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OZET

Bu tez cagmasinda sigcanlarda deneysel olarak stalwlan karagier
iskemi/reperfiizyon iR) hasarina kar, antioksidan ¢zeli bilinen gallik asitin olasi

koruyucu etkileri argtirildi.

Calsmada 28 adet 3-4 ayl®raque-dawley cinsi dki sicanlar kullanildi (n=7).
Bunlar rastgele secimle 4 gruba ayrildi. Grup | (Sham Grubu), Gr(iR I+ Serum
Fizyolojik), Grup Ill (iR + 50 mg/kg gallik asit), Grup IMR + 100 mg/kg gallik asit)
olarak belirlendi. Grup | ve II'e serum fizyolojik (1 ml/kg), Grup Ve 1V’e sirasiyla 50
mg/kg, 100 mg/kg dozlarindaki gallik asit, (serum fizyolojik icingt&zdurulerek 1
ml/kg) 1 hafta boyunca gtinde 1 kere oral yolla verildi. Grup I'e atpani yapildi ve
hepatik arter, portal ven ve safra kanallari ¢cevre dokulardaazlardikten sonra k&a
hicbir islem uygulanmadan kapatildi. Grup I, Il ve IV icin iskemi suréSidakika,
reperfiizyon suresi ise 60 dakika olarak belirlendi. Deney sonundaekamunda
Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat aminotransferaz (A%iK}ivitelerine ve
karacger orneklerinde Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (Gpx)nemakiiviteleri
Olculdu. Doku kesitleri Hematoksilen&Eozin ile boyandi wgk 1 mikroskobunda

incelendi.

Calisma sonundd/R hasarinin, Grup | ile Grup Il ‘nin ALT ve AST gerleri
karsilastinldiginda  Grup I'de yikseldgi ve bunun sonucundal/R hasarinin
olusturuldugu gozlendi. Gallik asit uygulamasi sonucunda CAT ve Gpx aktiviteteri
kontrol degerine yaklaarak hasari onlegii goruldi. Buna gore 50 mg/kg gallik asitin,
100 mg/kg gallik asite gore daha etkili ofgu distinuldi. Elde edilen histolojik

bulgular da bu sonuclari destekler nitelikteydi.

Calismanin sonucu karagr IR hasarina gallik asitin koruyucu etkili okglinu

gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Karager, iskemi/Reperfiizyon, Gallik Asit, Serbest Radikal, Sican
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SUMMARY

In this thesis study, possible protective effects of galtid,awhich is known to be
antioxidant, were investigated against experimentally indused ischemia/reperfusion (IR)

injury in rats.

In the study, three to four monthpraque-dawley type 28 female rats were used (n=7).
They were separated to 4 groups randomly. Groups were determifalbas: Group | (Sham
Group), Group Il (IR + normal saline), Group Il (IR + 50 mg/kdligacid), Group IV (IR +
100 mg/kg gallic acid). Groups | and Il were inoculated normaies§l ml/kg), Group Il and
IV were inoculated 50 mg/kg and 100 mg/kg of gallic acid resgegtivia solving in normal
saline, 1 ml/kg) through oral routine once a day for one week. rbtmpay was performed to
Group |, hepatic artery, portal vein and bile ducts were cleanadgeripheral tissues and then
closed without any further operations. For Group I, 1l and 1V, ischeamd reperfusion
durations were determined to be 45 mins and 60 mins respectivelytheAend of the
experiment, alanine aminotransferase (ALT), aspartate amnséérase (AST) activities in
blood, Catalase (CAT) and glutathione peroxidase (Gpx) enzymaetiastiin liver samples
were measured. Histological sections were stained by ldephah & Eosin and investigated

by light microscope.

At the end of the study, when Group | and Group II's ALT and AStUiegof (I/R)
injury were compared, it was determined that there wasa@gase in Group Il and as a result
of this, I/R injury was formed. It was observed that, injwgyovered by CAT and GPx, which
became less active by gallic acid, and has approached to aa@it®l 50 mg/kg gallic acid was
thought to be more effective when compared to 100 mg/kg gallic &tistological findings

were supporting these results too.

Result of the study showed that gallic acid has protective effectl/R injury.

Key Words: Liver, Ischemia/Reperfusion, Gallic Acid, Free Radical, Rat
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1. GIRIS VE AMACLAR

Karacger ygam icin hayati bir organdir ve bircok 6nemli gérevi vardir.
Sindirim sistemi ile dolam sistemi arasinda bir kopru gorevi gorir (Dilek, 2003).
Karbonhidratlar glikojen olarak depolayip enerji gereksinimi icin dlizdarak kana
glikoz verir, kana gelen ilaclarin ve potansiyel toksik maddelertokddikasyonu,
safra olgumunu ve plazma proteinlerinin sentezlenip kana veriimesglaséDilek,
2003; Porth, 2003).

Klinik alanda cerrahisiemler sirasinda kanamayi kontrol altinda tutmak icin
karacgerin tamaminin ya da bir kisminin kan akiminin durdurulmasi gerakng(@
manevrasi) ve iskemi reperfiizyolR}] hasari kaginiimaz olur (Watanabe, et al., 2001;
Seo and Lee, 2002; Chen,et al., 2011). Bir organa gelen kan akingitlimedenlerle
(6zellikle vaskiler cerrahkglemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale
gelmesine veya durmasina iskemi denir (Yaylak, et al., 2008). faepen ise dokuya
kan akiminin yeniden gemnmasidir (Montalvo-Jave et al.,2008). Reperfiizyon, sadece
iskemi sonucu okan hasara gore doku ya da organlarda daha ciddi hasara neden olur
(Canbek, et al., 2008). Reperfiizyon hasarinin en énemli sebeplerindise Berbest

oksijen radikallerinin (SOR) ortaya ¢ikmasidir.

Serbest radikaller gliyoringelerinde ciftlgmems tek bir elektron bulunan
kimyasal turevlerdir. Bunlar son derecegdken olup kolayca inorganik ve organik
kimyasallarla reaksiyona girerler (Kumar, et al., 2003). S¢rkadikallerin olgum
hizi, organizmanin bunlar etkisiz hale getiren veya azaltanakaf@AT), glutatyon
peroksidaz (Gpx) ve siperoksit dismutaz (SOD) gibi endojen antioksidamlerden
olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede gldwsirece, organizma serbest

radikallerden etkilenmez. Fakat radikal @im hizi savunma sisteminin hizirsaesa,



serbest radikaller zararl olmayaslza ve organizmada oksidatif stres olarak ortaya
cikar Senturk, 2008).

Polifenoller bircok sebze, meyve, cay ve kirngemap gibi iceceklerde bulunan
ve yapisinda esas olarak flavonoidler ve fenolik asitleri iceresikddrdir (Ekbul,
2004). Hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit gibi fenolik asitlebzeeve
meyvelerin yapisinda bulunan antioksidan diklerdir. Gallik asit (3,4,5-
trinidroksibenzoik asit) brokoli, patlican, $konmaz gibi sebzelerde bol bulunargdb
fenolik bilesiktir. Gallik asitin gunlik aliminda antioksidan, antimutajenik,

antikanserojen aktiviteye sahip offlurapor edilmgtir (Hsu & Yen, 2007).

Bu calsmada; karag@er iskemi reperfiizyonu sirasinda g@o oksidatif stres
hasarina kar antioksidan 6zelfii iyi bilinen gallik asidin biyokimyasal, histopatolojik

ve dagal jel elektroforez yontemiyle ne derece koruyucu etkisi @idargtiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

2.1.1. Karacger anatomisi

Karacger, insan vicudunun en buyuk salgl bezi olarak kabul edilir. Buyuk
bolumu karin bgugunun sg Ust ve orta kisminda yer alir vegodan diyafram ile
komsuluk yapar. Airligl yaklagik 1500 gr kadardir. Bazi bolumlersohda karagier,
biayuk kismi ile ince periton ile sarilghr. Peritonun hemen altinda siki gha
dokusundan yapilmiGlisson Kapsuli bulunur (Ogu 2001). Bu kapsul kargg@r
kapisi anlamina gelen (Ogu2001) porta hepatis (hilum) denilen bdlgede kaginla
Organa giren ve cikan damarlar, sinirler ve safra kandfldmmdaki b& dokusu
kilifinin icerisinde organa girive c¢ikg yaparlar. Hilumdan organ icerisine girengsba
dokusu boélmeleri gittikce incelerek icindeki damar ve sinirlerleaber ilerler ve
karacger loblara ve en kucuk yapisal birimi olan lobullere ayrilir €Ril 2003).
Lobdller 0,7-2 mm boyutlarinda poligonal bir doku kitlesidir. Lobullenray bu bg
dokusu insanlarda daha az gelistir (Demir, 2006).

Karacger urettgi safra nedeniyle ekzokrin bir bez, sentezietdazi maddeleri
dogrudan kana vermesi nedeniyle de endokrin bir bez gitaliimaktadir. Karagerin
sindirimdeki roli dginda bircok fonksiyonu daha vardir. Karbonhidratlari glikojen
olarak depolayip enerji gereksinimi icin kana glukoz vermek, potansokik
maddelerin oksidasyon yoluyla zararsiz pkkere cevrilerek safra ile ince pasaklara
atilmasi, plazma proteinlerini sentezleyip kana verilngeklinde 6zetlenebilir (Dilek,
2003).



Ust ve 6n ylizden bakilginda karagierin iki biyiik loba ayriiny oldusu
goralur. Bunlara salob ve sol lob adi verilir. Bir de gave sol loblara ilave olarak
caudate (kaudal) lob ve quadrate (kuadrat) lob adi verilen kisimggirdiebilir (Ortig,
2001). (BkzSekil 2.1)

Kaudat Lob  Sol Hepatik Ven  Inferior
Vena Cava

Portal Ven
Hepatik
Arter Kuodrat Safra

Sekil 2.1. Karaciger anatomisi (Van der Plaats, 2005).

2.1.2. Karacger histolojisi

Karacierin bglica yapisal elemanlagunlardir:

- Hucre kordonlargeklinde organize olmuhepatositler

- Bag dokusundan okan stroma

- Stroma icerisinde ilerleyen kan damarlari, sinirler, lenf damarlarifve sa
kanallari

- Hepatosit kordonlari arasinda yartes olan sintizoidler (Bulucu, 2004).

(Bkz.Sekil 2.2)

Bir karacger lobulinin korsu lobdillerle birlgtigi kdselerde ince bha dokusu
artarak genler ve ucgen ya da dortgen alanjaklinde izlenir. Lobdllerin kesiigi bu
genklemis bag dokusu alanlarina Portal Alan veya Portal Aralik veya Kiernaalig@r



denir. Burada hepatik arterin dali, vena portanin dali, safatlo kanali bulunur ve
bu Uc¢ yapiya portal triad adi verilir (Dilek, 2003). Kaggein yapisal organizasyonunu
ve bu yapi elemanlarinin birbirleri ile olan fonksiyonegkilierini aciklamak igin ¢
farkli lobul birimi tanimlanmgtir (Demir, 2006; Dilek, 2003).

5afra kanah
| peosg arter \\‘
Portalven

Karaciger T
Hibcreleri -

[ i |
Jil.-:. e _ .
\ "ﬁ. o 1

kupffer Hixcreleri

Eafra kanab
=]

Karacifer
Hicreleri

Sekil 2.2. Karaciger Lobull (Porth, 2003)

Klasik karacger lobull, k@elerinde portal alanlar, ortada ise vena santralisin yer
aldigi kabaca altigeekilli yapilardir. Hepatositler merkezden periferegohticre
kordonlari seklinde kimeler olgturarak uzanirlar. Kordonlar arasindaki bolgede ise

sintzoidler yer almaktadir (Dilek, 2003).

