
almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskad (selale tarzi
reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Baglatici

kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini efektor kaspazlara
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naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti
proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde
rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)) pargalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. ilk tanimlanan enzim ICE
(interlokin 1-B donistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz
kaskadi, sitokrom C’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu

yoluyla aktiflestir.

2.5.5. Bcl-2 Gen Ailesi

Bcl-2 ailesi, tiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-Xi) genis bir ailedir. Bcl-2 gen
ailesi apoptozun regiilasyonunu Bcl-2 / Bax gen ailesi orani ile saglamaktadir
[115]. Bcl-2 / Bax gen ailesinin iirtinleri, mitokondriyal ve ¢ekirdek zarlariin yani
sira endoplazmik retikulum zarinin {izerinde de yer almakta ve homodimer ya da
heterodimerler seklinde bilesik olusturarak ¢alismaktadirlar [116]. Ornegin; Bcl-2
nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin oranmin daha yiiksek olmasi hiicrenin
yasamini sitirdiirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmasi durumunda ise hiicre
oliime gitmektedir [117]. Son yillardaki, hiicrenin yasami ya da 6liimii konusundaki
arastirmalar dikkatleri mitokondri {izerinde yogunlagtirmigtir [118]. Bcl-2 ailesi
birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusur. Bu gruplardan biri proapoptotik,
apoptozisi indiikleyici, etkiye sahip, digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi
baskilayici, etkiye sahiptir. Proapoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom ¢
saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan iki
bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baglidir. Yapilarindaki BH1, BH2
ve BH3 bolgeleri hidrofobik cep’i olusturur. Amfipatik a -heliks, BH3 bolgesinde
yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi iiyesinin BH3 bdlgesine
baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi i¢inde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt
grublardan biri yapilarinda her ti¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de igeren iiyelerden
(6rn. Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bdlgesini iceren iiyelerden (Bid, Bad, Bim)
olusur. Anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Bu bdlgenin,
apoptozisin diger hiicresel yollarla “pathway” iligkisini kurdugu diisiiniilmektedir.

Anti-apoptotik tyeler, dogal olarak “intrinsic” sitokrom c’nin saliverilmesini
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baskilama 6zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik iiyelerin anti-apoptotik
tiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitdr etki ortadan kalkar ve sitokrom c
saliverilmesi gerceklesir. Bu yiizden, pro ve anti-apoptotik liyelerin dengesi yasam
ile oOlim arasindaki secenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin  asiri
ekspresyonlarinin apoptozisi baskiladigt oysa pro-apoptotik iyelerin asir
ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi
tiyelerinin en iyi bilinenleri: bel-2, bel-XI, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlari ise:
bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir.

Bcl-2 Geninin Yapi ve Fonksiyonlar:

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olmakta, boylece
malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir Bcl-2 anti-apopitotik bir gen olup Bcl-
2 gen ailesinin en 6nemli {iyelerinden birisidir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri (Bcl-2,
Bcl-xl, Bax, Bak, Bad) apoptozun diizenlenmesinde belirleyici bir rol
tistlenmektedir. Normalde fotiis ve yetiskin dokularindan salinan Bcl-2, apoptoz
inhibitortidir [119-120]. Fazla salinimi radyasyon, ultraviole, p53, kemoterapotik
ilaglar gibi degisik uyaranlar tarafindan baslatilan hiicre 6liimiinii 6nler veya kayde
deger bir azalmaya neden olur. Bcl-2, mitokondrial membranlarda ve sitoplazmada
bulunur. Hiicre, yagsamsal sinyallerden mahrum kaldiginda ya da strese maruz
kaldiginda Bcl-2 mitokondrial membrandan kaybolur ve yerine Bax ve Bim gibi
Bcl-2 gen ailesinin pro-apopitotik elemanlar1 geger. Bcl-2 diizeyindeki azalis
mitokondri membran gegirgenligini artirir ve ¢esitli proteinler hiicreyi apoptoza
gotiirebilir [121].

2.5.6. Bax Geninin Yapi ve Foksiyonlar:

Bax, Bcl-2 genine benzerligi olan proapoptotik bir gendir.
Heterodimerizasyon ile sonuglanan Bax’in asir1 salimim ve Bcl-2 ile heterodimer
formu olusturarak onu inaktive eder [122]. Bdylece Bcl-2 fonksiyonu
engellendiginden apoptoz indiiklenmeye baslar [123]. Normal hiicrelerde Bax
cogunlukla sitozolde bulunur. Ancak apoptotik sinyalin baglamasi ile Bax oncelikle
mitokondri membranina geger. Bax’in reaksiyona girerek mitokondrial voltaj

bagimli iyon kanallarini agtig1 diistiniilmektir. Sitokrom c’nin serbestlesmesiyle ve
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diger apoptotik faktorlerin mitokondriden ¢ikmasiyla, mitokondrial dig membranin

gecirgenligi artip ve kaspaz aktivasyonuyla hiicre apoptoza gitmektedir [122].

2.5.7. Cogalan Hiicrelerin Nukleus Antijeni (PCNA)

Cogalan hiicre nukleus antijen (PCNA) proteini hiicrenin gelecegi ile ilgili
karardan sorumlu 6nemli molekiillerden birisidir. Hiicre poliferasyonu esnasinda,
DNA replikasyonunda goérev alan DNA polimeraz-6 (gama) ile etki gdsteren bir
proteindir. PCNA, dinlenim halindeki hiicrelerde ¢ok az sentezlenirken S fazinda
ve ge¢ G1 fazinda en yliksek sentez seviyesine ulasir ve G2/M fazinda da sentezinde
onemli bir azalig goriiliir [124]. PCNA proteini p53 tarafindan indiiklenir. Yapilan
caligmalarda PCNA proteininin, p53 proteinin yoklugunda hiicrede bol miktarda
mevcut olmasi durumunda DNA replikasyonu meydana geldigi, p53 proteinin
varliginda hiicrede yiiksek seviyelerde mevcut olmasi durumunda ise DNA tamir
mekanizmalar islevsellik kazandigi belirtilmistir. PCNA proteini fonksiyonel
olmadigr durumlarda veya hiicrede az ya da diisiik miktarda mevcut olmasi
durumunda ise apoptoz meydana geldigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak, nukleusta
yilksek PCNA sentezi S fazi ile iliskilendirilir ve S fazi hiicreleri
immiihistokimyasal yontemlerde tanimlanabilir. Total DNA seviyeleri ve PCNA

sentezinin miktar1 hiicresel proliferasyonunun aktive oldugunu yansitan bir

durumdur [125].

2.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar

Serbest radikaller yapilarinda bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron
ihtiva eden atom veya molekiilleridir. Bu molekiiller icerdikleri ortaklanmamis
elektronlarindan dolayr oldukca reaktiftirler. Viicutta dogal metabolik yollarla
serbest radikaller olusur, ancak radikal pargalayan antioksidan sistemlerle olusan
serbest radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz.
Ancak bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay
ortaya c¢ikar. Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir. Canli
igerisinde olusan serbest oksijen radikalleri sadece hiicre igerisinde substrat ile
birleserek hasara neden olmaz, ayn1 zamanda baglandiklar1 molekiillerin hiicre
igerisinde ¢esitli yan ara iiriin olusumuna sebep olarak da hasara neden olabilirler.

Organizmada olusan serbest radikal formlarin temel kaynagi elektron tagima
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zincirinden sizan elektronlardir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin yaklasik
%90-95’ i son iiriin olarak su ve molekiiler oksijene doniistiiriiliirken, kalan %5-10’
u serbest radikalleri meydana getirir. Serbest radikal yakalama yetenekleri
sayesinde en az diizeyde tutulur [127]. Serbest radikal tiretimi ve bertaraf edilmesi
arasindaki dengenin kanser [ 128], dejenaratif hastaliklar [129], iskemi reperfiizyon
hasar1 [130], ateroskleroz [ 131] ve ndrodejenerasyon gibi hastaliklarin olusumunda

rol oynadig1 belirtilmistir [132].

2.6.1. Serbest Radikallerin Olusum Yollar:

Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile negatif yiiklii bir ara {iriin olan
stiperoksit (O2") radikali olusur. Siiperoksit radikalinden ise kendiliginden ya da
enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara iiriin olan hidrojen peroksit (H202) ortaya
cikar. Hidrojen peroksitin bir dizi reaksiyonu sonucunda ise hidroksil radikali
(OH") olusur [132]. Serbest radikaller niikleik asitler, proteinler, karbohidratlar ve
lipitleri de kapsayan bircok biyolojik molekiil ile reaksiyona girme 6zelligindedir
[127]. Hiicre igerisindeki diger serbest radikal kaynaklar1 arasinda, endoplazmik
retikulumlardaki sitokrom P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve
NADPH oksidaz sayilabilir [128].
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Sekil 2.5. Hiicrede Serbest Radikal Olusum Yollar1 [127]

Baslangi¢ olarak serbest radikaller, ya diger bir radikal ile reaksiyona
girerek kovalent bir bag kurar, ya da daha yaygin olarak, radikal olmayan bir bagka
molekiille reaksiyona girer [130] Serbest radikaller radikal olmayan bir bagka
molekiil ile reaksiyona girdiklerinde, radikal olmayan molekiil bir elektron
kaybederek serbest radikale doniisiir. Bu mekanizma hiicre zarlarinda meydana
gelen yliksek miktardaki hasari tetikleyen zincirleme reaksiyonlarin baslangici ya
da temelidir. Bir radikal bir bagka radikal ile birlestiginde olusan yeni driin bir
onceki radikalden daha fazla yikici etkiye sahip olabilir. Ornegin; nitrik oksit (NO)
stiperoksit (O27) ile birlestiginde meydana gelen peroksinitrit radikali (OONO-)
hidrojen peroksitten (H202) 2000 kat daha fazla hasara neden olmaktadir. Bir bagka
deyisle iki radikalin birlesmesi zincirleme reaksiyonlarin baglamasina sebep olur.
Serbest haldeki Fe*?, H,O: ile reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur
(Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikali bir baska sekilde, H2O2 nin, O~ radikali
ile birlesmesi ile meydana gelir ki bu reaksiyon da Haber-Weiss reaksiyonu olarak
adlandirilir [131].

Fe*? + HyO; s Fe™ + .OH + OH™ (Fenton Reaksiyonu)
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02"+ H202 === O+ OH+ OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.6.2. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit
Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalariin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol agar. Serbest radikaller,
hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi énemli bilesikleri ile
reaksiyona girerek, oksidatif hasar olusumuna neden olurlar. Makromolekiillerin
hepsinin serbest radikallere karsi hassasiyetleri bulunmaktadir. Ancak serbest
radikallere kars1 en hassas olan ve en fazla etkilenen makromolekiil lipitlerdir.
Zardaki kolesterol ve doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle reaksiyona
girerek, lipit peroksidasyonu iiriinlerini olustururlar. Lipitler ile serbest radikaller
etkilesimi serbest demir atomu varliginda lipit peroksidasyonu ile sonuglanir. Lipit
peroksidasyonunu basglatan iki temel serbest radikal, hidroksil (OH") ve peroksinitrit
radikalidir (OONO"). Hidrojen peroksitin metallerle birlesmesi ile OH', O2™” nin
NO ile birlesmesi ile de OONO- olusur. Peroksi radikal (RO2') formlarinin olusumu
ile sonlanan lipit peroksidasyonu, OH- ve OONO”in PUFA’ lardan bir proton (H)
cikarilmasi ile baglatilir. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi
kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle diyen konjugatlar1 ve daha
sonra lipit radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipit peroksidasyonu
meydana gelir. Lipit peroksi radikalleri, membran yapisindaki diger poliansature
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri
de ac¢iga ¢ikan H atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece
olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Bu zincirleme reaksiyonlar, substrat
tilkeninceye (Ornegin; hiicre zarindaki lipitler) ya da RO2’nin bu zincirleme
reaksiyonlarmi kirabilecek (E vitamini gibi) bir antioksidan molekil ile

karsilasincaya kadar devam eder [129].

Plazma membrani1 ve organel lipit peroksidasyonu, daha dnce bahsedilen
serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle sitimiile edilebilir ve metallerin varliginda
artar. Bu metaller redoks Kkatalisti olarak gérev yaparlar ve stiperoksit ve hidrojen

peroksidin daha giiclii oksidanlara donlisiimiinii katalizlerler. Lipitlerden,
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aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine enzimatik lipit
peroksidasyonu, diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna ise non-

enzimatik lipit peroksidasyonu denir [132].

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit peroksitlerinin yikimi, gegis
metalleri varliginda gergeklesir. Lipit hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik
olarak aktif olan aldehitler olusurlar. Bu bilesikler, ya hiicre yiizeyinde metabolize
edilirler veya baglangictaki etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger

boliimlerine hasar1 yayarlar.

2.6.3. Lipit Peroksidasyonunda Malondialdehitin (MDA) Onemi

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan en sitotoksik iiriinler, aldehitlerdir. Ug
veya daha fazla ¢ift bagi bulunan yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda
enzimatik olmayan oksidatif dekompozisyonu sonucu olusan [133] ve tiobarbiitirik
asidle Olciilebilen malondialdehit meydana gelir. Bu {iriinlerden biri olan MDA,
hiicre zarlarindan kolayca gecebildigi i¢in hiicre i¢indeki yapilar1 olumsuz yonde
etkilemekte ve deformasyonuna neden olmaktadir [134,135]. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitiaf bir indikatorii degildir fakat lipit

peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir [133].

i

O O

Sekil 2.6. Malondialdehitin kimyasal yapist

2.6.4. Glutatyon (GSH)’un Oksidatif Doku Hasarimi Onlemedeki Rolii
Memeli hiicrelerinde sentezlenen ve hiicre i¢i antioksidan enzim olan
glutatyon peroksidazin (GSH-Px), serbest radikal formlarina kars1 ilk savunma

mekanizmasi oldugu diistiniilmektedir. GSH-PX, koenzim olarak GSH’1 kullanir
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ve H202’ yi suya ve oksijen molekiiliine doniistiiriir. GSH-Px” in hiicre igerisinde,
kofaktor olarak selenyumu kullanarak H2O, ve RO2’yi doniistiiren ve kofaktor
olarak selenyumu kullanmadan H2O2’nin rediiklenmesini katalizleyen iki formu

bulunmaktadir.

