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1 GIRIS VE AMAC

Karaciger viicut metabolizmasinda merkezi role sahip onemli bir organdir. Kendi
normal fonksiyonunun yamnda, viicudun diger organ ve dokularina yaptig1 destek yasamsal
onemdedir. Viicudun protein, karbohidrat ve lipid metabolizmalarinda éncii olmasinin yani
baginda, viicutta tiretilen toksik ve toksik olmayan bilesikler ve aym1 zamanda ¢ogu zaman
ilag olarak alman birgok ksenobiyotigin metabolize edilip atilmasinda fonksiyon
gormektedir. Bu bakimdan 6zellikle karacigere ait cerrahi girisimler sirasinda korunmasi ve
uzun siire oksijensiz birakilmamasi gerekmektedir.

Karacigere ait birgok cerrahi girisimde iskemi ve/veya reperflizyon hasar tehlikesi s6z
konusudur; 1) karaciger tiimorlerinin, damar lezyonlarinin ve travmalarinin tedavisi
sirasinda ¢ogu zaman karacigerin kan akiminin gegici bir siire kesilmesi gerekmektedir.
Hepatik kan akiminin kesilme siiresine bagli olarak mikro ve makro seviyede mutlaka
iskemik belirtiler olmakta, bu da degigsen seviyelerde hasar olusturmaktadir. 2) karaciger
rezeksiyonlarinda (bu genel olarak sicak iskemi-reperfiizyonu olarak bilinir) ve karaciger
transplantasyonlarinda (soguk + sicak iskemi-reperfiizyonu) her zaman, yine derecesi
degisken olmakla birlikte, iskemi-reperflizyon (I/R) hasarlari olugmaktadir. 3) Hipotansif
acil durumlar degisik sok sendromlarinin sonucu olarak hipoksi olusumu ve ayrica karaciger
greftlerinin hepatik artere tromboz atmasi durumlarinda azalmis oksijenasyona bagl iskemi
benzeri patolojik degisiklikler olmaktadir.

Iskemi-reperfiizyonda hasar olusumunda en ¢ok iizerinde durulan konu agirt miktarda
olusan serbest oksijen radikalleridir. Bu anormal kogullarda antioksidan savunma sisteminin
durumu bilyikk 6nem tagimaktadir. Ozellikle enzimatik antioksidan sistemin kesintiye
ugramas1 ve/veya oksidan stresi arttiran ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza (XO)
proteolitik déniistimii gibi faktorler doku hasarim hizlandirmaktadir, Bu bakimdan her iki
sisteme yonelik, yani oksidan ara uriinlerin olusumunu 6nleyecek ve antioksidan sisteme
eksojen olarak katkida bulunacak tedavi stratejileri gelistirilmeye ¢aligilmaktadir. Ticari
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimlerinin
yaninda C ve E vitamini gibi suda ve yagda eriyen vitaminler de tedavinin bir pargas: olarak
kullanilmaktadir. Ayrica kuvvetli endojen antioksidanlar olan glutatyon (GSH), melatonin;
XO inhibitorii olan allopurinol; son yillarda antioksidan ve antienflamatuvar 6zellikleri ile
on plana ¢ikan kafeik asit fenetil ester (CAPE) denenen kimyasal bilesikler arasinda yer

almugtir.



Bu c¢aligmada iki ana hedefimiz vardir: i) iyi bir tedavi stratejisi gelistirebilmek igin
her seyden énce I/R esnasinda olugan hasarin iligkili oldugu diisiiniilen sistemlerde yaptig
degisikliklerin butiin boyutlariyla ortaya konmasi gerekir. Bu yiizden enzimatik antioksidan
sistemin ana ogeleri olan SOD, CAT ve GSH-Px; I/R hasarindaki rolii tartismali olan
(hasardan koruyan veya hasar1 arttiran) nitrik oksit (NO); I/R hasarinda kesin bir tetikleyici
mekanizma olarak kabul edilen ve dokuya l6kosit invazyonunun bir gostergesi olan
myeloperoksidaz (MPO); lipid peroksidasyonunun o6nemli bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA); son olarak yine piirin katabolizmasinda gorev almakla birlikte
olusturdugu serbest radikal yan tiriinler ile I/R hasarina katkida bulundugu birgok ¢alismayla
gosterilmis olan XO enzimi tayinleri yapilacak. ii) I/R hasarin1 kismen 6nledigi ispatlanmisg
E vitamininin kullanimu ile yine bir o kadar antioksidan etkiniigi oldugu dusiinilen ve ayni
zamanda antienflamatuar ve immiinomodiilator yonii ortaya konmus olan CAPE'nin doku
hiicreleri ve lokosit aktivasyonu tizerine etkinligini gostermek iizere karsilagtirmali olarak
caligilacak. Ayrica her iki kimyasal ajanin birinci maddede belirtilen parametreler iizerine

etkisi aragtirilacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Karacigerin fonksiyonel ozellikleri
2.1.1 Karacigerin fonksiyonel anatomi ve histolojisi

Karaciger, diger organ sistemlerinin aktivitelerini de ilgilendiren, ¢ok 6nemli
metabolik fonksiyonlar1 islenmig bir organdir. Karacigerin temel fonksiyonlarr;
barsaklardan 6zel bir damar sistemi ile gelen kandaki elemanlarin depolanmasi, viicudun
metabolik yollarinin biiyiik bir kisminin koordinasyon ve regiilasyonu ve heme
metabolizmasimin ana uriinii olan biliriibin de dahil olmak iizere yagda eriyen birgok
maddenin detoksifikasyonu ve atilimidir. Kan proteinlerinin bir¢ogu, ayrica sindirim ve
emilim igin gerekli olan safra asitleri de karaciger tarafindan sentezlenip salgilanir.

Karacigerin kitlesinin yaklagik %60°m1 hepatosit veya parankim hiicreleri, %30
kadarim ise retikiiloendotelyal agin bir pargas: olan Kupffer hiicreleri olacak sekilde iki ana
hiicre olusturur. Karacigerin yapisinda portal yollar ve hepatik venin kiigiik kollar: arasinda
isinsal olarak dagilan hepatosit kiimesinden olugsmus fonksiyonel birimler yer alir. Bu
fonksiyonel birimler, eger merkezleri portal yollar ise asiniisler veya merkezleri hepatik ven

ise lobuller olarak adlandirilir (Sekil 1).

III. =om

Sekil 1: Karacigerin transfer kesim ile lobiil ve hepatik asiniis zonlari
(PA: portal aralik, SV: sentral ven). (Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Temel
Histoloji. Bars Kitabevi/Appleton & Lange, 1993. Kitabindan uyarlanmgtir.)

Portal yollar; portal ven, hepatik arter ve safra kanalikiillerinden meydana gelir.

Basing farkindan dolay1 kan portal venlerden ve hepatik arterlerden siniizoidler yoluyla



hepatik venlere dogru akar. Karaciger lobiilleri fonksiyon bakimindan ti¢ bolgede
incelenebilir (Sekil 1).

Birinci bolge portal yollara en yakin kisim iken tigiincii bolge hepatik vene en
yakin merkezi kisimdir. Ikinci bolge ise ara pozisyonda yer alir. Kan saglayan birinci bolge
en yiksek, tigtinci bolge de en disitk oksijen ve besin igerigine sahiptir. Birinci bolge
hepatositlerinde glukoneogenez daha aktiftir ve daha fazla alkalen fosfataz ve transaminaz
igerir. Ugiincii bolge ilag metabolize edici enzimleri yiiksek konsantrasyonda igerir; bu
bolge viral, toksik ve anoksik karaciger hasarina en ¢ok maruz kalan bir bolgedir.

Karacigerin fonksiyonel tinitesi birkag milimetre uzunlugunda, 0.8-2 mm ¢apinda

ve silindirik yapida olan karaciger lobuludiir (Sekil 2).
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Sekil 2: Karaciger lobunun temel yapisi - transfer kesit (Tibbi Fizyoloji [Guyton
AC, Nobel Tip Kitabevi ,1996] kitabindan modifiye edilerek alinmigtir).

Insan karacigerinde 50000-100000 lobiil bulunmaktadir. Karaciger lobiilleri hepatik
venlere, oradan da vena kavaya bosalan bir santral ven etrafindaki yapilardan olugur. Lobiil
1s1nsal tarzda santral venden etrafa uzanan hepatik hiicresel plaklardan yapilidir. Her bir plak
iki sira hepatosit ile dogelidir. Hepatositler arasinda bulunan kiigiik safra kanalciklari, komgu
karaciger lobullerini ayiran fibroz bolmeler igindeki safra kanallarina dékiilmektedir (1).

Aynica fibroz bolmeler igindeki kuiglik portal veniller, portal venler yolu ile
gastrointestinal kanaldan ayrilan venlerden kanlanmaktadir. Bu veniillerden kan, hepatik
plaklar arasinda dallanarak uzanan yassi hepatik siniisoidlere, oradan da santral vene
dokilmektedir. Boylece hepatositler devamli portal ven kan akimina maruz kalirlar.

Interlobiiler septalarda portal veniillerden bagka, hepatik arterioller de yer alr. Bu
arteriyoller komsu lobiiller arasindaki septal dokularin arteryel kanini temin eder ve ¢ogu
kez de interlobiiler septalardan sekilde goriildigii gibi dogrudan hepatik siniisoidlere
bosaltirlar (Sekil 2).



Hepatik hiicrelerin yani sira venoz siniisoidlerde tipik endotel hiicreleri ve Kupffer
hiicreleri (retikiiloendotelyal hiicre) de bulunmaktadir. Bir makrofaj olan Kupffer hiicreleri
hepatik sintis kanindaki bakteri ve diger yabanci maddeleri fagosite ederler. Vendz
sintisoidleri gevreleyen endotel hiicrelerinde yaklagik 1 mikron gapinda ¢ok genis porlar
bulunmaktadir. Bu tabakamn altinda, endotel hiicreleriyle hepatositler arasinda ¢ok dar bir
doku araligi vardir; bu aralia Disse araligi adi verilmektedir. Interlobular septalarda,
milyonlarca disse aralig: lenfatik damarlara baglanir. Bu aralardaki sivinin fazlasi lenfatik
kan akimzi ile uzaklagtirilmaktadir. Endotelin biiyiik porlari nedeniyle plazmadaki maddeler
ve proteinler serbestce disse araligina gegebilir.

Hepatik vaskiiler sistemin fonksiyonu:

Karaciger kan akimi; portal venden karaciger siniisoidlerine dakikada 1100 ml kan
akig1 olmaktadir. Buna hepatik arterden gelen 350 ml kan da ilave olarak karacigere gelen
kan miktar1 dakikada ortalama 1450 ml olmaktadir. Bu miktar istirahat halinde kalbin bir
dakikada pompaladigi kamn ~%29’una, toplam viicut kaninin ise 1/3’tine tekabiil
gelmektedir.

Karacigerin depo fonksiyonu; karaciger genisleyebilen bir organ oldugu i¢in, kendi
kan damarlarinda biyiikk miktarlarda kan depolayabilir. Normalde igerdigi kan voliimii
vicudun yaklagik % 10°u kadar yani 450 ml civarindadir. Sag atriyumda basing
yukseldiginde genisleyerek 0.5 ile 1 litre ekstra kan hepatik venler ve siniislerde depolanur.
Bu fonksiyonundan dolay: kan hacmi azaldifinda ekstra kan saglama ve kan hacmi agir
arttifinda ise kan depolama gorevi yapan bityiik bir vendz organdir.

Barsak kapillerinde akan kanda barsaktan alinan birgok bakteri de mevcuttur. Portal
ven ile karacigere gelen kan hepatik vendz sinuslerde yer alan, biiyiik fagositik hiicre olan
Kupffer hiicreleri kant bakterilerden temizlemektedir (2).

2.1.2 Karacigerin biyokimya ve fizyolojisi

Karaciger biitiin metabolik yollarin aktif olarak galigtig1 bir organdir. Viicudun diger
bolgeleri igin gerekli olan birgok madde sentezlenir, iglenir ve pek ¢ok metabolik
fonksiyonlar yiritilir.

Temel fonksiyonlar: (3)

Karbohidrat Metabolizmasi: 1) glikojenin depolanmasi: Monosakkaritler barsaktan
emilerek karacigerde depolanir, 2) galaktoz ve fruktozun glukoza veya glikoliz ara
urtinlerine cevrilmesi, 3) glukoneogenezis: Sitrik asit siklusu ara {rinlerinden veya
aminoasitlerden glukoz tretilmektedir. Viicudun enerji kaynagi olan kan glukoz diizeyinin

devamini saglamakta karaciger fizyolojik tampon gorevi {istlenmistir.
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Yag Metabolizmasi: baglica 1) hiicreler igin gerekli enerji temininde kullamilimak
iizere yag asitlerinin B-oksidasyonu, 2) lipoproteinlerin sentezlenmesi, 3) kolesterol ve
fosfolipid sentezi ve 4) fazla karbohidrat ve proteinlerin yaga dontisimu.

Viicutta karbohidrat ve proteinlerden yag sentezi biiyiik 6lgide karacigerde
gerceklesir. Karacigerde sentezi yapildiktan sonra triagilgliseroller, lipoproteinler ile yag
dokusuna taginarak depo edilir (4).

Protein Metabolizmasi: Baglica fonksiyonlari;1) amino asitlerin deaminasyonu, 2) tire
olusumu ile amonyagin viicuttan uzaklagtirilmasi, 3) plazma proteinlerinin sentezi ve 4) ara
ve ana metabolik yollarla 6nemli amino asit ve diSer maddelerin birbirine doniisiimil.
Karacigerde giinde vyaklagtk 50 gr protein sentezlenmektedir. Amino asitlerin
kullamlabilmesi igin deaminasyona ugratilmalari gerekmektedir. Viicutta ekstrahepatik
deaminasyon islemi ihmal edilebilecek kadar azdir. Gama globulinlerin bir kism diginda
hemen biitiin plazma proteinleri, karaciger hiicrelerinde yapilir. Bu ise plazma proteinlerinin
yaklagik %90’ 1m1 olusturur.

Karaciger tire olusumu ile wviicut svilarinda mevcut amonyagi uzaklagtirr.
Deaminasyon sonucu olugan ve barsaklarda bakterilerce tiretilen ve absorbe edilen amonyak
kana karigmaktadir. Karaciger fonksiyon bozukluklarinda kan amonyak diizeyinin artmast,
toksik seviyelere ulagtiginda hepatik ensefalopati tablosu ile kendisini gosterir.

Karacigerin en énemli islevlerinden biri de, bazi amino asitlerin sentezlenmesi ve
amino asitlerden de 6nemli kimyasal bilesiklerin olusturulmasidir. Ornegin; esansiyel
olmayan amino asitlerin hepsi karacigerde sentezlenebilir (5).

Karacigerin diger metabolik fonksiyonlar: 6zetlenecek olursa:

a) Vitaminlerin depolanmasi: En fazla A vitamini olmak tizere D ve B12 vitaminleri
de biiyiik oranda depolanmaktadir. S6z konusu depolama ile viicudun 3 ay ile 1 yil vitamin
ihtiyacini kargilamas: mimkiin olmaktadir.

b) Kan pihtilasmasindaki roli: Koagiilasyon islev maddelerinin ¢ofu karacigerde
sentezlenir.

¢) Demir Depolanmast: Kandaki hemoglobin demirinin diginda, karacigerde ferritin
seklinde depo edilir. Viicut stvilarinda demir miktar1 artti1 zaman apoferritin ile birlegerek
ferritini olugturur. Demir diizeyi diigiince ferritin demiri serbestlesir.

d) ilag, hormon ve diger toksik maddelerin eliminasyonu: Ilaglar ve kimyasallarin
safra yolu ile atilimina ildveten steroid ve aminoasit yapida hormonlar da
uzaklastirilmaktadir.

e) Viicut kalsiyumunun fazlast da safra yolu ile fegesle atilmaktadir.



2.2 Karacigerin iskemik patolojileri

Karacigerin I/R hasarlari iki ana baglik altinda toplanmaktadir.

Bunlardan birincisi “sicak reperfiizyon” hasaridir. Bu hasar tipinde karaciger
damarlar1 yani portal ven, hepatik arter ve hepatik venler tikanmaktadir. Sicak iskemi-
reperfiizyon hasari insanlarda hemorajik ve kardiojenik gok, endotoksemi, karaciger
cerrahisi, Budd-Chiari Sendromu ve karaciger transplantasyonu durumlarinda klinik 6neme
sahiptir (6). Siganlarda olusturulan deneysel iskemi reperflizyon hasar modelinde orta ve sol
lateral loblar1 besleyen portal ven ve hepatik arterin klemplenmesi ile karacigerin yaklagik
%70’inde iskemi olusturulur (7). Iskemiyi takiben kan akimmin saglanmasit ile olugan
reperfiizyonda geri doniigiimsiiz hiicre hasan karaciger hiicrelerinin 6lmesi ile sonuglamir.
Bu hiicre hasarinin derecesini tespit etmek igin kullanilan en onemli testler serumda
transaminazlar ve laktat dehidrogenazdir (8).

