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OZET

INULA VISCOSA (YAPISKAN ANDIZ OTU) EKSTRAKTININ KARACIGER
REJENERASYONUNA ETKISI

DR. ABDULKADIR CELIK
UZMANLIK TEZI
KONYA, 2022

Amag: Siganlarda %70 parsiyel hepatektomi modeli kullanilarak, Inula viscosa bitkisinden
elde edilen metanolik ekstrenin karaciger koruyucu etkisinin ve karacigerin rejenerasyon

kapasitesine etkisinin, biyokimyasal ve histopatolojik bulgular ile tespit edilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Deneyde 56 adet 10-12 haftalik Wistar albino tiirii disi siganlar 4 gruba
ayrilarak tim gruplara %70 hepatektomi modeli uygulandi. Siganlar kontrol grubu, diisiik doz
I. viscosa ekstresi verilen grup (200 mg/kg/giin), yiiksek doz ekstre verilen grup (400
mg/kg/giin) ve ursodeoksikolik asit (UDCA) verilen grup (15 mg/kg/giin) olmak iizere 4 gruba
ayrildi. Ekstre ve UDCA parsiyel hepatektomi sonrasi oral gavaj yoluyla giinliik olarak verildi.
Gruplarin yarisina postoperatif 1. giinde ve kalan yarisina postoperatif 7. giinde rezidii karaciger
rezeksiyonu yapildiktan sonra kanda ve karaciger dokularinda belirlenen parametreler saptandi.
Deneyin baslangi¢ giinii dl¢iilen karaciger agirligi/viicut agirligt orani ile; deney gruplarindan
alinan kan 6rneklerinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktat
dehidrogenaz (LDH), gama glutamiltransferaz (GGT), bilirubinler, malondialdehit (MDA),
total oksidatif durum (TOS), total antioksidan durum (TAS) diizeyleri; doku 6rneklerinde ise
MDA, TOS, TAS, Ki-67, mitoz sayis1 ve histopatolojik bulgular saptandi ve karsilastirildi.

Sonug¢lar: Calismada kullanilan 1. viscosa ekstresinin belirlenen dozlarda elde edilen
sonuglarina gore muhtemel hepatoprotektif ve antioksidan etkilerinin oldugu diisiiniilmekle
birlikte rejenerasyon kapasitesine anlamli bir etkisinin olmadigi, ancak I. viscosa verilen
gruplarin rejenerasyon oranlarinin postoperatif 7. giinde diger gruplara gore oransal olarak daha

yiiksek oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Inula viscosa, parsiyel hepatektomi, karaciger rejenerasyonu



ABSTRACT

EFFECTS OF INULA VISCOSA EXTRACT ON LIVER REGENERATION
ABDULKADIR CELIK, M.D.
MASTER THESIS
KONYA, 2022

Aim: Using the 70% partial hepatectomy model in rats, it was aimed to determine the
hepatoprotective effect of methanolic extract obtained from Inula viscosa plants and its effect

on the regeneration capacity of the liver by biochemical and histopathological findings.

Material and Method: 56 Wistar albino female rats, 10 weeks old, were divided into 4 groups
and 70% hepatectomy model was applied to all groups. The rats were divided into 4 groups as
control group, low dose I. viscosa extract group (200 mg/kg/d), high dose I. viscosa extract
group (400 mg/kg/d) and ursodeoxycholic acid (UDCA) group (15 mg/kg/d). Extract and
UDCA were given daily by oral gavage after partial hepatectomy. Half of the each group was
randomly selected and sacrificed on the postoperative 1st day and remainings on the
postoperative 7th day. With the liver weight/body weight ratio; at the 24th hour after partial
hepatectomy, when the mitosis rate reaches its maximum, and on the 7th day, when the
regeneration is almost completed; alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), lactate dehydrogenase (LDH), gamma glutamyltransferase (GGT), bilirubins,
malondialdehyde (MDA), total oxidative status (TOS), and total antioxidant status (TAS) levels
were determined in blood samples. In the tissue samples, MDA, TOS, TAS, Ki-67, number of
mitosis and histopathological findings were determined and compared.

Results: According to the results obtained in the determined doses, the I. viscosa extract used
in the study was thought to have possible hepatoprotective and antioxidant effects, but it did
not have a significant effect on regeneration capacity, however the regeneration rates of the

groups given . viscosa extract were higher than the other groups.

Key Words: Inula viscosa, partial hepatectomy, liver regeneration
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

ALT . Alanin transaminaz
AST : Aspartat transaminaz

Ark : Arkadaslart

cm : Santimetre
g : Gram
GGT  : Gama glutamil transferaz

H grubu : %70 parsiyel hepatektomi sonrasi yiiksek doz I. viscosa ekstrakti verilen grup
HD : Hidropik dejenerasyon

L grubu : %70 parsiyel hepatektomi sonrasi diisiik doz I. viscosa ekstrakti verilen grup
LDH - Laktat dehidrogenaz

MDA  : Malondialdehit

mg : Miligram

(O8] - Oksidatif stres indeksi

S grubu : Sadece %70 parsiyel hepatektomi uygulanan grup

TNF-a : Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

TAS  : Total antioksidan durum

TOS  : Total oksidatif durum

U grubu : %70 parsiyel hepatektomi sonrast UDCA verilen grup

viii
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1.GIRIS VE AMAC

Karaciger rejenerasyonu, gliniimiizde halen tamamen anlagilamamis kompleks bir
stirectir. Giiniimiizde yayginlasan karaciger cerrahileriyle birlikte karacigerin rejenerasyon
mekanizmalarinin anlagilmasi daha fazla 6nem kazanmistir. Karacigerin gelismis yenilenme
kapasitesi bir¢ok etken ile kontrol edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda cerrahi
rezeksiyonlardan sonra karacigerin hem metabolik fonksiyonlarini korumaya ¢alistigi hem
de rejenerasyon kapasitesini arttirarak hizli bir sekilde baglangic agirligina ulagsmaya calistigi
goriilmiistiir. Rezeksiyon sonrasi yeterli doku kalmamasi veya rejenerasyonun yetersiz
kalmast durumunda Kkaraciger yetmezligi gelismektedir (1,2). Bu nedenle Kkaraciger
rezeksiyonu sonrast erken donemde rejenerasyon kapasitesini etkileyen mekanizmalarin

aydinlatilmasi bu siiregteki sonuglarin iyilestirilmesinde 6nem arz etmektedir.

Karaciger dokusunun cerrahi sonrasit hepatoprotektif tedavilerle desteklenmesi,
karaciger cerrahisi sonuglarini olumlu yonde etkilemektedir. Bazi ¢alismalarda I. viscosa
(Dittrichia viscosa, Yapiskan andiz otu) bitkisinin karaciger {iizerindeki etkilerinden
bahsedilmektedir (3). Inula cinsinin iilkemizde de yetisen bir tiirli olan |. viscosa tiiriiniin ise
yapilan ¢alismalarda antioksidan, antiparazitik, antiproliferatif, antineoplastik etkilerinin
oldugundan bahsedilmistir (3-5). Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaliginin
tedavisinde kullanilan yurtdisinda patentli bir I. viscosa ekstresi igeren igecek de mevcuttur.
Yurtdisinda yapilmis olan bu patent ¢alismasinda alkole bagli olmayan yagl karaciger
hastaliginda bu icecegin kolesterol, trigliseritler, protein C ve MDA (malondialdehit)
seviyesindeki artis1 ortadan kaldirdigi bulunmustur (6,7). Inula cinsinden diger tiirlerin de |.
viscosa ile benzer fitokimyasallar barindirmakta oldugu ve bunlarin da hepatoprotektif
etkilerinin oldugu gosterilmistir (8,9). I. viscosa ekstraktinin hazirlanmasinda da zengin

fitokimyasal icerik elde etmek amaciyla metanolik ekstrakt hazirlandi (10).

Bu bitkinin, karaciger rezeksiyonu sonrasi karaciger rejenerasyonuna etkisi ile ilgili
in vivo c¢alisma olmamasi nedeniyle bu tez ¢aligmas: tasarlandi. Deneysel calismada,
sicanlarda karaciger rezeksiyonu yapildiktan sonra, postoperatif donemde sicanlara I.
viscosa ekstraktr verilerek kontrol gruplari ile karsilagtirmali verilerinin elde edilmesi
amaglandi. Bu deney i¢in sicanlarda karaciger rejenerasyonu i¢in parsiyel hepatektomi
modeli kullanildi. Siganlarda %70 parsiyel hepatektomi modelinin dnemi, rezidii karaciger
dokusunda minimum hiicresel hasar ile karaciger rejenerasyonunu giiclii bir sekilde

uyarmasi ve kolay uygulanabilir olmasidir (11).



Sonug olarak tez c¢alismasinda, siganlarda %70 parsiyel hepatektomi modeli
kullanilarak, 1. viscosa bitkisinden elde edilen metanolik ekstrenin karaciger koruyucu
etkisinin ve karacigerin rejenerasyon kapasitesine etkisinin, biyokimyasal ve histopatolojik
bulgular ile tespit edilmesi amaglandi. Bu ¢alismalardaki veriler ile I. viscosa bitkisinin,
Ozellikle karaciger cerrahisi sonrasi etkilerinin de bilinmesi ile yeni kullanim alanlarin
dogabilecegi ongoriildii. Ulkemizde yetisen |. viscosa tiiriiniin karaciger rejenerasyonuna
etkisinin arastirilmasi i¢in yapilmis in vivo bir ¢alismaya rastlanmamis olup, bu calisma

kapsaminda literatiire bu alanda katki saglanmay1 amacladik.
2.GENEL BILGILER
2.1. Karaciger

Karaciger yalnizca omurgalilarda bulunan; detoksifikasyon, protein sentezi, sindirim
ve biiylime icin gerekli biyokimyasal maddelerin sentezi gibi bircok temel biyolojik
fonksiyonlar1 gerceklestiren bir organdir. Insanlarda karin sag iist kadraninda, diyafram
altinda bulunur. Cogunlugu hepatositlerden olusan ileri derecede Gzellesmis karaciger

dokusunun yiizlerce metabolik fonksiyonu oldugu bilinmektedir (12).
2.1.1. Anatomi ve Fizyoloji

Insan karacigeri, kisiden kisiye degismekle birlikte, ortalama 1,5 kg agirliginda ve
15 cm genisliginde bir organdir. Hepatik arter oksijenden zengin kani karacigere ulastiriken,
portal ven sindirim kanalindan emilen tirlinlerden zengin kan ile dalak ve pankreastan gelen
kani karacigere tasir (13). Bu damarlarin dallar1 ve hepatositler karacigerin lobiiler yapisini
olusturur. Lobiiller karacigerin fonksiyonel yapilaridir. Her lobiilde milyonlarca hepatosit
bulunur. Karaciger yapilari, fibroz bir doku olan Glisson kapsiiliiyle ve buradan uzanan
yogun fibroelastik bag doku ile bir arada tutulur. Karaciger morfolojik olarak, sag ve sol
olmak iizere falsiform ligament ile ayrilan iki lobdan olugmaktadir. Ancak morfolojik ayrim
cerrahi anatomi ile ortiismemektedir. Fonksiyonel olarak safra kesesi yatagi ve vena cava
tizerinden gecen hayali ¢izgi (Rex-Cantlie hatt1) ile karaciger sag ve sol lob olarak ayrilir.
Couinaud tarafindan tanimlanan karacigerin fonksiyonel anatomisinde, hepatik ven dallarina
gore ayrilan toplam 4 sektor ve bu sektorlerin portal ven dallarina gore ayrilan toplamda 8

segmenti bulunmaktadir. Her segmentin kendine ait besleyen damari ve safra drenaji vardir
(14).



