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OZET

Bu calisma; sigan karacigerinde, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina karsi
antioksidan Ozellikleri bilinen gallik asitin, olast koruyucu etkilerini arastirmak

amaciyla yapilmigtir

Calismada; 40 adet, 3-4 aylik, Spraque-Dawley cinsi, disi sigan kullanildi. Esit
sayida tutulan 5 gruptan 1. Gruba (kontrol) herhangi bir cerrahi islem ya da madde
uygulamasi yapilmadi. 2. Gruba serum fizyolojik (2 ml/kg hacimde), 3. Gruba gallik
asit 50 mg/kg dozu, 4. Gruba gallik asit 100 mg/kg dozu ve 5. Gruba gallik asit 200
mg/kg dozu, iskemi gerceklestirilmeden 15 dakika Once, periton altina tek seferde
uygulandi. Grup 2, 3, 4 ve 5 i¢in iskemi siiresi 45 dakika, reperflizyon siiresi ise 60
dakika olarak belirlendi. Deney; sonunda deney hayvanlarina ait kan serumunda Alanin
aminotransferz (ALT), Aspartat aminotransferaz (AST), Laktat dehidrogenaz (LDH)
aktivitesi, karaciger doku homojenatinda Malondialdehid (MDA) diizeyi, Katalaz
(KAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi tayin edildi. Histolojik incelemeler i¢in
rutin takip yontemiyle hazirlanan kesitler Hematoksilen&Eozin ile boyand: ve 1sik

mikroskobunda incelendi.

Calisma sonunda (I/R) hasarinin, olusan serbest radikallerin sonucu olarak lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA diizeyini artirdigi, bdylece oksidatif hasarin
olustugu tespit edildi. Hasarin, gallik asit tarafindan aktiviteleri artirllan KAT ve GPx
tarafindan diizeltilerek kontrol degere yaklastigi goriildii. Burada 100 mg/kg gallik asit
ve 200 mg/kg gallik asitin etki derecesi birbirine olduk¢a yakindi. Ancak 100 mg/kg
gallik asitin daha etkili doz oldugu distniildi. Histolojik bulgularimizda diger
sonuglarimizi destekler nitelikte bulundu.

Sonug olarak; karacigerde gallik asit uygulamasinin, 6zellikle organ nakilleri
sirasinda uygulanan I/R olaylar1 sonucu ortaya ¢ikabilecek, serbest radikal aracili organ
hasarmni ve fonksiyon bozukluklarin1 6nleme veya 6nemli dl¢iide azaltma yoniinde etkisi

olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Gallik Asit, Karaciger, Iskemi/reperfiizyon, Serbest Radikal, Sigan



SUMMARY

The aim of this present study was to investigate the possible protective effects of
gallic acid with antioxidant properties against ischemia/ reperfusion (I/R) injury in rat

liver.

Fourty 3-4 months old female Spraque - Dawley rats were used in the study. The
rats were assigned to the 5 groups in equal numbers. Group 1 (control) do not received
any surgical application or injection. Group 2 received salin (2 ml/kg volume), Group 3
received gallic acid 50 mg/kg, Group 4 received gallic acid 100 mg/kg, Group 5
received gallic acid 200 mg/kg, and the four groups doses were administered 15 minutes
prior to ischemia operation as a single dose (i.p). For group 2, 3, 4, and 5 animals were
subjected to 45 minute ischemia and 60 min reperfusion. At the end of experimental
period; blood and liver tissue samples were collected. ALT, AST and LDH activity in
blood serum, MDA level, CAT and GPx activity in liver tissue homogenate were
determined. For histological examines, slices were prepared by routine method and
stained with H&E then examined under a light microscope.

At the end of the study, due to I/R a significant increase were determined in lipid
peroxidation (MDA) level, so that oxidative damage occurred. Damages were improved
to control value approach by CAT and GPx whose activities are increased by gallic
acid. 100 mg / kg gallic acid and 200 mg / kg gallic acid degree of effects were very
close to each other. However; 100 mg / kg gallic acid more effective dose was thought
to be. Histological findings were in harmony with our other findings.

As a result, application of gallic acid in the liver, I/R event can be seen during
especially organ transplantation that may arise free radical-mediated prevention of
organ damage and dysfunction or significant reduction in the direction of influence

appears were thought.

Key words: Gallic Acid, Liver, Ischemia/reperfusion, Free Radical, Rat.
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1. GIRIS ve AMAC

Bir organa gelen kan akimimin c¢esitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi (lokal anemi) denir. Reperfiizyon ise dokuya kan akiminin yeniden gelmesidir
(56).

Iskemi sonucunda, dokunun oksijensiz kalmasi ile hipoksik doku hasari ortaya
¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi halinde, hiicrelerin biitiinliigii kaybolabilir. Bu durum

hiicresel 6liime kadar da gidebilmektedir.

Karacigerde hasara neden olan en dnemli etkenlerden biri de anoksidir. Iskemiye
maruz kalmis dokularda meydana gelebilecek hasarlanma karaciger i¢in de gecerlidir.
Birgok cerrahi girisimlerde oldugu gibi hepatik cerrahi uygulamalarda ve O6zellikle
hepatektomide olusturulacak iskemi (Pringle’nin manevrasinda en az 60 dk.) siirecinin
ciddi diizeylerde doku hasarlarina neden oldugu bildirilmistir (9). Bu iskemi siirecinden
sonra dokunun iyilesmesi i¢in hemen sonrasinda gelen reperfiizyon ise iskemi sirasinda
olusan toksik friinlerin sistemik dolasima ge¢mesinde Onemli bir faktor olarak
goriilmektedir. Bu fizyolojik durum, organ hasarini daha da artirmaktadir (35). Ayrica
viicutta herhangi baska bir organin iskemi/reperfiizyonu (I/R) sonucu olusan toksinlerin
uzak doku ve organlara ozellikle akciger ile karaciger iizerine olumsuz etkilerinin
oldugu belirtilmektedir (35,72). I/R sonrasi, doku hasarina sebep olan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) arttigini bildiren deneysel ¢alismalar da mevcuttur (57, 68).

Bunlarin yami sira, reperfiizyon sirasinda Ozellikle dokuya gelip yerlesen
polimorfoniiklear 16kositler (PMNL) tarafindan salinan SOR dokudaki yikimi artirici
etki yaparak reperfiizyona bagli doku hasari denilen olaylart meydana getirir (67).

Organizmadaki serbest oksijen radikallerinin miktarlar1 olduk¢a hassas bir

dengededir (11, 66). Viicutta normal degerlerinden iist seviyeye ¢iktiklarinda potansiyel
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tehlike olusturan serbest oksijen radikallerinin etkisiz forma doniistiiriilmeleri, kararl
bilesikler olarak bulundurulmalart ya da disar1 atilmalar1 ve buna paralel olarak doku-
organ hasarinin 6nlenmesi viicudun kendi olusturdugu antioksidan sistemi adi verilen
bir savunma mekanizmasiyla saglanabilmektedir (11,13). Viicuttaki serbest oksijen
radikalleri ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak
nitelendirilmistir (47). Normal kosullarda bu dengenin saglanmasinda antioksidan
molekiillerin serbest oksijen radikalleri ile baglar kurarak, viicutta gerekli yapisal
molekiillerin zarar gormesini engelleyerek oksidatif strese bagli hasarlar1 azalttigim

gosteren arastirmalar vardir (66,72).

Serbest radikallerin zararli etkileri, bazi maddeler tarafindan azaltilir veya
tamamen ortadan kaldirilir. Hiicre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde,
antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak igin hizli ve o&zellikli olarak
calisirlar. Antioksidan savunmada Oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir.
Bunlar superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (54).

Meyve ve sebze tiiketiminin pek c¢ok kanser tiirli ve kalp hastaliklar1 {izerinde
iyilestirici etkisinin oldugu bilinmektedir (86). Bu besinlerde bulunan; C ve E vitamini,
karotenoidler, antioksidan polifenoller ve antioksidan enzimlerin kofaktorleri olarak
islev goren iz elementler gibi antioksidan maddelerin serbest radikallerin tutulmasinda

anahtar bir rol oynadig: disiiniilmektedir (5).

Gliniimiizde yapilan bircok calisma, kalp, karacier, beyin, bagirsak ve
bobreklerde I/R hasarinin bazi antioksidanlar ile belli olcililerde Onlenebildigini
gostermektedir (41,75). I/R hasarin1 Onlemek i¢in bazi biyoflavonoidlerin de
kullanildig1 ¢aligmalar bulunmaktadir (1). Birgogu kuvvetli antioksidan 6zellik gdsteren
flavonoidler, bitkisel kaynakli polifenolik bilesikler olup hayvanlar tarafindan
sentezlenememektedir. Simdiye kadar yapilan bir¢cok ¢aligmada flavonoidlerin serbest
radikal tutucu Ozellikleri sayesinde antiallerjik, antikanserojen ve antiinflamatuar etki

gostererek insan sagligi agisindan yararl oldugu vurgulanmistir (69).
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Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar. Bunlar
bitkilerin tim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. En yaygin bitkisel
fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tirevleri, kumarinler, tokoferoller ve
fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri

oksidasyondan koruduklari bilinmektedir (27).

Bitki kokenli antioksidanlar (6rnegin; fenolik asit, katesin, flavonoidler vs.)
redoks ozellikleri sayesinde serbest oksijen radikallerinin yakalanmasinda ve etkisiz
hale getirilmesinde 6nemli rol oynar (34). Antioksidan ve tibbi 6zelligi oldukea iyi
bilinen dogal bir bitki fenolii olan gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzonik asit) genellikle
konjuge halde bir¢ok bitkinin yapisinda bulunur (1).

Bizde bu calismada; deneysel olarak si¢an karacigerinde iskemi/reperfiizyonun
(I/R) neden oldugu hasarin, bazi biyokimyasal parametreler ile histolojik yonden
degerlendirilmesi ve antioksidan Ozellikleri bilinen gallik asit uygulamasinin bu
parametreler ile histolojik yapida olusabilecek degisikliklere karsi ne derecede koruyucu

etkisi oldugunu arastirmay1 planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron
boliimlerine verilen isimdir (4). Bunlarin elektron ve proton sayisi esit olmadigindan
dayaniksiz molekiillerdir. Radikaller tek elektronunu bir baska molekiile verebilir
(rediikler) ve bir baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler

(oksidasyon) (2).

2.1.1. Serbest Radikallerin Olusmasi

Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her
yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur. Bir serbest

radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (2,4):

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu

olusurlar (Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

XY 5> XY

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin

heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent

bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

XY > XTY?

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

A+e-—A &)



Serbest radikaller, pozitif yiiklli, negatif yiliklii ya da nétral olabilirler. Biyolojik

sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (4).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest

radikallerin fazla liretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (4).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki edererek yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen partikiilleri (ROP), siiperoksit anyonu (Oy), hidroksil
radikali (HO"), nitrik oksit (NO"), peroksil radikali (ROQ"), ve radikal olmayan hidrojen
peroksit (H20,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini

olustururlar (4).

En 6nemli serbest radikaller oksijen kaynakli olup (2,60). Bunlarin bazilarini

sOyle siralayabiliriz:
1°- Siiperoksit Radikali (O2)

Stiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu

stiperoksit radikali meydana getirebilir.

O, +e —» 0,7

Siiperoksit, bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverigine girebilen bir serbest
radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir

(2,60).



2°-Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,O,), oksijen gevresindeki molekiillerden bir elektron almasi

veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

Peroksit molekiilii, 2 hidrojen atomu ile birlesecek olursa hidrojen peroksit (H,0,)

molekiilii olusur.

O, + 2¢ + 2H" — 3 HOy

O, +1e + 2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi, siiperoksidin (Oy)
dismutasyonu ile olur. 1Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu
reaksiyon, radikal olmayan triinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak
bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenir (2, 24, 60).

soD
20, + 2H' — 5 HO2 + O

Radikal olusumuna neden oldugu i¢in, biyolojik sistemlerde olusan H,O;’in
derhal ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan

enzimler olan GPx ve katalaz katalizorliigiinde ki ayn1 reaksiyonla indirgenir (20).

Katalaz
GPx

O, + Hy0, - 5 H,O + 320,

3°-Hidroksil Radikali (OH")



Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu hidroksil
radikali olusur (2). Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,
yartlanma Omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali reaktif oksijen partikiillerinin en

giicliisiidiir.
HO —5 H"+ OH
Yine siiperoksit, Cu*? gibi gecis metalleri ve radikal tiirleri ile kolayca reaksiyona
girerek H,O, ile Haber-Weiss tepkimesi vererek olduk¢a toksik hidroksil radikalini
olusturur (24).
H,0,+ Oy —— OH +OH +0y
Ayrica demir iyonu varliginda Fenton tepkimesi ile de olusur (24, 59).

Fe?+H,0, —— Fe® +OH +OH"

Singlet oksijen ortaklasmis elektronu olmadigindan radikal olmayip serbest

radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden olabilir (70).

Bu agiklamalara gore reaktif oksijen partikiilleri Tablo 2,1.” de gosterildigi gibi

radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki grup altinda toplanir.



Tablo 2.1. Reaktif oksijen partikiilleri (21, 60).

1 - RADIKALLER:

Stiperoksit radikal ( O )
Hidroksil radikal ( OH )
Alkoksil radikal ( LO )

Peroksil radikal (LOO ")

2 - RADIKAL OLMAYANLAR:

Hidrojen peroksit ( H20 »)
Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit (HOC1)

2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi birgok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kacislar1 olur ve bu
sirada ROP olugur. Tablo 2. 2'de Serbest radikallerin in vivo ortamda kaynaklari
goriilmektedir (21).



