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KARACIGER iSKEMi REPERFUZYON HASARINDA
RHEUM RiBES L. ISKIN)’IN OKSIDATIF STRES UZERINE ETKIiSi
Yiiksek Lisans Tezi
SUHEYLA OZYURT

OZET

Organlarin kanlanmamas1 yani besin ve oksijen gibi maddelerin dokulara yeterince
ulasamamasi durumu iskemi olarak tanimlanir. Karaciger dokusunun yasaminin devam
edebilmesi i¢in iskemik alanin erken reperfiizyonu Onemlidir. Karaciger iskemi sonrasi
reperfiizyonun yol agtig1 agir oksidatif stres ciddi iglevsel ve yapisal hasara yol agmaktadir.
Bu hasardan baslica serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Iskin (Rheum ribes L.)
Polygonaceae familyasindan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Son zamanlarda biyokimyasal ara
tiriinler ve stres sonucu olusan serbest radikallerin bir¢ok hastalikla iliskili oldugu tespit
edilmistir. Bu c¢alismada 1skinin karaciger iskemi-reperfiizyon hasarinda oksidatif stres
tizerine etkisi arastirilmistir. Boylece siklikla tiiketilen bu bitkinin bilinmeyen bir yonii ele
alinarak konu aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Calismamizda 24 Wistar Albino ratlar her grupra n=8 rat olacak sekilde 3 gruba ayrildi.
Bunlar 1 / R, Sham (SF) ve Tedavi (Iskin) gruplariydi. I / R grubuna 30 dk iskemi, 30 dk
reperfiizyon uygulandi. Sham (SF) grubundaki sigcanlara bir giin dnceden serum fizyolojik
(%0,9 NaCl) verildi, laparotomi sonrast 30 dk iskemi ve 30 dk reperfiizyon olusturulup
takibinde serum fizyolojik 1 mL verildi. Tedavi (Iskin) grubuna ise deneyden 1 giin 6nce
gavaj yolla 1skin ekstratindan 1 mL (50 mg / kg / giin dozunda) verildi laparotomi sonrast 30
dk iskemi, 30 dk reperfiizyondan sonra tekrar iskin verildi. Yapilan islemlerin sonrasinda
karaciger dokular1 alindi. Alinan 6rneklerden oksidatif stres biyomarkirlar olararak katalaz
(CAT) ve superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
spektrofotometrik olarak oOl¢iildii. Dokularin histopatolojik analizi 151k mikroskobu altinda
gergeklestirildi.

I / R grubunda MDA diizeyinin 6nemli derecede artti§i ve antioksidan enzim
diizeylerinin azalttig1 gozlendi (p<0.05). Tedavi grubu, I / R grubu ile karsilastirildiginda,
MDA diizeyinin belirgin sekilde azaldig1 gozlendi (p<0.05). Histopatolojik incelemede I / R
grubunda hasar gozlenirken tedavi (1skin) grubunda rejenerasyon bulgulari saptandi. Sonug
olarak, karaciger IR hasarinda oksidatif stresin dnemli rol oynadig1 ve bu hasara kars1 1skin

verilmesinin koruyucu rol oynadig diigiiniildii.
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LIVER ISCHEMIA IN REPERFUSION INJURY
THE EFFECT OF RHEUM RIBES L. (ISKIN) ON OXIDATIVE STRESS
Master's Thesis
SUHEYLA OZYURT

ABSTRACT

Ischemia is defined as the fact that organs such as nutrients and oxygen cannot reach
the tissues adequately. Early reperfusion of the ischemic area is important for the survival of
the liver tissue. Severe oxidative stress caused by reperfusion after liver ischemia leads to
serious functional and structural damage. Free oxygen radicals are responsible for this
damage. Root (Rheum ribes L.) is a perennial herbaceous plant from the Polygonaceae
family. Recently, biochemical intermediates and stress free radicals have been associated with
many diseases. In this study, the effect of irradiation on oxidative stress in liver ischemia-
reperfusion injury was investigated. Thus, an unknown aspect of this frequently consumed
plant was tried to be elucidated.

In our study, 24 Wistar Albino rats were divided into 3 groups with n = 8 rats per
group. These were [ / R, Sham (SF) and Treatment (Iskin) groups. I/ R group received 30 min
ischemia and 30 min reperfusion. The rats in the sham (SF) group were given saline (0.9%
NaCl) one day in advance, 30 min ischemia and 30 min reperfusion after laparotomy. The
treatment group (Iskin) was given 1 mL (50 mg / kg / day dose) of irradiation extract by
gavage 1 day before the experiment. Liver tissues were removed after the procedures.
Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities and malondialdehyde (MDA)
levels were measured spectrophotometrically as oxidative stress biomarkers.
Histopathological analysis of the tissues was performed under light microscope.

MDA levels were significantly increased and antioxidant enzyme levels were
decreased in the I/ R group (p <0.05). When the treatment group was compared with the [ / R
group, it was observed that MDA level decreased significantly (p <0.05). Histopathological
examination showed damage in the I / R group and regeneration findings in the treatment
(irradiation) group. As a result, oxidative stress plays an important role in liver IR injury and

irradiation against this injury plays a protective role.

Key Words: Irradiation, liver ischemia-reperfusion, oxidative stress, theum ribes
Page number: 62

Supervisor: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS
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1.GIRIS AMAC

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokularin yetersiz
perfiizyonu neticesinde doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan
iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre dliimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimiin saglanmasi gerekmektedir. Iskemiye
maruz kalan dokunun reperfiizyonu, dokuda iskeminin yaratig1 hasardan daha ciddi yikimlara
yol agmaktadir (1).

Reperfiizyon doneminde meydana gelen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi
ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tlirevleri basta olmak {izere bir¢ok
mekanizmanin rolii vardir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan selliiler yapilar,
proteinler, niikleik asitler, zar lipitleri ve DNA molekiilleridir (2).

Reaktif oksijen radikallerinin muhtemel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre koruyucu
enzimler ile kars1 koyulur ve antioksidan maddeler yardimiyla radikal hasar sinirlandirilmaya
calisilir. Viicutta bulunan hiicresel antioksidan maddeler, antioksidan enzimler ve serbest
radikallerin birbirleri arasindaki iligski bir denge mekanizmasi olusturmaktadir. Hiicre iginde
oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak
icin hizli ve enzimatik olarak c¢alisirlar. Enzimatik antioksidanlar, antioksidan savunmada
oncelikle etkilidirler. Bunlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (3,4).

Karaciger, birgok hastaliktan sonra kendini yenileyebilme 6zelligine ve kapasitesine
sahip onemli bir organdir. Fakat bazi durumlarda, karaciger geri doniilemez bir bi¢cimde
hasara ugramaktadir. Karacigerde meydana gelen herhangi bir fonksiyonel bozuklugun
viicuttaki tiim sistemleri etkiledigi bilinmektedir. Iskemik karaciger dokusunun yasaminin
devam edebilmesi i¢in iskemik alanin erken reperfiizyonu oldukc¢a Onemlidir. Karaciger
iskemi sonrasi reperfiizyonun yol actig1 agir oksidatif stres ciddi islevsel ve yapisal hasara yol
agmaktadir. Bu hasardan baslica serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Insan
viicudunun serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi ortadan kaldirmak
icin en Onemli silah1 antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikalleri temizleyebilen ve
hiicre hasarim engelleyebilen maddelerdir. insanda bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan

dogal olarak tiretilirler ya da disaridan ilave olarak alinirlar.


https://www.youtube.com/watch?v=MRwRm4d7owE&list=PL3fVnA4R971oOdIquIRdghlBpIsIKEylU

Cesitli insan hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in bitkilerin kullanimi uzun bir tarihe
sahiptir. Yaprak, govde, aga¢ kabugu, kok gibi bitkilerin ¢esitli kisimlari semptomlari
Onlemek, anormallikleri normale dondiirmek icin kullanilir. Bazi bitkilerin antioksidan
aktiviteleri ile ilgili bilimsel ¢alismalar olmasina ragmen, sinirlidir. Iskemi reperfiizon hasari
sonucunda meydana gelen doku hasariin boyutu, iskemi olaymin siiresi ile birlikte, ilgili
dokunun veya organin biyokimyasal metabolizmasi ve yapisal durumu gibi farkliliklar ile de
iliskilidir. Bu c¢alismada karaciger organinda goriilen biyokimyasal siirecler ele alinacaktir.
Calismamizda kullandigimiz rheum ribes L. (1skin)’in igerigiyle onemli antioksidan etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, bu bitkinin karaciger iskemi-reperfiizyon hasarinda,
oksidatif stres iizerine etkisinin tespit edilmesi amaclanmistir. Boylece 6zellikle yore halki
tarafindan ¢ig veya degisik yemekleri yapilarak tiiketilen bu bitkinin bilinmeyen bir yonii ele

alinarak konu aydinlatilmaya ¢aligilacaktir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Karacigerin Anatomik ve Fizyolojik Yapis1

Karaciger, birgok farkli islevin gergeklestirildigi ayn1 zamanda bu islevlerin birbiriyle
baglantisinin da saglandig1 viicudun en biiyiikk organdir. Yetiskinlerde ki agirligr yaklasik
olarak 1,5 kg kadardir. Karacigerin islevsel birimi karaciger lobiilii adin1 alir, insan
karacigerinde bu yapilardan 50.000-100.000 adet bulunmaktadir. Karaciger lobiilii silindirik
yapidadir, uzunlugu birka¢ milimetre olmakla birlikte 0,8-2 mm c¢apindadir. Karaciger
lobiilleri, santral bir ven etrafindaki yapilardan olugmaktadir. Bu santral venler hepatik
venlere onlarda vena kavaya bosalmaktadir. Hepatik hiicresel plaklardan yapilan karaciger
lobiilleri i¢te olan santral venden disa dogru uzanan c¢ubuklar seklindedir. Her bir hiicresel
plak genellikle iki hiicreden olugur bu komsu hiicreler arasinda kiigiik safra kanalciklari
bulunur, bu kanalciklar safra kanallarina dokiiliir (5,6).

Karacigere dakikada toplamda 1350 ml / dk kan gelmektedir. Karacigere gelen bu kan
hacminin 1050 ml’si portal ven, 300 ml’si hepatik arter yoluyla gelmektedir. Gastrointestinal
kanaldan portal venler’e gelen kan, bolmeler arasindaki kiiciik portal veniiller’e, daha sonra
hepatik plaklar arasinda uzanan hepatik siniisoidlere, son olarakta santral vene dokiiliir.
Hepatik arter ile gelen kan ise boliimler arasindaki hepatik arteriyollere, oradan da dogrudan
hepatik siniisoidlere son olarak santral vene dokiiliir. Karacigerden ¢ikan kan hepatik ven ise
vena kavaya dokiilmektedir. Vendz siniisoidler hepatik hiicreler haricinde endotel hiicreleri ve

biiyilk Kupffer hiicreleri ile doselidir. Kupffer hiicreleri makrofaj tipi hiicreler olup
2



retikiiloendotelyal hiicreler olarakta adlandirilmaktadir, hepatik siniis kanindaki bakteri ve
oteki yabanc1 maddeleri fagosite ederler. Endotel hiicreleriyle karaciger hiicreleri arasindaki
cok dar doku araligina Disse araligi (perisiniisoidal aralik) adim1 almaktadir. Disse araligi
lenfatik damarlara baglanmaktadir. Hepatik siniisoidlerdeki porlarin ¢ok gecirgen olmasi hem
stvi hem de proteinlerin Disse araliklarina kolayca gecebilmesine imkan vermektedir bu

sayede de karacigerdeki sivinin fazlasi lenfatik kanallar sayesinde uzaklastirilabilmektedir
(5,6).

