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Ozet. Renal iskemi reperfiizyon hasar1 akut bobrek yetmezliginin temel sebebidir. Silybum
marianum L. Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasima ait bir bitkidir. Silimarin, S.
marianum L. tohumlarindan elde edilen bitkisel kaynakli bir flavonoiddir. Bu ¢aligmada
silimarinin, deneysel renal iskemi reperfiizyon sirasinda olusan hasar iizerine koruyucu
etkileri histolojik ve biyokimyasal olarak arastirildi.

Anahtar Kelimeler. Iskemi reperfiizyon, bobrek, silimarin, sican.

Abstract. Renal ischemia reperfusion injury is the most common causes of acute renal
failure. Silybum marianum L. Gaertn. (milk thistle) is a plant which belongs to Asteraceae
family. Silymarin is a plant derived flavonoid which is extracted from the seeds of the S.
marianum L. In this study, we investigated the protective effect of silymarin during the
experimental renal ischemia reperfusion injury in rats histologically and biochemically.
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1. Giris

Bir¢ok hastaligin olugmasi ve patolojik durumun ortaya ¢ikmasinda serbest radikalle-
rin 6nemli rolii vardir [1,2,3]. Serbest radikallerin zararh etkileri antioksidan mad-
deler tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir. Flavanoidler de bitkilerde
yaygin olarak goriilen ve antioksidan ozellik tasiyan polifenolik bilegiklerdir. Tiim
flavonoidlerin antioksidan etkileri, kimyasal yapilarinda bulunan fenolik hidrojenler
ile ilgilidir. Silybum marianum L. Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasina ait

bir bitkidir. S. marianum L. tohumlari, karaciger ve safra kesesi hastaliklar: ile
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toksin zehirlenmelerine karg1 karacigeri korumada; ayni zamanda mantar zehirlen-
meleri, yilan sokmasi, bocek 1siriklar: gibi durumlarin tedavisinde de 2000 yildan beri
kullanilmaktadir. S. marianum L. tohumlarindan elde edilen ekstreleri bol miktarda
silimarin icermektedir. Kimyasal olarak silimarin (Sekil 1); silibin (silibinin), izosili-
bin, silikristin, silidianin ve dehidrosilibinin adi verilen izomer flavanolignanlardan
olusmaktadir [4]. Silimarinin biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu diigiiniilen
temel bilegeni silibin’dir ancak yapisinda bulunan diger flavano-lignanlarin da bu
biyolojik aktivitede rolii olabilecegi diisintilmektedir [5]. Fakat silimarinin asil ak-
tivitesi; icerdigi flavano-lignanlar ve diger polifenolik bilegikler ile antioksidan 6zellik
gostermesi ve buna bagh olarak serbest radikal tutucu iglevinin bulunmasidir [6]. Si-
limarinin hiicre GSH seviyesinde artigsa neden oldugu [7], SOD aktivitesini arttirdig:
[8] ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini [9] ortaya koyan ¢aligmalar bulunmak-
tadir.

SEKIL 1. Silimarin kimyasal formiil.

Nefropatolojik durumlarda silimarin kullanimi diger organlar ile yapilan ¢aligmalar-
dan elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Bobrek nakillerinde kullanilan
soguk iskemi/reperfiizyon iglemi sirasinda serbest radikaller olugmakta ve bu serbest
radikaller bobrek tiibiiler hiicrelerde hasara neden olmaktadirlar [10]. Sonnenbichler
ve ark. 1999’da yapmig olduklar1 caligmada deney hayvanlarinda parasetamol, cis-
platin ve vincristin ile kimyasal hasar olugturulmus, silimarin ve silistrinin bébrek
tizeride koruyucu etkisi olup olmadigini incelemiglerdir [11]. Sonugta hiicrelerde,

protein-DNA biyosentezinde ve laktat dehidrogenaz aktivitesinde bir artig gozlenmis
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ve buna bagl olarak olusturulan kimyasal hasarin etkisi azaltilmig ya da tamamen

ortadan kaldirilmigtir.

2. Materyal Metod

Deneysel calismamizin tamam Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fa-
kiiltesi, Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlari Laboratuarinda, Eskigehir Osmangazi

Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 2007/149 sayili izni ile yapilmigtir.

