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ÖZET 

 

 Bu tez çalıĢmasında; sıçanlarda, deneysel böbrek iskemi/reperfüzyon (Ġ/R) 

hasarından dolayı karaciğerde oluĢan oksidatif strese karĢı gallik asitin olası koruyucu 

etkileri araĢtırıldı.  

 

 35 adet erkek Spraque dawley sıçan rasgele seçilerek; Grup I (Kontrol), Grup II 

(Ġ/R), Grup III (Ġ/R + 50mg.kg
-1 

gallik asit), Grup IV (Ġ/R + 100mg.kg
-1 

gallik asit) ve 

Grup V (Ġ/R + 200mg.kg
-1 

gallik asit) oluĢturuldu.  Ksilazin (10 mg.kg
-1

) ve ketamin (70 

mg.kg
-1

) anestezisi altında Grup I dıĢındaki tüm gruplara sağ böbrek nefroktomisi 

yapıldı.  Sonra Grup II‟ye SF ve Grup III, IV,V‟e de 1 hafta boyunca günde bir kez 

intraperitonel olarak gallik asit verildi.  Ardından bu gruplara 45 dakika iskemi / 6 saat 

reperfüzyon uygulandı.  Deney sonunda tüm gruplardan, kan örnekleri ve karaciğer 

dokuları alındı.  Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi.  Grup I‟e göre, Grup II‟de 

serum ALT ve AST değerlerinin ve karaciğer dokusuna ait SOD, CAT, Gpx 

aktivitelerinin arttığı;  Grup III, IV ve V‟ de de CAT, SOD ve Gpx aktivitelerinin 

benzer olduğu görüldü.  Histopatolojik analizlerde ise Grup II karaciğer dokusunda ileri 

derecede nekroz, yoğun nüklear infiltrasyon, vakuolizasyon ve yoğun kanama, 

gözlenmiĢ olup Grup V‟te bu bulgulara rastlanmadı.  Ġmmunhistokimyasal olarak, Grup 

II‟de iNOS reaksiyonu  çok yoğun iken, Grup V‟te bu yoğunluğun oluĢmadığı saptandı.  

Grup V‟teki histolojik ve biyokimyasal değiĢikler bu grupta Ġ/R hasarının büyük ölçüde 

önlendiğini gösterdi.  

 

 ÇalıĢma, intraperitonel olarak uygulanan gallik asitin 200 mg.kg
-1

 dozunun renal 

Ġ/R hasarından etkilenen karaciğer üzerinde koruyucu etkisi olduğunu gösterdi.  

 

 Anahtar Kelimeler: Ġskemi/Reperfüzyon, Gallik asit, Karaciğer, 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 I (Control), Group II (I/R), 

Group III (I/R+ 50 mg.kg
-1 

gallic acid), Group IV (I/R+ 100 mg.kg
-1

 gallic acid) and 

Group V (I/R+ 200 mg.kg
-1

 gallic acid).  Right nephrectomies were performed under 

xylazine (10 mg.kg
-1

) and ketamine (70 mg.kg
-1

) anesthesia in all group rats except 

Group I.  Substances were given intraperitoneal in Group II, III, 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 II, 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 II 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
-1

 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 Bir dokuya ya da organa gelen kan akımının azalması veya durmasına iskemi adı 

verilir.  Reperfüzyon ise, iskemi sonucu oluĢan dokuda enerji ihtiyacının karĢılanması 

ve toksik metabolitlerin uzaklaĢtırılması için dokuya ya da organa kan akımının yeniden 

baĢlaması olayıdır (Bilzer and Gerbes, 2000; Serracino, et al., 2001; Montalvo-Jave, et 

al., 2008).  Reperfüzyon,  sadece iskemi sonucu oluĢan hasara göre doku ya da 

organlarda daha ciddi hasara neden olur (Zimmerman and Granger 1992).  Reperfüzyon 

hasarının  sebebi ise serbest oksijen radikallerinin ortaya çıkmasıdır (Basım, 2005; Özel, 

2006).  

 

Ġ/R hasarı, kalp, kas, karaciğer, akciğer, böbrek ve barsaklarda sık rastlanan ve 

ciddi patolojilere yol açan birçok olaya neden olur (Saba, vd., 2000).  Böbrek iskemisi; 

sistemik hipotansiyon, hipovolemik Ģok, aort klemplenmesi, böbrek transplantasyonu, 

kısmi nefrektomi, travma,  böbrek yetmezliği ve çeĢitli ürolojik giriĢimlerde geliĢen bir 

durumdur (Baker, et al., 1985; Baron, et al., 1991; Woolfson, et al., 1994; Weight, et al., 

1996; Conesa, et al., 2001).  Ġ/R sonrası akut renal hasardan dolayı morbidite 

(hastalanma) ve mortalite (ölüm) oranı artabilmektedir (Senturk, et al., 2008). 

 

 Serbest radikaller ve dokulara verdikleri bu hasar antioksidanlar sayesinde 

önlenebilir.   Bu antioksidanlar CAT, SOD, Gpx gibi endojen kaynaklı olabileceği gibi 

vitamin C ve E gibi eksojen kaynaklı  da olabilirler (ġener ve Yeğen, 2009).  Eksojen 

kaynaklı bir antioksidan olan gallik asit bitkilerde doğal olarak bulunan polifenol 

bileĢiklerden (3,4,5-trihidroksi benzoik asit) biridir (Lu, et al., 2006).  Siyah çay, yeĢil 

çay, üzüm, viĢne, ahududu ve patates gibi pek çok bitkide bulunmaktadır (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).  Bunların 
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yanında; lipid peroksidasyonunu ve DNA ipliğinde oluĢan kırıkları da azaltır (Shahrzad, 

et al.,  2001; Yilmaz and Toledo, 2004). 

 

 Karaciğer ve böbrek vücutta homeostasisi düzenler ve toksik ürünlerin zararsız 

hale getirilip atılmasını sağlar (Kadkhodaee, et al., 2009).  Böbrek veya karaciğer 

dokusunda oluĢan hasar birbirlerini etkileyebilir.  Ġ/R‟ nin baĢlangıçta iskemik hasara 

uğramayan organlar üzerine de yıkıcı etkisi olduğu rapor edilmiĢtir (Teke, vd., 2008).  

Böbrek kan akımının azalması veya durması sonucu oluĢan Ġ/R ile birlikte kan akımının 

kesildiği bölgede hasar olduğu gibi, uzak organlarda da çeĢitli derecelerde hasarlar 

meydana gelebilmektedir (Basım, 2005; Karabiga, vd., 2007; Gulec, et al., 2008; ġener 

ve Yeğen, 2009).  Karaciğer, renal Ġ/R tarafından oksidatif stres etkisi altında kalıp 

hasara uğrayabilir ve karaciğer dokusunda lipid peroksidasyonu artabilir (Fadillioglu, et 

al., 2008).  

 

 Renal I/R‟ nin karaciğerde oluĢturduğu bu oksidatif hasarın, gallik asit ile 

giderilebileceği düĢünülerek; bu çalıĢmada, sıçanlarda deneysel olarak oluĢturulmuĢ 

renal Ġ/R‟ nin karaciğerde yol açtığı hasarda antioksidan özelliği bilinen gallik asidin 

olası koruyucu etkileri araĢtırılmıĢtır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. İskemi 

 

 Bir organa gelen kan akımının çeĢitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya 

durması iskemi olarak tanımlanır.  Ġskemi sonucunda doku hipokside kalır ve hipoksik 

doku hasarı da ortaya çıkar.  Ġskemi, hücrede enerji düzeyinin düĢmesine ve toksik 

metabolitlerin birikmesine yol açarak hücrenin fonksiyon kaybına, hücre bütünlüğünün 

bozulmasına ve hücre ölümüne neden olur (Welbourn, et al., 1991; Zimmerman and 

Granger, 1992). 

 

 Dokularda iskemiye karĢı dayanıklılık birbirinden farklıdır.  Ġskelet kasları 

iskemiye uzun süre dayanabilir fakat nöronlarda ise dakikalar içinde geri dönüĢümsüz 

yıkım oluĢabilir.  Ġskemiye uğramayan bölgelerde de oksidatif hasar oluĢabilir.  Kan 

akımının kesildiği bölgede lokal doku hasarı oluĢurken bu alan dıĢındaki bölgelerde de 

uzak organ hasarı meydana gelebilir (Basım, 2005; Karabiga, vd., 2007; ġener ve 

Yeğen, 2009). 

 

 Ġskemi, organ veya dokuya gelen kan akımındaki yetersizliğe bağlı olarak geliĢip 

geri dönüĢümlü veya dönüĢümsüz hücre ve/veya doku zedelenmesine neden 

olabilmektedir (Kandilci ve GümüĢel, 2005). 

 

2.1.1.  Geri dönüşümlü iskemik hasar 

 

 Hücresel fonksiyonlar oksijen varlığında ve yüksek enerjili fosfat bağları 

gerektiği için aerobik metabolizma ile gerçekleĢir.  Oksijen yetersizliğinde ise anaerobik 

metabolizma devreye girer.  Bununla birlikte laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi 

ile asidoz ortaya çıkar.  Ġskemik dönemde asidoz sonucu normal enzim kinetiği 
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değiĢerek  hücrede metabolik ve yapısal değiĢiklikler oluĢur.  Ġskemi ilk olarak hücrenin 

aerobik solunumuna zarar verir.  Ġskemiyle birlikte ortaya çıkan hipoksiye bağlı olarak 

hücrede oksijenli solunum felç olur ve ATP düzeyi azalır.  Hücrede ATP‟ nin 

azalmasıyla birlikte birçok hücresel fonksiyonda da azalma ve bunlara paralel olarak 

gerçekleĢen çeĢitli yapısal bozukluklar oluĢur.  Bu nedenle hücre, hücresel denge için 

gerekli olan enerjiden yoksun kalır.  Hücresel denge için gerekli enerji kaynaklarının 

(özellikle ATP‟nin) tüketimi, hücre zarında iyon dengesizliğine neden olur.  Na
+
-K

+
-

ATPase pompasının yavaĢlamasına bağlı olarak hücre içinde Na
+
 ve Ca

++
 birikirken K

+
 

azalır.  Katı madde birikimiyle birlikte izoozmotik su birikimi akut hücresel ĢiĢmeye 

neden olur (Basım, 2005; Ergün, 2006; Cebeci, 2007; ġener ve Yeğen, 2009).   

 

 Ġskemi sırasında ATP üretimi durur, fakat ATP kullanımı devam ettiğinden 

ATP‟ den AMP ve adenozin oluĢur.  Adenozin, hücre dıĢına difüze olup inozin ve 

hipoksantine parçalanır.  Dolayısıyla, iskemi sonucu ATP yıkımı, dokuda ksantin ve 

hipoksantin gibi pürin metabolitlerinin birikimine ve Ksantin dehidrogenaz‟ın, Ksantin 

oksidaz‟a dönüĢümüne yol açar.  Normal Ģartlarda hipoksantin, NAD
+
‟ yı kullanarak 

ksantin ve ürik asite metabolize olur.  Ancak, hipoksi ya da iskemi nedeniyle Ksantin 

dehidrogenaz, Ksantin oksidaz‟a dönüĢtüğünden hipoksantinin ürik asite dönüĢümü 

moleküler oksijen kullanılarak Ksantin oksidaz tarafından gerçekleĢitirilir (Parks, et al., 

1988; ġener ve Yeğen, 2009).  

 

 Dokularda meydana gelen biyokimyasal ve patolojik bozukluklar kan akımı 

tekrar sağlanırsa geri dönüĢümlüdür; fakat iskemi devam ederse oluĢan hasar geri 

dönüĢümsüz olur. 
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2.1.2. Geri dönüşümsüz iskemik hasar 

 

 Mitokondri ve mitokondri kristalarında aĢırı vakuolizasyon, plazma zarında aĢırı 

zedelenme, lizozomlarda ĢiĢme geri dönüĢümsüz zedelenmeye yol açan hasarlardır 

(Cebeci, 2007). 

 

 Geri dönüĢümsüz hasarın ortaya çıkmasında en önemli morfolojik değiĢiklik 

hücre membranı hasarı ve bu hasar ile ilgili bazı mekanizmalardır.  Membran hasarı 

sonucu Ca
++

, yüksek yoğunlukta bulunduğu hücre içinden hücre dıĢına geçer ve iskemik 

dokuda reperfüzyon sağlanırsa kitlesel kalsiyum alınımı olur.  Mitokondriler tarafından 

kolayca alınan, amorf kalsiyumdan zengin yapılar mitokondri matriksinde geliĢir ve 

kalıcı Ģekilde mitokondri hasarına yol açar.  Proteinler, temel koenzimler, RNA ve 

hücre içi yüksek enerjili fosfatın yapımında kullanılacak ATP' nin yeniden oluĢumu için 

yaĢamsal önemi olan metabolitler aĢırı geçirgen zarlardan sürekli kaybedilir.  pH'nın 

düĢmesi lizozom zarlarının zedelenmesine ve enzimlerinin sitoplazmaya geçmesine 

ayrıca, asit hidrolazların aktifleĢmesiyle sitoplazmik ve çekirdek yapılarının sindirimine 

neden olur.  Hücre ölümü ile hücre organelleri devamlı parçalanır ve hücresel enzimler 

hücre dıĢına salınırlar.  Sonuç olarak ölü hücreler miyelin oluĢumlarına ve fosfolipidden 

oluĢan büyük kitlelere dönüĢürler.  Bunlar daha sonra diğer hücreler tarafından ya 

fagosite edilir ya da yağ asitlerine parçalanırlar.  Daha sonra lizozomal membran hasarı 

sonucu bunların enzimleri serbestleĢip hücrede sindirimi baĢlatarak hücre ölümünü  

geçekleĢtirir (Ergün, 2006). 