Sag Sag Sol Sol

posterior arterior ~medial lateral

Inferior vena cava
Hepatik arter

Portal ven

Safra keze=1 Koledok

Sekil 1. Hepatik ven ve portal ven akimina goére tasarlanmis karacigerin sekiz segmentli
yapisi (7).



KARACIGER ANATOMISI

Alt Ana Toplardamar

Hepatik Arter

Safra Kesesi Portal Ven

Ana Safra Kanah

Sekil 2 Karacigerin i¢ anatomisi (8).

2.2. Karacigerin Temel Fonksiyonlar:

Karaciger genisleyebilen bir organ oldugundan sag atriyumda basing yiikseldiginde
hepatik venler ve siniislerde biiylikk miktarlarda kanin depolanabilmesine olanak
saglamaktadir. Bununla birlikte karacigerin normal kan voliimii 450 ml’dir. Karaciger, kan
hacmi azaldiginda ek kan saglama yetenegi olan, kan hacmi asir1 sekilde arttiginda ise 6nemli
bir kan deposu olabilen biiylik vendz bir organdir (5,6).

Karacigerin Kan Temizleme Islevi: Barsak kapillerlerinden Portal venler'e akan kan
barsaklardan bir¢ok bakteriyi de beraberinde karacigere getirir. Karacigere gelen bu kan
vendz siniisler i¢inden gecerken siniisoidleri doseyen Kupffer hiicreleri tarafindan son derece
etkili bir sekilde temizlenmektedir. Bu ylizden barsaklardan portal kana girerek karaciger
icinden gegip sistemik dolasima ulagsmay1 bagaran bakterilerin sayis1 birden fazla degildir
(5,6).

Karacigerin Metabolik islevleri: Viicudun diger bolgelerinde kullanilacak olan birgok

madde karacigerde sentez edilip, islenirken ayn1 zamanda bir¢ok metabolik islev de yiiriitiiliir.



Bu metabolik islevler karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolizmasi, protein metabolizmasi

ve digerleri seklinde siralanmaktadir (5,6).

a) Karbonhidrat Metabolizmasi1: Karacigerin karbonhidrat metabolizmasinda baslica su

islevleri vardir:

1.

il.

iil.

1v.

Kanda bulunan glikozunun fazlasin1 kandan alip glikojen olarak depolamak ve kan
glikoz yogunlugu diismeye basladiginda da tekrar glikoz olarak kana vermek
(glikojenoliz).

Fruktozu ve galaktoz glikoza ¢evirmek.

Kanda glikoz yogunlugu normalin altina diismeye basladiginda glikoneojenez yoluyla
amino asidlerin glikoza ¢evrilmesi.

Karbonhidrat metabolizmast ara irlinlerinden bircok onemli kimyasal maddeleri

olusturur (5,6).

b) Yag Metabolizmasi: Karacigerin yag metabolizmasindaki baslica islevleri sdyle

siralanabilir;

1.

11.

1il.

Yag asitlerinin oksidasyonu ile enerji saglamak; Karacigerde notral yaglar gliserol ve
yag asitlerine ayrildiktan sonra beta oksidasyonla yag asitlerinden asetil-koenzim A
(asetil CoA) olusur. Olusan asetil CoA sitrik asit dongiisiine girerek okside edilip
bliylik miktarda enerji saglanir. Ayrica iki molekiil asetili CoA’nin birlesmesiyle
olusan ve ¢ok kolay eriyen asetoasetik asit biitiin viicuda taginarak dokular tarafindan
tekrar asetil-CoA’ya gevrilerek okside ederilip enerji saglanir.

Kolesterol, fosfolipit ve lipoprotein sentezi; Karacigerde sentezlenen kolesteroliin
yaklagik yiizde 80’1 safra tuzlarina cevrilip safraya salgilanirken geri kalam
lipoprotenler i¢inde kanla tiim viicuda taginirlar. Fosfolipitler de karacigerde
sentezlendikten sonra baslica lipoproteinler i¢inde taginirlar.

Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi; Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi
biiylik ol¢iide karacigerde gerceklesir, sentezlenen yag lipoproteinler icinde yag

dokusuna tagiirlar (5,6).

¢) Protein Metabolizmasi: Karacigerin protein metabolizmasindaki baslica islevleri sdyle

siralanabilir:

1.

ii.

Amino asitlerin deaminasyonu; Amino asitlerin, enerji i¢in kullanilmasi, kar-bonhidrat
veya yaglara ¢evrilmesi i¢in dnce karacigerde deaminasyonu olmaktadir.
Ure olusumu ile amonya@m viicut sivilarindan uzaklastirilmasi; Karacigerde iire

olusumuyla saglanmaktadir.



iii. Plazma proteinlerinin olusumu; Gama globiilinlerin bir bolimii disinda plazma
proteinlerinin yaklasik ylizde 90’1 karacigerde yapilmaktadir.

iv.  Viicuttaki metabolik olaylar i¢in onemli bazi amino asitlerin sentezi ve amino asit-
lerinden 6nemli kimyasal bilesiklerin olusturmasi. (5,6).

Karacigerin Diger Islevleri:
a) Vitaminlerin depo edilmesi; Karacigerde biiyiik miktarlarda D vitamini ve B12

vitamini de depo edilirken en fazla A vitamini depo edilir.

b) Karacigerde demirin ferritin seklinde depolanmasi; Viicutta demir hemoglobin
disinda, normalde en biiyiik oranda karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Viicut sivilarinda
demir miktar1 arttig1 zaman karacigerde apoferritin ile birleserek ferritin seklinde bir daha
kullanilmak tizere depo edilir.

c¢) Kan pihtilasmasina etkisi; Bir¢ok koagiilasyon faktorii karacigerde yapilir. Bu
faktorlerden protrombin, faktor VII, IX ve X un olusumundaki metabolik olaylarda K
vitaminini gerekmektedir. K vitamini eksikliginde bu faktorlerin yogunlugu c¢ok diiser ve
pihtilagsma bozulur.

d) Bilirlibin atilimina etkisi; Hemoglobin yikimindaki son iiriinlerden biri olan
biliriibin plazmada albumine bagl olarak karacigere tasinir. Biliriibin karacigerde plazma
albiimininden ayrilip yaklasik yiizde 80’1 gliikuronik asitle, ylizde 10’u siilfatla birleserek
bilirubin gliikuronat ve bilirubin siilfat olusurken geri kalan ytlizde 10’u ¢esitli maddelerle

birlesir (5,6).
2.3. Rat Karaciger Anatomisi

Ratlarin karacigerleri; sol lateral-sol medial, sag lateral-sag medial ve kaudal loblardan
olusmaktadir. Karaciger kapsiilii, her lobu ayr1 ayr1 sarmakta olup loblar sadece porta hepatis
diizeyinde birlesmektedirler. Kaudal lob, sol lateral lobun inferior yiizeyine bir periton
yapragi ile yapigsmaktadir. Portal ven, hepatik arter ve safra kanallari, her lob i¢in porta
hepatis diizeyinde ve karaciger parankiminin hemen digsinda dallanmaktadir. Ratlarda, safra
kesesi yoktur ve uzun bir safra kanali, pankreas lizerinden duedonuma dokiiliir. Sol lob ve
orta lob, tek lob seklindedir ve orta lob round ligamaninin yapistig1 derin bir ¢entige sahiptir.
Sag lob, iki kiigiik alt loba ayrilir. Kaudal lob ise, parakaval ve spiegel loblarina ayrilir. Sag
sol ve kaudal lob, bir portal dala sahipken; orta lob iki portal dala sahiptir. Sol lob ile sag
lobun bir kismi, kaudal lob, bir biiyiik hepatik vene drene olurken, orta lob {i¢ hepatik vene
drene olmaktadir. Rat karacigeri ve insan karacigerinin temel yapilari, benzerlik gosterir. Rat

karacigerinin loblar1, insan karacigerindeki (Sekil 3) segmentlere benzetilebilir (9)



Sican Karacigeri Sican Karacigeri

Sekil 3. Rat ve Insan Karaciger Anatomisi (10).

(A) Rat karaciger loblar1 ve ortalama agirlik yiizdesi (B)Human karaciger segmentleri (C) Rat
karacigi portal venleri (D) Rat karacigeri hepatik venler.

2.4. iskemi / Reperfiizyon Hasar1

Viicuttaki herhangi bir doku veya organa kan akisinin azaldigi ya da kesildigi
(6zellikle vaskiiler cerrahi islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) duruma iskemi
denir. Iskeminin uzun siirmesi neticesinde hiicrelerin biitiinliigiiniin kaybolmasiyla birlikte
hiicresel 6liim meydana gelebilir. Iskemiye maruz kalan dokunun kanlanmasinin tekrar
baslamasina ise reperflizyon denmektedir. Reperfiizyon durumunda, 6zellikle dokuya yerlesen

polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salgilanan serbest oksijen radikalleri (SOR)
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dokudaki yikimi artirmaktadir. Bu olay reperfiizyona bagli doku hasar1 adini almaktadir.
Iskemi sonucu hipoksi olusmakta, olusan hipoksi ise acrobik oksidatif solunumu etkileyerek,
son derece onemli ve genel bir hiicre zedelenmesi ve 6liim nedeni haline gelmektedir (11).
Iskeminin uzun siire devam etmesi halinde enerji eksikligine bagli olarak baz1 olaylar olusur:
Iskemi sonucu oksijen azalmasi, krebs déngiisiiyle aerobik oksidasyonda azalmaya ve hiicrede
bulunan adenozin trifosfat (ATP) miktarinda diislise neden olur. Bu durum adenozin difosfat
(ADP) ile fosfat birikimi ve Embden-Meyerhoff yolundaki anaerobik likolizde artigla
neticelenir. Laktik asit ve piirivik asit birikir. Laktat artis1 ve H™ birikimi doku pH’sinda
diismeye sebebiyet verir. Laktik asit ve diisiik pH, protein pargalanmasi enzim
fonksiyonlarinda kayip rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
rejenerasyonunun engellenmesi ve SOR gibi iskemik hasar olusturan etkenlerin gelisimini

arttirmaktadir (12).
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Sekil 4. Iskemi Reparfiizyon hasar1 metabolizmasi (15).

2.5. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar

Karaciger cerrahisi ve naklinde onemli bir klinik vaka olan karaciger iskemi reperfiizyon
hasar1 ilk kez 1975’de deneysel olarak gergeklestirilen karaciger naklinde goOsterilmistir.
Karaciger kan akisinin %70-80’1 portal venden, geri kalan kismi ise hepatik arterden saglanir.
Ikili kan destegi ve glikojen depolarmin yiiksek anaerobik metabolizma hacmine sahip
olmasina ragmen karacigerde hipoksik hasarlanma meydana gelebilmektedir (13).
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Karacigerde Iskemi Reperfiizyon hasari iki evrede gerceklesmektedir:

1. Erken faz (0-2 saat): Reperfiizyon olayindan sonra iki saat igerisinde gozlenir. Kupffer
hiicrelerinde  SOR olusumu ile ayirt edilir. SOR {retimi ve salmimi hepatositlerde
hasarlanmaya neden olur.

