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10, : Singlet oksijen

8-OHdG : 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
o . Alfa

ABTS : 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
ALT : Alanin Aminotransferaz
AST . Aspartat Aminotransferaz
ATP : Adenozin trifosfat

B . Beta

BHT : Butillenmis hidroksi toluen
Cu* : Bakar

Cuz" : Bakir oksit

CUPRAC : Bakir (IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

DMPD . N, N-dimetil-1, 4-fenilendiamin
DNA : Deoksiriboniikleik asit
DR : Dukiiler reaksiyonu
DSO : Diinya Saglik Orgiitii
ESM : Ekstraseliiler matriks
Fe*? : Ferroz iyonu

Fe*3 - Ferrik iyonu

GSH : Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz
GST . Glutatyon S-Transferaz
H* : Hidrojen
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H20: : Hidrojen peroksit

HNO: : Nitroz asit

HOCI : Hipokloroz asit

HOO* : Hidroperoksil

HSH : Hepatik stellat hiicreleri

IL-1B : Interldkin- 1beta

INOS - Nitrik oksit sentaz

KAT : Katalaz

KH : Kupffer hiicerleri

KKH : Kronik karaciger hastaliklar
KL : Kemiliiminesans

LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein
LSEH : Karaciger sintizoidal endotel hiicreleri
MDA : Malondialdehit

MMP : Metaloproteinaz

MPO : Miyeloperoksidaz

MYZ : Maydanoz

Na*/K*-ATPaz: Sodyum/potasyum adenozin trifosfataz

N203 : Dinitrojen trioksit
N204 : Dinitrojen tetraoksit
NO - Nitrik oksit

NO- - Nitroksil anyonu
NO* : Nitrosonium katyonu
NO* - Nitrik oksit radikali
NO2 - Nitrit
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Oz

Os

OH’
ONOO™
PDGF
PDGFR
RNT
RO’
RO2"
ROONO
ROT
SKB
SOD
SR
TGF-
TIMP

TNF-a

: Nitronyum iyonu

: Azot dioksit

- Nitrat

: Oksijen

: Stiperoksit anyon radikali

: Ozon

: Hidroksil radikali

: Peroksinitrit

: Trombosit tiirevli biiyiime faktori

: Trombosit tiirevli bilyiime faktorii reseptorleri
: Reaktif azot tiirevleri

- Alkoksi radikali

- Peroksil

- Alkil peroksinitrit

: Reaktif oksijen tiirleri

: Safra kanal1 baglama

. Siiperoksit dismutaz

: Serbest radikal

: Transforme edici biliyliime faktorii

: Endojen doku metalloproteinaz inhibitdrleri

: Tumor nekroz faktor alfa
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Safra kanali baglama yontemi ile karaciger hasar1 olusturulan sicanlarda
Petroselinum Crispum (Maydanoz) ekstresinin olasi koruyucu etkilerinin
incelenmesi.

Ogrenci Adi: Seren EDE

Danigman Adi: Prof.Dr. Goksel SENER

Farmakoloji Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Bu ¢alismada, maydanoz (MYZ) ekstresinin (Petroselinum Crispum) safra
kanali baglama (SKB) modeli ile sicanlarda meydana gelen oksidatif karaciger
hasarina kars1 olas1 koruyucu etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Spraque Dawley siganlar kontrol, SKB ve MYZ ile tedavi edilen
SKB olarak ti¢ce ayrilmistir. Safra kanali baglama islemi sonrast 28 giin boyunca
siganlara maydanoz ekstresi 2 g/kg (0,5 ml) veya veya serum fizyolojik (SF) oral
uygulanmistir. Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek serum ve doku 6rnekleri
alinmistir. Serumda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
bilirubin, dokularda ise kemiliiminesans, sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
enzimleri, malondialdehit, miyeloperoksidaz, Na*/K*-ATPaz, 8-OHdG, kaspaz-3,
TGF-B, hidroksiprolin, TNF-a ve IL-1f seviyeleri dl¢tilmiistiir. Dokular histopatolojik
olarak degerlendirilmistir. Maydanozun antioksidan aktivite tayini de yapilmuistir.
Bulgular: Serum fizyoloji ile tedavi edilen SKB grubunun ALT, AST, bilirubin, ve
dokudaki oksidan hasar parametreleri kontrol grubuna gore artarken, antioksidan
seviyeleri hasara bagli olarak diismistiir. Maydanoz ile tedavi ile grupta bu
parametreler tersine ¢evrilmistir. Histolojik sonuglar biyokimyasal sonuglari
desteklemistir. Antioksidan aktivite 6lgtimleri sonucunda maydanozun antioksidan
0zelliginin askorbik asit, BHT ve troloksa gore daha az oldugu bulunmustur.

Sonug: Bu calisma maydanoz bitkisinin, karaciger safra tikanikligina bagh fibroz ve
oksidatif hasardan korumada potansiyel bir terapotik olabilecegini diigiindlirmektedir.
Bu konuda daha ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Karaciger, kolestaz, fibroz, oksidan hasar, maydanoz



Investigation of the possible effects of Petroselinum crispum (Parsley) extract
against bile duct ligation-induced hepatic damage.

Student Name: Seren EDE

Advisor Name: Prof. Dr. Goksel SENER

Department of Pharmacology

2. SUMMARY

Aim: In this study, it was aimed to determine the possible protective effect of parsley
(Petroselinum Crispum; PC) extract against bile duct (BDL) ligation induced oxidative
liver damage in rats.

Materials and methods: Spraque Dawley rats were divided into control, BDL, and
PC-treated BDL groups. The rats were orally administered PC extract 2g/kg (0,5 ml)
or saline for 28 days after bile duct ligation. At the end of the experiment, the rats were
decapitated and serum and tissue samples were taken. In serum samplesaspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), bilirubin, and in tissue
samples  chemiluminesce, superoxide dismutase, catalase, glutathione,
malondialdehyde, myeloperoxidase, Na*/K*-ATPaz, 8-OHdG, caspase-3, TGF- B,
hydroxyproline, TNF-a and IL-1p levels were measured. Furthermore, tissues were
evaluated histopathologically. The antioxidant activity of PC extract has also been
determined.

Results: While ALT, AST, bilirubin and tissue oxidant damage parameters of the BDL
group treated with saline increased compared to the control group, antioxidant levels
decreased due to the damage. These parameters were reversed in the group treated with
PC extract. Histological results supported the biochemical results. As a result of the
antioxidant activity measurements, it was found that the antioxidant property of
parsley is less than ascorbic acid, BHT and trolox.

Conclusion: This study suggests that parsley may be a potential therapeutic in
protecting the liver from fibrosis and oxidative damage due to bile duct obstruction.
Further studies are needed on this subject.

Key words: Liver, cholestasis, fibrosis, oxidant damage, parsley



3. GIRIS ve AMAC

Karaciger fibrozu, karacigerde meydana gelen hasara karsi ekstraseliiler matriksin
asir1 olusumu ile karakterize olan yara iyilestirici bir yanittir (Aydin ve Akgali, 2018).
Karaciger fibrozu tedavi edilmezse, diinya ¢apinda 6nemli morbidite ve mortalite
nedeni olan siroza doniisebilmektedir (Schuppan ve Afdhal, 2008). Karaciger
hasarinda 6nemli rolii olan kolestaz, hepatositlerden salgilanan safra akiginin fiziksel
anlamda engellenmesi durumudur (Kolaric ve ark., 2019). Yapilmus ¢esitli calismalara
gore siganlarda ve insanlarda kolestaz sirasinda olusan oksidatif stresin, karaciger
hasarinin patogenezinde énemli bir rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Perez ve Briz,
2009). Karaciger hasarinin tedavisi i¢in yapilan ¢aligmalar mevcut olsa da hala kesin
bir tedavi bulunamamstir (Singh, 2017).

Karacigerde kolestaz ve fibroz olusturmak i¢in kullanilan ve deneysel bir model olan
safra kanal1 baglama yontemi, diinya ¢apinda kullanilan ve kabul gérmiis bir modeldir
(Tag ve ark., 2015). Safra kanalinin baglanmasi1 kolestaza, oksidatif hasara, fibroza,
siroza ve portal hipertansiyona yol acabilmektedir (Tag ve ark., 2015; Delire ve ark.,
2015).

Maydanoz, 30-100 cm yiikseklige kadar biiyliyen Apiaceae familyasina ait sifali bir
bitkidir (Tang ve ark., 2015). Maydanozun kokeni Akdeniz Bolgesi olsa da tiim
diinyada ve iilkemizde yaygin olarak yetistirilmektedir (Farzaei ve ark., 2013; Ozsoy-
Sacan ve ark., 2006). Maydanoz gida, ilag, parfiim, sabun ve kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir (Mahmood ve ark., 2014; Ozsoy-Sacan ve ark., 2006). Yapilan
caligmalar maydanozun hipoglisemik, diiiretik, hipolipidemik, antimikrobiyal,
antikoagiilan ve hepatoprotektif aktivitelere sahip oldugunu gostermistir (Tang ve ark.,
2015). Ayrica maydanoz diabetes mellitus, cilt hastaliklari, ates, iilser, romatizma,
hipertansiyon ve gastrointestinal bozukluklar gibi rahatsizliklarda da tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Ajebli ve Eddouks, 2019). Ancak maydanozun karaciger hasari
tizerindeki iyilestirici olasi etkisi daha once aragtirilmamastir.

Bu nedenle bu ¢alismada, safra kanali baglama yontemi ile olusturulan hasar sonucu
karacigerde meydana gelen oksidatif hasar, inflamasyon ve apoptoz iizerinde

maydonuzun olas1 koruyucu etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmastir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Karaciger

Karaciger, hepatositler, safra epitel hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri, kupffer
hiicreleri ve karaciger siniizoidal endotelyal hiicreleri dahil olmak tizere farkli
embriyolojik kdkenli hiicre tiplerinden olugmaktadir (Trefts ve ark., 2017). Karaciger
yapisinda bulunan hepatositler karaciger hiicrelerinin yaklasik % 70 - %80’ini
olustururken geri kalanini ise parankimal olmayan hiicreler olusturmaktadir (Deng ve
ark., 2018). Bu parankimal olmayan hiicrelerin ise % 70’ini endotelyal hiicreler, %
20’sin1 Kupffer hiicreleri ve % 10’unu ise hepatik stellat hiicreler olusturmaktadir

(Kayadibi ve Sertoglu, 2014).

Hepatositler, karaciger parankiminde en bol bulunan hiicrelerdir ve metabolik olarak
aktif epitel hiicrelerini temsil etmektedir (Manco ve ark., 2018). Safra epitel hiicreleri,
intrahepatik ve ekstrahepatik safra kanalin1 kaplayan ve safra iiretimi ve homeostazina
katkida bulunan 6zellesmis hiicrelerdir (Banales ve ark., 2019). Kupffer hiicreleri,
hepatik homeostaz igin gerekli olan, karacigerde yerlesik makrofajlardir (Sato ve ark.,
2019). Stellat hiicreleri ise inaktif ve aktif halde bulunabilen dinamik bir hiicre
popiilasyonudur. Hareketsiz durumdayken A vitamini depolarken, aktif hale
geldiginde ise hasarli karacigerde kollajen birikimi ve organizasyonundan sorumludur
(Trefts ve ark., 2017; Tsuchida ve Friedman, 2017). Karaciger siniizoidal endotel
hiicreleri (LSEH'ler), karaciger siniizoidlerinin duvarini olusturan 6zellesmis endotel
hiicreleridir (Poisson ve ark., 2017). Bu hiicreler siniizoidal liimende fenestra elek
plakalarini olusturmaktadir. Bu organizasyon, plazma ve karacigerin hiicre tipleri
arasindaki sinirlar icinde bulunan proteinlerin ve partikiillerin degisimi ve bazi bariyer

fonksiyonlariin korunmasi i¢in kritik bir rol oynamaktadir (Trefts ve ark., 2017).

Karacigerin  viicutta birgok fonksiyonu bulunmaktadir. Karaciger, viicut
homeostazisinin korunmasi, kanin depolanmasi, plazma proteinlerinin sentezlenmesi
ve kanin filtrasyonu gibi vaskiiler fonksiyonlar1 vardir. Ayrica karaciger hiicrelerinden
biri olan Kupffer hiicereleri sayesinde, bakteri ve gida antijenlerinin sistemik dolagima
erisimini engelleme ve bagisiklik sistemin giiclendirilmesi gibi savunma fonksiyonlari

bliylime sinyal yollarin endokrin kontrolii, makro besin metabolizmasinin



diizenlenmesi, bir¢ok ila¢ dahil ksenobiyotik bilesiklerin metabolizmasi, enerji igin
aminoasitlerin islenmesi, azotlu atigin atilmasi, safra yapimi ve sekresyonu gibi bir¢ok
fizyolojik siireglerde kritik rol oynayan hayati bir organdir (Knell, 1980; Noyan, 2004;
Aktiimsek 2010; Trefts ve ark., 2017; Manco ve ark., 2018; Sadeghi ve ark., 2019).

4.2 Karaciger Fonksiyon Testlerinin Simiflandirilmasi

Organik anyonlarin hepatik taginmasini (alim, konjugasyon ve atilim) dlgen testler,
serum enzim testleri, spesifik biyokimyasal testler, karaciger biyopsisi ve radyografi

prosediirlerini 6lcen testler seklinde siniflandirilabilir (Cornelius, 1980).

Organik anyonlarin hepatik taginmasini (alim, konjugasyon ve atilim) 6lgen testler:
Safra pigmentleri testi (serumda konjuge olan ve konjuge olmayan bilirubin, idrardaki
safra pigmentleri, digki safra pigmentleri), yabanci boyalar (bromsiilfoftalein testi,
Rose-Bengal testi, indosiyanin yesili testi) ve safra asitleri testi olarak 3 grupta

incelenmektedir (Cornelius, 1980).

Serum enzim testleri; alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
arginaz, hepatik nekroz 6l¢limii i¢in diger enzimler (sorbitol dehidrogenaz, glutamat
dehidrogenaz, ornitin karbamoil transferaz), y-Glutamil transpeptidaz, alkalin fosfataz
ve diger enzim testleri (Serum TPN’ye bagli izositrat dehidrogenaz, serum laktat

dehidrogenaz) olarak sayilmaktadir (Cornelius, 1980).

Spesifik biyokimyasal testler; karbonhidrat metabolizma testleri (galaktoz tolerans ve
fruktoz tolerans testleri), protein metabolizme testleri (Serum albiimin, serum globiilin,
amino asit tolerans ve flokiilasyon testleri), kan iirik asit testi, kan amonyak testi ve

lipid metabolizma testleri olarak 5 grupta incelenmektedir (Cornelius, 1980).

Karaciger biyopsisi ve radyografi prosediirlerini 6lgen testler; karaciger biyopsisi ve
laparoskopi muayenesi ve radyografik islemler olarak 2’ye ayrilmaktadir (Cornelius,

1980).

Aminotrasferazlar AST ve ALT olarak ikiye ayrilmaktadir. Hepatoseliiler hasar ve
zorunlu olarak hiicre 6liimii sirasinda bu enzimler dolasima salinmaktadir. Bu nedenle

hepatoseliiler hasarin 6nemli bir gostergesi olarak rol oynamaktadir (Limdi ve Hyde,

2003; Lehmann-Werman ve ark., 2018). AST oksaloasetik asit, ALT ise piruvik asit



tiretmek i¢in amino gruplarimin aspartik asit veya alaninden ketoglutarik aside

transferini katalize ederek glukoneogeneze katilmaktadir (Shibata ve ark., 2019).

Aspartat aminotransferaz (AST), sitozolik ve mitokondriyal izoenzimlerde
bulunmaktadir (Rabkin ve ark., 1984). Ayn1 zamanda karacigerde, kalp kas1 iskelet
kasinda, bobreklerde, beyinde, pankreasta, akcigerlerde, 16kositlerde ve kirmizi kan
hiicrelerinde bulunmaktadir (Giannini ve ark., 2005; Chhavi, 2014). Karaciger i¢in
daha az duyarli ve spesifiktir (Gwaltney-Brant ark., 2016). Bir sitozolik enzim olan
ALT ise, karacigerde en yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir ve daha g¢ok
karacigere 6zglidiir (Limdi ve Hyde, 2003).