Hiicreler, serbest radikal hasarma karsi dogal koruyucular igerir. Ozellikle
hepatositler glutatyon ve diger antioksidanlarca zengindirler. Bu molekiiller,
hepatotoksinlerle olusan serbest radikalleri hizli ve etkili bicimde ortadan
kaldirarak, hepatositi hasara karst korurlar. Bu koruyuculardan bir tanesi
antioksidan molekiil olan glutatyondur [135]. GSH, siilfiirlii bir tripeptitdir (gama
glutamil sisteinil glisin) [136]. Onemli bir indirgeyici ajan olan glutatyon, hiicrenin
oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli
oksidanlarin zararl etkilerinden korumaktadir [136,137]. Proteinlerdeki -SH
gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gérev almasinin yani
sira aminoasitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de dnemli rol oynar
[138]. Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan, indirgenmis glutatyon
(GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olmak iizere iki sekilde bulunur. Intraselliiler
GSH, selenyum igeren glutatyon peroksidaz enzimi ile GSSG doniistiriliir [139].
Hiicreler i¢in oldukga zararli olan hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz veya
katalaz enzimi araciligiyla, suya dontstiiriilerek oksidatif hasar olusumu
engellenmis olur. Bu doniisiim sirasinda glutatyon okside olarak glutatyon distilfide
dontistir. Glutatyon disiilfidin tekrar glutatyona doniisiimii ise glutatyon reduktaz
aracilifiyla gergeklesir [135]. Doku icerisindeki GSH’ 1n azalmasi ile oksidatif
hasar belirlenebilir. Bu durum oksidatif hasara maruz kalan sican hepatositlerinde

meydana gelen GSH seviyesindeki azalma ile gosterilmistir [138].

2.7. Karaciger Fonksiyon Testleri
2.7.1. Alanin Transaminaz (ALT) ve Aspartat Transaminaz (AST)’larin
Biyokimyasi

ALT oncelikle karaciger ve bobreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasinda
daha az miktarda mevcut iken [140], AST karaciger disinda kalp kasi, iskelet kasi,
bobrek, pankreas, akciger, beyin ile 16kosit ve eritrosit gibi kan hiicrelerinde de

bulunmaktadir. Dolayisiyla serum aminotransferaz aktivitesinde yiikseklik
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karaciger dis1 nedenlerden de kaynaklanabilir [141]. ALT hiicre sitoplazmasinda
bulunurken AST hem sitoplazmada hem de mitokondride bulunur [140]. ALT
karaciger hastaliklar1 icin AST den daha spesifik olmakla birlikte baz1 karaciger

hastaliklarinda AST’ nin daha fazla artis gostermesi miimkiindiir [142].

#O 4-0
CH2 — C\ _ CI—IQ — C\
© |
CHs CHo CHsy CHo
| | ALT |
CH-NH3 + (|:=o +— C=0 + CH-NH3
COO~ COO™ COO™ COO™
Alanin Ketoglutarat Piriivat Glutamat

Sekil 2.7. Alanin transaminaz enzim aktivitesinin sematik gosterimi [140]

AST ve ALT hiicre hasar1 ve plazma membraninin bozulmasi sonucunda
sitoplazmadan kana salinmaktadir. Serum AST ve ALT hepatik hasarin teshisinde
biyomarkirdirlar, ¢ilinkii hepatik hasar sonrasinda kana salmirlar [143].
Aminotransferazlar karacigerde hasar meydana geldiginde teshiste kullanilan ilk
enzimlerdir [144]. Karaciger dokusunda karsinojenler nedeniyle inflamasyon ve
nekrozun olugmasi bu enzimlerin karaciger hiicrelerinden plazmaya sizmalarina

sebep olur [145].

40 ¢O

CHQ—CK _ CHZ—C\ _

éo © éo ©
(|3H2—C\O_ CHy  pqT (|3H2— - CH

CH-NHy + C=0 «— C=0  + CH-NHj

COO™ COO COO™ COO~

Aspartat Ketoglutarat Oksaloasetat Glutamat

Sekil 2.8. Aspartat transaminaz enzim aktivitesinin sematik gosterimi [141]
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2.7.2. Laktat Dehidrojenaz (LDH)’1n Biyokimyasi

Laktat dehidrojenaz enzimi glikolizin anahtar enzimidir ve laktat tiretimini
katalizler. Bu enzim tiim dokularda yaygin olup bes izoenzimi vardir. Karaciger
dokusu LDHS5 yo6niinden daha zengindir. Kardiyolojik problemler disinda LDH ve
izoenzimleri ile ilgili ¢aligmalar, genellikle karaciger maligniteleri basta olmak
lizere ¢esitli malignitelere ve bazi karaciger hastaliklarina yoneliktir [146].
Karaciger  parankimasinin  hasarlanmasindan  sonra  bu  izoenzimler
yiikselebilmektedir [147]. Yiikselmis serum LDH’ 1 genellikle karaciger hasari ile

iliskilidir ve hasarlanan hiicrelerden kana salinir [148].

2.7.3. Alkalen Fosfataz (ALP)’1in Biyokimyasi

ALP, alkali ortamda farkli tirlerdeki fosfat esterlerinin hidrolizini
katalizleyen glikozil fosfotidilinozitol ile hiicre membranina bagli glikoprotein
yapisinda bir metalofosfataz enzimidir. ALP’ yi magnezyum, kobalt ve mangan
gibi iyonlar aktive ederken kalsiyum ve inorganik fosfat inhibe eder, ¢inko ise
yapisal rol oynar. ALP, kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta gibi dokularda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve bu dokulara ait patolojilerde serum diizeyleri
artar. ALP artisinin hangi dokudan kaynaklandiginin anlasilmasi i¢in ALP spesifik
doku izoenzimlerinin belirlenmesi gerekir. Normal sartlarda insan serumu dort
farkli kaynaktan ALP izoenzimi igermektedir. Bunlar; kemik, karaciger, incebarsak
ve gebelikte plasenta dokularidir [149,1450]. ALP diizeyleri bir¢ok karaciger
hastaliginda yiikselmekle birlikte en sik safra akiminin engellendigi intra ve ekstra
hepatik kolestaz da veya primer metastatik karaciger timorlerinde yiikselmektedir,
ayrica primer karaciger kanserlerinde, graniilomatdz hepatitlerde ve infeksiyoz

mononiikleoz gibi hastaliklarda da yiiksek bulunur [151,152].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. MATERYAL
3.1.1. Deney Hayvanlarinin Ortama Adaptasyonu ve Beslenmeleri

Bu calismada, 20-25 gram 2-2,5 aylik 35 adet Balb/c cinsi erkek fare
kullanilmistir. Deney oncesinde hayvanlar, standart pelet yem ve musluk suyu ile
beslenerek, kontrollii laboratuvar sartlarinda muhafaza edilmislerdir. Rastgele
secilen hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir. Anadolu
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Biriminden temin edilen
hayvanlar deney stiresince 12;12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22+2
C") ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye
baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu
saglanmistir. Bu adaptasyon siirecinde tiim fareler polikarbonat seffaf kafeslerde

standart yem ile beslenmis ve ¢gesme suyu verilmistir.

3.2. METOD

3.2.1. Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonlar:

Timor nekroz faktor a, farelere, 15ug/kg olacak sekilde fizyolojik tuzlu su
icerisinde  ¢Oziindiiriilerek intraperitonal (i.p.) olarak uygulanmistir. D-
galaktozamin ise 700 mg/kg olacak sekilde fizyolojik tuzlu su igerisinde
¢oziindiiriillerek i.p. olarak uygulanmistir. Silmarin ve Nano formu ise 100 mg/kg

olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilerek 1.p. olarak uygulanmistir.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Deney hayvanlari arasindan rastgele segimle her birinde n=7" ser Balb/c

erkek fare olmak tizere toplam 5 grup olusturulmustur. Bunlar;

Grup 1. Kontrol grubu: Her hayvana 0,5 ml serum fizyolojik enjeksiyonu

yapilmustir.

Grup 2: 15pg/kg TNF-a/ 700 mg/kg D-GalN verilen grup

Grup 3: 15pg/kg TNF-a/ 700 mg/kg D-GalN /100 mg/kg Silmarin
Grup 4: 15pg/kg TNF-a/ 700 mg/kg D-GalN / KLN (Bos)

Grup 5: 15pg/kg TNF-a/ 700 mg/kg D-GalN / 100 mg/kg Sm-KLN
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3.2.3. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tiim deneysel ¢alismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirilmistir.  Ketamin/rompun (50+10 mg/kg) ile anestezi edilmis
hayvanlardan intrakardiyak kan alimi yapilmistir. Kan orneklerini Eppendorf
Centrifuge 5804 R marka ve model cihaz ile 10 dakika 3000 devir/dk.” da
santrifiijlenerek aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), laktat
dehidrojenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP), glutatyon (GSH) olgiimleri i¢in
serumlar ve malondialdehit (MDA) 6l¢iimii i¢in plazma elde edilmistir. Polietilen
tiiplere aktarilan serum Ornekleri biyokimyasal analizler igin -80°C derin
dondurucuda korunmustur. Karaciger hiicrelerinin olasi fonksiyon bozuklugunu
tespit etmek amaciyla biyokimyasal olarak serum 6rneklerinde ALT, AST, ALP,
LDH ve GSH seviyeleri belirlenmistir. ALT, AST, LDH, ALP, GSH ve MDA
Ol¢iimleri HITACHI-917 oto analizorti ile ticari kitler kullanilarak yapilmistir.

3.2.4. Histolojik Cahismalar

Otopsileri yapilan farelerin karacigerleri dikkatli bir sekilde kesilip alindiktan
sonra serum fizyolojik ile temizlenmistir. Karacigerler tartildiktan sonra, %10’ luk
formalin bulunan renkli siselere konulmustur. Karaciger alindiktan {i¢ saat sonra
fiksatifleri yeniden degistirilerek daha iyi fikse edilmeleri saglanmigtir. Rutin
histolojik doku takibinden sonra parafin bloklar1 hazirlanacak dokulardan alinarak
5-6 mikronluk Kkesitler hematoksilin-eosin boyast ile boyanarak ve 11k
mikroskobunda incelendikten sonra Olympus marka pm10 AD ile fotograflari

cekilmistir.

Karaciger Orneklerinin Hazirlanmasi

Biitiin gruplardaki farelerden dikkatli bir sekilde alinan karacigerler serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra kii¢lik pargalara ayrilmis ve % 10’ luk tampon

formalin fiksatifi ile tespit edilmistir.

Karaciger Orneklerinin Parafin Takibi ve Kesit Alma

Doku Tesbiti
%10 formaldehid (nétral-tamponlanmis)
Doku Takibi
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Doku Gomme (Bloklama)

Amag: Dokularin mikrotom cihazinin blok tutucu yuvasina monte edebilir hale

getirmek

Bunun i¢in: Metal gomme kalibina az miktarda parafin dokiiliir, Pens
yardimiyla dokular kaliba yerlestirilir. Soguk bir kisma alinir. Kalip igindeki
dokulara bastirilarak tabana esit olarak yapismalari saglanir. Uzerine blok kaseti

konur, blok kasetini deliklerini geginceye kadar parafin ilave edilir.
Doku Kesimi(Mikrotom Cihaz1)

Mikrotom cihazi blok tutucu yuvasina blok kaseti takilir. Dokunun 6n yiizii
tiraglanarak doku biitiinliigline ulasilir.4 mikrom kalinliginda kesitler alinir. Fir¢a

yardimiyla 47 derece su banyosuna kesitler atilir. Suda agilan kesitler lama alinur.

Deparaffinize islemi (Cihaz_Manuel)
Boyama Teknigi (Biopsi) (Hematoxilen Eozin)

Monte Etme(Kapama Islemi)

Lam ortasina 1 damla entellan damlatilir. 24X60 lamel 45 derece a¢1 ile yayma

yapar gibi kapatilir.
Karaciger Orneklerinin Hemotoksilen-Eozin ile Boyanmasi

Kesitlerin boyanmasinda hematoksilen-eozin ikili boyasi kullanilmistir. Bu
amagla Harris Alum Hematoksilen ve alkollii eozin boyalar1 hazir alinmistir.
Deparafinizasyonu yapilmis olan karaciger kesitleri 5’er dakika siirelerle saf, %96,
%90, %80, %70, %50’ lik etanollerde ve distile suda bekletilmistir. Kesitler,
hematoksilen ile 3 dakika muamele edilip distile sudan gegirilerek, 10 dakika eozin
ile boyanmistir. Musluk suyu ile fazla boyasi alinan kesitler, alkol serilerinden hizla
gecirilerek dehidratasyona ugratilip, iki ayr1 ksilolde 30’ ar dakika tutularak
seffaflastirilmistir. Karacigere ait preparatlar, bu asamadan sonra entellan ile

kapatilarak mikroskop altinda incelenmeye hazir duruma getirilmistir.
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Karaciger Orneklerininin Gecirimli Elektron Mikroskobik (TEM)
Takibi

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem
("gold standard") olarak diistiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru
olarak gozlendigi bir yontemdir. Hiicrelerin ince yapilarinin (mitokondri, lizozom,
endoplazmik retikulum, ¢ekirdek vb organelleri) belirlenmesinde faydalanilmistir.