2. Ge¢ Faz (6-48 saat): Notrofillerin, lenfositlerin, makrofajlarin ve trombositlerin karacigere
hareketi ile inflamasyon yaniti uyarilmakta ve siniizoidal kan akisinda farkliliklar meydana
gelmektedir. Hepatositlerdeki hasar SOR ve ekstraselliiler sitokinler ile olusur (14).
Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktorler ileri siiriilmiistiir.
Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar dizisidir.

Ozellikle;

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR),

2) Polimorf niiveli 16kositler (PMNL),

3) Kompleman sistemi,

4) Endotel hiicreleri olmak tizere bu dort faktdr hasarin baslica sebepleri arasinda yer

almaktadir.

Serbest oksijen radikallerinin muhtemel zararlarima ¢ok sayida hiicre koruyucu
enzimleri ile karsi koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasari sinirlandiriimaya
calisilmaktadir. Viicudumuzdaki antioksidan maddeler ve serbest radikallerin birbirleriyle
olan iligkileri bir denge olusturmaktadir. Hiicrede oksijenin olustugu yerlerde, antioksidanlar,
oksijen ara metabolitlerini diisiirmek i¢in enzimatik olarak ¢alisirlar. Antioksidan savunmada
ilk olarak etkin olan enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir (16).

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢ci Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi neticesinde asir1 miktarda
SOR olusarak, oksidatif strese sebebiyet verir. Iskemi-reperfiizyon hasarmin
fizyopatolojisinde, serbest oksijen radikallerinin 6nemli bir role sahip olduklar1 bilinmektedir.
Serbest radikaller; lipoproteinler, serbest amino asitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleik
asitler, lipitler ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin
yapisinda bulunan hemen hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar {izerinde

geriye doniisli olan veya doniisii olmayan etkiler meydana getirebilmektedirler (17).



Sekil 5. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Meydana Gelen Olaylar Dizisi (18).

2.5.1. Karaciger iskemi-reperfiizyon hasari olusum mekanizmalari

Iskemi-Reperfiizyon olayr sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artisi ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin yapisinin degigmesine Onciiliikk eden proteaz ve fosfatazlarin aktif hale
geemesi sonucu fazla miktarda serbest oksijen radikali olusarak, oksidatif strese neden
olmaktadirlar (19,20).

Serbest radikaller; canli organizmalarin yapisinda bulunan bir¢ok biyomolekiillerle tepkimeye
girerek bu biyomolekiiller iizerinde geriye doniisii olan veya kalict hasarlara sebebiyet verdigi
bilinmektedir (20).

Iskemi olaymimn gerceklesmesi sirasinda az miktarda serbest radikal olusmaktaysa da

reperfiizyon oalyinin gergeklesigi donemde dokunun yeniden oksijenle bulusmasinin ardindan
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cok daha biiyiik oranda serbest radikal olusmakta ve bu serbest radikaller lipit
peroksidasyonuna yol agarak olusan hasarin artmasina neden olmaktadir (21).

Hipoksi mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun engellenmesine neden olur, hayati
oneme sahip olan ATP flretimini durdurur. Kritik noktadan gelindikten sonra oldiiriicii
membran zedelenmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte meydana gelen reperfiizyonda
hiicrede su hasarlara neden oldugu bilinmektedir.

1-Ksantin oksidaz kaynakli serbest radikallerin olusmasi

2-Hasarl1 endotele notrofil yapismasinda fazlalasma

3-Enerji kaybina ugrayan organa reperfiizyon aninda Ca*? tasinmasi

4-Post iskemik evrede adenin niikleotit saglanmasindaki eksiklik, hiicrede enerji agig1.

Iskemide ATP, ADP, AMP, inozine ve hipoksantin’e yikima ugrar. Normal sartlarda
hipoksantin ksantinoksidaz ile ksantin ve {irik aside okside olur. Bu durum hipoksantin
oksijenizasyonu icin substrat fazlaligina neden olmaktadir. Reperfiizyon doneminde ani ve
yiiksek oranda oksijen saglandigindan, hipoksantinin ksantine oksidasyonu, siiperoksid

radikallerinin meydana ¢ikmasina neden olur (22).
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Sekil 6. Iskemi sonras1 hiicre hasarindaki SOR etkileri (23).
2.6. Iskemi Reperfiizyonun Organ Sistemlerine Etkisi

Iskemiden sonra dokuda reperfiizyon olaymna yanit olarak ortaya ¢ikan hasar, diger
organlara da ciddi seviyede etki etmektedir. Iskemi Repefiizyon hasarinin uzak organ etkileri
genellikle akciger ve kardiyovaskiiler sistemde goriiliir, ayrica sistemik inflamatuvar yanit
sendromu veya yiiksek mortalite oranma sahip ¢oklu organ yetmezliiyle sonuglanabilir.

(24,25).

11



2.7. Serbest Radikaller

Insan yasami igin oksijen ¢ok &nemli olmasima karsin, normal metabolizma sirasinda
iiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme kapasite ve potansiyeline
sahiptir (26). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal oksijen
molekiiliiyle kiyaslandiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir (27).
Serbest radikaller, dig atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron
iceren yiiksek enerjili, istikrarli bir yapiya sahip olmayan bilesiklerdir. Bu c¢iftlenmemis
elektron serbest radikallere biiylik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyalin zarar gormesine neden olmaktadir. Bu zararin
yaslanmay1 tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga
sebep oldugu bilinmektedir (26).

Serbest radikalleri kontrol altinda tutan ve reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik
veren vicutta farkli dogal savunma sistemleri vardir. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkl
serbest radikaller tizerinde rol oynarlar ve bu yiizden birbirlerini tamamlayici niteliktedir (26).
Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi denge
halindedir. Bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi miiddetce
organizma, serbest radikallerden etkilenmeden faaliyetlerini siirdiirmektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina
sebep olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmas1 arasindaki ciddi dengesizligi gostermekle birlikte sonug
olarak doku hasarina sebebiyet vermektedir (28).

Organizmada SOR’un olusturdugu reaksiyonlar, radikalin bir diger radikal ile veya
radikal olmayan ajanlar ile karsilagsmasiyla gerceklesir. Serbest radikaller birbiri ile
karsilastiginda kovalan bir molekiil olusturacak sekilde tepkimeye girerler. Serbest radikaller
organizmada radikal olmayan bircok hiicre bileseni ile de tepkimeye girebilir ve bu
bilesenlerin yap1 ve islevlerinde degisiklilik meydana getirebilirler. Bdylelikle serbest

radikaller organizmada molekiiler diizeyde bir¢ok biyolojik etkiye sebep olurlar (29,30).
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Tablo 1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (26).

Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik kaynaklar Intraseliiler kaynaklar

v’ Sigara dumani v’ Siiperoksit dismutaz
v’ Egzersiz v Katalaz
v" Cevre kirleticiler v" Glutatiyon peroksidaz
v’ Atesli hastaliklar v Glutatiyon
v" Radyasyon v" Ubikinon
v Coklu doymamuis yag asitleri v Selenyum

ile zengin bir diyet v' Urik asit
v’ Iskemi v E vitamini
v" Karsinojenler v C vitamini

v’ B- karoten ve diger karotenoidler

Hiicreler serbest oksijen radikallerinin hasarina bagisik degildir. Ancak genellikle glutatyon
ve katalaz ile oksijen hasarma karsi korunduklari bilinmektedir. Iskemik dokularda, SOR
iireten intraseliiler mekanizmalar tam aktive edilmis halde bulunurlar. Buna karsilik oksijen
saglanmasindaki eksiklikten dolay1 islev gérmezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin

restorasyonu ile biiyiik miktarlardaki SOR tiretilerek reperfiizyon hasar1 indiiklenir (31).

2.7.1. Serbest radikallerin olusmasi

Bir serbest radikal ii¢ farkli yolla ortaya ¢ikabilir (32):

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusabilirler
(Boliinme sonras1 her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir).

X: Y —X+Y

2.Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybiyla ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi ile olusabilirler. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,
atomlardan birisinde kalir.

X . Y— X +Y°

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

Ate — A G
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2.7.2 Serbest radikal olusturan baslhica mekanizmalar

2.7.2.1. Otooksidasyon

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (27). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyona girmesi olduk¢a hizlidir ve bu
reaksiyonlarin baslangici icin birgok mekanizmanin oldugu bilinmektedir. Ozellikle ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) ve fosfolipidler otooksidasyona egilimlidir. Otooksidasyonda
ilk olusan ana tirtinlerin hidroperoksit (ROOH) iirtinleri oldugu bilinmektedir (33).

2.7.2.2. Gecis metal iyonlarinin etkisi

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 da canli organizmada serbest radikal olusturan giiglii
birer oksidatif katalist olarak ilev gdrmektedir. Fe; oksidatif reaksiyonlari tesvik etmede daha
etkili bir metal iken, Cu katalizli reaksiyonlar heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamistir

(34).

2.7.2.3. Fotooksidasyon

Fotokimyasal iz yollari, oksidasyonlarda baslatic1 olarak islev goren peroksitlerin olusumu
icin bliylik bir 6neme sahiptir. Isi8in bir molekiil tarafindan direkt olarak absorbsiyonu,
stiperoksit anyonu Tlretebilen elektron transfer proseslerine sebebiyet verebilmektedir.
Fotosensitize prosesler ise, direkt fotokimyasal reaksiyonlardan muhtemelen daha onemli
olup bu tip indirekt oksidasyonlarda sensitizer (Sens) denilen bir molekiil 15181 absorbe ederek
diger baz tiirlerin oksidasyona ugramasina sebep olurlar. Genellikle bu reaksiyonlarda
sensitizerin kendisi tiiketilmezler, 15181 absorbe eden bu molekiil aktif forma doniismektedir

(35).

2.7.2.4. Enzimatik oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi bir¢ok enzim reaksiyounun bir sonucu olarak da

meydana gelmektedir (36).
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2.7.3. Enzimatik ve Peptid Savunma Sistemleri

2.7.3.1. Katalaz (CAT)

Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili
protein katalistlerinden birisidir (37). Siiperoksit dismutaz enzimi faaliyeti neticesinde ortaya
c¢ikan toksik hidrojen peroksit (H2 O2), “katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene doniistiiriiliir
(38).

Katalaz

2H, O —» 2H, O+ 02

2.7.3.2. Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en Onemli
antioksidan savunma sistemidir. SOD bir siiperoksit radikalini O, molekiiliine yiikseltgeyip,
diger bir siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H>O>)
indirgenmesini katalize eder.

SOD

'Oz'-i-'Oz‘-l—ZH+ —» 0, +H, Oy

SOD’un tii¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar; Cu-Zn-SOD (SOD 1), Mn-SOD (SOD 2)
ve Cu-SOD (SOD 3) (24). SOD 1, 32,000 dalton agirliginda ve sitoplazmada, niikleer
bolmelerde ve lizozomlarda bulunur. SOD 1 gen mutasyonlar1 Down sendromu,

Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaliklarinin patofizyolojisinde gorev almaktadir (39).

2.7.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz mitokondri ve bazen de sitozolde hidrojen peroksidi suya parcalayan
onemli bir antioksidandir (40). Genellikle aktivitesi selenyuma baghdir. Bu sebeple
selenyuma bagli olan -GPx ve selenyuma bagli olmayan -GPx olarak ayrilabilir. GPx en

onemli islevi hiicreyi oksidatif strese kars1 korumaktir (41).
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2.8. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusumunu engellemek, bu maddelerden kaynakli hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gorev yapan savunma sistemlerine “antioksidan
savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir (42). Hiicrelerde serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu oksidan yikima karsi antioksidanlar olarak isimlendirilen bir¢ok
koruyucu mekanizma bulunmaktadir.