Ikinci I/R hasar1 “soguk reperfiizyon” hasari olarak amilmaktadir. Transplantasyon
amaciyla kullamlacak karacigerler, cerrahi iglemden once yaklagik 24 saat genellikle
Wisconsin Universitesi soliisyonu (UW) i¢inde soguk iskemik depolama adiyla amlan bir
metodla korunmaktadir. Bu soliisyon hiicre gigmesini ve reaktif oksijen trtunlerinin (ROS)
tiretimini azaltir, kalsiyum ve sodyumun hiicreye altmmini 6nler ve ATP agi§in1 kapatmak
lizere substratlar sunar (9-11). Soguk iskemik depolama iglevinin ve ardindan gergeklesen
reperfiizyonun bir sonucu olarak karacigerin hasara ugramasi, transplantasyon yapilan
hastanin ameliyat sonrasi seyrinde orta veya ileri derecede problemler dogurur. Cogu
zaman primer graft’in fonksiyon gormemesinin en énemli sebebidir (12). Insanlarda soguk
depolama/reperfiizyon hasari, transplantasyondan sonraki bir hafta i¢inde akut immiinolojik
rejeksiyonu hizlandiran anahtar faktordir (13). Insan karacigerinin sofuk sartlarda
depolanmasi durumunda safra kanalciklar1 reperfiizyondan hemen sonra Onemli
degisiklikler gosterir (14).

2.2.1 Karacigerde iskemi ve/veya reperfiizyon hasar yapan nedenler

Karaciger iskemisinin gériilldiigii durumlarin baginda giinimizde onemi gittikge artan
karaciger transplantasyonu gelmektedir. Simdiye kadar transplantasyon yapilan organlar
arasinda teknik acidan en gii¢ olam giiphesiz karacifer transplantasyonudur. Teknik
ozelliklerinin yaminda karacierin metabolizmasinin olduk¢a kompleks olmast 6nemli
sorunlara yol agar. Bobrek hastaliklarinda dializin uygulanabilmesi gibi karaciger igin

uygun bir koruyucu ydntemin olmamasi transplantasyonu daha da giiglestirmektedir.



1963 yilinda Starzl ve arkadaslari insanda ilk basanli karacier transplantasyonunu
gerceklestirmiglerdir (15). Karaciger transplantasyon sonrasi 5 yillik yagam oram bugiin igin
% 70’ler civarindadir (%25-90).

Karaciger prezervasyonunu uzun sire saglamada Wisconsin Universitesinde
gelistirilen soliisyon etkin bir yer almistir. Wisconsin Universitesi soliisyonu (UW) ; sicak
ve soguk iskemi ve reperfiizyon hasarinin mekanizmas: ile ilgili karaciger ve pankreasin
prezervasyonunu olumlu yonde etkileyen, giniimiizde en uzun sireli prezervasyonu
saglayan soguk muhafaza soliisyonudur. Bu soliisyonda; K-laktabionat 100 mmol/L,
KH,PO,4 25 mmol/L, MgSQO, 5 mmol/L, Rafinoz 30 mmol/L, GSH 3 mmol/L, Adenozin 5
mmol/L, Allopurinol 1 mmol/L, Pentafraksiyon 50 g/L, Penicilin 200.000 U/L, Insilin 40
U/L, Deksametazon 16 mg/L, Na 25 mmol/L, K 125 mmol/L bulunup, pH’s1 7.4 ve
osmolalitesi 320 mOsm’dur (3). Diger soliisyonlarin gogu hipotermiye bagli gelisen hiicre
sismesini engellemek amaciyla yiiksek konsantrasyonda membrandan gegmeyen maddeler
(glukoz, mannitol, sitrat, fosfat, histidin ve siikroz gibi) ve pH’yi notralize etmek igin
tamponlanmig sakkarit igeren soliisyonlardir. Bu soliisyon iginde bulunan laktobionat,
okside edilmis ve negatif yiiklii bir laktoz olup, hipotermiye bagli gelisen hiicre sigmesini
ayrica kalsiyumu baglayici etkisi ile de engelledigi gosterilmistir. Antioksidan olarak
glutatyon eklenmigtir. Adenozin ise ATP sentezini stimiile etmektedir.

Transplantasyondan bagka karacigerde iskemi reperfiizyon hasar ile ilgili karsilagilan
ikinci 6nemli durum; tiimorler basta olmak iizere bazi karaciger hastaliklarinin cerrahi
tedavisinde gerekli olan kan akimini kesme girisimleridir. Cerrahi girisimin yapildig
karaciger lobu, ameliyat esnasinda oksijensiz kalmaktadir. Bu yiizden ameliyatin siiresine
bagli olarak karacigerde iskemik, kanlanma saglandiktan sonra da reperflizyon hasar
olusabilmektedir (16). Ayrica dolasim yetmezligine bagli sok durumlarinda anoksiye hayli
duyarl: olan karaciger miidahalenin gecikmesi ile orantili olarak oksijensiz kalmakta ve
iskemik hasar olugmaktadir (17,18).

2.2.2 Karacigerde iskemi-reperfiizyon hasar mekanizmasi

Herhangi bir dokunun kan akimi Kkesildiginde birbiri ardi sira kimyasal bazi
reaksiyonlar gelisir. Bu reaksiyonlar sonucu hiicresel disfonksiyon, hiicresel ve interstisyel
6dem, ve sonug olarak hiicresel kaos ve 6liim meydana gelir. Hucrelerin canliliginin ve
fonksiyonunun devam edebilmesi i¢in gerekli olan temel yakitin eldesinde oksijen merkezi
bir role sahiptir. Aerobik metabolizmalar normal hiicre fonksiyonu igin gerekli olan enerjiyi
yilksek enerjili fosfat baglari seklinde depo ederler. Oksijen yoklugunda anaerobik

metabolizma devreye girer ve lokal olarak ilgili dokuda laktik asit konsantrasyonu artar
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(19). Sonugta ortaya ¢ikan asidoz, hiicrelerdeki normal enzim kinetiklerini degistirir, daha
az miktarda yiiksek enerjili baglar olusturulur. Homeostazin korunmasi igin gerekli enerji
saglanamaz (20). Karaciger dokusunun iskemiye olan duyarlilign baz kabul edilirse iskelet
kas1 daha az duyarhdir ve saatler igerisinde iskeminin etkilerinden kurtulabilir. Oysa beyin
ve sinir sistemi ise agiri duyarlilifa sahiptir, dakikalar igerisinde irreversibl néron hasar
gelismektedir.

Iskemik dokunun tekrar kan akimi ile oksijenlenmesi bu doku igin faydali sonuglar
dogurmaktadir. Ornegin enerji kaynagi tekrar saglanmakta ve toksik metabolitler
uzaklastinlmaktadir. Bu yiizden iskemik hasarin iyilestirilmesinde reperfiizyon mutlaka
gereklidir. Bununla beraber iskemik dokuda olugan toksik metabolitlerin sistemik dolagima
gegmesi ciddi metabolik bozukluklar dogurabilir. Ayrica oksijenin iskemik doku tabaninda
olusan bazi metabolitlerle reaksiyona girmesi sonucu dokuda daha ileri hasarlar meydana
gelebilmektedir. Buna reperfiizyon hasari ad1 verilmektedir (21). Kisa bir iskemik periyottan
sonra saglanan reperflizyondan sonraki hasar ¢ok zararli olmasa da uzun siireli iskemilerden
sonra olugturulan reperfiizyonda hasar oldukga biiyiiktiir.

Reperfiizyon hasar1 aslinda iskemi sirasinda olusan hasarin ve hiicre aktivasyonunun
amplifikasyonu sonucu meydana gelmektedir. Son aragtirmalar gostermistir ki karaciger
reperflizyon hasarn karaciger ve karaciger digt mekanizmalar sonucu olugturulan kompleks
bir olaydir (22). In vivo olarak hem sicak hem de soguk iskemiden sonra olusan erken
reperflizyon hasarinin patolojik mekanizmasinda Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ¢nemli
bir yer tutmaktadir (23,24). Kupffer hiicreleri hipoksiden sonra olugan reoksijenasyonda
kolaylikla aktive olabilmektedirler. Ayrica bu hiicrelerin in vivo sartlarda aktivasyonu
kompleman sisteminin uyarilmasi ile hizlandirilmaktadir (25).

2.3 Serbest Oksijen Radikalleri
2.3.1 Serbest oksijen radikal kaynaklar
Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynag vardir :
A) Eksojen kaynaklar
- Radyasyon etkisi
- Bagisiklik yapan maddeler: alkol, uyusturucu vs
- Ksenobiyotikler: hava kirliligi, hiperoksi, pestisitler, solventler, anestezik
maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumani vs

- Antineoplastik ajanlar

iR KIgRULU



Stres; streste katekolamin diizeyi artip, artan katekolamin oksidasyonu ise

radikal uretimi artmaktadir.

B) Endojen kaynaklar

Mitokondrial elektron transportu

Peroksizomlar

Enzimler ve proteinler; XO, triptofan dioksijenaz, hemoglobin vs

Kigiik  molekullerin ~ otooksidasyonu;  tioller,  katekolaminler,
hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiotikler vs

Endoplazmik retikulum ve niikleus membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450)

Plazma membrani enzimlerii NADPH oksidaz, lipooksijenaz,
prostaglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu vs

Oksidatif stres durumlart (iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlara
bagli olarak)

Fagositik aktivasyonu (respiratory burst= solunumsal patlama) (Sekil 3).

Sy

MADPH M

- &
MADPH RESPZRATLIVAS
olsidaz = PATLAMA -

Sekil 3: Notrofil fagositozu ve fagozom igindeki bakterinin pargalanmasi igin
esansiyel olan Myecloperoksidaz sistemi. (MPO; myeloperoksidaz, HOCI;
hipoklorat, OH"; hidroksil radikali) . [Biyokimya-Lippincott’s Illustrated Review
Serisinden (Nobel Tip Kitabevi; 1997) modifiye edilmigtir. (MPO; myeloperoksidaz,
HOCT; hipoklorat, OH™: hidroksil radikali)]
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2.3.2 Serbest oksijen radikal tiirleri

Serbest radikaller ortaklanmamig elektron tagiyan kimyasal bir yapi olarak tarif
edilmektedir. Serbest radikaller, bir molekiiliin bir pargasi olarak da kabul edilebilir.

Biyolojik ortamlardaki en onemli serbest radikaller siiphesiz oksijen radikalleridir.
Tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi siiperoksit serbest radikal
anyonunu (siiperoksit, O,”) olugturmaktadir.

O;+e > 0O

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H,O5) olusturur.

0, +2¢ +2H' > H,0,

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir bilegiktir. Ciinkii gegis
metal iyonlarimin varliginda kolaylikla parcalamp oksijen radikallerinin daha reaktifi ve
biyolojik sistemlerde daha fazla hasar olugturan hidroksil radikalini (OH) olusturur.

H,0, +Fe’* > ‘OH + OH + Fe**

Bu ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu olarak

adlandirilmaktadir.

2.3.2.1 Siiperoksit radikali (0;"):

Serbest radikal olmasina ragmen hasar olusturucu bir tir degildir. Asil onemi;
hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gegis metal iyonlarinin rediikleyicisi olmasidir. NO*
ile reaksiyona girerek peroksinitriti (ONOO") olusturur. Siiperoksit, diisik pH’da daha
reaktif olan perhidroksil radikaline (HO;') protonlanir, fakat fizyolojik pH’da bu form %1’in

altindadir.

2.3.2.2 Hidrojen peroksit (H,0,):
Okside edici bir ajan olup reaktif degildir. Asil 6nemi; gegis metal iyonlarimn
varliginda hidroksil radikallerini olugturmasidir. Metal katalizérlerin yoklugunda siiperoksit

ve hidrojen peroksit kolaylikla uzaklagtirilir ve zararsiz hale getirilir.

2.3.2.3 Hidroksil radikali (OH):

Hemen hemen bitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen yitksek reaktivitesi olan
bir ajandir. Reaksiyona girmeden 6nce hiicrede difiize olmasi giigtiir ¢iinkii ¢ok kisa
omurlidir. Fakat kigik miktarlari bile uretildigi yerde agirn hasar yapabilecek

kapasitededir.
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2.3.2.4 Singlet oksijen (*0,):

Bir radikal olmayip, siklikla serbest oksijen radikalleriyle birlikte anilan reaktif

oksijen tiriidiir. Serbest radikal reaksiyonlariyla tiretilebilir.

2.3.2.5 Karbon merkezli radikaller (R):

Lipid, niikleik asit, karbohidrat veya protein gibi biyolojik bir molekiilti okside edici
bir radikalin etkilemesiyle olusur (6rnegin OH'). Bunlar oksijen molekild ile birlikte gok
izl bir sekilde ilgili peroksil radikallerini (ROO’) olusturmak iizere birlesirler. Diger
taraftan bu peroksil radikalleri, alkoksil radikalleri (RO") tireten reaksiyonlara karigabilir.
Stlfiir atomlari, yeni bir serbest radikal tretimi [thiyl (tiyo) radikaller, RS7] i¢in kaynak
olabilir.

2.3.3 Serbest radikallerin hiicresel yapilara etkileri

2.3.3.1 Lipidlerde meydana gelen yapisal degisiklikler:

Hiicre membranlari, okside edici radikallerle kolaylikla etkilenebilen poliansatiire yag
asitlerince (PUFA) zengindir. Lipid peroksidasyonu olarak da bilinen PUFA’min oksidatif
hasar1, sonugta kendi kendine zincir reaksiyonlari baglatarak isin kendiliginden devam
etmesine yol agar. Sonugta olusan peroksil radikalleri (LOO") zincir reaksiyonunun bir
aracist olup bir sonraki PUFA’y1 okside ederek yeni zincir reaksiyonlar baslatirlar (26). Bu
islemlerin sonunda olusan iriin hidroperoksitlerdir (LOOH) ve bunlar da daha siddetli
radikal ozelligi olan tiirlere, o6zellikle aldehitlere gevrilirler. Aldehitler daima lipid
hidroperoksitler pargalandig1 zaman olusurlar ve ¢ogu biyolojik olarak aktiftirler. Bunlardan
en ¢ok bilineni ‘hidroksialkenoller’dir ve bunun da 4-hidroksinonenal tiyesidir (27,28). Bu
bilesikler normal olarak olustuklar1 yerden diffiize olarak hiicrenin diger kisimlarina gidip

hasar olusturabilirler.

2.3.3.2 Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde meydana gelen yapisal degisiklikler:

Protein ve niikleik asitler serbest radikal saldirilarina PUFA’lerden daha az duyarlidir.
Cuinkii bunlarda hasar olusturucu zincir reaksiyonlarinin olugma ihtimali gok zayiftir. DNA,
okside edici radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilmektedir. Bunun sarti
radyasyon biyologlarinca da agikga gosterildigi iizere radikallerin DNA’ya yakin bolgelerde
meydana gelmeleridir. Proteinlerde oldugu gibi hizli zincir reaksiyonlarinin olma ihtimali
¢ok azdir (29).
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2.3.4 Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistemler

2.3.4.1 Enzimatik antioksidanlar
Belli bagh taninmug antioksidan enzimler, SOD, CAT ve GSH-Px’dir (30,31) (Sekil 4).

ksantin
oksidaz

Mikrozomal ve
mitokondrial elektron H,0 + %0,
transport zincirleri

. l car

SOD GSH-Px

respiratuvar ___j, 02' _» H0, 2H,0
patlama / / \ >
H Fe* GSH GSSG
prostaglandin’ \ GSH-Red
sentezi
NOS
Arjinin —» NO' Fenton NADP* NADPH+H"
reaksiyonu

A
ONOO" ——»ONOOH ij "‘OH+OH —p membran fosfolipidleri
H (PUFA) ile reaksiyon

NO';- i
Lipid peroksidasyonu

v

MDA salinimi

Membran yapilara /

zararh etkiler

0" siiperoksit anyon radikali, O,: molekiiler oksijen, H':hidrojen iyonu, proton,
H,0: su, SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, H,O,: hidrojen peroksit, GSH-
Px: glutatyon peroksidaz, GSH: rediikte glutatyon, GSSG: okside glutatyon, GSH-
Red: glutatyon reditktaz, NADPH+H": rediikte nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat, NADP": okside nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, Fe*?: ferro demir, OH:
hidroksil iyonu, ‘OH: hidroksil radikali (en fazla potent serbest oksijen radikali),
NOS: nitrik oksit sentaz, NO': nitrik oksit radikali, ONOO": peroksinitrit, MDA
malondialdehit (membran fosfolipitlerinin lipid peroksidasyonunun son {iriinii),
NO;"; nitrit, PUFA: poliansatiire yag asidi.

Sekil 4: Hiicresel antioksidan enzim sistemi ve lipid peroksidasyon zincirini
gosteren sema (Herken et al., Mol Pyschiatry (2001) dergisinden modifiye edilerek
alinmmgtir.)
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Siiperoksit Dismutaz: Siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu

katalizleyen enzim grubudur. Katalizledigi reaksiyon su sekildedir;

20,7 +2H > H;0; + O,

Metal ihtiva ettigi i¢in metalloenzim grubundandir. Insanda Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD
ilk defa 1969 yilinda McCord ve Fridovic tarafindan tanimlanmistir (32). Okaryotlarda en
son 3 SOD izoformu tamimlanmaktadir. Bunlar ekstraselliller SOD (ec-SOD), sitoplazmik
SOD (Cu, Zn-SOD) ve mitokondrial SOD (Mn-SOD)’dur (33). Cu,Zn-SOD; hiicrenin
sitoplazmasinda bulunur. Molekiil kiitlesi 32.000 daltondur. Iki alt iinitesi vardir ve bunlarin
her birinde bir Cu ve bir Zn atomu bulunmaktadir. Mn-SOD ise mitokondrial bir enzimdir.
Prokaryotlarin sitozoliinden elde edilebilmektedir. Ilk kez 1970 yilinda Keele ve ark.
tarafindan izole edilmigtir (34). 23.000 dalton agirligindadir. Buradaki Mangan -+3

degerliklidir. Iki alt birimden yapilmis olup her alt birimde bir Mn atomu vardir.

