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Farelerde Yiiksek Doz isotretinoin Uygulamasinin Yol
Actigi Kalp Dokusu Hasarina Karsi Silymarinin Olasi

Etkilerinin Arastirilmasi

Protective Effects of Silymarin against Cardiac Tissue Injury Caused
By a High-dose Administration of Isotretinoin in Mice

Oz

Amag: Calismamizda yiiksek doz isotretinoin uygulamasinin
neden oldugu kalp dokusu hasarina karst silymarinin koruyu-
cu etkisinin histopatolojik ve biyokimyasal agidan incelenmesi
amaglanmistir.

Yontemler: Calismamizda 32 adet Balb/c cinsi erkek fare kont-
rol, isotretinoin (ISR), silymarin (SLY) ve tedavi grubu (ISR+SLY)
olmak iizere dort gruba ayrildi. Histolojik analizler i¢in kesitler
Hematoksilen-Eozin ve Masson trikrom ile boyandi. Skorlamala-
r1 15tk mikroskobu altinda degerlendirildi. Apopitotik hiicrelerin
degerlendirilmesinde TUNEL Floresan tekniginden yararlanildi.
Oksidatif stres parametreleri olan serum katalaz (CAT)), stiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Red), glutatyon-S-transferaz (GST)
enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon gdstergesi olan eritrosit
malondialdehit (E-MDA) ve plazma malondialdehit (P-MDA)
seviyeleri biyokimyasal olarak 6lciildii. Tim istatistiki analizler
SPSS 18.00 (IBM, New York, USA) ile yapilirken, bar grafikleri
GraphPad Prism Version 6.01 (USA) programu ile hazirland. Ista-
tistiki kargilagtirilmalarda parametrik testlerden t-testinden yarar-
lanildi. Onem seviyeleri p<0,05 olarak alindu.

Bulgular: Isotretinoin grubunda kalp dokusunda kanama, nekroz,
6dem ve konjesyon gibi siddetli patolojik hasar goriiliirken, tedavi
grubunda SLY uygulamasinin bu hasari nleyici bir etki gdsterme-
digi gozlendi (p>0,05). ISR grubunda oldukga yiiksek olan apopi-
tozisin SLY uygulamasindan sonra 6nemli derecede azaldig; goriildii
(p=0,05). CAT, SOD, GSH-Px, GSH-Red, GSH, GST seviyele-
rinin tedavi grubunda (ISR+SLY) 6nemli derecede artugy goriildii
(p=0,015, p>0,05, p=0,002, p=0,002, p=0,018, p=0,002; strasiyla).
En yiiksek E-MDA ve P-MDA seviyelerine ISR grubunda rastlanir-
ken, SLY’in E-MDA (p=0,003) ve P-MDA (p=0,005) seviyelerini
dustirdtigti goriildii.

Sonug: Silymarinin isotretinoinin neden oldugu kalp dokusu
hasarina kars1 antioksidan enzim seviyelerini arttirip, lipit perok-
sidasyonunu diisiirerek antioksidan etki gdsterdigi ve anti apopi-

totik etkiye sahip oldugu tespit edildi.
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Yazisma AdresifAddress for Correspondence: Melter_n KUMAS; Bezmilem Vakif Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek
Yiiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Teknikleri Programi, Istanbul, Tirkiye E-mail: mkumas@bezmialem.edu.tr

ABSTRACT

Objective: We aimed to histopathologically and biochemically
investigate the protective effects of silymarin (SLY) against car-
diac injury induced by a high-dose isotretinoin (ISR) adminis-
tration.

Methods: Thirty-two male Balb/c mice were divided into four
groups: control, ISR, SLY, and co-treated (ISR+SLY) groups.
For the histopathological analysis, all sections were stained with
hematoxylin—eosin and Masson’s trichrome. The TUNEL de-
tection kit was used for the detection of cardiac apoptosis. The
oxidative stress markers, which included catalase (CAT), super-
oxide dismutase (SOD), glutathione (GSH), glutathione peroxi-
dase (GSH-Px), and glutathione reductase (GSH-red), and the
glutathione S-transferase (GST) and lipid peroxidation mark-
ers, which included erythrocyte malondialdehyde (E-MDA)
and plasma malondialdehyde (P-MDA), were biochemically
determined. All statistical analyses were conducted with SPSS
18.0 (IBM, New York, USA) and GraphPad Prism Version 6.01
(USA). The Student’s t-test was applied to the parametric data
for comprising among groups. The P-significance degree was
evaluated as 95%.