Deney hayvanlari. Deneysel calismamizda her grupta, rastgele se¢cimle, n = 7 sican
olacak gekilde 200-250 gram agirhginda, saghkl, 3-4 aylik, Spraque Dawley cinsi,
28 adet albino sican kullamldi. Tiim deney hayvanlari Eskisehir Osmangazi Univer-
sitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Deney Hayvanlar: Uretim Labora-
tuarindan temin edildi. Deney hayvanlari deney siiresince 12; 12 aydinlik/karanhk
igiklandirmasi olan, 1s1 (22 4+ 2°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmig
odalarda yasatildi. Deney stirecinde tiim sicanlar polikarbonat seffaf kafeslerde stan-

dart sican yemi ile beslendi ve ¢esme suyu verildi.

Deney protokolii. Deney hayvanlari rastgele segimle 4 deney grubuna (her grupta
n = 7) ayrildi. Bu gruplar: Grup 1, Kontrol; Grup 2, I/R; Grup 3, 50 mg/kg ve
Grup 4, 100 mg/kg silimarin olarak belirlendi. Grup 1’e herhangi bir cerrahi iglem
yapilmazken, Grup 2, 3 ve 4’e sirasiyla 0,5cc. serum fizyolojik ile 50 ve 100 mg/kg’lik

silimarin dozlar1 intraperitonal olarak verildi.

Silimarin enjeksiyonu. Deneyde 3. ve 4. gruplara periton icine uygulanan silimarin
SIGMA’dan temin edildi (Katalog no: S0292). Silimarin, uygulanacak doza gore (50
ya da 100 mg/kg) her bir deney hayvani i¢in 0,5 mL %0,9’luk steril serum fizyolo-
jik igerisinde ¢oziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi. Madde enjeksiyonlari,
¢ozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik enjektorler
ile cerrahi girigimlerden 60 dakika once, tek doz olarak periton altina uygulandi.

Calismada kullanilan diger malzemeler yerel firmalardan temin edildi.

Cerrahi protokolii. Deney hayvanlarma intramiiskiiler yol ile 10 mg.kg ™" ksilazin
(Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 70 mg.kg™' ketamin (Ketalar, Eczacibagi, Tiirkiye)
anestezisi uygulandi. Nefroktami uygulanacak deney hayvanlari anestezi altinda,
sicakligi 1lik ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapildi.
Cerrahi uygulama bolgesinin %70°1lik etanol ile temizligi yapilip I/R, 50 ve 100 mg/kg
Silimarin gruplarina sag bobrek nefroktamisi gergeklestirildi [12, Ch. 29, 174-175].
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Iskemi /reperfiizyon yapilacak deney hayvanlarina anestezi altinda, midline laparoto-
mi yapilmigtir. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardi-
miyla 45 dakika stire ile sol renal arterden kan akigi durduruldu. 45 dakika iskeminin
hemen ardindan 6 saatlik reperfiizyon siireci uygulandi [12,13]. Hem nefroktami hem
de reperfiizyon siiresince her bir deney hayvanina yapilan cerrahiden sonra kaybolan
sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi i¢in karin bogluguna steril serum fiz-
yolojik verildi [14]. Bu iglemi takiben, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamh
olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatildi ve poviiodeks antiseptik so-
lusyon ile laparotomi bolgesi temizlendi. Deney hayvanlar1 kimyasal sterilizasyonu
yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilegsimli ve geffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayri

koyularak 6 saat boyunca yasatildi.

Serum biyokimya analizleri. Serum biyokimya analizleri icin deney hayvanlarinin
diseksiyonu sirasinda kalpten alinan kan ornekleri jelli tiiplere aktarildi. MSE Mist-
ral 2000 marka ve model santrifiijde 3000 rpm.’de 10 dakika santrifiij yapilarak
[15,16] elde edilen serumlar polietilen tiiplere aktarilip analizleri yapilana kadar
—80°C’de derin dondurucuda bekletildi [17]. Karaciger hiicrelerinde meydana gele-
cek olasi fonksiyon bozukluklarini tespit etmek amaci ile serum orneklerinde aspar-
tat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) enzim seviyeleri ile bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi igin iire (BUN)
ve kreatinin diizeyleri 6lgiildii [14]. Tiim serum analizleri HITACHI-917 marka oto
analizatorde, Human (Human Gesselschaft fiir Biochemica und Diagnostica mbH,

Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanilarak yapildi.
Bobrek dokusunda antioksidan enzim analizleri

Lipit peroksidasyonu tayini. Uygulama ve kontrol gruplarina ait bobrek doku-
larindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA) él¢iimii ya-
pilmigtir. Yontem igin esas olarak Okhawa ve ark.nin (1979) yapmig oldugu ¢aligma
temel alimmigtir [18]. Bu yontemin referans noktasi barbitiirat-MDA konjugatinin
532 nm’de olusturacagl pembe rengin spektrofotometrik olarak ol¢iillmesidir. Elde
edilen absorbans degerler, ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak nmol MDA g~! doku

olarak ifade edilmistir.

