1. GIRiS

Organizma, yiiksek rakimda yasama (2000-2500 metre)' gibi fizyolojik
nedenlerle ya da organ nakli (karaciger, bdbrek, kalp vb), kronik
kardiyovaskiiler/pulmoner hastaliklar gibi patolojik nedenlerle iskemi/hipoksiye
maruz kalabilir. Hipoksi sonucu, hiicre membraninda/organellerde yapisal ve
metabolik degisiklikler goriiliir. Mitokondrilerde hacim artisi, krista par¢alanmast,
bal petegi goriinlimii vb mikroskobik bulgular ortaya c¢ikar. Hiicrede oksijenin
azalmasina bagli olarak mitokondride oksidatif fosforilasyon azalir ve hiicrenin
enerji ihtiyaci igin anaerobik metabolizma (glikoliz) devreye girer’™" ",
Endoplazmik retikulumda kalsiyum homeostazinda bozukluklar, glikozilasyonun
azalmas1 ve yanlis katlanmis proteinlerin artmasi gibi hipoksik strese bagli
degisiklikler goriiliir. Hipoksi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yani
siiperoksit (Oy"), peroksinitrit (ONOQO"), hidroksil (OH") radikallerinin ya da
radikal olmayan, ancak OH™ olusumuna yol actig1 i¢in reaktif bir iiriin sayilan
hidrojen peroksitin iiretiminde artis olur ve antioksidan savunma sisteminin
aktivitesindeki azalmaya bagli olarak hiicrelerde oksidatif hasar goriilebilir.
Normal fizyolojik kosullar altinda metabolizma sonucu agiga c¢ikan ROS,
hiicrelerdeki antioksidan savunma sistemleri araciligi ile yok edilir’®. Hipoksi
stirasinda ise mitokondriyal solunum zincirindeki sitokrom oksidaz (Kompleks IV)
tarafindan suya indirgenen oksijen miktar1 azalir ve bu durum mitokondride strese

neden olarak ROS olusumunu artirir. Béylece hiicrede oksidatif stres goriiliir’.

Hipoksik stresle birlikte hiicrenin antioksidan savunma sistemlerini olusturan
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glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siliperoksit dismutaz gibi enzimatik;
glutatyon (GSH) ve NADPH (Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat), ADP
(Adenozin difosfat) gibi enzimatik olmayan hiicresel savunma sistemleri de hasar
goriir ve aktiviteleri azalir™. Siiperoksit radikallerinin siiperoksit dismutaz ile
hidrojen peroksite doniisiimii azalir. Bu durum, hiicre membran hasar1 ve

DNA (Deoksiriboniikleik asit) hasar1 sonucu apopitozun baslamasina neden olur’.

Iskemik/ hipoksik kosullar, bircok dokuda akut veya kronik olarak
goriilebilir. Kalp, iskelet kasi, beyin, karaciger gibi dokularin bu kosullara verdigi
yanitlar, hiicrelerde bircok farkli siireclerin baslamasina neden olur. Ornegin;
iskemik/hipoksik  kosullardan en Once etkilenen hiicreler noronlardir.
Noronlardaki akut olaylar; Oncelikle noron eksitabilitesini diizenleyen iyon
kanallarinda goriiliir. Hiicre igerisinde ATP’nin (Adenozin tri fosfat) azalmasina
bagli olarak iyon homeostazinda bozukluklar ortaya ¢ikar. Hiicre iginde
kalsiyumun birikmesi; hiicrede sitotoksik yollarin aktive olmasina ve noronlarda
eksitotoksik hasara neden olur. Olusan ROS; inflamasyon ve apopitoz siirecini

baglatir’.

Onkosullama kisa siireli travma ile indiiklenen ve dliimciil diizeyde hasara
kars1 giiclii koruma saglayan bir olaydir. Yapilan bir¢ok hayvan ¢aligmasina gore,
onkosullama organizmada pek cok dokuya uygulanmaktadir. Alzheimer ve
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastalik modellerinde iskemik inme,
neonatal hipoksi/iskemi, travma, ¢esitli maddeler ile beyinde akut hasara karsi

onkosullama yapilabildigi gosterilmistir. Onkosullama iskemik hipoksi, hiperbarik



oksijen, hipotermi, hipertermi, nérotoksin uygulanmasi gibi ¢ok ¢esitli uyaranlarla

yapilabilmektedir'®.

Iskemik veya hipoksik ©nkosullama, hiicrelerin kisa siireli olarak
hipoksiye veya iskemiye maruz birakilmasidir. Onkosullama ile saglanan
koruyucu etki mekanizmalari, aklimatizasyon siireclerine gore daha hizli devreye
girmektedir. Fakat bu koruyucu etki mekanizmasinin nasil gelistigine dair veriler
yeterli degildir. Son yillarda iskemik veya hipoksik Onkosullamanin bobrek,
akciger, kalp ve beyin gibi ¢esitli dokularda koruyucu etkisinin oldugu in vivo ve

in vitro deneysel yontemlerle gosterilmistir'' ™2,

Glinlimiizde hipoksik kamara pek ¢ok c¢alismada c¢esitli dokularda

onkosullamanin ya da agir hipoksinin etkilerini arastirmak i¢in kullanilmaktdir'?.

Yapilan ¢aligmalarda kalp kasinda hipoksik/iskemik 6nkosullamanin kalbi,
miyokardiyal infarktiis ve apopitoza karst korudugu bulunmustur. Bunu artmis
endoplazmik  retikulum stresini  Onleyerek ve endotel hiicrelerinde
hipoksi/reoksijenasyon hasarini azaltarak yaptigi goriilmiistiir'®. Yapilan baska
calismalarda hipoksik 6nkosullamanin, iskemi reperfiizyon hasarina karsi bobrek
hiicrelerini  korudugunu ve bu koruyucu etkinin HIF-1-alfa (Hipoksi ile
indiiklenen faktor-1-alfa) aracili bcl-2 sinyal yolagi ile baglantili oldugunu

gostermislerdir'.

Karaciger, oksidatif hasara karsi antioksidan savunma sistemlerinin
normal sartlarda siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli oldugu i¢in hipoksik kosullardan

oncelikle etkilenen organlar arasindadir'®. Karacigerde hipoksi sonucu olusan



oksidan strese bagli olarak ROS birikimi, hiicre membran fonksiyon bozukluklari,
protein ve DNA oksidasyonu ve sonunda hepatosit hasar1 goriilir. ROS hasara
neden olmakla birlikte ayn1 zamanda hiicredeki antioksidan savunma
mekanizmalarini da indiiklemektedir'. Béylece glutatyon ve siiperoksit dismutaz,
katalaz gibi antioksidan enzimlerin seviyeleri azalir ve oksidatif stres sonucu
protein kinaz-C (PK-C) aktive olur'”. Bununla birlikte hipoksik énkosullamanin
karacigerdeki oksidan/antioksidan sistemler iizerindeki etkilerinin altinda yatan

mekanizmalar heniiz agikliga kavusturulamamustir.

Bu bilgiler 1s18inda planladigimiz ¢alisma ile hipoksinin neden oldugu
hasarlardan Oncelikle etkilenen ve zarar gordiigii durumlarda da organizmanin
tiim metabolizmasmi etkileyen karacigerde'’ hipoksik onkosullamanin oksidan

sistem lizerindeki olas1 olumlu etkilerini gérmeyi hedefledik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hipoksi

Hipoksi, organizmada fizyolojik veya patolojik kosullar altinda oksijen
eksikligi sonucu tiim viicutta ya da tek bir dokuda goriilebilir. Diisiik oksijen
diizeylerine kars1 koruma saglamak i¢in artmis anjiogenez, eritropoez ve hiicre

icine glukoz girisi gibi birgok fizyolojik siirecler baslatilir™.

Hipoksi, bircok dokuda akut (saniyeler-dakikalar) veya kronik (saatler-
giinler) olarak ortaya cikabilir. Molekiiler seviyede akut hipoksi, proteinlerin
modifikasyonuna bagli olarak hiicrede hizli ve kisa siireli yanitlara neden olurken
kronik hipoksi mRNA (Haberci Riboniikleik Asit) ve protein ekspresyonunda

degisiklikler gibi gec ve uzun siireli yanitlara neden olur.

Hipoksi siirekli veya aralikli olabilir ve oksijen konsantrasyonlar1 da diisiik
veya bazal seviyelerde uygulanabilir. Tekrarlayan hipoksi ve reoksijenasyon,
aralikli hipoksiyi siirekli hipoksi patofizyolojisinden ayirir. Ornegin; kronik
stirekli hipoksi, pulmoner hipertansiyon ile sonuglanirken kronik aralikli hipoksi,

sistemik hipertansiyon gelisimi ile sonuglanmaktadir®'.

Kalp, iskelet kasi, beyin, karaciger gibi dokularin hipoksik kosullara

verdigi yanitlar, hiicrelerde bircok farkli siireclerin baslamasina neden olur.



