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OZET

Bu tez calismasinda; siganlarda, deneysel bobrek iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarindan dolay1 karacigerde olusan oksidatif strese kars1 gallik asitin olas1 koruyucu

etkileri arastirild1.

35 adet erkek Spraque dawley sican rasgele segilerek; Grup | (Kontrol), Grup Il
(i/R), Grup III (i/R + 50mg.kg™ gallik asit), Grup IV (i/R + 100mg.kg™ gallik asit) ve
Grup V (i/R + 200mg.kg™ gallik asit) olusturuldu. Ksilazin (10 mg.kg™) ve ketamin (70
mg.kg™) anestezisi altinda Grup I disindaki tim gruplara sag bobrek nefroktomisi
yapildi. Sonra Grup II’ye SF ve Grup III, IV,V’e de 1 hafta boyunca giinde bir kez
intraperitonel olarak gallik asit verildi. Ardindan bu gruplara 45 dakika iskemi / 6 saat
reperflizyon uygulandi. Deney sonunda tiim gruplardan, kan 6rnekleri ve karaciger
dokular1 alindi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Grup I’e gore, Grup II’de
serum ALT ve AST degerlerinin ve karaciger dokusuna ait SOD, CAT, Gpx
aktivitelerinin arttigi; Grup III, IV ve V’ de de CAT, SOD ve Gpx aktivitelerinin
benzer oldugu goriildii. Histopatolojik analizlerde ise Grup II karaciger dokusunda ileri
derecede nekroz, yogun niiklear infiltrasyon, vakuolizasyon ve yogun kanama,
gdzlenmis olup Grup V’te bu bulgulara rastlanmadi. Immunhistokimyasal olarak, Grup
II’de iNOS reaksiyonu ¢ok yogun iken, Grup V’te bu yogunlugun olusmadig: saptandu.
Grup V’teki histolojik ve biyokimyasal degisikler bu grupta I/R hasarmm biiyiik 6lciide

onlendigini gosterdi.

Calisma, intraperitonel olarak uygulanan gallik asitin 200 mg.kg™ dozunun renal
P yg g 2.Kg

I/R hasarindan etkilenen karaciger iizerinde koruyucu etkisi oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/Reperfiizyon, Gallik asit, Karaciger, Uzak organ,
Antioksidan, Serbest radikal.
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SUMMARY

In this thesis was to investigate that possible protective effects of gallic acid in liver

injury due to experimental renal ischemia-reperfusion (I/R) injury in rats.

A total of 35 male Sprague dawley rats were divided into 5 groups by randomized
selection (n=7). Five groups were designed that Group | (Control), Group Il (I/R),
Group 111 (I/R+ 50 mg.kg™ gallic acid), Group IV (I/R+ 100 mg.kg™ gallic acid) and
Group V (I/R+ 200 mg.kg™ gallic acid). Right nephrectomies were performed under
xylazine (10 mg.kg™) and ketamine (70 mg.kg™) anesthesia in all group rats except
Group I. Substances were given intraperitoneal in Group Il, 11, IV and V rats every day
along a week and after that 45 minutes of Ischemia and 6 hours of Reperfusion were
applied to these groups rats. At the end of the experiment, blood samples and liver
tissues were quickly taken from all of the group. All analysis results were evaluated
statistically. Due to I/R injury in Group Il, serum ALT and AST statistically increased
levels. Belonging to Group II'’s the liver tissue SOD, CAT, Gpx isoenzyme activity was
increased compared to Group I. Histopathologically, in Group II’s the liver tissue was
shown that infiltration, intense congestion, advanced necrozis and intense vakuolization.
Although immunohistochemical evaluation in Group Il at INOS reaction was
determined very density, this density was not found in Group V. Histopathological and
biochemical changes in Group V show that distant organ injury due to renal I/R injury

were prevented.

The results of this study have demonstrated that gallic acid (200 mg.kg™ i.p.) prevents

distant organ injury because of renal I/R injury.

Key words: Ischemia/Reperfusion, Gallic acid, Liver, Remote organ, Antioxidant, Free

radical.
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1. GIRIS VE AMAC

Bir dokuya ya da organa gelen kan akiminin azalmasi veya durmasina iskemi ad1
verilir. Reperfiizyon ise, iskemi sonucu olusan dokuda enerji ihtiyacmin karsilanmasi
ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in dokuya ya da organa kan akiminin yeniden
baslamasi olayidir (Bilzer and Gerbes, 2000; Serracino, et al., 2001; Montalvo-Jave, et
al., 2008). Reperflizyon, sadece iskemi sonucu olusan hasara gore doku ya da
organlarda daha ciddi hasara neden olur (Zimmerman and Granger 1992). Reperflizyon
hasarinin sebebi ise serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasidir (Basim, 2005; Ozel,
2006).

I/R hasari, kalp, kas, karaciger, akciger, bobrek ve barsaklarda sik rastlanan ve
ciddi patolojilere yol acan birgok olaya neden olur (Saba, vd., 2000). Bobrek iskemisi;
sistemik hipotansiyon, hipovolemik sok, aort klemplenmesi, bobrek transplantasyonu,
kismi nefrektomi, travma, bobrek yetmezligi ve ¢esitli tirolojik girisimlerde gelisen bir
durumdur (Baker, et al., 1985; Baron, et al., 1991; Woolfson, et al., 1994; Weight, et al.,
1996; Conesa, et al., 2001). I/R sonrasi akut renal hasardan dolayr morbidite

(hastalanma) ve mortalite (6liim) orani artabilmektedir (Senturk, et al., 2008).

Serbest radikaller ve dokulara verdikleri bu hasar antioksidanlar sayesinde
onlenebilir. Bu antioksidanlar CAT, SOD, Gpx gibi endojen kaynakli olabilecegi gibi
vitamin C ve E gibi eksojen kaynakli da olabilirler (Sener ve Yegen, 2009). Eksojen
kaynakli bir antioksidan olan gallik asit bitkilerde dogal olarak bulunan polifenol
bilesiklerden (3,4,5-trihidroksi benzoik asit) biridir (Lu, et al., 2006). Siyah cay, yesil
cay, iizlim, visne, ahududu ve patates gibi pek ¢ok bitkide bulunmaktadir (Morton, et
al., 2000 a; Gramza and Korczak, 2005). Gallik asit antibakteriyel, antifungal,
antikanser, antienflamatuvar, antiatherolsklerotik, antimutajenik ve hipolipedimik etkiye
sahiptir (Kroes, et al., 1992; Sakaguchi, et al., 1998; Akiyama, et al., 2001; Pellegrina,
et al.,, 2005; Janga, et al., 2008; Yang, et al., 2008; Zhang, et al., 2008). Bunlarin



yaninda; lipid peroksidasyonunu ve DNA ipliginde olusan kiriklar1 da azaltir (Shahrzad,
et al., 2001; Yilmaz and Toledo, 2004).

Karaciger ve bobrek viicutta homeostasisi diizenler ve toksik iirlinlerin zararsiz
hale getirilip atilmasin1 saglar (Kadkhodaee, et al., 2009). Bobrek veya karaciger
dokusunda olusan hasar birbirlerini etkileyebilir. /R’ nin baslangicta iskemik hasara
ugramayan organlar iizerine de yikici etkisi oldugu rapor edilmistir (Teke, vd., 2008).
Bobrek kan akiminin azalmasi veya durmasi sonucu olusan I/R ile birlikte kan akimimin
kesildigi bolgede hasar oldugu gibi, uzak organlarda da cesitli derecelerde hasarlar
meydana gelebilmektedir (Basim, 2005; Karabiga, vd., 2007; Gulec, et al., 2008; Sener
ve Yegen, 2009). Karaciger, renal I/R tarafindan oksidatif stres etkisi altinda kalip
hasara ugrayabilir ve karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu artabilir (Fadillioglu, et
al., 2008).

Renal I/R’ nin karacigerde olusturdugu bu oksidatif hasarin, gallik asit ile
giderilebilecegi diisiiniilerek; bu calismada, sicanlarda deneysel olarak olusturulmus
renal I/R’ nin karacigerde yol actig1 hasarda antioksidan &zelligi bilinen gallik asidin

olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  iskemi

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya
durmasi iskemi olarak tanimlanir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik
doku hasar1 da ortaya ¢ikar. Iskemi, hiicrede enerji diizeyinin diismesine ve toksik
metabolitlerin birikmesine yol agarak hiicrenin fonksiyon kaybina, hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasma ve hiicre 6liimiine neden olur (Welbourn, et al., 1991; Zimmerman and
Granger, 1992).

Dokularda iskemiye kars1 dayanikhilik birbirinden farkhdir. Iskelet kaslari
iskemiye uzun siire dayanabilir fakat néronlarda ise dakikalar iginde geri doniisiimsiiz
yikim olusabilir. Iskemiye ugramayan bolgelerde de oksidatif hasar olusabilir. Kan
akiminin kesildigi bolgede lokal doku hasar1 olusurken bu alan disindaki bdlgelerde de
uzak organ hasar1 meydana gelebilir (Basim, 2005; Karabiga, vd., 2007; Sener ve
Yegen, 2009).

Iskemi, organ veya dokuya gelen kan akimindaki yetersizlige bagli olarak gelisip
geri donisimlii veya donilisiimsiiz hiicre ve/veya doku zedelenmesine neden
olabilmektedir (Kandilci ve Giimiigel, 2005).

2.1.1. Geri doniisiimlii iskemik hasar

Hiicresel fonksiyonlar oksijen varhiginda ve yiiksek enerjili fosfat baglari
gerektigi i¢cin aerobik metabolizma ile gergeklesir. Oksijen yetersizliginde ise anaerobik
metabolizma devreye girer. Bununla birlikte laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi

ile asidoz ortaya g¢ikar. Iskemik ddénemde asidoz sonucu normal enzim kinetigi



degiserek hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler olusur. Iskemi ilk olarak hiicrenin
aerobik solunumuna zarar verir. Iskemiyle birlikte ortaya ¢ikan hipoksiye bagli olarak
hiicrede oksijenli solunum felg olur ve ATP diizeyi azalir. Hiicrede ATP’ nin
azalmasiyla birlikte bir¢ok hiicresel fonksiyonda da azalma ve bunlara paralel olarak
gerceklesen cesitli yapisal bozukluklar olusur. Bu nedenle hiicre, hiicresel denge igin
gerekli olan enerjiden yoksun kalir. Hiicresel denge i¢cin gerekli enerji kaynaklarinin
(6zellikle ATP’nin) tiiketimi, hiicre zarinda iyon dengesizligine neden olur. Na'-K'-
ATPase pompasmin yavaslamasina bagl olarak hiicre icinde Na* ve Ca™" birikirken K*
azalir. Kat1 madde birikimiyle birlikte izoozmotik su birikimi akut hiicresel sismeye

neden olur (Basim, 2005; Ergiin, 2006; Cebeci, 2007; Sener ve Yegen, 2009).

Iskemi sirasinda ATP iiretimi durur, fakat ATP kullanimi devam ettiginden
ATP’ den AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hiicre disina difiize olup inozin ve
hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu ATP yikimi, dokuda ksantin ve
hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve Ksantin dehidrogenaz’in, Ksantin
oksidaz’a déniisiimiine yol acar. Normal sartlarda hipoksantin, NAD"* y1 kullanarak
ksantin ve iirik asite metabolize olur. Ancak, hipoksi ya da iskemi nedeniyle Ksantin
dehidrogenaz, Ksantin oksidaz’a doniistiigiinden hipoksantinin tirik asite doniisiimii
molekiiler oksijen kullanilarak Ksantin oksidaz tarafindan gergeklesitirilir (Parks, et al.,
1988; Sener ve Yegen, 2009).

Dokularda meydana gelen biyokimyasal ve patolojik bozukluklar kan akimi
tekrar saglanirsa geri donistimliidiir; fakat iskemi devam ederse olusan hasar geri

doniisiimsiiz olur.



2.1.2. Geri doniisiimsiiz iskemik hasar

Mitokondri ve mitokondri kristalarinda asir1 vakuolizasyon, plazma zarinda asir1
zedelenme, lizozomlarda sisme geri donilisimsiiz zedelenmeye yol agan hasarlardir

(Cebeci, 2007).