Results: Severe histopathological alterations were observed in
cardiac tissue. The ISR group showed hemorrhage, necrosis,
edema, and congestion in cardiac tissues. SLY did not improve
ISR-induced histopathological changes (p>0.05). The highest
number of apoptotic cells was detected in the ISR group. In the
ISR+SLY group, SLY treatment reduced apoptosis (p<0.05). An-
tioxidant enzyme activities (CAT, SOD, GSH-Px, GSH-Red,
GSH, GST) were induced in ISR+SLY group (p=0.015, p>0.05,
p=0.002, p=0.002, p=0,018, p=0.002; respectively). E-MDA
(p=0.003) and P-MDA (p=0.005) levels significantly increased
in the ISR group and decreased in the SLY group.

Conclusion: SLY increased antioxidant enzyme activities, pre-
vented lipid peroxidation, and decreased apoptosis. SLY was
found to be an antioxidant against ISR-induced cardiac oxida-
tive damage.

Keywords: Isotretinoin, silymarin, heart, oxidative stress, apop-
tosis, histopathology
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Giris

13 cis-retinoik asit olarak da bilinen isotretinoin (ISR) yag
bezlerinin proliferasyonunu, kil folikiillerininin keratinizas-
yonunu ve inflamatuar sitokinlerin aktivitesini baskilayan
bir A vitamini tiirevidir (1-4). Bu madde giiniimiizde akne
vulgaris hastaliginin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakrta-
dir. Ancak uzun siire kullanimi siklikla karaciger ve bobrek
dokusunda bozukluklara neden olmaktadir. Toksik etkilerinin
yant sira giiclii bir teratojenik ajandir (5). Ayrica hastalarda
orbitofrontal korteks aktivitesini diisiirerek depresyona neden
oldugu gosterilmistir (3).

Embriyonik gelisim sirasinda epikardiyumdan sentezlenen
retinoik asit kardiyak miyositlerin gelisimi i¢in gereklidir (6).
Retinoik asidin bu dénemde normalden az veya fazla salin-
masinin kalbin anormal gelisimine ve kalp defektlerine ne-
den oldugu gosterilmistir (7). Ancak yiiksek doz retinoik asit
aliminin kalp dokusu tizerinde patolojik ya da toksik bir etki
olusturdugunu gésteren bir caligmaya rastlanmamistir.

Silymarin (SLY) deve dikeni (Silybum marianum) bitkisinin
tohum ekstrakdarinda yogunlasan flavonolignanlardandir (8).
Giiglii bir antioksidan olan SLY’in lipit peroksidasyonunu 6n-
ledigi, baglica glutatyon olmak iizere antioksidan enzim sevi-
yelerini veya aktivitelerini arttrarak oksidatif hasari engelledigi
gdsterilmigtir (9-13). Cesitli calismalarda 6zellikle kalp, bobrek
ve sinir sistemine ait organlart koruyucu etkisinin bulundugu
gosterilen SLY’in kanserojenlerin aktivitesini azaltugi ve im-
miin fonksiyonlar: diizenledigi rapor edilmistir (14, 15).

Caligmamizda, Balb-c farelere uygulanan yiiksek doz ISR’nin
kalp dokusunda olusturacag: histopatolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri ve bu degisiklikler iizerine SLY’in olasi antioksi-
datif etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bildigimiz kadar ile
calismamiz bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢aligmadir.

Yontemler

Deney plan:

Caligmamizda 32 adet Balb/c cinsi geng (3 aylik) erkek fare
kullanildi. 6 haftalik deney siiresince tiim fareler normal pel-
let yem ve musluk suyu ile beslendi. Rastgele secilen fare-
ler her bir grupta 8’er adet olmak iizere kontrol, ISR, SLY,
ISR+SLY gruplarina ayrildi. ISR Alfa Aeser (J61666, Massac-
husetts, USA) firmasindan, SLY ise (50292) Sigma Aldrich,

(Almanya) firmasindan ticari olarak satin alindu.

