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OZET

Silimarin 6zellikle son yillarda iizerinde pek ¢ok calisma yapilan “Silybum marinum” dan
elde edilen antifibrotik, antioksidan, antiinflamatuar, néroprotektif bir maddedir. Safra
kesesi rahatsizliklari, hepatitler, kolestaz, kimyasal toksinler ve mantar zehirlenmeleri
tedavisinde, radyoprotektif olarak, cilt ve prostat kanserlerinde adjuvan tedavi amaciyla,
kardiyopulmoner rahatsizliklarda ve nefropatiyi onlemek amaciyla kullanimi bildirilmis
olan bitkisel bir ilagtir. Lipopolisakkaritle indiiklenen sepsis modelinde antiinflamatuar

etkisi gosterilmistir. Antiinflamatuar etki mekanizmasi heniiz net olarak agiklanamamaistir.

Calismamizda c¢ekal ligasyon-perforasyon yontemi kullanilarak akut akciger hasari
gelisimini sagladigimiz si¢anlarda silimarin’in antiinflamauar ve antioksidan 6zelliklerini

degerlendirmeyi amacladik.

Toplam 46 sicanin kullanildig1 ¢alismamizda sham (n=14), kontrol (n=16) ve silimarin
(n=16) gruplar1 ve her bir grubun erken ve geg¢ alt gruplar1 vardi. Silimarin grubundaki
siganlara cerrahi islem Oncesi 3 giin ve sonrasinda 2 giin olarak toplam 5 giin 50
mg/kg/giin dozunda silimarin, kontrol ve sham grubuna ise esit voliimde salin verildi.
Kontrol ve silimarin grubundaki sicanlarda ¢ekal ligasyon-perforasyon yontemi ile sepsise
bagl akciger hasar1 gelisimi saglandi. Erken gruptaki sicanlar 12. saatte sonlandirilirken
gec gruptakiler takibe alindi ve mortalite siireleri kaydedilerek sagkalim analizi yapildi.
Sicanlarin serum ve bronkoalveolar sivi (BAL) tiimoér nekroz faktor alfa (TNF-a),
interlokin-1  (IL-1), interlokin-6 (IL-6) seviyeleri dlgiildii. Akciger dokusunda
malondialdehit ve glutatyonsiilfidril seviyeleri, akciger dokusunun histopatolojik

incelemesi ve yas/kuru agirlik oranina bakildu.

Caligmanin sonucunda 72. saatte silimarin grubunda sagkalim orani %62.5, kontrol
grubunda %12.5 bulundu (p=0.0506). Silimarin grubunda kontrol grubuna gore yas/kuru
agirlik orani daha disiikti (p=0.019). Serum ve BAL TNF-o, IL-1, IL-6 seviyeleri
silimarin grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha diisiik ( her biri i¢in p<0.05),
histopatolojik skorlama daha diisiik bulundu (p=0.001). Doku malondialdehit seviyesinin
kontrol grubundan daha diisiik (p=0.011) ve glutatyonsiilfidril seviyesinin daha yiiksek
(p=0.001) oldugu tespit edildi.
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Sonug olarak; silimarin sepsise bagli akut akciger hasar1 gelisimini 6nlemede yararl

olmustur. Bu etkinin antiinflamatuar ve antioksidan Ozellikleri sayesinde oldugunu

diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Silimarin, akut akciger hasari, antioksidan, antiinflamatuar.
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ABSTRACT

Silymarin recently has been investigated for use as a cytoprotectant, an anticarcinogen, and
a supportive treatment for liver damage from Amanita phalloides poisoning. Silymarin, a
polyphenolic flavonoid antioxidant, is known to have anti-inflammatory, hepatoprotective,

and anticarcinogenic effects.

Hypothesis: Silymarin decreases sepsis induced acute lung injury (ALI) in a cecal ligation

and puncture (CLP) rat model through its antiinflammatory and antioxidant effects.

Methods: Forty-eight rats were randomized to sham (n=16), control (n=16), silymarin
(n=14) groups. ALI was induced with CLP in control and silymarin groups. Animals in
silymarin group received silymarin 50 mg/kg/day for 3 days before the experiment and 2
days afterward. Serum and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) tumor necrosis factor
(TNF)-alpha, interleukin (IL)-1beta, and IL-6; lung tissue malondialdehyde (MDA) and
glutathione (GSH) levels; lung histopathologic examination; and lung wet-to-dry (w/d)
weight ratio measurements were used to compare and evaluate the severity of lung injury

between the groups. Survival analyses were also done.

Results: Mortality rates for silymarin and control groups were 37.5% and 87.5%,
respectively (log-rank P=0.0506). Compared with the silymarin group, the control group
exhibited significantly more severe lung injury, as indicated by higher mean values for
serum and BALF TNF-alpha, IL-1beta and IL-6 (P<0.05 for all measurments); neutrophil
infiltration of the lungs (P=0.003); pulmonary edema (P=.001); total lung histopathologic
injury score (P=0.001); w/d (P=0.019); and lung-tissue MDA (P=0.011) levels. Lung tissue
GSH levels were significantly higher in silymarin group than control group (P=0.001).

Conclusions : Silymarin reduces the severity of sepsis induced-ALI and may also improve
survival in a CLP rat model. These beneficial effects of this agent are probably due to its

inhibitory effects on inflammatory process and oxidative injury.

Key words: Silymarin, acute lung injury, antioxidant, antiinflammatory.
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1. GIRIS

Akut akciger hasar1 (ALI)/akut respiratuar distres sendromu (ARDS); akciger {izerinde
direkt ve indirekt hasar olusturan ¢ok farkli nedenler tarafindan tetiklenen, akut olarak
baslayan, akcigerlerde inflamasyon, proliferasyon, ve fibrozisin de dahil oldugu ciddi
yapisal degisiklikler iceren bir sendromdur. Bu sendromda alveolokapiller permeabilite
artisina sekonder nonkardiyak pulmoner 6dem, oksijene direngli hipoksemi ve kompliyans

ile fonksiyonel rezidiiel kapasitede azalma goriiliir (1).

ALI/ARDS’de inflamatuar yaniti olusturan notrofiller ve c¢ok sayidaki mediyator
endoteliyal ve epiteliyal hasardan sorumludur (2). Inflamasyonun baslamasiyla birlikte
notrofil yapimi artar ve akcigerde birikim baglar. Adezyon molekiilleri ve kompleman
sistemi de noétrofil aktivasyonu ve birikimini uyarir (2). Hayvan modellerinde akcigere
notrofil akiminin Onlenmesi her zaman olmasa da akciger hasarimin azalmasinm
saglayabilmektedir (2). Hasar1 baslatan mekanizma ne olursa olsun sonugta artmis nétrofil
aktivitesi, akcigerde infiltrasyon, ve notrofillerde degraniilasyona sebep olmaktadir.
Degraniilasyon sonrasi artmis serbest oksijen radikalleri ve proteazlar endotel hasarina ve
kapiller gegirgenligin artmasina sebep olmaktadir (3). ALI/ARDS’nin patofizyolojisinde
cok yol katedilmis olmasina ragmen farmakoterapi konusunda halen ¢ok basarili sonuglar
elde edilememistir. Iyi deneysel modellerin olusturulamamasi nedeniyle klinik etki ve yan
etkilerinin 1yi degerlendirilemiyor olmasi, ALI/ARDS ve sepsisdeki inflamatuar kaskada
tek bir ajanin etkili olmamasi, hastalarin ¢ogunlugunun ¢oklu organ yetmezligi sebebiyle
kaybedilmesi bu basarisizliginin nedenleridir. Giiniimiizde ALI/ARDS’nin patofizyolojisi
ve genel karakterleri iyi bir sekilde anlasilmis olmasina ragmen radikal bir tedavisinin
olmamasi bu konuda tartismalar ve arastirmalar yapilmasina neden olmaktadir (4). Bu
aragtirmalarm biiytik bir kisminda 6zellikle ALI/ARDS patofizyolojisinde 6nemli rol
oynayan inflamatuar siire¢ hedef alinmugtir. Siirfaktan, inhale nitrik oksit, oleik asit,
glutamin, beta-glukan ve kortikosteroidler bu amagla tedavide denenmis ajanlardan

bazilaridir.

Silybum marianum (milk thistle, silymarin) klasik Yunan tedavisinde safra kesesi
rahatsizliklarinda ve karacigeri toksik ajanlardan korumak ic¢in kullanilmis bitkisel bir
triindiir (5). Aslinda 4. yiizyildan itibaren kullanimi bilinmektedir. Silimarin

preparatlarinin  tipik kullanim1 eskiden beri karaciger rahatsizliklart ve diger



gastrointestinal rahatsizliklar i¢in olmustur (6). Pankreas problemlerinde, glisemik
dengenin saglanmasinda, akciger problemlerinin tedavisinde, bobrek rahatsizliklarinda,
prostatin adenokarsinomasini da igeren ¢esitli rahatsizliklarinda ve dermatolojik
problemlerde kullanilmaktadir (6). Silimarinin antiinflamatuar etkinligi muhtemelen bu
ajanin olumlu etkilerinin 6nemli mekanizmalarindan birini olusturmaktadir. Pek cok
calisma silimarinin antiinflamatuar etkinligini ortaya koymustur. Silimarin interferon-
gamma, interlokin (IL)-4 ve IL-10’u doza bagimli olarak inhibe eder (5). Bir si¢an sepsis
modelinde silimarinin niikleer faktor-kappa B (NF-xkB) baglayan tasiyict gen
transkripsiyonunu baskiladigi gosterilmistir (7). Silimarinin lipopolisakkaritle (LPS)
uyarilmis makrofajlarda prostaglandin-E, ve siklooksijenaz-2’yi de inhibe ederek
antiinflamatuar etkinlik gosterdigi yine ayni calismada gosterilmistir (7). NF-kB’nin
aktivasyonu ve oksidan hasar ALI/ARDS’nin patofizyolojisinde anahtar gorev
tistlenmektedir. ALI/ARDS’de 6nemli rol oynayan tiimor nekrotizan faktor-o (TNF-a) ve
IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin sentez ve saliverilmesi NF-xB tarafindan
diizenlendigi gibi bu sitokinler NF-kB’nin ekspresyonunu artirarak inflamatuar siirecin
artarak devam etmesini saglarlar (8,9). TNF-a ve IL-1 gibi NF-xB, IL-6, lenfotoksin,
groniilosit monosit koloni stimiilan faktér (GMCSF) ve interferon iiretimine de katkida
bulunur (10). Silimarin NF-kB baglayan tastyict gen transkripsiyonunu baskilayarak
inflamatuar mediyator saliverilmesini inhibe eder (10). Silimarinin inflamatuar siire¢ ve
antioksidan hasar iizerindeki bu olumlu etkilerinin ALI/ARDS tablosunu nasil etkiledigi

bilinmemektedir.