 

2.2. Reperfüzyon 

 

 Reperfüzyon, iskemi sonucu oluĢan dokuda enerji ihtiyacının karĢılanması ve 

toksik metabolitlerin uzaklaĢtırılması için dokuya ya da organa kan akımının yeniden 

baĢlamasıdır (Bilzer and Gerbes, 2000; Serracino, et al., 2001; Montalvo-Jave, et al., 

2008).  Ġskemi olmuĢ doku ya da organa reperfüzyon, sadece iskemi kaynaklı hasara 
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göre daha çok hasara sebep olur  (Zimmerman and Granger, 1992).  Reperfüzyon 

hasarında ise solunum sırasında hücreye moleküler oksijen girmesiyle SOR oluĢur.  

Reperfüzyon hasarının daha ciddi hasarlar oluĢturmasının asıl sebebi SOR kaynaklarıdır 

(Wilhelm, 1990; Basım, 2005; Özel, 2006 ). 

 

Reperfüzyon hasarına duyarlı yapılar; zar lipidleri, proteinler, nükleik asitler ve 

karbonhidratlardır.  Fakat lipitler en hassas olanlarıdır (Wilhelm, 1990;  AkkuĢ, 1995).  

Memeli hücreleri, trigliserit ve fosfolipidlerin yapı taĢlarını oluĢturan yağ asitleri ile 

birlikte, linoleik ve araĢidonik asiti de kapsayan çoklu doymamıĢ yağ asidi (PUFA) 

miktarı açısından oldukça zengindir.   

 

 PUFA‟ lar oksidatif strese karĢı oldukça hassastırlar (Acworth, et al., 1997).  

Membranda bulunan yağ asitleri ve kolesterolün doymamıĢ (çift) bağları serbest 

radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir.  Ġlk önce yağ asidi, hidrojen 

ve kendi üzerinde birer elektron kalacak Ģekilde parçalanır ve lipit radikalini oluĢturur.  

Lipit radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini oluĢturur.  Lipit 

peroksil radikali de diğer doymamıĢ yağ asitleriyle reaksiyona girer.  Lipit peroksiller 

ortamdaki hidrojen atomları ile reaksiyona girerek lipit hidroperoksidleri oluĢtururlar.  

Lipit peroksidler daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yıkım ürünlerine 

dönüĢübilirler.  Bu yıkım ürünleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve 

mutajenik etki gösterirler.  Üç veya daha fazla çift bağa sahip olan yağ asidlerinin 

peroksidasyonu sonucu MDA oluĢur (MemiĢoğulları, 2005).  

 

 Sağlıklı bireylerde normal metabolizma sonucunda oluĢan SOR‟ lar vücudun 

savunma mekanizması olan antioksidan enzim sistemiyle uzaklaĢtırılır ve oksijen 

radikalleri, antioksidan savunma mekanizması ile denge halindedir.  Bu denge serbest 

radikallerin lehine bozulursa oksidatif stres oluĢur (Karaca ve Güder, 2009).  
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 Ġ/R hasarlanmasını önleyen pek çok endojen kaynaklı antioksidan mekanizması 

vardır ve ekzojen kaynaklı olarak da hasarı engelleyebilen birçok ilaç tanımlanmıĢtır 

(Basım, 2005). 

 

 Ġ/R hasarının fizyopatolojisindeki değiĢikliklere; birbirleriyle iliĢkileri karmaĢık, 

çeĢitli hücresel ve humoral faktörler sebep olur (Homer-Vanniasinkam, et al., 1997; 

Monsinjon, et al., 2001).  Bunlar:  

- Serbest oksijen radikalleri, 

- Polimorf nükleer lökositler, 

- Kompleman sistemi, 

- Endotel hücreleridir (Özel, 2006; ġener ve Yeğen, 2009) . 

 

2.2.1. Serbest oksijen radikalleri 

 

 EĢleĢmemiĢ elektron içeren, kısa ömürlü, kimyasal reaktiviteleri yüksek atom 

veya molekülere serbest radikaller adı verilir (Alper, 1993; AĢıcıoğlu, 2005; Valko, et 

al., 2007).  Serbest radikaller kimyasal olarak kararsız yapıda olduklarından atom veya 

moleküller ile etkileĢerek dıĢ yörüngesindeki elektronu eĢleyip kararlı duruma gelmeye 

çalıĢırlar (Akkoç, 2008).  

 

 Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller, oksijen kaynaklı olan 

serbest oksijen radikalleridir (AĢıcıoğlu, 2005).  Ġ/R hasarı ile ilgili yapılan son 

çalıĢmalar, O2
-
, OH

-
, H2O2 gibi SOR‟ ların ve NO ya  da ONOO

-
 gibi reaktif nitrojen 

türlerinin etkili olduğunu düĢündürmektedir (Noiri, et al., 2001).  Mitokondriyal 

elektron taĢıma zinciri, endoplazmik retikulum sitokrom P450, lipooksijenaz, 
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siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz SOR kaynakları arasında sayılabilir 

(Curtin, et al., 2002).  

 

 Serbest radikaller en büyük zararı hücre zarlarına verir.  Bunlar hücre 

zarlarındaki lipidlerden elektron çalarak kararlı hale geçme eğilimindedirler, böylece 

hücre zarı ve sonuç olarak da hücre yapısı bozulur (Gökpınar, vd., 2006).  

 

2.2.2. Polimorf nüklear lökositler 

 

 Reperfüzyon hasarını önlemeye yönelik çalıĢmalar, reperfüzyonda 

mikrovasküler permeabilitedeki artıĢtan baĢlıca nötrofillerin sorumlu olduğunu 

göstermiĢtir (Lopez-Neblina, et al., 1996).  Ġ/R sonucu lökositlerin aktive olması ve 

kemotaksis gerçekleĢmesi, PMNL‟lerin endotel hücrelerine adezyonunu sağlar 

(Frangogiannis, 2007).  Ayrıca PMNL yüksek miktarda SOR üretme kapasitesine de 

sahiptir (Eltzschig and Collard, 2004).  PMNL‟lerin aktivasyon ve göçleri endotel 

hücrelerinde ve lökositlerde bulunan adhezyon molekülleri sayesinde olur (Woodfin, et 

al., 2007). 

 

2.2.3. Kompleman sistemi 

 

 Ġ/R hasarında kompleman sisteminin rolü tam olarak netlik kazanmamıĢtır 

(ġener ve Yeğen, 2009).  Ancak kompleman sisteminin aktivasyonu sonucunda öncü 

inflamatuar bileĢenler oluĢur ve bunlar lökositleri aktive ederler.  Ayrıca kompleman 

sistem; VCAM-1, ICAM-1, E-selektin, P-selektin gibi lökosit adhezyon moleküllerinin 

sentezini uyarır (Suzuki, et al., 1991; Zhang, et al., 1999). 
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2.2.4. Endotel hücrelerinin rolü 

 

 Endotel hücreleri Ġ/R hasarının oluĢmasında önemli rol oynar.  Oksidatif stres 

endotel hücrelerinin aktivasyonuna ve iĢlevlerinin bozulmasına sebep olur.  Endotel 

hücreleri SOR için potansiyel hedef konumundayken diğer taraftan da SOR üretim 

kaynağıdır.  Endotel mikrovasküler homeostazdan sorumlu olan endotelin ve NO‟ yu 

üretir (ġener ve Yeğen, 2009).  Endotelin, damar endotelinden salınan 21 aminoasit 

içeren bir peptid olup molekülünde iki disülfür köprüsü bulundurur.  ÇeĢitli kimyasal ve 

fiziksel uyarılar arter endotelinden bu peptidin salınmasına neden olur.  Endotelinin 

hücresel etkisi Ca
++

 kanallarının aktivasyonu ile baĢlar (Baykal, vd., 1996).  Ġ/R 

hasarında endotelin/NO oranı endotelin lehine bozulularak arteriyel bozukluklar 

oluĢturur (Garc´a-Villalón, et al., 2008).  

 

 

2.3. İ/R Etkisiyle Uzak Organ Hasarı ve Hücre Adezyon Molekülleri 

 

 Uzak organ hasarı, Ġ/R hasarı olan organdan uzaktaki çeĢitli organlarda da 

görülebilen bir çeĢit oksidatif hasardır (Gulec, et al., 2008).  Örneğin renal iskemik 

hasar; beyin, kalp, karaciğer, kemik, mide, barsak, akciğer gibi organlarda hasara neden 

olur (Golab, et al., 2009; Sizlan, et al., 2009).  Ġ/R hasarı sistemik inflamatuar yanıtı 

indükleyip SOR ve RNS gibi zararlı yapıların salınmasına neden olur (Sizlan, et al., 

2009).  Ġ/R sonucu PMNL‟ lerin aktivasyonunu takiben kemotaksis gerçekleĢir ve 

nötrofil endotel hücre adezyonu olur (Frangogiannis, 2007).   

 

Aktif nötrofiller, SOR ve proteaz salgılayarak Ġ/R hasarına katkıda bulunurlar.  

Nötrofiller reperfüzyonun erken safhalarında toplanırlar ve nötrofillerin endotel 

hücrelerine adezyonu gerçekleĢir.  Bu adezyon, endotel hücrelerinin membranında 

bulunan ICAM ile nötrofil membranında bulunan selektin ve integrinlerin etkileĢimi ile 
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olur.  Ġ/R, TNF-α ve IL-1 sentezi sonucu, endotel hücrelerinde ICAM oluĢumunu arttırır 

(Montalvo-Jave, et al., 2008).  Kupffer hücrelerinden üretilen IL-1 gibi proinflamatuvar 

sitokinler ve TNF-α, karaciğer hasarı geliĢmesinde erken mediatördür (Baykara ve 

Tekmen, 2005).  TNF-α hücre ölümünü uyararak dokulardaki hasarlanmıĢ ya da 

istenmeyen hücrelerin elenmesini sağlar.  IL-1 gibi sitokinler büyüme faktörleri 

grubundan olup kan hücrelerin geliĢimi ve farklılaĢmasını düzenlerler ve de bağıĢıklık 

sisteminin oluĢturduğu yanıt sırasında lenfositlerin aktivitesini kontrol ederler (Cooper 

and Hausman, 2006). 

 

 PMNL‟ lerin aktivasyon ve göçleri endotel hücrelerinde ve lökositlerde bulunan 

adezyon molekülleri denilen transmembran proteinler tarafından gerçekleĢir (Cooper 

and Hausman, 2006; ġener ve Yeğen, 2009). 

 

 Hücre adezyon molekülleri dört büyük gruba ayrılır: 

- Selektinler, 

- Ġntegrinler, 

- Ġmmünglobulin süper ailesi, 

- Kaderinler (Saygılı ve Gültekin 1999; Cooper and Hausman, 2006; Terekeci, 

vd., 2008; ġener ve Yeğen, 2009; ġensoy ve Öznurlu 2009). 

 

 Selektinler, integrinler ve kaderinler Ca
++

 veya  Mg
++

 bağımlı çalıĢırlar (Cooper 

and Hausman, 2006; Terekeci, vd., 2008).  Hücre adezyon moleküllerinin en önemli 

fonksiyonları; hücre-hücre bağlantısı (embriyonal geliĢim ve morfogenez), hücre 

hareketi (lökosit göçü ve immun cevap) ve hücreler arası haberleĢme (sinaptik bağlantı 

kurulması) olarak bilinir (ġensoy ve Öznurlu, 2009). 
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 Nötrofil lökositlerin damardan bağ dokusuna göçleri Ģu Ģekilde gerçekleĢir: 

nötrofil yüzeyinde bulunan selektin ile endotel hücrelerin yüzeyindeki selektin 

reseptörlerinin etkileĢimi sonucunda nötrofil, endotel hücrelerine tutunarak hareket eder 

ve endotel hücreleri tarafından salınan kemokinlere yanıt oluĢturur.  Kemokinler, 

nötrofil yüzeyindeki integrin (VLA-5) ve immünoglobulin süper ailesine (ICAM, 

VCAM) ait diğer adhezyon moleküllerinin ifadesini uyarır.  Ġntegrin ve 

immünoglobulin süper ailesine ait adhezyon molekülleri nötrofilin endotel hücreleri 

üzerindeki reseptörüne tutunmasını sağlar.  Nötrofil, bağ dokusuna geçip daha önce 

mast hücrelerinden salınan histamin ve heparin ile geniĢlemiĢ olan hücreler arası 

alandan yabancı maddeleri fagosite eder.  Nötrofiller bağ dokusuna girdiğinde, 

kemotaksi sayesinde hasarlı bölgeye daha fazla nötrofil göçü olur.  (Akay, 2006; 

Cooper and Hausman, 2006; ġener ve Yeğen, 2009). 

 

2.4. Antioksidan Savunma Sistemi 

 

 Organizmanın sağlığı prooksidan/antioksidan dengesinin bozulmamasına 

bağlıdır (ġener ve Yeğen, 2009).  SOR oluĢumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı 

önlemek için hücresel birçok savunma mekanizmaları yani antioksidan savunma 

sistemleri vardır.  Antioksidanlar endojen kaynaklı ve eksojen kaynaklı olabilirler.  

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR 

toplayarak lipit peroksidasyonunu önlemeye çalıĢırlar (AkkuĢ, 1995).  

