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OZET

Amagc: Bu calismada alt ekstremitede olusturulan iskemi-reperfiizyon ile
olusturulan erken ve ge¢ iskemik O&nkosullanma modelinde, antioksidan ve
antiinflamatuar ~ 6zelligi olan polidatin kullannominin karaciger preservasyonuna
katkisinin olup olmayacagini, olursa nasil bir etki saglayacaginin arastirilmasi

planlandi.

Yontem: Bu amagla Wistar Albino tiirii ratlar rastgele bes gruba ayrildi. Ug
giin intraperitoneal polidatin verilen iki grup ile polidatin verilmeyen diger iki
gruptaki deney hayvanlarinda, alt ekstremite proksimalinde yapilan iskemi ve
reperflizyon sonrasi erken ve ge¢ iskemik Onkosullanma olusturularak karaciger
dokusunda serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar lenfosittik sitokinlerin hasar
degerlendirmesi yapildi. Birinci grup kontrol grubu olarak secildi, intraperitoneal
serum fizyolojik enjeksiyonu disinda herhangi bir uygulama yapilmadi. Deney

sonunda kan ve doku drnekleri alindiktan sonra hayvanlar dekapite edildi.

Bulgular: Karaciger fonksiyonlarim degerlendirilmesi,
aspartataminotransaminaz ~ (AST), alaninaminotransaminaz  (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH), alblimin, total protein seviyeleri Olgiildii. Oksidatif stresi
belirlemek icin TAS, TOS ve HIF 1 alfa plazmada o0lgiildii. Karaciger doku
orneklerinde katalaz, siliperoksit dismutaz (SOD) ve GSH-Px olgiildii. Alinan
karaciger doku ornekleri Hemotoksilen Eosin ile boyanli halde 151k mikroskopunda

incelendi.

Sonu¢: Bu caligmanin sonucuna dayanarak, Polidatin’in antioksidatif ve
antienflamatuar 06zelliginden dolayr iskemik oOnkosullanma modelinde karaciger

preservasyonuna pozitif etki sagladig: diistiniildii.

Anahtar kelimeler: Karaciger, iskemik Onkosullanma, polidatin,
antioksidan.

Vil



ABSTRACT

Aim: In this study, it was planned to investigate whether or not there will be
an additional contribution to liver preservation as a result of combined use of
antioxidant and antiinflammatory polydatin in the early and late ischemic

preconditioning model created by ischemia-reperfusion in the lower extremity.

Methods: For this purpose, Wistar Albino type rats were randomly divided
into five groups. Two groups receiving intraperitoneal polydatin for three days and
the other two groups without polydatin were evaluated for damage to free oxygen
radicals and inflammatory cytokines in liver tissue as distant organ in the early and
late ischemic preconditioning model after ischemia and reperfusion in the proximal
lower extremity. The first group was selected as the control group and no application
except intraperitoneal saline injection was made. At the end of the experiment, the

animals were decapitated and blood and tissue samples were taken.

Results:  Aspartataminotransaminase (AST), alaninaminotransaminase
(ALT), lactate dehydrogenase (LDH), albumin, total protein levels were measured to
evaluate liver functions. TAS, TOS and HIF 1 alpha were measured in plasma to
determine oxidative stress. Catalase, superoxide dismutase (SOD) and GSH-Px were
measured in liver tissue samples. Liver tissue specimens were stained with

hematoxylin eosin and then histopathologically examined under light microscope.

Conclusion: Based on the results of this study, it is thought that Polydatin has
positive effect on liver preservation as a remote organ in the ischemic
preconditioning model due to antioxidative and antiinflammatory properties of

polydatin.

Keyworlds: Liver, ischemic preconditioning, polydatin, antioxidants



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi —reperfiizyon hasari, meydana geldigi veya olusan radikallerin dolasim
ile ulastig1 hiicre ve organda hasar olusturmasi ile sonlanan olaylar serisidir. Iskemi,
dokunun oksijen ihtiyacinin karsilanamamasi ve ortaya ¢ikan artik {irlinlerin etkisiz
hale getirilememesi olarak tanimlanabilir. Reperfiizyon, iskemik dokudaki kan
akimmin yeniden olusturulmasidir. iskemik 6n kosullanma; tek veya yineleyen kisa
stireli iskemi-reperfiizyon periyodlarinin, takip eden donemlerdeki uzun siireli iskemi
durumlart sonucunda gelisen doku veya organ hasarina karst koruyucu etki
olusturmasidir [1]. Uzak organ iskemik dnkosullanma ise bir doku veya organdaki
uzamis iskemi-reperfiizyon hasarini azaltmak icin viicutta bulunan bagka bir doku
veya organda kisa siireli iskemi-reperfiizyon yaratarak, hedef organ veya dokuda
koruyucu bir etki olusturma mekanizmasidir [2]. Erken ve ge¢ iskemik dnkosullanma
olarak iki asamada gergeklesmektedir. Erken iskemik dnkosullanma (EIO), iskemi-
reperflizyon periyodlar1 sonrast dakikalar i¢inde baslayip, birkac¢ saat sonra ortadan
kalkmaktadir. EIO’nin koruyucu etkisi, adenozin ve bradikinin gibi mediatorler ile
tetiklenen ve kompleks ikinci ileti sistemlerinin aktivasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir.
[3]. Geg iskemik dnkosullanma (GIO), iskemi-reperfiizyon periyodlarindan 24 saat
sonra baslayip, 48-72 saat siirmektedir. GIO nin etkisi koruyucu protein indiiksiyonu
ile ortaya cikmaktadir. [3]. Siddetli iskemik durumlarda serbest radikalllerin
olusturdugu hiicresel hasar1 engellemek icin iskemik oOnkosullanmanin yanisira
bir¢cok endojen ve eksojen antioksidan ¢aligmalar1 yapilmistir.

Uzak Iskemik &nkosullanma olusturulmasi, karaciger transplantasyonu veya
major karaciger rezeksiyonu sonrasi iskemi reperfiizyon hasarini 6nleyerek morbidite
ve mortaliteyi azaltan en onemli faktorlerdendir [4]. Hipotermi uygulamasi, farkli
farmakolojik ajanlarin kullanimi, genetik modiilasyon uygulamalarinin yani sira
erken iskemik Onkosullanma ve ge¢ iskemik Onkosullama bu alanda umut veren

uygulamalardir. iskemik dnkosullama, saglikli karaciger dokusuna sahip hastalarda



devamli klemplemeyle karsilastirildiginda daha iyi tolere edilir. Daha az kan
transfiizyonu ihtiyacini ve postoperatif komplikasyonlarin azalmasini saglar [5].
Polidatin’in (PD) bilinen bir¢ok biyolojik fonksiyonu vardir, PD antioksidatif ve
antienflamatuar etkileri vardir. Ozellikle oksidatif stres iliskili inflamatuar cevabi
baskilamasinin yaninda, iskemi-reperflizyon hasarinin azaltilmasinda antioksidatif
ozelligi ile onemli anahtar regiilatorlerdendir [6]. Bu calismada alt ekstremite
proksimalinde olusturulan tekrarli iskemi-reperfiizyon uygulamas: ile erken - gec
iskemik dnkosullanma modellerinde, polidatin kullanimi ile organ preservasyonunda

etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskemi Reperfiizyon Hasarmmin ve Uzak Iskemik Onkosullanmanin

Fizyopatolojisi

Iskemi; orgam veya dokunun oksijenizasyon yetersizligine bagl olarak
gelisen, reversbl/irreversbl hiicre/doku hasarina yol agar. Doku veya organdaki
iskemi esnasinda, hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler
olugmaktadir. Hiicrenin oksidatif fosforilasyonu bozulmasi sonucu hiicre igi
adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalma, enerji depolar1 bosalir ve
Na® -K" ATPaz pompasi inhibe olarak hiicre i¢inde Na* ve Ca™ iyonlari birikir [7].
Iskemi durumunda adenin niikleotitinin yikimi da artmakta, reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROS) prekiirsorii olan hipoksantin hiicre i¢inde birikir. Reperfiizyon ile
molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS tiirevleri hizla ortaya

¢ikmaktadir [7].

Hipoksi ile hiicre diizeyinde Hipoksik Iskemik Faktorler (HIF) olusmaktadir.
HIF, hipoksi ile regiile olan elementler olarak adlandirilan, kanonik DNA
segmentlerine  baglanan transkripsiyon faktorleridir. Bu faktorler, hiicre
metabolizmasini, anjiyogenezi, vaskiiler tonusu, eritropoezi ve diger fonksiyonlari
regiile eden proteinleri kodlayan bir¢ok genin ekspresyonunu aktive ederler [8, 9].
HIF, hipoksi ile tetiklenen HIFa (HIFla ya da 2a) alt tinitesinden ve temel eleman
olan HIFIB’dan olusan heterodimerik, bir DNA baglayict komplekstir. HIF yolu
oksijene bagimli postranslasyonel HIFa hidroksilasyonu ile regiile edilir ve bunun
sonucunda normoksi sirasinda hizli sekilde inaktivasyon ve degredasyon olur. HIFa
alt tiniteleri prolil hidroksilaz bolgesi enzimleri ve aspargil hidroksilazi (faktor inhibe
edici HIF, FIF) iceren oksijene bagimli enzimler ailesinin substratlaridir. Bu
enzimler oksijen algilayicilar olarak islem goriirler ve normoksik kosullarda
HIFo’nin 6zel bolgelerden hidroksilasyonunu katalize ederler [8, 10]. Normoksi

sirasinda, prolil hidroksilaz bdlgesi enzimleri HIFlo’nin 2 korunmus prolin



kalintisin1  hidroksile ederler [10]. Bu protein HIFa’'nin proteazom tarafindan
degradasyonuna yardimci olur. Hipoksik kosullarda, HIFa proteazomal yikimdan
kagar, sitozolde birikir ve niikleusa gecerek HIFP ile heteromerik bir kompleks
olusturur. Ousan kompleks hedef genlerin promoter ya da artirict sekanslarina
baglanir. Hipoksiye ek olarak, TNF-a ve interlokiin 1B gibi proinflamatuar sitokinler

de HIF ekspresyonunu tetikleyebilir [11].