Karaciger loblar1 mikroskopik olarak hepatik lobiillerden olugsmaktadir. Bu lobiiller
altigen yapida olup; merkezinde santral veni, kdselerinde portal triadi ile bunlar arasinda
uzanan hepatositler ve siniizoidlerden olusur. Portal triadda; hepatik arter, portal ven ve safra

kanali bulunur. Siniizoidleri endotel hiicreleri ve fagositik Kupffer hiicreleri ¢evreler (15).
2.1.2. Rejenerasyon Kapasitesi

Karaciger, rejenerasyon kapasitesi olan, ancak rejenerasyonu uyaran bir durum
olmadig1 donemde yavas yenilenen bir organdir. Saglikli bir insan karacigerinde mitoz
goriilen hepatosit oran1 %0,01°den daha azdir (12). Bu oran karaciger hasarinda veya cerrahi
rezeksiyonlarda %3’e kadar c¢ikabilmektedir. Cerrahi rezeksiyon sonrasi toksik
materyallerin etkisi ile rejenerasyon uyarilir. Hiicre ¢cogalmasi periportal alanlarda baslar ve
lobiillerin merkezine dogru hiicre serileri tekrar sekillenir. Rejenerasyon yaniti rezidii
karaciger dokusundaki asiner yapilarin proliferasyonu ile baglantilidir. Rezeksiyonlarda bu
durumun sonucunda, ¢ikartilan lobun restorasyonundan ziyade kalan dokunun hipertrofisi

ve hiperplazisi goriiliir.

Karaciger rezeksiyonu malign veya benign patolojiler nedeniyle gerekebilmektedir.
Normal karaciger, major rezeksiyonlart %75 parankim kaybina kadar tolere edebilir. Ancak
rezeksiyon planlanirken lezyonun tipi ve yeri, hastanin anatomisi, kalan karaciger
dokusunun hacmi ve Kkalitesi degerlendirilmelidir. Cerrahi sonrasi kalan fonksiyonel
karaciger dokusunun tiim metabolik fonksiyonlar1 yerine getirme ve rejenerasyon kapasitesi,
karaciger rezeksiyonlarinin sinirlarin1  belirler. Bu nedenle karaciger rejenerasyon

mekanizmalar1, halen aktif bir¢ok arastirmanin yapildigi bir alandir (1,16).
2.2. Karaciger rejenerasyonu
2.2.1 Evreler

Rezeksiyon sonrasi rezidii dokudaki hepatositlerde kompansatuar hipertrofi ve
ardindan hiperplazi goriiliir. Rezeksiyon sonrasi rejenerasyon ii¢ evrede gergeklesir. Bunlar
rezeksiyondan sonra 0-5. saatler arasinda baslangi¢ evresi, 5-144. saatler arasinda proliferatif
evre ve rejenerasyonun sonlanmasi seklinde tanimlanir. Hepatektomi sonrasi ilk bes saatte
rezeksiyona bagli hasarin baglattigi sinyal yolagi, sitokinler ve biiylime hormonlari

araciligryla bagisiklik hiicrelerinin mobilizasyonunu ve nekrotik dokular1 ortadan



kaldirmasini, metabolik siire¢ degisikliklerini ve karaciger rejenerasyonunun uyarilmasini

saglar.

Baslangi¢ fazinda sinyal yolagini tetikleyen sebepler yeterince tanimlanamamistir.
Rejenerasyonun uyarilmasinda major sebepler olarak hemodinamik degisiklikler, dogal
bagisikligin aktivasyonu, Wnt/beta-catenin ve Notch sinyal yolaklar1 6ne stiriilmektedir.
Erken dénemde portal vendz akimin miktarinin ve igeriginin degismesinin tetikleyici sebep
oldugu diistiniilmektedir. Artan portal akim hacminin olusturdugu gerilim, hepatik arterde
tampon etkisi ile arteryel akimi azaltir. Ik yarim saatte bu duruma ve dogal bagisikligin
aktivasyonuna bagl olarak, barsak bakterilerinden kaynaklanan lipopolisakkaritlerin portal
dolasimdaki konsantrasyonunda degisiklikler olur. Bu durum, rezeksiyon sonrasi kalan
hepatositlere ulasan biiylime hormonu (HGF, EGF) ve sitokinlerin (NF-KB, TNF, IL-6)
artmasina neden olur. Artan portal akim tirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) arttirir, uPA
da ekstraseliiler matrikse bagli HGFyi aktive eder ve HGF reseptor aktivitesini arttirir.
Gerilime bagli olarak siniizoidal endotel hiicrelerden salinan nitrik oksit de hepatositlerin
HGF duyarliligin arttirir. Tim bunlar, rezeksiyon sonrasi ilk bes saatte hepatositlerin hiicre
dongiisiinde GO’dan G1 fazina gegmesini saglar. Rezeksiyon sonrasi 5. Saatte proliferatif
faz baglar. Bu fazda ilk 72 saatte hepatositlerin ve kolanjiyositlerin proliferasyonu goriiliir.
Sonrasinda 2-3 giin siiren anjiyogenez fazi takip eder. Sonlanma fazinda hepatosit
proliferasyonunun smirlandirilmasinda Kupffer hiicrelerinden saliman TGF-beta gibi

antiproliferatif faktorler etkili olsa da bu evre heniiz yeterince aydinlatilamamustir (1,17,18).
2.2.1 Rejenerasyona Etki Eden Faktorler
Parsiyel hepatektomiye yanit olarak salgilanan faktorler su sekilde siniflandirilabilir:

- Baglatic1 faktorler: Bu faktorler hepatositlerin biiylime faktorlerine yanitini arttirir. TNF
ve IL-6 bu faktorlerdendir.

- Biiytime faktorleri: Bu gruptaki HGF, TGF-alfa, EGF gibi biiyiime faktorleri
hepatositlerin hiicre siklusunda S fazina gegisini uyarir.

- Komitojenler: Bunlar biiylime faktorleri gibi mitojenlerin aktivitesini arttirarak etki eder.
Bunlara insiilin ve epinefrin 6rnek verilebilir.

- Inhibitdrler: Bu grupta bulunan activin A ve TGF-beta hepatositlerin bilyiime yanitini

devamli baskilayarak karaciger rejenerasyonunun diizenlenmesini saglar.



- Inhibitdr baskilayicilar: Inhibitérlerin aktivitesini kisitlayarak etki ederler. Follistatin ve

LAP (Latency associated peptide) bu grupta sayilabilir (12,19).
2.3. Sican (Rat) Karacigeri

Sican karacigeri viicut agirliklarinin yaklagik %4’tini olusturmaktadir. Farkli
boyutlarda 4 lobdan olusmaktadir. Bunlar median lob, sol lateral lob, sag lob ve kaudat
lobdur. Sol lob mide fundusu iizerinde yerlesmistir. Median lob falsiform ligaman ile
diyaframa asilidir ve derin bir yarig1 (umblikal fissiir) bulunmaktadir. Umblikal fissiir
median lobu iki kisima ayirir. Sag lob, inferior vena kava saginda yerlesimlidir ve {ist iiste
binmis iki kisimdan olusur. Kaudat lob mide tarafindan kaplanmis sekilde diger loblardan
ayrt izlenmektedir. Kaudat lobun parakaval parcast da bulunmaktadir. Sigcanlarda

insanlardan farkli olarak safra kesesi bulunmamaktadir (20,21).
2.4. Sicanlarda Parsiyel Hepatektomi Modeli

Sicanlarda karacigerin lobiiler yapida olmasi nedeniyle Higgins ve Anderson
tarafindan tanimlanan parsiyel hepatektomi modeli caligsmalarda siklikla tercih edilmektedir
(11). Bu modelin ozelligi, rezidii karaciger dokusunda hizli bir sekilde karaciger
rejenerasyonunu uyarmasidir. Bu nedenle karaciger rejenerasyonu ile ilgili ¢aligmalarda
tercih edilmektedir. Bu modelde si¢an karacigerinin %70’ini olusturan median lob ve sol
lateral lob ligamanlar1 kesilerek serbestlendikten sonra pedikiillerinden baglanarak

rezeksiyonu yapilir.
2.5. Inula viscosa

Inula viscosa (Yapiskan andiz otu), lilkemizde yetisen ve uzun yillardir geleneksel
olarak tibbi amaglarla kullanilan bir bitkidir. Ancak bu tiiriin karaciger tizerindeki etkileri ile
ilgili literatiirde yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bazi arastirmalarda Inula cinsinden diger
tirlerin 1. viscosa ile benzer fitokimyasallar barmmdirmakta oldugu ve bunlarin da
hepatoprotektif etkilerinin oldugu gdsterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada 3 ayr bitki tiirlintin
metanolik ekstraktinin hepatoprotektif etkisi arastirilmis, bu ti¢ farkli tiir igerisinde Inula
crithmoides tiiriiniin hepatoprotektif etkisinin en fazla oldugu gorilmiistiir (8). Bir baska
caligmada da Inula britannica tiiriiniin hepatoprotektif ve antioksidan 6zelliklerine dair

bulgulara ulagilmistir (9).



Inula cinsinin lilkemizde de yetisen bir tiirii olan |. viscosa tiiriiniin ise yapilan
calismalarda hepatoprotektif, antioksidan, antiparazitik, antiproliferatif, antineoplastik
etkilerinin oldugundan bahsedilmistir (4,5). Yaygin geleneksel kullanima sahip olan bu bitki
ile yapilan toksisite ¢alismasinda renal ve hepatik toksisite gostermemis, hafif derecede
hepatoprotektif etkisinin oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada |. viscosa bitkisinin aseton
ekstresinin farelerde LD50 (Letal doz) degerinin intraperitoneal uygulamada 829,5 mg/kg
saptandig1 belirtilmektedir. Ayrica ratlarda intraperitoneal olarak gilinliik 80 mg/kg dozda
aseton ekstresinin uygulamasinin karacigerde toksik etki gostermedigi rapor edilmistir (3).
Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaliginin tedavisinde kullanilan yurtdisinda patentli
bir I. viscosa ekstresi igeren i¢cecek de mevcuttur. Bir bagka yurtdisinda yapilmis olan patent
calismasinda alkole bagli olmayan yagl karacier hastaliginda bu icecegin kolesterol,
trigliseritler, protein C ve MDA (malondialdehit) seviyesindeki artis1 ortadan kaldirdig:
bulunmustur (6,7). Ayrica, Tiirkiye’de yetisen I. viscosa bitkisinden elde edilen ekstrelerinin
analizinde de tespit edilen karvakrol maddesinin, yapilan bir diger calismada hepatoprotektif

ve mitozu uyarici etkisinin oldugu yorumunda bulunulmustur (22,23).
2.6. Ursodeoksikolik asit (UDCA)

Ursodeoksikolik asitin karaciger hastaliklarinda kullanimi Cin geleneksel tibbina
dayanmaktadir. Yetigkin ayilarin (Latince ‘ursus’) safrasindan elde edilen ‘Yutan’ isimli Cin
ilac1 eski zamanlardan beri karaciger hastaliklarinda kullanilmaktaydi (24). 1936°da Iwasaki
tarafindan kimyasal yapisinin tanimlanmasi ve yeterli miktarda sentezinin yapilabilmesi,

klinik arastirmalarda kullaniminin 6niinti agmustir (25).