Tablo 2.2. Serbest radikal kaynaklar1 (21)

I- NORMAL BiYOLOJIK Oksijenli Solunum
ISLEMLER Katabolik ve anabolik islemler

Iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, intoksikasyon

Ksenobiotik maddelerin etkisi
a) Inhale edilenler

b) Alskanhk yapan maddeler
c) llaclar

. . Oksidan enzimler
IT- OKSIDATIF a) Ksantin oksidaz
STRES YAPICI

DURUMLAR b) indolamin dioksigenaz

¢) Triptofan dioksigenaz
d) Galaktoz oksidaz

e) Siklooksigenaz

f) Lipooksigenaz

g) Monoamino oksidaz

Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal
hiicreler)

Uzun siireli metabolik hastaliklar

Diger nedenler: Sicak soku, giines 151, sigara

111 - YASLANMA SURECI

Iskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerdeki
aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden elektron
kagaklar1 daha fazla olur ve reaktif oksijen partikiil diizeyi artar. ROP diizeyi, yaslanma
stireci ile paralel bir artig gosterir. Yaslanma ile protein karboksilasyonunun artigi ve

katalize edici tiim enzimlerin azalmasinin bu dengesizlikte 6nemli rolleri vardir (21).



2.1.3.Serbest Radikallerin Etkileri

Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller Tablo 2.3.’de gosterilmistir.

Tablo 2.3. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (3).

ETKILENEN BIiLESIK SONUCLAR

Protein denaturasyonu
Doymamis aminoasitler ve kiikiirt Capraz baglanma
igeren aminoasitler Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde

Hiicre gelisiminde degismeler
Niikleik asit bazlar1
Mutasyon

Karbohidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim
Doymamis lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Nikotinamit ve flavin iceren kofaktorlerin
Kofaktorler aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyon

a-tokoferol ve p-karoten gibi antioksidanlarin

Antioksidanlar o
aktifliginin azalmasi

_ Denaturasyon
Proteinler o
Peptit zincirinde kirilmalar
Baz modifikasyonlari
DNA
Zincirde kirilmalar

2.1.4. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Antioksidan Savunma

Insanoglu hayati boyunca, yasamin beraberinde getirdigi stres gibi zorluklari

asmak, hastaliklardan korunmak icin takviye kuvvetler almak durumundadir. Bu tiir
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koruyucu, engelleyici maddelerin son zamanlarda 6nemi gittikge artmaktadir (4). Canli
hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan

maddeler ve bu olaya antioksidan savunma denir (21).

Memeli hiicrelerinde oksidan iiriinlere karsi korunma bazi prensipler iginde
gerceklesmektedir. Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttirici etkenlerin ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi gereken girisim
olmalidir. Ikinci girisim ise ROP ile tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar: bir ya da
birka¢ basamaginda kirmaktir. Ugiincii miicadele yolu, olusan mediyatdrlerle aktive
olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1 birikimini
onlemektir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim ise belirli
diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren

antioksidanlardir (21).

Antioksidan savunma eclemanlart hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidirlar.
Insanda belli bash hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT ve GPx enzimleridir. SOD'un
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu
enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi
ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,

seruloplasmin, albumin, bilirubin, p-karoten ve a-| antitripsin sorumludur ( 21, 33).

Antioksidanlar dort ayr: sekilde etki ederler:

1-Toplayia (Scavenging) Etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayicr etki dir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve

kiiciik molekiiller bu tip etki gosterirler.
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2- Bastiric1 (Quencher) Etki

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirica etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler.

3- Onarici (Repair) Etki
Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir,
4- Zincir Kiric1 (Chain Breaking) Etki

Serbest oksijen radikallerini  kendilerine baglayarak zincirlerini = kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirier etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin

ve agir mineraller zincir kiric1 etki gosterir (2, 60, 78).

2.1.5. Antioksidan Molekiiller

Antioksidan molekiiller dogal (endojen) (Tablo 2.4.) ve farmakolojik (eksojen)
(Tablo 2.5.) kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasari

hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirilirler.

Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil
antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler SOD, Glutatyon-S-transferaz, GPx,
GR, KAT ve Sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu

enzimlerin fonksiyonlari i¢in gereklidir (4).

2.1.5.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir (Tablo

2.4.) (59).
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1- Enzimatik Antioksidanlar

Viicutta ¢ok dnemli gorevleri olan birkag tip enzimatik antioksidan mekanizma

mevcuttur (Cizelge 2.4.) bunlar;

a- Siiperoksit Dismiitaz [ (SOD), (siiperoksit oksidorediiktaz, EC 1.15.1.1]
Siiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin (O;") hidrojen peroksit (H,O,)

ve molekiiler oksijene (02) dontlisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (4, 21, 22,

26).

2 02-+ 4 H++ de” Sitokrom-C oksidaz R 2 HzO

SOD

20, + 2H , H20; + O

Yukaridaki denklemde goriildiigii gibi 2 siiperoksit, 4 hidrojen ve 4 elektron ile
birlesip 2 molekiil suya veya 2 hidrojen ile birlesip daha zayif bir oksidan olan hidrojen
peroksite dontstiiriiliir. Bu reaksiyonda SOD ve sitokrom-C oksidaz enzimleri
katalizordiir. Normal kosullarda mitokondrilerde bulunan sitokrom sistemi, hiicre i¢i
sitoplazmik yapilar1 stirekli olarak oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bunun
yetersiz kaldig1 durumlarda SOD ve diger dogal enzimler devreye girer. Boylece SOD
ve diger enzimler, organizmada oksidatif stresin artigt durumlarda aktivitelerini

artirarak koruyucu etkinliklerini siirdiiriirler (17, 51, 59,60 ).

Okaryotik hiicrelerde siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadr:
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1° — Cu/Zn-SOD: Sitozolde bulunur. Bakir ve cinko icerir, dimerik yapidadar.
Cinkonun dayanikliligt sagladigi ve bakirin ise aktiviteden sorumlu oldugu
disiiniilmektedir. Genelde hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu/Zn-SOD’dur.
21. kromozomda konumlanmistir. Genellikle radikal hasarin 6nlenmesinde kullanilir.

Cu/Zn-SOD siyaniir ile inhibe edilir.

2°- Mn-SOD: Mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden izomerdir.
Mitokondriyal Mn-SOD siyaniirle inhibe olmaz. Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD’un her
ikisinin de katalizledigi reaksiyon aynidir. Bunlara ek olarak Esherichia coli’de

periplazmik aralikta yer alan Fe-SOD’da tanimlanmustir (10, 59, 60).

b- Katalaz (H,0;: H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6)

Katalaz (H,0,: H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem grubu

bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak

sitozolde ve mikrozomal kisimda bulunur. Katalazin gérevi hidrojen peroksidi (H,0O,)

suya ve oksijene parcalar.

Katalaz
2 H,O, »2H,0+ %0,

Peroksizomlar, 6zel organik maddelerden hidrojen atomlarini uzaklagtirmak i¢in
molekiiler oksijeni kullanan baz1 enzimler ( D-aminoasit oksidaz, tirat oksidaz, katalaz)
ihtiva ederler. Bu reaksiyonlardan birisi hidrojen peroksit (H,O2) olusumunu

saglamaktadir.

RH, + O, —— > R+H)0O, (R: Organik madde)
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Katalaz enzimi de metabolizma sirasinda glukoz molekiiliniin glukoz oksidaz
enzimi tarafindan glukuronik asite okside edilirken olusan H,0O’i kullanarak fenol,

formaldehit, alkol gibi organik bilesikleri oksitler:

HO,+RH, —— R+ 2H,0

Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit, metil ve etil hidroperoksitler
gibi kiiciikk molekiillere karsidir. Biiyik molekillii lipid hidroperoksitlerine ise etki
etmez (10, 32, 59).

c- Glutatyon Peroksidaz (GPx (GSH-Px): Glutatyon: H,0, oksidorediiktaz,
EC 1.11.1.9)

GPx sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik yapidadir. GPX

(Glutatyon: H,O, oksidorediiktaz), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu

enzimdir ( 21,22).

GSH (Glutatyon) bagimli enzimler tiyol (SH) grubu icerirler. SH gruplar reaktif
oksijen partikiillerinin kotii etkilerine karsi korumada gereklidirler. Ayrica SH grubu
cogu protein fonksiyonu igin gereklidir. Ornegin Ca*%-ATPaz’lar 6nemli bir tiyol grubu
igerir. Bu tiyol grubunun bozulmas hiicre i¢i Ca*? seviyesinin artmasina neden olarak
hiicreyi nekroza gétiiriir. Proteinlerin -SH gruplarinin korunmasinda indirgenmis
GSH’1n yiiksek derigimleri gereklidir. Genellikle antioksidan olarak kabul edilen GSH
belirli sartlar altinda prooksidan aktiviteye sahip olabilir (10).

Hidrojen peroksit (H,O2) ve lipit hidroperoksitlerin (LOOH) yikilimini

katalizleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini oksidatif stese karsi koruyan
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glutatyon peroksidaz, bu etkisini glutatyonun yiikseltgenmesi ile gerceklestirir. Bir
tripeptid olan GSH’in (3-Glu-Cys-Gly) normal kosullarda %98,9 kadari indirgenmis
GSH, %0,2 kadart ise yiikseltgenmis GSSG seklinde bulunur.

H,0, + 2GSH GPx » GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH+H" Cluatvenrediktaz — 5oq; o NADPY

»

GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre

hasarina yol agar (2, 10, 17,59 ).

2- Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Oksidatif stres faktorlerinin giderilerek fizyolojik islevlerin devaminda 6nemli

olan bu gruba ait endojen antioksidanlar ve 6zellikleri Tablo 2.4.’de gosterilmistir (8).

2.1.5.2. Farmakolojik (eksojen) Antioksidanlar

Akut fiziksel aktiviteler ve gebelik gibi fizyolojik durumlar ile pek ¢ok patolojik
durumda antioksidan kapasite asilabilmekte ve antioksidan savunma sistemi yetersiz
kalmaktadir. Bu gibi durumlara kars1 eksojen antioksidan maddelerin alinimi gerekli

olur (Tablo 2.5) (8).
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Tablo 2.4. Bilinen dogal (endojen) antioksidanlar (8).

Antioksidanlar Yapisi Yerlesimi Islevi

Sitokrom oksidaz Tetramerik protein Plazma Siiperoksit nétralizam

SOD CuZn, Mn SOD Mitokondri, serum Stiperoksiti H,0,’ye
CEVITIr.

Katalaz Hemoprotein Peroksizomlar Peroksit notralizani

GPx Selonoprotein Sitosol, mitokondri Lipit peroksidasyon

tiriinlerini indirger

GSH-rediiktaz

Dimerik protein

Sitosol, mitokondri

Distilfitleri indirger

a-tokoferol Yagda ¢oziinen Membran‘l‘ar, Peroksidasyonu azaltir
vitamin. ekstraselliiler ortam

p-karoten Vit-A prekiirsorii Hiicre membranlari Peroksil temizleyicisi

Glutatyon Tripeptit Intraselliler ortam, GSH redoks substrati
alveoller

Urik asit Okside piirin bazi Genis bir dagilim H!d.mks” toplar, Vit
gosterir C’yi korur

Sistein Aminoasit Gfems blr dagilim _Orgamk bilesikleri
gosterir indirger

Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikal giderici

Bilirubin Hemoprotein tiriin Dolasim kani, Zincir kirict antioksidan

dokular

Seruloplazmin Protein Dolasim kani, Sup.eroksm H,0;’ye
dokular cevirir

Transferrin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar

Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar

Ferritin Glikoprotein Dolagim kant, Doku demiri baglayicisi

dokular

Askorbik asit

Suda ¢6z. vitamin

Hiicre ici ve dist
sivilari

Vit E’yi rejenere eder
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Tablo 2.5. Bilinen farmakolojik (eksojen) antioksidanlar (8).

Antioksidan Sinifi Spesifik tipi Islevi
Ksantin oksidaz Allopurinol Ksantin oksidaz reak. Siiperoksit iiretimini
Inhibitorleri inhibe eder

Oksipurinol «

Pterin aldehit “

Tungsten “

Proteaz Inhibitorleri

Soya tripsin inhitor

Ksantin dehidrogenazdan oksidaz
olusumunu bloke eder

Serin proteaz inhibitor

13

Fenilmetilsiilfonil

13

NADPH oksidaz
inhibitorleri

Adenozin

Makrofajlarda NADPH oksidaz ile
stiperoksit inhibisyonu

Lokal anestezikler

(13

Kalsiyum kanal blokerleri

13

Nonsteroid antienflammatuar

13

Cetiedil

13

Stiperoksit Dismiitaz

Dogal SOD

Siiperoksitten hidrojen peroksit
dismiitasyonunu katalizler

IgA bagimli SOD

13

Polietilen glikol SOD

13

Ginko Biloba (Egb 761)

SOD ile benzer fonksiyon

Katalazlar

Dogal katalaz

H,O,’nin oksijen ve suya indirgenmesi

Polietilen glikol Katalaz

13

Lipozom kapsiillii katalaz

13

Nonenzimatik
toplayicilar

Mannitol

Hidroksil radikal giderici

Albumin

Genis c¢apl oksidan toplayici

Dimetil stulfoksit

Fe, Siiperoksit ve hidroksil toplayici

17-aminosteroit lazoroitler

H,O, ve hidroksil giderici

Glutatyon Siiperoksit giderici

Urik asit Siiperoksit ve hidroksil giderici
Spin tuzaklari Tiim radikalleri toplar
Bilirubin Peroksidasyon zincirini bozar

Demir redoks zinciri
inhibitdr

Desferoksamin

Serbest Fe*™ atomlarin1 baglayarak radikal
reaksiyonlarimi onler.