Iskemik Onkosullanma; hiicre veya dokularin tekrarl bir sekilde iskemi ve
reperfiizyona kisa silireli maruz kalmasi ile siddetli iskemi durumlarinda doku
hasarinda belirgin olarak azalma saglanmasidir. Iskemik énkosullamanin etkinligini
ilk kez 1986 yilinda Murry ve arkadaslar1 kopek miyokardinda gdstermistir. Daha
sonra yapilan ¢aligmalarla, uygulamanin beyin, spinal kord, iskelet kas1 ve karaciger
gibi organlarda da uygulanabilecegi bildirilmektedir. Farmakolojik 6nkosullama,
iskemi sonrasinda gelisebilecek doku, organ veya hiicre hasarina karsi, organ yada
dokunun farmakolojik bir ajanla yapilan uygulamalar olarak tanimlanir [12,13]. Uzak
Iskemik Onkosullanma; bir doku veya organda meydana gelen tekrarli bir sekilde
iskemi reperfiizyon ( I/R ) sonrasi dolasima gecen proenflamatuar ajan ve serbest
oksijen radikallerinin kalp, bobrek, akciger ve karaciger gibi organlarda olusturdugu
stres sonrasi, bu organlarda daha sonra olusacak uzun siireli iskemi-reperfiizyon
kosullarina adapte olma durumudur [14]. Postiskemik uzak organ hasari, Serbest
Oksijen Radikalleri, Polimorf Niiveli Lokositler, Kompleman Sistemi, Endotel

Hiicrelerinin etkilesimleri sonucunda gelismektedir.
2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikal; eslenmemis elektron iceren atom/molekiildiir, reaktiftir [15].
Stirekli olarak serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere kars1 belirli
oranda olusur ve hiicre i¢i mekanizmalarla zararl etkileri onlenir. Mitokondriyal
oksijen diizeylerinin azalmasiyla birlikte,  hiicrelerde aerobik metabolizmasi
yavaglar, enerji depolari homeostatik fonksiyonlar1 devam ettirebilmek amaciyla
tikketilir. Yiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, hipoksantinin
birikmesine neden olur. Oksijenizasyon olmadig: siirece biriken hipoksantin ksantine
doniistiiriilemez. Hiicre, enerji liretimi i¢in anaerobik glikolize ge¢mesi sonucunda

glukoz ve piriivat azalirken, hiicre ici laktik asit iiretimi artar. Beraberinde, iskemi



stirecinde mikrovaskiiler endotelyumun ksantin dehidrogenaz enzimi ksantin oksidaz
enzimine doniistiiriiliir. Reperfiizyonda, ksantin oksidaz enzimi, biriken hipoksantini
ksantine doniistiirmesinin yaninda ¢ok miktarda serbest oksijen radikalinin ortama
¢ikmasina sebep olur [16]. Oksijen, siiperoksite (O;), ardindan da hidrojen peroksit

(H»0,) ve hidroksil radikaline (OH °) doniistir [16].

e
0, — Oy (siiperoksit radikali olusumu)
SOD
20; + 2H" — H,0; + O (Hidrojen Peroksit)
Fe* + H0,— Fe** + OH + OH"  (Fenton reaksiyonu)
H,0, + Fe**— OH + OH Fe* (Haber-Weiss reaksiyonu)

Olusan bu serbest radikaller oldukca reaktiftirler ve hiicrenin DNA, protein ve
lipit yapilarin1 bozarlar. Hiicrenin membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri
oksidatif hasardan en fazla etkilenen yapilardir. Reperfiizyon sonrasi siiperoksit
radikali (O;-), hidroksil radikaline (OH') doniiserek membran lipit peroksidasyonunu
baglatabilecegi gibi, endotel kaynakli nitrik oksit (NO) ile etkileserek "peroksinitrit"
olusturarak da lipit peroksidasyonunu baslatabilir. Lipit peroksidasyonu basladiktan
sonra kendi kendini devam ettiren zincirleme bir dizi reaksiyon seklinde ilerler. Bu
reaksiyonun sonucunda biyolojik olarak aktif malondialdehit (MDA) aciga ¢ikar ve

hiicre membraninda parcalanma gerceklesir.

Serbest radikallerin hiicresel hasari, lipit peroksidasyonu, protein

modifikasyonu ve DNA hasar1i mekanizmalari ile ortaya ¢ikar.

o Lipit peroksidasyonu: Cok zincirli doymamis yag asitlerinden kdken alan
hidroperoksitler, hiicresel diizeyde toksik etkinin en Onemli kismini
olusturur. Fosfolipitlerin zarlarindaki doymamis yag asidi zincirlerinin
parcalanmasi, hiicre zarinda bozulmalara neden olur. Bu olay genellikle
eritrosit, lizozom ve endoplazmik retikulum zarlarinda olusmaktadir [17].

e Protein oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri, aminoasit yan

zincirlerinde oksidasyon yaratarak, protein-protein baglarini olusturur.



Proteinlerdeki ana zincirleri okside ederek proteinleri parcalar. Hiicresel
diizeyde fonksiyon gdsteren enzimlerin yapisinda bozulmalar olusturur [17].
e DNA hasari: Timin baz ile etkileserek tek zincir kirilmalarina neden olur.

Hiicrede enerji kaybi olur ve nekroz seklinde 6liim gergeklesir [18].

2.1.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Iskemi reperfiizyon ile lokosit aktivasyonu sonucu yiiksek miktarda SOR
tiretirler. Iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolii su mekanizmalar ile oldugu

gosterilmistir [19]. Bunlar:

1) Mikrovaskiiler okliizyon,

2) SOR salinmasi,

3) Sitotoksik enzim salinmasi,
4) Vaskiiler permeabilite artisi,

5) Sitokin salinmasinda artistir.

PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlari endotel ve lokositlerde bulunan
selektinler araciligiyla olur. L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ liyesi vardir.
I/R, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir ve PMNL’lerde bulunan P-selektin
glikoprotein 1 (PSGL-1) adl1 reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit endotel
baglantisin1 olusturur (16kosit rolling). Ikinci asamada, 16kosit beta2 integrinler
(CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler adhezyon molekiilii 1
(ICAM-1) ile etkileserek 16kosit adhezyonu ve agregasyonu meydana gelir.. Ugiincii
asamada, trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekiilii 1 (PECAM-1) ile endotel
hiicre baglantilar1 etkileserek 16kosit transmigrasyonu meydana gelir [20]. Dokuda

aktive l6kositlerin baslattig1 yanit ise [21].

e Fosfolipaz A2 aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve
l6kotrienler) sonucu iiretilir,
e Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir,

e SOR iiretimi gerceklesir.

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda nétrofiller oksidan etkili

NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini aktive ederler. Bu enzimler



aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmast sonucu SOR’un salinmasi yada
“solunum patlamas1” olaymn1 meydana gelir ve oksidan doku hasarina yol agar.
Iskemi sonrasi reperfiizyonla dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’i NADPH-
bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenir. Siiperoksit iyonu spontan

dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir [22].

2.1.3. Komplemanin Rolii

Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda C3a, C5a, C3b ve C5b-9 gibi
proinflamatuar komponentler olusur. C3a ve C5a l6kositleri aktive ederler. Lokosit
aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ilaveten C5a, makrofaj inflamatuvar
protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-a,
IL-1 ve IL-6 {iretimini uyararak inflamatuvar yaniti artirir. Kompleman araciligiyla

iiretimi uyarilan l6kosit adhezyon molekiilleri sunlardir [23].

e Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1),
e Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1),
e [E-selektin,

e P-selektin.

2.1.4. Endotelin Rolii

Oksidatif stres, endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerini bozar. Endotel
hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef olmanin yaninda SOR {iretim kaynagidir.
Endotel hiicreleri endotelin (ET) ve nitrik oxidi (NO) salgilar. NO arteriyel
dolasimda ET’ nin vazokonstriktor etkisine antagonist egiliminde, venlerde ise tersi
s6z konusudur. SOR’larin uzak organ endotel hiicreleri lizerindeki etkisi sonrasi
endotelin/NO orani endotelin lehine bozularak arteriyel vazokonstriksiyon, vendz
vazodilatasyon olur [24]. Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman
aktivasyonu ve lokosit adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel
hiicrelerinden doku hasara yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PGI2, PGE2 ),
GM-CSF, biiyiime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2 ) salgilarlar.



2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, baska substratin oksidasyonunu azaltan veya engelleyen

maddelerdir. Tiim hayvanlarda ve bitkilerde serbest radikallerin doku hasarina yol

acan etkilerini Onlemek icin endojen antioksidan sistemleri bulunur. Viicutta

sentezlenebildigi gibi diyet ile disaridan da alinabilirler. Canlilarda antioksidan

savunma sistemi metabolizmada iiretilen (endojen) ve disaridan diyet ile alinan

(ekzojen) antioksidan sistemleridir. Bu sistemler enzimatik olan ve olmayan iki ana

gruba ayrilir [25].

Tablo 1. Ana antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidan
Enzimler

Rolii

Ozellikleri

Superoksit dizmutaz
(SOD)

0, —H,0, ’ye doniistiiriir

Manganez icerir (Mn-SOD)
Bakir ve ¢inko igerir(CuZn-
SOD)

Mn ve Fe icerir (Fe-SOD)
Ni igerir (Ni-SOD)
Bakair igerir (Cu-SOD)

Katalaz (KAT)

H,0, —» H,O’ya gevirir.

Peroksizomlarda yer alan
tetramerik bir proteindir.

Glutatyon peroksidaz | H,O, ve lipit peroksitlerini | Selenoprotein (Se** igerir), daha
(GSH-Px) etkisizlestirir. ¢ok sitozolde, az olarak
mitokondride bulunur ve GSH
kullanir.
Antioksidan Rolii Ozellikleri
Vitaminler
Alfa tokoferol Lipit peoksidasyonunu kirar.

Lipit peroksitlerini O, ve
OH ’yi temizler.

Yagda ¢oziiniir.