Bilirubin, retikiiloendotelyal sistemdeki kirmizi kan hiicrelerin (hem bileseni)
parcalanmasindan olusmaktadir (Memon ve ark., 2016). Konjuge olmayan bilirubin,
alblimine gevsek bir sekilde baglanarak karacigere tasinmaktadir (Sisson, 1978).
Konjuge olmayan bilirubin suda ¢oziinmediginden idrarla atilamaz ancak, konjuge
bilirubin suda ¢oziinlir ve idrarla atilabilir. (Beckingham ve Ryder, 2001).
Karacigerde, bilirubin glukoronide konjuge olmakta ve ardindan sirasiyla safra ve
barsaga salgilanmaktadir, buna ek olarak barsak florasi ise bilirubini iirobilinojene
parcalamakta ve bunlarin bir kism1 yeniden emilmekte veya bobrek yoluyla, idrarla,
ya da karaciger tarafindan gastrointestinal sisteme atilmaktadir (Hamoud ve ark.,
2018). Serum bilirubin normalde {iretim ve hepatobiliyer atilim arasindaki dengeyi

yansitan konjuge olmayan bir formda bulunmaktadir (Limdi ve Hyde, 2003).

Konjuge hiperbilirubinemi karakteristik olarak parankimal karaciger hastaliginda ve
safra tikanikliginda ortaya ¢ikmaktadir (Limdi ve Hyde, 2003). Viral hepatitte ise,
hepatoselliiler hasar, toksik veya iskemik karaciger hasarinda daha yiiksek seviyelerde
serum konjuge bilirubin  seklinde goriilmektedir. Akut viral hepatitte
hiperbilirubinemi, hepatositlerin histolojik hasarin derecesi ve hastaligin uzamis seyri

ile dogru orantilidir (Gowda ve ark., 2009).



4.3.Karaciger Hiicreleri
4.3.1. Hepatositler

Hepatositler; ara metabolizmay1 diizenleyen, dolasim proteinlerini ve safra asidine
bagli safra akigini iireten, elektrolit homeostazisini ve karacigerdeki detoksifikasyon
siireglerini  kontrol eden merkezi bir diizenleyicidir (Malhi ve ark., 2010;
Luangmonkong ve ark., 2018). Hepatosit apoptozu, tiim karaciger hastaligt
etiyolojilerinde 6nemli bir baslangic noktasidir. (Roehlen ve ark., 2020). Hasarli
hepatositler reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve fibrojenik mediatorleri saliverir (Bataller
ve Brenner, 2005), hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonunu indiikler ve karaciger
miyofibroblastlarinin  fibrojenik etkilerini uyarir (Canbay ve ark., 2004).
Hepatositlerin apoptozu, karaciger hasarinda yaygin bir olaydir; doku iltihabi,

fibrogenez ve siroz gelisimine katkida bulunur (Zhou ve ark., 2014).

Hepatositler mitokondri bakimindan zengin parankimal hiicrelerdir. Reaktif oksijen
tiirleri mitokondrilerin elektron tasima zincirleri basta olmak iizere protein katlanmasi
ve sitokrom P450 sistemleri tarafindan detoksifikasyon sirasinda endoplazmik
retikulum ve peroksizomlarda iiretilmektedir (Luangmonkong ve ark., 2018; Lin ve
ark., 2018). Yapilan bir ¢alismaya gore, hepatositlerin apoptozu ve nekrozunu
indiikleyen oksidatif degisikliklerin ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde oksidatif

stresin 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir (Guicciardi ve ark., 2013).

4.3.2. Endotel hiicreleri

Karacigerin yiiksek metabolik aktivitesi nedeniyle karacigerde etkili bir damar sistemi
gerekmektedir (Natarajan ve ark., 2017). Karacigerin karmasik kilcal agi, vaskiiler
endotelyal hiicrelerden fenotip olarak farkli olup 6zel bir endotel hiicre tipi olan
karaciger siniizoidal endotel hiicreleri (LSEH'ler) ile kaplidir (Shetty ve ark., 2018).
Karaciger siniizoidal endotel hiicrelerin endotelyumunda bazal membran olmayip,
acik fenestrasyonlar gibi 6zellesmis morfoloji ile karakterizedir (Baiocchini ve ark.,
2019). Karaciger siniizoidal endotel hiicreleri tlizerindeki fenestrasyonlarin ¢api ve
sikligindaki degisiklikler; cesitli karaciger yaralanmalari, toksinler ve hastaliklarla
iliskilidir; bununla beraber genel karaciger fonksiyon kaybi iizerinde -etkileri

bulunmaktadir (Cogger ve ark., 2020). Ayrica, karakteristik olarak yiiksek bir siiptirme



islevine sahip olan LSEH'ler organlarda bakteriyel taksi hareketi, I6kosit adezyonu ve
viral klerens yoluyla bagisiklik diizenlemesinde aktif rol oynamakta olup ayni
zamanda degisen intrahepatik kan akisina ve basincina aktif olarak cevap vererek
karaciger kilcal damarlarinin hemodinamigini korumaktadir. Ayrica, LSEH'ler ve
hepatositler arasindaki parakrin sinyaller, parankimin fonksiyonunda ¢ok 6nemlidir ve
bu hiicreler karaciger fibrozunun ilerlemesinde erken diizenleyiciler olarak kabul

edilmektedir (Natarajan ve ark., 2017).

Oksidatif stres, oksidatif hasar1 ve endotel fonksiyon bozuklugunu indiikleyerek
karaciger fibrozunun gelisimi ve ilerlemesinde merkezi bir rol oynamaktadir (Ruart ve
ark., 2019). Nitrik oksit (NO) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT); hiicre biiylimesi ve
doku rejenerasyonunun uyarilmasi, vaskiiler fonksiyonlarin kontrolii ve hiicre
6liimiiniin uyarilmasinda gérev almaktadir (Mijatovi¢ ve ark., 2020). Hiicre i¢i NO
kaynagi, NOS ile temsil edilmektedir (Forstermann ve Sessa, 2011). Bununla birlikte,
endotelyal NOS (eNOS) yapisal olarak aktiftir ve esas olarak NO'nun vaskiiler
tizerindeki yararli etkilerine aracilik ederken, indiiklenebilir NO (iNOS) strese tepki
olarak sentez edilir (Brenner ve ark., 2013). Endotelyal nitrik oksit sentazda aktivite
kayb1 ve endotelin-1’in asir1 ekspresyonu gibi ¢esitli degisikler fibroza katkida
bulunurken ayni zamanda karacierde portal hipertansiyona aracilik etmektedir

(Natarajan ve ark., 2017).

4.3.3. Kupffer hiicreleri

Kupffer hiicreleri (KH), siniizoidlerin duvarlarinda bulunan yerlesik makrofajlardir
(Luyendyk ve ark., 2010; Bogdanos ve ark., 2015). Ayn1 zamanda dokuda yerlesik
olarak en fazla makrofaj popiilasyonunu olustururlar (Alabraba ve Oo, 2016). Kupffer
hiicreleri, ortamdan aldiklar1 sinyallere bagl olarak proinflamatuar makrojaflar (M1),
yara tyilestirici ve immiinstipresif (diizenleyici makrofajlar) makrofajlar (M2) olarak
iki alt gruba ayrilir (Sato ve ark., 2016) (Tablo 7). Bu alt gruplar farkli diizenleyiciler
tarafindan indiiklenirken farkli belirtecler ve fonksiyonel aktivite sergiler.
Proinflamatuar makrojaflar gibi pro-inflamatuar sitokinler de tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-0) ve interlokin (IL-6 ve IL-1)’ler ile karakterize edilirken; M2’ler ise anti-
inflamatuar interlokinler (IL-4, IL-1)’1 ifade eder (Keisaku ve ark., 2016; Koyama ve



Brenner, 2017; Roehlen ve ark., 2020). Karacigerde meydana gelen iltihaplanma, pro-
inflamatuar M1 Kupffer hiicrelerinin ve antiinflamatuar M2 Kupffer hiicrelerinin
dengesi ile diizenlenir (Wan ve ark., 2014). Hepatosit hasarina yanit olarak Kupffer
hiicleri TNF-a, IL-6, IL-1p gibi pro-inflamatuar sitokinler ile iltihaba ve karaciger
hasarina yol agan TGF-J hepatik stellat hiicreleri ve ROT u aktive ederek fibrojenezi
indiiklemektedir (Reeves ve Friedman, 2020). Ayrica hepatik makrofajlar, matriks
degradasyonunda yer alarak karaciger hasar1 ve fibrozun ¢oziimlenmesini destekleyen
MMP-9, MMP-12 ve MMP-13 gibi ¢esitli matriks metaloproteinazlari (MMP)

eksprese etmektedir (Tacke ve Zimmermann, 2014).

Tablo 1. Kupffer hiicresinden uyarilan mediyatorler (Sato ve ark., 2016’ dan degistirilerek
kullanilmustir)

Mediyatorler tarafindan tetiklenen patofizyolojik

Mediyatorler
olaylar
M1 Kupffer hiicreleri
TNF-a Inflamasyon ve apoptoz
IL-1 Inflamatuvar yanitlar, hepatik steatoz ve fibroz
IL-6 Inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve karsinogenez
M2 Kupffer hiicreleri
Yara onarimi, Kkaraciger rejenerasyonu ve anti-
4 inflamatuar yanitlar
Anti-inflamatuar yanitlar, fibroz, bakteri temizleme, M1
-0 makrofajlarinin apoptozu
IL-13 Anti-inflamatuar yanitlar ve fibroz
TGF-B Fibroz

Timor nekrozis faktor alfa; proliferasyonu, inflamatuar sitokinlerin tiretimini ve hiicre
olimii gibi hiicresel tepkileri indiikleyen bir pleiotropik sitokindir (Kalliolias ve
Ivashkiv, 2016). Karacigerde TNF-a, viral hepatit, alkolik karaciger hastalig1, alkolsiiz

yagl karaciger hastaligi ve iskemi-reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde rol oynar



(Malhi ve Gores, 2008; Liu, 2009). Tiimor nekrozis faktor alfa’nin karacigerde sadece
hiicre 6liimiiniin bir tetikleyicisi olarak degil ayn1 zamanda hepatosit proliferasyonunu

ve karaciger rejenerasyonunu tetikleyebilmesi gibi iki goérevi de vardir (Schwabe ve

ark., 2006).

Transforme edici biiylime fakorleri (TGF-1p, TGF-2p, ve TGF-3p), hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, apoptoz, adezyon ve gogiin diizenlenmesinde yer alan ¢ok islevli bir
sitokin ailesidir ve bu nedenle bircok hastaligin patogenezinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Poniatowski ve ark., 2015; Morikawa ve ark., 2016). Transforme edici
biiylime faktor beta 1 ise fibroz gelisiminde en énemli profibrojenik sitokin olarak
kabul edilmektedir (Verrecchia ve ark., 2007). Yapilan arastirmalar ROT un TGF-
’nin fibrojenik aktivitesinde merkezi bir rol oynadigini géstermektedir (Liu ve Desal,
2015). Transforme edici biiylime faktor, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlar gibi ¢ok sayida fagositik olmayan hiicrelerde ROT {iretimini artirmaktadir
(Liu ve Gaston Pravia, 2010). Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
oksidaz (Nox) enzimleri, elektronlari indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH)’lardan molekiiler oksijene tasimak ve ROT olusturmakla gorevli bir
protein ailesidir (Tarafdar ve ark., 2018). Transforme edici biiylime fakor beta 1’in
ROT iiretiminin uyarilmasi i¢in gerekli olan Nox 4’1 aktive ettigi bilinmektedir (Liu

ve Gaston Pravia, 2010).

Herrera ve ark.’larimin  yaptigit bir c¢alismada TGF-f’nin sigan hepatosit
mitokondrilerinde ROT iiretimini artirdig1 gosterilmistir (Herrera ve ark., 2004). Sigan
hepatositlerinde yapilan ¢alismaya gore mitokondriyal ve mikrozomal enzimlerinin
(sitrokom P450) ROT u TGF-1p araciligr ile arttig1 gozlemlenmistir (Albright ve ark.,
2003). Ayn1 zamanda Kayanoki ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alismada ise TGF-1p’nin

antioksidan enzim ifadesini baskiladigi da gosterilmistir (Kayanoki ve ark., 1994).

4.3.4. Hepatik stellat hiicreleri

Hepatik stellat hiicreler (HSH) fibroblastlarin ve perisitlerin 6zelliklerini koruyan,
karacigerin yaklasik on beste bir parankimal olmayan ve toplam yerlesik hiicrelerin
ise % 15’ini iceren yerlesik mezenkimal hiicreleridir (Higashi ve ark., 2017). Hepatik

stellat hiicreler karaciger siniiziodlerinin ¢evreledigi hepatositler ve endotel hiicreler
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arasindaki Disse denilen boslukta bulunmaktadir (Pellicoro ve ark., 2014). Normal
sartlarda; karacigerde bulunan, y1ldiz benzeri morfolojisi ve yiiksek sayida sitoplazmik
lipid damlaciklar ile karakterizedir ve boliinerek ¢ogalamayan perisiniizoidal olan bu
hiicrelerin ana islevi A vitaminini ve diger retinoidleri depolamaktir (Senoo ve ark.,
2017). Ayn1 zamanda HSH, ana miyofibroblastlarin progenitor hiicleri oldugu igin
fibrojenik yanitta anahtar rol oynamaktadir (Zhou ve ark., 2014; Roehlen ve ark.,
2020).

Karaciger hasar1 sonucu aktive haline gelen HSH, ¢ogalabilen ve kasilma gosteren bir
miyofibroblast fenotipine doniisebilmektedir (Khomich ve ark., 2019). Bu islem
sirasinda, aktif olan HSH’nin yi1ldiz sekilli morfolojileri ve lipit damlaciklar1 asamali
olarak kaybolurken; ayn1 zamanda yiiksek miktarlarda ekstraselliiler matriks (ESM)
bilesenler -kollajen (I, 111 ve 1V), fibronketin, laminin ve proteoglikanlar)- ve pro-
infalamtuar sitokinler iiretilmektedir (Senoo ve ark., 2017; Friedman, 2008). Hepatik
stellat hiicreler; MMP ve MMP-inhibitorleri (Dogal doku inhibitorleri: TIMP'ler)
salgilayarak ESM’deki dinamik hareketin hizin1 kontrol etmektedir (Lurie ve ark.,
2015). Ancak karaciger fibrozu sirasinda MMP’lerin TIMP’leri baskilamasi ESM
sentezini engeller ve nihai olarak ESM yapisinda dengesizlige yol acar (Janel ve Noll,
2014). Ayrica ileri fibrozda yiiksek sayida HSH ve miyofibroblastlarin kontraktilitesi
hepatik sintizoidlerin daralmasina neden olur; bu nedenle kan akisi ve besin aligverisi

etkilenerek karaciger fonksiyon bozukluklarina katkida bulunur (Roehlen ve ark.,

2020).

Hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonu, baslangic ve devamlilik olarak iki ana
basamaktan olugmaktadir (Lee ve Friedman, 2011). Hepatosit yaralanmasindan hemen
sonra baslayan ilk basamak, HSH’nin, endotel hiicrelerin, Kupffer hiicrelerin ve
trombositlerin tetiklenerek aktive olmasidir (Bonnardel ve ark., 2019). Aktive olan
HSH, kollajen I protein ifadesindeki artisin temel bileseni olarak kabul edilmektedir
(Yang ve ark., 2014). Bununla birlikte TGF-B; kollajen I protein ifadesini
desteklerken, trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ise HSH’lerin yaralanma
bolgesine gogiinii desteklemekte rol oynamaktadir (Chen ve ark., 2019). Trombosit
kaynakl1 biiyiime faktorii, HSH'lerin boéliinmesini ve ¢ogalmasini destekleyen bir
biiyiime faktoriidiir (Shuhei Yoshida, 2014). Erken yaralanmalarda ise HSH’ler

tizerinde aktive edici etikiye sahip olan siniizoidal endotel hiicreleri tarafindan da
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fibronektin iiretimi tesvik edilmektedir (Marrone ve ark., 2016). Bunlara ek olarak,
Kupffer hiiclerinin aktivasyonu, hiicre dis1 ortamda TGF-  ve ROT salgilanmasiyla
HSH aktivasyonunu kolaylastirmaktadir (Yanguas ve ark., 2016; Aydin ve Akgali,
2018).