Yapilan ¢alismalarda bircok karaciger hastaliginda giivenli kullanim olanagi ve
faydali etkilerinin oldugu goriilmistiir (26). Giiniimiizde kolestatik karaciger hastaliklarinda
klinik pratikte kullanilmaktadir. Ancak etki mekanizmalari halen tam anlamiyla ortaya
konulamamuistir. Safra asidi havuzundaki degisiklikler, immiinmodiilasyon, anti-apoptotik

etki, anti-inflamatuar etki gibi farkli yollarla karaciger lizerinde etki gostermektedir (27).

Safra asitlerinin karaciger rejenerasyonu ic¢in Onemini arastiran Ueda ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada, parsiyel hepatektomi sonrasi intestinal safranin karacigere
ulagmasi engellendiginde karaciger rejenerasyonunun yeterince olmadigr gorilmistiir (28).
Bu sonucu takiben yapilan bir in vivo ¢aligmada artmis safra asidi seviyesinin rejenerasyonu

hizlandirdig, diisiik seviyelerde safra asidinin rejenerasyonu azalttigi bildirilmistir (29).



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deney hayvanlar
yerel etik kurulu (HADYEK) tarafindan 31.12.2021 tarihinde incelenmis olup, etik kurul
yonergelerine uygun goriiliip 2021-061 onay numarasi ile etik kurul onay1 alindi. HADYEK
onay1 alindiktan sonra deneysel ¢alismalara baslandi. Bu tez ¢alismasinin deneysel asamalari
Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde gergeklestirildi. Deneysel ¢alisma i¢in Wistar-Albino cinsi yetiskin disi ratlar
KONUDAM dan temin edildi.

3.1. Deney Hayvanlan

Calisma i¢in 56 adet 120-200 gram agirliginda 2 aylik Wistar-Albino cinsi disi ratlar
tercih edildi. Ratlar her kafeste 4 adet sigan olacak sekilde, sabit sicaklik (2242 °C), nem
(%51) ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiine sahip bir ortamda barindirildi. Tim

hayvanlarin beslenmesi ve su ihtiyaclari ad libitum olarak saglandi.
3.2. Deney modeli

Deneyde Higgins ve Anderson tarafindan tarif edilen sicanlarda %70 parsiyel
hepatektomi modeli kullanildi (11). Karaciger rejenerasyon hizi Kwon ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada tarif ettikleri formiille hesaplandi (30). Bu formiile gore karaciger

rejenerasyon hizi su sekilde hesaplanmaktadir:

Karaciger rejenerasyon hizi (%) = (Sakrifikasyon giinii karaciger agirligi/viicut

agirlig1) / (parsiyel hepatektomi 6ncesi hesaplanan karaciger agirligi/viicut agirligi) * 100

Parsiyel hepatektomi Oncesi hesaplanan toplam karaciger agirligi, %70 parsiyel

hepatektomi ile ¢ikartilan karaciger dokusunun agirlig1 6l¢iildiikten sonra hesaplanmaktadir.
3.2.1. Anestezi

Deneyden 12 saat dnce tiim siganlar a¢ birakild. Islem 6ncesi ratlara anestezik olarak
ketamin (Ketalar, Pfizer ilaglar1 Ltd. sirketi, Istanbul, Tiirkiye) 90 mg/kg, ksilazin (Rompun,
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) 10 mg/kg intramiiskiiler uygulandi.



3.2.2. Deney gruplar

Sicanlar 1'den 56’ya kadar rastgele numaralandirildiktan sonra kontrol grubunda 8,
diger gruplarda 16’sar sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Tiim gruplardaki sicanlara
baslangi¢ giinii genel anestezi altinda laparotomi ve %70 parsiyel hepatektomi uygulandi.

Gruplar su sekilde belirlendi:

S grubu (n=8); Yalnizca %70 hepatektomi uygulanan kontrol grubu

L grubu (n=16); %70 hepatektomi sonrasi giinlik oral gavajla diisik doz (200

mg/kg/giin) |. viscosa ekstrakti verilen grup

H grubu (n=16); %70 hepatektomi sonras1 giinliik oral gavajla yiiksek doz I. viscosa
ekstrakt1 verilen grup (400 mg/kg/giin)

U grubu (n=16); %70 hepatektomi sonras1 giinliik oral gavajla UDCA verilen grup
(15 mg/kg/giin)

3.2.3. Cerrahi Teknik

Sekil 1 Cerrahi hazirlig1 (sol iist ve {ist orta), Orta hat kesisi ile yapilan laparotomi (sag iist),

Karaciger loblarinin tespiti (alttaki resimler)



Sicanlar anestezi altinda, supin pozisyonda operasyon masasina tespit edildi.
Operasyon alani tras edildi ve povidon iyot ile antisepsi uygulandi. Ksifoidden baslanarak

yapilan 3 cmlik batin orta hat kesisi ile batina girildi (Sekil 1).

Karacigerin falsiform ligamani ve segmentler arasi ligamanlar1 serbestlendikten

sonra median lob ve sol lateral lob pedikiilleri ortaya kondu (Sekil 2).

Pedikiiller 3/0 ipekle baglandiktan sonra rezeksiyon yapildi (11). Kanama kontrolii

sonrasi batin igerisi az miktarda serum fizyolojik ile yikandi. Batin 3/0 prolenle devaml

kapatilarak operasyon sonlandirildi (Sekil 3).

Sekil 3 Sol lateral lob ve median lob pedikiillerinin baglanarak %70 parsiyel hepatektomi

yapilmasi (sol ve orta), Batinin kapatilmasi (sag)



3.2.4. Deneyin yapihisi

Tiim si¢anlar deney baslangicindan 12 saat 6ncesinden itibaren ag¢ birakildi. Siganlar
gruplara rastgele ayrilarak deneyin baslangi¢ giinii viicut agirliklar: tartildi. Baslangi¢ giinii
(0.giin) tiim sicanlara genel anestezi uygulandiktan sonra operasyon yapildi. Operasyonda

rezeke edilen karaciger dokusunun agirlig1 hassas terazide tartilarak doku formalin ¢6zeltisi

igerisinde korundu (Sekil 4).

Sekil 4 Siganlarin operasyon Oncesi tartilmasi(sol), Parsiyel hepatektomi piyesleri (orta),

Parsiyel hepatektomi piyeslerinin hassas terazi ile tartilmasi(sag)

Postoperatif 8. saatte deney gruplarina gore, oral gavaj ile her si¢an igin ayri ayri
belirlenen dozlarda ekstrakt veya UDCA verildi (Sekil 5). Kontrol grubuna ekstrakt veya
UDCA verilmedi.

Postoperatif 24. saatte tiim gruplardaki sicanlarin yarisi rastgele secilerek anestezi
altinda tekrar laparotomi yapildi. Gruplarin kalan yarisina postoperatif 1. gilinden
postoperatif 6. giine kadar, grubuna gore oral gavaj ile ekstrakt veya UDCA verildi. Kontrol
grubuna bu siiregte ekstrakt veya UDCA verilmedi. Postoperatif 7. gilinde, tiim si¢anlar 12
saat oncesinden ag¢ birakildi ve tiim siganlara genel anestezi altinda tekrar laparotomi yapildi.

Deney boyunca mortalite olmadi. Ug sicanda insizyonel herni gelistigi goriildii.

Postoperatif 1. ve 7. giinlerde sakrifiye edilecek olan sicanlardan sakrifikasyon
oncesi kardiyak ponksiyonla kan alinarak EDTAL tiiplere aktarildi ve tiipler derhal
buzdolabina yerlestirildi. Sonrasinda laparotomi yapilarak rezidii karaciger dokusunun
rezeksiyonu i¢in karaciger etrafindaki ligamanlar1 serbestlendi. Parakaval karaciger

dokusunun sinirlarindan vena kava kesildi ve karaciger dokusu disar1 alind1 (Sekil 6).
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Sekil 5 Sicanlara oral gavajla ilag verilmesi

POSTOPERATIF 1. GUN POSTOPERATIF 7. GUN

Sekil 6 Postoperatif 1. giinde ve 7. glinde rezidii karaciger goriiniimleri
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Tekrar kardiyak ponksiyon yapilarak sicanlar sakrifiye edildi. Cikartilan rezidii
karaciger dokular1 kalibrasyonu yapilmis olan Kern ACJ 120-4M hassas terazide (Kern
Elektronik, Ankara, Tiirkiye) tartildi. Agirliklar1 not edildikten sonra biyokimyasal testler
i¢cin yaklasik 5 mm3 hacminde karaciger dokusu kesilerek serum fizyolojik igerisinde -80
derece dolabina yerlestirildi. Kalan rezidii karaciger dokusu %10’luk formalin soliisyonu
icerisinde korundu. Sakrifikasyonlar tamamlandiktan sonra kan numuneleri ayni giin
buzdolabindan alinarak santrifiij edildi ve plazma 6rnekleri vakit kaybetmeden -80 derece

dolabina aktarildi.
3.3. Biyokimyasal Incelemeler

Calismada sigan vendz kan ornekleri potasyum EDTA’D1 tiiplere alindi. Alinan kan
ornekleri Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya) marka sogutmali
santrifiij cithazinda 4 °C, 1.000 g hizda ve 10 dakika siireyle santrifiij edilerek plazma
ornekleri ayrildi. Total Oksidan Kapasite, Total Antioksidan Kapasite, MDA, ALT, AST,
LDH ve Total Bilirubin analizleri c¢alisilincaya kadar plazma 6rnekleri -80 °C° de New
Brunswick U570 (New Brunswick Scientific, New Jersey, ABD) buzdolabinda saklandi.
Sican karaciger ornekleri soguk %0,9 NaCl igerisine alindi. Doku 6rnekleri Total Oksidan
Kapasite, Total Antioksidan Kapasite, MDA ve doku protein analizleri ¢alisilincaya kadar
New Brunswick U570 (New Brunswick Scientific, New Jersey, ABD) buzdolabinda -80 °C'
de saklandi.

Caligmada, plazma ve karaciger doku 6rneklerindeki testlerin analizleri Meram Tip

Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda yapildi.

(Cozdiiriilen karaciger doku ornekleri tartilarak 10 kat (w/v) soguk fosfat tamponu
(50 mM, pH: 7.2) igerisinde mekanik homojenizator (Ika T10 basic ultra-turrax, Almanya)
ve ultrasonik homojenizator (Bandelin Sonopuls, Almanya) kullanilarak buz igerisinde
homojenize edildi. Homojenatlar Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Almanya) marka sogutmali santrifiij cihazinda 4°C ve 10.000 g hizda 10 dakika santrifij

edilerek stlipernatanlar ayrildi. Doku analizleri siipernatanlarda yapildi.