Beta karoten

Peroksi radikalleri ile
0O, ve OH’yi temizler.
Vitamin A’nin oksidasyonunu
onler.
Gegis metallerini baglar.

Yagda ¢Oziiniir.

Askorbik asit

Direk olarak O,, OH ve H,0,
temizler. Notrofiller tarafindan
uyarilan antioksidanlar
noétralize eder.

Suda ¢oziiniir.




Antioksidan savunma sistemi dort ayr1 sekilde calismaktadir.

Serbest oksijen radikallerini tutma, yok etme (siipiiriicii etki) [26],
Serbest oksijen radikallerine hidrojen aktararak etkisizlestirme [27],
Serbest oksijen radikallerini baglayip, zincirlerini kirarak etkisiz hale
getirmek [28],

Serbest oksijen radikallerinin olusturduklar1 hasar1 onarmak [29].



2.2.1 Endojen Antioksidanlar
2.2.1.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Endojen olarak iiretilir ve hiicre i¢in esansiyel bir enzimdir. Hiicresel SOD
metalloenzimlerin bir grubudur. SOD bes farkli formda olup viicutta en bol olarak
bakir ¢inko CuZn-SOD bulunur. Ekstraseliiller SOD (EC-SOD), CuZn-SOD’dan
farkl1 olarak bakir ve ¢inko tasiyan salgisal SOD’dur [30]. EC-SOD, sadece
fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan sentez edilir, SOD ROS’i H,O;’ye

indirger.
20, + 2H+ + SOD — H>,0, + O,

SOD’un antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe* ‘in, Fe** ’ye indirgeyerek hidroksil

radikalinin olugsmasinin engellenmesi ile gergeklesir [31].
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon(GSH) redoks dongiisii, hiicreigi hidroperoksitlerin indirgenmesini
saglar. Glutatyon peroksidaz seleno-sistein bilesigi olup, katalitik aktivitesini 4 atom
selenyuma sahip olma oOzelligi sayesinde saglar. Aktivasyon igin glutatyona
gereksinim duyar. GSH-Px glutatyonu okside ederken H,O,’yu da H,O’ya
indirgemektedir. Okside glutatyonun (GSSG) tekrar GSH’ya cevrilmesi ise glutatyon
rediiktaz (GR) tarafindan saglanir.

2H,0;, +2 GSH — GSSG + 2 H,O
GSSG + NADPH+H " — 2 GSH+ NADP *

GSH-Px katalaz, selenyum ve demir gibi gecis metallerinin kofaktorliigiine ihtiyag
duyar [25].
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Katalaz (KAT)

Hayvansal organizmalarin o6zellikle karaciger ve eritrosit gibi aerobik
hiicrelerinde yogun, beyin, kalp, iskelet kaslarinda ise diisiik miktarlarda bulunur.
KAT ve GSH-Px, hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene indirger. KAT ve GSH-
Px enzim aktiviteleri artmadan SOD aktivitesinin artig1, hidrojen peroksit birikmesi

ve hidroksil radikallerinin olusmasina neden olur [25].
2H202 — 2H20 + 02
2.2.1.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar

Enzim olmayan endojen antioksidanlar olarak, transferrin, miyoglobulin,
seriiloplazmin, hemoglobin, melatonin, ferritin, bilirubin, sistein, metiyonin, lrat,

glutatyon, albiimin ve laktoferrin sayilabilir.
2.2.2. Eksojen Antioksidanlar
Polidatin (PD)

Polidatin polygonum cuspidatum bitkisinin koklerinden elde edilir. Uziim ve yer
fistiginda da bulunmaktadir. Kimyasal yapisi 3.4,5-trihydroxystilbene-3-3-D-
glukosiddir.

OH
o,
0 -
0
OH OH

HO
OH

Resim 1: Polidatin’in kimyasal yapisi
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Resim 2: Polidatin’in Ticari formu

Polidatin, organlarda I/R hasarini azaltmaktadir. Bir trans-resveratrol analogu olarak
mitokondriyal elektron transport zincir kompleksi-III ¢ de serbest oksijen radikallerin
olusumunu azaltmaktadir [32]. PD’nin karaciger hiicrelerini koruyucu etkisi,
antiinflamatuar ve antioksidatif aktivitesi ile ilgilidir. PD karacigerde glutamik
piruvik transaminaz salinimini, MDA olusumunu ve glutatyon birikimini azaltarak
koruyucu etki gosterir. NO ve MDA olusumunu azaltici, NOS akitivitesini inhibe
edici ve SOD, GSH-Px aktive edici etkisi vardir. PD serum AST, ALT ve hepatik
MDA, TNF-a, interlokin 1-p siklooksijenaz-2 (COX-2), iNOS yiikselmelerini tersine
cevirmektedir [33].

Alfa tokoferol (Vitamin E)

Hiicrelerin yagda c¢oOziinen ana antioksidanidir. Vitamin E, organzima igin

esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir. Absorbsiyonu yag ile birlikte ve yaklasik
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olarak % 40’1 emilmektedir. Absorbe edilen vitamin E silomikronlar ile lenf
sistemine ve kan dolagimina katilir, yag dokuda depolanir. Membranlarin
fosfolipitleri alfa tokoferole afinite gostermekte, buralarda yogunlasmaktadir. Alfa
tokoferol etkisini membran fosfolipitlerinin peroksidasyonu ve hiicre membranlarinin

hasarinin 6nlenmesi ile gosterir [34].
Beta-karoten (Vitamin A)

Karotenoidler, sebze ve meyveler renk veren maddelerdir, vitamin A
prekiirsorleridir, antioksidandir. En Onemlileri p-karoten, likopen, krosetin,
kantaksantin ve fukoksantindir. Bunlardan B-karoten, iki molekiil vitamin A’nin
(retinol) birlesmesinden olusur, singlet oksijeni yakalama, serbest radikalleri
temizleme ve hiicre membram lipitlerini oksidatif dejenerasyona karst koruma

mekanizmalari ile antioksidan etkisi gerceklesir [25].
Vitamin C (Askorbik asit)

Suda ¢oziinebilen, zincir kiran etkisiyle 6zellikle detoksifikasyon metabolizmasi
esnasinda meydana gelen serbest radikalleri ve ROS’lar1 etkisiz hale getirir [35].
Rediikte edici (elektron verici) 6zelligiyle molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve
c’yi indirger. Bir elektronun verilmesi sonucu askorbat, semidehidroaskorbat (DHA)
radikaline ¢evirir. Askorbat, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona

girer [25].
Askorbik asit + 20, + 2H © — H,0, + DHA

Askorbik asit tarafindan Fe*— Fe**ye doniistiriiliir, bdylece hidrojen peroksidin

hidroksil radikaline ¢evrilmesi saglanir [36].
fla¢ Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

e NADPH, oksidaz inhibitérleri  (lokal anestezikler, adenozin kalsiyum
kanal blokerleri, nonsteroid antienflamatuar ilaglar)

e Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, tungsten)

e Rekombinant siiperoksit dismutaz

e Trolox C (vitamin C analogu)
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. Demir redoks dongiisii inhibitorleri
o Barbitiiratlar
. Demir selatorleri

° Sitokinler (TNF ve IL-1)

2.3. Karaciger

2.3.1 Karaciger Anatomisi

Karaciger abdomenin en biiyiik organdir, biiyilikliigli ve konturlar1 kisiden
kisiye degisiklik gosterir. Ortalama agirlign kadinlarda 1200-1400 gram, erkeklerde
ise 1400-1600 gramdir. Klasik olarak karaciger falsiform ligaman tarafindan sag ve
sol loblarina ayrilir, sag lob daha sonra kuadrat ve kaudat loblara ayrilir, ancak
kuadrat ve kaudat loblarin aslinda karaciger sol lobun fonksiyonel béliimleri oldugu
gosterilmistir [37]. Karacigerin segmentlerinin ve subsegmentlerinin tanimlanmast
Couinaud tarafindan yapilmis Bizmuth tarafindan revize edilmistir [38]. Couinaud
siniflamasinda, hepatik ve portal venlerin ii¢ boyutlu bir karaciger igindeki
dagilimlar esas alinmaktadir. Orta hepatik ven, karacigeri anatomik olarak sag ve sol
loblara ayirir, ancak kaudat lob bu ayrimin disindadir. Portal ve hepatik venler esas
alindiginda ise kaudat lob segment I’dir. Sag hepatik ven sag lobu anterior ve
posterior segmentlere ayirirken, sol hepatik ven sol lobu lateral ve medial
segmentlere ayirir. Sag ve sol portal ven dallarinin transvers seyirleri esas alinarak,
yukarida tanimlanan her bir segment superior ve inferior segmentlere bdliinerek saat
yoniinde numaralandirilmis 8 segment olusturulmus olur. Bismuth, segment 4'i
stiperior (segment 4a) ve inferior (segment 4b) olarak ikiye ayirmistir. Portal ven
dagilimi1 karacigerin kesitsel planlarinin ayriminda dnem tasir. Ana portal ven kaudat
lob oniinde sag ve sol portal ven olmak flizere iki ana dala ayrilir, sag portal ven
posterokaudal yonde seyreder ve on ve arka olmak iizere dallamr. Onde segment V
ve VIII’e, arkada segment VI ve VII’ye uzanir. Sol portal ven saga gore daha 6n ve
kraniale dogru seyreder, laterale ayrilan dallar1 segment II ve III’e gider. Saga
ayrilan asendan ve desendan dallar1 segment IV’e ulasir. Portal bifurkasyon, sag ve

sol portal venden ¢ikan bir veya daha fazla dal kaudat lobu besler [39].
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Resim 3: Karacigerin segmenter anatomisi
2.3.2.Karacigerin Vaskiiler Anatomisi