Ornegin; iskemik/hipoksik kosullardan en once etkilenen hiicreler
noronlardir. Noronlardaki akut olaylar; dncelikle néron eksitabilitesini diizenleyen
iyon kanallarinda goriiliir. Hiicre igcerisinde ATP’nin azalmasina bagli olarak iyon
homeostazinda bozukluklar ortaya ¢ikar. Hiicre i¢inde kalsiyumun birikmesi;
hiicrede sitotoksik yollarin aktive olmasina ve nodronlarda eksitotoksik hasara

neden olur. Olusan ROS; inflamasyon ve apopitoz siirecini baslatir.

Doku hipoksisi, kronik inflamatuar hastaliklarda goriilen bir durumdur.
Hipoksi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin fonksiyonlarinda ve damar olusumunda da

6nemli rol oynar®.

Oksijen yetersizligi, kalp krizi, iskemik inme ve travmatik zedelenme gibi
bir¢ok hastalikta énemli rol oynar. Aerobik organizmalar, mitokondride hiicresel
enerji ihtiyaglari i¢in oksijeni kullanirlar. Bu nedenle oksijen yetersizligi, az enerji
tiretimiyle sonuglanir. Diisiik oksijen, yiiksek enerji ihtiyaci olan ve bunu
glikolitik yollarla karsilayan sinir sistemi i¢in yikici olabilir. Buna karsilik kok
hiicre ve tiimor hiicreleri gibi diger hiicreler, diisiik oksijen seviyelerine adapte

olup gelisirler”.

Akcigerler, organizmada yeterli oksijenasyonun siirdiiriilmesi i¢in en
onemli organlardan biridir. Hipoksi, yiiksek rakimda yasamak gibi fizyolojik
olarak veya obstruktif uyku apnesi, akut akciger hasari, astim krizi, atelaktazi,
kronik obstruktif akciger hastaligi, idiyopatik pulmoner hipertansiyon gibi
patolojik olarak akcigerlerde ortaya ¢ikabilir. Akut hipoksi; pulmoner arter

basincinin artmasina, 6dem ve akciger inflamasyonuna neden olur. Kronik hipoksi



ise vaskiiler proliferasyonun artmasi, kronik pulmoner hipertansiyon ve sag kalp

yetmezligi ile sonuglanir®®.

2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stresin, ROS olusumuna neden olan siiperoksit, hidrojen peroksit
ve hidroksil gibi serbest oksijen radikalleri ile organ hasarinda 6nemli rol

oynadigi bilinmektedir®.

Reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek seviyelerinin yaslanma ve kronik
hastaliklarla iligkili oldugu disiiniilmektedir. Aerobik  organizmalar,
mitokondrilerinde oksijen kullanarak kimyasal enerji tiretirler. Mitokondri, hiicre
icinde ROS’un olustugu en oOnemli yerdir. Mitokondriyal ROS kaynaklari,
elektron transport zinciri ve NOS (Nitrik Oksit Sentaz) reaksiyonudur. ROS’un
mitokondri dis1 kaynaklari ise ¢evresel kirleticiler, radyasyon veya organizmadaki
metabolik reaksiyonlarin son Triinleri olarak ortaya ¢ikabilir. Siiperoksit
kaynaklari; molekiiler oksijenin tek elektronu indirgenme reaksiyonlarinda rol
oynayan NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz ve NOS aktivitesi sonucu olusur.
Ayrica peroksinitrit ve nitro-oksidatif stresin hiicresel hasara neden olan ikincil
tek elektronlu oksidanlar oldugu bilinmektedir. Hiicreler, siiperoksit dismutaz
(Mn-SOD, Cu/Zn-SOD ve hiicre dist SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz,
peroksiredoksinler gibi enzimler ile ve glutatyon, tioredoksin, askorbat, a-
tokoferol, tirik asit gibi enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri ile

ROS’a kars1 koruma saglarlar®®.



Yapilan ¢aligmalara gore; serbest toksik radikal olusumu i¢in ne kadar
oksijenin reaksiyona girdigi tam bilinmemekle birlikte tiiketilen toplam oksijenin

yaklasik %1,5-5’inin oldugu diisiiniilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerde, drnegin; hiicre ici sinyallerinin ve
indirgenme reaksiyonlarinin diizenlenmesi gibi c¢esitli yerlerde kullaniminin
fizyolojik faydalar1 oldugu gosterilmistir. Diisilk ROS seviyeleri fizyolojik olarak
proliferasyon, apopitoz ve NF-kappa-B (Niikleer faktor-kappa-B), HIF-la gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu indiiklemektedir. ROS ayrica timor
nekrozis faktor-alfa (TNFa), interlokin-1-beta (IL-18) ve interferon-y (IFN-y) gibi
proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonuna da aracilik etmektedir. Bu sitokinlerin
ROS iiretimini aktifleyen ikincil haberciler olarak rol oynadig1 diisiiniilmektedir.
Artmis oksidatif stres; metallotioneinler ve 1si-sok proteinleri gibi antioksidan

proteinlerin up-regiilasyonu ile sonuglanmaktadir.

Oksidatif stresin azaltilmasi li¢ basamakta ger¢eklesebilir: Oksidasyona
neden olan ¢evresel zararli maddeleri azaltarak; endojen ve eksojen
antioksidanlar1 arttirarak ve mitokondriyal enerji iretimini ve etkinligini

arttirarak, oksidatif stres olusumunu azaltarak olabilir.

Endojen oksidatif stres iki yolla dnlenebilir: ROS olusumunu engelleyerek
veya antioksidanlarla birlikte ROS’un etkisizlestirilmesi ile olabilir.
Epidemiyolojik calismalar, sentetik antioksidanlar ile tedavinin oksidatif stres ve

yasam siiresi agisindan koruyucu olmadigini gostermistir. Oksidatif stres ile



indiiklenen hasarin azaltilmasi, ancak cok iyi koordine olmus antioksidan

savunma sistemlerinin kesintisiz ¢alismasi ile miimkiindiir™.

2.2.1. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO) ilk defa endotel kaynakli gevsetici faktor olarak
tanimlanmistir. Hiicresel hasara aracilik etmekle birlikte hiicre disi ortamda

. . . . . .. . 2728
noromodiilator ve norotransmitter olarak da gorevler listlenmektedir™ .

Fizyolojik kosullar altinda NO sitoprotektif bir ajan olarak rol oynar.
Bununla birlikte NO; inflamasyon ve iskemi-reperfuzyon hasari gibi patolojik
kosullarda ortaya c¢ikan siiperoksit radikallerinin varliginda peroksinitrite

v e e 27
doniisiir’.

Peroksinitrit;  lipid, protein ve DNA ile direkt oksidatif
reaksiyonlar/indirekt radikal aracili mekanizmalar ile etkilesimde bulunur. Bu
reaksiyonlar, oksidatif hasara neden olan hiicresel yanit1 arttirarak
apopitoz/nekroz siireglerini baslatir. Peroksinitrit olusumu; inme, miyokard
infarktiis, kronik kalp yetmezligi, diabet, kanser, nérodejeneratif bozukluklar gibi

hastaliklara neden olur?®.

Nitrik oksitin ayni zamanda direkt olarak etki goOsteren vazodilator
ajandir. NO, L-Arjinin’den katalize edilerek sentezlenir. NO’nun elde edilmesinde
rol oynayan ¢ farkli nitrik oksit sentaz enzim izoformu vardir®. Bu izoformlar

Tip-1- ndéronal NOS (nNOS), Tip-2- indiiklenebilir NOS (iNOS), Tip-3-
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endotelyal NOS (eNOS)’tur. nNOS ilk olarak serebellum, hipotalamus, striatum,
serebral korteks ve hipokampusun degisik ndron tiplerinden ve c¢izgili kaslardan
izole edilmistir. iINOS 1ilk olarak aktive olmus makrofaj, astroglia ve

mikroglialardan izole edilmistir. eNOS ise ilk olarak kapillerde tanimlanmustir.

Endotelyal NOS ve noronal NOS yapisal olarak kendileri ekspresyon
gosterirler, fakat hiicre i¢cinde kalsiyumun artmasina bagli olarak stimiile olurlar.

indiiklenebilir NOS ise immiin cevapta rol alir ve kalsiyumdan bagimsizdir®.

Nitrik oksitin infeksiyon ve akut/kronik inflamasyon gibi hastaliklarin
patofizyolojisine katkist bir¢ok faktére bagli olmasina ragmen NOS
aktivasyonu/indiiksiyonu ve NO’nun asir1 iiretimi, tiim bu hastaliklarda goriilen

bir 6zelliktir®.