Plazma Total Oksidan Kapasite diizeyinin 6l¢iimii i¢in Rel Assay TOS (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullamldi. Olgiimiin prensibi &rnegin igindeki

oksidanlarin ferr6z iyon selatdr kompleksinin ferrik iyona doniisiiniin saglanmasi ve bunun
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da asidik bir ortamda kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artigina sebep olmasina
dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artisi 6rnekteki oksidan
molekiillerle dogru orantilidir. Total Oksidan Kapasite diizeyleri iiretici talimatlarina uygun
olarak 530 nm de Bio-rad Mikroplate absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories,
Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak absorbans-konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine

gore Total Oksidan Kapasite sonuglar1 “umol H202 Equivalent/L” olarak hesaplandi.

Doku Total Oksidan Kapasite diizeyinin 6lgiimii icin Rel Assay TOS (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullamldi. Olgiimiin prensibi &rnegin igindeki
oksidanlarin ferr6z iyon selatér kompleksinin ferrik iyona doniisiiniin saglanmasi ve bunun
da asidik bir ortamda kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artisina sebep olmasina
dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artig1 Ornekteki oksidan
molekiillerle dogru orantilidir. Total Oksidan Kapasite diizeyleri iiretici talimatlarina uygun
olarak 530 nm de Bio-rad Mikroplate absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories,
Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak absorbans-konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine
gore Total Oksidan Kapasite sonuglart “pmol H202 Equivalent/mg protein” olarak
hesaplandi.

Plazma Total Antioksidan Kapasite diizeyinin Ol¢limii i¢in Rel Assay TAS (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullanildi. Olgiimiin prensibi érnegin igindeki
tim antioksidanlarin mavi- yesil 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS) radikalini renksiz rediikte ABTS haline getirmesi esasma dayanir. Ornegin
absorbansindaki degisiklik, onun antioksidan diizeyi ile orantilidir. Total antioksidan
Kapasite diizeyleri iretici talimatlarina uygun olarak 660 nm de Bio-rad Mikroplate
absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories, Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak
absorbans-konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine goére Total Antioksidan Kapasite

sonuglart “mmol Trolox Equivalent/L” olarak hesaplandi.

Doku Total Antioksidan Kapasite diizeyinin 6l¢limii icin Rel Assay TAS (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullanildi. Olgiimiin prensibi &rnegin icindeki tiim
antioksidanlarin mavi- yesil 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS) radikalini renksiz rediikte ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Ornegin
absorbansindaki degisiklik, onun antioksidan diizeyi ile orantilidir. Total antioksidan
Kapasite diizeyleri {iretici talimatlarina uygun olarak 660 nm de Bio-rad Mikroplate

absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories, Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak
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absorbans-konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine gore Total Antioksidan Kapasite

sonuglar1 “mmol Trolox Equivalent/ mg protein” olarak hesaplandi.

Oksidatif Stres Indeksi, oksidatif stres diizeyinin bir diger gostergesi hesapla elde
edilen degerdir. Bu indeks TAS ve TOS degerleri kullanilarak asagidaki formiil ile

hesaplanmaistir:
OSi = TOS (umol H202 Eqv/L) / TAS (umol Trolox Eqv/L) X 100

Plazma Malondialdehid (MDA) diizeyleri tibbi biyokimya laboratuvarinda manuel
olarak calisildi. MDA diizeyinin dl¢iimii icin LPO Assay (Oxford Biomedical Research,
Missouri, ABD) kiti kullanildi. Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA,
asidik ve alkali ortamda 1sitilarak serbestlestirildi. iki molekiil N-metil-2- fenilindol ile bir
molekiil MDA reaksiyona girerek renkli bir kompleks olustu. MDA diizeyleri iiretici
talimatlarina uygun olarak 586 nm de Bio-rad Mikroplate absorbans okuyucu xMark (Bio-
rad Laboratories, Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak absorbans-konsantrasyon

kalibrasyon grafiklerine gore MDA sonuglari “nmol/mL” olarak hesaplandi.

Doku MDA diizeyinin 6l¢iimii icin LPO Assay (Oxford Biomedical Research,
Missouri, ABD) kiti kullanildi. Lipid peroksidasyonunun son firiinlerinden olan MDA,
asidik ve alkali ortamda 1sitilarak serbestlestirildi. Iki molekiil N-metil-2- fenilindol ile bir
molekiill MDA reaksiyona girerek renkli bir kompleks olustu. MDA diizeyleri iiretici
talimatlarina uygun olarak 586 nm de Bio-rad Mikroplate absorbans okuyucu xMark (Bio-
rad Laboratories, Kalifornia, ABD) sistemi kullanilarak absorbans-konsantrasyon

kalibrasyon grafiklerine géore MDA sonuglar1 “nmol/mg protein” olarak hesaplandi.

Doku protein diizeyleri Pierce bicinchoninic acid-BCA (Thermo Scientific, Illinois,

ABD) kiti kullanilarak spektrofotometrik yontem ile 6l¢iildii.

Plazma oOrneklerinde ALT, AST, LDH ve Total Bilirubin diizeyleri Meram Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya rutin laboratuvarinda, Roche Cobas ¢702 rutin biyokimya
otoanalizdriinde (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Almanya) Roche Diagnostics
firmasiin orijinal kit, kalibratdr ve kontrolleri kullanilarak 6l¢iildii. Plazma 6rneklerinde
ALT, AST ve LDH aktiviteleri IU/L olarak hesaplandi. Plazma 6rneklerinde total bilirubin
diizeyleri mg/dL olarak hesaplandu.
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3.4. Histopatolojik Incelemeler

Histopatolojik incelemeler Necmettin Erbakan Universitesi Tibbi Patoloji
Laboratuvarinda yapildi. Alinan doku oOrnekleri %10’luk formaldehitle tespit edildi.
Makroskobik olarak karacigerden diseke edilen doku ornekleri rutin doku takibine alindu.
Parafin bloklara gomiilen 6rneklerden Hematoksilen&Eozin, Ki-67 ve MassonTrikrom
(MTK) boyamalar i¢in 4-5 mikronluk kesitler alind1. Kesilen lamlara Dako Omnis (Agilent
Technologies, Kalifornia, ABD) cihazinda EDTA inkiibasyonu sonrasinda, Ki-67 (DAKO-
Clone-MIB-1) boyama protokolii uygulandi. Artisan Link Pro model DAKO otomatik
Histokimya cihazinda MassonTrikrom boyama protokolii uygulandi. H&E,
immiinhistokimyasal ve histokimyasal boyali lamlar; Olympus BX46 (Olympus

Corporation, Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda uzman patolog tarafindan degerlendirildi.

Isik mikroskobisinde; H&E boyal1 lamlarda 10 BBA da mitoz sayis1, steatoz, Iltihabi
hiicre yogunlugu, hidropik dejenerasyon (HD) ve MTK boyali lamlarda periportal ve
perisentral fibrozis degerlendirildi. Ki-67 boyamada; niikleer olarak pozitif boyanan

hiicrelerin hot spot olarak yiizdesi verildi.
3.5. 1. viscosa Ekstresinin Hazirlanmasi ve Fitokimyasal Analizi

I. viscosa bitkisinin toprak tistii kismi, dogal olarak yetistigi Manisa-Akhisar
bolgesinden 01.06.2013°te, koklerine zarar vermeden deneysel ¢alismalar i¢in toplandi.
Keskin kokuya sahip olan bitki kurutulduktan sonra ayni tazeligini korumasi i¢in kuru ve
soguk depoda saklandi. Bitki tiiriiniin teshisi Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii’nde 6gretim tiyesi olan Prof. Dr. Hayri DUMAN tarafindan yapildi. Toplanan bitki
materyalinden bir herbaryum 6rnegi hazirlanarak saklanmasi igin, Gazi Universitesi, Fen
Fakiiltesi Herbaryumu’na (GAZI) birakildi (F. Ayaz 01). Literatiirde benzer tiirlerde yapilan
caligmalara gore etanol, metanol veya sulu ekstrelerin hazirlandig: goriildii (8,31,32). Zengin
fitokimyasal igerigin elde edilmesi ve yapilacak deneylerde etkinligin goriilebilmesi igin
suya gore daha polar olan metanol ¢6ziiciisii tercih edildi (10). I. viscosa bitkisinin toprak
istli kismi, golge ve havadar bir ortamda kurutuldu ve ardindan 6giitiicti yardimu ile toz
edildi. Zengin fitokimyasal igerigin elde edilmesi ve yapilacak deneylerde etkinligin
goriilebilmesi i¢in metanol ile ekstre hazirlandi. Toz edilmis bitki materyali tartilarak (210
g) cam bir kap igerisine alind1 ve lizerine metanol ¢oziiciisii ilave edildi. Karisim calkalayici

kullanilarak maserasyona birakildi. Stizme isleminin ardindan kalan posaya birkac defa daha
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metanol ¢oziiclisiinden ilave edilerek ayni islemler tekrarlandi. Toplamda 9 L metanol
kullanild1. Tiim siiziintiiler birlestirilerek evaporatér yardimiyla algak basingta 40°C’yi
gecmeyecek sicaklikta yogunlagtirma islemi yapilarak kuruluga kadar uguruldu. Kalan kuru
bakiye c¢oziindiiriilerek uygun bir cam kaba aktarilarak su banyosunda yogunlastirilmis ve
kuru ekstre (46,9784 g, %22,37 verim) elde edildi. Kuru ekstre deneysel ¢alismalar yapilana
kadar buzdolabinin dondurucu kisminda saklandi. Deney hayvanlar ile ¢alisma
yapilacaginda kuru ekstrenin sulu c¢ozeltisi sodyum karboksi metil seliiloz (%0,5) ile

siispande edilerek hazirlandi.

. viscosa bitkisinden elde edilen metanollii ekstrenin kantitatif olarak fitokimyasal
analizini gergeklestirmek igin bir kiitle spektrometresi ile birlestirilmis (Shimadzu-Nexera)
Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (UHPLC) kullanildi. Ters faz-UHPLC
sistemi, bir otomatik numune alict (SIL-30AC), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp), ikili
pompalar (LC-30AD) ve bir degazer (DGU-20A3R modeli) hattindan olusmaktadir.
Analizde 53 adet fitokimyasal icin optimum ayrim elde etmek i¢in kromatografik kosullar
optimize edilmistir. Optimum kosullar belirlenerek kromatografik ayrimda analitik kolon
ters faz-Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mmx2,1 mm, 2,7 pm) kullanilmistir. Kolon
sicaklig1 40°C'ye ayarlanmistir. Gradient eliisyon ile yapilan ayrimda, solvent A (su+5 mM
amonyum format+%0,1 formik asit) ve solvent B (metanol+5 mM amonyum format+9%0,1
formik asit) igin uygulanan profil %20-100 B (0-25 dakika), %100 B (25-35 dakika) ve %20
B (35-45 dakika) seklindedir. Ayrica solvent akis hiz1 0,5 mL/dk uygulanmis, enjeksiyon

hacmi 5 pL olarak belirlenmistir.

