J Turk Soc Intens Care 2016;14:18-27
DOI: 10.4274/tybdd.71501

Senay Canikli Adigiizel,
Arash Pirat,

Suna Tiirkoglu,

Niliifer Bayraktar,
Ozlem Ozen,

Miige Kaya

Gelis Tarihi/Received :11.08.2015
Kabul Tarihi/Accepted : 01.12.2015

Turk Yogun Bakim Dernegi Dergisi, Galenos Yayinevi
tarafindan basilmistir.

Journal of the Turkish Society of Intensive Care, published
by Galenos Publishing.

ISSN: 2146-6416

Senay Canikli Adigtizel
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi, Anesteziyoloji
ve Reanimasyon Klinigi, Samsun, Tirkiye

Arash Pirat
Baskent Universitesi Tip Fakultesi, Anesteziyoloji ve
Reanimasyon Anabilim Dali, Ankara, Ttrkiye

Suna Tirkoglu, Nilifer Bayraktar
Baskent Universitesi Tip Fakdltesi, Biyokimya
Anabilim Dali, Ankara, Turkiye

Ozlem Ozen
Baskent Universitesi Tip Fakdltesi, Patoloji
Anabilim Dali, Ankara, Turkiye

Muge Kaya
Darica Farabi Devlet Hastanesi, Patoloji Klinigi,
Kocaeli, Tlrkiye

Senay Canikli Adiglizel (=),
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi, Anesteziyoloji
ve Reanimasyon Klinigi, Samsun, TUrkiye

E-posta: drsenaycanikli@yahoo.com
Tel.: +90 533 543 54 22

18

0zGUN ARASTIRMA / ORIGINAL RESEARCH

Bir Sican Akut Respiratuvar Distres Modeli’nde
Silimarin’in Antiinflamatuvar ve Antioksidan Etkisi

A Rat Model of Acute Respiratory Distress Silymarin’s
Antiinflamatory and Antioxidant Effect

0z Amag: Calismamizda cekal ligasyon ve
perforasyon yéntemi kullanilarak akut akciger
hasari gelisimini sagladigimiz siganlarda
Silimarin‘in anti-inflamatuvar ve antioksidan
Ozelliklerini degerlendirmeyi amacladik.

Gereg ve Yontem: Toplam 46 sicanin
kullanildigi calismamizda sham (n=14), kontrol
(n=16) ve silimarin (n=16) gruplari ve her

bir grubun erken ve geg alt gruplari vardi.
Silimarin grubundaki siganlara silimarin, kontrol
ve sham grubuna ise salin verildi. Kontrol

ve silimarin grubundaki siganlarda ¢ekal
ligasyon ve perforasyon yontemi ile sepsise
bagli akciger hasari gelisimi saglandi. Erken
gruptaki sicanlar 12. saatte sonlandirilirken
gec gruptakiler takibe alindi. Sicanlarin serum
ve bronkoalveolar lavaj sivisi (BAL) timor
nekroz faktor alfa (TNF-a), interldkin (IL)-1, IL-6
seviyeleri, akciger dokusunda malondialdehit
(MDA) ve glutatyon silfidril (GSH) seviyeleri,

akciger dokusunun histopatolojik incelemesi ve

yas/kuru agirlik oranina bakildi.

Bulgular: Calismanin sonucunda 72. saatte
silimarin grubunda sagkalim orani %62,5,
kontrol grubunda % 12,5 bulundu (p=0,0506).
Silimarin grubunda kontrol grubuna gére yas/
kuru agirlik orani (p=0,019), serum ve BAL,
TNF-a, IL-1, IL-6 seviyeleri (her biri icin p<0,05)
ve histopatolojik skorlama anlamli olarak

daha dustk bulundu (p=0,001). Doku MDA
seviyesinin kontrol grubundan daha diistk
(p=0,011) ve GSH seviyesinin daha ylksek
(p=0,001) oldugu tespit edildi.

Sonug: Silimarin sepsise bagli akut akciger
hasari gelisimini énlemede yararli olmustur.
Bu etkinin anti-inflamatuvar ve antioksidan
ozellikleri sayesinde oldugunu dusiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Silimarin, akut akciger
hasari, antioksidan, anti-inflamatuvar

SUMMARY Objective: In this study, it was
aimed to evaluate the anti-inflammatory and
antioxidative effects of Silymarin in rats in
whom artificial acute pulmonary damage

was provided with caecal ligation-perforation
method.

Material and Method.: Forty-six rats were
randomized to sham (n=14), control (n=16),
silymarin (n=16) groups. Each group had

early and late subgroups. Silimarin was
administered in the silimarin group and saline
was administerd in control and sham groups.
Artificial acute pulmonary damage associated
with sepsis was provided with caecal ligation-
perforation method in control and silimarin
groups. Rats in the early subgroup Were
terminated at the end of the 12th hour and
threats in the late group were followed-up.
Serum and bronchoalveolar lavage fluid

(BAL) 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.

Results: Mortality rates for silymarin and control
groups were 62.5% and 12.5%, 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
BAL TNF-alpha, IL-1beta and IL-6 (p<0.05 for all
measurements), 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).