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olabilirler.

Endojen kaynakh antioksidanlar: Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik
olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilirlar.

Eksojen kaynakh antioksidanlar: Eksojen antioksidanlar; vitaminler ve ila¢ antioksidanlari
olarak sinmiflandirilir (43).

Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan / antioksidan dengesini saglamak i¢in serbest

radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in kullanilirlar (44).

2.8.1. Antioksidanlarin etki mekanizmalari

1. Toplayict etki; Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere
doniistiirerek etki gosterirler. Antioksidan enzimlerin bu sekilde islev gordiigii bilinmektedir.
2. Bastiricr etki; Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek aktivitelerini azaltarak
veya inaktif hale doniistiirerek etkili olurlar. Vitaminler ve flavanoidler bu 06zellikteki
antioksidanlar sinifina girmektedir.

3. Zincir kirict etki; Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kiric1 etki gosterirler.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki géstermektedir.

4. Onarici etki; Serbest radikaller nedeniyle ortaya ¢ikan hasari onarmada etkilidirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarin1 6nleme; Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.

6. Enzimatik etki; SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin

sentezini arttirmak suretiyle etki gostemektedirler (43)
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Tablo 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (45).

ENDOJEN ANTIiOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
v’ Siiperoksit dismutaz (SOD) v Glutatyon v Koenzim Q 10
v’ Katalaz (CAT) v Melatonin v’ Selenyum
v' Glutatyon peroksidaz (GPx) v Urik asit v o-lipoik asit
v' Glutatyon rediiktaz (GR) v Bilirubin v’ Transferrin
v Albiimin v" Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN VITAMIN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

v Ksantin oksidaz inhibitorleri

(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten) v a-Tokoferol (Vitamin E)

v NADPH oksidaz inhibitorleri v B-Karoten (Vitamin A)

v Rekombinant siiperoksit dismutaz v’ Askorbik asit (Vitamin C)
v" Trolox-C (vitamin E analogu) v Folik asit (Vitamin B9)

v Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

v" Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)

v' Noétrofil adezyon inhibitorleri

v Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

v’ Barbitiiratlar
v’ Demir selatérleri
v Sitokinler (TNF ve IL-1)

2.9. Iskin (Rheum ribes L.)

Iskin (Rheum ribes L.) Polygonaceae familyasindan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Iran-
Turan fitocografik bdlge elementidir. Filistin, Liibnan, Ermenistan, Kuzey Irak ve iran gibi
iilkelerde ve 6zellikle yurdumuzun Dogu Anadolu (Agri, Bingdl, Elaz1g, Hakkari, Kars, Van
ve Sivas) bolgesinde yayilis gosterdigi kaydedilmistir (46). Kayalik ve cakil yamacglarda
yetigir. Siirgiinleri 40 cm yiikseklige kadar biiyiiyebilir ve tabanda yaprakli, {istte yapraksizdir.
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Bu siirgiinler ve yaprak sapinin taze olarak tiiketimi bilinmektedir. Ayrica yore halki
tarafindan pisirilmek suretiyle de degisik yemeklerinin yapildig: bilinmektedir. Iskinin yaprak
ve govdesinin eksi lezzetli oldugu, mideyi kuvvetlendirdigi, kusmay1 6nledigi ve kabizlik
yapici etkiye sahip oldugu bilinmektedir (47).

Bitkinin yore halki tarafindan farkli kullanim sekilleri de bulunmaktadir. Geng haldeki
bitkinin gévde kismi1 ve yaprak sap1 soyulduktan sonra ¢ig olarak tiiketilebildigi gibi, tursusu
ve yumurtali kavurmasi yapilarak tiiketidigi de bilinmektedir. Tibbi agidan
degerlendirildiginde 1skin bitkisinin mideyi kuvvetlendirdigi, kusma, seker hastaligi ve
hemoroidi dnleyici etkisinin oldugu belirtilmektedir. Kurutulduktan sonra kaynatilarak igilen
1sgin kokleri seker hastaliginin tedavisi i¢in tiikketilmektedir. Taze siirgiinlerinin A, C ve E
vitamini bakimidan zengin oldugu, selenyum diizeyinin beslenme agisindan yeterli oranda

oldugu kayitlara gegmistir (48).

Resim 1. Iskin Otu (Rheum ribes L.)

2.9.1. Iskin’1n kimvasal icerigi

Iskin bitkisinin 100 g yenilebilir kistmda 20,4 mg askorbik asit, 2.25 g protein, 0.24 g

yag, 1.15 g kiil, 25,1 mg fosfor, 114,4 mg potasyum, 60,3 mg kalsiyum, 24,6 mg sodyum
muhteva ettigi bilinmektedir (49).
Bitkinin koklerinde aloe-emodin, emodin, krizofanol ve fiskiyon gibi dort antrakinon
tirevinin tanimlanmasi ve ayrimi i¢gin HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi)
yonteminden yararlanilmistir. Sonug¢ olarak bitki koklerinde dort antrakinonda tanimlanmig
olup, aloe emodin, emodin, krizofanol ve fiskiyon yiizdeleri sirasiyla %0.39, 9%0.014, %0.089
ve %0.072 olarak kayitlara ge¢mistir (50).

18



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

- 1.1.3.3 tetrametoksipropan Sigma

- Bakar stilfat CuSO4. 5H20 Sigma
- 2- [2-Tiyobarbitiirik asit] TBA Merck

- Etilendiamin tetraasetik asit Na EDTA Sigma

- Disodyum hidrojen fosfat Na;HPO4.12H,0 Merck
- Sodyum dihidrojen monofosfat NaH2POq4 Merck
- Dipotasyum hidrojen fosfat K>2HPO4 Merck

- Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO4 Merck
- Folin-Ciocalteu Fenol ayiraci Sigma
- Glutatyon GSH Sigma
- Hidrojen peroksit H>0, Merck
- Lauril siilfat SDS Sigma
- n-Butanol 1-Butanol Merck
- Piridin Merck
- Sodyum hidroksit NaOH Merck
- Sodyum karbonat Na,COs Merck
- Sodyum kloriir NaCl Merck
- Sodyum potasyum tartarat Na-K tartarat Sigma
- Tris baz Sigma
- Tris hidroklorit Tris-HCl Sigma
- B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat B-NADPH Sigma
- Hidroklorik asit HCl Merck
- Formaldehit HCHO Sigma
- Etanol C2HesO Sigma
- Asetik Asit CH3;COOH Sigma
- Ksantin Sigma
- CAPS Sigma
- Ksantin oksidaz Sigma
- Iodonitrotetrazolium kloriir INT Sigma
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3.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

- Derin Dondurucu Samsung
- pH metre Hanna Instruments
- Hassas Terazi Radwag

- UV Spektrofotometre Shimadzu
- Buz Makinesi Scotsman
- Distile su cihazi Merck

- Manyetik Karistiric Mtops

- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi

- Lam

- Lamel

- Meziir (25ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml)

- Mikroskop

- Operasyon Takimi

- Otomatik pipet, pastor pipeti

- Sogutmal1 santrifiij Hettich
-Su Banyosu

-Vorteks

3.3. Deney Hayvanlar

“Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda rheum ribes 1. (1skin)’in oksidatif stres iizerine
etkisi” adli calismamiz i¢in Kahramanmaras Siitcii iImam Universitesi Tip Fakiiltesi etik
kurulu onay1 alindi (Tarih: 26.12.2018, Say1: 03). KSU Deney hayvanlar1 Biriminden alinan
24 adet, 194-250 g arasinda degisen, standart kosullarda yetistirilen eriskin erkek Wistar
siganlar iizerinde gergeklestirldi. Calisma KSU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gerceklestirldi. Tiim
caligmalar Helsinki Deklarasyonu’nda belirtilen onerilere uygun olarak yapildi. Bu calisma
KSU Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu ile desteklendi (2019 / 2-7 YLS). Calis mamizda

kullanilan Wistar albino erkek ratlar istatiksel olarak daha anlamli veriler elde edebilmek i¢in,
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her grupta 8 adet denek olmak {izere, randomize olarak 3 gruba ayrilarak ¢alisma gruplar
olusturuldu. Sicanlar 21+1 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik

periyodunda tutularak standart rat yem i ve su verilerek beslendi.

3.4. Deney Gruplan

Bu c¢alismada kullanilan Wistar albino erkek ratlar, istatiksel olarak daha anlamli veriler elde
edebilmek icin, her grupta 8 adet denek olmak iizere, randomize olarak 3 gruba ayrilarak
calisma gruplart olusturuldu. Tiim deneklere anestezik olarak Ketamin (50mg / kg)
intramiiskiiler injeksiyon ile uygulanarak deneklerin batin 6n duvarida bulunan tiiyler kesildi,

batikon ile temizlenip steril sartlarda laparatomi islemi uygulanda.

I/ R grubu (n=8): Deneklere uygulanan girisim ve cerrahi islemden sonra karacigere iskemi-
reperfiizyon uygulanan grup.

Sham (SF) grubu (n=8): Deneklere uygulanan girisim ve cerrahi islemden bir giin dnce tek
doz serum fizyolojik verilen ve cerrahi islemden sonra karacigerde 30 dakika iskemi ve 30
dakika reperfiizyon olusturulup, reperfiizyon takibinde tekrar serum fizyolojik (% 0.9'luk
NaCl) 1mL gavaj yoluyla verilen grup.

Tedavi (Iskin) grubu (n=8): Deneklere uygulanan girisim ve cerrahi iglemden bir giin 6nce
tek doz Iskin ekstrati ImL (50 mg / kg / giin dozunda) gavaj yoluyla verildi. Cerrahi islemden
sonra karacigerde 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon olusturuldu. Reperfiizyon
sonras1 deneklere Iskin ekstrati ImL (50 mg / kg / giin) verildi. Ratlar sakrifiye edildi ve
otopsi yapilarak karacigerden doku &rnekleri alindi. Ornekler histopatolojik olarak 151k
mikroskobunda incelendi ve biyokimyasal inceleme olarak da oksidatif stres biomarkirlarinin

diizeyleri (katalaz, siiperoksit dismutaz ve MDA) 6l¢iildii.

3.5. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Modeli

Deneysel calismalarimiz, KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda
gerceklestirildi. Laboratuara getirilen ratlar, tek tek tartildi ve tiim deneklere aneztezik olarak
50 mg / kg Ketamin (Ketalar flakon, Eczacibasi Tiirkiye) intramiiskiiler injeksiyon ile
uygulanarak deneklerin batin 6n duvarida bulunan tiiyler kesildi, batikon ile temizlenip steril
sartlarda laparatomi (abdominal explorasyon) islemi yapilarak, daha az kanama olmasi

nedeniyle {ist orta hat bolgesi tercih edildi ve dikkatli bir sekilde karacigere ulasildi.
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Calismamizda ilk olarak I / R grubumuzda bulunan ratlarin gerekli cerrahi 6n hazirlik
islemleri yapildiktan sonra batin acgildi, hepatik arter, portal ven goriiniir hale getirilip
vaskiiler klemp uygulandi. 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon islemi olusturuldu.
Boylece 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon siireci tamamlanmis oldu ve klempler
alinarak karaciger organindan doku 6rnegi alindi.