LC-ESI-MS/MS analizi i¢gin UHPLC’ye bagl kiitle spektrometrisi hem negatif hem
de pozitif iyonizasyon modlarinda c¢alisan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynag: ile
donatilmis bir tandem kiitle spektrometresi (Shimadzu LCMS-8040) kullanilarak
gerceklestirildi. Elde edilen veriler LabSolutions yazilimi (Shimadzu) kullanilarak sunuldu.
Fitokimyasallarin miktar tayininde MRM (goklu reaksiyon izleme) modu kullanild1 ve
belirtilen oncii fitokimyasal fragmentlerden iyon gecislerinin taranmasina dayali olarak

bilesiklerin segici olarak saptanmasi ve 6l¢iilmesi i¢in yontem optimize edildi (Sekil 7) (33).
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Sekil 7 Standart fenolik bilesiklerin LC-ESI-MS/MS kromatogrami

3.6. Verilerin istatistiksel Analizi

Siirekli degiskenler median (minimum-maksimum) olarak verildi. Normalite ve
homojenite varsayim testleri icin sirastyla Shapiro-Wilk ve Barlett testleri kullanildi.
Gruplar arasi karsilastirmalarda normal dagilim gosteren homojen dagilan siirekli verilerin
karsilastirilmasinda ~ Fisher one-way ANOVA, homojen dagilmayan verilerin
karsilastirilmasinda Welch one-way ANOVA, normal dagilim gostermeyen siirekli
degiskenlerin karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testleri kullanildi. Kategorik degisken
iciren gruplarin Karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik icin
p<0.05 kabul edildi. Istatistiksel testler SPSS 28.0 siiriim istatistik paket programi
kullanilarak yapildi (34).

4. BULGULAR

Deney gruplarinin postoperatif 1. giindeki ve postoperatif 7. giindeki bulgular ayri
ayr1 karsilastirildi. Bu bulgular karaciger agirliklar1 ve rejenerasyon oranlari, biyokimyasal

bulgular ve histopatolojik bulgular olarak incelendi.
4.1. Postoperatif 1. Giin

Viicut agirligi ve hesaplanan pre-op karaciger agirligi agisindan 4 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 1).
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Tablo 1 Postoperatif 1. giinde dl¢iilen agirliklar ve rejenerasyon oranlart

S L H U p
Viicut Agirligi 156 (141- 146,2 (131- | 151,8 (120- | 151,6 (133- | 0.81*
170) 165) 172) 190)
Hesaplanan 8728,5 8056,1 8451,6 7961,6 0.608*
Preoperatif (7358-9652) | (6450-9444) | (7320-9537) | (5974-9925)
Karaciger Agirligi
Rezidii Karaciger 4400,8 3689,9 3453.9 3135 (2180- | 0,002*
Agirhig (3851-4851) | (2977-4523) | (2704-4119) | 3767)
Rejenerasyon Oran1 | 50,5 (46,72- | 46,1 (39,63- | 41,1 (33,42- | 39,7 (31,59- | 0,007*
53,13) 51,62) 48,64) 48,98)

*Fisher’s ANOVA
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50,00

40,00

30,00

Rejenerasyon orani %

20,00
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ig*
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Sekil 8 Postoperatif 1. giinde rejenerasyon oranlari
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Rezidiiel karaciger agirliginin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde

farkli oldugu goriildii (p=0,002). S grubu, H grubundan (p=0,018) ve U grubundan (p=0,001)

yuksek saptandi. Diger ikili karsilastirmalarda anlamli fark saptanmadi.

Rejenerasyon oraninin gruplar arasinda anlamli sekilde farkli oldugu goriildi

(p=0,007). Ikili karsilastirmalarda S grubu istatistiksel olarak anlamli sekilde H grubundan

(p=0,031) ve U grubundan (p=0,011) yiiksek saptandi. Diger ikili karsilagtirmalarda fark
goriilmedi (Sekil 8).

4.1.1. Biyokimyasal bulgular

ALT, TAS ve dokuda TAS acisindan 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (Tablo 2 ve 3).

AST diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark oldugu gériildii (p=0,004). ikili

karsilagtirmalarda L grubu H grubundan daha diistik (p=0,012) saptandi. S grubunda H

grubundan anlamli disiikti (p=0,011), ancak L (p=0,98) ve U (p=0,366) gruplari ile

arasindaki fark anlamli degildi.

Tablo 2 Postoperatif 1. giindeki biyokimya degerleri

S L H U P
ALT 141,3 (104- | 144,3 (63- | 215 (161-401) | 140 (51- 0,087%**
166) 415) 244)
AST 202 (173- 212,9 (99- | 3253 (261- | 254,9 (151- | 0,004*
259) 293) 420) 390)
Total 0,31 (0,21- | 0,245 (0,15- | 0,35 (0,29- 0,29 (0,20- | 0,009*
Bilirubin | 0,40) 0,30) 0,45) 0,32)
GGT 57,2 (50-64) | 67,1 (60-72) | 95,9 (89-104) | 86,5 (85-89) | <0.001**
LDH 314,5 (244- | 356,3 (235- | 489,3 (424- | 463,9 (345- | <0.001*
395) 420) 575) 510)

*Fisher’s ANOVA, **Welch’s ANOVA, ***Kruskal-Wallis test
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Total bilirubin diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli oldugu

gdriildii (p=0,009). Ikili karsilastirmalarda sadece L grubu istatistiksel olarak H grubundan
anlaml disiiktii (p=0,005).

GGT diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark tespit edildi (p<0,001). ikili

karsilastirmalarda L grubu H ve U grubundan istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (p<0,001).

U grubu da H grubundan anlamli diisiik saptandi (p=0,011).

Tablo 3 Postoperatif 1. giindeki dokuda ve plazmada TAS, TOS, MDA ve OSI degerleri

S L H U P

TAS 1,57 (0,51- 1,41 (0,72 1,20 (0,84- | 1,26 (0,98- | 0,201%**
2,56) 1,89) 1,37) 1,41)

TOS 0,798 (0,78- | 1,038 (0,95- | 1,536 (1,42- | 1,499 (1,38- | <0,001**
0,81) 1,16) 1,69) 1,66)

oSl 0,075 (0,03- | 0,080 (0,06- | 0,131 (0,11- | 0,120 (0,11- | 0,016***
0,15) 0,14) 0,18) 0,14)

MDA 279 (2,37- | 3,68(3,38- | 4,78 (4,48- | 486 (4,41- | <0.001*
3,09) 3,82) 5,29) 5,42)

Dokuda | 1,05(0,83- | 0,96 (0,73- 0,92 (0,55~ | 0,93 (0,70- | 0,413***
TAS 1,17) 1,11) 1,03) 1,09)

Dokuda | 18,17 (15,21- | 18,97 (16,66- | 22.35 (19,02- | 19,26 0,006*
TOS 20,07) 20,70) 24.,65) (16,33-
25,74)

Dokuda | 1,74 (1,56- 2(157-2,44) | 2,53 (1,84- |2,16(1,50- | 0,046***
osl 1,92) 4,10) 3,36)

Dokuda | 5,19 (4,9 - 5,47 (5,04- 6,07 (5,61 | 6,27 (5,79- | <0,001*
MDA 5,59) 5,87) 6,51) 6,79)

*Fisher’s ANOVA, **Welch’s ANOVA, ***Kruskal-Wallis test
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Gruplarin LDH diizeylerinin anlaml sekilde farkli oldugu gériildii (p=0,009). ikili
karsilastirmalarda S grubu H grubundan ortalama 175 (p<0,001) ve U grubundan ortalama
149,4 (p=0,002) diisiik saptandi. L grubu istatistiksel olarak anlamli sekilde H grubundan
ortalama 133 (p<0,001) ve U grubundan 107,6 (p=0,008) diisiik saptandi.

TOS diizeylerinde gruplar arasinda fark saptandi (p<0,001). Ikili karsilastirmalarda
L grubu istatistiksel olarak H ve U grubundan anlamli diisiikk bulundu (p<0,001). S grubu da
U, H ve L gruplarindan sirasiyla ortalama 0,7 (p<0,001), 0,74 (p<0,001) ve 0,24 (p<0,001)
kadar daha diisiik bulundu (Tablo 3).

MDA (nmol/L)

L
Dokuda MDA (nmol/mg protein)
g

T0S (umol H202 Eq/L)
Dokuda TOS  (umol H202 Eq/mg protein)

Dokuda OSI (TOS-TAS indeks)

0S| (TOS-TAS indeks)
>

] I
f »

s L H u s

Sekil 9 Postoperatif 1. giinde dokuda ve plazmada TOS, MDA ve OSI degerleri
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MDA diizeylerinde gruplar arasinda fark oldugu goériildii (p<0,001). L grubu, H ve
U grubundan anlamli diisiik bulundu (p<0,001). S grubu ile diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark izlendi (Tablo 3) (Sekil 9).

OSI (Oksidatif stres indeksi) agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edildi (p=0,016). ikili karsilastirmalarda L ile H gruplar1 (p=0,005) ve L ile U gruplar
(p=0,032) ve S ve H gruplar1 (p=0,037) arasinda anlaml:1 fark saptandi.

Dokuda TOS diizeylerinin gruplar arasinda anlamli sekilde farkli oldugu goriildii
(p=0,006). S grubu H grubundan (p=0,016), L grubu H grubundan (p=0,018) ve U grubu da
H grubundan (p=0,033) istatistiksel olarak anlaml1 diisiiktii.

Dokuda MDA diizeylerinde gruplar arasinda fark oldugu gériildii (p<0,001). S grubu
anlamli sekilde H ve U grubundan (p=0,001) diisiik saptandi. L grubu istatistiksel olarak
anlaml1 sekilde H grubundan (p=0,007) ve U grubundan (p<0,001) diisiiktii.

Dokuda OSI acisindan gruplar arasinda farkli oldugu goriildii (p=0,046). Ikili

karsilastirmalarda S ile H gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0,0006).

4.1.2. Histopatolojik bulgular

Tablo 4 Postoperatif 1. giindeki histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgular

S L H U p

Mitoz 10,25 (5-14) | 7,125 (0-21) | 1,125 (0-7) | 1,625 (0-10) | 0,015***

Ki-67 %0 %0 %25 (n=2) | %25 (n=2) 0,321****

Inflamasyon | %75 (n=3) %37,5 %62,5 %50 (n=4) 0,601****
(n=3) (n=5)

Hidropik %100 (n=4) | %75 (n=6) | %62,5 %87,5 (n=7) | 0,431****

dejenerasyon (n=5)

Fibrozis %0 %50 (n=4) | %50 (n=4) | %12,5(n=1) | 0,13****

***Kruskal-Wallis test, ****Ki-kare test
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Ki-67, inflamasyon, hidropik dejenerasyon ve fibrozis agisindan 4 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4). Mitoz agisindan gruplar arasinda

farklilik saptandi1 (p=0,015). ikili karsilastirmalarda S ile H gruplar1 (p=0,011), S ve U

gruplar1 (p=0,008), L ve U gruplari (p=0,047) arasinda anlamli1 fark saptandi.

4.2. Postoperatif 7. Giin

Viicut agirligi, hesaplanan preoperatif karaciger agirligi, rezidii karaciger agirligi ve

rejenerasyon orani agisindan 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(Tablo 5).