Conclusion: Silymarin reduces the severity of
sepsis induced-acute lung injury and may also
improve survival in a cecal ligation and perforation
rat model. These beneficial effects of this agent
are probably due to its inhibitory effects on
inflammatory process and oxidative injury.
Keywords: Silymarin, acute lung injury,
antioxidant, antiinflammatory
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Giris

Akut akciger hasari (AAH) akut respiratuvar distres
sendromu (ARDS); akciger Uzerinde 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 direncgli hipoksemi,
kompliyans ve fonksiyonel rezidliel kapasitede azalma goraliir
(1). AAH/ARDS de inflamatuvar yaniti olusturan nétrofiller ve
cok sayidaki mediyator endoteliyal ve epiteliyal hasardan
sorumludur (2). Inflamasyonun baslamasiyla birlikte nétrofil
yapimi artar ve akcigerde birikim baslar. Adezyon molekadilleri
ve kompleman sistemi de notrofil aktivasyonu ve birikimini
uyarir (2). Hayvan modellerinde akcigere nétrofil akiminin
Onlenmesi akciger hasarinin azalmasini saglayabilmektedir (2).
Hasari baslatan mekanizma ne olursa olsun sonucta artmis
notrofil aktivitesi, akcigerde infiltrasyon, ve nétrofillerde
degranilasyona sebep olmaktadir. Degrantlasyon sonrasi
artmis serbest oksijen radikalleri ve proteazlar endotel
hasarina ve kapiller gecirgenligin artmasina sebep olmaktadir
(3). AAH/ARDS'nin patofizyolojisinde ¢ok yol katedilmis
olmasina ragmen farmakoterapi konusunda halen cok
basarili sonuclar elde edilememistir. lyi deneysel modellerin
olusturulamamasi nedeniyle klinik etki ve yan etkilerinin
iyi degerlendirilemiyor olmasi, AAH/ARDS ve sepsisdeki
inflamatuvar kaskada tek bir ajanin etkili olmamasi, hastalarin
cogunlugunun coklu organ yetmezligi sebebiyle kaybedilmesi
bu basarisizliginin nedenleridir. Ginimuzde AAH/ARDS'nin
patofizyolojisi ve genel karakterleri iyi bir sekilde anlasiimis
olmasina ragmen radikal bir tedavisinin olmamasi bu konuda
tartismalar ve arastirmalar yapiimasina neden olmaktadir (4).
Bu arastirmalarin biydk bir kisminda 6zellikle AAH/ARDS
patofizyolojisinde dnemli rol oynayan inflamatuvar slrec
hedef alinmistir. Sdrfaktan, inhale nitrik oksit, oleik asit,
glutamin, beta-glukan ve kortikosteroidler bu amagla tedavide
denenmis ajanlardan bazilardrr.

Silybum marianum (milk thistle, silymarin) (Sekil 1) klasik
Yunan tedavisinde safra kesesi rahatsizliklarinda ve karacigeri
toksik ajanlardan korumak icin kullanilmis bitkisel bir Grinddr
(5). Aslinda 4. yUzyildan itibaren kullanimi bilinmektedir.
Silimarin preparatlarinin tipik kullanimi eskiden beri karaciger
rahatsizliklari ve diger gastrointestinal rahatsizliklar igin
olmustur (6). Pankreas problemlerinde, glisemik dengenin
saglanmasinda, akciger problemlerinin tedavisinde, bobrek
rahatsizliklarinda, prostatin adenokarsinomasini da iceren
cesitli rahatsizliklarinda ve dermatolojik problemlerde
kullanilmaktadir (6). Silimarin'in antiinflamatuvar
etkinligi muhtemelen bu ajanin olumlu etkilerinin énemli

mekanizmalarindan birini olusturmaktadir. Pek ¢ok calisma
Silimarin’in antiinflamatuvar etkinligini ortaya koymustur.
Silimarin interferon-gamma, interldkin (IL)-4 ve [L-10'u doza
bagiml olarak inhibe eder (5). Bir sican sepsis modelinde
Silimarin'in nUkleer faktér-kappa B (NF-kB) baglayan
tastyici gen transkripsiyonunu baskiladigr gosterilmistir (7).
Silimarin'in lipopolisakkaritle (LPS) uyariimis makrofajlarda
prostaglandin-E2 ve siklooksijenaz-2'yi de inhibe ederek
antiinflamatuvar etkinlik gosterdigi yine ayni calismada
gosterilmistir (7). NF-kB'nin aktivasyonu ve oksidan hasar AAH/
ARDS'nin patofizyolojisinde anahtar gorev Ustlenmektedir.
AAH/ARDS'de énemli rol oynayan timaor nekrotizan faktor-a
(TNF-0) ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin sentez
ve saliveriimesi NF-xB tarafindan dizenlendigi gibi bu
sitokinler NF-kB'nin ekspresyonunu artirarak inflamatuvar
sirecin artarak devam etmesini saglarlar (8,9). TNF-a ve
IL-1 gibi NFxB, IL-6, lenfotoksin, gronilosit monosit koloni
stimulan faktor ve interferon Uretimine de katkida bulunur
(10). Silimarin NF-kB baglayan tasiyici gen transkripsiyonunu
baskilayarak inflamatuvar mediyator saliveriimesini inhibe
eder (10). Silimarin'in inflamatuvar slrec ve antioksidan hasar
Gzerindeki bu olumlu etkilerinin AAH/ARDS tablosunu nasil
etkiledigi bilinmemektedir.