 

 Böylece oksidatif hasarın yarattığı doku hasarı en aza indirilmiĢ olur.  Hücre 

oksidatif strese maruz kaldığı takdirde, hücre hasarından ölümüne kadar giden birçok 

patolojik değiĢiklik ortaya çıkabilir (AĢıcıoğlu, 2005).  Serbest radikallerin zararlı 

etkilerini gidermek için besinlerle birlikte antioksidan alınmasında yarar vardır. 
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2.4.1. Antioksidan etki tipleri  

 

 Antioksidanlar dört ayrı Ģekilde etki ederler: 

 

2.4.1.1. Toplayıcı (scavenging) etki  

 

 Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onları tutma veya çok daha zayıf yeni 

bir moleküle çevirme iĢlemine toplayıcı etki denir.  Antioksidan enzimler, 

trakeobronĢial mukus ve küçük moleküller bu tip bir etki gösterirler (Reiter, 1995; 

Karihtala, et al., 2007). 

 

2.4.1.2. Bastırıcı (quencher) etki 

 

 Serbest oksijen radikalleriyle etkileĢip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini 

azaltan veya inaktif Ģekle dönüĢtüren olaya bastırıcı etki denir.  Vitaminler, 

flavonoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tip bir etki gösterirler (Cherubini, et al., 

2008). 

 

2.4.1.3. Onarıcı (repair) etki  

 

 Serbest oksijen radikallerinin oluĢturdukları hasarın onarılması Ģeklinde bir etki 

gösterirler (Mickle and Weisel, 1993). 
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2.4.1.4. Zincir kırıcı (chain breaking) etki 

 

 Serbest oksijen radikallerini kendilerine bağlayarak zincirlerini kırıp 

fonksiyonlarını engelleyici etkiye zincir kırıcı etki denir.  Hemoglobin, seruloplazmin 

ve mineraller bu tip bir etki gösteren maddelerdir (Virág and Szabó, 2002).  

 

2.4.2. Endojen kaynaklı antioksidanlar  

 

 Endojen antioksidanlar, enzim olanlar ve enzim olmayanlar olmak üzere iki 

sınıfa ayrılırlar (AkkuĢ, 1995).  

 

2.4.2.1. Enzim olan endojen kaynaklı antioksidanlar  

 

 Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, SOD, CAT, Gpx, glutatyon-S-

transferaz,  hidroperoksidaz bu grupta yer alan enzimlerdir (ġehirli 2001, Valko, et al., 

2007).  

 

 SOD; Süperoksit radikallerini daha az reaktif olan H2O2 ve O2 formuna çeviren 

antioksidan enzimdir (ġener ve Yeğen, 2009).  Ġnsanda SOD‟un iki tipi bulunmaktadır.  

Bunlardan biri sitozolde dimerik, Cu ve Zn içeren izomer (Cu-Zn SOD) halde 

bulunurken diğeri de mitokondride bulunan tetramerik Mn içeren izoenzimlerdir 

(MnSOD).  Genellikle hücrede en çok bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD‟ dur.  Her 

iki SOD‟ un katalizlediği reaksiyonlar aynıdır.  SOD‟ un fizyolojik fonksiyonu; oksijeni 

metabolize eden hücreleri süperoksid radikallerinin zararlı etkilerinden korumaktır.  

Böylece lipid perokidasyonunu inhibe eder.  SOD aktivitesi, yüksek oksijen kullanımı 

olan dokularda fazladır.  Normal metabolizma sırasında hücreler bol miktarda 

süperoksit üretirler fakat SOD sayesinde intrasellüler süperoksit düzeyleri düĢüktür 

(AkkuĢ, 1995). 
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2 O2
.- 

 + 2H
.
        SOD            H2O2 +  O2 

 

 CAT, 4 tane HEM grubu bulunan bir hemoproteindir.  OH- oluĢumunu önlemek 

için H2O2‟ yi O2 ve H2O‟ ya ayrıĢtırır (AkkuĢ, 1995; ġener ve Yeğen, 2009).  Peroksidaz 

aktivitesinin yanında, bu enzim bir molekül H2O2‟ yi elektron vericisi olarak, diğer 

H2O2‟ yi de oksidan veya elektron alıcısı olarak kullanabilir.  Peroksizomlarda ve az 

miktarda da sitosol ve mikrozomal fraksiyonlarda bulunur (AkkuĢ, 1995; ġener ve 

Yeğen, 2009).  CAT; H2O2, metil/etil-hidroperoksidleri gibi küçük molekülleri indirger 

fakat lipid hidroperoksitleri gibi büyük moleküllere etki etmez  (AkkuĢ, 1995). 

 

H2O2       
CAT

         H2O  +  O2 

 

 Gpx, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur.  GSH‟ ın -SH grubundan, 

su oluĢturmak için hidroksil radikali ya da hidrojen peroksitle birleĢmek üzere hidrojen 

çıkartmasını sağlar (AkkuĢ, 1995; ġener ve Yeğen, 2009).  Tetramerik, 4 selenyum 

atomu içeren sitozolik bir enzim olan Gpx‟in fagositik hücrelerde önemli fonksiyonları 

vardır.  Diğer antioksidanlarla birlikte solunum sırasında serbest radikal peroksidasyonu 

sonucu fagositik hücrelerin zarar görmelerini engeller.  Eritrositlerde oksidatif strese 

karĢı en etkili antioksidandır.  Gpx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin 

artmasına ve ağır hücre hasarlarına yol açar (AkkuĢ, 1995; ġener ve Yeğen, 2009). 

 

H2O2  + 2GSH       
GSH-GPx

     GSSG  +  2 H2O 

ROOH
  
+ 2GSH

            GSH-GPx
      GSSG + ROH + H2O 
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2.4.2.2. Enzim olmayan endojen kaynaklı antioksidanlar  

 

 Melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, 

bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, albumin vb. moleküller yer alır (Basım, 2005; 

ġener ve Yeğen, 2009).  

 

2.4.3. Eksojen kaynaklı antioksidanlar  

 

 Vitaminler, bazı ilaçlar ve gıda antioksidanları bu grupta yer alırlar (ġener ve 

Yeğen, 2009).  

 

2.4.3.1. Vitaminler 

 

 α-tokoferol (vitamin E), β-karoten, askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat) bu 

grupta yer alır (ġener ve Yeğen, 2009).  

 

2.4.3.2. Bazı ilaçlar  

 

 Ksantin oksidaz inhibitörleri (allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, tungsten), 

NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, 

nonsteroid antiinflamatuvar ilaçlar, diphenyline iodonium), rekombinant süperoksit 

dismutaz, trolox-C (vitamin E analoğu), endojen antioksidan aktiviteyi artıranlar 

(glutatyon peroksidaz aktivitesini artıranlar, ebselen, asetilsistein), nonenzimatik serbest 

radikal toplayıcılar (mannitol, albümin), demir redoks döngüsü inhibitörleri 

(desferroksamin), nötrofil adezyon inhibitörleri, sitokinler (TNF ve IL-1), barbitüratlar 

ve demir Ģelatörleridir (AkkuĢ, 1995; ġener ve Yeğen, 2009).  
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2.4.3.3. Gıdalardaki antioksidanlar  

 

 Butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), sodium 

benzoate, ethoxyquin, propylgalate, Fe-superoxyde dismutase olarak sayılabilir (AkkuĢ, 

1995).  

 

 Antioksidan savunmada öncelikle enzimatik antioksidanlar etkilidir (Ozan, vd., 

2004).  Hastalıkların tedavisi üzerine yapılan çalıĢmalarda, beslenme sırasında alınan 

antioksidan etkili maddelerin oksidatif strese sebebiyet veren SOR‟ ların ve RNS‟ lerin 

hücrelere verdiği zararları önemli ölçüde engelleyebildiği belirtilmiĢtir (Çakan, vd., 

2007). 

 

2.5. Fenolik Maddeler ve Gallik Asit 

 

 Birçoğu kuvvetli antioksidan özellik gösteren polifenoller bitkisel kaynaklı 

bileĢikler olup hayvanlar tarafından sentezlenememektedir (Peterson and Dwyer, 1998).  

Fenolik maddeler doğal antioksidanların en önemli gruplarından olup bitkilerin tüm 

kısımlarında görülen polifenolik bileĢenlerdir (Tunalıer, vd., 2002).  Bir hidroksil grubu 

içeren aromatik bir halkaya sahip geniĢ bir madde grubuna fenolik bileĢikler 

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 hücre duvarlarında lignin ile polimerize halde bulunurlar (Morton, et 

al., 2000 b).  

 

 Özellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayanıklılığı üzerine etkili olup 

Ģimdiye kadar yapılan birçok çalıĢmada polifenollerin serbest radikal tutucu özellikleri 
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sayesinde ödem giderici, antialerjik, antikanserojen, antimutajen, antinflammatuar veya  

antimikrobial etki göstererek insan sağlığı açısından yararlı olduğu vurgulanmıĢtır 

(Peterson and Dwyer, 1998; Yıldız ve Baysal, 2003; Galati and O‟Brien, 2004). 

Besinlerde, kolaylıkla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan korurlar (Tunalıer, vd., 

2002).   

 

Fenolik maddeler, lipid peroksi (ROO
.
) ve alkoksi (RO

.
) radikalini parçalayıp 

lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandırmaktadır.  Son radikal stabil olmak 

veya zincir reaksiyonu ile hızlı bir tepkimeye maruz kalmak zorundadır, aksi halde 

zincir reaksiyonları yayılır.  Bu stabilizasyon molekül içindeki hidrojen bağlarının 

yeniden Ģekil alması ile sağlanır.  (Morton, et al., 2000 b; Burak ve Çimen, 1999). 

 

                      ROO
.
 +  AH                       ROOH + A

. 

   RO
.
 + AH                       ROH + A

.
 

   ROO
.
 + A

.  
                 ROOA 

   RO
.
 +  A

. 
                ROA 

             

Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler Ģeklinde ikiye ayrılır (Yılmaz, 2010). 

Ancak flavonoidler ve fenolik asitler birbirinden ayrı düĢünülemez. Çünkü bu bileĢikler 

genelde birlikte bulunurlar (Ekbul, 2004). 

 

Flavonoidler oksijen içeren bir piren halkasına bağlı benzen halkasından 

oluĢmaktadır  (ġekil 2.1).  4000‟in üzerinde doğal kaynaklı flavonoid tanımlanmıĢtır. 

Flavonoidler piren halkasındaki varyasyonlara bağlı olarak flavonoller, flavonlar, 

katekinler, antosiyanidinler ve antosiyanidler olarak alt sınıflara ayrılırlar (Ekbul, 2004). 
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O

 

 

Şekil 2.1 Flavonoidlerin genel yapısı 

 

 

 Fenolik asitler, bitkiler aleminde yaygın olarak bulunan ve yapılarında bir veya 

daha fazla hidroksil yapılı aromatik halka bulunduran bileĢiklerdir (ġekil 2.2) (Ekbul, 

2004). 

 

Flavonoidlerin öncü maddesi olan hidroksinamik (kafeik, kumarik, ferulik ve 

sinapik asit),  hidroksikumarin (skopoletin) ve hidroksibenzoik (elajik, gallik vanillik 

asitler) asitler gibi fenolik asitler metallerle bileĢik oluĢturabilirler (Yilmaz and Toledo, 

2004). 

COOH

OH

Kumarik Asit

COOH

OH

HO

Kafeik Asit

COOH

Sinnamik Asit  

 

Şekil 2.2 Bitkisel kaynaklı bazı fenolik asit çeşitleri  
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 Fenolik asitlerin serbest radikaller ile redoks döngüsüne katılıp hidrojen alıcısı 

olarak görev yapabildikleri ve metal iyonlarının, güçlü metal Ģelatörleri olmaları 

sayesinde de antioksidan aktivite gösterdikleri rapor edilmiĢtir (Marwah, et al., 2007).  

Bir fenolik asit olan gallik asitin bu biyolojik fonksiyonları sayesinde serbest 

radikallerin neden olduğu hastalıkların oluĢmasını engelleyebildiği veya 

erteleyebilecekleri düĢünülmektedir. 

 

 Son yıllarda yapılan birçok çalıĢma; kalp, karaciğer, beyin, barsak ve 

böbreklerde oksidatif stres kaynaklı hastalıkların bazı doğal antioksidanlar ile belli 

ölçülerde önlenebildiğini göstermektedir (Kahraman, et al., 2003).  Bu gibi bitkisel 

ürünlerin koruyucu ya da tedavi edici etkileri bu ürünlerin içeriğinde yer alan 

flavonoidler, antosiyaninler ve fenolik bileĢikler sayesinde olabileceği düĢünülmektedir 

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

 

 Marwah ve arkadaĢları (2007) redoks özellikleri sayesinde bitki kökenli 

antioksidanların (fenolik asit, kateĢin, flavonoidler vs.) SOR‟un yakalanmasında ve 

etkisiz hale getirilmesinde önemli rol oynadıklarını rapor etmiĢtir. 

 

 Gallik asit (3,4,5-trihidroksi benzoik asit) bitkilerde doğal olarak bulunan fenolik 

asit çeĢitlerinden birisidir (Lu, et al., 2006).  Siyah çay, yeĢil çay, üzüm, viĢne, ahududu 

ve patates gibi pek çok bitkide fenolik asit doğal olarak bulunmaktadır (Morton, et al, 

2000 a; Gramza and Korczak, 2005).  En çok çay bitkisinin yaprağında bulunur ve bu 

bitkinin sıcak su infüzyonu ile ekstre edilir.  Ayrıca; meĢe türleri (Quercus robur, 

Quercus alba, Quercus rubra), kestane (Castanca sativa) gibi bir çok ağaç formundan 

da elde edilebilir (Eyles, et al., 2004; Murugananthan, et al., 2005). 
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Şekil 2.3 Gallik asidin kimyasal formülü  

 

 

 Yapılan çalıĢmalarda gallik asidin antibakteriyel, antifungal ve güçlü bir 

antikanser etkinliğe sahip olduğu belirlenmiĢtir (Sakaguchi, et al., 1998; Akiyama, et 

al., 2001; Pellegrina, et al., 2005).  Güçlü antioksidan etkiye sahip olan gallik asit  

birçok 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 arkadaĢları (1998) gallik 

asitin antikanser aktivitesi üzerine çalıĢmıĢlar ve insan promiyelostik lösemi, sıçan 

hepatoma, insan epitelyal karsinoma, insan hepatoma hücreleri üzerinde denediklerinde 

kanser hücrelerinin gallik asite oldukça duyarlı olduğunu görmüĢlerdir.   