Apotransferrin

(13

Seruloplazmin

(13

Endojen savunma artirar
ajan

Antinotrofil serumu

Hiicresel glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini artirir

Monoklonal antibodiler

Notrofillerin endotele adezyonunu
inhibe eder

Platelet aktive edici faktor

Notrofillerin adezyonunu inhibe eder
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2.1.6. Serbest Radikallere Bagh Hastaliklar

Serbest radikaller viicudun hastaliklara karst direncini, viicudu saran
organizmalar1 yok ederek artirir. Ancak fazla iiretildigi zaman viicutta bazi yerlerde

hasara neden olarak hastaliklara yol acar o nedenle serbest radikal nedenli hastaliklarda

giderek bir artis olmaktadir (Tablo 2.6.) (8).

Tablo 2.6. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu diisiiniilen baz1 Klinik durumlar (8).

Olgu Grubu Olgu Ad1
Yaslanma Prematiir yaslanma hastaliklari
Niikleer patlamalar

. o Radyoterapi seanslar1
Iyonize edici radyasyon . . ) )
Hipoksik hiicre aktivatorleri

Solar radyasyon hasar1

] Alkol indiiksiyonuna iligkin asir1 demir yiiklenmesi
Alkolizm o ]
Alkolik miyopati

Fenilhidrazin primakin vb. ilag toksikasyonlari
| Kursun zehirlenmesi, favizm

Kan elemanlar patolojileri . ]
Protoporfirin fotooksidasyonu

Malarya, Orak hiicre anemisi, Fanconi anemisi

Idiyopatik ve membrandz glomerulonefrit
Inflamatuvar-immun hasar | Vaskiiliit, hepatit (B)

Otoimmiin hastaliklar, romatoid artrit

. . Felg, miyokard enfarktiisii, aritmiler
Iskemi-reperfiizyon hasari
Transplantasyonlar, donma

Sigara ve organik yanik dumani inhalasyonu
o Amfizem, bronkopulmoner displazi

Akciger patolojileri ) ) ) o
Fotokimyasal kirler, Oksidan Kirleticiler(Os;, NO)

Asbestoz karsinojenitesi

Ateroskleroz
Kardiyovaskiiler patolojiler | Adriyamin toksisitesi

Keshan hastalig1
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Urogenital patolojiler Otoimmiin nefrotik olgular ve metal nefrotoksisitesi

Hiperbarik oksijen, ndrotoksinler, Vit. E yetmezligi
Alzheimer, Parkinson, steroit lipofusinozis

Sinir sistemi bozukluklar1 . o o
Allerjik ensefalomiyelit ve demiyelizan hastaliklar

Multipl skleroz, muskiiler distrofi

Endotoksik karaciger hasari
) ] B Diabetes mellitus, pankreatit
Gastrointestinal patolojiler . ) )
Oral demir zehirlenmesi

Ulserler, Gastrointestinal kanserler, inflammatuar barsak hastaliklari

Sistemik kanserler, malniitrisyonlar,

. - Kontakt dermatit, porfiria, termal haraplanma
Diger patolojiler )
Katarakt, okiiler kanamalar, retrolental fibroplazi

Multipl kan transfiizyonlar gerektiren anemiler

2.2. Antioksidan Maddeler:

Cogunlukla polifenolik yapida olan antioksidan maddeler neredeyse tiim
bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hayvansal
dokularda bulunmaktadir. Bu antioksidan maddelerin en Onemlileri; tokoferoller,
flavonoidler, karotenoidler ve askorbik asit dir. Bitkilere renklerini veren de biiyiik

6lgtide bu polifenolik yapili flavonoidlerdir (2, 85).

Antioksidanlarin insan sagligindaki baslica etkisi serbest radikal siipiiriicii ve
zincir kirict mekanizmalarla ortaya ¢ikar. OKksijen canli sistemler i¢in oldukga gii¢lii bir
toksik maddedir. Zira, metabolik islemler esnasinda ¢ok daha reaktif sekilleri olan
stiperoksit, hidrojen peroksit, tekli (singlet) oksijen ve hidroksil radikallerine
cevrilebilir. Bu sekillerin tiimiine kisaca aktif oksijen denir. Antioksidanlar hidrojen
atomu vericisi olarak etki gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif
tiirlere dondiiriirler. Bu sekilde olusan antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik
halka tizerindeki ¢iftlesmemis elektronun yer degistirmesiyle stabilize olur. Bu nedenle;

antioksidan molekiiller yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasirlar (11).
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2.2.1. Flavonoidler

Serbest radikaller ve antioksidan denge insan sagligi agisindan biiyiikk 6neme
sahiptir. Disaridan besinlerle ¢esitli antioksidanlar alinmakta olup bunlarin baslicalar
antioksidan vitaminler ve flavonoidler adi verilen bilesiklerdir. Son yillarda ¢ok sayida
onemli antioksidan flavonoid kesfedilmis ve kaynaklar1 incelenmistir (Sekil 2.1.), (11).
Flavonoidlerin antiinflamatuar, antimutajenik ve antiallerjik ozellikleri de ortaya
konmustur (52). Flavonoidlerin en 6nemli kaynagi da basta ¢ay olmak iizere baharatlar

ve ¢esitli meyve ve sebzelerdir (11).

Sekil 2.1. Flavonoidlerin Basit Monomerik Yapist  (91).

Genel olarak flavonoidler kimyasal yapilarindan dolay: fenolikler (Bir hidroksil
grubunu i¢ceren aromatik bir halkaya sahip genis bir madde gurubuna fenolik bilesikler

denilmektedir) veya polifenoller olarak siniflandirilirlar (Sekil 2.2), (7).

Bitkilere renklerini veren de biiyiik 6l¢iide polifenolik yapili flavonoidlerdir ve
4000 civarinda flavonoid bilesiginin kimyasal yapist aydmlatilmistir (2). Flavonoidler 3
malonil-CoA grubu ile sinnamik asitin kondansasyonundan tiireyen, bitkilerin ikincil
metabolitlerinin bir sinifi olarak tanimlanabilir. Flavonoidler Sekil 2. 2 ‘de gosterildigi

gibi C halkasindaki degisimlere gore alt1 ana alt gruba ayrilabilir ( 7, 90):
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1. Flavanol

2. Flavonon

3. Flavonol

4. Flavon

5. Isoflavonoid

6. Antosiyanidinler seklinde gruplara ayrilirlar.

(8]
OH
Flavanol
o]
o
Flavonon

Flavonol
0
|
o
Flavon
[s]
|
Isoflavonoid
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co o

Antosiyanidin

OH

Sekil 2.2. Flavonoidlerin molekiiler yapilar1 (7).

2.2.1.1. Flavonoidlerin Genel Ozellikleri

Flavonoidler, glikozitler gibi canli hiicrelerde ortaya cikarlar, sicak asit ve
enzimlerle sirasiyla aglikon ve sekere pargalanabilirler (2). Fenolik antioksidan, lipid
radikallere, hizla H® vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile etkilesir. Gérevi lipid
peroksi (ROQO") ve alkoksil (RO) radikalini par¢alamak ve boylece lipid peroksidasyon

zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir.

ROO + AH — ROOH + A-
RO + AH — ROH + A-
ROO™ + A" — ROOA

RO+ A" — ROA

Sonugta olusan fenoksi radikali yeni bir serbest radikal olusumunu baglatmamali
veya zincir reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruz kalmamalidir. Bu yonden fenolik
antioksidanlar miikemmel H* ve e donérleridir. Olusan fenoksi radikali aromatik halka
etrafinda ciftlenmemis elektronlarin lokalizasyon degisiklikleri ile dengelenir. Bir
fenoliin orto veya para pozisyondaki 2. OH™ grubu onun antioksidan aktivitesini arttirir.
1-2 dihidroksibenzen tiirevlerinin etkinligi fenoksi radikalinin molekiil i¢i hidrojen bag

dengesi ile arttirilir (19).
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2.2.2. Fenolikler

Dogal antioksidanlarin en ©Onemli gruplarini fenolik maddeler olustururlar.
Bunlar bitkilerin tim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir.  Bunlarin
besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari

bilinmektedir (77,79).

Fenoliklerin kokii karbohidratlardir. Fosfenol piruvik asit, glikolitik yolla D-
eritros fosfat ile birleserek pentos fosfat yolu ile 5-dehidroquinik asite dontisiir. Bunu
klorojenik asit vasitasiyla saglar. 5- dehidroquinik asit, 5-dehidrosikimik asit sekline

doniisiirken protokatesuik asit ve gallik asit olusur.

2.2.2.1. Gallik Asit

Dogal bir fenolik antioksidan olan gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) (Sekil
2.3) bitkilerde sikimik asit yolu ile iiretilen biyolojik olarak aktif bir bilesiktir (62). En
onemli uygulama alanlarindan biri farmasotik sanayinde siilfonamidlerle beraber
kullanilan antibakteriyel bir ajan olan trimetoprim tiretiminde kullanilmaktadir. Bunun
yaninda antioksidan bir ajan olarak kullanilan propil gallat gibi gallik asit esterlerinin
tiretiminde, deri, kozmetik ve fotograf boyalarinda kullanilan pirogallol bilesiklerinin

olusturulmasinda kullanilmaktadir (67).

Gallik asit ayrica iilkemizde pek tiiketilmeyen ancak diger {lilkelerde oldukga
ragbet goren i¢cime hazir caylarin, kahvelerin aromalarinin artirilmasinda ve sarap

tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (67).
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HO

HO COOH

HO

Sekil 2.3. Gallik asitin kimyasal yapis1 (62).

Scheele 1786 yilinda mese palamudunda gallik asit varligini gostermistir.
Robiquet ise mese palamudunun fermente edilebilecegini bildirmistir. Laroque adli
aragtirmaci tanenden mayalanma ya da oksidasyon yolu ile gallik asit tiretimini
arastirmis ancak fermantasyonun mese palamudundan salinan pektaz enzimi ile
oldugunu ileri stirmiistiir. Wittstein ise bira mayasinin seker ve diger bilesiklerle tanen
fermentastonu yaptigini ileri siirmiistir. Ancak ilk kez Van Tieghem gallik asit
olusumunda mayalanma siiresince kiiflerin etki ettigini belirtmistir. Yaptig1 deneyler
sonunda kullandigr kiiflerin Penicilliun glaucum ve yeni isimlendirilmis olan
Aspergillus niger oldugunu belirtmistir. Eger mayalanma derin kiiltiir metodu ile
gerceklesirse tannik asitin gallik asit ve sekere doniisecegini sekerin kullanilarak
ortamda geriye gallik asitin kalacagini ileri siirmiistiir. Kat1 yiizey mayalanmasinda ise
hidrolizin daha yavas oldugunu ve sekerinde ortamda kalacagini belirtmistir. Fernbach
bugiin hala kullanilan raulin ¢ozeltisinde bulunan sekerin yerine tannik asit koymus ve

mikroorganizmalarin bu degisiklikten sonra tannaz iirettigini bildirmistir (67).

Gallik asit, genellikle ¢ay, yesil cay, tiziim, patlican, kuskonmaz, brokoli ve
meyvelerin yapisinda bol miktarda bulunur (39). Yaygin olarak gida, ila¢ ve kozmetik
sanayinde lipid peroksidasyon sonucu olusan bayatlamayi engellemek icin kullanilir
(62). Gallik asitin antikarsinojenik, antioksidatif, antimutajenik, antialerjik ve

antiinflamatuar etkileri vardir (91).
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Tang ve arkadaslar sicanlarda CCl, “iin sebep oldugu kronik karaciger hasarina
kars1 gallik asitin koruyucunu etkisini arastirmiglar ve giiclii bir koruyucu oldugunu
bildirmisglerdir (75). Feique ve arkadaslar1 da si¢anlarda sarizambak bitkisinden
ekstrakte edilen gallik asitin sigan karacigerinde ve kaninda lipid peroksidasyonunu
azaltigimnmi bildirmislerdir (28). Bunun yani sira, Jadon ve arkadaslari ise albino
sicanlarda CCl; ‘iin sebep oldugu karaciger ve bobrek hasarina karsi gallik asitin
koruyucunu etkisini arastirmiglar ve olduk¢a etkili bir koruyucu oldugunu

bildirmislerdir (36).

2.3. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikimine yol agarak, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve sonrasinda hiicre 6liimiine
kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Iskemi reperfiizyon (I/R)
hasar1, hipoksiye maruz kalan organin tekrar oksijenlenmesi ardindan ortaya cikan
hiicresel zedelenmedir. Karacigerde ilk kez 1975°de Toledo ve arkadaslarinin deneysel
olarak gercgeklestirdikleri karaciger naklinde gozlenmistir. Transplante edilmis
karacigerde konjesyon, ilerleyici tromboz, organ yetmezligi ile sonucglanan greft
nekrozu gelismistir. Ayrica dissemine intravaskiiler koagiilasyon, cerrahi olmaksizin
hemodinamik veya kardiyojenik sok sirasinda da goriilmektedir. I/R hasari karaciger
rezeksiyonu ya da nakli sonrasinda goriilen fonksiyon kaybi ya da fonksiyonun

bozulmasinin baslica nedenidir (14).

Karacigere gelen kanin %70-80 portal venden, geri kalan kismi ise hepatik
arterden gelmektedir (14,40). ikili kan destegi ve glikojen depolarinin yiiksek anaerobik
metabolizma kapasitesine ragmen karacigerde hipoksik hasarlanma meydana
gelebilmektedir. Porta hepatisin ¢apraz klemplenmesi ile hepatik arter ve portal venin
okliizyonu Pringle manevrasi olarak adlandirilir. Bu manevra, karacigerin genis
yaralanmalarinda yapilan onarimlarda, karaciger nakli ve hepatik rezeksiyon sirasinda
kanama kontrolii i¢in yararli bir girisimdir. Ancak klempleme siiresi uzun tutuldugunda

karaciger I/R hasarina neden olabilir (14,43).
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Sicak I/R hasarinda iki evre s6z konusudur. Baslangi¢ evresi (reperfiizyon
ardindan iki saatten daha kisa siire icerisinde gozlenen) oksidan stresle karakterizedir.
ROP iiretimi ve salinimi dogrudan hepatositlerde hasarlanmaya neden olur. Geg evre ise
hepatik reperfiizyondan 648 saat sonraki dénemdir. Inflamatuvar yanit toplanan santral

notrofil 16kosit (NL) araciligiyla gergeklesir (14,49).