Ger1 doniisiimsiiz hasarin ortaya ¢ikmasinda en onemli morfolojik degisiklik
hiicre membrani hasar1 ve bu hasar ile ilgili baz1 mekanizmalardir. Membran hasari
sonucu Ca*", yiiksek yogunlukta bulundugu hiicre iginden hiicre disina geger ve iskemik
dokuda reperfiizyon saglanirsa kitlesel kalsiyum alinimi olur. Mitokondriler tarafindan
kolayca alinan, amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde gelisir ve
kalic1 sekilde mitokondri hasarmna yol agar. Proteinler, temel koenzimler, RNA ve
hiicre i¢i yiiksek enerjili fosfatin yapiminda kullanilacak ATP' nin yeniden olusumu i¢in
yasamsal 6nemi olan metabolitler asir1 gegirgen zarlardan siirekli kaybedilir. pH'nin
diismesi lizozom zarlarinin zedelenmesine ve enzimlerinin sitoplazmaya ge¢mesine
ayrica, asit hidrolazlarin aktiflesmesiyle sitoplazmik ve ¢ekirdek yapilarinin sindirimine
neden olur. Hiicre 6liimii ile hiicre organelleri devamli pargalanir ve hiicresel enzimler
hiicre digina salmirlar. Sonug olarak 6li hiicreler miyelin olusumlarina ve fosfolipidden
olusan biiyiik kitlelere doniisiirler. Bunlar daha sonra diger hiicreler tarafindan ya
fagosite edilir ya da yag asitlerine parcalanirlar. Daha sonra lizozomal membran hasar1
sonucu bunlarin enzimleri serbestlesip hiicrede sindirimi baslatarak hiicre 6limiini

geceklestirir (Ergiin, 2006).

2.2.  Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemi sonucu olusan dokuda enerji ihtiyacmin karsilanmasi ve
toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in dokuya ya da organa kan akiminmn yeniden
baslamasidir (Bilzer and Gerbes, 2000; Serracino, et al., 2001; Montalvo-Jave, et al.,

2008). Iskemi olmus doku ya da organa reperflizyon, sadece iskemi kaynakli hasara



gore daha ¢ok hasara sebep olur (Zimmerman and Granger, 1992). Reperfiizyon
hasarinda ise solunum sirasinda hiicreye molekiiler oksijen girmesiyle SOR olusur.
Reperfiizyon hasarinin daha ciddi hasarlar olusturmasinin asil sebebi SOR kaynaklaridir
(Wilhelm, 1990; Basim, 2005; Ozel, 2006 ).

Reperflizyon hasarina duyarli yapilar; zar lipidleri, proteinler, niikleik asitler ve
karbonhidratlardir. Fakat lipitler en hassas olanlaridir (Wilhelm, 1990; Akkus, 1995).
Memeli hiicreleri, trigliserit ve fosfolipidlerin yapi taslarini olusturan yag asitleri ile
birlikte, linoleik ve arasidonik asiti de kapsayan ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA)

miktar1 agisindan oldukga zengindir.

PUFA’ lar oksidatif strese karsi oldukca hassastirlar (Acworth, et al., 1997).
Membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis (¢ift) baglar1 serbest
radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. Ik 6nce yag asidi, hidrojen
ve kendi lizerinde birer elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipit radikalini olusturur.
Lipit radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini olusturur. Lipit
peroksil radikali de diger doymamus yag asitleriyle reaksiyona girer. Lipit peroksiller
ortamdaki hidrojen atomlar1 ile reaksiyona girerek lipit hidroperoksidleri olustururlar.
Lipit peroksidler daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim {irlinlerine
dontgiibilirler.  Bu yikim iriinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve
mutajenik etki gosterirler. Ug veya daha fazla cift baga sahip olan yag asidlerinin

peroksidasyonu sonucu MDA olusur (Memisogullari, 2005).

Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olugan SOR’ lar viicudun
savunma mekanizmasi olan antioksidan enzim sistemiyle uzaklastirilir ve oksijen
radikalleri, antioksidan savunma mekanizmasi ile denge halindedir. Bu denge serbest

radikallerin lehine bozulursa oksidatif stres olusur (Karaca ve Giider, 2009).



I/R hasarlanmasimi 6nleyen pek ¢ok endojen kaynakli antioksidan mekanizmasi
vardir ve ekzojen kaynakli olarak da hasar1 engelleyebilen bir¢ok ilag tanimlanmustir

(Basim, 2005).

I/R hasarmin fizyopatolojisindeki degisikliklere; birbirleriyle iliskileri karmasik,
cesitli hiicresel ve humoral faktorler sebep olur (Homer-Vanniasinkam, et al., 1997;

Monsinjon, et al., 2001). Bunlar:

Serbest oksijen radikalleri,
- Polimorf niikleer 16kositler,
- Kompleman sistemi,

- Endotel hiicreleridir (Ozel, 2006; Sener ve Yegen, 2009) .

2.2.1. Serbest oksijen radikalleri

Eslesmemis elektron igeren, kisa Omiirlii, kimyasal reaktiviteleri yiiksek atom
veya molekiilere serbest radikaller ad1 verilir (Alper, 1993; Asicioglu, 2005; Valko, et
al., 2007). Serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz yapida olduklarindan atom veya

molekiiller ile etkileserek dis yoriingesindeki elektronu esleyip kararli duruma gelmeye

calisirlar (Akkog, 2008).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijen kaynakli olan
serbest oksijen radikalleridir (Asicioglu, 2005). 1/R hasar1 ile ilgili yapilan son
calismalar, O,,, OH", H,O, gibi SOR’ larin ve NO ya da ONOO" gibi reaktif nitrojen
tiirlerinin etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Noiri, et al., 2001). Mitokondriyal

elektron tagima zinciri, endoplazmik retikulum sitokrom P450, lipooksijenaz,



siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz SOR kaynaklar1 arasinda sayilabilir
(Curtin, et al., 2002).

Serbest radikaller en biiylik zarari1 hiicre zarlarina verir.  Bunlar hiicre
zarlarindaki lipidlerden elektron calarak kararli hale gegme egilimindedirler, boylece

hiicre zar1 ve sonug olarak da hiicre yapisi bozulur (Gokpmar, vd., 2006).

2.2.2. Polimorf niiklear lokositler

Reperfiizyon  hasarm1  Onlemeye  yOnelik  ¢aligmalar, reperflizyonda
mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica noétrofillerin  sorumlu  oldugunu
gostermistir (Lopez-Neblina, et al., 1996). I/R sonucu ldkositlerin aktive olmas1 ve
kemotaksis gerceklesmesi, PMNL’lerin endotel hiicrelerine adezyonunu saglar
(Frangogiannis, 2007). Ayrica PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de
sahiptir (Eltzschig and Collard, 2004). PMNL’lerin aktivasyon ve gogleri endotel
hiicrelerinde ve 16kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri sayesinde olur (Woodfin, et

al., 2007).

2.2.3. Kompleman sistemi

[/R hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak netlik kazanmamistir
(Sener ve Yegen, 2009). Ancak kompleman sisteminin aktivasyonu sonucunda oncii
inflamatuar bilesenler olusur ve bunlar 16kositleri aktive ederler. Ayrica kompleman
sistem; VCAM-1, ICAM-1, E-selektin, P-selektin gibi 16kosit adhezyon molekiillerinin
sentezini uyarir (Suzuki, et al., 1991; Zhang, et al., 1999).



2.2.4. Endotel hiicrelerinin rolii

Endotel hiicreleri I/R hasarmin olusmasinda énemli rol oynar. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve iglevlerinin bozulmasina sebep olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR {iretim
kaynagidir. Endotel mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin ve NO’ yu
iretir (Sener ve Yegen, 2009). Endotelin, damar endotelinden salman 21 aminoasit
iceren bir peptid olup molekiiliinde iki distilfiir kdpriisii bulundurur. Cesitli kimyasal ve
fiziksel uyarilar arter endotelinden bu peptidin salinmasina neden olur. Endotelinin
hiicresel etkisi Ca’" kanallarmin aktivasyonu ile baslar (Baykal, vd., 1996). 1/R
hasarinda endotelin/NO orani1 endotelin lehine bozulularak arteriyel bozukluklar
olusturur (Garc’a-Villalon, et al., 2008).

2.3.  I/R Etkisiyle Uzak Organ Hasar ve Hiicre Adezyon Molekiilleri

Uzak organ hasari, I/R hasar1 olan organdan uzaktaki gesitli organlarda da
goriilebilen bir cesit oksidatif hasardir (Gulec, et al., 2008). Ornegin renal iskemik
hasar; beyin, kalp, karaciger, kemik, mide, barsak, akciger gibi organlarda hasara neden
olur (Golab, et al., 2009; Sizlan, et al., 2009). 1/R hasar1 sistemik inflamatuar yaniti
indiikleyip SOR ve RNS gibi zararli yapilarin salinmasina neden olur (Sizlan, et al.,
2009). I/R sonucu PMNL’ lerin aktivasyonunu takiben kemotaksis gerceklesir ve

notrofil endotel hiicre adezyonu olur (Frangogiannis, 2007).

Aktif notrofiller, SOR ve proteaz salgilayarak I/R hasarina katkida bulunurlar.
Notrofiller reperflizyonun erken safhalarinda toplanirlar ve nétrofillerin  endotel
hiicrelerine adezyonu gerceklesir. Bu adezyon, endotel hiicrelerinin membraninda

bulunan ICAM ile ndtrofil membraninda bulunan selektin ve integrinlerin etkilesimi ile
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olur. I/R, TNF-a ve IL-1 sentezi sonucu, endotel hiicrelerinde ICAM olusumunu arttirir
(Montalvo-Jave, et al., 2008). Kupffer hiicrelerinden tiretilen IL-1 gibi proinflamatuvar
sitokinler ve TNF-a, karaciger hasar1 gelismesinde erken mediatordiir (Baykara ve
Tekmen, 2005). TNF-o hiicre 6limiinii uyararak dokulardaki hasarlanmis ya da
istenmeyen hiicrelerin elenmesini saglar. IL-1 gibi sitokinler biiylime faktorleri
grubundan olup kan hiicrelerin gelisimi ve farklilasmasini diizenlerler ve de bagisiklik
sisteminin olusturdugu yanit sirasinda lenfositlerin aktivitesini kontrol ederler (Cooper

and Hausman, 2006).

PMNL’ lerin aktivasyon ve gogleri endotel hiicrelerinde ve 16kositlerde bulunan
adezyon molekiilleri denilen transmembran proteinler tarafindan gerceklesir (Cooper
and Hausman, 2006; Sener ve Yegen, 2009).

Hiicre adezyon molekiilleri dort biiyiik gruba ayrilir:
- Selektinler,
- Integrinler,
- Immiinglobulin siiper ailesi,

- Kaderinler (Saygili ve Giiltekin 1999; Cooper and Hausman, 2006; Terekeci,
vd., 2008; Sener ve Yegen, 2009; Sensoy ve Oznurlu 2009).

Selektinler, integrinler ve kaderinler Ca™ veya Mg bagimli ¢alisirlar (Cooper
and Hausman, 2006; Terekeci, vd., 2008). Hiicre adezyon molekiillerinin en 6nemli
fonksiyonlar1; hiicre-hiicre baglantis1 (embriyonal gelisim ve morfogenez), hiicre
hareketi (1okosit gé¢li ve immun cevap) ve hiicreler arasi haberlesme (sinaptik baglanti

kurulmas1) olarak bilinir (Sensoy ve Oznurlu, 2009).



11

Notrofil Iokositlerin damardan bag dokusuna gogleri su sekilde gergeklesir:
notrofil ylizeyinde bulunan selektin ile endotel hiicrelerin ylizeyindeki selektin
reseptorlerinin etkilesimi sonucunda nétrofil, endotel hiicrelerine tutunarak hareket eder
ve endotel hiicreleri tarafindan salinan kemokinlere yanit olusturur. Kemokinler,
notrofil yiizeyindeki integrin (VLA-5) ve immiinoglobulin siiper ailesine (ICAM,
VCAM) ait diger adhezyon molekiillerinin ifadesini uyarir. Integrin  ve
immiinoglobulin siiper ailesine ait adhezyon molekiilleri notrofilin endotel hiicreleri
iizerindeki reseptOriine tutunmasini saglar. Notrofil, bag dokusuna gecip daha once
mast hiicrelerinden salinan histamin ve heparin ile genislemis olan hiicreler arasi
alandan yabanci maddeleri fagosite eder. Notrofiller bag dokusuna girdiginde,
kemotaksi sayesinde hasarli bolgeye daha fazla notrofil gogii olur. (Akay, 2006;
Cooper and Hausman, 2006; Sener ve Yegen, 2009).