Ikincil olarak Sham (SF) grubumuzda bulunan ratlara bir giin 6nceden serum
fizyolojik verildi ve takip eden giin batin agildi, hepatik arter, portal ven goriiniir hale getirilip
vaskiiler klemp uygulandi. 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon olusturulup,
reperfiizyon takibinde serum fizyolojik (%0.9 luk NaCl) verildi. Boylece 30 dakika iskemi ve
30 dakika reperflizyon siireci tamamlanmis oldu ve klempler alinarak karaciger organindan
doku 6rnegi alind1.

Son olarak Tedavi (Iskin) grubumuzda bulunan ratlara bir giin 6nceden tek doz Iskin
(50 mg / kg / giin) verildi ve takip eden giin batin acildi, hepatik arter, portal ven goriiniir hale
getirilip vaskiiler klemp uygulandi. 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon olusturulup,
reperfiizyon takibinde deneklere tekrar Iskin (50 mg / kg / giin) verildi. Boylece 30 dakika
iskemi ve 30 dakika reperflizyon siireci tamamlanmis oldu. Ratlar sakrifiye edildi ve otopsi
yapilarak karacigerden doku 6rnekleri alindi.

Yapilan cerrahi islemlerin sonunda her {i¢ gruptaki ratlarin karaciger dokular1 alindi.
Dokular ikiye boliinerek bir kismi biyokimyasal analizler i¢in ayrildi. Diger doku pargalari ise
onceden hairrladigimiz formaldehitli kaplar igerisine konularak muhafaza edildi. Dokularin
histopatolojik acidan degerlendirilmesi KSU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda,
biyokimyasal analizler ise KSU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.

Resim 2. Deneysel Karaciger Iskemi Reperfiizyon Calismasi-1
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Resim 3. Deneysel Karaciger Iskemi Reperfiizyon Calismasi-2

3.6. Homojenat Hazirlama

Dokularin homojenize isleminden once dokulara 1 g 9 hacim (hacim / agirlik) %1,15 KCI
¢ozlinmeyi saglayabilmek amaciyla eklendi. Dokularin homojenizazyonu 16.000 devir /
dakika hizda 3 dk boyunca yapildi. Enzimlerin aktive kaybin1 6nlemek amaciyla 6rnekler buz
dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 14000xrpm’de 30 dakika
santrifiij edildi ve istteki siipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere konularak ayrildi bu
ayrilan siipernatantlardan protein ve MDA diizeyleri ile SOD ve CAT enzim aktive 6l¢timleri

yapildi.
3.7. Karaciger Dokusunda Protein Diizeyinin Tayini

Kullanilan bu metot proteinlerin igerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750 nm’deki

absorbans Ol¢iimiine dayanmaktadir (51).
Aviraclar
1. A ¢ozeltisi:
%2 NaxCOs3 2 g hazirlanir
0,1 N NaOH ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B1 ve B; ¢ozeltilerinden olusur.
a) B1 Cozeltisi: %1 CuSO4.5H>0 1g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
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b) B2 Cozeltisi: %2 Na-K tartarat 2g hazirlanir
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)
50 ml A + 1 ml B (0,5 ml B;+0,5 ml B») karisgtirilir.
4. D Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)
Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v / v) oraninda saf su ile sulandirilir (51).

Standart ESrinin cizimi

Stok standart i¢in 0,3 g / dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
almip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg / ml konsantrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug / ml’lik konsatrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-absorbans egrisi

cizilir ve her numune dl¢iimiinde standart egri tekrarlanir (Tablo 3.) (51).

Tablo 3. Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi (51).

Tiip no Kor 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (pg / ml) 0 30 60 90 120 150
Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3

15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 03 03 03 03 03 03

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.

0,2 4
0,18 -
0,16 -
0,14
0,12 -

0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02 -

0 30 60 20 120 150
Konsatrasyon {(ug/ mi)

Sekil 7. Protein standart egrisi
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Doku Ornek Calismasi

Karaciger dokularindan hazirlanan siipernatant’da protein tayinini yapmak igin,
stipernatant 1: 50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun

i¢in {i¢ tiip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur (51).

Tablo 4. Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi (51).

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Siipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karst okunur.

Hesaplanmasi

Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan standart

egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayis1 ile ¢arpilarak sonug verilir.

3.8. Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40’de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C°de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’ nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA

konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (52).

Aviraclar

1. SDS % 8,1’lik

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. Asetik Asit %20’lik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) % 0,8’ lik

4. N-Butanol / Piridin Cozeltisi (14 /1) (v/v)

5. Stok Standart 1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk =0.99)
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Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak giinliikk standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol / ml
konsantrasyonunda ¢aligsma standartlar1 hazirlanir. Ayraclar tliplere asagida belirtildigi sekilde

ilave edilirler (52).

Tablo 5. MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi (52).

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (nmol / ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TBA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
N-Butanol / Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Vorteksle karistirilir.4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler n-Butanol / Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, tstteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 8.)

y =0,0022x
R*=0,9

Optik Dansite (532nm)

/

e

Konsantrasyon (nmol / mL)
Sekil 8. MDA (Malondialdehit) standart egrisi grafigi
Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in 6rnek ¢alismasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrmtili bilgi Tablo 6.’da gdsterilmistir.
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Tablo 6. Doku 6rneginde MDA diizeyinin tayini i¢in tliplerin hazirlanigi (52).

Ornek Standart Kor
Homojenat (Ornek) 0.1 ml - -
Standart - 0.1 ml -
%38,1 SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
%20 Asetik Asit 1.5ml 1.5 ml 1.5 ml
%0.8 TBA (sulu) 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml

Vorteksle karigtirilir.60 dk 90 C°’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su (ml) 1 ml 1 ml 1 ml
N-Butanol / Piridin 5 ml 5 ml 5 ml

Tiipler n-Butanol / Piridin ilavesinden sonra iyice karigtirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, tistteki organik kisim (ilist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir (52).

Hesaplama

nmol / ml biriminden 6l¢iilen MDA diizeyi hem nmo I/ mg protein birimlerinden verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol / mg protein)= MDA degeri (nmol / ml)

protein (mg / ml)

MDA Diizeyi (nmol / g doku)= MDA degeri (nmol / ml) x Siipernatant (hacim / agirlik)

Doku agirligi (g)

3.9. Karaciger Dokusunda SOD Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve
ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet: INT) ile meydana
getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
(OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini

ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonuc¢ta olusan
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kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, bu aradaki farkin

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi dl¢tliir (53).

Aviraclar

1. CAPS Tamponu (3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH: 10.2)

50.00 mM CAPS 1.1065 g
0.94 mM EDTA 0,035 ¢
Doymus NaOH 11.1 pl

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

2. Substrat Karigimi
0.05 mM Ksantin 0,00076 g
INT 0,00060 g
Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanir.

3.80 U/ L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 ul
Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.

4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
NaPOq4 54,91 mg
NaH2PO4 3,58 mg

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

5. Standart (S6): 5,6 U/ ml SOD igeren Ransod kitinin standardidir

Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak hazirlanmis
SOD standard1 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 7°deki gibi hazirlanir. 2-8 °C’de
saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir (53).
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Tablo 7. SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanigt (53).

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U / m1)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5ml S4 5ml 0.7

S2 3mlS3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, karaciger doku hiicrelerinden

hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M

Tablo 8. Doku 6rneginde SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi (53).

Kor (ul) Standart (ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi1 850 850

Kiivetler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra c¢alisma koriiniin ve
standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1 baslangi¢ absorbanslar1 (A1) okunur.
Ayn1 anda kronometre calistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A2) tekrar okunur (53).

Hesaplama

Calisma korii SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait

caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir (53).

AA / dak. Standart = A>-A/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA / dak. Standart x 100

A galisma korii
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Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U / ml) logoritmik
doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir.

a0
Do

73,07
60 - 63,46
50 -
46,16
40 -
30,76
30 -

%inhibisyon

20 -

13,47 10

-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75
log U/mL

Sekil 9. SOD standart egrisi

Ornek Calismasi

Tablo 9. Doku 6rneginde SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanisi (52).

Kor (ul) Standart (ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi1 850 850

Kiivetler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya
kars1 baslangic absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

Hesaplama:
AA / dak. Standart =A»-A; /3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA / dak. Standart x 100

A A galigma korii

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanilarak bulunur. U / ml biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U / mg protein birimi

olarak verilmistir.
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SOD spesifik aktivitesi (U / mg protein) = SOD aktivitesi (U / ml)

Protein (mg / ml)

3.10. Karaciger Dokusunda CAT Aktivite Tayini

Katalaz, H2O2’ nin yikimim katalize eder. H202’ nin CAT tarafindan yikim hizi,

H>O2’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

Slciilebilir (54).

Aviraclar

1). 1M Tris-HCI, 5SmM Na; EDTA tamponu, pH 8.0
Tris-Baz 5358¢
Tris-HCI 8.787 ¢
Na; EDTA 0.1461 g

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

2). 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K2HPO4 6.723 g
KH2PO4 8344 g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3). 10 mM H202 %30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 ml saf suyla tamamlanir.
4). Etanol (%95°1ik)

Standart edri cizimi

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatani 1: 50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karistirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan oOnce, giinlik olarak hazirlanan 10 mM H2O»
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadig1 fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in
fosfat tamponu 1: 10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken 1ml’lik kiivete
900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karigimin 900 pl” 230 nm’de
fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete hazirladigimiz 10 mM
‘lik peroksitten (H202) 100 pl koyulur ve tekrar okuma yapilir absorbans degeri OD> olarak
kaydedilir. OD2-OD1= 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan sonra hazirlanan peroksidin
konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida gosterildigi gibi baslanir (54).
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Tablo 10. Doku 6rneginde CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi (54).

Kor (ul) Numune (ul)
IM Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8,0 50 50
10 mM H>0» - 900
Saf su 930 30

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Ornek (sulandirilmis) 20 20

Tiipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1:5 0 oraninda diliie
ettigimiz drnekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik okuma

yapilir. Her numune teker teker calisilarak kaydedilir (54).