Elektron mikroskobu c¢alismalarinda, nukleus fragmentasyonu net olarak
izlenebilir, apoptotik hiicrede, normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik
kiigiilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir.

Dokulara Gegirimli Elektron Mikroskobik takip i¢in;

Fiksatif Hazirlama: Ilk fiksatif tamponlanmis glutaraldehittir.
Fosfat Tamponu;
NazHPO4 ve KH2POy karistirilarak, tampon soliisyonu hazirlanmstir. incelenecek
hiicrelerin yapis1 ve biiyiikliigiine gore, hiicreler tespit icerisinde 4-24 saat arasinda
+4 °C’de fikse edilmistir.
Yikama: Fikse olmus hiicrelerden fiksatifi uzaklastirmak igin hiicreler tampon
cozeltisi ile yitkanmistir. (3x15 dk )
Ikinci Tespit (Osmium Tetraoksit) : Yikanan hiicreler %1°lik OSOs igerisine alinip,
2 saat siireyle rotatorda dondiiriilerek, fikse edilmeleri saglanmistir. Bu siire
sonunda tampon ile 3x15 dk yikanmustir.
Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilir.
Seffaflandirma:

Propilenoksit 30 dk. X2

Resin+ propilenoksit (1/1)

Hiicreler bu karisimda 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilmiistiir.
Bloklama: Taze hazirlanmis resinle bloklama islemi yapilir. Polimerizasyon iglemi
48 saat boyunca 60 °C’de yapilmistir.
Resin Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Araldit CY212 20 ml,

DDSA 20ml,

BDMA 0,6 ml,

Dibiitilfitalat 1 ml,
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Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyasinin hazirlanmasi,
Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi:

A Karisimi

B Karigimi

B karisimi iizerine 0,5ml A karisimi katilip, kuvvetlice c¢alkalanarak
kanigtirilmistir. (ph 12-13 arasinda olmalidir). Temiz bir falkona konup, karanlikta
ve +4 °C’ de saklanir. Boyanan kesitler elektron mikroskobunda incelenip,
fotograflari ¢ekilmistir.

Karaciger Orneklerinin Konfokal Mikroskobik Analizi

Uygulanan maddelerin verildigi dokular 37 °C’de 24 saat siiresince
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda doku PBS ile yikanir, oda sicakliginda 15
dakika %2 gluteraldehid ile fikse edildi. Sonrasinda doku PBS ile yikanip
phalloidin ve akridin oranj ile boyanmistir. Ayrica parafin takibi yapilmis doku
kesitlerine de Anneksin FITC/ PI floresan boyalarla boyanmis doku kesitleri
mikroskobik olarak incelenerek ¢ekirdek ve hiicre zarlarinin yapisina bakilmis,
apoptotik ve nekrotik hiicreler belirlenmistir. Doku iizerindeki yapisal degisiklikler
Leica TCS- SP5 II konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilenmis ve software

(Leica Confocal Software Version 2.00) kullanilmistir.

3.2.5. Biyokimyasal Analizler

Serum ALT, AST, ALP, LDH, GSH ve Plazma MDA Enzim
Aktivitelerinin Ol¢iimii

Kontrol ve deney gruplarindaki farelerden tiiplere intrakardiyak olarak
alinan kan 6rnekleri 3000 devir/dakika’ da 10 dakika santrifiij edilerek serumlar
elde edilmistir. Aliman serum ve plazma oOrnekleri tam otomatik biyokimya

otoanalizatorii ile ALT, AST, LDH, ALP, GSH ve MDA degerleri saptanmustir.

1. Serum ALT Olgiim Prensibi

Serumda ALT diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak
CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatér ile belirlendi (U/L).
Olciim Prensibi: Metod Wrobleski ve LaDue tarafindan gelistirilmis daha sonra
Henry ve Bergmeyer tarafindan optimize edilmistir. Reaksiyon semas1 asagidaki
gibidir:
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ALT

L- Alanin + 2- Oksogluterat Piirivat + L- Glutamat

LDH

Piirivat + NADH + H L- Laktat+ NAD*

Ornekteki ALT Aktivite oran1 ve NADH’ 1 NAD" a doniismesinden dolay1 olusan
absorbanstaki azalma 340 nm de 6lgiiliir (U/L).

2. Serum AST Ol¢iim Prensibi

Serumda AST diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak
CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatér ile belirlendi (U/L).

Olciim Prensibi: Metod Karmen ve Al tarafindan gelistirilmis daha sonra Henry

ve Al tarafindan optimize edilmistir. Reaksiyon semasi asagidaki gibidir:

AST

L- Aspartat + 2- Oksogluterat Oksaloasetat + L- Glutamat

MDH

Oksaloasetat + NADH + H L- Malat + NAD*

Ornekteki AST Aktivite oran1 ve NADH 1 NAD™ a déniismesinden dolay1 olusan
absorbanstaki azalma 340 nm de Slgiiliir.

3. Serum LDH Ol¢iim Prensibi

Serumda LDH diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak
CRONY AIRONE 200 RA otoanalizator ile belirlendi (U/L).

Olciim Prensibi: Metod Henry ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Reaksiyon
semas1 asagidaki gibidir:
LDH

Piirivat + NADH + H L- Laktat + NAD*
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Ornekteki LDH Aktivite oran1 ve NADH’1in NAD" a doniismesinden dolay1 olusan

absorbanstaki azalma 340 nm de 6l¢iiliir.

4. Serum ALP Ol¢iim Prensibi

Serumda ALP diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak
CRONY AIRONE 200 RA otoanalizator ile belirlendi.
Olciim Prensibi: Method Lowry, Bessey ve Brock tarafindan gelistirilmis, daha
sonra Hausamen ve arkadaslar: tarafindan diizeltilmistir. Magnezyum ve ¢inko
iyonlart varliginda; p-nitrofenil fosfat, fosfat ve p-nitrofenol olusturmak igin
fosfatazlar tarafindan hidrolize edilir. Bu siirecte AMP gegici fosfat alicidir. Renkli
p-nitrofenol serbest birakilmasi ALP aktivitesi ile orantilidir. Spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir (405 nm).

ALP

p-Nitrofenil Fosfat + H.0O ———— Fosfat + p-Nitrofenol

5. Serum GSH Ol¢iim Prensibi

Omek GSH miktar1 Sedlak ve Lindsay metodu kullanilarak 412 nm’de
ol¢iimii yapildi. Ornekler %50 TCA (triklorasetik asit) ile ¢oktiiriildii ve 5 dakika
1000xg’ de santrifiij edildi. Coktiiriilen 6rnegin iist fazindan 0,5 ml alinarak 2 ml
Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml 0,01 M 5,5 -ditiyo-bis-2-
nitrobenzoik asit ilave edildi. Bu karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve
spektofotometrede 412 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Deneysel ¢alismada UV—
1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanildi. Spesifik aktivite mg protein
basina mg cinsinden verildi.

6. Plazma MDA Ol¢iim Prensibi

Farelerden alinan kan drnekleri anti-koagulan igeren tiiplere aktarilir. Tiipler
hafif ¢alkalandiktan sonra 5000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek elde edilen plazma

ornekleri biyokimyasal analizler yapilana kadar — 80 °C’ de saklandi.

Plazma Orneklerinde malondialdehit miktar1t TBARS (Tiobarbituric Acid
Reactive Substance) metodu kullanilarak tayin edildi. Lipit peroksidasyon tiriinii

(MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembe
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renk spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek
ayni rengi veren suda ¢oziiniir maddeleri uzaklastirmak i¢in serum lipitleri proteinle

birlikte fosfotungistik asit/stilfirik asit sistemiyle ¢oktiirtildii.

Deneyin yapilist:

Bir deney tiiptine 150 pL plazma, 1,2 mL H2SO4 ve 150 mL fosfotungistik asit
eklendi, iyice karigtirildiktan sonra 5 dakika bekletildi.

. Karisim 1500 g’ de 10 dk. santrifiij edildi ve list faz atildi.

. Geriye kalan ¢okelek iizerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden ¢oziiniinceye kadar

vortekslendi.

. Tiipe 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C” de inkiibe edildi.
. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’ de 10 dk. santrifiijlendi.

. Ustteki berrak kisim alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

1 mmol 1.1.3.3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI i¢inde 50 °C” de 1
saat inkiibe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢ozeltisinden 10, 5,
3, 2, 1 - 0,5 nmol/mL c¢alisma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla
standart grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak plazma MDA miktar1 nmol
MDA/mL olarak belirlendi. Sonuglar g protein basina nmol cinsinden ifade edildi.

3.2.6. Immiinohistokimyasal Boyama

1. Bcl-2 ve Bax Boyama Yontemi

Bcl-2 ve Bax immiinhistokimyasal incelenmesi i¢in Anti-Bcl-2 antikor

(ab7973)(Abcam) ve Anti-Bax antikor (ab7977) (Abcam) antikorlar1 kullanildi.
Ol¢iim Prensibi

Isaretlenmis antikor yontemi ile antijeni tanima ve gdsterme temel ilkesine
dayanmaktadir.  Streptavidin-Biyotin ~ kompleksi  teknolojisi  kullanildu.
Streptavidinin biyotine afinitesi ¢ok fazladir. Streptavidin peroksidaz etkili olarak
ndtral, hafif alkali pH’da yalnizca biyotinlenmis sekonder antikora baglanir. Olusan
kompleks kromojenik substrat eklenerek goriiniir hale getirilir. Antijenin

bulundugu boélgede renkli bir ¢okelti olugsmaktadir.
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Olciim Yéntemi

Immiinohistokimyasal inceleme icin alinan karaciger doku oOrnekleri
%10’luk formaldehit fiksasyonu sonrasi 3 saat akan suda yikandi. Alkol
serilerinden gecirilen dokular parafin ile blokland1. Immiinhistokimyasal inceleme
icin uygun olan bloklara asagida belirtilen islemler sira ile uygulandi.

Poly-I-lysine ile kaplanmis lam uzerinde 4 mikron kalinliginda kesitler alindu.

Fiziksel deparafinizasyon icin kesitler 60°C*de etiivde 60 dakika parafinin erimesi
icin bekletildi.

Kimyasal deparafinizasyon i¢in lamlar ksilol serilerinden gecirildi (3x5 dakika).

Etil alkol serilerinden gegirildi ve boyama i¢in hazir hale getirildi (3x1dakika
%96 L1k alkol).

Dokular yiiksek basing ve nemli ortamda 1/10“luk sitrat tamponu iginde 10 dakika
tutuldu.

Boyama kapali kutu i¢cinde nemli ortamda yapildi. Soliisyonlar lam yiizeyindeki
doku tizerini ortecek sekilde damlatildi.

Doku sinirlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi.

% 3“liik hidrojen peroksidazda 10 dakika bekletildi. Once distile su ile 1 dakika
sonra fosfat tamponu ile 2 defa yikandi.

- Ultra V blokta 5 dakika bekletildi.

Primer antikor (Bcl-2 (Anti-Bcl-2 antikor (ab7973)(Abcam)), Bax (Anti-Bax
antikor (ab7977) (Abcam) ile 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi. - ENHANCER (sinyal artirici): 20 dakika

Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi.

HRP, POLYMER (biotinylated goat anti-polyvalent + streptavidin): 30 dakika
Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi.

AEC Kromojen uygulandi ve 5 dakika inkiibasyona birakildi.

Cesme suyunda 30 saniye yikandi ve Hemotoksilen ile zemin boyanmasi yapilda.

Cesme suyu ile 1 dakika yikama yapildu.
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Distile su ile 30 saniye yikama yapildi.
Lamlar havada kurutuldu.

Aques Mounting Medium damlatilip lamel ile kapatildi.

Immiinhistokimyasal boyama degerlendirilmesi ESOGU Histoloji
Anabilim Dalinda tek bir arastirmaci tarafindan, 40X biiyiitmede 3 ayri alan
taranarak semikantitatif yontemle boyanan hiicrelerin sayisina gére 0 (boyama
yok), 1 (az boyama), 2 (ota boyama) ve 3 (¢ok boyama) olarak yapildi.

