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KISALTMALAR

iR: iskemi reperfiizyon

ATP: Adenozin 5’-trifosfat
Na*/K*ATPaz : Sodyum/Potasyum ATPaz
SOR: Serbest oksijen radikalleri
PMNL: Polimorf niveli I6kositler
CeOy: Seryum dioksit

H>0. Hidrojen peroksit

NADP: Nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat
LDH: Plazma laktat dehidrogenaz
GSH: Reduikte glutatyon

GSSG: Okside glutatyon

MPO: Myeloperoksidaz

NO: Nitrik oksit

SOD: Superoksit dismutaz

LDH: Plazma laktat dehidrogenaz
ALT: Alanin aminotransferaz
AST: Aspartat aminotransferaz
KC: Karaciger

ET: Endotelin

PAF: Platelet aktive edici faktor
LT: Lokotrienler

ENA-78: Protein—78 A

INF-y: interferon gamma

MCP: Monosit kemoatraktan protein


https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat

VCAM 1: Vaskiiler hiicre adhezyon molekili 1

ICAM 1: interselliiler adhezyon molekiilii 1
E selektin: Endotelyal selektin

P selektin: Platelet kaynakh selektin

MCP 1: Monosit kemoatraktan protein 1
cGMP: Siklik guanozin monofosfat

i.p.: intraperitoneal

0.g.: Oral gavaj

MDA: Malondialdehid

GST: Glutatyon S transferaz

GPx: Glutatyon peroksidaz

GR: Glutatyon rediiktaz

MMP-2: Matrix metallopeptidaz-2
MMP-9: Matrix metallopeptidaz-9

H&E: Hematoksilen-eozin

PAS: Periodik Asit Schiff

HO-1: hemoksijenaz-1

TNB: 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit

DTNB: 5,5 dithiobis 2-nitrobenzoik asit
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OZET

CeO, NANOPARTIKULLERININ iSKEMiK KARACIGER HASARINDA iZLENEN
INFLAMATUAR SUREGLER UZERINDEKI ETKILERI

AMAGC: Bu calismada, fare karaciger iskemi reperfiizyon (iR) modeli dncesinde
uygulanan antiinflamatuar ozellikteki seryum dioksit (CeOz) nanopartikillerinin
iskemik karaciger hasarinda izlenen inflamatuar siregler Ulzerindeki etkilerinin
incelenmesi amaclandi.

YONTEM: Calismada kullanilan fare deney gruplari, kontrol, sham, iR, calisma grubu
i.p (CeO2 nanopartikillerin intraperitoneal uygulandigi) ve ¢alisma grubu o.g (CeO;
grubu nanopartikillerinin oral gavaj yoluyla uygulandigi) olmak lzere 5 gruba (n=6)
ayrilmistir. IR hasarinin saptanmasinda plazma laktat dehidrogenaz (LDH),
transaminaz (ALT, AST) dizeyleri tayin edildi. Karaciger doku 6rneklerinde lipid
peroksidasyonu, rediikte ve okside glutatyon (GSH ve GSSG) diizeyleri, antioksidan
enzim (katalaz, glutatyon-S transferaz, glutatyon rediktaz, glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz) aktiviteleri ve notrofil infiltrasyonunun parametresi olarak
myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi tayin edildi. iR ile indiklendigi 6ne siiriilen
proinflamatuar sitokin/kemokinlerin (TNF-a, IL-1a, IL-1fB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-17, IFN-y) ve matriks metaloproteinazlarinin (MMP-2 ve MMP-9) plazma
dizeyleri belirlendi.

BULGULAR: IR hasari olusturulan grupta kontrol ve sham gruplariyla
karsilastirildiginda plazma LDH, AST ve ALT aktivitelerinde, doku lipid
peroksidasyonunda ve doku MPO aktivitesinde artis; doku GSH diizeyinde disls,
doku GSSG diizeyinde artis, doku antioksidan enzim diizeylerinde azalma; plazma
prositokin ve kemokin dlzeylerinde ve MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde artis
godzlendi. IR protokoliinden 24 saat dnce CeO; nanopartikiillerinin i.p. ve o.g. yolu ile
uygulanmasinin, ¢alisma gruplarinda plazma LDH, AST ve ALT aktivitelerinde, doku
lipid peroksidasyonunda ve MPO aktivitesinde azalmaya; doku GSH dizeyinde
artisa, doku GSSG diizeyinde dislise; doku antioksidan enzim diizeylerinde artisa;
plazma prositokin ve kemokin dizeylerinde ve plazma MMP-2 ve MMP-9

diizeylerinde disise neden oldugu saptandi (p<0.001). CeO; nanopartikillerinin

Vii



uygulama yolunun, dlclilen parametrelerin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak bir
fark gostermedigi saptandi.

SONUGC: Bu calismada elde edilen veriler, CeO, nanopartikiillerinin iR hasarini
onlemede Umit verici bir terapoétik ajan olabilecegini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemi reperfiizyon hasari, CeO> nanopartikiilleri, karaciger,

fare, inflamasyon
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ABSTRACT

EFFECTS OF CeO; NANOPARTICLES ON INFLAMMATORY PROCESSES
DURING ISCHEMIC HEPATIC INJURY

OBIJECTIVE: Present study aimed to evaluate the protective effects of anti-
inflammatory cerium dioxide (CeO2) nanoparticles administered prior to the
experimental hepatic ischemia-reperfusion model in mice on the inflammatory
processes observed in ischemic hepatic injury.
MATERIALS AND METHODS: Animals were divided into 5 groups (n=6) as control,
sham, IR, intraperitoneally administered of CeO, nanoparticles (i.p.) and orally
administered of CeO, nanoparticles (0.g). Plasma levels of lactate dehydrogenase
(LDH) and transaminases (ALT, AST) were determined as the indices of hepatic
injury. Lipid peroxidation, reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione levels,
antioxidant enzyme (catalase, glutathione-S transferase, glutathione reductase,
glutathione peroxidase, superoxide dismutase) activities and myeloperoxidase
(MPOQ) activity, as the indicator of neutrophil infiltration, were measured in liver
tissue samples. Plasma levels of proinflammatory cytokines/chemokines (TNF-a, IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y) and matrix
metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) were determined.
RESULTS: Plasma LDH, AST, and ALT activities, tissue MPO activity and tissue lipid
peroxidation were found to be elevated in IR group when compared with those of
control and sham groups. In this group, it was found that tissue GSH level and
antioxidant enzyme activities were decreased, GSSG level was increased, plasma
cytokine/chemokine, MMP-2 and MMP-9 levels were increased. I.p. and o.g.
administrations of CeO; both were resulted in significant decreases in plasma LDH,
AST and ALT levels, tissue lipid peroxidation and MPO activity; significant increases
in tissue antioxidant enzyme activities, plasma procytokine/chemokine, MMP-2 and
MMP-9 levels (p<0.001). The route of administration of CeO2 nanoparticles caused
no statistically significant difference for the levels of the parameters tested.
CONCLUSION: The present data suggest that CeO; nanoparticles may be introduced

as a promising therapeutic agent for the prevention of liver IR injury.



Key Words: Ischemia-reperfusion injury, CeO; nanoparticles, liver, mouse,

inflammation.



I.  GIiRiS ve AMAG:

iskemi; bir organ ya da dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagli
gelisen, geri dondsimli veya geri donlisimsiiz olabilen hiicre ya da doku
zedelenmesidir (1). iskemik dokunun tekrar kanlanmasina reperfiizyon denilir. Eneriji
gereksiniminin geri kazanilmasi ve toksik artiklarin ortamdan uzaklastirmak igin
gereklidir. Fakat iskemi sirasinda olusmus toksik artiklarin ve cesitli inflamatuar
mediatorlerin sistemik dolagima verilmesiyle ciddi metabolik bozukluklar olusabilir.
Bu sekilde reperfiizyon daha ileri bir doku hasarina yol acabilir (2). iskemi
reperfiizyon (iR) ise doku ya da organa giden kan akimindaki bir siirelik azalma ya da
kesilme sonrasinda yeniden kanlanma olarak tanimlanir (3).

iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler olusur. Dokuya
gelen kan akiminin kesilmesiyle hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir. Buna bagli
adenozin 5’-trifosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi yliksek enerjili fosfatlarin sentezi
azalir. Hucrede enerji depolarinin bosalmasiyla hiicre zarinda bulunan Na*/K* ATPaz
pompasl inhibe olur. Sonucta hicre icinde sodyum ve kalsiyum iyon
konsantrasyonlari artar. Hiicre icinde kalsiyum iyon konsantrasyonundaki artis hiicre
icin sitotoksiktir (4). Bu durumda sodyum ve su hiicreye serbestce girebilir,
endoplazmik retikulumun genislemesi sonucu hicre siser. Bu genisleme
ribozomlarla endoplazmik retikulumun arasindaki baglantiy1 keser. Bu da protein
sentezinin azalmasi ile sonuglanir. Hiicre, artmis sodyum ve su konsantrasyonu ile
azalmis potasyum konsantrasyonu sonucu énemli dlciide siser (5). iskemik periyod
suresince dokuda toksik serbest oksijen radikalleri (SOR) uretilir. Reperfiizyon
sirasinda SOR ve siperoksit radikallerinin endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler
permeabilite ve doku 6demine neden oldugunu belirten yayinlar mevcuttur
(3).Hicre olumi basladiginda hepatositler, endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri
adhezyon molekiilleri ve kemokinleri salgilamaya baslar, buna karsilik antioksidan
enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu sekilde nétrofiller hasara ugrar ve doku
hasari artar (5, 6). Aktive olan adezyon kuvvet molekilleri ve sitokinlerin sistemik

inflamatuar yaniti baslatmasi IR hasari olarak adlandirilir (4).