Trombosit kaynakli biliylime faktorii normal sartlarda trombositler tarafindan
tiretilmektedir; ancak karaciger hasari sirasinda, Kupffer hiicreleri trombositlerin
intrahepatik alimina aracilik etmektedir (Ying ve ark., 2017). Ayrica PDGF’ler;
Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri ve aktive edilmis HSH'leri sentezinin
indiiklenmesinde rol alabilmektedir. Trombosit tiirevli biiyiime faktorii reseptorleri
(PDGFR) ise HSH'lerin membraninda sentez edilebilirken ve otokrin mekanizma

yoluyla HSH'lerin aktivasyonunu uyarabilmektedir (Roehlen ve ark., 2020).

Hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonu stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan ikinci
basamak ise HSH'lerin daha miyofibroblastik bir fenotipe sahip olmasidir; bu onlarin
daha da boliinebilir hiicreler haline gelmesi demektir. Bu da ESM proteinlerinin
liretiminin artmasina, anjiyogeneze ve bagisiklik yanitinin artmasina yol agmaktadir

(Yanguas ve ark., 2016).

Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilen TGF-f, HSH’nin ana aktivatorii olarak kabul
edilmesine ragmen; reaktif oksijen tiirleri de bu siirece 6nemli katli saglamaktadir
(Luangmonkong ve ark., 2018). Yapilan bir ¢alismada, karaciger hasari olusturan
sicanlarda ROT’un HSH’lerin aktivasyonunda katkisi oldugu gosterilmistir (Lee ve
ark., 2001). Karaciger kanseri iizerine yapilan bir baska calismada da ROT’un
HSH’lerin aktivasyonunda kilit rol oynadig1 goriilmiistiir (Ghatak ve ark., 2011).

4.3.5. Safra epitel hiicreleri

Safra epitel hiicreleri karacigerin ikinci en fazla bulunan epitel hiicre toplulugu ve safra
kanallarinin limenini kaplayan hiicrelerdir (Trefts ve ark., 2017). Karaciger hasari
veya kronik karaciger hastaliklarinda hepatositlerin yenilenmesi ve bdliinmesi
tehlikeye girdiginde, safra epitel hiicreleri, duktuler reaksiyona (DR) neden olan
onemli morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel degisikliklere ugrayabilmektedir (Trefts
ve ark., 2017). Duktuler reaksiyon, karaciger yaralanmalarinin neden oldugu reaktif

safra kanallarinin ¢ogalmasi ile karakterizedir. Duktuler reaksiyon, genellikle ve

12



sadece safra kanal1 hiicrelerin ¢ogalmasi ile degil, ayn1 zamanda da portal bolgelerde

inflamatuar hiicrelerin girisi ve birikimi gibi karacigerdeki diger reaksiyonlarla da

iligkilidir (Sato ve ark., 2019).

4.4. Karaciger Fibrozu

Kronik karaciger hastaliklar1 (KKH) diinya ¢apinda morbidite ve mortaliteye neden
olan 6nemli saglik sorunlarindan biridir (Sen ve ark., 2016). Diger dnemli morbidite
nedenlerinden farkli olarak, KKH’nin oran1 giin gegtik¢ce azalmak yerine artmaktadir
(Farrar ve ark., 2015). Kronik karaciger hastaligi; viral enfeksiyon, toksine magruz
kalma, alkol bagimliligi, metabolik hastaliklar, kolestatik ve safra bozukluklar1 dahil
olmak iizere ¢ok cesitli etiyolojiklere cevap olarak gelismektedir (Weiskirchen ve ark.,
2018). Karaciger fibrozu ise tiim KKH’lerin ortak bir sonucudur (Han ve ark., 2012;
Janel ve Noll, 2014; Farrar ve ark., 2015). Karaciger fibrozu tedavi edilmezse ise
hastaligin ileriki agamasi olan siroza yani karaciger yetmezIligine ve nihai olarak liime
yol agabilmektedir (Farrar ve ark., 2015; Tsukada ve ark., 2006). Ayrica karaciger
fibrozu; kronik portal hipertansiyon, bilyer siroz, hidropik dekompansasyon ve
kanama olaylarimin yani sira hepatik ensefalopatinin de dahil oldugu klinik
komplikasyonlarinin da ana nedenidir. Sonu¢ olarak karacier sirozu su anda
diinyadaki en yaygin on birinci ve orta Avrupa’daki yetigskinlerde en sik goriilen

dordiincii 6liim nedenini olusturmaktadir (Roehlen ve ark., 2020).

Karaciger fibrozu, ¢ok c¢esitli kronik uyaranlara kars1 yara iyilestirici yanit olarak
gelisen, ESM’in sentez ve yikilmasindasindaki dengesizligin sonucu olarak kabul
edilen dinamik bir siirectir (Tsukada ve ark., 2006; Xu R ve ark., 2012). Genellikle
hepatosit hasar ile baglayan karaciger fibrozu, inflamatuar hiicrelerin ve trombositlerin
toplanmasina, Kupffer hiicrelerinin aktivasyonuna ve daha sonra sitokinlerin ve
biiyiime faktdrlerinin saliverilmesi ile devam eder (Dulundu ve ark., 2007; Iseri ve
ark., 2008). Karaciger fibrozunun ana basamagini ise hepatik stellat hiicrelerinin

aktivasyonu ve dengesiz kolajen sentezinin baslamasi olusturur (Shin ve ark., 2017).
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Karaciger fibroz olusumu Sekil 1’de gosterildigi gibidir:

Sekil 1. Karaciger fibrozu olusumu (Kumar ve ark., 2009)

Karacigerde, siiperoksit anyon radikali (O;*) ve hidrojen peroksit (H202) ¢esitli
fizyolojik siireglerde siirekli olarak firetilir ve redoks durumundaki degisiklikler
karaciger fibrozun gelisiminde ayrilmaz bir pargasini olustururur (Luangmonkong ve
ark., 2018). Kronik karaciger hastaliklari, hastaligin nedenine bakilmaksizin,
neredeyse her zaman artan oksidatif stres ile karakterizedir. Nitekim ¢esitli hayvan
modelleri lizerinde yapilan ¢aligsmalar da karaciger hastaliklarinin ROT sonucu olusan
hasara ve lipid peroksidasyonuna bagli oldugunu goéstermistir (Cichoz-Lach ve
Michalak, 2014).

4.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller (SR), dis orbitallerinde eslenmemis bir ya da daha fazla elektrona
sahip olan molekiiller, atomlar ya da iyonlardir (Cheeseman ve Slater, 1993; Di Meo
ve Venditti, 2020). Serbest radikaller elektron alarak veya kaybederek bilesik
olusturabilirler (Delibas ve Ozcankaya, 1995). Bu da bir ¢ok SR reaktif ve kararsiz
olmasina neden olmaktadir (Lobove ark., 2010). Serbest radikaller eslesmemis
elektronlara sahip olduklar1 i¢in diger molekiillerle de kolaylikla reaksiyona

girebilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).
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Serbest radikaller, hem endojen kaynakli insan viicudundaki normal temel metabolik
stireglerden (mitokondri, peroksizomlar, endoplazmik retikulum, fagositik hiicreler
gibi) hem de eksojen kaynakli ¢evre kirliligi, X-1sinlar1, radyasyon, ozon, parasetamol,
sigara kullanimi, agir metaller, ge¢is metalleri (demir, bakir), pestisitler ve endiistriyel
kimyasallara maruz kalma gibi enzimatik ya da enzimatik olmayan reaksiyonlar

sonucunda ortaya ¢ikabilmektedir (Lobo ve ark., 2010; Phaniendra ve ark., 2015).

Serbest radikaller; niikleik asit, lipit ve proteinler gibi ¢esitli Gnemli biyolojik molekiil
siiflarin1 olumsuz yonde etkileyebilmekte ve boylece oksidatif stresin artisina neden
olarak redoks tepkimelerine yol agabilmektedir (Espinosa-Diez ve ark., 2015). Serbest
radikallerin indiiklemesiyle oksidatif stresin neden oldugu diyabetes mellitus,
norodejeneratif bozukluklar (Parkinson hastaligi-PD, Alzheimer hastaligi-AD ve
Multipl skleroz-MS), kardiyovaskiiler hastaliklar (ateroskleroz ve hipertansiyon),
solunum hastaliklar1 (astim), katarakt gelisimi, romatoid artrit, iilserif kolit gibi ¢esitli
hastaliklarla beraber c¢esitli kanserlerde (kolorektal, prostat, meme, akciger, mesane
kanserleri) rol oynadigi bildirilmis ve ayni zamanda oksidatif stresin yaslanma
stirecinde hizlandirici bir etkisi oldugu da bilinmektedir (Phaniendra ve ark., 2015;

Pisoschi ve ark., 2016).

Serbest reaktif oksijen tiirleri ve RNT olarak iki tiire ayrilmaktadir (Karabulut ve
Giilay, 2016). Serbest radikallerin bazilar1 reaktifken bazilar1 ise katildigi bazi
reaksiyonlar sonucunda reaktife doniismektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve RNT
organizmada hem faydali hem de toksik bilesikler olarak ¢ift yonlii rol oynamaktadir

(Phaniendra ve ark., 2015).

15



ROT ve RNT tiirleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri (Ekinci ve Sagdig, 2008)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit O;™® Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OH® Hipokloroz asit HOCI
Peroksil RO,* Ozon Os
Alkoksil RO® Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HOO® Peroksinitrit ONOO~

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrik oksit NO* Nitrosil NO*

Azot dioksit NO,* Nitrikoksit NO~

Nitroz asit HNO:
Dinitrojen trioksit N3Os
Nitronyum iyonu NO?
Peroksinitrit ONOO~

AlKil peroksinitrit ROONO

Yasam i¢in vazgecilmez bir element olan oksijen (O2), belirli durumlarda insan viicudu
tizerinde zararh etki de gdsterebilmektedir (Lobo ve ark., 2010). Oksijen yasam i¢in
zorunludur; ancak solunum ile alinan oksijenin % 5’inden fazlasi organizmada ROT’a

doniismektedir (Valavanidis ve ark., 2013; Davies ve ark., 2017).

Serbest radikaller orta ve diisikk konsantrasyonlarda; patojenik mikroorganizmalara
karst savunma da (bagisiklik fonksiyonu), hiicre homeostazisinin korunmasinda,
redoks regiilasyonu, hiicresel sinyal yolu, nekroz, apoptoz, proteaz aktivitelerinin
diizenlenmesi, ve mitojenik yanitta rol oynamaktadir (Phaniendra ve ark., 2015; Zuo

ve ark., 2015; Hussain ve ark., 2016; Luangmonkong ve ark., 2018). Ancak yiiksek
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konsantrasyonlarda ROT ve RNT iiretimi antioksidan savunma kapasitesini agmakta
ve antioksidanlar serbest radikalleri nétralize edememektedir. Bunun sonucunda
serbest radikaller normal redoks dengesini bozmakta ve oksidatif strese neden
olmaktadir (Zuo ve ark., 2015; Mello ve ark., 2016; Luangmonkong ve ark., 2018). Bu
koruyucu mekanizmadaki dengesizlik sonucu asir1 serbest radikaller; DNA, proteinler

ve lipitler gibi hiicresel makromolekiillerin hasar gormesine neden olmaktadir

(Hussain ve ark., 2016).

Serbest oksijen radikalleri, membran lipitlerini etkileyerek lipit peroksidasyonunu
baslatmaktadir (Ayala ve ark., 2014). Lipit peroksidasyonu, radikaller ile membran
tizerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile baglayan ve oto katalitik
zincir reaksiyonlari ile devam eden reaksiyon siirecidir ve bu reaksiyonlar sonucunda
organizmada bir¢ok hasar olusmaktadir (Lobo ve ark., 2010). Bu reaksiyon siireci
sonucunda malondihaldehid (MDA) gibi bir¢ok aldehit {iriinli olusmaktadir (Barrera
ve ark., 2018). Malondihaldehid en onemli lipit peroksidasyon {irliniidiir ve hiicre
membran proteinlerinin ¢apraz baglanmasi, membrana bagl reseptdr ve membran
enzimlerinin aktivitesini ortadan kaldirarak; membranda bulunan proteinlerde hasar

meydana getirmektedir (Eken, 2017; Siileyman ve ark., 2018).

Membranin 6nemli bir bileseni olan proteinler, reaktif oksijen tiirleri i¢in olasi bir
hedef olabilmektedir. Ozellikle hidroksil radikali (OH"), alkoksi radikali (RO") ve
nitrojen reaktif radikalleri protein hasarina neden olmaktadir (Collin, 2019). Proteinler
igerdikleri aminoasit igerigine gore serbest radikallerden etkilenme dereceleri
degismektedir. Protein hasari, proteinlerde enzimatik aktivite kaybina, membran
potansiyelinin olusumunun engellenmesine ve hiicresel proteinlerin seviyesi ve
tiplerindeki degisikliklere neden olmaktadir (Kohen ve Nyska, 2002; Eken, 2017;
Siileyman ve ark., 2018).

Serbest radikaller DNA iizerinde biiyiik 6lglide oksidatif strese neden olmaktadir
(Gafter-Gvili ve ark., 2013). Serbest radikallerin DNA ile etkilesimi, piirin ve
pirimidin bazlarinin oksidasyonuna neden olmaktadir (Cadet ve Wagner, 2013).
Oksitlenmis bazlar arasinda 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) promutajenik
potansiyeli en yliksek olan baz hasar iirlinlidiir ve ayn1 zamanda oksidatif DNA

hasarinin 6nemli gostergesidir (Atmaca ve Aksoy, 2009; Akkaya ve ark., 2017).

17



Serbest radikallerin hepsi ayn1 derecede toksik degildir. En reaktif ve dolayisiyla en
zarar veren oksijen bazli serbest radikal hidroksil radikali iken, en zararl azot bazl

serbest radikal ise peroksinitrit anyonudur (Cichoz-Lach ve Michalak, 2014).

Siiperoksit anyon radikali, aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucunda olusan ve metabolizmada en ¢ok karsilagilan ana oksijen

radikali olarak bilinmektedir (Gokhan, 2007; Ozcan ve ark., 2015).

5]
o, — 0,
Hiicrenin ¢ogunlukla mitokondirisinde iiretilen bu radikal, ATP’nin ana kaynagi olan
elektron tagima sisteminde enerji doniistimii esnasinda az bir miktar elektron kagagi
nedeniyle oksijenin siiperoksit anyon radikaline doniismesi sonucunda endojen olarak

olusmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).
1o, —— H'+ 0,

Ayrica indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda siiperoksit anyon

radikali olusabilmektedir (Ozcan ve ark; 2015).

Fe?+0Q, =——— Fe"?+0,*

Cu'+0, —— Cu?+0,"*

Siiperoksit anyon radikali diger radikallere gére daha az reaktiftir. Ancak siiperoksit
anyon radikalini temizlemede rol alan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilif1 ile hidrojen
peroksit (H202)’e¢ indirgenmektedir (Collin, 2019). Boylece siiperoksit radikili
hidrojen peroksit kaynagi haline gelmis olmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).
SOD
20, +2H* ———— H;0,+0,
Siiperoksit anyon radikalinin nitrik oksit (NO®) ile birlesmesi ile peroksinitrit (ONOO™

) olarak adlandirilan reaktif bir oksijen tiiriine doniismektedir (Pacher ve ark., 2007).

ONOO" ise metabolize edilerek nitrit (NO2") ve nitrat (NOs")’a doniismektedir. Ayrica
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ONOO", OH?*, azot dioksit (NO2*), nitronyum iyonu (NO2") gibi toksik etki gosteren
{iriinlere doniisebilmektedir (inag, 2009).