Portal lobtl, safranin salgilanigdz ontne alinarak yapilghr. Portal aralik
icindeki bir safra ductusuna safra veren karkaracger hicreleri portal lobll olarak
gruplanirlar. Ug klasik karager lobuliiniin vena sentralislerin bigfigilmesiyle portal

lobdlun sinirlan gizilir. Enine kesitte t¢geeklindedir (Bulucu, 2004)



Hepatik asinus, @er iki modele gbre daha fonksiyonel ve daha fazla kabul
goren bir modeldir (Demir, 2006). Karger asinusunde sinirlar bir hepatik arterin son
dali ile belirlenmektedir. Lobdller arasinda ilerleyen interlebiilen (vena portanin
lobullerdeki dali) korgu iki loblle da&ilmaktadir. Enine Kkesitte baklava dilimi
seklindedir. Portal vene yakigh dikkate alinirsa asints hicreleri ¢ zona ayrilir
(Bulucu, 2004). Zonlar vene yakigina bakilarak oksijenlenmede ve beslenmede
farkhilik gosterir (Demir, 2006). Cunki Portal venden ve hepatikdetegelen kan
lobuliin periferinden merkeze gim akar. Bu nedenle oksijen ve metabolitler ile
bagirsaklardan emilen ger butin toksik olan ve olmayan maddeler dnce lobulin
cevresindeki hiicrelere daha sonra merkezindeki hiicreleye (Astekin ve Solakglu,
2006). Portal vene yakin olan, oksijen ve besin maddelerinden zengin olar’tidlge
Merkezi vene yakin olan oksijen acgisindan fakir olan bolge lII'tilg@& 1l ise oksijen
ve besin maddeleri acisindan ara durumdadir (Demir, 2006). Boélge lleniicre
karacgere gelen kanda bulunan besin ve toksinlerle ilk olaraklégan, safra kanal
tikanmalarini takiben ortaya ¢ikangdgkliklerin ilk olarak gbzlendgi hicrelerdir. Kan
dolasimi bozuld@gunda bu hicreler en son oliur. Bolge lil'te ygele hiicreler ise
iskemik nekrozdan ilk olarak etkilenen hiicrelerditk yag birikiminin bu hticrelerde
gozlendgi ve toksik maddelere cevabin en son bu zondastgilibildiriimektedir
(Bulucu, 2004).

Bu sekilde yapilan duzenleme sayesinde hepatositlegiligeksik maddelere
karsi ya da dgisik hastaliklarda farkh derecelerde hasar godrmelerinin nedeni
aciklanmaya cajilir (Dilek, 2003).

2.1.1.1. Karacger hicreleri

Hepatosit bir hepatik lobulin fonksiyonel olan ekzokrin ve endokrin hicresidir.
Nukleuslari biyuk ve yuvarlaktiriki cekirdekli olan hiicrelere de rastlanir. Yaralanma

sonrasindaki tamir evresinde hepatositlerde bol mitoza rast(@ksoy, 2007).



Ortalama 20-35um capinda poligonal hicrelerdir. Kgeachucrelerinin ortalama
%80’ini meydana getirirler. Her bir hepatositin ylzey kahaklari; konsu hepatosite
sikica temas eden ylz, safra kanalikiline bakan ylz ve sinUzddleaa yizinden
meydana gelmektedir. Hepatositlerin siniizoidlere bakan yuzinde iméonéraninda
¢cok sayida mikrovilluslar bulunur. Hepatosit ile sinlizoitleged@n endotel hicreleri
arasindaki bguga Disse Aralfi (subendotelyal bduk) denir. Sintzoidlerdeki kan
disse arafiinda d@rudan kan ile temas halindedir (Dilek, 2003).

Her bir hepatositte yak$e&k iki bin mitokondri bulunur. Hepatosit lizozomlari
hiicre ici organellerin yikimi ve dogiima icin 6nemlidir (Aytekin ve Solaktu, 2006).
Lizozomlar yglanms olan plazma glikoproteinlerini yikimgstatir (Demir, 2006).

Peroksizomlar da lizozomlar gibi enzim iceren ve hepatositleadaniktarda
bulunan organellerdir. Peroksizomlariglevlerinden bazilari; fazla gaasitlerinin
oksidasyonu, bu oksidasyon sonucundasanuhidrojen peroksitin yikilmasi (katalaz
aktivitesi yoluyla) purinlerin fazlasinin trik asite yikilma@ytekin ve Solakglu,
2006), alkolun asetaldehite d@tiiriimesidir (Aksoy, 2007).

Golgi kompleksleri de bol miktarda vardir. Bu organelgtevi arasinda
lizozomlarin  olgturulmasi ve plazma proteinlerinin, glikoproteinlerin  ve

lipoproteinlerin salgilanmasi vardir (Aytekin ve Solgko 2006).

Granulli endoplazmik retikulum (GER)'daki poliribozomlarda kendisi igin
gerekli proteinlere ek olarak g#i plazma proteinlerini (albumin, protrombin,
fibrinojen, ve lipoproteinler) de salgilar (Aytekin & Solake, 2006). Barbituratlar
gibi bazi ilaclarin etkisizigiriimesi icin oksidasyon ve konjugasyon olaylari diuz
endoplazmik retikulum (DER) ‘da gercekiilir (Dilek, 2003).



Hepatosit hiicre kordonlarinin aralarini dolduran, igerisi arteriyovenoz kan igeren
Ozellesmis genk capli kapiller olan sintizoidler vardir. Sintzoidlerin duvarini pencereli
endotel hicreleri d@r. Bu endotel hicrelerinin sitoplazma ve organel sayilarr.azdi
Endotel hiicrelerinin kiigik, yassi ve koyu boyannmikleuslari vardir. Sinlzoid ince
bir retikdler lif kihfiyla sarilip desteklenmtir.  Komsu endotel hticreleri ile arasinda
caplari 0.2 pum c¢apinda yariklar vardir (Dilek, 2003; Aytekin ve Sglak@006).

Endotel hiicrelerinden klea sintzoidleri dgeyen dger bir hicre tipi Kupffer
hicreleridir (Dilek, 2003). D#sime usrams olan bu hicreler fagositik hiicre olup
monositlerden koken almaktadir (Demir, 2006). Kagachicre toplulgunun %15’ini
Kupffer htcreleri olgturur (Aytekin ve Solakgiu, 2006). Balica gorevi dolgmdaki
zararll ajanlari ve dmrunu tamamlayarslya&ritrositleri ortadan kaldirmaktir. Ayrica

cssitli sitokinleri de salgilamaktadir (Dilek, 2003).

Disse araliinda bulunan ito hicreleri perisinizoidal hiicre veya g@polayan
hiicre olarak da adlandirilirlarito hiicreleri, farkli uzunlukta sitoplazmik cikintilara
sahip yildizsi hucrelerdir (Dilek, 2003). Bu hicrelerede A vitaminingirgin lipid
coOkeltileri bulunur (Aytekin & Solakglu, 2006).

2.1.3. Karacger Biyokimyasi

Laktat dehidrogenaz, AST, ALT ve daha pek ¢ok enzim htcresel enzimlerdir
Ekstrasellilere oranla hicresel enzim diuzeyleri ¢cok yiksekgwldin plazma veya
serum enzimatik aktivitesinde gortlen en kuclUksaltiicresel hasarin duyarl bir
gOstergesidir. Hucresel enzimler, plazma membrani sayesindee himde
tutulmaktadir. Hucrenin metabolik aktif bir b6lumi olan membranin biginiin
korunmasi, hicrenin ATP Uretimine goalidir. ATP dretiminde eksikie yol acan
olaylarda membran butardi korunamamaktadir. Hucrede okside olabilecek

substratlarin azalmasina veya iskemi ve anoksidezoldibi hiicreye oksijen gginin



engellendii durumlarda oldgu gibi ATP dretimini negatif yonde etkileyen herhangi
bir olayda hiicre membraninin hasargramasi sonucu enzim @&a ciks hizi

artmaktadir. Enerji Uretiminin yetersiz ofgflukosullarda membran yapisi bozulmakta
ve membran yapisi enzimatik sizintiya eklewapisal 6zellik kazanmaktadir (Onat,
vd., 2006). Hasarli kargm@r hicrelerinden ise AST ghr adiyla serum glutamat —
okzalasetat transaminaz (SGOT) ve ALTgati adiyla serum glutamat-piruvat

transaminaz (SGPT) plazmaya salgilanir (Onat., vd., 2006).

AST, kalp ve iskelet kasini da icine alan bircok dokuya yayilimlde
bulunurken, ALT, primer olarak karagrde bulunur. AST'nin %80’ini karagerde
bulunurken, ALT’nin tamami mitokondri gindadir (Dilek, 2003).

2.2. Karaciger Iskemi Reperfiizyonu

Organa giden kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi sonucunda organin
oksijenden ve besinden yoksun kalmasi iskemi, organa giden kan akinkran te
sglanmasina ise reperfizyon denir ( Montalvo-Jane, 28@8gr ve Ygen, 2009).
Iskemik dokuda kan akiminin tekrat@masinin iki yararli sonucu mevcuttur; birincisi
enerji  ihtiyaci  kagillanmakta, ikincisi de toksik metabolitler ortamdan
uzaklgtinimaktadir.  Ancak toksik metabolitlerin sistemik dolaa dénmesinin
metabolik asidoz, hiperkalemi gibi ciddi metabolik sonuclar olabilmeke
reperfizyon lokal doku hasarini arttirabilmektedir (Avatgil, 1997; Baylg , et al.,
2009). Iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile

olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol §esef ve Ygen, 2009).

Dokuda her iskemi periyodu sonrasinda reperfiizyon suregigsiebilir. No-

reflow fenomeni olarak adlandirilan bu sire¢ tam mekanizmasi bitnakie birlikte
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mikrovaskiler yapinin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir (Montalvo-Jave, 2008;
Muhurdarglu, 2009; Avatgil, 1997).

Porta Hepatis'in capraz klemplenmesi ile hepatik arter ve Iponrain
oklizyonu “pringle manevrasi” olarak adlandirilir. Kagacin geng yaralanmalarinda
onarma, karager nakli hepatik rezeksiyon sirasinda kanama kontroll icin yararh bi
manevradir (Baykara B., 2006; Bayraghg 2010); ancak iskemi reperfiizyon hasari
kacinilmazdir (Tata, et al., 2005)iskemi reperfiizyoniR) sonrasi doku hasarinda
SOR’ larin etkili oldgunu belirten bircok ¢cagma vardir (Seo & Lee, 2002; Baykara B.

, et al., 2009; Sener, et al., 2003). En temel serbest oksijen radilsdlasitiperoksit
anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve peroksinitrit daganellenmitir
(Poussios, et al., 2003).

Karacier IR hasari patofizyolojisi tam olarak agilanis degildir (Akin, 2008).
Kupffer hicre aktivasyonu, SOR elumu, sitokin ve kemokin salinimi,
vazokonstriksiyon, nitrik oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, nétrofil I0kasitle
toplanmasi, mitokondri gecirgepinin degisiklige uramasi ve pH paradoksu gibi

¢ssitli hucresel ve molekiler mekanizmalar rol oynar (Baykara ve Tekmen, 2005).

Hipoksinin ilk etkisi hicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerdeki
oksidatif fosforilasyon Uzerinedir; oksijen basincinin azalmasiingécre ici ATP
dretimi belirgin olarak azalir. Plazma membraninin ATP jgnsodyum pompasinin
aktivitesi azalir. Bunu sodyumun hicre icindeki birikimi ve potasyumumnehdigina
gecki izler. Sodyum eginin net artgl, suyun izoosmatik agti ile birlikte olup akut
hiicresekisme olwturur. ATP’de azalma ile birlikte fosfofruktokinaz enzimini ugar
adenozin monofosfatta artma nedeni ile anaerobik glikoliz artaikojenden ATP
dretimi ile hicrenin enerjisini temin etme amach olan bu yolyariimasi hizla
glikojen depolarini tikenmesine yol acar. Artan glikoliz de fosstrkerinin hidrolizi

ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olur boglddicre ici pH azalir
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(Kumar, et al.,, 2003). Bu alan metabolik asidoz hepatositlerde nekrotik htcre
Olumunitn bglamasina kar koruyucu sglev gorar.  Ancak iskemik hucrelerde
reperfizyon ile birlikte pH'In normale doénmesi latent pHgibdi proteazlari ve
fosfolipazlari aktive ederek hiicre 6limine neden olur. Bu fenomen “pH panddoks
olarak adlandirilir. iskemik hiicreler asidotik pH'da reperfiize edildiklerinde hiicre
olumu durmaktadir. Benzer bicimde reperflizyondan sonra intraseptdeartimi
durduruldgundaiR hasarina kg hepatoselliler nekroz engellenmektedir (Baykara ve
Tekmen, 2005).