Karacigere gelen kanin yaklasik %30'u hepatik arterden gelir. Hepatik arter
¢olyak trunkusun bir dalidir ve portal hilusta sag ve sol terminal dallarina ayrilir.
Tekrarlayan dallanmalar ile interlobiiler arterleri olusturur. Interlobiiler arterlerin
hem portal yapilar1 besler hemde direkt olarak siniizoidlere ddkiilen arteriolleri
olusturur [39]. Portal ven gastrointestinal sistemin vendz kanini karacigere getirir ve
karacigere gelen kanin % 75'ini tasir. Portal ven kani oksijen igerigi bakimindan
yetersiz olmasina ragmen akim miktar1 hepatik arterden fazladir, bu nedenle
karacigerin oksijen gereksiniminin ¢ogunu karsilar. Tekrarlayan dallanmalar ile
interlobiiler dallar1 ve siniizoidlere dokiilen veniilleri olusturur. Siniizoidler lobiillerin
merkezinde biraraya gelerek santral venleri olusturur. Santral venler, sublobiiler
venleri bunlar da daha sonra hepatik venleri olusturup vena kava inferiora dokiiliirler
[39]. Karaciger viicuttaki tiim lenf sivisinin yaklasik %40 kadarini tretir. Lenf
damarlar1 portal hilustaki lenf nodlarina dokiiliir, oradan ¢olyak nodlara drene olur.
Karacigerin peritonsuz yiizeyinden diyaframi gegerek arka mediasten lenf nodlarina

drene olur ancak daha az orandadir [37].
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2.3.3.Karaciger Histolojisi

Karacigerde cesitli hiicreler bulunmakla bunlarin %80°’1 hepatositlerdir. Kalani,
parankimal olmayan hiicreler olarak gruplandirabilecegimiz endotelyal hiicreler,
Kupffer hiicreleri, lenfositler ve yildizs1 hiicrelerdir. Hepatositler karacigerin
metabolik islevlerinde esas yiikii tasirlar. Endotel hiicreleri siniizoidler ve damarlarin
i¢ ylizeyini doser. Kupffer hiicreleri siniisoidlerde fagositoz yapar ve sitokin salarlar.
Lenfositler immun sistemin bir pargasidir. Yildizs1 hiicreler ekstraseliiler matriks

iiretir ve A vitamini depolarlar [40].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar ve Deney Protokolii

Caligmamiza Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 30.11.2016 tarihli 2016/10-3 onay kodlu etik kurul izni alinarak
baslanmistir.  Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezi (MKU-DAM) laboratuvarinda yapilan ¢alismamizda, agirliklari
275-300 gr arasinda degisen 50 adet Wistar Albino cinsi erigkin erkek rat kullanildi.
Ratlar rastlantisal olarak 5 gruba ayrildi. Caligma siiresince Hayvan Haklarinin

Korunmasi hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.

Biitiin ratlar deney oncesi sabit ¢evre kosullar altinda standart rat yemi ve su ile
beslenerek 7 gilin boyunca bekletilip ortama adapte olmalar1 saglandi. Tiim gruplar
ayni sartlar altinda ve ayni ortamda 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda
tutuldu. Ratlara 0.5 ml Ketamine (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer), 0.1 ml Ksilazin HCI
(Alfazyne % 2 20 mg/ml, Alfasan international) ile anestezi uygulandi. Sirt iistii
pozisyonda karin tiiyleri temizlendikten sonra, karin cildi povidon iyot ile silinerek

cilt antisepsisi uygulandi (Resim 5). Batin orta hattan laparatomi yapildi (Resim 6).

Grup 1 (Kontrol grubu-C): Sadece intraperitoneal serum fizyolojik enjekte
edildi. Ratlara 0.5 ml Ketamine (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer), 0.1 ml Ksilazin HCI
(Alfazyne % 2, 20 mg/ml, Alfasan International) ile anestezi uygulandiktan sonra
laparatomi ve torakotomi yapilarak intrakardiyak kan ornegi alindi (Resim 7), daha
sonra total hepatektomi uygulandi (Resim 8).

Grup 2 (Erken iskemik 6n kosullanma-IE): Bu gruptaki ratlara anestezi
uygulandiktan sonra alt ekstremite proksimalinden 4 dk kapali ve 4 dk acik olacak
sekilde turnike uygulandi. Alt ekstremitenin toplam 40 dk iskemik kalmasi saglandi.
Erken iskemik 6nkosullanmanin olustugu 4.saatin sonunda laparatomi ve torakotomi

yapilarak intrakardiyak kan 6rnegi alindiktan sonra total hepatektomi uygulandi.
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Grup 3 (Erken iskemik on kosullanma+Polidatin-iEP): Bu gruptaki
ratlara 6nce gilinliik 40 mg/kg/giin dozunda polidatin 3 giin intraperitoneal enjekte
edildi. Dordiinci giin ratlara anestezi uygulandiktan sonra alt ekstremite
proksimalinden 4 dk kapali ve 4 dk acik olacak sekilde turnike uygulandi. Alt
ekstremitenin toplam 40 dk iskemik kalmasi saglandi. Erken iskemik
onkosullanmanin olustugu 4.saatin sonunda laparatomi ve torakotomi yapilarak
intrakardiyak kan 6rnegi alindiktan sonra total hepatektomi uygulandi.

Grup 4 (Gecikmis iskemik 6n kosullanma-iG): Bu gruptaki ratlara anestezi
uygulandiktan sonra alt ekstremite proksimalinden 4 dk kapali ve 4 dk acik olacak
sekilde turnike uygulandi. Alt ekstremitenin toplam 40 dk iskemik kalmasi saglandu.
Gecikmis iskemik dnkosullanmanin olustugu 3.giinlin sonunda tekrar anestezi altinda
laparatomi ve torakotomi yapilarak intrakardiyak kan ornegi alindiktan sonra total
hepatektomi uygulandi.

Grup 5 (Gecikmis iskemik 6n kosullanma+Polidatin-IGP): Bu gruptaki
ratlara Once gilinliik 40 mg/kg/giin dozunda polidatin 3 giin intraperitoneal enjekte
edildi. Dordiincli giin ratlara anestezi uygulandiktan sonra alt ekstremite
proksimalinden 4 dk kapali ve 4 dk acik olacak sekilde turnike uygulandi. Alt
ekstremitenin toplam 40 dk iskemik kalmasi saglandi. Gegikmis iskemik
onkosullanmanin olugmas igin 3 giin beklendi. Yedinci giin ratlara tekrar anestezi
uygulanarak sedasyon saglandi. Laparatomi ve torakotomi yapilarak intrakardiyak

kan 6rnegi alindikta sonra total hepatektomi uygulandi.
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Resim 4 : Alt Ekstremitede Iskemi Olusturulmasi

Resim 5: Povidon Iyod ile Cilt Antiseptigin Saglanmasi
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Resim 6 : Laparatomi
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Resim 7: Biyokimya Parametreleri i¢in Kan Ornegi Alinmasi
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Resim 8: Karaciger Doku Ornegi Alinmasi

3.2.Biyokimyasal Degerlendirme:

Rezeke edilen karaciger dokusu aliiminyum folyo igine sarilarak — 85°C
derecede muhafaza edildi. Dondurulan 6rnekler oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra
GSH-Px, Katalaz, SOD aktiviteleri Olciildii. Jelli biyokimya tiipiine alinan kan
ornegi 4000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi. Plazma — 20°C derecede muhafaza edildi.
Ornekler oda 1s1sinda ¢oziildiikten sonra SOD, GSH-Px, KAT, TAS, TOS, HIF,
Total Protein, Albumin, AST, ALT, ALP ve LDH degerleri 6l¢iildii.

3.2.1. Karaciger Dokusunun Homojenizasyonu:

Karaciger dokusu 0,5-0,9 gr pargalara ayrildi ve bir homojenizator ile Tris-HCI
tamponu (pH 7.4) i¢cinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon
bir buz kabinin igerisinde gerceklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4 °C’de)
santrifiijlenerek siipernatan elde edildi. KAT ve GSH-Px enzimleri siipernatanda
Olctildii. Siipernatan daha sonra 1/1 oraninda etanol/kloroform karigimi (5/3, v/v)
eklenerek vortekslendi ve 5000xg’de (+4 °C’de) 1 saat santrifiijlendi. Ustteki etanol
fazinda t-SOD aktivitesi belirlendi.
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3.2.1.1. SOD tayini:

Sun ve arkadaglarinin tarifledigi [41] ve Durak ve arkadaslarinin modifiye ettigi
metoda gore calisildi [42]. Kisaca: reaksiyon ortaminda ksantin/ksantin oksidaz
sisteminin Urettigi siiperoksit radikalleri normalde nitroblue tetrazoliumu (NBT)
rediikleyerek 560 nm’de en iyi tesbit edilebilen mavi-mor bir rengin olugmasina
neden olur. Karaciger siipernataninda bulunan SOD, bu rediiklenmeyi inhibe ederek
renk olusumunu engelleyip, mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar
ve aktivitesine bagli olarak agik renk olusmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor) deger

ile enzim bulunan numune absorbans degerleri hesaba katilir.
Hesaplama:
Enzimin % inhibisyonu = (Absys: — Abspym) / Absgs: x 100
Birimi:
- Plazma i¢in: U/ mL
-Doku i¢in: SA / (mg protein / mL) = (U/mL) / (mg protein/mL) =U / mg protein

Ornek Hesaplama: 0,3 mmol / L Xanthine : (M = m / [mw x V (L)] den; m = M x
mw X V(L) = 93/1000 x 152,1 x 4 x 10°> m = 1,825 mg alinir. 40 ml. d. suda
¢Oziiliir.) Sonug: 0.00913 g/200 mL distile su.

3.2.1.2. KAT tayini:

Aebi [43] metoduna gore yapildi. Ozet olarak; fosfat tamponu igerisinde (pH
7.4) hazirlanip 240 nm’de yaklasik 0.500 absorbans veren H,O, ¢ozeltisinin igine
numune ilave edildiginde, numunede bulunan KAT enzimi H,O,’yi parcalayarak
molekiiler oksijen ve su olusturur. Bu arada absorbans azalmasi monitdrden takip

edilip egimden aktivite hesab1 yapildi.