Rediikte glutatyon tayini. Analiz igin Sedlack and Lindsay’in (1968) doku homoje-
natlarinda geligtirdikleri yontem esas alinmigtir [19]. Bu spektrofotometrik yontemin
temeli, Ellman reaktifi olarak da bilinen 5-5-dithiobis-2-nitrobenzoik asitin (DTNB),
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ortamda var olan SH gruplar ile rediiklenerek sari renkli bir tirtin olan 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asite doniigmesine ve bu bilegigin 412 nm’de verdigi absorbansin
olciilmesine dayanmaktadir. Elde edilen degerler, ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak

pmol GSH g~! doku olarak ifade edilmistir.

Protein miktar: tayini. Tim gruplara ait bobreklerdeki protein miktarlar1 Lowry ve
arkadaglarimin (1951) gelistirdigi yonteme gore hazirlanmig ticari Bio-Rad 6lgtim kiti
ile yapilmigtir [20]. Bobrek dokular %1,15’lik KCI ile homojenize edildikten sonra
1000 g’'de santrifiij edilerek partikiiller ¢oktiiriilmustiir. Elde edilen stipernatantin
bir miktar1 kitin reaktifleri ile reaksiyon ortamina konularak 15 dakika sonunda 750
nm’de kor tiipe karsi okunmugtur. Standartlar kitin iginde mevcut olan BSA ile
hazirlanmig ve Curve Expert 1.3. programi ile standart grafik ¢izilmistir. Tim
gruplara ait orneklerin absorbans degerleri standart grafikte yerine konarak mg/ml

cinsinden sonuglar elde edilmigtir.

Katalaz (CAT) aktivitesi tayini. Kontrol ve uygulama gruplarina ait bobrek doku-

larinda CAT aktivitesi 6lgiimii Beutler’in (1985) gelistirdigi metoda gore yapilmigtir

[21]. Bobrek dokular1 1/10 oraminda %15’lik KCI tamponuna alimarak Ultra Tur-

rax homogenizator ile homogenize edildi. Elde edilen homojenat sogutmali santrifiij

yardimi ile 2000 rpm’de 10 dakika +4°C ’de santrifiij yapilarak, siipernatant fraksi-

yonu enzim aktivite tayini i¢in ayrildi. HoOo'nin CAT tarafindan yikim hizi, HoOg'nin
230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iim

yapilarak doku CAT aktivitesi K/mg olarak ifade edildi.

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini. Winterborn ve arkadaglarmin (1975)
gelistirdigi yontem referans alinarak galigildi [22]. Bu yontemin temeli ksantin-
ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin SOD enzimi
ile ortadan kaldirilamadiginda reaksiyon ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium
(NBT) bilesiginin indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Absorbans 560 nm’de spek-
trofotometrik olarak o6l¢iildii. Bobrek dokularinda SOD aktivitesi U/mg protein
olarak ifade edildi.

Bobrek histopatolojik preparatlarinin hazirlanmasi. Deney hayvanlarinin diseksiyonu
sirasinda histolojik incelemeler igin yeterli boyutta alinan bobrek dokularimin her
biri tespit i¢in %10 tamponlanmig formaldehit soliisyonunda 24-48 saat siire ile bek-
letildi. Tespit islemi sonrasinda rutin histolojik takip metodu kullanilarak parafin
icine gomiilen doku orneklerinden mikrotom yardimi ile 5um kalinhiginda kesitler
alindi. Alinan kesitler hematoksilen-eozin boyama metodu kullanilarak boyandi ve

mikroskopta incelenerek fotograflar: gekildi.
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Istatistiksel degerlendirmeler. Cahgmalarimiz sonucunda elde edilen verilerin deger-
lendirmesinde SPSS 9.0 for Windows paket programi yardimi ile One Way Annova-
Tukey testi kullanmilmigtir. Tiim istatistiksel uygulamalar sonucunda sayisal deger
(P) olarak ortaya ¢ikan deney gruplar1 arasindaki farklar (p < 0,05) olugturulan
tablolarda, ®: kontrol grubuna gore p < 0.05 seviyesinde énemli; P: IR grubuna gore

p < 0.05 seviyesinde onemli olarak belirtildi.

3. Bulgular

Bobrek dokularima ait histopatolojik sonuglar

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen histopatolojik sonuclar Sekil 2, A-H’de

goriilmektedir.