Kalsiyum IR icinde yer alan en o6nemli faktorlerden biridir (Montalvo-Jave,
2008). Sitoplazmik serbest kalsiyum normalde ATEBHD& kalsiyum talyicilar ile
hicre dgi kalsiyum veya canlgni kaybeden hicre igci mitokondrial kalsiyum
konsantrasyonundan 10.000 defa daha az konsantrasyonlarda siirdigkeimi veya
toksinler hiicre @i kalsiyumun plazma membranindan icerisala yol acar ve bunu
hiicre ici stoklardan kalsiyumun serbest birakilmasi izler. Asit@plazmik kalsiyum
sirasiyla cgtli fosfolipazlari (membran hasarini ilerletir), proteazlgpapisal ve
membran proteinlerini katabolize eder), ATPazlan (ATP kaybiniahazrir) ve

endonukleazlari (genetik materyali parcalar) aktive eder (Kumadr, 2083).

Yapilan calymalarda, iskemik dokunun reperfiizyonu sirasindajcamaik asit
son drunlerinin  (eikozanoidler) plazma konsantrasyonunda giargaptanntir.
Eikozanoidler esas olarak Kupffer hicrelerinden salinirlar. Akisiyum miktar
plazma membran fosfalipaz ,Aaktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz Atlcre
membran fosfolipidlerini aggdonik asite gevirerek, eikozanoid tretiminin geti ceker
(Astarcigglu, 1998). (BkzSekil 2.3).

Iskemi doneminde ATP uretimi durglw halde kullanimi devam edti icin
ATP’den AMP ve adenozin odur. Adenozin hizla hiicre g@na difflize olur ve inozin

ve hipoksantine parcalanir.  Dolayisiyla, iskemi sonucu yuksek enéyghat
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bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi plrin metabaoiitier
birikimine ve ksantin dehidrogenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) glimiine yol
acar. Normalsartlarda hipoksantin Urik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda
elektron alici nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu (NRRIur (Sener ve
Yegen, 2009). Iskemi sirasinda hipoksantin birikimi reperflizyon esnasinda kan
damarina tekrar oksijen gifdnde KO tarafindan © ve HO, uretiminde patlama
meydana getirir. Pek c¢ok vaskiler yataktaki endotel hicreleri b@Rimindan
zengindir. KO'In reperfiizyondan birka¢ dakika sonra venullerde ortégan glk
oksidan strese katkida bulur@du goriinse de, yapk Iokositlerin bundan sonra
meydana gelen ¢ok daha buylk oksidan stresi acgklgdrinmektedir (Teke, et al.,
2008).

Aktive notrofiller, SOR ve birkag proteaz salgilayarHR hasarina katkida
bulunurlar. Notrofiller reperfiizyonun erken safhalarinda toplanidagpitel hicreleri
ile adezyonu, epitelyum hicrelerinin membraninda buluhwarselliler adezyon
molekili (ICAM) ile noétrofil membraninda bulunan selektinler ve intdgrin
etkilesimi ile olur. IR, endotel hiicrelerinden ICAM aiumu arttirir, bu da muhtemelen
TNF-o. (Tumor Necrosis Factor-alpha) ve IL-1 (Interleukin-1) senteei iligilidir
(Montalvo-Jave, 2008). IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinler ve TNE-karacger
hasari gelimesinde erken mediator olarak Kupffer hicrelerinden Uretilir (Bayka
Tekmen, 2005).

I/R hasari mekanizmalarindan bir tanesi de reperfiizyon sira&ndotelin)
ve NOarasindaki dengenin bozulmasi ile ilgilidir (Montalvo-Jave, 200&)doEelden
salinan NOS ile sentezlenen NQlamarlarin geyemesi, platelet agregasyonu ve
notrofil infiltrasyonunu engelleyerek travma sonrasinda organlarda kaninan
surdurdlmesini gdar (Kuyumcu, et al.,, 2004). Reperfiizyonunslaagicinda NO
seviyesi azalirken, ET seviyesi artaiskemi ile birlikte intraselliler NADPH ve
oksijen miktarlari (NGentezi icin gerekli faktorler) azalir ve arginaz (L-angigikan

enzim) sentezi uyarilir (Montalvo-Jave, 2009skemi reperfiizyon modeli uygulanan



13

ratlara dgaridan L-Arginin verilmesiR hasarini azalty L-NAME (NOS’un spesifik
olmayan inhibitéri) verilmesi ise hicresel hasari ve mikrgdola bozulmasini

siddetlendirmgtir (Baykara ve Tekmen, 2005).

2.3. Serbest Radikaller

Dis yorungesinde bir veya birden fazldemmems elektron iceren, kisa 6mdarld,
kararsiz kimyasal reaktiviteleri yiksek molekll veya atomlandest radikal denir
(Akkus, 1995; Mercan, 2004). Molekildeki kararhlik, ¢cevredeki molekillerden bir
elektron koparilarak elektron cifti aofturulmasiyla yani oksidasyon ile @anir
(Gunaydin ve Celebi, 2003).

2.3.1. Serbest radikallerin olymasi

1. Kovalent b&li normal bir molekdlin, her bir pargasinda ortak

elektronlardan birisinin kalarak homolitik boélinmesi.

XY — X+ Y

2. Normal bir molekulden tek bir elektronun kaybi veya bir molekulin
heterolitik bolinmesi. Heterolitik bolinmede kovalengibalusturan her iki elektron

atomlarin birinde kalirlar. Boylece serbest radikallgiildgonlar meydana gelir.

XY ——» X7+ Y
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3. Normal bir molekile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e—— 5 A~ (Akkus, 1995).

2.3.2. Serbest oksijen radikalleri (SOR) ve oksidatif stres

Belirli bir dizeye kadar olabilen oksidan molekil @artyine vicutta daima
belirli bir dizeyde bulunan @al antioksidan molekiller tarafindan etkisiz hale
getiriimektedir. Boylece ghkl bir organizmada oksidan dizeyi ve antioksidanlarin
bunlar etkisizlgtirme gici bir denge icindedir. Oksidanlar belirli bir dineyzerinde
olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa oksidatif stres hasagurol(Cavdar,
vd.,1997; Cakatay ve Kayali, 2006).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenderaoiiar olup

(Akkus,1995; Mercan 2004) bazilarigbyle siralayabiliriz:

2.3.2.1. Superoksit radikali (GQ-)

Hemen tim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

superoksit radikal anyonu meydana gelir (AkkL995; Mercan 2004).

o,+e ——» 9]
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Superoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk &ldezla zarar
vermez. Asil 6nemi hidrojen peroksit kagnaolmasidir. Indirgenm§ geck
metallerinin otooksidasyonu,O meydana getirir (Akkg 1995).

F¢t+0, —» Be+ O,

Ci"+0, —» Cif+0

Belli kosullarda Q~ yapimi sekonder olarak artar ve hicrelerde toksik etki
yapar. Bu durum en c¢ok post-iskemik doku hasarinda ortaya cikmaktadiuc,
1993).

2.3.2.2. Hidrojen Peroksit Radikali (HO>)

Molekuler oksijenin cevresindeki molekullerden iki elektron almasi ¥&yain
bir elektron almasi sonucu peroksit @lu Peroksit molekull iki hidrojen atomu ile

birleserek HO,' i meydana getirir.

O+t2e+2H —  pD,

Biyolojik sistemlerde HO,'nin asil Uretimi, stperoksitin dismutasyonu ile olur.
iki stiperoksit molekiilii iki proton alarak@&, ve molekiiler oksijeni (& olusturur. Bu
reaksiyon ya kendginden ya da SOD tarafindan katalizlenir (Akkd995; Akin,
2008).

20, +2H ——— H,0,+ O
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H.O,, membranlari kolayca gecebilir. Kendisi bir serbest radikadagip
(Gunaydin ve Celebi, 2003) reaktif hidroksil radikalini gpludugu icin 6nemlidir
(Halliwell, et al., 2000).

Q@ +Fe€® ——» 0O,+Fe?
HO, + Fé? ———» OH +OH + Fe (Fenton reaksiyonu)

HO, + O;° — OHOH + O, (Haber Weiss Reaksiyonu)

2.3.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

OH, Fenton Reaksiyonu ve Haber Weiss Reaksiyonu sonugdy'dén
olusmaktadir (Akky, 1995; Dokmeci, 2007; Bayrargla, 2010). Ayrica suyun, yiksek

enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda dardikin, 2008).

Serbest radikaller icinde OH en reaktif molekuldir vgedibircok molekille
reaksiyona girebilir (Ginaydin ve Celebi, 2003). Yarilanma omrikgadir Sener ve
Yegen, 2009; Akky, 1995; Gunaydin ve Celebi, 2003). Bu ylzderstafiu yerde
blylk hasara sebep olur. grasitleri gibi ¢aitli molekdllerden bir proton kopararak

yeni radikallerin olgmasina sebep olur (Akkul1995).

R-SH + OH———> RS+ H,0

-CH,+OH —» -CH + H,0
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2.3.2.4. Singlet Oksijen ©O-)

Singlet oksijen ortaklanmamelektronu olmady igin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiludir. Serbest radikal reaksiyonlaringlaoaasina neden olur (Akku
1995).

2.3.2.5. Nitrik Oksit (NO)

Reaktif nitrojen tartdur (Valko, et al., 2007; Gunaydin ve Celebi, 2003). NO
Molekulinin yart émri saniyeler dizeyindedir. Argininden nitrik oksitaze(MOS)

enzimi tarafindan sentezlenir. Sentez iki basamakta gesgeiaykasli Okcu, 2006).

L- Arginin + O, + NADPH + H —N° , NOH-L-arginin + HO + NADFP

NOH-L-arginin + @ + ¥%( NADPH + H) N9, L- Sitriilin + NO+ H,0 + ¥
NADP*

Eslenmems elektronu nedeni ile bir serbest radikal tirt olarak bazi memel
hicre tiplerince Uretilen NQdamar tonusunun kontroliinde, platelet agregasyonunda,
|6kosit adezyonunda, hiicre aracili immun toksisitesinde, sinaptikggalikte sinyal
moleklli olarak 6nem ganaktadir (Demirta Yilmaz, 2009; Montalvo-Jave, et al.,
2008; Gunaydin ve Celebi, 2003).

Fizyolojik erisimlerde Uretilen NQ esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NQ") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerinin durumunun
aksine nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enznktuy (Sener ve
Yegen, 2009)
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NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan
korur (Halliwell, 1999). Bununla birlikte £ bulunan ortamda £ ile reaksiyona girer

ve bir prooksidan olan peroksinitrit glur (Sarigicek, 2009).

2.3.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Mitokontrilerde oksijenli solunumda ol@u gibi bircok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiler dizeyde elektrorsld&acolur ve bu
sirada SOR okur. Cizelge 2.1'de SOR'i in vivo ortamda kaynaklari gorulmektedir
(Cavdar, vd., 1997).

Hucrelerdeki en buyuk serbest radikal kaynelektron transport zincirinden
%2'lik elektron sizintisidir (Akky 1995; Dokmeci, 2007 ). Iskemi sirasinda
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektraginta

sistemindeki elektron kacaklari daha fazla olur (Cavdar, vd., 1997).