2.4.  Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmanin  saghgr prooksidan/antioksidan dengesinin bozulmamasina
baghdir (Sener ve Yegen, 2009). SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek i¢in hiicresel birgok savunma mekanizmalar1 yani antioksidan savunma
sistemleri vardir. Antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen kaynakli olabilirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR

toplayarak lipit peroksidasyonunu énlemeye ¢alisirlar (Akkus, 1995).

Boylece oksidatif hasarm yarattigi doku hasar1 en aza indirilmis olur. Hiicre
oksidatif strese maruz kaldig1 takdirde, hiicre hasarindan §liimiine kadar giden birgok
patolojik degisiklik ortaya c¢ikabilir (Asicioglu, 2005). Serbest radikallerin zararlh

etkilerini gidermek i¢in besinlerle birlikte antioksidan alimmasinda yarar vardir.
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2.4.1. Antioksidan etki tipleri

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

2.4.1.1. Toplavic (scavenging) etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni
bir molekiile c¢evirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan enzimler,
trakeobrongial mukus ve kiiglik molekiiller bu tip bir etki gosterirler (Reiter, 1995;

Karihtala, et al., 2007).

2.4.1.2. Bastirici (quencher) etki

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle doniistiren olaya bastirict etki denir.  Vitaminler,

flavonoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tip bir etki gosterirler (Cherubini, et al.,
2008).

2.4.1.3. Onarici (repair) etki

Serbest oksijen radikallerinin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde bir etki

gosterirler (Mickle and Weisel, 1993).
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2.4.1.4. Zincir kirici (chain breaking) etki

Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etkiye zincir kirici etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin

ve mineraller bu tip bir etki gdsteren maddelerdir (Virag and Szabo, 2002).

2.4.2. Endojen kaynakh antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim olanlar ve enzim olmayanlar olmak iizere iki

smifa ayrilirlar (Akkus, 1995).

2.4.2.1. Enzim olan endojen kaynakh antioksidanlar

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, SOD, CAT, Gpx, glutatyon-S-
transferaz, hidroperoksidaz bu grupta yer alan enzimlerdir (Sehirli 2001, Valko, et al.,
2007).

SOD; Siiperoksit radikallerini daha az reaktif olan H,O, ve O, formuna g¢eviren
antioksidan enzimdir (Sener ve Yegen, 2009). insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir.
Bunlardan biri sitozolde dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu-Zn SOD) halde
bulunurken digeri de mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren izoenzimlerdir
(MnSOD). Genellikle hiicrede en ¢ok bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’ dur. Her
iki SOD’ un katalizledigi reaksiyonlar aynidir. SOD’ un fizyolojik fonksiyonu; oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksid radikallerinin zararli etkilerinden korumaktir.
Boylece lipid perokidasyonunu inhibe eder. SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi
olan dokularda fazladir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler bol miktarda
stiperoksit tretirler fakat SOD sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri dusiiktiir
(Akkus, 1995).
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20, +2H SOD H,O,+ O,
—_—

CAT, 4 tane HEM grubu bulunan bir hemoproteindir. OH- olusumunu 6nlemek
icin H,0;’ yi O, ve H,O’ ya ayristirir (Akkus, 1995; Sener ve Yegen, 2009). Peroksidaz
aktivitesinin yaninda, bu enzim bir molekiil H,O,’ yi elektron vericisi olarak, diger
H,0,’ yi de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir. Peroksizomlarda ve az
miktarda da sitosol ve mikrozomal fraksiyonlarda bulunur (Akkus, 1995; Sener ve
Yegen, 2009). CAT; H20,, metil/etil-hidroperoksidleri gibi kiigiik molekiilleri indirger
fakat lipid hidroperoksitleri gibi biiyiik molekiillere etki etmez (Akkus, 1995).

H,0, —“AT , H,0 + O,

Gpx, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. GSH’ i -SH grubundan,
su olusturmak i¢in hidroksil radikali ya da hidrojen peroksitle birlesmek iizere hidrojen
cikartmasmi saglar (Akkus, 1995; Sener ve Yegen, 2009). Tetramerik, 4 selenyum
atomu iceren sitozolik bir enzim olan Gpx’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1
vardir. Diger antioksidanlarla birlikte solunum sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde oksidatif strese
kars1 en etkili antioksidandir.  Gpx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin

artmasina ve agir hiicre hasarlarina yol agar (Akkus, 1995; Sener ve Yegen, 2009).

H,0, + 2GSH __S%HCP | GSSG + 2 H,0

ROOH +2GSH _ %P GSSG + ROH + H,0
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2.4.2.2. Enzim olmayan endojen kaynakh antioksidanlar

Melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, aloumin vb. molekiiller yer alir (Basim, 2005;
Sener ve Yegen, 2009).

2.4.3. Eksojen kaynakh antioksidanlar

Vitaminler, bazi ilaglar ve gida antioksidanlar1 bu grupta yer alirlar (Sener ve
Yegen, 2009).

2.4.3.1. Vitaminler

a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat) bu

grupta yer alir (Sener ve Yegen, 2009).

2.4.3.2. Baz ilaclar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten),
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar, diphenyline iodonium), rekombinant siiperoksit
dismutaz, trolox-C (vitamin E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(glutatyon peroksidaz aktivitesini artiranlar, ebselen, asetilsistein), nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar (mannitol, alblimin), demir redoks donglisii inhibitorleri
(desferroksamin), notrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve IL-1), barbitiiratlar
ve demir selatorleridir (Akkus, 1995; Sener ve Yegen, 2009).
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2.4.3.3. Gadalardaki antioksidanlar

Butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), sodium
benzoate, ethoxyquin, propylgalate, Fe-superoxyde dismutase olarak sayilabilir (Akkus,
1995).

Antioksidan savunmada Oncelikle enzimatik antioksidanlar etkilidir (Ozan, vd.,
2004). Hastaliklarin tedavisi {izerine yapilan ¢aligmalarda, beslenme sirasinda alinan
antioksidan etkili maddelerin oksidatif strese sebebiyet veren SOR’ larin ve RNS’ lerin
hiicrelere verdigi zararlar1 6nemli 6lglide engelleyebildigi belirtilmistir (Cakan, vd.,
2007).

2.5.  Fenolik Maddeler ve Gallik Asit

Bir¢ogu kuvvetli antioksidan ozellik gosteren polifenoller bitkisel kaynakli
bilesikler olup hayvanlar tarafindan sentezlenememektedir (Peterson and Dwyer, 1998).
Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindan olup bitkilerin tiim
kisimlarinda goriilen polifenolik bilesenlerdir (Tunalier, vd., 2002). Bir hidroksil grubu
iceren aromatik bir halkaya sahip genis bir madde grubuna fenolik bilesikler
denilmektedir (Kefeli, et al., 2003). Bitkilerin ikincil metabolitleridir (Labieniec and
Gabryelak, 2006). Fenolik maddeler ya bitki vakuollerinde birikirler (Kefeli, et al.,
2003) ya da bitki hiicre duvarlarinda lignin ile polimerize halde bulunurlar (Morton, et
al., 2000 b).

Ozellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayaniklihig: iizerine etkili olup

simdiye kadar yapilan birgok ¢aligmada polifenollerin serbest radikal tutucu 6zellikleri
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sayesinde 6dem giderici, antialerjik, antikanserojen, antimutajen, antinflammatuar veya
antimikrobial etki gostererek insan sagligi agisindan yararli oldugu vurgulanmistir
(Peterson and Dwyer, 1998; Yildiz ve Baysal, 2003; Galati and O’Brien, 2004).
Besinlerde, kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan korurlar (Tunalier, vd.,
2002).

Fenolik maddeler, lipid peroksi (ROO’) ve alkoksi (RO') radikalini pargalayip
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktadir. Son radikal stabil olmak
veya zincir reaksiyonu ile hizli bir tepkimeye maruz kalmak zorundadir, aksi halde
zincir reaksiyonlar1 yayilir. Bu stabilizasyon molekiil i¢indeki hidrojen baglarmin

yeniden sekil almasi ile saglanir. (Morton, et al., 2000 b; Burak ve Cimen, 1999).

ROO + AH ——» ROOH + A
RO +AH ——» ROH+ A
ROO+A —— 5 ROOA

RO+ A ——» ROA

Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler seklinde ikiye ayrilir (Y1lmaz, 2010).
Ancak flavonoidler ve fenolik asitler birbirinden ayr1 diisiiniilemez. Ciinkii bu bilesikler
genelde birlikte bulunurlar (Ekbul, 2004).

Flavonoidler oksijen iceren bir piren halkasina bagli benzen halkasindan
olugsmaktadir (Sekil 2.1). 4000’in {izerinde dogal kaynakl flavonoid tanimlanmistir.
Flavonoidler piren halkasindaki varyasyonlara bagli olarak flavonoller, flavonlar,

katekinler, antosiyanidinler ve antosiyanidler olarak alt siiflara ayrilirlar (Ekbul, 2004).
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Sekil 2.1 Flavonoidlerin genel yapisi

Fenolik asitler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve yapilarinda bir veya
daha fazla hidroksil yapili aromatik halka bulunduran bilesiklerdir (Sekil 2.2) (Ekbul,
2004).

Flavonoidlerin 6ncii maddesi olan hidroksinamik (kafeik, kumarik, ferulik ve
sinapik asit), hidroksikumarin (skopoletin) ve hidroksibenzoik (elajik, gallik vanillik
asitler) asitler gibi fenolik asitler metallerle bilesik olusturabilirler (Yilmaz and Toledo,
2004).

COOH COOH COOH
/ Y /
HO
OH OH
Sinnamik Asit Kumarik Asit Kafeik Asit

Sekil 2.2 Bitkisel kaynakli baz fenolik asit cesitleri
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Fenolik asitlerin serbest radikaller ile redoks dongiisiine katilip hidrojen alicis1
olarak gorev yapabildikleri ve metal iyonlarmin, giicli metal selatorleri olmalari
sayesinde de antioksidan aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Marwabh, et al., 2007).
Bir fenolik asit olan gallik asitin bu biyolojik fonksiyonlar1 sayesinde serbest
radikallerin neden oldugu hastaliklarin  olusmasint  engelleyebildigi  veya

erteleyebilecekleri diistiniilmektedir.

Son yillarda yapilan bir¢ok c¢alisma; kalp, karaciger, beyin, barsak ve
bobreklerde oksidatif stres kaynakli hastaliklarin bazi dogal antioksidanlar ile belli
Olglilerde Onlenebildigini gostermektedir (Kahraman, et al., 2003). Bu gibi bitkisel
irlinlerin koruyucu ya da tedavi edici etkileri bu iirlinlerin iceriginde yer alan
flavonoidler, antosiyaninler ve fenolik bilesikler sayesinde olabilecegi diistiniilmektedir

(Sanchez-Moreno, et al., 1998).

Marwah ve arkadaslar1 (2007) redoks ozellikleri sayesinde bitki kokenli
antioksidanlarin (fenolik asit, katesin, flavonoidler vs.) SOR’un yakalanmasinda ve

etkisiz hale getirilmesinde 6nemli rol oynadiklarini rapor etmistir.

Gallik asit (3,4,5-trihidroksi benzoik asit) bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik
asit ¢esitlerinden birisidir (Lu, et al., 2006). Siyah ¢ay, yesil ¢ay, liziim, visne, ahududu
ve patates gibi pek ¢ok bitkide fenolik asit dogal olarak bulunmaktadir (Morton, et al,
2000 a; Gramza and Korczak, 2005). En ¢ok ¢ay bitkisinin yapraginda bulunur ve bu
bitkinin sicak su inflizyonu ile ekstre edilir. Ayrica; mese tiirleri (Quercus robur,
Quercus alba, Quercus rubra), kestane (Castanca sativa) gibi bir ¢ok aga¢ formundan
da elde edilebilir (Eyles, et al., 2004; Murugananthan, et al., 2005).
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OH
HO
OH

OH

Sekil 2.3 Gallik asidin kimyasal formiilii

Yapilan calismalarda gallik asidin antibakteriyel, antifungal ve giiglii bir
antikanser etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (Sakaguchi, et al., 1998; Akiyama, et
al., 2001; Pellegrina, et al., 2005). Giglii antioksidan etkiye sahip olan gallik asit
birgok farmakolojik ve biyokimyasal olaylarda etkin antienflamatuar, hipolipidemik,
antimutajenik, antiatherosklerotik aktiviteye sahiptir (Kroes, et al., 1992; Kim, et al.,
2002; Janga, et al., 2008; Yang, et al., 2008). Sakaguchi ve arkadaslar1 (1998) gallik
asitin antikanser aktivitesi iizerine calismiglar ve insan promiyelostik 16semi, sican
hepatoma, insan epitelyal karsinoma, insan hepatoma hiicreleri lizerinde denediklerinde

kanser hiicrelerinin gallik asite oldukc¢a duyarli oldugunu gérmiislerdir.