Gerec ve Yontem

Arastirma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma
ve Hayvan Deneyleri Etik Kurullan’nin DA 06/36 numarali
ve 06.10.2006 tarihli onay! alindiktan sonra ve "“Baskent

Sekil 1. Silimarin (meryemana dikeni, silybum marianum)
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Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Yénergesi”
kurallarina uygun olarak gerceklestirildi. Deneyde kullanilan
sicanlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Arastirma Merkezi, Uretim Unitesi'nden temin edildi.
Arastirmamizda Silimarin’in akciger hasarina etkisine
bakmak icin “Wistar albino” cinsi agirliklari 200-400 gr
arasinda erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar Baskent Universitesi
Hayvan Arastirma Merkezi'nde 7 ginlUk standart beslenme
ve bakimin ardindan deney icin 6 saat a¢ birakildi. Cerrahi
islem oncesi anestezi i¢cin 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 Uzere 3 gruba rastgele ayrildi. Daha sonra her grup
kendi icinde erken ve ge¢ olmak Uzere iki esit alt gruba ayrildi.

Gruplar

Silimarin grubu: Erken alt grupta cerrahi éncesi 3 gln, gec
alt grupta ise cerrahiden dnce 3 glin ve cerrahiden sonra 2 giin
olmak Uzere toplam 5 gln streyle ginde bir defa siganlara
orogastrik tlp takilarak Silimarin (GNC Milk thistle 200 mg
kapstil icinde sadece Silybum marianum bulunmaktadir. Y{zde
80 Silimarin icermektedir. Yirmi mg/ml olacak sekilde homojen
olarak sulandirildiktan sonra kullaniimistir) Toklu ve ark.'nin (11)
calismasinda oldugu gibi 50 mg/kg dozda 2 ml serum fizyolojik
icinde verildi. Son Silimarin dozu cerrahiden 2 saat nce verildi.

Kontrol grubu: Erken alt grupta cerrahi 6ncesi 3 gin, gec
alt grupta ise cerrahiden dnce 3 giin ve cerrahiden sonra
2 gun olmak Uzere toplam 5 gln slreyle glinde bir defa
siganlara orogastrik tlp takilarak 2 ml serum fizyolojik verildi.

Sham grubu: Batin acildi ve serum fizyolojik verildikten
sonra kapatildi.

Cekal Ligasyon ve Perforasyon islemi

Uygun tiras 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 ¢cekum
bulunduktan sonra ileogekal valfin altindan 2/0 ipekle gekum
baglandi. Cekal perforasyon icin cekumun antimezenterik
ylzline 18 gauge (G) igne ile 2 adet delik acildi ve barsak
iceriginin bu deliklerden karin bosluguna akisi gozlendi
(12,13). Daha sonra karin icine 10 ml/kg serum fizyolojik
verildikten sonra karin kapatildi.

Erken ve Geg Alt Gruplar

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

Sagkalimin Degerlendirilmesi

Gec gruplardaki siganlar cerrahi prosedir sonrasi takip
edildi ve mortalite saatleri kaydedildi. Uc glnliik izlem
slresince 6lmeyen hayvanlar sag kalan hayvanlar olarak
degerlendirildi.

Yas-kuru agirlik: Yas-kuru agirlik orani akciger dokusundaki
6demin ve dolayisiyla inflamasyonun bir gostergesi olarak
kabul edildi. Hassas tartida sag Ust lobun yas ve etlivde 80
°C'de 8 saat bekletildikten sonra kuru agirhg tartildi (14).
Analizlerde yas agirhgin kuru agirliga orani kullanildi.