Kontrol grubu (Grup 1) siganlarina ait preparatlardan yapilan inceleme sonucunda,
bobrek korteks-medulla gecisindeki tiibil hiicrelerinin goriiniimiiniin normal oldugu,
bobrek tiibiillerinde nekrotik hiicrelerin bulunmadigi, tiibtl hiicreleri arasinda kan-
lanmanin olmadigi, dolayisiyla patolojik olarak degerlendirilebilecek herhangi bir du-
rumun bulunmadigr gortildi (Sekil 2, A-B). IR grubunda (Grup 2), IR hasarina bagh
olarak tiibiil hiicrelerinde sisme ve buna baglh olarak tiibiiller icerisinde siv1 birikimi
ve hiicre dokiintiilerinin olusturdugu hiicrelere bagh tiibiiler deformasyon vardi.
Bununla birlikte yogun olarak tiibiiller arasinda kanlanma oldugu goriildi (Sekil 2,
C-D). 50 mg/kg silimarin uygulama grubu (Grup 3) preparatlarinda, IR grubunda
gozlenen tiibiil hiicrelerinde gigmeler sonucu meydana gelen tiibiiler deformasyonun
biiyiik miktarda azaldigi, tiibiiler liimen igerisinde olusan nekrotik hiicrelerin ve
tiibtiller arasinda meydana gelen kanamali bolgelerin azaldigi saptandi. Tiibiil hiicre-

lerinin apikallerinde de meydana gelen sitoplazma kayiplarinin da ¢ok aza indirgenmis
oldugu gorildii (Sekil 2, E-F).

Silimarinin 100 mg/kg uygulanan dozunda (Grup 4) IR grubuna gore histopatolo-
jik hasarin azaldigi, tiibiiler deformasyon ve gismeye baglh tiibiiller icerisinde sivi
birikiminin oldukg¢a az oldugu ve tiibiil hiicrelerinin apikallerinde meydana gelen
sitoplazma kaybimin azaldigi goriildi (Sekil 2, G-H).

Biyokimyasal sonuglar

Yapilan caligmalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarina ait serum biyokimyasal

analiz degerleri Tablo 1’de verilmistir.
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SEKIL 2. Kontrol ve uygulama gruplarma ait histolojik goriintiiler.
Kontrol grubu (A-B), I/R grubu (C-D), 50 mg/kg silimarin uygulama
grubu (E-F), 100 mg/kg silimarin uygulama grubu (G-H). Tiibiil igi
kanamali bolgeler (—), Tibil limenlerinde sivi birikimine bagh
sigme(*).

Ure (BUN) degerleri. IR (116,13 & 6,96) grubunda iire degerleri, kontrol grubu
(52,66 + 2,4) degerlerinden anlaml olarak farkh bulunmustur (p < 0,05). Ure
degerleri; 50 mg/kg (107,96 + 7,32) ve 100 mg/kg (113,25 £ 9, 88) silimarin uygu-
lanan gruplarda IR grubu ile anlamli bir fark bulunmamis (p > 0,05) fakat kontrol
grubu ile anlamh derecede yiiksek bulunmustur (p < 0,05) (Tablo 1).

Kreatinin degerleri. Serum Kreatinin degerleri IR (0,9 4 0,17) grubunda kontrol
(0,440, 05) grubuna gore anlaml derece yiiksek bulunmustur (p < 0,05). 50 mg/kg
(0,83 £0,12) ve 100 mg/kg (0,96 £ 0, 15) silimarin uygulanan gruplar ile IR grubu
arasinda anlaml bir fark yoktur (p > 0,05). 50 mg/kg silimarin uygulanan grubun
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kreatinin degeri, istatistiksel olarak anlamli olmasa da IR grubundan diigiik bu-

lunmugtur (Tablo 1).

GOT (AST) degerleri. Serum GOT degerleri (Tablo 1), IR (289 £ 11,9) grubunda
kontrol (120,43+20, 7) grubuna gore anlaml derece yiiksek bulunmusgtur (p < 0, 05).
50 mg/kg silimarin grubu ile (203,11 £ 54, 3) kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artig, IR grubuna gore ise anlamli bir azalma saptanmigtir (p <
0,05). 100 mg/kg silimarin uygulanan grupta ise IR grubuna gore anlamli bir azalma
yoktur (p > 0,05).