3.2.1.3.GSH-Px tayini:
Paglia [44] ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi. Kisaca: karaciger
stipernataninda bulunan GSH-Px, reaksiyon ortamina ilave edilen rediikte glutatyonu

(GSH) okside glutatyona (GSSG) cevirir. Ortama ilave edilmis olan glutatyon
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rediiktaz enzimi okside glutatyonu yeniden GSH’a ¢evirirken molaritesini bildigimiz
NADPH okside olur. Inkiibasyon periyodundan sonra (30 dak.) 340 nm’de absorbans

azalmasi belirlenip egimden aktivite hesaplandi.

3.2.2.Plazmada Parametreler

Plazma AST, ALT, Total Protein, Albumin, ALP ve LDH seviyeleri M.K.U
biyokimya laboratuarinda Spektrofotometrik olarak otomatiklestirilmis bir analizor
ile dlgtldi.

TAS, Randox tarafindan saglanan bir kit ile degerlendirildi. ABTS (2,2 -
azino-di- [3-etilbenztiazolin Siilfonat]), peroksidaz (metmyoglobin) ve hidrojen
peroksit ile katyon ABTS" elde edilir. ABTS™ bilesiginin mavi-yesil bir rengi var,
bu renk spektrofotometrik olarak 600 nm dalga boyunda degerlendirildi. (mikroplak
okuyucu). Numunede bulunan antioksidanlar igerigiyle orantili olarak bu renk
olusumunu azaltir.

TOS tespiti immun teshis ile saglanan ticari bir kit (PerOx, TOS / TOC) ile
yapildi. Bu deneyde, peroksidaz, TMB'nin renkli bir iiriine doniistiiriilmesi ile elde
edilen solusyondaki peroksidler ile reaksiyona girer. Durdurma c¢ozeltisinin
eklenmesi ile reaksiyon durur ve renk degisikligine neden olur. Numunenin emiciligi
450 nm'de bir mikrotitre plaka okuyucusunda Ol¢lilmiistiir. Miktar tayini, verilen

kalibratdr ile gerceklestirildi.

3.3.Patolojik Degerlendirme:

Isik mikroskobu incelemesi icin her karacigerin sag lobu ayrildi ve doku
parcalar1 %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Dokularin birer kesit
yiizeyi Orneklendikten sonra parafine gomiildii, karaciger dokularmin tiim yiizeyini
gosteren 4 mikrometre kalinlikta kesitler alindi ve hematoksen-eozin (HE) ile
boyandi. Karaciger dokusunda Sozen ve ark.larinin ¢alismasina benzer sekilde
hepatositlerde vakuolizasyon, hipereozinofili, hepatositler arasi baglantilar, kanama,
nekroz, portal inflamasyon ve polimorf niiveli 16kosit infiltrasyonu degerlendirildi ve

patolojik olarak skorlandi [45].
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Tablo 2: Karaciger dokusunda hasar skorlanmast

GRADE 0 Hafif ya da hi¢ hasar yok

GRADE 1 Hafif hasar; fokal niikleer piknoz ve sitoplazmik
vakuolizasyon

GRADE 2 Orta-agir hasar; yaygin niikleer piknoz, sitoplazmik
hipereozinofili ve interselliiler koprii kayb1

GRADE 3 Agir nekroz; hepatik kordonlarda ayrilma, hemoraji ve
noétrofil infiltrasyonu

3.4.istatistiksel Degerlendirme:

Calisma sonrasi elde edilen veriler SPSS® paket programi (SPSS® 21.0 for
Windows®) kullanilarak istatistiksel acgidan degerlendirildi. Tanimlayici
istatistiklerde Ol¢iim ile elde edilen verilerin ortalamasi ve standart sapmasi be-
lirtildi. Olgiim ile elde edilen veriler icin her grupta &rnek sayisi 10 oldugundan
dolay istatistigin degerlendirilmesinde gruplar normal dagilima uygunsuz bulundu.
Bu yiizden istatistiki degerlendirmede grup ortalamalarin karsilastirilmasinda
nonparametrik testler kullanildi. Bes grubun kendi iginde karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis varyans analizi, gruplarin ikili karsilagtirmasinda Mann Whitney U

testi kullanilda.
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4.BULGULAR

4.1. Biokimyasal Bulgular

4.1.1. Katalaz Degerleri

Tablo 3: Katalazin Gruplar arasi degerlendirilmesi

Grup Ortalama | Standart P Ikili** Karsilastirma
Sapma
84,16 34,39 Grup2 ile P:0,015
Kontrol Grup3 ile P:0,045
ontro Grup4 ile P:0,052
Grup5 ile P:0,065
116,19 39,77 Grup3 ile P:0,011
Erken iskemik On Grup4 ile P:0,001
Kosullanma Grups ile P:0,005
126,65 86,78 Grup4 ile P:0,579
Erken Iskemik On Grup5 ile P:0,280
Kosullanma+ Polidatin
0,003
94,05 31,83 Grup5 ile P:0,971
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
122,83 91,07
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
130,78 71,90
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U

KAT seviyelerinin gruplar aras1 Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde, istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriildii. Yapilan
ikili Mann Whitney U karsilastirmali testlerde kontrol grubu ile erken iskemik 6n
kosullanma grubu arasinda anlamli farklilik oldugu goriildii. Iskemi olusturulmasi

sonrast SOR ve KAT sentezinin arttigr goriildii. Polidatin kullanilan gruplarda
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istatistiksel olarak KAT sentezinde daha fazla artis oldugu goriildii. Istatistiksel

olarak Erken Iskemik Onkosullanma + Polidatin grubunda anlamli artis oldu.

4.1.2. SOD Degerleri

Tablo4: SOD ‘un Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama | Standart | P* Ikili** Karsilastirma
sapma

0,28 0,19 Grup2 ile P:0,001
Grup3 ile P:0,007
Kontrol Grup4 ile P:0,043
Grup5 ile P:0,002
0,72 0,32 Grup3 ile P:0,853
Erken Iskemik On Grup4 ile P:0,105
Kosullanma Grup5 ile P:0,242
0,81 0,51 Grup4 ile P:0,123
Erken iskemik On Grups ile P:0,190

Kosullanma+ Polidatin

0,57 0,57 | 9904 | Grups ile P:0,247

Gecikmis Iskemik On

Kosullanma

0,63 0,19

Gecikmis Iskemik On

Kosullanma+Polidatin
0,58 0,42

Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U

SOD’un gruplar arast Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan

degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilhik oldugu goriildi.Yapilan Mann
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Whitney U karsilastirmali testlerde ikili gruplar arasinda anlamli farklilik gériilmedi.
Kontrol grubuna gore diger gruplarda iskemi olusmasi ve polidatin’in SOD sentezini

indiiklemesi sonucu SOD degerlerin arttig1 gorildii.

4.1.3. GSH-Px Degerleri

Tablo5: GSH-Px ‘in Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama | Standart | P* Ikili** Karsilastirma
sapma
228,25 42,82 Grup2 ile P:0,315
Grup3 ile P:0,063
Kontrol Grup4 ile P:0,393
Grup5 ile P:0,912
206,59 90,23 Grup3 ile P:0,631

Grup4 ile P:1,000

Erken Iskemik On Kosull
rken Iskemik On Kosullanma Grup5 ile P:0,631

257,90 22,41 Grup4 ile P:0,971
Erken iskemik On Grups ile P:0,393
Kosullanma+ Polidatin
0,655
222.78 67,88 Gl‘ups ile P:1,000
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
244,04 104,88
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
219,91 62,19
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
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GSH-Px’in gruplar arast Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik olmadigi goriildii. Yapilan Mann
Whitney U karsilastirmali testlerde ikili gruplar arasinda anlaml farklilik goriilmedi.

Kontrol grubuna gore polidatin kulanilan gruplarda artis oldugu goriildii.

4.1.4. HIF 1 alfa Degerleri

Tablo6: HIF 1 alfanin Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart P* | Ikili** Karsilastirma
sapma
57,76 16,96 Grup2 ile P:0,004

Grup3 ile P:0,247
Grup4 ile P:0,035
Grup5 ile P:0,089
90,23 21,60 Grup3 ile P:0,004
Grup4 ile P:0,315
Grup5 ile P:0,001

Kontrol

Erken Iskemik On Kosullanma

48,93 24,33 Grup4 ile P:0,015
Erken iskemik On Grup5 ile P:0,796
Kosullanma+ Polidatin

0,001

76,30 17,76 Grup5 ile P:0,002
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma

45,05 18,89
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin

63,66 25,87
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U

HIF 1 alfanin gruplar arasi Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan

degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Yapilan Mann
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Whitney U karsilagtirmali testlerde ikili gruplar arasinda anlamli farklilik goriildii.

Kontrol grubu disinda iskemi olusturulan biitiin gruplarda HIF 1 alfanin arttig

gortldii. Erken ve geg iskemik 6n kosullama olusturulan gruplarda arttigi, erken ve

gec iskemik 6n kosullanma olusturulmadan dnce polidatin verilen gruplarda artigin

daha az oldugu goriildii.

4.1.5. TAS Degerleri

Tablo7: TAS ‘in Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart P* Ikili** Karsilastirma
sapma
13,21 3,17 Grup2 ile P:0,001
Grup3 ile P:0,001
Kontrol .
Grup4 ile P:0,105
Grup5 ile P:0,075
16,47 4,26 Grup3 ile P:0,971
Erken iskemik On Grup4 ile P:0,001
Kosullanma Grup5 ile P:0,002
18,62 4,11 Grup4 ile P:0,001
Erken Iskemik On Grup5 ile P:0,004
Kosullanma+ Polidatin
27,88 7,64 0,001 |Grup5 ile P:0,631
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
29,51 5,91
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
21,94 6,89
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
aras1 Kruskal Wallis

TAS 1 gruplar

varyans

analizi ile yapilan

degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildi. Yapilan Mann
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Whitney U karsilastirmali testlerde ikili gruplar arasinda kontrol grubu ile erken
iskemik 6n kosullanma gruplari arasinda anlamli farklilik goriildi. Diger gruplar
arasinda anlamh farklilik goriilmedi. Polidatin kullanilan gruplarda, kullanilmayan

ayni gruplara gore TAS degerlerinde bir artis oldugu gozlendi.