Ayrica antioksidan aktiviteye sahip olmasi nedeniyle lipid peroksidasyonu
hasarlarmin azaltilmasinda da etkin rol oynamaktadir (Shahrzad, et al., 2001).
Chanwitheesuk ve arkadaglar1 (2007) Caesalpinia mimosoides Lamk. (Leguminoceae)’
den elde edilen farkli ekstratlarin, insanlarda hastaliga neden olan 8 bakteri ve 6 fungal
test mikroorganizmast lizerindeki etkisini  incelemiglerdir. Test edilen
mikroorganizmalar iizerinde en fazla etanolik ekstraktinin etkili oldugu ve bu ekstraktin

yiiksek oranda gallik asit igerdigi belirlenmistir. Yilmaz ve Toledo (2004) yaptiklar1 in
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vitro bir ¢aligmada ise gallik asitin E ve C vitaminlerine oranla ¢ok daha biiytik bir
oranda yiikksek LDL oksidasyonunu engelleyerek hiicreleri korudugunu belirlemislerdir.
Bu da gallik asitin kalp hastaliklari, aterosikleroz gibi hastaliklara karsi koruyucu

oldugunu gostermektedir.

Gallik asit ve esterlerinin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 besin endiistrisinde
(E-310, proply gallate; E311, octyl gallate) ve ilag sanayisinde koruyucu katki maddesi
olarak kullanildiklar1 rapor edilmistir (Fuiza, et al., 2004).

Gallik asitin, giiglii antioksidan 6zellik g0Ostererek, hiicreleri korudugu
belirlenmistir. Ayrica Yilmaz ve Toledo (2004) gallik asitin NO™ varliginda DNA
ipliginde olusan kiriklar1 azalttigmi rapor etmislerdir. Ancak gallik asitin bir¢ok
hastaligin tedavisindeki etkin mekanizmas ile ilgili bilgiler olduke¢a az oldugu gibi, I/R
sonucu olusan hasar1 Onlemeye yonelik c¢alismalar da azdir. Bu nedenle etki
mekanizmasi arastirilmaya agik dogal bir fenolik antioksidandir (Priscilla and Prince,
2009).

2.6. Karaciger

Karaciger 1200-1500 g agirliginda biiyiik bir organdir. Cok yumusak ve esnek
bir yapida olup karin boslugunun sag iist kisminda, diyaframin altinda bulunur ve
kaburga kemikleri tarafindan korunur. Karaciger, diyafram tarafindan kalp ve akciger
gibi intratorasik organlardan ayrilmistir. (Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and
Ashwood, 2005).

Karaciger ince, sert bir fibroz kapsiil olan glisson kapsiilii sarilidir. Bu bag doku

damar ve sinir kollar1 ve karaciger parankimi i¢in i¢ destekleyici bir yap1 saglar. Ayrica
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bu kapsiil karacigerin sag ve sol loblarini olusturur. Sag lobun posterior (arka)
yiizeyinde caudate (kaudat) lob, inferior (alt) yiizeyinde quadrate (kuadrat) lob yer alir.
Sicanlarda bunlara ek olarak kuyruk lobu da bulunmaktadir. Loblarin her biri de
Iobiillere ayrilir. Karacigerin fizyolojik birimleri; silindirik yapida, ¢ap1 0,8-2 mm ve
boyu birka¢ mm olan bu lobiilleridir. Karaciger lobiilii vaskiiler ve biliyer damarlar ve
bag dokusu ile ayrilmis polihedral (¢cok yiizlii) yapida bir dokudur. Her lobiiliin
merkezinde bulunan sentral ven hepatik venlere agilir. Lobiiller arasinda bulunan portal
ticlii; hepatik arter ve portal ven ile safra kanallarindan olugsmaktadir. Bu bdlgelerde
karacigere ulasan arter ve ven kani hepatositler arasindaki sinusoidler araciligiyla
sentral vene dokiiliir. Buradan da hepatik venler sayesinde inferior vena cavaya bosalir.

Kan akimi periferden merkeze dogrudur (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Karacigere kan iki yerden saglanir:

e Sindirim sisteminden emilen besin maddelerince zengin vendz kani karacigere

tastyan portal ven (Sekil 2.4),

e Merkezi dolasimdan karacigere bolca oksijenlenmis kani tagiyan hepatik arter

(Sekil 2.4) (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Lenfatik damarlar porta hepatis yakmindaki kiiciik lenf bezleri igerisinde
sonlanir (Sherlock, 1975).

Tek tabakali, parankimal epitel hiicreleri sentral venden ¢ikip yayilirlar.
Karaciger hiicre tabakalarinin her iki tarafina da kan tasiyan vaskiiler kanallar ise
sinusoidlerdir (Sekil 2.4). Sinusoidler sentral ven etrafinda zengin, lobiiller arasi ve
vaskiiler bir ag olustururlar. Sinusoidleri endotelyal veya kupffer hiicreleri kaplar.
Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositik gorev yapan hepatik makrofajlardir.

Karacigerin fagositoz 6zelligi gosteren hiicrelerinden biri de NK hiicreleridir. Kisa
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psodopodlar1 ve graniilleri olan bu hiicreler karacigeri ¢esitli viral etkenlere kars1 korur

(Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Sinusoidler Hepatik Arter
TR SR
* ~ ‘
é} 'w_Portal

Ven

\?' Safra
s s Kanallart

Portal Uclii Sentral Ven

Sekil 2.4 Karacigerde histolojik olarak altigen yapida goriilen lobiiller (Van der Plaats, 2005).

Endotelyal hiicreler ile hepatositler arasindaki ve sinusoidler ile ¢evrelenen doku
araligina Disse aralig1 denir (Sekil 2.5). Disse araliginin icerdigi interstisyel sivi, kan
ile hepatosit arasinda madde alig verigini saglar. Disse araligi sinusoidlere desteklik

yapan retikiiler fibril igerir ancak bazal lamina igermez (Dilek, 2003; Burtis and
Ashwood, 2005).
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Disse Aralig1

Safra Kanal: 55
Portal Ven

Sekil 2.5 Karacigerde sinusoidal yapinin detayh goriiniisii (Van der Plaats, 2005).

Karaciger dokusunun yaklasik %60’ 1 hepatositler olusturur. Hepatositler 20-
35 um c¢apinda poligonal (¢ok koseli) hiicreler olup karacigerin metabolik
fonksiyonlarindan ve temel biyokimyasal islemlerinden sorumludurlar. Hepatositlerin
sinusoidlere bakan tarafinda, hiicre zar1 ¢cok sayida mikrovillus igerir. Bu mikrovilluslar

hiicrenin atilim ve emilimini arttirir (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Hepatosit yiizeyleri; gelen kana dogru akan sinusoidal yiizey (sinusoid ve disse
aralig1), sinusoidal yiizeye bitisik hiicreler aras1 yiizey, kanalikular yiizeydir (Burtis and
Ashwood, 2005).

Yag depolayan ito hiicreleri ise; karaciger hasari sirasinda fibroziseneden olan
kollajeni sentezleyen fibroblastlara doniisiir. Disse araliginda bulunan ito hiicreleri

ayrica kan akismi da diizenler (Burtis and Ashwood, 2005).
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Portal akimm igindeki toksik maddeler (barsak bakterileri gibi) ve ilaglar
karacigerde sistemik dolasima katilmadan retikiiloendotelyal sistem tarafindan
uzaklastirilirlar. Ayrica RES, hemoglobin ve bilirubin metabolizmasinda da gorev alir.
Emilen besinlerin metabolik degisimleri karacigerde gergeklesir. Karaciger
fonksiyonlarmin gerceklesmesi yiliksek hizda kan akimi ve kan ile karaciger hiicreleri

arasinda siki bir iligki ile olmaktadir (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Karacigerin biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlart;

e Sekresyon fonksiyonu: safra yolu ile bilirubin atilimi ve bilirubin metabolizmasi,

ksenobiyotik metabolizmasi ve atilimi,

e Sentez fonksiyonu: albumin, globulin, immunglobulinler, seruloplazmin,
transferin, koagulasyon proteinleri, fibronektin, lipoprotein sentezi, karaciger

enzimleri, iire sentezi, kreatin gibi proteinlerin sentezi,

e Metabolik fonksiyon: amonyak metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, yag

metabolizmasi, protein metabolizmasi,

e Depolama fonksiyonu: vitaminlerin depolanmasi, demir depolanmasi, glikojen

depolanmasi,
e Sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi,
o Gastrointestinal yolla safra salgilama,

e Barsaktan donen kanin filtrasyonu (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Karaciger hastaliklarinda hepatositlerde olusan hasar1 ve karaciger hiicre
nekrozunu belirlemede kullanilan karaciger enzimlerinin baglicalar1 ALT, AST, alkalen
fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH) ve y-glutamat transpeptidaz (GGT)’ dir
(Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).
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Aminotransferazlar; aminoasitler ile 2-okzo-asitlerin biribirine ¢evrilmesini
amino gruplarinm transferi yolu ile gerceklestiren enzimlerdir. ALT ve AST hayvan
dokularinda ¢ok¢a bulunur. Insan plazmasi, safra, BOS ve tiikriikte normal olarak
bulunurken,  bobrekte hasar olmadik¢a idrarda gorilmez.  Degisik dokularin
transaminaz aktiviteleri birbirinden farklilik gosterir (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood,
2005).

Amino transferlerinin gergeklestigi reaksiyonlarda 2-okzoglutarat/L-glutamat
ikilisi, amino grubu alicis1 ve vericisi olarak kullanilir. Her enzimin 6zgiilligli, amino
grubu vericisi olarak kullanilan kendi aminoasidinden kaynaklanir. Ornegin; AST
enziminin amino grubu vericisi aspartat, ALT enziminin amino grubu vericisi ise
alanin aminoasitleridir. Geri doniistimlii olan AST ve ALT reaksiyonlarinda denge
sirasiyla aspartat ve alanin olusumu yOniindedir. AST ve ALT ile katalizlenen bu
reaksiyonlarda denge, sirasi ile aspartat ve alanin olusumu yoniinde gergekelesir (Burtis

and Ashwood, 2005).

Hepatosit ve siniizoidal bosluk arasinda enzimler igin yiiksek konsantrasyon
fark1 bulunmaktadir. Hiicre hasar1 sonucu membran gegirgenligi artarak sitosoldeki
enzimler siniisoidlere ve buradan periferal kana gecerler. Diger yandan da mitokondri
membranlarmin gecirgenligi de artar (Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and
Ashwood, 2005).

Hasarli hepatositlere sahip bireylerde enzim miktari, normal hepatositlere sahip
bireylerden oldukga farklidir. Kronik karaciger hastaligi olanlarda karaciger dokusunda
ALT aktivitesi AST aktivitesine oranla daha hizli azalmaktadir. Bu nedenle hastalik
ilerledik¢e serumdaki AST oram1i ALT’ ye gore yiikselir. Akut karacier hastaliginda
ALT ve AST’ nin intraselliiler aktiviteleri diisiiktiir. ALT diizeyi, AST diizeyinden
yiiksektir. Dokudaki bu degisiklikler serumdaki aktivitelere yansimaktadir (Sherlock,
1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).
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AST, SGOT olarak da adlandirilir. Kalp, karaciger, iskelet kas1 ve bobreklerde
bolca bulunur. Bu dokular akut olarak hasara ugradiginda, bu hiicrelerden enzimin
salinmasi ile serum degerleri yiikselir. AST’ nin %80’ i hiicrenin mitokondrisinde %
20’ si sitosolde bulunur. Serumdaki normal seviyesi 5-12 tinite/100 ml’ dir (Sherlock,
1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005).