Glutatyon peroksidaz: Ik kez memeli eritrositlerinde Siddons ve arkadaglan
tarafindan gosterilmigtir (35). Prostetik grup olarak Selenyum (Se) tasimaktadir. Bu yiizden
metalloenzim grubunda degerlendirilir. Hidrojen peroksidin in vifro detoksifikasyonunu
yiksek spesifite ile katalizlemektedir. Katalizleme sirasinda rediikte glutatyon okside
glutatyona c¢evrilmektedir. Reaksiyon su sekildedir;

2GSH + H,0, 2 GSSG+ 2H,;0

Lipid peroksitlerinin indirgenmesini de katalizlerler (36).

Katalaz: 1901 yilinda tabiatta yaygin bir sekilde yer aldigini Leew ve arkadaglar
belirlemistir (37). Ik defa 1937°de Sumner ve Dounce (38) tarafindan karacigerden kristal
formda elde edilmistir. Molekiil kiitlesi 240.000 daltondur. CAT, glikoprotein yapisinda bir
hemoproteindir. Dért alt {initeden olugmugtur. Bu alt initeler ferriprotoporfirin grubu
seklindedir. Yani prostetik grubunda Fe* bulunan protoporfirin IX bulunmaktadir. Doku
katalaz aktiviteleri biyiik farkliliklar gosterir. En yiiksek aktivite karaciger ve bobrekte
saptanmuistir. En az aktivite ise destek dokusunda gozlenir. Dokularda esas olarak
mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagli olarak bulunur. Ayrica sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda da aktivitesi vardir. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan H»0,’i
direkt olarak suya gevirir. H,O;’in konsantrasyonunun agiri arttif ortamlarda aktivite
gosterir. Diisiik H,O, konsantrasyonlarinda diger enzimler (glutatyon peroksidaz gibi)
devreye girer (39).

GSH-Px ile aym etkiyi gosterir. Fakat hiicre i¢i daglimi agisindan farklilik s6z konusu
olup, GSH-Px esas olarak mitokondri ve sitozolde aktif iken katalaz peroksizomlarda
aktiftir.
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Katalizledigi reaksiyon su sekildedir;

2H;0,2> 2H,0+0,

ROOH + AH, 2> H,O + ROH + A

(ROOH: metanol, etanol, formik asit, fenoller gibi bir elektron vericisidir.)

Glutatyon Rediiktaz: Okside glutatyonun, rediikte glutatyona doniigiminii saglayarak

dolayl: antioksidan etki gostermektedirler.

Glutatyon-S-transferaz: Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol

oynarlar. Lipid peroksitlerine karg: (Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek) bir savunma
mekanizmasi olugtururlar (26).

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Siiperoksit radikalinin in vivo olarak olustufu major

yollar mitokondri ve mikrozomal elektron transport sistemleridir. Mitokondrial elektron
transportunda normal sartlar altinda bir molekiiler oksijene 4 elektron aktarilarak 2 molekiil
su olusturulur:

O, +4H" + 4¢” > 2H,0

Sitokrom oksidaz, kismen elektronlanmig oksijenleri aktif merkezinde sikica tutar,
boylece elektron sizintisini minimale indirmis olur. Dolayisiyla buradaki konumu bir
antioksidan o6zellik arz etmektedir. Eger kismi olarak elektronlanmig oksijen atomlarini

(serbest radikal) yapisinda tutmamus olsa, ortamda oksidatif stres artacaktir.

2.3.4.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

E Vitamini: Membranlarin lipid kisminda ve ekstraselliler sivilarda bulunur. Lipid
peroksitleri inaktive eder ve lipid peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu
tepkimelerini engeller.

C vitamini: Hiicre dis1 sivilarda bulunur. Siiperoksit ve hidroksil radikalinin dogrudan
temizleyicisidir.

B-Karoten: Vitamin A o6nciili olup, membranlarda bulunur. Temizleyicidir ve
peroksitlere direkt etkisi s6z konusudur.

Seruloplazmin: SOD benzeri bir etki gosterdigi disiinilmektedir. Ferro demiri
yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece serbest radikal olusumunu inhibe eder.

Transferrin: Dolagimdaki serbest demiri baglar.

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda siiperoksit, hidroksil ve peroksil
radikallerini temizler.

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit (HOCI)

toplayicisidir.
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Bilirubin: Serbest radikal tutucusudur, siiperoksit ve hidroksil radikal toplayicisidir.

Glutatyon: Karacigerde, genetik bilgiye gerek olmadan glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ayrica
proteinlerdeki, -SH gruplarint da rediikte halde tutarak oksidasyondan korur.

Sistein: Serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir.

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile reaksiyona girer.

Glukoz: Hidroksil radikal tutucusudur.

Piruvat: H,0; tutucusudur.

Hemoglobin oksidanlari, haptoglobin hemoglobini, hemopeksin de serbest hemi
baglayarak antioksidan 6zellik géstermektedir.

Melatonin: Pineal bezden salinan indolamin yapisinda bir hormon olup OH' radikalini
ortadan kaldiran etkin bir antioksidandir (26).
2.3.5 Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in yapisi ve dzellikleri

Son yillarda dogal bazi maddelerin tibbi 6zelliklerine yonelik artan bir ilgi vardir.
Ozellikle bitki, bal ve propolis gibi ar1 iriinleri bu ilginin merkezi konumundadir. CAPE

yapica flavonoidlere benzeyen bal arist propolisinin aktif bir bilesenidir (Sekil 5).
i @
HO

HO”

Sekil 5: Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in kimyasal yapist.

Antiviral, antienflamatuvar ve immiinomodiilator 6zelliklerinin yam sira transforme
olmus farkl tipte hiicrelerin bilyiimesini inhibe ettigi bulunmustur. CAPE, propolis
bilesenleri i¢inde arasidonik asit kaskadini en potent gekilde modiile eden bir ajandir (40).
Bhimani ve arkadaslar1 HeLa hiicrelerinde 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) ile
indiiklenmis oksidatif stres tizerine CAPE’nin etkisini aragtirmuglar ve kiltur ortaminda 25
mikromol konsantrasyonda okside baz tiriinlerinde ve hidrojen peroksit Gretiminde azalma
tespit etmislerdir (41). Boylece kanserden 6nleyici bir ajan olarak kabul edilebilecegini
belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada deriden TPA uygulanmasi ile meydana gelecek tiimor
olusum ve ilerlemesi ile farenin derisindeki DNA’da meydana gelecek okside baz iiriinleri
potent bir sekilde inhibe edilmigtir (42). Bunlarin yaninda hem in vitro hem de in vivo

olarak yapilan ¢aligmalarda CAPE’nin transforme olmug hiicrelerde sitostatik, dolayisiyla
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karsinostatik 6zellikleri oldugu (43,44) fakat normal hiicrelerin biiyimesini degistirmedigi
gosterilmigtir. Son olarak tavsanlarda CAPE’nin lens epitel hiicrelerinin transformasyonunu
baskilayarak posterior kapsiil opasifikasyonunu (PCO) onledigi, boylece ekstrakapsiiler
katarak ekstraksiyonu ve intraokiiler lens implantasyonu sonucu ortaya g¢ikabilecek bu
onemli komplikasyonun normal hiicrelere higbir zarar1 olmayacak sekilde CAPE tarafindan
Onlenebilecegi ileri stirilmustiir (45).

2.3.6 Karaciger iskemi-reperfiizyon hasarinda ileri siiriilen stratejiler

2.3.6.1 Iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest radikaller

Serbest radikal bir veya birden fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden stabil
olmayan bir molekiil olarak tarif edilmektedir (46). Molekiiler oksijenin indirgenmesi veya
uyarilmasi sonucu birkag serbest oksijen radikali olugmaktadir. Bunlardan stiperoksit;
mitokondrial, endoplazmik retikulum, membran elektron transport islemleri, hemoglobin,
aldehid oksidaz ve XO tarafindan iretilen bir yan Griindiir. /n vivo olarak siiperoksit
olusumu hemen hemen tamamen hidrojen peroksit iretiminde artmayla birliktedir.
Hidroksil radikali demirin rol aldigi Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu yoluyla
tretilmektedir. Bu radikal biyolojik sistemlerdeki en reaktif serbest radikaldir ve lipid
peroksidasyonu, sitokrom enzimlerin inaktivasyonu, membran transport proteinlerindeki
degisiklikler ve siilfidril gruplarinin oksidasyonu gibi yikici olaylardan sorumludur (47).
Daha dnce bahsedildigi gibi biyolojik sistemlerde serbest radikal tireten birkag mekanizma
tanimlanmigtir. Mitokondrial elekiron transport zincirinde fizyolojik olarak sizma tarzinda
kugiik miktarlarda serbest radikaller olusturulmaktadir. Patolojik siireglerde ise serbest
radikaller XO metabolizmasindan, aktive olmus nétrofillerden, katekolamin
oksidasyonundan (48), endotel hiicrelerinden (49) ve prostaglandinlerden uretilmektedir
(50). Iskemi reperfliizyon esnasinda siiperoksit tiretiminin mekanizmas: en detayli olarak
Welbourn ve ark. tarafindan ortaya konmustur (51). Postiskemik dokudaki serbest
radikallerin esas kaynagi XO enzimidir. Iskemi esnasinda ilgili dokuya demir iyonu girisi
olur. Reperfiizyon gergeklestigi taktirde siiperoksit ve hidrojen peroksit tretilir. Siiperoksit
serbest ferroz demirin (Fe'™?) ferritinden salinimini arttirir (52). Boylece fenton reaksiyonu
ile hidrojen peroksitten bol miktarda hidroksil radikali olusur.

Karaciger iskemisini takip eden hem akut hem de subakut reperfiizyon fazinda ROS
tiretilebilir. Reperflizyonun akut fazinda ROS; protein oksidasyonu ve yikilim, lipid
peroksidasyonu ve DNA hasar tizerinden direkt hiicresel hasar olusturur (53). Biitiin bu

akut redoks hasar gesitleri daha sonra sinyal iletim yollarina aktive ederek subakut hasarin
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baglamasina yol agabilir (54). Hasann subakut faz1 esnasinda proenflamatuar sinyal iletim
kaskad’inin akut-faz aktivasyonuyla iiretilen sitokinler nétrofillerin alikonmasina ve hasarli
dokunun hasarinin daha da artmasina sebep olur. Ayrica subakut faz esnasinda
notrofillerden sekrete edilen proenflamatuar sitokinler reseptdr aracilt yollar ile hasarh

dokuda hiicre igi ROS iiretimini arttirarak organ hasarini derinlestirirler (55).

2.3.6.2 Iskemi-reperfiizyon hasarinda sitokinler

Aktive Kupffer hiicreleri (KH) damar liimenine ROS salarak sitokinleri uyarir. Bunlar
da beraber siniizoidlerde graniilosit toplanmasina ve mikrosirkiilasyonda bozulmaya yol
acgarlar (56,57). KH aktivasyonu ve sonradan gelisen vaskiiler enflamasyon ekstrahepatik
mekanizmalar tarafindan hizlandirilabilir. En 6nemli faktér KH’nin endotoksinler tarafindan
uyarilmasidir (58,59). KH’nin potent aktivatorii olan endotoksinler portal damarin
klempleme zamanina bagli olarak olusan intestinal konjesyon neticesinde barsaklardan
gecmektedir (60). Bu olay ayni zamanda transplantasyon sonrasindaki greft rejeksiyonuna
neden olmaktadir (61,62). Hatta son bilgiler dalagin hepatik reperflizyon hasarina katkisi
olan bir organ oldugunu ortaya koymaktadir. Ciinkii splenektomi TNF-a olusumunu
artirmakta ve reperflizyon hasarina kargi koruyucu olmaktadir (63). Bu bulgular karaciger
dist TNF-o0, iireten kaynaklarin oldugunu veya dalaktan gelen uyarilarin reperfiizyon
siiresince aktive KH tarafindan TNF-o. iiretiminde rol alabilecegini gostermektedir. ROS’un
KH’lerini kendiliginden uyarabilecegi ve KH tzerinden hasar olusturabilecegi ileri
siirilmektedir. Deneysel veriler ROS’un, endotel hiicrelerinden ve monositlerden platelet
aktivasyon faktor (PAF) (64), interlokinler ve TNF-o, (65) salinimini uyardigini gostermistir.
Hatta ROS hiicre digt faktorlerle regiile edilen kinazlar1 (ERK) uyararak mitojenle uyarilan
protein kinazlar1 modiile etmektedir (66). Rat karaciger transplantasyonlarinda reperflizyon
anminda ERK aktivitesi gegici olarak artmakta, bu artig aktivator protein 1’in (AP-1)
komponenti olan c-jun N-terminal kinaz (JNK)’1n uzun siiren indiksiyonunu saglamaktadir
(67,68). Ayrica ROS, sogukta saklanmig fare karacigerlerinde reperflizyondan sonra niikleer
faktor NF-(kappa) B aktivasyonu tizerinden TNF-o’nin ve IL-10’un salinimini uyarmaktadir
(65). Yine, karacigerden kaynaklanan ROS, endotel hiicre ve hepatositlerde ylikseltgenme
ve indirgenmeye duyarli transkripsiyon faktorieri AP-1 ve NF-(kappa) B’yi aktive
etmektedir (69,70). Ayrica proenflamatuar genleri de (71) regile ettiginden her iki
transkripsiyon faktorii koruyucu ve rejenere edici fonksiyonlariyla (72,73) bu faktorlerin

aktivasyonunun I/R hasar1 iizerine etkisi hentiz aydinlatilmamagtir.
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2.3.6.3 Iskemi-reperfiizyon hasarinda lkosit invazyonu ve myeloperoksidaz

Notrofiller ihtiva ettikleri graniilleri i¢inde kirkdan fazla hidrolitik enzim ve baz
toksik molekiiller igerirler. Stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hipoklorid asit ve kloramin
gibi birgok oksidan ajan iretebilirler (74). Cok sayidaki bu toksik molekillerin bu
hiicrelerde bulunmasinin 6énemi muhtemelen bu hiicrelerin antimikrobial aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir. Bu ajanlar eksojen mikroorganizmalar1 ve doku yapilarini birbirinden
ayirt edemedikleri igin potansiyel histotoksik aktiviteleri ayni zamanda viicut yapilarina
kars1 da kullamlir. Notrofillerdeki oksidan ajan iireten NADPH oksidaz enzimi hedef ile
irtibat kurmus notrofillerin membran bolgesinde bulunmaktadir. Aynmt membran bélgesi
ayrica azirofil granillerinin ekzositozunda da gorev almaktadir. Boylece hedef opsonize
olmus mikroorganizmalar gibi fagosite edilebilen partikiiller tarafindan sunulursa hedefin
baglanmas: intrastoplazmik bir fagozomun olusumu ile sonuglanir. Bu durumda nétrofilin
hedefi fagozom iginde hapsedilmis olur. Fagositoz olduktan sonra, nétrofil hiicre
membraninda yerlesmis olan NADPH oksidaz sistemi gevreden saglanan molekiiler oksijeni
siperoksite donugtirtr. Siperoksit olusumuna kaynak olan molekiiler oksijenin hizli
tuketimi “respiratuvar patlama” olarak adlandirilir. Daha sonra siiperoksit, SOD etkisi ile
H,07’ye donustirilur. Fagolizozomda bulunan lizozomal enzimlerden MPO varliginda
peroksit ve klorir iyonlar1 bakteriyi lize eden hipokloréz (HOCI)’e doniistiiriiliir. Fazla
peroksit ise daha once bahsedildigi gibi CAT veya GSH-Px ile nétralize edilir. Boylece
fagosite edilmis olan mikroorganizmalar civar dokulara minimal risk teskil edecek sekilde
elimine edilir (75) (Sekil 3).

Eger nétrofil sindirebileceginden daha fazla sayida hedef ile karsilagirsa fagozom
olusumu esnasinda yikici graniil igerikleri ve oksijen metabolitleri ekstraselliiler kisma tagar.
Bu durum “sindirim esnasinda kusma” olarak adlandirilir ve genellikle fagositoz esnasinda
gorilen notrofil kaynakli doku hasarindan sorumludur. Dokular inflamasyonla
kargilagtiklarinda nétrofiller tam aktive olarak siiperoksit anyonu iretirler. Bu durumda
superoksit makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi doku hiicreleri ve damar digina
¢ikmig notrofiller tarafindan retilen nitrik oksit ile reaksiyona girer (76). Bu reaksiyonun
sonunda ¢ok kuvvetli bir mikrobisidal ve sitotoksik bilegik olan peroksinitrit tiretilir. Ayrica
superoksit hizla hidrojen peroksite dismute edilebilir. Bu bilegik yiikii olmamas1 ve digiik
reaktivitesi nedeni ile kolaylikla enflamasyonlu dokuya difiize olabilir. Olugan hidrojen
peroksit havuzu nétrofil ve makrofajlarin lokal sayisina ve aktivasyon derecelerine baglidir.
Notrofillerde bulunan miyeloperoksidaz substrat olarak hidrojen peroksiti kullanarak

hipoklorik asiti olusturur. Diger bir ifade ile nétrofiller zayif bir okside edici ajan olan
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hidrojen peroksiti daha kuvvetli bir oksidan olan hipoklarata gevirir. Bu bilesik nétrofilik
enflamasyon esnasinda iiretilen en toksik ajandir (77) (Sekil 3).