Hipotez; siganlarda sepsise bagli olusturulan bir ALI/ARDS modelinde silimarin

antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle olusan akciger hasarini azaltir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AKkut respiratuar distres sendromu

ARDS ilk kez 1967 yilinda tanimlanmistir, fakat bu tamimlama spesifik kriterler
icermediginden 1988 yilinda Murray ve arkadaslar1 tarafindan yeni bir tanimlama
onerilmistir (1). 1994 yilinda yaymnlanan Kuzey Amerikan-Avrupa Uzlasi Konferansi
(North American European Consensus Conference [NAECC]) raporu ile ARDS nin akut
akciger hasariin siddetli formu oldugu kabul edilmistir (Tablo 2.1) (11). ARDS’nin gergek
insidans1 bilinmemekle beraber son ¢aligmalarda diinya c¢apinda 3-8/100,000 olarak

bildirilmistir (4).

Tablo 2. 1. Kuzey Amerikan-Avrupa Uzlas1 Konferanst ARDS tani kriterleri (12) (4).

Baslangic sekli Akut baslangi¢hi ve inatci seyirli
Oksijenasyon ALI’de P,0,/F;0,< 300

ARDS’de P,0,Fi0,<200
Dislama kriterleri PAOP > 18 mmHg

Sol atriyal hipertansiyon klinik bulgular

Radyolojik bulgular Pulmoner 6demle uyumlu bilateral opasiteler

ALI; Akut akciger hasart. ARDS; Akut respiratuar distres sendromu. P,0O,. Parsiyel alveoler oksijen basinci.

F,0,. Inspirasyon havasindaki oksijen basinci. PAOP; Pulmoner arter okliizyon basinci.

ARDS’ye ait ilk klinik rapor, oksijen destegine direncli hipoksemi ve gogiis filminde
diffiiz infiltratlar1 olan 12 hastadan olusmaktadir (13,14). Bu hastalarin otopsilerinde

akcigerde proteinden zengin materyal ile 16kosit igeren yogun infiltrasyonlar saptanmigtir

(13).

ARDS’nin akcigerlerde olusan abartili inflamatuar yanit oldugu diisiiniilebilir. ARDS
pnomoni, aspirasyon, inhalasyon, emboli, sepsis ve yaygin damar i¢i pithtilasma gibi
etkenlerin akcigerde inflamatuar yaniti baslatmasi ile olusmaktadir (12). ARDS gelisimi ile
ilgili bu klinik durumlarda (Tablo 2.2.) akcigerlere nétrofillerin artmis gogii ve inflamatuar

mediyatorlerin aktivasyonu olusur (1,12).




Tablo 2.2. Direkt ve direkt olmayan akciger hasarinin nedenlerinden bazilar1 (12,15).

Direkt akciger hasari
Aspirasyon (gastrik igerik)
Pulmoner enfeksiyon
Ciddi gogiis travmasi
Bogulma
Toksik inhalasyon

Embolik durumlar

Direkt olmayan akciger hasar1
Sok
Sepsis
Cok sayida kan transfiizyonu
Ciddi nontorasik travma (yanik, ¢oklu kiriklar, nérolojik hasar)
[lac asir1 dozu
Reperfiizyon hasari
Akut pankreatit
Yaygin damar i¢i pihtilasma

2.1.1. Patofizyolojik yolaklar

inflamatuar yamt:

ARDS’de inflamatuar yaniti olusturan nétrofiller ve c¢ok sayidaki mediyator kaskadi
endoteliyal ve epiteliyal hasardan sorumludur (2). ARDS’de proinflamatuar nitelikteki
mediyatorlerin  yapimi1  ve etkilerini kompanse etmek amaciyla bir taraftan da

antiinflamatuar sitokinler yapilir (Tablo 2.3.), (1).

ALI/ARDS gelismesi ve ciddiyetini belirleyen temel faktdr proinflamatuar ve
antiinflamatuar yanitlar arasindaki dengedir. Bu yanitlar arasinda denge olustugu takdirde
hasar daha biiyiik hale gelmeden diizelir, aksi takdirde kontrolsiiz sistemik inflamatuar

yanitin baskin oldugu hastalarda organ hasari gelisir (16).




Tablo 2.3. Akut respiratuar distres sendromunda potansiyel mediyatorler (1,12).

Proinflamatuar molekiiller ve hiicreler
Lokositler
Doku makrofajlar1 ve monositler
Trombositler
Aragidonik asit metabolitleri
Prostoglandinler, prostasiklin, tromboksan A2 (TxA?2), 16kotrienler

Sitokinler (Tiimor nekrozitan faktor-alfa, interlokin-1, interlokin-2, interldkin- 6,
interlokin-8, graniilosit koloni stimiikan faktor)

Soluble adezyon molekiilleri

Trombosit aktive edici faktor (PAF)

Kompleman ve kompleman kaskadi aktivasyonu
Kininler

Endorfinler

Histamin ve serotonin

Proteolitik enzimler (elastaz ve lizozomal enzimler)

Toksik oksijen molekiilleri (siiperoksit, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit,
peroksinitrit vb.)

Endotoksin ve diger bakteriyel veya mikrobiyal toksinler
Koagiilasyon kaskadi aktivasyonu

Plazminojen aktivator inhibitorii-1

Clusters of differantiation-14 (CD-14)

Vazoaktif peptitler

Monosit kemoatraktan protein 1 ve 2

Antiinflamatuar molekiiller ve hiicreler
Soluble TNF-a reseptorler
interlokin-1 reseptOr antagonisti
interlokin-6 reseptorii
interlokin-4
interlokin-10
interlokin-13
Transforming growth faktor-3
Epinefrin
Glukokortikoidler
Lokotrien B4 reseptor antagonisti
Soluble Clusters of differantiation-14 (CD-14)

Lipopolisakkarit baglayici protein (LPB)




Notrofiller;

Inflamasyonun baslamasiyla birlikte notrofil yapimi artarak, inflamasyon bélgelerinde ve
akcigerlerde birikimi baglar. Primer ALI’ de olusan hasarin aktive ettigi alveoler ve
intertisyel makrofajlardan saliverilen TNF-a, IL-1, IL-8 ile 6zellikle B-integrinler olmak
tizere adezyon molekiilleri notrofillerin kemotaksisini ve aktivasyonunu uyarirlar. Diger
taraftan primer hasardan sonra aktive olan kompleman sistemi de nétrofil aktivasyonunu
ve akcigerlerde toplanmasimi tetikleyen faktorlerden biridir (1,17). Sekonder
ALI/ARDS’de nétrofil aktivasyonu agisindan en onemli faktorlerden biri endotoksindir
(Lipopolisakkarit (LPS)). Plazmadaki LPS baglayan protein (LBP) LPS’ i baglayarak
aktivitesinin artmasina neden olur (1). LPS+LBP kompleksi CD;g (cluster differantiation
faktor), CDj4, kompleman sistemi ve notrofil aktivasyonuna yol agar. Diger taraftan
notrofillerin akcigerde birikimine ve sitokin saliverilmesinin tetiklenmesine neden olur.
Aktive olan nétrofillerin olusturdugu serbest radikaller, inflamatuar medyatorler ve
proteazlar (lizozim, elastaz, kollajenaz) endoteliyal ve epiteliyal hiicre hasari olusumuna
yol agarlar. Aktive olan nétrofillerde olusan sekil degisikliklerinin pulmoner kapillerlerden
gecis siiresini uzatmasi ve adezyon molekiilleri vasitasi ile nétrofillerin pulmoner endotelle
temas siliresinin uzamasi hasarin artmasina sebep olur (1,2). ARDS’li hastalarda erken
donemde bronkoalveoler lavaj sivilarinda noétrofiller ve nétrofil dirlinlerinin belirgin
birikimi tespit edilir (1,14). Hayvan modellerinde akcigere nétrofil akiminin 6nlenmesi her

zaman olmasa da akciger hasarinin azalmasini saglayabilmektedir (1,2,14).

Diger inflamatuar hiicreler;

ARDS’nin patofizyolojisinde makrofajlar, monositler, trombositler ve sonradan lenfositler
de aktive olarak bu siiregte yer alir. Trombositler olusturduklar1 agregatlarla pulmoner
perfiizyonun bozulmasina neden olurken saldiklari mediyatorler vasitasiyla da endotelyal

hasari arttirirlar (1,11).

Vaskiiler endotelyal hiicreler ve alveoler epitel hiicreleri de inflamatuar yanitin artmasi ve
koagiilasyon kaskadinin aktivasyonunda 6nemlidirler.

Sistemik inflamatuar yanit olustugunda endotel hiicreleri, doku faktdrii ve plazminojen
aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) yapimini arttirirken trombomodiilin yapimini azaltirlar.
Dolayisiyla ekstrensek koagiilasyon sisteminin aktivasyonu ve antifibrinolitik etki ortaya

cikar (1,18).



Proinflamatuar mediyatorler;

Inflamatuar ve immun siiregleri kontrol eden sitokinler akciger epitel hiicrelerinden
salwverilirler. Sitokinler notrofillerin kemotaksisi ve endotele adezyonunu arttirmanin
otesinde diger proinflamatuar yanitlari tetikler ve mikrovaskiiler permeabilitenin artmasina
da yol agar. Bu sitokinlerden en erken sentezlenerek saliverilenleri TNF-a ve IL-1’dir.
TNF-a, monosit makrofaj (karaciger kuppfer hiicreleri) ve lenfositler tarafindan yapilir.
Hedef hiicreleri endotel hiicreleri, monositler, makrofajlar, notrofiller ve fibroblastlar olup
bu hiicrelerde IL-1, IL-6, IL-8, trombosit aktive edici faktér (PAF), lokotrienler,
prostoglandinler, tromboksan A2 (TxA2) ve TNF-a yapim ve saliverilmesini uyarir.
Notrofillerden proteazlarin ve oksijen radikallerinin saliverilmesini arttirirlar (1,19). TNF-
o kemik iliginde de nétrofil yapimini uyarir ve onlarin fagositik aktivitesini arttirir.
Kompleman ve koagiilasyon sistemlerini aktive eder, kapiller endotel hiicreleri tizerindeki
direkt etkisi ile permeabiliteyi arttirir, hipotalamik etkisi ile viicut 1sisin arttirir (1,18). IL-
1 monosit, makrofaj, endotel ve epitel hiicrelerinde yapilir. Proinflamatuar yanit: tetikler,
kompleman ve koagiilasyon sistemlerini aktive eder, notrofil aktivasyonunu ve endotelle
iliskisini arttirir. Endotel de adezyon molekiillerinin belirginlesmesi ve aktivasyonunu
arttirir (17,18). Diger proinflamatuar sitokinler, IL-2, IL-6, IL-8, IL-18 ve GMCSF’ diir.
Proinflamatuar siiregte doku hasarinin olusumunda serbest radikaller de Gnemli rol
oynarlar, DNA, protein ve lipit oksidasyonuna yol acarlar. ARDS’li hastalarda plazma
antioksidan diizeyleri azalmistir (9,20,21).

Antiinflamatuar mediyatorler:

Bu inhibitorler soluble TNF-o reseptorleri, soluble IL-1 reseptorleri, IL-1 resoptor
antagonistleri ve soluble IL-6 reseptorleridir (1,22). Bu dogal inhibitérlerin yaninda
antiinflamatuar etkiye sahip olan ve proinflamatuar etkiyi dengelemeye calisan IL-1, IL-10

ve IL-13 gibi sitokinler de mevcuttur (8,9).