Kontrol gruplarina deney siiresince ISR ve SLY’nin ¢6ziicii-
st olan dimetil siilfoksit (DMSO)+serum fizyolojik (SF) 1:1
oraninda uygulandi. ISR 0,1 ml DMSO+SF icerisinde ¢oz-
diiriilerek 40 mg/kg/giin dozunda, SLY ise 0,2 mL DMS+SF
icerisinde ¢ozdiiriilerek 200 mg/kg/giin olarak 6 hafta siire-
since oral gavaj yoluyla verildi. Silymarinin olast iyilestirici
etkisinin belirlenmesi icin ISR+SLY grubuna énce ISR, 4 saat
sonra ise SLY belirtilen dozlarda uygulandi. Deneyin bitimin-
de 5 mg/kg ksilazin ve 80 mg/kg ketamin ile intraperitonal
olarak uygulanan anestezi altinda biyokimyasal analizler i¢in

kalpten kan ornekleri alindi. Bu iglemi takiben kalpleri ¢ika-
rilarak histopatolojik degerlendirme igin islemlere bagland:.

Calisma yontemleri Bezmiilem Vakif Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulw'nun 2013-237 no'lu karariyla
onaylanmistir.

Histolojik islemler

Cikarulan kalp dokulari ikiye boliinerek %10’luk nétral tam-
ponlanmis formaldehit igerisinde 1 hafta fikse edildi. Daha
sonra yogunluklari giderek artan alkol serilerinden gecirile-
rek dehidrate edildi. Parafine gomiilerek elde edilen bloklar-
dan 4mm kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen-eozin
ve Masson trikrom ile boyandi. Ornekler 15tk mikroskobu
(Nikon Eclipse i5 151k mikroskobu; Nikon Instruments Inc.,
Tokyo, Japan) ile incelenerek degisiklikler skorlandi (Nikon
NIS Elements version 4.0 goriintiileme analiz sistemi; Nikon
Instruments Inc., Tokyo, Japan).

Histopatolojik olarak skorlama nekroz, kanama ve intersel-
liller 6dem dikkate alinarak yapildi. Her bir veri i¢in 0: De-
gisiklik yok; 1: Hafif degisiklik; 2: Orta derecede degisiklik;
3: Siddetli degisiklik seklinde degerlendirme yapildi. Her bir
ornek icin toplam maksimum ortalama histopatolojik skor

(OHS) degerleri 9 olarak degerlendirildi.

Apopitotik hiicrelerin  belirlenmesinde TUNEL  (terminal
deoxynnucleotidyl transferase-mediated dUTP-X nick end
labelling assay, Roche- 11 684 795 910-kit) floresan boyama
teknigi kullanildi. Boyama ydntemi iiretici firma tarafindan
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Apopitotik hiicre sayisi flo-
resan mikroskop altinda her bir kesitte X20 biiyiitmede rast-
gele secilen 20 alanda TUNEL pozitif hiicreler sayilip grup
ortalamalari hesaplanarak elde edildi.

Biyokimyasal iglemler

Ornek toplama ve hazirlama

Kan 6rnekleri heparinli tiiplere kardiyak ponksiyon ile top-
landi. Orneklerin plazma kisimlart 1500 x g ‘de 10 dakika
santriftij edilerek uzaklastrildiktan sonra geriye kalan erit-
rosit siispansiyonu esit hacimde %0,9 soguk sodium kloriir
(NaCl) ile ii¢ kez yikandi. Ornekler, parametreler aligilana
kadar -20 C° de sakland.

Hemoglobin (Hb) Olgiimii

Hemolizatlardaki eritrosit konsantrasyonu siyanomethe-
moglobin metodu ile spektrofotometrik olarak ol¢iildii (16).
Kan 6rnekleri (20 mL), hemoglobinin saptanmast i¢in 5 mL
Drabkin solusyonu (%1 sodyum bikarbonat, %0,005 potas-
yum siyanid ve %0,02 potasyum ferrisiyanid) ile karigtirildi.
Hb standard: Sigma (St. Louis, MO, USA)'dan tedarik edildi.

Antioksidan Enzim Olgiimleri

Eritrosit hemolizatlarindaki Stiperoksit Dismutaz (SOD)
aktivitesi, 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolum
kloriir (INT)’nin indirgenme inhibisyon hizi (Ransod SD
125, Randox Lab.) araciligiyla 8lgiildii ve hemoglobin (Hb)
Ulg olarak belirtildi.