Iskemi/reperfiizyon patofizyolojisinde bircok mekanizma rol oynar. Erken
donemde endotel hiicre sismesi, vazokonstruksiyon, NL birikimi, sinuzoidlerde platelet
agregasyonu olur ve mikrodolasim bozulur. Intraseliiler 6dem nedeniyle, sinuzoidal

endotel hiicreler (SEH) ve Kupffer hiicresinde sisme meydana gelir. (14,43).

Vazokonstriiksiyon, nitrik oksit (NO) ve endotelin (ET) dengesindeki bozulma
sonucu ortaya ¢ikar. Sinuzoidal limen daralir, bunu takiben NL’nin dolasim hizi
yavaglar. NL endotel temas siireci artar ve bdylece 16kostazis gergeklesir. Bu durumda
sinuzoidal ag dolasimi engellenir. Bu durum hipoksiyi uzatir. Ardindan Kupffer
hiicreleri ve NL’ler aktive olur, inflamatuvar sitokinler ve oksijen kokenli serbest

radikaller ortaya ¢ikar ve hepatik hasar daha da siddetlenir (14).

2.3.1.Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Olusum Mekanizmalari

2.3.1.1. pH paradoksu

Iskemi sirasinda, anaerobik glikoliz ve adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi
nedeniyle pH diiser. Bu olusan metabolik asidoz hepatositlerde nekrotik hiicre
Olimiiniin baglamasina karst koruyucu islev gorlir. Ancak iskemik hiicrelerde
reperfiizyonla birlikte pH’nin normale donmesi latent pH bagimli proteazlart ve
fosfolipazlar1 aktive ederek hiicre 6limiine neden olur. Bu durum pH paradoksu

olarak adlandirilir. Iskemik hiicreler asidotik pH’da reperfiize edildiklerinde hiicre

27



Olimii durmaktadir. Benzer bicimde reperfiizyondan sonra intraselliiler pH artimi

durduruldugunda I/R hasarina bagli hepatoseliiler nekroz engellenmektedir (14).

2.3.1.2.0ksidatif Stres

Reaktif oksijen partikiillerinin normal hiicre fonksiyonlar1 sonucunda endojen
olarak ortaya ¢ikan molekiillerdir. Normal kosullar altinda, molekiiler oksijenin biiyilik
bir kism1 hiicre i¢i sitokrom oksidaz sistemi ile dort degerlikli indirgenmeye ugrayarak
suya doniisiir. Ancak I/R durumunda sadece bir elektron (e") transferi ile tek degerli
indirgenme olur ve oldukga reaktif serbest radikaller meydana gelir. Reperfiizyon ile
birlikte, I/R hasar1 gelisiminde 6nemli rol oynayan superoksit anyonu (O2’), hipoklorik
asit (HOCI) ve hidrojen peroksit (H,0) gibi reaktif oksijen partikiilleri olusur (14, 50).

Gegcici olarak reaktif oksijen partikiillerinin artisi, ¢esitli diizenleyici fonksiyonlar
acisindan 6nemlidir. Ancak bu artis yiiksek ve/veya uzun siireli oldugunda DNA, lipid
ve proteinlerde ¢ok ciddi hasara neden olabilmektedirler. ROP birikimine karsi bir
takim savunma sistemleri bulunmaktadir. Bunlar enzim olmayan molekiiller (6rnegin;
Vitamin A, C, E ve flavonoidler) ve enzimatik ROP yakalayicilaridir (6rnegin; Katalaz,
Glutatyon peroksidaz). Ancak her zaman bu savunma mekanizmalar1t ROP iiretimine

kars1 yeterli olmaz ve oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar (14, 50, 84).

En genel ROP kaynagi mitokondridir. Mikrozomal sitokrom P450 o6zellikle de
karacigerde belli miktarda ROP iiretebilir ve eksojen substratlarla en ¢ok burada
etkilesirler. Bilinen diger reaktif oksijen partikiil kaynaklar1 fagositik hiicreler, NL ve
monositlerdir. Bu hiicreler fagositoz i¢in uyarildiklarinda yiiksek miktarda ekstraselliiler

reaktif oksijen partikiilii tiretmektedirler (14).
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2.3.1.3. Nitrik Oksit ve Endotelin

Nitrik oksit (NO) karacigerde onemli sinyal molekiil islevi géren pluripotent gaz
formunda bir serbest radikaldir. Karacigerde Nitrik Oksit Sentazin (NOS) 3 izoformu
bulunmaktadir. Bunlarin iginde uyarilabilen inflamatuvar NOS (iNOS, NOS-2) ve
endotelyal yapisal NOS (eNOS, NOS-3) en 6nemli olanlaridir (14, 18, 63).

2.3.1.4. Sitokinler

Sitokinler inflamatuvar yanitt baslatir ve siirdiiriirler. Kupffer hiicrelerinin
aktivasyonu sonucunda proinflamatuvar sitokinler iretilir ve salinir. TNF-o ve IL-1B

artar. Bunlar sitokin ve kemokinlerin tiretimini indiikler (14).

2.3.1.5. Kemokinler

Kemokinler, giicli NL kemotaktan ozellikleri olan diisitk molekiiler agirlikli
proteinlerdir. Sitokinler, Kupffer hiicrelerinde ve hepatositlerde kemokin olusumunu
indtiklerler (14).

2.3.1.6. Lipid Mediyatorler

Cesitli  lipid kokenli inflamatuvar mediyatorler reperfiizyon  hasari

patofizyolojisinde rol almaktadir (14).

2.3.1.7. Hiicresel Adezyon kuvvet Molekiilleri, Notrofil Lokositler

Erken reperfiizyon hasarinda, NL’ler karaciger damar yataginda toplanir, aktive
olurlar. Sonucta reperfiizyon hasarimi1 siddetlendirirler. Aktive NL’lerden salgilanan

oksidanlar ve proteazlar, endotelyal ve hepatoseliiler hiicrelere hasar verir. Ayrica
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Elastaz, Katepsin-G, Heparanaz, Kollajenaz ve diger cesitli hidrolitik enzimler,
dogrudan hepatositlere sitotoksik etkilidirler. Birinci NL oksidan tiretim yolu NADPH
oksidazdir. NADPH yetersiz farelerde yapilan ¢alismada hepatik I/R hasarina karsi
korunduklar1 gozlenmistir (14, 25, 89).

Hiicresel adezyon kuvvet molekiilleri, selektin, integrin ve immunglobulin siiper

ailesi olmak tizere ayrilirlar (14).

Selektin, molekiiliin hiicre dis1 kisminda c¢esitli kompleman baglama tekrarlar
olan lektin-bagl glikoproteindir. Endotelyal hiicrelerde (E-selektin), plateletlerde (P-
selektin) ve NL’lerde (L-selektin) eksprese edilir. Selektinler, fizyolojik stres altinda
NL’lerin SEH’e tutunmasina aracilik ederler (14, 58).

Integrinler, NL vyiizeyinden salgilamir. Damar endotel hiicrelerinden salinan
immunglobulin benzeri adezyon kuvvet molekiillerine (6rn; ICAM-1) baglanir. Bu
etkilesmeler Iskemi reperfiizyondan sonra karacigere NL gdcii, yapisma ve birikimi igin

gereklidir (14).

2.3.1.8. Kupffer ve Sinuzoidal Endotel Hiicreleri

Kupffer hiicreleri, endotelyal hiicrelerin llimene bakan yliziinde bulunur. Tipik
makrofajlardir. Asil gorevleri yagh eritrositleri metabolize etmek ve sindirmektir (42).
IL-1p gibi proinflamatuvar sitokinler ve TNF-a, karaciger hasar1 gelismesinde erken
mediator olarak Kupffer hiicrelerinden {iiretilir. Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu sadece
iskemik lobda degil iskemik olmayan lobda da artar. Bu da parsiyel hepatik cerrahiden

sonraki karaciger fonksiyon bozuklugunu agiklamada 6nemli olabilir (14).

Sinuzoidal endotel hiicreleri (SEH), kan damarlarinin en i¢ yiizeyini déseyen tek
siral1 hiicreler olup, vaskiiler homeostaz i¢in temel yapilardir. Bu hiicreler hem

iskemiden hem de reperfiizyondan kolaylikla hasar goriir. Uzamis iskemi membran
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potansiyelini degistirir. Bu da iyon dengesizligine, intraseliller yogunluk artmasina,

membran akigkanliginin azalmasina, hiicre iskeletinin bozulmasina neden olur (14, 29).

2.3.2. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1 ve Apoptoz

Apopitoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gérevini tamamlamis veya
hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik

olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (14,61).

Apoptoz, nekrozdan tamamen farklidir. Nekrozda hiicre membran biitlinliigii
belirgin bicimde bozulur. Hiicre sismesi ve lizis olur. Siklikla nekroz bir grup hiicre
veya dokuda bir bolgeyi tutarken, apoptoz tek hiicre diizeyinde gergeklesir. Apoptoz

sirasinda hiicre aktif olarak hiicre 6liim siirecine girer (46).

Karaciger I/R hasarinda her iki hiicre 6lim formu bir arada bulunur. Ancak
hasarlanmada apoptoz merkezi rol oynar (64). I/R’de yiiksek yogunlukta oksijen
radikalleri, lipid peroksidasyonunu tetikler bu da membran fonksiyon bozukluguna ve
hiicre 6limiine yol acar (85). Yiiksek reaktif radikallerin TNF-a ile birlesimi iskemi
sonrast apopitotik hiicre Oliimiiniin baslamasi i¢in kritik rol oynar (64). Apoptoz
mekanizmalarmin erken engellenmesi, hayvan modellerinde reperfiizyon sonrasi
parankimal hasar1 azaltir (30). Yapilan calismalarda hepatik 1/R’de apopitotik hiicre
Olimiiniin kanitlar1 bulunmustur. Bu calismalarin  sonuglarina gore, reperfiizyon
sirasinda SEH’lerin %50-70’1, hepatositlerin de %40-60’1 apopitoza ugrar. Insan
karaciger allograftlarinda da yiiksek oranda apopitotik hepatositlere rastlanmistir (20,30,
44).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlan

Deneysel c¢alismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari ve Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlar1 Laboratuvarit Kullanilarak
gerceklesmistir. Calismamiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’nun 121/2009 kayit numarali izni ile yapilmistir.

Deneysel ¢alismamizda; Uludag Universitesi Veterinerlik Fakiiltesinden temin
edilen, 200-220 gram agirlikta, saglikli, 3-4 aylik, Spraque-Dawley cinsi, 40 adet disi
albino si¢an kullanildi. Deney hayvanlar1 deney siiresince 12;12 (aydinlik; karanlik)
1isiklandirmasi olan, 1s1 (22+ 2 °C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak ayarlanmis
odalarda yasatildi. Deney siirecinde tiim siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart

sican yemi ile beslendi ve her giin taze ¢gesme suyu verildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

- KCI (Merck)

- KH,PO4 (Merck)

- TBA (tiyobarbitiirik asit) (Merck)
- n-Biitanol (Sigma)

- 1.1.3.3 Tetraetoksipropane (Sigma)
- Absolii ethanol

- Absolii kloroform

- % 10 Notral formalin

- Absolii Alkol

- % 70-80-90-96 alkol serileri
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- Ksilol (Merck)

- Heparin

- Parafin

- Hematoksilen

- Eozin

- Entellan

- Gallik Asit (Katalog No: G7384-100G, Sigma)

- NH3 (Laborsan)

- HCI (Merck)

- 2- Merkaptoethanol (Sigma)

- Amonyum molibdat (Sigma)

- Distile su

-Aspartat aminotransferaz (AST) (Biolabo Reagents) (Katalog No: Ref
80025)

-Alanin aminotransferaz (ALT) (Biolabo Reagents) (Katalog No: Ref
80027)

- Laktat dehidrogenaz (LDH) (Biolabo Reagents) (Katalog No: Ref 92111)
- Glutatyon Peroksidaz Kiti (GPx) (Calbiochem®) (Katalog No: 354104)

- Total Protein Kiti (Bio-Clinica)

- Sodyum karbonat (Na,COgz) (Merck)

- Serum fizyolojik

- %30 H,0; (Sigma)

- Fosforik asit (H,PO,4) (Merck)

- Na;HPO, (Merck)

3.1.3. Aygitlar

- Yatay ve dikey sale
- Tup
- Tiipliik

- Bistiiri ucu

33



- Enjektor (10 ml)

- Lam

- Lamel

- Derin dondurucu (-80)

- Buz makinesi

- Distile su cihazi

- Lam tasima sepeti

- Plastik doku takip kasetl

- Beher (500 ml, 1000 ml)

- Parafilm

- Pastor pipeti (Cam ve Plastik)

- pH metre

- Pipet (10 ml)

- Pipet uglar1 (1000 ve 100 pl)

- Sogutmali santrifiij ( Heracus Biofuge Stratos)
- Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
- Su banyosu (Niive)

- Sise (350 ml, 500 ml, 1000 ml)

- Vial (2 ml)

- Vorteks ¢irpict (Restch)

- Buzdolab (+4 °C)

- Cam fanus

- Cam kalemi

- Ceker ocak

- Derin dondurucu (-20 °C, -80 °C)

- Etliv (Paraplast plus Sigma P3683)

- Dijital kamera (Olympus marka, CH40 model compact)
- Gazli bez

- Dijital kamera ( Spot Insight marka, 3.2.0. model)
- Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)

- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Plastik idrar kabi
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- Hemoglobin pipeti (20 ul)

- Mikroskop (Olympus marka CH40 model )
- Spektrofotometre tiipleri ( 1 ml, 2 ml)

- Hayvan kafesi

- Kronometre

- Labaratuvar saati

- Manyetik karistirict (Niive)

- Meziir (50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml)

- Balon joje (100ml, 500ml)

- Mikrotom (Leica RM 2025)

- Homojenizator (IKA-Ultra —Turrax T25)

- Homojenizator ucu (IKA-T25, S25N 10G)
- Operasyon takimi

- Otomatik pipetler

- Pamuk

- Eldiven

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplari ve Doz Miktarlar

Deney hayvanlari arasindan rasgele se¢imle her birinde n=8 sican olmak {izere

toplam 5 grup olusturuldu. Bu gruplar;

Grup 1: Bu grup deney hayvanlarina herhangi bir cerrahi islem uygulanmadan

deney hayvanlarinin diseksiyonu gegeklestirildi

Grup 2: Bu grup deney hayvanlarina iskemi islemi gerceklestirilmeden 15 dakika
once serum fizyolojik intraperitonal (i.p) olarak verildi ve 45 dakikalik

iskeminin ardindan 1 saat reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyonun
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bitiminde; eter anestezisi altinda, deney hayvanlarmin diseksiyon

gerceklestirildi.