2.1.2. ARDS Patofizyolojisi

Alveoler epitel iki tip hiicreden olusur. Tipl pndomositler epitelial yiizeyin %90’1m
kaplayan, metabolik olarak daha az aktif olan ve hasarlanmaya c¢ok hassas hiicrelerdir.
Tip2 pnomositler ise daha az ylizey alanim1 kaplamakla birlikte (%10) siirfaktan yapimi ve
iyon pompalanmasi gibi 6nemli metabolik gorevler iistlenirler. Tip2 pnomositlerin diger

bir 06zelligi de hasara dayanikli olmalar1 ve hasar sonrasinda bdliiniip farklilagsma



gostererek Tipl pnomositleri olusturmalaridir. Normalde alveoler epitelin permeabilitesi

vaskiiler endotelden daha azdir (1).

Oncelikli olarak epitel hasari olusan primer ARDS’de akut dénemde proteinden zengin
alveoler 6dem olusum hiz1 ve 6dem miktar1 sekonder ARDS’ye kiyasla daha fazladir. Tip2
pnomositlerin de hasar gérmesi 6dem sivisinin alveollerden atiliminin yaninda siirfaktan
yapiminin ve doniistimiiniin bozulmasma da yol agar (1,18,23,24). Aym1 zamanda
proteinden zengin alveoler 6dem sivisi ve inflamasyon mevcut siirfaktanin fonksiyonunun
bozulmasma yol acar (1,18,24,25). Epitel bitiinligiiniin kayb1 bakteriyel pnomonili
hastalarda bakteriyemi ve septik sok olusumuna neden olabilecegi gibi epitelde olusan
belirgin hasar fibrozisin de siddetli olmasi ile sonuglanir (1). Direkt akciger kaynakli
ARDS direkt olmayanlardan daha siktir (15). ARDS’deki yaygin patognomonik hasar
alveolokapiller tnitededir. Bu patolojik degisiklikler interstisyel ve alveolar proteindz
O0dem, kapiller konjesyon, intraalveoler hemoraji, Tipl alveoler hiicre nekrozu, hiyalin
membran olusumu ve sonugta onarim seklinde Ozetlenebilir (15). Nétrofillerin bu
hastaligin patogenezindeki rolii ¢ok Oonemli gibi goriinmektedirler. Genetik faktorler de
ALI/ARDS’de rol oynar. Toll like reseptor polimorfizmi énemli olabilir (15,26). Hasarin
ilk 1-3 giinii eksudatif fazdir. Bunu proliferatif faz ve 7-10. giinlerde fibrotik faz takip eder.
Fibrotik faz 3. haftadan sonra belirginlesir (15).

Eksudatif fazda epitel biitiinliigli bozulur, alveolakapiller {initte hiyalin membran
olusumuna kadar giden degisiklikler olur (1,2,15). Immunoglobulinler, kompleman,
fibrinojen gibi plazma proteinleri alveoler debrisler yapar, alveolerde kapiller endotele ve
bazal membrana dogru hasar ilerler ve alveoler kollapsla sonuglanir. intraalveoler hemoraji
ve pulmoner mikrovaskiiler trombiis goriiniimii ve genellikle nétrofil infiltrasyonu da
vardir (15). Bu sirada arasidonik asit metabolitlerinin saliverilmesi de nétrofillerin
migrasyonu, adezyonu ve aktivasyonunda etkili olur ve hasarin gelisiminde 6nemli rol
oynar (15). Fibroproliferatif faz vital fonksiyonlarin temini ve normal akciger fonksiyonu
icin ilerleyici bir fazdir. Alveoler epitelde rejenerasyon ve interstisyel ve intraalveoler
eksudanin organizasyonu gergeklesir. ARDS’de Tip2 hiicreler Tipl hiicrelere gore rolatif
olarak daha fazla hasarlanir. Yaklasik 1 hafta sonra alveoler 6dem ¢oziiliir ve hiyalin
membran azalir. Pnodmoni varliginda nétrofilik infitrasyon ve interstisyel fibroblast
proliferasyonu ve yeni kollajen birikimi daha ¢ok gbze carpar. Fibrozis en erken hasardan

10 giin sonra goriiliir. Parankimal fibrozis gelistiginde pulmoner arteriollerde intimal
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fibrozis ve medial hipertrofi olusur (15). Proliferatif faz agirlikli olarak 2 ve 3. haftalarda
gozlenmektedir. Alveoler hasar daha da ilerler, kapiller agin doku ig¢indeki dagilimi azalir.
Intimal proliferasyon ve makrotrombiisler nedeni ile bu dénemde vaskiiler tikanmalar
gozlenir ve alveol limeninde organize fibrozis gelisir. 10. giinden baslayip 3. haftadan
sonra belirginlesen fibrotik fazda kollajen fibrozisi iyice belirginlesir, arterlerde kirilmalar,
traksiyonel brongektaziler ve amfizamatdz degisiklikler ortaya cikar. Akcigerin kiiclik
damar ve kapillerlerinde mikrosirkiilasyon bozulur, endotelyal bariyer hasarina bagh
olarak akcigerin sivi igeriginde artis olur (11,26). Alveoler 6dem ile birlikte 16kositlerin
varligi, hemoraji ve hiyalin membran bazi otopsilerde mevcuttur (11). Oncelikle
interstisyel alanda alveoler nétrofil infiltrasyonu, Tipl pnomositler ve endotelde daha

belirgin olan nekroz, hiyalin membran olusumu ve mikrotrombiisler gozlenmektedir (1).

Sekonder ALI/ARDS’de sistemik olarak aktive olan inflamatuar hiicreler, humoral sistem
ve mediatorlerin ilk hedefi vaskiiler endoteldir. Primer ARDS’ye gore intraalveoler alanlar
daha az etkilenmektedir, mikrovaskiiler konjesyon, interstisyel 6dem ve bunlara sekonder
ortaya cikan alveoler kollaps akciger mekaniginde ve gaz degisiminde bozulmalara yol

acmaktadir (1).

Pulmoner patolojinin seyri klinik tablo ve tedavi yaklagsimlar1 agisindan hasarin ne taraftan
basladig1 6nemlidir. Ancak daha ge¢ donemde olayin nereden basladigina bagli olmaksizin

hasarin boyutu artar ve hem epitel hem de endotel tutulmaktadir (1).

ARDS’li hastalarda siklikla pulmoner vaskiiler tonus artist ve pulmoner hipertansiyon
gelismektedir (1,18). Pulmoner hipertansiyon gelisiminin bir¢ok nedeni vardir. ARDS
akcigerinde siklikla pulmoner resistansi arttiran mikrotrombiis ve mikroemboliler ortaya
cikar (1,15,18). Vaskiiler tikanikliklar iskemik hasar olugmasina ve mediyator
saliverilmesinin artmasina neden olur. Trombin aktivasyonu ve fibrin olusumu endotel
hiicreleri ile trombositlerden TxA2 ve serotonin saliverilmesine neden olur. Bu mediatorler
giiclii vazkonstriiktor 6zelliklidir ve pulmoner vaskiiler rezistansin daha da artmasina yol
acar (1,18). Bir taraftan da akcigerlerden vazodilator etkili mediyatorler de saliverilir.
Prostaglandinler, endotoksin etkisi ile pulmoner yatakta etkinligi artan siklooksijenaz-2
(COX2) ve inducible nitrik oksit sentetaz (INOS) gibi mediyatérler vazodilatér etkilidir
(1,2). Biitiin bunlarin sonucunda hipoksik pulmoner vazokonstriiksiyon yanit1 kaybolur ve

genellikle pulmoner hipertansiyon olusur (1). Sant fraksiyonu artar, ventilasyon
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(V)/perfiizyon (Q) arasindaki normal dis1 sapmalar oksijene yanitsiz hipokseminin temel
nedenini olusturur (1,26). Smirh alveoler ventilasyon sebebi ile ARDS’de gaz degisimi
bozulur, alveoler ventilasyon ve kalp debisi arasindaki degisim artar, inflamatuar
medyatorlerin etkileri ve vaskiiler diiz kas tonuslart gibi hastaliga bagli faktorler bu
durumu degistirir. Clinkli karbondioksit (CO2) degisimi alveoler ventilasyonla diizenlenir.
ARDS’de olii bosluk ventilasyonu artar ve V/Q orani arteriyel parsiyel karbondioksit
basinct (PCOz2) igerigini uygun seviyede tutulmasi i¢in artmis ventilasyon gerektirir.

Akciger kompliyansi diiser, bu da PCO; seviyesinin artigina katkida bulunur (26).

2.1.3 Oksidan hasar

Akciger hasar1 patofizyolojisinde antioksidan savunma sisteminin olmamasinin veya asir1
oksidan iiretimi sonucu antioksidan savunmanin yetersiz kalmasmin rol oynadig
diistintilmektedir (27,28). Akcigerler 6zellikli yapis1 ve fonksiyonu nedeniyle inflamasyon
sirasinda zarar gorebilecek hedef organlardir. Olusan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri hem
direkt hem de direkt olmayan etkileri ile olusan hasara katkida bulunurlar (28). Pulmoner
inflamasyon sirasinda iNOS’un uyarilmasiyla NO sentezi artar. NO vaskiiler kaslarda
relaksasyona ve agir1 liretildiginde siiperoksit ile reaksiyona girerek sitotoksik bir oksidan
olan peroksinitrit olusumuna neden olur. Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksidi ortamdan
uzaklastirarak NO ile reaksiyona girmesini engelleyerek peroksinitrit olusumunu 6nleyen
giicli bir antioksidandir. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen
peroksitin suya doniisiimiinii katalize eder. Tim bu antioksidanlar serbest toksik
radikallerin sitotoksik etkisini siirlar. ARDS gelisen hastalarda antioksidan savunma
sisteminin belirgin olarak baskilandig: bildirilmistir (29). Antioksidanlar akcigerde notrofil
sekestrasyonunu 6nler, ALI’li hastalarda radikal temizleyicilerde hasar vardir ve reaktif
oksijen ve nitrojen lriinleri artar (30). Bu oksidatif meknizmalarla savasan ve organizmay1
oksidatif hasara kars1 koruyan biyolojik savunma sistemleri vardir (29). SOD, CAT, GSH-

Px akciger koruyucu endojen antioksidanlardir (30).

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun son {iriiniidiir, bu iirinler direkt doku
hasarina sebep olur. Lipit peroksidasyonu hiicre membranini bozar ve alveoler kapiller
gecirgenligi arttirir (31). Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak
aktif olan aldehitler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da hiicrenin diger

boliimlerine hasar verirler. Uc¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
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peroksidasyonunda MDA meydana gelir. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii degildir fakat lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterir. Lipit peroksidasyonu, biyolojik zarlarda ciddi hiicre hasarmma yol agan
degisiklikler yaparak hastalik patogenezinde onemli rol oynar. MDA tayini ile lipit

peroksidasyonuna bagli oksidan hasarin derecesi saptanmaktadir (32).