Tam kandaki Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Pag-
lia ve Valentine (17) tarafindan belirtilmis metodun modifi-
ye hali ile olciildii. GSH-Px, hidroperoksit kiimeni ile glu-
tatyonun oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz ve
NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) hizli bir sekilde
NADPH’in NADP’ ye oksidasyonu sonucunda indirgenmis
forma cevrilir. Absorbansdaki azalma 340 nm dalga boyunda
olciildii (Ransel RS 505, Randox Lab.). GSH Rediiktaz'in ak-
tivitesi spektrofotometrik yontem ile 340 nm dalga boyunda
oleiildii (18). GSH Peroksidaz, GSH’1n GSSG’ ye oksidasyo-
nunu hidrojen peroksit vasitastyla katalizler. GSSG’nin dénii-
sim hizi, GSH Rediiktaz reaksiyonu vasitastyla ol¢tiliir (19).
GSH Transferaz (GST) aktivitesi Habig ve ark. (20) tarafin-
dan belirtilen metod ile saptand. Eritrosit hemolizatlarinda-
ki indirgenmis Glutatyon (GSH) seviyesi Beutler'in metodu
(21) ile saptand.

Katalaz (CAT), hidrojen peroksitin ayrigmasiyla meydana ge-
len oksijen hacminin 6l¢iilmesi esasina dayanan prosediir ile
230 nmde spektrofotometrik olarak 8l¢iildii. SOD, CAT ve
GSH-Px aktiviteleri Hb U/g olarak ifade edildi. Tiim anti-
oksidan enzim aktiviteleri multiplak okuyucuda (Varioskan
Flash Multimode Reader, Thermo, USA) élciildii.

Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, kirmizi kan hiicrelerinde Stocks ve ark.
(22) ve plazma 6rneklerinde Ohkawa ve ark. (23) belirttigi
metod ile 8l¢iildii. MDA ile tiobarbiitirik asidin reaksiyonu
sonucu pembe renk elde edilerek diger aldehitler hesapland:.

Istatistiksel analiz

Histopatolojik degisikliklerin ve apopitotik hiicre sayilarinin
gruplar arasinda karsilagtirilmasinda parametrik testlerden
t-testinden yararlanildi. Onem seviyeleri p<0,05 olarak alindu.
Tiim istatistiki analizler SPSS 18.00 (IBM, New York, USA)
programi ile yapilirken, bar grafikleri GraphPad Prism Versi-
on 6.01 (USA) programi ile hazirland:.

Bulgular

Biyokimyasal analizler

Isotretioin grubunda GSH (p=0,013), GSH-Red (p=0,002),
GST (p=0,002) seviyeleri ve GSH-Px (p=0,002), CAT
(p=0,002) ve SOD (p=0,003) aktivitelerinin kontrol grubuna
kiyasla yiiksek oldugu goriildii. En yiiksek antioksidan enzim
seviyeleri SLY grubunda tespit edildi. ISR uygulamasinin
ardindan SLY uygulamasinin antioksidan enzim seviyesini
onemli oranda arttirdigy belirlendi [GSH (p=0,018), GSH-
Px (p=0,002), GSH-Red (p=0,002), GST (p=0,002), CAT
(p=0.015), SOD (p>0,05)].

Isotretinoin grubunun ortalama E-MDA (p=0,004) ve
P-MDA (p=0,004) degerleri kontrol grubuna gore yiiksekti.
SLY uygulamasinin E-MDA (p=0,003) ve P-MDA (p=0,005)
degerlerini dolayisi ile lipit peroksidasyonunu énemli derece-
de azaltug gorildi.

Tiim biyokimyasal sonuglar Tablo 1, Sekil 1 ve 2'de gosterilmistir.