ALT, SGPT olarak da adlandirilir. Karacigerde bolca bulunurken, kalpte ve
iskelet kasinda daha az miktarlarda bulunur. AST ile karsilastirildiginda ALT miktar1
daha azdir. Bu nedenle de ALT’ nin serumdaki artis1 karacigerde olan bir hasari tespit
etmede AST’ den daha spesifiktir. ALT enzimi hepatosit i¢cinde sadece sitosolde
bulunur. Serumdaki normal seviyesi 4-13 iinite/100 ml’ dir (Sherlock, 1975; Dilek,
2003; Burtis and Ashwood, 2005).

Renal I/R hasarinda, I/R’ ye maruz kalan bdlge disindaki doku ve organlarda
hasar meydana geldigi bilinmektedir. Bu organlar arasinda karaciger onemli yer
almaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda renal I/R sonucu karacigerin antioksidan enzim
aktivitesi ve histolojisi degerlendirilerek gallik asitin olas1 koruyucu etkisi

arastirilmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Deneysel c¢alismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen- Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii; Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari, Molekiiler
Biyoloji ve Toksikoloji Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Caligmamiz
Eskisehir Osmangazi Universitesi, T1p Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’ nun 139/2010 say1li

izni ile yapildi.

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel ¢alismamizda saglikli, erkek, 200-250 g agirlikta, 3-4 aylik, Spraque
dawley cinsi, albino siganlar kullanildi. Tim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanhigi
Refik Saydam Hifzissthha Merkez Baskanhigi, Deney Hayvanlar1  Uretim
Laboratuvari’ndan temin edilerek deney siiresince 12:12 saat aydmnlik/karanlik
1isiklandirmasi olan, 1s1 (22+2°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis
odalarda yasatildi. Deneye baslanmadan once hayvanlari bir hafta ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Bu siire icerisinde tiim sicanlar polikarbonat seffaf kafeslerde

standart sican yemi ile beslendi ve siganlara ¢cesme suyu verildi.

3.2.  Deney Gruplan

35 deney hayvani arasindan rastgele se¢imle her birinde n=7 sican olmak tizere

toplam 5 grup olusturuldu (Bkz. Tablo 1). Bu gruplar;

Grup | : Kontrol grubudur ve bu grup hayvanlarina cerrahi ya da

enjeksiyon uygulamalarindan higbiri yapilmad1 ancak diseksiyon yapildi.



Grup Il :

yapild1.

Grup 11 :

yapild1.

Grup IV :

yapild1.

Grup V:

yapild1.
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Her hayvana 1 ml serum fizyolojik enjeksiyonu ve I/R yapildi

Her hayvana 50 mg.kg™ tek doz gallik asit enjeksiyonu ve i/R

Her hayvana 100 mg.kg™ tek doz gallik asit enjeksiyonu ve I/R

Her hayvana 200 mg.kg™ tek doz gallik asit enjeksiyonu ve I/R

Grup I’e ait deney hayvanlarina herhangi bir cerrahi islem uygulanmadan

diseksiyon yapildi. Diger gruplara ait deney hayvanlarina ise sag bobrek nefrektomi

islemi uygulanip 15 giin iyilesmenin olmas1 beklendi. 45 dakikalik iskeminin ardindan

6 saat reperflizyon uygulandi (Sener, et al., 2005). Reperfiizyonun bitiminde eter

anestezisi altinda diseksiyon gergeklestirildi.

3.3.  Gallik Asit Uygulamasi

Gallik asit ticari olarak (Sigma, S0292) temin edildi. Deneylerimizde gallik

asitin 3 farkli dozu (50, 100 ve 200 mg.kg™) 7 giin boyunca giinde 1 kez olmak iizere,

giinliik ve taze olarak uygulandi. Gallik asit dozlar1; 1 ml %0,9 steril serum fizyolojik

ile coziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi. Kimyasal madde enjeksiyonlari,

cozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik enjektorler ile tek

doz olarak periton altina uygulandu.
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3.4. Anestezi ve Cerrahi Islemler

3.4.1. Nefrektomi Islemleri

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi. Diurinal hormonal degisimlerin siganlar iizerine olasi etkileri dikkate
alinarak 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda nefrektomi islemi yapildi (Assy, et al., 1998;
Karabelyos, et al., 1999; Kaya, et al., 2002; Akino, et al., 2005).

Nefrektomi islemi; deney hayvanlarina, intramuskular olarak 10 mg.kg™ ksilazin
ve 70 mg.kg™® ketamin anestezisi altinda (Kulisic, at al.,2004; Aydogdu, vd., 2005),
sicakhigi 1k ve sabit olan diseksiyon tablasinda rektal 1s1 kontrolii yapilarak
gerceklestirildi. Cerrahi uygulama bdlgesinin %70’ lik etil alkol ile temizligi yapilip
sag bobrek nefrektomisi gergeklestirildi (Waynforth and Flecknell, 1994) ve 15 giin

siire ile iyilesmeleri beklendi (Sener, et al., 2005).

Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik
etkilerine engel olunmasi igin karmn bosluguna steril serum fizyolojik verildi (Kaya et
al., 2002). Bu islemi takiben, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek
stitlirle dikilerek kapatildi ve poviiodeks antiseptik solusyon ile laparoktomi bdlgesi
temizlendi. Cerrahi islem gormiis her bir deney hayvanmi kimyasal sterilizasyonu
yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayri ayri
koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin 15 giin boyunca yasatildi.
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3.4.2. 1/R Islemleri

Bobrekleri alinan ve 15 giin iyilesmeleri beklenen, I/R yapilacak deney
hayvanlarina intramuskular olarak 10 mg.kg™ ksilazin ve 70 mg.kg™ ketamin anestezisi
uyguland1 (Kulisic, at al.,2004; Aydogdu, vd.; 2005) ve midline laporoktomi
gerceklestirildi. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardimiyla
45 dakika siire ile sol renal arterden kan akis1 durduruldu. 45 dakika iskeminin hemen

ardindan 6 saat reperfiizyon uygulandi (Sener, et al., 2005).

Reperflizyon siiresince her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan
stvinin  hipovolemik etkilerine engel olunmasi i¢in karin bosluguna steril serum
fizyolojik verildi (Kaya, et al., 2002). Bu islemi takiben, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1
fakat devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatildi ve poviiodeks
antiseptik solusyon ile laparoktomi bolgesi temizlendi. Cerrahi islem gérmiis her bir
deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve
seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 yerlestirilerek 6 saatlik reperflizyon siiresi boyunca
yasatildi.

3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Deney gruplarma ait hayvanlar hafif eter anestezisi altinda, intrakardiyak olarak

biitiin kanin alinmasi yoluyla 61diiriildi.

3.5.1. Serum ornekleri

Kan ornekleri, Eppendorf marka, 5804 R model santriftij cihaz: ile 10 dakika
3000 rpm devirde santrifiijlenerek serumlar elde edildi (Sanz, et al., 1998; Aktay, et al.,
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2000; Theocharis, et al, 2001). Polietilen tiiplere aktarilan serum Ornekleri
biyokimyasal analizler i¢in -80°C derin dondurucuda korundu (Furuta, et al., 2000).

Karaciger hiicrelerinin olas1 fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum orneklerinde AST ve ALT enzimlerinin seviyeleri belirlendi
(Aoki, et al., 2001; Kaya, et al., 2002). ALT ve AST olgtimleri HITACHI-917 oto
analizatorii ile Human (Human Gesellschaft fir Biochemica und Diagnostica mbH,

Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanilarak yapildi.

3.5.2. Istatistiksel Degerlendirmeler

Elde ettigimiz ALT ve AST o6lgiimlerinin degerlendirilmesinde SPSS 12.0 for
Windows paket program ile One Way Annova-Tukey testi kullanildi. Tim istatistik
uygulamalar sonucunda sayisal olarak ortaya c¢ikan deger (P) agisindan gruplar

karsilastirildi. Gruplar arasindaki farklar P<.05 oldugunda anlamli olarak kabul edildi.

3.5.3. Karaciger doku 6rnekleri

Tiim gruplarda intrakardiyak kanin alinmasidan hemen sonra her bir hayvana
ait karaciger ¢ikarilip serum fizyolojik ile hizli bir sekilde yikandi. Karaciger dokusu
iki kisma ayrilarak birinci kisim histolojik analizler i¢in %10’ luk nétral formaldehit
fiksasyon sivisma alindi.  Ikinci kisim karaciger ornekleri ise enzim aktivitelerinin

belirlenmesi i¢in —80°C derin dondurucuda saklandh.
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3.5.3.1. Karaciger doku 6rneklerinin histolojik analizleri

Hizli bir sekilde %10’ luk notral formaldehit tespit ¢ozeltisine alinan karaciger
doku orneklerinin 24 saat siire ile fiksasyonu saglandi. Tiim gruplarda kimyasal
fiksasyonu tamamlanan karaciger dokularmma histolojik takip islemleri uygulandi ve
parafin bloklar1 hazirlandi. Etil alkol serisinde sirasiyla 1’er saat %70, %80, %90(1),
%90(2), %96(1), %96(2) ve 30 dakika absolii etil alkolden gecirilerek dehidratasyon
saglandi. 30’ar dakika 2 kez ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi saglandi.
Dokular parafinizasyon icin 57°C etiivdeki 3 ayr1 parafinde (paraplast plus Sigma
P3683) sirasiyla 30, 60, 60 dakika siirelerle bekletilerek bloklandi. Bu bloklardan
standart H&E boyama ve immunohistokimya uygulamasi yapilmak {izere mikrotom
(Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak Poly-L-Lysine kaph
lamlar {izerine tespit edildi. Kesitlerin bir kismi 37°C etiivde 1 gece bekletildi ve daha
sonra ksilolde deparafinize edildi. Derecesi azalan etil alkol serilerinde hidratasyonu
saglanarak H&E boyamalar1 yapildi. H&E boyanmis karaciger preparatlari 1sik
mikroskop diizeyde histopatolojik olarak incelendi. Degerlendirmelerde gruplara gore

skorlama yapild.

Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus marka, CH40 model 151k mikroskobunda
incelenerek Spot Insight marka, 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6

version program yardimiyla fotograflandirildi.

Immunhistokimyasal boyama islemi uygulanmis karaciger doku kesitlerinde de
tim kesit alanlar1 mikroskobik olarak incelenerek INOS igerigi belirlendi.

Degerlendirmelerde gruplara gore skorlama yapildi.
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3.5.3.2. Karaciger doku 6rneklerinin biyvokimyasal analizleri

Bobrek iskemisi yapilmis ratlar1 bir antioksidan olan gallik asit ile tedavi ettikten
sonra karacigerden homojenize ettigimiz SOD, CAT ve Gpx izoenzimlerinin enzim

aktivitesinin belirlenmesi i¢in Dogal Jel Elektroforezi ile ¢alisildi (Jayakumar, et al.,
2007).

i-Homojenizasyon:

-80°C’ de saklanan karaciger pargalar1 bag dokusu ve yaglardan iyice temizlendi
ve kiigiik parcalara ayrildi. Dokular, 1 g doku basina 2-3 hacim soguk ekstraksiyon
tamponu (KCI) ile 5 vurusta par¢alandi. Bu amagla kullanilacak arag, doku miktarina
gore secildi. Genelde yas agirhigi 30 g altindaki yumusak dokular porselen havanda
ezilerek, daha agir olanlar ise karistirici homojenizatorde karistirilarak homojenize
edildi. Homojenat 10-15 dakika ¢alkalandi. 6030 rpm’ de 15-60 dakika

santrifiijledikten sonra iist siv1 (slipernatant) cam yiiziinden siiziilerek yag partikiilleri

uzaklastirildi.