Hesaplama

CAT Aktivitesi (I"J /ml)= AOD x V1 (1.0 ml)

0.071 x Vi (0.02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
VH: Ornek hacmi VT: Toplam hacim
0.071: 10mM H:0; yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U / ml biriminden &lgiilen CAT aktivitesi drnekte saptanan protein degerine boliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U / mg protein biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U / mg protein) = CAT Degeri (U / ml)

Protein (mg / ml)
3.11. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15,0
kullanild1i. Sonuglarimiz ortalama =+ standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test i¢inde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger Dokusundaki MDA Diizeyleri

Tablo 11: Gruplar arasi karaciger dokusunda MDA bulgulari

MDA (nmol / mg protein)
n Ort+SD Min-Max
I/ R Grubu 8 2,01+0,30 1,54-2,37
Sham (SF) Grubu 8 1,45+0,38 1,00-1,95
Tedavi (Iskin) Grubu 8 1,19+0,55 0,59-2,11

Gruplar arasindaki MDA diizeyleri kiyaslandiginda;

Tedavi grubunda MDA diizeyi Sham (SF) grubuna gore daha diisiik bulundu, fakat her
iki grup arasinda MDA diizeyi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.
(p=0,338)(p>0,05)

Tedavi grubu ile I / R grubu arasinda MDA diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlamli fark gézlendi (p=0,015) (p <0,05)

I/ R grubu ile Sham (SF) gubu arasinda MDA diizeyi bakimindan istatiksel olarak

anlamli fark saptandi. (p=0,022)(p<0,05)

MDA (nmol/mg protein)
2,5

1,5

0,5

I/R Grubu Sham (SF) Grubu Tedavi (Iskin) Grubu

Sekil 10: Gruplar arast MDA diizeyleri
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4.2. Karaciger Dokusundaki SOD Aktiviteleri

Tablo 12: Gruplar arasi karaciger dokusunda SOD bulgular1

SOD (U / mg protein)
n Ort+SD Min-Max
I/ R Grubu 8 0,06 £0,02 0,03-0,11
Sham (SF) Grubu 8 0,13+0,07 0,03-0,23
Tedavi (Iskin) Grubu 8 0,12+0,08 0,05-0,18

Gruplar arasindaki SOD diizeyleri kiyaslandiginda;

Tedavi grubu ile Sham (SF) grubu arasinda SOD diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlamli fark goézlenmedi. (p=0,84)(p>0,05)

Tedavi grubu ile I / R grubu arasinda SOD diizeyi bakimindan istatiksel olarak anlamli
fark saptanmistir. (p=0,01)(p<0,05)

I/ R grubu ile Sham (SF) grubu arasinda SOD diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlaml fark saptanmadi. (p=0,06)(p>0,05)

SOD (U/mg protein)
0,25

0,2
0,15
0,1

0,05

I/R Grubu Sham (SF) Grubu Tedavi (Iskin) Grubu

Sekil 11: Gruplar aras1 SOD Aktiviteleri

34



4.3. Karaciger Dokusundaki CAT Aktiviteleri

Tablo 13: Gruplar arasi karaciger dokusunda CAT bulgular1

CAT (U / mg protein)
n Ort+SD Min-Max
I/ R Grubu 8 0,03+0,01 0,02-0,05
Sham (SF) Grubu 8 0,07+0,04 0,03-0,13
Tedavi (Iskin) Grubu 8 0,08+0,03 0,04-0,14

Gruplar arasindaki CAT diizeyleri kiyaslandiginda;

Tedavi grubu ile Sham (SF) grubu arasinda CAT diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmedi. (p=0,84)(p>0,05)

Tedavi grubu ile I / R grubu arasinda CAT diizeyi bakimindan istatiksel olarak yiiksek

diizeyde anlaml fark bulundu. (p=0,007)(p<0,05)

I/ R grubu ile Sham (SF) grubu arasinda CAT diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. (p=0,25)(p>0,05)

0,14
0,12

0,08
0,06
0,04
0,02

CAT (U/mg protein)

I/R Grubu

Sekil 12: Gruplar aras1t CAT Aktiviteleri
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4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Histopatolojik degerlendirme

%10’ luk tamponlu nétral formaldehit solisyonuna konulan dokular histopatolojik
incelemenin yapilmasi i¢in 24 saat fikse edildi. Doku takip cihazinda, rutin takibe alinan
orneklerle parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimi ile her
doku ornegi icin 5 um’lik seri kesitler hazirland1 ve akabinde Hematoksilen-Eozin (H&E)
boyasi ile boyandi. Tiim ¢aligma ayni patolog tarafindan yapildi. Patalog hangi grupta hangi
doku Orneginin oldugunu bilmeden ve doku Ornekleri iginden rastgele se¢im yaptirilarak
gerceklestirildi. Daha sonra, hazirlanan preparatlar histopatolojik degerlendirme igin 151k

mikroskobu ile incelemeye tabi tutuldu.

4.4.2. Histopatolojik analiz sonuclari

Yapilan histopatolojik degerlendirme de gruplar; konjesyon, kanama alanlari, nekroz ve
fircams1 kenar kayiplarina gore degerlendirildi. Ugiincii grup olan Tedavi (Iskin) grubunda
normal goriiniimde yani konjesyon olan karaciger dokusunda, sadece I / R grubunda agir
nekroz, firgamsi kenar kayiplari ve ¢ok fazla kanama alanlar1 vardi, 1skin tedavisi uygulanan

ticiincli grupta normale yakin goriintii yani konjesyon hali mevcuttu. En ¢ok hasar gerilemesi

bu grupta saptandi, kenar kayiplarinda gerileme ise ¢ok azdi.

Resim 4. Sham (SF) grubunda portal alanda hafif bir enflamasyon, I/ R grubuna goére daha
hafif lezyon, hepatositlerde dejenerasyon, sisme ve siniizoidlerde konjesyon igeren karaciger
parankimi
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Resim 5. I/ R grubunda portal alanda belirgin enflamatuar hiicreler ile ¢evrili hepatositlerde
sisme ve belirgin konjesyon igeren karaciger parankimi

Resim 6. Tedavi (Iskin) grubunda tedaviye yanit olarak portal alanda azalmis enflamasyon
ve siniizoidlerde konjesyonda azalma, enflamatuar enflamasyonda azalma ve fibrozis durumu
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5. TARTISMA

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokularin yetersiz
perflizyonu neticesinde doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan
iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimmin saglanmasi gerekmektedir. Iskemiye
maruz kalan dokunun reperfiizyonu, dokuda iskeminin yaratig1 hasardan daha ciddi yikimlara
yol agmaktadir (1). Reperfiizyon déoneminde meydana gelen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler
oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok
mekanizmanin rolii vardir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan selliiler yapilar,
proteinler, niikleik asitler, zar lipitleri ve DNA molekiilleridir (2). Serbest radikaller,
eslenmemis elektron igeren atom veya molekiillerdir. Atom veya molekiilde elektronlar
genelde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif degildir. Fakat
molekiilde bir elektron kaybi olursa ya da bir elektron ilavesi onu reaktif hale getirir (55).
Organizma devamli olarak serbest radikal tehlikesiyle karst karstyadir. Oksijen atmosferin
%21 1ni teskil eder ve ayn1 zamanda aerobik organizmanin yasami i¢in kaginilmaz bir 6neme
sahiptir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanin
savunmasinda da belirli miktarlarda olusur ve i¢csel mekanizmalarla organizmaya verebilecegi
zararl etkileri ortadan kaldirilir. Serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, nitrik oksit
(NO), uyarilmis nétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, peroksizom, endoplazmik
retikulum ve plazma membrani biyolojik sistemler icin gosterilebilir. Solunan oksijenin
%95’inden fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanili. Yaklasik olarak
%35 ’1 1se son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu 6zellikleri nedeniyle de
toksik serbest radikallere doniismektedir. Insanda her y11 2 kg O olustugu bilinmektedir (56).
Iskemi olay1 sonras1 dokudaki inflamatuvar yamtin siddeti, uzak organlarda da ayn1 siddette
goriilebilir. Iskemi-reperfiizyonun uzak etkileri siklikla kardiyovaskiiler sistemde ve akciger
dokusunda gozlenmektedir ve sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) ve multipl organ
disfonksiyon sendromunun (MODS) gelismesine sebep olabilir. Bu vakalarin yogun bakim
tinitelerinde %30-40 Sliimciil seyrettigi bilinmektedir (57). Serbest radikallerin sebep oldugu
zararl etkiler, antioksidan maddeler tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilabilir.
Bitkilerde yaygin olarak goriilen flavanoidler antioksidan ozellik tasiyan polifenolik
bilesiklerdir. Flavonoidler antioksidan etkilerini, kimyasal yapilarinda bulunan fenolik

hidrojenler sayesinde gostermektedir (58).
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Iskin bitkisinin gévde kismi bitki taze iken dis kabugu soyularak yenilmektedir.
Bitkinin govde kismi, yerel halk tarafindan sindirimi kolaylastirici olarak anilmakla birlikte,
toprak altindaki kisimlarinin ise hemoroid ve diyabet tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir.
Iskinin geng kokleri ve govdeleri, kizamik, ¢icek hastaligini1 6nleyici ve safra soktiiriicli olarak
kullanilmaktadir. Kokleri ise diabeti tedavi edici, iilser, mide rahatsizligini diizeltici etkisinin
oldugu bilinmektedir (59). Iskin gen¢ siirgiinlerinde, krizofanol, fiskiyon ve emodol
antrakinonlariyla, kuersetin, 5-dezoksikuersetin, kuersetin 3-O-ramnozit, kuersetin 3-O-
galaktozit ve kuersetin 3-O-rutinozit flavonoidleri ihtiva etmektedir (60). Yapilan bir ¢alisma
neticesinde 1skin ekstraktlarinin antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu kaydedilmisltir. Bu
calismada, 1skinin ii¢ farkli ¢6ziicli (etanol, kloroform, hegzan) ile elde edilen ekstraktlarinin
G(+) ve G(-) bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi disk difizyon metodu yoluyla
arastirilmistir. Calismanin neticesinde etanol ekstraktinin hekzan ve kloroform ekstraktlarina
gore daha genis spektrumlu etkiye sahip oldugu izlenmistir (61). Yapilan baska ¢aligmalara
gore 1skin, %5,59 kuru madde, %0 ,63 toplam kiil, %1,3 protein, 3,75 ug / g demir, 1,13 pg/
g cinko, 0,5 pg / g bakir, 0,423 pg / g mangan, 0,255 pg / g A vitamini, 0,614 pg / g E
vitamini ve 98,6 pg / g selenyum ihtiva etmektedir (62,63). Iskin C vitamini y6niinden
olduk¢a zengin bir bitkidir. Ayn1 zamanda yapilan ¢aligmalara gore, 1skin bitkisinin yiiksek
fenolik madde igerigine sahip oldugu ve serbest radikalleri yiiksek oranda bagladig:
belirlenmis ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle fonksiyonel bir gida bileseni olarak rahatlikla
kullanilabilecegi kayitlara ge¢mistir (64). Son zamanlarda yogun strese maruz kalinmasi
neticesiyle ve biyokimyasal ara iirlinler olusumu sonucu meydana gelen serbest radikallerin
bir¢cok hastalikla iliskili oldugunun tesbit edilmesi antioksidan maddelerekars1 olan ilgiyi
arttirmistir. Bizde hem bu sebeplerden 6tiirli hemde 15kin bitkisinin bilinen diger 6zellikleri
neticesinde ¢calismamizda bu bitkiyi kullandik.

IR ile ortaya ¢ikan doku hasarmin biiyiikliigii, iskemi olayinin siiresi disinda doku
ve organlarin yapist ve biyokimyasal metabolizmasi acisindan ¢ok 6zel farkliliklar gosterdigi
bilnmektedir Netice itibariyle, IR hasar1 bir¢ok faktoriin rol aldigi karmasik bir yapiya
sahiptir. Tim bu mekanizmalar iskeminin siiresi ve siddetine gore dokular arasinda da
farkliliklar gostermektedir. Bu sebepten otiirii IR hasarinda oksidatif stresin biyokimyasal
mekanizmalarinin anlasilmas1 doku ve organlara yonelik yeni tedavi segeneklerinin
gelistirilebilmesi acisindan klinikte O6nemli bir yere sahiptir. Giliniimiizde yapilan bir¢cok
calisma, kalp, karaciger, beyin, barsak ve bobreklerde IR hasarinin bazi antioksidanlar ile

belli dlgiilerde dnlenebildigini gdstermektedir (51).
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Iskin bitkisinin IR hasarin1 Onlemedeki etkilerininin ne olduguna dair ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Caligmamizda deneysel karaciger IR modelinde olusan hasar1 ve bu hasari
onlemede 1skin bitkisinin etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirdik.
Calismamizda agirliklar1 ortalama 225420 arasinda degisen, standart kosullarda yetistirilen
eriskin erkek Wistar siganlar kullanildi. Denek olarak sigan kullanilmasinin sebebi; dayanikli
olmalari, temininin kolay olmasi ve IR modellerinde sik olarak siganlarin kullanilmalariydi.
Calismamizda IR hasarim1 gostermek ve kullandigimiz antioksidan muhtevaya sahip bitkinin
hasar1 azaltmadaki etkilerini karsilastirmak i¢in karaciger dokusu MDA diizeyleri lizerinde
calistik. Buldugumuz MDA diizeylerini inceledigimizde ortalama en yiiksek MDA degerinin |
/ R grubunda oldugunu goézlemledik. Sham (SF) ve Tedavi gruplarinin MDA diizeylerinin ise
I/ R grubuna gore diisiik oldugunu saptadik (p<0,05). Bu bulgular neticesinde 1skin bitikisi
ekstratinin serbest radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu azalttigini sdyleyebiliriz. Serbest
radikaller oksidatif metabolizma sirasinda olugmaktadir, ancak genellikle iyi kontrol
edilmektedir. Bu kontrol olayinda CAT ve SOD gibi 6nemli intraseliiler antioksidan savunma
enzimleri rol oynamaktadir. SOD superoksiti hizlica hidrojen peroksite katalizler. H>O> ise
katalaz tarafindan su ve oksijene indirgenir. Bu enzimlerin seviyelerinin Ol¢limii serbest
radikal aracili hasar konusunda indirek bilgi alabilmemizi saglamaktadir. Biz de
calismamizda deneysel karaciger IR hasarinda SOD ve CAT seviyelerini inceledik.