Kumas ve ark. Silmarinin Kalp Dokusu Hasarina Etkisi

Tablo 1. Biyokimyasal analizlere iliskin 6zet istatistik verileri

Grup MeaniSD Minimum Maksimum
CAT Kontrol 289,14+63,11 212,00 374,00
ISR 644,14+128,06 420,00 780,00
SLY 1234,71£171,09 985,00 1462,00
ISR+SLY 821,14+90,77 708,00 956,00
SOD Kontrol  1229,00+166,03 1004,00 1535,00
ISR 1693,29+148,02 1480,00 1909,00
SLY 2073,00+173,82 1854,00 2401,00
ISR+SLY 1761,57+183,63 1449,00 2017,00
E-MDA Kontrol 305,87+54,17 208,40 381,20
ISR 424,90+42,47 384,79 485,69
SLY 235,40+27,88 196,00 272,70
ISR+SLY 314,95+20,10 285,63 345,62
P-MDA Kontrol 0,66+0,12 0,56 0,84
ISR 0,97+0,11 0,78 1,10
SLY 0,24+0,04 0,17 0,30
ISR+SLY 0,69+0,10 0,58 0,84
GSH Kontrol 4,62+0,17 4,34 4,88
ISR 4,16%0,33 3,74 4,78
SLY 5,78+0,33 5,33 6,12
ISR+SLY 5,18+0,6 4,10 6,01
GSH-Red Kontrol 2,35%0,79 1,70 4,08
ISR 4,60%0,35 4,09 5,04
SLY 6,59+0,40 5,92 7,03
ISR+SLY 5,79+0,36 513 6,27
GSH-PX  Kontrol 36,18+6,01 30,01 44,65
ISR 73,79+£10,23 58,65 89,65
SLY 113,02£12,49 99,77 135,77
ISR+SLY 89,43+8,73 74,63 98,74
GST Kontrol 25,36+4,53 18,96 31,47
ISR 54,40+5,10 47,44 60,12
SLY 88,43+6,46 82,11 99,16
ISR+SLY 73,36%4,31 66,66 79,53

CAT: katalaz; SOD: superoksit dismutaz; E-MDA: eritroit
malondialdehit; P-MDA: plazma malondialdehit; GSH:
glutatyon; GSH-red: glutatyon rediiktaz; GSH-Px: glutatyon
peroksidaz; GST: glutatyon-S-transferaz; SD: standart
sapma; ISR: isotretinoin grubu; SLY: silymarin grubu; ISR+SLY:
isotretinoin ve silymarin grubu

Histopatolojik analizler

Kontrol grubunda kalbin tiim tabakalarinin normal histolojik
goriiniimde oldugu, kalp kasi hiicrelerinin de normal hiicre-
sel ozelliklerini koruduklari goriildii. Bu grupta herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmad (Sekil 3a, b). SLY grubunda da
genel olarak tiim tabakalar normal gériiniimdeydi. Kalp kas:
hiicrelerinin mikroskobik &zellikleri kontrol grubunda oldu-
gu gibiydi (Sekil 4). Tek bir farede kas lifleri arasinda ¢ok az

miktarda kanamaya rastland:.
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Resim 1. Ortalama GSH, GSH-Px, GSH-red ve GST seviyelerine ait bar grafikleri

*: ISR ile SLY gruplan

**: ISR ile ISR+SLY gruplari arasindaki farkliigin 6nemli oldugunu géstermektedir, p<0,05 icin

1500 + *%

1000~

CAT (U/gHb)

5001

0 -
Kontrol ISR SLY

500
400 -
300 4

200 -

E-MDA (nmol/mL)

100 +

Kontrol ISR SL

*k%

ISR+SLY

*%k%

ISR+SLY

2500+ %
2000 1 *
g T
o 1500 -
3
a 1000 4
o
w
500 «
0.
Kontrol ISR SLY  ISR+SLY
1.5+
2 *
% 1.0
€ *kk
= T
S os.
3
a
0.0

Kontrol

Resim 2. Ortalama CAT, SOD, E-MDA ve P-MDA seviyelerine ait bar grafikleri

*:ISR ile SLY gruplari;

**: ISR ile ISR+SLY gruplari arasindaki farkliigin 6nemli oldugunu géstermektedir, p<0,05 icin

Isotretinoin gruplarinin kalp dokularinda nekroz, kanama ve
interselliiler 6dem oldukga belirgindi. Siddetli 6dem ve kana-
46 ma nedeni ile kas liflerinin birbirlerinden oldukc¢a uzaklasti-

&1 izlendi (Sekil 5a, b, Sekil 6). Hematoksilen-eozin boyama
yontemi ile nekrotik hiicrelerin sitoplazmalarinin saglikli kalp

kast hiicrelerine oranla daha koyu asidofilik oldugu, niikleus-



Resim 3. Kontrol grubunda kalp dokusunun normal his-
tolojik gériiniimde oldugu goriilmektedir (Hematoksi-
len-eozin boyama, X 40)

Resim 4. SLY grubunda kalp dokusunun histolojik yapi-
sinin normal gériiniime sahip oldugu goriilmektedir

Resim 5. ISR grubunda yogun kanama alanlari ok basla-
ri ile gosterilmistir. (a) Hematoksilen-eozin boyama (b)
(Masson trikrom boyama, 20 X)

larinin piknotik veya soluk boyandigr goriildii (Sekil 6). Ay-
rica kesitlerde yaygin olmamakla birlikte yer yer konjesyona
rastland1 ($ekil 7). Bu grubun OHS degeri kontrol grubuna
oranla yiiksekti (p=0,001 ).