Kan ve Bronkoalveoler Lavaj Sitokin incelenmesi

Kan ve bronkoalveolar lavaj (BAL) sitokin incelemeleri erken
alt gruplarda yapildi. Inflamatuvar yanitin degerlendiriimesi
igin kan ve BAL IL-1p, IL-6 ve TNF-a dizeyleri 6lglldi. Kan
ornekleri kuyruk veninden (0,3-0,5 ml kan ek replasman
yapllmadan) hemen anestezi sonras! (baslangic degerler)
ve 12. saatin sonunda anestezi altinda laparatomi yapilarak
vena kava inferiordan (0,5 ml kan replasman yapilmadan
alindi ve sonrasinda siganlar sakrifiye edildi) alindi. Ornekler,
3000 devir/sn’de 5 dakika santriflj edildikten sonra serumlari
ayrildi. Sakrifikasyondan sonra akciger doku ornekleri alindi.
Sol akcigerin tamami BAL sivisi elde etmek i¢in kullanildi. Sol
ana bronsa 16 G'lik kandil ile girilip 2/0 ipekle baglanarak tespit
edildi. Dort ml serum fizyolojik verilip aspire edilerek lavaj
ornegi alindi (14). Ornekler, etilendiamin tetraasetikasit ile
antikoagule edildikten sonra Abbot Cell-Dyn® 3700 System
(Abbot Diagnostics, Santa Clara, CA, USA) kullanilarak dlgiim
yapildi. Sican serumlarinda IL-1p, IL-6 ve TNF-a. seviyeleri
enzime bagli bagisiklik deneyi kitler (Bio Source International,
Nivelles, Belgium) kullanilarak degerlendirildi. IL-1p icin <3 pg/
ml, TNF-a icin <4 pg/ml, IL-6 icin <8 pg/ml degerler normal
sinirlar olarak kabul edildi.

Oksidan Hasar Degerlendirilmesi ve Malondialdehit

Sag akcigerin alt lobu doku malondialdehit (MDA) ve
indirgenmis glutatyon sdlfidril (GSH) dlcUimi icin diseke
edildikten sonra serum fizyolojik ile iyice yikanip kurulandi.
Uygun bUytklUkteki parcalara ayrilarak epandorf tlplerine
alindi. Ornekler -86 °C dondurucuda saklanarak muhafaza
edildi. TUm biyokimyasal analizler ¢ift calisma seklinde
gerceklestirildi. MDA ve GSH analizleri, doku 6rneklerinin
sogukta 0,15 molar potasyumklortr icinde (%10 w/v) cam
homojenizator kullanilarak elde edilen doku hemojenatlarinda
gerceklestirildi.
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Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi
Beauge ve Aust (15) tarafindan tanimlanan yénteme goére
saptandi. Yontem MDA'nin tiyobarbitlrik asit (TBA) ile yaptigi
kompleksin kolorimetri ile 6lcimU esasina dayanmaktadir.
Analizde bir hacim doku hemojenat 6rnegine iki hacim
ayirag cozeltisi (0,25 normal hidrojenklortr icinde %14
trikloroasetikasit ve %0,375 TBA) ilave edilerek kaynar
su banyosunda 15 dakika inklibe edildi. Sogutma islemi
sonrasinda 1000 g'de 10 dakika satriflj edilerek elde edilen
sUpernatanin absorbansi 535 nanometrede (nm) drnek kore
karsi olclldl (Shimadzu uv-1600). MDA derisimleri molar
ekstinksiyon katsayisi (1,56x105 M-1x cm-1) kullanilarak
hesaplandi ve nanomol/gram (nmol/g) doku olarak ifade edildi.

Doku hemojenatlarinda GSH duzeyleri Ellman (16)
tarafindan tanimlanan ydnteme go6re gerceklestirildi.
Homojenat ornekleri metafosforik asit ile deproteinize
edildikten sonra elde edilen slpernatanin Ellman ayiraci ile
olusturdugu renkli kompleksin absorbanslari 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 ark.'nin
(17) yontemine gore gerceklestirildi. Bu ydntem proteinlerdeki
peptit baglarinin alkali ortamda bakir (Cu++) olusturmak Uzere
Cu++ ile tepkimeye girmesi esasina dayanir. Olusan kuproz
iyonlar folin ayiracti ile tepkimeye girerek fosfomolibdotungstati
Cu katalizli aromatik amino asit oksidasyonu yolu ile
heteromolibden mavisine indirgenmektedir. Tepkime sonrasi
olusan renkli kompleksin absorbansi 550 nm‘de 6rnek kdriine
karsi spektrofotometrik olarak 6lgtldi. 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 icinde laboratuvara ulastinldi. 0,5 pym
kalinhginda parafine gémdli parcalar deparafinize edildi.
Calismaya kor bir patalog tarafindan 6dem, hemoraji, brons
epitelyum hasari, hiyalen membran olusumu ve notrofil
infiltrasyonu Hematoksilen-Eozin ile boyanmis drneklerde,
semikantitatif olarak degerlendirildi ve derecelendirildi:

0 Yok veya ihmal edilebilir

1 Seyrek veya fokal

2 Orta siddette

3 Yaygin ve belirgin

4 Yaygin ve siddetli

istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler Windows icin yazilmis SPSS 15,0
programiyla yapildi. Gruplarin mortalite hizlari Kaplan-Meier
sagkalim egrileri ve log-rank testi ile degerlendirildi. Gruplar

arasinda ortalamalarin karsilastirimasinda dagilimi homojen
olan veriler igin tek yonll varyans analizi (tek yonli ANNOVA)
ve dagihmi homojen olmayan veriler icin ise Kruskal-Wallis
testleri kullanildi. Tek yonli ANNOVA ile anlamli fark saptanan
parametreler icin 2 grubun karsilastiriimasinda Bonferroni
dlzeltmesi ile t-test uygulanirken Kruskal-Wallis testi ile
anlaml fark saptanan parametrelerde de Mann-Whitney U
testi kullanildi. Gruplar arasinda oranlarin karsilastirmasi icin
ki-kare testi kullanildi. Farkin anlamlilik seviyesi icin p<0,05
kabul edildi.

