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OZET

Non Alkolik Yagh Karaciger Olusturulmus Ratlarda Trimetazidin’in Sicak Iskemi

Reperfiizyon Hasarina Karsi1 Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Amagc: Bu ¢alismada; deneysel olusturulan NAFL modelinde sicak iskemi reperflizyona bagl
olusan hasara kars1 Trimetazidin’in (TMZ) koruyucu etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada 32 adet rat kullanildi. Ratlar; Grup 1 (kontrol grubu, n=6),
yiiksek yaglh diyetle beslenen Grup 2 (Sham grubu, n=6), yiiksek yagl diyetle beslenen ve
sicak iskemi/reperflizyon olusturulan Grup 3 (n=10) ve yagh karaciger iskemi/reperfiizyon
olusturulan ve 10 mg/kg oral TMZ uygulanan grup 4 (n=10) olmak tiizere 4 gruba ayrildu.
Ratlardan histopatolojik analiz i¢in karaciger dokusu ve biyokimyasal analiz igin kan
ornekleri toplandi. Serum MDA, NADPH Oksidaz, Cyt-C ve 8-OHdG olgiimleri ELISA,
MPO ve CAT o6lgiimleri ise kolorometrik yontemle gergeklestirildi.

Bulgular: Grup 1’e gore, NADPH Oksidaz ve Cyt-C diizeyleri grup 2 ve grup 3’de anlamli
olarak artma (p<0,001), grup 4’de ise grup 2 ve 3’e¢ gore anlamli derecede azalma gosterdi.
(p<0,001). CAT aktivitesi grup 1’e gore, grup 2 ve 3’de anlamli olarak azalma (p<0,001),
grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’e goére anlaml artma gosterdi (p<0,001). MPO aktivitesinin
grup 1’e gore, grup 2 (p<0,05) ve 3°(p<0,001) de anlamli olarak arttig1, grup 4’de ise grup 3’e
gore ise anlaml olarak distiigi tespit edilmistir (p<0,001). MDA ve 8-OHdG diizeylerinde
ise gruplar arasinda anlaml farklilik gézlemlenmedi (p>0.05). Histopatolojik olarak ise grup
3’de hiicre gruplarnt seklinde hepatosit hasari gozlemlenirken, grup 4’de siniizoidlerin
dilatasyonu, inflamasyon ve hepatik plaklarin yapisal biitiinliigiinde grup 3’e gore diizelme
gbzlenmistir

Sonug: Bu calismada, TMZ uygulamasinin NAFLD’de sicak iskemi reperfiizyona bagli olusan
oksidatif hasara karsi antioksidan savunma mekanizmasia olumlu yonde artiric1 katkida
bulundugu ve mitokondri biitiinliiglinii koruyarak hiicrelerin sag kalimina destek sagladig:
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler:,iskemi/ reperfiizyon hasari, NAFL, Oksidatif hasar, Trimetazidine



ABSTRACT

The Invergation Of the Protective Effect of Trimetazidine Against Hot Ischemia
Reperfusion Damage in Rats with Non Alcoholic Fatty Liver

Aim: In this study; it was aimed to investigate the protective effect of Trimetazidine (TMZ)
against damage caused by hot ischemia reperfusion in NAFL model formed as experimental.

Material and Method:In this study, 32 rats were used. Rats were separated into 4 groups.
These groups are group 1 (control group, n = 6), group 2 (sham group, n = 6) that was fed
with a high fat diet, group 3 (n = 10) that was fed with a high fat diet and warm ischemia /
reperfusion was created and group 4 (n = 10) that fatty liver ischemia / reperfusion was
created and treated with 10 mg / kg oral TMZ. Blood samples for liver tissue and biochemical
analysis were collected for histopathological analysis from rats. The measurement of Serum
MDA, NADPH Oksidaz, Cyt-C and 8-OHdG was implemented by ELISA method, and the
measurement of MPO and CAT was implemented by colorimetric method.

Finding: Compared to Group 1, NADPH Oxidase and Cyt-C levels of Group 2 and 3 showed
significantly increase (p <0.001), while in group 4, there was a significant decrease compared
to groups 2 and 3 (p <0.001) . It was detected that CAT activity decreased significantly in
group 2 and 3 compared to group 1, (p <0.001) and it significantly increased in group 4
compared to group 2 and group 3 (p <0.001). It was also detected that MPO activity
significantly increased in group 2 (p <0,05) and group 3’(p <0.001) compared to group 1 and
it significantly decreased in group 4 compared to group 3 (p <0.001 ).There was no
significant difference between MDA and 8-OHDG levels (p> 0.05). As histopathological,
hepatocyte damage was observed in the form of cell groups in group 3, whereas in group 4,
the improvement was observed in the dilatation of sinusoids, inflammation and the structural
integrity of hepatic plaques compared to in group 3.

Conclusion: In this study it was demonstrated that TMZ application has positively been
contributing to the antioxidant defense mechanism against oxidative damage developed by hot
ischemia reperfusion in NAFLD, and has supported the survival of cells by protecting
mitochondrial integrity.

Anahtar Kelimeler: Ischemia/Reperfusion Damage, NAFL, Oxidative Damage,
Trimetazidine.
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1. GIRIS

Iskemi reperfiizyon (I/R) hasari; sok, kalp yetmezligi, doku rezeksiyonu,
hepatektomi ve organ nakilleri gibi ¢esitli tibbi ve cerrahi girisimler sirasinda goriilen
potansiyel olarak ciddi bir durumdur. I/R hasari, hiicre ve doku hasarina neden olan
karmagsik bir dizi olayr temsil eder. Kan akimi ve oksijenin gegici yoksunlugu
sonucu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT), sitokinlerin ve kemokinlerin eszamanli
salinmasi, yeniden kan akiminin saglanmasi (reperfiizyon) sirasinda kan akisinin geri
doniistimii ve bunun sonucunda olusan hiicresel ve organsal fonksiyon bozuklugu ile
adhezyon molekiillerinin ~ seviyelerinin  artigi, siiregten  sorumlu  baslica

mekanizmalardir (Andrew ve ark., 2008).

I/R hasar1 iki yonden etkili olmaktadir. Bunlardan birincisi iskemi sirasinda,
dokulara oksijen ve besin maddelerinin iletilemesindeki yetersizlik sonucu hiicresel
adenozin trifosfat (ATP) iiretimi azalir ve bunun sonucunda hiicreler anaerobik
solunuma yénelir. Buna bagli olarak hiicre igine kalsiyum (Ca®") girisi artar ve nitrik
oksit (NO) tiretimi azalir, hiicre i¢i pH seviyeleri diiser. Bu durumdan en ¢ok

etkilenen organel mitokondridir (Kalogeris ve ark., 2016).

Hiicre i¢in asil hasar ikinci durumda gergeklesir. Reperfiizyon sonucunda
ortamdaki ani oksijen miktarindaki artiglar, iskemik ortama uyum saglamis
hiicrelerin ROT saldirisina kars1 savunmasiz kalmasina ve reperfiizyona bagl hiicre
ici pH artis1 sonucu, pH baghml fosfolipazlarin ve proteazlarin aktiflestirilmesine

bagli hiicre 6liimleri meydana gelir (Lien ve ark., 2003).

I/R hasarina iliskin yapilan ¢alismalarda, kisa siireli I/R uygulanmasinin, uzun
stireli iskemi durumlarinin olumsuz etkilerini hafiflettigi gosterilmis ve buna iskemik
on kosullanma adi verilmistir. Bu iskemik 6n kosullanmay: taklit eden birgok
farmakolojik ajan kullanilarak cesitli arastirmalar yapilmasima karsin, I/R hasarmin

Oonlenmesine yonelik caligmalarda, ortak bir goriis birligine varilamamaistir.



Non Alkolik Yagh Karaciger Hastaligt (NAFLD); insiilin direnci, obezite,
hiperlipidemi ve oksidatif stres ile iligkili bir hastaliktir. Bu tanim asir1 miktarda
alkol tiiketimine bagli olarak gelisen alkolik karaciger yaglanmasindan (AFLD)
ayirmak i¢in kullanilmistir. NAFLD’de alkol alim1 olmamasi ya da az diizeyde alkol
alinmasma karsi, AFLD’deki komplikasyonlarin goriilmesi bu tanimi zorunlu

kilmigtir (Li ve ark., 2015).

NAFLD basit steatozdan, non-alkolik steatohepatit (NASH), fibrozise hatta
siroza kadar ilerleyen genis bir klinik durumunun genel adidir. NAFLD’nin her
evresinde  steatotik  karaciger mevcuttur. Hastaligin  mekanizmasi  tam
aydinlatilamamis olmasia ragmen, metabolik sendrom olarak adlandirilan diyabet,
obezite, hipertansiyon ve hiperlipideminin eslik ettigi olgularda sik rastlanilmasi

NAFLD tedavisi igin ip uglari saglamistir (Evelyn ve ark., 2017).

NAFLD’nin artan insidans1 karaciger vericilerinin kullanabilirligini
azaltmaktadir. Her ne kadar steatotik karaciger, nakil i¢in bir karaciger kaynagi
olarak kabul edilse de NAFLD mevcudiyeti karaciger ameliyatindan sonra karaciger
hasarmi siddetlendirir (Yang ve ark., 2015). Yapilan c¢alismalar, steatotik
karacigerlerin nakilden sonra normal karacigerlere gore daha siddetli akut I/R
hasariyla kars1 karsiya kaldigin1 gostermektedir (Luo ve ark., 2011). Bu nedenle
NAFLD’nin varligi karaciger cerrahi girisimleri sonrasi morbidite ve mortalite

riskini arttiran 6nemli bir unsurdur (Tashiro ve ark., 2014).

Trimetazidin (TMZ) anti iskemik bir piperazin tiirevidir (Nadkarni ve ark.,
2015). Bu etkisini yag asidi oksidasyonunun son basamagini kataliz eden 3-ketoagil-
CoA tiyolaz1 (3-KAT) inhibe ederek ve sitrik asit siklusu enzimlerinden piruvat
dehidrogenezi (PDH) dogrudan uyararak yapar (Liu ve ark., 2016). Yapilan birgok
calisma TMZ nin iskemi sirasinda ATP miktarini artirdigini, hiicre i¢i pH diizeyinin
diismesini engelledigi ve hiicre i¢1 Ca** girisini azaltarak mitokondriyal hasar {izerine

koruyucu bir etkinlik gdsterdigini rapor etmistir (Besik¢i ve Ozkan, 2008).



Buna ragmen, NAFLD olgularinda karaciger cerrahi girisimleri sonucu olusan
I/R hasarina kars1 TMZ’nin koruyucu etkinligini {izerine yapilan arastirmalar yetersiz

gorilmektedir.

Bu c¢alismada yiiksek yagli diyet ile NAFL modeli olusturulmus ratlarda,
karaciger I/R hasarma karst TMZ’nin koruyucu etkinliginin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskemi —reperfiizyon (I/R)

Iskemi; Dokulara kan yoluyla ulasan oksijen ve besinsel molekiillerin belirli
bir nedenden Otiirli ulagiminin engellenmesi olarak tanimlanmaktadir. Dokulara
yeterli oksijenin iletilememesi sonucunda, hiicreler anacorobik yolu tercih eder ve
hiicre i¢i laktat birikimi sonucunda pH diizeyleri diiser (Siemionow ve Arslan, 2004).
pH’nin diismesi hiicrelerdeki enzim kinetikleri iizerine olumsuz etkiler meydana
getirir. Bu durumdan en ¢ok etkilenen organellerden birisi de mitokondridir. Hiicre
i¢i asidoza bagl olarak mitokondri membran gegirgenligi artar ve sitokrom-c (Cyt-C)
salimimi olusur. Bu da apoptozisin baslamasina katkida bulunur (Wang ve ark.,
2017). Ayrica iskemi esnasinda hiicre i¢i enerji depolarinin azalmasi sonucunda
Na’',K'-ATPaz pompasmm inhibe olmasi sonucu, hiicre i¢i Na' ve Ca*
derisimlerinde artislar meydana gelir (Green ve ark., 1989). ikincil haberci olarak
gorev yapan nitrik oksit diizeylerindeki degisimler de hiicre biitiinliglinii olumsuz

etkiler (Ozkaya ve Kogdor, 2008).

Reperfiizyon; Iskemiye ugramis olan dokunun kan akimi saglanarak yeniden
oksijenlendirilmesi olarak tanimlanir (Ortadeveci ve Oz 2017). Iskemiye maruz
kalan  dokunun yeniden oksijenlendirilmesi, biriken toksik maddelerin
uzaklastirilmasi ve hiicresel enerji diizeylerinin yiikselmesi hiicreler i¢in hayati 6Gnem
arz etmektedir (Bavarsad ve ark., 2018). Ancak, aneorbik sartlara uyum saglamis
iskemik hiicreler, reperflizyona bagli yeniden oksijenlenmesi esnasinda pH’nin
asitlikten alkaliye dogru ani degisimi sonucu pH’a baglimli fosfolipazlari ve
proteazlar aktiflestirerek hiicre 6liimlerine neden olmaktadir. Ayrica iskemik dokuda
biriken toksik maddeler reperfiizyon esnasinda diger dokulara da ulasarak oradaki

hiicreler i¢in toksik etkiler meydana getirebilir (Baykara ve Tekmen, 2005).



2.1.1. iskemi ve reperfiizyon hasarinda yeralan mekanizmalar

I/R hasar1 altinda yatan mekanizmalar, sekil 2.1.’de goriildiigii iizere birbiri ile
baglantili pek ¢ok biyokimyasal yolaktan olusmaktadir. Bu yolaklarin birbirini
tetiklemesi karaciger gibi 6nemli organlarin hiicrelerini apoptozise veya nekroza

yonelterek hiicre 6liimii ve doku kaybina neden olmaktadir.

EC: endotel hiicre, KC: Kupffer hiicre, ET: endotelin, TNF-a: tiimor nekroz faktor, IL-1: interlokin-1, Cyt-C: sitokrom-C, ROS:
reaktif oksijen tiirleri, NO: nitrik oksit, ATP: adenozin trifosfat, XDH: Ksantin dehidrogenaz, XO: Ksantin oksidaz, ICAM:
Intrsaseliiler hiicre adhezyon molekiilii, VCAM: Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii

Sekil 2.1. Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda yer alan mekanizmalar1



2.1.1.1 pH paradoksu

Normal oksijenli ortamda, bag doku olusumunda onemli gorevi olan prolil
hidroksilaz 2 (PHD2), hipoksi uyarilabilir faktor-la (HIF-1la)’y1 hidroksilleyerek
yikimina sebep olur. Iskemi sirasinda hiicrelerin oksijensiz kalmasi sonucu, prolil
hidroksilaz 2 (PHD 2) inaktif olur ve HIF-1a’y1 hidroksilleyemez. Bunun sonucu
HIF-1a hiicrelerin oksijensiz ortamda yagamalarina olanak saglamak i¢in glikolitik
yol enzimlerinin diizeylerini artirir ve oksijensiz ortamda hiicresel faaliyetlerin

devam etmesini saglar (Ruthenborg ark., 2014; Fukazawa ve ark., 2016).

Dokulara oksijen saglanamamasi sonucu anaerobik glikoliz hiz1 ¢ok artar ve
glikoliz yolaginin son iirlinii olan piriivat, asetil-Co-A yerine laktat’a doniisiir.
Laktat’in birikmesi pH’nin siirekli diigmesine ve hiicre i¢i asidoza neden olur.
Iskemiden sonra reperfiizyona gegis, iskemik ortama alismus hiicreler igin biiyiik bir
sorundur. Ciinkii reperfiizyon sonucu hiicre i¢ci pH’nin ani artislart iskemik
hiicrelerde pH’ya bagimli bazi proteazlari aktive ederek hiicre 6liimlerine bu da doku
hasarlarina neden olur. Bu durum pH paradoksu olarak bilinir. Yapilan bazi
caligmalarda iskemik hiicrelerin reperflizyonu esnasinda ortam pH’sinin asidik

tutulmast hiicre 6liimiinii azalttigin1 gostermistir (Kalogeris ark., 2016).
2.1.1.2 Lokosit-endotel hiicre etkilesimi

Dolasimda l6kositler ile endotel hiicreleri arasinda devamli bir etkilesim vardir.
I/R hasar1 sonucu lokositlerin, inflamasyon bolgelerine tutunmalar1 icin cesitli
faktorler islev goriir. Lokosit endotel etkilesiminde ilk gorev alan mekanizma
selektin ve seleketin ligandlar arasinda gerceklesen diisiik afiniteli baglanmadir. Bu
faktorlerden en onemlisi lektin benzeri adhezyon molekiiliiniin bir iiyesi olan P-
selektindir.  Endotel hiicrelerinde P-selektin sentezi; ROT, sitokin, histamin ve
trombin gibi uyaranlarin artist sonucu derhal baslar. Polimorf niiveli l6kositlerde
(PMNL) bulunan P-selektin, P-selektin Glikoprotein (PSGL-1) reseptorii ile

etkileserek 16kositlerin hiicrelere yapigsmasina neden olur (Uylas, 2015).



Selektinlerin bu diistiik afiniteli baglantisi, 16kositlerin endotel boyunca hizli bir
sekilde degil, adeta yuvarlanarak yavas hareket etmesini saglar. PMNL aktivasyonu
sonucunda Lokosit betay integrinleri olan CD11/CD18 sentezi artar. Bu integrinler
CDI11a/CD18, CD11b/CD18 ve CD11¢/CD18 olmak iizere ii¢ heterodimer seklinde
bulunurlar. Beta, integrinlerin her ii¢ ¢esidi, endotel hiicrelerinde yer alan hiicre igi
adhezyon molekiiliine (ICAM-1) sikica baglanirlar. Ayrica endotel hiicrede yer alan
vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii (VCAM-1) de, l6kositlerdeki ¢cok gec antijen 4
(VLA,) araciligiyla ile baglanir (Kiling ve Kiling, 2003).

Son asamada bir bagka protein olan trombosit endotel hiicre yapisma proteini-1
(PECAM-1) ndétrofillerin endoteller arasinda gecisi olayinda gorev alir. Bu
mekanizmalar sonucu 16kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Aktive olmus
16kositler daha i¢ bolgelere dogru goc¢ etmeye baslarlar ve burada 16kosit aktivitesi
sonucu serbest radikal miktarlarinda artig, fosfolipaz A, aktivasyonu sonucu
aragidonik asit metabolitlerindeki artiglar ve lizozomal enzimlerin serbestlesmesi

sonucu endotel hasari ve hiicre 6liimleri meydana gelmektedir (Gibbins, 2004).
2.1.1.3 Nitrik oksit (NO)

NO, renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit bir molekiildiir.
1970°’li yillarda sitoplazmik guanilat siklaz enzimini aktive ederek damar diiz
kaslarinda gevsemeye neden oldugu bulunmustur (Evora ve ark., 2012). NO, nitrik
oksit sentaz (NOS) ailesinin indiiklenebilir (iNOS), néronal (nNOS) ve endotelyal

(eNOS) izoformlari tarafindan sentezlenir (Pradhan ve ark., 2018).

NO, normal fizyolojik sartlarda 10kosit adhezyonunu engelleyici,
vazodilatasyon ve hiicre sinyal iletisimi gibi ¢esitli rollerde gorev alir. NOS
inhibitorleri tarafindan P-selektin diizeylerinin arttirildig1 ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmesi, NO’in P-selektin sentezini inhibe ettigi diisiincesine yol a¢cmis ve
histokimyasal yontemlerle desteklenmistir (Parakaw ve ark., 2017). Bunun yaninda
bagka bir adhezyon molekiili olan VCAM-1’in de NO tarafindan baskilandigi
bildirilmektedir (Khan ve ark., 1996).



I/R hasar1 sonucu artmis serbest radikaller, NO ile tepkimeye girerek toksik bir
molekiil olan peroksinitrit tiretimine neden olurlar. Olusan peroksinitrit birgok amino
asidi ve tiyol gruplarim1 nitrozasyonlayarak, tiyol bagimli emzimlerin
inaktiflesmesine neden olur. Ornegin; MnSOD bunlardan biridir. MnSOD’un
peroksinitrit tarafindan nitrozasyonu bu enzimin aktivitesini diigiirerek anti oksidan
savunma mekanizmasina hasar vermektedir. Ug aminoasitten olusan bir protein olan
glutatyon, peroksinitritin bu etkilerine kars1 koruyucu rol iistlenebilir. Ancak hiicreler
peroksinitrite kars1t glutatyonu kullanmasi sonucunda, hiicrelerde indirgenmis
glutatyon diizeyinin diismesine bu da hiicrelerin artmis oksidatif strese karsi

miicadelesinde direng kaybetmesine neden olur (Megan ve ark., 2014).
2.1.1.4. Kompleman sistem

Kompleman sistem (KS); konagin savunmasinda ve inflamatuvar olaylarin
diizenlenmesinde gorev alan bagisiklik sisteminin bir pargasidir. Bu sistem normal
kosullarda veya herhangi bir uyaran olmadigi siirece inaktiftir ve zimojen olan
30’dan fazla proteini barmndirir. Herhangi bir uyaran durumunda ise ilk zimojen
komponent aktive olur ve kendinden sonraki diger inaktif komponentleri aktive

ederek sanki bir selale kaskadi olusturur (Hammad ve ark., 2018).