Tim gruplarin SOD ve CAT diizeylerinin I / R grubuna kiyasla ylikseldigi
gozlemlenmistir. IR hasariyla ortaya ¢ikan SOR ortadan kaldirilamadig: i¢in olusan doku
hasar1 sonucu enzim miktarlar1 azalmaya baslar ve netice itibariyle aktivite azalabilir. Bizim
calismamizda da parelel sonuclar elde edilmis olup, I / R grubu, Sham (SF) grubuyla
karsilagtirildiginda MDA duzeylerinin arttigini, SOD ve CAT duzeylerinin ise azaldigimi
gormekteyiz. Bu gelismeler bize I / R grubunda ROS diizeyinin arttigim1 ve endojen
antioksidan enzimlerin tiiketildigini gdstermektedir. Calismamizda Iskin uygulamasinin MDA
diizeyinde de azalmaya yol agtig1 saptanmistir. Calismamizda histopatolojik olarak 1 / R
grubunda artan nekrozun Iskin tedavisi uygulamasi ile azaldig1 goriilmiistiir. Uyguladigimiz
deney prosediiriinde Iskin bitkisinin lipit peroksidasyonunun bir indikatorii olan MDA
diizeyini ve karaciger doku hasarini azaltmasi, antioksidan enzim diizeylerini arttirmasi bu
modelde Iskinin yararli etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir. Sonug¢ olarak
calismamizda elde ettigimiz bulgular; karaciger IR hasarinda oksidatif stresin 6nemli rol
oynadigmi ve buna karst 1skin uygulamasmin bu hasara karsi yararli olabilecegini

distindiirmektedir.
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6. SONUC

1- I/ R grubunda, Tedavi grubuna kiyasla MDA degeri anlamli sekilde yliksek, histopatolojik
acidan belirgin sekilde hasarli bulunmustur (p<0.05). Bu durum, uyguladigimiz modelle
karaciger IR hasar1 olustugunu gostermektedir.

2- Iskinin, I / R grubuna kiyasla biyokimyasal ve histopatolojik agidan ratlarda olusan
karaciger IR hasarini azaltti1 saptanmistir (p<0.05).

3- Sham (SF) ve I / R grubu arasinda MDA diizeyi bakimindan anlamli fark saptanirken
(p<0.05), diger parametreler yoniinden anlamli farkliliklar yoktu. (p>0,05)

4- Tedavi grubunda MDA diizeyi, Sham (SF) grubuna kiyasla daha diisiik bulundu, fakat her
iki grup arasinda istatiksel olarak MDA diizeyi bakimindan anlamli bir fark goézlenmedi.
(p>0,05) Bu durum 1skin tedavi giin sayisinin ve dozunun artirilmast durumunda daha etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

5- Tedavi grubu ile I / R grubu arasinda MDA ve SOD diizeyi bakimindan istatiksel olarak
anlaml fark gozlendi. (p <0,05) CAT diizeyi bakimindan ise istatiksel olarak yiiksek diizeyde
anlamli fark bulundu. (p<0,05)

6- Uyguladigimiz deney prosediiriinde Iskinin lipit peroksidasyonunun bir indikatorii olan
MDA diizeyini ve karaciger doku hasarini azaltmasi, antioksidan enzim diizeylerini arttirmasi
bu modelde Iskinin yararh etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir.

7- Calismamizda histopatolojik olarak I / R grubunda artan nekrozun Iskin uygulamas: ile
azaldig1 goriilmekte ve biyokimyasal sonuglari histopatolojik agidan desteklemektedir.

8- Sonug¢ olarak ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular; karaciger IR hasarinda oksidatif stresin
onemli rol oynadigin1 ve buna karsin Iskin uygulamasinin bu hasara kars1 yararli olabilecegini

distindiirmektedir.

41



7. KAYNAKLAR

1) Zimmerman BJ, Granger DN. Reperfusion injury. Surg Clin North Am 72: 65-83, 1992.

2) Wilhelm J. Metabolic aspects of membrane lipid peroxidation. Acta Univ Carol Med
Monogr 137:1-53, 1990.

3) Slater TF. Free radical mechanisms in tissue injury. J Biochem 222:1-15, 1984.

4) Ren, WY. Qiao, ZH. Wang, HW. Zhu, L. and Zhang, L. “Flavonoids: promising
anticancer agents”, Medicinal Research Reviews, 23.519-534, 2003.

5) Giizel C, Bir organ olarak karaciger. Tibbi fizyoloji, Guyton AC, Hall JE (eds),11th ed.
Ankara, Nobel Tip, s 859-864, 2007.

6) Capan Z, Yalgin OF, Karaciger hastaliklar1 ve anestezi. Organ Sistemleri ve Anestezi.
Teltik Basar H, Baltac1 B, Kaymak C (eds). Ankara, Giines Tip Kitapevleri Ltd S$ti, s 125-
142, 2010.

7) Kingham TP, Correagallego C, D'Angelica MI, Gonen M, Dematteo RP, Fong Y, Allen
PJ, Blumgart LH, Jarnagin WR. Karaciger parankim koruyucu cerrahi: malignite igin
4,152 rezeksiyonda azalan morbidite ve mortalite oranlari. J Am Coll Surg. 220 (4): 471-
9,2015.

8) Netrf.org/for-patients/nets-info/net-treatment/interventional-radiology/; 2019.

9) Goyri-O'Neill J, Pais D, Freire de Andrade F, Ribeiro P, Belo A, O'Neill A, Ramos S,
Neves Marques C. Improvement of the embalming perfusion method: the innovation and
the results by light and scanning electron microscopy. Acta Medica Portuguesa, 26: 188-
194, 2013.

10) Shi H, Yang G, Zheng T, Wang J, Li L, Liang Y, et al. A preliminary study of ALPPS
procedure in a rat model. Scientific Reports. 12/03/online; 5:17567, 2015.

11) Cotran RS, Kumar V, Robbins SL. Temel Patoloji. Cevikbas U (Ceviren) 5. Baski.
Istanbul: Nobel ve Yiice Kitabevi, 3-24, 1995.

12) Islekel H, Islekel S, Giiner G. Biochemical mechanism tissue injury of cerebral ischemia
and reperfusion. Part 1 Biochemical mechanism Norol Bil D. 17,2, 2000.

13) Baykara B, Tekmen I. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1. DEU Tip Fakiiltesi Dergisi
19: 185-194, 2005.

14)Jaeschke H. Molecular mechanisms of hepatic ischemiareperfusion injury and

preconditioning. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 284: G15-G26, 2003.

42



15) Davies SJ, Reichardt-Pascal SY, Vaughan D, Russel GI. Differentialeffect of ischemia-
reperfusion injury on anti-oxidant enzyme activity in the rat kidney. Exp Nephrol 3: 348-
354, 1995.

16)Ozan E. Koyutiirk L. Sapmaz T. Bébrek Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Antioksidan
Olarak Prostoglandin E1(PGE) Kullniminin incelenmesi: Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdali. Firat Tip Dergisi 9(3):67-71, 2004.

17) Schiller HJ, Andreoni KA, Bulkley GB: Free radical ablation for the prevention of post-
ischemic renal failure following renal transplantation. Klin Wochenschr 69: 1083-1094,
1991.

18) Goksel Sener, Berrak C. Yegen. Iskemi Reperfiizyon Hasar1. Klinik Gelisim 5-13

19) Paller MS, Hoidal JR, Ferris TF. Oxygen free radicals in ischemic acute renalfailure in rat.
J Clin Invest 74: 1156-1164, 1984.

20) Laurent B, Ardaillou R. Reactive oxygen species: production and role in the kidney. Am J
Physiol 251: F765-F776, 1986.

21) Paller MS. The cell biology of reperfusion injury in the kidney. J Invest Med 42: 632-639,
1994.

22) Cotran R: Hiicre Zedelenmesi Adaptasyon, Basic Pathology. Cotran R, Kumar V, Robbins
S. Nobel Tip Kitabevleri, istanbul ;3-11, 1994,

23)Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins Basic Pathology E-Book: Elsevier Health
Sciences, 2017.

24)Holger K. Eltzschig, Charles D. Collard. Vascular ischaemia and reperfusion injury.
British Medical B.; 70.71-86, 2004.

25)Carden D. L. Granger D. N. Pathophysiology of ischaemia-reperfusion injury. J.
Pathology; 190:255-66, 2000.

26) Diplock, A. Healty lifestyles nutrition and physical activity: Antioxidant nutrients. ILSI
Europe concise monograph series, 59 p. Belgium, 1998.

27)Nawar, W.W. Lipids. In “Food Chemistry”, O.R. Fennema (Ed), pp: 225-319. Marcel
Dekker, New York, 1996.

28)N. Toshima, T. Yonezawa, Bimetallic nanoparticles—novel materials for chemical and
physical applications, New J Chem, 22: 1179-1201, 1998.

29)K. H. Cheeseman, T. F. Slater, An introduction to free radical biochemistry, British
Medical Bulletin, Volume 49, Issue 3, Pages 481-493, 1993.

30) Lie Bono DP. free radicals and antioxidants in vascular biology: The roles of reaction

kinetics. environment and substrate turnover. On Me d 87.445-53, 1994,

43


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNSniD_V-kqJajTfnL6TTp7UPVxntA:1577986498290&q=Lie+Bono+DP.+free+radicals+and+antioxidants+in+vascular+biology:+The+roles+of+reaction+kinetics.+environment+and+substrate+turnover.+ON+Me+d+87.445-53.+1994&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjdnMPlueXmAhWSERQKHa3hBZEQkeECKAB6BAgIECo
https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNSniD_V-kqJajTfnL6TTp7UPVxntA:1577986498290&q=Lie+Bono+DP.+free+radicals+and+antioxidants+in+vascular+biology:+The+roles+of+reaction+kinetics.+environment+and+substrate+turnover.+ON+Me+d+87.445-53.+1994&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjdnMPlueXmAhWSERQKHa3hBZEQkeECKAB6BAgIECo

31)Lin E, Lowry SF, Calvano SE. The systemic response to imjury. Schwartz SI (ed),
Principles of Surgery. Mc Graw-Hill 7th Edition; Vol 13-32, 1999.