2. Cogalan Hiicrelerin Nukleus Antijeni (PCNA)’nin

Immiinohistokimyasal Olarak Belirlenmesi

Bu caligmada, 151tk mikroskobu diizeyinde PCNA immiinlokalizasyonu
“Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz” yontemi kullanilarak tespit edilmistir [126].
Immunohistokimyasal yontemde, gruplara ait hayvanlarm karaciger dokusu
kullanildi. PCNA immunohistokimyasi i¢in, % 10 tamponlanmis formalinde fikse
edilen karaciger dokulari kullanildi. 5 pm kalinliginda alinan kesitler, Poly-L-lysine
ile kapli lamlar tiizerine alindiktan sonra, deparafinizasyon ve rehidratasyon
islemlerine tabi tutuldu. Rehidratasyondan sonra distile suya alinan kesitler,
mikrodalga firinda 10mM sitrat tamponunda (pH 6) 10 dakika boyunca 700 W’ta
kaynatilarak, antijen iyilestirmesine maruz birakildi. Bu asamadan sonra PBS (pH
7.4) ile yikanan kesitler membran permeabilizasyonu i¢in %0.3’liik Triton X-100
ile 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibe
edilmesi amaciyla kesitlere, oda 1sisinda ve nemli ortamda, metanolde hazirlanan
%3’liik H202 soliisyonu 10 dakika uygulandi. Bundan sonraki asamalar Ultravision
Detection System Kiti (Lab Vision TM-125-HL) ile kit igin dongoriilen metoda
uygun olarak gergeklestirildi. Dokuda spesifik olmayan baglanmalarin
engellenmesi i¢in kesitlere bloke edici soliisyon 5 dakika uygulandiktan sonra,
kesitler antikor sulandirma soliisyonu (Lab Vision) ile 1/50 diliisyonda hazirlanan
PCNA i¢in spesifik olan primer antikor (Clone PC10, NeoMarkers MS-106) ile oda
1s1sinda 40 dakika inkiibe edildi. Negatif kontrol kesitlere bu agamada antikor
yerine PBS uygulandi. Sirasiyla biyotinlenmis sekonder antikor ile streptavidin-
peroksidaz enzim konjugati 15’er dakika uygulandi. Renk reaksiyonu
gerceklestirmek amaciyla kesitler AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) kromojen ile

muamele edildi ve mikroskopta spesifik immun reaksiyonun olusumu goézlendikten
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sonra, kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Kesitler Mayer
Hematoksilin ile zit boyamaya tabi tutuldu. Primer antikor uygulamasindan 6nceki
basamak harig, diger tim basamaklar arasinda kesitler PBS ile 10’ar dakika yikandi.

Son asamada kesitler GV A kapatma soliisyonu ile kaplanarak lamelle kapatildi.

3.2.7. Silmarin Kat1 Lipit Nanopartikiil (KLN)’lerin Hazirlanmasi ve Ol¢iimii

Sm yiikli KLN’i hazirlamak i¢in sicak homojenizasyon teknigi
kullanilmistir. Bu teknige gore; %5 etken madde (Sm), %5 lipit (Compritol 888) ve
%3 oraninda yiizey etken madde (Tween 80) kullanilmustir. Once lipitin 80°C
erimesi saglanmigtir. Lipit eridikten sonra etken madde lipitin iizerine eklenerek
Tween 80 yavas yavas ilave edilmis, ultraturaks araciligi ile yavas yavas
karistirilmistir. Karisim islemi tam olarak gerceklestikten sonra 20500 rpm ‘de 1 dk
karistirtlarak Sm yiikli KLN kompleksleri elde edilmistir. Son olarak elde edilen
sistem 0.2 um’lik filtreden gecirilmis ve elde edilen nanopartikiiler sistem igeren
sollisyon oda sicakliginda sogumaya birakilarak 5 mL cam ampiillere konulup
saklanmigtir. Ayn1 zamanda etken maddeler kullanilmadan da kontrol grubu olarak

ayn1 sekilde bos KLN’ler de hazirlanmistir.

Silmarin Yiiklii KLN’lerin Karakterizasyonu
Partikiil Boyutu, Zeta Potansiyel, Polidispers indeks ve Elektriksel Iletkenlik
Ol¢iimii

Sm yiiklii KLN’lerin partikiil boyutu, zeta potansiyel dlgiimleri, polidispers
indeksi (PI) ve elektriksel iletkenlik olgtimleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS)
(Malvern Instruments, Ingiltere) kullanilarak yapilmustir. Her formiilasyon i¢in ard
arda ii¢ dl¢iim gerceklestirilmistir. Olciimler distile su ile seyretmeler yapilarak
Olctilmistiir. Distile sudaki iletkenligin neden olacag degisimlerin 6l¢iim
sonuglari etkilememesi i¢in, kullanilan distile su, 6l¢iimlerden 6nce NaCl ile
50uS iletkenlige ayarlanmustir. Olgiimler sirasinda cihazin sicakligi 25°C, 1s1k
sacilim agis1 90° olacak sekilde ayarlanmistir.

Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

Sicak homojenizasyon teknigi ile elde edilen Sm-KLN’lerin yiizey
ozellikleri ve sekilleri, ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM) (Biotwin FEI) ile

fotograflar1  ¢ekilerek incelenmistir. TEM  yonteminde santrifiijlenerek
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siipernatantin ayrildig1 nanopartikiiller 100 uL. MiliQ su i¢inde siispanse edildikten
sonra karbon kapli bakir gridler lizerine damlatilarak emdirilmistir. Uranil asetat
(%2’lik) 1ile 20 saniye muamele edilerek boyanmasi saglandiktan sonra suyla
boyanin fazlasi uzaklastirililmistir. Nanopartikiiller 24 saat boyunca kuruduktan

sonra TEM ile goriintiilenmistir.

3.2.8. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
12.0 for windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullanilmistir. Kan
serumlarinda analizi yapilarak ALT, AST, ALP, LDH, GSH ve MDA
Olctimlerinden edilen veriler; gruplar arasindaki farklilik durumlarn tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Tiim istatistik uygulamalar
sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya ¢ikan deney gruplari arasindaki farklar,

p<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.

53



@ ANADOLU UNIVERSITESI

4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Fareler iizerinde gergeklestirmis oldugumuz bu c¢alismada karacigere 6zgii
biyomarkirlardan ALT, AST, ALP ve LDH, antioksidan savunma sisteminin
unsurlarindan biri olan GSH ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan ve oksidatif
hasarin ortaya konmasinda 6nemli bir parametre olarak kullanilan MDA diizeyleri

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Kontrol ve deney gruplarina ait serum ALT, AST, ALP, LDH, GSH ve
plazma MDA degerleri tabloda gosterilmistir (Cizelge 4.1)
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4.1.1. Deney Gruplarinin Serum ALT Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

D-GalN/TNF-a verilen deney grubu (Sekil 4.1) ve D-GaIN/TNF-o/KLN
(Bos) verilen deney gruplari serum ALT degerleri bakimmdan kontrolleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel acidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). D-GalN/TNF-0/Sm verilen deney grubu serum ALT degerleri
bakimindan kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmustur (p<0.01). D-GalN/TNF-o/Sm-KLN verilen deney grubunda kontrole
gore serum ALT diizeyindeki hafif artis istatistiksel agcidan anlamli bulunmamistir
(p>0.05). D-GaIN/TNF-a. verilen deney grubu D-GalN/TNF-a/Sm ve D-
GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney gruplari ile serum ALT diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel acidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). Ayrica D-GalN/TNF-o/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
o/KLN (Bos) grubu arasinda da serum ALT diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel acidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur

(p<0.001).

D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-a/Sm-
KLN verilen deney grubu arasinda serum ALT diizeyleri bakimindan istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001). D-GalN/TNF-o/Sm-KLN
verilen deney grubu, D-GalN/TNF-0/Sm verilen deney gruplari arasinda serum

ALT diizeyleri bakimindan fark olsa da istatistiksel agidan anlamli bulunmamastir

(p>0.05)

4.1.2. Deney Gruplarinin Serum AST Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi
Sekil 4.1° de goriildiigii gibi D-GalN/TNF-a verilen deney grubu ve D-
GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney gruplart serum AST degerleri bakimindan
kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark
bulunmustur (p<0.001). D-GalN/TNF-0/Sm ve D-GalN/TNF-o/Sm-KLN verilen
deney gruplar kontrolle karsilastirildiginda serum AST diizeyinde hafif artig

istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).

D-GalN/TNF-a verilen deney grubu D-GalN/TNF-0/Sm ve D-GalN/TNF-

a/Sm-KLN verilen deney gruplart ile serum AST diizeyleri bakimindan
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karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). Ayrica D-GaIN/TNF-o/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
o/KLN (Bos) grubu arasinda da serum AST diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
o/Sm-KLN verilen deney grubu arasinda serum AST diizeyleri bakimindan

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<<0.001).

4.1.3. Deney Gruplarimin Serum ALP Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.1 de gortldigi gibi D-GalN/TNF-a verilen deney grubu ve D-
GalN/TNF-0/KLN (Bos) verilen deney gruplari serum ALP degerleri bakimindan
kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark
bulunmustur (p<0.001). D-GaIN/TNF-a/Sm ve D-GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen
deney gruplar1 Kontrolle karsilastirildiginda serum ALP diizeyinde hafif artis

istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p>0.05).

D-GalN/TNF-a verilen deney grubu D-GalN/TNF-0/Sm ve D-GalN/TNF-
a/Sm-KLN verilen deney gruplar1 ile serum ALP diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). Ayrica D-GalN/TNF-o/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
o/KLN (Bos) grubu arasinda da serum ALP diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). D-GaIN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
o/Sm-KLN verilen deney grubu arasinda serum ALP diizeyleri bakimindan

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

4.1.4. Deney Gruplarinin Serum LDH Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.1 de gortldigii gibi D-GalN/TNF-a verilen deney grubu ve D-
GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney gruplari serum LDH degerleri bakimindan
kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark
bulunmustur (p<0.001). D-GalN/TNF-0/Sm ve D-GalN/TNF-o/Sm-KLN verilen
deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum LDH diizeyindeki hafif

artig istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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D-GalN/TNF-a verilen deney grubu ve D-GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen
deney gruplari ile serum LDH diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel
acidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Ayrica D-GalN/TNF-
a/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) grubu arasinda da serum
LDH diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde
anlamli fark bulunmustur (p<0.001). D-GaIN/TNF-a/KLN (Bos) verilen deney
grubu ile ve D-GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney grubu arasinda serum LDH
diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur

(p<0.001).
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Sekil 4.1. Farkli deney gruplarina ait Balb/c farelerden alinan serumlardan 6l¢iilen ALT, AST, LDH
ve ALP degerleri

**p<0.05 (Kontrol grubuna gore elde edilen farklilik), ***p<0.001(Kontrol grubuna gore elde
edilen anlaml farklilik), ## p<0.001 (D-GalN/TNF-a, grubuna gore elde edilen anlamlh farklilik),
AAA p<0.001 (D-GalN/TNF-0/Sm grubuna gore elde edilen anlaml: farklilik), @@ (@ p<0.001 (D-
GalN/TNF-o/KLN (Bos) grubuna gore anlamli farklilik)

4.1.5. Deney Gruplarimin Rediikte Serum GSH Seviyesinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.2° de goriildiigii gibi D-GalN/TNF-a verilen deney grubu, D-
GalN/TNF-0/Sm verilen deney grubu ve D-GalN/TNF-a/KLN (Bos) verilen deney
gruplart serum GSH degerleri bakimindan kontrolleri ile karsilastirildiginda

istatistiksel acidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001). D-
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GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney grubu serum GSH degerleri bakimindan
kontrolleri ile karsilastirildiginda istatistiksel ag¢idan anlamli fark bulunmustur
(p<0.01). D-GaIN/TNF-o. verilen deney grubu D-GaIN/TNF-o/Sm ve D-
GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney gruplari ile serum GSH diizeyleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). Ayrica D-GalN/TNF-a/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-
a/KLN (Bos) ve D-GalN/TNF-a/Sm-KLN verilen deney gruplari arasinda da serum
GSH diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde
anlamli fark bulunmustur (p<0.001). D-GaIN/TNF-a/KLN (Bos) verilen deney
grubu ile D-GaIN/TNF-a/Sm-KLN verilen deney grubu arasinda serum GSH
diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur

(p<0.001).

4.1.6. Deney Gruplarinin Plazma MDA Diizeyinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.2° de gortldigi gibi D-GalN/TNF-a verilen deney grubu, D-
GalN/TNF-0/Sm verilen deney grubu ve D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney
gruplart plazma MDA degerleri bakimindan kontrolleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001). D-
GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney grubundaki serum MDA seviyesinde hafif
artig istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). D-GalN/TNF-a verilen
deney grubu D-GalN/TNF-0/Sm ve D-GalN/TNF-o/Sm-KLN verilen deney
gruplar1 plazma MDA diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan
ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

Ayrica D-GalN/TNF-a/Sm verilen deney grubu ile D-GalN/TNF-o/KLN
(Bos) ve D-GalN/TNF-a/Sm-KLN verilen deney gruplari arasinda da plazma MDA
diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli
fark bulunmustur (p<0.001). D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney grubu ile
D-GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney grubu arasinda plazma MDA diizeyleri

bakimindan istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.2. Farkli deney gruplarina ait Balb/c farelerden alinan serumlardan olgiillen GSH ve

plazmadan 6lgiilen MDA degerleri

**p<0.05 (Kontrol grubuna goére elde edilen farklilik), ***p<0.001(Kontrol grubuna gore elde
edilen anlaml farklilik), *# p<0.001 (D-GalN/TNF-a grubuna gore elde edilen anlamli farklilik),
AAA n<0,001 (D-GalN/TNF-0/Sm grubuna gore elde edilen anlamli farklilik), @@@ p<0.001 (D-
GalN/TNF-o/KLN (Bos) grubuna gore anlamli farklilik)