GPT (ALT) degerleri. Serum GPT degerleri (Tablo 1), IR (130,441, 85) grubunda,
kontrol (90, 63410, 58) grubuna gore anlamlh derece yiiksek bulunmusgtur (p < 0, 05).
Silimarinin 50 mg/kg (54, 18+7,94) ve 100 mg/kg (71,41+7,75) uygulanan gruplar
ile kontrol ve IR gruplar1 arasinda anlamh fark bulundu (p < 0, 05).

Urik asit dejerleri. Serum iirik asit degerleri IR (2,75 + 0,21) grubunda kontrol
(1,840,2) grubuna gére anlaml derece yiiksektir (p < 0,05). 50 mg/kg (1,8+0,17)
ve 100 mg/kg (1,9 £ 0,12) silimarin uygulanan gruplarda da kontrol grubuna gore
anlaml bir fark yokken, IR grubu ile anlamli bir azalma oldugu saptand: (Tablo 1).

Bobrek doku enzim analizi sonuclar:

Yapilan ¢aligmalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarina ait bobrek dokusunda
GSH, MDA, SOD ve CAT degerleri Tablo 2’de verilmigtir.

Doku GSH degerleri. Kontrol (1,268 4 0,142) grubuna ait doku GSH degerleri,
uygulama gruplar ile istatistiksel olarak kargilagtirilmigtir. IR (0,82 £ 0,157), 50
mg/kg silimarin (0,636 &+ 0,074) ve 100 mg/kg silimarin (0, 566 + 0, 066) uygulama
gruplarinda azalma anlaml diizeyde (p < 0,05) bulunmustur. (Tablo 2).

Doku MDA degerleri. Bobrek dokusu MDA degerlerinin kontrol (16,423 + 1,221)
grubunda, IR (116,618 4+ 7,029) grubuna gore anlamli derecede (p < 0,05) diigiik
oldugu saptanmigtir. 50 mg/kg (102,744 + 8,981) ve 100 mg/kg (134,896 + 7,903)
silimarin uygulanan gruplar, kontrol ve IR gruplari ile kargilagtirildiginda istatistiksel

olarak anlamli (p < 0,05) bir artig saptanmigtir (Tablo 2).

Doku SOD degerleri. Doku SOD enzim degerleri gruplar arasinda karsilagtirildiginda,
IR (8 £0,51) grubu enzim degerlerinin, kontrol (3,61 40, 42) grubuna goére anlaml
derecede (p < 0,05) yiikseldigi saptanmigtir. Silimarinin 50 mg/kg (3,71 +0,64) ve
100 mg/kg (4, 76 +0, 84) uygulama dozlarindan 50 mg/kg uygulama dozunda, kont-
rol ile anlamli bir fark yokken, IR grubu arasinda p < 0,05 diizeyinde fark anlaml
bulunmustur (Tablo 2).
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Doku katalaz degerleri. Katalaz (CAT) enzim aktivitesi degerleri Tablo 2’de veril-
migtir. Tablo incelendiginde; IR grubu (16,59 £ 0, 95) ve 100 mg/kg silimarin uygu-
lama grubu (16,89 + 1, 35) degerlerinin, kontrol (8,85 + 1,23) grubu degerlerinden
anlamli (p < 0,05) derecede yiiksek oldugu bulunmugtur. Ancak degerlerde kont-
rol grubuna gore anlamh bir artig, IR grubu degerlerine gore de anlamh bir azalig
ortaya gikmigtir (p < 0,05). 50 mg/kg silimarin grubu katalaz enzim degerlerinde
ise kontrol ve sham grubuna gore anlamli bir yiikselme, IR grubuna gére anlamh

(p < 0,05) bir diigme oldugu bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonug

Renal IR hasari, hiicre i¢i haberlesme sisteminin, gesitli aract maddelerin ve hiicre-
lerde meydana gelen zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen, hipoksi kaynakl
akut bobrek yetmezliginin temel sebebini olusturan karmagik bir durumdur [23].
Iskemik bir organin reperfiizyonu ise genellikle siddetli doku hasari ile sonuclanmakta
olup, bu durum iskemik donemin kendisinden ¢ok yeniden oksijenlenmesinin bir
sonucudur [24]. Hayvan deneyleri, hiicre ve doku kiiltiirii ile biyokimyasal alanda
yapilmig olan bircok caligma, yeniden oksijenlenmenin zararli etkileri sonucunda
meydana gelen SOR miktarinin agir1 derecede artig gosterdigini, bu durum karsisinda
da viicutta yer alan SOR tutucu antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz
kaldigini ve sadece reperfiize olan dokunun yaninda tiim viicut organlarini da etki-

leyebilecegini gostermistir [1,25,26].