Nitrik oksitin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal iceren
bilesikler ve radikaller ile bilyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit
radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik
derisimde tretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata oksitlenerek
aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksiti
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu
da hizlanir ve c¢esitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’nun
dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol agarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin

sonlanmasina neden olabilirler’’.
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2.2.2. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu, hiicre membranindaki polienoik yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu olusan otokatalitik bir reaksiyon siirecidir’. Poliansatiire yag
asitlerinin peroksidasyonu, reaktif karbonil bilesiklerinin iirtinii olan ROS ile
sonuglanir. Lipid peroksidasyonu, bir¢cok ksenobiyotigin toksisitesinde dnemli rol
oynamaktadir ve oksidatif hasarin gostergesi olarak lipid peroksidasyonunun son
iirinlerinden biri olan MDA kullanilmaktadir™>>*,

Serbest oksijen radikallerinin; savunma sisteminin koruyucu etkisini
asacak sekilde fazla olusmalar1 sonucu, metabolizmada zararli etkiler olusturur.
SOR’dan en yiiksek oranda etkilenen bilesik lipidlerdir. Membranlarda bulunan
fosfolipidlerdeki doymamis baglar ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek, peroksidasyon {iriinlerini meydana getirir. Lipid

peroksidasyonunun en énemli @iriinii MDA dir *>~°,

Olusan MDA; hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek,
membrandaki bilesiklerin ¢capraz baglanmasina yol agarak, iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu
ozelliginden dolayi, DNA’nin nitrojen bazlari ile de reaksiyona girebilir. Bundan

dolayr da MDA mutajenik, kiiltiir hiicreleri igin genotoksik ve karsinojeniktir’>®,
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2.3. Karacigerde Oksidatif Stres ve Glutatyon

Oksidatif stres; DNA ve protein gibi makromolekiillerin modifikasyonuna
ve lipid peroksidasyonuna neden olur. Oksidatif stres sonucunda serbest
radikallerin {retilmesi; kronik inflamasyon, kanser gibi pek ¢ok hastaligin

gelisimi ile iliskilendirilmistir’”.

Oksidatif stresin, ROS olusumuna neden olan siiperoksit, hidrojen peroksit
ve hidroksil gibi serbest oksijen radikalleri ile organ hasarinda 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Karacigerde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma mekanizmalar1 ile oksidatif stres ortadan kaldirilir. Enzimatik
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz bulunmaktadir. Bu antioksidanlar oksidatif stres ile iliskili
serbest oksijen radikallerinin yakalanmasi ve redoks dengesinin siirdiiriilmesinde
viicudun 6nemli savunma sistemini olusturmaktadirlar. Artmis ROS iiretimi ve
antioksidan enzimlerin asir1 tiiketimi, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki

. 34
dengenin bozulmasina neden olur™.

Stiperoksit dismutaz-1, sitosol ve mitokondri i¢ membran araligina
yerlesmigsken SOD-2, mitokondride; SOD-3 hiicre disinda bulunmaktadir.

SOD’un ii¢ formu da siiperoksiti hidrojen peroksit ve suya dontistiiriir.

Katalaz, peroksizomlarda bulunan, yapisinda demir igeren bir enzimdir ve

hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii katalizler.
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Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz, kofaktdr olarak NADPH

kullanirlar ve glutatyonun oksitlenmesi ve indirgenmesinde rol alirlar.

Antioksidan savunma sistemlerinin enzimatik olmayan mekanizmasini
glutatyon olusturmaktadir. Glutatyon, 1888 yilinda Rey Pailhade tarafindan
kesfedilmis ve 1930 yilinda da glutatyonun L-glutamil-sisteinil-glisin yapisinda
bir tripeptit oldugu ortaya konulmustur’>*'“**** GSH, sitosolde enerji gerektiren
iki basamakli reaksiyon ile glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden glutamat
sistein ligaz ( y-glutamilsistein sentaz) enzimi ile sentezlenir’>. GSH, hiicrede
endoplazmik retikulum, sitosol ve mitokondri gibi farkli organellerde dagilim
gosteren bir tripeptittir. Biyosentez, sitoplazmada yer alan glutamilsistein sentetaz
ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizi ile ger¢ceklesmektedir. Hiicre i¢i yapilar
ve diger hiicrelerin glutatyon ihtiyaci sentezlenen glutatyonun plazma ve hiicreler
arast membranlarda yer alan 0zgiin tasiyict proteinlerle aktarilmasi ile
kargilanmaktadir. Glutatyon hiicre i¢i major olmayan bir protein olan tiyoldiir.
Hiicrede serbest ya da cesitli molekiillere (6zellikle proteinlere) bagli olarak
bulunabilmektedir. Serbest glutatyon formu indirgenmis (GSH) veya oksitlenmis
tiyol (GSSG) formlarinda bulunur.

Glutatyon hiicre i¢i antioksidan sisteminin bir iiyesi olup, hiicre redoks
dengesinin saglanmasinda énemli rol oynamaktadir. GSH; serbest radikalleri ve
diger reaktif oksijen tiirlerini ( hidroksil radikali, lipid peroksil radikali,
peroksinitrit ve hidrojen peroksit) direkt veya indirekt enzimatik reaksiyonlarla
yakalar. Bu reaksiyonlarda GSH, GSSG formuna okside olur. Bu da NADPH

bagimli glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar GSH’a indirgenir. GSH, c¢esitli
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fizyolojik metabolitler ile (6rnegin; Ostrojen, melaninler, prostaglandinler,
l6kotrienler) ve ksenobiyotikler (6rnegin; bromobenzen, asetoaminofen gibi) ile
reaksiyona girerek merkaptiiratlar1 olusturur. Bu reaksiyonlar glutatyon-S-
transferaz tarafindan baslatilir. GSH’mm NO ile konjugasyonu sonucunda S-
nitroso-glutatyon olusur. Son yapilan calismalarda endojen NO’nun, hiicre i¢i
glutatyonun hedefi oldugu disiiniilmiistiir. Ayrica, hem NO hem de GSH’in
inslilin duyarli maddelerin hepatik aktivitesi icin gerekli olmasi, onlarin lipid,
glukoz, aminoasit regiilasyonunda Onemli oldugunu gostermektedir. GSH,
formaldehit dehidrojenaz i¢in bir substrat olarak gorev yapar. Boylece formaldehit
ve GSH, S-formil-glutatyona doniistir. Formaldehitin ortadan kaldirilmasi,
fizyolojik olarak ¢ok ©nemlidir. Ciinkii metionin, kolin, metanol, sarkozin ve
ksenobiyotiklerin  (endoplazmik retikulumdaki sitokrom p450 bagimh
monooksijenaz sistemi ile) metabolizmasi sonucu formaldehit {iretilmektedir.
GSH, prostaglandin H,’nin prostaglandin D, ve E,’ye endoperoksit izomeraz
tarafindan doniistiiriilmesi i¢in gereklidir. GSH, mikroorganizmalarda aktif bir yol
olan metilglioksalalin D-laktata doniistiigii gliooksalaz sistemi icin de gereklidir.
Ayrica GSH, hiicre fizyolojisinde Onemli bir rol oynayan proteinlerin
glutatyonilasyonu 6rnegin; tiyoredoksin, ubikitin ile konjuge enzim, sitokrom c
oksidaz i¢in Onemlidir. GSH’1in hayvanlarda 6nemli hayati fonksiyonlar1 da
bulunmaktadir. Yeterli GSH konsantrasyonlari, intestinal epitelyal hiicreler,
lenfositler gibi hiicrelerin proliferasyonu i¢in gereklidir. GSH, spermatogenez ve
sperm olgunlagmasinda da onemli rol oynar. Bunlara ilaveten, GSH, basaril

immiin yanitlarin olugmasinda sitokin tiretimi, T lenfositlerin ve polimorfoniikleer
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16kositlerin aktivasyonunda konak savunmast i¢in gereklidir. in vivo ve in vitro
yapilan ¢aligmalar GSH’1n influenza viriisiiniin yaptig1 enfeksiyonu onledigini
gostermistir. GSH/GSSG redoks durumunun okside duruma kaymasi; protein
kinaz B, protein fosfataz 1 ve 2A, kalsinérin, niikleer faktor kappa B, c-Jun N-
terminal kinaz, apopitoz sinyal diizenleyici kinaz-1 ve mitojen ile aktive olan
protein kinaz gibi pekg¢ok sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunu
azaltmakta ve apopitozu arttirmaktadir. Bununla birlikte oksidatif stres; kanser,
inflamasyon, kwashiorkor, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklar, orak hiicreli anemi, karacier hastaliklari, kistik fibrozis, AIDS,
enfeksiyon, kalp krizi, inme, diabet gibi pek c¢ok hastalifin patogenezinde rol
oynamaktadir. GSH eksikligi oksidatif strese katkida bulunmaktadir®.

Glutatyon bunlarin diginda,

1) DNA’ nin deoksiriboniikleotid dnciillerinin sentezinde gorev alir.

2) Esansiyel-SH (Siilfidril) gruplart iceren enzimlerin koruyucusu ve
aktivatorii olarak gorev yapar.

3) Glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler i¢in kofaktdr olarak
calisir.

4) Hiicre igin toksik olan sisteini depo eder.