 

 Ayrıca antioksidan aktiviteye sahip olması nedeniyle lipid peroksidasyonu 

hasarlarının azaltılmasında da etkin rol oynamaktadır (Shahrzad, et al., 2001).  

Chanwitheesuk ve arkadaĢları (2007)  Caesalpinia mimosoides Lamk. (Leguminoceae)‟ 

den elde edilen farklı ekstratların, insanlarda hastalığa neden olan 8 bakteri ve 6 fungal 

test mikroorganizması üzerindeki etkisini incelemiĢlerdir.  Test edilen 

mikroorganizmalar üzerinde en fazla etanolik ekstraktının etkili olduğu ve bu ekstraktın 

yüksek oranda gallik asit içerdiği belirlenmiĢtir.  Yilmaz ve Toledo (2004) yaptıkları in 
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vitro bir çalıĢmada ise gallik asitin E ve C vitaminlerine oranla çok daha büyük bir 

oranda yüksek LDL oksidasyonunu engelleyerek hücreleri koruduğunu belirlemiĢlerdir.  

Bu da gallik asitin kalp hastalıkları, aterosikleroz gibi hastalıklara karĢı koruyucu 

olduğunu göstermektedir. 

 

 Gallik asit ve esterlerinin antioksidan özelliklerinden dolayı besin endüstrisinde 

(E-310, proply gallate; E311, octyl gallate) ve ilaç sanayisinde koruyucu katkı maddesi 

olarak kullanıldıkları rapor edilmiĢtir (Fuiza, et al., 2004).  

 

 Gallik asitin, güçlü antioksidan özellik göstererek, hücreleri koruduğu 

belirlenmiĢtir.  Ayrıca Yilmaz ve Toledo (2004) gallik asitin NO
-
 varlığında DNA 

ipliğinde oluĢan kırıkları azalttığını rapor etmiĢlerdir.  Ancak gallik asitin birçok 

hastalığın tedavisindeki etkin mekanizması ile ilgili bilgiler oldukça az olduğu gibi, Ġ/R 

sonucu oluĢan hasarı önlemeye yönelik çalıĢmalar da azdır.  Bu nedenle etki 

mekanizması araĢtırılmaya açık doğal bir fenolik antioksidandır (Priscilla and Prince, 

2009). 

 

2.6. Karaciğer 

 

 Karaciğer 1200-1500 g ağırlığında büyük bir organdır. Çok yumuĢak ve esnek 

bir yapıda olup karın boĢluğunun sağ üst kısmında, diyaframın altında bulunur ve 

kaburga kemikleri tarafından korunur.  Karaciğer, diyafram tarafından kalp ve  akciğer 

gibi intratorasik organlardan ayrılmıĢtır. (Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and 

Ashwood, 2005). 

 

 Karaciğer ince, sert bir fibröz kapsül olan glisson kapsülü sarılıdır.  Bu bağ doku 

damar ve sinir kolları ve karaciğer parankimi için iç destekleyici bir yapı sağlar.  Ayrıca 
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bu kapsül karaciğerin sağ ve sol loblarını oluĢturur.  Sağ lobun posterior (arka) 

yüzeyinde caudate (kaudat) lob, inferior (alt) yüzeyinde quadrate (kuadrat) lob yer alır.  

Sıçanlarda bunlara ek olarak kuyruk lobu da bulunmaktadır.  Lobların her biri de 

löbüllere ayrılır.  Karaciğerin fizyolojik birimleri; silindirik yapıda, çapı 0,8-2 mm ve 

boyu birkaç mm olan bu lobülleridir.  Karaciğer lobülü vasküler ve biliyer damarlar ve 

bağ dokusu ile ayrılmıĢ polihedral (çok yüzlü) yapıda bir dokudur.  Her lobülün 

merkezinde bulunan sentral ven hepatik venlere açılır.  Lobüller arasında bulunan portal 

üçlü; hepatik arter ve portal ven ile safra kanallarından oluĢmaktadır.  Bu bölgelerde 

karaciğere ulaĢan arter ve ven kanı hepatositler arasındaki sinusoidler aracılığıyla 

sentral vene dökülür.  Buradan da hepatik venler sayesinde inferior vena cavaya boĢalır.   

Kan akımı periferden merkeze doğrudur (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 Karaciğere kan iki yerden sağlanır: 

 Sindirim sisteminden emilen besin maddelerince zengin venöz kanı karaciğere 

taĢıyan portal ven (ġekil 2.4), 

 Merkezi dolaĢımdan karaciğere bolca oksijenlenmiĢ kanı taĢıyan hepatik arter 

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

 

 Lenfatik damarlar porta hepatis yakınındaki küçük lenf bezleri içerisinde 

sonlanır  (Sherlock, 1975).  

 

 Tek tabakalı, parankimal epitel hücreleri sentral venden çıkıp yayılırlar.  

Karaciğer hücre tabakalarının her iki tarafına da kan taĢıyan vasküler kanallar ise 

sinusoidlerdir (ġekil 2.4).  Sinusoidler sentral ven etrafında zengin, lobüller arası ve 

vasküler bir ağ oluĢtururlar.  Sinusoidleri endotelyal veya kupffer hücreleri kaplar.  

Kupffer hücreleri mononükleer fagositik görev yapan hepatik makrofajlardır.  

Karaciğerin fagositoz özelliği gösteren hücrelerinden biri de NK hücreleridir.  Kısa 
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psödopodları ve granülleri olan bu hücreler karaciğeri çeĢitli viral etkenlere karĢı korur 

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

 

 

 

 

Şekil 2.4 Karaciğerde histolojik olarak altıgen yapıda görülen lobüller (Van der Plaats, 2005). 

 

 

 Endotelyal hücreler ile hepatositler arasındaki ve sinusoidler ile çevrelenen doku 

aralığına Disse aralığı denir (ġekil 2.5).  Disse aralığının içerdiği interstisyel sıvı, kan 

ile hepatosit arasında madde alıĢ veriĢini sağlar.  Disse aralığı sinusoidlere desteklik 

yapan retiküler fibril içerir ancak bazal lamina içermez (Dilek, 2003; Burtis and 

Ashwood, 2005). 
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Şekil 2.5 Karaciğerde sinusoidal yapının detaylı görünüşü (Van der Plaats, 2005). 

 

 

 Karaciğer dokusunun yaklaĢık %60‟ ını hepatositler oluĢturur.  Hepatositler 20-

35 µm çapında poligonal (çok köĢeli) hücreler olup karaciğerin metabolik 

fonksiyonlarından ve temel biyokimyasal iĢlemlerinden sorumludurlar.  Hepatositlerin 

sinusoidlere bakan tarafında, hücre zarı çok sayıda mikrovillus içerir.  Bu mikrovilluslar 

hücrenin atılım ve emilimini arttırır (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 Hepatosit yüzeyleri; gelen kana doğru akan sinusoidal yüzey (sinusoid ve disse 

aralığı), sinusoidal yüzeye bitiĢik hücreler arası yüzey, kanalikular yüzeydir (Burtis and 

Ashwood, 2005). 

 

Yağ depolayan ito hücreleri ise; karaciğer hasarı sırasında fibroziseneden olan 

kollajeni sentezleyen fibroblastlara dönüĢür.  Disse aralığında bulunan ito hücreleri 

ayrıca kan akıĢını da düzenler (Burtis and Ashwood, 2005). 
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 Portal akım içindeki toksik maddeler (barsak bakterileri gibi) ve ilaçlar 

karaciğerde sistemik dolaĢıma katılmadan retiküloendotelyal sistem tarafından 

uzaklaĢtırılırlar. Ayrıca RES, hemoglobin ve bilirubin metabolizmasında da görev alır. 

Emilen besinlerin metabolik değiĢimleri karaciğerde gerçekleĢir.  Karaciğer 

fonksiyonlarının gerçekleĢmesi yüksek hızda kan akımı ve kan ile karaciğer hücreleri 

arasında sıkı bir iliĢki ile olmaktadır (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 Karaciğerin biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonları;  

 Sekresyon fonksiyonu: safra yolu ile bilirubin atılımı ve bilirubin metabolizması, 

ksenobiyotik metabolizması ve atılımı, 

 Sentez fonksiyonu: albumin, globulin, immunglobulinler, seruloplazmin, 

transferin, koagulasyon proteinleri, fibronektin, lipoprotein sentezi, karaciğer 

enzimleri, üre sentezi, kreatin gibi proteinlerin sentezi, 

 Metabolik fonksiyon: amonyak metabolizması, karbonhidrat metabolizması, yağ 

metabolizması, protein metabolizması, 

 Depolama fonksiyonu: vitaminlerin depolanması, demir depolanması, glikojen 

depolanması,  

 Sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi, 

 Gastrointestinal yolla safra salgılama, 

 Barsaktan dönen kanın filtrasyonu (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 Karaciğer hastalıklarında hepatositlerde oluĢan hasarı ve karaciğer hücre 

nekrozunu belirlemede kullanılan karaciğer enzimlerinin baĢlıcaları ALT, AST, alkalen 

fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH) ve γ-glutamat transpeptidaz (GGT)‟ dır 

(Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 
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 Aminotransferazlar; aminoasitler ile 2-okzo-asitlerin biribirine çevrilmesini 

amino gruplarının transferi yolu ile gerçekleĢtiren enzimlerdir.  ALT ve AST hayvan 

dokularında çokça bulunur.  Ġnsan plazması, safra, BOS ve tükrükte normal olarak 

bulunurken,  böbrekte hasar olmadıkça idrarda görülmez.  DeğiĢik dokuların 

transaminaz aktiviteleri birbirinden farklılık gösterir (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 

2005). 

 

 Amino transferlerinin gerçekleĢtiği reaksiyonlarda 2-okzoglutarat/L-glutamat 

ikilisi, amino grubu alıcısı ve vericisi olarak kullanılır.  Her enzimin özgüllüğü, amino 

grubu vericisi olarak kullanılan kendi aminoasidinden kaynaklanır.  Örneğin; AST 

enziminin  amino grubu vericisi aspartat, ALT enziminin  amino grubu vericisi ise 

alanin aminoasitleridir.  Geri dönüĢümlü olan AST ve ALT reaksiyonlarında denge 

sırasıyla aspartat ve alanin oluĢumu yönündedir.  AST ve ALT ile katalizlenen bu 

reaksiyonlarda denge, sırası ile aspartat ve alanin oluĢumu yönünde gerçekeleĢir (Burtis 

and Ashwood, 2005). 

 

 Hepatosit ve sinüzoidal boĢluk arasında enzimler için yüksek konsantrasyon 

farkı  bulunmaktadır.  Hücre hasarı sonucu membran geçirgenliği artarak sitosoldeki 

enzimler sinüsoidlere ve buradan periferal kana geçerler.  Diğer yandan da mitokondri 

membranlarının geçirgenliği de artar (Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and 

Ashwood, 2005). 

 

 Hasarlı hepatositlere sahip bireylerde enzim miktarı, normal hepatositlere sahip 

bireylerden oldukça farklıdır.  Kronik karaciğer hastalığı olanlarda karaciğer dokusunda 

ALT aktivitesi AST aktivitesine oranla daha hızlı azalmaktadır.  Bu nedenle hastalık 

ilerledikçe serumdaki AST oranı ALT‟ ye göre yükselir.  Akut karaciğer hastalığında 

ALT ve AST‟ nin intrasellüler aktiviteleri düĢüktür.  ALT düzeyi, AST düzeyinden 

yüksektir. Dokudaki bu değiĢiklikler serumdaki aktivitelere yansımaktadır (Sherlock, 

1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 
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 AST, SGOT olarak da adlandırılır.   Kalp, karaciğer, iskelet kası ve böbreklerde 

bolca bulunur.  Bu dokular akut olarak hasara uğradığında, bu hücrelerden enzimin 

salınması ile serum değerleri yükselir.  AST‟ nin %80‟ i hücrenin mitokondrisinde % 

20‟ si sitosolde bulunur.  Serumdaki normal seviyesi 5-12 ünite/100 ml‟ dir (Sherlock, 

1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 ALT, SGPT olarak da adlandırılır.  Karaciğerde bolca bulunurken, kalpte ve 

iskelet kasında daha az miktarlarda bulunur.  AST ile karĢılaĢtırıldığında ALT miktarı 

daha azdır.  Bu nedenle de ALT‟ nin serumdaki artıĢı karaciğerde olan bir hasarı tespit 

etmede AST‟ den daha spesifiktir.  ALT enzimi hepatosit içinde sadece sitosolde 

bulunur.  Serumdaki normal seviyesi 4-13 ünite/100 ml‟ dir (Sherlock, 1975; Dilek, 

2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 Renal Ġ/R hasarında, Ġ/R‟ ye maruz kalan bölge dıĢındaki doku ve organlarda 

hasar meydana geldiği bilinmektedir.  Bu organlar arasında karaciğer önemli yer 

almaktadır.  Bu nedenle çalıĢmamızda renal Ġ/R sonucu karaciğerin antioksidan enzim 

aktivitesi ve histolojisi değerlendirilerek gallik asitin olası koruyucu etkisi 

araĢtırılmıĢtır. 
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3. MATERYAL VE METOD 

 

 Deneysel çalıĢmamız; EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi, Fen- Edebiyat 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü; Deney Hayvanları AraĢtırma Laboratuvarı, Moleküler 

Biyoloji ve Toksikoloji AraĢtırma Laboratuvarlarında gerçekleĢtirildi.  ÇalıĢmamız 

EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi, Tıp Fakültesi Yerel Etik Kurulu‟ nun 139/2010 sayılı 

izni ile yapıldı. 