Serbest radikallerin zararl etkileri eksojen kaynakli antioksidan ozelligi olan bazi
maddeler tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir. Flavanoidler de bitki-
lerde yaygin olarak goriilen ve antioksidan oOzellik tagiyan polifenolik bilegiklerdir
[27]. Silimarin, icerdigi flavano-lignanlar ve diger polifenolik bilegikler ile antioksi-
dan ozellik gosteren ve buna bagh olarak serbest radikal tutucu islevi bulunan bir
maddedir [6]. Bu o6zelliginden dolay1 silimarin ile ilgili bircok ¢aligma yapilmigtir.
Silimarinin hiicre rediikte glutatyon (GSH) seviyesinde artiga neden oldugu [7], SOD
aktivitesini arttirdigi [8] ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini [9] ortaya koyan

caligmalar bulunmaktadir.

Boébrek iskemi/reperfiizyonunun neden oldugu oksidatif stres hasarina kargi eksojen
antioksidan etkili silimarinin, iskemi reperfiizyon ile birlikte uygulanmasinin; histolo-

jik olarak, serum biyokimya ve bobrek homojenat orneklerinde lipit peroksidasyonun
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bir gostergesi olan MDA ve GSH diizeyine etkileri ile endojen antioksidan enzimler

olarak bilinen katalaz ve SOD aktiviteleri Ol¢tilerek agiklanmaya caligilmigtr.

Dokuda meydana gelen iskemi, yiiksek miktarda SOR olugsumuna neden olmasinin
yaninda, lokal ve sistemik bobrek yetmezligine de neden olur. Iskemi sonrasinda
dokuda notrofil gocilintin artmasi ve aktive olan notrofillerin, dokuda olugan SOR’un
temel kaynag oldugu yapilan birgok galigmada gosterilmigtir [28,29].

Silimarin kullanarak yapilan bu caligmada bobrek dokusu histopatolojik agidan ince-
lendiginde, kontrol grubu sicanlarina ait doku 6rneklerinde bobrek tiibiil hiicrelerinin
normal goriiniimde oldugu, tibiiller icerisinde ve tiibiiller arasinda herhangi bir
hasarin olmadig1 goriilmektedir. IR gruplarimda %60 oraninda ¢ok 6nemli diizeyde
tiibtliler hasar meydana gelmistir. Bu hasarda tiibiiler dejenerasyon hiicreler arasi
kanlanma ve tiibiillerde hiicre kaybi ile tiibiil igerisinde s1v1 birikimi olarak gozlenmis-
tir. Silimarinin 50 ve 100 mg/kg uygulanan dozlarinda kontrol grubuna yakin so-
nuclar elde elde edilmesi silimarinin ROS etkisini onleyebileceginin gostergesidir.
Silimarinin renal-IR 6ncesi 7 giinlitk 50 ve 100 mg/kg oral dozu kullamlarak yapilan
bir calismada, elde edilen bulgular IR ile meydana gelen hasarin silimarinin uygu-
lanan dozlar ile onemli 6l¢iide azalmig olmasi bizim bulgularimizla paralellik goster-
mektedir [30].

Renal fonksiyon bozuklugu sonucunda meydana gelen plazma kreatinin, iire se-
viyelerindeki ve serum AST aktivitesindeki artig, bobrek IR hasariin biyokimyasal
sonuclarindan birkacidir. Serum iire ve kreatinin seviyesindeki artig tiibiiler nekroz
gelismeden onceki agsamada ylikselme gosterir ve glomeriiler filtrasyon oraninin bir
gostergesidir. Tam olarak acikliga kavugmamis olsa da serumda tire ve kreatinin
sevilerindeki artigin sebebinin tiibiiler engellenme ya da tiibiillerde geriye sizdirmadan
kaynaklandigy diigiiniilmektedir [31]. Calismamizda IR gruplarinda iire miktarinda
artig saptanmigtir. Bu durum bobrek islevinde bir diizensizligin olugtugunu goster-

mektedir.