IR hasarinin fizyopatoloijisi ile ilgili cesitli faktorler ileri strilmustir. Bunlar
birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar seklindedir. SOR, polimorf
naveli I6kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel hiicreleri olmak Uzere
baslica dort faktorin hasar nedenleri arasinda yer aldigi belirtilmektedir (6).Hasarda
esas rolde SOR olduguna dair gorusler mevcuttur (7). Karaciger ile ilgili cerrahi
girisimler ve karaciger transplantasyonu gibi durumlarda gegici olarak kan akiminin
durmasi ile iskemi, kan dolagiminin tekrar saglanmasi ile reperflizyon olugsmaktadir.
Bu durumlarda gelisen iskemi reperflizyon hasari mortalite ve morbiditenin asil
sebeplerindendir (8, 9). Serbest radikallerin zararh etkileri bazi maddeler tarafindan
azaltilabilir. Hicre iginde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar
oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in ¢alisirlar. Antioksidan savunmada 6ncelikle
etki edenler enzimatik antioksidanlardir. Bunlar glutatyon reduktaz, sliperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimlerdir (10).

Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler SOR’u etkili sekilde pargalayabilen
ve antiinflamatuar etki gosteren umut vaadedici bilesikler sunmaktadir. Bunlar
arasindan seryum dioksit (CeO3) nanopartikilleri, biyomedikal alanda oksidatif stres
ve inflamasyon iceren patolojilerin tedavisinde kullaniimaktadir (11). CeO:
nanopartikillerinin SOD ve katalaz gibi davrandigini gésteren ¢alismalar mevcuttur
(12). Ayrica, CeO; nanopartikili makrofajlar icindeki SOR diizeyini azaltir (13). CeO3
nanopartlli oksijen sensoérleri ve otomotiv sanayiinde katalitik konverter gibi
endustriyel aplikasyonlarda kullanilmakla birlikte, son vyillarda yapilan biyolojik
sistem modellerinde oksidatif stresi azaltmada etkili oldugu bildirilmistir. Bu genis
kullanim alanlarina bagh olarak c¢evresel ve inhalasyona maruz kalma sonucu
insanlar Uzerinde olusan etkileri henliz agiga kavusturulamamakla birlikte; son
yillarda yapilan ¢alismalar CeO;'nin gligli bir antioksidan olarak hiicreleri ultraviyole
Isinlardan ve gama radyasyon isinlarindan korudugu ve kok hicre kiltirlerindeki
proliferasyonu uyardigi gosterilmistir (14, 15) CeO; nanopartikili, iskemik beyin
hasarina bagh inme ve diger oksidatif rahatsizliklarda yeni bir tedavi modeli olarak
one cikmaktadir (16). CeO2'nin hipokampal néronal hiicre dizisini oksidatif stresten

korudugu ve iskemik kardiyomyopatide NO ve peroksinitrit diizeyini azalttig



gosterilmistir (16). Radyoterapiden 24 saat 6nce verilen CeOx'nin SOR dizeyini
azalttigini belirtmislerdir (17). CeO; nanopartiklliine maruziyetin hepatik hasarini
onledigine dair yayinlar mevcuttur (11, 18).

Bu c¢alismada fare karaciger iskemi reperfliizyon modeli 6ncesinde uygulanan
antiinflamatuar 06zellikteki CeO, nanopartikillerin iskemik karaciger hasarinda

izlenen inflamatuar surecler tzerindeki etkilerinin incelenmesi amaglandi.



GENEL BILGILER:

A. Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasari:

Karacigerde IR hasari ilk kez 1975 yilinda Toledo Pereyra (19) ve
arkadaslarinin deneysel olarak gergeklestirdikleri karaciger naklinde gorilmustir.
Nakledilen karacigerde konjesyon, ilerleyen tarzda trombozis, organ yetmezligi ile
sonucglanan greft nekrozu gelismistir. IR hasari, hipoksik organin tekrar
oksijenlenmesinden sonra ortaya cikan hasarlanmaya denilmektedir (4). iskemi
sirasinda hicre membraninda bulunan Na*/K* ATPaz pompasinin ¢alismasi igin
gerekli olan enerji saglanamaz. Potasyum iyonlari hiicre disina ¢ikarken sodyum ve
klor iyonlari hiicre igine girerler. Anaerobik glikolizle ATP Uretilmeye ¢alisilir, sonugta
laktik asit Uretilmektedir. Karbondioksitin birikimi karbonik asit Uretimi ile
sonuglanir, boylelikle asidoz artmaktadir (20). Anaerobik glikoliz ve ATP hidrolizi
nedeni ile pH diser. Olusan metabolik asidoz hepatositlerde hiicre 6liminin
baslamasina karsi koruyucu goérev goriir. iskemik olan hiicrelerdeki pH’nin
reperflizyonla beraber normale dénmesi pH bagiml proteaz ve fosfolipazlari aktive
eder, sonucta hiicre 6limine sebebiyet verir. Bu durum pH paradoksu olarak
bilinmektedir. ATP bagimh calisan kalsiyum pompasi ise ekstraselliler ve
intraselltler kalsiyumu dengede tutmaktadir. Kalsiyum hiicre oliminde yapisal
degisikliklerin esas mediatoridir. intraselliler kalsiyum artisi ile proteolitik enzimler
ve fosfolipazlar aktive olmaktadir (9, 21) Fosfolipazlarin aktivasyonuyla arasidonik
asit olusur. Arasidonik asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe ederek SOR
olusumunu arttirir. Eger hipoksi devam ederse mitokondri fonksiyonlari azalir. Bu
bozukluklarin timi oksijen verildiginde geri dontslidir. Uzamis hipoksi; membran
potansiyeli, iyon gecisi ve endotelyal hiicrelerin yapisini bozmakta ve intraselliiler
hacmi artirmaktadir (21). Erken donemde endotel hiicrelerinin sismesi,
vazokonstriksiyon, PMNL birikimi, sinlzoidlerde trombosit birikimi olur ve
mikrodolasim bozulur. intraselliiler édem nedeniyle, siniizoidal endotel hiicreler ve
kupffer hiicresinde sisme meydana gelir. Vazokonstriiksiyon, nitrik oksit (NO) ve
endotelin (ET) dengesindeki bozulma sonucu ortaya cikar. ET oldukca glicli bir

vazokonstriktordiir. Reperflizyonun erken doneminde, ET plazma ve KC



parankiminde artarken NO miktari diiser. IR hasarinin reperfiizyon boyunca NO ve
ET arasindaki denge bozuklugunun bir sonucu oldugu disiiniilmektedir (3, 22). iR
hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili gesitli faktorler ileri sirtilmustir. Nedenleri arasinda
SOR, PMNL, kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak (izere baslica dort faktor
yer almaktadir. (sekil 1) Bircok calisma reperflizyon hasarinin baslamasindan bulytk
olciide ksantinoksidaz bagimli siiperoksitin sorumlu oldugunu géstermistir. iskemi
sirasinda ksantinoksidaz enziminin sentezi, etkinligi ve substratlari artar ve enzim
reperflizyon sirasinda dokuda konsantrasyonu birden artan oksijeni asiri miktarda
stiperoksit anyonuna dénistiiriir. Deneysel olarak serbest oksijen radikallerinin iR
hasarindaki etkisini 6nlemede ksantinoksidaz inhibitorleri ve bircok serbest oksijen
radikali temizleyicilerinin etkinligi gosterilmistir (6). Poliansatlire yag asitleri hiicre
membranlarinda ylksek konsantrasyonda bulunur ve radikallere ¢ok duyarhdirlar.
SOR poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona girerek hiicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuna yol acar. Dolaylh olarak radikallerle etkilenmis dokuda notrofil
birikimi olusur ve ciddi mukozal lezyona yol acan inflamatuar sireci baslatir (23).

Sekil 1’de karaciger iR hasarinin fizyopatolojisi gdsterilmistir (6).

Iskemi
Trombasit aktivasyonu + Matabolizma dedisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) {ATP kaybi)
Doku hasan
+
Reperfizyon (Recksijenasyon)
v
PAF +TTB,
17 Serbest radikaller l
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktdrler Endatel hiicre hasan
L L L h L ¥ L
Membran birtinlGgindn Nétrofil birikmesi NO L ﬂ:ﬁﬁ:ﬁ E;T;?ET:: ?}?I’ * Isl_i_'ﬁj"“‘-'f
bozulmas: v v 5y m;.'? t Lot
Fagositoz Likosit tikac l l
v v Vo
O, radikali 4 lskemi Vazmk netriksiyon, tramibosit agregasyony, ntrafl kemotaksis
b v |
<

Sekil 1. Karaciger iR hasarinin fizyopatolojisi (6).