KS ii¢ yolla meydana gelir;

1- Klasik yol
2- Alternatif yol
3- Lektin yolu

Her ii¢ yolda da amag¢ Sekil 2.2.°de goriilecegi lizere kompenent 5 (C5)
aktivasyonunu saglamaktir. Bu her ii¢ yol sonuncunda; opsonizasyon, kemotaksis ve
membran atak kompleksi ile mikrobiyal 6liim gerceklesmektedir. KS aktivasyonu
sonucu tretilen proteinler C3a, C3b, C5a, C5b,C6,C7,C8 ve C9’dur (Ricklin ve ark.,
2010).



KS’nin I/R hasarindaki molekiiler mekanizmasi tam olarak ¢oziilememistir.
Ancak bu komponentlerden bazilar1 inflamasyon siddetini arttirarak I/R hasarina
katkida bulunabilecegi Ongoriilmiistiir. Bunlardan o&zellikle C3a ve Cba gibi
proteinler, opsonizasyon ve membran atak kompleksi gibi etkiler disinda, 16kosit
aktivasyonu, monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi
molekiillerin iiretimini arttirarak, inflamatuvar yanitin giiciinii arttirmaktadir. C5a
monosit ve noétrofillerde arasidonik asit lipooksijenaz yolagini aktive etmektedir.
Ayrica KS aktivasyonu sonucu VCAM-1, ICAM-1, E-selektin ve P-selektin gibi
bircok 16kosit adhezyon molekiiliiniin de sentezi artmaktadir. KS’nin bu etkiler

sonucu I/R hasarina katkida bulundugu diistiniilmektedir (Zhudema ve Zhang, 2010).
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Sekil 2.2. Kompleman sistemin meydana gelis yolaklari



Nitekim Jaeschke ve ark. (1993), hepatik iskemi oncesi kompleman inhibitorii
kullanilmast durumunda, oksidatif stresin ve ndtrofil birikmesinin azaldigi, bunun
sonucu I/R hasarin diistiigiinii bildirmislerdir. Arumugam ve ark. (2009), yaptigi
calismada ise C5a reseptor inhibitor kullanimi ile hepatik I/R hasarinda anlamh

azalmalar oldugunu bildirmistir.
2.1.1.5. Sitokinler

Sitokinler bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenip salinan ¢ok yonlii biyolojik
fonksiyonlar1 olan polipeptidlerdir. I/R hasarinda sitokinlerin aktif rol oynadiginm
gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Sitokinler proinflamatuvar ve antiinflamatuvar
etki gosterebilirler. Proinflamatuvar sitokinler arasinda en meshurlar1t TNF-a, IL-1 ve
IL-6’dir. TNF-a cesitli uyaranlarla karst birgok hiicre tarafindan sentezlenip salinan
bir molekiildiir (Akhorfy ve ark., 2000). Karaciger I/R durumunda TNF-a’nin hasara
katki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmasina karsin, TNF-a’nin I/R
hasarinda hiicreleri apoptosize yonlendirebilecegi veya direkt olarak mitokondri
tizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda karaciger

I/R sonrast TNF-a diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Akdogan ve ark., 2016).

IL-1 birgok fonksiyonu olan bir sitokindir. Bunlar arasinda makrofaj
aktivasyonu, prostaglandin sentezi, akut faz proteinlerin ekspresyonu, ICAM-1 ve
VCAM-1 gibi adhezyon molekiillerinin ekspresyonun arttirmasi sayilabilir (Altas ve
ark., 2011).

Yukarida deginildigi gibi karaciger I/R hasarinda, TNF-o miktarinda asir1
artiglar olur. TNF-o da IL-1’in sentezini artirir. Artan IL-1 diizeyleri I/R hasarin
siddetini gii¢lendirebilir. Ayrica IL-1 makrofajlar1 aktive ederek daha fazla miktarda
TNF-o salinigina neden olur. IL-6 ise I/R sirasinda kupffer hiicre aktivasyonuna
sebep olarak, PMNL’nin endotel hasari olusumuna katki saglar. Bunun yam sira
hepatositlerden akut faz protein salinisini da arttirir (Xufeng ve ark., 2016; Jaeschke,
2006).
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2.1.1.6. Serbest radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde ortaklanmamis elektron bulunduran atom
veya molekiillerdir (Staroverov ve Davidson, 2000). Bu molekiiller dis
yoriingelerindeki elektron ac¢higini gidermek i¢in viicudumuzda birgok molekiile
saldirarak, dis yorlingelerinden bir elektron alirlar. Boylece diger molekiilii radikal
hale getirerek bir dizi zincirleme radikal tepkime meydana gelmesine yol acarlar. Bu
yiizden serbest radikaller ¢ok reaktiftirler. Bu molekiiller anyonik, nétral ve katyonik

formlarda bulunabilirler (Halliwel, 1994).

Bu reaktif molekiiller biyomolekiillerle etkilesime girmekte viicudumuzda
protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi yapilara saldirmasi sonucunda hiicre
membran hasari, nekroz, apoptoz, yaslanma ve kansere yol agmaktadir (Kopani ve

ark. 2006; Kehler ve Klotz 2015).

2.1.1.6.1. Serbest radikal olan molekiiller

Siiperoksit anyonu (O, )

Siiperoksit anyonu (O ~) molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucu olusur.
Molekiiler oksijenin indirgenmis gecis metallerinden tek bir elektron almasi sonucu
siiperoksit anyonu olusur. Ayrica, mitokondri elektron tasima sisteminde molekiiler
oksijene elektron veren molekiil, rediikte nikotinamid adenin diniikleotidtir (NADH).
NADH molekiiler oksijene elektron verirken kendisi okside forma déner (NAD).
Siiperoksit, her ne kadar bir serbest radikal kabul edilse de ¢ok reaktif olmadigindan
viicuda direkt olarak fazla bir zarari yoktur. Asil etkisi hidrojen peroksit (H20,)
olusturmasi ve gegis metallerinin oksidasyonudur (Cherubini ve ark. 2005).

Fe2* + O, > Fet + 0y
Cu +0, > Cu®?" +0,°
NADH + O, » NAD' +0, "

11



Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin iki adet hidrojen ile birlesmesi sonucu olusur. Biyolojik
sistemlerde H,0,, iki siiperoksit molekiliiniin iki proton alarak ters gevirim
reaksiyonu sonucu H;O, ve molekiiler oksijen olusturmasi sonucu meydana
gelimektedir (Forman 2016). H,O, bir serbest radikal degildir. Ancak olustugu
bolgeden daha uzaklara gidebilen ve biyolojik membranlara niifuz edebilen uzun
Omiirlii bir molekiildiir. H,O, ndétrofillerde myeloperoksidaz (MPO) tarafindan
hipokloroz asite (HOCI) doniistiiriiliir ve gecis metallerinin oksidasyonu esnasinda en
tehlikeli radikal olan hidroksil (OH') radikali {iretimine katkist olur. (Karabulut ve
Giilay, 2016).

20, + 2H" » H,O, + 0O,

Hidroksil radikali (OH)

Bu radikal biyomolekiiller i¢in en zararl olanidir. Kisa dmiirlii ve ¢ok reaktiftir
(Zou ve ark., 2017). Atomik yapidaki oksijen ile hidrojen atomunun birlegsmesi
sonucu olugur. Olusumu bir¢ok olay: tetikleyebilir. Bunlardan biri ekzojen kaynakl
olan yiiksek enerjili gamma radyasyonudur. Bu elektromanyetik dalga su
molekiiliindeki O-H bagimi kirarak hidrojen atomu ve hidroksil radikali olusturur.
Bir diger yol fenton reaksiyonu olarak anilan ve H»O;’in gecis metalleriyle etkilesimi

sonucu hidroksil radikali meydana getirmesidir (Southoin ve Powis, 1998).

Diger bir olusum mekanizmasi ise H2O;’in tekrar siiperoksit anyonu ile
tepkimeye girmesi sonucu olusumudur. Bu olusum da Haber-Weiss reaksiyonu

olarak tanimlanir (Cheeseman ve Slater, 1993).

H,0, + Fe* » Fe™ +OH +OH (Fenton Reaksiyonu)

H,O; + Oy~

v

O, + OH + OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

12



2.1.1.6.2. Antioksidan enzimler
Siiperoksit dismutaz (SOD)
Bu enzim, siiperoksit anyonunu H>O, ve molekiiler oksijene doniistiiren
reaksiyonu Katalizler. Béylece O, ~ anyonunu etkisiz hale getirirken ayn1 zamanda

H20, de meydana gelir. SOD’un iki izoenzimi vardir. Bunlar Cu,Zn-SOD izoformu

sitozolde, Mn-SOD izoformu ise mitokondride bulunur (Kinnula ve ark., 2004).

20, +2H" D, H,0,+0,

Katalaz enzimi (CAT)

Katalaz H,O,’in su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglayan reaksiyonu
katalizler. H,O, normal sicaklik ve notr pH’da kararli bir molekiildiir, ancak
reaktifitesi yliksek OH' radikalleri olusturarak hiicre harabiyetlerine neden
olmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri iizerine yapilan birgok
calismada, CAT’in temel antioksidan savunma sisteminin vazgegilmez bir unsuru

oldugu gostermistir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2012; Venarucci ve ark., 1999).

CAT, esas olarak peroksizomlarda, az miktarda da hiicre sitozoliinde bulunur.
CAT i¢ smifa ayrilir, ilk iki simf HEM igeren gergcek katalazlar olarak
adlandirilirken, 3. Grup HEM i¢ermeyen manganez katalazlari olarak adlandirilir.

(Chelikani ve ark., 2004) .

2 H,0, CAT » 2H>,0 +0,

I/R hasart hiicrelerde birgok fonksiyonu olumsuz etkileyerek, hiicrelerin
biitiinliigiinii ve biyokimyasal diizenini bozarak hiicreleri dliime siiriikler. Ozellikle
de bu etkilerini dokularin oksidan-antioksidan dengesini bozarak gosterir. I/R hasari
sonucu artmig ROT diizeyleri hiicrelerin antioksidan havuzunu tiiketir (Liu ve ark.,

2015).

Peroksizomlar, lipit metabolizmasi icin gerekli bir organel olup, ¢ok uzun
zincirli yag asitlerini ve mitokondride okside edilemeyen dalli zincirli yag asitlerini
B-oksidasyonla parcalamaktadir. Peroksizomlar ayni zamanda hiicre i¢i redoks

homeostazinin idame ettirilmesinden de sorumludur. CAT’1n peroksizomlarda yogun
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bulunmasi, yagl karaciger i¢in bir sorun teskil eder. Ciinkii peroksizomlarda stirekli
yag oksidasyonu sonucu, H;0, iiretiminde artis meydana gelir, bir siire sonra CAT

diizeyleri bu artigla bas edemez hale gelebilir (Lingjuan ve ark., 2017).

Glutatyon rediiktaz (GSS-R)

Glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir. Enzim,
eritrosit, karaciger ve bobrekte bol bulunur. Prostetik grup olarak 2 adet flavin adenin
diniikleotit (FAD) igerir. Glutatyonun rediikte formu, serbest radikallere proton
vererek molekiilleri etkisizlestirirken, kendisi okside formuna doéner (Young ve
Woodside, 2001). Bu okside glutatyonu yeniden rediikte formuna getirmek igin GSS-
R enzimi reaksiyonu katalizler ve bu reaksiyon i¢cin NADPH’a ihtiya¢ duyulur, bu
reaksiyon igin gereken NADPH’in biiylik kismi pentoz fosfat yolundan elde
edilmektedir (Reilly ve ark., 1991).

GSSG + NADPH GSSR__» H +2GSH + NAD®
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Tetramerik yapida olan bu enzim selenyum icermektedir. Bu enzim, rediikte
glutatyonun radikalleri etkisiz hale getirmesi sirasindaki reaksiyonu katalizler ve

reaksiyon sonunda glutatyon okside formuna doniisiir (Cnubben ve ark., 2001).

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidan
enzimler birlikte GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikal hasarina karsi
fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan
strese karst en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma hidrojen

peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar (Akkus, 1995).

H,O,+2 GSH CRPX 5 GSSG +2H,0

ROOH +2 GSH SHPx 5 GSSG +ROH + H,0

»

14



2.1.1.6.3. Serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Serbest radikaller ¢ok kararsizdirlar ve kendilerini kararli hale getirebilmek
i¢in, yakinindaki elektronca zengin molekiillere ataklar yaparlar ve onlardan elektron
kopararak bu molekiilleri de birer radikale doniistiiriip stabilitesini bozarlar. Sekil
2.3. de gorildiigi tizere viicudumuzda boyle molekiillerin yapilarinin bozulmasi

hiicre biitlinliigiinii kaybedilmesine sebep olur.

SERBEST RADIKAL URETIMI

0:-H,0,

GECIS METALLERI
(Fe¥, Cu)

OoH

LiPID PEROKSIDASYONU DEGISMIS PROTEIN HASARI
DNABAZLARI

Sekil 2.3. Serbest radikallerin hiicresel etkileri
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Lipit peroksidasyonu

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA), elektronca zengin yapilardir ve OH
radikali i¢in agik bir hedef teskil ederlerler. OH' radikali yag asitlerine saldirarak yag
asidinin bir metilen grubundan hidrojen atomunu ¢ikararak H,O seklinde kendini
kararli hale getirir ve artik yag asidinin kendisi karbon merkezli bir lipit radikaline
(L") doniisiir. Cift bag iceren doymamis yag asitleri ROT /RNS ve oksijen varliginda
peroksidasyona ugrar. Arasidonik asit (dort ¢ift bag), linolenik asit (ii¢ ¢ift bag) ve
linoleik asit (iki ¢ift bag) oksidasyona daha yatkindir. Bu zincir oksidasyon
reaksiyonu sirasinda birkag lipit molekiilii (LH) oksitlenir (Esterbauer ve ark., 1992).

LH » L

Daha sonra karbon merkezli bu lipit radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona
girer ve lipit peroksil radikali (LOO’) olusur. Peroksil de kendisi bir radikal
oldugundan yakinindaki yag asitlerinin metilen gruplarma saldirir ve agiga ¢ikan
hidrojen atomunu kendi yapisina katarak lipit hidroperoksitlerine doniisiir (LOOH')

ve boylece zincirleme bir reaksiyon baslamaktadir (Bottje ve ark. 1995).

L+0; » L OO

LOO +LH » LOOH + L

LOOH ¢ok dengesiz bir molekiildiir bu yiizden hizlica yikima ugrar. Lipit
peroksidlerin yikimi sonucunda malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi
molekiiller meydana gelir ve yine bu molekiillerin de DNA ve proteinlerin yapilarini
bozucu etkileri vardir (Niki ve ark., 2005). Yag asitlerinin radikallesmesi sonucu
Ozellikle hiicre membran stabilitesini bozulur gegirgenligi artar, hiicre igine su ve

Ca*? girisine bagh olarak hiicre siser (Spiteller, 2005).
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Sekil 2.4. MDA olusumu

Karacigerde I/R hasar1 sonucu, azalan ATP miktarin1 yerine koymak ig¢in

mitokondride elektron transport zinciri aktivitesinde artis meydana gelir. Buna bagh
olarak iiretilen oksijen kaynakli radikal miktarindaki artiglar, hiicre membraninda
lipid peroksidasyon artiglarina neden olarak hiicre harabiyetine yol agmaktadir. I/R
sirasinda karacigerde biiyiik oranda serbest oksijen radikalleri olugsmasi ve iskemi
nedeniyle intrahepatik savunma mekanizmalar1 diizensizligi, radikallerin etkili bir
sekilde temizlenmesini saglayamaz, boylece karakteristik hiicre hasarina yol agar ve
membran lipid peroksidasyonunun metabolik {iriinii olan MDA diizeyleri artar.
MDA, proteinler ve bunlarin ilgili primer amino gruplari arasinda bir g¢apraz

baglanma reaksiyonu baslatarak, hiicre fonksiyonunun yok edilmesine yol acabilir.

(Wen-S ve ark., 2016).
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Oksidatif hasarm proteinler iizerine etkileri

Uc boyutlu yapida tiyol (~SH) grubu ve doymamis bag iceren amino asitlere
sahip proteinler serbest radikallerden daha belirgin etkilenmektedir . Ciinkii —SH
gruplar1 ve doymamis baglar radikal saldirilara miisaittir. Bu saldirilar sonucunda
proteinlerde ¢apraz baglanma, peptid baglarin kirilmasi, {i¢ boyutlu yapinin
bozulmasi ve agregasyon goriilebilir (Dean ve ark., 1997). Viicudumuzda yer alan
enzimler de protein yapisinda oldugundan yapisal degisim enzimlerde de aktivite
kayiplart meydana getirmektedir. Ayrica hiicre sinyal iletimindeki aksakliklar da gen
ifadesinin degismesine neden olmaktadir (Hawkins ve Davies, 2001; Lobo ve ark.,
2010).

Oksidatif hasarin DNA iizerine etkileri

Serbest radikaller bircok mekanizma ile DNA iizerinde zincir kiriklarina, DNA
baz ve seker modifikasyonlarina neden olur (Cooke ve ark. 2003). OH' radikali hem
ptirin hem de pirimidin bazlar1 ile reaksiyona 8-oksoguanin, 2-oksoadenin ve 5-
hidroksi—-metilurasil gibi degismis bazlar olusturabilmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 2001).

DNA bazlarinin oksidatif hasarinin 6nemli bir sonucu, AT<GC ve GC—AT
degisiminin neden oldugu mutasyondur (Kalyanaraman, 2013). Bu mutasyonlar

protein gen ifadelerinde degisiklige neden olabilirler (McDorman ve ark., 2005).

Mitokondri DNA’s1 genomik DNA’ya oranla serbest radikallerden daha ¢ok
etkilendigi ve bunun nedenleri arasinda mitokondiri DNA’sinin serbest radikallerin
daha fazla olustugu bolgelere yakin yerlesimli olmast ve histonlar tarafindan
korunmadigi, kendini onarma mekanizmasinin da smirlt olmasi ileri striilmiistiir

(Lim ve ark., 2005 ; Lagouge ve Larsson 2013).

Guanin baz1 Sekil 2.5.’de goriilecegi iizere, 6zelikle OH' radikali ataklarina en
yatkin olan bazdir. Guaninin 8. poziyonundaki karbon atomuna OH- radikalinin
saldiris1 sonucunda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) ve 8-hidroksi guanin
(8-OHGua) olusur.
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Sekil 2.5. OH radikalinin Guanin bazina saldirmasi

8-OHdG, oksidize guanin iceren diger tiirlerin aksine hiicre zari iginden
gecebilir, bu nedenle oksidatif stres ile iliskili hastaliklara sahip hastalarin idrar1 veya
serumunda genellikle saptanir (Hsieh ark., 2014) . Birgok ¢aligmada oksidatif stresle
iliskili hastaliklarda artmig 8-OHdG seviyeleri gosterilmis olsa da, 8-OHdG'nin kesin
biyolojik rolii belirlenememistir. Okside edilmis deoksiguanozin, mutagenez
indiiklemek i¢in olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle ¢ogu arastirmaci 8-OHdG'nin
hiicrelerde mutajenik veya zararli etkilere sahip olabilecegini diisinmektedir (Ock ve
ark., 2012).

8-OHdG'nin bir bagka biyolojik 6nemi, insan kanserlerinde en sik rastlanan
somatik mutasyonlar arasinda yer alan G > T geg¢islerini indiikleme kabiliyetinden

kaynaklanmaktadir (Pilger ve Riidiger, 2006).