 

3.1. Deney Hayvanları 

 

 Deneysel çalıĢmamızda sağlıklı, erkek, 200-250 g ağırlıkta, 3-4 aylık, Spraque 

dawley cinsi, albino sıçanlar kullanıldı.  Tüm deney hayvanları T.C. Sağlık Bakanlığı 

Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkez BaĢkanlığı, Deney Hayvanları Üretim 

Laboratuvarı‟ndan temin edilerek deney süresince 12:12 saat aydınlık/karanlık 

ıĢıklandırması olan, ısı (22±2
o
C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmıĢ 

odalarda yaĢatıldı.  Deneye baĢlanmadan önce hayvanların bir hafta ortam koĢullarına 

adaptasyonları sağlandı.  Bu süre içerisinde tüm sıçanlar polikarbonat Ģeffaf kafeslerde 

standart sıçan yemi ile beslendi ve sıçanlara çeĢme suyu verildi. 

 

3.2. Deney Grupları 

 

 35 deney hayvanı arasından rastgele seçimle her birinde n=7 sıçan olmak üzere 

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

 

 Grup I : Kontrol grubudur ve bu grup hayvanlarına cerrahi ya da 

enjeksiyon uygulamalarından hiçbiri yapılmadı ancak diseksiyon yapıldı. 
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 Grup II : Her hayvana 1 ml serum fizyolojik enjeksiyonu ve Ġ/R yapıldı 

yapıldı. 

 Grup III : Her hayvana 50 mg.kg
-1

 tek doz gallik asit enjeksiyonu ve Ġ/R 

yapıldı. 

 Grup IV : Her hayvana 100 mg.kg
-1

 tek doz gallik asit enjeksiyonu ve Ġ/R 

yapıldı.  

 Grup  V : Her hayvana 200 mg.kg
-1

 tek doz gallik asit enjeksiyonu ve Ġ/R 

yapıldı. 

 

 Grup I‟e ait deney hayvanlarına herhangi bir cerrahi iĢlem uygulanmadan 

diseksiyon yapıldı.  Diğer gruplara ait deney hayvanlarına ise sağ böbrek nefrektomi 

iĢlemi uygulanıp 15 gün iyileĢmenin olması beklendi.  45 dakikalık iskeminin ardından 

6 saat reperfüzyon uygulandı (Sener, et al., 2005).  Reperfüzyonun bitiminde eter 

anestezisi altında diseksiyon gerçekleĢtirildi. 

 

3.3. Gallik Asit Uygulaması 

 

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

asitin 3 farklı dozu (50, 100 ve 200 mg.kg
-1

) 7 gün boyunca günde 1 kez olmak üzere, 

günlük ve taze olarak uygulandı.  Gallik asit dozları; 1 ml %0,9 steril serum fizyolojik 

ile çözülerek enjeksiyona hazır duruma getirildi.  Kimyasal madde enjeksiyonları, 

çözeltilerin taze olarak hazırlanmasından sonra, steril tek kullanımlık enjektörler ile tek 

doz olarak periton altına uygulandı. 
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3.4. Anestezi ve Cerrahi İşlemler 

 

3.4.1. Nefrektomi İşlemleri 

 

 Tüm cerrahi iĢlemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanılarak 

gerçekleĢtirildi.  Diurinal hormonal değiĢimlerin sıçanlar üzerine olası etkileri dikkate 

alınarak 09.00 ile 12.00 saatleri arasında nefrektomi iĢlemi yapıldı (Assy, et al., 1998; 

Karabelyos, et al., 1999; Kaya, et al., 2002; Akino, et al., 2005).  

 

 Nefrektomi iĢlemi; deney hayvanlarına, intramuskular olarak 10 mg.kg
-1

 ksilazin 

ve 70 mg.kg
-1

  ketamin anestezisi altında (Kulisic, at al.,2004; Aydoğdu, vd., 2005), 

sıcaklığı ılık ve sabit olan diseksiyon tablasında rektal ısı kontrolü yapılarak 

gerçekleĢtirildi.  Cerrahi uygulama bölgesinin %70‟ lik etil alkol ile temizliği yapılıp 

sağ böbrek nefrektomisi gerçekleĢtirildi (Waynforth and Flecknell, 1994) ve 15 gün 

süre ile iyileĢmeleri beklendi (Sener, et al., 2005).  

 

 Her bir hayvana yapılan cerrahiden sonra kaybolan sıvının hipovolemik 

etkilerine engel olunması için karın boĢluğuna steril serum fizyolojik verildi (Kaya et 

al., 2002).  Bu iĢlemi takiben, kas ve deri kesileri ayrı ayrı fakat devamlı olarak 3/0 ipek 

sütürle dikilerek kapatıldı ve poviiodeks antiseptik solusyon ile laparoktomi bölgesi 

temizlendi.  Cerrahi iĢlem görmüĢ her bir deney hayvanı kimyasal sterilizasyonu 

yapılmıĢ, tek bireylik, polikarbonat bileĢimli ve Ģeffaf nitelikteki kafeslere ayrı ayrı 

koyularak diyet değiĢikliği yapılmaksızın 15 gün boyunca yaĢatıldı.  
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3.4.2. İ/R İşlemleri 

 

 Böbrekleri alınan ve 15 gün iyileĢmeleri beklenen, Ġ/R yapılacak deney 

hayvanlarına intramuskular olarak 10 mg.kg
-1

 ksilazin ve 70 mg.kg
-1

 ketamin anestezisi 

uygulandı (Kulisic, at al.,2004; Aydoğdu, vd.; 2005) ve midline laporoktomi 

gerçekleĢtirildi.  Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardımıyla 

45 dakika süre ile sol renal arterden kan akıĢı durduruldu.  45 dakika iskeminin hemen 

ardından 6 saat reperfüzyon uygulandı (Sener, et al., 2005). 

 

 Reperfüzyon süresince her bir hayvana yapılan cerrahiden sonra kaybolan 

sıvının hipovolemik etkilerine engel olunması için karın boĢluğuna steril serum 

fizyolojik verildi (Kaya, et al., 2002).  Bu iĢlemi takiben, kas ve deri kesileri ayrı ayrı 

fakat devamlı olarak 3/0 ipek sütürle dikilerek kesi bölgesi kapatıldı ve poviiodeks 

antiseptik solusyon ile laparoktomi bölgesi temizlendi.  Cerrahi iĢlem görmüĢ her bir 

deney hayvanı kimyasal sterilizasyonu yapılmıĢ, tek bireylik, polikarbonat bileĢimli ve 

Ģeffaf nitelikteki kafeslere ayrı ayrı yerleĢtirilerek 6 saatlik reperfüzyon süresi boyunca 

yaĢatıldı. 

 

3.5. Doku Örneklerinin Alınması ve Değerlendirilmesi 

 

 Deney gruplarına ait hayvanlar hafif eter anestezisi altında, intrakardiyak olarak  

bütün kanın alınması yoluyla öldürüldü. 

 

3.5.1. Serum örnekleri  

  

 Kan örnekleri, Eppendorf marka, 5804 R model santrifüj cihazı ile 10 dakika 

3000 rpm devirde santrifüjlenerek serumlar elde edildi (Sanz, et al., 1998; Aktay, et al., 
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2000; Theocharis, et al., 2001).  Polietilen tüplere aktarılan serum örnekleri 

biyokimyasal analizler için -80
0
C derin dondurucuda korundu (Furuta, et al., 2000). 

 

 Karaciğer hücrelerinin olası fonksiyon bozukluğunu tespit etmek amacıyla 

biyokimyasal olarak serum örneklerinde AST ve ALT enzimlerinin seviyeleri belirlendi 

(Aoki, et al., 2001; Kaya, et al., 2002).  ALT ve AST ölçümleri HITACHI-917 oto 

analizatörü ile Human (Human Gesellschaft für Biochemica und Diagnostica mbH, 

Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanılarak yapıldı. 

 

3.5.2. İstatistiksel Değerlendirmeler  

 

 Elde ettiğimiz ALT ve AST ölçümlerinin değerlendirilmesinde SPSS 12.0 for 

Windows paket program ile One Way Annova-Tukey testi kullanıldı.  Tüm istatistik 

uygulamalar sonucunda sayısal olarak ortaya çıkan değer (P) açısından gruplar 

karĢılaĢtırıldı.  Gruplar arasındaki farklar P<.05 olduğunda anlamlı olarak kabul edildi.  

 

3.5.3. Karaciğer doku örnekleri 

 

 Tüm gruplarda intrakardiyak kanın alınmasından hemen sonra her bir hayvana 

ait karaciğer çıkarılıp serum fizyolojik ile hızlı bir Ģekilde yıkandı.  Karaciğer dokusu 

iki kısma ayrılarak birinci kısım histolojik analizler için %10‟ luk nötral formaldehit 

fiksasyon sıvısına alındı.  Ġkinci kısım karaciğer örnekleri ise enzim aktivitelerinin 

belirlenmesi için –80
o
C derin dondurucuda saklandı. 
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3.5.3.1. Karaciğer doku örneklerinin histolojik analizleri  

 

 Hızlı bir Ģekilde %10‟ luk nötral formaldehit tespit çözeltisine alınan karaciğer 

doku örneklerinin 24 saat süre ile fiksasyonu sağlandı.  Tüm gruplarda kimyasal 

fiksasyonu tamamlanan karaciğer dokularına histolojik takip iĢlemleri uygulandı ve 

parafin blokları hazırlandı.  Etil alkol serisinde sırasıyla 1‟er saat %70, %80, %90(1), 

%90(2), %96(1), %96(2) ve 30 dakika absolü etil alkolden geçirilerek dehidratasyon 

sağlandı. 30‟ar dakika 2 kez ksilol uygulamasıyla dokuların Ģeffaflanması sağlandı.  

Dokular parafinizasyon için 57°C etüvdeki 3 ayrı parafinde (paraplast plus Sigma 

P3683) sırasıyla 30, 60, 60 dakika sürelerle bekletilerek bloklandı.  Bu bloklardan 

standart H&E boyama ve immunohistokimya uygulaması yapılmak üzere mikrotom 

(Leica RM 2025) kullanılarak 4-5 μm kalınlığında kesitler alınarak Poly-L-Lysine kaplı 

lamlar üzerine tespit edildi.  Kesitlerin bir kısmı 37°C etüvde 1 gece bekletildi ve daha 

sonra ksilolde deparafinize edildi.  Derecesi azalan etil alkol serilerinde hidratasyonu 

sağlanarak H&E boyamaları yapıldı.  H&E boyanmıĢ karaciğer preparatları ıĢık 

mikroskop düzeyde histopatolojik olarak incelendi.  Değerlendirmelerde gruplara göre 

skorlama yapıldı. 

 

 Hazırlanan tüm doku kesitleri Olympus marka, CH40 model ıĢık mikroskobunda 

incelenerek Spot Insight marka, 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6 

version program yardımıyla fotoğraflandırıldı. 

 

 Ġmmunhistokimyasal boyama iĢlemi uygulanmıĢ karaciğer doku kesitlerinde de 

tüm kesit alanları mikroskobik olarak incelenerek iNOS içeriği belirlendi.  

Değerlendirmelerde gruplara göre skorlama yapıldı.  
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3.5.3.2. Karaciğer doku örneklerinin biyokimyasal analizleri 

 

 Böbrek iskemisi yapılmıĢ ratları bir antioksidan olan gallik asit ile tedavi ettikten 

sonra karaciğerden homojenize ettiğimiz SOD, CAT ve Gpx izoenzimlerinin enzim 

aktivitesinin belirlenmesi için Doğal Jel Elektroforezi ile çalıĢıldı (Jayakumar, et al., 

2007).  

 

 i-Homojenizasyon: 

 

 -80ºC‟ de saklanan karaciğer parçaları bağ dokusu ve yağlardan iyice temizlendi 

ve küçük parçalara ayrıldı.  Dokular, 1 g doku baĢına 2-3 hacim soğuk ekstraksiyon 

tamponu (KCl) ile 5 vuruĢta parçalandı.  Bu amaçla kullanılacak araç, doku miktarına 

göre seçildi.  Genelde yaĢ ağırlığı 30 g altındaki yumuĢak dokular porselen havanda 

ezilerek, daha ağır olanlar ise karıĢtırıcı homojenizatörde karıĢtırılarak homojenize 

edildi.  Homojenat 10-15 dakika çalkalandı. 6030 rpm‟ de 15-60 dakika 

santrifüjledikten sonra üst sıvı (süpernatant) cam yüzünden süzülerek yağ partikülleri 

uzaklaĢtırıldı. 

 

 Homojenatlar ependorf tüplerine bölünerek, Doğal (Native)  Jel Elektroforezi‟ 

nde kullanılmak üzere -80ºC„ de saklandı. 