Bulgular

Calismada kullanilan sicanlarin agirliklarinin dagiliminda
istatistiksel olarak farklilik tespit edilmedi (p=0,639) (Tablo
1). Yaptigimiz calismada 72. saatte sagkalim oranlari;
sham grubunda %100, Silimarin grubunda %62,50, kontrol
grubunda %12,50"dir (Sekil 2).

Akciger doku drneklerinin yas agirlik ortalamalari sham,
kontrol ve Silimarin gruplarinda sirasiyla 0,324+0,124,
0,517+0,197, 0,395+0,239 gr; kuru agirlik ortalamalari sirasliyla
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 gére anlamli olarak dusutktd. Silimarin
grubunun yas/kuru agirlik orani da kontrol grubuna goére
anlamli olarak disuk bulundu (Sekil 3). Gruplarin serum sitokin
Olcimlerine bakildiginda tim gruplarda baslangic (0. saat)
serum TNF-a, IL-6 ve IL-1p degerleri benzer idi (p>0,05). On

1.2
1.0 =
.8 "‘-.
E : N
—_ - Silimarin
S s H
5 : p=0.0506*
m EEEEyp
wn . o
4 Sersssnnas - Kontrol
(s
2 . —
Sannnn . Sham
0.0 _ ) ) §
0 20 40 60 80
Saat

Sekil 2. Gruplar icin Kaplan Meier sagkalim egrileri
*Silimarin ile kontrol gruplari icin log-rank ile
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ikinci saatte ise kontrol ve Silimarin gruplarinda serum TNF-a,
IL-6 ve IL-1p degerlerinde sham grubuna gére anlamli yikselme
saptandi (tim karsilastirmalar icin p<0,001). Bu yikselme
Silimarin grubuna goére kontrol grubunda anlamli olarak daha
belirgindi, serum sitokin seviyeleri Silimarin grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha dusuktd (tim karsilastirmalar
icin p<0,05) (Tablo 2). Calismamizda BAL baslangic degerleri (0.
saat) arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05). On ikinci saat TNF-
a, IL-6, IL-1B dlgtimleri Silimarin grubunda kontrol grubuna gére
anlamli olarak daha dustk bulundu (bittn degerler icin p<0,05)
(Sekil 4, 5, 6). Gruplar histopatolojik olarak degerlendirildiginde
sham grubunda 6nemli bir akciger hasari saptanmadi. Diger
iki grupta ise sham grubuna gére 6dem, hemoraji, brons
epitel hasari, notrofil infiltrasyonu ve toplam patoloji skoru ile
degerlendirilen histopatolojik hasar anlamli olarak belirgindi
(tim karsllastirmalar igin p<0,001). Sadece hiyalen membran
olusumu her {c¢ grupta da ihmal edilebilir diizeyde idi. Odem,
notrofil infiltrasyonu ve patoloji skoru acisindan kontrol
grubunda Silimarin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (Tablo 3). Sham grubu akciger dokusunda; hafif
siddette bronsiyol epitel hasari, interstisyel 6dem ve hemoraji

Tablo 1. Gruplarin agiriklarinin dagilimi (Ortalama + Standart
sapma, Minimum-Maksimum)
Sham Kontrol Silimarin
(n=14) (n=16) (n=16)
342,60+£27,80 | 352,00+29,00 | 350,40+29,10
Agirlik (gr) (300-386) (310-400) (302-403)
7 b
6
c
S
© 5 T
—
=
0) a
©
s 4
L]
£ | —
©
> 3
2

Sham  Kontrol Silimarin
Sekil 3. Gruplarin yas/kuru agirlik oranlari

3p<0,001 Silimarin ve kontrol gruplari ile karsilastirildiginda

bp=0,019 Silimarin ile karsilastirildiginda
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(H&E, x200 buylk blyttme) (Sekil 7), Silimarin grubu akciger
dokusunda; orta siddette bronsiyol epitel hasari, interstisyel
o6dem ve hemoraji (H&E, x200 blytk blyitme) gorilmekte
(Sekil 8). Kontrol grubu akciger dokusunda ise; siddetli

Tablo 2. Gruplarin serum timér nekroz faktor-a, interl6kin-6 ve
interl6kin-1B'nin 0. ve 12. saat Sl¢iimleri (Ortalama + Standart
sapma, Minimum-Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=6) (n=8) (n=8)
Tliimor 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+59,992 2291,00+£732,30° | 1439,50+440,59
2.t (16,00-180,00) | (1241,00-3654,00) | (576,00-2000,00)
interl6kin-6 (pg/ml)
68,05+53,28 48,03+£31,35 51,56+35,13
0. saat (4,80-131,00) | (1,00-86,40) (1,50-131,00)
79,9669, 102 1386,00+649,03 | 601,50+69,10
2. saat (1,00205,00) | (440,00-205,00) | (295,00-982,00)
interl6kin-1 beta (pg/ml)
42,32+15,52 37,26+16,49 35,00+13,22
0. saat (23,90-65,50) | (23,9065,50) (18,00-55,60)
53,04+26,002 445,50+111,58¢ 297,00£68,74
12, saat (29,00-89,00) | (353,00-680,00) | (170,00-380,00)

ap<0,001 kontrol ve silimarin ile karsilastinidiginda, °p=0,010 silimarin ile karsilastinidiginda,
“p=0,002 silimarin ile karsilastiridiginda