Hasar1 baglatan mekanizma ne olursa olsun sonugta artmis notrofil aktivitesi ve akcigerde
infiltrasyona ve notrofillerde degraniilasyona sebep olmaktadir. Degraniilasyon sonrasi
artmis serbest oksijen radikalleri ve proteazlar endotel hasarina ve kapiller gegirgenligin
artmasina sebep olmaktadir (3) Reaktif oksijen radikalleri akut akciger hasarinda 6nemli
rol oynar. Reaktif oksijen radikalleri antioksidan savunma sistemi ile temizlenir. Bunlarin
baslicalari; sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon, vitamin A, vitamin C, vitamin E’ dir (31). Organizmalar olusan serbest oksijen
radikallerinin hasarina karst koruyucu antioksidan savunma sistemlerine sahiptirler.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) eritrositlerde oksijen strese karsi en etkili antioksidandir.
Hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin rediiksiyonunu katalize eden, tetramerik yapili, 4
selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. GSH-Px aktivitesinde azalma hidrojen

peroksit diizeylerinde yiikselmeye ve hiicre hasarina yol agmaktadir (32).

2.2. ARDS’de deneysel tedavi yaklasimlari

Giliniimiizde ARDS’de terapdtik yaklasim agirlikli olarak mekanik ventilasyon seklindeki
destek tedavisi ve ARDS’ye neden olan olayn ortadan kaldirilmasini igerir. Mekanik
ventilasyonda genel ilkeler; hastalarda aspirasyon, barotravma, nozokomiyal enfeksiyon ve
oksijen toksisitesinin neden oldugu sekonder akciger hasarimi Onlemektir. Bu arada
metabolik hiz1 azaltmak, kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 en iyi duruma getirmek ve
dokulara yeterli oksijen sunumunu saglamak ARDS’de diger tedavi prensiplerini olusturur.
Bunlarla beraber yeterli niitrisyon dengesi saglanmali ve s1vi dengesi ayarlanmalidir (33).

ARDS patofizyolojisi konususunda ¢ok yol kaydedilmis olmasina ragmen farmakoterapi
ile halen c¢ok basarili sonuglar elde edilememistir. Iyi deneysel modellerin
olusturulamamas1 nedeniyle klinik etki ve yan etkilerin iyi degerlendirilemiyor olmasi,
ARDS ve sepsisdeki inflamatuar kaskada tek bir ajanin etkili olmamasi, hastalarin
cogunlugunun c¢oklu organ yetmezligi sebebiyle kaybedilmeleri tedavi basarisizliginin

nedenleridir. Teorik olarak ARDS tedavisinde kullanilacak ideal farmakolojik ajan bir
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yandan ARDS patofizyolojisinde énemli rol oynayan inflamatuar ve oksidan hasar gibi
stiregleri degistirmeli diger yandan ise ventilasyon perflizyon uyumsuzlugunu azaltarak
oksijenasyonu iyilestirmeli ve sagkalim oranini artirmalidir (33). Bu amagla pek ¢ok

farmakolojik ajan denenmistir.

Inhale NO selektif pulmoner vazodilatasyon yaptigi ve ventilasyon/perfiizyon
uyumsuzlugunu diizelttigi i¢cin umut verici bir tedavi olmustur. Ancak calismalarda
pulmoner hemodinamikleri ve oksijenasyonu diizeltmesine ragmen mortalite iizerinde
yararli etkisi gosterilememistir. Inhale NO’in yeterli oksijenasyonun saglanamadig
durumlarda kullanilabilecegi, ancak akciger hasarinin standart tedavisinde yeri olmadigi

belirtilmistir (34).

ARDS’de inflamatuar yaniti baskilamak amaciyla yeni ilaglar denenmektedir. Sepsis ile
beraber goriilen akut akciger hasarinda mortalite daha yiiksektir. Akciger hasar
gelisiminden Once ya da hasarin erken evresinde sepsis tedavi edilebilirse mortalite
azaltilabilir. Calismalarda yiliksek doz kortikosteroid, endotoksin monoklonal antibody,
anti TNF-o ve anti interlokin gibi ajanlarla tedavide basarili olunamamistir (35).
Kortikosteroidlerin potent antiinflamatuar ve antifibrotik etkilerinden dolay1 tedavide
onemli yer alabilecegi diisiiniilmiis olsa da ¢alismalar bu goriisii desteklememistir. Yiiksek
doz glukokortikoid sepsis ile beraber goriilen akut akciger hasarinda sonucu
iyilestirememis ve erken donemde yararli etkisi olmadigi gosterilmistir (35,36).
Kortikosteroidler, akut akciger hasarinin hem inflamatuar hem de fibrotik doneminde
tedavide denenmis, ancak olumlu etkileri gosterilememistir (34). Kolesterol diisiiriicii
etkisinin yaninda immiinomodulatuar etkisi de oldugu bilinen simvastatinin kullanildig
deneysel bir akut akciger hasari modelinde bu ajanla akut akciger hasarinin azaldig
gosterilmistir. Bu etki simvastatinin antiinflamatuar ve notrofil adezyonunu onleyici etkisi

ile oksidan hasar lizerindeki olumlu katkisina baglanmustir (37).
Prostaglandin E; vazodilator etkili, trombosit agregasyonu inhibitérii ve notrofil aktivasyon

azaltict etkilere sahip bir ajan olarak deneysel calismalarda kullanilmis ve mortaliteyi

azaltic1 etkisi saptanmamustir (35).

12



Ibuprofen siklooksijenaz inhbisyonu yapan antinflamatuar etkili bir ajandir. Ancak
calismada mortalite hiz1 ve ventilator giin sayist plasebo ile benzer bulunurken sok siiresi

veya organ yetmezliksiz giin sayisinda anlamli fark saptanmamistir (35,38).

Lokotrien ve tromboksan sentez inhibitorii olan ketakonazol’iin yiiksek riskli cerrahi
hastalarda akut akciger hasar1 gelisimini Onledigi rapor edilmis ancak ventilasyon

destegine olan ihtiyaci ve mortaliteyi azaltmadigi gosterilmistir (35).

Pentoksifilin fosfodiesteraz inhibitoriidiir ve ndtrofil kemotaksisi ve aktivasyonunu inhibe
eder. Sinirli sayida insan ¢aligmasinda yararli etkisi saptanmamus. Lisofilin’in IL-1, IL-6,
TNF-a’ y1 inhibe ettigi gosterilmis ancak ARDS Network c¢alismasinda yararl etkisi
olmadig1 gosterilmistir (35).

Yiiksek riskli hastalarda antiinflamatuar stratejiler akciger hasarinin gelisimi veya
Onlenmesinde etkili olabilir. Diger antiinflamatuar tedavi yaklasimlarindan ekstravaskiiler
alana notrofil migrasyonu ve endotele adezyonunu onleyebilecegi diisiiniilen anti IL-8
tedavisinin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir, bunun en kisa siirede ciddi ¢alismalarda
gosterilmesi gerekmektedir (35). Diger potansiyel antiinflamatuar stratejiler, trombosit
aktive edici faktor inhibisyonu, antiproteazlar, antisitokin tedaviler ve koagiilasyon

kaskadini inhibe eden tedaviler olabilir (35).

Reaktif oksijen radikallerinin endotoksin, bakteriyel sepsis veya hiperoksik akciger
yaralanmas1 sonucu olusan akciger hasarinda roliiniin ispatlanmasiyla antioksidan terapi
denenmeye baslanmigtir. N-asetil sistein, prosistein, serbest oksijen radikal temizleyicileri

ve glutatyon prekiirsorlerinin bazi ¢alismalarda efektif oldugu gosterilmis (35).
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2.3. Silimarin

Sekil 2.1. Silimarin (meryemana dikeni, silybum marianum)

IV. yiizyildan beri ilag olarak kullanmmi bilinen Silybum marianum (milk thistle,
meryemana dikeni,) 2000’ 1i yillarda karaciger ve safra kesesi rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir (10). Polimerik ve okside polifenolik igeriklidir. Silimarin’ nin aktif
komponenti standardize ekstrakt silybum marianum yaklasik %70-80 ve %20-30° u
kimyasal tanimlanmamig formdur (10). 30-100 cm yiikseklikte, govdesi koseli, seyrek
tiylii, 1-2 yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 soluk yesil renkli, beyaz damarli, kenarlar
derin digli ve dikenlidir. Cicekleri bas seklinde bir arada, mor (nadiren beyaz) renkli,
meyveleri 7 mm kadar uzunlukta, esmer renkli, u¢ kisimlarinda 15 mm kadar uzunlukta,
diisiicii ve beyaz renkli bir tily demeti bulunur. Ozellikle Almanya'da Meryemana'yt
cagristiran bir dinsel sembol olarak resmedildigi i¢in bu isim verilmistir. Eskiden beri;
yaprak, sap ve ¢i¢ekleri tedavi amagh kullanilmaktaysa da, modern kullanimi tohumlari ile
sinirlidir.  Tohumlari; sabit yag (%25-30), nisasta, tanen ve flavono-lignan tiirevi
bilesikler, silimarin’ler (silibin, silidianin, silikristin) icermektedir. Cok eski ¢aglardan beri
ozellikle karaciger koruyucu olarak kullanilan bu bitki ile ilgili aragtirmalar yaklasik 50 yil
once (1958) baslamistir. 10 yil sonra ise Miinih {iniversitesi'nden H.Wagner
baskanligindaki bir arastirma grubu, silimarin olarak bilinen bir bilesigi (igerigindeki
faydali etken madde) tohumlarindan ayirmayi basarmigtir. Meryemana dikeni tohumlari,
%4-6 oraninda bu bilesikten icerir. Glinlimiizde Amerika’da tiretilen konsantre Meryemana
dikeni ekstreleri %70-80 oraninda silimarin igermektedirler. Slimarin’ in antiinflamatuar

ve antikarsinojenik etkisinin molekiiler temeli heniiz tam anlagilamamistir (10,39). IL-1,
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IL-6, TNF-a, lenfotoksin, GMCSF ve interferon iiretimine NF-kB katkida bulunur (10).
Silimarin inflamatuar mediyator saliverilmesini inhibe eder. Silimarin NF-xB baglayan
tastyict gen transkripsiyonunu baskilar. Silimarin forbol ester, LPS ve okadoik asit, c-
seramid ile olan NF-«kB aktivasyonunu inhibe eder. Buna karsin H,0, nin indiikledigi NF-
kB aktivasyonunu anlamli olarak etkilemez (10). Silimarin TNF-o’nin indiikledigi
mitogen-activated proteinkinaz ve c-Jun N terminal kinazi aktive ve TNF-a’ nin
indiikledigi sitotoksisiteyi ve capraz reaksiyonu inhibe eder (10). NF-xkB ve kinazlarin
inhibisyonu silimarin’in antiinflamatuar ve antikarsinojenik etkisinin bir pargasidir. Bu

etkiler kaspazlarin sitoproteksiyondaki etkisini agiklayabilir (10,40).