Karacigere gelen kanin %70-80'i portal venden, geri kalan kismi hepatik
arterden gelmektedir. Karacigerin dolasim sistemindeki yeri, metabolitlerin
biriktirilip tasinmasi, toksik maddelerin noétralize ve elimine edilmesi igin oldukga
uygundur (24). Portal ven ve hepatik arteden gelen kan destegi ve glikojen
depolarinin yiiksek anaerobik metabolizma kapasitesine ragmen karacigerde
hipoksik  hasarlanma  meydana gelebilmektedir.  Portahepatisin  ¢apraz
klemplenmesiyle hepatik arter ve portal venin oklizyonu “Pringle manevrasi” olarak
adlandirilir. Elektif sartlarda yapilan karaciger rezeksiyonlarinda, portal triad
klempleme siiresinin 90 dakikaya kadar uzatilabilecegi kabul edilir. iskeminin 90.
dakikasindan sonra karacigerde geri donlsimsiz degisikliklerin meydana geldigi
cesitli calismalarda gosterilmistir(23). Karaciger iskemisi nakil cerrahisi, travma,
malignite, safra yolu darliklari nedeniyle opere edilen hastalarda, ayrica cerrahi
girisim olmadan hemodinamik veya kardiyojenik sok sonrasinda olusabilmektedir
(25). Karacigerde iR hasari iki fazda meydana gelmektedir. Erken faz ilk 2 saatlik
kismi kapsamaktadir. Kalsiyum artisi ve SOR olusumu etkilidir. Hiicre icinde kalsiyum
artisi, hepatosit hasarini baslatan erken mekanizmalardandir. iskeminin ardindan
reperfiizyonun hepatositlerdeki kalsiyum miktarini artirdigi gésterilmistir. iskemi
boyunca hiicrede kalsiyum artisi saptanmazken reperflizyon sirasinda hizli bir
kalsiyum artisi gorilmektedir. Ge¢ faz 6 ile 48 saat arasini kapsamaktadir.
Notrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve trombositlerin karacigere goci ile
inflamasyon yaniti uyarilmaktadir. Hepatositlerdeki hasar SOR ve ekstraselliler
sitokinler ile meydana gelmektedir (26). Karaciger iR hasarinin erken fazinda
endoteliyal hilicre sismesi, vazokonstriksiyon, koagiilasyon sisteminin aktivasyonu,
trombosit agregasyonu ve l6kosit infiltrasyonu sonucunda mikrosirkulasyonda bir
yetersizlik gorilir. Vazokonstruksiyon;, NO ve ET dengesindeki bozulma sonucu
ortaya cikar. Sinlzoidal limen daralir, sonrasinda PMNL'nin dolasim hizi yavaslar.
PMNL'nin endotel ile temas siresi artar ve boylece |6kostazis gerceklesir. Bu
durumda sinuzoidal ag dolasimi engellenir. Bu durum hipoksiyi uzatir. Ardindan
kupffer hiicreleri ve PMNL’ler aktive olur, inflamatuvar sitokinler ve SOR ortaya

cikar. Sonucta hepatik hasar siddetlenir (22). iR hasari karakteristik olarak PMNL ‘nin



aktivasyonuna, SOR'un ortaya c¢ikmasina, sitokinlerin saliniminda artisa,

eikasonoidlerin Uretiminde artisa, kompleman sistemin aktivasyonuna neden olur

(6).

A.1. PMNL rolii

MPO enzimi dokuda PMNL'ye 6zgli bir enzim olup, nétrofil dizeyinin
tayininde kullanilir. iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili baz
mekanizmalar ileri stirilmustir (8). Bunlar, mikrovaskiiler okliizyon, SOR salinmasi,
sitotoksik enzim salinmasi, vaskiller permeabilite artisi ve sitokin salinmasinda
artistir (6). Reperflizyon hasarini 6nlemeye yonelik antinétrofil serumlarla veya
I6kosit adhezyon molekiillerine karsi monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalarda
reperfiizyonda mikrovaskiler gecirgenlikteki artistan baslica notrofillerin sorumlu
oldugu gosterilmistir. iR hasari ile I6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve l6kosit endotel
hlcre adhezyonu meydana gelir. Ayni zamanda PMNL SOR liretme kapasitesine de
sahiptir. Biriken PMNL, icerdikleri nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat oksidaz
(NADPH oksidaz) ve MPO enzimleriyle iskemik dokularda SOR artisina neden olur
(9). NADPH oksidaz, nikotinamid adenin dinlikleotit fosfatin (NADP) katalizérlik
yaptigl bir reaksiyonla molekiler oksijeni rediikte ederek siperoksit anyonu
olusturur. Olusan sliperoksit, SOD ve MPO ile reaksiyona girerek hidrojen peroksit,
hidroksil radikali, hipoklorat ve N-kloramin gibi daha serbest oksijen radikallerini

olusturur. Sonugta doku hasarinin artmasina neden olur (27).

A.2.SOR rolii

IR hasari serbest oksijen radikallerinin olusumuyla baslar. 3 yolaktan SOR
olusumu saglanmaktadir. Bunlar, iskemi sirasinda ksantin dehidrogenazin
ksantinoksidaza dénmesi, NADPH oksidaz aktivasyonu, mitokondriyal elektron
transport zincirinin ayrismasidir (8). ilk basamak hipoksi nedeniyle ATP yapiminin
durmasi, yikim sirasinda olusan hipoksantinin oksijen olmadigi icin Urik aside
indirgenememesi ve hiicrede ksantin birikimidir. ikinci basamak iskemi sirasinda

bliyik orandaki ksantin dehidrogenaz enzimin ksantin oksidaza cevrilmesidir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat

Ksantinoksidaz enzimi oksijene direkt olarak elektron transferi yaparak
sliperoksitleri meydana getirir. Fazla miktardaki bu serbest oksijen radikalleri biitin
hicresel makromolekdllerle reaksiyona girebilirler (4, 6). Serbest radikaller, normal
metabolizma sirasinda devamh olarak Uretilmektedir. Sonugta membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonu, membran proteinlerinde, karbonhidrat ve DNA
molekillerinde c¢esitli hasarlar meydana gelmektedir (9). Yapilan c¢alismalarda
ateroskleroz, kalp damar hastaliklari, IR hasari, dolasimsal sok hasarinda, malignite,
enfeksiyonlar, beyin ve deride dejeneratif olusumlarda ve yaslanma ile ilgili bazi
hastaliklarda oksidatif hasarla ilgili bulgular saptandigi belirtilmistir. iskemik
dokunun reperfizyonu bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin
geri gelmesini saglarken, diger taraftan oksijen kaynakh serbest radikallerin
olusumunu hizlandirarak daha ileri hasarlara yol agmaktadir. Bu SOR tlirevleri hiicre
zedelenmesinde membran lipid peroksidasyonu, nonperoksidatif mitokondriyal
hasar, deoksiribonikleik asit hasari ve proteinlerin ¢capraz baglari Gizerine etki olmak
Uzere dort sekilde rol oynar (21). Serbest oksijen radikallerinin en basta gelenleri
siperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil
radikalleridir. En genel SOR kaynagl ise mitokondridir. Serbest oksijen radikalleri
normalde antioksidan sistem tarafindan yok edilmektedirler. Her zaman bu
savunma mekanizmalari SOR Uretimine karsi yeterli olamaz. Sonucta oksidatif stres
hali meydana gelir (5, 28). SOR; SOD, katalaz, glutatyon, E vitamini ve beta karoten

gibi endojen antioksidanlar ile azaltilabilmektedir (9).

A.3. Sitokinlerin Rolii

Sitokinler karacigerdeki IR hasarinda antiinflamatuar ve proinflamatuar
olmak Uzere dual rol oynamaktadirlar.(sekil 3) Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile
proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL 1, IL 6, platelet aktive edici faktor (PAF) ve
I6kotrienler (LT) salinir. Yine ayni hiicrelerden antiinflamatuar mediator olan
prostoglandin, IL 10 ve IL 13 salinir. TNF-a aktive edilmis kupffer hiicreleri tarafindan
salgilanarak karaciger dokusunu haraplar, parakrin etki ve endokrin sistem aracilig

ile uzak akciger gibi uzak organlari da etkilemektedir. Reperfiizyonda 30 dakika



icinde serumda ortaya ¢ikip yaklasik 8 saat varhigini siirdiirmektedir. Hepatik iR’ de
merkezi mediyatordir. TNF-a, |6kosit kemotaksisi, PMNL aktivasyonu, SOR’un
uyarilmasi, mitokondrial toksisite ve apopitotik hiicre 6limiine neden olmaktadir.
TNF-a, lokal bir kemokin olan epitelyal notrofil aktive edici protein—78 (ENA-78)’in
uretilmesini indiikler (8, 9). Ratlar {izerinde yapilan ¢alismalarda hepatik iR’de anti
TNF-a antikorlarin hepatik hasarlanmayi azalttigl ve akciger 6demini engelledigi
belirtilmistir (29). IL 1, TNF-a ‘ya yanit olarak salgilanir. IL 1 ayrica PMNL’lerden SOR
tretimini uyarir. IL 1 antagonistleri ise TNF-a diizeyini diisiirerek hepatik iR hasarini
azaltir (30). IL 6, kupffer hiicreleri ve hepatositlerden salinir. Beklenilenin tersine
GSH ekspresyonunu artirirken oksidatif stres markerlerini azaltarak etki
gostermektedir. Hepatositlerden akut faz reaktanlarinin (C reaktif protein, a-1
antitripsin, fibrinojen) salinimini indikler (9). IL 12, iskemi ve erken reperflizyonda
hepatosit hiicreleri tarafindan salgilanir. IL 12’ ye karsi nétralizan antikorlarla tedavi
edilen IL 12 p40 gen defektli farelerde, iR’ye bagh TNF-a ve interferon gamma (INF-
y) saliniminin beklenen diizeyde olmadigi gériilmistiir, buna bagli olarak da iR’ye

bagl karaciger hasarinin hafif diizeyde gerceklestigi belirtilmistir (31).
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Sekil 2. iskemi Reperfiizyon hasarinda sitokin ag (9).