Karaciger iskemi-reperflizyon hasarinin patofizyolojisinde notrofillerin roli oldugu ilk
defa notropeninin faydali etkisi gorildiiginde anlagilabilmigtir (78). Son donemlerde
bulunan delillerle nétrofil kaynakli hasarin Kupffer hiicreleri kaynakli hasardan saatler
sonra basladigy gozlenmigtir. Ornegin noétropeni (nétrofil sayisim %60 azaltilmasi)
reperfiizyondan sonraki ilk 5-6 saat esnasinda hasardan korumamaktadir (78). Bu sonuglar
en son yapilan bir galigmada karacigerde endotoksemi esnasinda nétrofillerin yalnizca
%30’unun migrasyona ugradigi ve hasara katki yaptigi bulgusu ile desteklenmistir (79).
Biitiin bu bulgular nétrofillerin iskemik dokuya yeniden akimin saglandigi andan itibaren
birkag saat sonra hasara katki yaptig1 hipotezini kuvvetle desteklemektedir. Bir hepatosite
bir notrofilin hasar verebilmesi igin notrofilleri karacigere hapseden mediatorlerin
tretilmesi, adhezyon molekiillerinin arttirilmasi ve nétrofil migrasyonunun ve parankim

hiicrelerine gegisin arttiriimast gerekmektedir (80).

2.3.6.4 Iskemi-reperfiizyon hasarinda ksantin dehidrojenaz —> ksantin oksidaz doniistimii-
niin rolii

XO sistemi memelilerde iskemi reperfiizyon hasarini takiben ROS iretiminin en
onemli kaynaklarindan biri olarak kabul edilir. Bu sistemin viicutta en yogun oldugu
organlardan biri de karacigerdir (81). Ksantin dehidrogenaz (XDH) ve XO, ksantin
oksidorediiktazin iki ayrn formudur. Hem XDH hem de XO hipoksantinin ksantine,
ksantinin de irik aside doniisimiini katalize eder. Bunlardan XDH elektronlar1 tercihen
NAD’ye transfer ederken XO akseptor olarak oksijeni tercih eder ve siiperoksit olusturur.
XDH siilfidril oksidasyonu ile veya proteolitik pargalanma ile XO’ya gevrilir. Iskemi
reperflizyonun hipoksik agamasi esnasinda ATP’nin hizla tiketiimesine bagli olarak
hipoksantin birikir, total enerji seviyesi azalir. Buna paralel bir mekanizma ile hipoksik
sartlar XDH’nin XO’ya ¢evrimini katalizleyen proteolitik enzimleri aktive eder (82). XO
seviyesinin artmasi ve reperfiizyon fazinda oksijenin gelmesi ile birikmis olan hipoksantin
tirata okside edilir. Iste bu reaksiyonda molekiiler oksijen siiperoksit radikallerine gevrilir.
XO’nun ¢ogu endotel hiicrelerinde bulunmakla birlikte sekrete edilen XO’nun sirkiilasyonla
viicudun her tarafina dagildigi ve iskemi reperfizyon hasari olusan bolgenin distal
kisimlarinda ROS iretimine katkida bulundugu gosterilmistir (83). Bu durum birgok
organda simiiltane olarak XO kaynakli ROS atagina yol agar. XO artisinun goriilmedigi
bolgelerle karsilagtirildiginda yikict etkilerinin daha ileri seviyede oldugu tespit edilmigtir.
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Sirkiilasyonda bulunan XO’nun ve bunun ROS iiretme kapasitesinin hasar yapici roli
siiperoksit dismutaz gibi serbest radikal siipuiriiciilerin eksojen olarak verilmesi sonucu daha
net bir gekilde gosterilmigtir. Bu enzim endotel hiicreleri tarafindan alinamadigi halde

reperfiizyon injiirileri igin koruyucu etkileri oldugu gosterilmigtir (84).

2.3.6.5 Iskemi-reperfiizyon hasarinda mitokondrilerin rolii

Mitokondriler oksijen tiiketip enerji lireten en 6nemli hiicresel organel olduklar: igin
ROS iiretiminin en baskin olarak yapildig1 yer olduguna inanilmaktadir. Burada elektron
transport sistemi olarak da bilinen solunum zincirinde molekiiler oksijenin suya
indirgenmesi gergeklesmektedir. Mitokondrideki elektron transport zincirinin I/R hasan ile
bozulmaya ugramasi hiicrenin sitoplazmasina agir1 miktarda tiretilen ROS’un gegisine sebep
olmaktadir. Bu hipotez respirasyon sisteminden yoksun ML-1a hiicrelerinde serbest radikal
iiretiminin azaldifinin ve TNF ile indiklenen apoptozisin 6nlendiginin bulunmas: ile
desteklenmistir. Bu bulgular mitokondrial ROS iretiminin programli hiicre 6liimiinde de

onemli bir tetikleyici mekanizma oldugunu gostermektedir (85, 86).

2.3.6.6 Iskemi-reperfiizyon hasarinda zincirleme lipid peroksidasyonu, iiriin ve ara
iiriinlerinin rolii

Plazma membram, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik membranlara
serbest radikallerin etki etmesi lipid peroksidasyonu ilizerinden membranlarin poliansatiire
yag asitlerinin oksidatif yikimina yol agabilir. Hiicre membranlarinin lipid kisminin buyik
gogunlugu fosfolipid ve bunlarin yapisindaki poliansatire yag asitlerinden olugmustur. Bu
hasar sonucunda membranin yapisi ve fonksiyonlari biiyiik 6lgiide bozulur. Lipid
peroksidasyonu, bir lipid molekilinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir
metilen grubundan bir hidrojen atomunun gikarilmas: ile baglayan kompleks bir fenomendir.
Sonugta karbon merkezli bir lipid serbest radikali olusur. Eger ortamda oksijen mevcut ise
lipid peroksitler veya lipid hidroperoksitler olugur. Bu son iirtinlerin daha ileri pargalanmaya
ugramas ile rolatif olarak daha stabil olan son tiriin malondialdehid olusur (87). Dolayistyla
bir dokuda MDA diizeyinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttiim gosterir (88).
MDA’ nin kendisi de iretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dig ortama hem de
hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre iginde bir ¢ok yapiya zararli etkileri vardir.
Dolayisiyla serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu agiga ¢ikan patolojik tiriin olan MDA

da daha ileri yikimlara sebep olabilir. Bu bilesigin oksidasyon yoluyla yikim: ise karaciger
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mitokondrilerinde yer alan spesifik aldehit dehidrogenaz sinifina dahil olan bir enzim

tarafindan gerceklestirilir (89).

24 Endojen ve eksojen antioksidanlarin karaciger iskemi-reperfiizyon
hasarindaki yeri

2.4.1 SOD ve CAT

SOD ve CAT karaciger kan akiminin kesilmesinden sonra ve tekrar oksijenlenme
saglandiktan sonra olugan hasar: 6nlemek tizere tedavi amagl olarak uygulanmigtir (90-92).
Bu tip uygulamalarin en 6nemli engeli enzimlerin instabil olmasi ve ROS’un asil etki
gosterdigi hiicre i¢i bolgelere bu enzimlerin yeteri miktarda ulasamamasidir. Ornegin
ratlarda Cu, Zn-SOD’un yar1 émriiniin 6-10 dakika, Mn-SOD’un yart émriiniin ise 5-6 saat
oldugu gosterilmistir (93). Bu rekombinant antioksidan proteinlerin spesifik bir hedefe
yonlendirilmesi ve yart dmriiniin uzatilmasi i¢in birgok metod gelistirilmigtir. CAT ve SOD
proteinlerinin siirfaktan lipozomlarinin iginde viicuda sunulmasinin yar1 dmiirlerini arttirdig
gosterilmigtir (94, 95). Bunun diginda polietilen glikol SOD (peg-SOD), galaktozillenmis
SOD (gal-SOD) ve mannozillenmis SOD (man-SOD) tedavi amagh olarak kullanilmugtr.
Kimyasal olarak modifiye edilmiy SOD proteinleri karaciger I/R’un énlenmesinde dogal
SOD’dan daha bagarili bulunmustur (96). Sigir CAT’1, rekombinant CAT ve katalazin diger
modifiye edilmig tirleri I/R hasarinin 6nlenmesi igin tedavi amagh olarak kullanilmigtir
(97). Intravendz olarak enjekte edilen sigir karaciger CAT 1 farelerde hepatik I/R hasarindan
koruyucu etkiler gostermigtir (98).

In vivo sartlarda karacigerin iskemi reperfizyon hasar1 sonrasinda endojen
antioksidan enzimlerin durumunu konu edinen sinirli sayida ¢alisma meveuttur (99,100). Bu
acidan galigmamizin heniiz aydinlatilmamig bir konuya 151k tutabilecegi goriigiindeyiz.

242 GSH

Bir tripeptid olan glutatyon biitiin hiicrelerde milimolar konsantrasyonlarda bulunan
onemli bir endojen antioksidandir. Hiicre iginde iiretilen peroksitlerin glutatyon peroksidaz
tarafindan indirgenmesi amaciyla kosubstrat olarak kullanilir, Karaciger hiicreleri hayli
yiksek konsantrasyonda GSH (10mmol/L) ve diger antioksidanlar1 bulundurdugu igin ROS
hasarina nispeten daha dayanmiklidir. Ekstraselliler GSH konsantrasyonu g¢ok diisiktir:
insanlarda 5 mikromol/L, ratlarda 15 mikromol/l. (101,102). Hepatositlerden disariya
salinan GSH ekstraselliler bolgede tiretilen ROS’u siipiiriicii bir ajan olarak gorev
yapmaktadir. GSH spontan olarak siiperoksit, hidrojen peroksit ve graniilositler tarafindan

tiretilen hipoklorik asit ile monokloraminlerle reaksiyona girebilmektedir (103-105).

22



Dolayisiyla GSH karacigerin reperfiizyon hasarindan korunmasini  saglamaktadir.
Siniizoidal GSH saliiminin koruyucu etkisinin yaninda intravenéz olarak uygulanan
GSH’in da karacieri endotoksin ile aktive olmug Kupffer hiicrelerinin hasarindan
korumaktadir (104). GSH ayrica E vit, C vit gibi antioksidanlarin ve diger nonenzimatik
serbest radikal supiiriicilerin indirgenmis durumda tutulmalan icin de merkezi bir role
sahiptir (106,107).

2.4.3 E, C ve A vitaminleri

E vitamininin karaciger I/R hasari iizerine muhtemel koruyucu etkisi izole sigan
hepatositlerinde ¢aligilmistir. Hepatositleri izole edilmeden 2 saat énce kuyruk veninden 10
mg/kg E vit enjekte edilmesi siiperoksit anyonu tiretimini ve hiicre hasarim1 énlememistir.
Ama lipid peroksidasyonunu azaltmigtir (108). Vitamin karakterli serbest radikal
supurictilerinin etkinligi total hepatik iskemi ve reperfiizyon modeli olusturulan ratlarda
genis olarak caligilmigtir (109). E vitamininin 6zellikle intraperitoneal yoldan uygulanmast,
karacigerin serbest radikal hasarindan korunmasinda ve mitokondri fonksiyonlarinin
yeniden kazanilmasinda énemlidir. Iskemiden 3 giin énce intraperitoneal olarak 10 mg/kg
alfa-tokoferol uygulanmasi siganlarin hayatta kalma oramm %46 artturmustir (110). Bu
uygulama ayni zamanda reperfiizyondan sonra goriilen lipid peroksit artigini tamamen
baskilamigtir. Ayrica ATP’nin yeniden sentezini hizlandirmigtir. Bunun sebebi muhtemelen
mitokondri membranlarini serbest radikal hasarindan korumasidir (111).

Askorbik asit suda eriyebilen ana antioksidan vitamin olarak dokulari oksidatif
hasardan korumaktadir. Hem direkt serbest radikal sipuriiciisii, hem de enzimatik
reaksiyonlarda indirek indirgeyici olarak fonksiyon gorebilir. Askorbik asit singlet oksijen,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini yok edici etkiye sahiptir. Askorbik asitin enzimatik
reaksiyonlar Uzerine etkisi prostetik metal iyonlarimi indirgenmis halde tutmasindan
kaynaklanmaktadir (112). Iskemi ve reperfiizyon siirecleri serumda askorbik asitin azalmast
ile sonuglanmaktadir. A vitamini; singlet oksijenin ve reaktif oksijen tiirlerinin olugumunu

¢ok erken safhalarda onleyici etkiye sahiptir (113).

3 MATERYAL VE METOD

3.1 Deneylerde kullanilan alet ve kimyasallar

Caligmada su aletler kullanilmigtir: Rotina 48 RC (Germany) Santrifiijii, Shimadzu
UV-1601 (Japan) Spektrofotometre, F-4010 Fluorescense Spectrophotometer (HITACHI
1987 Tokyo, Japan), Ultra Turrax T25 basic (Germany) homojenizatér, Mettler PM 100

23



(Isvigre) hassas terazi, Nuaire ~85°C Ultralow Freezer (Japan) marka derin dondurucu,
Mettler Toledo MP 220 (ingiltere) model pH metre.

Calismada kullanilan maddeler sunlardir: Kloroform, etil alkol, EDTA (Na tuzu),
Na;CO3, (NH4)2S804, NaH;PO,4, Na;HPO4, %30 Hy0, , NaN;, KH,PO., 4-aminoantipyrine,
fenol kristali, hexadecyltrimethyl ammonium bromid, HCI, n-butanol, kadmiyum graniilleri,
NaOH, CuSO,, H;SO4 NaNO;, Na;B;0; ZnSOs KNO;, triklor asetik asit (TCA),
NasSitrat, %85 fosforik asit, lityum siilfat ve brom MERCK firmasinin, ksantin, Nitroblue
tetrazolium (NBT), bovine serum albumin (BSA), ksantin oksidaz (XO), glutatyon-rediikte
formu (GSH), NADPH-redukte formu, glycine (amino asetic acid), sulphonil amide (p-
aminobenzen sulphonamide), N-(1-Naphthyl) ethylene diamine dihydrochloride, sodyum
tungstat, di-sodium molybdic acid ve CuCl, SIGMA firmasinin iretimleri olup Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarlarindan ve Arastirma Fon Saymanliinin “proje destek fonu”
katkilariyla temin edilmistir.

3.2 Sicanlarin temini ve deneylere hazirlanmasi

T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanlign Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Miidurligi, Firat Unv. Tip Fak. Anatomi AD ve Siileyman Demirel Unv. Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji AD'dan temin edilen Wistar albino erkek siganlara 6zel kafeslerde,
havalandirmast olan, mevsimsel giin 1181 ritminde, standart sigan pellet yem ve gesme suyu
verildi. Giin agin1 sulan degistirildi ve kafes temizligi yapildi. 250 gr.'t gegen siganlar rasgele
alinarak cerrahi iglem sirasinda gruplandirildi.

3.3 Deney gruplarinin olusturulmasi

1. grup: Sham grubu (Sham) (n=10); Bu grupta batin medline insizyonla agildi,
karaciger loblar1 aralamp vena porta ve arteria hepatika goriildi. Batin sutire edilip VR
siresi kadar bekletilen siganlarin kani ve karaciger loblar1 alinarak oldirildi.

2. grup: Salin-iskemi grubu (n=10); Batin medline insizyonla agildi, agagida detayli
olarak anlatildig: sekilde iskemi ile birlikte batindan salin uyguland: ve 1 saat iskemi siiresi
sonunda dokulan alinarak siganlar 6ldiiriildii.

3. grup: Salin + iskemi-reperfiizyon grubu (Salin+I/R) (n=10); 1 saat iskemi
uygulanmasimnin ardindan klemp agilip 1dakika sonunda kuyruktan 1,5 ml. kan alinip
serumu ayrildi. Bu siganlarin karaciferi iskemiyi takiben 2 saat reperflize edildi.
Reperfiizyon siiresinin sonunda kan ve karaciger dokular: alinarak siganlar élduraldu.

4. grup: E vitamini + iskemi/reperfiizyon grubu (Evit+I/R) (n=10); Asagida

anlatilan gekilde E vitamini uygulanip 1 saat iskemi yapildi. Bu siganlarin karacigerlerine
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daha sonra 2 saat reperflizyon uygulands, takiben kan ve karaciger dokular alinarak siganlar
oldurilda.