5) Hiicre i¢i bakir tasinimi ve detoksifikasyonda gorev yapar™™**.

Hiicre i¢i GSH derisimi, GSH’1n hiicrede kullanim-sentez hizina baghdir.

Ozellikle savunma sisteminde GSH kullanimi, hiicre GSH/GSSG oranimin
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diismesine sebep olmaktadir. Oksidatif stres hiicrede GSSG’nin ve protein-karisik
disiilfit derisimlerinin artmasina neden olmaktadir.

Glutatyonun cesitli molekiillerle konjugasyonu, hiicre GSH derisiminin
diismesi nedenleri arasinda yer almaktadir. GSH’in kiiclik molekiillerle
olusturdugu bu konjugatlar hiicreden atilir. Konjugasyon veya atilim nedeni ile
olan GSH miktarindaki azalma, hepatositlerde biyosentez ile ya da eksojen GSH
alinimu ile karsilanir. Hiicre ici GSH’1n diismesi erken donemde hiicrede adaptif
yamt olusturarak GSH biyosentezini arttirmaktadir®***". Yiiksek GSH derigimi
hiicre fonksiyon ve canliliginin bir gostergesi olarak kabul edilir**. Bunun aksine
GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma sisteminin zayiflamasinin ve
mitokondriyal hasarin belirteglerinden olarak kabul edilir®.

Parasetamol gibi toksik ajanlar ile zehirlenen siganlarda GSH ilk saatte
azalmaktadir fakat 18. saatte artmaktadir. GSH azalmasi; serbest radikal aracili
oksidatif stres siirecinde lipid peroksidasyonu ile iliskilidir. Lipid peroksidasyonu,
hiicre membranindaki polienoik yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan
otokatalitik bir reaksiyon siirecidir. Lipid peroksidasyonunun derecesi; sadece
GSH’a bagh degildir. Ayrica lipid/protein orani, membranin lipid igerigi,
membrandaki kolesterol miktar1 ve vitamin E’nin indirgeme yetenegi gibi bir¢ok
faktore bagh olarak degisir.

Normal kosullarda hiicresel GSH seviyeleri iki major mekanizma ile
kontrol edilir. Bunlar, GSH’1n sentez ve hiicre disina ¢ikma orami ile ilgilidir.
Bununla birlikte GSH seviyeleri, glutatyon-S-konjugatlari/kompleksi olusturan

tiyol redoks durumundan ve GSH’in g¢esitli organellerdeki dagiliminin
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bozulmasindan da etkilenebilir. Ayrica beslenme, hormon/ stres seviyeleri,

gebelik, egzersiz gibi fizyolojik durumlar da GSH seviyelerini degistirir™".

Glutatyon hiicrede endoplazmik retikulum, mitokondri, ¢ekirdek, plazma
gibi pek c¢ok organelde bulunmaktadir. GSH, viicutta biitiin dokularda
bulunmaktadir. GSH normalde okiiler lens, kornea, akéz humor, retina gibi
dokularda da yiiksek miktarda bulunmaktadir ve bu dokularin hidrasyonuna ve
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkiler yapmaktadir. Fakat yaslanma ile birlikte
GSH seviyeleri giderek azalmaktadir’®. Viicut sivilarindaki GSH igerigi,
dokulardakinden belirgin bir sekilde diisiik olmasina ragmen tiim hiicreler,
hiicresel fonksiyonlar1 ve savunmasi i¢in GSH sentezler. Viicuttaki total GSH
miktar1 15 g olup bunun 5 g’1 sisteindir. GSH, akcigerler de dahil viicutta biitiin
organlarda bulunmaktadir. Bununla birlikte karaciger GSH konsantrasyonu,
giiniin belli zamanlarinda besinlerin icerigine ve viicudun ihtiyacina bagl olarak
dalgalanmalar gdstermesine ragmen karaciger en yiiksek GSH igerigine sahiptir

(%20 veya 4 g) >

Insiilin ve bilyiime faktorleri, hiicrelerden sistein almimini arttirarak hiicre
ici GSH konsantrasyonlarini arttirir. Bununla birlikte, sistein desteginin veya onun
prekiirsorlerinin  (6rnegin; N-asetilsistein, sistin gibi) oral veya intravendz
uygulama ile arttirllmasi, GSH sentezini arttirmaktadir. Ciinkii sistein, metionin
katabolizmasinda transsiilfirasyon yolu ile baslica hepatositlerde meydana
gelmektedir. Ayrica oksidan stres, nitrozatif stres, inflamatuar sitokinler, kanser,

kanser kemoterapisi, iyonize radyasyon, 1s1 soku, gama glutamil-sistein sentazin
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(GCS) inhibisyonu, GSH’1n azalmasi, GSH konjugasyonu, prostaglandin A2, agir
metaller, antioksidanlar ve insiilin; hiicrelerdeki GCS transkripsiyonunu ve
aktivitesini arttirmaktadir. Buna karsilik; proteinden fakir beslenme,
deksametazon, eritropoetin, timor biiyiime faktorii-beta, hiperglisemi ve GCS
fosforilasyonu GCS’nin transkripsiyonunu ve aktivasyonunu azaltmaktadir.
Niikleer faktor kappa-B; inflamatuar sitokinler ve oksidatif strese yanit olarak
GCS ekspresyonunu upregiile etmektedir. NO donorleri tarafindan GCS proteinin
S-nitrozasyonu (0rnegin, S-nitroso-L-sistein ve S-nitroso-L-sisteinilglisin) enzim
aktivitesini azaltmaktadir. Bu durumun NO ve GSH metabolizmasi arasinda bir
baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir. iNOS tarafindan NO {iretiminin artmasi,
sitokinle aktive olan makrofajlarda ve ndronlarda GCS inhibisyonuna ve GSH’1n
azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, NO diretimi ve iNOS’un
ekspresyonunu inhibe eden glukozamin, taurin, fitodstrojenler, polifenoller,
karotenoidler ve ¢inko; hiicrelerde GSH’1in azalmasini 6nleyebilir. Buna karsilik,
yilksek yaghh diyet, doymus uzun zincirli yag asitleri, diisiikk dansiteli
lipoproteinler, linoleik asit ve demir NO iiretimini ve iNOS’un ekspresyonunu

arttirmaktadir’>.

Glutatyon, glutatyon rediiktaz tarafindan okside glutatyondan rediikte
forma donistiiriiliir ve hiicrelerde ¢ogunlukla indirgenmis sekliyle bulunur.
Glutatyon rediiktaz, oksidatif stres ile indiiklenir ve aktif hale gelir. Hiicrelerde
GSH/GSSG orani, hiicresel toksisitenin bir gostergesi olarak sik kullanilmaktadir.

GSH, mitokondriyal elektron transport zincirinde iiretilen ROS’u detoksifiye eder.
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Mitokondriyal GSH’1n azalmasi, hiicre 6liimiine yol agan oksidanlarin indiikledigi

toksisiteye neden olmaktadir®”.

Organizmadaki bu detoksifikasyon mekanizmalarina ragmen yiiksek ROS
seviyeleri, oksidatif stres ve hiicre Sliimii ile sonuglanmaktadir. Oksidatif stres
kosullar1 altinda, hiicre 6liimii (apopitoz/ nekroz) baslica ROS’un ve hiicrenin

tiiriine bagli olarak degisir’”.

2.4. Karacigerde Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Aspartat

Aminotransferaz (AST) Enzimleri

Karaciger sentez, depo, metabolik ve detoksifikasyon gibi pek c¢ok
fonksiyonu gerceklestirdigi icin plazma glukozu, plazma lipidi, plazma proteinleri
ve bazi hematolojik parametrelerin incelenmesinde de dnemli bir organ haline
gelmektedir™?.

Karaciger hastaliklari, diinyadaki en 6nemli saglik problemlerinden biridir.
Ciinkii karaciger, viicutta endojen ve ekzojen =zararli birgok maddenin
biyotransformasyonu ve detoksifikasyonu, plazma protein sentezi ve glikojenin
depolanmas1 gibi birgok fonksiyonun gerceklestirilmesi igin hayati bir organdir.
Birgok calisma karacigerde antioksidan sistem ile oksidatif stres sonucu olusan

hasarin 6nlenebilecegini gostermektedir >,

Karaciger enzimleri baglica mikrozom, siliperzom ve sitosolden

kaynaklanmaktadir. Karaciger sitosoliinde major olarak ili¢ enzim bulunmaktadir:
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N-asetil transferaz, glutatyon S-transferaz, sulfotransferaz. Bu enzimler, yabanci
maddelerin detoksifikasyonunda rol oynarlar. Ayrica toksisite sonucu olusan

hiicre hasarinda da aktif hale gelirler>.