 

 ii-Lowry yöntemi: 

 

 Doğal Jel Elektroforezi kullanılarak aktiviteleri belirlenecek olan CAT, SOD ve 

Gpx izoenzimlerinin total protein miktarları ayrıca belirlendi.  ÇalıĢmamızda 

kullandığımız Lowry yöntemi fosfomolibdotungstik asit çözeltisinin (folin-ciocalteau 
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belirteci) tirozin bakiyeleri ile reaksiyona girerek mavi bir renk oluĢturması esasına 

dayanır.  Reaksiyon bakır ile protein arasında kompleks oluĢumuyla baĢlar; alkali 

çözeltide, oda sıcaklığında 5-10 dakika içinde tamamlanır.  Folin belirtecindeki 

molibden ve tungsten ile birleĢerek yeni bir kompleks ortaya koyan bakır ile yöntemin 

duyarlılığı 3-15 kat arttırıldı.  Bu yöntemin uygulanabilmesi için, 6 ml reaksiyon 

karıĢımında 10-100 µg protein bulunmalıdır.  Bu sınırlara göre, 6 ml reaksiyon ortamına 

katılacak olan 0,5 ml örneğin 10-200 µg protein içermesi gerekir. 

 

 iii-Doğal jel elektroforezi: 

 

 Doğal jel elektroforezi, SDS çözeltileri konmadan ve örnekler elektroforez 

öncesi kaynatılmadan, karaciğer örnekleri üzerinde ilk olarak Laemmli tarafından 1970 

yılında yapıldı.  Doğal jel elektroforezinde kullanılan tamponlar, deterjan ve diğer 

denatüre edici maddeleri içermediğinden, prosedür doğal koĢullarda gerçekleĢtirildi.  

Tüm çözeltiler deiyonize saf su ile hazırlandı.  Tris içeren tamponlar „trizma base‟ ile 

hazırlanıp pH‟ ları HCl ile ayarlandı (Temizkan ve Arda, 2004). 

 

A) Alt tank  tamponu (63 mM Tris, 0.05 N HCl, pH 7.5) 

Tris…………………………………..22.7 g 

1N HCl………………………………150 ml 

H2O……………………………………3 l‟ye tamamlandı. 
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B) Üst tank tamponu (37.6 mM Tris, 40 mM glisin, pH 8.9) 

Tris……………………………………..4.56 g 

Glisin…………………………………...3 g 

H2O…………………………………….1 l‟ye tamamlandı. 

 

C) 4 X ayırma jeli tamponu (947 mM Tris, 0.289 N HCl, pH 8.5) 

Tris……………………………………..11.47 

1 N HCl…………………………………28.92 ml 

H2O…………………………………….100 ml‟ye tamamlandı. 

 

D) 4 X yükleme jeli tamponu (158 mM Tris, 0.256 N H3PO4, pH 6.9) 

Tris………………………………………1.92 g 

1N H3PO4 ……………………………….25.6 ml 

H2O……………………………………....100 ml‟ye tamamlandı. 

 

E) Ayırma jeli için monomer çözeltisi (%40 T, % 5 Cbis) 

Akrilamid………………………………….38 g 

Bis………………………………………….2 g 

H2O………………………………………..100 ml‟ye tamamlandı. 
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F) Yükleme jeli için monomer çözeltisi (%6.25 T, %20 Cbis) 

Akrilamid………………………………….5 g 

Bis………………………………………….1.25 g 

H2O………………………………………..100 ml‟ye tamamlandı. 

 

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

%10 AP……………..0.6 ml 

% 0.02 Riboflavin fosfat…………………...10 ml 

H2O…………………………………………100 ml‟ye tamamlandı. 

 

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

Sükroz………………………………………5 g 

% 1 Bromofenol mavisi……………………..1 ml 

H2O…………………………………………100 ml‟ye tamamlandı. 

 

 Ayırma jeli hazırlanırken, monomer (akrilamid) ve çapraz bağlayıcı 

(bisakrilamid) yüzdelerinden hesaplanan %T ve % Cbis oranları göz önünde 

bulundurularak monomer, tampon, TEMED ve su 50 ml‟ lik bir erlende karıĢtırıldı.  

Polimerizasyon baĢlatıcı (G çözeltisi) eklenip hafifçe çalkalandı ve elektroforez aletinin 

jel dökme aparatına, çeĢitli kalınlık ve boyutta hazırlanabilmesine olanak sağlayan, iki 

cam (jel kaseti) arasına Pasteur pipeti yardımı ile döküldü.  Jelin yüzeyini 

düzgünleĢtirmek için butanol çözeltisi kullanıldı.  Polimerizasyondan sonra butanol 

çözeltisi dökülerek jel, birkaç kez distile su ile yıkandı (Temizkan ve Arda, 2004). 
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 Yükleme jeli hazırlanırken, monomer, tampon ve TEMED bir erlende karıĢtırıldı 

ve polimerizasyon baĢlatıcı eklendi.  Ayırma jelinin üzerine 0.3 ml olacak Ģekilde 

yükleme jeli eklendi.  Örnek uygulama kuyucuklarının oluĢumunu sağlayan tarak, hava 

boĢluğu kalmayacak Ģekilde, yükleme jelinin içine yerleĢtirildi.  Jel polimerize olduktan 

sonra taraklar çıkarıldı.  10 hacim örnek ile 1 hacim sükroz-boya çözeltisi karıĢtırıldı.  

Örnekler ve standart karıĢım her bir kuyucukta 15-100µg protein olacak Ģekilde 

mikropipet yardımı ile jel yüzeyine uygulandı. Jel kasetleri tanka yerleĢtirildi ve jel 

kasetlerinin altta kalan kısmına 2.5 l alt tank tamponu eklendi. Jel kasetlerinin 

bulunduğu üst bölme ise üst tank tamponu ile dolduruldu.  Anot ve katot bağlantıları 

takıldı ve sistem çalıĢtırıldı.  Ġzleme boyası bromofenol mavisinden kaynaklanan mavi 

bant, jelin altına 0.5 cm kalana dek yürüdükten sonra iĢlem durduruldu.  Saptama 

yöntemleri kullanılarak analiz tamamlandı (Temizkan ve Arda, 2004). 

 

 Karaciğer doku örneği homojenatlarında Doğal Jel Elektroforez tekniğiyle Scie-

Plas marka mini vertical Electrophoresis ünitesi kullanılarak CAT, SOD ve Gpx 

izoenzimlerinin jelde yürümesi sağlandı ve substrat ile tepkimelerine göre aktivitesi 

belirlendi (Jayakumar, et al., 2007). 

 

 ÇalıĢmamızda CAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arkadaĢlarının 

(1971)  metoduna göre yapıldı.  Proteini yürüttüğümüz % 8„lik jel, 5 mM H2O2 

solusyonunda 10 dakika bekletilip yıkandıktan sonra % 1„lik potasyum ferrik siyanid ve 

% 1„lik ferik kloridden oluĢan reaksiyon karıĢımına konup, jel boyanana kadar beklendi.  

Koyu yeĢil zeminde CAT aktivitesi gösteren protein  bantları sarı renkte boyandı.  

Yürütme iĢlemi 170 V, 80 mA‟ da 1 saat yapıldı. 

 

 Karaciğer dokusundaki SOD aktivitesinin belirlenmesi ise Beauchamp ve 

Fridovich (1971) metoduna göre yapıldı.  Proteinleri yürüttüğümüz % 10‟ luk jeli, 

içerisinde 10 mg NBT, 1 mg EDTA ve 2 mg riboflavin olan 50 mM Tris-HCl (pH:8.0) 

tamponunda karanlıkta 30 dakika bekletildi.  Daha sonra jel beyaz ıĢıkla incelendiğinde 
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mavi-menekĢe zemin içerisinde SOD aktivitesi gösteren bantlar Ģeffaf olarak gözlendi.  

Yürütme iĢlemi 200 V, 80 mA‟ da 2 saat yapıldı. 

 

 Gpx izoenziminin aktivitesinin belirlenmesinde Lin ve arkadaĢlarının (2002) 

metodu kullanıldı.  Proteinleri yürüttüğümüz % 10‟ luk jeli, içerisinde 200 mg glutatyon 

ve %30 H2O2 50 ml, 50 mM Tris-HCl tamponunda (pH: 8.0) 30 dakika beklettikten 

sonra, aynı  jeli içerisinde 25 mg NBT ve 25 mg PMS bulunan 50 mL 50 mM Tris-HCl 

tamponunda (pH 8) aktarıldı.  Gpx izoenzim aktivitesi gösteren bantlar beyaz renkte 

gözlendi.  Yürütme iĢlemi 200 V, 80 mA„de 2 saat yapıldı. 

 

 Bütün deney gruplarına ait hayvanların karaciğer dokularındaki CAT, SOD, Gpx 

enzim aktiviteleri sonucu jelde ortaya çıkan bantlar Kodak Gel Logic 1500 Imaging 

System Jel görüntüleme sisteminde Kodak Molecular Imaging Software paket programı 

kullanılarak fotoğraflandırıldı.  Jel üzerinde enzim aktiviteleri sonucu oluĢan bölgelerin 

alanları sayısal olarak ölçüldü.  Bu alanlar deney grupları arasında karĢılaĢtırıldı.  
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4. SONUÇLAR 

 

4.1. Biyokimyasal Analizler 

 

4.1.1. Serum örneklerinde biyokimyasal analizler 

 

 Grup I, II, III, IV ve V‟teki deney hayvanlarına ait kan serumlarının 

biyokimyasal analizlerinden elde edilen ALT ve AST miktarları gruplar arasında 

karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirildi. 

 

  

Çizelge 4.1 Deney gruplarına ait hayvanların kan serum örneklerinde belirlenen ALT ve AST                                                                                        

                       miktarlarının  Ortalama değerleri ± Standart hata değerleri (n=7).   

 

Gruplar 
ALT AST 

 (U/L) (U/L) 

I       42,04 ± 0,73    101,41 ± 2,01 

II       92,04 ± 1,70
a
    364,58 ± 11,83

a
 

III       95,35 ± 1,04
a
    313,88 ± 11,24

ab
 

IV       75,60 ± 2,45
ab

    294,25 ± 16,75
ab

 

V       71,58 ± 3,61
ab

    259,62 ± 8,67
ab

 

                    P< .05 a: Grup I‟ den; b: Grup II‟ den anlamlı fark vardır. 

 

 

 Buna göre, serum ALT seviyeleri ele alındığında Grup II, III, IV ve V‟in  Grup 

I‟den (P< .001) istatistiksel olarak önemli fark gösterdiği bulundu.  Grup II ile III 

arasında fark bulunamamıĢ olmasına karĢın Grup IV (P< .001) ile V (P< .001)‟ in 
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istatistiksel değerlendirmede  Grup II ile III‟den aynı önemde fark gösterdiği saptandı.  

Ancak, Grup IV ile Grup V arasında serum ALT  seviyesi bakımından istatistiksel 

anlamda fark gözlenmedi (ġekil 4.1). 
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Şekil 4.1 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve  standart hata grafiği. 

 

 

 Serum AST seviyeleri ele alındığında Grup II, III, IV ve V‟ in  Grup I‟ den (P< 

.001) istatistiksel olarak önemli fark gösterdiği bulundu.  Ġ/R yapılmıĢ ve tedavi için 

gallik asitin sırasıyla 50, 100 ve 200 mg.kg
-1

 uygulandığı Grup III (P< .05), IV (P< .01) 

ve V (P< .001)‟ in  Serum fizyolojik + Ġ/R grubundan (Grup II) istatistiksel olarak 

gösterdiği farkın öneminin sırasıyla oransal olarak olumlu Ģekilde arttığı bulundu.  

Ayrıca, Grup V (P< .05)‟ in de Grup IV‟den istatistiksel olarak olumlu yönde fark 

gösterdiği belirlendi.  Ancak, Grup IV‟ ün Grup III ve V‟den istatistiksel anlamda 

farkının olmadığı tespit edildi (ġekil 4.2). 
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Şekil 4.2 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait serum AST seviyelerinin ortalama ve  standart hata grafiği. 

 

 

4.1.2. Karaciğer doku örneklerinde elektroforetik analizler 

 

 Tüm deney gruplarına ait karaciğer doku örneklerinde Doğal Jel Elektroforez 

tekniğiyle tespit edilen CAT, SOD ve Gpx enzim aktiviteleri sonucu ortaya çıkan 

alanlar jel üzerinde görüntülendi ve alanların sayısal değerleri ölçüldü (Çizelge 4.2).  
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Çizelge 4.2 Karaciğer dokusu örneklerinde belirlenen CAT, SOD, Gpx enzim aktivitelerinin band  

                     alanları (mm
2
). 