Silimarin’in pekg¢ok biyolojik etkisi vardir. Antikarsinojenik etkisi, antihepatotoksik etki,
plazma membran stabilizasyonu ve lipit peroksidasyonu inhibisyonu ile lipoksijenaz
inhibisyonu etkisi ile; antiiilser etkisi ve antioksidatif etki reaktif oksijen radikallerinin
toplanmasi1 ile saglanir. Antiinflamatuar ve antiartritik etkinin lipoksijenaz yolu
inhibisyonu ile olabilecegi rapor edilmistir (40). NO kisa omiirlii serbest radikallerdendir
ve intraselliiler ¢esitli biyolojik fonksiyonlara aracilik eder. Vaskiiler homeostaz,
norotransmisyon, antimikrobiyal savunma, antitiimor aktivite gibi fonksiyonlara aracilik
eder. NO, nitrik oksit sentataz (NOS) ile L-arginin’den sentezlenir. NOS’in 3
izoformundan biri olan INOS makrofajlardan LPS tarafindan yiiksek seviyede saliverilir ve
bu sebeple sokun patogenezinde katkisi biiyiiktiir. inflamatuar ve otoimmun hastaliklarda
organ harabiyetinde 6nemlidir (40). INOS geninin ana diizenleyici merkezi makrofajlardir
ve NF-kB/Rel ailesi bu genin diizenlenmesinde anahtar rolii iistlenir ve bir¢ok immiin ve
inflamatuar yanitta goérevlidir. Silimarin NF-kB/Rel baglayici aktiviteyi inhibe edici etki
gostererek etki eder (10,40). NF-xB ve kinazlarin inhibisyonu silimarin’in antiinflamatuar
ve antikarsinojenik etkisinin bir pargasidir. Silimarin salisilata gére 100 kat daha diisiik
konsantrasyonda etkilidir. Silimarin gibi diger antiinflamatuar ilaclarin da NF-kB
aktivasyonunu bloke ettigi biliniyor. Silimarin endoteliyal hiicrelerde apoptozi indiikler ve

anjiogenezisi inhibe eder (10).

Silimarin genel olarak iyi tolere edilebilen bir ilagtir. Ilac etkilesimi bildirilmemistir (39).
Yan etki olarak en sik goriilen bulgular gastrointestinal rahatsizliklardir. Fakat bu
rahatsizliklarin goriilme oran1 plasebo ile aynidir. Nadiren kasinti, egzema, kizariklik gibi

yan etkiler saptanmistir. Yalnizca bir adet nonfatal anafilaksi vakasi bildirilmistir (39).
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3. GEREC ve YONTEM

Aragtirma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Deneyleri Etik
Kurullari’nin DA 06/36 numarali ve 06.10.2006 tarihli onay1 alindiktan sonra ve “Baskent
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Yonergesi” kurallarma uygun olarak
gergeklestirildi. Deneyde kullanilan siganlar Bagkent Universitesi Deney Hayvanlari

Uretim ve Arastirma Merkezi, Uretim Unitesi’nden temin edildi.

Arastirmamizda silimarin’in akciger hasarina etkisine bakmak i¢in “Wistar albino™ cinsi
agirhiklar1 200-400 gr arasinda erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar Baskent Universitesi
Hayvan Arastirma Merkezinde 7 giinliik standart beslenme ve bakimin ardindan deney igin
6 saat a¢ birakildi. Cerrahi islem Oncesi anestezi i¢in 50 mg/kg ketamin hidroklorit ve 6
mg/kg ksilazin intraperitoneal yolla verildi. Bu asamada hayvanlar sham (n=14), kontrol
(n=16) ve silimarin (n=16) olmak iizere 3 gruba rastgele ayrildi. Daha sonra her grup kendi

icinde erken ve ge¢ olmak iizere iki esit alt gruba ayrildi.
Gruplar

Silimarin grubu: Erken alt grupta cerrahi dncesi 3 giin, ge¢ alt grupta ise cerrahiden dnce
3 giin ve cerrahiden sonra 2 giin olmak iizere toplam 5 giin siireyle giinde bir defa si¢anlara
orogastrik tiip takilarak silimarin 50 mg/kg 2 ml serum fizyolojik i¢inde verildi. Son
silimarin dozu cerrahiden 2 saat O6nce verildi. Kontrol grubu: Erken alt grupta cerrahi
Oncesi 3 giin, gec alt grupta ise cerrahiden 6nce 3 giin ve cerrahiden sonra 2 giin olmak
lizere toplam 5 giin siireyle giinde bir defa sicanlara orogastrik tiip takilarak 2 ml serum
fizyolojik verildi. Sham grubu: Batin acildi ve serum fizyolojik verildikten sonra

kapatildi.
Cekal ligasyon ve perforasyon islemi

Uygun tirag ve saha temizliginden sonra ksifoidin altindan orta hatta 2-3 cm uzunlugunda
bir vertikal insizyonla karin bosluguna girildi. Sham grubunda bu asamada karin geri
kapatildi. Silimarin ve kontrol gruplarinda ise ¢ekum bulunduktan sonra ileogekal valfin
altindan 2/0 ipekle ¢ekum baglandi. Cekal perforasyon icin ¢ekumun antimezenterik
yiiziine 18 gauge (G) igne ile 2 adet delik agild1 ve barsak iceriginin bu deliklerden karin
bosluguna akist gozlendi (Sekil 3.1) (41,42). Daha sonra karin igine 10 ml/kg serum

fizyolojik verildikten sonra karin kapatildi.
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Sekil 3.1. Cekum baglandiktan sonra 18G igne ile delik agilarak barsak igeriginin ¢ikis1 gdzleniyor.
Erken ve geg alt gruplar

Erken alt gruplar: Cerrahi islem tamamlandiktan sonra sicanlar oda havasinda spontan
solumaya birakildi. On iki saat sonra yukarida anlatilan sekilde anestezi verildikten sonra
hayvanlarin karinlar1 geri agilarak inferior vena kavadan ikinci kan ornekleri alindi ve
yiiksek doz sodyum tiyopental (200 mg/kg) ile sakrifiye edildiler. Ge¢ alt gruplar:
Cerrahi islem tamamlandiktan sonra siganlar oda havasinda spontan solumaya birakildi ve
standart bakim ve beslenmelerine devam edildi. 3 giinliik takip sonunda siganlar yiiksek

doz sodyum tiyopental (200 mg/kg) ile sakrifiye edildi.
Sagkalinun degerlendirilmesi

Geg gruplardaki siganlar cerrahi prosediir sonrasi takip edildi ve mortalite saatleri
kaydedildi. 3 giinliik izlem siiresince O6lmeyen hayvanlar sag kalan hayvanlar olarak

degerlendirildi.
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Yas-kuru agirhk

Yas-kuru agirlik orani akciger dokusundaki ddemin ve dolayisiyla inflamasyonun bir
gostergesi olarak kabul edildi. Hassas tartida sag {ist lobun yas ve etiivde 80°C’ de 8 saat

bekletildikten sonra kuru agirligi tartildi (37). Analizlerde yas agirligin kuru agirliga orani

kullanilda.
Kan ve bronkoalveoler lavaj (BAL) sitokin incelenmesi

Kan ve BAL sitokin incelemeleri erken alt gruplarda yapildi. inflamatuar yanmitin
degerlendirilmesi i¢in kan ve BAL IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeyleri 6l¢iildii. Kan 6rnekleri
kuyruk veninden hemen anestezi sonrasi (baslangi¢ degerler) ve 12. saatin sonunda
anestezi altinda laparatomi yapilarak vena kava inferiordan (VKI) alindi. Ornekler 3000
devir/sn’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrildi. Sakrifikasyondan sonra
akciger doku ornekleri alindi. Sol akcigerin tamami bronkoalveolar lavaj sivisi elde etmek
icin kullanildi. Sol ana bronsa 16 G’ luk kandil ile girilip 2/0 ipekle baglanarak tespit edildi.
4 cc serum fizyolojik verilip aspire edilerek lavaj 6rnegi alindi (37). Ornekler K;zEDTA
(etilendiaminoatetraasetikasit) ile antikoagiile edildikten sonra Abbot Cell-Dyn © 3700
System (Abbot Diagnostics, Santa Clara, CA, USA) kullanilarak 6l¢iim yapildi. Sigan
serumlarinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyeleri ELISA kitler (Bio Source International,
Nivelles, Belgium) kullanilarak degerlendirildi. IL-1PB i¢in < 3 pg/ml, TNF-a i¢in < 4
pg/ml, IL-6 i¢in < 8 pg/ml degerler normal sinirlar olarak kabul edildi.

Oksidan hasar degerlendirilmesi ve malondialdehit

Sag akcigerin alt lobu doku malondialdehit (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH)
Ol¢iimii icin diseke edildikten sonra serum fizyolojik ile iyice yikanip kurulandi. Uygun
biiyiikliikteki parcalara ayrilarak epandorf tiiplerine alindi. Ornekler -86°C dondurucuda
saklanarak muhafaza edildi. Tim biyokimyasal analizler c¢ift c¢alisma seklinde
gerceklestirildi. MDA ve GSH analizleri, doku orneklernin sogukta 0,15 molar
potasyumkloriir (KCL) i¢inde (%10 w/v) cam homojenizator kullanilarak elde edilen doku

hemojenatlarinda gergeklestirildi.

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi Beuge ve Aust tarafindan (43)
tanimlanan yonteme gore saptandi. Yontem MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile yaptig
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kompleksin kolorimetri ile Ol¢limii esasina dayanmaktadir. Analizde bir hacim doku
hemojenat ornegine iki hacim ayirag ¢ozeltisi (0,25 normal hidrojenkloriir i¢inde %14
trikloroasetikasit ve % 0,375 TBA) ilave edilerek kaynar su banyosunda 15 dakika inkiibe
edildi. Sogutma islemi sonrasinda 1000 g’de 10 dakika satrifiij edilerek elde edilen
siipernatanin absorbansi 535 nanometrede (nm) Ornek kore karsi dlgiildii (Shimadzu uv-
1600). MDA derisimleri molar ekstinksiyon katsayis1 (1,56x10° M'x em™ ) kullamlarak

hesapland1 ve nanomol/gram (nmol/g) doku olarak ifade edildi.

Doku hemojenatlarinda GSH diizeyleri Ellman tarafindan tanimlanan yonteme gore
gerceklestirildi (44). Homojenat ornekleri metafosforik asit ile deproteinize edildikten
sonra elde edilen siipernatanin Ellman ayiraci ile olusturdugu renkli kompleksin
absorbanslar1 6rnek kore karsi 412 nm’ de saptandi. GSH derisimleri GSH kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar nmol GSH/mg olarak ifade edildi.