Tablo 5 Postoperatif 7. giinde 6l¢iilen agirliklar ve rejenerasyon oranlari

S L H U p
Viicut Agirligi 157,75 144,88 150,75 1495 (137- | 0,361*
(138-169) | (134-156) | (129-195) | 165)
Hesaplanan 9096 8205,3 7816,6 8490,1 0,083**
Preoperatif (8098- (6552- (7195- (7400-
Karaciger Agirhigi | 9481) 9424) 9194) 9418)
Rezidii Karaciger | 7092,3 6765,1 6764,6 6850,8 0,878**
Agirhig (6500- (5704- (5280- (6325-
7402) 7765) 8007) 7965)
Rejenerasyon Orani | 78 (77,5- 84,5(82,5- |91,1(83,8- |81,8(73,3- |0,136*
78,6) 85,5) 94,5) 85,2)

*Kruskal-Wallis test, **Fisher’s ANOVA

4.2.1. Biyokimyasal bulgular

LDH, TAS ve dokuda TAS agisindan 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (Tablo 6 ve 7).
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ALT agisindan gruplar arasinda fark oldugu goriildii (p=0,021). L ve U gruplar
(p=0,012) ile S ve U gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0,007) (Sekil 10).

AST diizeylerinin anlamli sekilde farkli oldugu goriildii (p=0,001). L grubu U

grubundan anlamli diisiiktii (p=0,06). S grubunun U (p=0,011) ve H (p=0,009) gruplar ile

ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark izlendi (p=0,747).
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Sekil 10 Postoperatif 7. giinde AST ve ALT degerleri

Tablo 6 Postoperatif 7. giindeki biyokimya degerleri

S L H U P
ALT 69 (54-90) | 94,1 (54-133) | 118,4 (57- | 200,1 (69- | 0,021*
180) 556)
AST 137,3(96- | 177,1(89- | 2045 (121- | 256,5 (157- | 0,015%*
196) 233) 292) 353)
Total 0,20 (0,15- |0,25(0,20- | 0,25(0,20- | 0,30 (0,25- | 0,033*
Bilirubin | 0,29) 0,35) 0,32) 0,35)
GGT 55 (50-60) | 66 (60-73) | 91,0 (82-103) | 86 (76-95) | <0,001**
LDH 333,3 (201- | 396,9 (240- | 401,8 (295- | 458,4 (330- | 0,185**
476) 585) 520) 535)

*Kruskal-Wallis test, **Fisher’s ANOVA

24



Total

bilirubin ac¢isindan gruplar arasinda fark

saptand1

(p=0,033).
karsilagtirmalarda S grubu U grubundan anlamli olarak daha diistiktii (p=0,005).

Ikili

GGT diizeylerinin gruplar arasinda farkli oldugu goriildi (p<0,001). L grubu, H ve

U grubundan anlamli diisiik bulundu (p<0,001). S grubu ile U ve H gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak fark saptandi (p<0,001), L grubundan da istatistiksel olarak anlamli

olmayan ancak kaydedeger bir diisiikliik saptand1 (p=0,051).

TOS diizeylerinin gruplar arasinda farkli oldugu goriildii (p<0,001). L grubu, H ve U

gruplarindan anlamli diisiik bulundu (p<0,001). S grubu ile U, H ve L gruplar arasinda

yapilan ikili kargilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,001).

Tablo 7 Postoperatif 7. giindeki dokuda ve plazmada TAS, TOS, MDA ve OSI degerleri

S L H U p

TAS 1,30 (0,63- 1,27 (0,81- 1,24 (0,81- 1,25 (1,09- 0,995***
1,90) 1,78) 1,67) 1,35)

TOS 0,82 (0,76- 1,05 (0,91- 1,46 (1,30- 1,54 (1,44- <0,001**
0,88) 1,15) 1,63) 1,72)

(0N 0,073 (0,04- | 0,088 (0,06- | 0,13 (0,08- 0,12 (0,11- 0,001**
0,12) 0,12) 0,17) 0,14)

MDA 2,69 (2,37- |3,63(3,25- |4,70(4,30- |4,78(4,41- |<0,001**
2,96) 4,06) 5,29) 5,22)

Dokuda 1,01 (0,86- 0,99 (0,73- 0,96 (0,78- 0,98 (0,80- 0,785*

TAS 1,12) 1,10) 1,10) 1,09)

Dokuda 20,84 (18,52- | 20,53 (19,39- | 23,85 (19,62- | 24,16 (18,99- | 0,003**

TOS 23,55) 22,56) 26,97) 26,97)

Dokuda 2,07 (1,81- [2,10(1,88- |2,49(2,23- |249(1,95- |0,01*

oSl 2,20) 2,84) 2,80) 3,17)

Dokuda 5,30 (5,09- 6,04 (5,59- 7,16 (6,50- 7,61 (6,68- <0,001**

MDA 5,61) 6,44) 7,79) 8,40)

*Kruskal-Wallis test, **Fisher’s ANOVA, ***Welch’s ANOVA
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Gruplar arasinda OSI diizeylerinde anlamli fark izlendi (p=0,001). L grubu, H
(p=0,031) ve U (p=0,025) grubundan anlaml diisiik bulundu. S grubu da U (p=0,011), H
(p=0,009) gruplarina gore anlaml diisiik bulundu, L grubu ile aralarinda fark saptanmadi

(p=0,747).

MDA diizeylerinin arasinda anlamli fark saptand: (p<0,001). L grubu, H (p<0,001)
ve U (p<0,001) gruplarindan anlamli diisiik tespit edildi. S grubu da U, H ve L gruplarindan
anlaml diisiik saptandi (p<0,001) (Sekil 11).
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Sekil 11 Postoperatif 7. giinde dokuda ve plazmada TOS, MDA ve OSI degerleri

26



Dokuda TOS diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli
oldugu gériildii (p=0,003). Ikili karsilastirmalarda U ve H gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,99). L grubu istatistiksel olarak H ve U grubundan
sirasiyla ortalama 3,32 (p=0,016) ve 3,63 (p=0,008) kadar daha diisiik bulundu. S grubu ile
L, H ve U gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark saptanmadi. S ile U gruplari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmasa da dikkat ¢ekiciydi (p=0,062).

Dokuda OSI agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde fark
oldugu goriildii (p=0,01). Ikili karsilastirmalarda L ve H gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptandi (p=0,006).

Dokuda MDA diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl
oldugu gériildii (p<0,001). Ikili karsilastirmalarda U ve H gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,219). L grubu istatistiksel olarak H (p<0,001) ve U
(p<0,001) grubundan anlamli diisiik bulundu. S grubu da istatistiksel olarak U, H ve L
gruplarindan sirasiyla ortalama 2,31 (p<0,001), 1,85 (p<0,001) daha diisiik saptandi, L
grubundan da 0,73 kadar istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak kaydedeger bir diisiikliik
saptandi (p=0,064).

4.2.2. Histopatolojik bulgular

Tablo 8 Postoperatif 7. giindeki histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgular

S L H U p
Mitoz 1,50 (0-3) 0,38 (0-2) 1,38 (0-3) 1,13 (0-3) 0,138*
Ki-67 %25 (n=1) | %62,5 (n=5) | %50 (n=4) | %50 (n=4) | 0,721%***
Inflamasyon %75 (n=3) | %75 (n=6) | %62,5 (n=5) | %87,5 (n=7) | 0,063****
Hidropik %0 (n=0) | %62,5 (N=5) | %12,5 (n=1) | %50 (n=4) | 0,579****
Dejenerasyon
Fibrozis %25 (n=1) | %62,5 (n=5) | %37,5 (n=3) | %37,5 (n=3) | 0,138****

*Kruskal-Wallis test, ****Kij-Kare test
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Mitoz, Ki-67, inflamasyon, hidropik dejenerasyon ve fibrozis agisindan 4 grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 8).

Yogun iltihap bulunan grup saptanmadi. Periportal ya da perisentral fibrozis pozitif
olan vakalarin tiimiinde minimal derecede idi. Steatoz gruplarin hi¢birinde saptanmadi. Tim

gruplarda konjesyon bulgusu goriildii (Sekil 12).

Sekil 12 Histopatolojik bulgular a: x100 H&E inflamasyon yok b: x100 H&EHafif
inflamasyon c¢: x100 H&E Orta derecede inflamasyon d-e: x400 H&E Mitozlar (sar1 oklar
ile isaretlenmis) f: x40 MTK Fibrozis yok g: x200 MTK Fibrozis ok ile isaretlenmis mavi
boyanan alanlar) h-i: x200 Ki-67 ile pozitif ekspresyon (ok ile isaretlenmis kahverenkli

boyanan hiicreler)
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4.3. 1. viscosa Ekstesinin Fitokimyasal Analiz Bulgular:

Tablo 9 I. viscosa ekstresinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar

Analit (mg analit/g ekstre) Analit (mg analit/g ekstre)
1 Kinik Asit 25,084 29 | Salisilik Asit 0,189
2 Fumarik Asit 0,556 30 | Sinarosid 0,078
3 Akonitik Asit t.e. 31 | Miquelianin 4,157
4 | Gallik Asit 0,099 32 | Rutin-D3-IS u.
5 | Epigallokatesin te. 33 | Rutin 0,202
6 | Protokatesik Asit 1,733 34 | Izokersitrin 1,031
7 | Katesin te. 35 | Hesperidin 0,137
8 | Gentisik Asit 1,608 36 | o-Kumarik Asit | t.e.
9 | Klorojenik Asit 15,904 37 | Genistin te.
10 | Protokatesik Aldehit 0,014 38 | Rosmarinik Asit | t.e.
11 | Tannik Asit 0,05 39 | Ellajik Asit t.e.
12 | Epigallokatesin Gallat te. 40 | Kozmosiin 0,022
13 | 1,5-Dikafeoilkinik Asit 7,821 41 | Kersitrin 0,05
14 | 4-OH Benzoik Asit 0,311 42 | Astragalin 3,987
15 | Epikatesin t.e. 43 | Nikotiflorin 0,436
16 | Vanilik Asit te. 44 | Fisetin te.
17 | Kafeik Asit 3,079 45 | Daidzein t.e.
18 | Siringik Asit te. 46 | Kersetin-D3-I1S | u.
19 | Vanilin te. 47 | Kersetin 1,96
20 | Siringik Aldehit te. 48 | Naringenin 0,041
21 | Daidzin te. 49 | Hesperetin te.
22 | Epikatesin Gallat t.e. 50 | Luteolin 0,768
23 | Piseid (resveratrol 3-5-mono-D-glukozid) | t.e. 51 | Genistein te.
24 | p-Kumarik Asit 0,315 52 | Kamferol 0,259
25 | Ferulik Asit-D3-IS u. 53 | Apigenin 0,18
26 | Ferulik asit te. 54 | Amentoflavon 0,015
27 | Sinapik Asit te. 55 | Krisin 0,004
28 | Kumarin t.e. 56 | Akasetin 6,053

t.e.: Tespit edilemedi; u.: Uygulanamadi
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Yapilan LC-ESI-MS/MS analizine gore |. viscosa metanollii ekstresinde 53 adet standart
fenolik bilesigin kantitatif tayini yapildi. Ancak bunlardan 23 tanesi tespit edilemedi. Major
olarak bulunan fenolik bilesikler sirasiyla kinik asit (25,084 mg/g ekstre), klorojenik asit
(15,904 mg/g ekstre), 1,5-dikafeoilkinik asit (7,821 mg/g esktre), akasetin (6,053 mg/g
ekstre), miquelianin (4,157 mg/g ekstre), astragalin (3,987 mg/g ekstre), kafeik asit (3,079
mg/g ekstre), kersetin (1,96 mg/g ekstre) ve izokersitrin (1,031 mg/g ekstre) olarak belirlendi
(Tablo 9) (Sekil 13).