Tedavi grubu olarak tasarlanan ISR+SLY grubunda ise elde
edilen bulgularin ISR grubundan farklilik géstermedigi, bu

grupla benzer olarak kanama ve nekroz alanlarinin olduk-

Kumas ve ark. Silmarinin Kalp Dokusu Hasarina Etkisi

Resim 6. ISR grubunda kanama ve 6dem alanlari (oklar)
ile nekrotik alanlar (ok baslari) goriilmektedir (Hema-
toksilen-eozin boyama, 10 X)

Resim 7. ISR grubunda konjesyon (oklar) goriilmektedir
(Hematoksilen-eozin boyama, 40 X)

ca genis alan kapladigi ve kas liflerinin birbirinden ayrildig:
gorildi (Sekil 8). Ortalama histopatolojik skorlarin her iki
grupta da hemen hemen ayni oldugu belirlendi (Tablo 2).
Yapilan genel skorlama sonuglari agisindan ISR ve ISR+SLY
grubunda fark goriilmemesine ragmen, nekroz yogunlugu
agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bu-

lundu (p<0,001) (Tablo 3).

TUNEL y6ntemi ile saptanan ortalama apopitotik hiic-
re sayist kontrol grubunda 14,25+6,36, SLY grubunda
13,00+5,37, ISR grubunda 57,88+38,26, ISR+SLY grubunda
ise 20,75+7,15 idi (Tablo 4). ISR’nin apopitozu indiikledigi,
SLY’nin ise tek bagina veya ISR uygulamasindan sonra apopi-

tozu baskiladigi goriildii (p=0,017) (Sekil 9, 10).
Tartigma

Normal fizyolojik dozda (0,5 mg/kg) ISR uygulanmus sigan-
larda ISR’nin kalbin yeniden modellenmesini indiikledigi
(24), akne vulgaris tedavisi goren hastalarda ise kalbin fibrozi-
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Resim 8. ISR+SLY grubunda kanama ve 6dem alanlari
(oklar) gériilmektedir
(Hematoksilen-eozin boyama, 10 X)

Tablo 2. Histopatolojik skorlama verilerine ait 6zet istatistik
verileri

Grup MeaniSD Minimum Maksimum
Kontrol 1,25+0,46 1,00 2,00
ISR 5,25+1,28 3,00 7,00
SLY 2,13£1,13 1,00 4,00
ISR+SLY 5,63+1,60 3,00 7,00

SD: standart sapma; ISR: isotretinoin grubu; SLY: silymarin
grubu; ISR+SLY: isotretinoin ve silymarin grubu

Tablo 3. Nekroz alanina ait 6zet istatistik verileri

Grup MeaniSD Minimum Maksimum
Kontrol 0 0 0

ISR 983,4+421,9 375,22 2489,5
SLY 0 0 0
ISR+SLY 370,9+145,7 326,9 768,9

SD: standart sapma; ISR: isotretinoin grubu; SLY: silymarin
grubu; ISR+SLY: isotretinoin ve silymarin grubu

sini ve hipertrofisini 6nledigi gdsterilmigtir (25). Caligmamuiz-
da uzun siireli yiiksek doz ISR uygulamasinin kalp dokusun-
da oldukea siddetli nekroz, interselliiler 6dem konjesyon ve
kanamaya neden oldugu goriildii. Nitekim bu grubun OHS,
e-MDA ve p-MDA degetleri kontrol grubundan yiiksekti
(p=0,001, p=0,004, p=0,004; sirast ile). MDA, lipit peroksi-
dayonun son iiriinii olup, hiicre membranlarinin dolayst ile
hiicre hasarinin en 6nemli gostergelerinden biridir. Nitekim
ISR uygulamasinin ayrica karaciger ve bobrek dokularinda da
apopitotik ve nekrotik hiicre 6liimiine yol agugini gosterdik
(yayinlanmamig bulgu).