4.2. Histolojik Calismalarin Degerlendirilmesi
4.2.1. Karaciger Orneklerinin Isik Mikroskobik Olarak Degerlendirilmesi
Kontrol grubunda bulunan deney hayvanlarinin karacigerlerinde siniizoid,
portal alanlarda bulunan hepatik arter, hepatik portal ve safta kanali dallarindan
olusan portal yapilarin morfolojilerinin korundugu saptandi (Sekil 4.3). D-
GaIN/TNF-o verilen deney grubuna ait kesitlerde, karaciger yapisinin kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda, oldukga bozulmus oldugu gériildii. Parankim dokuda
hepatosit dejenerasyonu, atipik niikleuslar, kismi inflamasyon, sinusoidal
dilatasyon, piknotik niikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicreler ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (inf) ile vaskiiler kongesyon gozlendi (Sekil 4.4).
Sm ve D-GalN/TNF-a verilen deney grubuna ait deney hayvanlarinin karaciger
mimarisi, sadece D-GaIN/TNF-o verilen deney grubu ile karsilastirildiginda
kontrol grubuna benzerlik gostermekteydi. Ancak bazi deney hayvanlarin
karacigerlerinin 151k mikroskobik incelenmesinde farkli biiyliltmelerde bazi

hiicrelerde karyolizis ve asimetrik niikleer yap1 gozlendi (Sekil 4.5). KLN (Bos) ve
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D-GalN/TNF-a verilen deney grubuna ait kesitlerde, karaciger yapisinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, oldukg¢a bozulmus oldugu goriildii. Parankim dokuda
hepatosit dejenerasyonu, atipik niikleuslar, kismi inflamasyon, sinusoidal
dilatasyon, piknotik niikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicreler ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (inf) ile vaskiiler kongesyon gozlendi (Sekil 4.6).
Diger bir deyisle KLN (Bos)’nin deney hayvanlart iizerine kayda deger bir
koruyucu veya toksik etkisi saptanmamistir. Sm-KLN ve D-GalN/TNF-a verilen
deney grubu, sadece D-GalN/TNF-a verilen deney grubu, Sm ve D-GalN/TNF-a
verilen deney grubu ve KLN (Bos) ve D-GalN/TNF-o verilen deney grubu ile
karaciger morfolojisi agisindan karsilagtirildiginda kontrol grubuna oldukca

benzerlik gostermekteydi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait karaciger hiicreleri ve siniizoidal yapilari ile normal histolojik
yapidaki karaciger dokusu (a,b) (v: vena sentralis) (bar:100pm, bar:50.0pm, HE)

62



UNIVERSITESI

@» AnADOLU

Sekil 4.4. D-GalN/TNF-a uygulanan hayvanlarin karacigerlerinin 11tk mikroskobik incelenmesi.
Parankim dokuda piknotik niikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicreler (P) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (inf) ile vaskiiler kongesyon (—) (a-d) (bar:200 pm,
bar:100 pm, bar:50.0 um, HE)
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Sekil 4.4. (Devam) D-GalN/TNF-a uygulanan hayvanlarin Karacigerlerinin 151k mikroskobik
incelenmesi. Parankim dokuda piknotik niikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik
hiicreler (®) ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (inf) ile vaskiiler kongesyon (—) (a-d)

(bar:200 um, bar:100 um, bar:50.0 pm, HE)
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Sekil 4.5. D-GalN/TNF-o/Sm uygulanan hayvanlarin karacigerlerinin 1s1tk mikroskobik
incelenmesi. Baz1 hiicrelerde karyolizis (—), asimetrik niikleer yapi (P) (a-d)
(bar:100pm, bar:50.0um, HE)
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Sekil 4.5. (Devam) D-GalN/TNF-a/Sm uygulanan hayvanlarin karacigerlerinin 151k mikroskobik
incelenmesi. Baz1 hiicrelerde karyolizis (—), asimetrik niikleer yapi (P) (a-d)
(bar:100pm, bar:50.0um, HE)
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Sekil 4.6. D-GalN/TNF-a/KLN (Bos) uygulanan hayvanlarin karacigerlerinin 1g1k mikroskobunda
incelenmesi. Parankim dokuda hiicresel hasar (—), vaskuler kongesyon (), hiicresel
infiltrasyon (inf) (a,b) (bar:100 pm, HE)
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Sekil 4.7. D-GalN/TNF-0/Sm-SLN uygulanan Balb/c farelere ait karaciger dokusu (a,b) (v: vena
sentralis) (bar:200pm, bar:50.0um, HE)
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43.1. Karaciger Orneklerinin Konfokal Mikroskop ile Yapisal
Degisikliklerinin Goriintiilenmesi

0.5 ml serum fizyolojik uygulanan Balb/c farelere ait karaciger
orneklerinden alman kesitler akridin oranj ve falloidin ile boyandiktan sonra
konfokal mikroskopta ayrintili olarak incelenmistir. Bu inceleme sonucunda
dokuda go6zlemlenen hepatosit yapisi hasarsiz, normal ¢ekirdekli olarak
bulunmustur. Bu 6rneklerde doku biitiinliigii kompakt ve normal goriilmiis ve safra
kanallar1 ve sinusoidal yapilar da normal ve hasarsiz olarak belirlenmistir (Sekil
4.8). Bu kontrol grubuna zit olarak karaciger dokusuna hasar vermek amaciyla D-
GalN/TNF-o uygulanan Balb/c farelerden alinan karaciger 6rneklerinde konfokal
mikroskop altinda c¢ekilen goriintiilerde kiigiilmiis hiicre cekirdegi ve g¢ekirdek
zarmda hafif biiziisme, hepatosit biitiinliigiinde bozulma ve pargalanma, sinusoid
dilatasyon ve safra kanali hasar sonucu olusan degisiklikler saptanmistir (Sekil 4.9).
Sekil 4.10°da gosterildigi gibi D-GalN/TNF-a/Sm uygulanan ii¢lincii deney grubu
Balb/c farelere ait karaciger dokularinda beklenen iyilesme yoniindeki degisiklikler
saptanmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda saptanan bu degisiklikler normal
hiicre ¢ekirdegi, saglam hepatosit yapisi, normal siniisoid yapisi, saglikli safra ve
kanal1 yapis1 olarak bulunmustur. Sentezlemis oldugumuz nanopartikiil formu olan
katt lipit nanoformiilasyonun etken madde icermeyen hali (KLN (Bos))’in D-
GalN/TNF-0 uygulamasindan sonra verildigi dordiincii grup Balb/c farelerde
hasarli grup olan ikinci grup ile benzer sonuglar bulunmustur. Beklenildigi gibi
karacigere hasar verilmis farelere KLN (Bos) uygulamasi sonucunda bu
formulasyonun karaciger tizerinde iyilestirici veya hasar yapict herhangi bir ¢arpici
degisiklige neden olmadigi saptanmistir. Bu grupta saptanan degisiklikler,
Kiiglilmiis hiicre ¢ekirdegi, hasarli ve pargalanmis hepatosit yapisi, dilate sintisoid
yapisi, dilate safra kanali ve dilate ve de hafif hasarli ven yapisidir (Sekil 4.11).
Karacigerine hasar verdigimiz Balb/c farelerde esas iyilesmeyi gormeyi
bekledigimiz grup olan besinci deney grubuna D-GalN/TNF-o /Sm-KLN
uygulamasi yapilmis ve deney siiresi sonunda konfokal mikroskobik inceleme
sonucunda beklenilen iyilesme saptanmistir. Bu grupta kontrol grubuna yani
saglikli karaciger dokusuna benzer sonuglar elde edilmistir. Bu degisiklikler

saglikli hepatosit ¢cekirdegi, kompakt ve saglikli hepatosit yapisi, saglikli ve normal
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ebatlarda siniisoid yapisi, normal yapi ve genislikte safra kanali, diizglin hiicre
hatlar1 ve doku biitiinliglidiir (Sekil 4.12). Besinci gruba ait bu bulgular sadece Sm
uygulanan Ug¢ilincli gruba ait sonuglarla karsilastirildiginda ve bunlarin kontrol
grubuna ait sonuglarla birlikte degerlendirilmesi sonucunda Sm-KLN’nin karaciger
hasarin1 belirgin bir sekilde iyilestirdigi ve Sm’ye gore daha olumlu sonug ve
kontrol grubundaki saglikli karaciger yapisina benzer bir yapi sagladig ifade

edilebilir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu Balb/c farelere ait karaciger dokusunun akridin oranj ve falloidin ile ikili
olarak boyanmig konfokal mikroskobik goriintiisii (25x). Hiicre ¢ekirdegi (y1ldiz), normal

hepatosit yapisi (Cift yonlii ok), siniisoid (ok), safra kanali (simsek)

IVERSITESI

Sekil 4.9. D-GalN/TNF-a uygulanan Balb/c farelere ait karaciger dokusunun akridin oranj ve
falloidin ile ikili olarak boyanmis konfokal mikroskobik goriintiisii (63x). Biiziigmiis
hiicre ¢ekirdegi, hasarli hepatosit yapist (Cift yonlii ok), genislemis sintisoidler (ok),

geniglemis safra kanali (simsek)
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Sekil 4.10. D-GalN/TNF-o/Sm uygulanan Balb/c farelere ait karaciger dokusunun akridin oranj ve

falloidin ile ikili olarak boyanmis konfokal mikroskobik goriintiisii (40x). Normale yakin
hiicre ¢ekirdegi (yildiz), kismi toparlanmis hepatosit yapisi (¢ift yonlii ok),normale yakin

siniisoid yapisi (ok), safra kanali (simsek)

IVERSITESI
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Sekil 4.11. D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) uygulanan Balb/c farelere ait karaciger dokusunun akridin

oranj ve falloidin ile ikili olarak boyanmis konfokal mikroskobik goriintiisii (63X%).
Kiigiilmiis hiicre ¢ekirdegi (yildiz), hasarli ve hiicre biitiinliigii bozulmus hepatosit yapist
(cift yonlii ok), dilate siniisoid yapisi (simsek); dilate safra kanali (ok), kismi inflamasyon

(tek yonlii ok) ve ven dilatasyonu (liggen)

IVERSITESI
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Sekil 4.12. D-GalN/TNF-0/Sm-KLN uygulanan Balb/c farelere ait karaciger dokusunun akridin
oranj ve falloidin ile ikili olarak boyanmis konfokal mikroskobik goriintiisii (40X).
Normal saglikli hepatosit ¢ekirdegi (yildiz), kompakt ve saglikli hepatosit yapist (gift
yonli ok), saglikli siniisoid yapisi (simsek), normal yapida safra kanali (ok) ve diizgiin

hiicre hatlar1

IVERSITESI
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4.4.1. Immiinohistokimyasal Boyamanin Degerlendirilmesi
Bu caligmada, Bcl-2, Bax ve PCNA antijenlerinin 151k mikroskobik diizeyde
karaciger hiicrelerindeki yerlesimi ve yogunlugu immiinohistokimyasal olarak

gosterilmistir.

1. Deney Gruplarimin Bcl-2 Boyama Yontemi ile Degerlendirilmesi

Kontrol grubunu olusturan karaciger Kesitlerinde Bcl-2 pozitif boyanmis
hepatositler gozlendi (Sekil 4.13 ve Sekil 4.18). D-GalN/TNF-a verilen deney
grubunu olusturan karaciger kesitlerinde az sayida Bcl-2 pozitif boyanmis
hepatositler gozlendi bu sonu¢ kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 4.14 ve Sekil 4.18). Sm ve D-GalN/TNF-a
verilen deney grubunu olusturan karaciger kesitlerinde sadece D-GalN/TNF-a
deney grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 pozitif boyanmis hiicre sayisindaki hafif
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.15 ve Sekil 4.18).
KLN (Bos) ve D-GalN/TNF-o verilen deney grubunu olusturan karaciger
kesitlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 pozitif boyanmis hepatosit
sayisindaki azalma istastistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)(Sekil 4.16 ve
Sekil 4.18). Bu deney grubundaki sonuglar D-GalN/TNF-a verilen deney grubunun

sonuclari ile benzerlik gosterdigi saptandi.

D-GalN/TNF-0/Sm-KLN verilen deney grubunu olusturan karaciger kesitleri
incelendiginde kontrol grubu hari¢ diger tiim deney gruplari ile karsilastirildiginda
Bcl-2 pozitif boyanmig hiicre sayisinda hafif artis oldugu goriilmiis ve kontrol

grubuna benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.13. Kontrol grubunu olusturan karacigerlerde Bcl-2 pozitif boyanma goriintiileri
(bar:50.0pm)

IVERSITESI

Sekil 4.14. D-GaIN/TNF-o uygulanan farelere ait karaciger dokusunun ig1k mikroskobundaki

goriintiisii. Bel-2 pozitif boyanmus hiicreler (P )(bar:20.0um)
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Sekil 4.15. D-GaIN/TNF-a/Sm uygulanan farelerin karaciger doku ornekleri. Bcl-2 pozitif
boyanmuig hiicreler (») (bar:50.0pum)

Sekil 4.16. D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) uygulanmis Balb/c farelere ait karaciger dokusu. Bcl-2
pozitif boyanmig hiicreler (»)(bar:50.0pm)
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Sekil 4.17. D-GalN/TNF-a/Sm-KLN uygulanan fare karacigerlerinin 1s1k mikroskobundaki

goriintiisti. Bel-2 pozitif boyanmus hiicreler (»)(bar:50.0pum)
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Sekil 4.18. Tim deney gruplarina ait Balb/c farelerden alinan karaciger kesitlerinin Bcl-2
immiinboyanma yogunlugu. *p<0.05 (Kontrol grubuna gore elde edilen farklilik)
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2. Deney Gruplarimin Bax Boyama Yontemi ile Degerlendirilmesi