Siiperoksit anyon radikalinin SOD enzimi ile indirgenmesiyle olusan H>O> aslinda bir
radikal olmamasina ragmen biyokimyasallarla reaksiyona girerek diger reaktif oksijen

tiirlerine gore daha fazla zarar verebilmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

Hidrojen peroksit, nétrofillerin iglerinde bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi
aracih@r ile hipoklordz (HOCI)’e doniisebildigi gibi Fe*? gibi gegis metalleri ile
reaksiyona girerek OH® radikalinin olusumuna neden olmaktadir (Kettle ve
Winterbourn, 1997). Hidrojen peroksit ayn1 zamanda katalaz (KAT) veya glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) olarak adlandirilan antioksidanlar tarafindan toksik olmayan
tiriinlere de donlismektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Hidroksil radikali, hidroksit iyonun nétr formudur ve olduk¢a reaktif bir serbest
radikaldir (Bedwell ve ark., 1989). DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar dahil
olmak {izere hem organik hem inorganik makromolekiillerle kuvvetli reaksiyona
girebilirler ve diger ROT’lara gore hiicrelere ¢ok daha ciddi zararlar verebilirler.
Ayrica yarilanma Oomrii kisa olan bir radikaldir (Mokudai ve ark., 2012). Serumda
demir transferin ve seruloplazmin olarak depolanan bakir gibi ge¢is metallerinin H2O>
ile fenton reaksiyonuna girmesi ve son olarak siiperoksit anyon radikalinin varligi ile
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu OH® olusmaktadir (Das ve ark., 2014). Ayn1 zamanda
suyun yiiksek enerjili iyonize edici radrasyona maruz kalmasi sonucunda da OH*®

olusmaktadir (Tablo 3) (inag, 2009; Phaniendra ve ark., 2015).

Tablo 3. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1

Fenton Reaksiyonu

Fe*? + HoO, — Fe™+OH"+O0H

Haber- Weiss Reaksiyonu

O,*+H0, _—_H 5 O,+HO+OH*®

Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin iirettigi NO inflamasyonun birincil kaynagi oldugu
diistiniilmektedir (Zamora ve ark., 2000). Karsinogenez ve oksidatif stres siirecinde
onemli bir rol oynamaktadir (Beevi ve ark., 2004). Nitrik oksit, INOS enzimi yoluyla

inflamasyonun uyarilmasi ile makrofajlar tarafindan olusturulmaktadir. Olusan NO,
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peroksinitrit tiretmek i¢in mitokondriden tiiretilmis O.™* ile birleserek NO’nun

biyoyararlanimini azaltir (Wei ve ark., 2019).

4.6.Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar, SR’lere bir elektron vererek onlar1 nétrolize eden ve SR’lerin hasar

kapasitesini azaltan kararli molekiillerdir (Lobo ve ark., 2010).

Antioksidanlar, serbest radikalleri tutma ya da zayif molekiiller olusturacak sekilde
dontistiirmeleri ile toplayict etki; Ozellikle vitamin ve flavonoid formundaki
antioksidanlarin serbest radikallere bir hidrojen molekiili ekleyerek etkilerini
sinirlama ya da reaksiyonlar1 sonlandirarak zararsiz hale getirerek bastirici etki; serbest
radikallerin zincirlerini kirarak zincir kirict etki; serbest radikallerin olusturduklari
hasarlar1 onararak onarici etki; oksidasyon reaksiyonlarini sonlandirarak hiicredeki
kinazlarin kayiplarim1 onleyici etki; enzim olan antioksidanlar ile enzim olmayan
antioksidanlarin sentezini artirarak enzimatik etki gibi ¢esitli mekanizmalar {izerinden

etkilerini gostermektediler (Konukoglu, 1997; Aydemir ve Sar1, 2009).

Antioksidanlar endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak tizere iki gruba

ayrilirlar. Antioksidan grublart Tablo 4, 5, 6 ve 7°de gosterilmistir.
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Tablo 4. Enzimatik endojen antioksidanlar

Enzimatik
Endojen

Antioksidanlar

Siiperoksit
Dismutaz (SOD)

Katalaz

Glutatyon
Peroksidaz
(GSH-PX)

Glutatyon
Rediiktaz

Glutatyon S-
Transferaz
(GST)

Mitokondriyal
Sitrokom
Oksidaz

Reaksiyon

Siiperoksit anyon radikalinin (O2~*), hidrojen peroksit (H.0,) ve molekiiler
oksijene indirgenmesinde rol oynamaktadir (Younus, 2018).

SOD
20,* +2HY —— H,0,+0,

Hidrojen peroksiti (H202), su ve oksijene doniistiiriilmesinde rol
oynamaktadir (Mahaseth ve ark., 2017).

2 H,0, Katalaz 2H,0+0,

H20> veya organik hidroperoksitlerin suya veya karsilik gelen alkollere GSH

kullanilarak indirgenmesini katalize etmektedir (Margis ve ark., 2008).

GSHPx
2 GSH + H,0, ———— GSSG + 2 H,0

Okside edilmis glutatyonu (GSSG) indirgenis forma (GSH) geri doniistiiren

onemli bir enzim olarak rol oynamaktadir (Couto ve ark., 2016).

Glutatyon

Rediiktaz
GSSG + NADPH + HY ——— 2 GSH + NADP*

Toksik organik hidroperoksitleri temizleyen GSH'a bagh peroksidaz
reaksiyonlaran1 katalize ederek oksidatif hasara karst Onemli rol

oynamaktadir (Kim ve ark., 2017; Liang ve ark., 2018).

Mitokondriyal solunum zincirinde bulunan sitokrom oksidaz Oz *’nin

detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (Aydemir ve Sari, 2009).
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Tablo 5. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Enzimatik Olmayan
Endojen

Antioksidanlar

Melatonin

Glikoz

Glutatyon (GSH)

Laktoferrin

Transferrin

Seruloplazmin

Urik Asit

Albumin

Bilirubin

Reaksiyon

Lipid 6zelliginden dolay1 bir ¢ok hiicreye kolayca girebilen melatonin,
dogrudan serbest radikallerin detoksifikasyonunu saglayan, dolayli olarak
ise pro-oksidan enzim aktivitesini bastiran ve aym zamanda
Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlarinda yer alan gegis metalleri ile
selasyon olusturan bir antioksidandwr. Bu sayede hidroksil radikli
olusumunu azaltarak oksidatif stresin de azalmasina neden olur (Reiter ve

ark., 2016).
Serbest radikallerin agir1 iiretimini 6nlemektedir (Semenza ve ark., 2017).

Temel bir antioksidan olan GSH, serbest radikalleri siipiirerek oksidan-
antioksidan dengesini korumakta rol oynamaktadir (Konukoglu ve
Akgay, 1995). Glutatyon, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda hayati
O6neme sahip bir antioksidandir. Ayni zamanda redoks sinyalinde 6nemli
bir belirleyicisidir ve hiicre proliferasyonunu, apoptozu, bagisiklik
fonksiyonunu ve fibrogenezin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Lu,
2013).

Uygun pH degerinde demire baglanarak ROT {iretiminin baskilanmasina

neden olmaktadir (Hao ve ark., 2019).

Demir iyonlarma bagalanarak serbest radikal olusumunu onleyen bir

proteindir (Kibel ve ark., 2008).

Bakir taginmasinda, organik aminlerin oksidasyonunda, demir (II)
oksidasyonunda ve hiicresel demir seviyelerinin diizenlenmesinde ve

radikalin siipiiriilmesinde rol oynamaktadir (Healy ve Tipton, 2007).

Peroksinitrit, hidroksil ve demir igeren serbest radikaller gibi 6nemli ve
tehlikeli pro-oksidanlar1 nétralize edebilen ve plazmada en segici olarak

bilinen antioksidanlardan biridir (Roumeliotis ve ark., 2019).

Proteinlere ve metallere baglananan bir antioksidandir. Demire
baglanarak Fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikalini
onlemektedir (Roche ve ark., 2008).

Peroksil radikalinin siipiiriiciisii olarak goérev yapmaktadir (Stocker ve

ark., 1987).
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Tablo 6. Vitamin eksojen antioksidanlar

Vitamin Eksojen

Antioksidanlar

Vitamin E

(a-tokoferol)

B- karoten

Vitamin C
(askorbikasit)

Koenzim Q (ubikinon)

Reaksiyon

Peroksil radikallerini temizleyen ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu sonlandiran, yagda ¢oziinen biiyiik bir antioksidandir.
E vitamini varliginda, peroksil radikalleri lipit hidroperoksit yerine o -
tokoferol ile reaksiyona girer, peroksil radikal iiretiminin zincir
reaksiyonu durdurulur ve yag asitlerinin hiicre zarinda daha fazla

oksidasyon tiretmesini engeller (Lee ve Han, 2018).

Lipit peroksidasyonuna ve oksidatif strese karsi siipiiriicii etkisiyle

antioksidan olarak gérev almaktadir (Hira ve ark., 2019).

Reaktif oksijen tiirlerini siipiiren ve ayni1 zamanda 6nemli hiicresel ve
membran antioksidanlarin (GSH ve E vitamini) yenilenmesine
yardimc1 olan suda ¢bziinen bir antioksidandir (Carr ve Maggini,

2017).

Mitokondriyal i¢ zarda hem 6nemli bir elektron tagtyicisi hem de
onemli bir antioksidan olarak gorev almaktadir. Indirgenmis form olan
ubikinol, dogrudan zincir kirict antioksidan olarak hareket ederken
dolayli olarak da E Vitaminini geri donistiirerek lipit

peroksidasyonunu azaltmaktadir (James ve ark., 2004).
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Tablo 7. flag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

ila¢ Olarak
Kullanilan Eksojen

Antioksidanlar

Allopurinol,
oksipurinol,
pterin aldehit,
tungsten

Adenozin, lokal
anastezikler,
kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid

antiinflamatuarlar

Trolox-C

Ebselen, asetilsistein

Mannitol

Desferroksamin

Demir salatorleri

Reaksiyon

Ksantin oksidaz reaksiyonunu engelleyerek, siiperoksit anyon radikali ve
hidroksil radikelinin olusumunu engellemekte rol oynamaktadir (Aydemir

ve Sar1, 2009; Alem ve ark., 2018).

Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, oksidaz aktivitelerini
inhibe etmekte rol oynamaktadir (Godfraind ve ark., 2005; Aydemir ve
Sar1, 2009).

Vitamin E'nin analogudur. E vitaminine benzer antioksidan olarak gérev

almaktadir (Abudu ve ark., 2006).

Glutatyon peroksidaza benzer sekilde ROT tiirlerinin indirgenmesini

katalize etmektedir (Adil ve ark., 2018; Azad ve Tomar, 2014).

Serbest radikeller i¢in siipiliriicii antioksidan ozelligi gostermektedir

(Andre ve Villain, 2017).

Serbest demiri  baglayarak  hidroksil radikalinin  olusmasini

engellemektedir (Holden ve Nair, 2019).

Serbest demiri baglayarak Fenton reaksiyonunu ve bu reaksiyon sonucu
olusan hidroksil radikali olusumunu engellemekte rol oynamaktir (Carocci

ve ark., 2018).

4.7.0ksidatif Stres Biyobelirteci Olarak Kullanilan Parametreler

Lipid peroksidasyonu i¢in; MDA, LDL, ileri lipid oksidasyon iirlinleri, 4-

hidroksinonenal, okside LDL antikorlari, akrolein dl¢iimii yapilmaktadir (Czerska ve

ark., 2015).
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Protein oksidasyonu igin; tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS), ileri
oksidasyon protein tirlinleri, ileri glikasyon son {iriinleri (AGEs) 6l¢limii yapilmaktadir

(Czerska ve ark., 2015).

Karbonhidrat oksidasyonu igin; karbonil ve 3-nitrotirozin 6l¢limii yapilmaktadir

(Czerska ve ark., 2015).

Niikleik asit oksidasyonu icin; reaktif aldehitler, azaltilmis seker (askorbat, riboz vb.)

ve 8-OHdG o6l¢iimii yapilmaktadir (Czerska ve ark., 2015).

Antioksidanlar i¢in; GSH-PX, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-tansferaz, rediikte GSH,
SOD, katalaz aktivitesi 6l¢limii yapilmaktadir (Marrocco ve ark., 2017).

Vitamin antioksidanlar i¢in; Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E ve -karoten ol¢iimii

yapilmaktadir (Jansen ve Ruskovska, 2015).

4.8.Kolestaz

Safra asitleri, hepatositler i¢inde kolesterolden sentezlenen hem hidrofilik hem de
hidrofobik olan amfipatik molekiillerdir (Chiang, 2013). Bu bilesikler sentez sonrasi
safraya salgilanmakta ve sindirime katildiklar1 proksimal ince barsak liimenine
girmektedir (Dawson, 2011). Safra asitleri terminal ileumda yeniden emilmekte ve
portal damardan etkili bir sekilde hepatositelere geri taginmaktadir, bu da
enterohepatik dolagim olarak adlandirilan fizyolojik bir siireci olusturmaktadir (Malhi

ve ark., 2010).

Kolestaz, safra yollarmin tikanmasinin bir sonucudur (Woolbright ve ark., 2020).
Intrahepatik ve ekstrahepatik kolestaz olarak iki siifa ayrilmaktadir (Panqueva,
2014). Ekstrahepatik kolestaz, ortak safra kanalin1 veya porta hepatisin yakinindaki
ana safra kanallarini iceren mekanik tikanikliktan kaynaklanirken, intrahepatik
kolestaz ise hepatosit veya karaciger i¢indeki mikroskopik safra kanallarindaki bir
kusurdan kaynaklanmaktadir (Meyer ve Chiapella, 1985). Safra igeriginin birikmesi
sonucu karaciger ve kanda yiiksek seviylerde bilirubin ve safra tuzlarinin olusmasinin
yani sira diizensiz lipit metabolizmasina da sebep olmaktadir. Bu nedenle de hastalar
genellikle hiperbilirubineminin bir sonucu olarak sarilik géstermektedir (Chen ve ark.,
2018).
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Kolestazin olusum nedenleri Sekil 2°de 6zetlenerek gosterilmistir.
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Sekil 2. Kolestazin olusum nedenleri (Chen ve ark., 2018)

Karacigerde safra asitlerinin birikmesinin, kolestaz sirasinda karaciger hasarinin
onemli bir faktorii oldugu, bunun sonucunda da karaciger fibrozuna ve siroza yol
acabilecegi diistinlilmektedir (Jiingst ve ark., 2013). Sitotoksik inflamatuar molekdiller
kolestaz sirasinda birikmekte ve karaciger hasarini yayabilmektedir (Woolbright ve
ark., 2020). Ayrica kolestatik kosullarda hepatositler, hepatosit hasarini tetikleyen
toksik safra asidi konsantrasyonuna maruz kalmaktadir. Bu nedenle,
etiyopatogenezinden bagimsiz olarak herhangi bir kolestatik siire¢, safra asidi
toksisitesine bagli ikincil bir yaralanma siireci ile iliskili olabilmektedir (Malhi ve ark.,
2010).

4.9.Safra Kanah Baglama Yontemi

Safra kanal1 baglama (SKB), safra kanalinin ¢ift ligasyonuna dayanan safra fibrozu ve
kolestatik yaralanmayi indiikleyen en yaygin ve hizli olan cerrahi tabanli bir modeldir
(Aydin ve Akgali, 2018; Janel ve Noll, 2014; Lee ve ark., 2011). Bu model ilk defa
sicanlarda olusturulmus ve daha sonra farelere uygulanmistir (Yanguas ve ark., 2016).
Kemirgenlerde safra kanali baglama ydnteminin protokolii otuz yildan fazladir
kullanilmaktadir. Safra kanali baglama protokolii basittir, cerrahi prosediir nispeten
hizl bir sekilde uygulanabilmektedir. Hayvanlarin hayatta kalma oranlar1 ise % 95'ten
yiiksektir (Tag ve ark., 2015). Bu protokol bir midventral laparotomi ve duodenumun

iistiinde ortak safra kanalinin izolasyonunun ardindan safra kanalinin ¢ift ligasyonu ve
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ligatiirler arasinda diseksiyon gerektirir, bdylece bir obstriiktif kolestaz modeli
olusturulur (Mariotti ve ark., 2018, Sekil 3). Safra kanalinin tikanmasi, safra epitel
hiicreleri tarafindan biliyer basing, hafif inflamasyon ve sitokin sekresyonunda

artiglara neden olur ve boylece kolestaz olusturulmus olur (Yanguas ve ark., 2016).

Sekil 3. Safra kanali baglama yontemi (Yang ve ark., 2015)

Safra kanali baglama yontemi, etiyolojik ve patolojik olarak insan safra fibrozuna
benzeyen bir tiir karaciger fibrozuna neden olmaktadir (Zhong ve ark., 2003).
Hepatositlerin hasar gormesi stellat hiicrelerin aktiflesmesi ile sonug¢lanirken, matriks
tiretimi iizerinde de dogrudan uyarici etkiye sahip olabilir ve ayrica lipit peroksitlerin
tiretimine yol acabilir ki bu da antioksidan seviyesinde diislise neden olur (Gedik ve

ark., 2004; Serviddio ve ark., 2004).