4.1.6. TOS Degerleri

Tablo 8: TOS un Gruplar arasi degerlendirilmesi

Grup ortalama | Standart P Tkili**
sapma Kargilagtirma
3,57 0,73 Grup2 ile P:0,035
Grup3 ile P:0,105
Kontrol .
Grup4 ile P:0,003
Grup5 ile P:0,009
4,31 0,77 Grup3 ile P:0,436
Erken Iskemik On Grup4 ile P:0,023
Kosullanma Grup5 ile P:0,190
4,08 0,69 Grup4 ile P:0,029
Erken Iskemik On Grup5 ile P:0,123
Kosullanma+ Polidatin
0,005
5.62 1,57 Grup5 ile P:0,579
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
5,27 1,57
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
21,94 6,89
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
TOS‘un gruplar arast1 Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan

degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Iskemi olusturulan

30



biitiin gruplarda kontrol grubuna gore artis oldugu goriildii. Ge¢ iskemik oOn

kosullanma gurubunda polidatin kullanilmasi ile istatiksel olarak anlamli olmasada

bir azalma oldugu goriildii.

4.1.7. AST Degerleri

Tablo 9: AST “in Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart p* Tkili**
sapma Kargilagtirma
142,90 54,08 Grup2 ile P:0,001
Grup3 ile P:0,003
Kontrol .
Grup 4 ile P:0,912
Grup 5 ile P:0,075
329,80 156,58 Grup3 ile P:0,165
Erken iskemik On Grup 4 ile P:0,002
Kosullanma Grup 5 ile P:0,001
235,20 61,99 Grup 4 ile P:0,011
Erken Iskemik On Grup 5 ile P:0,001
Kosullanma+ Polidatin
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
105,50 23,21
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
193,98 116,70
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U

AST‘nin gruplar arasi Kruskal Wallis

varyans analizi

ile yapilan

degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Polidatin verilen 3.
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ve 5. Gruplarda antioksidatif mekanizmalarin indiiklenmesi sonucu bu gruplarda
karacigerde iskemik on kosullanma olusurken oksidatif faktorlerin negatif etkisinin
azaldig1 goriildii. En diisiik AST degerleri Gegikmis Iskemik On Kosullanma +
Polidatin grubunda 6l¢iildii.

4.1.8. ALT Degerleri

Tablo 10: ALT‘nin Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart P Ikili** Karsilastirma
sapma
55,00 14,05 Grup2 ile P:0,280
Kontrol Grup3 ile P:0,089
oo Grup 4 ile P:0,089
Grup 5 ile P:0,005
65,10 18,90 Grup3 ile P:0,739
Erken Iskemik On Grup 4 ile P:0,005
Kosullanma Grup 5 ile P:0,001
63,00 11,28 Grup 4 ile P:0,002
Erken iskemik On Grup 5 ile P:0,001
Kosullanma+ Polidatin
0,001
45,30 11,70 Grup 5ile P10,043
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
37,30 7,40
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
53,74 16,95
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
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ALT‘nin gruplar arast Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Gegikmis Iskemik
On kosullanma gruplarinda ALT degerlerinin ikili karsilastirmali testlerde anlaml
olarak diisiik oldugu goriildii. Gecikmis Iskemik On Kosullanma + Polidatin
grubundaki koruyuculugu goriilmektedir.

4.1.9. LDH Degerleri

Tablo 11: LDH‘in Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart | P* Ikili** Karsilastirma
sapma
369,20 211,28 Grup 2 ile P:0,035
Grup 3 ile P:0,684
Kontrol .
Grup 4 ile P:0,105
Grup 5 ile P:0,063
1106,80 498,52 Grup3 ile P:0,089
Erken Iskemik On Grup 4 ile P:0,001
Kosullanma Grup 5 ile P:0,001
763,60 389,11 Grup 4 ile P:0,052
Erken iskemik On Grup 5 ile P:0,023
Kosullanma+ Polidatin
0,001
589,20 184,97 Grup 5ile P20,971
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
440,80 221,73
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
673,92 417,24
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
LDH‘in gruplar arast Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan

degerlendirmesinde  istatistiksel —anlamli  farklillk oldugu gériildii.  ikili
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karsilastirmalarda sadece kontrol grubu ile erken iskemik 6n kosulanma grubu
arasinda istatiksel anlamlilik oldugu goriildii. En diigiik LDH degeri Gegikmis
Iskemik Onkosulanma + Polidatin grubunda 6l¢iildii.

4.1.10. ALP Degerleri

Tablo 12: ALP‘nin Gruplar arasi degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart p* Ikili** Karsilastirma
sapma
125,10 31,41 Grup 2 ile P:0,247
Kontrol Grup 3 ile P:0,280
ontro Grup 4 ile P:0,007
Grup 5 ile P:0,011
128,30 35,23 Grup 3 ile P:0,631
Erken Iskemik On Grup 4 ile P:0,075
Kosullanma Grup 5 ile P:0,002
109,80 25,14 Grup 4 ile P:0,105
Erken Iskemik On Grup 5 ile P:0,001
Kosullanma+ Polidatin
0,001
186,40 45,79 Grup 5 ile P:0,001
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
112,80 72,01
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
128,48 79,19
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
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ALP‘nin gruplar aras1 Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Polidatin kullanimi

ALP degerlerinde diismeye neden olmadigi goriildii.

4.1.11. Total Protein Degerleri

Tablo 13: Total Proteinin Gruplar arast degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart P* Ikili** Karsilastirma
sapma
5,52 0,60 Grup 2 ile P:0,436
Kontrol Grup 3 ile P:0,001
oo Grup 4 ile P:0,280
Grup 5 ile P:0,123
5,31 0,70 Grup 3 ile P:0,005
Erken Iskemik On Grup 4 ile P:0,971
Kosullanma Grup 5 ile P:0,631
4,56 0,22 Grup 4 ile P:0,001
Erken Iskemik On Grup 5 ile P:0,029
Kosullanma+ Polidatin
0,003
5,23 0,40 Grup 5 ile P:0,579
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
5,12 0,69
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
5,14 0,62
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
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Total Proteinin gruplar arast Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu gériildii. Iskemi olusturulan
gruplarda antioksidatif mekanizmalarda kullanilmasina sekonder azaldig gorildii.
Erken Iskemik On Kosulanma grubuna gore Erken Iskemik On Kosulanma +

Polidatin grubunda total proteinde istatistiksel anlaml1 diistikliik oldugu gorildi.

4.1.12. Albumin Degerleri

Tablo 14: Albuminin Gruplar aras1 degerlendirilmesi

Grup ortalama Standart P* Ikili** Karsilastirma
sapma
2,50 0,24 Grup 2 ile P:0,105
Grup 3 ile P:0,001
Kontrol .
Grup 4 ile P:0,393
Grup 5 ile P:0,019
2,30 0,30 Grup 3 ile P:0,001
Erken iskemik On Grup 4 ile P:0,393
Kosullanma 0,001 | Grup 5 ile P:0,315
1,79 0,11 Grup 4 ile P:0,001
Erken iskemik On Grup 5 ile P:0,001

Kosullanma+ Polidatin

2.39 0,20 Grup 5 ile P:0,089
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma
2,17 0,29
Gecikmis Iskemik On
Kosullanma+Polidatin
2,23 0,33
Total

* Kruskal Wallis, ** Mann Whitney U
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Albuminin gruplar arasi Kruskal Wallis varyans analizi ile yapilan
degerlendirmesinde istatistiksel anlamli farklilik oldugu goriildii. Iskemi olusturulan
gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiikliik oldugu goriildi.
Polidatin’in antioksidatif sistem enzimlerinin sentezini indiiklemesi sonrasi albiimin

kullaniminda artmaya bagli anlamli diigiikliikler gelistigi goriildii.

4.2.Histopatolojik Bulgular

Tablo 15: Gruplara gore patolojik degerlendirme kriterlerin Ortalama aralig1

Patolojik degerlendirme | grup Rat sayis1 Mean Rank
kriterleri
1,00 10 11,15
2,00 10 34,70
o . 3,00 10 24,25
Siniizoidal konjesyon 4.00 10 38.60
5,00 10 18,80
Total 50
1,00 10 25,50
2,00 10 25,50
Sitoplazmik 3,00 10 25,50
vakuolizasyon 4,00 10 25,50
5,00 10 25,50
Total 50
1,00 10 9,15
2,00 10 32,80
3,00 10 24,00
PMNs 4,00 10 39,25
5,00 10 22,30
Total 50
1,00 10 15,60
2,00 10 31,10
Karaciger nekrozu 2288 18 gg:gg
5,00 10 16,65
Total 50
1,00 10 17,00
2,00 10 35,50
3,00 10 24,30
Portal inflamasyon 4,00 10 31.80
5,00 10 18,90
Total 50
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Tablo 16: Patoloji kriterlerin Gruplar aras1 Kruskal Warris Testi

Siniizoidal Sitoplazmik PMNs KC Portal
konjesyon | vakuolizasyon nekrozu inflamasyon
Ki-Kare 25,594 ,000 26,933 16,160 14,159
p degeri ,000 1,00 ,000 ,003 ,007

Istatistiksel olarak yapilan Kruskal Wallis testte, gruplar arasinda sitoplazmik
vakuolizasyon disanda diger parametrelerde anlamli farkliliklar oldugu goriildii.
Siniizoidal konjesyon, PMNs infiltrasyonu, karacigerde olusan nekroz siddeti ve
portal inflamasyon g6z Oniinde bulunduruldugunda beklenildigi gibi kontrol

grubunda en diisiik oldugu goriildii.

Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmali Mann-Whitney U testlerinde
erken iskemik 6n kosullanma olusturulan gruba gore erken iskemik 6n kosullanma +
polidatin kullanilan grubunda patolojik degerlendirme kriterlerin daha diisiik oldugu

goriilmesine ragmen istatsitiksel anlaml bir farklilik goriilmedi (p degerleri > 0,05).