A.4.Kompleman Sisteminin Rolii

Kompleman sistemi plazmada inaktif olan enzimlerin kademeli
aktivasyonuyla inflamatuar peptidlerin, opsoninlerin ve hiicre zari saldiri
kompleksinin olustugu bir yolaktir. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda
proinflamatuar komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur (8). C3a ve
C5a anaflatoksindirler ve I6kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve
kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2),
MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), TNF-a, IL 1 ve IL 6
Uretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder. Kompleman tarafindan
sentezi uyarilan |6kosit adhezyon molekiilleri ise vaskiiler hiicre adhezyon molekili
1 (VCAM 1), interselliler adhezyon molekild 1 (ICAM 1), endotelyal selektin (E
selektin), platelet kaynakh selektindir (P selektin). C5b9 endotelde IL 1a, IL 8 ve
MCP 1 salgisini uyararak l6kosit aktivasyonu ve kemotaksisi artirir. Ayni zamanda
endotel bagimh vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin

monofosfati (cGMP) azaltarak vaskiiler tonusu bozmaktadir (6).

B. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Geri Doniisii

IR hasarindan sorumlu oldugu ve patofizyolojik mekanizmalari bloke edecegi
dislintlen bircok karaciger koruyucu ajan allopurinol, a-tokoferol, mannitol,
dopamin, prostoglandin, aktive karbon hemoperfiizyonu, glukagon, melatonin,
karnitin, klorpromazin, aprotonin, metilprednizolon, deferoksamin, siklosporin,
katalaz, aspartik asit, ubiquinon, PAF antagonistleri, ATP, verapamil, nifedipin, SOD
tanimlanmis ve bunlarin iR hasari {zerine iyilestirici etkileri deneysel IR

modellerinde arastiriimistir (32, 33).
B.1. Antioksidanlarin iR Hasari Geri Doniisiimiindeki Rolii

Viicutta serbest radikallerin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi zarari

Oonlemek icin bircok mekanizma vardir. Bu mekanizmalar kisaca antioksidanlar
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olarak bilinirler. Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
hicreleri hasara karsi korurlar (34).

Antioksidan savunma sistemi dért yolla etki géstermektedir:

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma, yok etme, “siipiiriicii etki”.
Antioksidan enzimler, kiigiik molekiiller bu yolla etki gdsterirler.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya “inaktif sekle déndstiiriicii etki”. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir
etkiye sahiptirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir kirici etki”
gosterirler.

4.Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde “onarici etki”
gosterirler (6) .

Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler SOR’u etkili sekilde pargalayabilen
ve antiinflamatuar etki gosteren umut vaadedici bilesikler sunmaktadir. Bunlar
arasindan CeO; nanopartikiilleri, biyomedikal alanda oksidatif stress ve inflamasyon
iceren patolojilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Seryum lantanid serisine ait toprak
metalidir. Oksijenle kombine edilerek nanopartikil formuna ulastiginda CeO; adini
alir ve CeO; florid kristalini yapisina katarak antioksidan 6zellikleri kazanir. Ce** ile
Ce*? arasindaki oksidasyon ve rediksiyon, serbest oksijen radikallerini siipirmede
onemli bir rol almaktadir (16). CeO; nanopartikdllerin kliclik boyutta olmasi hacme
gére genis ylzey alani ve partikil boyutunun azaltiimasi, Ce** ve Ce** durumunda
bulunabilme yetenegine sahip olmasindan dolayi yiizey oksijen defekti olusmasi ile
sonuclanir. Ce*® ve Ce** iyonlarini ayni anda bulunmasi nedeni ile redoks tepkimeleri
olusur; CeO; nanopartikiili siiperokside rediikte oldugunda Ce*3, Ce** 'e okside olur
ve H203 olusur. Ayrica, Ce** H,0,'yi O2'ye okside ederek Ce*? 'l rejenere eder. CeO>
nanopartikillerin rediiksiyonunu saglayan bu avantajli rejenerasyon yolu sayesinde
SOR elimine edilir (12, 35) CeO; nanopartikillerinin karaciger hastaliklarinda
eksojen mediyatdér gibi davrandigi belirtilmistir. in vitro calismalarda SOR,

indliklenebilir nitrik oksit sentaz, TNF-a ve interlokin gibi mediatorleri azalttig
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gorllmustlr. Arastirmacilar antiinflamatuar ve antioksidan etki gosteren CeO;
nanopartiklllerinin bu 6zelliklerinin diyabetik kardiyomyopati, akciger hastaliklari,
retinal dejenerasyon, serebrovaskiiler olay ve norodejeneratif hastaliklarin
onlenmesi ve/veya tedavisinde kullanilabilecegi fikrini 6ne atmislardir (11). CeO;
nanopartikillerinin epitel hicrelerinde, Nrf-2 yolagl araciligiyla antioksidan bir

enzim olan hemoksijenaz-1 (HO—1)’ in Giretimini uyardigi gosterilmistir (36).
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GEREC ve YONTEM:

Bu calisma, Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Komisyonu’nun
2017.04.02 karar numarali izni ile gergeklestirilmigtir.

Fare iR protokolii, Abe ve digerlerinin (37) énerdigi yéntem esas alinarak
uygulanmistir. Calismalarda, erkek albino fareler (8-10 haftalik, 25-30 g)
kullanilmistir. Anestezik olarak 2 ml ketamin (50 mg/ml), 1 ml ksilazin (20 mg/ml) ve
10 ml steril % 0.9’luk serum fizyolojik karisimi kullanilarak, 20 ul karisim farelere
arka bacaktan kas igine enjeksiyonla verilerek anestezi uygulanmistir. Hayvanlar,
karin bolgeleri yukari bakacak sekilde kollari ve bacaklari temiz bir cam ylizeye
bantlanarak sabitlenmis; abdomenin tiras edilmesinin ardindan, kiiciik cerrahi bir
makasla abdomenden sternuma kadar bir kesi agilmistir. Kesinin her iki yani ve
ksifoid, abdominal kaviteyi agmak ve karacigeri daha rahat gorebilmek amaciyla
penslerle tutturulmustur. % 0.9’luk steril serum fizyolojikle islatilmis pamuklu
cubuklar yardimiyla, bagirsaklar hassas ve dikkatli bir bicimde cikartilarak, nemli
kalmalarini saglamak amaciyla bagirsaklar % 0.9’luk steril serum fizyolojikle 1slatiimig
ve kesinin sag tarafina, 2 parca gazl bezin arasina yerlestirilmistir. Karaciger net
bicimde gorildikten sonra, atravmatik bir klemp karaciger sag lateral loba
dallanmanin hemen lizerinden portal ven, hepatik arter ve safra kanalini kapsayacak
sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3).

Mormal Karsciger Kismi Karaciger iskemisi
Median Lob Sol Lateral Lob

Kuadrat Lob

Sag Lateral Lob * Kaudat Lob

Sekil 3. Karacigerde uygulanan kismi IR protokoliiniin sematik gésterimi Abe ve ark. calismasindan

modifiye edilmistir (37).
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Median ve sol lateral loblarin (yaklasik olarak karacigerin % 70’i) renginde
belirgin ve hizla gelisen bir solma izlenmistir (Sekil 4). Klemp konulup bagirsaklar
dikkatlice abdominal bosluga tekrar yerlestirildikten sonra, enjektér yardimiyla 500
ul heparinize serum fizyolojik direkt olarak peritoneal bosluga verilerek ve kesi
islatilmis gazli bezle kapatilmistir. Daha sonra fareler viicut sicakhgini 37°C'de
tutmak icin isitici lambanin altinda 45 dakikalik iskemi siliresi boyunca takip
edilmistir. iskemik siire¢ sona erdikten sonra klemp dikkatlice ¢cikartilarak peritoneal
bosluga 500 pl steril serum fizyolojik enjekte edilerek, bu sayede cerrahi islem
sirasinda olabilecek su kaybi 6nlenmistir. Karin duvari ve cilt 4/0 ipek iplikle ayri ayri
kapatilmis ve hayvan 5 saatlik reperfilizyon siiresince takip edilmistir.