Karimi ve arkadaglarimin (2005) yapmis oldugu, sisplatin ile meydana getirilen nef-
rotoksisite tlizerine silimarinin etkilerinin incelendigi bir caligmada, silimarinin 50
mg/kg'lik metanol ve saf ekstraktlarinin sisplatin enjeksiyonundan 2 saat énce ve
iki saat sonra intraperitonal enjeksiyon sonrasindaki etkileri 5 giin sonrasinda ince-
lenmigtir [31]. Bunun sonucunda, silimarin uygulanan tiim gruplarda serum iire ve
kreatinin degerlerinde olumlu yonde bir azalma oldugu belirtilmektedir. Caligmamiz-
da elde ettigimiz silimarin uygulama gruplarindaki IR ile artan iire degerlerindeki

azalma bu calisma ile uyumluluk gostermektedir.
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Serum kreatinin seviyesi renal (glomerular) fonksiyonun bir belirleyicisidir. IR ha-
sar1 sonrasinda serum kreatinin seviyesinde gozlenen yiikselme, bobrek proksimal
tiibiil hiicrelerinde meydana gelen fonksiyon bozuklugunu isaret eden bir durum-
dur [32]. Caligmamizdan elde ettigimiz serum kreatinin degerlerinin IR gruplarinda
artig gostermesi IR’'nin olusturdugu etkiden kaynaklanmaktadir ve bu durum ince-
lenen kaynaklarla uyumludur. Caligmamizdaki elde ettigimiz kreatinin degerleri 50
mg/kg silimarin uygulanan grupta bir miktar diigiig gosterse de 100 mg/kg silimarin
gruplarinda IR grubundan farklilik gostermemesi de silimarin molekiiliin yiiksek

dozlarimin IR hasarinda etkili bir koruma saglayamayacagini gostermektedir.

Serum ya da plazmada yiikselen AST enzim aktivitesi genel olarak canlida karaciger
dokusunda meydana gelen hasari isaret etse de, bu enzim sadece karaciger i¢in spe-
sifik bir enzim degildir, ayn1 zamanda diiz kas ve bobrek gibi diger organlarda
da bulunmaktadir [32]. Aspartat amino transferaz enzimi (AST) bébrek proksi-
mal tiibil hiicrelerinde lokalize olan bir enzimdir. Bobrek IR hasar1 sonrasinda
serum AST aktivitesinin artig1 bildirilmektedir [33]. Her ne kadar insanlar tizerinde
yapilan akut bobrek yetmezligi ¢aligmalar1 sonucunda serum AST aktivitesinde bir
degigim gozlenemese de sicanlar tizerine yapilan bobrek IR ¢aligmalarinda miktarinin

arttigim gosteren caligmalar mevuttur [34].

Caligmamizda IR grubu serum AST aktivitesinde meydana gelen artig mevcut calis-
malarla da uyumluluk gostermektedir. Silimarinin 50 ve 100 mg/kg uygulandig
gruplarda AST aktivitesinin kontrol grubu degerlerine yakin bulunmasi silimarinin

AST diizenleyici etkinliginin fazla oldugunu gostermektedir.

Laktat dehidroenaz (LDH) enzimi, tiim hiicrelerde bulunan ve hipoksik hiicresel
hasar kaynakli hastaliklarin tespitinde kullanilan giivenilir sitoplazmik bir enzimdir.
Yapilan deneysel ¢aligmalarda, serum ve idrarda LDH aktivitesinde meydana gelen
yiikselme, renal doku uyusmazligi sirasinda goriilen akut renal bozukluk, hematotiri
ve toksik kaynakli renal hasar durumlarinda ortaya gikmaktadir [35]. Caliymamizda
IR grubundan elde ettigimiz bulgular da mevcut bu bilgileri destekler nitelikte
sonuclardir. Uygulama gruplar ile IR grubu arasinda ise LDH aktivitesi acisindan

kayda deger bir azalma gozlenememistir.

IR hasar1 sonrasinda serumda miktar1 yiikselen bir diger parametre de iirik asit-
tir. Degisik nedenlerden bobreklerde meydana gelen hasardan birinin de, tiibiiller
icerisinde kalsiyum, ksantin ve iirik asit birikimi oldugu diigiiniilmektedir. Serum

urik asit miktarindaki artigin akut bobrek yetmezligine sebep oldugunu destekleyen
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pek ¢ok galigma bulunmaktadir [36]. Bununla birlikte, iirik asidin bagigiklik siste-
minde yer alan hiicreleri aktive ettigi (monositlerin kimyasal uyaricilarini stimiile
ederek) ve vaskiiler hiicrelerde pro-oksidan olarak iglev gordiigiine iligkin ¢aligmalar
da bulunmaktadir [37]. Urik asit miktar: bizim cahgmamizda da meveut epidemi-
yolojik ve deneysel caligmalar ile uyumlu olacak gekilde IR grubunda kontrole gore
anlamh bir artig gostermistir. Uygulama gruplarindan elde edilen sonuglar ise mey-
dana gelen hasarin silimarin ile kontrol gruplarinda olgiilen degerlere yaklastigini
gostermigtir. Bu bulgular da IR ile olusan akut bobrek yetmezligini onleyebilecegini

gostermektedir.