Kontrol grubunu olusturan karaciger kesitlerinde Bax negatif boyanmis
hepatositler gozlendi (Sekil 4.19. ve Sekil 4.24). D-GalN/TNF-a verilen deney
grubunu olusturan karaciger kesitlerinde Bax pozitif boyanmig hepatosit sayisi
bakimindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.20 ve Sekil 4.24 ). Sm ve D-GalN/TNF-a verilen
deney grubunu olusturan karaciger kesitlerinde Bax pozitif boyanmis hiicre
sayisindaki azalma sadece D-GalN/TNF-a verilen deney grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)(Sekil 4.21 ve Sekil 4.24). KLN
(Bos) ve D-GalN/TNF-a verilen deney grubunu olusturan karaciger kesitlerinde
Bax pozitif boyanmis hiicre sayisindaki artis bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)(Sekil 4.22 ve
Sekil 4.24). Bu deney grubundaki sonuglar sadece D-GalN/TNF-a verilen deney
grubunun sonuglari ile benzerlik gosterdigi saptanmistir ve bu istatistiksel olarak
anlamlt bulunmamistir (p>0.05). Sm-KLN ve D-GalN/TNF-o verilen deney
grubunu olusturan karaciger kesitlerinde kontrol grubu hari¢ diger tiim deney
gruplart ile karsilagtirildiginda Bax pozitif boyanmis hepatosit sayisinda fazla
miktarda azalma oldugu ve kontrol grubuna benzerlik gosterdigi saptandi (Sekil
4.23 ve Sekil 4.24).
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Sekil 4.19. Kontrol grubunu olusturan karacigerlerde Bax negatif boyanma goriintileri
(bar:50.0pm)

Sekil 4.20. D-GalN/TNF-a grubuna ait karaciger dokusunun 11k mikroskobundaki goriintiisii. Bax
pozitif boyanmis hiicreler (») (bar:50.0pum)
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Sekil 4.21. D-GalN/TNF-0/Sm grubuna ait karaciger dokusu. Bax pozitif boyanmus hiicreler (P)
(bar:50.0um)

IVERSITESI

Sekil 4.22. D-GaIN/TNF-o/KLN (Bos) uygulanan grubun karaciger doku goriintiisii. Bax pozitif
boyanmis hiicreler (P )(bar:50.0pum)
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Sekil 4.23. D-GalN/TNF-a/Sm-KLN uygulanan fare karacigerinin Bax boyanma goériintiisii. Bax
pozitif boyanmis hiicreler (P )(bar:50.0um
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Sekil 4.24. Tiim deney gruplarina ait Balb/c farelerden alinan karaciger kesitlerinde Bax immiinboya
yogunlugu. *p<0.05 (Kontrol grubuna gore elde edilen farklilik), # p<0.05 (D-
GalN/TNF-a grubuna gore elde edilen farklilik), A p<0.05 (D-GalN/TNF-o/Sm grubuna
gore elde edilen farklilik), @ p<0.05 (D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) grubuna gore farklilik
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3. Deney Gruplarinin Cogalan Hiicrelerin Nukleus Antijeni (PCNA)
Boyama Yontemi ile Degerlendirilmesi

Karacigerde 151k mikroskobik diizeyde belirgin olarak hepatositlerde PCNA
immiinoreaktivite gozlenmistir. Her dort gruba ait 151k mikroskobu diizeyinde
yapilan PCNA isaretlemesi sonucu elde edilen bulgular asagida belirtilmistir.
Kontrol grubuna ait deney hayvanlarinin karaciger kesitlerinde, yok denecek kadar
immiinoreaktivite gosteren hepatosit gozlendi (Sekil 4.25 ve Sekil 4.30). D-
GaIN/TNF-o.  verilen deney grubuna ait karaciger kesitlerinde gozlenen
immiinoreaktivite bulgulari, kontrol grubundan farkli oldugu goézlendi (p<0.05).
Kesitler incelendiginde immiin pozitif hepatositlerin yok denecek kadar az oldugu
saptand1 (Sekil 4.26 ve Sekil 4.30). D-GalN/TNF-a/Sm verilen bu grupta bulunan
deney hayvanlarmin karaciger kesitlerinde gozlenen PCNA immiinoreaktivite
bulgulari, kontrol grubu ve D-GalN/TNF-a verilen gruba gore farkli oldugu
gozlendi (p<0.05). Kesitler incelendiginde sayica artan immiin pozitif
reaktivitesinin dokunun genelinde yaygin konumlandiklar1 saptandi (Sekil 4.27 ve
Sekil 4.30). KLN (Bos) ve D-GalN/TNF-a verilen deney grubuna ait karaciger
kesitlerinde gézlenen immiinoreaktivite bulgulari, kontrol grubundan farkli oldugu
gozlendi (p<0.05). Kesitler incelendiginde immiin pozitif hepatositlerin yok
denecek kadar az oldugu saptandi (Sekil 4.28 ve Sekil 4.30). Sm-KLN ve D-
GaIN/TNF-o verilen deney grubuna ait karaciger kesitlerinde goézlenen PCNA
immiinoreaktivite bulgulari, kontrol grubu ve D-GalN/TNF-a verilen gruba gore
farkli oldugu gozlendi (p<0.05). Kesitler incelendiginde sayica ¢ok artan immiin
pozitif reaktivitesinin dokunun genelinde yaygin konumlandiklar: saptandr (Sekil

4.29 ve Sekil 4.30).
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Sekil 4.25. Kontrol grubunu olusturan karaciger dokusunda PCNA saptanmasinin 151k
mikroskobundaki goriintiisii. PCNA pozitif boyanmis hepatositler (») (bar:50.0um)

IVERSITESI

Sekil 4.26. D-GalN/TNF-a grubuna ait karaciger dokusunun igik mikroskobundaki goériintiisii.
PCNA negatif hepatositler (bar:50.0pm)
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Sekil 4.27. D-GalN/TNF-o/Sm uygulanan farelerin karaciger doku goriintiisi. PCNA pozitif
boyanmis hepatosit (P )(bar:50.0pm)
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Sekil 4.28 D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) uygulanan fare karaciger dokusunun igik mikroskobu
gorintiisii. PCNA negatif boyanmis hepatositler (bar:50.0pm)
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Sekil 4.29. D-GalN/TNF-a/Sm-KLN grubunu karaciger dokusunun PCNA boyanma goriintiisii.

PCNA imminboyama Yogunlugu
(Skor)

PCNA pozitif boyanmis hepatosit (P )(bar:50.0pm)
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Sekil 4.30. Tim deney gruplarma ait Balb/c farelerden alman karaciger kesitlerinde PCNA

immiinboyama yogunlugu. *p<0.05 (Kontrol grubuna gore elde edilen farklilik),  p<0.05
(D-GaIN/TNF-o grubuna gore elde edilen farklilik), A p<0.05 (D-GalN/TNF-a/Sm
grubuna gore elde edilen farklilik), @ p<0.05 (D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) grubuna gore
farklilik)
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4.5.1 Karaciger Orneklerinin Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Ince
Yapisal Degisikliklerin Goriintillenmesi

D-GalN/TNF-a ile karacigeri hasarlanan Balb/c farelere uygulanan Sm ve
Sm yiikliit KLN maddelerinin etkilerini gozlemlemek amaciyla gecirimli elektron
mikroskobik takip yapilmis ve tim hayvan gruplart incelenmistir. Serum fizyolojik
uygulanan kontrol grubu karaciger dokusuna ait hepatositlerde kiigiik tek tip
cekirdek, graniillii sitoplazma ve normal hiicre ve organel yapis1 gézlemlenmistir
(Sekil 4.31). D-GalN/TNF-o. uygulanan farelere ait hepatositte ¢oklu diizensiz ve
birbirine yakin ¢ekirdek yapisi ve diizensiz sitoplazmali hafif biiziismiis hiicreler
saptanan degisikliklerdir (Sekil 4.32). D-GalN/TNF-o/Sm uygulanan hepatositlerin
elektron mikroskobik goriintiistinde ise ¢ekirdek membram1 ve kromatin
belirginlesmesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri yap1 hasarlarinda diizelme
(kristalarda belirginlesme) ve glikojen birikmesinde artis gozlenmistir (Sekil 4.33).
Hasarli karacigere sahip Balb/c farelere KLN (Bos) uygulamasindan sonra
incelenen karaciger dokusunda hepatositin yapisinda ikinci (karacigeri
hasarlanmis) gruba benzer olarak ¢oklu diizensiz ve birbirine yakin ¢ekirdek yapisi
ayrica mitokondrilerde krista erimesi ve endoplazmik retikulum yapisinda hasar
saptanmigtir (Sekil 4.34). Bu grupta lipit damlaciklarinin kontrol grubuna goére
artigr goriilmiistiir. Sm-KLN uygulanan Balb/c farelere ait hepatositin elektron
mikroskobik incelenmesi sonucunda ise Sm uygulanan gruba gore kontrol daha
yakin bulgular saptanmistir. Bulgular, korunmus mitokondri kristalari, diizgiin
yapili gekirdek membrani, diizenli ve artmis sitoplazmik glikojen graniilleri olarak

kaydedilmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.31. Kontrol grubu Balb/c farelere ait hepatositin elektron mikroskobik goriintiisi (6000X).
Tek tip kiigiik hepatosit ¢ekirdegi @), graniillii sitoplazma(@®) , normal hiicre ve organel

YaPISI(.)
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Sekil 4.32. D-GalN/TNF-o uygulanan farelere ait hepatositin elektron mikroskobik goriintiisii
(8200X). Coklu diizensiz ve birbirine yakin ¢ekirdek yapisi (4 ), diizensiz sitoplazma,
(&) hafif biiziismiis hiicreler (A), krista kayb1 63‘)
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Sekil 4.33. D-GalN/TNF-o/Sm uygulanan hepatositin elektron mikroskobik goriintiisii (8200X).
Niikleer membran (), kromatin belirginlesmesi &), endoplazmik retikulum hasar1 ©),
mitokondri yap1 hasarlarinda diizelme (&), glikojen birikmesinde artis (4%)

UNIVERSITESI

Sekil 4.34. D-GaIN/TNF-o/KLN (Bos) uygulanan Balb/c farelere ait hepatositin elektron
mikroskobik goriintiisii (4200X). ikinci gruba benzer cekirdek yapisi (4%), krista kaybi
@), endoplazmik retikulum yapisinda hasar &) artan lipit damlaciklarim (3%)
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Sekil 4.35. D-GalN/TNF-a/Sm-KLN uygulanan farelere ait hepatositin elektron mikroskobik
goriintiisii (6000X). Korunmus mitokondri kristalar1 (A ), diizgiin yapili gekirdek
membrani &), birikmis glikojen graniilleri (5)

UNIVERSITESI
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4.3. Silmarin Kati Lipit Nanopartikiilleri (KLN)’nin Karakterizasyonun
Degerlendirilmesi
4.3.1. Partikiil Boyutlan ve Polidispers indeksi

Parcacik biiytikliigii ve biiyiiklik dagilimi, kolloidal tastyici sistemlerin
fizikokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan en onemli verilerden
birisidir. Ozellikle siispansiyon ve emiilsiyon gibi tasiyici sistemlerin fiziksel
kararlilik ve etkinlik agisindan basarili formiilasyonu, iiriiniin partikiil biiyiikliigiine
baghdir [153]. Parcacik biiyiikligii genis olan sistemlerde, kiigiik parcaciklarin
yiizeyinde bulunan enerji biiyilk parcaciklarda olandan daha fazladir. Boyle
sistemlerde kiiclik parcaciklar kristallenerek daha biiyiik pargaciklar olusturur. Sm-
KLN ve KLN (Bos) formiilasyonlarinin 0. giin dlgiimlerinde 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar ig¢in sirasiyla 165 nm ve 200 nm partikiil boyutu
bulunmustur. Ote yandan Sm’nin partikiil boyutu ayni sartlar altinda yaklasik Sum

civarinda bulunmustur.

Ayrica partikiil biiyiikliglii dagilimini degerlendirmek icin polidisperslik
indeks degerleride kullanilmistir. Sifira yakin degerlerin homojen bir dagilim
gosterdigi polidisperslik indeksi degerleri degerlendirildiginde, formiilasyonlarin
yaklasik olarak 0.400 gibi diisiik degerler alarak homojen bir dagilima sahip oldugu
gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Silmarin, KLN (Bos) ve Sm-KLN formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve polidispers

indeks degerleri

Partikiil Boyutu (nm) Polidispers indeksi (PI)
Formiilasyonlar Ortalama S.S. Ortalama S.S.
(n=3) (n=3)
Silmarin 5000 1.3024 0.562 0.01
KLN (Bos) 200 1.2087 0.451 0.03
Silmarin yiikli KLN 165 0.5247 0.401 0.02

4.3.2. Zeta Potansiyeli ve Elektriksel Iletkenlik

Kolloidal pargaciklar dispersiyon ortaminda iyon adsorbe ederler. Pozitif ve
negatif olarak yiiklenirler. Zeta potansiyel, par¢acigin yiizeyi iizerindeki net etkili
yiikii gosterir [154]. KLN formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri partikiillerin
saklanmalar1 hakkinda ve olusacak olan topaklanma gibi dezavantaj hakkinda bilgi
vermektedir [155]. Elektriksel iletkenlikleri +31 ile -60 mV araligindaki
formiilasyonlar orta dereceli, -61 ile -80 mV araligindaki formiilasyonlar iyi ve -81
ile -100 mV araligindaki formiilasyonlar ise miikemmel olarak elektrostatik

kararliliga sahip sistemler olarak tanimlanmaktadir [155].

Sm igeren formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri -26,5 mV olarak
bulunmustur. Ayrica elektriksel iletkenlik degerleri de 0.04 olarak bulunmustur.
Buradan da elde edilen formiilasyonlarin saklama sirasinda bozulma {iriini
olusmayacag1 veya yapildiktan sonra her hangi bir bozulma iiriinii olusmadigi

gbzlemlendi.
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Cizelge 4.3. KLN (Bos) ve Sm-KLN formiilasyonlarinin zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlik

degerleri
Zeta Potansiyel (mV) Elektriksel iletkenlik (mS.cm-1)
Formiilasyonlar Ortalama S.H. Ortalama S.S.
(n=3) (n=3)
KLN (Bos) -25 1.45 0.05 0.0007
Silmarin yiikli KLN -26.5 1.71 0.04 0.0005

4.3.3. Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

KLN formiilasyonlarinin morfolojik incelenmesi icin 151k mikroskopu

kullanilmis fakat goriintii elde edilemediginde elektron mikroskopu kullanilmaistir.