Homojenatlar ependorf tiiplerine boliinerek, Dogal (Native) Jel Elektroforezi’

nde kullanilmak tizere -80°C* de saklandi.

ii-Lowry yontemi:

Dogal Jel Elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek olan CAT, SOD ve
Gpx izoenzimlerinin total protein miktarlar1 ayrica belirlendi.  Caliymamizda

kullandigimiz Lowry yontemi fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (folin-ciocalteau
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belirteci) tirozin bakiyeleri ile reaksiyona girerek mavi bir renk olusturmasi esasina
dayanir. Reaksiyon bakir ile protein arasinda kompleks olusumuyla baslar; alkali
¢ozeltide, oda sicakligimda 5-10 dakika i¢inde tamamlanir. Folin belirtecindeki
molibden ve tungsten ile birleserek yeni bir kompleks ortaya koyan bakir ile yontemin
duyarliligr 3-15 kat arttirildi. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in, 6 ml reaksiyon
karisimmda 10-100 pg protein bulunmalidir. Bu sinirlara gore, 6 ml reaksiyon ortamina

katilacak olan 0,5 ml 6rnegin 10-200 pg protein igermesi gerekir.

ili-Dogal jel elektroforezi:

Dogal jel elektroforezi, SDS ¢ozeltileri konmadan ve o6rnekler elektroforez
oncesi kaynatilmadan, karaciger 6rnekleri lizerinde ilk olarak Laemmli tarafindan 1970
yilinda yapildi. Dogal jel elektroforezinde kullanilan tamponlar, deterjan ve diger
denatiire edici maddeleri icermediginden, prosediir dogal kosullarda gergeklestirildi.
Tim ¢ozeltiler deiyonize saf su ile hazirlandi. Tris iceren tamponlar ‘trizma base’ ile

hazirlanip pH’ lar1 HCI ile ayarlandi (Temizkan ve Arda, 2004).

A) Alt tank tamponu (63 mM Tris, 0.05 N HCI, pH 7.5)
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B) Ust tank tamponu (37.6 mM Tris, 40 mM glisin, pH 8.9)

TIIS e 456 ¢
GLSIN. ..o, 3g
HoO. o, 1 ’'ye tamamland.

C) 4 X ayirma jeli tamponu (947 mM Tris, 0.289 N HCI, pH 8.5)

TS e 11.47
INHCL...oo 28.92 ml
HoO o, 100 ml’ye tamamland1.

D) 4 X yiikleme jeli tamponu (158 mM Tris, 0.256 N H3POy4, pH 6.9)

TS e 1.92 ¢
INH3POs oo 25.6 ml
HoO oo, 100 mI’ye tamamlandi.

E) Ayirma jeli i¢in monomer ¢ozeltisi (%40 T, % 5 Chis)

Akrilamid.............. 38¢g
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F) Yiikleme jeli igin monomer ¢6zeltisi (%6.25 T, %20 Ch;s)

Akrilamid.............coooi S5¢g
BiS i 1.25¢g
HoO. o, 100 mI’ye tamamlandi.

G) Polimerizasyon baslatici (%0.06 AP, %0.002 riboflavin fosfat)

%I0AP................. 0.6 ml
% 0.02 Riboflavin fosfat........................ 10 ml
HoO. 100 mI’ye tamamlandi.

H) Siikroz-boya Cozeltisi [% 50 sukroz, % 0.1 bromofenol mavisi(bromophenol blue)]

SUKIOZ. .o S5¢g
% 1 Bromofenol mavisi.........ccooeveeeeennnn.. 1 ml
HoO oo 100 mI’ye tamamlandi.

Ayrrma jeli hazirlanirken, monomer (akrilamid) ve capraz baglayict
(bisakrilamid) yiizdelerinden hesaplanan %T ve % Cpis oranlar1 goz Oniinde
bulundurularak monomer, tampon, TEMED ve su 50 ml’ lik bir erlende karistirildi.
Polimerizasyon baslatic1 (G ¢6zeltisi) eklenip hafifce calkalandi ve elektroforez aletinin
jel dokme aparatina, g¢esitli kalinlik ve boyutta hazirlanabilmesine olanak saglayan, iki
cam (jel kaseti) arasma Pasteur pipeti yardimi ile dokiildi.  Jelin ylizeyini
diizgiinlestirmek i¢in butanol ¢ozeltisi kullanildi.  Polimerizasyondan sonra butanol

cozeltisi dokiilerek jel, birkac kez distile su ile yikand1 (Temizkan ve Arda, 2004).
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Yiikleme jeli hazirlanirken, monomer, tampon ve TEMED bir erlende karistirild1
ve polimerizasyon baglatici eklendi. Ayirma jelinin iizerine 0.3 ml olacak sekilde
yiikleme jeli eklendi. Ornek uygulama kuyucuklarmin olusumunu saglayan tarak, hava
boslugu kalmayacak sekilde, yiikleme jelinin i¢ine yerlestirildi. Jel polimerize olduktan
sonra taraklar ¢ikarildi. 10 hacim 6rnek ile 1 hacim siikroz-boya ¢6zeltisi karistirildi.
Ornekler ve standart karisim her bir kuyucukta 15-100pg protein olacak sekilde
mikropipet yardimi ile jel yiizeyine uygulandi. Jel kasetleri tanka yerlestirildi ve jel
kasetlerinin altta kalan kismina 2.5 | alt tank tamponu eklendi. Jel kasetlerinin
bulundugu st bolme ise iist tank tamponu ile dolduruldu. Anot ve katot baglantilari
takild1 ve sistem ¢alistirldi.  Izleme boyas1 bromofenol mavisinden kaynaklanan mavi
bant, jelin altmma 0.5 cm kalana dek yiirtidiikkten sonra islem durduruldu. Saptama

yontemleri kullanilarak analiz tamamlandi (Temizkan ve Arda, 2004).

Karaciger doku 6rnegi homojenatlarinda Dogal Jel Elektroforez teknigiyle Scie-
Plas marka mini vertical Electrophoresis iinitesi kullanilarak CAT, SOD ve GpX
izoenzimlerinin jelde yiirtimesi sagland1 ve substrat ile tepkimelerine gore aktivitesi

belirlendi (Jayakumar, et al., 2007).

Calismamizda CAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arkadaslarinin
(1971) metoduna gore yapildi. Proteini yirittiigimiz % 8°lik jel, 5 mM H,0,
solusyonunda 10 dakika bekletilip yikandiktan sonra % 1°lik potasyum ferrik siyanid ve
% 1°lik ferik kloridden olusan reaksiyon karisimima konup, jel boyanana kadar beklendi.
Koyu yesil zeminde CAT aktivitesi gosteren protein bantlar: sar1 renkte boyandi.
Yiiritme islemi 170 V, 80 mA”’ da 1 saat yapildi.

Karaciger dokusundaki SOD aktivitesinin belirlenmesi ise Beauchamp ve
Fridovich (1971) metoduna gore yapildi. Proteinleri yiiriittiigiimiiz % 10’ luk jeli,
icerisinde 10 mg NBT, 1 mg EDTA ve 2 mg riboflavin olan 50 mM Tris-HCI (pH:8.0)
tamponunda karanlikta 30 dakika bekletildi. Daha sonra jel beyaz 1sikla incelendiginde



39

mavi-menekse zemin igerisinde SOD aktivitesi gosteren bantlar seffaf olarak gézlendi.

Yiriitme islemi 200 V, 80 mA”’ da 2 saat yapildi.

Gpx izoenziminin aktivitesinin belirlenmesinde Lin ve arkadaslarmin (2002)
metodu kullanildi. Proteinleri yiirtittiiglimiiz % 10’ luk jeli, igerisinde 200 mg glutatyon
ve %30 H,O0, 50 ml, 50 mM Tris-HCI tamponunda (pH: 8.0) 30 dakika beklettikten
sonra, ayni jeli i¢erisinde 25 mg NBT ve 25 mg PMS bulunan 50 mL 50 mM Tris-HCI
tamponunda (pH 8) aktarildi. Gpx izoenzim aktivitesi gosteren bantlar beyaz renkte
gbzlendi. Yiirlitme islemi 200 V, 80 mA‘de 2 saat yapild.

Biitiin deney gruplarina ait hayvanlarin karaciger dokularindaki CAT, SOD, Gpx
enzim aktiviteleri sonucu jelde ortaya ¢ikan bantlar Kodak Gel Logic 1500 Imaging
System Jel goriintiileme sisteminde Kodak Molecular Imaging Software paket programi
kullanilarak fotograflandirildi. Jel iizerinde enzim aktiviteleri sonucu olusan bolgelerin

alanlar1 sayisal olarak 6lciildii. Bu alanlar deney gruplar1 arasinda karsilastirild.
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4. SONUCLAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. Serum orneklerinde biyokimyasal analizler

Grup I, II, III, IV ve V’teki deney hayvanlarma ait kan serumlarmin
biyokimyasal analizlerinden elde edilen ALT ve AST miktarlar1 gruplar arasinda

karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Cizelge 4.1 Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum érneklerinde belirlenen ALT ve AST

miktarlarimin Ortalama degerleri + Standart hata degerleri (n=7).

ALT AST
Gruplar

(U/L) (U/L)
| 42,04 + 0,73 101,41 = 2,01
I 92,04 + 1,70° 364,58 = 11,83°
11 95,35 + 1,04 313,88 + 11,24%
v 75,60 £2,45% 29425+ 16,75%
\Y 71,58 £3,61%* 259,62 + 8,67%

P<.05a: Grup I’ den; b: Grup II’ den anlamli fark vardur.

Buna gore, serum ALT seviyeleri ele alindiginda Grup II, III, IV ve V’in Grup
I’den (P< .001) istatistiksel olarak onemli fark gdsterdigi bulundu. Grup Il ile I1I
arasinda fark bulunamamis olmasina karsin Grup IV (P< .001) ile V (P< .001)’ in
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istatistiksel degerlendirmede Grup II ile III’den ayn1 6nemde fark gosterdigi saptandi.
Ancak, Grup IV ile Grup V arasinda serum ALT seviyesi bakimindan istatistiksel
anlamda fark g6zlenmedi (Sekil 4.1).

120

100

80

60

ALT (U/L)

40

20

GRUPLAR

Sekil 4.1 Grup L 1L, ITIL, IV ve V’ e ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve standart hata grafigi.

Serum AST seviyeleri ele alindiginda Grup II, III, IV ve V’ in Grup I’ den (P<
.001) istatistiksel olarak dénemli fark gdsterdigi bulundu. I/R yapilmis ve tedavi igin
gallik asitin sirasiyla 50, 100 ve 200 mg.kg™ uygulandigi Grup III (P< .05), IV (P< .01)
ve V (P< .001)’ in Serum fizyolojik + I/R grubundan (Grup II) istatistiksel olarak
gosterdigi farkin Oneminin sirasiyla oransal olarak olumlu sekilde arttig1 bulundu.
Ayrica, Grup V (P< .05)’ in de Grup IV’den istatistiksel olarak olumlu yonde fark
gosterdigi belirlendi. Ancak, Grup IV’ iin Grup III ve V’den istatistiksel anlamda
farkiin olmadigi tespit edildi (Sekil 4.2).



42

AST (U/L)
!:J)
=

GRUPLAR

Sekil 4.2 Grup 1, IL, IIL, IV ve V’ e ait serum AST seviyelerinin ortalama ve standart hata grafigi.

4.1.2. Karaciger doku érneklerinde elektroforetik analizler

Tiim deney gruplarina ait karaciger doku orneklerinde Dogal Jel Elektroforez
teknigiyle tespit edilen CAT, SOD ve Gpx enzim aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan

alanlar jel izerinde goriintiilendi ve alanlarin sayisal degerleri 6l¢iildii (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Karaciger dokusu orneklerinde belirlenen CAT, SOD, Gpx enzim aktivitelerinin band

alanlari (Mm?).

GRUPLAR | CAT SOD Gpx
mm?
mm? mm?
SOD1 | SOD2 Gpxl Gpx2 Gpx3 Gpx4 Gpx5
| 46,8645 | 13,9732 | 10,0426 | 14,9782 | 13,7647 | 9,9744 | 13,2244 | 13,1205
1 62,8962 | 20,1336 | 15,8193 | 19,4251 | 17,2474 | 14,9948 | 15,9923 | 18,9098
i 50,0004 | 19,9789 | 16,4104 | 15,0696 | 16,6406 | 10,8804 | 16,5201 | 18,7020
v 61,1540 | 19,5528 | 18,4950 | 16,0172 | 15,7928 | 10,4357 | 14,5626 | 15,2733
\% 43,1021 | 17,9764 | 15,3630 | 14,4462 | 13,7605 | 9,4009 | 13,2992 | 17,0396

CAT enziminin elekroforetik analiz sonuglarinda tiim gruplarda tek bir band

ortaya ¢iktl. Grup I’ e ait karaciger dokusunda band alani1 diisiik iken Grup II” de band

alan1 yiiksek bulundu. Grup III’ de band alani1 Grup I’ e yakin iken Grup IV’ deki band

alan1 Grup II’ ye yakin 6lgiildii. Grup V’ te ise band alanmin Grup I’ den daha da
diisiik oldugu gorildii (Sekil 4.3; Sekil 4.4).