(x1.000.000)

1312911
1,204

1,00

——T [ T T T T [ T T T T ] T T T T [ T T T T | T T T T [ T T T T | T T T T
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min

Sekil 13 I. viscosa bitkisinin metanol ekstresinin LC-ESI-MS/MS kromatogrami

5. TARTISMA VE SONUC

Karacigerin parsiyel rezeksiyonu sonrasi birgok mekanizmanin etkisi ile karaciger
rejenerasyonu baglar ve rezeksiyonun derecesine gore degisen bir hizda devam eder. Rezidi
karaciger dokusu, rezeksiyon Oncesi karaciger agirligina yaklastikca rejenerasyon yavaslar
ve sonlanir. Bu siireclerin anlasilmasi ve etki eden mekanizmalarin aydinlatilmasi karaciger

cerrahilerinde 6nem arz etmektedir (17,18,35).

Calismamizda %70 hepatektomi sonrast 4 gruba ayrilan siganlarda, oral gavaj
yoluyla verilen I. viscosa ekstresinin belirli dozlarda postoperatif 1. ve 7. glinlerde karaciger

rejenerasyonuna etkisi kontrol cerrahi ve UDCA verilen gruplarla karsilastirilarak incelendi.
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Inula cinsine ait bitki tlirlerinin karaciger tizerine etkileri arastirilmis, 1. britannica
L., I. heterolepsis Boiss., I. crithmoides L., I. cappa DC. ve |. racemosa Hook.f. tiirleri
tizerinde yapilan hepatoprotektif aktivite ¢alismalarindan literatiirde bahsedilmistir
(8,31,32,36—-39). Bu aktivitenin bitki icerigindeki dikafeoilkinik asit tiirevleri ve onlarin
tiirevlerinden klorojenik asit gibi bilesiklere atfedilebilecegi de rapor edilmistir (8). I. viscosa
ise, ilkemizde yaygin olarak yetisen bir Inula tiiriidiir ve sedef gibi cilt hastaliklarinda,
yaranin tedavisinde, romatizmal agrilar, asttm ve bronsit gibi akciger rahatsizliklarinda,
diyabet, gastroduodenal hastaliklar, hipertansiyon, kanser, bronsit, tiiberkiiloz ve kisirlik gibi
durumlarda geleneksel kullanimi olan bir bitkidir (4,40,41). Literatiire gore, . viscosa
bitkisinin antiinflamatuar, antiseptik, antiskabiez, ekspektoran, diiiretik, antipiretik,
antihelmintik, antifungal, antioksidan, antiiilserojenik, antiproliferatif, antimikrobiyal ve
kanamay1 durdurucu etkilere sahip oldugu bilinmektedir (4,40-42). Yapilan ¢aligmalar ile,
I. viscosa bitkisinin biyoaktif seskiterpenler ve seskiterpen asitler (inuviscolide, tomentosin
ve tlrevleri, karabron, ilisik asit, kostik asit ve tiirevleri), azulenler, flavonoidler
(sakuratenin, 7-O methylaromadendrin ve 3-O-acetylpadmatin), fenolik asit tiirevleri
(kafeoilkinik asit, dikaffeoilkinik asit ve tiirevleri), glikolipidler (inugalactolipid A),
triterpenoidler ve ugucu yaglar igerdigi bulunmustur (5,40,43). Ayrica, |. viscosa tiirlerinden
hazirlanan etanol, metanol ve sulu ekstrelerde antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik
aktiviteler gibi gesitli biyolojik etkilerden sorumlu oldugu diisiiniilen flavonoidler ve fenolik
asitler sinifindan birgok bilesen tespit edilmistir (5,40,41,44-46).

Antioksidan, sitotoksik, antiasetilkolinesteraz, antimikrobiyal ve antifungal
aktiviteler ile fitokimyasal analiz iizerine yapilan |. viscosa ¢alismalarinin biiyiik bir kismi
bitkiden elde edilen etanol, metanol ve etil asetatli ekstrelerde bulunan fenolik ve flavonoit
tirevi bilesiklerin kalitatif olarak tayin edildigi ¢alismalardir(5,44,45,47,48). Kantitatif
olarak yapilan ¢alismalar ile 1. viscosa bitkisinin antioksidan, antiproliferatif ve
antimikrobiyal bakimdan da incelendigi literatiirler olduk¢a kisitlidir (40,41). Bir bagka
calismada ise, . viscosa bitkisinden hazirlanan metanollii ekstreden izole edilen 1,3-
dikafeoilkinik asit bilesiginin, kafeoilkinik asit ve dikafeoilkinik asit tiirevi bilesikler
arasinda en gii¢lii antioksidan aktiviteyi gosterdigi bulunmustur (46). Buna ilave olarak,
baska Inula tiirlerinin hepatoprotektif etkisi tizerine ¢alismalar olmasina karsin, |. viscosa
tiiriiniin karaciger rejenerasyonuna etkisi ile ilgili caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu

nedenle tez kapsaminda I. viscosa bitkisinin potansiyel antioksidan etkisinden sorumlu
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olabilecek fenolik bilesiklerce zengin olmasi nedeniyle karaciger rejenerasyonu lizerine

etkisi ilk defa arastirilmistir.

. viscosa bitkisinin kantitatif olarak fitokimyasal analizinin yapildig1 ¢alismalardan
birinde ¢igek yaprak ve kok kisimlarindan ayri ayri olacak sekilde metanol ile ekstreler
hazirlanmistir. Klorojenik asit, kafeik asit, rutin, mirsetin, kersetin, luteolin ve kamferol
bakimindan incelenen ekstrelerde klorojenik asit bilesiginin major olarak bulundugu
goriilmiistiir. Mirsetin higbir ekstrede tespit edilemezken, kamferol sadece ¢icek ekstresinde;
kersetin ve luteolin de ¢igek ve yaprak ekstrelerinde tespit edilmistir (41). Bir diger
calismada |. viscosa bitkisinin toprak dstii kismindan sulu ve metanollii ekstreler
hazirlanmustir. Gallik asit, kafeik asit, rutin, luteolin, kamferol, rosmarinik asit, mirsetin,
kersetin, kumarin ve apigenin bilesiklerinin miktarlarinin incelendigi bu c¢alismada,
kamferol (34,36 mg/g sulu ekstre; 40,87 mg/g metanollii ekstre) her iki ekstrede de major
olarak tespit edilmistir. Diger yliksek miktarda tespit edilen fitokimyasallar arasinda kersetin
ve kumarin sirasiyla 8,68 ve 4,42 mg/g metanol ekstresi olarak bulunmustur (40). Bizim
calismamizda ise, ilk defa bu kadar ¢ok sayida fitokimyasal standart madde kullanilarak bir
fenolik profil incelemesi yapilmistir. Gokbulut ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile paralel
olarak bizim ¢alismamizda da klorojenik asit miktar1 oldukea ytliksek bulundu. Diger taraftan
Ozkan ve arkadaslarinin calismasinda major madde olarak tespit edilen kamferol maddesinin
bizim calismamizda oldukga diisiik miktarda bulunmasi sonuglarda farkliliklarin oldugunu
gosterdi (40). Ayrica kumarin ve kafeik asit bilesiklerinde de 6nemli uyumsuzluklar
gbozlenmistir. Buna iligkin, ektraksiyon kosullari, bitki materyalinin toplanma yeri ve
zamani, toprak yapis1 ve mevsimsel faktorler nedeniyle fitokimyasal analiz sonuglarinda

farkliliklarin olabilecegi sonucuna varilmaigtir.

Hepatoprotektif etkinligin in vitro ve in vivo yontemlerle arastirildig: bir ¢alismada
I. crithmoides bitkisinin metanollii ekstresi ve fraksiyonlarindan etil asetat fraksiyonu en
aktif bulunmustur. Bu aktif fraksiyondan izolasyon ¢aligmalar1 yapildiginda kersetin, 3,5-
dikafeoilkinik asit, klorojenik asit, a-amirin, [-sitosterol ve B-sitosterol-3-O-p-D
glukopiranozit elde edilmistir (8). Ozellikle dikafeoilkinik asit tiirevleri ve klorojenik asit
gibi fenolik bilesiklerin antioksidan ve hepatoprotektif etkiler ile iliskilendirilen ¢aligmalar
rapor edildiginden bitkinin aktiviteden sorumlu bilesiklerinin klorojenik asit ve 3,5-
dikafeoilkinik asit olabilecegi One siiriilmiistiir (49-51). Ayrica bir ¢alismada dikafeoilkinik

asit tlirevi bilesiklerin kafeoilkinik asit tlirevlerinden daha giiclii antioksidan
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potansiyellerinin oldugu bildirilmistir (52). 1,5-dikafeoilkinik asit bilesiginin major olarak
tespit edildigi bir izolasyon ¢alismasinda Vernonia condensata Baker bitkisinin etil asetat
fraksiyonunun hepatoprotektif etki  gosterdigini ve bu etkinin  antioksidani
hipokolesterolemik ve antienflamatuvar etkinlikler ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu
calismada ayrica bitkinin klorojenik asit, apigenin ve luteolin tasimasi nedeniyle de
antioksidan ve antienflamatuvar etkinlikler gosterebilecegi one siiriilmiistiir (53). Bizim I.
viscosa ile ¢alisma sonuglarimiza bakildiginda bu literatiirleri destekler nitelikte bulgular

elde edilmistir.