5 saatin sonunda, farelere yine yukarida anlatildigi sekilde anestezi
uygulanarak kalpten alinan kanlardan serum/plazma 6rnegi ve karacigerden doku
ornegi elde edilmistir. Ornekler biyokimyasal analizler i¢in -86°C buzdolabinda

saklanmustir.

Sekil 4. Karacigerde uygulanan kismi iR protokoliiniin fotografik gésterimi
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Bu calismada, IR hasari belirlemede, karaciger hasari, plazma laktat
dehidrogenaz (LDH) ve aminotransferaz (ALT, AST) enzim aktivitelerinin tayini ile
belirlendi. CeO; nanopartikillerinin serbest oksijen radikalleri Gzerindeki etkisini
gormek amaciyla doku lipid peroksidasyonu, rediikte (GSH) ve okside (GSSG)
glutatyon duizeyleri, antioksidan enzim aktiviteleri ve |6kosit infiltrasyon belirteci
olarak doku myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi tayin edildi. iR ile indiiklendigini
dislindiGgliimiz TNF-a aktivasyonu ve TNF-a aktivasyonu ile indiiklendigi dngoriilen

proinflamatuar sitokinlerin plazma diizeyleri belirlendi.

A. Deney gruplari

Calismada kullanilan hayvanlar kontrol, sham, iR ve CeO, nanopartikiiliiniin
intraperitoneal (i.p.) ve oral gavaj (o.g.) uygulandigi gruplar seklinde 5 gruba
ayrilmistir. Her grupta 6 hayvan bulunmaktadir. Kontrol grubundaki hayvanlarin
anestezi sonrasl dogrudan kan ve karaciger dokulari alinmistir. Sham grubundaki
hayvanlarin anestezi sonrasi orta hat kesisi acilip; klemp koyulmaksizin 45 dakikalik
iskemi sliresince beklenilmis, kesi kapatildiktan sonra 5 saatlik reperfiizyon siresinin
ardindan kan ve doku 6rnekleri alinmistir. IR grubu farelere iR protokolii
uygulanmistir. CeO; nanopartikiil uyguladigimiz gruplara, iskemi protokoliinden 24
saat 6nce CeO, nanopartikili (300 pg/kg CeO, nanopartikil, %5’lik steril dekstroz
¢Ozeltisi icinde) i.p. olarak veya o.g. yolu ile verilmistir. Deney gruplari Tablo 1’'de

gosterilmektedir.
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Tablo 1. Calisma gruplari.

Kontrol Anestezi sonrasi dogrudan kan ve karaciger dokulari alindi.

Anestezi sonrasi orta hat kesisi agilip; klemp koyulmaksizin 45 dakikahk
Sham iskemi suresince beklenilip, kesi kapatildiktan sonra 5 saatlik
reperflizyon silresinin ardindan kan ve doku 6rnekleri alindi.

iR Farelere yalnizca IR protokolii uygulandi ve kan ve doku &rnekleri

alindi.
CeO; iskemi protokoliinden 24 saat once farelere CeO> nanopartikili
Nanopartikiil | intraperitoneal olararak verildi, ardindan iR protokolii uygulandi ve kan
(i.p.) ve doku ornekleri alindi.
CeO;

iskemi protokoliinden 24 saat énce farelere CeO, nanopartikiilii oral
gavaj yolu ile verildi, ardindan iR protokolii uygulandi ve kan ve doku
ornekleri alindu.

Nanopartikul

(0.8.)

A.1.Plazma LDH ve Transaminaz Diizeylerinin Tayini

Karaciger hasarinin kantitatif belirteci olarak deney gruplarinda plazma ALT ve AST

ve LDH diizeyleri tayin edildi.

LDH aktivitesi, kan plazma (sitratli) 6rneklerinde ELISA yontemi (SIGMA-ALDRICH
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit, Catalog Number MAKO066) kullanilarak, Ureticinin
talimatlari esas alinarak olcildi. Yontem, LDH varliginda NAD nin NADH’a rediiklenmesinin
450 nm’de izlenmesine dayanan kolorimetrik bir yontemdir. Sonuclar U/L olarak ifade
edildi. Bir Unite LDH, laktatin piruvata cevrilmesi esnasinda 37 °C'de 1 dakikada 1.0 mol

NADH olusturan enzim miktari olarak tanimlandi.

ALT aktivitesi, kan plazma (sitrath) érneklerinde ELISA yontemi (SIGMA-ALDRICH,
Alanine Aminotransferase Activity Assay Kit, Catalog Number MAKO052) kullanilarak,
Ureticinin talimatlari esas alinarak olclldi. Yontem, olusan piruvatin 570 nm’de
kolorimetrik 6lciimine dayanan kenetlenmis bir reaksiyon icermektedir. Sonuglar U/L
olarak ifade edildi. Bir tnite ALT, laktatin piruvata ¢evrilmesi esnasinda 37 °C’de 1 dakikada

1.0 mmol piruvat olusturan enzim miktari olarak tanimlandi.
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AST aktivitesi, kan plazma (sitratli) 6rneklerinde ELISA yontemi (SIGMA-ALDRICH,
Aspartate Aminotransferase Activity Assay Kit, Catalog Number MAKO55) kullanilarak,
Ureticinin talimatlari esas alinarak ol¢lildii. Bu yontemde a-keto glutarat glutamata
donlismektedir ve 450 nm’de kolorimetrik olarak dl¢lilmektedir. Sonuglar U/L olarak ifade
edildi. Bir tinite AST, 37 C'de 1 dakikada 1.0 mmol glutamat olusturan enzim miktari olarak

tanimlandi.
A.2.Karaciger Dokusunda Lipid Peroksidasyonunun Tayini

Doku 6rnekleri tartildi ve cam uglu doku homojenizatoriinde 10 mM potasyum
tamponu, pH 7.4 icinde homojenize edildi. Kaba homojenat, 10 000xg de 15 dk santrifij

edildi ve sipernatant kullanildi.

Karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu, dokuda malonilaldehidin tiyobarbitirik
asitle reaksiyonu temeline dayanan ELISA yontemi (SIGMA-ALDRICH, Lipid Peroxidation
(MDA) Assay Kit, Catalog Number MAKO085) kullanilarak, Greticinin talimatlari esas alinarak
tayin edildi. Bu yontemde olusan lipid peroksitler, MDA ve tiyobarbitlirik asit (TBA) ile
tepkimeye girmekte, olusan lriin 553 nm’de kolorimetrik olarak olg¢lilmektedir. Sonuglar

nmol/mg protein olarak ifade edildi.

A.3.Karaciger Dokusunda rediikte ve okside glutatyon (GSH ve GSSG) Diizeylerinin
Tayini

Doku slipernatantinda GSH ve GSSG dizeyleri ELISA yontemi ile (Cayman Chemicals,
catalog no: 703002) dretici firmanin onerdigi uygulama ve tayin prensipleri takip edilerek
tayin edildi. Yontemde GSH’in silfidril gruplari Ellman reaktifi ile sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit (TNB) olusturmakta ve 405nm’de o6l¢lilmektedir. Ayni kitle ayrica GSSG de

Olctlmektedir. Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

A.4.Karaciger Dokusunda Glutatyon-S-Transferaz, Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon

Peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz ve Katalaz Aktivitelerinin Tayini

Karaciger dokularindaki anti-oksidan enzim aktiviteleri ELISA yontemi ile Uretici

firmalarin onerdigi uygulama ve tayin prensipleri takip edilerek tayin edildi (SIGMA-
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ALDRICH catalase assay kit CAT100, SIGMA-ALDRICH SOD assay kit 19160, SIGMA-ALDRICH,
Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit CGP1, SIGMA-ALDRICH Glutathione S-
Transferase (GST) Assay Kit CS0410, SIGMA-ALDRICH Glutathione Reductase Assay Kit
GRSA). Katalaz, GR, SOD aktiviteleri nmol/mg protein; GST ve GPx aktiviteleri U/mg protein

olarak ifade edildi.

A.5.Karaciger Dokusunda MPO Aktivitesinin Tayini

Karaciger dokusunda MPO aktivitesi ELISA yontemi ile (SIGMA-ALDRICH,
Myeloperoxidase Colorimetric Activity Assay Kit Catalog Number MAKO068) Uretici firmanin
onerdigi uygulama ve tayin prensipleri takip edilerek tayin edildi. Yontem, MPO nun
hipokloroz asit varliginda taurini taurin kloramine donlstirmesi esasina dayanmaktadir.
Taurin kloramin ise TNB ile 5,5 dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB)'ye donustirilerek
Olctlmektedir. Sonuglar, U/mg protein olarak ifade edildi. 1 tnite MPO, 25 °C’de 1 dakikada

1.0 mmol TNB olusturan enzim miktari olarak tanimlandi.

A.6.Plazma Sitokin Panelinin Tayini

Cahsma gruplarinda plazma sitokin dizeyleri ELISA yontemiyle (Invitrogen Mouse
Cytokine 20-Plex Panel Cat. No: LMCO0006) Uretici firmanin onerdigi uygulama ve tayin

prensipleri takip edilerek tayin edildi. Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi.