32) Halliwell B, Gutteridge JMC Free Radicals in Biology and Medicine, Third Edition,
Oxford Science Publications, 22- 24, 2001.

33) Porter, N.A. Mechanism of fatty acid and phospholipid autoxidation. In “Chemical
Changes in Food During Processing”, T. Richardson and J.W. Finley (Eds), pp:73-105.
Van Nostrand Rainhold Company, New York, 1985.

34) Halliwell, B. Gutteridge, J.M.C. Role of free radicals and catalytic metal ions in human
disease. Methods Enzymol. 186; 1-85, 1990.

35)Foote, C.S. Chemistry of reactive oxygen species. In “Chemical Changes in Food During
Processing”, T. Richardson and J.W. Finley (Eds), pp:17-32. Van Nostrand Rainhold
Company, New York, 1985.

36) Meydani, M. Antioxidants and cognitive function. ILSI. Nutrition Reviews., 59(8); S75-
S82,2001.

37) Larson, R.A. The antioxidants of higher plants. Phytochemistry. 27(4); 969-978, 1988.

38) Duthie, G.G. Wahle, K.W.J. and James, W.P.T. Oxidants, antioxidants and cardiovascular
disease. Nutr. Res. Rev. 2; 51-62, 1989.

39) Zelko IN, Mariani TJ, Folz RJ. Superoxide dismutase multigene family: a comparison of
the CuZn-SOD (SOD1), Mn-SOD (SOD2), and EC-SOD (SOD3) gene structures,
evolution, and expression. Free Radical Biology & Medicine. 33(3): 337-349, 2002.

40) Fattman CL, Schaefer LM, Oury TD. Extracellular superoxide dismutase in biology and
medicine. Free Radical Biology & Medicine 35(3): 236256, 2003.

41) Cnubben NHP, Rietjens IMCM, Wortelboer H, Van Zanden J, Van Bladeren PJ. The
interplay of glutathione-related processes in antioxidant defense. Environmental
Toxicology and Pharmacology 10.141-152, 2001.

42) Sener G, Yegen BC. Iskemi Reperfiizyon Hasari. Klinik Gelisim- Istanbul Tabip Odas1
Siireli Bilimsel Yaym. 5-13, 2009.

43) Akkus 1 (1995) Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Mimoza Yayinlari, Konya.
44) Sen S, Chakraborty R. The Role of Antioxidants in Human Health. American Chemical
Society, Oxidative Stress: Diagnostics, Prevention and Therapy. Chapter 1: 1-37, 2011.
45) Aydemir B, Karadag Sar1 E. Antioksidanlar ve Biiyiime Faktorleri ile Iligkisi. Kocatepe

Veterinary Journal. 2(2): 56-60, 2009..

46) Davis, P.H., Flora of Turkey and The East Aegean Islands. Vol. 2. Edinburg, Edinburgh

University Press, 268, 1966.

44



47)Baytop, T. Tiirkiyede Bitkiler ile Tedavi Istanbul, istanbul Universitesi Yaymlar1 No
3255- Eczacilik Fakiiltesi No 40, 358, 1984.

48) Munzuroglu, O., Karatas, F., Giir, N. A study of the levels of vitamins A, E and C and
selenium in rhubarb (Rheum ribes L.). Turkish Journal of Biology, 24(3): 397-404, 2000.

49) Alan, R., Padem, H., Erzurum yoresinde sebze olarak kullanilan yabani otlardan 1skin,
uzun yemlik, madimak, tel pancar1 ile ebeglimeci {lizerine aragtirmalar. Gida, 14(5): 281-
287, 1989.

50) Naqgishbandi AM, Josefsen K, Pedersen ME, Jager AK. Hypoglycemic activity of Iraqi
Rheum ribes root extract. Pharmaceutical Biology. 47(5): 380-383, 2009.

51) Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the folin
phenol reagent. J Biol Chem; 193: 265-75, 1951.

52) Ohkawa H, Ohishi N, Tagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric
acid reaction. Anal Biochem;95: 351-358, 1979.

53) Fridovich 1. Superoxide dismutase. Adv Enzymol; 41: 35-97, 1974.

54) Beutler E. Red Cell Metabolism: A Manual of Biochemical Methods, 3rd edn. New York:
Harcourt Brace Jovanovich, 1984.

55) Acworth IN, Bailey B. Reactive Oxygen Species. In: The handbook of oxidative
metabolism. Massachusetts: ESA Inc. p. 1-1 to 4-4, 1997.

56) Reiter RJ. Oxidative processes and antioxidant defense mechanisms in the aging brain.
FASEB J, 9: 526-533, 1995.

57)Neary P, Redmond HP: Ischaemia-reperfusion injury and the systemic inflammatory
response syndrome. In: Grace PA, Mathie RT, eds. IschemiaReperfusion Injury. London,
Blackwell Science, pp: 123-36, 1999.

58)T. Ding, S. Tian, Z. Zhang, D. Gu, Y. Chen, Y. Shi, and Z. Sun, Determination of active
component in silymarin by RP-LC and LC/MS, J. Pharmacol. Biomed. Anal. 26. 155—
161, 2001.

59)Ozbek H, Ceylan E, Kara M, Ozgdk¢e F, Koyuncu M, Rheum ribes (Uskun) kokii
ekstresinin saglikli ve diyabetli faralerdeki hipoglisemik etkisi. 14. Bitkisel Ilag
Hammaddeleri Toplantisi, Eskisehir, 2002.

60) Tosun F, Akyliz Kizilay C, Anthraquinones and flavanoids from Rheum ribes. Ankara
Ecz. Fak. Derg, 32(1): 31-35, 2003.

61) Tanis H, Karcioglu L, Diraz E, Aygan A, Kahramanmaras bolgesinde yetisen Isgin
(Rheum ribes L.)’ 1n antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi. KSU Doga Bil Derg. 13(2):
12-16, 2010.

45



62) Munzuroglu, O. Karatas, F. Giir, N. A study of the levels of vitamins A, E and C and
selenium in rhubarb (Rheum ribes L.). Turkish Journal of Biology, 24(3): 397-404, 2000.

63) Andi¢ S, Tunctiirk Y, Ocak E, Kose S, Some chemical characteristic of edible wild
rhubarb species (Rheum ribes L.). Res. J. Agric. Biol. Sci. 5(6): 973-977, 2009.

64) Meral Raciye, Fonksiyonel Oneme Sahip Dogal Bilesenlerin Hamur ve Ekmek Ozellikleri
Uzerine Etkilerinin Belitlenmesi. (Doktora tezi, yaymlanmamis). YYU Fen Bilimleri

Enstitiisii, Van.

46



8.

Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:.
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:
Sekil 10:
Sekil 11:
Sekil 12:

SEKILLER DIiZiNi
Sayfa No

Karacigerin sekiz segmentli YapiST .....cc.eeecieeeiiieeiiieeiieeee et 3
Karacigerin i¢ anatOMIST ......eeecveeerieeerieeeireeeiteeeiereesssreesseeesseeesseeessseeesssesesssesenes 4
Rat ve Insan KaraciZer ANAtOMIST ..........ccoeveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
Iskemi Reparfiizyon hasart metaboliZmast ...........cocoeveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 8
Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Meydana Gelen Olaylar Dizisi ............c............ 10
Iskemi sonras1 hiicre hasarindaki SOR etKileri ............cccovevrvevrereereereeeeiernenans 11
Protein Standart @FIIST ......c.eeveeeeiieriieeiieiie et eeee ettt e sre et e e eseaeebaesareenbeeee 24
MDA (Malondialdehit) standart €grisi grafigi ........ccceeeveevierieeneenieeiiesieeieene 26
SOD StANAAIT ©TIIST vouvveeerierrieeiieitieeieeieeeteeseeereebeeseeesseesereeseesseeesseesseesnseessseans 30
Gruplar arast MDA dUZEYIETT .....cocvevueiiiiiiiniiiiirienieeeceeieee et 33
Gruplar arast SOD dUZEYIETT.....c..cooviviiiiiriiiiiiinicrececee e 34
Gruplar arast CAT dUZEYIETT ...ccuevuviriiiiiiiiiiieicrieteceeee e 35

47



9. RESIMLER DIiZiNi

Resim 1:
Resim 2:
Resim 3:
Resim 4:
Resim 5:
Resim 6:

Sayfa No
Iskin otu (Rheum 11bes L.) ...ooooeiiieiiiecieeceeeeeee e e 18
Deneysel karaciger iskemi reperflizyon ¢alismasi-1 .........cccoeeevvieeciieenciieenieeenee. 22
Deneysel karaciger iskemi reperflizyon ¢alismasi-2 .........ccccecvveevcrveenieeenveeennne. 23
Sham (SF) grubunda histopatolojik goriniim ..........c.cceeeveeeviieecireeiieeciee e 36
IR grubunda histopatolojik OTHNHM ............cevveeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
Tedavi grubunda histopatolojik gOriniim ............cceeeeveeviierieeiiienieeierie e 37

48



10. TABLOLAR DiZIiNi

Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:
Tablo 9:
Tablo 10:
Tablo 11:
Tablo 12:
Tablo 13:

Sayfa No
Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri ..........cccceeeveevcieerneenns 13
Antioksidanlarin siniflandirtlmast ........ccocoveeiiiiiniininen 17
Protein standart egri ¢izimi igin tliplerin hazirlanisi ..........cccccveeeevievciiencieennen. 24
Doku 6rneginde protein tayini igin tiiplerin hazirlanisi ...........ccccoeeveieeniieennen. 25
MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanist ..........oceoevviiniininicneneenne. 26
Doku 6rneginde MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanist ...................... 27
SOD standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanist ..........cccocceeveieeiieniieiienieenen. 29
Doku 6rneginde SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi .... 29
Doku 6rneginde SOD aktivite tayini i¢in kuvars tliplerin hazirlanist ................. 30
Doku 6rneginde CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi........... 32
Gruplar aras1 karaciger dokusunda MDA bulgulart ........c.ccoceviiniiiincninncnnens 33
Gruplar aras1 karaciger dokusunda SOD bulgulart..........cccoceviinininicnnncnnen. 34
Gruplar aras1 karaciger dokusunda CAT bulgulart..........ccccocevvininiinicnnninnen, 35

49



11. EKLER DiZiNi




12. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi : Sitheyla Ozyurt

Uyrugu : T.C.

Dogum tarihi ve yeri : 1988 Kahramanmarag

Medeni hali : Evli

Faks :

e-posta :suheylaozyurtt@gmail.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans KSI:J/ Saglik Bilimleri T1bbi Biyokimya 2019
Lisans KSU/Fen Edebiyat Fakiiltesi-Biyoloji Boliimii 2012
Lise Kadriye Calik Anadolu Lisesi K. Marag 2007
is Deneyimi

Yil Yer Mezuniyet Tarihi
Yabanci Diller

Ingilizce

Hobiler

Doga bilimleri, basketbol, ylizme, tenis

YAYINLAR

1. Ozyurt S, Kopar H, Ozyurt M, Kurutas EB. Investigation of Antioxidant activity in Plants
Commonly Grown in Kahramanmaras Region. XXVII. Balkan Clinical Laboratory
Federation Meeting BCLF 2019, Antalya (P-207).

2. Kopar H, Secinti KD, Ozyurt S, Kurutas EB. Oxidative Status In Degenerated Painful
Intervertebral Disc Samples: Variability With Respect To Duration Of Symptoms And Type
Of Disease. XXVII. Balkan Clinical Laboratory Federation Meeting BCLF 2019, Antalya (O-
055).

51