Karaciger hasarini belirlemek i¢in kullanilan parametreler arasinda serum ALT, AST,

total bilirubin kullanilmaktadir (Lehmann-Werman ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢alismaya gore, safra kanali baglanan siganlarda karaciger hasar1 ve
oksidatif stres arasindaki iligkiye bakilmis ve sonug olarak lipit peroksidasyonun bir
tirtinii olan MDA’ nin karaciger dokusunda arttig1 gozlemlenmistir (Sadeghi ve ark.,
2019). Yapilan bir baska caligmada da karaciger hasar1 olusturulan safra kanali
baglanan siganlarin MDA seviyesi yliksek bulunmusken, ayn1 zamanda ALT ve total
bilirubin seviyeleri de oldukga yiiksek bulunmustur (Parola ve ark., 1996).
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4.10. Maydanoz

Diinyada yaklasik olarak 1 000 000 bitki tiiriiniin bulundugu diistintilmektedir. Tedavi
amaciyla kullanilan bitkilerin miktar1 ise giinden giine artis gostermektedir.
Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ niin yaptig1 arastirmada, diinya capinda
tibbi amaglar i¢in kullanilan yaklagik 21 000 bitki listelenmigtir. Tibbi amagh
kullanilan bu bitkilerin 150 tane tiirii ticari amagla yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerindeki ¢calismalar ve
ilgi artmistir. Kullanilan birgok geleneksel ilag; sifali bitkiler, mineraller ve organik
maddelerden elde edilmektedir (Baytop, 1999; Joseph ve Jini, 2011; Zohary ve Hopf,
2000).

Maydanoz (Petroselinum crispum), Apiaceae familyasina ait 6zel kokulu, parlak yesil,
tiysiiz, bienal bir bitkidir (Awe ve Banjoko, 2013; Baytop, 1999). Maydanoz
yemeklerde, salatalarda ve soslarda uzun yillardir yaygin olarak kullanilmasiyla
beraber ayni zamanda ilag, parfiim, sabun ve krem imalatinda da kullanilmaktadir

(Mahmood ve ark., 2014; Ozsoy-Sagan ve ark., 2006).

Maydanoz, ugucu yaglar (apiol, limonen ve 6jenol), flavonoidler (luteolin, apigenin,
glikozitler ve kuersetin), kumarin, flavonitler, askorbik asit, tokoferol, tanenler,
steroller, A ve K vitaminleri, potasyum, kalsiyum ve magnezyum gibi cesitli
antioksidanlar bakimindan zengindir; ayrica flavonoid, karotenoid ve askorbik asit
icerigi nedeniyle giicli bir antioksidan, antihepatotoksik, antimikrobiyal,
antikoagiilan, antinflamatuar ve antihiperlipidemik gibi tibbi 6zellikte gostermektedir
(Farzaei ve ark., 2013; Mahmood ve ark., 2014; Vora ve ark., 2009; Akinc1 ve ark.,
2017).

Maydanoz, hipertansiyon, hiperlipidemi, hepatotoksik, diyabet, kalp hastaligi, bobrek
hastaligi, egzama, burun kanamasi, bobrek taslari, agiz kokusu, anemi, hipertirisemi,
kabizlik, agr1, kellik, idrar yolu hastaliklari, kulak agrisi, obezite, sivi tutulmasi ve idrar
yolu enfeksiyonlar1 gibi rahatsizliklar {izerinde faydasi oldugu bilinmektedir.
Maydanozun sivi tutulmasini engellemekteki rolii ise bobrekteki sodyum/potasyum
adenozin trifosfataz (Na*/K*™-ATPaz) pompasini inhibe ederek diiirezi artirmak
boylece potasyum emilimini artirirken ayni zamanda sodyum ve su atilimina katki

saglamaktir (Awe ve Banjoko, 2013).
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Maydanoz (Petroselinum crispum) ile daha 6nce yapilmis in vivo ¢aligsmalarda bitkinin
metanol ekstresinin, siiperoksit anyon radikalini uzaklastirici bir etikisi oldugu
gorilmistiir (Uyar ve ark., 2013). Yapilan bagka bir ¢aligsma da ise streptozotosin etkisi
ile diyabet olusturulmus siganlarda maydanoz ekstraktinin karaciger dokusu iizerine
etkisi arastirllmig, maydanoz verilen grupta karaciger lipid peroksidasyonu
seviyesinde diisiis, GSH seviyelerinde ise artis meydana gelmistir (Ozsoy-Sacan ve
ark., 2006). Maydanoz ile yapilan baska calismalarda; hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerine (HepG2) karsi antikanser etkisi, diyabetli siganlar iizerinde yapilan
calismada ise hepatoprotektif etkisi gosterilmistir (Farshori ve ark., 2014; Bolkent ve
ark., 2004). Petroselinum crispum ekstresinden yapilan bir caligmada da P. crispum’un
antioksidan ozelliginin, DNA hasarina karsi koruma ve kanser hiicrelerinin

¢ogalmasini ve metastazini engelledigi kanitlanmistir (Tag ve ark., 2015).

Bu calismada, deney hayvanlarinda safra kanali ligasyonu modeli ile olusturulan
karaciger hasart maydanoz ekstresi kullanilarak, hasar tizerindeki potansiyel koruyucu

veya Onleyici etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.

29



5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Hayvanlar

Calismamizda deney hayvanlar ile ilgili tim prosediirler, NIH kilavuzuna (NIH
Yayinlart No. 8023, revize 1978) uygun olarak gergeklestirildi. Calismamizda 200-
300 gram agirliginda disi Norvecigus Spraque Dawley tiirii sigan (n= 24) kullanildu.
Calisma boyunca kullanilan si¢anlar poliakrilik malzeme (60x40x40 cm) ile yapilan
kafeslerde her kafeste 4 adet olacak sekilde barindirildi. Calismada kullanilmis olan
hayvanlar, 22 + 2 ° C sabit sicaklik % 50 + 5 nemli ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
ortamda tutulup, hayvanlarin standart pellet yemi ve suya serbest erigimine izin verildi.
Bu calisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun onay:

(13/01/2020, Karar No: 04.2020.mar, Ek 1) alinarak yapilmstir.

5.2. Maydanoz Ekstresinin Hazirlanmasi

Calismada kullandigimiz maydanoz ekstresini, Istanbul Universitesi Miihendislik

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalindan alinmistir.

Lokal marketten alinan maydanoz distile su ile yikandiktan sonra oda temperatiiriinde
golgede kurutulan 50 gr kurutulmus maydanoz yapragi 500 ml distile su ilave edilerek
30 dakika geri sogutucu altinda kaynatildi. A¢iga ¢ikan ekstrakt siiziildii. Siiziilen
maydanoz ekstratinin suyu liyofilizatérde ugurulup elde edilen toz halindeki

maydanoz ekstresi -20°C de saklandi.

5.3. Safra Kanah Baglama Yoéntemi

Anestezi sonrasi (ketamin 100mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg) orta hat kesisi ile karin
bolgesi acildi. Criado ve ark teknigine uygun olarak karaciger loblari ile duedonumun
arasindan yerlesmis olan safra kanali gozlendi ve ¢evre dokulardan temizlendi. Ortaya
cikarilan safra kanalina birincisi hepatik kanalin birlesiminin altinda ikincisi ise
pankreatik kanalin girisinin iizerine olacak sekilde tikanma olusturmak amaciyla iki

yerden 4,0 ipek ile diigiim atildi ve bu iki diigiim arasindaki baglantiya kesi islemi
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yapildi. Son olarak cilt ve cilt alti birbirinden bagimsiz olarak devamli siitiirle
kapatilip, cerrahi islem tamamlandi (Criado ve ark. 1997). Taklit operasyonlu
siganlarda ise, karinda bir kesi yapildi ve daha sonra herhangi bir tedavi olmaksizin

kapatildi.

5.4. Gruplar ve Deney Protokolii:
Calismamizda her grupta 8 sigan olacak sekilde randomize 3 grup olusturuldu.

GRUP 1: Kontrol Grubu: Bu gruptaki 8 sicana taklit operasyon gergeklestirilerek
sicanlara 28 giin boyunca sadece oral yoldan 0,5 ml serum fizyolojik (SF) uygulamasi

yapildu.

GRUP 2: Safra Kanali Bagli Grup (SKB): Bu gruptaki 8 si¢ana safra kanali baglama
islemi gerceklestirildi. Safra kanali baglanmis olan siganlara 28 giin boyunca oral

yoldan 0,5 ml serum fizyolojik (SF) uygulandi.

GRUP 3: Maydanoz tedavili SKB Grubu (SKB+ MYZ): Bu gruptaki 8 sicana safra
kanali baglama islemi gergeklestirildi. Safra kanali baglanmis olan siganlara 28 giin
boyunca oral yoldan % 0,9 luk serum fizyolojik (SF) iginde ¢6ziilmiis olan 2 g/kg (0,5
ml) maydanoz ekstresi uygulandi (Ozsoy-Sacan ve ark., 2006).

Dekapitasyon yirmi sekizinci giiniin sonunda gergeklestirildi. Dekapite olan si¢anlarin
kan ve karaciger doku Ornekleri alindi. Alinan kan 6rneklerinde ALT, AST, total
bilirubin ve direkt bilirubin tayinleri yapildi. Karaciger dokularindan alinan
orneklerden ise IL-1 B, GSH, MDA, kemiliiminesans (lusigenin, luminol), MPO, TGF-
B, Na*/K*-ATPaz, 8-OHdg, TNF- o, Caspase-3, katalaz, SOD ve hidroksiprolin tayin
edildi. Ayrica karaciger doku kesitleri 151k mikroskobu altinda histolojik incelemeler

yapildi.
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5.5. Serumda Yapilan incelemeler

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

Safra kanali baglama kaynakli karaciger hasarini degerlendirmek icin karaciger
enzimleri olan ALT, AST ve bilirubin 6l¢iildi (Limdi ve Hyde, 2003). Serum AST,
ALT, DB ve TB spektrofotometrik yontemlerle ticari kitler kullanilarak o6l¢iildii (BT
Laboratory, Shanghai).

5.6. Dokuda Yapilan incelemeler
5.6.1. Luminol ve lusigenin kemiliiminesans tayini:

Safra kanali baglama kaynakli karaciger hasarinda ROT roliinii degerlendirmek i¢in
radikal olusumunun gostergesi olan luminol ve lusigenin kemiliiminesanslar1 (KL)
olgiildi. Lusigenin (bis-N metilakridiniumnitrat) ve luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4
ftalazindion) Sigma'dan (St Louis, MO, ABD) elde edildi. Olgiimler, Junior LB 9509
luminometre (EG&G Berthold, Almanya) kullanilarak oda sicakliginda yapild:.
Ornekler PBSHEPES tamponu (20 mM HEPES, pH 7.2 igeren 0,5 M PBS) igeren
siselere konuldu. ROT, 0,2 mM'lik nihai bir konsantrasyon igin, giiclendiriciler,
lusigenin (O2*radikali i¢in segici) ve luminol (OH®, H20,, HOCI radikalleri i¢in
secici) ilave edildikten sonra nicellestirildi (Sener G., 2005). Sayimlar 1 dakikalik
araliklarla elde edildi ve sonuglar 5 dakikalik bir sayim periyodu i¢in egri altindaki

alan (EAA) olarak verildi. Sayimlar 1slak doku agirligi (rlu / mg doku) i¢in diizeltildi.

5.6.2. Siiperoksit dismutaz tayini:

Endojen antioksidan aktivisini belirlemek i¢in SOD 6l¢iildii (Petridou ve ark., 2019).
Dokular %0,9 NaCl ile homojenize edilerek, 1500xg 4°C de 10 dakika santrifiij edildi.
Ust faz toplandi ve Orneklerde Superoxide Dismutase (SOD) diizeyleri ELISA
yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat Superoxide Dismutase (SOD) Elisa Kit, Catalogue
NO: KTE62765, China) kullanilarak iretici firmanin prosediiriine uygun olarak
yapildi.
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5.6.3. Katalaz tayini:

Antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in KAT o6lg¢iildii (Bakala ve ark., 2012). Dokular
%0,9 NaCl ile homojenize edilerek, 1500xg 4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz
topland1 ve 6rneklerde Katalaz diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat
Catalase Elisa Kit, Catalogue NO: KTE100847, China) kullanilarak iiretici firmanin

prosediiriine uygun olarak yapildi.

5.6.4. Glutatyon tayini:

Glutatyon, hiicre iginde yaygin olan bir antioksidandir ve dokulardaki antioksidan
aktivitesini belirlemek i¢in 6lgiildii (Desideri ve ark., 2019). Dokuladan buz i¢inde 150
mM KCI c¢ozeltisi ile % 10’luk homojenat hazirlandi. GSH, Ellman reaktifi

kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Beutler 1975).

5.6.5. Malondialdehit tayini:

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA o6lgiildii (Alaca ve ark., 2017).
Glutatyon i¢in Tka Werk homojenizatoriinde buz tizerinde 150 mM KCl ¢ozeltisi ile %
10’luk hazirlanan homojenat kullanildi. MDA tayini i¢in Buege yontemi (Buege ve
Aust 1978) kullanilarak belirlendi.

5.6.6. Sodyum/potasyum adenozin trifosfataz tayini:

Membranda sodyum ve potasyum dengesini saglayan Na*/K*-ATPaz enzimi dokudaki
membran hasarini belirlemek i¢in 6lgtildi (Zhu ve ark., 2014). Dokular % 0,9 NaCl
ile homojenize edilerek, 1500xg 4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz topland1 ve
orneklerde Na*/K*-ATPaz diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat
Na'/K*-ATPase Elisa Kit, Catalogue NO: KTE101085, China) kullanilarak firetici

firmanin prosediiriine uygun olarak yapildi.

33



5.6.7. 8-hidroksi-2 '-Deoksiguanozin tayini:

Oksidatif DNA hasar1 gostergesi olarak 8-OHdG diizeyleri ticari kit yardimiyla tespit
edildi (Arabaci Tamer S., 2018). Orneklerden 6nce DNA izolasyonu yapildi
(Invitrogen K182001) ve DNA &rneklerinde kit yardimiyla 8-OHdG diizeyleri (Cell
Biolabs STA-325) belirlendi.

5.6.8. Tiimor nekroz faktorii-alfa tayini:

Inflamasyonda rol oynayan pro-inflamatuar sitokinin olan TNF-a doku hasarmin
gostergesi olarak Olgilildii (Cayakar, 2018). Dokular %0,9 NaCl ile homojenize
edilerek, 1500xg 4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz topland1 ve érneklerde TNF-
a diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat Tumor Necrosis Factor o (TNF-
a) Elisa Kit, Catalogue NO: KET9007, China) kullanilarak iiretici firmanin

prosediiriine uygun olarak yapildi.

5.6.9. Interlokin- 1beta tayini:

Interlokin-1beta kronik karaciger hastaliginda inflamasyonda anahtar rol oynayan pro-
inflamatuar bir sitokindir (Meier ve ark., 2019). Dokular %0,9 NaCl ile homojenize
edilerek, 1500xg 4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz toplandi ve &rneklerde
interlokin-1p diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat Interleukin 1p Elisa
Kit, Catalogue NO: KET9001, China) kullanilarak iiretici firmanin prosediiriine uygun
olarak yapildi.

5.6.10. Miyeloperoksidaz aktivitesi tayini:

Notrofiller ve makrofajlarin fagositik etkisinde rol oynayan aktif bir enzim olan MPO
doku hasarinin gostergesi olarak olctildii (Alaca ve ark., 2017; Bekheet ve ark., 2009).
Karaciger dokusu 50 mM K>2HPO4 (pH: 6) ile homojenize edilen % 10’luk homojenat
kullanild1. Dokuya ait MPO aktivite tayini Hillegas (Hillegas ve ark.1990) yontemine

uygun olarak belirlendi.
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5.6.11. Kaspaz-3 tayini:

Hiicre apoptozu sirasinda gorev alan Kaspaz-3 enzimi, apoptozun belirleyicisi olarak
ol¢iildii (Zhang ve ark., 2018). Dokular %0,9 NaCl ile homojenize edilerek, 1500xg
4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz topland: ve 6rneklerde kaspaz-3 diizeyleri
ELISA yontemiyle ticari kit (Abbkine Rat Caspase-3 Elisa Kit, Catalogue NO:
KTE100992, China) kullanilarak iiretici firmanin prosediiriine uygun olarak yapildi.