Tablo 3. Gruplarin histopatolojik bulgular (Ortalama + Standart
sapma, Minimum-Maksimum)

Sham Kontrol Silimarin
(n=14) (n=16) (n=16)
Odem 0,21+0,422 | 2,93+0,852 | 1,81+0,66
(01) (24) (13)
Hemoraji 0,21+0,42a | 2,81+0,91 2,31+0,70
(0-1) (2-4) (14)
Brons Epitel Hasari 0,64+0,502 | 2,68+1,01 2,18+0,66
(0-1) (1-4) (14)
Hiyalen Membran Hasari - 0,06+0,25 -
(1)
N&trofil infiltrasyonu 0,71+0,472 | 2,75+0,77° | 1,87+0,50
(0-1) (2-4) (1-3)
Patoloji Skoru 1,780,972 | 11,25+2,702 | 8,18+0,91
(03) (8-16) (7-10)

ap<0,001 Silimarin ile karsilastinldiginda, *p=0,003 silimarin ile karsilastinidiginda
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bronsiyol epitel hasari, interstisyel 6dem ve hemoraji (H&E,
x200 bulyik blyttme) gorilmektedir (Sekil 9).

Akciger dokusu GSH degerleri kontrol ve Silimarin
gruplarina gére sham grubunda daha ylksek idi (her iki
karsilastirma igin p<0,001). Kontrol grubuna goére Silimarin
grubunun ortalama akciger dokusu GSH degeri kontrol
grubuna gore daha yUksek olclldl (p=0,021). Akciger dokusu
MDA olgumlerinde sham grubu ile karsilastirildiginda diger
iki grupta daha yUksek ortalama degerler bulundu (her iki
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Sham Kontrol Silimarin

Sekil 4. Bronkoalveoler lavajda timdr nekrotizan faktor-a degerleri
BAL: Bronkoalveolar lavaj, iL: interldkin

ap<0,001 Silimarin ve kontrol gruplari ile karsilastirma yapildiginda
bp=0,010 kontrol ve Silimarin gruplari arasinda karsilastirma yapildiginda
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Sham Kontrol Silimarin

Sekil 5. Bronkoalveoler lavajda interlokin-6 degerleri

BAL: Bronkoalveolar lavaj, IL: interlékin

ap<0,001 sham ve kontrol gruplari ile karsilastirma yapildiginda
bp=0,005 kontrol ve Silimarin gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda

karsilastirma i¢in p<0,011). Silimarin ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda ise akciger dokusu ortalama MDA degeri
Silimarin grubunda daha disUktl (p=0,014) (Sekil 10,11).
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-100

Sham Kontrol Silimarin

Sekil 6. Bronko alveoler lavajda interldkin-1beta degerleri

BAL: Bronkoalveolar lavaj, iL: interldkin

ap<0,001 sham ve kontrol gruplari ile karsilastirma yapildiginda
bp=0,028 kontrol ve Silimarin gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda
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Sekil 7. Hafif hasarli akciger dokusu
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Tartisma

Sepsise bagl AAH/ARDS olusturulan bu sican cekal
ligasyon-perforasyon modelinde Silimarin'in  AAH'yi
azaltabilecegi gosterildi. Silimarin ile sepsise bagl akciger
hasarinin azalmasi ile beraber hayvanlarin mortalitesinde
de azalma saptandi (p=0,0506). Silimarin alan hayvanlarda
yas/kuru akciger agirlik orani, serum ve BAL TNF-alfa,
IL-1 beta ve IL-6 ile belirlenen sistemik ve akcigerlerdeki
inflamatuvar yanit kontrol grubuna gore daha dislktl (tim
karsilastirmalar icin p<0,05). Yine histopatolojik incelemede
de Silimarin grubunda 6dem, hemoraji, brons epitel hasari,
ve nétrofil infiltrasyonuna anlaml olarak daha az rastlandi.
Silimarin grubunda GSH'nin daha ylUksek, MDA'nin ise
daha dustk olusu bu ilacin bu modeldeki olumlu etkilerinin
muhtemel mekanizmasi hakkinda fikir vermistir. Sagkalim
analizi, mortalite hizinin yliksek oldugu durumlarda ilag
etkinliginin arastiriimasinda 6nemli bir belirleyicidir. Bu
galismada 72 saatlik izlemin sonunda Silimarin grubunda
sagkallm %62,5, kontrol grubunda ise %12,5 olarak
bulundu. Her ne kadar bu oranlar istatistiksel anlamlilik
acisindan sinirda bulunsa da (p=0,0506) sagkalim analizi
yapilan gruplarda sadece 8'er hayvan olmasi bu verileri dikkat
cekici kilmaktadir (Sekil 1). Silimarin’in sepsis durumunda
mortalite Uzerindeki bu olumlu etkisi baska bir calismada da
gosterilmistir. Kang ve ark. (7) bir LPS fare sepsis modelinde