Grup 3: Bu grup deney hayvanlarina iskemi islemi gerceklestirilmeden 15 dakika
once 50 mg/kg gallik asit (i.p) olarak verildi ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 1 saat reperfliizyon uygulandi. Reperfiizyonun bitiminde; eter

anestezisi altinda, deney hayvanlarinin diseksiyon gerceklestirildi.

Grup 4: Bu grup deney hayvanlarina iskemi islemi gerceklestirilmeden 15 dakika
once 100 mg/kg gallik asit (i.p) olarak verildi ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 1 saat reperflizyon uygulandi. Reperfiizyonun bitiminde; eter

anestezisi altinda, deney hayvanlarinin diseksiyon ger¢eklestirildi.

Grup 5: Bu grup deney hayvanlarina iskemi islemi gerceklestirilmeden 15 dakika
once 200 mg/kg gallik asit (i.p) olarak verildi ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 1 saat reperflizyon uygulandi. Reperfiizyonun bitiminde; eter

anestezisi altinda, deney hayvanlarinin diseksiyon gergeklestirildi.

Deneyimizde; Gallik asitin (Sigma, St. Louis,. Missouri, USA) 3 farkli dozu (50,
100 ve 200 mg/kg) uygulandi (36). Gallik asit dozlari; 4 ml/kg volimde %0,9 steril
serum fizyolojik ile ¢oziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi. Kimyasal madde
enjeksiyonlari, ¢ozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik
enjektorler ile cerrahi girisimlerden 15 dakika once, tek doz olarak periton i¢ine (i.p)

uygulandi.
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3.2.2. Cerrahi Islemler

3.2.2.1. Iskemi/Reperfiizyon islemleri

Tiim cerrahi islemler; steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi. Diurnal hormonal degisimlerin si¢anlar {izerine olasi etkileri dikkate
aliarak tiim cerrahi islemler 09 % ile 12 % saatleri arasinda yapildi. Deney hayvanlarina
intramiiskiiler (i.m.) yol ile 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 70 mg/kg

ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi uygulandi.

I/R islemi uygulanacak deney hayvani, sirt iistli pozisyonda, sicakligi ilik ve sabit
olan diseksiyon tablasina tespit edildi. Cerrahi uygulama bolgesinin %70’lik etil alkol
ile temizligi yapildi ve deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 3-4 cm.’lik bir

orta hat kesisi ile laparotomi gergeklestirildi.

Izole edilen hepatik arterde antitravmatik vaskular klemp yardimiyla 45 dakika
stire ile kan akis1 durdurularak total iskemi gergeklestirildi. 45 dakika siiren iskeminin
hemen ardindan antitravmatik vaskular klemp hepatik arterden uzaklastirilarak dokuya

tekrar kan akisinin saglanmasi yani reperfiizyon islemi gergeklestirildi.

Reperfiizyon siiresince kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek
sttiirle dikilerek kesi bolgesi kapatildi (16). Bir saatlik (60 dakika) reperfiizyon
isleminin ardindan; deney hayvanlar1 intrakardiyak yolla kanlari alindiktan sonra

yasamlar1 sonlandirildi.

3.2.3. Deney Hayvanlarindan Cahsilacak Orneklerin Alinmasi

Hepatik I/R sitotoksitenin aydinlatilmasi i¢in deney gruplarimizdaki siganlardan
anestezi altinda uygun teknikler kullanilarak kalpten kan ve karaciger doku ornekleri

alindi. Alinan kan 6rneklerinin serumlarinda Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat
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aminotranferaz (AST) ve Laktat dehidrogenaz (LDH) enzim degerleri ticari kit
(Biolabo, Maizy, France) kullanilarak CRONY AIRONE 200 RA otoanalizator ile

belirlendi. Aliman karaciger doku Orneklerinden hazirlanan homojenatta lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan Malondialdehid (MDA) diizeyi Uchiama ve Mihara
(87) nin yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak, Glutatyon peroksidaz (GPx)
ticari kit (CALBIOCHEM® Darmstadt, Germany) kullanilarak ve Katalaz (KAT) diizeyi
Goth L., (31) un yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak o6l¢iildii.

3.2.4. Serum Eldesi

Intrakardiyak yolla kalpten alman kan &rnekleri; +4 °C, 10 dakika 3000 rpm
devirde santrifiijlenereck (Eppendorf, 5804 R) serumlar elde edildi. Polietilen tiiplere
aktarilan serum ornekleri biyokimyasal analizler igin -80 °C derin dondurucuda

saklandi.

3.2.5. Aspartat aminotransferaz (AST)

Serumda AST diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak CRONY
AIRONE 200 RA otoanalizator ile belirlendi.

Ol¢iim Prensibi:

Metod Karmen ve Al tarafindan gelistirilmis daha sonra Henry ve Al tarafindan

optimize edilmistir. Reaksiyon semasi asagidaki gibidir:

AST

—_—

L- Aspartat + 2- Oksogluterat Oksaloasetat + L- Glutamat
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MDH
—_—

.
| L- Malat + NAD

Oksaloasetat + NADH + H *

Ornekteki AST Aktivite oran1 ve NADH ‘in NAD" a déniismesinden dolay1

olusan absorbanstaki azalma 340 nm’de Sl¢iiliir.

3.2.6. Alanin aminotransferaz (ALT)

Serumda ALT diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak CRONY
AIRONE 200 RA otoanalizator ile belirlendi.

Olciim Prensibi:

Metod Wrobleski ve LaDue tarafindan gelistirilmis daha sonra Henry ve

Bergmeyer tarafindan optimize edilmistir. Reaksiyon semasi asagidaki gibidir:

ALT

—_—

L- Alanin + 2- Oksogluterat Piirivat + L- Glutamat

LDH

Piirivat + NADH+H * L- Laktat+ NAD"

Ornekteki ALT aktivite oran1 ve NADH ‘m NAD® ‘a ddniismesinden dolay

olusan absorbanstaki azalma 340 nm’de 6l¢iiliir.
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3.2.7. Laktat dehidrogenaz (LDH)

Serumda LDH diizeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak CRONY
AIRONE 200 RA otoanalizatér ile belirlendi.

Ol¢iim Prensibi:
Metod Henry ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.  Reaksiyon semast

asagidaki gibidir:

LDH
Piirivat + NADH+H * EE— L- Laktat + NAD"

Ornekteki LDH aktivite oram1 ve NADH ‘m NAD"a déniigmesinden dolay1

olusan absorbanstaki azalma 340 nm’de Slgiiliir.

3.2.8. Total Protein Ol¢iimii

Dokularin total protein miktar1 Biiiret yontemine gore hazirlanmis total protein

kiti (Bio-Clinica, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak spektrofotometre kullanilarak olgiildii

Ol¢iim Prensibi:

Peptid, polipeptid ve proteinler i¢in Biiiret reaksiyonu spesifiktir. Iki degerlikli
bakir iyonu, alkali ortamda peptid baglari ile mor renkli bir kompleks olusturur.

Ornekler spektrofotometrede reaktif koriine kars1 okundu. Olgiim igin;

1) Bir kor tiipii, bir standart tiipii ve ornek sayis1 kadar da test tiipii hazirland1 ve

numaralandirildi.
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2) Kor tiiptline; 1000 pl reaktif. Standart tiipiine; 20 pl standart ve 1000 pl reaktif.
Test tiiptine; 20 pl 6rnek ve 1000 ul reaktif ilave edildi.

3) Tiipler karistirild1 ve 2025 °C’de 5 dakika beklendi.

4) 546 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii.

5) Orneklerin total protein konsantrasyonu asagidaki formiile gére hesaplandi.

6)

A Ornek
C 6rnek =——— X C standart (g/dl)
A standart

C= Konsantrasyon

Bu oOl¢im degerleri homojenatta, KAT aktivitesi ile MDA diizeyi

hesaplanmasinda kullanildi.

3.2.9. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

Yontemin amact; lipit peroksidasyonu son {irtinlerinden bir tanesi olan MDA ’nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (87).

Homojenat Hazirlanmasi:

1) Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandu.

2) Yaklasik 0,4 g agirliginda karaciger doku 6rnekleri alindi.
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3) Alman 6rnekler SF ile yikandi.
4) Buz dolu bir kap iginde tiipe gegirildi.

5) Tip i¢indeki 6rnekler daha sonra %1 KCI ¢6zeltisi kullanilarak homojenize
edildi.

6) Buz dolu bir kap igindeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizator cihazinda 8000
devirde 10 vuruda homojenize edildi.

7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

8) Ustte toplanan siipernatant kismi ayr1 bir viale alinarak Sl¢iimde kullanildi.
Aym giin iginde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra Slgiim yapilacaksa
-80 °C derin dondurucuda saklandi.

Cozeltiler:

% 1 Fosforik asit ¢ozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye

tamamlandi.

% 0.6 TBA ¢ozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda ¢oziindiriildii.

Ol¢iim Prensibi:
1) Her 6lgiimde bir blank ve drnek tiipleri hazirlandi.

2) Blank tiipiine; 0,5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi,
ornek tiiptine; 0,5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, | ml TBA ¢ozeltisi

ilave edildi.
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3) Blank ve ornek tiipleri bir beherde su iginde 45 dk kaynatildi.

4) Tiipler soguduktan sonra i¢lerine 4 ml butanol ilave edildi.

5) 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

6) Olgiim i¢in siipernatant alindi.

7) Spektrofotometre 532 nm'ye getirildikten sonra, distile su ile sifirlanarak,

blank ve 6rnek tiiplerinin absorbanslart okundu.

Sonucun Hesaplanmasi:

1) Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi ig¢in; lipit peroksit standard (1.1.3.3.

tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirland1 (Sekil 3.1.).

2) Standart egrisinin hazirlanmasi:

- Blank tiipiine; 0,5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA

¢Ozeltisi konuldu.

- Standart tiiplerine; 0,5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik
asit ¢oOzeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi ve 532 nm'de absorbanslar
okundu. Okunan absorbanslarla, konsantrasyon degerleri milimetrik kagit
iizerinde yerlestirilerek standart egrisi ¢izildi. Standart egrisinde,
spektrofotometreden okunan absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon
degerleri okundu (Sekil 3.1.).

Birimi nmol/ml olan MDA konsantrasyonu, homojenatta nmol/g yas doku olarak

verildi.
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Sekil 0.1. MDA standart egrisi

3.2.10. Katalaz (KAT) Aktivitesi Ol¢iimii

KAT aktivitesi, amonyum molibdatla istikrarli bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanan oOlc¢limler

sonucu belirlendi (31).

Homojenat Hazirlanmasi:

1) Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandu.

2) Yaklasik 0,4 g agirliginda karaciger doku 6rnekleri alindi.
3) Alnan 6rnekler SF ile yikandi.

4) Buz dolu bir kap iginde tiipe gegirildi.

5) Daha sonra tiip igindeki Ornekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu ile

homojenize edildi.
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Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:

1. KH;PO,’den 9,08 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (A).

2. Nap;HPO4’den 11.88 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (B).

3. Daha sonra 3,3 ml A ¢ozeltisinden alinarak B ¢ozeltisi ile 100 ml’ye

tamamlandi ve pH = 8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.

6) Buz dolu bir kap i¢indeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizator cihazinda 8000

devirde 10 vuruda homojenize edildi.

7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

8) Ustte toplanan siipernatant ayr1 bir viale alinarak l¢iimde kullanldi. Ayn1 giin
iginde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra 6l¢iim yapilacaksa -80 °C derin

dondurucuda saklandi.

Cozeltiler:

1) Substrat ¢ozeltisi: %30 H,O, den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml ye
tamamlanip pH: 7,4 ayarlandu.

2) 32,4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)sM07024 4H,0) ¢ozeltisi: Bunun igin,
8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Her zaman
taze olarak kullanildi ve kisa siireli beklemelerde c¢okelti olusmussa Ol¢tim

yapilmadan 6nce ¢ozelti vortekslendi.

3) Tampon ¢ozeltisi:

A) 4,08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢6ziildii.
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B) 8,04 g Na;HPQ, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

Daha sonra (A) c¢ozeltisinden 3,3 ml alinarak (B) c¢ozeltisi ile 100 ml ye

tamamlandi ve pH=7,4’e ayarlandi.

Ol¢iim Prensibi:

1) Her bir 6rnek tiipii ig¢in bir blank tlipii (blank 1, B1) hazirland1 ve tiipler

numaralandi.

2) Blank (B1) tiiplerine; 37 °C de su banyosu iginde 1 ml substrat ve 0,2 ml
hemolizat ilave edilerek baslatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum molibdat
cozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu.