5.6.12. Transforme edici biiyiime faktorii beta 1 tayini:

Fibrogenezde anahtar rol oynayan TGF-f fibrozun gostergesi olarak 6l¢iildii (Iwasaki
ve ark., 2019). Dokular %0,9 NaClI ile homojenize edilerek, 1500xg 4 °C de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust faz toplandi ve drneklerde TGF-B diizeyleri ELISA yontemiyle
ticari kit (Bioassay Technology Laboratory, Rat Transforming Growth Factor Beta
(TGF-p) Elisa Kit, Catalogue NO: E0778Ra, Shangai) kullanilarak tiretici firmanin

prosediiriine uygun olarak yapildi.

5.6.13. Hidroksiprolin tayini:

Hidroksiprolin kollajen miktarinin belirteci olarak olgiildii (Istk ve ark., 1995).
Dokular KCL tamponu ile homojenlestirildi ve 1500xg 4°C'de 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant, ticari bir kit (BT Laboratuvari) kullanilarak hidroksiprolin analizi
i¢in kullanildi. Toplam 40 mL'lik iist faz, Elisa plakasinda 10 mL'lik antikorlar ve 50
mL'lik streptavidin-HRP ile karistirildi. Daha sonra plaka 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra plaka tamponla yikandi. Her oyuga 50 mL kromojen substrat
ilave edildi ve oda sicakliginda 30 dakika daha inkiibe edildikten sonra absorbans,

Elisa okuyucu kullanilarak 450 nm'de 6l¢iildii (Sen ve ark., 2016).

5.6.14. Histolojik incelemeler

Isik mikroskobu: Karacigerden alinan numuneler % 10’luk formaldehit ile
sabitlenerek mikroskop incelemelerinde kullanildi, dereceli olarak alkol

konsantrasyonu artirildi. Toluen ile temizlendi ve parafine gomiildii. Doku kesitleri (5
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um) genel morfoloji incelemeleri i¢in hematoksilin ve eozin (H&E) ile ve fibrozun
belirlenmesi i¢in de Gomori'nin tek basamakli trikromu ile boyandi. Ardindan bir
fotomikroskop (Olympus BX51)’un dijital kameras1 (Olympus, Tokyo, Japonya) ile
incelendi ve fotograflandi. Deney gruplarinin her birinde, histopatolojik incelemeler

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

5.7.Maydanoz Antioksidan Aktivite Tayini

5.7.1. 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal giderme

aktivite tayini

2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) deneyi, antioksidanlarin
dayanikli bir katyon radikali olan ABTS radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi
esasina dayanir. Maydanoz ekstresinin ve standartlarin ABTS radikal giderme

aktiviteleri Arnao ve ark.’larmin 2001 yilinda kullandiklar1 metoda gore tayin edildi.

74 mM ABTS ve 2,6 mM K2S208 c¢ozeltilerinden esit hacimde (1'er mL)
karigtirildiktan sonra 12-16 saat oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Bu siire
sonunda ABTS radikal katyonu elde edilmis oldu. Bu karisimdan 1 mL alind1. Uzerine
60 mL metanol ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan ABTS radikal katyonu ¢dzeltisinin
734 nm’de spektrofotometrede metanole karst absorbansi 0,7 + 0,02 olmalidir. Her
deney icin bu ¢dzelti taze olarak hazirlandi. Hazirlanan metanollii ABTS ¢ozeltisinden
2,85 mL alind1. Uzerine 150 pL maydanoz ekstresi ya da standart konuldu. 2 saat oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede 734 nm’de absorbans degeri
okundu. Standart olarak Troloks, butillenmis hidroksi toluen (BHT), askorbik asit,
kontrol olarak da ekstre yerine metanol iceren reaksiyon karisimi kullanildi. Ornek ve

standartlarin ABTS radikal giderme aktivitesi (%) asagidaki formiile gore hesaplandi.
ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = [(A0 — A1) / AO] x 100

A0 = Kontrol absorbans degeri

A1 = Ornek veya standardin absorbans degeri

Antioksidan aktivite, baslangictaki derisiminin % 50 azalmasi i¢in harcanan

antioksidan miktarini ifade eden IC50 (etkin derisim) degeri ile verilir.
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5.7.2. N, N-dimetil-1, 4-fenilendiamin radikal giderme yontemi

N,N-dimetil-1,4-fenilendiamin (DMPD) radikal giderme aktivitesi Fogliano ve
ark.’nin 1999 yilinda gelistirdikleri yonteme gore tayin edildi. Bu yontemin esasi,
asidik pH ve uygun bir oksidan ¢6zelti varliginda DMPD’in kararli ve renkli bir radikal
katyonu (DMPD+") olusturmasina dayanir. Olusan bu radikal katyonu ise 505 nm
dalga boyunda maksimum absorbans degerine sahiptir. Antioksidan madde, DMPD
radikal katyonununa bir H atomu transfer ederek bu rengi giderir ve ¢6zeltide bir
renksizlesme meydana gelir. Rengin acilmasi antioksidan konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Bu reaksiyon hizla gerceklesir ve stabildir, antioksidatif etkinligin bir

gostergesidir.

209 mg DMPD, 10 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 0,1 M
Na-asetat tamponu (pH: 5,30) ile 100 mL’ye tamamlandi. Deiyonize su ile hazirlanmis
0,05 M FeCl3 ¢ozeltisinden 0,2 mL ilave edilmesiyle renkli DMPD radikal katyonu
elde edildi. Bu karigim stabilitesini en fazla 12 saate kadar korudugundan taze olarak
hazirlandi. Karisimin 1 mL’si 0,5 mL maydanoz ekstresi ya da standartla karigtirildi
ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca bekletildi. Kontrol tiiptinde 6rnek yerine destile
su kullanildi. Bu siirenin sonunda tiiplerin absorbans degerleri 505 nm’de okundu.
Standart olarak Troloks ve askorbik asit kullanildi. DMPD radikal giderme aktivitesi

(%) asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:
DMPD radikal giderme aktivitesi (%) = [(Ao — A1) / Ag] X 100
Ao = Kontrol absorbans degeri

A; = Ornek veya standardin absorbans degeri

5.7.3. Bakar (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Bakir (I) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) yontemi, Cu?*
rediiksiyon kapasitesine dayal1 bir toplam antioksidan kapasite 6l¢iim yontemidir. Bu
yontem elektron transferine dayanan ve prooksidan kullanilmayan spektrofotometrik
bir yontemdir. Bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin-Nc)’in Cu(II)
ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), ortama antioksidan

¢oOzeltisi ilave edilmesi sonucunda 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-
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neokuproin (Cu(l)-Nc) kelat kompleksine indirgenme yeteneginden yararlanarak
antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir (Apak ve dig., 2004, 2006).

Giinliik olarak 10 mM Cu (II) kloriir (CuCly) ¢6zeltisi 1 M amonyum asetat tampon
¢ozeltisi (pH: 7,0) hazirlandi. Mutlak etanol kullanilarak 7,5 mM Nc ¢ozeltisi giinliik
olarak hazirlandi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan maydanoz ekstresi ve standart
bilesiklerden 0,25 mL alindi. Uzerine 0,25 mL CuCl; ¢dzeltisi, 0,25 mL neokuproin
¢ozeltisi ve 0,25 mL amonyum asetat tamponu konuldu. Daha sonra tiiplere toplam
hacim 2 mL olacak sekilde 1 mL destile su eklendi ve iyice karistirildi. Tiipler oda
sicakliginda agzi1 kapali olarak 30 dakika bekletildikten sonra, 450 nm’deki absorbans
degerleri reaktif koriine karst okundu. Reaksiyon karisiminin artan absorbansi artan
indirgeme yetenegini gdsterir. Maydanoz ekstresinin ve standartlarim Cu?*-Cu*
indirgeyici gilic egrileri, konsantrasyon ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen

absorbans degerleri arasinda ¢izildi. Standart olarak BHT ve askorbik asid kullanildz.

5.8. istatistik Yontemi

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak yapildi. Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Veri

gruplar1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapild1 ve p<0,05 degerleri anlaml
kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Serumda Yapilan Karaciger Fonksiyonlarina Ait Sonuclar

Safra kanal1 bagl olan grubun ALT, AST, direkt bilirubin ve total bilirubin diizeyleri
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli (p<0,001) olarak yiikselirkenmaydanoz
ile tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,05-0,001) olarak azalmstir
ancak kontrol grubuna gore diizeyler anlamli (p<0,001) olarak yiiksek bulunmugtur

(Tablo 8, Sekil 4).

Tablo 8. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki serum aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), direk
bilirubin ve total bilirubin seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ
AST (UL) 148,0 + 15,1 408.0 + 60,7 *** 286,1 + 26,7 ***
ALT (UIL) 45,1+6,5 128,64 11,8 *** 82,5 & 14,57 *xx. +++
Direk
Bilirubin 0,16 + 0,03 5,0 + 0’63*** 3’9 + 0’47 Fdk,
(mg/dl)
Total
Bilirubin 0,48 = 0,09 5,13 £0,64 *** 4,39 +0,63 *** *
(mg/dl)

***p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, ** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 4. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MY Z) gruplarindaki 6rneklerine ait (Sekil 4a) aspartat aminotransferaz (AST), (Sekil 4b) alanin
aminotransferaz (ALT), (Sekil 4¢) direk bilirubin ve (Sekil 4d) total bilirubin seviyeleri

***n<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, *** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.

40



6.2. Kemiliiminesans Sonuglari

Safra kanal1 bagli olan grubun luminol ve lusigenin KL diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli (p<0,001) olarak yiikseldigi goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanoz ile tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise bu diizeyler anlamli (p<0,05-
0,001) olarak azalmigtir ancak kontrol grubuna gore bu diizeyler hala anlamli (p<0,05)
olarak ytiksekti (Tablo 9, Sekil 5).

Tablo 9. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki luminol ve lusigenin KL seviyeleri (Grup basina n:8)

K SKB SKB + MYZ
Luminol KL

10,6 +2,64 28,6 + 4,65 *** 15+£4,17 %+
(RLU/mg)
Lusigenin

11,3+2,61 22.8 + 6,05 *** 16,5+ 4,25 **
(RLU/mg )

***p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, ** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 5. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama

(SKB + MY 2Z) gruplarindaki (Sekil 5a) luminol ve (Sekil 5b) lusigenin KL seviyeleri
***p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, *** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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6.3. Siiperoksit Dismutaz Sonuglari

Safra kanali bagl olan grup, kontrol grubu ile kargilagtirlldiginda SOD diizeylerinde
anlaml1 (p<0,001) bir azalma goriilmiistiir. Buna karsilik maydanoz ile tedavi edilen
SKB + MYZ grubunda ise anlamli1 (p<0,01) bir artig olmustur, ancak kontrol grubuna
gore diizeyler hala diisiiktii (p<0,05) (Tablo 10, Sekil 6).

Tablo 10. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki SOD seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

SOD (U/mg

. 14,8 +£2,40 9,3+ 1,42 *** 12,2 + 1,99 ***
protein)

***p<0,001, * p<0,05 kontrol grubuna gore, ** p< 0,01 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 6. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarmdaki siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri

* p<0,05, *** p<0,001 kontrol grubuna gore, ** p< 0,01 SKB grubuna gére karsilagtirmalar.
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6.4. Katalaz Sonuglar:

Safra kanali bagl olan grup, kontrol grubu ile karsilastirnnldiginda KAT diizeyinde
anlamli (p<0,01) bir azalma goriilmiistiir. Buna karsilik maydanozla tedavi edilen SKB

+ MYZ grubunda ise anlamli (p<0,05) bir artig bulunmustur ve bu diizeyler kontrol

grubuna yakin degerlerdir (Tablo 11, Sekil 7).

Tablo 11. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MY2Z) gruplarindaki KAT seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

KAT (U/mg

protein)

7,8+2,01 4,5+0,96 ** 7,3+0,98

**p<0,01 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 7. Kontrol (K), Safra kanali baglama (SKB), Maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki katalaz (KAT) seviyeleri

**p< 0,01 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.5. Glutatyon Sonuglar:

Safra kanali bagli olan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeyinde
anlamli (p<0,001) bir azalma gorilmiistiir. Buna karsilik maydanozla tedavi edilen
SKB + MYZ grubunda GSH diizeylerinde anlaml1 (p<0,001) bir artis goriilmiis ve bu
degerler kontrol yakin oranda artmistir (Tablo 12, Sekil 8).

Tablo 12. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki GSH seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

GSH (pgr/mg

) 3,4+0,61 1,8 £0,38 *** 3,02 £0,41 **+*
protein)

+++

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, *** p<0,001 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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Sekil 8. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarmdaki glutatyon (GSH) seviyeleri

+++

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, *** p<0,001 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.6. Malondialdehit Sonuglar:

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda MDA diizeyinde
anlaml (p<0,001) bir yiikselme goriilmustiir. Buna karsilik maydanozla tedavi edilen
SKB + MYZ grubunda ise MDA diizeyleri anlamli (p<0,001) olarak azalmistir, ancak
kontrol grubuna gore diizey hala diisiiktii (Tablo 13, Sekil 9).

Tablo 13. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki MDA seviyeleri (Grup bagina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

MDA  (nmol/mg
19,1 £4,79 33,3 £4,37 *** 20,4 +4,90 ™

protein)

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, ** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 9. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki malondialdehit (MDA) seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, *** p<0,001 SKB grubuna gére karsilagtirmalar.

46



6.7. Sodyum/Potasyum Adenozin Trifosfataz Aktivitesi Sonugclari

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda Na*/K*-ATPaz
diizeyinde karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir diisme gorilmiistiir. Buna
karsilik maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,05) bir
yiikkselme goriilmiistiir, ancak kontrol grubuna goére diizey hala diistiktii (Tablo 14,

Sekil 10).

Tablo 14. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki Na*/K* ATPaz seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

Na* / K™ATPaz
aktivitesi 55,6 + 9,37 28,1 £ 7,76 *** 442 +12,69

(umol/mg/protein)

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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Sekil 10. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarmdaki Na* / K*-ATPaz aktivite seviyeleri

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.8. 8-hidroksi-2'-Deoksiguanozin Aktivitesi Sonuglar:

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilagtirildiginda 8-OHdG diizeyinde
karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,01) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,01) bir azalma
goriilmiistiir (Tablo 15, Sekil 11).

Tablo 15. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki 8-OHdg seviyeleri (Grup bagina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

8-OHdG (ng/mg

7,1+ 1,48 11,6 + 3,21 *** 8,1 £2,20"
DNA)

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, ** p<0,01 SKB grubuna goére karsilagtirmalar.
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Sekil 11. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki 8-hidroksi-2 -deoksiguanozin (8-OHdG) aktivite seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, ™ p< 0,01 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.9. Tiimor Nekroz Faktorii-Alfa Aktivitesi Sonuclari

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda TNF- a diizeyinde
karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,05) bir azalma
goriilmiistiir (Tablo 16, Sekil 12).

Tablo 16. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki TNF-a seviyeleri (Grup bagma n: 8)

K SKB SKB + MYZ

TNF-o (pg/ml) 431+1,32 7,3 + 1,85 % 52+1,38%

*k*k

p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, SKB grubuna gore karsilastirmalar.

3 SF ile tedavi
= MYZ ile tedavi

10

©
|

(=2
|

TNF-a (pg/ml)
i

N
|

K SKB

Sekil 12. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF- o) aktivite seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05, SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.10. Interlokin- 1beta Aktivitesi Sonuclar

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilagtirildiginda IL-1f diizeyinde
karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p< 0,01) bir azalma

goriilmiistiir, ancak kontrol diizeyine gore hala yiiksekti (Tablo 17, Sekil 13).

Tablo 17. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki IL-1 B seviyeleri (Grup basina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

IL-1 B (pg/ml) 22,7+591 35,9+ 5,93 *** 251+692*

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, ** p< 0,01 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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Sekil 13. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarmndaki interlokin- 1beta (IL-1p) aktivite seviyeleri

*** p<0,001 kontrol grubuna gére, ** p< 0,01 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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6.11. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Sonug¢lari

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilagtirildiginda MPO diizeyinde
karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,001) bir azalma

goriilmiistiir (Tablo 18, Sekil 14).