GRUP L o Wy

CAT

Sekil 4.3 Gruplara ait CAT izoenziminin elektroforetik bandlar:

CAT

70

60

50
40
30 W CAT
20
10
0 T T T
Il 1l v V

Sekil 4.4 Grup L, 11, IIL, IV ve V’e ait karaciger dokusu 6rneklerinde belirlenen CAT enzim
aktivitesi sonucu olusan band alanlarimn ortalama degerleri (mm?).
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Karaciger dokusunda SOD enziminin jel {izerinde belirli alan dlgiilerine sahip iki
izoformu goriildi. SOD1 izoformunun Grup I’ de band alani diigiik bulunurken, band
alan1 en yliksek Grup II’ de bulundu. Grup III, IV ve V’ te doz artisina bagl olarak
sirastyla band alaninda diisiis kaydedildi. SOD2 izoformunda ise Grup I’ de diisiik band
alani, Grup II’de Grup I’ ¢ gore daha yiiksek band alani goriildii. Doza bagli olarak
Grup III ve IV’ iin band alaninda Grup II’ den yiiksek bir artis tespit edildi. Grup V’ te
Grup II’ye yakin alan 6lgiileri tespit edildi (Sekil 4.5; Sekil 4.6).

GRUP I nm v v

Sekil 4.5 Gruplara ait SOD izoenziminin elektroforetik bandlar:
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Il I IV vV
Sekil 4.6 Grup I, 11, I, IV ve V’ e ait karaciger dokusu érneklerinde belirlenen SOD enzim

aktivitesi sonucu olusan band alanlarinin ortalama degerleri (mmz).

Karaciger dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4 ve Gpx5 olmak
iizere bes izoformu tespit edildi. Gpx’in tiim izoformlar1 Grup I’de diisiik band alanlari,
Grup II’de ise yiiksek band alanlar1 gésterdi. Gpx1 izoformunun alani Grup III ve IV’te
doz artigia bagl olarak sirasiyla artarken, Grup V’te Grup I’e gore bir azalma gozlendi.
Gpx2 ve Gpx3 izoformlarinin alanlarinda Grup III, IV ve V’te doz artigma bagli olarak
sirastyla azalma goriildii. Gpx4 izoformunda Grup III, Grup II’den daha biiylik bir
alana sahipken; Grup IV ve V’te doz artismma bagl olarak sirasiyla alanda azalma
goriildii. Gpx5 izoformunda Grup III Grup II’ye yakin alana sahipken, Grup IV ve V’te
doz artigina bagli olarak sirasiyla artma goriildii (Sekil 4.7; Sekil 4.8).



GRUP I 1 m I v

Gpxl

Gpx2
Gpx3

Gpxd

Gpx5

Sekil 4.7 Gruplara ait Gpx izoenziminin elektroforetik bandlari

Gpx
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15 | Gpx2
W Gpx3
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Sekil 4.8 Grup L, IL, ITL, IV ve V’ e ait karaciger dokusu drneklerinde belirlenen Gpx enzim
aktivitesi sonucu olusan band alanlarimn ortalama degerleri (mm?).



48

4.2. Karaciger doku érneklerinin histolojik analizleri

4.2.1. Histolojik analizler

Deneysel calismamizda kontrol grubunu teskil eden Grup I sicanlarma ait
karaciger doku preparatlar1 incelendiginde gruba ait orneklerde histolojik olarak
herhangi bir doku hasarmma rastlanmadi. Hepatositler sentral ven ¢evresinde ismsal

olarak dizilmis olup portal alanlarda ve venlerde histolojik yapmin korundugu tespit
edildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Kontrol grubu (Grup 1) hayvanlarina ait karaciger kesitinde sentral ven (SV) ¢evresindeki
hepatositler (H&E).
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Negatif kontrol olarak degerlendirmeye aldigimiz Grup II’ ye ait sicanlarin
karaciger doku preparatlarinda I/R uzak organ hasarina bagh olarak dokuda yogun bir
sekilde PMNL gogiine bagl niiklear infiltrasyon (Sekil 4.10) ve sinusoidlerde yaygin
kanama alanlar1 (Sekil 4.11) gozlendi. Ayrica dokuda genis nekrotik alanlar (Sekil
4.12) ve hepatositlerde yogun bir sekilde vakuolizasyon saptandi (Sekil 4.13).

Sekil 4.10 I/R grubu (Grup II) hayvanlarina ait karaciger kesitinde PMNL infiltrasyonu (H&E).



Sekil 4.12 i/R grubu (Grup II) hayvanlarina ait karaciger kesitinde nekrotik alanlar (H&E).
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Sekil 4.13 i/R grubu (Grup Il) hayvanlarina ait karaciger kesitinde hepatositlerde yaygin
vakuolizasyon (H&E).
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Deneysel calismamizin temelini olusturan gallik asit uygulamasinin 50 mg.kg™
olarak uygulandigi Grup III sicanlarma ait karaciger doku kesitlerinde niiklear
infiltrasyon ve kanamanin azaldig1 gozlendi. Bu gruba uygulanan renal I/R’ nin uzak
organ hasar1 g6z Oniine alindiginda orta dereceli nekroz olgusu ve hepatositlerde
vakuolizasyon gozlendi (Sekil 4.14). Deney hayvanlarina uygulanmig olan bu dozda

gallik asitin karaciger dokusunu I/R hasarmdan korumadig: goriildii.

Sekil 4.14 i/R + 50 mg.kg™ Gallik asit grubu (Grup I11) hayvanlarna ait karaciger dokusuna ait
hepatositlerde vakoluizasyon (H&E).



53

Calismamizda 100 mg.kg™ gallik asit uygulanan Grup IV sicanlardan elde
edilen karaciger doku kesitlerinde yapilan inceleme sonucunda sinosoidlerde kanama

ve niiklear infiltrasyon gozlenmis olup nekroz ve vakuolizasyonun kismen yer aldigi
tespit edildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15 i/R + 100 mg.kg™ Gallik asit grubu (Grup 1V) hayvanlarina ait karaciger kesiti (H&E).
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Grup V siganlarinda yapilan incelemede uygulanan dozun I/R’nin uzak organ
hasarinda koruyucu etki gosterdigi ve bu baglamda yapilan incelemeler sonucunda
diisiik seviyede niiklear infiltrasyon ve kanama goézlenmis olup, dokuda nadir nekroz
durumu gozlenmistir. Vakuolizasyon olgusuna ise rastlanmamigtir. Bu incelemeler
is1ginda  karaciger doku preparatlart kontrol grubu ile yakin yapisal ozellikler
gostermistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16 i/R + 200 mg.kg™ Gallik asit grubu (Grup V) hayvanlarna ait karaciger kesitinde
neredeyse tamamen korunmus hepatositler (H&E).
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4.2.2. Histolojik analizlerin istatistiksel degerlendirmesi

Yapilan histolojik analizlerin skorlamasi Cizelge 4.3’ te verilmistir.

Cizelge 4.3 Gruplara ait histolojik degerlendirme

Grup Niiklear Kanama Hiicre Vakuol
infiltrasyon olimi olusumu
| 0 0 0 0
I 5 4 5 4
1l 4 3 4 3
v 3 2 2 2
\Y 1-2 1 0-1 0

4.2.3. immunohistokimyasal analizler

Immunohistokimyasal boyama uygulanmus karaciger doku kesitlerinde tiim kesit
alanlar1 mikroskobik olarak incelenerek iNOS igerigi belirlendi. Deney hayvanlarmin
her birine ait kesitlerde iINOS pozitif olan hiicrelerde kizil kahverengi boyali goriiniim
dikkat ¢ekici bulundu. Buna goére Grup I hayvanlarmin karaciger kesitlerindeki normal
goriiniimlii hiicrelerde INOS reaksiyonu negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.17).
Grup II’ ye ait karaciger kesitlerinde ise hiicrelerin yogun iNOS pozitif bir goriiniimde

oldugu saptandi (Sekil 4.18). Grup III ve IV’in iNOS degerlendirmelerinin sonucu
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Grup V’de oldugu kadar iNOS negatif bulunamadi. H&E boyanmis karaciger
kesitlerinde yapilan incelemeler sonunda Grup V’in karaciger dokularmin I/R
hasarindan korunmus olmasi durumu da dikkate alimarak INOS negatif olusu 6nemli

bulundu (Sekil 4.19).

Sekil 4.17 Kontrol grubu (Grup 1) hayanlarina ait karaciger Kkesitlerindeki normal goriiniimlii
iNOS negatif hiicreler.
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Sekil 4.19 i/R + 200 mg.kg™” Gallik asit grubu (Grup V) hayanlarina ait karaciger kesitlerindeki

normale yakin goriiniimlii iNOS negatif hiicreler

20 ym
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4.2.1. immunohistokimyasal analizlerin istatistiksel degerlendirmesi

Yapilan immunohistokimyasal analizlerin skorlamasi1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 Gruplara ait immiinohistokimyasal degerlendirme

Gruplar I I Il v V

Inos
reaksiyonu
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5. TARTISMA

Bir organ ya da dokuya kan akimmin kesilmesi ve sonrasindaki reperflizyon
slireci, hiicre Oliimii ve organin fonksiyon kaybma yol acan bir dizi patolojik
reaksiyonu baslatir.  Son yillarda arastrma tekniklerinin gelismesiyle birlikte bu
patolojik durumun ortaya ¢ikmasinda, reperflizyon siirecindeki olaylarm hasara yol
actig1 anlasilmistir. Reperflizyon hasari sonucu olusan fonksiyon bozuklugu organdan
organa farkliliklar gostermekle birlikte, bu hasardan oksijen radikallerinin sorumlu
oldugu belirlenmistir. Reperfiizyon, lipid peroksidasyonuna, karbonhidrat

depolimerasyonuna ve DNA yapisinin bozulup, yikilmasina neden olur.

Bir organda I/R gergeklesmesi, uzaktaki bir organda da oksidatif hasara sebep
olabilir (Gulec, et al., 2008). Renal I/R hasarinin, beraberinde karacigerde de hasara
neden oldugu bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Golab, et al., 2009; Sizlan, et
al., 2009).

I/R hasarmnm mekanizmas1 karmasik olup karaciger hasarinda SOR’larm, bu
degisikliklerin ana nedeni oldugu diisiiniilmektedir (Basim, 2005; Ozel, 2006). Kupffer
hiicrelerinden salinan SOR’lar bir dizi karmasik inflamatuar olaylar zincirini baslatarak
notrofilleri aktive eder. Aktive olmus notrofiller ise endotel hiicrelerine yapisarak
cesitli proteazlar ve SOR salgilayip hasari daha da kotilestirirler (Eltzschig and Collard,
2004; Frangogiannis, 2007). Hiicre icinde en onemli SOR kaynaginin mitokondri
oldugu ve SOR’larm ndtrofil aktivasyonunu uyararak hepatosit dliimiine yol agtigi

bildirilmistir (Dawson, et al., 1993).

SOR olusumunu ve bunlarin yol agtigi hasar1 onlemek i¢in hiicrede bir¢ok

antioksidan savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
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reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR toplayarak lipit peroksidasyonunu onlemeye

calisirlar (Akkus, 1995).

Deneylerimizin sonucu, kullandigimiz gallik asitin, antioksidan aktivitesi
sayesinde lipid peroksidasyonu hasarlarmin azaltilmasinda etkin rol oynadigini ve renal

I/R’ye bagli uzak organ hasarima kars1 karacigeri korudugunu gosterdi.

Calismamizdan elde edilen istatistiksel verilere gore; gruplar arasinda serum
ALT ve AST degerleri agisindan anlamli farklar gézlendi. I/R uygulanan grupta ALT
ve AST degerleri kontrol grubuna gére yiiksek, tedavi gruplarida (50,100,200 mg.kg™

gallik asit) bu degerlerin ise doza bagli olarak azaldigi gozlendi.