Bir diger SOR kayng notrofillerdir.  Notrofiller, plazma membranindaki
nikotinamid dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimiyle sUperoksadikali
olusturarak fagosite mikroorganizmalarin yok edilmesinilaa(Gunaydin ve Celebi,
2003). Ayrica notrofiller tarafindan, myeloperoksidaz enzimi hpadle olusturulan
hipoklorik asit de bir SOR’dur (Cavdar, vd., 1997).



19

Cizelge 2.1 Serbest Oksijen Radikalleri Kaynaklari

I-Normal biyolojik
islemler

Oksijenli solunum
Katabolik ve anaboliksiemler

[I- Oksidatif Stres
Yapici Durumlar

Iskemi-Hemoraji-travma-radyoaktivite-intoksikasyon
Ksenobiyotik maddelerin etkisi

a) Inhale edilenler

b) Aliskanlk yapan maddeler

c) llaglar
Oksidan Enzimler

a) ksantin oksidaz

b) indolamin dioksigenaz

c) Triptofan dioksigenaz

d) Galaktozoksidaz

e) Siklooksigenaz

f) Lipooksigenaz

g) Monoamino oksidaz
Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
Fagositik inflamasyon hicrelerinden salgilanma (noétr
monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)
Uzun sireli metabolik hastaliklar
Diger nedenler: sicagoku, gting Isini, sigara

ofil,

lll-Ya slanma
Sureci
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Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin 6ndomli
kaynaidir (Bkz. Sekil 2.3). Fosfolipaz ve protein kinaz aktivasyonu ile plazma

membranindan agalonik asit salinimi artar (Akky 1995).

Arasidonik Asit

Siklooksigefnaz lipoksigenaz
OR % OR
Prostaglandin Hidroperoksieikosa
endoperoksit tetraenoik asid
Ao
Tromboksanlar Prostaglandinler SOR

Hidroksieikosa

tetraenoik asit

Sekil 2.3. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Oksidan enzimler aracgh ile de serbest radikaller gur (Cavdar vd., 1997).
Bunlardan bir tanesi de ksantin oksidazdir ve kgeaciiskemi reperfiizyon

patofizyolojisinde dnemlidir§ener ve Ygen, 2009).
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2.3.4. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikallerden etkilenebilecek dnemli viicut yapilariratasproteinler
(enzimler, kollagen), ndrotransmitterler, nikleik asitleri, membrangag asitleri,
karbonhidratlar vardir (Kozluca, 1993; Ardite, et al., 1999).

Hicre membrani poliansatire gyasitince (PUFA) zengindir (Gunaydin ve
Celebi, 2003). PUFA'nin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak Iilve
oldukca zararlidir. Kendi kendine devam ettiren zincir reaksiyg@kinde ilerler
(Akkus,1995). Reaksiyon zinciri poliansature gyasitindeki karbon atomundan 1
hirojen atomu koparan hidroksil radikali gibi giclu bir oksidankdara Boylece olgan
karbon merkezli radikal, kogn yas asitinden hidrojen atomu koparan oksijen merkezli
peroksil radikaline dongiir. Bu reaksiyon @ asitleri tikeninceye kadar devam eder
(Gunaydin ve Celebi, 2003).

SOR, DNA ile kovalent hanmak suretiyle DNA’'da hasara sebep olur. Bunun
sonucunda da onkogen aktivasyonuna yol agar ve kanserle ilgisguolda
disunulmektedir. Ayrica yganmada cilt kigikliklari, bobrek fonksiyonunda azalma
ve immun hastaliklara yatkigin artmasi gibi durumlarda da serbest radikallerin neden
oldugu bildiriimektedir (Kozluca, 1993). Guli dokulardaki hastaliklari (parkinson,
ateroskleroz, romatoid artrit, katarakt vb,), iskemi-reperfizyon hadkal, radyasyon
hasari da SOR ile gkilidir (Cavdar, vd., 1997).

2.4. Antioksidanlar

Canli hicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddeleri oksidasyonunu 0©Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (Cavdar, vd., 1997).
Antioksidanlar dgal (endojen kaynakl) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak
Uzere bgica iki ana gruba ayrilir (Akkgy 1995).
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2.4.1. Endojen (dgal) antioksidanlar

Gunluk ygamin rutin ilerleyi sirasinda karlasilan oksidatif stres faktorlerinin
giderilmesi ve fizyolojik gleyisin devaminda endojen olarak bilinen antioksidanlar
onemlidir. Hucresel antioksidan enzimler ve enzim olmayan antiokaidiam olgan
endojen antioksidanlar ve oOzellikleri Cizelge 2.2 de vegtmi(Dundar & Aslan,
2000).

Insanda belli bd hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT ve Gpx enzimleridir
(Cavdar, vd., 1997).

2.4.1.1. Superoksit dismutaz (SOD)

SOD, Q° radikalinin HO,e dismutasyonunu katalizler ve OHRadikali
olusturmak icin ortamda pD. ile reaksiyona girecek L radikalini ortadan kaldirir
(Gunaydin ve Celebi,2003).

20 +2H —— bO+ O,

Insan hucrelerinde 6zellikle sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu iceren SOD
ile manganez iyonu iceren mitokondrial SOD olmak Uzere SOD’un zixerzimi
bulunur (Cavdar, vd., 1997).

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hicreleri skt
serbest radikallerinin  zararlh etkilerine kar korumaktir. Boylece lipid
peroksidasyonunu inhibe eder (Akkul995). SOD, fagosite edilgibakterilerin

intrasellular éldurdlmesinde de rol oynar (Akin,2008).
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Antioksidanlar Yapisi Yerlesimi islevi
Stokrom Oksidaz Tetramerik Protein Plazma SL'J'pero'kS|t
notrollizani

0O, radikalini H,0,'e

SOD CuZn, Mn SOD Mitokondri, Serum ..

gevirir
Katalaz Hemoprotein Peroksizomlarda Peroksit nétralizani
GSH-P, Selenoprotein Sitosol, mitokondri Lipid peroksidasyonu

Uranlerini indirger

GSH-rediiktaz

Dimerik protein

Sitosol, mitokondri

Disiilfitleri indirger

Yagda ¢oziinen

Membranlar,

Peroksidasyonu

a-tokoferol . .
vitamin ekstrasellular ortam azaltir
B-karoten Vit.A prekiirsori Hicre membranlari Peroksil temizleyici
) ) intrasellular ortam,
Glutatyon Tripeptid GSH redoks substrati

alveoller

Askorbik asit

Suda ¢06zlinen
vitamin

Hiicre ici ve disi
sivilari

Vitamin E’yi rejenere
eder

Genis bir dagihm

Hidroksil toplar,

Urik asit Okside piirin bazi . L
gosterir vitamin C'yi korur.
Sistein Aminoasit G'('an|§ If)lr dagilim Qrganlk bilesikleri
gosterir indirger
Albumin Protein Plazma, serum Sgrbgst radikalleri
giderir
e e Zincir kirici
Bilirubin Hemoprotein Grind Dolasim kani, dokular S
antioksidan

0O, radikalini H,0,’e

Seruloplazmin Protein Dolasim kani dokular .
cevirir
Transferin Glikoprotein Plazma Def’mr iyonlarini
baglar
Laktoferrin Protein Plazma Deumlr iyonlarini
baglar
Doku demiri
Ferritin Glikoprotein Dolasim kani, dokular oKku demirt

baglayicisi
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2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz (Gpx)

Glutatyon peroksidaz, sitoplazmada bulunan, doért selenyum atomu iceren
tetramerik bir enzimdir (Akin, 2008). Gpx, hidroperoksidlerin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir (Akkg1995) ve HO,'ye karl en belirgin savunma sistemi ofglu
disinulmektedir (Demirtg Yilmaz, 2009; Cavdar, vd., 1997). Kofaktor olarak
glutatyonu (GSH) kullanmaktadir (Akkul995).

H,O, + 2GSH __SS"CP* | GSSG + 2 h0

ROOH+2GSH __®"C®» | GSSG + ROH + 0

Insanlarda Gpx'in 4 farkli izoenzimi bulungtur. Gpx- 1 en sik bulunandir.
H.O2'nin  etkili  bir yok edicisidir. Gpx-4 daha az bulunur; ancak lipid
hidroperoksitlerine kar daha aktiftir (Akin, 2008). Bu enzim en c¢ok kapaci ve
eritrositte bulunmaktadir (Demig&’'ilmaz, 2009).

2.4.1.3. Katalaz (CAT)

Peroksizomlarda lokalize, dért tane hem grubu bulunan hemoproteingdz'i H
oksijen ve suya parcalar (Onat, vd., 2006; AkKi995).

H0, — AT , HO + G

CATIn indirgeyici aktivitesi BO,, metil etil hidroperoksitleri gibi kiguk
molekdillere kagidir. Buyik molekullt lipid hidroperoksitlerine karise etki etmez
(Akkus,1995).



25

Kan, kemik iligi, mik6z membranlar, kara@r ve bobreklerde yiksek miktarda
bulunmaktadir (Onat, vd., 2006).

2.4.2. Eksojen antioksidanlar

Akut fiziksel aktiviteler ve gebelik gibi fizyolojik durumlar ilgpek cok
patolojide lokal ve genel antioksidan mekanizrdahilmekte ve antioksidan savunma
sistemi yetersiz kalmaktadir. Bu gefeler kagisinda antioksidan kapasitenin
guclendirilmesi amaciyla, birga Cizelge 2.3 dego6sterilen, eksojen antioksidan
maddelerin alimi giindeme gektii (Dindar & Aslan, 2000).

2.4.3. Antioksidanlarin etki etmesekilleri

1. Toplayici Etki (Scavenging Etki): Serbest oksijen radikalleztkileyerek
onlar tutma veya ¢cok daha zayif yeni bir molekile cevirglemine toplayici etki

denir. Antioksidan enzimler bu tip bir etki gosterir.

2. Bastirici Etki (Quencher Etki): Serbest oksijen radikalleretkilesip onlara
bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inak#ikle donittiren olaya bastirici
etki adi verilir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptir.

3. Zincir Kirici Etki (Chain Breaking Etki): Serbest oksijendikallerini
kendilerine b@layarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiyenair kirici

etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gakderi

4. Onarma Etkisi (Repair Etki): Oksidatif hasar gogrbiyomolekult onarirlar
(Akkus, 1995; Gokpinar, vd., 2006).
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Cizelge 2.3Baslica eksojen (farmakolojik) antioksidanlar ve ozellikleri.

Antioksidan Sinifi Spesifik Tipi islevi
Allopurinol
Ksantin oksidaz inhibitorleri Ok5|!:>ur|nol . Ksantiln oksidaz . .
Pterin aldehit reaksiyonunda siiperoksit
Tungsten Uretimini inhibe eder

Proteaz inhibitorleri

Soya Tripsin inhibitorii
Serin protea inhibitorleri
Fenilmetilsulfonil

Ksantin dehidrogenaz oksidaz
olusumunu bloke eder

NADPH oksidaz inhibitorleri

Adenozin

Lokal anestezikler
Kalsiyum kanal blokerleri
Nonsteroid antiinflamatuar
-Cetiedil

Makrofajlarda NADPH oksidaz
ile stiperoksit olusumunu
onler

Superoksit dismutaz

Dogal SOD
IgA bagimli SOD
Polietilen glikol SOD

Stiperoksitten
hidrojenperoksit
dismutasyonunu katalizler

Ginkgo Biloba (Egb 761)

SOD ile benzer fonksiyon

Katalazlar

Dogal katalaz
PEG-katalaz

H,0, nin oksijen ve suya
indirgenmesi ve
notralizasyonu

Lipzom kapsdlli katalaz

H,0," i O, ve H,0’ya cevirir.