Tablo 18. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MY2Z) gruplarindaki miyeloperoksidaz seviyeleri (Grup bagsina n: 8)

K SKB SKB + MYZ

MPO (U/mg

protein)

5,15+ 1,21 11,5 4 2,40 *** 6,8+ 1,62

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, ** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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Sekil 14. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarmdaki miyeloperoksidaz (MPO) aktivite seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gére, *** p<0,001 SKB grubuna gore karsilagtirmalar.
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6.12. Kaspaz-3 Aktivitesi Sonug¢lari

Safra kanali bagl olan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda Kaspaz-3 aktivitesi
diizeyinde karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir.
Buna karsilik maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubunda ise anlamli (p<0,05)
bir azalma goriilmiistiir, ancak kontrol grubuna goére diizey hala yiiksekti (Tablo 19,
Sekil 15).

Tablo 19. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki TGF-p seviyeleri (Grup bagma n: 8)

K SKB SKB + MYZ

Kaspaz-3 aktivitesi
(nmol pNA/mg 13,3 +£3,11 21,0 £ 3,65 *** 15,9 +4,64*
protein)

*** p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.

1 SF ile tedavi
1 MYZ ile tedavi

w
o
|

N
o
|

Kaspaz-3 aktivitesi
(nmol pNA/mg protein)
2

o

K SKB

Sekil 15. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki kaspaz-3 aktivite seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.

52



6.13.Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta 1 Aktivitesi Sonuclar:

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda TGF-$ diizeyinde
karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik
maydanozla tedavi edilen SKB + MYZ grubu ise anlamli (p<0,05) bir azalma
goriilmiistiir, ancak kontrol grubunun diizeyine gore hala yiiksekti (Tablo 20, Sekil
16).

Tablo 20. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki TGF-p seviyeleri (Grup bagma n: 8)

K SKB SKB + MYZ

TGF-p (ng/mg

) 29,8 +£6,28 51,2 + 7,69 *** 393+11,37*
protein)

***k

p<0,001 kontrol grubuna goére, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.

1 SF ile tedavi
£ MYZ ile tedavi

80

£

3

o 60

| .

o

(=]

£ 40-

2

- 20

L

0]

P o

0 l B
K SKB

Sekil 16. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki doniistiiriicii biiyiime faktorii beta 1 (TGF-p) seviyeleri

*** n<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gore karsilastirmalar.
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6.14. Hidroksiprolin Sonuglari

Safra kanali bagli olan grup ile kontrol karsilastirildiginda hidroksiprolin diizeyinde

karaciger fibrozuna bagli anlamli (p<0,001) bir yiikselme goriilmiistiir. Buna karsilik

maydanozla tedavi edilen SKB (SKB + MYZ) grubu ise anlamli (p<0,05) bir azalma

goriilmiistiir, ancak kontro grubunun diizeyine gore hala anlamli olarak (p<0,05)

yiiksekti (Tablo 21, Sekil 17).

Tablo 21. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama
(SKB + MYZ) gruplarindaki hidroksiprolin seviyeleri (Grup bagsina n: 8)

K

SKB SKB + MYZ

Hidroksiprolin

30,7+ 7,24

(ng/mg protein)

58,2 + 14,05 *** 454+9,18 **

* p<0,05, *** p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna goére karsilastirmalar.

= SF ile tedavi

= MYZ ile tedavi

(=]
o
|

(=2]
o
|

Hidroksiprolin (ng/mg P)
N IS
T

o

kK

K

SKB

Sekil 17. Kontrol (K), safra kanali baglama (SKB), maydanoz ile tedavi edilen safra kanali baglama

(SKB + MYZ) gruplarindaki hidroksiprolin seviyeleri

* p<0,05, *** p<0,001 kontrol grubuna gore, * p<0,05 SKB grubuna gére karsilagtirmalar.
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6.15. Karaciger Dokusuna Ait Histolojik Sonuclar

Isik mikroskobu degerlendirilmelerinde, kontrol grubunda (Sekil 18 A, B) bozulmamis
hepatositler, sinlizoidler ve portal yol ile karaciger parankiminde diizenli bir morfoloji
gorilmiistlir. Safra kanali bagli grupta ise diizensiz hepatik kordonlar, dejenere
hepatositlerde ciddi artig, safra kanali proliferasyonu ve portal yolda inflamatuar hiicre
girisi gozlemlenmistir. Fibroz, asinuslar etrafinda hassas bantlar seklinde belirgin
olarak tayin edildi (Sekil 18 C, D). Buna karsilik safra kanali bagli ve maydanoz ile
tedavisi grubunda (SKB + MY Z), hepatik kordonlarda hafif diizensizlik ile dejenere
hepatositlerin sayisinda azalmaya, safra kanali proliferasyonunda azalmaya, asinuslar
cevresinde orta derecede fibrozis olusumuna ve portal yol i¢inde hafif inflamatuar

hiicre girisine neden olmustur (Sekil 18 E, F).
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Sekil 18. Deney gruplarmm temsili 151k mikrograflari

Kontrol grubunda (A, B) hepatositler, siniizoidler ve portal yollar ile normal karaciger parankimi
goriilmektedir. SKB grubunda (C, D) hepatik kordlarda diizensizlik, dejenere hepatosit sayisinda artig
(ok), asini gevresinde hassas bantlar seklinde fibroz ve portal yol i¢inde safra kanali proliferasyonu (*),
parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok basi) goriildii. Safra kanali baglanarak maydanozla
tedavi edilen (SKB + MYZ) grubun (E, F) hepatik kordlarda hafif diizensizlik, dejenere hepatositlerde
azalma (ok), asini gevresinde orta derecede fibroz ve safra kanali proliferasyonunda azalma (*)
goriilmektedir.

A, C, E: H&E boyama; B, D, F: Gomori'nin tek adimli trikrom boyama.
Orijinal biyiitmeler: x200, ekler: x400
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6.16. 2,2"-Azino-bis  (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) Radikal Giderme
Aktivite Son¢lar:

Ekstre ve standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri Tablo 22 de verilmistir.
Ekstre ve standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri konsantrasyon artist ile
artmaktadir. Diisiik ICso degeri yliksek ABTS aktivitesini gostermektedir. Ekstre ve
standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri askorbik asit> BHT> Troloks>

maydanoz ekstresi seklinde azalmaktadir (Tablo 22).

Tablo 22. Maydanoz ekstresi ve standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri

Ekstre ve standartlar | Konsantrasyon ABTS Radikal | I1Cso
(mg/mL) Giderme Aktivitesi (mg/mL)"
(%)
1 70,01 £ 0,53
0,5 31,71 £0,35
Maydanoz ekstresi 0,1 11,06 + 0,46 0,72 + 0,01
0,05 4,23 +£0,46
0,01 1,63 +0,23
0.1 97,43 +£ 0,45
0,05 73,55 +2,98
Troloks 0,025 36,73 £ 0,34 0,044 + 0,001
0,01 8,08 + 0,26
0,005 2,76 £ 0,6
0.25 98,53 + 0,26
0,1 88,34 + 3,62
BHT 0,05 68,78 £ 3,70 0,043 + 0,003
0,025 47,11 +3,27
0,01 10,74 £ 1,03
0,1 98,54 + 0,20
0,05 76,83 + 1,05
Askorbik Asit 0,025 46,18 + 6,78 0,039 + 0,001
0,01 16,50 +2,13
0,005 5,12+0,13
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6.17.N, N-dimetil-1, 4-fenilendiamin Radikal Giderme Yontemi Sonuclar:

Ekstre ve standartlarin DMPD radikal giderme aktiviteleri Tablo 23 de verilmistir.
Ekstre ve standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri konsantrasyon artisi ile
artmaktadir. Diisiik ICso degeri yiiksek ABTS aktivitesini gostermektedir. Ekstre ve
standartlarin DMPD radikal giderme aktiviteleri askorbik asit> Troloks> maydanoz
ekstresi seklinde azalmaktadir (Tablo 23).

Tablo 23. Maydanoz ekstresi ve standartlarin DMPD radikal giderme aktiviteleri

Ekstre ve | Konsantrasyon DMPD radikal | ICso
standartlar (mg/mL) giderme (mg/mL)”
aktivitesi
(%)
1 68,00 £ 0,77
0,5 52,43 + 0,66
Maydanoz ekstresi | 0,1 13,11+ 0,57 0,64 +0,01
0,05 9,85+0,41
0,01 2,66+0,41
0,5 43,67 + 1,46
0,25 37,08 £ 0,80
Troloks 0,1 29,20 £ 0,73 0,056 + 0,02
0,05 20,28 + 0,48
0,025 16,80 £ 1,11
0,1 99,73+ 0,09
0,05 88,58 = 0,28
Askorbik Asit 0,025 54,91 +0,82 0,024 £ 0,001
0,01 51,44 £0,24
0,005 6,69 + 0,99
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6.18. Bakar (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi Sonuclar

Standartlarin  absorbans degerlerinin ekstreden daha yiiksek degerde oldugu
bulunmustur (Tablo 24). Ekstre ve standartlarin bakir iyonlarini indirgeme giicti

askorbik asit> BHT> maydanoz ekstresi seklinde azalmaktadir (Tablo 24).

Tablo 24. Maydanoz ekstresi ve standartlarin bakir (IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteleri

Ekstre ve | Konsantrasyon Absorbans”
standartlar (mg/mL)
1 0,297 £0,014
0,5 0,125 + 0,001
Maydanoz ekstresi 0,1 0,034 + 0,001
0,05 0,023 £ 0,001
0,01 0,015+ 0,001
1 0,376 + 0,025
0,5 0,220 + 0,005
BHT 0,25 0,130 + 0,002
0,1 0,097 + 0,002
0,05 0,075 + 0,003
0,25 1,273 +£ 0,025
0,1 0,479 + 0,004
Askorbik Asit 0,05 0,320 + 0,007
0,025 0,117 £ 0,002
0,01 0,088 + 0,002
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7. TARTISMA ve SONUC

Karaciger fibrozu, karaciger hasarini takiben ekstraselliiler matriksin (ESM) birikimi
ile karakterize geri doniisiimlii bir yara iyilestirici yanittir (Hernandez-Gea ve
Friedman, 2011). Ancak tedavi edilmedigi durumda yasami tehtid eden siroza yol
acmaktadir (Zhangdi ve ark., 2019). Safra kanali baglama yontemi ise, insanlarda
etyolojik ve patojenik olarak safra fibrozuna benzeyen bir tiir karaciger fibrozuna
neden olmaktadir (Sener ve ark., 2005). Karaciger fibrozunu engellemek, durdurmak
ve geri ¢cevirmek i¢in bircok deneysel ¢alisma yapilmis olsa da heniiz klinik kullanim
icin etkili bir tedavi bulunmamaktadir (Tahan ve ark., 2007). Literatiirde anti-
fibrojenik ajanlarin kullanildig1 ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayni zamanda geleneksel
tipta kimyasal anti-fibrotik ilaglar yerine daha az toksik riske neden oldugu i¢in dogal
triinler de kullanilmaktadir. Ancak anti-fibrotik hem ilaglar hem de geleneksel
ilaglarla terapotik girisimler hala deneysel asamadadir (Gedik ve ark., 2005). Biz de
yaptigimiz calismada, safra kanali ligasyonu ile karaciger hasar1 olusturulan sigcanlarda
Maydanoz (Petroselinum crispum) ekstresinin karaciger hasari iizerindeki olasi

koruyucu ve onleyici etkilerini incelemeyi amagladik.

Alanin aminotransferaz ve AST, karacigerde glukoneogenezde yer alan
aminotransferazlardir. Aspartat aminotransferaz, hepatositlerin hem sitosol hem de
mitokondrilerinde bulunurken, ALT sadece sitozolde bulunmaktadir. Bu enzimler
hepatositik hasarda kan i¢ine sizmaktadirlar. Alanin aminotransferaz ve AST ilaglar,
toksinler (alkol dahil), viriisler, iskemi, otoimmiin karaciger hasar1 gibi metabolik
nedenlerden dolayr karaciger parankimini etkileyen ¢esitli  kosullarda
artabilmektedirler (Agrawal ve ark., 2016). Kolestik karaciger hastaliginin 6nemli
gostergesi olan bilirubin, hemoglobinin son yikim iirliniidiir ve serumda %30 direkt,
%70 indirekt yapida bulunmaktadir. Safra yolu tikanikliginda direkt bilirubin diizeyi
artar (Ozdemir, 2009). Balon ¢igeginin karaciger hasan iizerine olasi etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada safra kanali baglama yapilan hayvanlarin ALT, AST ve
bilirubin seviyelerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikseldigini
gbzlemlenmistir (Lim ve ark., 2013). Safra kanali baglama yontemi ile karaciger hasari

olusturulan baska bir calismada da SKB grubunun ALT, AST ve bilirubin seviyeleri,
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kontrol grubuna gore yliksek oldugu saptanmistir (Sener ve ark., 2006). Ayni zamanda
Yada ve ark.’lariin yaptiklar1 ¢aligmada da ayn1 sekilde SKB grubunun ALT, AST ve
bilirubin seviyeleri, kontrol grubunun seviyelerine gore yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Yada ve ark., 2016). Maydanoz ekstresinin diyabetik siganlarin karaciger {izerine
etkileri ile ilgili yapilan bir ¢calismada maydanoz ile tedavi yapilan grubun ALT
Seviyesinin, hasta olan gruba gore diistiigli goriilmiistiir (Bolkent ve ark., 2004). Baska
bir ¢alismada da maydanoz ile tedavi edilen grubun ALT ve AST seviyeleri, model
gruba gore diislis gosterdigi goriilmiistiir (Nair ve ark., 2015). Yapilan bagka bir
caligmada ise maydanoz ekstresi verilen siganlarda bilirubin seviyesine bakilmis ve
model grubakiyasla maydanoz ekstresi verilen siganlarin bilirubin seviyesinde diisiis
gbzlemlenmistir (Al-Howiriny ve ark., 2003). Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer
sekilde SKB grubunun ALT, AST ve bilirubin seviyeleri, kontrol grubunun
seviyelerine gore yliksek oldugunu goriilmiisken, maydanoz ile tedavi edilen grubun

seviyelerinin ise SKB grubuna gore diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Kemiliiminesans ~ Ol¢imii ~ yontemi, serbest radikallerin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Lusigenin siiperoksit radikalinin (O2°®), luminoliin ise hidroksil
radikali (OH™*), hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorik asidin (HOCI) gostergesidir
(Atalay ve ark., 2018). Sener ve ark.’larim1 SKB ile karaciger hasari olusturulan
sicanlarda karaciger luminol ve lusigenin seviyelerinin, kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Sener ve ark., 2005; Sen ve ark., 2016). Melatoninin
karaciger hasar1 iizerine olasi etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada ise SKB
grubunun luminol ve lusigenin seviyeleri, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur
(Tahan ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizin sonucunda da SKB grubunun luminol ve
lusigenin seviyeleri, kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak
maydanoz tedavisi uygulanan siganlarda luminol ve lusigenin seviyeleri SKB grubuna

gore diisiis gostermistir.