A.7.Plazma MMP-2 ve MMP-9 Diizeylerinin Tayini

Plazma MMP-2 (MyBiosource Mouse MMP-2 ELISA Kit MBS260996) ve MMP-9
(MyBiosource Mouse MMP-9 ELISA Kit MBS175917) dizeyleri, tayin kiti kullanilarak ve
Uretici firmanin 6nerdigi uygulama ve tayin prensipleri takip edilerek tayin edildi. Sonuclar

pg/mL olarak ifade edildi.

A.8. Dokuda protein tayini

Doku total protein diizeyi, ELISA yontemiyle (SIGMA Total Protein kit, Micro TP0100)
tayin kiti kullanilarak ve Uretici firmanin 6nerdigi uygulama ve tayin prensipleri takip

edilerek tayin edildi. Sonuglar mg/mL sipernatant olarak ifade edildi.

18



B.Histolojik Analizler
B.1.Parafin Bloklarin Isik Mikroskobunda Degerlendirilmesi

Doku ornekleri, fosfat tamponunda (pH 7.0) hazirlanmis %10’luk formalin iginde oda
Isisinda tespit edildi. Dereceli alkollerde dehidrate edilen drnekler, sabit vakum uygulamali
doku takip cihazinda parafine gomuldu. Bloklardan, sliding mikrotomda 5-7 mikrometrelik
kesitler alinarak hematoksilen-eozin (H&E) yontemiyle boyandi. Kesitler literatiirde
bildirilen karaciger hasar kriterleri agisindan bilgisayar ve dijital kamera baglantili igik

mikroskobu araciligiyla yakalanarak, goriinti analiz programi ile degerlendirildi.
C. Biyokimyasal Verilerin istatistiksel Analizleri

Biyokimyasal sonuclar, ortalama + standart hata olarak gosterilerek ve veriler Prism
6.0 paket programi ile analiz edildi. Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik
derecesinin degerlendirilmesinde Mann Whitney-U testi; ikiden fazla gruplarin
karsilastirilmasinda varyans analizi (ANOVA) kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak dnemli
kabul edildi
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IV. BULGULAR
A.1. Farede Karaciger IR Protokoliine ve Plazma Transaminaz ve LDH
Diizeylerine iliskin Bulgular

Calismada, 8-10 haftahk, 25-30 g agirhiginda erkek albino fareler
kullanilmistir. Calisma gruplarinin her biri igin 6 fare olmak tizere toplam 30 fareye
deney protokolii uygulanmistir. Fare iR modelinde karaciger hasarinin kantitatif
olarak belirlenmesi amaciyla calisma gruplarinda plazma ALT ve AST dizeyleri
olclilmistir. Uygulanan IR protokolii fare karacigerinde hasara yol acarak plazma
ALT ve AST aktivitelerinde dramatik artislara neden olmustur (p<0,001) (Sekil 5).

IR protokoli &ncesinde CeO, nanopartikiilii uygulanacak calisma
gruplarindaki farelere protokolden 24 saat once steril dekstroz ¢ozeltisi igerisinde
300 pg/kg dozda CeO, nanopartiklli i.p. veya oral gavaj yolu ile verilmistir. Bu
uygulama ile farelerin plazma AST ve ALT dizeylerinde belirgin diisiis gortlmustir
(p<0,001). CeO, nanopartikillerinin i.p veya oral gavaj yolu ile uygulanmalari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Calisma gruplarinda plazma AST ve ALT dizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; YWYV p<0,001

iR’ye karst).
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Karacigerde IR hasarinin gostergesi olan plazma LDH aktivitesi de tayin
edilmistir. IR calisma grubunda ortalama plazma LDH aktivitesi, kontrol ve sham
gruplarininkine oranla istatistiksel olarak 6nemli derecede artmis bulunmus
(p<0,001); farelere IR protokolinden 24 saat 6nce CeO; nanopartikili
uygulandiginda ise plazma LDH aktivitelerinin istatistiksel olarak énemli derecede
azaldig (p<0,001), hatta kontrol ve sham gruplarindaki aktivite diizeyine kadar indigi

gosterilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Calisma gruplarinda plazma LDH dizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; YW\ p<0,001 iR’ye

karsi).
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A.2. Karaciger Dokusunda Lipid Peroksidasyonuna iliskin Bulgular

Lipid peroksidasyonunun sekonder (riinii olarak olusan MDA’nin doku
diizeyi, IR grubunda kontrol ve sham gruplarina kiyasla artmis olarak bulunmustur
(p<0,001). iR protokoliinden 24 saat énce CeO nanopartikiilii uygulanan calisma
gruplarinda ise MDA diizeylerinin IR grubunun degerlerine oranla anlaml &lgiide
azaldigr (p<0,001); hatta kontrol ve sham gruplarindaki dizeye kadar indigi

gosterilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Calisma gruplarinda MDA diizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; Y¥'¥ p<0,001 iR’ye kars).
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A.3. Karaciger Dokusunda Glutatyon igerigine iliskin Bulgular

IR hasarinda doku glutatyon diizeyinin nasil etkilendigini gérmek ve CeO>
nanopartikiil uygulamasinin bu dlzeye etkisini saptamak amaciyla c¢alisma
gruplarinda karaciger dokusunda redikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSG) icerikleri tayin edilmistir.

Kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda, iR grubunda karaciger GSH
iceriginin belirgin bicimde azaldigi; doku GSSG igeriginin ise arttigi gériilmistir. iR
protokoliinden 24 saat 6nce CeO; nanopartikil uygulanan ¢alisma gruplarinda, doku
GSH iceriginin, IR grubuyla karsilastirildiginda arttig;; doku GSSG diizeyinin ise
azaldig1 belirlenmistir (p<0,001). CeO; nanopartikiil uygulamasi, doku glutatyon
degerlerini kontrol ve sham gruplarinin glutatyon icerigi degelerine yaklagmistir.
Ce0; nanopartikillerinin uygulama yolu glutatyon dizeyleri agisindan istatistiksel

olarak bir fark yaratmamistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Calisma gruplarinda GSH ve GSSG diizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; YW p<0,001 iR’ye

karsi).
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A.4. Karaciger Dokusunda Antioksidan Enzim Diizeylerine (GST, GR, GPx, SOD ve
Katalaz) iliskin Bulgular

iR hasarinda doku antioksidan enzim sisteminin durumunu goézlemlemek ve
Ce0; nanopartikldl uygulamasinin bu diizeye etkisini saptamak amaciyla ¢alisma
gruplarinda karaciger dokusunda antioksidan enzim (GST, GR, GPx, SOD ve katalaz)
diizeyleri tayin edilmistir. Kontrol ve sham gruplarinin karaciger antioksidan enzim
diizeyleri ile karsilastirildiginda, IR grubunda karaciger antioksidan enzim
diizeylerinin istatistiksel olarak dénemli élciide azaldigi gorilmistir (p<0,001). iR
protokoliinden 24 saat 6nce CeO; nanopartikiil uygulanan galisma gruplarinda doku
antioksidan enzim dizeyleri 6nemli dlcide artis gostermis (p<0,001); kontrol ve
sham gruplarinin degerlerine yaklasmistir. CeO; nanopartikillerinin uygulama yolu
antioksidan enzim dizeyleri agisindan istatistiksel olarak bir fark yaratmamistir

(Sekil 9).
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Sekil 9. Calisma gruplarinda GST, GR, GPx, SOD ve Katalaz aktiviteleri (***

YWY p<0,001 iR’ye karsi).

25



A.5. Karaciger Dokusunda MPO Aktivitesine iliskin Bulgular
Myeloperoksidaz enzimi, patojen mikroorganizmalara karsi 6nemli bir
savunma sistemi kabul edilmekte ve dokuda nétrofil filtrasyonunun, dolayisiyla

inflamasyonun en 6nemli géstergeleriden biri olarak dnem tasimaktadir.

iR protokolii uygulanan ¢alisma grubunda doku MPO aktivitesi kontrol ve
sham grubundaki doku MPO aktivitelerine gore anlamli bigimde ylksek bulunurken
IR protokoliinden 24 saat 6nce CeO nanopartikiil uygulanan calisma gruplarinin
doku MPO diizeylerinin iR grubununkine oranla disiik oldugu gérilmustir
(p<0,001). CeO2 nanopartikiillerinin uygulama yolu antioksidan enzim dizeyleri

acisindan istatistiksel olarak bir fark yaratmamistir (Sekil 10).