Karaciger fonksiyonlarin1 gostermede kullanilan baslica plazma enzimleri
ise AST ve ALT’dir’*. AST ve ALT serumda ve gesitli dokularda bulunmakla
birlikte major olarak karaciger parenkimal hiicrelerinde bulunmaktadir®>. ALT,
baslica hepatosit sitoplazmasinda bulunurken AST, mitokondri ve sitoplazmada
bulunmaktadir. Bu nedenle ALT, baslica sitoplazmik membran gecirgenligindeki
artis1  gosterirken; artmis AST seviyeleri hem sitoplazmik membran

gecirgenligindeki artis1 hem de mitokondriyal hasar1 gosterir >,

Artmigs AST ve ALT seviyeleri, akut karaciger hasari, intrahepatik
kolestaz, karacigerin infiltratif hastaliklarinda da goriilmektedir. Biiyiik miktarda
enzimlerin  dolagima  sizmasi,  sentrilobiiler  karaciger nekrozu ile

iliskilendirilmistir>.

Aspartat aminotransferaz ve Alanin aminotransferaz karaciger hasarini
saptamada rutinde sik kullanilan belirliyicilerdir. AST karacigerde oldugu kadar
kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger, beyaz kiire ve kirmizi kiirelerde de
yogun olarak bulunmaktadir. Buna karsilik ALT yogun olarak yalnizca
karacigerde bulunur. Yaklasik olarak hepatositte bulunan AST’nin %801
mitokondridedir. Oysa ALT nin predominant formu sitosolik olanidir. Bu nedenle
hafif hepatoselliiler hasarda, hepatosit membram1 hasara ugramis ancak

mitokondriyal membrani saglam ise sitoplazmik AST ve ALT seruma salinr >*".
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Her ne kadar bu enzimler karaciger hiicre harabiyeti i¢in duyarl belirtecler
ise de, tek baslarina ideal marker 6zelligi tasimazlar (sensitivitesi yiiksek ancak
spesifitesi diisiiktiir). Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda AST ve ALT
seviyeleri saglikli bireylere gore birgok kat artig gosterir. Orta siddette ve agir
alkolik karaciger harabiyetinde de bu enzim miktarlarinda artis olur ancak bu artis
nonalkolik hastaliklara nisbeten oldukg¢a azdir. Serum aminotransferazlar1 kronik
hepatitlerde ve akut viral hepatitlerinin hafif vakalarinda ve ilaca bagh
hepatitlerde orta derecede artar. Sirozda, nonalkolik hepatosteatozda kolestatik
karaciger hastaliklarinda karaciger yaglanmasinda ve karaciger tiimdrlerinde
serum aminotransferazlar1 hafif¢e artar. Daha ciddi hepatoselliiler hasarlarda
mitokondri membraninda da hasar olur ve mitokondriyal AST saliimi ile

sonuglanir. Boylece AST/ALT orani yiikselir >*.

2.4.1. Hipokside AST ve ALT

Akut hipoksi siddetli karaciger hasarina neden olabilirken konjestif kalp
yetmezligindeki kronik devamli hipoksi cesitli derecelerde sentrilobiiler hiicre
nekrozuyla karakterizedir. Kronik aralikli hipokside serum AST ve ALT
seviyelerinin arttig1 bilinmektedir. Fakat hipoksik Onkosullamanin karacigerde

AST ve ALT seviyeleri iizerindeki etkisi tam olarak aydimlatilamamistir'’.
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2.5. Hipoksik Onkosullama

Onkosullama, kisa siireli travma ile indiiklenen ve 6liimciil diizeyde hasara
kars1 giiclii koruma saglayan bir olaydir. Yapilan bircok hayvan g¢aligmalarina
gore, onkosullama organizmada pek cok dokuya uygulanmaktadir. Alzheimer ve
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastalik modellerinde iskemik inme,
neonatal hipoksi/iskemi, travma, c¢esitli maddeler ile beyinde akut hasara kars
onkosullama yapilabildigi gosterilmistir. Onkosullama iskemik hipoksi, hiperbarik
oksijen, hipotermi, hipertermi, nérotoksin uygulanmasi gibi ¢ok ¢esitli uyaranlarla

yapilabilmektedir'®.

2.5.1. Hipoksik dnkosullamanin gesitli dokular {izerindeki etkileri

Iskemik veya hipoksik énkosullama, hiicrelerin kisa siireli olarak iskemiye
veya hipoksiye maruz birakilmasidir. Onkosullama ile saglanan koruyucu etki
mekanizmalari, aklimatizasyon siireclerine gore daha hizli devreye girmektedir.
Fakat bu koruyucu etki mekanizmasinin nasil gelistigine dair veriler yeterli
degildir. Son yillarda iskemik veya hipoksik Onkosullamanin, bobrek, akciger,
kalp ve beyin gibi ¢esitli dokularda koruyucu etkisinin oldugu in vivo ve in vitro

deneysel yontemlerle gosterilmistir®°".
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Onkosullamada uyaran tarafindan saglanan iki tip koruma goriiliir: Akut
ve gecikmis Onkosullama. Her ikisi de ayni sinyal yollarim1 paylagmalarina
ragmen yeni protein sentezine gerek duyulmasi yoniinden farkli davranirlar. Akut
onkosullamanin koruyucu etkileri, protein sentezinden bagimsizdir. Buna
posttranslasyonel protein modifikasyonlar: aracilik eder ve kisa siirelidir. Geg
onkosullamanin etkileri, yeni protein sentezi gerektirir ve etkileri haftalar-giinler

boyunca siirer’”.

Hipoksik  Onkosullama tarafindan indiiklenen kompleks koruma
mekanizmasinda; adenozin-1 reseptorii, ATP duyarh K" kanallari, HIF, NMDA
reseptorleri gibi pek ¢ok molekiil ve hiicresel mekanizmalar rol oynamaktadir. Bu
hiicre i¢i molekiiller, Onkosullamanin erken ve ge¢ fazinda ayni sinyal
transdiiksiyon yollarini paylasabilirler. Bir hiicre i¢i sinyal molekiilii olan protein
kinaz-C’nin hipoksik onkosullamanin baslangi¢c fazinda ve gelisiminde aktive

oldugu bilinmektedir”.

Hipoksik onkosullamanin ge¢ fazindaki koruyucu mekanizmalarin altinda
yatan nedenler bilinmemektedir. Yapilan caligmalara gore, Onkosullama ile
indiiklenen kardiyoprotektif etkiler, hiicre dis1 sinyallerin hiicre igine
aktarilmasinda rol oynayan protein kinaz, c-jun N-terminal kinaz ve p38 MAPK
gibi sinyal molekiillerinin aktivasyonundaki degisiklikler ile olmaktadir. Hipoksik
onkosullamanin sarkoplazmik retikulum saperonu olan kalretikiilini upregiile

ederek miyokardi iskemik hasara kars1 korumaktadir’™.
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Yapilan son caligmalara gore hipoksik onkosullamanin kok hiicrelerde
proliferasyonu ve baska hiicre tiplerine farklilagsmasini stimiile ettigi goriilmiistiir.
Hipoksik onkosullama mezenkimal kok hiicrelerde koloni olusumunu stimiile
ederek vaskiiler endotelyal biiylime faktorii sekresyonunu ve proliferasyonunu
arttirdig1 saptanmistir. Ayrica osteogenezis ile ilgili genler ve alkalin fosfataz

enzim aktivitesinin de yiikseldigi bulunmustur®.

Yapilan baska calismalarda aragtirmacilar, hipoksik Onkosullamanin
miyokardiyal infarktlis sonras1 miyokarddaki kardiyojenik progenitor hiicreleri
stimiile ettigini saptadilar. Bunu apopitoz ve hiicre fosforilasyonunu diizenleyen
proto-onkojenik  bir  proteinin  ekspresyonunu  arttirarak = yaptigini

diisiinmektedirler®.

Tekrarlayan hipoksik dnkosullama uygulandiktan sonra aylarca inme ile
indiiklenen hasara kars1 koruyucu anti-inflamatuar etki yapmaktadir. Uzun siireli
toleransin altinda yatan mekanizmalar bilinmemesine ragmen periferal B hiicreleri

artmaktadir®,

2.5.2. Karacigerde hipoksik dnkosullama ve oksidatif stres

Karacigerde, kan akiminin tek yonlii olmasi nedeniyle fizyolojik olarak
bir oksijen gradienti yaratilir. Fizyolojik/patolojik kosullarda, karacigerin
metabolik fonksiyonlar1 i¢in oksijen kaynaklari yeterli olmayabilir. Oksijen

seviyeleri kritik diizeye diistiigiinde, hiicreler geri doniisiimsiiz hasarlanacaktir.
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Bununla birlikte, diisiik fakat fizyolojik olarak uygun oksijen diizeylerinde
(hipoksi) hiicreler adapte olup yasamaya devam ederler.

Hipokside hiicrelerde goriilen adaptif yanitlardan biri de, oksijene duyarl
transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonudur®.

Iskemik dnkosullama, hipoksiye kars1 karaciger direncini arttirir. Bununla
birlikte karacigerde hipoksik Onkosullamanin koruyucu etkilerine aracilik eden

hiicre i¢i sinyal yollar1 bilinmemektedir’'.