 

GRUPLAR CAT 

mm
2 

SOD 

mm
2 

Gpx 

mm
2 

SOD1 SOD2 Gpx1 Gpx2 Gpx3 Gpx4 Gpx5 

I 46,8645 13,9732 10,0426 14,9782 13,7647 9,9744 13,2244 13,1205 

II 62,8962 20,1336 15,8193 19,4251 17,2474 14,9948 15,9923 18,9098 

III 50,0004 19,9789 16,4104 15,0696 16,6406 10,8804 16,5201 18,7020 

IV 61,1540 19,5528 18,4950 16,0172 15,7928 10,4357 14,5626 15,2733 

V 43,1021 17,9764 15,3630 14,4462 13,7605 9,4009 13,2992 17,0396 

 

 

 CAT enziminin elekroforetik analiz sonuçlarında tüm gruplarda tek bir band 

ortaya çıktı.  Grup I‟ e ait karaciğer dokusunda band alanı düĢük iken Grup II‟ de band 

alanı yüksek bulundu.  Grup III‟ de band alanı Grup I‟ e yakın iken Grup IV‟ deki band 

alanı Grup II‟ ye yakın ölçüldü.  Grup V‟ te ise band alanının Grup I‟ den daha  da 

düĢük olduğu görüldü (ġekil 4.3; ġekil 4.4). 
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Şekil 4.3 Gruplara ait CAT izoenziminin elektroforetik bandları 

 

 

 

 

Şekil 4.4 Grup I, II, III, IV ve V’e ait karaciğer dokusu örneklerinde belirlenen CAT enzim          

 aktivitesi sonucu oluşan band alanlarının ortalama değerleri (mm
2
).                 
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 Karaciğer dokusunda SOD enziminin jel üzerinde belirli alan ölçülerine sahip iki 

izoformu görüldü.  SOD1 izoformunun Grup I‟ de band alanı düĢük bulunurken, band 

alanı en yüksek Grup II‟ de bulundu. Grup III, IV ve V‟ te doz artıĢına bağlı olarak 

sırasıyla band alanında düĢüĢ kaydedildi.  SOD2 izoformunda ise Grup I‟ de düĢük band 

alanı, Grup II‟de Grup I‟ e göre daha yüksek band alanı görüldü.  Doza bağlı olarak 

Grup III ve IV‟ ün band alanında Grup II‟ den yüksek bir artıĢ tespit edildi.  Grup V‟ te 

Grup II‟ye yakın alan ölçüleri tespit edildi (ġekil 4.5; ġekil 4.6). 

 

 

 

 

Şekil 4.5 Gruplara ait SOD izoenziminin elektroforetik bandları 
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Şekil 4.6 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait karaciğer dokusu örneklerinde belirlenen SOD enzim 

aktivitesi sonucu oluşan band alanlarının ortalama değerleri (mm
2
). 

 

                       

 Karaciğer dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4 ve Gpx5 olmak 

üzere beĢ izoformu tespit edildi.  Gpx‟in tüm izoformları Grup I‟de düĢük band alanları, 

Grup II‟de ise yüksek band alanları gösterdi.  Gpx1 izoformunun alanı Grup III ve IV‟te 

doz artıĢına bağlı olarak sırasıyla artarken, Grup V‟te Grup I‟e göre bir azalma gözlendi.   

Gpx2 ve Gpx3 izoformlarının alanlarında Grup III, IV ve V‟te doz artıĢına bağlı olarak 

sırasıyla azalma görüldü.  Gpx4 izoformunda Grup III, Grup II‟den daha büyük bir 

alana sahipken; Grup IV ve V‟te doz artıĢına bağlı olarak sırasıyla alanda azalma 

görüldü.  Gpx5 izoformunda Grup III Grup II‟ye yakın alana sahipken, Grup IV ve V‟te 

doz artıĢına bağlı olarak sırasıyla artma görüldü (ġekil 4.7; ġekil 4.8).  
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Şekil 4.7 Gruplara ait Gpx izoenziminin elektroforetik bandları 

 

 

 

 

Şekil 4.8 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait karaciğer dokusu örneklerinde belirlenen Gpx enzim 

aktivitesi sonucu oluşan band alanlarının ortalama değerleri (mm
2
).                            
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4.2. Karaciğer doku örneklerinin histolojik analizleri 

 

4.2.1. Histolojik analizler 

 

 Deneysel çalıĢmamızda kontrol grubunu teĢkil eden Grup I sıçanlarına ait 

karaciğer doku preparatları incelendiğinde gruba ait örneklerde histolojik olarak 

herhangi bir doku hasarına rastlanmadı.  Hepatositler sentral ven çevresinde ıĢınsal 

olarak dizilmiĢ olup portal alanlarda ve venlerde histolojik yapının korunduğu tespit 

edildi (ġekil 4.9).  

 

 

 

 

Şekil 4.9 Kontrol grubu (Grup I) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde sentral ven (SV) çevresindeki  

hepatositler (H&E). 
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 Negatif kontrol olarak değerlendirmeye aldığımız Grup II‟ ye ait sıçanların 

karaciğer doku preparatlarında Ġ/R uzak organ hasarına bağlı olarak dokuda yoğun bir 

Ģekilde PMNL göçüne bağlı nüklear infiltrasyon (ġekil 4.10) ve sinusoidlerde yaygın 

kanama alanları (ġekil 4.11) gözlendi.  Ayrıca dokuda geniĢ nekrotik alanlar (ġekil 

4.12) ve hepatositlerde yoğun bir Ģekilde vakuolizasyon saptandı (ġekil 4.13). 

 

 

 

 

Şekil 4.10 İ/R grubu (Grup II) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde PMNL infiltrasyonu (H&E). 
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Şekil 4.11 İ/R grubu (Grup II) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde sinusoidal kanama (H&E). 

 

 

 

Şekil 4.12 İ/R grubu (Grup II) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde nekrotik alanlar (H&E). 
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Şekil 4.13 İ/R grubu (Grup II) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde hepatositlerde yaygın 

vakuolizasyon (H&E). 
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 Deneysel çalıĢmamızın temelini oluĢturan gallik asit uygulamasının 50 mg.kg
-1  

olarak uygulandığı Grup III sıçanlarına ait karaciğer doku kesitlerinde nüklear 

infiltrasyon ve kanamanın azaldığı gözlendi.  Bu gruba uygulanan renal Ġ/R‟ nin uzak 

organ hasarı göz önüne alındığında orta dereceli nekroz olgusu ve hepatositlerde 

vakuolizasyon gözlendi (ġekil 4.14).  Deney hayvanlarına uygulanmıĢ olan bu dozda 

gallik asitin karaciğer dokusunu Ġ/R hasarından korumadığı görüldü. 

 

 

 

 

Şekil 4.14 İ/R + 50 mg.kg
-1

 Gallik asit grubu (Grup III) hayvanlarına ait karaciğer dokusuna ait 

hepatositlerde vakoluizasyon (H&E). 
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 ÇalıĢmamızda 100 mg.kg
-1

 gallik asit uygulanan Grup IV sıçanlarından elde 

edilen karaciğer doku kesitlerinde yapılan inceleme sonucunda sinosoidlerde  kanama 

ve nüklear infiltrasyon gözlenmiĢ olup nekroz ve vakuolizasyonun kısmen yer aldığı 

tespit edildi (ġekil 4.15). 

 

 

 

 

Şekil 4.15 İ/R + 100 mg.kg
-1

 Gallik asit grubu (Grup IV) hayvanlarına ait karaciğer kesiti (H&E). 
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 Grup V sıçanlarında  yapılan incelemede uygulanan dozun Ġ/R‟nin uzak organ 

hasarında koruyucu etki gösterdiği ve bu bağlamda yapılan incelemeler sonucunda 

düĢük seviyede nüklear infiltrasyon ve kanama gözlenmiĢ olup, dokuda nadir nekroz 

durumu gözlenmiĢtir.  Vakuolizasyon olgusuna ise rastlanmamıĢtır.  Bu incelemeler 

ıĢığında karaciğer doku preparatları kontrol grubu ile yakın yapısal özellikler 

göstermiĢtir (ġekil 4.16). 

 

 

 

 

Şekil 4.16 İ/R + 200 mg.kg
-1

 Gallik asit grubu (Grup V) hayvanlarına ait karaciğer kesitinde 

neredeyse tamamen korunmuş hepatositler (H&E). 
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4.2.2. Histolojik analizlerin istatistiksel değerlendirmesi 

 

 Yapılan histolojik analizlerin skorlaması Çizelge 4.3‟ te verilmiĢtir.  

 

 

Çizelge 4.3 Gruplara ait histolojik değerlendirme 

 

Grup Nüklear 

infiltrasyon 

Kanama Hücre 

ölümü 

Vakuol 

oluĢumu 

I 0 0 0 0 

II 5 4 5 4 

III 4 3 4 3 

IV 3 2 2 2 

V 1-2 1 0-1 0 

 

 

4.2.3. İmmunohistokimyasal analizler 

 

 Ġmmunohistokimyasal boyama uygulanmıĢ karaciğer doku kesitlerinde tüm kesit 

alanları mikroskobik olarak incelenerek iNOS içeriği belirlendi.  Deney hayvanlarının 

her birine ait kesitlerde iNOS pozitif olan hücrelerde kızıl kahverengi boyalı görünüm 

dikkat çekici bulundu.  Buna göre Grup I hayvanlarının karaciğer kesitlerindeki normal 

görünümlü hücrelerde  iNOS reaksiyonu negatif olarak değerlendirildi (ġekil 4.17).  

Grup II‟ ye ait karaciğer kesitlerinde ise hücrelerin yoğun iNOS pozitif bir görünümde 

olduğu saptandı (ġekil 4.18).  Grup III ve IV‟ün iNOS değerlendirmelerinin sonucu 
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Grup V‟de olduğu kadar iNOS negatif bulunamadı.  H&E boyanmıĢ karaciğer 

kesitlerinde yapılan incelemeler sonunda Grup V‟in karaciğer dokularının Ġ/R 

hasarından korunmuĢ olması durumu da dikkate alınarak iNOS negatif oluĢu önemli 

bulundu (ġekil 4.19).   

 

 

 

Şekil 4.17 Kontrol grubu (Grup I) hayanlarına ait karaciğer kesitlerindeki normal görünümlü 

iNOS negatif  hücreler. 
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Şekil 4.18 İ/R grubu (Grup II) hayanlarına ait karaciğer kesitlerindeki iNOS pozitif hücreler 

 

 

 

Şekil 4.19 İ/R + 200 mg.kg
-1

 Gallik asit grubu (Grup V) hayanlarına ait karaciğer kesitlerindeki 

normale yakın görünümlü iNOS negatif hücreler 
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4.2.1. İmmunohistokimyasal analizlerin istatistiksel değerlendirmesi 

 

 Yapılan immunohistokimyasal analizlerin skorlaması Çizelge 4.4‟te verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.4 Gruplara ait immünohistokimyasal değerlendirme 

 

Gruplar I II III IV V 

Ġnos 

reaksiyonu 
0 4 3 2 1 
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5. TARTIŞMA  

 

 Bir organ ya da dokuya kan akımının kesilmesi ve sonrasındaki reperfüzyon 

süreci, hücre ölümü ve organın fonksiyon  kaybına yol açan bir dizi patolojik 

reaksiyonu baĢlatır.  Son yıllarda araĢtırma tekniklerinin geliĢmesiyle birlikte bu 

patolojik durumun ortaya çıkmasında, reperfüzyon sürecindeki olayların hasara yol 

açtığı anlaĢılmıĢtır.  Reperfüzyon hasarı sonucu oluĢan fonksiyon bozukluğu organdan 

organa farklılıklar göstermekle birlikte, bu hasardan oksijen radikallerinin sorumlu 

olduğu belirlenmiĢtir.  Reperfüzyon, lipid peroksidasyonuna, karbonhidrat 

depolimerasyonuna ve DNA yapısının bozulup, yıkılmasına neden olur. 

 

 Bir organda Ġ/R gerçekleĢmesi, uzaktaki bir organda da oksidatif hasara sebep 

olabilir (Gulec, et al., 2008).  Renal Ġ/R hasarının, beraberinde karaciğerde de hasara 

neden olduğu bazı araĢtırıcılar tarafından bildirilmiĢtir (Golab, et al., 2009; Sizlan, et 

al., 2009).   

 

 Ġ/R hasarının mekanizması karmaĢık olup karaciğer hasarında SOR‟ların, bu 

değiĢikliklerin ana nedeni olduğu düĢünülmektedir (Basım, 2005; Özel, 2006).  Kupffer 

hücrelerinden salınan SOR‟lar bir dizi karmaĢık inflamatuar olaylar zincirini baĢlatarak 

nötrofilleri aktive eder.  Aktive olmuĢ nötrofiller ise endotel hücrelerine yapıĢarak 

çeĢitli proteazlar ve SOR salgılayıp hasarı daha da kötüleĢtirirler (Eltzschig and Collard, 

2004; Frangogiannis, 2007).  Hücre içinde en önemli SOR kaynağının mitokondri 

olduğu ve SOR‟ların nötrofil aktivasyonunu uyararak hepatosit ölümüne yol açtığı 

bildirilmiĢtir (Dawson, et al., 1993). 

 

 SOR oluĢumunu ve bunların yol açtığı hasarı önlemek için hücrede birçok 

antioksidan savunma mekanizmaları vardır. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir 
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reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR toplayarak lipit peroksidasyonunu önlemeye 

çalıĢırlar (AkkuĢ, 1995).  

 

 Deneylerimizin sonucu, kullandığımız gallik asitin, antioksidan aktivitesi 

sayesinde lipid peroksidasyonu hasarlarının azaltılmasında etkin rol oynadığını ve renal 

Ġ/R‟ye bağlı uzak organ hasarına karĢı karaciğeri koruduğunu gösterdi. 

 

 ÇalıĢmamızdan elde edilen istatistiksel verilere göre; gruplar arasında serum 

ALT ve AST değerleri açısından anlamlı farklar gözlendi.  Ġ/R uygulanan grupta ALT 

ve AST değerleri kontrol grubuna göre yüksek, tedavi gruplarında (50,100,200 mg.kg
-1

  

gallik asit) bu değerlerin ise doza bağlı olarak  azaldığı gözlendi.   