S. grup: CAPE + iskemi/reperfiizyon grubu (CAPE+I/R) (n=10); 4. Gruptaki
uygulamanin aymisi E vitamini yerine CAPE verilerek yapildi.
3.4 Karaciger iskemi-reperfiizyonun olusturulmasi ve E vitamini ile

CAPE'nin uygulanmasi
Albino-Wistar tiirii erkek siganlarin bir giin 6nceden standart yemleri kesildi. Siganlar

tartilarak 1mg/kg Xylazine ile 0.5 ml/kg ketamin intraperitoneal uygulama ile genel anestezi
yapildi. Anestezi edilen siganlar vicut sicaklifi korunarak medline insizyonla batinlan
agild1. Karaciger loblar1 zedelenmeden aralanarak vena porta ve arteria hepatikanin dallari
goriildi. Sol ve median loba giden dallar: tespit edilip bulldog klemp ile klemplendi (Sekil
6).

3

hedian Laob

T

SagLob SolLob

Klemp

Safra kenals
1 Hepatik arter
il R4
Sekil 6: Karaciger dorsal yiizden iskemi modelinin gbsterimi.
Yaklagik 1-2 dakika sonra renkleri soluklagan median ve sol loblarin, iskemik

Portal Ven

olduguna karar verildi. Iskeminin baslamasindan 5 dakika sonra E vitamini grublarina 10
mg/kg olacak sekilde agik batindan peritona ROCHE ilag firmasinin iirettigi Epynal
ampulden E-vitamini uygulandi. Izotonik gruplarina yine iskemi baglangicindan 5 dakika

sonra 0.1 ml/kg % 0.9 NaCl ¢ozeltisi periton bosluguna uygulandi. Ayni sekilde CAPE
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gruplarina da iskemi baslangicindan 5 dakika sonra 10 pmol/kg olacak sekilde agik batindan
peritona CAPE uygulandi.

Batin  kapatildi ve wviicut 1sis1 ~37°C'de muhafaza edilmeye galigild
Iskemi/reperflizyon grublarinda yukarida bahsedilen bir saatlik iskemiyi takiben batin tekrar
agilarak klemp dikkatlice ¢ikarildi, loblarin tekrar kanlanmasi gézlenen siganlarin tekrar
batinlar1 kapatildi ve viicut 1silar korunarak iskemi olusturulan karaciger iki saat reperfiize
edildi.

3.5 Karaciger dokularinin gikarilarak biyokimyasal analizlere hazirlan-
masi:

Iskemi siireleri dolan siganlarin batimlari tekrar agildi ve vena cava inferiora enjektor
ile girilerek yaklagik 5-7 ml kan alindi. Kalp atisi devam eden siganlarn kan alimindan
sonra vena cava inferior kesilerek karacigerin kaninin bogalmasi saglandi ve siganlar
oldurildi.

Iskemik gruplarin klemplenen vena porta, arteria hepatika ve bilier duktus agildiktan 1
dakika sonra kanlari alinds, karacigerin sol ve median loblan dikkatlice eksize edildi.

Karaciger median lob, sag ve sol loblar hemen soguk izotonik su ile yikandi ve
aliminyum folyeye sarilip -85°C derin dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacag
zamana kadar saklandi. Alman kanlar 1500xg’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlar
aynld: ve ependorf tiiplerine aktarildi. Serumun bir kismi ile hemen AST ve ALT galisilds,
diger kismm ise -85°C derin dondurucuya konuldu.

3.6 Numunelerin korunmasi, homojenizasyonu ve deney i¢cin hazirlanmasi
3.6.1 Numunelerin muhafazasi:

Biyokimyasal analizler i¢in elde edilen karaciger dokular1 soguk izotonik su ile yikandi
ve aliminyum folye i¢ine sarilarak numaralandi ve -85 °C’de muhafaza edildi. Derin
dondurucudan ¢ikarilan dokularin buzu ¢oziildikten sonra buzla sogutulmus distile su ile
yikand1. Bu islem 3 defa tekrarland:.

3.6.2 Homojenizasyonda kullanilan reaktifler:

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve HCI
soliisyonu 50/39.9 (v/v) oraninda karigtirilarak hazirlandi (114). Tim ¢aligmalarda bu
tampon kullamldi. Myeloperoksidaz enzim tayininde kullamlacak siipernatanin elde
edilmesi igin ise % 0.5’lik hexadecyltrimethyl ammonium bromid, doku agirliginin 5 kati
olacak sekilde ilave edilerek 16000 devir/dakika hizda 2 dakika homojenize edildi.
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3.6.3 Homojenizasyonda yapilan islemler ve numunelerin hazirlanmasa:

Yas agirliklar1 1 gr olarak ayarlanan karaciger dokularn soguklugu muhafaza edilerek
temiz cerrahi makasla kiigiikk pargalara ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku iizerine 2 ml Tris-
HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmusg plastik kap igerisine yerlestirilen cam tupteki doku
16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Son hacim doku agirliginin 10 kat1 olacak
sekilde tampon ilave edildi. Tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi.
Homojenatin 1sisi artirilmadan ependorf tiiplerine aktarildi ve tiplerin tizeri numaralandi.
Yas doku agirlif1 ve ilave edilen tampon miktarlar kaydedildi. Elde edilen homojenatlardan
NO ve MDA tayinleri yapildi.

Homojenatlar 3220 rpm/30 dakika + 6 °C sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek
siipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH-Px, XO ve protein tayinleri
yapildi. Stipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile (115) vortexlenip cam
tiipte 3220 rpm/40 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve
SOD enzim aktivite tayini yapild1.

3.7 Karaciger dokusunda biyokimyasal analizler
3.7.1  SOD enziminin (total SOD) aktivite tayini:

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaglarinin metoduna
(115) ve Durak ve arkadaslarinin tarifledigi modifikasyona (116) gore tayin edildi. Bu
metodda SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile uiretilen siiperoksitin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadig1 ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk olugmaktadir.
Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk meydana
gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk olugmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Absgsr — AbSpum) / Absierx 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesidir.
Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan Reaktifler

SOD reaktifi [0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu), 150 pmol/L NBT,
400 mmol/L NayCOs, 1g/L bovine serum albumin ( BSA)], 167 U/L ksantin oksidaz (XO),
0.8 mmol/L CuCl,
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Deneyin yapihisi:

Kor (mL) Numune (mL)
SOD reaktifi 2.85 2.85
Extrakt - 0.10
Bidistile su 0.10 -
X0 0.05 0.05
25 °C'de 20 dakika inkiibasyon
CuCl, 1 1

Distile suya karg1 koérden baglanarak numuneler 560 nm.’de okunur.

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmas:

% Inhibisyon = ( [Absorbans kér (K) - Absorbans numune (N)] ) /K x 100
% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite  (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 / 0.1)] ml.
U/ml= [(K-N) /K ]x20 x 5 (sulandirma faktorii)
Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/mL/mg/ml protein]

3.7.2  CAT enziminin aktivite tayini

Metodun prensibi: Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin metoduna goére
calisildi (37). Hidrojen peroksit (H2O;) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Deney
ortamina ilave edilen H,O, katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmakta, bu ise kendini
ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu
azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su gekildedir

CAT
HzOz —P H20 +1 02
Kullamilan reaktifler:

Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM), absorbans1 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmig olan
H,0,’li fosfat tamponu (H,O; ¢6zeltisi).

Deneyin yapilisi:

Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan kore karst H,O, gozeltisinin

absorbans1 0.500’e ayarlandi.

Kér (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0; ¢ozeltisi 0.01 2.99
Siipernatan - 0.01
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Numune ilavesi ile absorbans azalmast her 15 sn’de bir defa olmak iizere 5 dakika
sire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin degerleri esas
alind1.

Hesaplama

k= {[2.3 xlog (OD,/ OD,)]/ At (sn)}

k/mg protein =k / [(mg/mL protein) x 1000]

3.7.3 GSH-Px enziminin aktivite tayini

Prensip: GSH-Px (EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin metoduna gore
calisgildr (117). GSH-Px hidrojen peroksit varlifinda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda
GSH-Px’in olugturdugu GSSG, glutatyon redikktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a
indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’1n NADPya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans

azalmastnin 340 nm’de okunmastyla hesaplanir.

GSH-PX NADP Glutatyon NADP "
2GSH + H,0, » 2H,0 + GSSG &M‘W 2GSH

Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktardir.

Reaktifler

150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj, enzim [1.5 mL 3.2 M (NH4),SO4 +
50 puL GSH rediiktaz], 2 mM H,0,, fosfat tamponu (pH = 7.50 mM).

Deneyin yapihsi:

Fosfat tamponu 5 mM EDTA’1 2.65 mL
Rediikte GSH 0.10 mL
NADPH 0.10 mL
Enzim 0.01 mL
NaNj3; 0.01 mL
Numune 0.02 mL
30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

H;0, 0,100 mi

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmig spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azaliginin oldugu absorbans
araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildi.

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi:

Hesap : IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10°] x (1/ 0.02)

Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)



3.7.4  XO enziminin aktivite tayini

Deneyin prensibi: XO (EC 1.1.3.22) aktivitesi Prajda ve arkadasglarinin metoduna
gore galisgildi (118). Bu metotta XO aktivitesi; numunede bulundugu farzedilen XO’n
ortamdaki ksantinden trik asit olusturmasi esasina dayanir. Olusan trik asit miktan,
%100k TCA soliisyonunun eklenmesi ile sabitlenir. Spektrofotometrede 293 nm dalga
boyunda absorbans degeri olgiiliir. Boylece 30 dakika igerisinde tretilen tirik asit miktar
belirlenir ve aktivite IU/mg protein cinsinden ifade edilir.

X0
Ksantin —__y  drik asit
Kullanilan reaktifler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5): 0,5mM Na;EDTA’l;, 4mM ksantin, TCA( %100,

w/V).
Deneyin yapilisi:
Kor Numune

Tampon (mL) 2.8 2.8
Ksantin (UL) 50 50
Numune (uL) 50
37°C'de 30 dakika inkiibasyon

Numune (uL) 50 -
TCA (uL) 100 100

Santrifiyj ile siipernatanlar 293 nm dalga boyunda okunur. Sonuglar U/mg protein
olarak ifade edildi.
3.7.5 MPO enziminin aktivite tayini

Prensibi: Myeloperoxidase (Myeloperoksidaz, MPO; EC 1.11.1.7) enziminin
aktivitesi MPO aracili H,O, ile yapilan oksidasyon igin substrat olarak 4-
aminoantipyrine/phenol solusyonu kullanilarak yapildi (119).

Reaktifler

25mM 4-aminoantipyrine (4-AAP), %2 phenol, %0.5’lik hexadecyltrimethyl
ammonium bromid (HDTMAB), 1.7 mM H,0,

Deneyin yapihsi

%0.5’lik HDTMAB ile homojenize edilen dokular 3220 rpm/45 dakika +4°C’de
santrifiij edildi (ekstrakt siipernatani).

Numune
4-AAP-%?2 phenol 1.3 mL
Hy0, 1.5mL
Ekstrakt stipernatan 0.2 mL

30



510 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artigi kaydedildi. Lineer aktivite artisinin
gozlendigi absorbans degerleri hesaba katildi.

Hesaplama

U/L = [A OD /A t (dakika)] x (3/0.2)] x F

1 enzim Unitesi; 25 °C’de 1 dakikada 1umol H,0,’yi harcayan enzim olarak ifade
edildi.
3.7.6 MDA miktarmn tayini

Deneyin prensibi: Wasowicz ve arkadaglarinin (120) metodu ile galigildi. Bu metotta,
asidik ortamdaki tiobarbitiirik asit ile 95 °C'de reaksiyona giren malondialdehit (MDA),
pembe renkli bir kromojen olusturur. Bu kromojenin n-butanol ekstrakti fluoresans
spektrofotometrede ekstinksiyon 525 nm, emisyon 547 nm dalga boylarinda olgiliir.
Hazirlanan (standart olarak 1,1,3,3-tetramethoxypropane kullanildi) MDA standart grafigi
egimi kullanilarak numune MDA miktarlar1 tayin edilir (Grafik 1). Bu rengin siddeti
ortamdaki MDA ile orantilidir,

Kullanilan reaktifler:

29 mmol/L thiobarbitiiric asit (TBA) ¢ozeltisi (pH’s1 2.8), 6 M HCI ve n-Butanol
kullanildh.

Deneyin yapilisi:
Numune | Numune Standart Standart
Kori Korl
Deiyonize su 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
Homojenat 50 uL 50 uL - -
Standart - - 50 uL. 50 uL,
TBA ¢ozeltisi 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
1 saat inkibasyon 96 °C 25°C 96 °C 25°C
HCI 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL
n-Butanol 3.5mL 3.5mL 3.5mL 3.5mL

Vortekslenip 1500 x g'de 10 dakika santrifiij yapildi. Ustteki biitanol faz1 alinarak

spektrofluorometre ile okundu. (Excitation: 525 nm, emission: 547nm).
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MDA Standart Grafigi
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Grafik 1: MDA standart grafigi. (Deneyin standart grafigi, 2 adet MDA
molekiiliniin birlesmesinden olugan 1,1,3,3-tetramethoxypropane ile hazirlandi,
Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar numuneler ile aym sartlarda
caligild1 ve spectrofluoremetre'de okunmalarindan elde edilen birimler (arbitrary
unit) ile standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere
uygulanarak MDA miktar1 yag gram doku bagina nanomol olarak hesaplandi.)

3.7.7 NO miktarmin tayini

Vicutta endojen olarak iretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok galigmada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmigtir (121). Ctinkii nitrik
oksit, uretildigi bolgede saniyeler i¢inde okside olarak 6nce nitrite (NO;) daha sonra da
nitrata (NO3") doniisiir. Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma gibi
soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelebileceginden, Griess reaksiyonu
ile 6lgimlerde belli baz1 sikintilar yagsanmaktadir. Bu agidan biz nonspesifik reaksiyonlarin
Online gegebilmek igin homojenatlar1 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat
konsantrasyonlarim1 6lgtiikk. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO olgimii de
mumkiindiir. Bu amagla NO proplar: geligtirilmigtir ama bunlarin in vitro/ex vivo sartlarda
¢alisilmas1 mimkiin degildir (122).

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlendi (123). Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon
metodu ile degerlendirildi. pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri
deproteinize numune stipernatant: ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat reditksiyonu
sagland1. Uretilen nitrit; silfanilamid ve buna baglh N-naphthylethylene diamin (NNDA)
diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olugan pembe rengin 545 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi. Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk

konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktari belirlendi.
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Kullanilan reaktifler:

Kadmiyum graniilleri (Cd), pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu, stlfanilamid, N-
Naphthylethylene diamine (NNDA), 5 mmol/LL CuSQ4 0.1 mol/I. H,SO., standart
soliisyonu (0.1 mol/L. NaNO,, 10 mmol/L Na;B407), 75 mmol/L. ZnSO4, 55 mmol/L NaOH

Kadmiyumlarin aktiflestirilmesi:

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc kapakli plastik tiplere dagitilir. Graniiller
deiyonize su ile yikanir. 1-2 dakika CuSOy soliisyonu i¢inde bekletilir ve soliisyon dokilir.
Graniller glisin tamponu ile yikanarak deneyde kullanilir.

Deneyin Calisilmasi:

Deproteinizasyon iglemi: 500 pl. numune + 2mL ZnSOs; vortekslenir. 1.250 mL
NaOH ilave edilip tekrar vortekslenir ve 3500xg’de 10 dakika santriflij edilir. Stipernatan
numune olarak kullanilir.

En son glisin tamponu ile yikanmig aktif kadmiyum grantlla tiiplerinin Gizerine 1 mL
glisin tamponu ilave edilir. 1 mL deproteinize numune konur. Uzerine 2 mL deiyonize su
ilave edilir. 90 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 2 ml alinip tizerine 2.5
mL deiyonize su, 1 mL siilfanilamid, 1 mL NNDA ildve edilip 1 saat inkiibe edilir. 545
nm’de koére kargt okunur.

Nitrit Standartlarinin hazirlanmasi:

Stok soliisyon: 0.1 mol/L. NaNO; hazirlanir. Hazirlanan standart soliisyonundan elde

edilen “Optik Dansite (OD) — umol/L” grafigi ile numune sonuglar1 hesapland: (Grafik 2).

R38R LEERR1 SRRRARRAL U FRILR AL SR LKA SILARLRIIRE
3 RRRR RN 0O QR RN

Grafik 2: NO standart grafigi.
3.7.8  Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz numunelerde protein tayini:
Deneyin prensibi (Lowry Metodu): (124) Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi

olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve
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koyu mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde gunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
reaktif sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10 da
olusmaktadir. Bu yizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli
ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi
parcalanmadan 6nce rediiklenme olay1 gerceklesir.

Kullanilan reaktifler:

CuSO0,, NasSitrat, Na,CO3;, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi.

Deneyin yapihsi: Standart grafigi ¢izmek igin konsantrasyonunu bildigimiz Bovin
serum albuminden hazirlanmig ¢ozeltiler kullanildi. “Optik dansite (OD) — mg/mL protein
konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu (Grafik 3).
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Grafik 3: Protein standart grafigi.

Standart ve numuneler kore karsi 700 nm’de okundu.