Karaciger I/R hasar1 sonucu, artmis oksidatif stres ve bununla artik bas
edemeyen tiikkenmis antioksidan enzim diizeyleri DNA’nin ROT saldirisina ugramasi
icin uygun ortami saglayabilir. I/R’nin iskemi ve reperfiizyon safhalarinda 8-OHdG
diizeylerinin yiikseldigine dair bulgulara rastlanmaktadir (Hong ve ark., 2017).
Oksidatif hasar mekanizmas1 I/R olgusunda merkezi bir rol alarak DNA gibi 6nemli
molekiillerin harabiyetine katki saglayabilir. Her ne kadar 8-OHdG oksidatif strese
bagli gelisen DNA hasarinin bir belirteci olarak 6nemini korusa da, deneysel olarak
diisiik dozlarda 8-OHdG uygulanmasinin paradoksal bir sekilde oksidatif strese bagli
iltihapli hastaliklarda hiicre savunmasina katkis1 oldugunun gosterilmesini bildiren

calisma da mevcuttur (Yamagami ve ark., 2000).
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Oksidatif hasarin karbonhidratlar iizerine etkileri

Diyetle alinan glukoz molekiiliin hiicre igine girmesiyle birlikte, glikoliz
yoluna girerek metabolize olur. Bu metabolik yol esnasinda NADH iiretim miktari
artar. NADH molekiilleri elektron tasima sisteminde ATP iiretmek tizere bir dizi
reaksiyona girer, elektron transport zincirinde (ETS) serbest radikal kagaklar
meydana gelir. Glukoz miktarindaki artislarin, ETS yolundaki artigla paralel olarak
serbest radikal kagaklarinin artmasi oksidatif hasar1 siddetlendirebilir (Green ve ark.,
2004).

Ayrica yiiksek glukoz konsantrasyonlari, enzimatik olmayan vyollarla
proteinlerin glikasyonuna neden olur (Gillery ve ark., 1988). Viicudumuzda glukoz
konsantrasyonlarinin artmasina bagh olarak glukoz, sorbitol ve fruktoz iiretmek igin
poliol yolu olarak adlandirilan yola girer. Aldoz rediiktaz enzimi kataliziyle
glukozdan sorbitol olusurken NADPH koenzim olarak kullanilir. Ayrica NADPH’1n
poliol yolunda asir1 tiiketimi antioksidan savunma sistemini zayiflatmaktadir

(Maritim ve ark., 2003).

r",;‘o - OH - OH
H—1—OH H——0H sopgitor —0
HO——H  spozrepixraz HO——H DEHDROGENAZ _ HO—{—H
H——OH / : \ H——OH ../_. ..\.. il oH
H——0H NADPH . ‘P H——0H NAD' N;r},_. H——OH
“OH “OH ~OH
GLUKOZ SORBITOL FRUKTOZ

Sekil 2.6. Poliol yolu
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2.1.1.7. Piirin metabolizmasi

Ksantin Oksidorediiktaz (XOR piirin katabolizmasinda hipoksantinin, ksantine
ve daha sonra ksantinin irik aside hidroksilasyonunu katalizleyen molibdo
flavoenzimdir. Memeli dokularinda XOR enziminin birbirine doniisebilen iki formu
mevcuttur. Baskin olan form Ksantin dehidrogenaz (XDH) olup, katalizi igin
elektron alicis1 olarak nikotin adenin diniikleotit (NAD")’a gereksinim duyar iken,
diger form olan Ksantin Oksidaz (XO) ise NAD" yerine molekiiler oksijeni kullanir
(Kuwabara ve ark., 2003).

Iskemi sirasinda hiicre ici hidrojen derisiminin artmasi hiicre icine kalsiyum
girisini tetikler, ayn1 zamanda endoplazmik retikulum (ER)’dan da sitozole Ca®*
salinimi artar. Ca®* miktarinin hiicre iginde artisi, Ca*"a bagimli proteazlar aktive
eder. Bu proteazlar sonucu baskin olan XDH formu XO déniisiir (Wu ve ark., 2018).
Ayrica iskemi sirasinda artan ATP yikimma bagli olarak adenozin, inozin ve

hipoksantin diizeyleri yiikselir (Ozcan ve ark., 2015).

Iskemi sirasinda baskin olan formun XO olmasi ve ATP yikimina bagli XO’1n
substrati olan hipoksantin miktarinin artmasi, reperfiizyon evresinde biiyiik bir sorun
teskil eder. Sekil 2.7.°de goriilecegi lizere reperflizyon esnasinda artmis oksijen
seviyeleri nedeniyle XO siirekli bir sekilde molekiiler oksijeni kullanarak kataliz
aktivitesini arttirir (Ajemiah ve ark., 2002). Bunun sonucuna bagli olarak asiri
miktarda O,” ve H,0, iretilir. Olusan O,  normal kosullarda SOD ve CAT
enzimleriyle suya donistiiriiliir. Ancak I/R hasarina bagli oksidatif stresin,
antioksidan havuzu tiikketmesi sonucu bu radikaller ortamda birikecektir
(Magierowski ve ark., 2014).
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Sekil 2.7. Iskemi-reperfiizyonda piirin metabolizmasinin rolii
2.1.1.8. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH oksidaz)

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat Oksidaz (NADPH Oksidaz), molekiiler
oksijenden siiperoksit ve hidrojen peroksit iretimine katki saglayan multimerik
transmembran bir enzim kompleksidir (Babior ve ark., 1975). NADPH Oksidaz
enzimi 20’inci yiiz yilin ortalarina kadar sadece solunum patlamasi adi verilen,
viicudun mikroplar1 6ldiirmesinde molekiiler oksijenden siiperoksid olusumunu
saglayan bir enzim olarak ongoriilmesine ragmen, genis bir doku dagilimi1 gosteren
sadece viicudun savunmasi degil farkli fizyolojik rollerinin olabilecegine inanilan bir

enzim kompleksidir (Bedard ve Krause, 2007).

NADPH Oksidaz enzim ailesi ROT diretimine asirt katki saglar. ROT
miktarinin artmasi inflamasyonlara neden olmaktadir, bu da NADPH Oksidaz’in

inflamasyon gelisimine katki saglayan bir proinfalamatuvar enzim oldugunu
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diistindiirmektedir (Irani, 2000). Ancak bu enzimin genetik eksikligi sonucunda
ozellikle bakteriyel inflamasyonlarda gii¢lii bir viicut defans sistemini teskil eden,
solunum patlamasinin azalmasina bagli olarak gelisen, kronik granulamatoz
hastaliginin en yaygin belirtileri arasinda olan hiperinflamasyonun goriilmesi bu

enzimin aslinda bir anti-inflamatuar enzim oldugunu da diistindiirmektedir (Cale ve
ark., 2000).

NADPH Oksidaz’in 6zellikle reperflizyon sathasinda asiri artmis aktivitesi
oksidatif stresi arttirarak I/R hasarina katki sagladigini bildiren bircok calisma
mevcuttur (Cadenas, 2018; Kleikers ve ark., 2012 ; Simone ve ark., 2014). Sekil
2.8.’da gosterildigi iizere NADPH Oksidaz’in I/R sirasinda aktivite kazanmasini
saglayan unsurlar arasinda KS sisteminde yer alan Cb5a, fosfolipaz A2 aktivasyonu
sonucu hiicre ile etkilesime giren trombosit aktive edici faktdr ( PAF) ve arasidonik
asit metabolizmas1 {rlinlerinden 16kotrien B4 (LTB4) sayilabilir. Ayrica iskemi
sirasinda aktif rol oynayan HIF-1a’nin da NADPH Oksidaz’in aktivitesi i¢in gerekli
konformosyonel degisikligine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir (Granger ve
Kvietys, 2015).

0, 0;
HIF-1a, LTB: \

PAF, C5a

o
D ——— e

ISKEMI-REPERFUZYON

—

HIF-1a: Hipoksi uyarilabilir faktor, LTB4: Lokotrien B4, PAF: trombosit aktive edici faktor, C5a: Kompotent 5a

Sekil 2.8. NADPH Oksidaz’mn iskemi-reperfiizyonda aktivite kazanma

mekanizmasi
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2.1.1.9 Myeloperoksidaz (MPO)

MPO, aktive edilmis nétrofiller, makrofajlar ve monositler gibi insan iltihap
hiicrelerinin graniillerinde bol bulunan bir enzimidir. MPO, benzersiz bir 6zellik
gostererek H,O,’den hipoklorik (HOCI) asit olusumunu katalizleyen ve bdylece
antimikrobiyal ajan olarak viicudun dogal bagisiklik sistemi igerisinde dnemli bir
gorev alan enzimdir. Ancak MPO’nun bu yararl etkileri yaninda aktivitesindeki asir
artiglar, serbest radikal miktarlarim da arttirarak doku hasari, akut ve kronik
inflamasyon, arteroskleroz gibi birgok hastaligin olusumundan da sorumlu
tutulmasina neden olmus, hatta gelistirilen c¢esitli MPO inhibitorlerinin  bu
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanimi iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Malle ve ark.,
2007; Pasti ve ark., 2015)

MPO aktivitesi gesitli fizyolojik durumlarda artar. Bunlardan biride iskemi ve
reperfiizyondur. Karaciger I/R’sinde 0Ozellikle reperfiizyon asamasinda XO ve
NADPH Oksidaz enzimlerinin O, ~ ve H,0,’in asir1 tretimini tesvik etmesi sonucu
endotelyal adezyon proteinlerinin {iretimi artmaktadir. Bu durum karaciger
dokusunda nétrofil aktivasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin iiretilmesini
tetiklemektedir (Al-Khafaji ve ark., 2016).

MPO’un karaciger I/R sonucu substratindaki asir1 artislar ve diger etkenler
artmis MPO aktivasyonu ile sonu¢lanir. Bu durum patojenlere karsi bir savunma

mekanizmasindan 6te hiicre ve dokular i¢in zararh bir saldir1 haline doniisebilir.

Ozellikle, kupffer hiicreleri reperfiizyon hasarmin  erken fazinda
(reperfiizyondan 2 saat sonraya kadar) ROS iretiminden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Kupffer hiicreleri ROS ile birlikte TNF-a, IL -1 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokin {iretir. Bu sitokinler, reperfiizyon hasarinin ge¢ evresi
(reperflizyondan 6 saat sonra) sirasinda notrofilleri bu  bolgelere ¢ekerek
etkinlestirmekte ve iskemik bolgede doku hasarini arttiran ajanlarin miktarinda artisa
neden olmaktadir. (Bae ve ark., 2014).

Bu ajanlara bagli MPO aktivitesindeki artig, serbest radikal {iretiminin

artmasina yol agarak proteinler, niikleik asitler, lipidler ve karbonhidratlar gibi
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biyomolekiillerin yapisinda bozulmaya neden olur. Bu sekilde I/R hasari,
ateroskleroz, endotelyal fonksiyon bozuklugu, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger
komplikasyonlarin gelismesine neden olabilir (Bojana ve ark., 2016). MPO

tarafindan olusturulan reaktif tirtinler sekil 2.9.’da gésterilmistir.

Sekil 2.9. MPO tarafindan olusturulan reaktif iirlinler
2.1.1.10. Apoptozis

Apoptozis, bir organizmada gorevini tamamlamis veya herhangi bir nedenden
dolay1 telafisi olmayacak derecede hasar gormiis hiicrelerin kontrollii bir sekilde
ortadan kaldirilmasini saglayan programli hiicre 6liim sisteminin genel adidir. Her ne
kadar nekroz da bir hiicre 6liimii olsa da, apoptosizden tamamen farklidir. Nekrozda
hiicre siser, membran yapisi bozulur, hiicre igine siv1 girisi artar ve DNA rastgele bir
sekilde pargalanir ve inflamasyona neden olur. Gelisen bu olaylar tamamen
kontrolsiiz bir sekilde ilerler. Apoptozis de ise hiicre tam tersine kiigiiliir, membran
biitiinliigii bozulmaz ve etrafindaki makrofajlar tarafindan yutuldugu i¢in herhangi
bir inflamasyona neden olmaz. Apoptozisin belkide en 6nemli 6zelligi, DNA nin
rastgele bir sekilde par¢alanmasi yerine belli bolgelerden 180-200 baz gifti ve katlar1
seklinde pargalanmasidir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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Apoptozis sirasinda kaspaz adi verilen birgok protein grubu islev gérmektedir.
(Shalini ve ark., 2014). Kaspazlar hiicre i¢inde prokaspaz olarak inaktif sekillerde yer
alir. Apoptozis sinyalinin verilmesine dayali olarak aktive olurlar ve birbirlerini
aktive ederek bir zincir tepkimesi olustururlar. Apoptozis yolagi birka¢ yolla aktive
edilebilir, bunlar i¢ ve dis yolaklar olmak iizere iki sinifa ayrilir. D1 yolakta 6lim
almaglart sinyalleri alir. Bu yolakta TNFa CD95 ligandina (Fas) baglanarak siireg
baglatilir ve kaspazlardan, kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktive edilerek zincir tepkime
reaksiyonlari ilerler. I¢ yolakta ise mitokondri gorevi iistlenmektedir. Bu yolak ROT,
radyasyon ve DNA hasar1 sonucu gozlenir. I¢ yolakta ii¢ faktdr gérev alir. Bunlar
mitokondiri dis membrani tizerinde yer alan sitokrom—C (Cyt-C), apoptotik proteaz
aktivasyon faktorii (Apaf-1) ve kaspaz-9’ dur (Yazici ve ark., 2009).

I¢ sinyal yolag sonucu mitokondiriden Cyt-C salinir ve Apaf -1 ile birlesir.
Daha sonra kaspaz-9 bu faktorlere baglanarak kendi kendini aktivite etmekte ve
bdylece apoptozom denen yapi olusmaktadir. Cyt-C, mitokondri i¢ membraninda
bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Mitokondiriden Cyt-C’nin
sitoplazmaya salinimi hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak apoptosiz mekanizmasina

yoneltildiginin bir kanitidir (Kagan ve ark., 2009).

Mitokondiriden Cyt-C salinimi, mitokondri dis membraninda yer alan
proapoptotik ve antiapoptotik 6zellikler barindiran Bcl-2 ailesi tarafindan belirli
mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. Bu aileden Bcl-2 ve Bcl-XL antiapoptotik
ozellik gostererek hiicrenin yagsamasina katki saglarken, yine bu ailenin iiyesi olan
Bad ve Bax proapoptotik etki gostererek hiicreyi 6liime tesvik etmektedir. Bu iki
grup arasindaki oran apoptosizi belirlemektedir. Apoptoz sinyali alindiginda Bax
aktivite kazanir ve mitokondiri dig membrani1 gecirgenligi artar, sonugta Cyt-C
salinimi olur ve apoptozom olusumu ile siire¢ baslar, Bcl-2 ise antiapoptotik etki

gostererek APaf-1’e baglanir ve apoptosiz yolagini inhibe eder (Ulukaya, 2011).

I/R hasart sonucu nekroz mu yoksa apoptoz mekanizmasinin mi aktive
oldugunu arastiran bir¢cok calisma mevcuttur. Yapilan ¢ogu calisma I/R hasari
sonucu apoptosizin daha agir bastigin1 gostermektedir (Riidiger ve ark., 2003;

Broughton ve ark., 2009; Kroemer ve ark., 2007). Bunun yaninda Gujral ve ark.
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(2001)’nin yaptig1 ¢alisgmada karaciger I/R hasari sonrasi hiicrelerde apoptoz ve

nekrozun esit dagilim olusturdugu bilgisi verilmektedir.

Karaciger I/R hasar1 esnasinda hangi nedenlere bagli olarak apoptosizin
basladigina dair nihai bir sonu¢ eclde edilmemis olsa da birkag neden One
siiriilmektedir. Ik olarak I/R hasari esnasinda hiicrelerden asir1 miktarda TNF-a
salimmakta bu da apoptozis sinyali olusturmaktadir. Riidiger ve Clavien (2002),
tarafindan yapilan bir ¢alismada, TNF-0’1n apoptozisi tesvik ettigi gosterilmistir. Bu
calismada TNF-a’mn saliniminin engellenmesi sonucu Cyt-C saliniminda ve kaspaz-3
aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢alismada ise reaktif oksijen
tirlerinde asir1 artis mitokondri gecirgenligini artirarak, Cyt-C salinimina, bu da
apoptozom olusumuna katki sagladigi bildirilmistir. Diger olasi neden I/R hasari
esnasinda proapoptotoik Bad ve Bax ‘in gen ekspresyonundaki artislari oldugu ve
bunun sonucu mitokondiriden Cyt-C saliniminin meydana geldigi yoniindedir (Wu
ve Bratton, 2012).

44— —

Cyt-C salinimi

Apoptozom Olusumu

- ~— Kaspaz Kaskad: J

Sekil 2.10. Cyt-C salinimi1 sonucu apoptozis olusumu
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2.2. Karaciger Yaglanmasi (Hepatosteatoz)

Karaciger yaglanmasi; herhangi bir nedenden 6tiirii lipit miktarmin karaciger
agirhigimin % 5’inden fazla olmasi ya da hepatositlerin % 5’inden fazlasinda yag
vakuollerinin goriilmesi seklinde tanimlanmaktadir (Satman ve Kocabay, 2006). Bu
tanim genel bir tanim olmakla birlikte nedenleri agisindan ¢esitlilik gostermektedir.
Karaciger yaglanmasi, klinik tablo durumuna gore akut karaciger yaglanmasi ve
kronik karaciger yaglanmasi olarak siniflandirilabilir (Sonsuz, 2007).

Hepatositler az miktarda yag igerebilir, ancak bu miktarin asir1 artmasi
ilerleyen evrelerde inflamasyona yol acar hatta karaciger islev kaybina ve siroza
kadar ilerleyebilir (Choen ve ark., 2011). Karaciger yaglanmasi, alkole bagl
karaciger yaglanmasi (AFLD) ve alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi
(NAFLD) olarak ikiye ayrilir. AFLD alkolizme bagli olarak gelisen inflamasyonun
eslik ettigi karaciger toksik hasarina neden olan bir hastaliktir (Karuna ve ark., 2016).
NAFLD’de ise alkol tiiketimi olmaksizin ya da ¢ok diisiik alkol tiiketimi
durumlarinda bile, alkol disindaki etkenlerden kaynaklanan ve karacigerin

yaglanmasi sonucu toksik hasarin meydana gelmesidir (Lakshman ve ark., 2015).

NAFLD kendi iginde ikiye ayrilir, sadece yaglanmanin eslik ettigi ama
inflamasyonun gelismedigi non-alkolik steatoz (NAS), bir digeri ise yaglanmaya
inflamasyonun eslik ettigi non-alkolik steatohepatittir (NASH).

Tablo 2.1. Karaciger yaglanma nedenleri

AKUT KARACIGER YAGLANMASI KRONIK KARACIGER YAGLANMASI
Reye Sendromu Diyabet
Toksik Hasar Obezite
Gebelikte Karaciger Yaglanmasi Kronik Alkolizm
Hiperlipidemi

Metabolik hastaliklar
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2.2.1. Non-alkolik yagh karaciger hastahg (NAFLD)

NAFLD metabolik sendrom olarak adlandirilan diyabet, obezite, hipertansiyon
ve hiperlipideminin eslik ettigi olgularda sik rastlanan bir durumdur (Li ve ark.,
2015). Giiniimiizde bu hastalik alkolik yagli karaciger hastaligindan daha fazla
gozlemlenmekle beraber, kronik karaciger hastaliginin ana nedeni haline gelmistir

(Fuchs, 2015).

Bu tanim Ludwig ve arkadaslarinin alkol kullanmayan ya da az miktarda alkol
alan bireylerde, alkolik karaciger yaglanmasindan ayirt edilemeyen benzer biyopsi
sonuclarint goriilmesi sonucunda ortaya atilan bir terimdir. NAFLD alkole bagl
olmayan basit steatozdan non-alkolik steatohepatit (NASH), fibrozise hatta siroza
kadar genis bir yelpazeyi kapsayan karaciger hastaliginin temel adlandirilmasidir ve
bu kendi iginde alt birimlere ayrilmistir (Goéren ve Fen, 2005). Sekil 2.11. NAFLD

evrelerini gostermektedir.

NAFLD hastalarinin  biiyilk  bir ¢ogunlugunda, metabolik sendrom
kriterlerinden en az birisi eslik etmektedir. Bu Kiriterlerin miktar1 artttkca NAFLD
hastaliginin siddeti ve evrelerinin ilerlemesi de artmaktadir (Adams ve Angulo,
2005). NAFLD eriskin bireylerde % 17-33 sikliginda goriiliirken, obezite varliginda
bu oran % 75’lere ¢gikmaktadir (Colak ve Tuncer, 2010 ).

Hapatosaliler
: Karsinoma
Siroz

Sekil 2.11. NAFLD evrelerinin sematik gosterimi (Cohen ve ark., 2011)
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NAFLD’de biyokimyasal olarak serum Alanin amino transferaz (ALT) ve
Aspartat amino transferaz (AST) diizeyleri yiiksek olmasma karsin, bilirubin,
albiimin ve globiilin diizeyleri normaldir. NAFLD’nin ilerleyen evrelerinde ise

hastaliga insiilin direnci de eslik etmektedir (Sonsuz ve Baysal, 2011).