Yapilan calismalar, karaciger 6nkosullamasinin hepatoprotektif etkilerinin
in vivo gozlenebilecegi gibi in vitro olarak da elde edilebilecegini gdstermistir. In
vivo ¢aligmalarda hepatosit onkosullamasinin 5 dakikadan fazla fakat 10 dakikay1
geemeyen hipoksi uygulamasi ile ortaya ¢iktigir goriilmiistiir. Bununla birlikte,
hipoksi sirasinda artan sitosolik sodyumun ve hiicre i¢i asidozun onkosullama
yapilan hepatositlerde dnlendigi gozlenmistir. Bu etkiler, vakuoler proton-ATPaz
(V-ATPaz) ile hidrojenin disar1 atilmasinin artmasina; Na'/H" zit degistiricisi ve
Na"™-HCO'; kotransporter ile Na™un hiicre icine girisinin smirlanmasma bagli
ortaya ¢cikmaktadir. Bununla birlikte, dnkosullama uygulanan hepatositlerde P38
MAPK’mm ( Mitogen- activated protein kinaz) direkt aktivasyonunun hipoksik
hasara karsi koruma sagladigi goriilmiistiir. Ayrica adenozin-2A reseptorii ve
protein kinaz C’nin sigma ve ebsilon alt birimlerinin de bu aktivasyonda rol
oynadigi  dislinllmiistiir.  Karaciger  Onkosullamasinda  adenozin-2A
reseptorlerinin stimiilasyon nedenleri bilinmemekle birlikte karaciger hiicrelerinde
hem adenozin-1 hem de adenozin-2A reseptorlerinin eksprese olduguna dair pek

cok caligma vardir. Adenozin-1 reseptorleri, heterodimerik G; proteini ve
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fosfolipaz C ile eslesmistir ve diacilgliseroliin salinarak protein kinaz C’nin
aktivasyonuna neden olur. Adenozin-2A reseptorleri ise G proteinleri ile adenilat

siklazi aktive ederek sinyallerin iletilmesinde rol oynarlar’'.

Yadav ve arkadaglari, Onkosullamanin hepatositlerde ve endotelyal
hiicrelerde kaspas-3 aktivasyonunun inhibe edilmesi ile apopitozun 6nlendigini
gostermislerdir. Ayrica kupfer hiicreleri tarafindan hepatik TNF-alfa {iretiminin
azalmasimnin da karaciger Onkosullamasinda rol oynayabilecegini gosteren

calismalar bulunmaktadir’.

Hipoksik 6nkosullama hepatositleri hipoksik hasara kars1 koruyabilir fakat
bu mekanizmalar heniiz aydinlatilamamistir. Hepatositlere 10 dakikalik hipoksiyi
takiben 10 dakikalik reoksijenasyon ile Onkosullama uygulandiginda
hepatositlerin hipoksik hasara karsi direngli oldugu goriilmiistiir. Yapilan baska
calismalara gore hipoksik Onkosullama, reseptor aracili sinyal transdiiksiyon
yollarini aktive ederek koruyucu etki yapmaktadir. Hipoksi G proteini ile eslesmis

fosfolipaz C’yi aktive ederek protein kinazi aktive etmektedir®®.

Hipoksi sirasinda olusan ROS, hiicre membranindaki doymamis yag
asitlerini aktive ederek, serbest radikal iiretimine neden olan bir zincir reaksiyonu
baslatabilir. ROS seviyelerinin azaltilmasi, karacigerdeki antioksidanlarin
arttirilmasi ile miimkiin olabilir. (SOD veya GSH) 27

Plazma GSH’min yaklasik % 90’1 karacigerde sentezlenmektedir. Yapilan
calismalara gore safra yollart obstrilksiyonunda karacigerde glutatyonun

oksidasyonu sonucu okside glutatyon (GSSG) konsantrasyonu belirgin olarak
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artmaktadir. Bununla birlikte karacigerde rediikte glutatyon seviyeleri
azalmaktadir. Karaciger GSH’1in oksidasyonuna ve bobrek gibi diger organlarin

da GSH tiiketimine bagl olarak plazma GSH seviyeleri azalmaktadir®’.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulu’nun G.U.E.T-13.039 kod numarast ve 29.05.2013 tarihli onay: ile Gazi

Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilimdali Arastirma Laboratuvari’nda

yapilmistir.

3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Hipoksik kamara

Sistem deney kabini ve kontrol iinitesi olmak tiizere iki kisimdan
olugmaktadir. Deney diizenegi agik hava basinci altinda ¢alismaktadir. Deney
kabini 90 cm x 55 cm x 50 cm boyutlarindadir ve en az 5 standart sican
kafesini alabilen bir iinitedir. Kamara iizerindeki kontrol iinitesi deney kabini
icerisindeki oksijen miktarin1 6lgmektedir. CO, (Karbondioksit) sensorii
sayesinde, kamara igerisindeki CO, diizeyi %0, 2 ppm iizerine ¢ikti§1 zaman
iceriye istenen orandaki taze gaz karigiminin alinmasini saglar. Gaz alimi
sirasinda kamara igerisinde basing artis1 olmamasi i¢in gaz giris tnitesi ile
kullanilmis gaz tahliye {initesi es zamanli olarak calisir. Kabin igerisinde
herhangi bir nedenle i¢ basing yiikselmesini onlemek amaciyla ikinci bir
giivenlik tedbiri olarak olasi bir i¢ basing artiginda gaz ¢ikisini saglayacak bir

diizenek bulunmaktadir.
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3.1.2. Deney hayvanlari

Calismada, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen ortalama agirliklar1 220-300 g arasinda
degisen, 24 adet Wistar Albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Biitiin
hayvanlar, uygun sicaklik (25£1°C), nem (50 + %10), 12 saat aydinhk/
karanlik kosullarinda paslanmaz celik kafeslerde yasatildi. Deney prosediirii
stiresince, ilk bir hafta hayvanlarin aklimatizasyonu i¢in uygun gida ve su
kosullar1 saglandi. Aklimatizasyondan sonraki hafta, hayvanlar her grupta 6

hayvan olacak sekilde 4 gruba boéliindii.

3.1.3. Kimyasallar

%10’luk TCA (Triklorasetik asit)
%1’lik BHT ( Butilated hidroksitoluen)
TBA (Tiobarbitiirik asit)

DTNB (Dithiobis 2-Nitrobenzoik asit)
Na,HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat)
PBS (pH=7.4) (Phosphate Buffer Saline)
%97’1ik Etil alkol

0.3N NaOH (Sodyum Hidroksit)
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%10 ‘luk ZnSO4 (Cinko Siilfat)

VaCls (Vanadiyum Kloriir)

NEDD (N etilen diamid)

SA (Silfanilamid)

3.1.3.1. Histolojik dl¢limler i¢in kimyasallar

Harris Hematoksilen Soliisyonu

Hematoksilen 1g

Alkol 10 ml

Potasyum alum (Aliiminyum Potasyum Siilfat) 20 g

Distile su 200 ml

Civa oksit 0,5 g

Glasiyal asetik asit 8ml

FEozin Soliisyonu

Eozin 1g

Distile su 100ml

1 kiigiik timol kristali
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3. 2. Hipoksi Uygulamalar
1. Grup: Kontrol (K)
2. Grup: Onkosullama (OK)
3. Grup: Agir Hipoksi (AH)

4. Grup: Onkosullama+ Agir Hipoksi (OK+AH)
1. Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlar 3 giin siire ile normal atmosfer

kosullarinda yasatildiktan sonra 4. giinde feda edildiler.

2. OK Grubu: Sicanlar 3 giin siire ile giinde 2 saat %10 O, (Oksijen)

verilen hipoksik kamaraya yerlestirildikten sonra 4.giinde feda edildiler.

3. AH Grubu: Sicanlar 3 giin siire ile normal atmosfer kosullarinda
yasatilip, 4. giinde 3 saat siire ile %7 O, verilen (agir hipoksi) hipoksik kamaraya
yerlestirildi. Bu siirenin sonunda feda edildiler.

4. OK+AH Grubu: Sicanlar 3 giin siire ile giinde 2 saat %10 O, verilen
hipoksik kamaraya yerlestirildikten sonra, 4. giinde 3 saat siire ile %7 O, verilen
kamara ortaminda agir hipoksiye maruz birakildilar, bu silirenin sonunda feda
edildiler.