Hesabn:

Protein (mg/mL) = grafikten okunan deger x faktor

F (faktor) = standart hacmi (0.5 mL)/numune hacmi (0.010mL) = 50

Not: Faktor, kullanilan numunenin miktarina goére degisir. Kullanilan numunenin
miktar degisikligi distile su hacmi ile ters orantili olarak pipetlenir.
3.7.9  Diger Biyokimyasal Analizler

Serum glutamat oksalat transaminaz (SGOT, AST) ve glutamat piruvat transaminaz
(SGPT, ALT) aktiviteleri, ticari Olympus kitleri kullanilarak Olympus AU-600 otoanalizorii
ile olgildu.
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3.8 Istatistiksel Analizler
Istatistikler Windows 95-98 uyumlu SPSS® 7.5 ile yapildi. Gruplarin dagilimlar: Non-

parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile degerlendirildi. Gruplarin
normal dagilim gostermesinden dolay1 gruplarin kargilagtirilmasinda Parametrik testlerden
one-way ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi. Gruplar igi korelasyon analizi
i¢in Pearson Korelasyon testi kullanildi. Degerler ortalama + standart deviasyon olarak

verildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4 SONUCLAR

Rat karacigerinde iskemi/reperflizyon (I/R) olusturarak yaptigimiz bu ¢alismada,
diger birgok arastirmada oldugu gibi, basarili bir I/R yaptigimizdan emin olmak igin dlgit
olarak serum AST ve ALT diizeylerini aldik. Serumda AST ve ALT aktiviteleri kan serum
ayrilip ayrilmaz oda i1sisinda bekletilmeden o¢lgiuldi. Elde edilen aktivite degerlerinden

gruplara gore “linite-galigma grubu” grafigi elde edildi (Grafik 4).
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Grafik 4: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda ALT ve AST aktiviteleri. (ALT ve AST
aktiviteleri sham ve salin iskemi gruplaninda diger gruplardan anlamh olarak diisiik
bulunmustur. Bu sonuglar bizim siganlarda karaciger iskemi reperfiizyonunu bagarih
bir sekilde yaptifimizi kantlamaktadir. Ancak CAPE ve E vitamini grubunda salin
I/R grubuna gére anlamli bir farki gézlenmemektedir.)
Aslinda her bir grupta farklh 10 adet sigan kullanildigindan ve belli bir

parametrenin zamana gore degisimi gibi bir amag¢ ifade edilmediginden boyle bir grafigin
kullanilmas1 uygun degildir. Ancak biz 5 ¢aligma grubunda AST ve ALT diizeylerinin nasil
degistifini daha rahat gorebilmek igin gruplar arasindaki mesafeyi diz ve kesikli ¢izgi ile
birlestirdik. Grafikte de gorilecegi gibi siganlarda hem iskemi hem de reperflizyon
asamalar1 basar: ile gerceklestirilmigtir. Aktivitelerin dagilim araliklan (sirastyla minimum

ve maksimum sinir) Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1: Gruplar arasinda AST ve ALT aktivite dagilim araliklari.

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L)
Min Mak Min Mak
CAPE+I/R 924 2882 996 3532
Evit+I/R 1366 3472 1172 4536
Salin+I/R 1024 3608 1436 4054
Salin iskemi 164 448 120 540
Sham 42 170 26 124

Min: minimum , Mak: maksimum

Tablo 2 ve 3’de sham grubunda ve I/R gruplarinda enzim aktiviteleri ve MDA ve NO

degerleri toplu halde istatistiksel anlamlilik testleri ile birlikte verilmistir.

Tabloe 2: Gruplarda karaciger dokusunda enzim sonuglar

Gruplar SOD CAT GSH-Px MPO X0
U/mg protein k/gr protein U/mg protein | U/gr protein | U/gr protein
I Sham 0,255 +£0,031 | 141,724+ 11,1401 0,852 + 0,342 | 1,065 + 0,088 | 3,441 + 0,896
0 |salinisk. | 0,251+0,041 [ 159,408 + 24,440 (1,050 0,145 0,587 + 0,044 | 3,249 + 0,445
m [sainrR | 0,269+ 0,040 | 161,074 + 30,164 | 0,999 +£ 0,257 | 1,809 +0,192 | 3,813 + 0,837
v |EvitrR | 0,275 £ 0,051 | 135,632 £20,226 | 0,860 +£ 0,368 | 1,316 £ 0,125 | 3,703 0,742
v |cape+r| 0,367 £ 0,162 | 186,107 + 73,673 | 1,179 £ 0,380 | 1,029 0,114 | 3,700 + 0,478
p degeri
I-I AD AD AD 0,0001 AD
I AD AD AD 0,0001 AD
I-IvV AD AD AD 0,001 AD
| B\ Y 0,003 0,014 0,023 AD AD
o-m AD AD AD 0,0001 AD
II-v AD AD AD 0,0001 AD
o-v 0,003 AD AD 0,0001 AD
m-1v AD AD AD 0,0001 AD
m-v 0,010 AD AD 0,0001 AD
Iv-v 0,015 0,005 0,026 0,0001 AD

AD: anlamh degil, isk: iskemi, I/R: iskemi reperfiizyon, CAPE: kafeik asit fenetil
ester, CAT: katalaz, GSH-Px: glutatyon Peroksidaz, MPO: myeloperoksidaz, SOD:
stiperoksit dismutaz
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Tabloe 3: Karaciger dokusunda gruplar arast MDA ve NO miktarlan

Gruplar MDA NO
nmol/gr yas doku nmol/gr yas doku
I |SHAM 109,805 + 25,611 361,504 + 48,657
I |Salin isk 146,681 + 44,350 223,792 + 41,488
III [Salin I/R 205,999 + 43,259 309,080 + 48,597
IV |E VIT 149,386 + 40,993 217,856 + 69,849
V |CAPE 122,791 + 24,587 243,948 =+ 42,067
P degeri
I-1I 0,030 0,0001
I-I11 0,0001 0,027
I-1V 0,020 0,0001
I-v AD 0,0001
II-IIT 0,001 0,001
II-1v AD AD
II-v AD AD
III-1V 0,001 0,0001
II-v 0,0001 0,007
IV-v AD AD

AD: anlamh degil, MDA: malondialdehit, NO: nitrik oksit,

Yukaridaki sonuglar, gorsel degerlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla galigilan her bir
parametreyi ayri bir grafik seklinde degerlendirilerek asagidaki gibi ifade edildi (isk: iskemi,
I/R: iskemi-reperfiizyon, Evit: E vitamini, CAPE: Kafeik asit fenetil ester olarak ifade
edilmisgtir).

4.1 Gruplarda SOD aktivitesi:

Grafik 5’de ifade edilmistir. Bu grafige gore; SOD aktivitesi CAPE grubunda;
sham grubuna gore (p<0.003), salin iskemi grubuna gore (p<0.003), salin I/R grubuna gore
(p<0.010) ve E vitamini grubuna gore (p<0.015) anlaml: yiiksek bulunmustur. E vitamini
verilen siganlarda SOD aktivitesi sham, iskemi ve I/R gruplan ile karsilagtirildiginda
herhangi bir farklilik gostermezken CAPE verilen siganlarda standart deviasyon yiiksek
olmakla birlikte butin diger gruplara gore yiksek ¢ikmugtir.
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Grafik §: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda SOD aktiviteleri.
4.2 Gruplarda CAT aktivitesi:

Grafik 6°de ifade edildigi gibi; salin iskemi ve I/R gruplarinda CAT aktivitesi
minimal artig gostermigtir. Ancak bu artig istatistiksel olarak anlaml degildir. E vitamini
grubunda ise ilging olarak aktivitede bir azalma s6z konusudur, fakat bu azalmanin ilk g
gruba gore herhangi bir anlam: yoktur. CAPE’nin verildigi siganlarda ise CAT aktivitesi
hem sham grubuna (p<0.014) hem de E vitamini grubuna (p<0.005) gore anlamli sekilde

artmigtir.
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Grafik 6: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda CAT aktiviteleri.
4.3 Gruplarda GSH-Px aktivitesi:

GSH-Px aktivitelerini gruplara gére durumu grafik 7’de ifade edilmistir. Bu grafige
gore; salin iskemi ve I/R gruplarinda GSH-Px, istatistiksel olarak anlami olmayan minimal
bir artiy gostermistir. E vitamini uygulanan siganlarda enzim aktivitesi hemen hemen shanb?;
grubu ile ayn1 diizeye ¢ekilmistir. CAPE uygulanmas: ile GSH-Px aktivitesi hem sham hﬁ
de E vitamini grubu ile karsilagtirildiginda énemli oranda artmugtir (p<0.023, p<0.026) u |

artig salin iskemi ve I/R gruplarn ile kargilagtirildiginda anlamli degildir.
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Grafik 7: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda GSH-Px aktiviteleri.
4.4 Gruplarda MPO aktiviteleri:

Grafik 8’de goriilecegi gibi iskemi grubunda MPO aktivitesi yari yariya azalmistir
(p<0.0001). Reperfiizyon ile birlikte doku MPO aktivitesi birdenbire yiksekmistir (sham ve
iskemi ile karsilagtinildiginda p<0.0001). Bu, dokuya nétrofil infiltrasyonunun iyi bir
gostergesidir. E vitamini uygulanmasit MPO aktivitesini azaltmig (/R grubuna gore
p<0.0001) ancak en belirgin azalma CAPE uygulanmasi ile gorilmustir. Cinka E vitamini
uygulanan grupta MPO aktivitesi halen sham grubundan yiiksek iken (p<0.001) CAPE
grubu ile sham grubu arasinda MPO aktiviteleri arasinda herhangi bir fark tespit
edilememistir. Buradan CAPE’nin daha 6nceki yayinlarin bazilarinda da ifade edildigi gibi

antienflamatuar etkisinin baskin oldugunu soyleyebiliriz.
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Grafik 8: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda MPO aktiviteleri
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4.5 Gruplarda XO aktivitesi:

Grafik 9’de gorilecegi gibi iskemi ve I/R olaylarinda XO aktivitesi degisim
gostermemistir. Iskemide minimal bir azalma, I/R’da ise sham ve iskemi gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artig s6z konusudur (p>0.05). E vitamini ve CAPE
gruplarinda tespit edilen aktivite degerleri I/R grubuna ¢ok yakin degerlerdir, dolayisiyla

bunlarda da sham ve iskemi grubuna gore minimal bir aktivite artig1 s6z konusudur.
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Grafik 9: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda XO aktivitesi

4.6 Gruplarda karaciger dokusu MDA miktarlar::

Sonuglar grafik 10°de gosterilmistir. Bu grafige gore iskemi ve I/R yoniine dogru
MDA miktarlar1 gittikge artan bir degisim izlemigtir. Reperfuzyon ile birlikte artis en tst
seviyeye ulagmigtir. Gruplar arasinda elde edilen istatistiksel p degerleri s6yle bulunmustur:
Sham-—iskemi arasinda p<0.030, sham-I/R arasinda p<0.0001, iskemi-I/R arasinda p<0.001.
E vitamini uygulanmasi ile MDA diizeyi I/R’da oldugundan daha diigik diizeylere inmistir
(p<0.001). Bu diizey hemen hemen iskemi grubu ile ayni1 olmakla beraber sham grubu ile
kargilagtirilinca yine yitksek oldugu fark edilmektedir (p<0.020). CAPE lipid
peroksidasyonunu en bagarili gekilde azaltarak MDA diizeyini sham grubunda olana g¢ok

yakin bir diizeye indirmisgtir.
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Grafik 10; Sham, iskemi ve I/R gruplarinda MDA miktarlart
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4.7 Gruplarda karaciger dokusu NO miktarlari:

Sonuglar grafik 11°de dzetlenmistir. Iskemi ile birlikte doku NO diizeyi sham grubuna
gore olduk¢a azalmistir (p<0.0001). Reperfiizyon ile NO miktar1 tekrar yiikselmis
(p<0.0001) ancak yeni diizey sham grubuna gore yine de digiik kalmistir (p<0.027). E
vitamini ve CAPE uygulanmas: ile NO diizeyleri tekrar salin-iskemi grubuna yakin bir
diizeye inmistir. Sham ve I/R gruplan ile kargilagtinldiginda NO diizeyleri CAPE ve E
vitamininden veya bagka faktorlerden etkilenerek diigiik bulunmustur (E vitamininde her iki
gruba gore p<0.0001, CAPE’de ise sirastyla p<0.0001, p<0.007)

- 8888 8

NO (nmol/gr yas doku)

SHAM  Salinisk Salintl/R EvitH/R  CAPEHI/R

Grafik 11: Sham, iskemi ve I/R gruplarinda NO miktarlart
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5 TARTISMA

Karacigerin iskemik nekrozu uzun yillardir ¢aligilmakta olup hemen hemen bitiin
yonleriyle aydinlatilmaya caligilmigtir. Iskemiyi takiben hepatositlerin  plazma
membranlarindaki degisiklikler Na*> ve Ca'® iyon dengesinin bozulmasina, takiben de
asidoza, ozmotik soka, kromatin yigilmasina ve nikleer membranin biitiinligiiniin
bozulmasina sebep olur (125). Na*? iyonlar hiicreye girerken 6nemli miktarda suyu da
yanina ¢ekerek interstisyel bosluk ile hiicre i¢i arasindaki ozmotik dengeyi korumaya galigir.
Bu arada potasyum hiicre iginden interstisyuma g¢tkar. Bu olaylarin sonunda mitokondrial
fosfolipaz aktive olur. Oksidatif fosforilasyon hzi1 diiger ve dolayisi ile ATP sentezi azalir.
Hiicreye agin Ca'™ girmesi sonucunda mitokondri membrani fonksiyon bozuklugu ile
beraber irreversibl bir hasar olusur (126). Sekonder otoliz sonucu olarak (lizozomlarin
sismesi, dilatasyonu, endoplazmik retikulumun vezikiillesmesi, enzim ve proteinlerin
disartya sizmast ve son olarak hiicresel organellerin biitiinliigiiniin bozulmasi) membran
butinligi kaybolur ve hiicre 6liir (46).

Son yillarda karacifer transplantasyonu tekniklerinin ileri olgiide geligmesiyle
transplantin kiside problemsiz olarak fonksiyon gorme ihtimali de artmigtir. Biitiin
gelismelere ragmen heniiz agilamamig bazi problemler vardir. Bunlarin en Onemlisi
transplantasyon yapildiktan sonraki ilk bir hafta igerisinde karacigerin immunolojik olarak
reddedilmesinde de rol oynadig: iddia edilen “soguk reperfiizyon hasari”dir. Donérden
alman karaciger, alictya implante edilinceye kadar maksimum 24 saat olmak uzere
Wiskonsin Universitesi (UW) soliisyonunda souk ortamda bekletilmektedir. Karacigerin
belli bir siire kanlanma olmadan bekletilmesi, sonra da aliciya takildiktan sonra dolagimin
saglanmasiyla aniden perflizyonun baglamasi, her ne kadar UW soliisyonu igerisinde
koruyucu bazi maddeler bulunsa da bir gegit reperfiizyon hasart olusturmaktadir.
Transplantasyon diginda, viicudun metabolik merkezi konumunda olan bu organin in vivo
kosullarda kan akiminin zorunlu olarak bir siire kesildigi durumlar da s6z konusudur. Bittin
karaciger ameliyatlarinda (tiimér, travma vs) kanamanin kontrolii ancak biitiin afferent
damarlarin okluze edilmesi ile miimkiin olabilmektedir. Bitiin bu operatif iglemlerin
sonunda ise yukarida bahsedilenden daha farkli bir problem ortaya ¢ikmaktadir: “sicak
reperflizyon hasar’”. Toplumda ileri yaslarda sik goruldugu igin ilk akla gelebilecek
miyokard I/R hasar1 diginda butiin organlarin degisik sebeplerle olugabilecek iskemi
reperflizyon hasari s6z konusudur. Olayin altinda yatan sebep ne olursa olsun (ameliyat,

tumor, damar tikamkhigi, travma vs) sonugta organlarda mekanizmast birbirine g¢ok
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benzeyen olaylar zinciri meydana gelmektedir. Hiicrede enerjinin elde edildigi esas yol
elektron transport zinciri, dolayisiyla mitokondrilerdir. Burada motor gii¢ molekiiler
oksijendir, ¢linkii sonugta elektronlar oksijene aktarilarak su olusturulmaktadir. Oksijenin
saglanamadid1 durumlarda hiicrenin ATP deposu hizla tiikkenmektedir. Hiicrede iiretilen
enerjinin yaklagik olarak %70’i hiicre membraninin bitiinligiiniin korunmasi, ihtiyag
maddelerinin digaridan transportu, arttk maddelerin aktif ve aktif olmayan yollarla disariya
atilmasi, sentez edilen yeni molekiillerin disartya salgilanmasi, Na/K ATPaz basta olmak
tizere birgok pompanin galigmas: olaylarina harcanmaktadir. Karaciger merkezi bir organ
oldugundan, kan proteinlerinin en biiyiik kismi burada sentezlenip salgilandigindan ve depo
fonksiyonu gordiigiinden bu iglemler i¢in daha fazla enerjiye ihtiyag duyulmaktadir. Depo
enerjinin tiikkenmesi ile birlikte membrandan transport iglemleri yapilamaz, statik degil
dinamik bir organel oldugundan yeni molekiiller kontrollii olarak yapisina girip ¢ikamaz,
hiicre i¢i ve digt ortamlar arasinda mevcut olan kimyasal ve elektriksel farkliliklar
korunamaz ve membran yavay yavag bitinligini kaybetmeye baglar. Bu arada
reperflizyonla birlikte bagta XO yolu olmak {izere iiretilen serbest radikaller membranda
lipid peroksidasyon olaymni baglatarak hiicre lizisine kadar varabilen olaylar zincirini
baslatir. Hiicre i¢inde tretilen ROS aym zamanda organel membranlarinda da hiicre
membranda olana benzer peroksidasyon islemini baglatir. Notrofillerin de iskemik dokuda
devreye girmesiyle birlikte hiicre 6liimii hizlanir.