Karaciger fonksiyon testleri acisindan caligma sonuglari incelendiginde AST
diizeyini postoperatif 1. giinde S ve L grubunda, H grubuna gore diisiik oldugu goriildii.
Postoperatif 7. giinde ise AST diizeylerinin S ve L gruplarinda diger gruplara gére anlamli
derecede diisiik oldugu goriildii. ALT diizeyleri karsilastirildiginda ise postoperatif 1. giinde
gruplar arasinda fark yokken, postoperatif 7. giinde S ve L gruplarinda U grubuna goére daha
diisiik seviyelerde oldugu goriildii. Cetinkunar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada sicanlara
%70 parsiyel hepatektomi uygulanmig ve siganlara 10 giin boyunca silimarin verildikten
sonra postoperatif 10.glinde karaciger rejenerasyonuna etkileri arastirilmis. Calismada AST
ve ALT seviyeleri calismadaki tiim gruplarda benzer seviyelerde ve normal araliktan yliksek
saptanmig (54). Calismadaki hepatektomi grubunun AST ve ALT degerleri ile bizim
calismamizdaki kontrol grubunun degerlerinin benzer sekilde yiliksek oldugu goriildii.
Uyanoglu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise parsiyel hepatektomi yapilan siganlarda
intraperitoneal olarak karvakrol uygulanmis, postoperatif 72. saatte sakrifikasyon yapilarak
karacigere etkileri arastirilmis (22). Postoperatif ilk saatlerde sham grubunda AST ve ALT
seviyeleri normal aralikta seyretmisken diger gruplarda yiiksek saptanmis, postoperatif
72.saatte ise normal araliga gerilemis. Benzer sekilde Meier ve arkadaglarinin yaptigi
calismada da parsiyel hepatektomi sonrasi postoperatif 1. giin, 3. giin ve 5. giinde parsiyel
hepatektominin karacigere etkileri degerlendirilmis. %70 parsiyel hepatektomi yapilan
sicanlarda postoperatif 1. giinde ALT seviyesinin artmis oldugu, postoperatif 3. giinde
normal araliga gerilemis oldugu rapor edilmis (55). Siddique ve arkadaslarinin yaptigi
calismada 2/3 parsiyel hepatektomi yapilan siganlarda operasyon saatinden baslayarak
belirli araliklarla postoperatif 7.gline kadar vendz kanda biyokimyasal parametreler
incelenmis (56). ALT ve AST degerlerinin postoperatif 24. saate kadar yikseldigi,
sonrasinda diislis egiliminde oldugu, postoperatif 7. giinde ALT degerinin normal araliga

geriledigi, AST degerinin ise normal araliga yaklastig1 saptanmis. Bu calismaya kiyasla,
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calismamizdaki kontrol cerrahi grubunun AST ve ALT degerleri postoperatif 1.glinde ¢cok
daha diisiik seviyelerde saptanmasina ragmen, postoperatif 7.glinde benzer seviyelerde
oldugu goriildi. Calismamizda tiim gruplara %70 hepatektomi uygulandigindan,
postoperatif 1. gilinde tiim gruplarda AST ve ALT seviyeleri diger ¢alismalarla benzer
sekilde yiiksek saptandi. Postoperatif 7. giinde tiim gruplarda degerlerin gerilemis oldugu, .
viscosa verilen gruplarda AST ve ALT degerlerinin UDCA grubuna gore daha diisiik

seviyelerde oldugu goriildii.

Calismamizda LDH diizeyleri tiim gruplarda postoperatif 1. ve 7. glinde benzer diger
calismalara gore diisiik diizeylerde saptandi (54,56). Postoperatif 1.glinde S ve L gruplarinda
diger gruplardan daha diislik seviyelerde goriilmesine karsin postoperatif 7. giinde gruplar
arasinda fark saptanmadi. GGT seviyelerinin ¢aligmamizda yiiksek saptandigi ve
literatiirdeki  diizeylerle uyumsuz oldugu gorildi (54,56). Bilirubin diizeyleri
calismamizdaki tiim gruplarda diger ¢alismalardaki seviyelerle ayni araliktaydi (54-56).
UDCA’nm primer biliyer sirozlu hastalarda bilirubin seviyelerini diisiirmesine benzer bir

etki ¢alismamizda saptanmadi.(24,57)

Histopatolojik bulgular degerlendirildiginde, Cetinkunar ve arkadaslarinin yaptigi
calismada yalnizca parsiyel hepatektomi yapilan ve hepatektomi sonrasi silimarin verilen
grup arasinda inflamatuar hiicre infiltrasyonu, nekroz, hiicresel dejenerasyon bulgularinin
benzer oldugu goriilmiis (54). Bizim ¢alismamizda da postoperatif 7. giinde degerlendirilen
histopatolojik bulgularda gruplar arasinda farklilik saptanmadi. Bu bulgular 1. viscosa

ekstresinin belirlenen dozlarda hepatotoksik etkisinin olmayabilecegi seklinde yorumlandi.

Parsiyel hepatektomi sonrasi lipid peroksidasyonunun rejenerasyonda erken
donemde etkisinin oldugu gosterilmistir.(58) Bu nedenle oksidatif ve antioksidatif
durumlardaki degisim karaciger rejenerasyonunu etkileyebilmektedir. (59,60) Biz de
calismamizda bu nedenle total oksidatif durum (TOS), total antioksidan durum (TAS),
oksidatif durum indeksi (TOS-TAS orani1), MDA diizeylerini hem dokuda hem plazmada
tespit ettik. Calismamizda diisiik doz I. viscosa ekstresi verilen L grubunun postoperatif 7.
giinde tlim gruplar arasinda en diisiikk OSI degerine sahip oldugu, H ve U gruplarindan
anlamli derecede diisiik oldugu, ancak yalnizca cerrahi uygulanan S grubuyla arasinda
anlamlh fark olmadigi gorildii. Cetinkunar ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada parsiyel
hepatektomi yapilan grupta sham grubuna gore dokuda MDA seviyeleri belirgin yliksek

bulunmus (54). Sokolovic ve arkadaglarinin yaptigi calismada ratlarda safra yolu ligasyonu
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sonrast UDCA etkileri aragtirllmis. Bu c¢alismada UDCA intragastrik olarak verilmis ve
sonuglar kontrol gruplariyla karsilastirilmig. Caligmadaki safra yolu ligasyonu sonrasi
UDCA verilen grubun postoperatif 9. giinde MDA seviyesinde azalmay1 sagladigi ifade
edilmektedir (61). Bizim ¢alismamizda ise postoperatif 1. ve 7. giinlerde S grubunun MDA
ve dokuda MDA seviyeleri diger tiim gruplardan daha diisiiktii, L grubunun ise H ve U
gruplarindan daha diisiik degerlerde oldugu goriildii. Sokolovic ve arkadaglarinin yaptigi
calismada kontrol grubu degerleri bizim ¢alismamizdaki S grubu ile benzer seviyelerdeydi.
Bizim ¢alismamizda UDCA’nin MDA seviyelerinde diger gruplara kiyasla olumlu etkisinin
olmadigi izlendi. Toydemir ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise kurkumin maddesinin
parsiyel hepatektomi sonrasi etkileri arastirilmis. Parsiyel hepatektomi sonrasi MDA
diizeylerinin yiikseldigi ve antioksidan aktivitenin azaldigi goriilmis (62). Kanter ve
arkadaglarmin yaptigi c¢alismada sicanlarda parsiyel hepatektomi sonrasi Kkersetin
maddesinin karaciger rejenerasyonuna etkisi arastirilmis. Calisma sonuglari, kersetinin
muhtemel antioksidan ve proliferatif etkileri ile karaciger rejenerasyon kapasitesine olumlu
etkisinin oldugu seklinde yorumlanmis (63). Calismamizda kullandigimiz 1. viscosa
ekstresinin analiz sonuglarinda major bilesenler olan kinik asit, klorojenik asit, 1,5-
dikafeoilkinik asit, akasetin gibi bilesiklere nazaran daha az miktarda kersetin (1,96 mg/g
esktre) igcerdigi goriildi. Ancak muhtemel antioksidan etkiden sorumlu olabilecek kinik asit
ve klorojenik asit bilesiklerini major olarak bulundurmasi literatiirdeki yorumu
desteklemektedir. Kontrol cerrahi (S) grubunun MDA diizeylerinin bu g¢aligmalardaki
sonuglarla uyumlu sekilde artmisti. Diistik doz uygulanan 1. viscosa ekstresi (L) grubunda
MDA seviyelerinin H ve U gruplarindan anlamli derecede diisiik saptanmasi ise, Grozovski
ve arkadaglarinin yaptig1 patent calismasinda . viscosa ekstresinin MDA seviyesinde azalma
sagladigiyla ilgili bulgular1 destekler niteliktedir (6,7). Bu sonuglar bizim ¢alismamiz ile
kiyaslansiginda |. viscosa ekstresinin belirli dozlarda antioksidan etkinliginin olabilecegini

distindiirmektedir.

Sumer ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Ki-67 seviyeleri postoperatif 5. Giinde
tim gruplarda benzer diizeylerde saptanmis (64). Bizim ¢alismamizda da Ki-67 seviyeleri
postoperatif 1. giinde ve 7. giinde gruplar arasinda benzerdi, ancak postoperatif 7. giinde L

grubunda kontrol cerrahi grubuna gore oransal olarak daha yiiksek oldugu goriildii.

Yardimci ve arkadaslariin yaptiklari ¢calismada siganlarda %70 hepatektomi sonrast

intraperitoneal sildenafil uygulanmis ve rejenerasyon oranlari karsilastirilmis. Sildenafilin
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kontrol grubuna gore postoperatif 1. giinde rejenerasyon oraninda fark olusturmadigi,
postoperatif 5. giinde rejenerasyon oraninin daha fazla oldugu gosterilmis. Bizim
calismamizda ise yalnizca cerrahi uygulanan grupta postoperatif 1.glinde rejenerasyon orant
diger gruplara gore yliksek saptandi, ancak postoperatif 7. glinde dort grup arasinda fark
saptanmadi. Buna ragmen Yardimci S. ve arkadaslarinin yaptig1 c¢aligmadaki kontrol
grubunun postoperatif 5. gilinde rejenerasyon orani ile galismamizdaki kontrol cerrahi
grubunun postoperatif 7. giindeki rejenerasyon oraninin benzer oldugu; bizim ¢alismamizda
yiiksek doz uygulanan 1. viscosa ekstresi grubunun (H grubu) rejenerasyon oraninin diger
gruplardan dikkate deger oranda yiiksek olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli
olmadigi goriildii. (65) Sumer ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise postoperatif 1. giinde
rejenerasyon oranlarinin bizim c¢alismamizdaki postoperatif 1. giindeki oranlarla benzer
oldugu goriildii. Aym ¢alismadaki postoperatif 5. giindeki kontrol grubunun rejenerasyon
orantyla bizim g¢alismamizdaki kontrol grubunun postoperatif 7. gilindeki rejenerasyon
oranlarinin benzer oldugu goriildi. Bizim calismamizda 1. viscosa verilen gruplarin
rejenerasyon orant Sumer ve arkadaglarimin nebivolol verilen gruplarda belirttikleri

rejenerasyon oranindan daha yiiksek saptandi (64).

Sonug olarak, deneysel c¢alismamizda kullandigimiz 1. viscosa ekstresinin
postoperatif 7. giinde karaciger rejenerasyon oraninin diger gruplara gore yiiksek olmasina
ragmen bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Benzer sekilde oksidatif stres
indeksi diisiik doz uygulanan I. viscosa ekstresi grubunda en diisiikk saptanmasina ragmen,
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi. Karaciger fonksiyon testlerinin postoperatif 1.
ve 7. glinde 1. viscosa ekstresi uygulanan gruplarda UDCA grubundan istatistiksel olarak
farkli olmamasi da |. viscosa’nin karacigerde kullaniminin uygun dozlarda giivenli
olabilecegini desteklemektedir. Tiim bu bulgular ile, ilkemizde yetisen |. viscosa bitkisinin
muhtemel hepatoprotektif ve antioksidan 6zellikleri ile rejenerasyon kapasitesine etkisinin

yapilacak ilave ¢aligmalarla aydinlatilabilecegini diisiinliyoruz.
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