Sicanlar Alfazin (10mg/kg) ve Ketamin (90mg/kg) kokteyli ile
anestezileri yapildiktan sonra kalplerinden kan alinarak feda edildiler. Ardindan
karacigerleri hizla ¢ikarilarak bir kismi1 sivi azotta dondurulup, calisilincaya kadar
-80°C’de saklandi. Diger kismi histolojik takibe alindi. Karaciger dokularinda,

glutatyon, nitrik oksit metabolizmasinin yan iiriini olan nitrat ve lipid
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peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit gibi oksidatif stres ve

antioksidan savunma mekanizmalar ile iligkili parametreler incelendi.
3.3. Biyokimyasal Parametreler
3.3.1. Serum AST-ALT tayini

Karaciger hasarin1 gostermek icin kalpten alinan kan orneklerinde ayni
giin igerisinde hiicre i¢i enzimler olan AST ve ALT diizeyleri Medica Easy RA

otomatik klinik biyokimya analizoriinde 6l¢iildii.
3.4. Karacigerde MDA ve GSH Tayini

Her grup i¢in doku orneklerinden 0,2 g tartildi. %10’luk TCA ile 9 kat
sulandirthip homojenizasyonlari yapildi. 3000g ve 20°C‘de 15 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant alinarak 3000 g ve 20°C‘de 8 dakika daha santrifiij edildi.

Bundan sonraki asamalar MDA ve GSH igin ayr1 olarak devam etti.

3.4.1. Malondialdehit tayini

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi Casini ve
arkadaslar1’® tarafindan tamimlanan yonteme gore analiz edildi. Yontem,
MDA’nin tiyobarbitiirik asit ile yaptig1 kompleksin kalorimetrik olarak ol¢timii
esasina dayanmaktadir. Bu yonteme gore 750 pl 6rnek tizerine 10 pl %1°lik BHT
konuldu. Uzerine 750 ul TBA eklenip 20 sn karistirildiktan sonra tiipler 120°C*de
15 dakika su banyosunda kaynatildi. Sogutulup 3000g ve 20°C‘de 8 dakika
santrifiij edildi. Spektrofotometrede 535nm’de okutuldu. Hesaplanan sonuglar

nmol MDA/gram doku olararak ifade edildi.
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Sonug: (Absorbansx 128)/doku agirligi= MDA nmol/gr doku

3.4.2. Rediikte glutatyon tayini

Doku homojenatlarinda GSH diizeyleri Aykac ve arkadaslari’ tarafindan
tanimlanan siilfidril grup analizi prensibine gore tayin edildi. 250 pl 6rnek {izerine
1000ul 0,3M  Na,HPO, konuldu. 125ul DTNB eklenip karistirildi. Oda
sicakliginda 10 dakika bekletilip, spektrofotometrede 412 nm’de okutuldu.
Sonuglar pumol/g GSH olarak ifade edildi.

Sonug: (4,23xabsorbans)/doku agirligi= pmol/g doku

3.4.3. Karacigerde nitrik oksit (Nitrat) tayini

Nitrat tayini Miranda ve arkadaglari™ tarafindan tamimlanan Griess
yontemine gore yapildi. 0,2 g doku tartildi. 5 kat1 hacimde PBS ile sulandirilip
homojenize edildi. 2000 g ve 4 °C‘de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 500 pl
siipernatant alind1. Uzerine 250 pl 0,3N NaOH konarak oda 1sisinda 5 dakika
inkiibe edildi. 250ul %10’luk ZnSO4 konuldu. 3000 g ve 4 °C‘de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra 500 pl supernatant alinarak 3000 g ve 4 °C‘de tekrar 5
dakika santrifiij edildi. Her 6rnek i¢in 200 pl supernatant, 200 ul VaCl,, 100 ul
SA, 100 ul NEDD karigimi 37 °C‘de yarim saat bekletildi. Spektrofotometrede

540 nm’de okutuldu. Sonuglar nmol/g olarak ifade edildi.
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3.5. Histolojik Inceleme

Karaciger dokusuna ait 6rnekler 151k mikroskobunda inceleme i¢in % 10’
luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku 6rnekleri
kasetlere konularak akar su altinda 24 saat yikandi. Suyun uzaklastirilmas: i¢in
dokular artan derecelerde alkol serilerinden ( %70, %80, %90, %100) gegirildi.
Sonra parlatilmalar1 amaciyla ksilolden alindi ve ardindan erimis parafine
gomiildiiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4-5 mikron kalinligindaki
kesitlere tlim gruplar i¢in Hematoksilen- Eozin boyast uygulandi. Kesitler Leica
DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3

programinda degerlendirildi ve resimlendirildi.

Hematoksilen — Eozin Boyama Yontemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 30 dakika bekletildikten
sonra, 2x15 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha
sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70,
%50) havada kurutuldu. 10 dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris
Hematoksilen’de 10-15 dakika boyandi ve 10 dakika akar suda yikandi. % 70
alkol + 2 — 3 damla glasiyel asetik asit karisimina batirilip tekrar 10 dakika akar
suda yikandi. Lamlar 5-10 dakika Eozin de bekletilip 10 dakika daha akar suda
yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden geg¢irilerek (%50, %70, %80,

%96, %100), 2x15 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.
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3.6. istatistik Analizler

Olgiimlerden elde edilen veriler sira ortalama +SH (Standart hata) olarak
verildi. Gruplar Kruskal-Wallis H Testi ile analiz edilerek kontrol grubu ile
karsilastirildi. Gruplar arasinda farklilik olusturanlart belirlemek igin yapilan
Bonferroni diizeltmeleri Mann-Whitney U Testi sonuglarina gore analiz edilerek
karsilastirildi. Biitiin uygulanan testlerde giiven araligi %95 olup, p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Biitiin testler, bilgisayar ortaminda SPSS programinin 15,0 versiyonu ile

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger Glutatyon Degerleri

Gruplar arasinda GSH degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir (p<0,05). Yapilan Mann-Whitney U testi sonuglarma gore

onkosullama grubu ile agir hipoksi grubu arasinda ve agir hipoksi grubu ile

onkosullama+agir hipoksi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda agir hipoksi grubunda GSH

degerleri en diisiik (%45,33 azalma) iken 6nkosullama grubundakilerin degerleri

en yiiksektir (%59,24 artma). Onkosullama+agir hipoksi grubunda ise GSH

degerleri % 38,16 artma gostermektedir (Grafik 1) . Karaciger dokusunda GSH

icin sira ortalama degerleri ve standart hata degerleri Tablo 1°de gdsterilmistir.

25
*
20
*

15
10 ¥

5

0 .

Kontrol Onkosullama Agir Hipoksi OK+AH

B (umol/g)

Grafik 1. Karaciger dokusunda GSH diizeylerinin sira ortalama ve standart sapma

degerleri.

*p< 0,05
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Tablo 1. Karaciger dokusunda GSH diizeyi icin sira ortalama degerleri ve standart hata
degerleri.

GRUPLAR Sira Ort +SH p
Kontrol 11,58+ 7,40
Onkosullama 18,44+ 12,38*
GSH ; ; 0,022
Agir Hipoksi 6,33+ 10,71%*
(nmol/g)
Onkosullama+Agir
16,00+ 6,94*
Hipoksi
*p< 0,05

4.2. Malondialdehit

Gruplar arasinda MDA degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). Fakat MDA degerleri, kontrol grubuna gore
onkosullama grubunda % 37,36 azalma; agir hipoksi grubunda ise % 24 artma
gosterdi. Onkosullama+agir hipoksi grubunda ise % 13,36’lik artma gozlendi.
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(Grafik 2). Karaciger dokusunda MDA i¢in sira

hata degerleri Tablo 2’de gosterilmistir.
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Grafik 2. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri icin sira ortalama degerleri ve standart

sapma degerleri (p>0,05).

Tablo 2. Karaciger dokusunda MDA diizeyi icin sira ortalama degerler ve standart hata

degerleri.
GRUPLAR | Sira Ort+SH
Kontrol 12,50+ 0,11
Onkosullama 7,83+ 0,08
MDA
Agir Hipoksi 15,50+ 0,04
(nmol/g)
Onkosullama+Agir
14,17+ 0,08
Hipoksi
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4.3. Nitrik Oksit

Gruplar arasinda NO degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). Fakat NO degerleri, kontrol grubuna gore,
onkosullama grubunda % 4,5 artis; dnkosullama+ agir hipoksi gruplarinda % 13,6
artis gosterdi. Agir hipoksi grubunda herhangi bir degisiklik olmadi (Grafik 3).
Karaciger dokusunda NO i¢in ortalama degerler ve standart hata degerleri Tablo

3’te gosterilmistir.

NO

I I I I h

Kontrol Onkosullama Agir Hipoksi OK+AH

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

Grafik 3. Karaciger dokusunda NO diizeylerinin ortalama degerler ve standart sapma
degerleri. (p> 0,05)
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Tablo 3. Karaciger dokusunda NO diizeyi i¢in ortalama degerler ve standart hata degerleri.