Glinlimiizde trans-yag asitleri ve fruktoz tiiketiminin artmasiyla birlikte
NAFLD’li olgularda anlamli bir artis oldugu bildirilmistir (Tilg ve Moschen, 2010).
Su an gelinen noktada NAFLD olgularini iyilestirme ¢abasi i¢in bir¢ok farmakolojik
terapinin (Metformin, pioglitazone, pentoksifilin, anjiyotensin blokorleri, E vitamini,
Statin grubu lipid disiiriictiler ve Ursodeoksikolik asit) kullanilmasina karsin heniiz
yeterli bir tedavi yontemi bulunamamustir. Onerilen tedavi, diizenli egzersiz ve diyet
ile insiliin direncinin azaltilmasi olarak sinirlandirilmaktadir (Takahashi ve ark.,

2015).

2.2.2. Non-alkolik steatohepatit (NASH)

NASH; karacigerde yaglanmaya inflamasyonun da eslik ettigi bir durumdur.
Karacigerde yaglanma disinda alkole bagl karaciger yaglanmasinda (AFLD) oldugu
gibi  hepatositlerde, inflamasyon, balonlasma ve fibrosiz gibi olgular da
gozlenmektedir (Bettermann ve ark., 2014). NASH’da yag asiti miktarinda asir1 artis
ile beraber mitokondrinin islev kaybi, ATP diizeylerinin azalmas1 sonucunda, reaktif
oksijen tiirlerinin diizeylerinde ve lipit peroksidasyonunda artiglara sebep olmakta,

bu da karacigerde inflamasyon olusumunu tetiklemektedir (Kara ve Erdal, 2014).

2.2.2.1. NASH’1n Etiyolojisi

Obezite ile NASH arasinda ¢ok yakin bir iliski s6z konusudur. Yapilan
calismalarda bu iliskinin normal kilolulara gore 6 kat fazla oldugu gosterilmistir.
Ayrica obez bireylerin %75’inde karaciger yaglanmasi ve bunlarin %24’tinde NASH
ve %3-11 arasinda da siroz gelisimi gézlenmistir (Adik, 2016).

Diabetes mellitus; karaciger fibrosizi i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Normal bireylere gore diyabetik hastalarda NASH orani yaklasik %10 ile %75
arsindadir ve bunun nedenleri arasinda insiilin direnci ve hiperinsiilineminin

olabilecegi diistiniilmektedir (Goren ve Fen, 2005).
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Hipertrigliseridemi; NASH ile giiglii bir iliski s6z konusudur. NASH’li
hastalarin ¢gogunda lipit metabolizmasinda bozuklar goriilmektedir (Browning, 2006).
Trigliserid diizeylerini disiirtici tedavi alan bireylerde karaciger fonksiyon

testlerinin diizeldigi bildirilmistir (Yalgin ve ark., 2014).
2.2.2.2. NASH’m Patogenezi
2.2.2.2.1. Cift Vurus Hipotezi

Bu teoriye gore, ilk vurusta once karacigerde hafif yaglanma olur. Bu durum
karacigerin hasar yapici etkenlere karsi daha hassas olmasini saglar. Ikinci darbede
ise Sekil 2.12.’de goriilecegi lizere oksidatif stres, gesitli sitokin ve kemokinlerin
etkileri karsisinda hepatositlerde hasar, inflamasyon ve karacigerde fibrosiz gelisimi

gortliir (Sonsuz ve Baysal, 2011).

IIk vurusta karacigerin yaglanmasindan kasit, karacigerdeki total trigliserit
diizeyleri normalin 3-4 kat iistiine ¢ikmasidir. Kolesterol, fosfolipid ve kolesterol

esterlerindeki artig dikkate alinmamaktadir (Wnag ve ark., 1995).

e

NORMAL STEATOZLU
KARACIGER KARACIGER

Normal vag miktan ve

IKINCIDARBE

Artmig vag miktan ve

TNF-a’va duyarsiz TNF-o'ya artmig duyarlilik

HEPATIT
FIBROSIZ

5
NORMAL
KARACIGER
g

Sekil 2.12. Cift vurus hipotezinin sematik gosterimi
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Ik vurusta karaciger lipid birikimi bir¢ok etkenden kaynaklanir. Bu etkenler
arasinda insiilin direnci, obezite, fruktoz tiiketimi ve yag asidi oksidasyonunun
azalmasi gosterilmektedir. Tk vurus sonrasi bircok etkenden dolay1 karacigerde yag
asidi birikimi artmasi, karaciger i¢in toksik bir durum olusturur (Engin, 2017). ikinici
vurus mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, oksidatif stresin ve
cesitli stokinlerin bu mekanizmada rol oynadigi diisiinilmektedir (Lonardo ve ark.,
2017; Tacke ve ark., 2009).

Insiilin Direnci

Insiilin; pankreasin langerhans adaciklarmdaki B hiicreleri tarafindan iiretilen,
yag ve karbonhidrat metabolizmalarinda anahtar rol oynayan polipeptid yapida bir
hormondur. Insiilin direnci; insiilinin dolasimdaki normal diizeylerine ragmen
ozelikle glukozun insiiline bagimli olarak hiicreye alindig1 kas ve yag dokularinda
yeterli yaniti olusturamamasia bagl gelisen bir durumdur. Insiilin direnci sonucu
kas ve yag dokularinda glukoz aliminin azalmasi kan seker diizeyinde ylikselmelere
neden olur. Ayrica glikoneogenezis ve lipolizisi inhibe etme etkisinin diismesi gibi
durumlar olusur. Bu durumu diizeltmek i¢in daha cok insiilin salinim1 medya gelir.
Sonugta kan seker diizeyi normal tutulmaya calisilirken, insiilin diizeyleri normalin
2-3 kat tstline ¢ikar. Bu siiregte B hiicre fonksiyon bozuklugu gelisir ve insiilin

salmiminda azalma ile beraber hiperglisemi gesilir (Varman ve Gerald, 2013).
Insiilin direncinin karaciger yaglamasi iizerine etkileri sdyle siralanabilir;

Artmug lipoliz: Normal saglikli bireylerde insiilin hormonuyla, glukagon ve
epinefrin hormonlar1 diizenli sekilde calisarak viicut metabolizmasin1 dengede
tutmaktadir. Saglikli bireylerde kan glukoz diizeylerinin azaldigi durumlarda yag
dokusunda glukoz orani azaldigindan, glukagon ve epinefrin diizeyleri artarak yag
dokuda hormona duyarli lipaz’1 aktive edilir ve buna bagh olarak yag dokudaki
triagilgliserolleri (TAG) hidroliz edilerek, gliserol ve serbest yag asitlerini (SYA)
aci1ga c¢ikarir. Olusan SY A’leri kandaki albumine nonkovalent baglanarak karacigere
taginir. SY A hepatositlerdeki mitokondriye aktarilarak f-oksidayona ugrarlar ve ATP

tiretimi meydana gelir (Champe ve ark., 2007).
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Insiilin direncine sahip bireylerde, kanda yiiksek glikoz konsantrasyonlarimna
kars1 yag dokuya glikoz girisi olmadigindan, siirekli olarak yag dokudan TAG
hidrolizi yapilir ve karaciger hepatositlerinde asir1 SYA birikimi olur. Ayrica artmis
SYA’leri bir kisir dongii olusturarak insiilin etkisiyle kas ve yag dokuya glikoz
girisini de azaltir. Glikozun karaciger hiicrelerine girisi artar, karacigerde glikoz belli
bir diizeye kadar glikojen sentez yolagina girer, gilikojen sentezlenmesi durdugunda
artmis asir1 glikoz yag asitlerinin Onciilii olan asetil-KoA olusumuna ve bunun
sonucu yag asiti sentez miktar1 artarak hepatositlerde yag asidi miktar1 artar (Vatner
ve ark., 2015; Sun ve Lazar, 2013).

Azalmig Lipoprotein lipaz aktivitesi: Lipoprotein lipaz yag, kalp ve kas dokuda
kapiller endotelinde bulunan bir enzimdir. Bu enzim dolasimda bulunan lipoprotein
partikiillerinde yer alan apo C-II tarafindan aktiflestirilerek, lipoproteinlerdeki
TAG’leri hidrolize eder. Lipoprotein lipazin Sentezi ve hiicre disina yonelmesi
insiilin hormonu tarafindan diizenlenir. Insiilin direnci olan bireylerde &zellikle yag
dokuda lipoprotein lipaz sentezinin azalmasina bagli olarak plazma silomikron ve
cok diistik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeylerinin yiikselmesine neden olur.
Karciger TAG sentezi ile VLDL arasindaki dengenin bozulmasi da karaciger yag
birikiminin bir baska sebebi olarak goriilmektedir (Czyzewska ve ark., 2010).

Santral Obezite

Santral obezite, ozellikle viicudun karin ve gogiis bolgelerinde asir1 miktarda
yag birikmesiyle sonuglanan bir hastaliktir. Santral obezitenin, karacigerde lipid
birikimine etkisi su sekilde Ozetlenebilir; peroksizom c¢oglatict aktiflestirilmis
reseptor v (PPARy) ve sterol diizenleyici element baglayan protein 1 (SREBP1),
normal metabolizma sartlarinda yag doku hiicrelerini TAG sentezi ve depolanmasina
hazirlamaktadir. Ancak obezitede yag doku hiicrelerini TAG ile asir1 dolmus olmasi,
SREBP1 ve PPARy’nin talebine yanit olusmamasina yol agar (Sanal, 2008). Obez
kisilerin yag doku hiicrelerinde zamanla SREBP1 ve PPARY miktarlarinda azalmalar
olurken, karaciger ve kas hiicrelerindeki aktivitelerinde artiglar meydana gelir
(Herman ve ark., 2012).

Bunun sonucunda, 6nemli miktarda TAG’in karaciger ve kas gibi ektopik

bolgelerde birikimi olur. Ayni zamanda obeziteye bagli olarak adipositlerde asiri
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TAG birikimi yag doku inflamasyonuna yol acar. Obez kisilerde, adipositlerin

makrofajlar tarafindan isgal edildigi goriiliir (Shimobayashi ve ark., 2018).

Tablo 2.2. Obezitenin dokularda meydana getirdigi degisimler

NORMAL OBEZ

YAG  KARACIGER KAS | YAG KARACIGER KAS

DOKU DOKU| DOKU DOKU
PPARy ifadesi +++ + + + +++ +++
SREBP1 ifadesi +++ + + + +++ +++
Yag  sentezleme ve + + + +++ 4+
depolama kapasitesi
Insiilin duyarliig +++ +++ +++ + a5 +

Fruktoz Tiiketimi

Meyve sekeri adiyla bilinen fruktoz, sekerli katki maddesi olarak ¢esitli hamur
islerinde, alkolsiiz iceceklerde ve bir¢ok gida Triiniinde tatlandirici amagh
kullanilmaktadir. Diyet ile yiiksek miktarlarda alinan fruktozun, hepatik insiilin
duyarliligin1 azatlmakta, de nova lipogenezi arttirarak karacigerde lipit birikimine

neden oldugu diistiniilmektedir (Sun ve Empie, 2012).

Karaciger disi dokularda fruktoz da glukoz gibi hekzokinazin substratidir.
Ancak hekzokinazin fruktoza ilgisi diisiiktiir. Fruktoz baslica karacigerde metabolize
olur ve ana enzimi fruktokinazdir. Fruktokinaz, fruktozu 6. karbon vyerine, 1.
karbondan fosforilleyerek fruktoz-1 fosfat olusumunu katalizler. Fruktoz-1 fosfat,
fruktoz-6 fosfat gibi fruktoz 1.6 bifosfata ¢evrilmez. Aldolaz B enziminin
katalizorliigiinde dihidroksiaseton fosfat ve gliseralaldehite yikilir. Bu tepkimeler
glikolizdeki

metabolizmasinin glukoz metabolizmasindan daha hizli olmasini saglar (Tran, 2017).

fosfofruktokinaz basamagmin bypass edilmesine ve fruktoz
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FRUKTOZ

FRUKTOZ 1-FOSFAT

Dihidroksi aseton fosfat Gliseralaldehit

Sekil 2.13. Fruktoz metabolizmasi

Hepatositlerde, fruktozun bu hizli metabolizmasi sonucu gliserol-3-fosfat ve
acil koenzim A {iretimi artar. Asir1 yiklenmis fruktoz, hepatik metabolik yiikii
artirarak, mitokondriyumda asetil CoA'nin fazla iiretimini tesvik eder. Bu silsile
sonucunda yag asidi sentezinde Onciil molekiil olan hiicre i¢i malonil-KoA
birikimde artis olur. Karacigerde lipid metabolizmasimin lipogeneze kaymasi f3

oksidasyonu inhibe eder (Chen ve ark., 2017).

Bunun yaninda asir1 fruktoz tiiketimine bagli olarak, oksidatif stresin arttig1 ve
karaciger kupffer hiicre aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Spruss
ve Bergheim, 2009). Hayvan ve insanlar {izerine yapilan bircok calismada; yiiksek
fruktoz diyetinin ince bagirsakta bakteri liremesini tesvik ederek, portal vendeki
endotoksin diizeylerini arttirdigit ve NAFLD gelisimine katkist oldugu bildirilmistir
(Nomura ve Yamanouchi, 2012; Ouelaa ve ark., 2017).Yiiksek fruktoz diyetiyle
beslenen farelere antibiyotik tedavisinin uygulanmasi sonucunda, hepatik lipid

birikiminin belirgin bir sekilde engelledigi gosterilmistir (Bergheim ve ark., 2008).
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Yag Asidi Oksidasyonunun Azalmasi
A) Karnitin Mekigi Bozukluklar:

Memeli hiicrelerinde, yag asidi oksidasyon enzimleri mitokondri matriksinde
yer almaktadir. Kisa ve orta zincirli yag asitleri herhangi bir 6zel tasiyiciya ihtiyag
duymadan mitokondriye gecgerken, uzun zincirli yag asitleri mitokondriye gegisleri
icin karnitin mekigi denilen sisteme ihtiya¢ duyarlar. Karnitin mekeginde Acil-KoA
sentetaz, karnitin acil transferaz-1 (CPT-1) ve karnitin agil transferaz-2 (CPT-
2) olmak tizere 3 enzim goérev alir. Bu enzimlerin katalitik aktivitesi sonucu yag

asitleri yikilmak {izere mitokondri matriksine taginir (Longo ve ark., 2017).

Bu ii¢ enzimin genetik eksiklikleri veya yeterli diizeyde karnitin olmamasi
cesitli komplikasyonlara neden olur. Bu enzim eksiklikleri ilgili yapilan ¢alismalarda
uzun zincirli yag asidi oksidasyonunun azalmasina bagh olarak, plazmada yag asiti
diizeylerindeki yiikselmeler karacigerde yag birikimi olusumuna katkisi olabicegini
bildirmektedir (Ibdah ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2007).

Mitokondriyal p Oksidasyon Bozukluklari

Yag asitlerinin igerdigi asetil gruplarinin sitrik asit dongiisiinde CO;’e kadar
yiikseltgenmesi i¢in, oncelikle yag asitlerinin mitokondride B oksidasyon denilen bir
dizi tepkime ile asetil-KoA’ ya pargalanmasi gerekir. Yag asitlerinin 3 oksidasyonu
tepkimeleri 4 basamaktan olusur. ilk basamakta, yag asidi a¢il-KoA’nmn o ve P
karbon atomlar1 arasinda bir ¢ift bag olusturmak i¢in dehidrojenlenmesi saglanir. Bu
tepkimeyi acil-KoA Dehidrogenaz katalizler. Olusan molekiil trans-A%-enoil-
KoA’dir. Bu enzimin yag asiti agil zinciri uzunluklarina gére 3 izoenzimi bulunur

(Nelson ve Cox, 2013).

1- Uzun zincirli agil-KOA dehidrogenaz(VLCAD) 12-22 karbonlu
2- Orta zincirli a¢il-KoA dehidrogenaz (MCAD) 6-12 karbonlu
3- Kisa zincirli agil-KoA dehidrogenaz (SCAD) 2- 6 karbonlu
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MCAD ceksikligi en fazla goriilen mitokondiriyal yag asidi oksidasyon
bozuklugudur. Hastalarda en sik goriilen belirtiler hipoglisemi, uyku hali ve
kusmadir. Bu hastalarin idrarinda; 6-10 karbon iceren dikarboksilik asitler ve hafif
diizeyde keton cisimlerine rastlanir (Flath ve ark., 1997). Karaciger yaglanmasi ve
kanda oktanoik seviyesinde artis meydana gelir. Bunun yaninda VLCAD eksikligi
sonucu uzun zincirli yag asitit oksidasyon bozukluklar1 da sik goriilmektedir. Bu
hastalarda nonketotik hipoglisemi goriilmesi yaninda hepatik steatoz da eslik eder
(Bennett ve ark., 2000).

B) Peroksizomal § Oksidasyon Bozukluklar:

Her ne kadar yag asitlerinin oksidasyonunun gergeklestigi baslica yer
mitokondri matriksleri olsa da, peroksizomlarda da yag asitleri  oksidasyona
ugratilmaktadir. Oksidasyon tepkimeleri mitokondriyal B oksidasyona benzer olup,
en Onemli fark yag asiti a¢il-KoA’larin 6zgiiliigiidiir. Peroksizomlarda ¢ok uzun
zincirli yag asitleri ile fitanik asit gibi dallanmis zincirli yag asitleri oksidasyona
ugratilir.

Peroksizomal B oksidasyon kusurlari arasinda en onemlisi belki de genetik
gecisli ve ¢ok nadir goriilen bir hastalik olan, Zellweger sendromudur (Wanders ve
Waterham, 2004).

Bu hastalikta peroksizom olusumu hi¢ yoktur. Hasta bireylerde peroksizom
olmayigina bagli olarak uzun ve dallanmis yag asitlerini oksidasyona ugrayamamasi
sonucu bu yag asitlerinin kanda diizeyleri artar ve hepatomegali gelisir (Tokatls,
2001).
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2.3. NAFLD Olgularinda Karaciger I/R Hasar

Glinlimiizde; karaciger nakillerinde yasanan en biiyilik sikintilardan birisi,
yeterli dondr bulunamamasidir. Bulunan potansiyel dondrlerin ise yaklasik %
30’unda belli evrelerde hepatik steatoza rastlanilmaktadir. Bu nedenlerden dolay1
karaciger nakillerinde yagli karacigerlerin kullanilmasinin  yayginlagmasi,

beraberinde farkli sorunlari da getirmistir (Kato ve ark., 2014).

Cinkii NAFLD olgularinda karaciger I/R hasar1 daha da c¢ok artmaktadir
(Ajamieh ve ark., 2015). Yagh karaciger, I/R hasarina kars1 daha da savunmasizdir
ve karaciger nakilleri gibi karacier cerrahi girisimlerinden sonra postoperatif

morbidite ve mortalite riski daha da artar (Tashiro ve ark., 2014).

Yagl karacigerde I/R hasar mekanizmasindaki karmasikligi iskemi sirasinda
kaynaklanan hipoksi ve reperfiizyonun yol agtigi oksidatif hasarin yaninda bir de
steatozdan kaynaklanan diger hasarlarin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan ve her biri

farkli yaralanmalara sebep olan karmasik bir durumu igerir (Gupta ve ark., 2014).

Yaglh karacigerde, normal karaciger I/R hasarindan daha ¢ok hiicre 6limii
gerceklesir. Bunun baslica nedeni olarak NAFLD’de, yag yiiklii hepatositlerin I/R
sirasinda akut olarak siddetlenen ve genis parankimal hasara neden olan oksidatif
stres gosterilmektedir (Reiniers ve ark., 2014).

[ltihap uyaranlarina yamt olarak, karacigerden ¢ok miktarda TNF-a salinimi
gerceklesmektedir. TNF-a, hem NAFLD’de hem de I/R hasarinda merkezi bir rol
oynar. TNF-a karacigerde ikili bir etkiye sahiptir. Bir¢ok yolakla 6liim sinyali
kaskadini aktive edebilirken, diger yandan hiicre hayatta kalimini da tesvik edebilir.
(Zhang ve ark., 2010). NAFLD ve karaciger I/R hasari sonucu ATP tiiketiminin
azalmasina bagli olarak TNF-o’nin hiicreleri 6liime tesvik ettigi bildirilmistir (Kloek
ve ark., 2012).

Bunun yaninda, yaglh karaciger I/R hasarinda mitokondriyel bozuklugunun rol
aldig1 da bildirilmektedir (Liu ve ark., 2012). Yagh karaciger, /R hasari esnasinda
diisiik antioksidan diizeyine yanit olarak daha yiliksek diizeylerde mitokondriyal
ROT diretir ve reperfiizyon sonrasinda normal ATP diizeyleri 1iyilestirme

kapasitesinde azalmalara ve hiicre 6liimiinlerinde artisa neden olur. Yakin zamanda
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yapilan bir ¢alismada, yagl karacigerde hem baslangictaki hem de I/R'ye yanit
olarak elektron transport zinciri (ETS) kompleksi I (KI)’in aktivitesinin azaldigini ve
daha da Onemlisi, uzun reperfiizyon siirelerinin ardindan bile KI aktivitesinin
diizelmedigi gosterilmistir (Prieto ve Monsal, 2017).