Doku hemojenatlarinda protein analizi Lowry ve arkadaslarinin (45) yOntemine gore
gerceklestirildi. Bu yontem proteinlerdeki peptit baglarinin alkali ortamda bakir (Cu'™)
olusturmak iizere Cu'" ile tepkimeye girmesi esasina dayamr. Olusan kuprdz iyonlar folin
ayiraci ile tepkimeye girerek fosfomolibdotungstati bakir katalizli aromatik amino asit
oksidasyonu yolu ile heteromolibden mavisine indirgenmektedir. Tepkime sonrasi olusan
rekli kompleksin absorbansit 550 nm’de 6rnek koriine karsi spektrofotometrik olarak
oOl¢iildii. Protein derisimleri standart kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar

mg/ml olarak ifade edildi.
Histomorfolojik ve histokimyasal degerlendirme

Sag akcigerin orta lobu diseke edildikten sonra formole alinarak 24 saat iginde
laboratuvara ulastirildi. 0,5 pm kalinliginda parafine gémiilii paragalar deparafinize edildi.
Odem, hemoraji, brons epitelyum hasari, hiyalen membran olusumu ve nétrofil
infiltrasyonu Hematoksilen-Eozin ile boyanmis Orneklerde, semikantitatif olarak
degerlendirildi ve derecelendirildi:

0 Yok veya ithmal edilebilir

1 Seyrek veya fokal

2 Orta siddette

3 Yaygin ve belirgin

4 Yaygn ve siddetli
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Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizler Windows igin yazilmis SPSS 15.0 programiyla yapildi. Gruplarin
mortalite hizlar1 Kaplan-Meier sagkalim egrileri ve log-rank testi ile degerlendirildi.
Gruplar arsinda ortalamalarin karsilastirilmasinda dagilimi homojen olan veriler i¢in tek
yonlii varyans analizi (tek yonlii ANNOVA) ve dagilimi homojen olmayan veriler i¢in ise
Kruskal-Wallis testleri kullanildi. Tek yonlii varyans analizi ile anlamli fark saptanan
parametreler i¢in 2 grubun karsilastirilmasinda Bonferroni diizeltmesi ile t-test
uygulanirken Kruskal-Wallis testi ile anlamli fark saptanan parametrelerde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasinda oranlarin karsilastirmasi i¢cin Ki-kare testi

kullanildi. Farkin anlamlilik seviyesi i¢in p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan si¢anlarin agirliklarinin dagiliminda istatistiksel olarak farklilik tespit

edilmedi (p=0.639) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Gruplarin agirliklarinin dagilimi (Ortalama+Standart sapma, Minimum-
Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=14) (n=16) (n=16)
Agurlik 342.60 +27.80 352.00429.00 350.404+29.10
© (300-386) (310-400) (302-403)

Yaptigimiz calismada 72. saatte sagkalim oranlari; sham grubunda %100, silimarin

grubunda %62.50, kontrol grubunda %12.50’dir (Sekil 4.1.).

12
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% : p=0.0506* Silimerin
6 :
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LEEELE Sham
00 ]
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Saat

Sekil 4.1. Gruplar i¢in Kaplan Meier sagkalim egrileri

*Silimarin ile Kontrol gruplari i¢in log-rank ile
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Akciger doku orneklerinin yas agirlik ortalamalar1 sham, kontrol ve silimarin gruplarinda
sirastyla 0.32440.124, 0.517+0.197, 0.395+0.239 gr; kuru agirlik ortalamalar1 sirasiyla
0.069+0.028, 0.103+0.033, 0.083+0.045 gr olarak tespit edildi (p>0.05).

Sham grubunun yas/kuru agirlik orani kontrol ve silimarin gruplarina gore anlamli olarak
diisiiktii. Silimarin grubunun yas/kuru agirlik orani da kontrol grubuna gére anlamli olarak

diisiik bulundu ( Tablo 4.2, Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Gruplarin yag/kuru agirlik orani (Ortalama+Standart sapma, Minimum-
Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin

(n=14) (n=16) (n=16)

Yas/kuru agirlik 3.6+£0.3 53+09° 4.6+0.4
(3.2-4.1) (3.7-6.5) (3.9-5.3)

p<0.001 Silimarin ve kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
®»=0.019 Silimarin ile karsilastirildiginda
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Sham Kontrol Silimarin

Sekil 4.2. Gruplarin yag/kuru agirlik oranlari
p<0.001 silimarin ve kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda
®»=0.019 silimarin ile karsilastirildiginda

22



Gruplarin serum sitokin dlgiimlerine bakildiginda tiim gruplarda baslangi¢ (0. saat) serum

TNF-a, IL-6 ve IL-1B degerleri benzer idi (p>0.05). 12. saatte ise kontrol ve silimarin

gruplarinda serum TNF-a, IL-6 ve IL-1B degerlerinde sham grubuna gore anlamli

ylkselme saptandi (tiim karsilastirmalar i¢cin p<0.001). Bu yiikselme silimarin grubuna

gore kontrol grubunda anlamli olarak daha belirgindi, serum sitokin seviyeleri silimarin

grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak daha diigiiktii (tiim karsilagtirmalar igin

p<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.3-5).

Tablo 4.3. Gruplarin serum timdr nekroz faktor-a, interlokin-6 ve interlokin-1p’nin 0. ve
12. saat 6l¢iimleri (Ortalama+Standart sapma, Minimum-Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=6) (n=8) (n=8)
Tiimér nekroz faktor alfa (pg/ml)
40.07+23.08 43.69+30.15 38.35+20.64
0.saat (20.00-82.40) (18.00-80.80) (20.00-76.00)

71.43+59.99*
12.saat (16.00-180.00)

Interlokin-6 (pg/ml)
68.05+53.28
0.saat (4.80-131.00)

79.96+69.10%
12.saat (1.00-205.00)

Interlokin-1 beta (pg/ml)
42.32+15.52
0.saat (23.90-65.50)

53.04+26.00°"
12.saat (29.00-89.00)

2291.00+732.30°
(1241.00-3654.00)

48.03+31.35
(1.00-86.40)

1386.00+£649.03"
(440.00-205.00)

37.26+16.49
(23.90-65.50)

445.50+£111.58°
(353.00-680.00)

1439.50+440.59
(576.00-2000.00)

51.56435.13
(1.50-131.00)

601.50+69.10
(295.00-982.00)

35.00+13.22
(18.00-55.60)

297.00+68.74
(170.00-380.00)

#p<0.001 kontrol ve silimarin ile karsilastirildiginda
® p=0.010 silimarin ile karsilastirildiginda
“p=0.002 silimarin ile karsilastirildiginda
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Sham Kontrol Silimarin

Sekil 4.3. Gruplarin 0. vel2. Saat serum tiimor nekroz faktor alfa degerleri
# p<0.001 kontrol ve silimarin ile karsilastirildiginda
® p=0.010 saat silimarin ile karsilastirildiginda

30001

2000 T

Serum IL-6 (pg/ml)
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[ ] Serum IL-6 0. saat

-1000 |:| Serum IL-6 12 .saat

Sham Kontrol Silimarin

Sekil 4.4. Gruplarin 0. ve 12. saat serum interlokin-6 degerleri
p<0.001 silimarin ve kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda
®p=0.010 kontrol ve silimarin gruplari ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.5. Gruplarin 0. ve 12. saat serum interlokin-1p degerleri
’p<0.001 saat silmarin ve kontrol gruplari ile karsilastirildiginda

®p=0.02 saat silimarin ile karsilastirldiginda
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Calismamizda bronkoalveoler lavaj baslangic degerleri (0.saat) arasinda anlamli fark yoktu
(p>0.05), sonuglar benzerdi. 12. saat TNF-a, IL-6, IL-1B dl¢iimleri silimarin grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulundu (biitiin degerler i¢in p<0.05)

(Tablo 4.4, Sekil 4.6, 4.7, 4.8.).

Tablo 4.4. Bronko alveoler lavajda 12. saat tiimdr nekrozis faktor alfa, interlokin-6,
interlokin-1beta 6l¢iimleri. (Ortalama+Standart sapma, Minimum-Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=7) (n=8) (n=8)
Bronkoalveolar lavaj Tiimor nekroz faktor alfa  33.00+15.76*  584.15+144.11° 354.62+126.45
(pg/ml) (18.00-58.00)  (332.20-734.00)  (332.20-734.00)
Bronkoalveolarlavaj interlokin-6 14.64+1.23* 129.60+1.23 ° 76.10+34.47
(pg/ml) (13.00-16.30) (80.00-16.30) (18.00-101.00)
Bronkoalveolarlavaj Interlokin-1 beta 13.74+1.62 ° 224.63£92.91 ¢ 122.64+83.89
(pg/ml) (13.00-15.90) (80.00-357.60) (13.00-293.30)

p<0.001 kontrol ve silimarin gruplariyla karsilastirildiginda
® p=0.010 kontrol ve silimarin karsilastirildiginda
°p=0.005 kontrol ve silimarin kargilagtirildiginda
4p=0.028 kontrol ve silimarin karsilastirildiginda
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Sekil 4.6.Bronko alveoler lavajda tiimor nekrotizan faktor-a degerleri
p<0.001 silimarin ve kontrol gruplar ile karsilagtirma yapildiginda
°p=0.010 kontrol ve silimarin gruplar1 arasinda karsilastirma yapildiginda
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Sekil 4.7. Bronko alveoler lavajda interlokin-6 degerleri

p<0.001 sham ve kontrol gruplari ile kargilagtirma yapildiginda
°p=0.005 kontrol ve silimarin gruplar1 arasinda karsilastirma yapildiginda
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Sekil 4.8. Bronko alveoler lavajda interlokin-1beta degerleri
’p<0.001 sham ve kontrol gruplari ile karsilagtirma yapildiginda
®p=0.028 kontrol ve silimarin gruplari arasinda karsilastirma yapildiginda
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Gruplar histopatolojik olarak degerlendirildiginde sham grubunda 6nemli bir akciger hasari
saptanmadi. Diger iki grupta ise sham grubuna goére 6dem, hemoraji, brons epitel hasari,
notrofil infiltrasyonu ve toplam patoloji skoru ile degerlendirilen histopatolojik hasar
anlaml olarak belirgindi (tiim karsilagtirmalar i¢in p<0.001). Sadece hiyalen membran
olusumu her {i¢ grupta da ihmal edilebilir diizeyde idi. Odem, nétrofil infiltrasyonu ve
patoloji skoru agisindan kontrol grubunda silimarin grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli fark bulundu (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Gruplarin histopatolojik bulgular: (Ortalama+Standart sapma, Minimum-
Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=14) (n=16) (n=16)
Odem 0.21+0.42° 2.93+0.85" 1.81+0.66
(0-1) (2-4) (1-3)
Hemoraji 0.21+£0.42% 2.8140.91 2.3140.70
(0-1) (2-4) (1-4)
Brons Epitel Hasar1 0.64+0.50° 2.68+1.01 2.18+0.66
(0-1) (1-4) (1-4)
Hiyalen Membran Hasar1 - 0.06+0.25 -
(0-1)
Nétrofil infiltrasyonu 0.71+0.47 2.75+0.77° 1.87+0.50
(0-1) (2-4) (1-3)
Patoloji Skoru 1.78+0.97* 11.25+£2.70% 8.18+0.91
(0-3) (8-16) (7-10)

# p<0.001 silimarin ile karsilagtirildiginda
®p=0.003 silimarin ile karsilastirildiginda
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Sham grubu akciger dokusunda; hafif siddette bronsiyol epitel hasari, interstisyel 6dem ve
hemoraji (H&E, x200 biiyiik biiyiitme) (Sekil 4.9), silimarin grubu akciger dokusunda; orta
siddette bronsiyol epitel hasari, interstisyel 6dem ve hemoraji (H&E, x200 biiyiik
biiyiitme) goriilmekte (Sekil 4.10). Kontrol grubu akciger dokusunda ise; siddetli bronsiyol

epitel hasari, interstisyel 6dem ve hemoraji (H&E, x200 biiyiik biiyiitme) goriilmektedir
(Sekil 4.11).