Hazirlanan KLN formiilasyonlarinin morfolojik incelenmesi igin taramali elektron

mikroskopu (SEM) kullanilmis ve goriintiiler Sekil 4.36 (A, B)’de verilmistir. Elde

edilen goriintiilere bakildiginda Sm’nin partikiil boyutunun mikron boyutunda

oldugu ve kristal sekilde oldugu gozlemlenmis, bunun yaninda Sm yiiklic KLN

formiilasyonlariin partikiil boyutunun kii¢iildiigii ve nanometre boyutunda oldugu,

sekillerinin ise kiiresel sekilde oldugu gézlemlenmistir.
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X158 18685m

Sekil 4.36. Silmarin molekiiliiniin partikiil boyunun SEM de ¢ekismis goriintiisii (A) ve silmarin
yiiklii kat lipit nanopartikiil boyutunun SEM de ¢ekilmis goriintiisii (B)
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5. TARTISMA

Karaciger, birgok 6nemli metabolik fonksiyonlar1 diizenledigi i¢in hepatik
hasar bu metabolik fonksiyonlarin bozulmasi ile iligkilendirilir [ 1]. Metabolizma ve
bosaltimda Kilit bir organ olan karaciger viicuttaki stratejik konumundan dolay1
stirekli olarak cesitli ksenobiyotiklere maruz kalmaktadir. Toksinlerin barsaktan
emildikten sonra ilk olarak karacigere ulasmasi c¢esitli karaciger hastaliklar ile
sonuglanir [44]. TNF-a [1,2], D-GalN [3,4], lipopolisakkarit [5,6], CCl4 [7,8],
asetoaminofen [9,10], alkol [11,12] ve kokain [15,16] gibi hepatotoksik maddeler
deneysel karaciger hasarina neden olur. Hepatotoksik maddelerin tek baslarina
uygulanmas1 karaciger hasarina neden olabildigi gibi, diger hepatotoksik
maddelerle birlikte uygulanmalar1 da karaciger hasarini artirmaktadir.

TNF-a, proliferasyon, inflamatuvar mediyatdrlerin salinimi ve hiicre 6liimii
gibi hiicresel cevaplan tetikleyen, 9 liganddan olusan TNF reseptorleri ailesini
aktiflestirerek fonksiyon gosteren bir sitokindir [21]. TNF-o’nin hepatositler
tizerine toksik etkilerinin in vivo olarak belirlenmesi i¢in bir¢ok hayvan modelleri
gelistirilmistir [156]. TNF-o’nin karacigerde zit yonlii iki rolii vardir. Bir yandan
hiicre 6lim mediyatorii olarak gorev yapan TNF-o, diger yandan hepatosit
proliferasyonu ve karaciger yenilenmesini tetiklemektedir [22]. TNF-a, anti-
apoptotik etkilerini, niikleer faktor kappa p (NF-KB) tizerinden hiicre bolinmesini
uyarma seklinde gosterirken diger taraftan inflamatuvar karaciger hastaliklariin
biiyiikk bir boliimiinde, toksik etkiler yapmaktadir. Bu toksik etkiler yapilan
caligmalarda artan transaminaz seviyeleri ile gosterilmistir [24].

D-GalN ise diger doku ve organlara etkisi olmayan, karacigere spesifik bir
hepatotoksindir [157]. D-GaIN’in karaciger spesifitesi karaciger hiicrelerinde
galaktokinaz ve galaktoz-1-P-iiridiltransferaz’in yiiksek seviyelerde iiretiliyor
olmasi ile iligkilidir. GaIN metabolizmas1 esnasinda, karaciger hiicrelerindeki
iridin havuzlarmin tiikenmesi transkripsiyon ve protein sentezinin durmasina
neden olur. Karaciger hiicrelerinde transkripsiyonun durmasi hiicreyi sitokinlere
kars1 asirt duyarli hale getirmektedir. Ayrica GalN, karaciger hiicrelerinde kaspaz
3 aktivasyonu ve serbest radikal artig1 ile mitokondride fonksiyon bozukluklarina
neden olmaktadir [27]. In vivo [158] ve in vitro [159] ¢alismalarda D-GaIN’in
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hepatositlerde olusturdugu hasarin, biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler
yoniinden benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Yapilan bir g¢alismada in vitro
hepatosit kiiltiirine 4 mM D-GalN eklenmesinden 24 saat sonra hepatositlerde,
kontrole goére belirgin farkliliklar olustugu gozlenmistir. Bu hepatositlerin
niikleuslar1 normal hepatositlere gore cok kiiclilmiistiir. Elektron mikroskobik
incelemelerde ise, graniillii endoplazmik keselerinin azaldigi ve keselerin iizerinde
yalnizca birka¢ ribozom bulundugu saptanmistir. Bu durum, D-GalN
uygulamasinin hepatositlerde protein sentezinin azalmasina neden oldugunu
gostermektedir [159]. In vivo ¢alismalar [160] ise D-GaIN’in hepatik lobiiliin
timiinde nekroza, periportal inflamasyona ve siskin makrofajlarin olusumu ile

karekterize edilen yaygin karaciger hasarina neden oldugunu gostermektedir.

TNF-a ve D-GalN kombinasyonu hepatositlerin apoptoz ve nekrozunu
uyarmak i¢in siklikla kullanilmaktadir [156]. Farelerde D-GalN/TNF-o’1n farkli
dozlarinin enjeksiyonu, karaciger hasarinin patogenezini ve tedavisini incelemek
amaciyla yaygin olarak kullanilan deneysel bir metottur [6]. Nagaki ve ark.
[161] nin yaptiklart ¢alismada D-GalN ve TNF-a ’nin birlikte verildigi hayvanlarin
karaciger kesitlerini mikroskobik olarak incelediklerinde yaygin hemoraji,
sitoplazmik graniiler yogunlagsmalar ve hiperkromatik nukleus zar ile karakterize
edilen karaciger Olimiinii saptamiglardir. Diger bir ¢alismada D-GalN/TNF-a
enjeksiyonunun, karaciger doku biitiinliiglinli bozdugu, 16kosit infiltrasyonu,

hemoraji, nekrotik ve apoptotik hiicrelerin olustugu belirlenmistir [162].

D-GalN ve TNF-a enjeksiyonu ile olusan karaciger hasarmm uygulama
stiresine bagli olarak ilerledigi gosterilmistir. Enjeksiyondan 3 saat sonra, gerek 151k
mikroskobu Kesitlerinde ve gerekse gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
yapilan incelemelerde, hepatik nekroz ve inflamatuvar hiicre inflitrasyonuna
rastlanmazken; enjeksiyondan 6 saat sonra dejenaratif degisiklikler, hemoraji ve
nekroz saptanmig, ancak hiicre infiltrasyonu gézlenmemistir [163]. Buna karsilik
Van ve ark. [157]’nmin yaptiklart ¢alismada D-GalN ve TNF-o nin birlikte
enjeksiyonu yapilan deney hayvanlarinin karacigerlerinde 8 saat sonra yaygin
nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimii nedeniyle, hayvanlarin 6ldiikleri belirlenmistir.

800 mg/kg D-GalIN ve 1 pg/kg TNF-a enjeksiyonundan 9 saat sonra ise ileri
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derecede apoptotik karaciger hiicrelerine ilaveten, hepatik nekroz alanlar1 ve 16kosit
infiltrasyonu belirlenmistir. Bu veriler hepatik hasar olusumunda apoptozun erken
evrede meydana geldigini, nekrozun ise ilerleyen evrede gelistigini gostermektedir
[156]. Angermiiller ve ark. [164] 700 mg/kg D-GaIN ve 10 pg/kg TNF-a
enjeksiyonu ile olusturulan karaciger hasari modelinde, enjeksiyondan 5 saat sonra
TUNEL yontemi ile belirlenen apoptotik hepatositlerin oranin1 %10 olarak
saptamigslardir.

Gezginci ve Bolkent [9] ¢alismalarinda 700 mg/kg D-GalIN ve 15 pg/kg
TNF-a enjeksiyonu ile olusturulan karaciger hasar1 modelinde, enjeksiyondan 4
saat sonra, TUNEL ve kaspaz-3 immiinohistokimya yontemini kullanarak
apoptotik hepatositlerin yogunlugunun, kontrol grubuna gére ¢ok fazla oldugunu
rapor etmiglerdir. Bu ¢alismada karaciger dokusunda mononukleer hiicre
infiltrasyonu, bazi merkez venlerin zarlarinda c¢atlak, apoptotik hepatositler,
nekrotik alanlar, hiperemi, siniizoidal dilatasyon, siniis tikanikligi ve nekrotik
alanlarda ve bazi merkez venlerin etrafindaki siniisoidallarda kollojen liflerin
birikimi goriilmiistlir. Dahas1 bazi santral venlerin ¢evresinde piknotik c¢ekirdekler,
kromatin marginasyonu ve hepatositlerde vakuolizasyon varligida saptanmuistir.
Ayrica doku MDA ve LDH diizeyleri ile serum ALT ve AST diizeylerinin belirgin
olarak artig1 ve indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyinin belirgin olarak azaldigi

belirlenmistir.

Bizim ¢alismamizda yukarida belirtilen bulgulara benzer olarak, 700 mg/kg
D-GalN ve 15 pg/kg TNF-a uygulanmasindan 4 saat sonra deney hayvanlarinin
karaciger kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu, atipik niikleuslar, veniil ici
kongesyon, kismi inflamasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve sinusoidal
dilatasyon gibi karaciger hasarin1 gosteren bozukluklar (Sekil 4.4) meydana gelmis
ve bu degisimler biyokimyasal parametrelerimiz (ALT, AST, LDH, GSH, ALP ve
MDA) ile de desteklenmistir (Cizelge 4.1.). Nitekim plazma lipit peroksidasyonu
diizeyi (MDA) ve serum ALT, AST, LDH ve ALP diizeyleri asir1 bir sekilde
artarken serum rediikte GSH diizeyi biiyiilk oranda azalmistir. Ayrica karaciger
dokusunda apoptoz varligin1 yansitan Bcl-2 ve Bax immiinohistokimya boyamalari
D-GalN/TNF-a ve D-GalN/TNF-o/KLN (Bos) verilen gruplarda Bcl-2 pozitif

boyanmis hepatosit sayisinda azalis goriiliirken, Bax pozitif boyanmis hepatosit
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sayisinda ise onemli artig gdzlendi, bu sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<<0.05) (Sekil 4.18 ve Sekil 4.24). Ayrica
PCNA negatif boyanmis hepatositler bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel a¢idan anlamli bulunmustur (p<<0.05) (Sekil
4.30).

Yiiksek dozlarda TNF-a, reseptorleri {izerinden kaspaz aktivasyonu ve
sitokrom ¢ saliniminin uyarilmastyla apoptotik hiicre oliimiine ve devaminda
nekrotik hiicre Oliimiine neden olmaktadir [165]. Buna karsilik diisiik dozlarda
TNF-a, NF-k aktivasyonunu saglayarak hiicre polirefasyonunu uyarmaktadir [25].
Okano ve ark. [166] farelere 3000 mg/kg D-GalN uygulamalarindan 48 saat sonra
immiinohistokimyasal olarak PCNA pozitif boyanmis hepatositlerin sayilariin
artigin1 gostermislerdir. Tanuguchi ve ark. [167] CCls verilemesinden 6 saat sonra
NF-kB aktivitesinde artis gozlendigini ve uygulamadan ancak 36-48 saat sonra
PCNA pozitif boyanmis hepatositlerin sayisinda belirgin bir artis olustugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglar TNF-a’nin karacigerde akut hasar ve rejenerasyon
stire¢lerinin ikisini birden uyardigini1 gostermektedir. TNF-o uygulamasindan sonra
erken evrede karaciger hasar1 ve apoptoz goriiliirken ileri evrede PCNA pozitif
boyanmis hepatositlerin artist ile hiicre ¢ogalmasi ve bunu takiben doku
rejenerasyonunun meydana geldigi belirtilmektedir. Bizim ¢alismamizda sadece D-
GalN+TNF-o verilen deney grubunda enjeksiyondan 4 saat sonra Gezginci ve
Bolkent [9]’den farkli olarak PCNA negatif sonu¢ vermistir. Bu durum D-
GalN+TNF-o nedenli apoptoz ve nekrozun bu siire zarfinda oldukga siddetli

oldugunu gostermektedir.

Serbest radikallerin proapoptotik veya sitotoksik olaylarin olusumunda
onemli rol oynadig1 belirlenmistir. Karaciger hiicreleri, tiimor hiicreleri ve kalp kasi
hiicrelerinde, TNF-a aracilifiyla olusan serbest radikallerin baglica kaynaginin
mitokondriler oldugu bilinmektedir [168]. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)
mitokondriden sitokrom c salinimini uyararak, efektor kaspazlarin aktive edilmesi
yoluyla apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir [169]. TNF-a uyarisiyla hiicre
ici ROT olusumunun artigi konfokal mikroskop, akim sitometri ve serbest

radikallere 6zgii faktorlerin kullanilmasiyla gosterilmistir. Bu ¢alismanin
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devaminda bir serbest radikal siipiiriictisii kullanilarak hiicredeki serbest
radikallerin uzaklastirilmas1 saglanmis ve TNF-o uygulanmasi sonucunda

sitotoksisite olugsmadigi kaydedilmistir [170].