3.09
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Sekil 10. Calisma gruplarinda MPO aktiviteleri (*** p<0,001 kontrole karsi; ¥'W¥'¥ p<0,001 iR’ye

karsi).
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A.6. Plazma Sitokin Diizeylerine iliskin Bulgular

iskemiye bagh olarak dokuda proinflamatuar sitokinlerin tretimi artmakta,
PMNL aktivasyonu ve dokuya invazyonu gériilmektedir. iskemi, aktif makrofajlardan
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini tetikleyerek erken reperflizyon hasari
olusturmaktadir. IL=8, IL-12, IL-18, TNF-a, IFN-y gibi bazi diger sitokinler ise geg
donemde notrofil ve T-lenfosit aktivasyonuna yol agarak ge¢ dénem reperflizyon
hasari olusturmaktadir. Bu ¢alismada, ¢alisma gruplarinda TNF-a, IL-1a, IL=18, IL-2,
L4, IL-6, IL=8, IL-10, IL=12, IL-=17 ve IFN-y’nin plazma diizeyleri tayin edilerek CeO>
nanopartikll uygulamasinin bu sitokin diizeylerine, dolayisiyla erken reperfiizyon
hasarina etkisi arastirilmistir. IR grubunun plazma TNF-q, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, |-
6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 ve IFN-y duzeyleri, kontrol ve sham grubunun diizeylerine
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus (p<0,001); IR
protokoliinden 24 saat 6nce CeO; nanopartikil uygulanan ¢alisma gruplarinda ise bu
diizey, IR grubunun degerlerine kiyasla azalmistir (p<0,001). iR protokoliinden 24
saat once CeO; nanopartikiil uygulanan grupta plazma sitokin diizeylerinin kontrol

ve sham gruplarindaki diizeylere yaklastigi gozlemlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Calisma gruplarinda plazma TNF-q,, IL-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 ve

IFN-y diizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; ¥W¥'¥ p<0,001 iR’ye karsi).

A.7.Plazma MMP-2 ve MMP-9 Diizeyleri

IR hasarinda, hasara vyanit olarak dolasima verilen inflamatuar
dizenleyicilerin PMNL ve hiicre adhezyon molekillerini aktive ettikleri, damar
gecirgenligini  degistirdikleri ve doku tekrar dlzenlemesini tetikledikleri
bilinmektedir. MMP ailesinin Uyeleri olan MMP-2 ve MMP-9 noétrofil ve T
lenfositler tarafindan Uretilmekte olup karaciger hasarinda dizeylerinin arttig1 6ne
siriilmektedir. Fare IR modelinde plazma MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri tayin edilmis
ve CeO; nanopartikiil uygulamasinin bu iki MMP’nin plazma dlzeyine etkisi
arastirilmistir.

IR grubunda plazma MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri, kontrol ve sham
grubunun dizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bulunmus
(p<0,001); iR protokoliinden 24 saat énce CeO; nanopartikiil uygulanan calisma

gruplarinda ise bu diizey, iR grubunun degerlerine kiyasla azalmistir (p<0,001). iR

29



protokoliinden 24 saat 6nce CeO; nanopartikil uygulanan gruplarda plazma MMP-2
ve MMP-9 diizeylerinin kontrol ve sham gruplarindaki dizeylere yaklastigi

gorulmustir (Sekil 12).
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Sekil 12. Calisma gruplarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri (*** p<0,001 kontrole karsi; YPY¥
p<0,001 iR’ye karsi).
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B. Histolojik Bulgular
Hazirlanan doku orneklerinde i1sik mikroskobu diizeyinde yapilan analizlerde,
iR grubunda siniizoidlerde hafif ile orta derecede dilatasyonla giden siniis
konjesyonu saptanmis; hepatositlerde vakuolizasyon, hafif derecede fokal
karaciger nekrozu ve steatozunu iceren iR hasari bulgularina rastlanmistir. iR
grubunda kontrol ve sham gruplarina kiyasla daha fazla sintizoid konjesyonu ve
sitoplazmik vakuolizasyon gézlemlenmistir. CeO2 nanopartikil uygulanan gruplarda

hasar bulgulari geri donmustir (Sekil 13).

Sekil 13. Calisma gruplarinda 15tk mikroskobi gériintileri (A-Kontrol grubu, B-IR grubu, C-
CeO: (i.p.) grubu, D- CeO2 (0.g.) grubu).
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V.

TARTISMA
IR hasari klinik olarak transplantasyon, miyokard enfraktiisii, hipovolemik
sok, iskemik serebrovaskiler olaylar, turnike uygulamasi gibi durumlar sonrasinda
gorilmektedir. KC ile ilgili girisimlerde ve KC transplantasyonu gibi durumlarda kan
akiminin gegici olarak durmasi durumuna iskemi, kan akiminin yeniden baslamasina
ise reperflizyon ismi verilmektedir (38).

Bu dénemde hiicre igi enzimlerin hiicre disina gegmesi, hiicre igine kalsiyum
alinimi, biyolojik zarlarda lipid peroksidasyonu ve yikim, sonug¢ta nekroz ortaya
¢ikmaktadir. Reperflizyon doneminde gdzlenen hasarda, hiicre icine molekiler
oksijen girisi ile hizla olusan SOR, PMNL aktivasyonu, endotel ve kompleman
sisteminin aktivasyonu gibi bircok mekanizma rol oynamaktadir (6).

iskemik &n kosullama, hiicre veya dokularin iR’ye kisa siireli maruz kalmasi
ve sonrasinda daha uzun sireli iskemi ile olusan doku hasarinda belirgin olarak
azalma olusturan bir fenomendir. Karacigerde uygulanan sistemik 6n kosullanma
hepatositler ve sinlizoidal endotel hiicrelerinde reperfliizyon sonrasi meydana ¢ikan
inflamatuar yaniti baskiladigi savunulmaktadir. Bu islem sayesinde hepatoselliler ve
endotelyal hicrelerin hasarinda azalma ve ATP, KC kan akimi ve hicre igi
oksijenasyonla ilgili oldugu belirtilmistir (39).

iskemik 6n  kosullanmanin  hiicresel mekanizmalari  aydinlatildik¢a
arastirmacilar bu fenomenin etkilerini kimyasal ajanlarla taklit etme ve farmakolojik
onkosullama olusturma cabasina girmislerdir.

Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler serbest oksijen radikallerini etkili
sekilde parcalayabilen ve antiinflamatuar etki gosteren umut vaadedici bilesikler
sunmaktadir. Bunlar arasindan CeO, nanopartikilleri, biyomedikal alanda oksidatif
stres ve inflamasyon iceren patolojilerin tedavisinde kullanilmaktadir (11). Seryum
lantanid serisine ait toprak metalidir. Oksijenle kombine edilerek nanopartikdil
formuna ulastiginda CeO; adini alir ve CeO; florid kristalini yapisina katarak
antioksidan &zellikleri kazanir. Ce™ ile Ce*?® arasindaki oksidasyon ve rediiksiyon,
serbest oksijen radikallerini stipirmede 6nemli bir rol almaktadir (16). CeO;

nanopartikillerin kiiciik boyutta olmasi hacme gore genis yizey alani ve partikdl
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boyutunun azaltilmasi, Ce** ve Ce** durumunda bulunabilme yetenegine sahip
olmasindan dolayi yiizey oksijen defekti olusmasi ile sonuglanir. Ce*3 ve Ce*
iyonlarini ayni anda bulunmasi nedeni ile redoks tepkimeleri olusur; CeO;
nanopartikili siiperokside rediikte oldugunda Ce*3, Ce** 'e okside olur ve H,03
olusur. Ayrica, Ce** H,0,'yi O,'ve okside ederek Ce*® 'U rejenere eder. CeO;
nanopartikillerin rediiksiyonunu saglayan bu avantajl rejenerasyon yolu sayesinde
serbest oksijen radikali elimine edilir (12, 35). CeO2 nanopartikillerinin SOD ve
katalaz gibi davrandigini gosteren c¢alismalar mevcuttur (12). Ayrica, CeO;
nanopartikli makrofajlar icindeki serbest oksijen radikali diizeyini azaltir (13). CeO;
nanopartillerinin oksidatif stresi azaltmada etkili oldugu bildirilmistir. Bu genis
kullanim alanlarina bagli olarak ¢evresel ve inhalasyona maruz kalma sonucu
insanlar Uzerinde olusan etkileri henliz ac¢iga kavusturulamamakla birlikte; son
yillarda yapilan ¢alismalar CeO;'nin gli¢lii bir antioksidan olarak hiicreleri ultraviyole
Isinlardan ve gama radyasyon isinlarindan korudugu ve kok hiicre kiltlrlerindeki
proliferasyonu uyardigi gosterilmistir (14, 15). CeO; nanopartikiild, iskemik beyin
hasarina bagh inme ve diger oksidatif rahatsizliklarda yeni bir tedavi modeli olarak
one cikmaktadir (16). CeO2'nin hipokampal néronal hiicre dizisini oksidatif stresten
korudugu ve iskemik kardiyomyopatide NO ve peroksinitrit dizeyini azalttigi
gosterilmistir (16). Radyoterapiden 24 saat once verilen CeOz'nin SOR dizeyini
azalttigini belirtmislerdir (17).

Bu calismada, iskemiden 24 saat Once oral gavaj veya intraperitoneal yolla
300 pg/kg dozda CeO, nanopartikiil uygulamasinin tedavisinin karacigerde iR
hasarina karsi olasi koruyucu etkisi arastirlmis; bu etkinin biyokimyasal
mekanizmalari hakkinda bazi 6n veriler elde edilmeye ¢alisiimistir.