Stperoksit radikallerinin yol actigi oksidatif hasara karsi antioksidan savunmada
gorev alan ilk enzim, SOD’dur. SOD, siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit
ve oksijene doniigtiiriir [38]. CAT ya da GP, ise hidrojen peroksidi zararsiz yan
iirtinlere dontigtiirtir. Bu ylizden hiicresel hasarin siddetinde 6nemli rol oynarlar.
Hidrojen peroksitin zararsiz hale getirilmesinde, glutatyon, glutatyon peroksidaz ile
okside glutatyona doniigtiiriiliir. Glutatyon okside glutatyona katalizlenirken glu-
tatyon reduktaz kullanilarak NADPH f{iretilir [39]. CAT bir hemoproteindir ve ak-
tif formda olabilmesi icin NADPH’ye ihtiya¢ duyar. Bu yiizden NADPH SOD ve
CAT'1n ig gorebilmesinde 6nemli bir role sahiptir. NADPH seviyesi, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesine baghdir. Glutatyon rediiktaz/gulutatyon peroksidaz hiicre
sitoplazmasinda aktifken, CAT baslica peroksizomlarda aktiftir. Glutatyon ve kata-
lazin tiretimi igin gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolunda tiretilmektedir [40].
(aligmamizda silimarin uygulama gruplarinin GSH diizeylerinde IR sonrasinda her-
hangi bir degisiklik saptanmamakla birlikte IR grubu boébrek dokularimin homoje-
natindan elde ettigimiz katalaz ve SOD aktivitelerinin, kontrol grubuna gore yiiksek
tespit edilmesi mevcut caligmalar ile uyumluluk gostermemektedir. Bu durumun IR
sirasinda katalaz ve SOD enzimlerinin indiiklenmesinden kaynaklandigini diigiinmek-

teyiz ancak konu ile ilgili detayli bir caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Lipitler, oksidasyon belirleyicisi olarak en ¢ok ¢aligilan ve SOR’larin reksiyona gire-
bildigi ortak bir substrattir. Oksidasyon sonrasi ozellikle hiicresel zarlarin lipit-
lerinde meydana gelen peroksidasyon sonucunda son iiriin olarak malondialdehit
(MDA), konjuge dienler, kisa zincirli aklenler ve lipid hidroperoksitleri meydana
gelir. Endoperoksitler doymamais yag asitleri ve serbest demir atomlari ile birlegtigin-
de MDA meydana gelir. Tiobarbiitarik asit reaktif bilegenleri (TBARS) testi, MDA

miktarini belirlemede yaygin olarak kullanilan bir testtir. Renal iskemi reperfiizyon
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sonrasinda olusan son tirtin olan MDA miktar1 doymamig yag asitlerinin oksidasyo-

nundan dolay: artar [13].

Ginko biloba ekstrati kullanilarak yapilmig olan bir ¢alismada, 45 dakika iskemiyi
takiben 6 saat reperfiizyon sonrasinda bobrek homojenatlarindan elde edilen MDA
bulgular1 incelendiginde, IR grubunda kontrol grubuna gore MDA miktar: artmigtir,
IR ile birlikte ginko biloba ekstratinin 50 mg/kg lik dozu iskemiden 15 dakika
once verilerek aym stirelerde IR hasar1 olugturulan grupta ise MDA miktarinin
diigtiigii saptanmistir [13].

Yapmig oldugumuz bu calismada doku homojenatindan elde edilen lipid peroksi-
dasyonu sonucu olusan MDA degerleri, IR grubunda mevcut caligmalara uygun
bir gekilde yiikseldigi saptanmigtir. Silimarin uygulama gruplarindan elde edilen
degerlerin, kontrol grubundan oldukga yiiksek bulunmasi lipid peroksidasyonu onle-

mede daha yiiksek dozda silimarinin olumsuz etkisi olacagini diigiindiirmektedir.

Sonug olarak yapilan bu calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde eksojen
kaynakl antioksidan bilesiklerin olumlu etkilerinin goriillmesi i¢in silimarin gibi an-
tioksidan ozellikli bilegiklerde etkili dozun uygulama yolu ve dozun saf ya da dogal

hali ile kullanilmasinin son derece énemli oldugu anlagilmaktadir.

Tesekkiir. Bu calisma H. Sentiirk’tin doktora tezinin bir parcasidir.
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