Sekil 8. Orta derecede hasarli akciger dokusu
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Silimarin‘in etkinligini inceledikleri calismada, otuzuncu
saatte yasam analizi Silimarin ile tedavi grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak ytksek bulunmus (p<0,05) (7).
Mevcut calisma ile Kang ve ark.’nin (7) calismasi sepsis
durumunda Silimarin’in mortalite Uzerinde olumlu bir
etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bu c¢alismada
akcigerde sepsise bagl olusan hasar ve inflamasyonun
gbstergelerinden olan akciger yas/kuru agirlik orani kullanildi.
Yas/kuru agirlik oranlar inflamasyon sonucunda akcigerlerde
olusan doku 6demini gosteren en 6nemli bulgulardandir.
Bircok calisma bu parametreyi akciger inflamasyonunun
derecesini belirlemek igin kullanmistir (13,14). Bu
calismada Silimarin grubunda yas/kuru agirlik oraninin daha
disik bulunmasi Silimarin'in sepsise bagli akciger hasari
tablosunu hafiflettigini gostermektedir. AAH olusmasinda
proinflamatuvar sitokinler anahtar rol Ustlenirler (18). Bu
nedenle de birgok deneysel ve klinik farmakolojik girisim
bu sitokinlerin baskilanmasina odaklanmistir. Bu calismada
Silimarin kullanimi ile hem serum TNF-alfa, IL-1 beta ve
IL-6 seviyeleri ile degerlendirilen sistemik inflamatuvar
yanit hem de yine ayni sitokinlerin BAL konsantrasyonunun
OlgimU ile incelenen akciger inflamasyonu anlamli
derecede baskilanabildi (bdtin degerler icin p<0,05).
Silimarin bu etkilerini muhtemelen proinflamatuvar

sitokinlerin saliverilmesinde 6nemli rol oynayan NF-xB'yi
baskilayarak gostermektedir. Silimarin'in antiinflamatuvar
ve antikarsinojenik etkisinin molekller temeli henlz
tam anlasilamamistir (5,10). Silimarin forbol ester, LPS

Sekil 9. Siddetli hasarli akciger dokusu
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ve okadoik asit, c-seramid ile olan NF-xB aktivasyonunu
inhibe eder. Silimarin TNF-a'nin indlkledigi mitogen-
activated proteinkinaz ve c-Jun N terminal kinazi aktive ve
TNF-a'nin indikledigi sitotoksisiteyi ve gapraz reaksiyonu
inhibe eder (10). NF-kB ve kinazlarin inhibisyonu Silimarin’in
antiinflamatuvar etkisinin bir parcasidir. Lipopolisakkaritle
stimUle edilen makrofajlarda Silimarin PGE2 Gretimini inhibe
eder (19). Burada NF«B rol oynar. Silimarin'in IL-1 ve PGE2
Uretimini inhibe edici etkisi NF-kB/Rel DNA baglanmasini
inhibe ederek olmaktadir (7). Silimarin’in doza bagimli olarak
LPS ile indlklenmis sepsisi inhibe edici etkisi farelerin
peritoneal makrofajlarinda iL-1 beta ve PGE2 (retimini
inhibe ederek sagladigi gosterilmistir (20). Calismamizada
inflamatuvar etkinin siddetini belirlemek icin inflamatuvar
mediyatorlerden serumda IL-1p, IL-6 ve TNF-a ile BAL'da
IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyeleri degerlendirildi. LPS ile
indiklenen farelerde serum ve BAL &rneklemelerinde
kontrol grubu ve Silimarin grubu degerleri karsilastirildiginda
bitln inflamatuvar mediyatorler icin Silimarin grubunda

3.50 Glutatyonsiilfhidril
a, b
3.00
2.50
£ 20
£ c
1.50
1.00 1
0.50
0.00
Sham Kontrol Silimarin
Sekil 10. Gruplarin glutatyonsulfhidril dl¢limleri
ap<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda
bp=0,001 silimarin ile karsilastirildiginda
p=0,021 silimarin ile karsilastirildiginda
60.00 Malondialdehit
c
50.00
40.00
2 30.00
g
£ 20.00 a, b
0.00
Sham Kontrol Silimarin