Tamamen ele alindiginda, NAFLD'deki metabolik dalgalanmalar,
mitokondriyal yolaklar yoluyla I/R hasar1 sirasinda hepatosit canliligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Cyt-C saliniminin artmasi, ATP iiretiminin engellenmesi ve
artmis inflamasyon, saglikli karacigere karsi yagl karacigerde parankim hasarini

biiyiik oranda arttirir (Selzner ve ark., 2003).
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2.4. Trimetazidin (TMZ)

TMZ, piperazin tiirevi (1-[2,3,4-trimetoksibenzil-piperazine) anti-iskemik bir
ajandir (Nadkarni ve ark., 2015). Yag asidi B-oksidasyonunda gorevli son enzim olan
3-ketoa¢il-CoA tiyolazin (3-KAT) selektif inhibitoriidiir (Yang ve ark., 2017). Yag
asidi oksidasyonunun kismen inhibisyonu, ATP iiretiminin daha etkili bir arac1 olan
glikoliz hizinin artmasina sebep olur. Potansiyel olarak faydali diger bir etki
mekanizmasi, TMZ kollajen birikimi ve azalmis bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF)
ekspresyonu yoluyla kardiyak fibrozu dogrudan inhibe etmesidir. Boyle
mekanizmalarin, konjestif kalp yetmezligi ortaminda bu ajanin yararli etkilerini

acikladigr diistiniilmektedir. (Steggall ve ark., 2017).

Ayrica TMZ, piruvat dehidrogenazi (PDH) dogrudan uyararak iskemi sirasinda
piruvatin asetil-Co-A ya doniisiimiinii kolaylastirarak, glikoliz ile sitrik asit dongiisii
yolagint baglar. Boylece iskemi esnasinda bozulan glukoz ve yag asidi
metabolizmasini diizenler (Fantini ve ark., 1994). Boylece hiicre i¢i pH diisiisii, ATP
miktarinda azalmalar ve hiicre igi Ca®" girisi gibi olumsuz etkiler bertaraf edilebilir
(Fath ve ark., 1997).

C\H3
CH;—0 0]
O
N N—H

\_/

Sekil 2. 14. Trimetazidin Kimyasal Formiili
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Koroner arter hastalarinda; hastaligin semptomlarin1 azaltmak igin beta
blokerler, kalsiyum kanal blokerleri ve nitrat gibi anti iskemik ajanlar kullanilmakta
olup, bu hastalarda kalp atis hiz1 ve kan basinci degisiklikleri gibi hemodinamik
paremetreleri de degistirmektedir. TMZ ise bu hastalarda anti iskemik etki
gosterirken hemodinamik paremetreleri degistirmedigi i¢in, son zamanlarda koroner
arter hastalarinda TMZ ya tek olarak ya da kombine tedaviler iginde aranan bir ajan
haline gelmistir. Monoterapi ve kombinasyon tedavisi denemelerinin sonuglarina
gore TMZ’nin haftalik angina atak sayisini, haftalik nitrogliserin tablet tiikketimini ve
egzersiz siiresini, plaseboya kiyasla azalttigit meta-analizlerle desteklenmektedir
(McCarthy ve ark., 2016).

TMZ’nin antioksidan etkisi iizerine bircok calisma yapilmustir. Iskemi
esnasinda oksidatif stresi engelleyerek TMZ’in miyokard hiicrelerini koruyucu etkiye
sahip oldugu (Wu ve ark., 2013), TMZ’in sigara kullanim1 sonucu olusan oksidatif
stres, apoptozis ve inflamasyonu anlamli derecede azalttig1 bildirilmistir (Zhou ve
ark,.2012). Ayrica alzheimer hastaligi ve hastalik ilerlemesinin 6nlenmesinde de
TMZ’in oksidatif stresi azaltarak noroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir

(Hassanzadeh ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma baslamadan 6nce T.C. Ordu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Bagkanligindan 11/02/2015 tarih ve 82678388/16 sayil1 izin alindi.

3.1. Deney Hayvanlar1 Ve Calisma Gruplan

Viicut agirliklart 185-200 gram arasinda 32 adet Sprague Dawley cinsi sigan
calismaya dahil edildi. Siganlar, standart kafeslerde barindirilip, yem ve su alimi
serbest birakildi. Hayvanlarin bulundugu oda 22 + 2 C° de, 12 saat karanlik-12 saat

151k ortaminda tutuldu. Sprague Dawley cinsi ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.

1.Grup (Kontrol grubu): Deneyin basindan sonuna kadar ( 8 hafta) standart

bazal diyetle beslendi ve herhangi bir cerrahi uygulanmadi (n=6 ).

2.Grup (Sham operasyon yagl karaciger grubu): Deneyin basindan sonuna
kadar (8 hafta) yiiksek yagh diyet ile beslendi ve laparatomi yapilip, hilusu diseke
edilip I/R olusturulmadi (n=6 ).

3.Grup (Yagl karaciger iskemi/ reperfiizyon grubu): Deneyin basindan sonuna

kadar (8 hafta) yiiksek yagl diyet ile beslendi ve I/R olusturuldu (n=10).

4. Grup (Yagh karaciger TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfiizyon grubu):
Deneyin basindan sonuna kadar (8 hafta) yiiksek yaglh diyet ile beslendi ve I/R
olusturulmadan 30 dakika 6nce 10 mg/kg dozunda TMZ oral olarak gavajla verildi
(n=10).

3.1.1. Standart Ve Yiiksek Yagh Diyet

Siganlarin standart yemleri T.C. Ondokuzmayis Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezinden temin edildi. Diyet iceriginde,% 15 protein, % 2,5 yag, % 15 seliiloz, %
14 kil, % 13 su bulunuyordu. Yiiksek yagl diyet, 100 gram standart diyete 25 gram
hayvansal bir yag tiirii olan taze kuyruk eklenerek olusturuldu. Bdylece toplam
enerjinin % 65’1 yag kaynakli bir diyet saglandi (Zhou ve ark., 1998). Yiiksek yagh
diyet hazirlanirken kuyruk yaglar1 mikserden gecirilerek yumusak jolemsi bir yapi

olusturuldu, toz haline getirilen standart yemler ile belirlenen oranlarda el ile kofte
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boyutlarinda karistirilip kurutuldu, bdylece yag iceriginin tamamen standart yem

tarafindan emilmesi saglandi.

Kiiflenme ¢ok c¢abuk oldugu igin yiiksek yagli diyet yemleri taze olarak
siganlara verildi. Sicanlarin deneyin baslamasindan sonuna kadar yiiksek yagl diyet

yemlerine uyum gosterdigi goriildi.

Normal diyetle ile beslenen grup Yiiksek yagli diyetle beslenen NAFLD grubu

Sekil 3.1. Normal ve yiiksek yagl diyetle beslenen ratlarin karsilagtirilmasi

3.2. Ratlara iskemi ve Reperfiizyon Uygulanmasi

TMZ ile tedavi grubuna operasyondan 30 dakika 6nce 10 mg/kg dozunda TMZ
(Vastarel tb® , Servier) oral olarak gavajla verildi, diger tim gruplara ise TMZ ile
ayni volimde serum fizyolojik (SF) ayni yolla verildi.

Anestezi uygulanmasi: Ratlar tartilarak 15 mg/kg xylazine ile 75 mg/kg
dozunda ketamin intraperitoneal uygulama ile genel anestezi yapild.

Ratlar 4 ekstremitelerinden operasyon masasina tesbit edilip, baticonla cilt
temizlendikten sonra midline laparotomi ile hepatik pedikiile mini vaskuler buldog
klemp konarak karacigere total iskemi uygulandi.

Operasyon sirasinda ratlar batin 1sis1 kaybi olmasin diye kapali tutuldu.
Iskeminin 60. dakikasinda buldog klemp acilip, batina 2 cc SF birakilarak batin 2/0
ipekle tek planda kapatildi ve kafeslerine geri alindi. Calisma sirasinda oda 1sis1 25

°C tutuldu.
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Reperfiizyonun 6. saatinde ekstanguinasyon yoluyla ratlardan intrakardiak
ponksiyonla galisma igin kan 6rnekleri alinip sakrifiye edildi. Alinan kan numuneleri
icinde antikoagiilan igermeyen biyokimya tiipleri i¢ine alind1 30 dakika siireyle kanin
pthtilasmast beklenip, 1800*g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra elde
edilen serum numuneleri ¢alisincaya kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
Alinan karaciger dokular1 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirilmek

tizere yiiksek yagl diyet grubunda karaciger yaglanmasi tespiti i¢in saklandi.

Sekil 3.2. Ratlara karaciger iskemi-reperfiizyon uygulanisi
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3.3. Agirlik Olgiimleri

Biitiin deney grubundaki ratlar deneyin baslangicinda ve deney sonunda viicut

agirliklar1 Slgiiliip not edildi.
3.4. Parametrelerin Cahsilmasinda Kullanilan Yontemler
3.4.1. Serum Katalaz (CAT) Tayini

Katalaz aktivitesi Goth (1992)’un kolorometrik metoduna gore Olgiildii.
Yontemin temel prensibi, numune H,O, substratiyla inkiibe edilip, amonyum
molibdat eklenerek reaksiyon durdurularak, olusan sar1 renkli kompleksin absorbansi

405 nm’de spektrofotometrede Ol¢iilmesi esasina dayanir.
Calismanin yapilist su sekildedir;

Sodyum potasyum fosfat tamponu 60 mM, H,0, (fosfat tamponunda) 65
umol/mL, Amonyum molibdat 32,4 mM reaktifleri hazirlandiktan sonra 0,2 mL
numune tzerine 1 mL substrat eklendi ve bir dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 1 mL amonyum molibdat eklenerek reaksiyon durdurularak 405

nm’de kor 3’e karsi absorbansi 6l¢iildii.
Kor 1: 1 mL substrat + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL numune
Kor 2 : 1 mL substrat + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL tampon
Kor 3 : 1 mL tampon + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL tampon

Hesaplama:

Akérl - Anumune
Katalaz aktivitesi (kU/L) = X 271

Asorr - Axeors

Bu formiil ile her numunede ki CAT aktivitesi kU/L olarak hesaplandi.
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3.4.2. Serum Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Serum MPO aktivitesi tayininde, Bradley ve ark. (1982), tarafindan gelistirilen
metod kullanildi.

Metodun prensibi, peroksidaz substrati olarak bilinen O-dianisidinin, H,O,
varliginda, MPO tarafindan oksitlenerek sari-turuncu renkli bir {iriin olusturmasi ve
bu oksidasyon reaksiyonunun, zamana bagli optik dansite (OD) artis1 seklinde, 460
nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Cozeltiler

50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 6.0, %16.7 mg O-dianisidin
dihidroklorid (tampon i¢inde taze hazirlanir), %0.0005 H,0, substrat1 (O- dianisidin
iceren tampon icinde taze hazirlanir) reaktifleri hazirlandiktan sonra, numune
grubunda 2.9 mL H,O; substrat1 iizerine 0.1 mL serum ve kontrol grubunda ise 2.9
mL H,O; substrat1 tizerine 0.1 mL distile su ilave edilip, pipetleme islemlerinden
hemen sonra, 25°C’de ve 460 nm dalga boyunda, distile suya karst numune ve

kontrol tiiplerindeki OD artis1, 5 dk siireyle kaydedildi.

Hesaplama

Numune ve kor tiipleri i¢in, AOD/dk degerleri hesaplandi ve numune AOD/dk
degerlerinden kontrol degeri ¢ikarilarak, net AOD/dk degerleri bulundu.

Bir iinite MPO, standart deney sartlarinda, dakikada 1 mikromol O-dianisidinin
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktart (U/L: pumol O-dianisidin/dk/L) olarak
tanimlandi.

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayisi (8:1.13X104M-1Cm-1)

kullanilarak, plazma O6rneklerinin net AOD/dk degerlerinden, U/L cinsinden

hesaplamalar yapildi.
net AOD/dk X total hacim (ml) A
U/L = X 10 pmol / mol
€ X serum hacmi (ml)
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3.4.3. Serum Sitokrom-C (Cyt-C) Tayini

Serum Sitokrom-C tayini “Enzyme-Linked immunosorbent Assay (ELISA)

yontemiyle ¢alisan hazir ticari kitler kullanilarak ¢alisildi.

Deneyin Prensibi

Deney prensibi; ilk olarak antijene 6zgii antikor ile kaplanmis kuyucuklara
uygun miktarlarda standartlarin ve numunelerin eklenmesi ile baglamaktadir.
Sitokrom-C olglimiinde yarismali ELISA protokolii uygulanmistir. Bu yoOntem
genellikle antijen varhigimi gostermek amaglhi kullanilmaktadir. Serumda aranan
antijene 0zgl antikor kati faza baglanir. Enzimle isaretli olan antijen ve serumdaki
antijen kati fazdaki antikora es zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora
baglanmasi icin belirli bir siire inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra
yontemde belirtilen sayica yikanarak kati faza baglanmayan antijenler uzaklastirilir.
Baglanmis enzim iizerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir siire inkiibe edilir.
Siire dolduktan sonra son olarak durdurucu soliisyon eklenir ve reaksiyon durdurulur.

Sonug spektrofotometrede 450 nm’de okutulur.

Gerekli Reaktiflerin Hazirlanmasi

Deneylerimizdeki rat Cyt-C kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.,
Beijing,. PRC) sandwich ELISA metodu kullanilmistir. Rat Cyt-C’ne spesifik antikor
96 kuyucuklu plaklara kaplanmistir. Tiim ELISA kitinde bulunan standart diliisyon
tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve rat serum ornekleri, ¢aligmaya
baslamadan en az 1 saat Once dolaptan ¢ikartilarak oda sicaklifina gelmeleri
beklenmistir. Kitte bulunan 25 ng/mL konsantrasyonundaki standart, standart
diliisyon tamponuyla dilue edilmistir. Dillisyon sonrasi standartlar seri dillisyonlar
yardimiyla 12.5 ng/mL, 6.25 g/mL, 3.13 ng/mL, 1.56 ng/mL, 0.78 ng/mL, 0.39
ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmustir. -80°C’de saklanan serum ornekleri
oda 1sisinda ¢oOzindiriildikten sonra, ELISA calisma asamalarima hazir hale

getirilmistir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Sitokrom-C Ol¢iim Yéntemi
Tium reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

Standart ve Ornekler 96 kuyucuklu rat Cyt-C antikoruyla kapli kuyucuklara
konulmustur. Bu amagla her bir kuyuya 100 pL serum ornegi ve 100 puL
standartlar pipetlenmistir. Daha sonra plagin yiizeyi seffaf ortii ile kaplandiktan
sonra 37°C’de su banyosunda 90 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibe
isleminden sonra yine her bir kuyucuga 100 pL biyotinlenmis anti-Cyt-C
(biyotin ile konjuge) pipetlenmis ve plagin yiizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan
sonra plak 37°C’de su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir.

1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasina gecilmistir.
Yikama islemi otomatize ELISA yikayicisi (ELX50, BIO-TEK Instruments)
kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten sonra
otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 3 kez

yikandi.

Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 1/100 oraninda diliie edilmis 100
uL HRP solusyonu konulmustur. Plagin yiizeyi seffaf ortiiyle kapatilip 37°C de

su banyosunda 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

30 dakikalik inkiibasyon asamasini takiben plagin tekrar yikama agamasina
gecilmistir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicist (ELX50, BIO-TEK
Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 5

kez yikand.

Yikama asamasinmi takiben plaga 90 pL stabilize edilmis kromojen ilave
edilmistir. 15 dakika 37°C’de su banyosunda karanlikta plagin inkiibasyonu

yapilmugtir.
Plaklara 50 pL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmustur.

Plaklardaki optik dansite (OD) 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
(ELX800, BIO-TEK Instruments) degerlendirilmistir. Standart soliisyonlarin
konsantrasyonuna bagli olarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden numune

konsantrasyonlart hesaplandi.
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Sekil 3.3. Sitokrom-C absorbans- konsantrasyon grafigi
3.4.4. Serum NADPH Oksidaz Tayini

Deneyin Prensibi

Deney prensibi ilk olarak antijene 6zgii antikor ile kaplanmis kuyucuklara
uygun miktarlarda standartlarin ve numunelerin eklenmesi ile baslamaktadir.
NADPH Oksidaz 6l¢iimiinde yarismali ELISA protokolii uygulanmistir. Bu yontem
genellikle antijen varligin1 gostermek amacli kullanilmaktadir. Serumda aranan
antijene 6zgl antikor kati faza baglanir. Enzimle isaretli olan antijen ve serumdaki
antijen kati fazdaki antikora es zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora
baglanmasi igin belirli bir siire inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra
yontemde belirtilen sayica yikanarak kati faza baglanmayan antijenler uzaklastirilir.
Baglanmis enzim iizerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkiibe edilir. Siire
dolduktan sonra son olarak durdurucu soliisyon eklenir ve reaksiyon durdurulur.

Sonug spektrofotometrede 450 nm’de okutulur.
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Gerekli Reaktiflerin Hazirlanmasi

Deneylerimizdeki rat NADPH Oksidaz kitinde (Elabscience Biotechnology

Co., Ltd., Beijing,. PRC)) sandwich ELISA metodu kullanilmistir. Rat NADPH
Oksidaz’a spesifik antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmistir. Tiim ELISA kitinde

bulunan standart diliisyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plag1 ve rat serum

ornekleri, calismaya baslamadan en az 1 saat Once dolaptan ¢ikartilarak oda

sicakligina gelmeleri beklenmistir. Kitte bulunan 20 ng/mL konsantrasyonundaki

standart, standart diliisyon tamponuyla dilue edilmistir. Dilisyon sonrasi standartlar

seri diliisyonlar yardimiyla 10 ng/mL, 5 g/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL,

0.313 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmustir. -80°C’de saklanan serum

ornekleri oda 1sisinda ¢oziindiiriildiikten sonra, ELISA c¢alisma asamalarina hazir

hale getirilmistir.

1)

2)

3)

4)

NADPH Oksidaz Ol¢iim Yontemi
Tium reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

Standart ve ornekler 96 kuyucuklu rat NADPH Oksidaz antikoruyla kapli
kuyucuklara konulmustur. Bu amagla her bir kuyuya 100 uL serum &6rnegi ve
100 pL standartlar pipetlenmistir. Daha sonra plagin yiizeyi seffaf orti ile
kaplandiktan sonra 37°C’de su banyosunda 90 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibe isleminden sonra yine her bir kuyucuga 100 pL
biyotinlenmis anti NADPH Oksidaz (biyotin ile konjuge) pipetlenmis ve plagin
yiizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan sonra plak 37°C’de su banyosunda 1 saat

inkiibe edilmistir.

1 saatlik inkiibasyon agsamasini takiben plagin yikama asamasina gecilmistir.
Yikama islemi otomatize ELISA yikayicisi (ELX50, BIO-TEK Instruments)
kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten sonra
otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 3 kez
yikandu.

Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 1/100 oraninda diliie edilmis 100
uL HRP solusyonu konulmustur. Plagin yilizeyi seffaf ortiiyle kapatilip 37°C’de

su banyosunda 30 dakika oda 1si1sinda inkiibe edilmistir.
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5)

6)

7)

8)

30 dakikalik inkiibasyon asamasini takiben plagin tekrar yikama asamasina
gecilmigtir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicist (ELX50, BIO-TEK
Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 5

kez yikandi.

Yikama asamasmi takiben plaga 90 pL stabilize edilmis kromojen ilave
edilmistir. 15 dakika 37°C’de su banyosunda karanlikta plagin inkiibasyonu
yapilmustir.

Plaklara 50 pL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmustur.

Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-
TEK Instruments) degerlendirilmistir. Standart soliisyonlarin konsantrasyonuna
bagli olarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden numune konsantrasyonlari

hesaplandi.
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3.4.5. Serum Malondialdehit (MDA) Tayini

Deneyin Prensibi

Deney prensibi ilk olarak antijene 0zgii antikor ile kaplanmis kuyucuklara
uygun miktarlarda standartlarin ve numunelerin eklenmesi ile baglamaktadir. MDA
6l¢iimiinde yarismali ELISA protokolii uygulanmistir. Bu yontemi genellikle antijen
varligint géstermek amacli kullanilmaktadir. Serumda aranan antijene 6zgii antikor
kat1 faza baglanir. Enzimle isaretli olan antijen ve serumdaki antijen kati fazdaki
antikora es zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora baglanmasi i¢in belirli bir
siire inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra ydntemde belirtilen sayica
yikanarak kati faza baglanmayan antijenler uzaklastirilir. Baglanmig enzim iizerine
substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkiibe edilir. Siire dolduktan sonra son olarak
durdurucu soliisyon eklenir ve reaksiyon durdurulur. Sonug spektrofotometrede 450

nm’de okutulur.