Fadillioglu ve arkadaslarma (2008) gore renal I/R’ye bagh karaciger uzak organ
hasarinda ALT ve AST degerlerinin anlaml1 bir sekilde arttig1 ve tedavi gruplarinda ise,
calismamiza paralel olarak bu degerlerin azaldig1 gozlenmistir. Benzer sonuglar Sener
ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilmis olan arastirmanin verileriyle de uyumlu
bulunmustur.  Renal I/R’nin neden oldugu bébrek hasarnda da ALT ve AST
degerlerinin kontrol gruplarina gore zamana bagl olarak artig gosterdigi rapor edilmistir
(Kadkhodaee, et al., 2009). Benzer arastirmalarda da karaciger 1/R’si sonucu olusan
hasarda ALT ve AST degerleri, uzak organ hasarinda oldugu gibi kontrol ve tedavi
gruplarma gore artis gostermistir (Sener, et al., 2003; Aydin, vd., 2004; Daglar, et al.,
2009). Uyanoglu ve arkadaslar1 (2008) yaptig1 ¢alismada, parsiyal hepatektomi sonucu
kontrol grubuna gore hasta kontrol grubunda ALT oraninda artma ve hasta kontrol
grubuna gore antioksidan uygulanmis deney gruplarinda ise AST oraninda diisiis

gozlemlemistir. Bu da bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir.

I/R sonucu uzak dokulara gelen bir PMNL olan nétrofiller tarafindan salman

SOR, dokularda yikic1 bir takim etkiler gerceklestirir. Yapilan bazi ¢alismalarda I/R
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hasar1 sonucu SOR tarafindan gergeklesen lipid peroksidasyonu (Korthuis, et al., 1985;
Rhoden, et al., 2002) ve SOR’un canli hiicrelerdeki bazi molekiillerle girdikleri
reaksiyonlar sonucu doku hasar1 olusturdugu deneysel olarak kanitlanmistir (Aydogdu,
vd., 2005; Korkmaz and Kolonkaya, 2009). Olusan bu hasara karsi organizmanin
antioksidan savunma sistemleri olarak bilinen SOD, CAT, Gpx gibi enzimleri

kullanarak bu etkiyi ortadan kaldirmaya calistig1 vurgulanmstir (Ozan, vd., 2004).

Elde ettigimiz sonuglara gore I/R grubunun SOD1 ve SOD2 aktivitesi kontrol
grubununkinden yiiksek bulunmustur. Tedavi gruplarinda ise I/R grubuna gdére SOD

aktivitelerinde genel anlamda bir diisiis olmustur.

Bulgularimiz yapilan bazi ¢alismalarla da desteklenmektedir. Bazi arastiricilara
gore SOD aktivitesi I/R grubunda, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus; buna ek
olarak SOD aktivitesinin tedavi gruplarinda, I/R grubuna gore diisiis gosterdigi
bildirilmistir ( Karaayvaz, vd., 1996; Karabiga, vd., 2007; Sizlan, et al., 2009). Bu da
calismamizda doz artisina baghi olarak SOD1 ve Grup V’in SOD2 aktivitesinin

diististinii agiklamaktadir.

Buna karsin Grup III ve IV hayvanlarinin karaciger dokusunda SOD2
aktivitesinin I/R grubuna gére artis gdstermesi de baz1 ¢alismalarla desteklenmektedir.
Bu ¢aligmalara gore tedavi gruplarindaki SOD aktivitesinin, I/R grubundaki SOD
aktivitesinden yiiksek oldugu rapor edilmistir (Aydogdu, vd., 2005; Fadillioglu, et al.,
2008). Ancak caligmamizda Grup III ve IV’iin SOD2 aktivitesinde anlamli bir artis

gbzlenmemistir.

Caligmamizda CAT aktivitesi I/R’ye bagl olarak Grup II’de kontrol ve tedavi
gruplarma gore yiiksek bulundu. Bu durum I/R grubundaki hayvanlarmn bobrek

dokusunda SOR iiretimindeki artigin karacigere olan etkisinin bir gdstergesi
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olabilecegini diisiindiirmektedir. Tedavi gruplarimizda ise I/R grubuna gore anlamli bir

diisiis gdzlenmistir.

Yapilan bazi calismalarda CAT aktivitesinin tedavi gruplarinda I/R grubuna gore
disiis gosterdigi bildirilmistir (Serteser, et al., 2002; Jayakumar, et al., 2006, 2007).
Buna paralel olarak, calismamizda CAT aktivitesi Grup III ve V’de diisiis gostermistir.
Ote yandan birtakim ¢alismalarda ise tedavi gruplarinda CAT aktivitesinin yiikseldigi
gozlenmistir (Fadillioglu, et al., 2008). Bizim c¢alismamizda da Grup 1V’de CAT

aktivitesinin yiikselmesi bu sekilde agiklanabilir.

Bulgularimizdaki tiim Gpx izoformlarinin aktiviteleri degerlendirildiginde I/R
grubunun Gpx aktivitesi kontrol ve tedavi gruplarindan yiiksek bulunmus olup tedavi

gruplarinin Gpx aktivitesinde doz artigina baglh olarak diisiis gézlenmistir.

Sizlan ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 calismada Gpx aktivitesinin I/R grubunda
kontrol grubuna gore artis ve tedavi grubunda da diisiis gosterdigini rapor etmislerdir.
Buna ek olarak Hassan ve arkadaslar1 (2005) Gpx aktivitesinin kontrol grubuna gore
karaciger transplantasyonu sonrast1 zamana bagh olarak artis gosterdigini ileri

stirmiislerdir.

Baz1 arastiricilar calismalarinda disaridan alinan antioksidanlarin karaciger
dokusunda ve diger dokularda CAT, SOD, Gpx enzim aktivitelerini arttirdigini rapor
etmislerdir (Aydogdu, vd., 2005; Jayakumar, et al., 2006, 2007; Ramesh, et al., 2009).

Ote yandan I/R sonucunda antioksidan uygulamasiyla birlikte, antioksidan
enzim aktivitesinin arttigin1 gosteren c¢aligmalar da olmustur (Kurt, vd., 2005;

Jayakumar, et al., 2006). Biz ise, ¢alismamizda I/R sonrasi belli dozlarda antioksidan
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enzim aktivitesinde Onemli diislis gozlemledik.  Yapilan c¢alismalar arasindaki
farkhiliklarin biiyiik olasilikla deney hayvan tiirii, metod, I/R modeli (iskemi ve/veya
reperflizyon siiresi) gibi fakliliklardan kaynaklanmis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Histolojik degerlendirmelerde I/R uygulanan organda yogun nekroz (Onal, vd.,
2004; Aydogdu, vd., 2005; Kiris, vd., 2007), yaygin kanama alanlar1 (Ozan, vd., 2004;
Daglar, et al., 2007; Kiris, vd., 2007), niiklear infiltrasyon (Ozan, vd., 2004; Kiris, vd.,
2007; Canbek, et al., 2008) ve vakuolizasyon (Canbek, et al., 2008; Senturk, et al.,
2008) gibi histopatolojik degisimler gosterdigi bildirilmistir.

Calismalarimaz histolojik olarak baktigimizda Grup I hayvanlarma ait doku
orneklerinin karaciger kesitinde, sentral ven g¢evresindeki hepatositler normal yap1

gostermistir.

Calismamizda da Grup II hayvanlarinda renal I/R nin uzak organ hasar1 sonucu
karacigerde yogun niiklear infiltrasyon, yaygm kanama alanlari, yogun nekroz ve
hiicresel vakuolizasyon gozlenmistir (Sener, et al., 2003; Sizlan, et al., 2009; Wang, et
al., 2009). Kadkhodaee ve arkadaslarmm (2009) yaptiklar1 ¢alismada renal I/R
stirecinin karaciger lizerine etkisi arastirilmis ve iskemi siiresinin artigina bagli olarak
uzak dokuda hasarin arttigi rapor edilmistir. Benzer sonuclar Wang ve arkadaslari
(2009) tarafindan da desteklenmistir.

Yapilan ¢alismalarda I/R sonucu olusan veya baska tiirlii gelisen oksidatif strese
kars1 antioksidan maddelerin doku biitiinkigiinii korudugu bildirilmistir (Sener, et al.,
2003; Kurt, vd., 2005; Jayakumar, et al., 2006; Canbek, et al., 2008; Senturk, et al.,
2008).
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Grup III ve Grup I'V’deki histolojik degerlendirmelere gore niiklear infiltrasyon,
kanama alanlarinda, nekroz ve vakuol olusumunda doz artisina bagli olarak azalma
gozlenmistir. Bu bulgularimiz baska c¢alismalarla da desteklenmistir (Senturk, et al.,
2008; Giindiiz, 2010).

Grup V hayvanlarmin karaciger dokusu incelendiginde, yapilan ¢aligmalarla da
paralel olarak, niiklear infiltrasyon ve kanamada anlamli diislis gbzlenmis olup nekroz
ve hiicresel vakuolizasyon durumuna rastlanmamistir (Sener, et al., 2003; Senturk, et
al., 2008; Sizlan, et al., 2009). Bu grupta hiicre biitiinliigii korunmus olup histopatolojik

olarak kontrole yakin degerler gézlenmistir.

Uyanoglu ve arkadaglar1 (2008) yaptig1 parsiyal hepatektomi calismasinda da
histolojik olarak, kullandig1 farkli antioksidanlarin karaciger rejenerasyonunu olumlu

yonde etkiledigini rapor etmistir.

NO, fizyolojik ve patolojik olaylarda hiicresel toksisiteyi gosteren bir
biyomolekiildiir. NO, L-argininden sitrulin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin
nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara triindiir. Bu reaksiyon, bir dizi NOS
enzimi tarafindan katalize edilir. Nitrik oksit sentaz enzimleri, cNOS ve iNOS olmak
tizere iki ana gruba ayrilir. Normal fizyolojik siire¢ i¢in cNOS ile tiretilen miktarlara
gereksinim vardir. Doku hasar1 ve zedelenmesi gibi durunlarda ise iNOS ile asiri
miktarda NO iretilir. Akut inflmatuar olaylarda iNOS ile tiretilen miktarlar, hem
koruyucu hem de zarar verici olabilir. (Kuyumcu, vd., 2004). Raij ve Baylis (1995),
asirt NO tretiminin gesitli durumlarda patojenik olabilecegini bildirmislerdir. NO,
glomerular kapiller kan basincmin, glomerular plazma akisinin ve glomerular filtrasyon
hizinin fizyolojik diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. NO, glomerular basincin ve
akimm hareketinde, makro ve mikromolekiiler diizeyde diizenleyici olabilir.
Glomerular inflamasyon siiresince, glomerular hiicreler veya makrofajlardan

sentezlenen biiyiik miktardaki NO hasara yol acabilir (Aras, 2008).
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Calismamizda renal I/R  yapilmis sicanlarin  karaciger  dokusunda
immunohistokimyasal olarak iNOS reaksiyonu degerlendirildi. Grup II’de iNOS pozitif
alanlar1 yogun olarak goriildii. Buna karsin tedavi gruplarinda iNOS reaksiyonlarinda
boyanmanin doz artisina bagli olarak diisiis gosterdigini tespit ettik. Grup III’te Grup
[I’ye yakin; Grup V’te ise Grup I’e yakmn iNOS reaksiyonu gozlenmistir. Caligmamizda
belirlenen Grup V’te (200 mg.kg™ gallik asit) iNOS aktivasyonunun kontrole yakin
olmasi, INOS sentezinin durdurulmasmin patofizyolojik olaylar1 kismen engelledigini
isaret etmektedir. Bu durum I/R’nin iNOS iiretimindeki &nemini bize gdstermektedir.
Gilindiiz (2010) de c¢alismasinda benzer duruma dikkat ¢ekmektedir.  Dokuda
immiinohistokimyasal boyama ile belirledigimiz NO seviyesinin biyokimyasal

parametrelerimizle dogru orantili oldugu goériilmektedir.

Calismamizda, biyokimyasal ve histolojik analiz verileri istatiksel olarak goz
niine alindiginda, bir fenolik asit olan gallik asitin 200 mg.kg™ dozunun renal I/R
hasarindan Oncesi, intraperitonel olarak uygulandiginda, uzak organ olan karaciger

tizerine koruyucu etkili oldugu ortaya konmustur.

Sonug¢ olarak; organizmada olusan serbest radikallerin etkisini azaltmak icin
dogal fenollerin (renkli sebze ve meyveler) tiiketilmesinin, antioksidan enzimlerin

tetiklenmesi agisindan son derece 6nemli oldugunu soyleyebiliriz.
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