Sekil 11. Gruplarin malondialdehit él¢limleri
ap<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda

bp=0,014 silimarin ile karsilastirildiginda

p=0,011 silimarin ile karsilastirildiginda

anlamli olarak degerler daha distkti. Inflamatuvar etki
daha az belirgindi ve hastaligin siddeti Silimarin grubunda
anlamli olarak daha azdi. Mediyator ve sitokinlerin sepsis
ve AAH patofizyolojisindeki 6neminin anlasiimasiyla
arastirmalar serbest radikaller ve antioksidanlar Uzerine
yogunlastiriimisti. AAH hem reaktif oksijen Urlinlerinde artis,
hem de radikal temizleyici sistemde azalma vardir. Oksidan
hasar kritik hastalarda sagkalimi azaltan faktorlerdendir (21).
Reaktif oksijen radikalleri antioksidan savunma sistemi ile
temizlenir, antioksidanlar akcigerde nétrofil sekestrasyonunu
onler (21,22). GUnimuUzde sepsis ve buna bagl AAH'de
tedavinin temelini antimikrobik ve destekleyici tedavi
olusturmaktadir. Oksidan ajanlarin rolinin anlasiimasiyla
tedavi antioksidan yone kaymaktadir. Yapilan calismalarda
sepsiste ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkilerini notralize
etmek icin antioksidan ajanlar kullanilmaktadir. Calismmamizda
AAH/ARDS'de oksidan hasari akciger dokusunda MDA ve
GSH olcUimleri yaparak degerlendirdik. Silimarin grubunda
oksidan hasarin daha az oldugunu gordik. MDA degerleri
anlaml olarak kontrol grubundan daha dusik (p=0,011),
GSH degerleri ise daha ylksekti (p=0,001). Silimarin serbest
radikalleri temizler, lipit peroksidasyonunu onler ve membran
stabilizatorldir;, bu sayede antioksidan 6zelliklidir (11).
Sisplatin, amiadaron, dietilnitrosamin gibi oksidan hasara
yol agan maddeleri kullanarak hepatotoksisite gelismis
ratlarda antioksidan 6zelligi ile koruyuculugu gosterilmistir
(23,24). Toklu ve ark.'nin (11) calismasinda sepsis kaynakli
AAH ve beyin hasarinda Silimarin’in antioksidan 6zelligi
degerlendirilmistir. Sonucta serum ve BAL sitokin seviyeleri
anlamli olarak Silimarin ve N-asetilsistein grubunda kontrol
grubundan disUk bulunmus. Sagkalim 1 haftanin sonunda
Silimarin grubunda daha ytiksek, doku MDA seviyesi daha
dUsUk ve GSH seviyesi daha ylksek bulunmustur. Akciger
dokusunun histopatolojik incelemesinde Silimarin ve
N-asetilsistein grubunda anlamli olarak hasar daha az tespit
edilmis. Sonugta bu ¢alismada Silimarin'in sepsis kaynakli
organ hasarinin 6nlenmesinde oksidan-antioksidan dengeyi
ayarlayarak etkili olabilecegi sonucuna ulasilmistir (11). Biz de
galismamizin verilerine dayanarak Silimarin'in sepsis kaynakli
organ hasarinda antiinflamatuvar, antioksidan 6zellikleri ile
etkili oldugunu disiinmekteyiz. Bizim ¢alismamizda akciger
dokusunun histopatolojik incelemesinde 6dem, hemoraji,
histopatolojik skorlama, yas/kuru agirlik orani Silimarin
grubunda anlamli olarak daha dUsUktd (bUtln degerler icin
p<0,05). Bu da akcigerde inflamatuvar hasarin daha az
oldugunu gosteren dnemli bulgulardandir. Silimarin sitokin
salinimini bloke eder, noétrofil infiltrasyonunu inhibe eder,
dokularda miyeloperoksidaz aktivitesini azaltir. Silimarin‘in
koruyucu etkisiyle inflamatuvar hicre infiltrasyonu ve
sitokin salinimi inhibe olur. Sepsis sistemik inflamatuvar

J Turk Soc Intens Care 2016;14:18-27
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ve koagulatif yanitta bozuklukla seyreder. Koagllasyon ve
fibrinolizis mekanizmalarindaki bozulma sepsisin major
patogenetik oOzelliklerindendir. Tromboplastik aktivitede
artma, akciger dokusunda tromboplastin seviyesinde
azalma histolojik olarak vaskuler konjesyonla sonuclanir.
Silimarin antioksidan etkisiyle lipit peroksidasyonunu onler,
membran bUtinligunt korur ve tromboplastik aktiviteyi
normalize eder (11). Bu sayede hasarli dokuda konjesyonu
azaltir, 6dem gelisimini yavaslatir. Bu dzellikleri ile Silimarin’in
akciger hasarini 6nlemede etkili oldugunu disinmekteyiz.

Sonug

Calismamizda Silimarin'in sepsise bagli AAH'de
inflamatuvar mekanizmalari inhibe ederek mortaliteyi azalttig
ve sagkalimi ylkselttigi gorilmektedir.

Silimarin sitotoksisiteyi inhibe eder ve serbest
radikalleri temizleyerek antioksidan 6zelligi ile akcigerde
oksidan hasari dnlemektedir. Calismamizda sadece
sillimarin verilmis bir grubunun olmamasi kisithlik sayilabilir.
Bizim calismamiz Silimarin'in AAH’de antiinflamatuvar
ve antioksidan oOzelliklerinin gdsterilmeye calisildigr ilk
calismalardandir.
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