Gerekli Reaktiflerin Hazirlanmasi

Deneylerimizdeki rat MDA kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.,
Beijing,. PRC)) sandwich ELISA metodu kullanilmigtir. Rat MDA’ne spesifik
antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmistir. Tiim ELISA kitinde bulunan standart
diliisyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve rat serum ornekleri,
caligmaya baslamadan en az 1 saat Once dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina
gelmeleri beklenmistir. Kitte bulunan 2000 ng/mL konsantrasyonundaki standart,
standart diliisyon tamponuyla dilue edilmistir. Diliisyon sonrasi standartlar seri
diliisyonlar yardimiyla 1000 ng/mL, 500 g/mL, 250 ng/mL, 125 ng/mL, 62.5 ng/mL,
31.3 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmustir. -80°C’de saklanan serum
ornekleri oda 1sisinda ¢oziindiiriildiikten sonra, ELISA ¢alisma asamalarina hazir

hale getirilmistir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Malondialdehit Ol¢iim Yéntemi
Tum reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

Standart ve ornekler 96 kuyucuklu rat MDA antikoruyla kapli kuyucuklara
konulmustur. Bu amagla her bir kuyuya 50 pL serum ornegi ve 50 pL
standartlar pipetlenmistir. Daha sonra yine her bir kuyucuga 50 pL
biyotinlenmis anti-MDA (biyotin ile konjuge) pipetlenmis ve plagin yiizeyi
seffaf Ortii ile kapatildiktan sonra plak 37°C’de su banyosunda 45 dakika

inkiibe edilmistir.

45 dakikalik inkiibasyon asamasimi takiben plagin yilkama asamasina
gecilmistir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicis1 (ELX50, BIO-TEK
Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 pL yikama soliisyonu ile 3

kez yikand.

Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 1/100 oraninda diliie edilmis 100
uL HRP solusyonu konulmustur. Plagin yiizeyi seffaf ortiiyle kapatilip 37°C de

su banyosunda 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

30 dakikalik inkiibasyon asamasini takiben plagin tekrar yikama agamasina
gecilmistir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicis1 (ELX50, BIO-TEK
Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 5

kez yikand.

Yikama asamasinmi takiben plaga 90 pL stabilize edilmis kromojen ilave
edilmistir. 15 dakika 37°C’de su banyosunda karanlikta plagin inkiibasyonu
yapilmugtir.

Plaklara 50 pL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmustur.

Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-
TEK Instruments) degerlendirilmistir. Standart soliisyonlarin konsantrasyonuna
bagli olarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden numune konsantrasyonlari

hesaplanda.
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Sekil 3.5. Malondialdehit absorbans- konsantrasyon grafigi
3.4.6. Serum 8-Hidroksi Guanozin (8-OHdG) Tayini

Deneyin Prensibi

Deney prensibi ilk olarak antijene 6zgii antikor ile kaplanmig kuyucuklara
uygun miktarlarda standartlarin ve numunelerin eklenmesi ile baslamaktadir. 8-
OHJG olgiimiinde yarigmali ELISA protokolii uygulanmistir. Bu yontem genellikle
antijen varhigmi gostermek amacli kullanilmaktadir. Serumda aranan antijene 6zgii
antikor kat1 faza baglanir. Enzimle isaretli olan antijen ve serumdaki antijen kati
fazdaki antikora es zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora baglanmasi i¢in
belirli bir siire inkiibe edilir. inkiibasyon siiresi dolduktan sonra yontemde belirtilen
sayica yikanarak kati1 faza baglanmayan antijenler uzaklastirilir. Baglanmis enzim
tizerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkiibe edilir. Siire dolduktan sonra son
olarak  durdurucu soliisyon eklenir ve reaksiyon durdurulur.  Sonug

spektrofotometrede 450 nm’de okutulur.
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Gerekli Reaktiflerin Hazirlanmasi

Deneylerimizdeki rat 8-OHdG kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.,

Beijing,. PRC) sandwich ELISA metodu kullanilmigtir. Rat 8-OHdG’ne spesifik

antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmistir. Tiim ELISA kitinde bulunan standart

diliisyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve rat serum Ornekleri,

calismaya baslamadan en az 1 saat Once dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina

gelmeleri beklenmistir. Kitte bulunan 100 ng/mL konsantrasyonundaki standart,

standart diliisyon tamponuyla dilue edilmistir. Diliisyon sonrasi standartlar seri

diliisyonlar yardimiyla 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12.5 ng/mL, 6.25 ng/mL, 3.13 ng/mL,

1.56 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmustir. -80°C’de saklanan serum

ornekleri oda 1sisinda ¢oziindiriildiikten sonra, ELISA ¢alisma asamalarina hazir

hale getirilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

8-Hidroksi Guanozin Ol¢iim Yontemi
Tium reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

Standart ve Ornekler 96 kuyucuklu rat MDA antikoruyla kapli kuyucuklara
konulmustur. Bu amagla her bir kuyuya 50 pL serum ornegi ve 50 pL
standartlar pipetlenmistir. Daha sonra yine her bir kuyucuga 50 pL
biyotinlenmis anti-MDA (biyotin ile konjuge) pipetlenmis ve plagin yiizeyi
seffaf ortii ile kapatildiktan sonra plak 37°C’de su banyosunda 45 dakika

inkiibe edilmistir.

45 dakikalik inkiibasyon asamasimi takiben plagin yilkama asamasina
gecilmistir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicis1 (ELX50, BIO-TEK
Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 pL yikama soliisyonu ile 3

kez yikandi.

Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 1/100 oraninda diliie edilmis 100
uL HRP solusyonu konulmustur. Plagin ylizeyi seffaf ortiiyle kapatilip 37°C’de

su banyosunda 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

30 dakikalik inkiibasyon asamasini takiben plagin tekrar yikama asamasina

gecilmistir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicis1 (ELX50, BIO-TEK
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6)

7)

8)

Instruments) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire edildikten
sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 350 uL yikama soliisyonu ile 5

kez yikanda.

Yikama asamasinmi takiben plaga 90 pL stabilize edilmis kromojen ilave
edilmistir. 15 dakika 37°C’de su banyosunda karanlikta plagin inkiibasyonu
yapilmustir.

Plaklara 50 pL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmustur.

Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-
TEK Instruments) degerlendirilmistir. Standart soliisyonlarin konsantrasyonuna
bagli olarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden numune konsantrasyonlari

hesaplandi.

Mbsorbance

10 20 30 40 50 S0 7o &0 S0 100

Concentration

Sekil 3.6. 8-Hidroksi Guanozin absorbans- konsantrasyon grafigi
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3.4.7. Serum ALT ve AST Tayini

Bu calismada o6lgiilen AST, ALT tayinleri kolorimetrik yoOntemle calisan
ARCHITECT marka ticari kitler kullanilarak, Hitachi PP Moduler marka

otoanalizorle gergeklestirildi.
3.5. Karaciger Dokusu Histopatalojik Degerlendirmesi

Calismada gruplarinin karaciger dokulart Hematoksilen ve eozin (H&E)

boyamasi ile 151k mikroskopta karsilagtirmali olarak incelendi.

Hepatosit dejenerasyonu, hepatik plaklarin yapisal biitiinliigii, steatozis,
lenfosit infiltrasyonu ve siniizoid dilatasyonu histolojik bulgulart French ve ark.

(French SW vd. 2000) tarafindan tanimlanan skorlamaya gore degerlendirildi.
Skor 0 = hiicre hasar1 yok
Skor 1 = odaksal hepatosit hasari dokunun % 25 ‘inden az ise
Skor 2 = odaksal hepatosit hasar1 dokunun % 25-50 ‘inde ise
Skor 3 = siddetli, fakat odaksal hepatosit hasari

Skor 4 = yaygin hepatosit hasar1 gézlenmesi seklinde skorlandi

57



3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilim kontrolii Kolmogorov-Smirnov testi ile grup
varyanslarinin  homojenlik kontrolii ise Levene testi ile yapilmistir. Agirlik
degiskenine ait veriler iki faktorlii faktérlerden birinin seviyeleri tekrarlanan 6lgtimlii
(Two-way ANOVA with repeated measures on one factor) varyans analizi ile geriye
kalan degiskenler ise tek-yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Farkli gruplarin belirlenmesi i¢in %5 Onem diizeyinde Tukey
coklu kargsilagtirma testi yapilmistir. Hesaplama ve yorumlamalarda %35 6nem diizeyi
(o) dikkate alinmistir. Tiim hesaplamalar SPSS v24 (IBM Inc., Chicago, IL, USA)
istatistik paket programi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD)

olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar Aras1 Agirhk Karsilastirilmasi

Calismaya katilan ratlarin ilk ve son agirliklar1 Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya katilan ratlarin ilk ve son agirliklar

Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
X +SD X+SD X+SD X +SD
Ik agirhk (gr) 191.50+ 5.68 194.00+ 7.04 193.60+ 9.11 195.40 + 8.83

Son agirhik (gr) 242.00+ 6.98°  320.33+15.68°"  305.70+16.88""  313.20+14.01°"

® baslangi¢ agirhgr ile karsilastirildiginda, °; calisma sonrasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
*p<0,001

400

350

300

250

200

150

100

50

a*b* akh*
a*b*

— M iLK AGIRLIK

kd SON AGIRLIK

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 4.1. Calismaya katilan ratlarin agirliklarinin sematik olarak gosterimi

Caligma basinda tim gruplar arasinda agirlik degerleri arasinda anlamli olarak

farklilik gostermemistir (p > 0,05). Calisma sonunda kontrol grubundaki ratlarin

agirlik ortalamalarinin 6nemli derecede diger gruplardan diisiik oldugu belirlenmistir
(p=0.000).
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4.2. Serumda CAT ve MPO aktivitelerinin karsilastirilmasi

Calismaya katilan ratlarin serum CAT ve MPO aktiviteleri Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Serum CAT ve MPO aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

X +SD X +SD X +SD X +SD
CAT (kU/L) 119.80+8.18 89.33+ 453" 77.80+ 7.96° 110.40+2.14°7°
MPO (U/L) 52.00+ 3.46 148.43+ 42 53*" 189.21+ 54.15% 84.44+ 3450

7 grup 1 ile karsilastinldiginda, *; grup 2 ile Karsilastirildiginda, % grup 3 ile karsilastirildiginda,
- p<0,05;" p<0,01; ~"p<0,001

CAT i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Yapilan Tukey testi sonuglarinda, kontrol
grubuna gore CAT aktivitesinin grup 2 ve grup 3’de anlamli olarak azaldig
(p=0,000), grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’ec gore anlamli artis gosterdigi tespit
edilmistir (p=0,000). Grup 2 ve grup 3 arasinda ise CAT aktivitesi anlamli olarak
degisiklik gostermemistir (p > 0,05).

140
120 i A
100 - g peees
80 - |
60 - W CAT
40 -
20 -
0 - : : : .
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 4.2. Calismaya katilan ratlarin CAT aktivitelerinin sematik olarak
gosterimi
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MPO i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, gruplar arasinda farklilik
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Yapilan Tukey testi sonuglarina gore; en
diisiik MPO aktivitesinin grup 1’de oldugu, grup 4’de ki MPO aktivitesinin grup 3’e
gore anlamli olarak diistiigli (p=0,000) tespit edilmistir. Ayrica grup 2 (p=0,002) ve
grup 3’de ki (p=0,000) MPO aktivititelerinin grup 1’e gore anlaml olarak yiiksek
bulundugu ancak bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadig tespit edilmistir (p > 0,05).
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Sekil 4.3. Calismaya katilan ratlarn MPO aktivitelerinin sematik olarak
gosterimi.

4.3. Serum NADPH Oksidaz ve MDA diizeylerinin karsilastiriimasi:

Caligmaya katilan ratlarin serum NADPH Oksidaz ve MDA diizeyleri Tablo
4.3’de gosterilmigtir.

Tablo 4.3. Serum NADPH Oksidaz ve MDA diizeylerinin karsilastiriimasi

Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
X +SD X +SD X + SD X + SD
NADPH Oksidaz
(ng/mL) 5.49+ 1.30 17.66+ 1.31° 19.15+ 0.99° 6.33+0.76"7"°
MDA (ng/mL)  413.28+112.89 583.08+ 127.12 596.63+ 163.53 555.53+ 153.30

& grup Lile, *; grup 2 ile, ¢; grup 3 ile karsilastinldiginda, ; p<0,05; p<0,01;  p<0,001
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NADPH Oksidaz i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, gruplar arasindaki
farklilik anlamli bulunmustur. Farkli gruplarin belirlenmesi amaciyla yapilan Tukey
testi sonuglarina gore, kontrol grubuna gére NADPH Oksidaz diizeyinin grup 2 ve
grup 3’de anlamli olarak arttig1 (p=0,000), grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’e gore
anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir (p=0,000). En yiikksek NADPH
Oksidaz ortalamasinin Grup 3’de oldugu goriilmektedir. Ayrica grup 1 ve grup 4 ile
grup 2 ve grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig tespit
edilmistir (p > 0,05).
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a*** a***

20

15
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b***c***

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 4.4. Calismaya katilan ratlarin NADPH Oksidaz diizeylerinin sematik
olarak gosterimi

Serum MDA diizeylerinin biitiin gruplar arasinda anlamli olarak farklilik

gostermedigi tespit edilmistir (p > 0,05).
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Sekil 4.5. Calismaya katilan ratlarin MDA diizeylerinin sematik olarak

gosterimi

4.4. Serum Cyt-c ve 8-OHdG diizeylerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.4. Serum Cyt-c ve 8-OHdG diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4

X+SD X+ SD X+ SD X+ SD
Cyt-C (ng/mL) 2.28 +0.24 5.10 + 0.52°"" 5.94 +0.79""  3.92 +0.45"7"
8-OHdG (ng/mL) 37.625+10.47 48.55 + 23.56 52.075 +22.04 41.398+ 17.896

= grup Lile, *; grup 2 ile, ¢; grup 3 ile karsilastirildiginda ; p<0,05;" p<0,01;  p<0,001

Serum Cyt-C igin yapilan varyans analizi sonucunda gruplar arasindaki

farklilik anlamli bulunmustur. Farkli gruplarin belirlenmesi amaciyla yapilan Tukey

testi sonuglarina gore en yliksek Cyt-C diizeyi grup 3’de tespit edilmistir. grup 4’de

ise, grup 3 (p=0.000) ve grup 2 (p=0.002)’ye gore anlaml olarak diisiik bulundugu

tespit edilmistir. Kontrol grubuna gore, grup 2 ve grup 3’de Cyt-C diizeyi anlamli

artig gostermistir (p=0.000). Grup 2 ve grup 3 arasinda ise anlamli farklilik tespit

edilmemistir (p > 0,05).
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Sekil 4.6. Calismaya katilan ratlarin Cyt-C diizeylerinin sematik olarak
gosterimi

Serum 8-OHdG diizeylerinin biitiin gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermedigi tespit edilmistir (p > 0,05).
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Sekil 4.7. Calismaya katilan ratlarin 8-OHdgG diizeylerinin sematik olarak

gosterimi
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4.5. Serum AST ve ALT diizeylerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.5. Serum AST ve ALT diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4

X +SD X+ SD X +SD X +SD
AST (U/L) 64.83+7.16  140.66+3.20% 226.90+49.147 7 163.60+33.45% ©
ALT (U/L) 31.66+6.02  100.50+3.01%" 348.50+28.08""""  241.10+36.58°C

& grup Lile, ®; grup 2iile, ¢ grup 3iile, ; p<0,05;  p<0,01;  p<0,001

AST ve ALT igin yapilan varyans analizi sonucunda gruplar arasindaki fark

anlamli bulunmustur. En yiiksek AST ve ALT aktivitesinin grup 3’de oldugu tespit

edilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda grup 2 (p=0.003), grup 3 (p=0.00) ve

grup 4 (p=0.000) de AST ve ALT aktivitelerinin anlamli olarak artis gosterdigi tespit

edilmistir. Grup 2’ye gore grup 3 (p=0.000) AST ve ALT aktivitesinin anlaml
olarak arttig1, grup 4’de ise grup 3’e gore AST (p=0.001) ve ALT (p=0.000)

aktivitesinin anlamli azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Calismaya katilan ratlarin serum AST ve ALT diizeylerinin sematik

olarak gosterimi
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4.6. Cahismaya Katilan Ratlatlarin Histopatolojik Bulgular:

Grup 1’de hepatositlerin, merkezi venler, sinusoidlerin ve portal alanin genel
histolojik yapisi normal goriiniimde ve skor 0 olarak gozlendi (Sekil 4.9 ve Sekil
4.10). Grup 2’de, siniizoidlerin siddetli dilatasyon gosterdigi gozlendi. Lipid
depolanmasi nedeniyle sitoplazmasi bulaniklasmis dejenerasyon baglangicinda olan
ve nukleusu kondanse olmus apoptozise dogru giden hepatosit hiicrelerinin oldugu
gozlendi. Steatosisin baslangicinda olan ve az sayida hepatositte vezikiiler lipid

depolanmasinin goriildiigii sham gubunda hepatosit hasar1 skor 1 olarak saptandi.

Grup 3’de makrovezikiiler ve mikrovezikiiler steatohepatitis gozlendi (Sekil
4.14). Makrovezikiiler steatosisde bir veya birka¢ tane yuvarlak yag damlaciginin,
hepatosit ¢ekirdeginin hiicrenin periferine dogru yer degistirmesine neden oldugu
goriildi (Sekil 4.15). Mikrovezikiiler steatosisde, hepatosit ¢ekirdegini ¢evreleyen
bir¢ok kiiciik yag damlaciginin, hepatosite kopiiksii ve vezikiiler bir goriiniim verdigi
gdzlendi (Sekil 4.15). Yagh karaciger iskemi/ reperfiizyon grubunda (Grup 3) hiicre
ve hiicre grublar1 seklinde gozlenen hepatosit hasari, yaygin skor 4 siddetinde
saptandi. Siniizoid dilatasyonu, hepatosit dejenerasyonu ve hepatik plaklarin yapisal
biitiinligiinde dejenerasyon dikkat ¢ekti. Merkezi ven ve portal alan periferinde de

lenfosit infiltrasyonu goriildi (Sekil 4.16 ve 4.17).

Grup 4’de mikrovezikiiler ve makrovezikiiler steatosis gosteren az sayida
hepatositlerin goriildiigii, hafif skor 2 siddetinde bir steatosis gozlendi (Sekil 4.18).
Siniizoidlerin dilatasyonu ve inflamasyon grup 3’e gére gore azalmist1 (Sekil 4.19).

Hepatik plaklarin yapisal biitiinliigiinde grup 3’e gore diizelme gozlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.9. Kontrol grubunun histolojik yapisi

Kontrol grubunda (grup 1) Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasiyla,
merkezi ven (CV) ve gevresinde hepatositler normal histolojik yapida goriilmektedir.
Hepatik plak (PL), x20 biiylitme

Sekil 4.10. Kontrol grubunun histolojik yapis1

Kontrol grubunda (grup 1) merkezi ven (CV) ve ¢evresinde hepatositler
goriilmektedir. Sinusoidlerin (S) ve hepatik plaklarin (PL) genel histolojik yapisi

normal goriiniimde goézlenmektedir. H&E boyamasi, x40 biiylitme.
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Sekil 4.11. Sham grubunda siddetli dilatasyon

Sham grubunda (grup 2) siddetli dilatasyon gdsteren sinusoidler (S) ve
vezikiiler lipid dejenerasyonu gdsteren hepatosit hiicreleri (okbaslar1) goriilmektedir.

Hepatik plaklar (PL). H&E boyamasi, x40 biiylitme.

Sekil 4.12. Sham grubunda vezikiiler lipid dejenerasyonu

Sham grubunda (grup 2) vezikiiler lipid dejenerasyonu gosteren (okbaslari) ve
nukleusu kondanse olmus apoptozise giden hepatosit hiicreleri (oklar) goriilmektedir.

Portal ven (PV), hepatik plaklar (PL). H&E boyamasi, x40 biiyiitme.
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Sekil 4.13. Sham grubunda apoptozise giden hepatosit hiicreleri

Sham grubunda (grup 2) nukleusu kondanse olmus apoptozise giden hepatosit
hiicreleri (oklar) ve portal alana yakin sitoplazmasi bulaniklagsmis hepatositlerin
bulundugu alan (asterisk) goriilmektedir. Portal veniil (PV), hepatik plak (PL), safra
kanal1 (BD), hepatik arteriyol (HA). H&E boyamasi, X40 biiyiitme.