ALT ve AST duzeylerindeki artis sikhkla akut hepatik hasarin varliginin bir
belirteci olarak kabul edilmektedir. Bu calismada karacigerde iskemik hasar
olusturulmak amaciyla atravmatik bir klemp karacigerde sag lateral loba
dallanmanin hemen lizerinden portal ven, hepatik arter ve safra kanalini kapsayacak
sekilde yerlestirilmistir. Bu hasarin olustugunu dogrulayabilmek amaciyla plazma

ALT ve AST dizeylerine bakilmistir. Bu sonuglara gore c¢alisma gruplarinin
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tamaminda basariyla karaciger iskemisi olusturulmus ve bu hasarin cok biyik bir
boliminin CeO; nanopartikil uygulanan c¢alisma gruplarinda geri dondugi
saptanmistir. CeO; nanopartikiil uygulanan gruplarda, plazma ALT ve AST dizeyleri
kontrol grubuna yakin bir diizeye gerilemistir. Sonuglar karaciger hasarinin bir baska
belirteci olarak kullanilan plazma LDH enzim aktivitesi bulgulari ve histolojik
bulgularla da desteklenmistir.

Hepatik iskemide mitokondri esas rolii istlenmektedir. iR'de SOR seviyesi
artar ve bu radikaller gesitli inflamatuar sinyal salinimini ve karaciger dokusundaki
metabolik slreci olumsuz yonde etkiler. Hepatik iskemi sliresince aerobik
metabolizma anaerobik metabolizma tarafina kayar. ATP dretimi igin gerekli
mitokondriyal antioksidan enzimlerin etkinligi azalirken lipid peroksidasyonu ve
kalsiyum birikimi goruliir. Ek olarak bu olumsuz etkilere karsi inflamatuar hiicreler
ve cesitli sitokinler salinir (40).

iskemi sirasinda ATP depolarindaki azalma ve ATP bagml hiicre zari
pompalarinda fonksiyon bozukluguna sebep olarak hiicre disi potasyum kaybi ve
hiicre ici ani sodyum kalsiyum ve klor artisi sonucu hicresel sismeye neden olur.
Hicresel sisme, mikroskopik olarak stoplazmada vakuolizasyonla kendini gosterir
(5). Bu calismada elde edilen histolojik bulgular, kontrol ve sham gruplarinin saglikli
gériinimde oldugunu, bununla birlikte iR protokolii uygulanan grupta iskemik hasar
belirteglerinin fazlalastigini géstermistir.

Notrofil ve monositler, primer lizozomal granillerinde bir hem enzimi olan,
oksijen bagimli mekanizmalarla ilgisi olan MPO icerirler. IR hasarinin tetikledigi
I6kosit aktivasyonu ve inflamatuar mediatorler dokuda édem olusumu ve damar
gecirgenliginde artisa sebep olmaktadir (6). Bu calismada iR grubunda KC
dokusunda MPO aktivitesinin dramatik bir artis gdsterdigi, IR protokolii 6ncesinde
CeO, nanopartikiil uygulamasinin doku MPO diizeyini azalttigi bulunmustur. iR
protoliinden 24 saat 6nce 300 pg/kg CeO, nanopartikiil uygulamasinin karaciger
MPO aktivitesini neredeyse kontrol ve sham grubundaki diizeyine kadar azalmistir.

Bu sonug, CeO; nanopartikill uygulamasinin reperflizyon hasarinda tetikleyici roli
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bulunan noétrofillerin aktivasyon ve infiltrasyonunu engelledigini ve inflamatuar
yaniti azalttigini géstermektedir.

Karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu dlizeyi, lipid peroksidasyonunun
bir Griinii olan MDA’nin él¢iimi ile yapilmistir. IR protokolii sonrasinda artis izlenen
MDA duzeyi karaciger fonksiyonlarinin bozuldugunu isaret etmektedir. CeO:
nanopartikll uygulamasi ise bu artisin geri donmesine neden olmus ve karaciger
fonksiyonlari hemen hemen kontrol grubuna yakin sekilde normale donmustar.

Hilcresel serbest oksijen radikallerinin Gretimi, inflamatuar hastaliklar,
nérodejeneratif hastaliklar, IR hasari ve kanser gibi hastaliklarla iliskili oldugu
belirtilmistir. Mekanizmalari net olarak agiklanamamis olsa da normalde var olan
antioksidan enzim sistemlerinin etkilendigi; Uretilen SOR ve antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozuldugu 6ne surilmektedir (41). Bu ¢alismada GST, GR, GPx,
SOD ve katalaz gibi antioksidan enzim aktivitelerinin ve GSH diizeyinin farelere
uygulanan karaciger iR protokoliinii takiben kontrol grubuna kiyasla azaldig;
iskeminin 24 saat 6ncesinde CeO, nanopartikil uygulamasinin ise bu antioksidan
enzim dizeylerinde artisa neden oldugu saptanmistir. CeO nanopartikil uygulanan
¢alisma gruplarinda lipid peroksidasyonu, GSSG icerigi azalmis; GSH icerigi, katalaz
aktivitesi, GST, GR, GPx, SOD aktiviteleri kontrol grubuna ait dizeylere yaklasacak
sekilde artmis olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla CeO2 nanopartikiliniin
sitoprotektif etkisinin serbest oksijen radikali Gretim mekanizmalari ve antioksidan
enzim diizeyleriyle baglantili oldugu disinilebilir. Karaciger iR hasari boyunca
hepatik GSH derisiminin hizla azalmasinin GSH’In artmis serbest oksijen radikallerini
notralize etmesinden kaynaklandigi 6ne siirtiilmektedir (42).

Sitokinler karacigerdeki IR hasarinda antiinflamatuar ve proinflamatuar
olmak Uzere dual rol oynamaktadirlar. Sitokinler, inflamatuar yaniti baslatarak,
diizenleyerek ve siddetini belirleyerek iR hasarinda énemli rol oynarlar (8).
Sitokinlerin iR hasari tizerindeki rollerini bildiren bugiine dek yapilmis calismalarda
hasar sirasinda ve sonrasinda gorilen inflamatuar siirecin karisik oldugu; ancak bu
sirecin herhangi bir asamasinda olusacak midahalenin organizmanin yararina

olacagini savunulmaktadir. Bu nedenle karaciger nakli sonrasinda uygulanmasi icin
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cesitli antiinflamatuar tedavi yontemleri gelistirilerek inflamasyon siirecinin etkisi
hafifletilmek istenmistir (43). Bu ¢alismada ise CeO2 nanopartikilinin bu sitokin
diizeyleri (izerine etkileri arastirlmistir. IR hasariyla artis gésteren TNF-q,, IL-10,, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 ve IFN-y sitokin dizeylerinin CeO;
nanopartikll uygulanmis farelerde kontrol grubuna yakin diizeye azaldiklari tespit
edilmistir. CeO2 nanopartikiliiniin sitoprotektif etkisinin sadece antioksidan
sistemler lzerinden gergeklesmedigi ayni zamanda inflamatuar siire¢ Uzerine de
etkisi oldugu ortaya konmustur.

Herhangi bir doku hasari sirasinda olusan inflamatuar siirecin devaminda
organizma hasara cevap olarak fibrozis yanitini olusturmaktadir. Fibrozis slirecinde
gorev alan temel enzimler ise MMP’ler ve bunlarin doku inhibitorleri TIMP
metallopeptidaz inhibitér 1 (TIMP)’lardir. Yapilan ¢alismalar MMP’lerin iR hasarinda
da onemli rolleri oldugunu gostermistir (44). Bu calismada da farelerde
gerceklestirilen karaciger IR hasarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin nasil
etkilendigi ve CeO, nanopartikiil uygulamasinin bu sonuglar (zerine etkileri
arastirilmistir. MMP’ler arasindan o6zellikle MMP-2 ve MMP-9 disse araliginin iki
onemli bileseni olan tip 4 kollajen ve fibronektin degradasyonunda goérev
aldiklarindan karaciger acgisindan énemlidirler (44). Elde edilen sonuglara gére iR
sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 dlzeyleri protein dizeyinde belirgin sekilde artis
gostermis CeOz nanopartikil uygulamasi ile birlikte s6z konusu diizeyler kontrol
grubu dlzeyine gerilemistir. Bu sonuglar iskemi 6ncesinde CeO; nanopartikiil
uygulamasinin ekstrasellliler matriks bilesenleri izerinden de bir koruyucu etkisi
oldugunu dislindiirmektedir.

Bu calismada elde edilen veriler, CeO, nanopartikiillerinin IR hasarini

Onlemede ideal bir terapotik ajan olabilecegini 6nermektedir.
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VI.

SONUGC ve ONERILER

Her ne kadar bu c¢alisma bir oncll arastirma niteliginde olsa da CeO:
nanopartiklllerinin gosterdigi sitoprotektif etkinin mekanizmasinin ayrintilari daha
ileri diizeyde arastirilmalidir. Ayrica, protein dizeyinde incelenen sitokin ve MMP
diizeyleri, gen dizeyinde de incelenerek etkinin gen diizeyinde mi protein
diizeyinde mi oldugu belirlenerek  mekanizmanin  ayrintilari  agikhga

kavusturulmalidir.
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