Gec¢ iskemik 6n kosulanma grubuna gore ge¢ iskemik On kosulanma +
polidatin grubunda istatistiksel olarak patalojik degerlendirme kriterlerinde anlamli
farklilik goriildii. (siniizoidal konjesyon igin p: 0,001, PMNs ig¢in p: 0,002,
karacigerde nekroz siddetine i¢in p:0,002, portal inflamasyon igin P:0,043)

Polidatin’in, iskemik ©n kosulanma olusturulurken uzak organ olarak
karacigerde koruyucu etki olusturdugu goriildii. Geg iskemik 6n kosulanmada bu

etkinin anlaml1 oldugu sonucuna varildi.
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5. TARTISMA

Calismada alt ekstremitede olusturulan iskemi-reperfiizyon mekanizmas ile
karacigerde erken-ge¢ donem iskemik Onkosullanma olusturmak, antioksidatif ve
antienflamatuar 6zelligi olan polidatin’in iskemik Onkosulanma ile birlikte organ

preservasyonuna katkisinin arastirilmasi amaglandi.

Iskemik &n kosullanmanin (10) sinyalizasyon yolunu, adenozin, bradikinin,
katekolaminler, asetil kolin, anjiotensin II ve opioidler gibi lokal olarak salinan
agonistlerin G proteinine bagli reseptorleri aktive etmesi baglatir. Reseptor
aktivasyonu ile protein kinaz C (PKC), protein tirozin kinaz (PTK), ve mitojen aktive
protein kinaz (MAPK) ailesinin iiyeleri fosforile olarak uyarilir [46, 47]. PKC, hem
IO hem de kalsiyuma (Ca ") bagli 6n kosullanmada énemli rol oynar [48, 49].
MAPK ailesi iginden oOzellikle p38’in, MAPK’mn cevapta oOnemli oldugu
bilinmektedir [50].

Oksidatif stres, endotel disfonksiyon patogenezinde 6nemli bir etkiye neden
olmaktadir. Polidatin; H202‘1n tetikledigi oksidatif stres hasarin1 engelleyerek, LDH
ve SOR salmimimi azaltirken SOD, GSHP (glutatyon peroksidaz) akitivetesini
arttirmak, PKC (protein kinaz -C) siynal yolunu regiile etmek gibi degisik
mekanizmalar vasitasiyla hiicre ve doku koruyucu etki gosterir. PKC 6nemli bir
interseliller sinyal iletim molekiiliidir. PKCmnin hiicre proliferasyonunda,

diferasyonunda ve apoptoziste birgok gorevi vardir [51].

Calismada uzak iskemik oOnkosulanma modelinde oksidatif stres sonrasi

karacigerde olusan hasarin azaldig: goriildii.

Insanlarda, uzak iskemik &nkosullanmanin inflamatuar hiicre aktivasyonunu
ve endotel disfonksiyonunu azaltti§i daha once gosterilmistir [52]. Yakin

zamanlarda, Cheung ve arkadaslari, insanlarda uzak iskemik Onkosullamanin ilk
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klinik uygulamasini tanimlamislardir [53]. Bu randomize kontrollii ¢alismada
yazarlar, kalp cerrahisi gegiren g¢ocuklarda bir kan basinci turnikesi kullanarak 4-5
dakikalik alt ekstremite iskemi / reperflizyon dongiisii ile uzak iskemik
onkosullamay1 olusturduklar1 ¢calismada uzak iskemik 6nkosullama ile miyokardiyal
hasari, postoperatif inotropik gereksinimleri ve hava yolu direncinin azaldigini

gostermislerdir [53].

Calismamizin bulgulart ile uyumlu olarak, uzak iskemik 6n kosullanma
modelinin polidatin ile birlikte kullanilmas1 karacigerde iskemik hasar1 azaltmak i¢in

rasyonel bir terapdtik strateji olduguna isaret etmektedir.

Hui-Lin Wang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada, polidatin’in plazma ve
miyokard dokusunda malonidialdehid (MDA) seviyesini énemli dlgiide azalttig,
toplam stiperoksit dismutaz (T-SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) aktivitelerini artirdigini gosterilmistir [54].

Bizim yaptigimiz ¢alismada da polidatin’in kullanilmasi ile dokunun iskemik
onkosullanma adaptasyonu olusurken, KAT ve SOD ig¢in gruplar arasinda istatiksel
anlaml1 farklilik oldugu goriildii (p<0.05). SOD i¢in Iskemik Onkosulanma modeli
olusturulurken, kontrol grubuna gore polidatin kullanilan gruplardaki artisin,
polidatin kullanilmayan gruplardaki artistan daha fazla oldugu goriildii. Polidatin’in

iskemik 6nkosullanma olusurken dengenin antioksidatif yone dogru oldugu gorildii.

Calismamizda Polidatin uygulanan gruplarda KAT, SOD, GSH-Px artisin
olmasi; karaciger dokusunda antioksidatif enzim indiiklenmesinin tetiklendigi

diistinildii.

Polidatin’in dogrudan antioksidatif etkisinin oldugu bilinmektedir [55]. H.
Zhang ve arkadaslariin 2012 de yaptiklan ¢aligmada, CCl, ile indiiklenen siganlarin
karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu belirgin olarak artiZi ve antioksidan
enzimlerin aktivitesilerinin inhibe oldugu ancak polidatin’in, CCly ile indiiklenen
hasarli karaciger dokularinda SOD, GSH, GSH-Px, GST ve KAT'in karaciger doku
mRNA ekspresyon diizeylerini belirgin olarak arttirdigin1 gdstermislerdir. [55].
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Hipoksi-indiiklenebilir ~ Faktér ~ (HIF-1), viicudun diisik  oksijen
konsantrasyonlarina veya hipoksiye tepkisinde ayrilmaz bir rol oynayan dimerik bir
protein kompleksidir. HIF-1, homeostatik siiregte yer alan ve lokalize iskemi ve
timorler gibi hipoksik alanlarda vaskiilarizasyon gelistirebilen primer genler
arasindadir. Diizinelerce hedef gen icin bir transkripsiyon faktoriidiir; HIF-1 ayni
zamanda immiinolojik yanitlar i¢in de dnemlidir ve homeostazin, vaskiilarizasyonun
ve anaerobik metabolizmanin énemli bir fizyolojik diizenleyicisidir. Dahasi, HIF-1,
algilanan terapétik potansiyel nedeniyle giderek incelenmektedir. Anjiyogeneze
neden oldugu i¢in, bu genin iskemik hastalarda iyilestirilmesi, oksijenasyon igin
gerekli olan damar ¢ogalmasini tesvik edebilir. Buna karsilik, HIF-1, anjiyojenik
ozelliklerinden otiirii kanserli hiicrelerin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina izin

verdiginden, inhibisyon potansiyel olarak kanserin yayilmasini dénleyebilir [60].

Dokularda olusan hipoksi sonrasinda HIF-la seviyelerinde artig
gozlenmektedir. Marcelle Bergeron ve arkadaglarimin sican beyninde olusturulan
iskemi ile yaptig1 caligmada; fokal iskemi sonrasi, HIF-1a, gliikkoz tasiyici-1 ve
cesitli glikolitik enzimleri kodlayan mRNA'larin up regiile oldugunu gostermislerdir.
Hipoksi, dokularda HIF-1'i indiikler.

Calismada alt ekstremitede olusturulan iskemi sonrast HIF la seviyelerinde
istatistiksel anlamli art1s oldugu goriildii. Erken —Geg Iskemik On kosullanma modeli
olusturulurken Polidatin verilen gruplarda diger gruplara gore HIF la seviyelerinin
anlamli olarak daha az oldugu goriildii. Bu sonuglar, polidatin’in olusacak olan
hipoksiyi ve hipoksi ile ortaya c¢ikan oksidatif stresi azaltarak etki gosterdigi
distiniilmiistiir. Calismada polidatin’in karaciger tizerine antioksidatif etkinlik

gosterdigi goriildii.

Askin Tas Hekimoglu ve arkadaslarinin ratlarda yaptizn Renal Iskemi-
Reperfiizyon sonrasi, karaciger doku hasar ile ilgili ¢alismada, oksidatif durumu
TOS ve TAS olarak, oksidatif stres gostergesi olan OSI 6l¢iimiiyle degerlendirdiler.
Siiperoksit radikal anyonu, hidrojen peroksit gibi birer birer farkli oksidan
molekiillerinin seviyelerinin oOl¢ililmesindeki zorluklardan dolayr serumda TOS'u
Olctiiler. Ayn1 sekilde, antioksidan molekiilleri ayr1 ayr1 6lgmek yerine TAS olarak

degerlendirdiler. Son zamanlarda, OSI'nin oksidatif durumu yalnizca TOS veya TAS
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diizeyinden daha dogru gosterebilecegi yaygin olarak belgelenmistir. Bu ¢alismada,
TOS ve OSI seviyeleri belirgin olarak artmis ve TAS seviyesi, IR grubunda, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda belirgin sekilde azalmistir. Ote yandan, antioksidan ile
tedavi edilen IR ratlarda TAS diizeyi, IR grubuna gore belirgin sekilde artti. Bu
sonuclar bobrek IR' nin karaciger dokusunda artmig oksidatif strese yol agtigini ve

oksidatif stresin yiikselisinin oksitosin uygulandiginda 6nlendigini gosterdi [56].

Bizim yaptigimiz calismada oksidan molekiiller plasmada TOS olarak,
antioksidan molekiiller ise plasmada TAS olarak 6lgiildii. TAS 6lgiimlerinde gruplar
aras1 anlamli farklilik oldugu goriildii (p:0,001). Polidatin kullanilan gruplarda enzim
indiiksiyonuna bagli olarak TAS degerlerinde daha fazla yiikselme oldugu goriildii.
TOS o6l¢timlerinde gruplar aras1 anlamli farklilik oldugu goriildi (p:0,005). Polidatin
kullanilan gruplarda TOS degerlerinin daha fazla distigi goriildii. Polidatin
kullanimina sekonder oksidatif stresin azaldigi goriildii. Polidatin, oksidatif stresi
azaltma 6zelligi ile Uzak Iskemik Onkosullanma Modeli olusurken SOR olusumunu
azaltarak ve antioksidatif enzim indliksiyonunu saglayarak karaciger

preservasyonuna katki sagladig: diistintildi.