Sekil 4.14. Yagh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubunda makrovezikiiler
steatosis alani

Yagh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubuna (grup 3) ait 151k mikroskobik
fotografta mikrovezikiiler (okbaslar1) ve makrovezikiiler steatosis alan1 (sar1 ¢ergeve)

gorilmektedir. H&E boyamasi, X20 biiylitme.
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Sekil 4.15. Yagh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubunda vezikiiler lipid
dejenerasyonu

Yagh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubuna (grup 3) ait karaciger dokusunda
hepatositlerin boyutunda artig ve vezikiiler lipid dejenerasyonunun sonucu olarak
sitoplazmalarinda kopiiksii goriinim (okbaslar1)  ve makrovezikiiller (asterisk)
gdzlendi. Iskemi grubunda sinuzoid ve hepatositlerin yapisal biitiinliigiinde bozulma
dikkat ¢ekti. Merkezi ven (CV) c¢evresinde polimorfoniiklear hiicrelerin
inflamasyonu goriilmektedir. H&E boyamasi, X40 biiylitme
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Sekil 4.16. Yagl karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubunda portal alan
cevresinde vezikiiler lipid dejenerasyonu

Yagh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubunda (grup 3) Portal alan gevresinde
vezikiiler lipid dejenerasyonu (okbaslart) gosteren hepatositler goriilmektedir. Portal
veniil (PV), hepatik plak (PL), safra kanali (BD), hepatik arteriyol (HA). H&E
boyamasi, X40 biiylitme.

Sekil 4.17. Yaglh karaciger Iskemi/ reperfiizyon grubunda dilate olmus
siniizoidler

Yagh karaciger iskemi/ reperfiizyon grubunda (grup 3) asiri vezikiiler lipid
dejenerasyonu gosteren hepatosit hiicre grubu (ok) ve dilate olmus siniizoidler (S)

goriilmektedir. H&E boyamasi, X20 biiyiitme.
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Sekil 4.18. TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfiizyon grubunda makrovezikiiler
steatosis

TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfiizyon grubunda (grup 4) mikrovezikiiler
(okbaslar1) ve makrovezikiiler steatosis (asterisk) gdsteren hepatositler
goriilmektedir. Merkezi ven (CV) ve hepatik plaklar (PL). H&E boyamasi, x40
bliylitme.

Sekil 4.19. TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfiizyon grubunda mikrovezikiiler
steatosis

TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfiizyon grubunda (grup 4) mikrovezikiiler
(okbaslar1) ve makrovezikiiler steatosis (asterisk) gdsteren hepatositler
gorilmektedir. Merkezi ven (CV) ve hepatik plaklar (PL). H&E boyamasi, x20
bliylitme.
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5. TARTISMA

Ratlarda deneysel NAFLD modeli olusturmak igin ¢esitli yontemler
olusturulmustur. Lieber ve ark.’nin (2004) yaptig1 modelde 3 hafta boyunca % 70
yagl diyet sonrasi NAFLD modeli olustugu bildirilmistir. NAFLD’nin metabolik
sendromla siki bir iligki igerisinde bulunmasi rat modellerine yiiksek yagli diyete
ilaveten fruktoz diyetinin eklenmesinin karaciger transaminaz diizeylerini anlamli
attirarak, NAFLD’ye neden oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Govindaraj
ve ark., 2016; Jegatheesan ve ark., 2016). Diger bir yontem metionin-kolinden
yoksun (MCD) diyettir.

Caligmamizda ratlara 8 hafta siire ile toplam enejinin % 65’1 yag tarafindan
saglanan diyet uygulanmasinin, karaciger transaminaz diizeylerini yiikselttigi, rat
agirliklarinda asir1 artiglara neden oldugu ve histolojik olarak da NAFLD modeli
olustugunu goézlemledik. Sonuglarimiz literatiirdeki NAFLD modelleri ile uyum
saglamaktadir (Jahn ve ark., 2018).

Hepatik I/R esnasinda ROT, sitokin, kemokin ve bir¢ok faktor hasar
mekanizmasinda gorev alir. Bu faktorlerin siirekli olarak birbirini tetiklemesi kisir bir
dongiiye sebep olmaktadir. NAFLD’li olgularda, steatozlu karacigerin antioksidan
savunma mekanizmalarint  yeterli kullanamamasi, proinflamatuvar sitokin
saliniminin artmas1 ve artmis lipid ylikiiniin karaciger tizerindeki toksik etkileri ve
baz1 genlerin ekspresyonundaki degisikliklere sebep olmasi, NAFLD I/R hasarim
daha da siddetlendirmektedir (Li ve ark., 2017).

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat Oksidaz (NADPH Oksidaz), molekiiler
oksijenden stiperoksit ve hidrojen peroksit iiretimine katki saglayan multimerik
transmembran bir enzim kompleksidir (Bedard ve Krause 2007). Bu kompleks enzim
sistemi normal sartlarda hiicre savunmasi igin goérev alir, ancak I/R bagli hasar
durumlarinda bir savunma mekanizmasindan daha ¢ok hiicre icin zararl etkilere
sebep olabilir. Nitekim reperfiizyon esnasinda hiicrelerin ani oksijenlenmesi,
NADPH Oksidaz’in aktivitesinde asir1 artiglara neden olur. Bunun sonucu siiperoksit
tiretiminin gereginden fazla olusu dokularda harabiyete neden olmakla birlikte I/R

hasarinda yer alan mekanizmalara da katki saglar (Kapoor ve ark., 2018).
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Calismamizda da NADPH Oksidaz diizeyleri kontrol grubuna gore, sham
grubu (grup 2) ve yagh karaciger iskemi ve reperfiizyon grubunda (grup 3) anlaml
oranda yiiksek bulunmustur. TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise kontrol grubu
hari¢ diger gruplara gore, anlamli olarak diisiik bulunmustur. Cesitli iskemik hasar
durumunda NADPH Oksidaz degisimini arastiran bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Krinjer
ve ark. (2003), yaptig1 calismada miyokard infaktiislii hastalardan alinan
kardiyomiyositlerde NADPH Oksidaz diizeylerinin arttigini bildirmistir. Bagka bir
calismada kopekler lizerinde miyokard iskemi-reperfiizyon sonucu olusan serbest
radikal hasarmin etil-gallimidate (NADPH Oksidaz inhibitorii) ile azaldigi
gosterilmistir (Duilio ve ark., 2001). Walder ve ark. (1997), tarafindan yapilan farkl
bir calismada ise NADPH Oksidaz eksikligi olusturulmus farelerde beyin I/R
hasarinda NADPH Oksidaz’in 6nemli bir rolii oldugu ve NADPH Oksidaz

eksikligine paralel olarak beyin hasarinin azaldig: bildirilmistir.

Apocynin, selektif bir NADPH Oksidaz inhibitoriidiir. Kimura ve ark. (2016),
yagli karaciger I/R hasarinda Apocynin kullanilmasinin, I/R hasarini énemli 6l¢iide
azalttigi ve bunun NADPH Oksidaz aktivitesinin engellemesi sonucu olustugunu
bildirmiglerdir. Harada ve ark. (2004), ise NADPH Oksidaz enzimi eksikligi
olusturulmus farelerde yapmis oldugu hepatik iskemi ve reperfiizyon modelinde
ROT diizeylerinin diisiisiine bagli olarak I/R hasarinda azalmalar bildirmistir. HepG2
hiicrelerinde kapsaisin kaynakli apoptoz mekanizmasinda ROT bagimli NADPH
Oksidaz’in sorumlu oldugu bildirilmistir (Lee ve ark.,2004). NADPH Oksidaz aracili
ROT firetimine bagl olarak olusan hasar kronik hepatititden, alkolik yagl karacigere
kadar bir¢ok karaciger hastaliklarinin nedenleri arasinda gosterilmistir (Ha ve ark.,

2016).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, steatotik karacigerin siirekli olarak
oksidatif strese maruz kalmasmnin, NADPH Oksidaz enziminde artisa yol
acabilecegini diistindiirmektedir. Calismamiza benzer sekilde Haggai ve ark. (2005),
yagh karaciger ile ilgili ¢aligmalarinda; NAFLD’li olgularda artmis TNFo’nin
NADPH oksidaz ekspresyonunu arttirdigi, artan NADPH Oksidaz aktivitesine bagl
olarak ROT artisinin da NAFLD’nin ilerlemesine sebep oldugu sonucuna

varmiglardir. Ayrica Chen ve ark. (2015), vahsi tip yaban farelerinin yiiksek yagl
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diyet ile beslemesi sonucunda olusan karaciger yaglanma modelinde, karaciger
NADPH Oksidaz mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gore istatiksel olarak
yiiksek bulmuslar ve NAFLD’de NADPH Oksidaz inhibitérlerinin kullanilmasinin

hastaligin diizelmesine katkida bulunabilecegi goriisiinii ileri stirmiislerdir.

Calismamizda TMZ tedavisi I/R hasarina bagli artis gosteren NADPH Oksidaz
diizeylerinde anlamli azalmaya neden olmustur. Calismamiza benzer sekilde Liu ve
ark. (2010), farelerde yapmis oldugu ¢alismada TMZ’nin NADPH Oksidaz aracili
ROT aktivitesini inhibe ederek, miyokard fibrosizini azalttigin1 gdéstermislerdir. Bu
calismanin sonuglar1 ¢alismamizla elde ettigimiz sonuglart destekleyici bir diger
bulgudur. Bununla beraber yagli karaciger iskemi ve reperfiizyon grbunda (grup 3)
NADPH Oksidaz diizeylerinin kontrol ve TMZ ile tedavi grubuna gore anlamli
olarak yiiksek ¢ikmasi, NADPH Oksidaz’in yagh karaciger I/R hasarina bagh artis

gostermesinin bir sonucu oldugunu diisiindiirmektedir.

Myeloperoksidaz, hidrojen peroksitten (H,O)’den hipoklorik (HOCI) asit
olusumunu katalizleyen ve bdylece antimikrobiyal ajan olarak viicudun dogal
bagisiklik sistemi igerisinde yer alan bir enzimdir. MPO’mn asil substratinin H,O;
olmasi, /R hasarinda 6nemli bir rol teskil edebilir. Yukarida deginildigi iizere
calismamizin sonuglarindan biri olan I/R hasar1 esnasinda NADPH oksidaz’in
aktivitesindeki artislar 6zellikle de reperfiizyon esnasinda molekiiler oksijenin
stiperoksit anyonuna doniisiimiinde artisa, siiperoksid dismutaz enzim katalizi sonucu
H,0, miktarinda asir1 artiglara neden olmaktadir. HyO, artisina bagl olarak MPO
aktivitesi artist sonucu, ROT olusumunun tetiklenmesi hiicresel hasarlara neden
olmaktadir. Ayrica antioksidan enzim savunma sistemlerinde de diislis yasanmasina

neden olarak, I/R hasarmin artisinda 6nemli katkilar1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisgmamizda; yagli karaciger iskemi ve reperfiizyon grubunda (grup 3) MPO
aktivitesi, sham grubu (Grup 2) disinda diger tiim gruplara gore anlamli yiiksek
bulunmustur. Ayrica TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) MPO aktivitesi, yagl
karaciger iskemi ve reperfiizyon grubuna (grup 3) gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur. I/R hasarinda MPO’nun nasil etkilendigine iliskin yapilan cesitli
caligmalarda farkli sonuglar bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada hepatik I/R sonrasi

MPO diizeylerinin, sham grubuna gore yiiksek bulundugu bildirilmistir (Tao ve ark.,
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2016). Baska bir ¢alismada ise 10 dakika iskemik 6n kosullandirmanin hepatik I/R
hasar1 sonucu artmis MPO diizeylerini diistirdiigi bildirilmistir (Guang-jing ve ark.,
2005).

Liu ve ark. (2015), hepatik I/R hasar1 {izerine yaptiklari ¢alismada, MPO
aktivitesinin reperfiizyonunun 3. saatinde artmaya basladigint ve 6. saatte pik
yaptigini1 gostermislerdir. Gastrointestinal bir hormon olan, kolesistokinin (CCK)’in
ratlarda karaciger I/R hasarina kars1 koruyucu etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada
60 dakika kismi karaciger iskemisi ardindan 6 saat reperfiizyon siireci sonunda CCK
ile muamele edilen grubun, sham grubuna gére MPO diizeylerinin diistigi

bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017).

MPO’nun I/R hasar mekanizmasi disinda, NAFLD nin ilerlemesine de katkis1
oldugunu diisiindiiren c¢aligmalar mevcuttur. Nitekim yaglanmis karacigerin basit
steatozdan, steatohepatite ilerleyisinde artmis MPO aktivitesinin biiyiik katkisi
oldugu bildirilmistir (Marra ve ark., 2008). Alshammari ve ark. (2018), tarafindan
bir caligmada yiiksek yagli diyetle beslenmis, bunun yaninda MPO eksikligi
olusturulmus farelerde, NASH siddetinin hepatik inflamasyon ve fibrozu azaltilarak
disiirdiigii bildirilmistir. Bunun yaninda MPO aktivite artigina bagli olarak miktarlari
artan serbest radikallerin fibrosiz gelisimi ve ndtrofil birikimine sebep olduguna dair

bulgulara da rastlanilmaktadir (Lau ve ark., 2005).

TMZ antianjinal olarak kullanilan bir ajandir. Bunun yaninda TMZ’nin
oksidatif stres durumlarinda adeta bir siipiiriicli gibi davranmasi bu ajanin oksidatif
stres ile iligkili hastaliklarda ilgi odagi olmasin1 saglamistir. Ratlarda inflamatuvar
barsak hastaligi (IBD) modeli olusturmak i¢in yaygin olarak asetik asit kullanilir. Bir
caligmada asetik asit ile muamele edilmis ratlarda MPO aktivitelerinin g¢ok
yiikseldigi, asetik asit ile muamele edilip TMZ verilen grupta ise MPO aktivitesinin
distiigii bildirilmistir (Kuralay ve ark., 2003).

Inci ve ark. (2001), tarafindan yapilan rat akciger transplantasyonu model
caligmasinda, TMZ ile tedavi edilen grubun sham grubuna gére MPO aktivitesinin

diisiik oldugu bulunmustur. Bu sonu¢ TMZ’nin I/R esnasinda hiicrelerin enerji
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dengesi ve oksijenasyon hasarina karsi koruyucu etkisine bagli olarak olusabilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda; yaglh karaciger I/R hasarma karst MPO aktivitesinin TMZ ile
tedavi edilen grupta diisiik bulunmasi, I/R hasarinin iskemi sathasinda TMZ’nin
hiicrelerde muhtemelen ATP diizeylerine koruyucu etki gostererek ve reperfiizyon
sathasinda kontrolsiiz oksijenlemeye karsi hiicrelerde antioksidan aktivitede artig
gostererek etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim ¢alismamizin bir bagka
sonucu olan TMZ uygulanan grupta antioksidan bir enzim olan CAT aktivitesinde
anlaml artiglara sebep olmasi TMZ’nin bu hasar mekanizmalarinda antioksidan
savunma mekanizmaya dolayli ve hiicresel diizeyde direkt katkisi olabilecegi

goriisiinii kuvvetlendirmektedir.

MDA, lipit peroksidasyondaki artis1 gosteren biyokimyasal bir belirtegtir. ROT
molekiillerinin kisa Omiirlii olusu Ol¢iimleri zorlagtirdigi i¢in arastirmalarda uzun
Omiirli olan bu tarz oksidatif stres belirtegleri kullanilir. Hiicreler oksidatif stresle
bas edemedigi durumlarda, o6zellikle hiicre membraninda bulunan lipitler ROT
saldirilart i¢in agik hedef haline gelirler. I/R hasar1 sonucu MDA diizeylerinin
arttigina dair bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Abdelsameea ve ark., 2017; Shuna ve ark.,
2013;Yuzhu ve ark.,, 2017). Bunun yaninda yine steoatik karacigerde MDA
diizeylerinin yiikseldigi, yiiksek yagl diyet modeli olusturulmus rat modellerinde
gosterilmistir (Rao ve ark., 2017).

Caligmamizda tiim gruplar aras1t MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamistir. Mosbah ve ark. (2006), steatotik karaciger transplantasyonu
ile 1lgili caligmalarinda TMZ’nin yikama solusyonuna ilavesi ile steatotik
karacigerde I/R hasar1 sonucu yiikselmis MDA seviyelerinin distigiini bildirmistir.
Yine akciger tranplantasyonu tizerine TMZ’nin koruyucu etkisinin aragtirildigi bir
calismada, TMZ’nin lipit peroksidasyonunu azalttigt ve MDA seviyelerinin sham

grubuna gore diistiigii bildirilmistir (Inci ve ark., 2001).

Ancak, bazi ¢alismalar bu goriisii tam desteklememektedir. Nitekim oksidatif
bobrek hasarina karst TMZ’nin koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, ratlara

intraperitoneal olarak enjekte edilen 3 mg/kg TMZ’nin, MPO diizeylerini diistirdiigi,
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ancak MDA diizeyleri iizerinde herhangi bir etki yaratmadigi bildirilmistir (Yal¢in ve
ark., 2012).

Yine Omar ve ark. (2011), tarafindan yapilan lipopolisakkarit kaynakli
oksidatif strese karst TMZ’nin MDA iizerine etkisinin arastirildigr c¢alismada;
farelere TMZ iki giin boyunca 1.8 mg/kg, 3.6 kg/mg ve 7.2 mg/kg olmak iizere 3
farkli dozda oral olarak uygulanmasi sonucu diisilk doz TMZ uygulanmasinin MDA
diizeylerinde diisiiriicii bir etkisi olmadig1 ancak yiiksek dozlarda MDA diizeylerini
disiirdiigii bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise ratlarda arka ekstremite I/R hasarina
karst I/R oncesi 7.5 mg/kg tek doz TMZ uygulanmis grupta, kontrol ve sham
gruplarima goére MDA diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli degismedigi
bulunmustur (Da Silveira ve Yoshida, 2009).

TMZ’nin MDA iizerine etkisinin arastirildig1 ¢alismalar arasindaki farkliligin
olusma nedeninin, ilacin dozaj ve verilis sekli ile ilgili olabilecegini
disiindiirmektedir. Bizim calismamizda da gruplar arasi MDA diizeylerinin
istatistiksel olarak farkli bulunmamasmi bu goriise bagliyoruz. Calismamizda
karaciger I/R tedavi grubuna 30 dakika once 10 mg/kg tek doz TMZ oral olarak
verilmig olup, herhangi bir yikama solusyonu kullanilmamistir. TMZ nin tedavi
grubuna bu dozda ve oral olarak verilmesi MPO ve NADPH Oksidaz gibi oksidan
enzimler lizerine diisliriicii etkisi olmasia karsin, MDA diizeylerinde anlamli bir
degisiklik gostermemistir.

I/R hasar1 hiicrelerde bir¢ok fonksiyonu olumsuz etkileyerek, hiicrelerin
biitiinliigiinii ve biyokimyasal diizenini bozarak hiicreleri dliime siiriikler. Ozellikle
de bu etkilerini dokularin oksidan-antioksidan dengesini bozarak gosterir. I/R hasari
sonucu artmig ROT diizeyleri hiicrelerin antioksidan havuzunu tiiketir (Liu ve ark.,
2015).

Yapilan bir¢cok calisma, serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri {izerine
CAT’in temel antioksidan savunma sisteminin vazge¢ilmez bir unsuru oldugunu
gostermistir (He ve ark., 2017; Moris ve ark., 2017; Yu ve Huang, 2015). Ratlarda
bobrek iskemi reperflizyon sonucu bobrek dokularinda CAT aktivitesinin, kontrol
grubuna goére anlamli olarak diistiigii ve bunun I/R hasar1 sonucu artan oksidatif
stresin  antioksidan  enzim  havuzunu tiiketmesine bagli  olabilecegini

diisiindiirmektedir. (Takhtfooladi ve ark., 2016).
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Caskurlu ve ark. (2016), bobrek I/R hasarina karst bir ¢orek otu bitkisi olan
Nigella sativa’nin koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmada, I/R hasart sonucu
bobrek dokusunda CAT aktivitesinde istatiksel olarak anlamli azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Karaciger I/R hasar1 olusturulmus bagka bir calismada ise sham
grubuna gore I/R grubunda CAT aktivitesi anlamli olarak diisiik bulunmustur (Bae
ve ark., 2014). Gedik ve ark. (2008), farelerde giiglii bir antioksidan flavanoid olan
resvastoroliin hepatik I/R hasarina karsi koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada,
I/R hasar1 sonucunda CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldigin1 ve resvastoroliin hepatik I/R hasarinda CAT aktivitesini anlamli olarak

yiikselttigini bildirmislerdir.