3) Ornek tiiplerine ise; 1 ml substrat ve 0,2 ml hemolizat konarak, 37 °C de 60
saniyelik inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml amonyum

molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle durduruldu.

4) Ornek tiiplerinin inkiibasyonu i¢in 60 saniyelik bekleme siiresi i¢inde blank 2

(B2) ve blank 3 (B3) tiipleri hazirlandi.
5) Blank 2 tiipiine; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave edildi.
6) Blank 3 tiipiline; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon, ilave edildi.
7) Spektrofotometre 405 nm de distile suyla sifirlandiktan sonra B2 ve B3

tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank (B1) tiipleri

ve arkasindan 6rnek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.
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Sonucun Hesaplanmasa:

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonuglar;

homojenatta KU/g protein olarak bulundu.

Ornek —Blank(B;)

Katalaz aktivitesi = X 271

Blank 2(B,) — Blank 3(B3)

3.2.11. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi Ol¢iimii

Hiicresel glutatyon peroksidaz aktivite 6l¢iimii igin (CALBIOCHEM® Darmstadt,

Germany) ticari kiti kullanilarak spektrofotometre ile ol¢iildii.

Homojenat Hazirlanmasi:

1) Ornek sayis1 kadar tiip alind1 ve numaralandi.

2) Her hayvandan ortalama 1 g kadar karaciger dokusu alind1.

3) Alman doku pargast 0.16 mg/ml heparin igeren % 0,9 NaCl soliisyonunda
yikanarak kirmizi kan hiicreleri ve pihtidan uzaklastirildi.

4) 4-8 ml’lik soguk buffer ilave edilen tiip i¢cindeki doku buz dolu bir kap iginde,
homojenizatér cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.

5) Homojenizasyon sonrasi 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

6) +4 °C’de 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

7) Toplanan siipernatant kismi 6l¢iimde kullanilda.

8) Aym giin iginde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra dl¢iim yapilacaksa

-80 °C derin dondurucuda saklandi.
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Olciim Prensibi:

Kit indirek olarak GPx aktivitesini olger. GPx ortamdaki organik peroksit
varliginda rediikte glutatyon GSH’1 okside glutatyona (GSSG) doniistiiriir. Daha sonra
disaridan ortama eklenen NADPH ve GR ile okside glutatyon tekrar redukte glutatyona
dontismekte, boylece GSH derisimi sabit tutulmaktadir. Olusan kimyasal tepkimede
NADPH’1in NADP’ye doniismesi esnasinda spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda
absorbanstaki azalma izlenerek okside glutatyon olusum hizi 6lgiilmiis ve GPx enzim

aktivitesi hesaplanmigtir.

GPx
R-O-O-H+2 GSH — R-OH +GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H* — > 2GSH + NADP*

Olgiim igin;

1) Giinliik kullanilacak buffer miktar1 belirlendi.

2) Her biri 20 testlik NADPH reagent sisesi 7,5 ml buffer ile sulandirildi.

3) Tert-butil hidroperoksit substrati deiyonize su ile dilue edildi (% 0,007).
Bu ii¢ soliisyon 23-25 °C arasindaki sicakliga getirildi. Artan soliisyon
kesinlikle tekrar kullanilmadi.

4) Spektrofotometre 340 nm’ye ayarlanip distile su ile sifirlandu.

5) Ornekler 6lgiimden hemen dnce buffer ile 1-10 seklinde sulandirildi.

6) Bir blank tiipii ve herbir 6rnek igin ayri test tiipleri hazirlanarak numaralandi.

48



7) Blank tiipiine konan 350 ul buffer tizerine 70 ul distile su ve 350 ul NADPH

reagent ilave edildi.

8) Herbir o6rnek tiipiine tek tek olgiilecek sekilde 350 pl buffer, 350 ul NADPH

reagent ve 70 ul dilue edilmis 6rnek ilave edildi.

9) Olgiim kiivetine alinan 6rnek spektrofotometreye yerlestirildi.

10) 350 pl dilue edilmis tert-butil hidroperoksit substrati otomatik pipetle ¢ekilip

birakilarak eklendi. Hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi.

11) 340 nm’de her 30 sn’de bir absorbans Olglimii otomatik olarak

spektrofotometrenin  kayit sistemi kullanilarak 3 dakikanin iizerinde
kaydedildi.

A340 nm’de t=0 zamanda absorbans< 0,8 olup olmadigina bakildi. Boyle bir

durum goriildigiinde NADPH reagent vialinin yeniden hazirlanmasina dikkat edildi.

Sonucun Hesaplanmasi:

Her 30 saniyede bir A340 da 6rnek ve blankin azalan orani hesaplandi. A340°da

egim hesaplanip oOrnek oranindan blank oranmin farki alinip net oran (A340/dk)

hesaplandi.

ImU/ml = Inmol NADPH/dk/ml = (A340/dk) / 0,00622

= Bulunan deger x 16

=mu/ml

Homojenat igin bu deger mU/ml olarak verildi.
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3.2.12. Karaciger Orneklerinden Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

a. Doku Tespiti

Hayvanlardan alinan doku 6rneklerinden her biri tespit i¢in % 10 tamponlanmis
notral formalin soliisyonunda 24-48 saat tespit edildi. Asagidaki gibi doku takibi

yapilarak mikroskopta incelenmek iizere preparatlar hazirlandi.

b. Doku Takibi

1) Yikama: Dokular 4 saat akan c¢esme suyunda yikanarak formalin

kalintilarindan arindirild.

2) Dehidratasyon (dokularin suyunun alinmasi): Dokular yikama
isleminden sonra artan derecelerdeki alkol serilerinden gegirilerek

sertlesmeleri saglandi.

70 ° alkol — 60 dk.
80 ° alkol — 60 dk.
90 ° alkol (1) — 60 dk.
90 °alkol (1) - 60 dk.
96 °alkol (I)  —30dk.
96 ° alkol (11)  — 30 dk.
Absolii alkol (I) — 30 dk
Absolii alkol (II) — 30 dk.

3) Seffaflastirma:

Ksilol (I) - 15dk.
Ksilol (1) —30 dk.
Ksilol (1) — 30 dk.

50



4) Parafin infiltrasyonu:

Parafin (I)  —60 dk.
Parafin (1) - 60 dk.
Parafin (1I1) — 60 dk. bekletildi.

5) Gomme: Dokular parafin i¢ine gomiilerek, blok haline getirildi.

c. Kesitlerin Alinmasi

1) Mikrotom yardimi ile bloklanmis dokulardan 5 um kalinliginda kesitler

alindi.

2) Kesitler sicak su banyosuna almarak (37 °C) agilmalar1 saglandi.

3) Daha sonra kesitler poly-L-lysinli lamlara alindi.

4) Kesitler lam tasima sepetleri iginde 60°C’lik etiivde 2 saat bekletilerek

parafinin erimesi saglandi.

5) Daha sonra kesitler ksilol serilerinden gegirilerek deparafinize edildi.
Ksilol (1) - 30 dk.
Ksilol (1) - 30 dk.
Ksilol (111) - 30 dk.

Deparafinize islemi tamamlanmis kesitlere, genel histolojik yapinin

gbzlenebilmesi i¢in hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi.
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d. Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi:

1) Kesitler azalan dereceli alkol serisinden gegirilerek hidratasyon islemi

yapildi.

Absoli alkol

Absolii alkol
96° alkol (1)
96° alkol (I1)
90° alkol

80° alkol

70° alkol

-1 dk.

-1 dk.
-1 dk.
-1 dk.
-1 dk.
-1 dk.
-1 dk.

2) Kesitler akan ¢esme suyunda 2 dk. yikandi.

3) Kesitler hematoksilen soliisyonunda 3 dk. boyandi.

4) Kesitler akan ¢esme suyunda 2 dk. yikandi.

5) Kesitler Eozin soliisyonunda 2 dk. boyandi.

6) Kesitler artan dereceli alkol serisinden gegirildi (dehidratasyon islemi)

60 ° alkol
80 ° alkol
90 ° alkol

96 ° alkol (1)
96 ° alkol (1)
Absolii alkol (I) — 5dk.
Absolii alkol (II) —5 dk.

—1dk.
—1dk.
—1dk.
—1dk.
—1dk.

7) Seffaflastirma islemi: Kesitler ksilolde seffaflastirildi

Ksilol () —5 dk.
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Ksilol (1) —5 dk.
Ksilol (I11) — 5 dk.

8) Kesitler entellan ile kapatildi. Boylece hazirlanan preparatlarda, dokunun

lam ve lamel arasinda hava almadan uzun bir siire saklanabilmesi

saglandi (48).

e. Doku inceleme ve Goriintiileme

Kesitlerin  timii  Olympus CX31 marka fotomikroskop ile incelenerek

goriintlilendi.

3.2.12. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 11,0
for Windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullanildi. Kan serumlarinda analizi
yapilmis olan ALT, AST ve LDH, karaciger homojenatina ait MDA, KAT ve GPx
Ol¢iimiinden elde edilen veriler arasindaki farklilik durumlar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi, gruplar arasi karsilastirmalarda ise Tukey testi kullanildi.
Tim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (P) olarak ortaya cikan deney

gruplari arasindaki farklar, P<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan bu ¢alisma sonunda elde edilen bulgular birka¢ boliimde sunulacaktir.

4.1. Serum Alanin Amino Transferaz (ALT) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular

ve Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol (Grup 1) ve Grup 2, 3,4, 5 gruplarina ait serum Alanin amino transferaz
(ALT) diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri karsilagtirmali olarak Tablo 4.1. ve

Sekil 4.1° de 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

Serum ALT diizeyi, Grup 1’de (kontrol) 66,26+£5,90 U/L, Grup 2’de
821,10+£99,76 U/L, Grup 3’de 745,80+64,22 U/L, Grup 4’de 455,60+47,64 U/L ve Grup
5’de 528,56+72,48 U/L bulunmus olup, kontrol grubuna gore diger gruplarda Serum
ALT diizeyinde artis gbzlendi. Bu artis istatistiksel agidan kontrole gore farkli bulundu
(P<0.05).

Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup
4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 Karsilastirildiginda serum Alanin amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) .
Ancak 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis
Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda serum Alanin
amino transferaz diizeyinde istatistiksel olarak Onemli diizeyde farklilik bulundu
(P<0,05) . Ancak serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile istatistiksel olarak fark
bulunmadi (P>0.05).
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Tablo 4.1. Kontrol (Grup 1) ve Grup 2, 3, 4,5 gruplarina ait ALT, AST, LDH, MDA, KAT ve GPy diizeyleri ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesi.

GRUPLAR

ALT (U/L)
(Ort £ St. Hata)

n=8

AST (U/L)
(Ort £ St. Hata)

n=8

LDH (U/L)
(Ort £ St. Hata)

n=8

MDA (nmol/g
protein)

(Ort £ St. Hata)

n=8

KAT (KU/g)
(Ort £ St. Hata)

n=8

GPy (mU/ml)
(Ort £ St. Hata)

n=8

Grup:1

66,26+5,90 23 4° 95,6243,50 2345 227,03427,44 2345

(Kontrol grubu)

16,93+3,43 2345

7,61£1,08 234

32,81+4,33 %3

Grup:2

821,10£99,76 1 *° | 492,55:53,96 *° | 28252520495 %*°

(SF + IIR)

37,5342,92 145

3,38+1,19 14°

17,99+6,25 + 45

Grup:3

745,80+64,22 145 | 440,90+28,09 1 *° | 2440,62+352,64 13 *°

(50mg/kg gallik asit + I/R)

35,7143,35 14°

4,67+1,03 14°

24,64+3,47 44°

Grup:4

455,60+47,64 123 | 252.87+61,51 123 1591,50+280,43 123

(100mg/kg gallik asit + I/R)

24,54+2,13 123

9,76+1,1542%3

39,16+3,83 23

Grup:5

528,56+72,48 23 | 299 86+51,92 1% 3 1933,50+306,35 123

(200mg/kg gallik asit + I/R)

27,39+3,48 123

8,05+1,85 23

35,05+6,21 %3

a A W N -

Grup 2 ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda 6nemli derecede fark (P<0,05) var.
Grup 3 ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda 6nemli derecede fark (P<0,05) var.
Grup 4 ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda 6nemli derecede fark (P<0,05) var.
Grup 5 ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda 6nemli derecede fark (P<0,05) var.
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100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum Alanin amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) .
Ancak; 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum Alanin amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) .
Ancak; 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

1000
900 - OKontrol
800 -
_ 700 A OHasta SF +1IR
S 600 -
i 500 - B50 mg/kg Gallik Asit + I/R
< 400 |
300 A 0100 mg/kg Gallik Asit + I/IR
200 A
100 - 8200 mg/kg Gallik Asit + I/R
0

Gruplar

Sekil 4.1. Serum Alanin amino transferaz (ALT) diizeyleri
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4.2. Serum Aspartat Amino Transferaz (AST) Enzim Aktivitesine Ait

Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol (Grup 1), Grup 2, 3, 4, 5 gruplarina ait serum AST diizeyleri ve
istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1 ve Sekil 4.2°de 06zet

olarak verilmistir. Buna gore;

Serum AST diizeyi, Grup 1’de (kontrol) 95,62+3,50 U/L, Grup 2’de
492,55+53,96 U/L, Grup 3’de 440,90+£28,09 U/L, Grup 4’de 252,87+61,51 U/L ve Grup
5’de 299,86+51,92 U/L bulunmus olup, kontrol grubuna gore diger gruplarda Serum
AST diizeyinde artis gozlendi. Bu artis istatistiksel agidan kontrole gore farkli bulundu
(P<0.05).

Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup
4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilagtirildiginda serum Aspartat amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05).
Ancak 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis
Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda serum Aspartat
amino transferaz diizeyinde istatistiksel olarak Onemli diizeyde farklilik bulundu
(P<0,05). Ancak serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum Aspartat amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05).
Ancak 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).
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200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum Aspartat amino
transferaz diizeyinde istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05).

Ancak 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi
(P>0.05).

600
OKontrol
500 -
400 - BHasta SF + IR
=
=
= 300 - B50 mgkg Galik Asit + IR
/]
<
200 1 0100 mghkg Gallik Asit + IR
100 -
m200mg/kg Gallik Asit + IR
0

Gruplar

Sekil 4.2. Serum Aspartat amino transferaz (AST) diizeyleri

4.3. Serum Laktat Dehidrojenaz (LDH) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular ve

Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol (Grup 1), Grup 2, 3, 4, 5 gruplarina ait serum LDH diizeyleri ve
istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1. ve Sekil 4.3’ da 6zet

olarak verilmistir. Buna gore;

Serum LDH diizeyi, Grup 1 ’de (kontrol) 227,03+27,44 U/L, Grup 2’de
2825,25+204,95 U/L, Grup 3’de 2440,62+352,64 U/L, Grup 4’de 1591,50+280,43 U/L
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ve Grup 5’de 1933,50+306,35 U/L bulunmus olup, kontrol grubuna gore diger
gruplarda Serum LDH diizeyinde artis gozlendi. Bu artis istatistiksel agidan kontrole
gore farkli bulundu (P<0.05).

Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3,
100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup5
karsilastirildiginda serum LDH diizeyinde istatistiksel olarak énemli diizeyde farklilik

bulundu (P<0,05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup 2,
100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5
karsilastirildiginda serum LDH diizeyinde istatistiksel olarak énemli diizeyde farklilik

bulundu (P<0,05).

100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum LDH diizeyinde
istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak; 200 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda serum LDH diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; 100 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).
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Gruplar

Sekil 4.3. Serum Laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyleri

4.4. Karacigere Homojenatina Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

4.4.1. Karaciger Homojenatinda Malondialdehit (MDA) Diizeyine Ait

Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), Grup 2, 3, 4, 5 gruplarina ait karaciger homojenatinda MDA
diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1 ve Sekil 4.4’

de 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

MDA diizeyi, Grup 1 ‘de (kontrol) 16,93+3,43 nmol/g yas doku, Grup 2 ’de
37,53+£2,92 nmol/g yas doku, Grup 3’de 35,71£3,35 nmol/g yas doku, Grup 4’de
24,54+2,13 nmol/g yas doku ve Grup 5’de 27,39+3,48 nmol/g yas doku bulunmus olup,
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kontrol grubuna gore diger gruplarda MDA diizeyinde artis gozlendi. Bu artis
istatistiksel agidan kontrole gore farkli bulundu (P<0.05).

Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup
4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 Kkarsilastirildiginda MDA diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; 50 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 3 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis
Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda MDA diizeyinde
istatistiksel olarak dnemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; serum fizyolojik
verilmis Grup 2 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilagtirildiginda MDA diizeyinde
istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; 200 mg/kg
gallik asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda MDA diizeyinde
istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; 100 mg/kg
gallik asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).
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Gruplar

Sekil 4.4. Karaciger homojenatinda Malondialdehit (MDA) diizeyleri

4.4.2. Karaciger Homojenatinda Katalaz (KAT) Aktivitesine Ait Bulgular

ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), Grup 2, 3, 4, ve 5 gruplarina ait Karaciger homojenatinda KAT
diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1 ve Sekil 4.5

de 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

KAT aktivitesi, Grup ‘de 1 (kontrol) 7,61+1,08 KU/g protein, Grup 2’de
3,38+1,19 KU/ g protein, Grup 3’de 4,67+1,03 KU/ g protein, Grup 4’de 9,76+1,15
KU/g protein ve Grup 5’de 8,05+1,85 KU/ g protein bulunmus olup, kontrol grubuna
gore Grup 2 ve Grup 3’de KAT aktivitesinde azalma Grup 4 ve Grup 5 ‘de ise artis
gozlendi. Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’de istatistiksel agidan kontrole gore farklilik
bulunurken (P<0.05), Grup 5’de istatistiksel agidan kontrole gore farklilik bulunmadi
(P>0.05).
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Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup
4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda KAT aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak 50 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 3 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis
Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda KAT aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak serum fizyolojik
verilmis Grup 2 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile kontrol, serum fizyolojik verilmis Grup
2 ve 50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda KAT aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak 200 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile serum fizyolojik verilmis Grup 2 ve 50
mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda KAT aktivitesinde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak kontrol ve 100 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).
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Gruplar

Sekil 4.5. Karaciger homojenatinda Katalaz (KAT) diizeyleri

4.4.3. Karaciger Homojenatinda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim

Aktivitesine Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), Grup 2, 3, 4, 5 gruplarina ait karaciger homojenatinda GPx
diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1 ve Sekil 4.6’

da 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

GPx aktivitesi, Grup ‘de 1 (kontrol) 32,81+4,33 mU/ml, Grup 2’de 17,99+6,25
mU/ml, Grup 3’de 24,64+3,47 mU/ml, Grup 4’de 39,16+3,83 mU/ml ve Grup 5’de
35,05+6,21 mU/ml bulunmus olup, kontrol grubuna gére Grup 2 ve Grup 3’de GPx
aktivitesinde azalma Grup 4 ve Grup 5°de ise artis gozlendi. Grup 2 ve Grup 3
istatistiksel agidan kontrole gore farklilik bulunurken (P<0.05), Grup 4 ve Grup 5’de
istatistiksel agidan kontrole gore farklilik bulunmadi (P>0.05).
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Serum fizyolojik verilmis Grup 2 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis Grup
4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilagtirlldiginda GPx aktivitesinde,
istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05). Ancak; 50 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 3 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

50 mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 ile kontrol, 100 mg/kg gallik asit verilmis
Grup 4 ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 karsilastirildiginda GPx aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; serum fizyolojik
verilmis Grup 2 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

100 mg/kg gallik asit verilmis Grup 4 ile serum fizyolojik verilmis Grup 2 ve 50
mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda GPx aktivitesinde istatistiksel
olarak istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; kontrol
ve 200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

200 mg/kg gallik asit verilmis Grup 5 ile serum fizyolojik verilmis Grup 2 ve 50
mg/kg gallik asit verilmis Grup 3 karsilastirildiginda GPx aktivitesinde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde farklilik bulundu (P<0,05) . Ancak; kontrol ve 100 mg/kg gallik
asit verilmis Grup 4 ile istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).
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Sekil 4.6. Karaciger homojenatinda Glutatyon Peroksidaz (GPx) diizeyleri

4.5. Karaciger Orneklerine Ait Histolojik Bulgular

Calismada kullanilmis olan gallik asitin karaciger total I/R sonucu olusan oksidatif
hasar1 ne derecede Onleyebildigini ortaya koyabilmek anlaminda karaciger kesitlerinde
yapilan histolojik kesitlerde detayli incelemer yapildi. Mikroskobik incelemelerde
kontrol grubu olan Grup 1’ e ait deney hayvanlarinin karaciger histolojik kesitleri (Sekil
4.7) ile I/R grubu (Grup 2) hayvanlarina ait karaciger kesiti (Sekil 4.8)
karsilastirildiginda vena sentralis ¢evresindeki hepatositler de Grup 2’ nin I/R’ dan
oldukg¢a etkilendigi dikkat cekici bulundu. Grup 2’ nin vena sentralis g¢evresinde
bulunan remark plaklarinin diizeninde bozulma olmadig1 ancak plaklar1 olusturan
hepatositlerde sitoplazmik vakuollerin yogun oldugu gozlendi (Sekil 4.9 ve 4.10). Grup
2 karaciger kesitlerinde vakuolizasyonun yanisira karaciger parankimi Sinozoidlerinde
yaygin hiperemi hakimdi (Sekil 4.9). Ancak vena sentralis ve karaciger portal alanlar

cevresinde hiperemi durumunun bu kadar baskin olmadig1 goriildii.
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I/R + 50 mg/kg gallik asit uygulanmis deney grubu (Grup 3) hayvanlarina ait
karaciger kesitlerinde vena sentralis ¢evresinde vakuolizasyonu Grup 2’ ye gore kismen
azalmis hepatositler mevcut idi (Sekil 4.11). Ayrica siniizoidlerde hiperemi
yaygmligiin fazla degismedigi saptandi. Rastgele fakat farkli kesit alan1 incelemelerine
gore Grup 3 hayvanlar i¢in uygulanan 50 mg/kg gallik asit dozunun Kkaracigerde

meydana gelmis olan I/R hasarina karsi tam olarak koruma saglamadig diisiiniildii.

I/R + 100 mg/kg gallik asit grubu (Grup 4) hayvanlarina ait karaciger kesitinde
hem vena sentralis ¢evresinde hem de buradan daha uzakda yani karaciger klasik lobulii
cevresinde ve portal alanlarda bulunan hepatositlerde vakuolizasyonun olduk¢a azaldigi
dikkat ¢ekici bulundu (Sekil 4.12). Yapilan mikroskobik incelemelerde kesitlerin benzer
bolgelerinde Grup 2’ de tespit edilen vakuollesme, hiperemi ya da sinusoidal
kojesyonlarin neredeyse hi¢ olusmadigi dolayisiyla gallik asitin 100 mg/kg uygulanan

dozunun total karaciger I/R hasarina kars1 koruyucu olabilecegi diisiiniildii.

I/R + 200 mg/kg gallik asit grubu (Grup 5) hayvanlarina ait karaciger kesitlerinde
yapilan detayl incelemelerde Grup 5° in Grup 1 ve Grup 4 ile benzer goriintimlere sahip
oldugu tespit edildi (Sekil 4.13). Grup 5’ de de vena sentralis ¢evresinde diizgiin
gOriiniimlii hepatositler alanlara hakim durumdaydi. Hiperemi ve vakuolizasyon gibi

histopatolojik goriinlimlerin son derece azalmis oldugu saptanda.
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Sekil 4.7 Kontrol grubu (Grup I) hayvanlarina ait karaciger kesitinde vena sentralis
(V) ve cevresinde remark plaklarimi olusturan diizglin  gdriiniimlii

hepatositlerin gériiniimii (), H&E.

Sekil 4.8 I/R grubu (Grup 2) hayvanlarina ait karaciger kesitinde vena sentralis (V) ve
cevresindeki hepatositlerde yaygin vakuolizasyon (7 ), H&E.
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Sekil 4.9 I/R grubu (Grup 2) hayvanlarmin karaciger parankimi hepatositlerinde
vakuolizasyon (/) ve sinuzoidlerde yaygin hiperemi (7 ),H&E.

Sekil 4.10. I/R grubu (Grup 2) hayvanlarinin karaciger parankimi hepatositlerinde
vakuolizasyonun ayrintili goriiniimii (7 ),H&E.
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Sekil 4.11 I/R+ 50 mg/kg gallik asit grubu (Grup 3) hayvanlarina ait karaciger
kesitinde vena sentralis (V) cevresinde vakuolizasyonu kismen azalmig

hepatositlerin goriiniimii. H&E.

Sekil 4.12 I/R + 100 mg/kg gallik asit grubu (Grup 4) hayvanlarina ait karaciger
kesitinde vena sentralis (V) ¢evresinde diizgiin goriiniimlii hepatositlerin
goriinimil. H&E.
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Sekil 4.13. I/R + 200 mg/kg gallik asit grubu (Grup 5) hayvanlarina ait karaciger
kesitinde vena sentralis (V) cevresinde diizgiin goriinimlii hepatositlerin

gorinimi. H&E.
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5. TARTISMA

Iskemi bir organ veya dokuya kan akiminin kesilmesi durumudur. Bu durum
hiicre enerji diizeyinin diismesi ve toksik metabolitlerin birikimine yol agar daha sonraki
stirec hipoksiye maruz kalan organin tekrar oksijenlenmesi olan reperfiizyondur.
Reperfiizyon hiicrenin 6liimii ve organ fonksiyon bozukluklarma yol agan bir dizi
reaksiyonu baglatir (14). Bu hasarlanmada en Onemli rolii reperfiizyon siireci
oynamaktadir. Reperfiizyon hasar1 sonucu olusan organ fonksiyon bozukluklari
organdan organa degisebilmekle beraber hasardan serbest oksijen radikallerinin sorumlu
oldugu belirlenmistir. Yapilan bazi ¢aligmalara gore I/R’ye bagl karaciger hasarinda

serbest oksijen radikallerinin birincil derecede etkin oldugu diistiniilmektedir (23).

Bu bdliimde, siganlar iizerinde uyguladigimiz I/R islemi sonrasinda olusan
hasara kars1 bir ¢cok farmakolojik ve biyokimyasal olaylarda etkin aktiviteye sahip dogal
fenolik bir antioksidan olan gallik asit’in (3,4,5-trihidroksibenzonik asit) olasi koruyucu
etkisi, serum ALT, AST ve LDH enzim aktiviteleri ile karaciger doku homojenat
orneklerinde, lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA diizeyi, hiicre igi
(endojen) antioksidan enzimlerden KAT ve GPx aktiviteleri ve histolojik olarak

karacigere olan etkileri yoniinden bulgular da goz oniinde bulundurularak tartisilacaktir.

5.1. Serum Enzim Aktivitelerine Etkileri

I/R hasar1 sonrasinda, karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin farkli
yontemler kullanilabilir. Ancak; bugiin i¢in bunlarin en ¢ok kullanilan1t ALT, AST ve
LDH aktivitesi tayinidir. Karaciger hasar1 sonucu bu enzim aktivitelerinin arttigi
bilinmektedir. Karacigerde; I/R hasar1 sonrasinda, ALT ve AST diizeylerinin artiginin
I/R sonrasi olusan serbest radikal kaynakli doku hasarina bagli olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (90).