7 % N

Sekil 4.10. Orta derecede hasarli akciger doksu

[
Sekil 4.9. Hafif hasarli akciger dokusu
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Akciger dokusu GSH degerleri kontrol ve silimarin gruplarina gére sham grubunda daha
yiiksek idi (her iki karsilagtirma i¢in p<0.001). Kontrol grubuna gore silimarin grubunun
ortalama akciger dokusu GSH degeri kontrol grubuna gore daha yiiksek olgiildii (p=0.021).
Akciger dokusu MDA ol¢limlerinde sham grubu ile karsilastirildiginda diger iki grupta
daha yiiksek ortalama degerler bulundu (her iki karsilagtirma i¢in p<0.011). Silimarin ve
kontrol gruplarn karsilastirildiginda ise akciger dokusu ortalama MDA degeri silimarin

grubunda daha diisiiktii (p=0.014). (Tablo4.6, Sekil 4.9, Sekil 4.10.).

Tablo 4.6. Gruplarin malondialdehit ve glutatyonstilfidril degerleri
(Ortalama+Standart sapma, Minimum-Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=7) (n=8) (n=8)
13.10+3.59° 39.54+10.55°¢ 26.35+7.92

Malondialdehit (nmol/g)

(8.90-17.90) (26.50-56.20) (16.60-38.90)
e 2.57+0.52%¢ 1.12+0.32 ¢ 1.98+0.27
Glutatyonsiilfidril (mg/ml) (1.90-3.30) (0.80-1.80) (1.70-2.40)
p<0.001 kontrol ile kargilagtirildiginda
®p=0.011 silimarin ile karsilastirildiginda
“p=0.014 silimarin ile karsilastirildiginda
4p=0.001 silimarin ile karsilastirildiginda
°p=0.021 silimarin ile karsilastirildiginda
350 - i Glulalyonsullndnl
d,
A0 -
250 -
£
ofi 2,00 -
€ C
1.50 4
1.0 - I
(.50
000
sham Kontrol Sulumarin

Sekil 4.12. Gruplarin glutatyonsiilthidril 6l¢timleri
p<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda

°p=0,001 silimarin ile karsilastirildiginda

“p=0.021 silimarin ile karsilastirildiginda
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Sekil 4.13. Gruplarin malondialdehit 6lgtimleri
p<0.001 kontrol ile kargilagtirildiginda

°p=0.014 silimarin ile karsilastirildiginda

“p=0.011 silimarin ile karsilagtirildiginda
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5. TARTISMA

Sepsise bagli ALI/ARDS olusturulan bu sican g¢ekal ligasyon-perforasyon modelinde
silimarin’in akut akciger hasarini azaltabilecegi gosterildi. Silimarin ile sepsise bagli
akciger hasarinin azalmasi ile beraber hayvanlarin mortalitesinde de azalma saptandi
(p=0.0506). Silimarin alan hayvanlarda yag/kuru akciger agirlik orani, serum ve BAL
TNF-alfa, IL-1 beta ve IL-6 ile belirlenen sistemik ve akcigerlerdeki inflamatuar yanit
kontrol grubuna gore daha diisiiktii (ttim karsilagtirmalar i¢in (p<0.05). Yine histopatolojik
incelemede de silimarin grubunda 6dem, hemoraji, brons epitel hasari, ve notrofil
infiltrasyonuna anlamli olarak daha az rastlandi. Silimarin grubunda GSH’nin daha yiiksek,
MDA’nin ise daha diisiik olusu bu ilacin bu modeldeki olumlu etkilerinin muhtemel

mekanizmasi hakkinda fikir vermistir.

Sagkalim analizi, mortalite hizinin yiiksek oldugu durumlarda ila¢ etkinliginin
arastirilmasinda O6nemli bir belirleyicidir. Bu g¢aligmada 72 saatlik izlemin sonunda
silimarin grubunda sagkalim %62.5, kontrol grubunda ise %12.5 olarak bulundu. Her ne
kadar bu oranlar istatistiksel anlamlilik agisindan sinirda bulunsa da (p=0.0506) sagkalim
analizi yapilan gruplarda sadece 8’er hayvan olmasi bu verileri dikkat ¢ekici kilmaktadir
(Sekil 4.1). Silimarin’in sepsis durumunda mortalite iizerindeki bu olumlu etkisi bagka bir
calismada da gosterilmistir. Kang ve arkadaslar1 (7) bir LPS fare sepsis modelinde
silimarinin etkinligini inceledikleri ¢alismada, her grupta 15 fare olmak iizere fareler ii¢
gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna yalmz 15 mg/kg LPS intraperitoneal, diger gruba
intraperitoneal LPS ve 100 mg/kg/giin oral silimarin verilmis. Silimarin LPS verilmeden 2
saat once ve LPS ile ayn1 zamanda verilmis. Fareler 60 saat takip edilerek yasam analizi
yapilmis. Sadece LPS verilen grupta 48. saatte sagkalim %S5 iken silimarin grubunda %33
olarak bulunmus. Otuzuncu saatte yasam analizi silimarin ile tedavi grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmus (p<0.05) (7). Mevcut ¢alisma ile Kang ve
arkadaglarimin (7) ¢alismasi sepsis durumunda silimarinin mortalite {izerinde olumlu bir
etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak deneysel modellerde elde edilen bu

olumlu sonuglarin klinik ¢calismalar ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Bu caligmada akcigerde sepsise bagli olusan hasar ve inflamasyonun gostergelerinden olan
akciger yas/kuru agirlik orani kullanildi. Yag/kuru agirlik oranlar1 inflamasyon sonucunda

akcigerlerde olugsan doku 6demini gosteren en onemli bulgulardandir. Birgok ¢alisma bu
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parametreyi akciger inflamasyonunun derecesini belirlemek igin kullanmistir (37,42). Bu
caligmada silimarin grubunda yas/kuru agirlik oraninin daha diisiik bulunmasi silimarinin

sepsise bagli akciger hasari tablosunu hafiflettigini gostermektedir.

Akut akciger hasarinin olusmasinda proinflamatuar sitokinler anahtar rol istlenirler (46).
Bu nedenle de bircok deneysel ve klinik farmakolojik girisim bu sitokinlerin
baskilanmasina odaklanmistir. Bu ¢alismada silimarin kullanimi ile hem serum TNF-alfa,
IL-1 beta ve IL-6 seviyeleri ile degerlendirilen sistemik inflamatuar yanit hem de yine ayni
sitokinlerin BAL konsantrasyonunun ol¢iimii ile incelenen akciger inflamasyonu anlamli
derecede baskilanabildi (biitiin degerler i¢in p<0.05) (Sekil 4.3-5. Tablo 4.3). Silimarin bu
etkilerini muhtemelen proinflamatuar sitokinlerin saliverilmesinde 6nemli rol oynayan NF-
kB’yi baskilayarak gostermektedir. Silimarin’in antiinflamatuar ve antikarsinojenik
etkisinin molekiiler temeli heniiz tam anlagilamamistir (10,39). Silimarin forbol ester, LPS
ve okadoik asit, c-seramid ile olan NF-«kB aktivasyonunu inhibe eder. Buna kargin H,0,’nin
indiikledigi NF-kB aktivasyonunu anlamli olarak etkilemez (10). Silimarin TNF-a’nin
indiikledigi mitogen-activated proteinkinaz ve c-Jun N terminal kinazi aktive ve TNF-
o’nin indiikledigi sitotoksisiteyi ve ¢apraz reaksiyonu inhibe eder (10). NF-xB ve
kinazlarin  inhibisyonu silimarin’in  antiinflamatuar  etkisinin  bir  parcasidir.
Lipopolisakkaritle stimiile edilen makrofajlarda silimarin PGE2 {iretimini inhibe eder (47).
Burada NF-«kB rol oynar. Silimarin’in IL-1 ve PGE2 {iretimini inhibe edici etkisi NF-
kB/Rel DNA baglanmasini inhibe ederek olmaktadir (7). Silimarin’in doza bagimli olarak
lipopolisakkaritle indiiklenmis sepsisi inhibe edici etkisi farelerin peritoneal
makrofajlarinda IL-1 beta ve PGE2 iiretimini inhibe ederek sagladigi gosterilmistir (40).
LPS uygulanmadan 2 saat 6nce ve hemen Once olmak tizere 50 mg/kg 2 doz silimarin oral
verilmis, 60 saat takip yapilmis. Silimarin’ in LPS’le indiiklenmis IL-1 beta ve PGE2

tiretimini %84 ve %91 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir (7,40).

NF-kB LPS tarafindan iNOS geni indiiklenebilmesini saglayan 6nemli bir transkripsiyon
faktorudiir (40,48). NF-xB; IL-1 beta, TNF-alfa, NO ve PGE2 gibi pek ¢ok inflamatuar
mediyatoriin liretiminin artisina aracilik eder (7,40,49). Silimarin NF-kB’yi inhibe ederek
inflamatuar kaskadi bozmaktadir, bu sayede sepsis ve ALI/ARDS’de asir1 inflamasyon
onlenmekte ve hastaligin siddeti azalmaktadir. Calismamizada inflamatuar etkinin siddetini
belirlemek i¢in inflamatuar mediyatorlerden serumda IL-1PB, IL-6 ve TNF-a ile BAL’da
IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyeleri degerlendirildi. LPS ile indiiklenen farelerde serum ve
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BAL orneklemelerinde kontrol grubu ve silimarin grubu degerleri karsilastirildiginda
biitiin inflamatuar mediyatorler i¢in silimarin grubunda anlamli olarak degerler daha
diisiiktii. inflamatuar etki daha az belirgindi ve hastaligin siddeti silimarin grubunda

anlaml olarak daha azd.

Halen akut akciger hasarinda inflamatuar kaskad oldukca karmasiktir. Bu konu ile ilgili
pek c¢ok calisma yapilmaktadir. ALI/ARDS’de infamatuar mekanizma patofizyolojide
biiyiik rol oynadigi icin tedavide inflamatuar mekanizmay1 kirmaya yonelik pek cok
antiinflamatuar madde c¢alisilmistir. Pirat ve arkadaslart (37) iskemi ve reperfiizyon
yontemi ile akut akciger hasar1 olusturduklar sicanlarda simvastatin ile 6n tedavi yaparak
akut akciger hasarin1 azaltmislar. Calismada siganlar 3 gruba ayrilmiglar ve simvastatin
grubuna 10 mg/kg dozda 3 giin oral simvastatin verilmis. Son doz iskemi reperfiizyon
prosediirii uygulanmadan 1 saat Once verilmis. Siiperior mezenterik arter 60 dakika
klemplendikten sonra 90 dakika reperfiizyon yapilarak akut akciger hasar1 gelisimi
saglanmig. Serum ve BAL sitokin seviyeleri simvastatin grubunda anlamli olarak daha

diisiik bulunmustur (37).