 

 Fadillioglu ve arkadaĢlarına (2008) göre renal Ġ/R‟ye bağlı karaciğer uzak organ 

hasarında ALT ve AST değerlerinin anlamlı bir Ģekilde arttığı ve  tedavi gruplarında ise, 

çalıĢmamıza paralel olarak bu değerlerin azaldığı gözlenmiĢtir.  Benzer sonuçlar Sener 

ve arkadaĢları (2003) tarafından yapılmıĢ olan araĢtırmanın verileriyle de uyumlu 

bulunmuĢtur.  Renal Ġ/R‟nin neden olduğu böbrek hasarında da ALT ve AST 

değerlerinin kontrol gruplarına göre zamana bağlı olarak artıĢ gösterdiği rapor edilmiĢtir 

(Kadkhodaee, et al., 2009).  Benzer araĢtırmalarda da karaciğer Ġ/R‟si sonucu oluĢan 

hasarda ALT ve AST değerleri, uzak organ hasarında olduğu gibi kontrol ve tedavi 

gruplarına göre artıĢ göstermiĢtir (Sener, et al., 2003; Aydın, vd., 2004; Daglar, et al., 

2009).  Uyanoglu ve arkadaĢları (2008) yaptığı çalıĢmada, parsiyal hepatektomi sonucu 

kontrol grubuna göre hasta kontrol grubunda ALT oranında artma ve hasta kontrol 

grubuna göre antioksidan uygulanmıĢ deney gruplarında ise AST oranında düĢüĢ 

gözlemlemiĢtir.  Bu da bizim bulgularımızla paralellik göstermektedir. 

 

 Ġ/R sonucu uzak dokulara gelen bir PMNL olan nötrofiller tarafından salınan 

SOR, dokularda yıkıcı bir takım etkiler gerçekleĢtirir.  Yapılan bazı çalıĢmalarda Ġ/R 
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hasarı sonucu SOR tarafından gerçekleĢen lipid peroksidasyonu (Korthuis, et al., 1985; 

Rhoden, et al., 2002)  ve SOR‟un canlı hücrelerdeki bazı moleküllerle girdikleri 

reaksiyonlar sonucu doku hasarı oluĢturduğu deneysel olarak kanıtlanmıĢtır (Aydoğdu, 

vd., 2005; Korkmaz and Kolonkaya, 2009).  OluĢan bu hasara karĢı organizmanın 

antioksidan savunma sistemleri olarak bilinen SOD, CAT, Gpx gibi enzimleri 

kullanarak bu etkiyi ortadan kaldırmaya çalıĢtığı vurgulanmıĢtır (Ozan, vd., 2004). 

 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre Ġ/R grubunun SOD1 ve SOD2 aktivitesi kontrol 

grubununkinden yüksek bulunmuĢtur.  Tedavi gruplarında ise Ġ/R grubuna göre SOD 

aktivitelerinde genel anlamda bir düĢüĢ olmuĢtur. 

 

 Bulgularımız yapılan bazı çalıĢmalarla da desteklenmektedir.  Bazı araĢtırıcılara 

göre SOD aktivitesi Ġ/R grubunda, kontrol grubuna göre yüksek bulunmuĢ; buna ek 

olarak SOD aktivitesinin tedavi gruplarında, Ġ/R grubuna göre düĢüĢ gösterdiği 

bildirilmiĢtir ( Karaayvaz, vd., 1996; Karabiga, vd., 2007; Sizlan, et al., 2009).  Bu da 

çalıĢmamızda doz artıĢına bağlı olarak SOD1 ve Grup V‟in SOD2 aktivitesinin 

düĢüĢünü açıklamaktadır. 

  

 Buna karĢın Grup III ve IV hayvanlarının karaciğer dokusunda SOD2 

aktivitesinin Ġ/R grubuna göre artıĢ göstermesi de bazı çalıĢmalarla desteklenmektedir.  

Bu çalıĢmalara göre tedavi gruplarındaki SOD aktivitesinin, Ġ/R grubundaki SOD 

aktivitesinden yüksek olduğu rapor edilmiĢtir (Aydoğdu, vd., 2005; Fadillioglu, et al., 

2008).  Ancak çalıĢmamızda Grup III ve IV‟ün SOD2 aktivitesinde anlamlı bir artıĢ 

gözlenmemiĢtir. 

 

 ÇalıĢmamızda CAT aktivitesi Ġ/R‟ye bağlı olarak Grup II‟de kontrol ve tedavi 

gruplarına göre yüksek bulundu.  Bu durum Ġ/R grubundaki hayvanların böbrek 

dokusunda SOR üretimindeki artıĢın karaciğere olan etkisinin bir göstergesi 
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olabileceğini düĢündürmektedir.  Tedavi gruplarımızda ise Ġ/R grubuna göre anlamlı bir 

düĢüĢ gözlenmiĢtir.  

 

 Yapılan bazı çalıĢmalarda CAT aktivitesinin tedavi gruplarında Ġ/R grubuna göre 

düĢüĢ gösterdiği bildirilmiĢtir (Serteser, et al., 2002; Jayakumar, et al., 2006, 2007).  

Buna paralel olarak, çalıĢmamızda CAT aktivitesi Grup III ve V‟de düĢüĢ göstermiĢtir.  

Öte yandan birtakım çalıĢmalarda ise tedavi gruplarında CAT aktivitesinin yükseldiği 

gözlenmiĢtir (Fadillioglu, et al., 2008).  Bizim çalıĢmamızda da Grup IV‟de CAT 

aktivitesinin yükselmesi bu Ģekilde açıklanabilir. 

 

 Bulgularımızdaki tüm Gpx izoformlarının aktiviteleri değerlendirildiğinde Ġ/R 

grubunun Gpx aktivitesi kontrol ve tedavi gruplarından yüksek bulunmuĢ olup tedavi 

gruplarının Gpx aktivitesinde doz artıĢına bağlı olarak düĢüĢ gözlenmiĢtir. 

 

 Sizlan ve arkadaĢları (2009) yaptıkları çalıĢmada Gpx aktivitesinin Ġ/R grubunda 

kontrol grubuna göre artıĢ ve tedavi grubunda da düĢüĢ gösterdiğini rapor etmiĢlerdir.  

Buna ek olarak Hassan ve arkadaĢları (2005) Gpx aktivitesinin kontrol grubuna göre 

karaciğer transplantasyonu sonrası zamana bağlı olarak artıĢ gösterdiğini ileri 

sürmüĢlerdir.   

 

 Bazı araĢtırıcılar çalıĢmalarında dıĢarıdan alınan antioksidanların karaciğer 

dokusunda ve diğer dokularda CAT, SOD, Gpx enzim aktivitelerini arttırdığını rapor 

etmiĢlerdir (Aydoğdu, vd., 2005; Jayakumar, et al., 2006, 2007; Ramesh, et al., 2009).   

 

 Öte yandan Ġ/R sonucunda antioksidan uygulamasıyla birlikte, antioksidan 

enzim aktivitesinin arttığını gösteren çalıĢmalar da olmuĢtur (Kurt, vd., 2005; 

Jayakumar, et al., 2006).   Biz ise, çalıĢmamızda Ġ/R sonrası belli dozlarda antioksidan 
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enzim aktivitesinde önemli düĢüĢ gözlemledik.  Yapılan çalıĢmalar arasındaki 

farklılıkların büyük olasılıkla deney hayvanı türü, metod, Ġ/R modeli (iskemi ve/veya 

reperfüzyon süresi) gibi faklılıklardan kaynaklanmıĢ olabileceğini söyleyebiliriz. 

 

 Histolojik değerlendirmelerde Ġ/R uygulanan organda yoğun nekroz (Önal, vd., 

2004; Aydoğdu, vd., 2005; KiriĢ, vd., 2007), yaygın kanama alanları (Ozan, vd., 2004; 

Daglar, et al., 2007; KiriĢ, vd., 2007), nüklear infiltrasyon (Ozan, vd., 2004; KiriĢ, vd., 

2007; Canbek, et al., 2008) ve vakuolizasyon (Canbek, et al., 2008; Senturk, et al., 

2008) gibi histopatolojik değiĢimler gösterdiği bildirilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmalarımaz histolojik olarak baktığımızda Grup I hayvanlarına ait doku 

örneklerinin karaciğer kesitinde, sentral ven çevresindeki  hepatositler normal yapı 

göstermiĢtir. 

 

 ÇalıĢmamızda da Grup II hayvanlarında renal Ġ/R‟nin uzak organ hasarı sonucu 

karaciğerde yoğun nüklear infiltrasyon, yaygın kanama alanları, yoğun nekroz ve 

hücresel vakuolizasyon gözlenmiĢtir (Sener, et al., 2003; Sizlan, et al., 2009; Wang, et 

al., 2009).  Kadkhodaee ve arkadaĢlarının (2009) yaptıkları çalıĢmada renal Ġ/R 

sürecinin karaciğer üzerine etkisi araĢtırılmıĢ ve iskemi süresinin artıĢına bağlı olarak 

uzak dokuda hasarın arttığı rapor edilmiĢtir.  Benzer sonuçlar Wang ve arkadaĢları 

(2009) tarafından da desteklenmiĢtir. 

 

 Yapılan çalıĢmalarda Ġ/R sonucu oluĢan veya baĢka türlü geliĢen oksidatif strese 

karĢı antioksidan maddelerin doku bütünlüğünü koruduğu bildirilmiĢtir (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 IV‟deki histolojik değerlendirmelere göre nüklear infiltrasyon, 

kanama alanlarında, nekroz ve vakuol oluĢumunda doz artıĢına bağlı olarak azalma 

gözlenmiĢtir.  Bu bulgularımız baĢka çalıĢmalarla da desteklenmiĢtir (Senturk, et al., 

2008; Gündüz, 2010). 

 

 Grup V hayvanlarının karaciğer dokusu incelendiğinde, yapılan çalıĢmalarla da 

paralel olarak, nüklear infiltrasyon ve kanamada anlamlı düĢüĢ gözlenmiĢ olup nekroz 

ve  hücresel vakuolizasyon durumuna rastlanmamıĢtır (Sener, et al., 2003; Senturk, et 

al., 2008; Sizlan, et al., 2009).  Bu grupta hücre bütünlüğü korunmuĢ olup histopatolojik 

olarak kontrole yakın değerler gözlenmiĢtir. 

 

 Uyanoglu ve arkadaĢları (2008) yaptığı parsiyal hepatektomi çalıĢmasında da 

histolojik olarak, kullandığı farklı antioksidanların karaciğer rejenerasyonunu olumlu 

yönde etkilediğini rapor etmiĢtir.  

 

NO, fizyolojik ve patolojik olaylarda hücresel toksisiteyi gösteren bir 

biyomoleküldür.  NO, L-argininden sitrulin oluĢumu sırasında, L-argininin guanidin 

nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile oluĢan ara üründür.  Bu reaksiyon, bir dizi NOS 

enzimi tarafından katalize edilir.  Nitrik oksit sentaz enzimleri, cNOS ve iNOS olmak 

üzere iki ana gruba ayrılır.  Normal fizyolojik süreç için cNOS ile üretilen miktarlara 

gereksinim vardır.  Doku hasarı ve zedelenmesi gibi durunlarda ise iNOS ile aĢırı 

miktarda NO üretilir.  Akut inflmatuar olaylarda iNOS ile üretilen miktarlar, hem 

koruyucu hem de zarar verici olabilir. (Kuyumcu, vd., 2004).  Raij ve Baylis (1995), 

aĢırı NO üretiminin çeĢitli durumlarda patojenik olabileceğini bildirmiĢlerdir.  NO, 

glomerular kapiller kan basıncının, glomerular plazma akıĢının ve glomerular filtrasyon 

hızının fizyolojik düzenlenmesinde önemli bir role sahiptir.  NO, glomerular basıncın ve 

akımın hareketinde, makro ve mikromoleküler düzeyde düzenleyici olabilir.  

Glomerular inflamasyon süresince, glomerular hücreler veya makrofajlardan 

sentezlenen büyük miktardaki NO hasara yol açabilir (Aras, 2008). 
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ÇalıĢmamızda renal Ġ/R yapılmıĢ sıçanların karaciğer dokusunda 

immunohistokimyasal olarak iNOS reaksiyonu değerlendirildi.  Grup II‟de iNOS pozitif 

alanları yoğun olarak görüldü.  Buna karĢın tedavi gruplarında iNOS reaksiyonlarında 

boyanmanın doz artıĢına bağlı olarak düĢüĢ gösterdiğini tespit ettik.  Grup III‟te Grup 

II‟ye yakın; Grup V‟te ise Grup I‟e yakın iNOS reaksiyonu gözlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda 

belirlenen Grup V‟te (200 mg.kg
-1

 gallik asit) iNOS aktivasyonunun kontrole yakın 

olması,  iNOS sentezinin durdurulmasının patofizyolojik olayları kısmen engellediğini 

iĢaret etmektedir.  Bu durum Ġ/R‟nin iNOS üretimindeki önemini bize göstermektedir.  

Gündüz (2010) de çalıĢmasında benzer duruma dikkat çekmektedir.  Dokuda 

immünohistokimyasal boyama ile belirlediğimiz NO seviyesinin biyokimyasal 

parametrelerimizle doğru orantılı olduğu görülmektedir. 

 

ÇalıĢmamızda, biyokimyasal ve histolojik analiz verileri istatiksel olarak göz 

önüne alındığında, bir fenolik asit olan gallik asitin 200 mg.kg
-1

 dozunun renal Ġ/R 

hasarından öncesi, intraperitonel olarak uygulandığında, uzak organ olan karaciğer 

üzerine koruyucu etkili olduğu ortaya konmuĢtur. 

 

   Sonuç olarak; organizmada oluĢan serbest radikallerin etkisini azaltmak için 

doğal fenollerin (renkli sebze ve meyveler) tüketilmesinin, antioksidan enzimlerin 

tetiklenmesi açısından son derece önemli olduğunu söyleyebiliriz. 
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