Karaciger doku hasar1 sonrasinda hiicre sitoplazmasinda bulunan AST, ALT
enzim seviyelerindeki artis oranlar karaciger hasarinin ciddiyetini yansitmaktadir.

[57].

Guang-Jin Yuan ve arkadaglarinin Ratlarda iskemi / reperfiizyon hasari
sirasinda  iskemik Onkosullamayla karaciger oksidan-antioksidan sisteminin
modiilasyonu adli ¢alismada, karaciger iskemi / reperfiizyonu, karaciger hiicrelerinde
hasar ve islev bozukluguna neden olabilir. iskemik &nkosulanma, karaciger de dahil
olmak {izere cesitli organlarda 1 / R hasarm azaltmak icin yaygin bir sekilde
kullanildig1 gésterilmisti. Calismamizda Iskemik Onkosulanmanin, serum ALT ve
AST diizeylerinde azalma ve I/ R grubuna kiyasla artmis doku patolojik degisikligi
ile gdsterilen hepatik 1/ R hasarmi azaltabilecegini gdstermislerdir.

Calismamizda, alt ekstremitede iskemi olusturularak agiga ¢ikan SOR etkisi
ile karaciger dokusunda hasar meydana geldigi goriildii. Karaciger dokusundaki
hasar plasmada AST, ALT degerleri dlgiilerek gozlendi. iskemik Onkosullanma

modeli olusturulmadan 6nce polidatin verilen gruplarda karaciger doku hasarinda
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istatistiksel olarak anlamli olarak daha az (p:0,001 AST ve ALT igin) oldugu
goriildii. Polidatin’in antioksidatif ve antiinflamatuar 6zelligi ile karaciger dokusunun
preservasyonu saglayarak AST ve ALT enzim seviyelerinin yiikselmesini engelledigi
distiniildii.

Alexander Chouker ve arkadaslarmin invivo hipoksik 6nkosullanmanin
adenozin reseptdr yolu ile karacier iskemi-reperfiizyon hasarinda korudugunu
gosterdikleri calismada, karaciger doku hasarimi plasma LDH, AST ve ALT ¢
olgiimleri ile gosterdiler. Iskemi-reperfiizyon yapilmadan &nce hipoksik
Oonkosulanma olusturulan gruplarda karaciger doku hasarinin azaldigini gosterdiler
[58].

Bizim ¢alismamizda  iskemik kosullanma olusturulan gruplarda LDH
artisinin polidatin kullanildiktan sonra iskemik onkosullama olusturulan gruplara
gore anlamh artislar oldugu goriildii. Polidatin’in antioksidatif ve antiinflamatuar
ozelligi ile karaciger doku preservasyonunda pozitif etki sagladig: diistintildi.

J Yu, S Yin ve arkadaslarmin Hipoksik Onkosullanma ile Kemik Iligi
Mezenkimal Kok Hiicrelerinin proliferasyonunu artirarak rat kitlesel hepatektomi
modelinde karaciger rejenerasyonunu tesvik etmesi adli calismada, VEGF+H-
BMMSC gubunda, kontrol ve H-BMMSC gruplarina gore siklin D; ve serum
albiimin degerleri anlamli olarak diisiik bulundu. Karaciger rejenerasyonunda ve
hipoksik 6nkosullanma olusurken antioksidatif enzim sentezi asamalarinda albiimin
kullanilmasina sekonder anlamli diisiikliikler oldugunu gosterdiler [59].

Bizim c¢aligmamizda iskemik oOn kosullanma modeli olusturuldugunda
antioksidatif enzim sentezinde kullanilmasi ve karaciger sentez fonksiyonuna
azalmasina sekonder serum albiiminin seviyesinde azalma oldugu goriildii. Polidatin
verilen gruplarda karaciger doku hasarinda azalmaya ragmen serum alblimin
sevilerinde anlaml1 azalma olmasini, polidatin’in enzim indiiksiyonunu tetiklemesine
bagli oldugu diistiniildii.

H Zhang ve arkadaslarinin Polidatin’in ratlarda karbon tetrakloriirle
olusturulan karaciger hasarmma karsi koruyucu etkileri adli calismada, karbon
tetrakloriir ile iskemik karaciger hasari olusturulmadan 6nce 5 giin polidatin verilen
grup ile diger gruplar degerlendirildi. Karaciger dokusu optik bir mikroskop altinda
asagidaki histopatolojik degisiklikleri gosterdi. Normal hepatik hiicreler, merkezi
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ven ¢evresinde diizenli ve radyal olarak diizenlenmis ve hepatik lobiil yap1
bozulmamisti. Karbon tetrakloriir verilen ratlarin karaciger hiicreleri, dejenerasyon,
vakuoller ve nekroz gibi degisiklikler goriindii ve portal yollar ve karaciger lobiilleri
arasinda biiyiik miktarda anormal eozinofil infiltrasyonu mevcuttu. Polidatin verilen
grupta, karaciger dokusunda azalmis inflamatuar hiicre infiltrasyonu esliginde 6nemli
derecede hafifletilmis dejenerasyon ve nekroz gozlemlendi. Polidatin'in ratlarin CCly
ile uyarilan hepatotoksisiteye karsi korundugunu diisiindiirmektedir. Karaciger
fonksiyon belirte¢lerinin degisimi ile paralel olarak, bu fenomenler, dejenerasyon ve
nekroz hafifletilmis histolojik bulgular ve karaciger dokusunda azalmig inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ile de teyit edildi [55].

Y Wang ve arkadaslarmin Uzak Iskemik Onkosullanmanin Heme Oksijenaz -
1-indiiklii Otofaji ile Karaciger Iskemi-Reperfiizyon Hasarina karst Korunmasi adl
calismada, reperflizyondan sonra karaciger, IR grubunda, 6zellikle de merkezi ven
cevresindeki genis alanlarda hepatosit nekrozu ve siniizoidal konjesyon olustugunu
gosterdi. Histolojik incelemede, uzak iskemik onkosullanma modeli olusturulan
grupta hepatosit nekrozu, sitoplazmik vakuolizasyon ve siniizoid konjesyonu azalma
egiliminde oldugunu gosterdi [60].

Bizim c¢alisgmamizda kontrol grubuna gore diger gruplarda siniizoidal
konjesyon (p:0,001), PMNs infiltrasyonu (p:0,001), karaciger nekrozu (p:0,003) ve
portal inflamasyon (p:0,007) siddetinde anlamli artislar oldugu goriildii. iskemik
Onkosulanma Modeli olusturulmadan once 3 giin Polidatin verilen gruplarda
siniizoidal konjesyon, PMNSs infiltrasyonu, karaciger nekrozu ve portal inflamasyon
siddetinde azalma oldugu goriildii. Erken iskemik dnkosullanma olusturulan grup 2
ve 3 kendi aralarinda degerlendirildiginde, polidatin verilen grup 3 de siniizoidal
konjesyon (p:0,06), PMNs infiltrasyonu (p:0,10), karaciger nekrozu (p:0,63) ve
portal inflamasyon (p:0,14) siddetinde istatistiksel olarak anlamsiz diismeler oldugu
goriildii. Kontrol grubuna gore grup 3’de anlamli olmayan artiglar oldugu goriildii,
kontrol grubuna goére grup 2’de siniizoidal konjesyon  (p:0,001), PMNs
infiltrasyonu (p:0,001), karaciger nekrozu (p:0,04) ve portal inflamasyon (p:0,003)
siddetinde anlamli artiglar oldugu goriildii. Erken iskemik Onkosullanma
olusturulurken polidatin’in karaciger dokusunda koruyucu etkisinin ortaya ¢iktig

disiiniildii. Geg iskemik onkosullanma olusturulan grup 4 ve 5 kendi aralarinda
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degerlendirildiginde, polidatin verilen grup 5 de siniizoidal konjesyon (p:0,001),
PMNs infiltrasyonu (p:0,002), karaciger nekrozu (p:0,002) ve portal inflamasyon
(p:0,04) siddetinde anlamli diismeler oldugu goriildii. Kontrol grubuna gore grup 5
de sadece PMNs infiltrasyonunda (p:0,005) anlamli artis oldugu, diger
parametrelerde anlamli artis olmadigi goriildii, kontrol grubuna gore grup 4’de
siniizoidal konjesyon (p:0,001), PMNs infiltrasyonu (p:0,001), karaciger nekrozu
(p:0,001) ve portal inflamasyon (p:0,023) siddetinde anlamli artiglar oldugu goriildii.
Gec¢ iskemik Onkosullanma olusturulurken polidatin’in karaciger dokusunda
koruyucu etkisinin ortayr ¢iktigi diistiniildii. Biyokimyasal degerler ve histopatolojik
degisiklikler gdz oniinde bulunduruldugunda Iskemik Onkosulanma Modelinde

Polidatin’in Karaciger Preservasyonu iizerine sitoprotektif katki sagladig: diistintildii.
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6. SONUC

Alt ekstremitede olusturulan iskemi-reperfiizyon sonrasi serbest oksijen
radikalleri ve sitokinlerin uzak organ olarak karacigerde iskemik onkosullanma

yaratirken doku hasarida olugturmaktadir.

Alt  ekstremitede iskemi-reperfiizyon olusturmadan oOnce Polidatin
kullanilmasi, uzak organ olarak karacigerde iskemik onkosulanma olusurken olusan

doku hasarini azaltarak, AST, ALT, LDH degerlerinde azalma saglamaktadir.

Alt eksteremite iskemi-reperfiizyon olusturmadan dnce Polidatin kullaniimasi
SOR yikimi ig¢in kullamilan GSH-Px, KAT, SOD seviyelerini artirirken, bu

enzimlerin sentezinde kullanilan total protein ve albiimin seviyelerini azalmaktadir.

Polidatin kullanilmas1 sonrasi, karacigerde olusan Siniizoidal konjesyon,

PMN:s infiltrasyonu ve hiicresel nekroz siddeti anlamli1 sekilde azalmaktadir.

Polidatin’in, Iskemik onkosulanma modelinde karaciger preservasyonuna

pozitif katki sagladig1 gdsterilmistir.
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