Nonenzimatik toplayicilar

Mannitol

Hidroksil radikal giderici

Albumin

Genis ¢apli oksidan toplayici

Dimetil stlfoksit

Fe, stiperoksit, hidroksil
toplayici

17-aminosteroid lazaroidler

H,0, ve hidroksil giderici

Glutatyon

Suiperoksit giderici

Urik asit

Suiperoksit ve hidroksil
giderici

Spin tuzaklar

Tum radikalleri toplar

Bilirubin

Peroksidasyon zincirini bozar

Demir redoks zinciri
inhibitorleri

Deferoksamin
Apotransferrin
Seruloplazmin

Serbest Fe** atomlarini
baglayarak radikal
reaksiyonlarini 6nler

Antinotrofil serumu

Hicresel glutatyon peroksidaz
enzim aktivitesini artirir

Monoklnal antibodiler

Notrofillerin endotele
adezyonunu inhibe eder
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2.5. Fenolik Maddeler

Serbest radikaller vicutta gi#i aktiviteler sonucunda okabilir.  Serbest
radikalerin olgturac& doku hasarina kg@r viicudun kendi savunma mekanizmasi
(SOD, CAT, Gpx) vardir (Yilmaz & Toledo, 2004). Antioksidan savunma
mekanizmasi ile serbest radikaller arasindaki denge bozulursa tokstdss olgur
(Morton, et al.,, 2000). Bunun sonucunda da biyolojik 6neme sahip makromolekuller
zarar gormekte ve biyolojik hastaliklar ghoaktadir. Serbest raikallerin neden @du
bu hasari 6nlemek icin beslenme ile diyetsel antioksidan alinantieksidan enzim

savunma sisteminin desteklenmeglgayoninden énemlidir (Erigavd., 2008).

Fenolik maddeler dgal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini glwurlar.
Bunlar bitkilerin tim kisimlarinda gorulen polifenolik komponentlerdir (Twaralvd.,
2002).

Bir hidroksil grubunu iceren aromatik bir halkaya sahip genimadde grubuna
fenolik bilesikler denilmektedir (Kefeli, et al., 2003) ve bunlar bitkilerin nkil
metabolitleridir (Labieniec ve Gabryelak, 2006). Bitkilerde fenatiladdeler ya
vakuollerde birikirler (Kefeli, et al., 2003) ya da bitki hiicre duvami@a lignin ile

polimerize halde bulunurlar (Morton, et al., 2000).

Ozellikle meyve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayangklilizerine etkili olan
fenolik maddeler, antioksidan 6zelliklerine ghaolarak antikanserojen, antimutajen,
antinflammatuar 6zellik gosterir (Yildiz ve Baysal, 2003; Gadaiil O’'Brien, 2004).
Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksiddag
koruduklari bilinmektedir (Tunaler, vd., 2002). Gida sanayi yaninda farojak®lde

kullanim alani oldukca geytir. ilag sanayisinde fenolik maddelerin 6zellikle
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antimikrobial 6zelliklerinden yararlaniimaktadir. Odem gideviei antialerjik etki de
gosterirler (Yildiz ve Baysal, 2003).

Flavonoidler ve fenolik asitler g#li yollarla “indirgeyici ajan olarak, hidrojen
verici olarak” (Bger, 2002) antioksidan gibi davranir. Bunlarin icinde belki de en
onemlisi serbest radikalleri etkileyerek serbest radikal zmeaksiyonlarini kirmasidir.
Bunu da lipid radikallere, hizla'Hermesiseklinde yapar. Gorevi lipid peroksi (RQO
ve alkoksil (RO radikalini parcalamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktir.  Son radikal stabil olmak zorundadir veyar zinci
reaksiyonu ile hizli bir reaksiyona maruz kalmak zorundadir aksi hailder
reaksiyonlari yayilir. Bu stabilizasyon ise molekul icindekirbjen bglarinin yeniden
sekil almasi ile sglanir. Fenolik antioksidanlar milkkemmel” We €& dondrleridir
(Morton, et al., 2000; Burak ve Cimen, 1999).

ROG- AH —— > ROOH +'A
RO+AH ———» ROH+A
ROO+A ——» ROOA
RO+ A ——» ROA

(Burak & Cimen, 1999).

Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidlgeklinde ikiye ayrilir (Yilmaz, 2010).
Ancak flavonoidler ve fenolik asitler birbirinden ayrisdatlemez. Cunkl bu bieler
genelde birlikte bulunurlar (Ekbul, 2004).
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2.5.1. Flavonoidler

Flavonoidler oksijen iceren bir piren halkasinaglbabenzen halkasindan
olusmaktadir  (Bkz. Sekil 2.4). 4000in Uzerinde @al kaynakh flavonoid

tanimlanmgtir.

Flavonoidler, glikozidler gibi canh hicrelerde ortaya cikarkicak asit ve
enzimlerle sirasiyla aglikon veekere parcalanabilirler (Burak & Cimen, 1999).
Flavonoidler yaygin olarak sebze, meyve cay sagapta bulunurlar ve bitkileri
radyasyondan, bdceklerden ve otcul memelilerden korurlar. Antioksidahklézel
sayesinde dokular serbest radikal saldirilarinasi kipid peroksidasyonuna kar
korurlar (Yilmaz & Toledo, 2004).

Sekil 2.4.Flavonoidlerin temel yapisi

Flavonoidler piren halkasindaki varyasyonlaraglbaolarak Flavonoller,
flavonlar, katekinler, antosiyanidinler, antosiyanidler olarak ayril(8ekil 2.5) (Ekbul,
2004).
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O
=l
Flavonlar Flavonoller
i oH
M ) HO .
H H
Flavonon Katekinler
H
[ "yt
#H{3. ; s
-~ T
H a
OH aH
Antosiyanidinler [zoflavononlar

Sekil 2.5.Flavonoid alt siniflari

2.5.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve yapdarbir veya
daha fazla hidroksil yapili aromatik halka bulunduranskklerdir (Bkz. Sekil 2.6)
(Ekbul, 2004).

OH COOH CO O H

CH2C HCOOH e "
=
S
5H
Simmasnik Ehmmarik

Hidvaksi-fenil

piviivikasit asit asit
COOH
COOH
o =
T OH =
7O G HO =
Gallik asit R
Kafeik
asit

Sekil 2.6. Bitkisel kaynakl bazi fenolik asit géleri
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Flavonoidlerin 6nct maddesi olan hidroksinamik (kafeik, kumarik, ferulik ve
sinapik asit), hidroksikumarin (skopoletin), ve hidroksibenzoik (elajikjkgatnillik
asitler) asitler gibi fenolik asitler metallerle ille olusturabilirler (Yilmaz & Toledo,
2004).

2.5.2.1. Gallik asit

Gallik asit (3, 4, 5- trihidroksibenzoik Asit) bitkilerde gl olarak uretilen bir
polifenoldiir (Bkz.Sekil 2.7) (Stanely, et al., 2009)insan diyetindeki zengin bitki
fenolik maddesidir ve hastaliklarin riskini azgttbilinir (Hsu & Yen, 2007)

H

HO COOH

Ho

Sekil 2.7. Gallik asitin Yapisi (3,4,5- trihidroksibenzoik Asit) (Stanely, et al., 2009)

Gallik asit, bitkisel gidalarda, birada (Sarikaya, 2005), kirgazapta (Niu, et
al., 2004; Kim, et al., 2009; Stanely, et al., 20093}il y@myda (Stanely, et al., 2009; Niu,
et al.,, 2004) narda bulunur. En 6énemli kayingaydir (Gupta, et al., 2007). Ayrica
mese ggaclarindan, kestane ve tGzimden elde edlin(Stanley, et al., 2009). Scheele
adli argtirmaci 1786 yilinda nge palamudunda gallik asit vafini gostermitir
(Sarikaya, 2005).
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Yurdumuzun hemen her yoresinde yeti mge (Quercus) turleri ile bunlarin
drinleri olan palamut ve mazi, pirogallik tanen bakimindan zengin draglardi
Hidrolizleri sonucu gallik asit okur (Ustiin & Aydin, 2007). Basit tipik bir gallotanen
molekllinin merkezinde bireker molekill vesekerle ester Ba yapms gallik asit
halkalarindan olgur (Bkz.Sekil 2.8)(Sarikaya, 2005; Belmares, et al., 2004).

OH
OH
PENTAGALLOLGLUEOZ ©
OH
- % J:I
OH
GALLIK ASIT
OH
HO OH
OH HO OH

Sekil 2.8. Hidrolize olabilen tanenlerden gallotanen ve gallik asit

En o6nemli uygulama alanlarindan biri farmasotik sanayinde sitidele
beraber kullanilan antibakteriyel bir ajan olan trimetoprim Ureidi@ikullaniimaktadir.
Bunun yaninda antioksidan bir ajan olarak kullanilan propil gallat gidikgasit
esterlerinin Uretiminde, deri kozmetik ve fgtaf boyalarinda kullanilan prigallol
bilesiklerinin olusturulmasinda kullaniimaktadir (Sarikaya, 2005; Belmares, et al.,
2004). Ayrica yiyeceklerin bozulmasini 6nlemek icin yiyecekleramisgnde kullanilir
(Pasaphan and Chirachanchai, 2008; Yoshino, et al., 2002).
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Gallik asit guclu, dgal bir antioksidandir. Yapilan cginalarda gallik asitin
superoksit, hidroksil (Stanely, 2009) nitrik oksit, peroksinitrit ve nitrokgilmaz &
Toledo, 2004) radikallerini etkisiz hale getgdrapor edilmgtir.
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3. MATERYAL METOD

Deneysel cajmamizin tamami; Esjehir Osmangazi Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Bolumu; Deney Hayvanlari, MolekilelyoBji ve
Toksikoloji Laboratuvarlarinda gercekteilmistir. Calsmamiz Eskiehir Osmangazi

Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulunun 180/2010 sayili izni ile yagtimi

3.1. Deney Hayvanlari

Deneysel cajmamizda 200-250 gramgmikta salkh, 3-4 aylik, Soraque-
dawley cinsi, albino d§i sicanlar kullanildi. Tdm deney hayvanlari T.C.glga
Bakanlgl, Refik Saydam Hifzissihha Merkez sRanligi, Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuvarindan temin edilerek deneyde kullanildi. Deney hayvanldrinafta sire
ile adaptasyonlari geandi. Deney hayvanlari deney stresince 12; 12 aydinhk/ karanlik
isiklandirmasi olan, Isi1 (22+ 2C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak ayarlagmi
odalarda ygatildi. Deney surecinde tim sicanlar polikarbge#faf kafeslerde standart

sican yemi ile beslendi vegee suyu verildi.

3.2. Deney Gruplari

Toplam 28 tane deney havani arasindan rastgele secimle her birindecan

olmak Uzere toplam 4 grup gturuldu.

Grup | (Sham Grubu): Bu gruptaki hayvanlara 1 ml serum fizyolojik yoia
verildi. Median laparotomi yapilarak hepatik arter portal versaka kanallari ¢cevre
dokulardan ayrildi. Bga hicbir glem yapiimadan geri kapatildi. 105 dk bitiminde eter

anestezisi altinda diseksiyonlari gercetigdi.
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Grup Il (IR + Serum Fizyolojik): bu gruptaki deney hayvanlarina 1ml serum
fizyolojik oral yolla 7 gun boyunca ginde 1 kez olmak Uzere verildi. 8 @b dk
iskeminin ardindan 60 dk reperflizyon yapilarak eter anestezisilaltiseksiyonlari

gerceklatirildi.

Grup lll (IR + 50 mg/kg Gallik Asit): Bu gruptaki her bir deney hayvani igin
1ml serum fizyolojikte 50 mg/kg gallik asit ¢cozdurulerek oral ol gin boyunca
guinde 1 kez olmak tzere verildi. 45 dk iskeminin ardindan 60 dk reperfyapdarak

eter anestezisi altinda diseksiyonlari gercgiikli.

Grup IV (R + 100 mg/kg Gallik Asit): Bu gruptaki her bir deney hayvani igin
1ml serum fizyolojikte 100 mg/kg gallik asit ¢cozdurilerek oral aail giin boyunca
ginde 1 kez olmak uzere verildi. 45 dk iskeminin ardindan 60 dk reperflizyon

yapilarak eter anestezisi altinda diseksiyonu gersgiriiei.