Silymarinin hiicre membran direncini arttrarak toksik ajanla-
rin hiicre icerisine girisini engelledigi gosterilmistir. Calisma-

Tablo 4. Apopitotik hiicre sayilarina ait 6zet istatistik
verileri

Grup MeantSD Minimum Maksimum
Kontrol 14,25+6,36 5,00 24,00
ISR 57,88+38,26 26,00 148,00
SLY 13,00+5,37 7,00 21,00
ISR+SLY 20,75%7,15 11,00 35,00

SD: standart sapma; ISR: isotretinoin grubu; SLY: silymarin
grubu; ISR+SLY: isotretinoin ve silymarin grubu
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Resim 9. Ortalama apopitotik hiicre sayisini gosteren
bar grafigi

*:ISR ile SLY gruplari

**: ISR ile ISR+SLY gruplari arasindaki farkliigin 6nemli
oldugunu gostermektedir, p<0,05 icin

mizda SLY nin ISR ile agag1 yukari es zamanli verilmesi toksik
etkinin engellenmesi agisindan 6nemliydi. Yapilan bircok ca-
lismada SLY’in lipit peroksidasyonunu 6nledigi, glutatyon se-
viyelerini ve katalaz enzim aktivitelerini arttirarak antioksidan
etki gdsterdigi ortaya konmugtur (9-13, 15). Calismamizda
onceki calismalara benzer sekilde SLY nin antioksidan enzim
seviyelerini arttirdigy, lipit peroksidasyonunu ise énledigi go-
riildii. Nitekim ISR+SLY grubunun tiim antioksidan seviyele-
ri ISR grubundan anlamli derecelerde yiiksekti. Aksine nekroz
oranlar1 ve e-MDA ve p-MDA seviyeleri ise anlami derece-
lerde diisiiktii (p<0,001, p=0,003, p=0,005, sirastyla). Ayrica
ISR grubunda oldukga yiiksek olan apopitoz oraninin SLY
uygulamasi ile 6nemli derecede diistiigii gozlendi (p=0,017).
SLY’nin antioksidan etkilerinin yani sira anti apoptotik 6zel-
ligi ile hiicreleri DNA hasarina kargt korudugu gésterilmistir
(26). Bu veriler SLY’nin hiicresel hasar1 antioksidan enzim
sistemini destekleyerek baskiladigini gostermekeedir. Benzer
bir calismada doxorubucin ile olusturulmus hafif derecelerde-
ki kalp dokusu hasarina kargt SLY’in koruyucu etki gosterdigi
belirtilmistir (15). Calismamizin dikkati ¢eken bir sonucu ise
SLY’nin interselliiler 6dem, konjesyon ve kanamay1 baskila-
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Resim 10. Apopitotik hiicrelerin TUNEL boyama ile
floresan mikroskobunda goriiniimi

(Tim nukleuslar DAPI ile mavi, pozitif apoptotik hiic-
re nukleuslari TUNEL boyasi ile yesil renkte boyan-
mistir, 40 X)

madig1 yoniindeydi. Zaten giiniimiize kadar SLY nin 6deme,
kanamaya, konjesyona karsi etkili oldugu konusunda bir
calismaya rastlanmamigur. Hiicresel hasart 6nlemesi, rejene-
rasyon giicii zayif olan kalp dokusunun zarar gordiigii cesitli
durumlarin tedavisi i¢in oldukga {imit vaat eden bir bulgudur.
Yine de sonuglarin daha da anlam kazanmast agisindan calis-
manin kalp dokusu lipit peroksidasyon ve antioksidan ajan
ol¢timleri yapilarak yenilenmesi onerilebilir.

Sonug

Yapilan degerlendirmeler neticesinde yiiksek doz isotretino-
inin neden oldugu kalp dokusu hasarma kargi silymarinin
plazma glutatyon enzim seviyeleri basta olmak {izere antiok-
sidan etkiye sahip enzimlerin aktivitelerini arturdigi, E-MDA
ve P-MDA seviyelerini diisiirerek lipit peroksidasyonunu
azaltugy goriildii. Ayrica isotretinoin neden oldugu apopitotik
hiicre 6liimiinii kismen baskilayarak apopitozu diisiiriicii etki
gosterdigi belirlendi. Sonug olarak, silymarinin kalp dokusu
tizerinde antioksidan ve anti apopitotik etkiye sahip oldugu
kanaatine varildi.
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