Karacigerde, mekanizmasi kisaca yukarida bahsedilen I/R hasarinin éniine gegebilmek
i¢in ¢aligmalarda birgok madde denenmistir. Bunlardan bazilar glisin (127), kalsiyum kanal
blokerleri (128), trimetazidin [1-(2,3,4-trimethoxybenzyl)-piperazine dihydrochloride;
vastarel] (129), aktive olmus protein C (APC) (130), Caspas’lar (131), koenzim Q 10
(CoQ10) ve GSH (132)’dur.

Birgok farmakolojik etkisinin yaninda antioksidan o6zelligi ile de dikkat ¢eken ve
yapisinda selenyum igeren Ebselen’in in vifro kosullarda karacier mikrozomlar veya
hepatositlerde lipid peroksidasyon trtinlerini énemli 6lgiide azalttigi gosterilmistir (133).
Karaciger I/R modelinde Ebselen’in hem GSH-Px benzeri aktivitesi hem de dokuya lokosit
infiltrasyonunu dnleyerek reperfiizyon hasarint énemli 6lgiide azalttigt gosterilmigtir (134).

Yukarida bahsedilen ajanlarin yillar siiren galigmalar sonucunda I/R hasarinda etkili
oldugu bulunmustur. Sayilanlarin disinda da denenen ve denenmekte olan onlarca madde
mevcuttur. Biz bu ¢aligmada iki antioksidan karakterli maddenin reperfiizyon hasarina olan
etkisini aragtirmay1 amagladik: E vitamini ve CAPE. Onceki yillarda E vitamininin degisik

analoglarinin I/R hasarina etkisi aragtirilmig ve énemli bulgular elde edilmistir. E vitamini
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veya alfa-tokoferoliin suda ¢oziinebilen formu olan ve in vitro kosullarda mitkemmel bir
antioksidan olan (135) trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid),
peroksil radikallerini daha kuvvetli sekilde yok etmektedir (136). Wu ve arkadaglan
Trolox’un in vitro etkilerini gostermek i¢in kiltiiri yapilmig sigan hepatositlerini
hipoksantin-ksantin oksidaz sistemi ile tiretilen siiperoksit radikaline maruz birakmiglar ve
1-2 mmol/L konsantrasyondaki trolox’un hiicre émriinti uzattigini bulmuglardir (137). Aym
caligmada siganlarda parsiyel ve global karaciger I/R’u olugturulmusg, reperfizyonun hemen
oncesinde infiizyon seklinde verilen trolox’un karaciger nekrozunu %80’den daha fazla bir
oranda azalttifin1 bulmuglardir. Bu bulgu ayrica karaciger dokusundaki konjuge dienlerin
%350 oraninda azalmast ile desteklenmigtir (137). Lee ve arkadaglart hepatik I/R esnasinda
mikrozomal lipid peroksidasyonu ve sitokrom P-450 bagiml: ilag metabolizmas: arasindaki
iligkiyi aragtirmig ve bir rat grubuna deneylerden 3 giin 6énce 10 mg/mL intraperitoneal E
vitamini uygulamiglardir (138). Deneylerin sonucunda iz vivo I/R iglemlerinin mikrozomal
ilag metabolizma yetenegini bozdugunu, alfa-tokoferolin ise I[/R’un olusturdugu
hepatoselliiler hasari ©nledigini, mikrozomal ilag metabolize etme yetenegini kismen
korudugunu gostermiglerdir.

E vitamini, yapisinda tagidigi kroman halkasi ile antioksidan ozellik kazanir.
Tokoferol lipid peroksidasyonunu inhibe ederken lipid pertil radikalleri ile reaksiyona girer
ve reaktif olmayan tokoferoksil radikallerini olugturur. Kanda lipoproteinlerle taginir, hiicre
membranlarinin lipid tabakasinda zincir kirici antioksidan olarak gorev alir. Bu ¢alismada E
vitamininin tek doz halinde intraperitoneal uygulanmasinin yaklagik 3 saatlik periyod
icerisinde karaciger I/R hasarin1 onlemedeki etkinligi aragtinildi. Malondialdehit diizeyleri
g0z oniine alindiginda E vitamininin kismen reperflizyonun lipid peroksidasyonu tizerinden
yaptig1 hasan engelledigi soylenebilir (139). E vitamini sham grubunda tespit edilen MDA
degerine kadar diigiirmese de salin + I/R grubunda tespit edilen doku MDA dizeyini
uygulandigr grupta oldukga digtirmiistir (p<0.001).

Kafeik asit fenetil ester, bal arilarinin irettigi propolisin aktif bir komponentidir.
Mikromolar konsantrasyon araliginda linoleik asit ve aragidonik asitin 5-lipooksijenaz
tarafindan olusturulan oksijenasyonunu inhibe eder. Yaklagtk olarak 10pmol/L
konsantrasyonda in vitro kogullarda notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini tamamen bloke eder (140). Yapilan
caligmalarda CAPE’nin antienflamatuvar, sitostatik, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve
antioksidan 6zellikleri oldugu gosterilmistir (141,142). CAPE ile ilgili yukarida belirtilen

konularda bir hayli ¢aligma bulunmakla birlikte iskemi/reperfiizyon sistemlerinde
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yararliligimin arastinildift sinirlh sayida aragtirma mevcuttur. Ilhan ve arkadaglari CAPE’nin
spinal I/R injurisine etkisini arastirdiklan galigmalarinda, tavsanlara aort okliizyonundan 30
dakika 6nce intraperitoneal olarak verilen CAPE’nin hem histolojik hem de biyokimyasal
agilardan reperflizyon hasarini azalttigini bulmuslardir (143). Bu ¢aligmada salin uygulanan
reperflizyon grubunda spinal kord dokusu MDA diizeyi 124.2 nmol/gr yag doku bulunurken,
CAPE uygulanan grupta 56.8 nmol/gr yas doku bulunmugtur. SOD ve CAT enzimleri
uzerine de normalize edici bir etkisi oldugu gorilmistir. Ayrica histolojik kesitlerde
noronlarda Nissle cisimciklerinin  degranitilasyonu, kapiller proliferasyon, agir
vakuolizasyon ve sitoplazmik sinirin kaybolmast ile karakterize hiicre 6limiinii CAPE’nin
azalttii veya tamamen Onledigi tespit edilmistir. Ayrica metil prednizolon ile
kargilagtirildiginda I/R hasarina ragmen daha iyi bir nérolojik skor bulunmustur. CAPE’nin
rat ince barsak I/R hasan uzerine etkisi ise Koltuksuz ve arkadaglar1 tarafindan
aragtirilmigtir (144). Bu c¢alismada o6zellikle histolojik kesitlerde skorlama yapildiginda
CAPE’nin barsaklari reperfiizyon hasarindan korudugu gosterilmigtir. CAPE grubunda
MDA diizeylerinde salin-reperflizyon grubuna gore bir disiis bulunmakla birlikte bu
istatistiksel agidan anlamli degildir. Arastiricilar sonug olarak CAPE’nin muhtemelen hem
antioksidan hem de notrofil infilirasyonunu azaltici etkisi ile reperfiizyon hasarindan
barsaklar1 korudugunu iddia etmiglerdir. Yaptifimiz literatir taramalarinda CAPE’nin
karaciger I/R modellerinde galisildigina dair herhangi bir bulguya rastlamadik. Dolayisiyla

bu ¢aligma sahasinda ilk ¢aligma olmustur.

Karaciger de dahil olmak tizere viicudun diger dokularinda I/R modellerinde endojen
antioksidanlar yeterince ¢aligilmamigtir. Antioksidan enzimlerin etkileri Sekil 4’de
dzetlenmistir. Antioksidan enzimlerin galisildig1 arastirmalar daha ¢ok kalp ve intestinal
sistem ile ilgilidir. Loeper ve arkadaglar1 miyokard infarktiislii ve anjina pektorisli kisilerde
eritrosit igi SOD ve GSH-Px aktivitelerini aragtirmuglar, infarktiisten sonraki giinlerde
zamana bagimli olarak aktivitelerin irregiiler bir tarzda degistigini fakat genel olarak enzim
aktivitesinin azaldigini bulmuglardir (145). Intestinal iskemide erken ve ge¢ dénemlerde
serum antioksidan kapasitesinin aragtirildigy bir diger ¢aliymada erken dénemde serum
antioksidan kapasitenin arttig1 bulunmugtur (146). Bu sonuglar direkt olmasa da indirekt
olarak I/R hasarindan sonra serumda antioksidan enzimlerin artmug olabilecegi hakkinda
fikir verebilir. Genel olarak bakildiginda bizim calijmamizda iskemi ve reperfiizyon
siireglerinde anlamli olmasa da doku CAT ve GSH-Px aktiviteleri artmigtir. SOD enziminde
ise herhangi bir degisiklik olmamistir. E vit + /R grubunda enzim aktiviteleri Sham
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grubuna ¢ok yakin iken CAPE + I/R grubunda her ii¢ enzimin aktivitesi de artmistir.
CAPE’nin hangi mekanizma ile karaciger antioksidan enzimlerinin aktivitelerini arttirdi
en azindan su anda bilinmemektedir. Jaiswal ve arkadaglarinin yaptign bir ¢alismada
hepatoma hiicrelerinin (Hep G2) CAPE ile muamele edilmesi NAD NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQO1) geninin ekspresyonunu stimiile ettigi gosterilmistir. Fenolik bir
antioksidan olan CAPE’nin insan antioksidan cevap elemami (hARE) olarak adlandirilan
reporter genin bulunmasina veya eksik olmasina goére veya rodent hepatoma (Hepa-1)
transfektanlarinda bu elemanin mutant bir versiyonunun bulunmasina gére NQO1 genini
stimiille edebilecegini belirtmislerdir (147). Bu bulgudan hareketle, CAPE’nin antioksidan
enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px’in aktivitelerini, bu enzimlerin genlerinin
ekspresyonunu muhtemel bir etki ile arttirabilecegi delilsiz olmakla birlikte bir ihtimal
olarak soylenebilir. Reperflizyon sartlarinda CAPE’nin bu etkiyi gostermesi ise ayrica
irdelenmesi gereken bir konudur. Ciinkii bu patolojik kosullarda CAPE’nin oksijen ve lipid
radikalleri ile etkilesimi bu siireci etkilemis olabilir. Bu konunun daha iyi anlagilabilmesi
i¢in yine I/R modeli olusturulmug ratlarda ve higbir gsey yapilmayan fakat peritonu agilan
ratlarda intraperitoneal olarak uygulanan CAPE’nin adi gegen enzimlerin aktivitelerinin ve
eger miimkiin ise Northern Blot teknigi ile mRNA’larinin karsilagtirmali olarak tespit
edilmesi gerekir. Enzim aktivitesi tek bagma gen ekspresyonunun arttii anlamina
gelmeyebilir, ¢linki fizyolojik ve patolojik kosullarda aktiviteyi etkileyen bir hayli sebep
vardir.

Nitrik oksit (NO) karacigerin hem sofuk hem de sicak reperflizyon hasarlarinda
detayl1 olarak caligilmigtir. Nitrik oksitin oksidatif hasardaki yeri sekil 4’de 6zetlenmistir.
Suda ve lipidde ¢oziinebilen bir serbest radikal olan nitrik oksit L-arginin’den nitrik oksit
sentazlarin (NOS) katazili ile endojen olarak iiretilmektedir. Normal ve birgok patolojik
siregte NO dokuya kan akimi ve doku hasarinin modile edilmesinde ©nemli rol
oynamaktadir. Iskemi, vaskiiler endotelde ve ardindan dokuya infiltre olan nétrofiller ve
makrofajlarda NOS aktivitesinde artiga sebep olur (148). Iskemi esnasinda doku NO diizeyi
artarken reperfiizyon ile degisik mekanizmalarla siiperoksit radikali {iretimi artar. Bu iki
bilesigin reaksiyonu ile peroksinitrit (ONOQ) olusur. Nitrik oksidin O," ile ortamdan
uzaklastirilmas: reperflizyon esnasinda olugan NO azalmasinin sebebi olabilir (149). Sigan
karacigerlerinin ¢ikarilarak soguk kosullarda UW soliisyonu igerisinde farkli siirelerde
bekletilerek donore transplante edildigi bir g¢aligmada, transplantasyondan sonra 24 ve 48
saatlerde karaciger biyopsileri alinarak doku NO diizeyleri ve iNOS ekspresyonu Western

blotting teknigiyle aragtirilmigtir (150). Sonugta uzun siireli bekletilmenin NOS aktivitesini
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ve miktarim arttirdigt bulunmus ve NO’nun I/R aracili hasarda rol oynadign ve NOS
inhibitorlerinin faydali olabilecegi yorumu yapilmistir. Nitrik oksit sentazin inhibe edilerek
siganlarda karaciger I/R hasarinin incelendigi bir ¢alismada (151) hasarin siddeti ile iskemik
loblara polimorfoniikleer lokositlerin gogii ve iNOS aktivitesindeki 8 katlik artis arasinda
onemli bir iliski oldugu ileri sirilmisgtiir. Bununla birlikte NO diizeyi I/R isleminden sonra
muhtemelen peroksinitrit olusumu sebebiyle azalmigtir. NOS inhibitoriiniin (N®-nitro-L-
arginine methyl ester) verildigi sicanlarda ise hem iskemik hem de iskemik olmayan
karaciger loblarinda iNOS aktivitesi azalmig, plazma ve karaciger NO seviyesi diigmiistiir,
bununla birlikte NOS inhibisyonu kan ALT diizeyini artirmus, karacigerin iskemik ve
iskemik olmayan loblarina notrofil gegigini artirmus, dolayisiyla karaciger hasarim
hizlandirmistir. Bu sonug yukarida ad1 gegen yayinda bahsedilen NOS inhibitérlerinin soguk
reperflizyon hasarim azaltabilecegi teorisini desteklememektedir. NOS inhibitorii L-NAME
verilen bir diger caligmada sigan karacigerinde I/R igleminden sonra karacigerde lipid
peroksidasyon triinlerinden olan malondialdehit ve konjuge dien seviyesi artms,
dolayistyla hasar ilerlemistir (152). Portal yolla eksojen L-arginin verilmesi ise hepatik
iskemi/reperfiizyon modelinde reperfiizyondan hemen sonra énemli miktarda NO iireterek
hem portal hipertansiyonu hem de reperfiizyon hasarini dnlemektedir (153). Low-flow,
reflow modeli ile yapilan bagka bir karaciger perfiizyon modelinde de L-argininin
reperflizyon hasarimi azalttigy gosterilmigtir (154). Calismamizda karaciger dokusu NO
duzeyi iskemide daha belirgin olmak {izere I/R’dan sonra azalmigtir. CAPE ve E vitamini
gruplarinda da bu azalma belirgin bir gekilde devam etmigtir. Bu bulguya zit olarak farkli bir
doku olan testislerde CAPE’nin doku NO diizeyini arttirarak koruyucu etki yaptig
bulunmugtur (148). Yukarida da bahsedildigi gibi (151) karaciger I/R’undan sonra NO artig
iNOS artigina paralellik arz etmeyebilir. Clinkii XO sistemi bagta olmak iizere degisik
yollarla tiretilen stiperoksit NO ile hizla birleserek peroksinitrit olugturmaktadir. Dolayisiyla
bizim I/R’dan sonra NO diizeylerini dugiik bulmamiz, ger¢ekten NO miktarinin azaldigi
veya artip sonradan azaldifi anlamina gelebilir. Bunun agifa kavusturulmasi iNOS
aktivitesinin tayini veya miktarinin tayin edilmesiyle miimkiin olur. Bir diger ihtimal ise,
I/R’dan sonra iskemik karacigerden 6nemli miktarda arginaz’in agiga ¢ikmasi ve arginin’i,
NO tretilmeyen bir yol ile tiketmesidir. Bu durumda da L-arginin/NO yolag: fonksiyon
gormeyebilir (155). L-arginin verilerek hepatik I/R olusturulan diger ¢aligmalarda da nitrik
oksitin reperfuzyon hasarimi azalttifi histolojik ve biyokimyasal olarak gosterilmistir

(156,157). Bu c¢aligmalarda reperflizyon hasarimin belirteci olarak biyokimyasal
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parametrelerden kan AST, ALT, LDH, NO, total safra asitleri ve hyaluronik asit diizeyleri
ile doku adenin niikleotidleri ¢aligilmigtir. Farkli bir bakig acisi olarak Jaeschke ve
arkadaglan karaciger I/R hasarina reperfiizyon esnasinda lokal veya sistemik olarak tretilen
NO veya peroksinitritin higbir etkisinin olmadigim iddia etmiglerdir (158). 24 saatlik
reperflizyon periyodu esnasinda siganlarin idrarinda nitrit seviyesinde degisme olmamasi,
karaciger dokusunda guanilat siklaz aktivitesi ve cGMP diizeyinde bir degisiklik olmamasi
bulgularindan hareketle bu sonuca varilmigtir. Aragtiricilar karaciger cGMP igeriginin NO
tiretimi ile bire bir iligkili oldugunu bu yizden hassas bir parametre olabilecegini
belirtmiglerdir. Sonug olarak elde edilen veriler NO’in karaciger /R hasarinda hem hasari
onleyici, hem arttirict olabilecegi anlagilmaktadir. Baz1 arasgtirmacilar ise higbir etkisinin
olmadigim1 savunmaktadirlar. L-arginin veya herhangi bir NOS inhibitoérii vermeden
yaptigimiz ¢aligmamizda NO diizeylerinin antioksidan ajanlarin ortamda bulunmasinin
etkilemedigi bir siirecle azaldigini tespit ettik. Iskemi grubunda karaciger NO diizeyinin
onemli derecede diismesi ve reperflizyon periyodunda tekrar yiikselmesi kompleks bir
mekanizma ile NO’in I/R siirecinde etkin rol oynadig1 hakkinda fikir verebilir.