3.3. Gallik Asit Uygulamasi

Deneyde lll. ve IV. gruplara oral yolla verilen galliktaSigma’ dan temin
edildi (Katalog no: G7384-100). Gallik Asit verilecek doza gorelinedeney hayvani
icin 1 mL %0,9’luk steril serum fizyolojik icerisinde ¢6zulerek, hgooyunca ginde 1

kez olmak lzere, gunlik ve taze olarak, gavaj yolu ile verildi.

3.4. Cerrahiislemler

Deneysel iskemi reperfizyon modelinde kullanilacak olan tim hayvanlar
deneyin bir gece dncesinden ac birakildi (Araya, et al., 2003). Timahicgtemler
diurnal hormonal d#&simlerin siganlar tzerine olasi etkileri dikkate alinarak 09.00-
12.00 saatleri arasinda yapildi (Watanabe, et al., 2001).
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IR yapilacak hayvanlarin anestezisi 10 mg/kg ksilazin ve 70 migkamin
karisiminin kas icine enjeksiyonu ile g@andi (Aydagdu, et al., 2005). Her bir deney
hayvani, 1lik ve sabit sicaklikta olan diseksiyon tablasina it igzisyonda tespit
edildi ve rektal 1s1 kontrol yapildi (Stangl, et al., 2009) Cerragulayna bolgesinin
%70'lik etil alkol ile temizlgi saslandi.  Steril sartlar altinda median laparotomi

uygulandi.

TUum gruplarda 6nce hepatik arter, portal ven, safra kanali géruntgdtaidi.
Sham grubunda bklka bir slem gerceklgtiriimeden kapatildi. I, IlI, IV. Gruplarda
bulunan deney hayvanlarina, antitravmatik vaskular klemp yardimiyldk 4kire ile
kan aksg! durdurularak iskemi gerceklaildi. Reperfiizyon suresince kaybolan sivinin
hipovolemik etkilerini dnlemek i¢in karin Bloguna 0,5 ml steril serum fizyolojik
intraperitonal olarak verildi (Sener, et al., 2003). Bemi takiben kas ve deri kesileri
ayri ayri fakat devamli olarak 3/0 ipek suttrle dikilerek kedgesi kapatildi. Cerrahi
islem goérm@ her bir deney hayvani, kimyasal sterilizasyonu yagiliek bireylik,
polikarbonat bilgimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayri ayri koyularak 60 dakikalik

reperfiizyon siresi boyuncasgaldi.

3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Dgerlendiriimesi

Deney gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi altmdakardiyak olarak

kalpten batin kanin alinmasi ilesganlari sonlandiriingtir.

Kan ornekleri MSE Mistral 2000 marka cihaz ile 10 dk 3000 rpm devirde
santrifijlenerek serumlari elde edildi. Ependorf tiplere aktargearum ornekleri
biyokimyasal ALT ve AST miktar analizleri icin -8%C derin dondurucuda korundu.
ALT ve AST deserleri ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanilarak CroAyrone

200 RA otoanalizator ile belirlendi.
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Tum hayvanlardan intrakardiyak kanin alinmasini takiben, kemderi ¢ikarildi
serum fizyolojik ile hizl biekilde yikandi. Sol lobun bir kismi histopatolojikhiesler
icin %10’luk nétral formalin tespit ¢ozeltisine, median lob ise bigokasal analizler

icin -80°C derin dondurucuda koruma altina alindi.

Karacger IR sitotoksisitesini aydinlatmak icin deney gruplarimizdaki
sicanlardan karager doku orneklerinin homojenizasyonu yapildi CAT ve Gpx enzim
aktivitelerine bakildi.  Homojenizasyonu icin; -8&C’den cikarilan karager
dokusundan kicuk bir parca alinarak hassas terazide tartildi vedg€ltisi icinde
homojenize edildi. Homojenatlar +9C 5000 G'de 1 saat santrifij (Ependorff

Centrifuge marka ve 5804 R model) edildi. Supernatant kismi elektroforez icth.ayril

Dogal Jel Elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek ol@AT ve Gpx
izoenzimlerinin total protein miktarlari belirlendi. Gahamizda kullangamiz Lowry
yontemi fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (folin-ciocalteau irbeti) tirozin
bakiyeleri ile reaksiyona girerek mavi bir renk ggflrmasi esasina dayanir. Reaksiyon
bakir ile protein arasinda kompleks salmuyla balar; alkali ¢cozeltide, oda sicaglnda
5-10 dk icinde tamamlanir. Folin belirtecindeki molibden ve tungstebiileserek
yeni bir kompleks ortaya koyan bakir ile yontemin duyagli8-15 kat arttirildi. Bu
yontemin uygulanabilmesi icin, 6 mL reaksiyon kamnda 10-100 pg protein
bulunmahdir. Bu sinirlara gére, 6 mL reaksiyon ortamina katilatak 0,5 mL

ornesin 10-200 pg protein icermesi gerekir.

Karacger doku orngi homojenatlarinda Dgal (Native) Jel Elektroforez
teknigiyle Scie-Plas marka mini vertical Electrofophoresis tUnikedanilarak CAT ve
Gpx izoenzimlerinin jelde yurimesi @andi ve substrat ile tepkimelerine gore

aktivitesi belirlendi (Jayakumar, et al., 2007).
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3.5.1. D@al jel elektroforezi

3.5.1.1. Cozeltiler

TUum cozeltiler deiyonize saf su ile hazirlandi. Tris icei@mponlar ‘trizma

base’ ile hazirlandi ve pH’lari HCl ile ayarlandi.

A) Alttank tamponu (63 mM Tris, 0.05 N HCI, pH 7.5)
THS.oii 227 @

HoO o e 3 litreye tamamlandi.

B) Ust tank tamponu (37.6 mM Tris, 40 mM glisin, pH 8.9)
THS..coiiiiii 456 g
Glisin.....cccoeveiiiiii .3 @

HoO o, 1 litreye tamamlandi.

C) 4 X ayirma jeli tamponu (947 mM Tris, 0.289 N HCI, pH 8.5)
THS. o 11047
INHCL. oo, 28.92 ml
HoO o, 100 ml'ye tamamlandi.

D) 4 X yukleme jeli tamponu (158 mM Tris, 0.256NRO;, pH 6.9)
THS. o 1.92 g

HO.oo e e 21222.100 ml'ye tamamlandi.

E) Ayirma jeli icin monomer ¢ozeltisi (%40 T, % 5
Akrilamid.......c.oooi 3809

HO.ooooiiiiiiiiiiieeiei i e 2..100 ml’ye tamamlandi.
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F) Yukleme jeli icin monomer ¢ozeltisi (%6.25 T, %20

Akrilamid...............coi il b @
HO.oooiiiiiiiiiiieeiei i ee22..100 ml’ye tamamlandi.

G) Polimerizasyon hgatici (%0.06 amonyum persilfat, %0.002 riboflavin fosfat)

%210 Amonyum Perstlfat(AP)................. 0.6 ml
% 0.02 Riboflavin fosfat.......................20 ml
HoO e 100 ml'ye tamamlandi.

H) Sukroz-boya Cozeltisi [% 50 sukroz, % 0.1 bromofenol mavisi(bromophenol

blue)]

SUKIOZ. .o 5¢

% 1 Bromofenol mavisi.......................... 1ml

HoO e 100 ml'ye tamamlandi.

Ayirma jeli hazirlanirken, monomer (akrilamid) ve caprazldoaci (bis)
yuzdelerinden hesaplanan %T ve % Granlari g6z 6éniinde bulundurularak monomor,
tampon, TEMED ve su 50 ml’lik bir erlende kd@mildi. Polimerizasyon b#atici (G
cOzeltisi) eklenip hafifce calkalandi ve elektroforez aletieindpkme aparatina, gt
kalinhk ve boyutta hazirlanabilmesine olanalglagan, iki cam (jel kaseti) arasina
Pasteur pipeti yardimi ile dokaldd. Jelin ylzeyini diuzgiiimteek icin butanol
¢Ozeltisi dokuldu. Polimerizasyondan sonra butanol c¢ozeltisi dokilerkkcbkez
distile su ile yikandi.

Yukleme jeli hazirlanirken, monomer, tampon ve TEMED bir erlendegtkddi
ve polimerizasyon B#atici eklendi. Ayirma jelinin Uzerine 0.3 ml olaca&kilde
yikleme jeli ile dolduruldu. Ornek uygulama ceplerininsalmunu sglayan tarak,
hava bglugu kalmayacaksekilde, yukleme jelinin icine yerérildi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar cikarildi. 10 hacim 6rnek ile 1 hacim suloga-Rozeltisi
karstirildi.  Ornekler ve standart kerm her bir kuyucukta 15-100ug protein olacak
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sekilde mikropipet yardimi ile jel yiizeyine uygulandi. Jel kasetleri taakastirildi ve

jel kasetlerinin altta kalan kismina 2.5 litre alt tank tamponunekleJel kasetlerinin
bulundigu Ust boélme ise Ust tank tamponu ile dolduruldu. Anot ve kaigam@ar
takildi ve sistem caftirildi. Izleme boyasi bromofenol mavisinden kaynaklanan mavi
bant, jelin altina 0.5 cm kalana dek yuUridukten soslemi durduruldu. Saptama
yontemleri kullanilarak analiz tamamlandi (Temizkan & Arda, 2004).

CAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arka@aunin (1971) metoduna
gore yapildi. Proteini yuratgiimtz %8’lik jel 5mM HO, soliisyonunda 10 dakika
bekletilip yikandiktan sonra %1’lik potasyum ferrik siyanid ve %21’kiK kloritten
olusan reaksiyon kagimina koyuldu, jel boyanana kadar beklendi. Koysilygminde
CAT aktivitesi gosteren protein bantlari beyaz renkte boyandi.

Gpx izoenzim aktivitesini 6lgmek igin Lin ve arkgtainin (2002) metodu
kullanildi. Proteinleri yuratgiimuz jel, icinde 200 mg glutatyon ve %3004 50mL
50 mM Tris HCI buffer (pH:8) kagimh c¢ozeltide 30 dakika bekletildikten sonra,
icerisinde 25 mg NTB ve 25 mg PMS bulunan 50 mL 50 mM tris-HCI bifiel:8)
bulunan ¢ozeltiye aktarildi. Gpx izoenzim aktivitesinin gldw gosteren beyaz renkte

bandlar gozlenmeye cailid!.

Tum deney grubu hayvanlarinin kaggesi dokularina ait olan CAT ve Gpx
enzim aktiviteleri sonucu jelde ortaya cikan bandlar Kodak GeicLd500 Imaging
System Jel goruntileme sisteminde Kodak Molecular Imaging Seftwaket programi
kullanilarak fot@raflandirildi. Jel Uzerinde enzim aktiviteleri sonucusatubdlgelerin

alanlari deney gruplari arasindagi@agtirmalar yapilmak tzere sayisal olarak 6lgulda.
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3.5.2.2. Karacger doku drneklerinin histolojik analizleri

Deney hayvanlarinin diseksiyonu sirasinda histolojik incelemeler aghan
karacger dokularinin her biri doku takip kaseti icerisinde %10 tamponknmi
formaldehit sollisyonunda 24 saat sure ile bekletildi. Teslgini sonrasinda rutin
histolojik takip metodu kullanilarak parafin icine gomulen doku 06rnekleninde
mikrotom yardimi ile 5um kalirginda kesitler alindi. Alinan kesitler hematoksilen
eozin boyama metodu kullanilarak boyandi ve preparatlar entedl&aphatilarak daimi
hale getirildi. H&E boyanmi karacger kesitlerinde stk mikroskobu dizeyinde

histopatolojik incelemeleri yapildi.

Hazirlanan tim doku kesitleri Olympus marka, CH40 maglkamikroskobunda
incelenerek Spot Insight marka 3.2.0. model dijital kamera ve Spot &ilah©.6
version program yardimiyla fatoaflandirildi.