Calismamizda yagl karaciger iskemi ve reperfiizyon grubunda (grup 3) CAT
aktivitesi sham grubu (grup 2) hari¢ diger tiim gruplara gore anlamli azalma
gostermis, TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise CAT aktivitesi kontrol grubu
hari¢ diger gruplara gore anlaml artig gostermistir. Yiiksek yaglh diyet ile beslenme
sonucu viicut antioksidan savunma sisteminin azalmasi ve ROT iiretimindeki asiri
artiglar CAT {izerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Nitekim NAFLD’de
artmis oksidatif stres sonucunda, antioksidan enzim diizeylerinde azalmalarin oldugu
ve bu disiisle beraber NAFLD’nin NASH gibi daha ciddi komplikasyonlara
ilerlemesine katkida bulundugu bildirilmistir (Park ve ark., 2016). Deney
hayvanlarinda NAFLD modeli olusturmanin bir bagka yolu da, metionin-kolinden
yoksun (MCD) diyettir. JorgaCevi¢ ve ark. (2014), farelerde MCD diyeti ile
olusturduklart NAFLD modelinde CAT aktivitesini kontrol grubuna gore istatiksel

olarak anlamli bir sekilde diistik bulmuslardir.

Bagka bir ¢alismada yiiksek yagli diyet ile beslenen vahsi tip yabani farelerin
CAT aktivitelerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiigli gosterilmistir
(Chen ve ark., 2015). Leghi ve ark. (2015), yaptiklar1 vaka-kontrol ¢aligmasinda ise
NASH tanis1 konmus bireylerle, NASH tanis1 konmamis ama obez olan bireyler
arasinda CAT aktivitesi kiyaslandiginda gruplar arasi istatiksel olarak anlamli bir

fark bulamadiklarini bildirmislerdir.
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Calismamizda TMZ ile tedavi edilen grupta, yagh karaciger iskemi ve
reperfiizyon grubuna (grup 3) oranla CAT aktivitesinin artmasi, TMZ’nin
antioksidan sistem {izerine olumlu katkisinin bir sonucu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamiza benzer sekilde Zhang ve ark. (2013), H,O’ile
oksidatif hasar olusturulmus kardiyomiyositlerde TMZ’nin bu hasara karsi CAT
aktivitesini anlamli olarak arttirdigin1 gostermislerdir. Bir bagka c¢alismada ise etanol
ile olusturulmus deneysel iilser modelinde TMZ uygulanmasi, CAT aktivitesini diger
gruplara gore anlamli olarak yiikseltmistir (Oztiirk ve ark., 2009). Pathan ve ark.
(2010), yaptig1 bir baska ¢alismada ise Doksorubisin ile kardiyomiyopati modeli
olusturulmus ratlarda TMZ’nin CAT aktivitesi {izerine anlamli olarak artirici
katkisinin oldugunu ve bunun sebebinin TMZ’nin radikal siipiiriicii etkisine bagh

olabilecegini bildirmislerdir.

Yapilan calismalar gostermistir ki karaciger I/R sonrast ROT artisina bagl
olarak hiicreler apoptoz ve nekroza ugrarlar (Jaeschke ve Lemasters, 2003). ROT
bagimli apoptozdan mitokondri sorumludur. Mitokondri islev kaybi,  enerji
sisteminin altiist olmas1 ve artmig ROT diizeyleri sonucunda mitokondri dig
membranindan Cyt-C salinimi olmakta, Cyt-C daha sonra Apaf -1 ile birlesip,
kaspaz-9’u aktivite ederek apoptozom denen yapiyr olusmaktadir (Shakeri ve ark.,
2017; Yuan ve Akey 2013).

Hayvan modelleri {izerinde yapilan bir c¢alismada apoptozun Onceden
engellenmesi ile reperfiizyon sonrasinda hiicre hasarinda azalmalar oldugu
bildirilmistir (Gao ve ark., 1998). Kohli ve ark. (1999), tarafindan yapilan karaciger
I/R hasar1 ¢aligmasinda, insan karaciger hepatositlerinde yiiksek miktarda apoptotik
hiicrelere rastlanmigtir. Cahova ve ark. (2015), ise yagh karaciger I/R hasari iizerine
antidiyabetik bir ilag olan metformin’in koruyuculugu iizerine yaptiklar1 ¢aligmada,
yagl karaciger I/R hasar1 sonucu Cyt-C saliniminin arttigin1 ve mitokondri fonksiyon
bozukluguna sebep oldugunu gdostermislerdir. Baska bir ¢aligmada ise hepatik I/R
hasar1 sonrast karacigerde Cyt-C ekspresyonunun kontrol grubuna goére anlamli
olarak arttig1, apoptotik hiicre miktarinda ise anlamli artiglar oldugu gosterilmistir

(Kim ve ark., 2013).
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Karaciger yaglanmasina bagli olarak hepatositlerin apoptoza yoneldigini
gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Wu ve ark., 2018; Kim, 2017; Cartland ve ark.
2017). NAFLD’de antioksidan sistemin azalmasi sonucunda oksidatif stres artigina
bagli olarak mitokondri fonksiyon bozuklugu olusur, bu da hiicreleri apoptoza tesvik
eder. Alwahsh ve ark. (2014), yaptig1 ¢alismada yiiksek yagl diyet ve fruktoz ile
ratlarda olusturulmus yagh karaciger modelinde Cyt-C seviyelerinin kontrol grubuna
gore anlamli olarak arttigimi gostermis ve bu durumun hiicresel ROT miktarinin
artmast sonucu, mitokondri gegirgenliginin bozulmasindan kaynaklandigini ileri

stirmislerdir.

Calismamizda sham grubu (grup 2) ve yagh karaciger iskemi ve reperfiizyon
grubu (grup 3) Cyt-C seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek, TMZ
ile tedavi edilen grup (grup 4) Cyt-C diizeyleri ise sham grubu (grup 2) ve yagh
karaciger iskemi ve reperflizyon grubuna (grup 3) gore anlamli olarak diisiik oldugu
bulunmustur. Bu sonucumuzun karaciger I/R sonrasi artmig ROT diizeylerine baglh
olarak, mitokondriyal dis membrani hasar gormesinin bir sonucu oldugunu
diistinmekteyiz. Nitekim TMZ ile tedavi edilen gruptaki Cyt-C seviyelerinin, yagl
karaciger iskemi ve reperfiizyon grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmasi,
TMZ’nin mitokondri stabilitesini korudugunun bir gostergesidir. Calismamizi
destekleyen baska bir ¢alismada, Mahfoudh-Boussaid ve ark. (2012), bobrek I/R
hasar1 sonucu endoplazmik retikulum ve mitokondri hasarma karsi TMZ’nin
etkilerini inceledikleri ¢alismada, TMZ’in I/R hasar1 sonucu artis gosteren Cyt-C
seviyelerini, I/R grubuna gore anlamli olarak diisiirdiigiinii ve bunun TMZ’nin ATP
sentezini yeniden diizenlemesi ve mitokondri dis membran biitiinliiglinii koruyucu
etkisine bagh oldugunu bildirmislerdir. Bir bagka ¢alismada ise myokard I/R hasar
modelinde TMZ’nin mitokondri gecirgenligini kontrol grubuna gore anlamlh
diistirdiigiinii ve Cyt-C diizeylerinde azalmaya neden oldugu gostermislerdir (Li ve

ark., 2014).

Calismamizda TMZ uygulanmasinin I/R hasarina bagl artis gosteren Cyt-C
diizeylerini diistirmesi bu bulgularla benzerlik gostermektedir, bu sonu¢ TMZ’nin
NAFLD komplikasyonlarina karsi tedavi edici bir ajan olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Oksidatif stresteki asir1 artislar, hiicrelerde birgok biyomolekiilii olumsuz
yonde etkiler. Oyle ki hiicrenin en énemli yapitaslarindan biri olan DNA molekiilii
de bu hasardan nasibini alir. Oksidatif strese bagli DNA hasarim1 gosteren birgok
biyokimyasal belirteg bulunmaktadir. Ancak, giinlimiizde hiicre zarindan
gecebilmesi, idrar ve serumda Olgiilebilmesi acisindan 8-OHAG daha ¢ok tercih

edilmektedir.

8-OHdG’nin somatik mutasyonlardan olan G > T gegislerini indiikkleme
kabiliyeti bircok kanser tiiriinde gozlemlenmistir. Yiiksek yaglh diyet ile beslenme
sonucu oksidatif stresin arttigi ve buna bagli olarak o6zellikle guanin bazina OH
radikalinin = saldirilar1  sonucu, 8-OHdG’nin diizeylerinin arttif1 ¢aligmalarla
gosterilmistir (Chen ve ark., 2015). Karaciger I/R hasar1 sonrasi DNA hasarinin
meydana geldigi, 8-OHdG diizeylerinin arttigt ve bu hasarin agirt ROT iiretimi
sonucu oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Keles ve ark., 2008; Yamagami ve
ark., 2000).

Bu olgularin yaninda, Kimura ve ark. (2016), yaglh karaciger I/R hasar1 {izerine
yaptiklar1 ¢alismalarinda, yagli karacigerde, normal karacigere gore I/R hasari
sonrast 8-OHAG diizeylerinin daha ¢ok yiikseldigini, bunun nedeninin oksidatif
strese karsi yagli karacigerin daha savunmasiz olusundan kaynaklandigini

bildirmiglerdir.

Calismamizda gruplar arasi 8-OHdG diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
farklilik gostermemistir. TMZ nin oksidan ve antioksidan enzimler iizerine etkisini
gosteren bir¢cok c¢alisma olmasina karsin, 8-OHdG diizeyleri {izerine yeterli
caligmalar mevcut degildir. Mevcut olan ¢alismalarin sonuglar1 ¢aligmamiza benzer
sekilde genellikle TMZ’nin 8-OHdG diizeylerine pek etki gostermedigi yoniindedir.
Ornegin; iiretral yaralanmalar {izerine TMZ nin etkisi ile ilgili bir ¢alisma sonucu
tiim gruplar arasinda serum ve idrar 8-OHdG diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
bir fark olmadigi, TMZ’nin 8-OHdG {izerine diisiiriicti bir etki meydana getirmedigi
bildirilmis ve daha kapsamli c¢aligmalarin yapilmasi1 yoOniinde tavsiyelerde

bulunulmustur (Ayyildiz ve ark., 2016).
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Serum aminotransferazlar1 karaciger hiicre hasarinin duyarli bir gostergesi
olup, karaciger hastaliginin tayininde en c¢ok ol¢iilen iki aminotransferaz ALT ve
AST’dir. AST Kkaraciger, kalp, kas ve bobrek gibi bir¢ok dokuda bulunmasina

ragmen ALT yalnizca karacigerde bulunur.

Calismamizda yagl karaciger iskemi ve reperflizyon grubunda (grup 3) serum
AST ve ALT diizeyleri diger tiim gruplara gore istatiksel olarak anlamli yiikselisler
gostermis, TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise AST ve ALT diizeyleri grup 3’e
gore anlamli olarak diigmiistiir. Hepatik I/R hasar1 sonrasi bu enzimlerin serum
diizeylerinin yiikselmesinin beklenmesi asikar bir durumdur. Nitekim yapilan onlarca
calisma hepatik I/R hasar1 sonrasi hepatosit harabiyetine bagl olarak bu enzimlerin
serum diizeylerinin ¢ok fazla bir sekilde arttigin1 gostermektedir (Li ve ark., 2018;
Wang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017). Bununla birlikte, NAFLD olgularinda
hastaligin seyrine gore hepatositlerde orta ve siddetli hasar meydana gelir, bunun
sonucu serum AST ve ALT diizeyleri hiicre harabiyetinin bir gostergesi olarak

yiikselir (Alexander ve ark., 2018).

Calismamizda hepatik I/R hasari sonucu AST ve ALT serum diizeylerinin
TMZ uygulamasina bagl olarak diisiisii hiicre harabiyetini azaltmasinin bir sonucu
oldugunu diistinmekteyiz. Nitekim g¢alismamiza benzer sekilde Boussaid ve ark.
(2016), yaptig1 calismada ratlara TMZ uygulanmasinin, hepatik I/R hasari sonucu
artan AST ve ALT serum diizeylerini disiirdiigiinii gostermislerdir. Yine baska bir
yagli karaciger I/R hasar1 modelinde, I/R oncesi yikama solusyonuna TMZ
ilavesinin, ratlarda serum AST ve ALT diizeylerini anlamli olarak diisiirdiigli ve
hepatositler TMZ uygulamasmin hiicresel oksidatif stresine karsi1 hiicreleri
harabiyetten korudugunun bir gostergesi oldugu kabul edilmektedir. (Zaouali ve ark.,
2013).

Caligmamizda karaciger dokusu histolojik bulgulari; yagl karaciger iskemi ve
reperfiizyon grubunda hiicre ve hiicre grublar seklinde gozlenen hepatosit hasari,
yaygin skor 4 siddetinde saptandi. Kontrol grubunda ise hepatositlerin genel
histolojik yapist normal goriiniimde ve skor O olarak goézlendi. Sham grubunda,
siniizoidlerin ~ siddetli  dilatasyon gosterdigi ve steatosisin  baslangicinda

olan hepatositte vezikiiler lipid depolanmasinin gortildiigii nukleusu kondanse olmus
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apoptozise dogru giden hepatosit hiicrelerinin oldugu gozlendi ve hepatosit hasari
skor 1 olarak saptandi. TMZ ile tedavi edilen grupta ise mikrovezikiiler ve
makrovezikiiler steatosis gosteren az sayida hepatositlerin goriildiigii, hafif skor 2
siddetinde bir steatosis gozlendi. Bununla beraber TMZ ile tedavi edilen grupta
siniizoidlerin dilatasyonu ve inflamasyonu iskemi grubuna gore azalmisti. Hepatik
plaklarin yapisal biitiinliigiinde yagli karaciger iskemi ve reperfiizyon grubuna gore

diizelme gozlendi.

Karaciger I/R hasar1 sonucu, sinuzoid ve hepatositlerin yapisal biitiinliigiinde
bozulma, hepatik plaklarin yapisal biitiinliigiinde dejenerasyon, merkezi ven ve portal
alan periferinde de lenfosit infiltrasyonu, hepatosit apoptozu ve nekrozu goriiliir
(Messiha ve Youssef 2015; Zhang ve ark., 2017; Al-saeedi ve ark., 2018). Bununla
beraber NAFLD hasar1 sonucu da lipid depolanmasina bagli olarak hepatositlerde

yaralanma ve apoptoz goriliir (Oseini ve ark., 2018).

Calismamizda TMZ ile tedavinin siniizoidlerin dilatasyonu ve inflamasyonunu
azalttig1, ayrica hepatositlerin yapisal biitiinliiglini /R hasarina kars1 korudugu
goriilmistiir. Nitekim TMZ’nin iskemik 6n kosullanmay1 saglayarak karaciger I/R
hasar1 sonucu hepatosit biitiinliigiinii korudugu bildirilmistir (Casillas ve ark., 2006).
Ancak TMZ’nin I/R hasarina kars1 bu koruyucu etkinligi tizerine molekiiler yolaklar
hala bir tartisma konusudur. Zaouali ve ark. (2017), karaciger nakli sonucu hepatosit
hasarmin TMZ uygulanmasi ile azaldigini1 gostermisler ve bu etkinin TMZ’nin ER

stresi azaltarak sagladigini bildirmislerdir.

Bununla beraber Mahfoudh-Boussaid ve ark. (2012), bobrek I/R hasari iizerine
TMZ tedavisinin ER stresi azaltmadigin1 ancak mitokondri fonksiyon biitiinliigiinii
koruyarak etki gosterdigini bildirmislerdir. Mosbah ve ark. (2006), TMZ tedavisinin
I/R hasarina kars1 vaskiiler direnci ve perfiizyon akis oranini arttirdigini, 6zellikle
reperfliizyon esnasinda azalmis ATP seviyelerini yiikselterek etki ettigini
bildirmislerdir. Ayrica yine bu ¢aligmada yagli karacigere baglh olarak hepatositlerin
sitoplazmasindaki yag birikmesi ve hiicre hacminde artislara sebep olmasinin hepatik
siniizoidal boslugun kismi veya tam tikanmalarin neden olabilecegini ve I/R hasarina

kars1 daha da savunmasiz kalacagini, TMZ’nin ise yagl karacigerde I/R hasarim

84



iskemi sirasinda damar akis hiz1 ve direncine olan olumlu etkileri sonucu hepatosit

yaralanmasini azalttigin1 gostermistir.

Calismamizda TMZ tedavisinin I/R hasar1 iizerine yukarida da deginildigi
tizere oksidatif stresi ve Cyt-C salinimini azalttig1, ayrica hiicresel diizeyde hepatosit
biitiinligiinii koruyucu etkisi histolojik olarak da gosterilmistir ve bu sonu¢ TMZ’in

hiicresel biitiinliigli koruyucu etkisini gii¢lii sekilde destekleyen bir bulgudur.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde karaciger gibi hayati organ nakilleri ¢ok &nemli sorunlar igerir.
Verici sayisinin yeterli olmamasi, bulunan dondrlerin de c¢ogunun steatotoik
karacigere sahip olmasi, boyle hayati bir olgu icin endise tasimaktadir. Bu ylizden
steatotoik karacigerin en az hasar ile nasil naklinin saglanacagi ve nakil sonrasi
hastanin viicutsal fonksiyonlarinin normal bir sekilde idame ettirecegine iligkin artan

sayida ¢alismalar bulunmaktadir.

Normal bir karaciger dokusu naklinde ve sonrasinda bir¢ok hiicre ve doku
harabiyetleri meydana gelmektedir. Karacigerin steatotik olusu bu hasar
mekanizmalaria kars1 daha da savunmasiz olmasina yol acar ve olusacak harabiyet

daha da fazla olur.

Bu calismamizin sonucunda, TMZ uygulamasinin yaglh karaciger I/R sonucu
oksidatif hasara neden olan NADPH Oksidaz ve MPO aktivitelerini diistirdiigii
gosterilmistir. NAFLD ve karaciger I/R hasarina bagli olarak viicut antioksidan
savunmasinin 6dnemli bir enzimi olan CAT seviyelerinin azaldigi, TMZ’nin ise CAT

seviyelerini artirarak antioksidan savunmaya katkist oldugu goriilmiistiir.

Yagl karaciger I/R hasar1 sonrasi, hiicre mitokondri biitiinliigiiniin bozuldugu
ve Cyt-C salinimina bagli olarak hiicrelerin apoptosize yoneldigi ve TMZ’nin Cyt-C

salinimi azalticr etkisinin oldugu saptanmustir.

NAFLD ve karaciger I/R hasar1 sonrast TMZ’nin oksidatif stres belirtegleri
arasinda yer alan MDA ve 8-OHdg seviyeleri iizerine etkisi olmadigi, bunun yaninda
TMZ’nin histolojik bulgular sonucu yagli karaciger I/R hasarmi 6nemli derece

azalttig1 gosterilmistir.
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Calismamiz sonucunda, TMZ uygulamasinin yagli karaciger nakilleri
sirasinda 6nemli hiicre harabiyetine yol acan bir etken olan oksidatif hasara karsi,
antioksidan savunma mekanizmasina olumlu yonde artirici katkida bulundugu
gosterilmistir. Ayrica, hiicresel biitiinliiglin korunmasinda ¢ok énemli bir faktoér olan
mitokondri biitiinliigiinii koruyarak hiicrelerin sag kalimina destek sagladigi
gosterilmistir.  Ancak c¢alismamizda uyguladigimiz doz ve sirede TMZ
uygulanmasimin lipit peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi belirtegler tlizerinde
etkisinin oldugunun gosterilememesi, farkli doz ve siirelerde TMZ uygulamalar
gerceklestirilerek  daha ileri calismalarin  yapilmasina ihtiyag  oldugunu

distindiirmektedir.
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i Sorumlu yiiriitiicti oldugunuz “Non Alkolik Yagh Karaciger Olusturulmus Ratlarda
Trimetazidin’in Sicak Iskemi Reperfiizyon Hasarina Karsi Koruyuculugu Etkisinin
Aragtirdlmas1” isimli arastrmamz Ordu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 11.02.2015 tarih ve 1 sayil toplantisinda aldig1 2 nolu kararina gore etik ilke
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Ordu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 11.02.2015 tarihinde, Saat
12.30°da Ordu Universitesi Tip Fakiiltesi Morfoloji Binasi toplanti Salonunda asagida
imzas1 bulunan tiyelerin katilimiyla toplanarak bir araya geldi.

Karar No 2. Sorumlu yiiriitiicii Prof. Dr. Tevfik NOYAN’m 10.02.2015 tarihli
bagvurusunun degerlendirilmesi sonucu “Non Alkolik Yagl Karaciger Olusturulmus
Ratlarda Trimetazidin’in Sicak Iskemi Reperfiizyon Hasarma Karst Koruyuculugu
Etkisinin Aragtirilmas:” isimli aragtirmasimin etik ilke ve kurallara uygunluk agisindan
yapilabilirlifine ve konunun ilgili &gretim iiyesine tebligine oybirligi ile karar verildi.
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