Reperflize karaciger dokularinda XO aktivitesi sham grubuna gore minimal bir artig
gostermigtir. Bu bulgu, teorik olarak olmas: beklenen, ksantin dehidrogenazin iskemik
ortamda proteolitik olarak pargalanip XO olugmas: olay: ile uyumludur. CAPE ve E
vitamini uygulanan siganlarda da benzer sonuglar elde edilmigtir. Insan (159,160)
calismalarinda ve deney hayvam ¢aligmalarinda (161) adenin niikleotid metabolizmas: ile
karaciger transplantimin normal fonksiyon gorebilmesi arasinda korelasyon tespit edilmigtir.
Ayrica deneysel iskemi olusturulmusg karacierin perfiize edildikten sonra igerdigi pirin
seviyeleri ile hepatik fonksiyon arasinda direkt bir baglant1 vardir (162). Bu agilardan
hipoksantin, ksantin ve XO’1n biiyiik 6nemi vardir. Pesonen ve arkadaglar insan karaciger
transplantasyonu esnasinda olusan reperfiizyonun ardindan dolagimdaki ksantin, XO ve
hipoksantinin arttigin1 bulmuglardir (163). Bir baska ¢aligmada iki saat iskemi ve 2 saat
reperfiizyon yapilan sigan karacigerinde hem XDH hem de XO aktivitesi kontrol grubuna
gore azalmigtir (164). Bunlardan sadece XDH aktivitesindeki azalma anlamli bulunmustur.
Sonuglarimiz bu ¢aligma ile ters olsa da degigmelerin anlamsiz olmast yoniiyle birbirine
benzemektedir. Ad1 gegen galigmada ayrica serum XO aktiviteleri 6lgulmis, 1 dakika ve 30
dakika reperflizyondan sonra serum XO aktivitelerinin kontrole gore anlamli sekilde arttig,
60, 90 ve 120. dakikalardaki artigin ise anlamsiz oldugu tespit edilmistir. Total XO + XDH
aktiviteleri incelendiginde de ayni artigla kargilagilmigtir. Degisik deney hayvanlarinda XO

inhibitorleri verilerek deneysel I/R hasari olugturulmus ve hasar derecesi birgok ¢aligmada
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aragtirilmigtir. Matsumura ve arkadaglari yeni ve potent bir XO inhibitérii olan BOF-
4272’nin sigan karacigerinde reperfizyon hasarim takiben sitokinle uyarilan notrofil
kemoatraktan (CINC) iretimine etkisini aragtirmiglar ve kupffer hiicrelerinin oksijen
radikallerine cevaben CINC iretimini azaltti§in1  bulmuglardir (165). Dolayisiyla
notrofillerin iskemik bolgeye invazyonunu arttiran ve kupffer hiicrelerince uretilen CINC’in
XO inhibitorlerinin uygulanmasiyla azalmasi, bolgeye notrofil goguni azaltmistir. Metilen
mavisinin hem iskemiden 6nce hem de reperflizyondan hemen sonra verilmesinin I/R
hasarimt 6nledigi bulunmusgtur (166). Bunu XO’dan elektron alarak dolayisiyla molekuler
oksijenin indirgenmesini onleyerek yapmaktadir. Boylece ksantin ve hipoksantin anaerobik
yolla yikilmaya zorlanmaktadir.

Teorik olarak reperfliize dokuya ksantin infiizyonu I/R hasarini arttiracaktir. Fakat bu
beklentiye zit olarak low flow-reflow modeli ile I/R yapilan siganlarda ksantin inflizyonu
reperflizyon hasarimi azaltmigtir (167). Bunu aragtiricilar, XO’in sadece stiperoksit
iretmedigini ayni1 zamanda antioksidan 6zelligi olan trik asit Urettiini, hasar ¢apinin Girik
asit/siiperoksit anyonu orani ile belirlenebilecegi iddia etmislerdir. Bu ¢aligmadan hareketle,
karaciger I/R’u esnasinda olaya sadece O;" agisindan bakilmamaly, tirik asitin in vifro olarak
singlet oksijen, hidroperoksit ve hidroksil radikalini stipiiriicii etkisi (168) ile reperfiizyon
hasarini orana bagimli olarak o6nleyebilecegi goz o6niine alinmalidir. Bununla beraber
¢aligmamizda karacifer MDA diizeylerinin sham -> iskemi=> reperflizyon yoniinde
yiikselmesi tirik asitin iddia edilen serbest radikalleri siipiiriicii etkisinin I/R sartlarinda pek
etkili olmadigini gostermektedir.

Reperfiizyondan sonra nétrofillerin  karaciger dokusuna infiltrasyonu, karaciger
dokusu ve damarsal yapilarda meydana gelen iskemi ile indiklenen bir seri kompleks
reaksiyonlar sonucu gergeklesmektedir. Notrofillerin dokuya gegisi ve burada I/R hasar
olusturmalari konusunda rol alan bir ¢ok hipotez ileri siriilmiigtiir: a) iskemik olarak hasara
ugrayan endotel veya hepatositlerden serbest oksijen radikalleri gibi bazi kimyasal nétrofil
¢ekicilerin (kemoatraktanlar) salgilanmasi (169,170), b) TNF (171,172), interlokin IL1
(173,174) ve platelet aktive edici faktoér (175) gibi baz1 enflamasyon aracilarinin Kupffer
hiicreleri ve/veya hepatositlerde iiretilmesi; c) hiicre i¢i adezyon molektilua (ICAM) ve MHC
class II gibi yiizey antijenlerinin mikrovaskiiler ekspresyonunda hiicresel degisiklikler
(176), d) enflamasyon hiicre tiplerini ilgili alana siirekli olarak kimyasal yolla g¢ekimini
saglayacak olan siiperoksitlerin aktive olmug nétrofiller tarafindan salgilanmasi (169,170).
Birgok calisma karacigerin reperflizyonundan sonra agir1 serbest oksijen radikali tretimi

sonucu hepatoselliiler hasar, nekroz ve sonug olarak inflamatuvar infiltrasyon oldugunu
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gostermistir (177,178). Olayi tetikleyen bu serbest radikallerin kaynaginin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte reperfiizyonun akut fazinda kupffer hiicreleri, hepatositler,
ekstraselliller XO ve inflamatuvar safhada nétrofiller oldugu ¢alismalardan anlasilmaktadir
(179-181). Doku myeloperoksidaz aktivitesi dokuya nétrofil gogiinii gésterebilecek iyi bir
parametredir (182). Bu g¢aliymanin en 6nemli bulgularindan biri de siiphesiz karaciger
dokusunda yapilan myeloperoksidaz aktivite tayinlerinin sham, iskemi ve reperflizyon
gruplarinda oldukg¢a anlamli gikmasidir. Iskemik fazda karaciger dokusunda MPO aktivitesi
disiik ¢ikmustir. Bunun muhtemel agiklamasi, kan akiminin durmasiyla birlikte mevcut
hapsedilmis kanda bulunan nétrofillerin diginda kan hiicrelerinin bu sahaya ulagamamig
olmasidir. Ardindan gergeklesen reperfiizyon ile kan akimi saglaninca 120 dakika boyunca,
daha onceden belirtilen mekanizmalarla kimyasal ¢ekimin de etkisiyle notrofiller iskemik
dokuya infiltre olmus ve doku MPO aktivitesi sham grubuna oranla yaklasik olarak %75
artmigtir. MDA diizeyinin de reperflizyondan sonra sham grubuna gore yaklagsik %120,
iskemi grubuna gore de yaklagik %80 artmasi, nétrofillerin lipid peroksidasyonunda énemli
bir katkilarinin oldugunu géstermektedir. Bunlardan daha da énemli bir bulgu da CAPE
grubunda doku MPO aktivitesinin hemen hemen sham grubu ile esit olmasidir. Buradan
CAPE’in etkin bir sekilde reperfiizyon esnasinda nétrofillerin  iskemik dokuya
infiltrasyonunu engelledigi yorumunu yapabiliriz. E vitamini ayni derecede bagarili
olamamakla birlikte nétrofil gegisini azaltmugtir. CAPE ve E vitamini bu etkiyi nasil
gostermistir? CAPE ile ilgili yapilan daha 6nceki g¢aligmalarda iskemik dokuya nétrofil
gogiiniin azalabilecegi ifade edilmistir (143,144). Muhtemelen CAPE antioksidan etkisiyle
serbest radikalleri yok etmekte, dolayisiyla kimyasal ¢ekici olarak gorev yapan faktorler
uzaklaginca notrofil gogii azalmaktadir. E vitamininin de benzer bir etki ile nétrofil
invazyonunu azaltabilecegi sdylenebilir.

Sonug olarak;

1) Karacigerde iskemi ve reperflizyon siiregleri antioksidan enzim aktivitelerinde
herhangi bir degisiklik olusturmamistir. CAPE, E vitamininden farkli olarak direkt veya
indirekt bir mekanizma ile patolojik dokuda enzim aktivitelerinde anlaml: bir artiga neden
olmugtur.

2) Daha once yapilan birgok caligmada da gosterildigi gibi reperfiize dokuda
istatistiksel agidan anlamli olmasa da XO aktivite artig1 tespit edilmigtir. Bu degisimin I/R
hasarinda roli oldugu soylenebilir. Ayrica MPO aktivitesinin I/R grubunda sham ve iskemi
gruplarina gore oldukga yiiksek bulunmasi, iskemik dokuya nétrofil infiltrasyonu oldugunu

gostermektedir. Doku hasarinda en biiyiik fonksiyonu nétrofillerin gérdiigii sdylenebilir.
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Doku MDA dizeylerinin iskemi ve I/R gruplarinda artmas: serbest radikallere bagh lipid
peroksidasyonunun oldugunu géstermektedir. E vitamini ve CAPE anlamli bir sekilde MDA
diizeylerini azaltmgtir.

3) CAPE iskemik dokuya muhtemelen daha 6nceden gosterilmis olan antienflamatuar
etkisi ile notrofil invazyonunu engelleyerek I/R doku hasarini azaltmaktadir.

4) Karacigerin soguk ve sicak reperfiizyon hasarlarinda E vitamini ve CAPE’nin ayri
ayr1 veya kombine olarak kullanilmasinin karacifer dokusunun korunmasinda tam veya

kismi faydasi olabilecegi goriigiindeyiz.
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6 OZET
Bu ¢aligmada, deneysel olarak sigan karacigerlerinde iskemi-reperfiizyon (I/R) olusturulup

antioksidan enzimlerin durumlan incelenmis, doku hasarina E vitamini ve kafeik asit fenetil ester
(CAPE)’in etkileri aragtirilmistir. Bu amagla her bir grupta 10 sigan olmak iizere; sham, iskemi, I/R
gruplari olusturulmus, I/R gruplarina da E vitamini ile CAPE intraperitoneal olarak uygulanmugtir.

Salin-iskemi grubunda sham grubuna gére MDA miktarinda anlamli artis (p<0.039), MPO
aktivitesinde ve NO miktarinda ise anlaml: diigiis gézlenmigtir (her ikisinde de p<0.0001). Salin-I/R
grubunda sham grubuna gére MDA miktarinda ve MPO aktivitesinde anlamli artig (her ikisinde de
p<0.0001), NO miktarinda ise anlamh digiis gozlenmigtir (p<0.027). E vitamini uygulanan
siganlarda sham grubuna gore MDA miktarinda ve MPO aktivitesinde artiy (swrastyla p<0.020,
p<0.001), NO miktarinda ise anlamli diigiig olmustur (p<0.0001). Salin I/R grubuna gore ise MDA
miktari, MPO aktivitesi ve NO miktarinda anlaml diigiis gozlenmistir (sirastyla p<0.001, p<0.0001,
p<0.0001).

CAPE uygulanan siganlarda sham grubuna gére SOD aktivitesi, CAT aktivitesi, GSH-Px
aktivitesi anlamli sekilde artrmg (sirasiyla p<0.014, p<0.003, p<0.023), MDA miktar1 ve MPO
aktivitesi degismemis, NO miktar1 ise anlamli gekilde diigmiistiir (p<0.0001). Salin-I/R olusturulan
sigan grubuna gore ise CAT aktivitesinde anlamli artig (p<0.010), MDA miktari, MPO aktivitesi ve
NO miktarinda anlamh diigiis goézlenmigtir (sirastyla p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.007). E vitamini
uygulanmig sigan gruplarina gére ise SOD aktivitesi, CAT aktivitesi ve GSH-Px aktivitesi ile
kiyaslandiginda anlamli arti olmustur (sirasiyla p<0.005, p<0.015 ve p<0.026). MDA ve NO
miktarlarinda bir degisiklik gozlenmemistir.

CAPE uygulanan siganlarda E vitamini uygulanan siganlara gére SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde artis gozlenmesi antioksidan savunmayi giiglendirmesine delil olabilir. Lipid
peroksidasyonu iiriinii olan MDA’nin CAPE grubu ile sham grubunda hemen hemen ayni olmasi ve
salin-I/R grubu ile karsillagtinldiginda E vitaminine gére MDA’y1 daha fazla diigiirmesi hasarin
derecesini 6nemli olgiide azalttif1 anlamina gelebilir. Bu ¢alismanin en 6nemli bulgularindan biri
CAPE’nin reperfiizyon esnasinda iskemik dokuya nétrofil invazyonunu engellediginin delili olan
MPO aktivitesinin diisiik bulunmasidir. Sonugta CAPE’nin I/R hasarinda antioksidan savunma
mekanizmasmm destekledigi, nétrofil gégiinii engelleyerek respiratuvar patlama olaylarmin &niine
gegtigi ve E vitaminine gére daha kuvvetli etkisinin oldufu gériilmiigtiir. CAPE nin karaciger sicak
reperfiizyon hasarinda tedavi amagh olarak kullanilmas: énerilebilir.
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7 SUMMARY

THE OXIDANT/ANTIOXIDANT STATUS OF RAT LIVER AFTER
EXPERIMENTAL ISCHEMIA-REPERFUSION: THE EFFECTS OF VITAMIN E
AND CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER (CAPE) ON TISSUE INJURY

In this experimental study, antioxidat enzyme activities and some parameters involved in
the pathological process of the tissue damage were investigated in rat liver after ischemia-
reperfusion (I/R). The effects of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and vitamin E on tissue
damage were also investigated. For this purpose, Wistar albino rats were divided into 5 equal groups
each consisting of 10 rats. CAPE and vitamin E were applied intraperitoneally in the I/R groups.

While tissue malondialdehyde (MDA) level was significantly increased (p<0.039),
myeloperoxidase (MPO) activity and nitric oxide (NO) levels were significantly decreased
(p<0.0001) in saline-ischemia group compared to sham operation group. In saline-I/R group, MDA
level and MPO activity were found to be clevated and NO level was found to be decreased
(p<0.027) compared to both sham operation and ischemia groups. Tissue MPO activity and MDA
level were increased (p<0.020 and p<0.001, respectively) and NO level decreased (p<0.0001) in Vit
E + IR group compared to sham operation group. When compared to I/R group, all these three
parameters were found to be decreased after Vit E trecatment. Vitamin E did not change the
antioxidant enzyme activities. Increase in superoxide dismutase (SOD) (p<0.014), catalase (CAT)
(p<0.003) and glutathione peroxidase (GSH-Px) (p<0.023) activities and decrease in tissue NO level
(p<0.0001) were found in CAPE + I/R group when compared to sham operation group. MDA and
NO levels, and MPO activity were found to be significantly decreased (p<0.0001, p<0.0001 and
p<0.007, respectively) in CAPE + I/R group compared to I/R group. When compared to Vit E + /R
group, the antioxidant enzyme activities were significantly increased but MPO activity was
decreased in CAPE + I/R group. There was no difference in MDA and NO levels between Vit E and
CAPE groups.

Overall our result demonstrates that CAPE may be a potent and a specific inhibitor of
neutrophil invasion to damaged tissue after reperfusion injury (CAPE suppressed the oxidative burst
of rat polymorphonuclear leukocyte infiltration into rat liver as quantified by MPO activity). These
reports provide further evidence that CAPE may increase the activities of antioxidant enzymes in /R
model. CAPE may be more useful for the treatment of warm reperfusion injury in the liver, than Vit
E.
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