3.6.1Istatistiksel Degerlendirmeler

Calsmalarimiz sonucunda elde edilen verileringeltendiriimesinde “SPSS
11,0 for Windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullanildi.n iserumlarinda
analizi yapilmg olan ALT, AST olciminden elde edilen veriler arasindaki farkllik
durumlar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile gherlendirildi, gruplar arasi
kargilastirmalarda ise Tukey testi kullanildi. Tam istatistik uyguddem sonucunda
sayisal dger (P) olarak ortaya cikan deney gruplari arasindaki farkla,.0p<

oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. Serum drneklerinde biyokimyasal analizler

Grup | (Sham) ve Grup II, 1ll, IV’deki deney hayvanlarina ait kanumlarinin
biyokimyasal analizlerinden elde edilen AST ve ALT miktarllam gruplar arasinda

karsilastirmall olarak dgerlendirildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1.Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum 6rneklerinde belirlen@n AS

ALT miktarlarinin ortalama dgerleri + standart hata derleri (n=7).

Gruplar AST ALT
(U/L) (U/L)
I 186,5571+38,0466 59,52857+10,8966
[l 1108,971+142,7836 886,2+148,6434
11 826,4571+100,28 % 698,7+124,1061
A\ 1068,9+153,3612 855,4286+176,5092

P< 0.0%: Grup I'den;b: Grup II'den anlamh fark vardir.

Buna gore serum AST seviyeleri acisindan Grup | (Sham grubu), Giuplv
ile kastlastinldiginda; Grup 11, Ill, IV’ Gin serum AST seviyesi Grup I' e gordi@r
istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0.05). GrupiiR(grubu) ile Grup I, IV’ n
AST miktarlari kagilastinldiginda ise Grup Ill, Grup Il i(R grubu) ye gore
istatistiksel olarak dnemli miktarda farkhlik gosterdi.(p<0.05)ull ile 1V arasinda

ise anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05ekil 4.1).
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Sekil 4.1.Grup I, II, lll ve IV’e ait serum AST seviyelerinin ortalama varsiart hata
grafigi.
Serum ALT seviyelerine bakilginda ise; Grup Il, Ill, IV ALT seviyeleri Grup
I e gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkhldstgrmesi dikkat cekicidir
(p<0.05). Grup Il ile Grup lll karlastirildiginda ise 6nemli derecede bir farkhlik
goOzlenmedi (p> 0.055€kil 4.2).

ALT
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1000 T T

800 T
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Sekil 4.2.Grup I, Il lll ve IV’e ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve starideata
grafigi.
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4.2. Karaciger Doku Orneklerinde Elektroforetik Analizler

Tum deney gruplarina ait karger doku oOrneklerinde Ol (Native) Jel
Elektroforez tekngi ile tespit edilen CAT, Gpx enzim aktiviteleri sonucu ortaykeag

ve jel Uzerinde goruntulenerek olculen sayisal al@erieri elde edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Deney gruplarina ait hayvanlarin kaggesi dokusu orneklerinde belirlenen
CAT ve Gpx enzim aktiviteleri sonucu gan band alanlarinin ortalamageéleri

Gpx
GRUPLAR | CAT mm2
mm
1 2 3 4 5

I 53,42076| 25,5360% 15,3138 13,91387 14,8657 18,49296

7
Il 101,297 | 27,13851 18,00619 13,2591 20,03081 19,82404
1

1 68,3056 | 23,57174 15,3871 11,7164 17,21857 18,29911

v 74,65208| 24,6702 14,2628 11,6309 18,99696 18,09234

CAT enziminin elekroforetik analiz sonuclarinda tim gruplarda tekbaird
ortaya cikti. Grup I'e ait karager dokusunda band alanisdilt iken Grup II'deki band
alani en yuksek bulundu. Grup lI'de band alani Grup I'e yakin iken GrigekV
band alani Grup lII'e yakin dlguldi$€kil 4.3;Sekil 4.4).

Karacger dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4 ve Gpx5 olmak
Uzere beizoformu tespit edildi. Gpx1 izoformunun alanin Grup II'ye gore Gilgd
azaldgl, bunun yani sira Grup lll'e gore de Grup IV'Un &nttgozlendi. Gpx2 ve
Gpx3 izoform alanlarinin ise Grup II'ye gore Grup Il ve 1V'deallgl belirlendi.
Gpx4 izoformunun alani Grup IlI'ye gére Grup llI'de azalirken, Grup ilé

karsilastirildiginda Grup IV’de arg oldugu tespit edildi. Gpx3 ve Gpx5 izoform alanlari
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lll. ve IV. Gruplar kendi iclerinde karastinldiginda yaklaik ayni dgerlerde oldgu
goOzlendi §ekil 4.5.;sekil 4.6).

120

100

80

60

H CAT
40 -
20 -
0 I T T 1
[ [ If \Y

Sekil 4.3.Grup I, II, Ill, IV’e ait karacger dokusu 6rneklerinde belirlenen CAT enzim

aktivitesi sonucu okan band alanlarinin ortalamageéeeri (mnf).

GRUP I I I v

CAT

Sekil 4.4.Gruplara ait CAT izoenziminin elektroforetik bandlar
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30
25
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15 -
GPx3
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0 -4
[ 1 \Y
Sekil 4.5.Grup 1, 11, 1ll, IV'e ait karacger dokusu 6érneklerinde belirlenen Gpx enzim

aktivitesi sonucuolgan band alanlarinin ortalamageeleri (mnf).

GRUP I Il 1 \

Gpx1

Gpx2

Gpx3

Gpxd

Gpx5s

Sekil 4.6. Gruplara ait Gpx izoenziminin elektroforetik bandlari
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4.3. Karaciger doku orneklerinin histolojik analizleri

Calsmamizda karager I/R hasarina kar gallik asitin doza bai iyilestirme
etkisi H&E ile boyanmy karacger dokularinda detayli olarak incelendi. Buna gore
sham grubu olan Grup | karger dokularinda herhangi bir patoloji durum dikkati
cekmemgtir. Buna gore vena centralis etrafinda korgeklinde dizilmg olan hepatosit
hiicreleri, sinosoidal alan normal yapida gorulmektesski( 4.7).

Gallik asit veriimeyeri/R grubunu olgturan Grup |l karager histolojik doku
drneklerinde ise; vena centralis etrafindaki hepatositlerin bi@iniiikoruyamadh ve
sinosoidal alanin gegledigi gozlendi.  Ayrica /R hasarina kg hiperemi,
vakuolizasyon ve ygun bir sekilde nuklear infiltrasyon gozlend§€kil 4.8; Sekil 4.9;
Sekil 4.10).

50 mg/kg Gallik asit verilen Grup Il karagr histolojik dokularindan elde
edilen gorunttler sham grubu ile yakin bulundu. Buna goére; hepatositlanan ve
centralis etrafindaki goéruntileri normal goértlmekte olup, vakuolizasyuiklear
infiltrasyon gozlenmedi. Ancak sinosoidal alanda az miktarda da Hi[saremi
gozlenmigtir (Sekil 4.11)

100 mg/kg Gallik asit verilen Grup IV karger dokularinda vena centralis’in
batinliguna koruyamamstir ve sintslerde hiperemi ve ggleme gozlendi. Grup Il ile
karsilastirildiginda 100 mg/kg gallik asitin korugu go6zlendi; ancak Grup II'de
kullanilan 50 mg/kg dozu kadar koruyamadyozlendi Sekil 4.12.).
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Sekil 4.7.Grup I'e ait karagier doku 6rneklerinde vena centralis ve korgeklinde
siralanmg hepatosit hiicreleri (HE, X40)

Sekil 4.8.Grup Il'e (/R grubu) ait karager doku 6rneklerinde vena centralis ve
batinlzt bozulmy hepatosit hi1creleri/(' ), ggl@mis sinosoid alanlari«—> ),
hiperemi (% ) (HE, X60).
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Sekil 4.9.Grup Il'e (/R grubu) ait karager doku drneklerinde hipereml*( ) (HE,
X60).

Sekil 4.10.Grup Il'e (/R grubu) ait karager doku 6rneklerinde vakuolizasyo}u ( )ve
hiperemi ¥ ) (HE X100).
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Sekil 4.11Grup lIl'e ait karacger doku 6rneklerinde vena centralis ve hepatosit siralart,
normal gorinumlis sinosoidler, hafif hipererhi () (HE, X40).

Sekil 4.12.Grup IV’e ait karagter doku 6rneklerinde vena centrafis ( ) ve hepatosit
siralari, genilemis sinosoidler 4 ) ile hafif hiperemi (QT ) (HE, X40).
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5. TARTISMA

Bir organa giden kan akiminin kesilmesi ile o organ icin gerekin gleterli
oksijen ve enerji gidemez ve bu iskemi siirecinisioliur. Iskemik organa tekrardan
kan akiminin sglanmasi ise reperflizyon sirecini glurur.  Patolojik durumun ortaya
citkmasinda reperfiizyon sirecinin rol oyrgadoilinmektedir (Montalvo-Jave, et al.,
2008). I/R hasarina sebep olan birgok faktor vardir ancak bunlarin iginde hewahehin
SOR oldgu disunilmektedir (Zapletal, et. al., 2008; Montalvo-Jave, et. al., 2008).
SOR, hicrede g#li fonksiyon bozukluklarina sebebiyet verir (Sroka ve Cisowski,

2003). Bu fonksiyon bozukluklarini ise DNA, lipid ve proteinlere saldirarak yaparlar.

SOR radikalleri CAT, SOD, Gpx gibi endojen antioksidanlar ile (&fwon, et
al., 2004) polifenoller gibi daridan alinan antioksidanlarla etkisiz hale getirilebilir
(Akhlaghi and Bandy, 2009; Sroka and Cisowski, 2003). Polifenoller, sebze ve
meyvelerde bol miktarda bulunan vesige hastaliklardan koruyucu antioksidan,
antikanser, antimutajenik etkilere sahip molekullerdir (El-Beshbigt. al., 2004).
Fenolik bileiklerin antioksidan etkileri yapilarinda bulunan hidroksil molekdlleri ile
ilgilidir ve bunlarin sayisi, aromatik halkaya ghenma pozisyonlari etkinliklerini
degistirir (Sroka and Cisowski, 2003).

Bu calsmada kullanilan gallik asit (3,4,5- trihidroksibenzoik asit) yapisinda g
hidroksil molekult iceren fenolik bir bigektir. Gallik asit, bitkisel gidalarda, birada
(Sarikaya, 2005), kirmizarapta (Niu, et al., 2004; Kim, et al., 2009; Stanely, et al.,
2009), ysil cayda (Stanely, et al., 2009; Niu, et al., 2004) narda bulunur. En 6énemli
kayna caydir (Gupta, et al., 2007). Gallik asit guclu,gaobir antioksidandir.
Yapilan calgmalarda gallik asitin stperoksit, hidroksil (Stanely, 2009) nitrik toksi
peroksinitrit ve nitroksil (Yilmaz ve Toledo, 2004) radikallerini eikibale getirdgi

rapor edilmgtir.
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Bu bdlumde, dgal fenolik bir antioksidan olan gallik asitin (3,4,5-
trinidroksibenzonik asit)/R islemi sonrasinda ofan hasara karolasi koruyucu etkisi,

biyokimyasal ve histolojik olarak elde edilen bulgularla tdetcaktir.

Gunumizdd/R hasari sonrasinda, kargai fonksiyonlarini dgerlendirmek igin
en cok kullanilan ALT ve AST aktivitesi tayinidir. Karger hasari sonucu ALT ve
AST enzim aktivitelerinin artgn bilinmektedir. Yapilan birgcok ¢aimada karag@erde;
ALT ve AST duzeylerinin arfinin /R sonrasi olgan serbest radikal kaynakli doku

hasarina h#i olabilecesi rapor edilmgtir. (Yabe, et. al., 2001).