Coimbra ve arkadaslar1 (50) sicanlar iizerinde yaptiklari ¢aligmada pentoksifilin’in akciger
hasar1 iizerindeki etkisine bakmiglar. Sham grubuna sadece salin, kontrol grubuna sadece 5
mg/kg intravendz LPS ve pentoksifilin grubuna da LPS ile beraber 25 mg/kg pentoksifilin
verilmis. 4 saat sonra BAL sivisi ve doku ornekleri alinmig. LPS’le indiiklenmis sepsise
bagl akciger hasarinda fosfodiesteraz inhibitorii olan pentoksifilin kullanarak inflamatuar

madde salinimini azaldig1 ve daha sinirli organ hasar1 goriildiigii saptanmustir.

Ayan ve arkadaslar1 (51) peroksinitrit vererek akut akciger hasari gelisimini sagladiklar
sicanlarda antiinflamatuar olan lornoksikam kullanmislar. Siganlari ii¢ gruba ayirmislar ve
intratrakeal peroksinitrit enjeksiyonu ile akciger hasar1 gelisimi saglamislar. Peroksinitrit
enjeksiyonunda 24 saat oOnce lornoksikam grubundaki sicanlara intraperitoneal
lornoksikam verilmis. Calisma 48 saatlik takibin ardindan sonlandirilmis. Sonucgta serum

MDA seviyesi, serum ve BAL sitokin seviyeleri anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.

Singleton ve arkadaslarinin (52) ¢ekal ligasyon-perforasyon yontemini kullanarak sepsis
sonrast akciger hasart gelistirdikleri siganlarda glutamin ve salin’i karsilastirmislar.

Glutamin grubunda 18, salin grubunda da 17 sigan ¢alismaya alinmis. Cekal-ligasyon
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perforasyon yontemi 20 G igne ile 2 adet delik agilarak fekal materyalin ¢ikis1 gozlenerek
yapilmis. Biitiin sicanlara 20 ml/kg salin verilerek sivi resiisitasyonu yapilarak karin
kapatilmis. Cekal ligasyon-perforasyon islemi uygulandiktan 1 saat sonra glutamin 0.75
mg/kg dozda verilmis. Calismada glutamin grubunda akcigerde histopatolojik degisiklikler
daha az, inflamatuar sitokin seviyeleri anlamli olarak daha diisiik, NF-xB seviyesi daha

diisiik ve sag kalim daha yiiksek bulunmus.

Mediyatdr ve sitokinlerin sepsis ve akut akciger hasarinin patofizyolojisindeki dneminin
anlagilmasiyla arastirmalar serbest radikaller ve antioksidanlar {izerine yogunlastirilmistir.
Serbest radikaller, sitokinlerin sentezini tetikleyerek akut akciger hasarinda rol oynarlar.
Normal sartlarda SOD, CAT ve glutatyon gibi endojen antioksidanlar radikalleri temizler
ve akcigerler korunur. Akut akciger hasarinda hem reaktif oksijen iiriinlerinde artig, hem de
radikal temizleyici sistemde azalma vardir. Oksidan hasar kritik hastalarda sagkalimi
azaltan faktorlerdendir (30). Reaktif oksijen radikalleri antioksidan savunma sistemi ile

temizlenir, antioksidanlar akcigerde notrofil sekestrasyonunu onler (30,31).

Gilinlimiizde sepsis ve buna bagli akut akciger hasrinda tedavinin temelini antimikrobik ve
destekleyici tedavi olusturmaktadir. Oksidan ajanlarin roliiniin anlagilmasiyla tedavi
antioksidan yone kaymaktadir. Yapilan calismalarda sepsiste ortaya c¢ikan serbest
radikallerin etkilerini nétralize etmek i¢in antioksidan ajanlar kullailmaktadir.
Calismamizda ALI/ARDS’de oksidan hasar1 akciger dokusunda MDA ve GSH o6l¢timleri
yaparak degerlendirdik. Silimarin grubunda oksidan hasarin daha az oldugunu gordiik.
MDA degerleri anlamli olarak kontrol grubundan daha diisiik (p=0.011), GSH degerleri ise
daha yiiksekti (p=0.001) (Sekil 4.12, 13. Tablo 4.6). Silimarin serbest radikalleri temizler,
lipit peroksidasyonunu Onler ve membran stabilizatoriidiir; bu sayede antioksidan
Ozelliklidir (53). Sisplatin, amiadaron, dietilnitrosamin gibi oksidan hasara yol agan
maddeleri kullanarak hepatotoksisite gelismis ratlarda antioksidan d&zelligi ile

koruyuculugu gosterilmistir (54-56).

Pradeep ve arkadaslar1 da (54) siganlarda silimarin’in antioksidan 6zelligini
degerlendirmigler. Caligmalarinda dietilnitrozamin kullanarak sicanlarda oksidatif hasar
gelisimini saglamiglar. Her grupta 6 sican olacak sekilde 4 grup calismaya alinmis. 1.
Gruba salin ile propilen glikol 30 giin, II. Gruba 200 mg/kg intraperitoneal dietilnitrozamin

tek doz, III. Gruba dietilnitrozamin tek doz verildikten sonra 50 mg/kg oral silimarin ile
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propilen glikol 30 giin, IV. Gruba ise sadece 50 mg/kg oral silimarin ile propilen glikol 30
giin verilmis. Sonugta I. Grupta karaciger enzimleri 2 kat, II. Grupta 3 kat artarken III.
Grupta dinitrozamin’le olan yiikselme anlamli olarak geri ¢evrilmis. Lipit peroksidasyonu
anlamli olarak baskilanmis, antioksidan enzim seviyeleri normale yakin seviyeye donmiis.
Bu calisma dinitrozamin’in karaciger hasarini silimarin’in antioksidan 6zelligi sayesinde

onledigini gosteren ilk calisma olarak literatiirde yerini almistir.

Agoston ve arkadaslari (56) amiodaron’un oksidan hasar yapan etkisini 6nlemek igin
vitamin E ve silimarin vermigler. 3 hafta boyunca 150 mg/kg amiodoron verilen
sicanlardan bir gruba 60 mg/kg silimarin, bir gruba 100 mg/kg vitamin E verilirken, bir
gruba da baska ilag verilmemis. Silimarin ve E vitamini verilen grupta karaciger
amiodoron seviyesi daha diislik bulunmus, amiodoron’un indiikledigi lizozomal
fosfolipidozis azalmis. Bagka bir ¢alismada silimarin kullaniminda anlamli olarak oksidan
hasarin daha az oldugu, karaciger dokusunun daha iyi korundugu gosterilmis. Silimarin
karacigerde lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, serbest radikalleri temizleyerek

antioksidan etki gostermekte ve iNOS aktivitesini de azaltmaktadir (55).

Heniiz basilma agamasinda olan Toklu ve arkadaslarinin (53) ¢alismasinda sepsis kaynakli
akut akciger ve beyin hasarinda silimarin’in antioksidan 6zelligi degerlendirilmistir. Bu
calismada sepsis modeli olarak g¢ekal ligasyon-perforasyon kullanilmis. Cekal ligasyon-
perforasyon uygulanan sicanlardan bir gruba 150 mg/kg N-asetilsistein intraperitoneal,
diger gruba da 50 mg/kg silimarin oral verilmis. Tedaviye 10 giin dnce baslanmis ve
cerrahi islemden 6 saat sonra da sicanlardan kan Ornekleri alinmis ve 1 haftanin sonunda
sakrifiye edilerek doku ornekleri alinmis. Sonugta serum ve BAL sitokin seviyeleri anlamli
olarak silimarin ve N-asetilsistein grubunda kontrol grubundan diisiik bulunmus. Sagkalim
1 haftanin sonunda silimarin grubunda %62.5, N-asetilsistein grubunda %75 ve sepsis
grubunda %25 olarak tespit edilmis. Doku MDA seviyesi daha diisiik ve GSH seviyesi
daha yiiksek bulunmustur. Akciger dokusunun histopatolojik incelemesinde silimarin ve
N-asetilsistein grubunda anlamli olarak hasar daha az tespit edilmis. Sonugta bu calismada
silimarin’in sepsis kaynakli organ hasarinin dnlenmesinde oksidan-antioksidan dengeyi
ayarlayarak etkili olabilecegi sonucuna ulagilmistir. Biz de g¢alismamizin verilerine
dayanarak silimarin’in sepsis kaynakli organ hasarinda antiinflamatuar, antioksidan

ozellikleri ile etkili oldugunu diisiinmekteyiz.
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Bizim caligmamizda akciger dokusunun histopatolojik incelemesinde 6dem, hemoraji,
histopatolojik skorlama, yas/kuru agirlik orami silimarin grubunda anlamli olarak daha
diisiiktii (biitiin degerler icin p<0.05), (Tablo 4.5). Bu da akcigerde inflamatuar hasarin
daha az oldugunu gosteren onemli bulgulardandir. Silimarin sitokin salinimini bloke eder,
notrofil infiltrasyonunu inhibe eder, dokularda myeloperoksidaz aktivitesini azaltir.
Silimarin’in koruyucu etkisiyle inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve sitokin salinimi inhibe
olur. Sepsis sistemik inflamatuar ve koagiilatif yanitta bozuklukla seyreder. Koagiilasyon
ve fibrinolizis mekanizmalarindaki bozulma sepsisin major patogenetik 6zelliklerindendir.
Tromboplastik aktivitede artma, akciger dokusunda tromboplastin seviyesinde azalma
histolojik olarak vaskiiler konjesyonla sonuglanir. Silimarin antioksidan etkisiyle lipit
peroksidasyonunu Onler, membran biitiinliiglini korur ve tromboplastik aktiviteyi
normalize eder (53). Bu sayede hasarli dokuda konjesyonu azaltir, 6dem gelisimini
yavaglatir. Bu oOzellikleri ile silimarin’in akciger hasarimi oOnlemede etkili oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Calismamizda silimarin sepsise bagli akut akciger hasarinda inflamatuar mekanizmalari

inhibe ederek mortaliteyi azalttig1 ve sagkalim yiikselttigi goriilmektedir.

Silimarin’in serumda ve BAL’da inflamatuar mediyatdrlerin salinimini inhibe ederek

akciger hasar1 gelisimini yavaslattigi gosterilmistir.

Silimarin sitotoksisiteyi inhibe eder ve serbest radikalleri temizleyerek antioksidan 6zelligi

ile akcigerde oksidan hasar1 6nlemektedir.

Antiinflamatuar 6zelliginin mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da bu konu
ile ilgili yeni ¢aligmalar yapilabilecegini diisiinmekteyiz. Bizim ¢alismamiz silimarin’in
akut akciger hasarinda antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklerinin gosterilmeye ¢aligildig

ilk ¢alismalardandir.
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