Caligmamizda alinan kan orneklerinin serumlarinda; karaciger fonksiyonlarini

degerlendirmek amaci ile dl¢iilen karaciger enzimlerinden ALT diizeyi i¢in kontrol ile
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diger gruplar karsilastirildiginda anlamli derecede farkli bulundu ancak goriilen bu artis
2. ve 3. Gruplarda 1., 4. ve 5. Gruba gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Tedavi
gruplarindan 100 mg/kg gallik asit verilen 4. Grup ve 200 mg/kg gallik asit verilen 5.
Gruptaki ALT diizeyi 2. ve 3. Gruba gore istatistiksel a¢idan anlamli derecede daha

diisiik bulunmasi gallik asitin koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

AST diizeyi bakimindan kontrol ile diger gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel
acidan farkli bulundu. AST diizeyinde goriilen artis 2. ve 3. Gruplarda 1., 4. ve 5.
Gruba gore daha yiiksek bulundu. Tedavi grubu olan 4. ve 5. Gruplarda goriillen AST
diizeyinin 2. ve 3. Gruba gore anlamli derecede diisiik bulunmasi yine doku hasarinin bu

gruplarda daha az oldugunu gostermektedir.

LDH diizeyi kontrol ile diger gruplar arasinda anlamli derecede farkli bulundu.
2. Gruptaki artis kontrol ve diger gruplarla karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek
bulundu. Aym sekilde 3. Gruptaki artis kontrol ve diger gruplar karsilastirildiginda
anlaml derecede farklilik gosterdi. 4. ve 5. Gruplardaki LDH diizeyi 2. ve 3. Gruplarla
karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik bulunmasi yine doku hasarmin 100 ve 200

mg/kg gallik asit uygulanan gruplarda daha az oldugunu gostermektedir.

Calisgmamizda ALT AST ve LDH diizeyleri bakimindan I/R grubu olan 2.
Grupta gozlenen artis, Topaloglu ve ark yaptigr 30 dakikalik iskemi sonrast %70
hepatoktemi uygulanan I/R grubunda serum ALT, AST ve LDH diizeyinde gozlenen
artig ile uyumlu bulundu (82). Karaciger I/R hasarina karsi karvakrol’iin etkisine
bakilan bir ¢alismada I/R grubuna ait ALT ve AST diizeylerindeki artis calismamizla
uyumlu bulundu (16). Hepatotoksik bir bilesik olan karbon tetraklorit’in (CCly)
siganlarda 1.5 ml/kg (i.p) tek doz uygulamasi sonucu gelisen karaciger hasarina karsi
gallik asitin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarmin ALT ve AST diizeylerinde CCly
uygulanan gruba gore diisiik bulunmasi bizim de ¢alismamizda tedavi edici doz olarak
uyguladigimiz 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarin uygulandig1 gruplarimizin sonuglari ile
uyumlu bulundu (36). Yine ayn1 ¢alismada 200 mg/kg gallik asit daha etkin bulunurken,
bizim ¢aligmamizda da 100 ve 200 mg/kg gallik asit dozlar1 ALT ve AST diizeyine
etkisi yoniinden karsilagtirildiginda aralarinda belirgin farklilik goriilmedi (36).
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5.2. MDA diizeyi ile KAT ve GPx Enzim Aktivitelerine Etkileri

I/R isleminin sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkiledigi
yapilarindan biri de lipidlerdir. Serbest oksijen radikalleri ii¢ veya daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinden bir hidrojen atomu alarak lipid peroksidasyonuna ve sonugta
hidroperoksitlerin olusumuna neden olur. Bu reaksiyonlar membran biitlinliigiiniin
bozulmasina, iyon gegirgenligi ve enzim aktivitesinin degisimine ve kacinilmaz bir
sekilde hiicre 6liimiine sebeb olur. Ayn1 zamanda inflamatuar olaylar baslar ve hasarin

siddeti oldukga artar (38, 42,78).

Calismamizda tiim deney gruplarinda lipid peroksidasyon artiginin bir gostergesi
olan MDA diizeyi belirlendi. Kontrol grubuna gore, 2. Grup, 3. Grup, 4. Grup ve 5.
Grupta MDA diizeyinde artis gozlendi. Bu artis istatistiksel acidan kontrole gore
anlamli bulundu. 2. Gruptaki ve 3. Gruptaki artis kontrol ve diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulundu. 4. ve 5. Grup MDA diizeyi 2. ve
3. Gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu. Bu durum tedavi edici 100 ve 200
mg/kg gallik asitin lipid peroksidasyon artisin1 azaltici yonde etki ettigini
gostermektedir. Oue MB ve arkadaslar1 siganlarda sarizambak bitkisinden ekstrakte
edilen gallik asitin sigan karacigerinde ve kaninda lipid peroksidasyonunu azalttigi
bildirilmistir (28). Yapilan bir diger ¢alismada gallik asitin 100 ve 200 mg/kg dozlarinin
CCly’in neden oldugu MDA diizey artisin1 azaltict yondeki etkisi ve 50 mg/kg dozun
etkinliginin diisiik oldugu sonucu bulgularimizla uyumlu bulundu (36). Sigan karaciger
I/R uygulamas: bakimindan bizim caligmamiza benzer bir ¢alismada I/R sonrasi

belirlenen MDA diizeyindeki artig bulgularimizla uyumlu bulundu (23).

Oksijenli solunum yapan tiim canli gruplar normal metabolizmalar1 sirasinda
viicutta olusan serbest oksijen radikalleri kaynakli toksik metabolitlere maruz kalirlar.
Bunlar da 6zellikle DNA, lipid ve proteinlere saldirarak normal hiicresel islevi bozarlar.
Olusan bu oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim ise belirli

diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlarn inaktif hale getiren
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antioksidanlardir (21). Insanda belli bash hiicre i¢i antioksidanlar SOD, KAT ve GPx
enzimleridir. Hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan ise en bilinen E ve C
vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, p—karoten gibi
maddeler sorumludur (21,33). Bu antioksidan maddelere yapilan bilimsel arastirmalar
sayesinde her gegen giin artan yenileri katilmaktadir. Biz de bu amagcla hiicre ici
antioksidan kapasiteye hiicre dist antioksidan etkinligini degerlendirmek i¢in {lizerinde
halen c¢alismalarin devam ettigi gallik asit’in olas1 koruyucu etkisini belirlemeye yonelik

calistik.

Calismamizda kontrol grubuna gére KAT aktivitesi 2. Grup ve 3. Grupta
azalma, 4. Grup ve 5. Grupta ise artis seklinde gozlendi. 2. Grup, 3. Grup ve 4. Grupta
istatistiksel acidan kontrole gore farklilik bulunurken, 5. Grupta istatistiksel agidan
kontrole gore farklilik bulunmadi. 2. Grup ve 3. Grupta goriilen azalma I/R hasaria
bagli olarak hiicre i¢ci antioksidan savunmanin zayifladigini buna karsilik 4. Grup ve
ozellikle 5. Grupta goriilen artig 6zellikle 2. Gruptaki azalma ile karsilastirildiginda I/R
hasarima kars1 gallik asitin antioksidan etkinligini gdstermesi agisindan énemli bulundu.
Karaciger I/R hasarma kars1 karvakrol’iin etkisine bakilan bir ¢alismada I/R grubuna ait
KAT aktivitesindeki azalma caligmamizla uyumlu bulundu (16). Yine baska bir
calismada CCly hepatoksisiteye karsi birlikte kullanilan gallik asitin KAT aktivitesinde
gosterdigi artis bizim bulgularimizi destekler niteliktedir (76).

GPx mekanizmasi ¢ok onemli antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir
(23). GPx karacigerde en yiiksek olmak iizere; kalp, akciger ve beyinde daha az, kasta
ise en az olacak sekilde aktivite gosterir. GPx aktivitesindeki azalma H,0, diizeylerinin

yiikselmesine ve dolayisi ile hiicre hasarina neden olmaktadir (83).

Calismamizda kontrol grubuna goére 2. Grup ve 3. Grupta GPx aktivitesinde
azalma 4. Grup ve 5. Grupta ise artis gozlendi. Grup 2 ve Grup 3 istatistiksel agidan
kontrole gore anlamli derecede farkli bulunurken, Grup 4 ve Grup 5 ‘de istatistiksel

acidan kontrole gore karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmada.
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Kimyasal hepatotoksisiteye karst Acacia confusa Merr (Leguminaceae) bark
ekstrakti ve bunun etken bileseni olan gallik asit’in koruyucu etkisinin bakildig1 bir
calismada (76) gallik asitin tedavi edici gruptaki artan GPx aktivitesi bizim
calismamizda da oOzellikle basta 100 mg/kg gallik asitin kullanildigr 4. Grup olmak
tizere 5. Grupta da artmis aktivite bulgularimizla uyumlu bulundu. Ancak 50 mg/kg

gallik asit uygulanan 3. Grubun tedavi edici etkinlikte bir aktivitesi bulunmadi.

5.3. Karaciger Histolojisi Uzerine Etkileri

Karaciger I/R; travma, karaciger ameliyati, organ nakli (transplantasyon) ve
karaciger hepatektomisi sonucu meydana gelir (53). Tiim bu islemler sonucunda dokuda
iskemi ve bunu takiben reperflizyon gergeklesir. Calismamizda I/R sonucu olusan
karaciger hasarina; giiglii serbest radikal siipiiriici ve antioksidant olan gallik asitin
koruyucu etkileri incelendi. Buna gore; kontrol olarak tutulan 1. Grupta hepatosit
hiicreleri vena sentralis g¢evresinde diizgiin parankimal bir yapida gozlendi. I/R
uygulanan 2. Grupta yaygin vakuolizasyon ve siniizoidal kanama goriildii. Yapilan bir
caligmada karaciger hepatositlerinde I/R sonrasi vakuol olusumu bildirilmistir (16).
Baska bir ¢alismada karaciger de iskemi sonrasi vakuolizasyon ve hiperemi gorildigii
belirtilmistir (6). Sener ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada (68) bizim de
uyguladigimiz I/R siiresi olan 45 dakika iskemi 60 dakika reperflizyon sonrasi
stinlizoidlerde bozulma ve hepotositlerde vakuolizasyon oldugu bildirilmistir. Biitiin bu
sonuglar bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir. Calismamiz sonunda 4. ve 5.
Gruplarda vakuolizasyonun ve hipereminin goriilmemesi gallik asitin 100-200 mg/kg bu
dozlarin koruyucu oldugunu goéstermektedir. 3. Grupta hepatositlerde kismi
vakuolizasyon azalmasimi gallik asitin 50 mg/kg dozunun da kismen etkili oldugunu
soyleyebiliriz. Bir polifenol olan gallik asitin serbest radikal siipiiriicti, antimutajenik,
antikansorejenik etkili oldugu bildirilmistir (45). Serbest radikallerin karaciger hasarini
arttirdigi bilinmektedir. Hiicre ve dokularda artan lipid peroksidasyon ise oksidatif
stresin bir belirteci olarak bilinir. Arastiricilar lipid peroksidasyonun artmasini karaciger

patolojisiyle iliskilendirmektedirler. Calismamizda gallik asitin I/R sonucu olusturulmus
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hasart lipid peroksidasyonu azaltarak Onledigini sOyleyebiliriz (36). Yaptiklar
calismalarda gallik asitin CCly ile indiiklenmis bobrek ve karacigerdeki hasara karsi
koruyuculugunun 200 mg/kg (p.o) oldugunu rapor etmislerdir bu da bizim
sonuglarimizla paralellik gostermektedir. Sonu¢ olarak gallik asitin karaciger I/R
sonucu karacigerde olusan hasari Onlemede 100-200 arasi dozun etkili oldugunu

sOyleyebiliriz.
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6. SONUC

Calisma sonucunda, yapilan birgok bilimsel arastirmaninda bildirdigi gibi
travma, karaciger ameliyati, organ nakli ve karaciger hepatektomisi sonucu meydana
gelen I/R olayinin bir sonucu olan hasar verici etki, karaciger fonksiyon bozukluklarini
gosteren serum ALT, AST ve LDH enzim aktiviteleri ve karaciger homojenatinda
Olcilen MDA diizeyi, KAT ve GPx enzim aktiviteleri ile histolojik bulgularimiz

yoniinden degerlendirilerek tekrar dogrulandi.

I/R olayimnin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan serbest radikallerin karaciger hasarini
arttirdig1 bilinmektedir. Hiicre ve dokularda artan MDA lipid peroksidasyonun, lipid
peroksidasyonda oksidatif stresin bir belirteci olarak bilinir. I/R kontrole gore,
karaciger fonksiyon bozukluklarini goésteren serum enzim aktivitelerini ve MDA
diizeyini belirgin sekilde yiikseltti, KAT ve GPx enzim aktivitelerini ise diisiirdii. Lipid
peroksidasyonundaki  artist  da  karaciger patolojisiyle iliskilendirmekteyiz.
Calismamizda gallik asitin I/R sonucu artan lipid peroksidasyonunu azaltarak enzim
diizeylerini ise dengeleyerek olusan hasar1 6nleme veya énemli 6l¢iide azaltma yoniinde

etkisi olabilecegini sdyleyebiliriz.

Tiim bulgularimizdan elde etigimiz sonuglara gore gallik asitin karaciger I/R
sonucu karacigerde olusan hasar1 6nlemede 100-200 mg/kg aras1 dozun etkili oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu bulgularin 1518inda, gallik asitin daha iist diizeyde iyilestirici
antioksidan etkisini ortaya koyabilmek i¢in, verilen dozun ve pre ve post operatif
kullanim siiresi ile ilgili ileride yapilacak yeni ¢alismalarin, fenolik bir antioksidan olan

bu maddenin daha da iyi anlagilmasina olanak saglayacag: kanisindayiz.
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