Calismamizda; karager fonksiyonlarini dgerlendirmek amaci ile 6lgulen
serum ALT diizeyinde Grup | (kontrol grubu) ile GrupilR grubu) kagilastirildiginda
anlamh farklar gézlendi (p<0.05). Tedavi gruplarindan Grup Il (B2kon gallik asit)
ve Grup IV ( 100 mg/kg gallik asit) ALT dizeyinin ise Grup UR grubu)’ye gore
istatistiksel agidan anlamli derecede dahatklibulunmasi gallik asitin koruyucu

etkisinin old@gunu gostermektedir.

Serum AST duzeyi bakimindan Grup IR grubu), Grup 1l (50 mg/kg gallik
asit) ve Grup IV (100 mg/kg gallik asit), kontrol grubu ile siastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede farkh bulundu (p<0.05). ASTeyilide
kaydedilen arty Grup 1l (/R grubun)'de yiiksek iken, Grup Il (50 mg/kg gallik asit) ve
Grup IV (100 mg/kg gallik asit) de anlamli derecedsigiigozlenmgtir. Ozellikle
tedavi grubu olan Grup Il (50 mg/kg gallik asit)'de gorilen AST edinizin Grup |l
(I/R grubu)’ye gore anlaml derecedesiki bulunmasi gallik asitin 50 mg/kg dozunun

iskemi reperflizyon sonrasi @an hasara kar etkili oldugunu sdyleyebiliriz.

Canbek ve arkaglrinin yaptg calsmada (2008), antioksidan olan

karvakroliin 45 dk. iskemi, 60 dk. reperfiizyon siresi sonrasingamnollR hasarina
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karsl karacgeri koruyucu etkisi agurilmistir. Calsma sonunda ise serum ALT, AST
enzim seviyeleriniri/R grubunda arth, karvakrol verilen grupta ise gl oldugunu
rapor etmglerdir. Bu da bizim cagmamizla paralellik gostermektedir. Benzer sonugclar
Baykara ve arkagtarinin yaptgl calsmada da (2008) gozlengtir. Bu calsmada
antioksidan madde olarak carnosin ve melatonin kullagtmii/R sureleri ise 60 dk /
60 dk. olarak belirlenmgive karacter uzerine koruyucu etkisi incelergtii. Sonug
olarak/R gubunda ALT, AST enzim miktarlari en yiiksek iken, tedavi gruplarisela
disUs oldugu sonucu belirtilrmytir.

Benzer cakmalarla da karager I/R'nun neden oldgu hasarda serum ALT ve
AST deserlerinin kontrol gruplarina gore zamanaglalarak arttgl rapor edilmgtir
(Fouad, et.al., 2007; Tata, et al., 2005; Harmanci Ozakyol, et al., 2000).

SOR olgumunu ve bunlarin meydana getffidhasari dnlemek igin vicutta
bircok savunma mekanizmalari getfistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri
olarak bilinir (Akkws, 1995). Canlilarda savunma mekanizmasinda etkili olan
antioksidan enzimlere; SOD, CAT, Gpx ve kimyasaldiklere de a-tokoferol, askorbik
asit, karotenoid 6rnek verilebilir (Kim et. al., 2005). ,° @adikallerinin yol acl
oksidatif hasara kar antioksidan savunmada rol alan ilk enzim SOD’dur. CAT ya da
Gpx ise HO, ‘i zararsiz yan Urinlere dogtiirir. Bu ytzden hicresel hasarin

siddetinde énemli rol oynarlar.

Calismamizda CAT enziminin elektroforetik sonuclari gddendirildiginde,
Grup Il (/R grubu) de CAT enzim aktivitesi en yiksek bulugtou Bunun sebebini
iskemik dokunun reperfiizyonu ile SOR Uretiminin artmasigalyabiliriz. CAT, Gpx
enzim aktivitelerinin yikselmesi sonucu bu agtrolan radikallerin boylece elimine
edildigini s6yleyebiliriz. Tedavi gruplari olan Grup 1l (50 mg/kg Idabsit) ve Grup
IV(100 mg/kg asit) de CAT enzim aktiviteleri ise Grup Il ilerktastirildiginda daha
disuk olculdii. Buna bz olarak antioksidan 6zefli olan gallik asitini/R hasarina
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kargi koruyucu 6zelki oldugu distinulebilir. Ayni zamanda tedavi gruplar olan Grup
[l (50 mg/kg gallik asit) ve Grup IV (100 mg/kg asit) kendinge kasilastirildiginda

50 mg/kg gallik asit verilen Grup Il (50 mg/kg gallik asit’ CAT enziminin band
alaninin daha diik oldysu goruldi. Bu da bize 50 mg/kg gallik asit miktarinin daha

koruyucu oldgunu ve oksidatif stresi azaltan bir ajan @dnou ortaya koyar.

Calsmamiz, Gpx izoform alanlari agisindan gedendirildiginde ise 1/R
yapiims Grup 1l diger gruplarla kaglastirildiginda tim Gpx izoformlarinda yiikselme
goruldl. Tedavi grublarinda ise gk yogunlukta band alani kaydedildi. En fazla ise
50 mg/kg gallik asit verilen Grup llI'te dine tespit edildi. Bu da bize 50 mg/kg gallik

asitini/R hasarina kar koruyucu oldgunu gostermektedir.

Kapan ve arkaddarinin yaptgl calsmada (2009) aortii/R hasarinda 30 dk
iskemi 60dk reperfiizyon sonucundHR grubu SOD, CAT deerlerinin anlamli
derecede yuksek olgunu ve tedavi grubu olan eritropoetin uygulanan sicanlarda ise
dists kaydedildgini rapor etmglerdir. Bu konuyla ilgili benzer ¢amalarda isel/R
grubunda enzim aktivitelerinde kontrol grubuna goére anlamls adusu rapor
edilmistir (Kiri s vd., 2005; Erten et. al, 2003). Ancakske calsmalardal/R sonucunda
antioksidan enzim miktarlarinda gig oldugu vurgulanmgtir (Singh et al., 2005;
Domashi et al., 2000).

Jayakumar ve arkaglarr yapms olduklari calgmalarinda (2007) Gpx
izoformlarini native page elektroforezi ile ggelendirdiklerinde bu izoformlarin tedavi
grubundai/R grubuna gore daha yiksek gidau bildirmilerdir. I/R grubu ile
karsilastirildiginda 50 mg/kg gallik asit verilen Grup Ill ve 100 mg/kg gallik asrilen
Grup IV de bu izoformlarin diiigt belirtilmistir.
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Demir ve arkadgdarinin yaptg calsmada (1998); hepatik’R hasarina kar
pentoxifylline ve N-acetylcysteine koruyucu etkisi 30 dk. iskemi 20rejerfliizyon
suresi boyunca agariimistir.  Elde edilen CAT ve Gpx enzimlerinin aktivitesi
sonuclarinda yind/R grubunda CAT ve Gpx enzim aktiviteleri artarken, koruyucu
olarak verilen N- acetylcysteine’in CAT ve Gpx enzim akéletini diurdigi
belirtiimektedir. Bu calmalar bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir.

Yapilan baka bir calsma da iskemi reperflizyon modeline gorgigi& sonuclar
alinmstir. Fauad et.al., (2007) gére antioksidan madde olan carnidBigan 30 dk.
once verilerek karager 30 dakika iskemi/ 120 dk. reperfizyona maruz birakiimi
Bunun sonucunda bizim c¢g@inamiza zit olarakj/R grubunda CAT ve Gpx enzim
aktivitesinde azalma gorulirken carnosine verilen tedavi grubunda C/&lpxesnzim
aktivitelerinin I/R grubuna goére arfn gézlenmitir. Okuda ve arkadéarina gore
(1992) SOR'i iskemiyi takiben yapilan reperfizyonun ilk 17 ile 20. disiada en
yuksek seviyeye ufaigl kaydedilmgtir (Demir, et. al., 1998). Bizim ¢camamizda ise
30 dk iskeminin ardindan 60 dk reperfizyon yamimi Sonugclardaki bu farkhlik
muhtemelen kullanilan; deney hayvani tiriiniin, metodun ve mod@&irsifreleri gibi)
farkhhgindan kaynaklanabilmektedir. Gahamizdal/R sonucu olgan oksidatif strese
karsi antioksidan enzim seviyelerinin agitl kaydedildi. Bu ary da 0zellikle
reperflizyon sonucu ajan SOR’a kan olusmus bir savunma sistemi olarak
degerlendirildi.

Yapilan histolojik incelemelerde (HE) kontrol grubu olan Grup | kgexatloku
orneklerinde; central ven etrafinda kord@klinde siralanngihepatositler diizgiin yapi
gostermektedir. /R hasarina sahip ve hichir koruyucu madde veriimeyen Grup |l
karacger orneklerinde ise vakuolizasyon, sinosoidlerde ggmie ve kanama, hepatosit
hiicre siralarinda bozulmalar gozlendi. Grup Iile Grup II'nin kgeadhistolojik olarak
karsilastirildiginda ise iskemi reperfliizyon hasariningsadwldugu sonucuna gidilebilir.

50 mg/kg gallik asit verilen Grup Il kara@r histolojik incelemelerinde ise

sinosoidler, hepatosit siralari ve vena centralis gérinumleri naimakla birlikte yer
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yer kanamalar gozlendi. 100 mg/kg gallik asit verilen Grup Bfakper doku
orneklerinde ise korunmanin olmgdigéorildi.  Sinosoidlerde geteme ve bu

alanlarda kanama olmasi korunmanin olrgemligosterir.

Gallik asitin I/R hasarinin 6nlenmesinde SOR radikallerinin etkisini ortadan
kaldiran bir ajan olarak kullaniigina iliskin herhangi bilimsel kayida rastlanmatm.
Ancak SOR kag bir fenolik madde olan gallik asitin antioksidan olarak kullagildi
cssitli calismalar mevcuttur.

Tung ve arkadgari (2009) sicanlarda CLLUn sebep oldiu kronik karacier
hasarina kar gallik asitin gicli bir koruyucu olgunu bildirmglerdir. Feique ve
arkadalari (2007) da sicanlarda sarizambak bitkisinden ekstrakte edilkk agitin
sican karagerinde ve kaninda lipid peroksidasyonunu azaitti bildirmislerdir.
Bunun yani sira, Jadon ve arkglda (2007) ise albino si¢canlarda G@Qh sebep oldiu
karacger ve bobrek hasarina kagallik asitin tedavi edici oldtunu rapor etmgierdir.
Yeh ve Yen cabmalarinda fenolik asitlerin (gallik asit, gentisik asit, ferudikit p-
kumarik asit) antioksidan enzim aktivitesini arttgaun bulmu ve fenolik asitlerin oral
olarak alinmasinin erken zamanlarinda sican kgrande antioksidan savunma
sisteminin arttirildiini gostermgtir.  Krajka-kuzniak ve Baer-Dubowska (2003)
yaptiklari calgmada tannik asidin sican kargei ve boébrginde sitokrom P450
aktivitesini artirtgini gérmiglerdir.  Ayrica fenolik asit aliminin sicanlardiéR
grubunda SOD, CAT, Gpx mRNA ekspresyounun kontrole gore daha yuksekioldu
belirtmislerdir.

Cesitli calismalarda dal/R hasari sonucu ajan oksidatif strese kar farkli
antioksidanlarin etkili oldgunu gdsterngtir ( Canbek et al., 2008; Senturk, et al., 2008;
Baykara et al., 2009; Rhee, et al., 2002).
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Dogal fenolik asitlerin diyetle alinmasi (meyve, sebze) antioks&tamlerin
tetiklenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir ve bu sayede bicok kronik hastdakida

(6rnezin kanser ve diyabet gibi) 6nlenebilmektedir (Hsu and Yen, 2007).

Sonug olarak biyokimyasal ve histolojik analiz verileri gz 6nine &@nda,
karacger I/R hasarindan 6nce bir fenolik asit olan gallik asitin 50 mg/kfdwaunun

koruyucu etkili oldgu soylenebilir.
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