TNF-a’nin sitotoksik etkisinin molekiiler temeli tam olarak anlasiimis
degildir. Ancak, TNF-a’'nin neden oldugu toksisite ile ilgili muhtemel
mekanizmalardan birisi reaktif oksijen tiirlerini iiretiyor olmasidir. Catala ve ark.
[171] ve Morales ve ark. [172] ¢alismalarinda sigan hepatositlerinin yiiksek dozda
TNF-a ya maruz kaldiklarinda hiicresel GSH diizeylerinin azaldigi, LPO ve
hidrojen peroksit diizeylerinin yiiksek oranda artifi gostermistir. Bazi
aragtirmacilar farelere D-GaIN enjekte ettiklerinde de karacigerde GSH
diizeylerinin azaldigin1 ve LPO diizeyinin artigin1 gostermislerdir [173,174]. Bu
durum lipit peroksidasyonu artisinin GSH tiikenmesiyle es zamanli olustugu
anlamia gelmektedir [175].

Diger taraftan Sakaguchi ve ark. [176] yaptiklar ¢aligmada farelere TNF-a
ve D-GalN birlikte verildiklerinde gelisen LPO artig1 bu iki maddenin ayr1 ayri
verilmesi ile gelisen LPO artisindan daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Benzer
sekilde Gezginci ve Bolkent 2007 ¢alismalarinda farelere TNF-a /D-GalN birlikte
enjekte ettiklerinde LPO diizeylerinin 6nemli oranda artigin1 rapor etmislerdir. Bu
caligmada D-GalN/TNF-a verilen fare gruplarinda karaciger GSH diizeylerinin
azaldig1 ilk kez rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da D-GalN/TNF-a ve D-
GaIN/TNF-o/KLN (Bos) verilen deney gruplarinda kontrole grubuna gére LPO
artis1 ve GSH azalmasi es zamanl olarak gortilmistiir (Sekil 4.2).

Sm, Silypbum marianum [L.] Gaertner [10] (deve dikeni) bitkisinin
meyveleri ve tohumlarindan elde edilen 2000 yil1 agkin bir zamandan beri hepatit
ve sirozun tedavisinde kullanilan polifenolik bir bilesiktir. Sm, deneysel karaciger
hastaliklarinda anti-oksidan (oksit giderici), anti-lipit peroksidatif, fibroz giderici,
anti-inflamatuvar, hiicre zar1 koruyucu, bagisiklik sistemini koruyucu ve karacigeri

yenileyici gibi etkilere sahiptir [12].

Sm ile yapilmis olan deneysel ¢alismalarda 16, 25, 100, 150 mg/kg gibi
birgok farkli dozlar kullanilmistir. Ancak en ¢ok tercih edilen doz 100 mg/kg’dur.

Bu ¢alismamizda Sm’nin uygulama dozu olarak 100 mg/kg tercih edilmistir. Deney
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stiresi ise Sm’nin akut etkisi inceleneceginden 24 saat olarak belirlenmistir. Yiiksek
anti-oksidan 6zellige sahip polifenolik bir flavonoid olan Sm, diger flavonoidler
gibi giiclii bir serbest radikal siipliriiclisiidiir. Detoksifikasyon sistemini
uyarmasinin yani sira D-GalN/TNF-a nedenli toksisitenin engellenmesinde rolii
olan rediikte glutatyon seviyesini de artirir. Toksisiteyi onleyen diger rolil ise
sitokrom p450°yi inhibe etmesidir. Ayrica yaptigimiz literatiir taramasinda pek ¢ok
maddenin neden oldugu karaciger toksisitesinde goriilen apoptotik hiicre
olusumunun Sm ile engellendigini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir
[23,177,178,19]. Madani ve ark. [179] bu amagla yaptiklar1 ¢alismada 50 mg/kg
Thioasetamid’in karacigerde olusturdugu apoptozisin 25 mg/kg Sm ile azaldigini
belirtmislerdir. Yine 2.25 mg/kg Fumonisin B1’in karacigerde olusturdugu
apoptozisin 750 mg/kg Sm ile engelenebildigi gosterilmistir. Sm, TNF-a, interferon
gama (IFN), interlokin (IL)-2, 1L-4, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin iiretilmesinin yani
sira kaspaz ve NF-kp aktivitesini de baskilayaci bir etki yapmaktadir [180]. Patel
ve ark. [181] iyi bilinen bir kardiyotoksin olan Doksorubisin’in 60 mg/kg dozunun
karacigerde toksisiteye neden oldugunu saptamislardir. Bunu 6nlemek amaciyla
kullandiklar1 16 mg/kg Sm’nin Doksorubisin nedenli serbest radikal salinimini ve
Bd-xL gibi apoptotik sinyal proteinlerinin  ekspresyonunu  azalttigini
bildirmislerdir. Sm’nin apoptoz iizerine etksini arastirmak tiizere yapilan bir
calismada, JB6 C141 kanser hiicrelerinde Sm uygulanmasindan sonra anti-
apoptotic proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xl ekspresyonunda artis gozlenirken,
proapoptotik protein olan Bax ekspresyonunda ise azalis oldugu rapor edilmistir
[182].

Sicanlarda yapilan bir deneysel c¢aligmada N-nitrozdietilaminin nedenli
karaciger hasar1 sonucu artan serum ALT, AST ve ALP diizeyleri 50 mg/kg Sm
kullanildiginda 6nemli oranda azaldigi tespit edilmistir. Ayni c¢alismada N-
nitrozdietilamin verilen deney gruplarinda GSH seviyelerinde 6nemli bir diisiis
gortiliirken, Sm verilen gruplarda ise GSH sevilerinde artis oldugu gozlenmistir
[183]. Yapilan baska bir ¢alismada CCls nedenli olusan karaciger hasarinda
karaciger hasar markirlar1 olan serum AST, ALP ve lipit peroksidasyonunun son
trtinii olan MDA diizeylerinde artis gozlenirken, 1000 ppm Sm verilen deney

gruplarinda bu markirlarin seviyelerinin énemli oranda azaldig1 rapor edilmistir.
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Ayni calismada CCls verilen deney gruplarinda GSH seviyelerinde diisiis
goriiliirken Sm verilen gruplarda ise GSH seviyelerindeki diisiisleri tersine gevirdigi
belirtilmistir [184]. Raja ve ark. [185] CCl4 verilen deney gruplarinda artan serum
ALT, AST ve ALP diizeylerinin 25 mg/kg Sm kullanildiginda ciddi bir sekilde

azaldigini vurgulamisglardir.

Tiim bu 6zellikler disinda Sm’nin kimyasal yapisindan kaynaklanan bir
takim etki simirlayict durumlari da bulunmaktadir. Bunlar dokuda uygunsuz
dagilim, suda ¢ok az ¢oziinme ve barsak ortaminda bozulma gibi biyofarmasotik
stirlhiliklaridir [16,17,18]. Yapilan caligmalarda viicuda aliman Sm’nin sadece
%27-43 oraninda kan dolasimina gegtigi belirtilmistir [186,187]. Sm’nin bu etki
siirlayict 6zelliklerini ortadan kaldirmak {izere bir¢ok girisim gergeklestirilmis
olmasina ragmen farmakolojik bir basar1 elde edilememistir [18]. Bu konuda
yapilan bir¢cok calismada ¢oziiniirliigii ve gegirgenligi artirmak amaciyla gesitli
yontem ve tekniklerle Sm ile fosfotidilkolin [188], siklodekstrin Klatrat [189] ve kat1
dispersiyon maddesi [190] gibi ¢esitli maddelerin kompleksleri denenmistir. Tim

bu girisimlere ragmen, giiniimiizde istenilen etkinlik saglanamamuistir.

Bu sinirlayici etkileri minimuma indirmek iizere yapilan ¢alismalar, ¢oziim
yolunun KLN olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Sm-KLN uygulamasiyla
yapilan ¢alismalarin sayisi oldukg¢a smirhdir. Bu deneysel ¢alismamizda, Balb/c
farelerde D-GaIN/TNF-o ile olusturulan karaciger hasarinda Sm ve
nanoformlariin, DNA, apoptoz, nekroz ve ince yapi iizerindeki antioksidan, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuvar etkilerini karsilastirdik.

Calismamizda, D-GalN/TNF-a birlikte Sm ve Ozellikle daha fazla olmak
tizere Sm-KLN verilen gruplarda MDA seviyesi azalmis, GSH seviyesi artmig hatta
kontrol seviyelerine yaklagmistir. Bu durum Sm’nin bir serbest radikal siipiiriicii ve
karacigeri koruyucu etkiye sahip oldugunu, TNF-a ve D-GalN’in sitotoksik ve
apoptotik etkilerini azalttig1 diisiincesini dogrulamaktadir. Sm’nin karacigeri
koruyucu baslica mekanizmasi anti-inflamatuvar, anti-oksidant ve anti-fibrotik
aktivitesinden kaynaklanmaktadir [191].

Bizim galismamizda, yapilan ¢aligmalardaki bulgulara benzer olarak, D-

GalN/TNF-a ile birlikte Sm verilen grupta Sm uygulamasindan 24 saat sonra deney

101



@ ANADOLU UNIVERSITESI

hayvanlarinin karaciger kesitlerinde sadece D-GalN/TNF-a verilen gruba gore
doku hasar1 azalmis olmakla birlikte hepatositlerde karyolizis ve asimetrik niikleer
yapilar saptanmustir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.4). D-GalN/TNF-a ile birlikte KLN (Bos)
verilen grupta KLN (Bos) uygulamasindan 24 saat sonra deney hayvanlarinin
karaciger kesitlerinde sadece D-GalN/TNF-a verilen gruba benzer sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.4). Diger bir deyisle KLN (Bos)’nin deney
hayvanlar1 {izerine herhangi bir koruyucu etkisi saptanmamistir. D-GalN/TNF-a
ile birlikte Sm-KLN verilen grupta Sm-KLN uygulamasindan 24 saat sonra deney
hayvanlarinin karaciger kesitlerinde sadece D-GalN/TNF-a verilen gruba gore
karaciger histolojik incelemesi sonucunda kontrole benzer sonuglar vermistir (Sekil
4.7 ve Sekil 4.4). D-GalN/TNF-a ile birlikte uygulanan Sm-KLN formunun
meydana getirdigi iyilestirme D-GalN/TNF-a ile birlikte Sm uygulanan gruptan
daha etkili bulunmustur.

Yapilan deneysel bir ¢alismada asetaminofen nedenli karaciger hasarinda
kullanilan Sm ve nano ¢oOktiirme yontemiyle hazirlanan Sm nanopartikiiliin
koruyucu etkileri karsilastirildiginda Sm nanopartikiilin daha etkili oldugu
gosterilmistir. Nitekim Sm nanopartikiil verilen grupta karaciger doku biitlinligii
daha iyi korunmus, hepatik GSH degerleri daha ¢ok yiikselmis ve serum
transaminaz miktarlari daha diigiikk bulunmustur [192]. Diger taraftan Yang ve ark.
[193] yaptiklar1 bir ¢alismada CCls nedenli karaciger hasarinda serum transaminaz
seviyesinin artigi karaciger histolojik kesitlerinde doku mimarisinin bozuldugu
belirlenmistir. CCly ile yapilan ayni ¢aligmadakoruyucu olarak kullanilan Sm tozu,
ticari Sm ve Sm yiikli sivi nanoemiilsiyonun CCls nedenli karaciger hasarinda
karacigeri koruyucu etkileri karsilastirilmis ve Sm tozunun ve ticari Sm’nin yeteri
kadar koruma saglayamadiklari, Sm nanopartikiilin ise karaciger mimarisini
onemli 6l¢iide korudugu ve azalan transaminaz diizeyleri de gosterilmistir.

Bizim g¢alismamizda Sm, compritol 888, tween 80 5/3/3 oranlarinda sicak
homojenizasyon yontemi ile hazirladigimiz Sm-KLN’nin D-GalN/TNF-a nedenli
karaciger hasarinda Sm verilen gruba gore ¢ok daha fazla koruyucu etkiler yaptigi
belirlenmistir. Ayrica Sm-KLN grubunda serum transaminaz, LDH, ALP ve GSH
seviyeleri normale yakin seviyede korunurken plazma MDA diizeyleri oldukg¢a

azalmis olarak saptandi (Cizelge 4.1). Sm-KLN nedenli bu iyilestirme karaciger
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doku kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu, atipik niikleuslar, veniil i¢i konjesyon,
kismi inflamasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve siniizoidal genisleme gibi
patolojilerin 6nemli oranda giderilmesi ile dogrulanmistir. Ayrica Bcl-2 pozitif
hepatosit sayisinda artma ve Bax pozitif hepatosit sayisinda ise azalma goriildii. Bu
sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<<0.05) (Sekil 4.18 ve Sekil
4.24), o6te yandan PCNA pozitif hepatosit sayisinin ise dokuda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) artmas1 (Sekil 4.30) karaciger hasarinin azalmasi, karacigerde
rejenerasyonun basladigini gostermektedir.

Sm nanopartikiiliin ¢esitli ¢alismalarda Sm’ye gore daha etkili olmasinin
nedeni nanopartikilden Sm salimimimin yavas, diizenli ve siirekli olarak
saglanmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece Sm’nin dokuda
daha uzun siireli kalmasi1 dolayisiyla biyoelverisliliginin artmasi ve terapotik

etkinligini daha basarili gosterebilmesi saglanmaktadir.
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