Siiperoksit dismutaz, O2~* radikalinin H2O> ve oksijene donlismesinde rol oynayan
antioksidan bir enzimdir (Marcelino ve ark., 2017). Katalaz ise peroksizomlarda
bulunur ve H2O>’ yi oksijen ve suya indirgemekte rol oynayan antioksidan bir enzimdir
(Shin ve ark., 2018). Glutatyon; H.O>, O>~*, OH* radikalini indirgemede rol oynayarak
hiicreleri oksidatif hasara karst koruyan onemli bir hiicresel antioksidandir (Ross,

1988). Karaciger hasar1 sonucunda antioksidan enzimlerin aktivitesi azalir. Viicuttaki
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oksidasyon-antioksidan dengesi bozulur ve bunun sonucunda oksidatif hasar meydana
gelir (Qiao ve ark., 2019). Semizotunun SKB y6ntemi ile karaciger hasari {izerine olasi
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada SKB grubunun SOD, GSH ve KAT seviyelerinin,
kontrol grubuna gore diisiik oldugu bulunmustur (Ali ve ark., 2011). Ayrica yapilan
baska bir calismada da SKB grubunda GSH’da azalma bildirilmistir (Dulundu ve ark.,
2007). Diger yandan diyabetli siganlar iizerine yapilan bir ¢alismada maydanoz ile
tedavi uygulanarak karaciger dokusu incelenmis ve maydanoz tedavisi verilen grubun
GSH diizeylerinde diyabetli gruba gore artis bulunmustur (Ozsoy-Sagan ve ark.,
2006). Maydanozun antioksidan 6zelligi ile ilgili yapilan bagka bir ¢calismada da
karaciger dokusu incelenmis ve maydanoz ile tedavi edilen grubun GSH seviyesinde
yiikselme goriilmiistiir (Kolarovic ve ark., 2010). Maydanozun iceriginde bulunan
flavonoidlerin SOD diizeylerini, model gruba gore arttirdigi gosterilmistir (Farzaei ve
ark., 2013; Jian ve ark., 2018). Flavonoidler, hem maydanoz hem de yaban mersininde
bulunan bilesiklerdir. Siganlarda yapilan bir karaciger ¢alismasinda yaban mersini
suyu tedavi amaciyla kullanilmigs ve hasta gruptaki siganlarin GSH ve SOD
seviyelerinde artis gozlenmistir (Farzaei ve ark., 2013; Ren ve ark., 2019). Yapilan
baska bir ¢alismada da yine flavonoid bakimindan zengin olan semizotunun karaciger
hasarinin tedavi edici 6zelligine bakilmis ve hasta olan siganlarin SOD, ve KAT
seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir (Abd ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda da
SKB grubunun SOD, GSH ve KAT seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik oldugu
gozlenirken, SKB + MYZ grubunun seviyeleri, SKB grubuna gore artis gostermistir.

Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA, karaciger hasar1 sonucu serbest
radikallerde artisa bagl olarak yiikselir (Ball1 ve ark., 2009). Karaciger hasar lizerine
yapilan ¢alismalarda Kim ve ark. ve Donepudi ve ark.’lar1 SKB grubunun MDA
seviyesini, kontrol grubunun seviyesine gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
(Donepudi ve ark., 2012; Kim ve ark., 2013). Streptozosin (STZ) ile indiiklenen bir
diyabet modelinde si¢anlarin karaciger doku MDA diizeylerine bakildiginda
maydanoz ekstresi ile tedavi edilen grubun MDA seviyesinin, hasta olan grubun
seviyesine gore diislis gosterdigini bildirilmistir (Sobhy ve ark., 2018). Bizim
calismamizda da SKB grubuna ait MDA seviyesi, kontrol grubunun seviyesine gore
yiiksek bulunmugken, SKB+ maydanoz grubunun MDA seviyesi, SKB grubuna gore

diisiik bulunmustur.
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Sodyum/potasyum adenozin trifosfataz, tiim hiicre zarlarinda sodyum ve potasyum
dengesini saglayarak hepatosit yapisi ve fizyolojisinde 6nemli rol oynayan 6nemli bir
membran enzimidir (Atalay ve ark., 2018). Ozel hiicre fonksiyonlarinda yer alan ¢esitli
metabolitlerin membranda taginmasi i¢in enerji gerekmektedir. Bu enerji ise plazma
membrani boyunca Na*’nin hiicre igine girmesi ve K™ 'nin da hiicre disina gikmasi
sonucu olusmaktadir. Bu nedenle Na*/K*-ATPaz enziminin disfonksiyonu sonucu
ciddi sonuglar olugabilmektedir. Ayrica Na*/K*-ATPaz enziminin serbest radikal
kaynaklt membran hasarinin iyi bir hedefi oldugu bilinmektedir (Kocak-Toker ve ark.,
2005). Yapilan g¢aligmalarda safra kanali baglamasinin Na*/K*-ATPaz seviyesini
azalttigr gosterilmistir (Muriel ve ark., 1994; Muriel, 1995). Literatiirde maydanoz
tedavisinin Na*/K*-ATPaz iizerine etkisi hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bununla birlikte igerdigi A vitamini ve flavonidler bakimindan maydanoza benzeyen
¢emenotu ile yapilan bir calismada ¢emenotu ile karacigerin Na*/K*-ATPaz
seviyesinin arttigi goriilmiistiir (Thirunavukkarasu ve ark., 2003; Ouzir ve ark., 2016).
Biz de yaptigimiz galismada da SKB grubunun Na*/K*-ATPaz seviyesinin, kontrol
grubuna gore diisilk oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte maydanoz tedavisinin
Na*/K*-ATPaz diizeyinde SKB grubuna goére belirgin artmaya oldugu goriilmustiir.
Bu yiikselisin nedeni olarak maydanozun antioksidan 6zelligi sonucu membran

hasarini azalttigini diistinmekteyiz.

Serbest radikaller DNA’ daki bazlarda hasara neden olurlar. Bunun sonucunda da
DNA sentezi sirasinda niikleotitler yanlis okunur ve yanlis yerlestirilir. Hasar gormiis
olan bu bazlar arasinda da en hassas ve en ¢ok goriileni olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif hasar belirteci olarak kullanilmaktadir (Atmaca
ve Aksoy, 2009; Li ve ark., 2016). Karaciger hasarinin teadavisi ile ilgili yapilan
calismalarda safra kanali baglanan hayvanlarda 8-OHdG seviyesinin, kontrol grubuna
gore yiiksek oldugu saptanmistir (Huang ve ark., 2003; Maeda ve ark., 2008; Matono
ve ark., 2010). Yapilan bir ¢aligmada maydanoz gibi flavonoid igeren Sho-Saiko-to
isimli bitkisel karisim kullanilarak karaciger hasari iizerine etkisi incelenmis ve model
grubun 8-OHdAG diizeylerinde diisiise neden oldugu goriilmiistiir (Shimizu, 2000;
Shiota ve ark., 2002; Farzaei ve ark., 2013). Bizim yaptigimiz ¢alismada da sonucun
onceki calismalarla uyumlu olarak safra kanali baglamasinin 8-OHdG diizeylerinde

artisa neden oldugu saptanmistir ancak maydanoz tedavisi alan siganlarda 8-OHdG
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seviyesinde diisiis oldugu gozlenmistir.

Timor nekroz faktor alfa savunma sisteminde 6nemli bir rol oynayan pro-inflamatuar
sitokindir (Lopetuso ve ark., 2018). Karacigerdeki hasar sonucunda TNF-a
seviyesinde artma goriilmektedir (Tao ve ark., 2017). Nar kabugunun karaciger hasari
tizerine olas1 etkisi lizerine yapilan bir ¢aligmada SKB’li grubun TNF- o seviyesinde
kontrol grubuna gore anlamli bir artis goriilmistiir (Toklu ve ark., 2007). Sheen ve
ark.’lariin yaptiklari galismada TNF-a seviyelerinin, SKB grubunda kontrol grubuna
gore yiiksek oldugu bulunmustur (Sheen ve ark., 2016). Hipertirisemik farelerde
yapilan bir ¢alismada maydanoz ile tedavi edilen grubun TNF-a seviyesi model gruba
gore diistiigii goriilmistlir (Soliman ve ark., 2020). Bizim c¢alismamizda da diger
caligmalarla uyumlu olarak SKB grubunun TNF-o seviyesi kontrol grubunun
seviyesine gore yiiksek olarak bulunmus olup SKB + MYZ grubunun TNF- o seviyesi
ise, SKB grubuna diisiik bulunmustur.

Interlokin 1 beta karaciger fibrozunda inflamasyonun siirdiiriilmesinde &nemli rol
oynayan proinfalamatuar sitokindir (Luan ve Ju, 2018). Erdostein tedavisinin
karaciger hasari lizerine olas1 etkilerinin arastirildig bir ¢alismada SKB grubunun IL-
1B seviyesinin, kontrol grubunun seviyesine gore anlamli olarak yiiksek oldugu
goriilmistiir (Sener ve ark., 2007). Ayrica karaciger hasari iizerine yapilan baska bir
calismada da SKB grubunun IL- 1 seviyesi kontrol grubunun seviyesine gore yiiksek
olarak tespit edilmistir (Wang ve ark., 2017). Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada
maydanozla tedavi edilen grubun IL-1p seviyesi, model gruba gore diisiis géstermistir
(Soliman ve ark., 2020). Bizim yaptigimiz ¢alismada da bulunan bu sonuglara uygun
olarak SKB grubunun IL-1B seviyesi kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica SKB +MYZ grubunun IL-1f seviyesi, SKB grubuna gore

diisiik oldugu gozlemlenmistir.

Miyeloperoksidaz, ROT da rol oynayarak dokuda inflamasyon olusumuna katkida
bulunan bir enzimdir (Rensen ve ark., 2009). iseri ve ark.’in safra kanali baglanan
sicanlarda karaciger hasar iizerine Ghrelin’in olasi etkisi iizerine yaptiklari caligmada
SKB li siganlarin MPO seviyesinin kontrol grubunun seviyesine gore ylikseldigini
gozlenmistir (Iseri ve ark., 2008). Yapilan baska bir ¢calismada da safra kanalinin

baglanmasinin MPO diizeyini, arttirdigt gézlenmistir. Ayni1 calismada karaciger
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hasarinda kullanilan ve maydanoz gibi flavonoid iceren deve dikeninin karaciger
fibrozunu azaltig1 goriilmiistiir (Alaca ve ark., 2017). Bizim yaptigimiz ¢calismada da
SKB grubuna ait MPO seviyelerinin, kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
goriilmistiir. Diger yandan maydanoz tedavisinin artan MPO diizeyinde diisiise neden
oldugu saptanmistir. Bu durum maydanoz tedavisinin dokuya olan nétrofil gogiinii

azaltarak dokudaki inflamasyonu azalttigin1 gostermektedir.

Doku homeostazin1 dengelemek i¢in doku 6liimii ve iiretimi 6nemlidir. Apoptoz, bu
dengeyi saglamak i¢in programlanmis hiicre 6liimidiir. Kaspazlar ise apoptozun ilk
asamasinda aktive olan enzim ailesidir. Yapilan calismalar da oksidatif hasar ve
ROT’ un apoptoza yol actig1 ve hiicrenin oksidanlara maruz almasi sonucunda ise
apoptozda gorev alan kaspazlari aktive ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle, kaspaz
aktivitesi 0l¢limii ile oksidatif stres kaynakli apoptozu gézlemek miimkiindiir (Adakul
ve ark., 2019). Safra kanali baglanarak karaciger hasari1 olusturan Sheen ve ark.’nin
yaptiklar1 bir ¢aligmada SKB grubunun Kaspaz-3 aktivitesinin seviyesi kontrol
grubuna gore yliksek oldugu goriilmiistiir (Sheen ve ark., 2016). Diger bir calismada
da aym sekilde SKB grubunun Kaspaz-3 seviyesi, kontrol grubunun seviyesine gore
yiiksek bulunmustur (Lee ve ark., 2007). Igerisinde maydanozda da oldugu gibi
flavonoid bulunduran enginarla yapilan bir ¢alismada engarin kaspaz-3 seviyesinin
diistirdiigiinii gézlemlemislerdir (Wang ve ark., 2003; Colak ve ark., 2016). Bizim
yaptigimiz ¢alismada da diger calismalarla uyumlu olarak SKB grubunun Kaspaz-3
seviyesini kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica maydanozla
tedavi sonucunda kaspaz-3 seviyesinin SKB grubuna gore belirgin bir azalma

gorilmiistiir.

Transforme edici biliylime faktorii beta, karacigerin fizyolojisinde ve patalojisinde
onemli rolii olan bir diizenleyicidir ve karacigerin hasarina, iltahaplanmasina ve
fibrozuna katkida bulunur (Fabregat ve ark., 2016). Sen ve arkadaslarinin Mersin
ekstresinin karaciger hasari iizerine olasini etkilerini inceledikleri bir ¢calismada SKB
grubunun TGF- B diizeylerinde kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslaridir (Sen ve
ark., 2016). Yapilan baska calismalarda da TGF- B diizeyinin, kontrol grubuna gore
SKB grubunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Du ve ark., 2012; Asakawa ve ark.,
2012; Sharawy ve ark, 2018). Literatiirde maydanoz kullaniminin karaciger TGF-f

diizeylerii {izerindeki etkisinini gOsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Enginar,
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maydanoz gibi flavonoid igeren bir bitkidir. Enginar ile yapilan bir karaciger
caligmasinda enginarin model grubuta bulunan sicanlarin TGF- [ seviyelerinde
diistirdiigii anlasilmistir (Wang ve ark., 2003; Farzaei ve ark., 2013; Abdel-Hamid ve
ark., 2016; Colak ve ark., 2016). Bizim yaptigimiz ¢alismada da TGF- 3 seviyesi SKB
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica maydanoz ile

tedavi edilen hasta grubunda TGF- B seviyesinde diislis gorilmiistiir.

Aktive olan hepatik stellat hiicreleri miyoblastlara doniisiir bu da hidroksiprolin
konsantrasyonunu arttiran bir¢cok kollajen lifinin {iretilmesine neden olur. Artan
kollajen lifleri karacigerin diizgiin ¢alismasini engeller ve karacigerin fibrozise
gitmesine neden olur. Bu nedenle hidroksiprolin’nin karaciger dokusundaki
konsantrasyonu, karaciger hasarinin derecesini degerlendirmek i¢in kullanilan bir
belirtegtir (Farzaei ve ark., 2013; Colak ve ark., 2016; Wang ve ark., 2019). Safra
kanali baglanmis olan sican modelinde Rifaksimin’nin karaciger fibrozu iizerine
etkisinin arastirildig1 bir ¢aligmada da SKB grubunun hidroksiprolin seviyesi kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (Shin ve ark., 2017). Ayrica hiproksiprolin artigini
bildiren Nan ve ark. ve Lee ve ark’nin ¢alismalar1 da, bizim yaptigimiz ¢alismanin
sonuglari ile uyumlu olarak SKB grubunun seviyesi yiiksek bulunmustur. (Nan ve ark.,
2002; Lee ve ark., 2007). Maydanoz ve yaban mersini flavonoid bakimindan zengin
bitkilerdir. Bu nedenle yaban mersini ile karaciger hasar tizerine yapilan bir ¢calismada
yaban mersinin hasta olan grubun hidroksiprolin seviyeni diislirdigii saptanmistir
(Farzaei ve ark., 2013; Bingiil ve ark., 2016). Ayn1 zamanda bizim ¢alismamizda da
maydanoz ile tedavi edilen hasta grubun (SKB + MY Z) hidroksiprolin seviyeleri, hasta

olan (SKB) grubunun degerlerine gore diisiis gostermistir.

Yaptigimiz histolojik gézlemlerin sonucu ile Eshraghi ve ark.’larin (Eshraghi ve ark.,
2010) yaptig1 ¢alismanin sonucu benzerlik géstermis ve SKB grubunun karacigerinde
belirgin bir hasar gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda maydanoz ile tedavi edilen grubun

karacigerindeki hasar hasta gruba gore iyilesme gostermistir.

2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ve DMDP testleri, meyve ve sebze

eksrartlarmin serbest radikal siipiiriicii antioksidan aktivitelerini Olgmek igin
kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2008; Ak ve Giilgin, 2008). Bakir (I) iyonu indirgeyici

antioksidan kapasite yontemi ise elektron transferine dayali antioksidan kapasitesi
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6lcme yontemidir (Yildiz ve ark., 2008). Yaptigimiz antioksidan aktivite dl¢iimleri
sonucunda maydanozun askorbik asit, BHT ve troloksa gore daha az antioksidan
ozellik gosterdigi bulunmustur. Buna ragmen maydanozun karaciger hasari iizerine
etkisini incelemek i¢in yapilan biyokimyasal ve histopatolojik sonuglara gore ise
maydanoz karaciger hasarini tam olarak tedavi edemese de iyilesmesinde Onemli

katkida bulundugu gézlemlenmistir.

Yapilan calismanin sonucunda maydanozun safra kanali baglama yontemi ile
olusturulan karaciger hasarmma ve fibroza karsi olasi koruyucu etkisi oldugu
goriilmiistiir. Maydonoz ekstresinin - bu  koruyucu etkisi, antioksidan ve
antihepatotoksik etkileriyle agiklanabilir. Bu nedenle maydanozun ileride klinik
calismalarla desteklenmesiyle karaciger hasar1 ve fibrozun tedavisinde umut verici bir

rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.
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