GRUPLAR Ortalama+SH
Kontrol 0,22+ 0,02
Onkosullama 0,23+ 0,01
NO
Agir Hipoksi 0,22+ 0,00
(nmol/g)
Onkosullama+Agir
0,25+ 0,04
Hipoksi

4. 4. AST ve ALT Olgiimleri

Calismada AST ve ALT seviyeleri oOlciilen tiim gruplarda herhangi bir
anlamli degisiklik gozlemlenmemekle beraber AST degerleri, Onkosullama
grubunda azalirken (%14,6 azalma), en fazla artma agir hipoksi grubunda goriildii
(%18,9artma). Onkosullama+ agir hipoksi gruplarinda da artis gdzlendi (%8,9
artma) (Grafik 4). Karaciger dokusunda AST i¢in ortalama degerler ve standart

hata degerleri sirayla Tablo 4’te gosterilmistir.
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Grafik 4. Serumda AST diizeyleri ortalama degerler ve standart sapma degerleri. (p> 0,05)

Tablo 4. Serumda AST diizeyi icin ortalama degerler ve standart hata degerleri.

GRUPLAR Ortalama+SH
Kontrol 161,17+ 37,37
Onkosullama 137,63+18,60
AST(U/L) | Agir Hipoksi 191,67+ 79,71
Onkosullama+Agir
175,50+ 55,06
Hipoksi

ALT degerleri, en yiiksek oranda azalmay1 6nkosullama grubunda (%41,0
azalma) gosterirken en fazla oranda artma agir hipoksi grubunda gozlendi

(%106,7). Onkosullama+ agir hipoksi gruplarinda da artis gézlendi (%17,1 artma)
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(Grafik 5). Karaciger dokusunda ALT i¢in ortalama degerler ve standart hata

degerleri Tablo 5’te gosterilmistir.
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Grafik 5. Serumda ALT diizeyi icin ortalama degerler ve standart sapma degerleri. (p> 0,05)

Tablo 5. Serumda ALT diizeyi icin ortalama degerler ve standart hata degerleri.

GRUPLAR Ortalama+SH

Kontrol 98,67+ 33,10

Onkosullama 139,13+39,12
ALT

Agir Hipoksi 204,00+60,90
(U/L)

Onkosullama+Agir

115,50+30,15
Hipoksi
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4.5. Histolojik Degerlendirme

Kontrol grubu dokularina ait kiigiik biiyiiltmeli incelemelerde, klasik
karaciger lobiilii ve portal triad normal yapilart ile izlendi. Yapilan biiyiik
biiyliltmeli incelemelerde, portal triad’ a ait yapilardan vena porta, arteria hepatica
ve safra kanali belirgin olarak ayirt edildi (Resim 1). Vena centralis normal
yapidaki endotel hiicreleri ile izlenirken, hepatositler poligonal sekilleri, merkezde
yerlesik Okromatik ¢ekirdekleri ve belirgin cekirdekgikleri ile genel yapiya
uygundu. Hepatosit kordonlar1 arasinda yer alan siniizoidler, normal yapilari ile

izlendi (Resim 2).

Resim 1. Kontrol grubuna ait incelemede vena porta (—), arteria hepatica (>) ve
safra kanali (P) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 2. Kontrol grubuna ait incelemede normal yapidaki endotel hiicreleri ile vena
centralis (v), hepatosit (h) ve siniizoid (#) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).

Agir hipoksi uygulanan grupta kiigiik biiyliltmeli incelemelerde, portal
triad ve klasik karaciger lobiilii degerlendirildiginde, en belirgin morfolojik
degisikligin Ozellikle vena centralis’e yakin bdlgede bulunan siniizoidlerdeki
dilatasyon oldugu tespit edildi. Doku genelinde portal triad yapisinin bozuldugu
ve bu alanda bulunmasi gereken vena porta, arteria hepatica ve safra kanali
yapilarinin ¢ogunun ayirt edilemedigi belirlendi. Yapilan biiylik biytiltmeli
incelemelerde, portal alanda Ozellikle damar yapisinda duvar biitiinliigiiniin
bozuldugu dikkati ¢ekti (Resim 3). Safra kanal epitelinin goreceli olarak
hipertrofik bir goriiniim kazandigi izlendi. Bu hiicrelere ait ¢ekideklerde yer yer
kromatin kayb1 gozlendi (Resim 4). Ozellikle vena centralis g¢evresindeki
sinlizoidlerde belirgin dilatasyon saptandi. Vena centralis liimeninde hyaliindz
madde birikimi gozlendi. Hepatositlerin geneli, Okromatik ¢ekirdek ve

cekirdekgikleri ile normal yapidaydi. Ancak diger gruptan ayricali olarak, bu
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grupta ¢ok sayida cift ¢ekirdekli hepatosit varligi dikkat ¢ekti (Resim 5). Bazi
alanlarda hepatositlerin hiicre sinirlarinin yer yer segilemedigi ve birbirleri ile
birlesir tarzda bir yap1 sergiledigi tespit edildi. Bazi1 alanlarda perivaskiiler 6dem

goriildii (Resim 6).

Resim 3. Agir hipoksi uygulanan gruba ait incelemede portal triada ait duvar
biitiinliigii bozulmus damar yapisi (0) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 4. Agir hipoksi uygulanan gruba ait incelemede safra kanali epitelinde kromatin
kaybi () izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 5. Agir hipoksi uygulanan gruba ait incelemede normal yapis1 ile hepatositler (h),
siniizoidlerde dilatasyon (O), vena centralis liimeninde hiyalinizasyon (¢) ve ¢ok cekirdekli
yapisl ile hepatosit (*) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 6. Agir hipoksi uygulanan gruba ait incelemede perivaskiiler 6dem (»») izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x400).

Onkosullama uygulanan gruba ait yapilan kiigiik biiyiiltmeli incelemelerde,
portal triad ve klasik karaciger lobiilii izlendi. Yapilan biiyiik biyiiltmeli
incelemelerde portal triad’ da vena porta, safra kanali ve arteria hepatica’ nin dali
normal yapilart ile izlenirken; yakin alandaki siniizoidlerde agir hipoksi
uygulanan gruba karsin goreceli olarak daha az dilatasyon saptandi (Resim 7).
Siniizoid dilatasyonu olan bolgelerdeki hepatosit kordonlarinda hepatositlerin yer
yer kigiildigli ve hiicre smirlarinin kayboldugu, perifer alanda ise poligonal
sekilleri ile belirgin olduklar tespit edildi. Yine vena centralis’ e yakin alanda ¢cok

cekirdekli hepatositler ilgiyi ¢ekti (Resim 8).
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Resim 7. Onkosullama uygulanan gruba ait incelemede portal triad’ a ait vena
porta (—) ve safra kanah (») goriilityor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 8. Onkosullama uygulanan gruba ait incelemede normal yapisi ile hepatositler (h),
siniizoidlerde dilatasyon (o) ve bu boélgede kiiciilmiis hepatositler (»>), cok cekirdekli yapisi
ile hepatosit (*) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).

Onkosullama ve agir hipoksinin birlikte uygulandigi gruba ait yapilan
kiigiik biiylitmeli incelemelerde, portal triad ve klasik karaciger lobiilii normal
yapilar ile izlendi. Yapilan biiyiik biiytiltmeli incelemelerde vena centralis’ in ve
cevresindeki siniizoid ve hepatositlerin normal yapida oldugu goriildi.
Hepatositler poligonal sekilleri ve belirgin ¢ekirdek ve gekirdekgikleri ile izlendi.
Diger deney gruplart ile benzer olarak, vena centralis’ e yakin hepatositlerin bir
kisminda ¢ok ¢ekirdekli yap1 dikkati ¢ekti (Resim 9). Portal triad’ a ait yapilar,
cogu alanda normal goriiniimiindeydi (Resim 10). Ancak yer yer yaygin

perivaskiiler 6dem dikkati cekti (Resim 11).
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Resim 9- Onkosullama ve agir hipoksinin birlikte uygulandigi gruba ait incelemede normal
yapisi ile hepatositler (h), siniizoid (¢) ve ¢ok cekirdekli yapisi ile hepatosit (h) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 10- Onkosullama ve agir hipoksinin birlikte uygulandig: gruba ait incelemede vena
porta (—), arteria hepatica (>) ve safra kanah (») goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 11- Onkosullama ve agir hipoksinin birlikte uygulandigi gruba ait incelemede yer yer
perivaskiiler 6dem (>») izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).

Sonu¢ olarak; yapilan agir hipoksi uygulamasmin karaciger dokusu
iizerinde vena centralis’ e yakin siniizoidlerde dilatasyona neden oldugu, portal
triad yapisinin bozuldugu, hepatositlerin ¢ok ¢ekirdekli hal aldig1 ve perivaskiiler
odemin olaylanmasina neden oldugu gozlendi. Onkosullama uygulamas1 sonrasi
yapilan incelemelerde siniizoidlerde dilatasyonun varligi yine tespit edilmekle
birlikte, bu oranin goreceli olarak agir hipoksi uygulamasindan daha az oldugu
saptandi. Yine bu grupta ¢ok c¢ekirdekli hepatositlerin varlig1 dikkati ¢ekerken,
diger histolojik yapilarin kontrol grubu ile esdes oldugu izlendi. Onkosullama ve
agir hipoksi uygulamasinin bir arada yapilmasi sonucunda portal triad ve vena
centralis cevresi sinilizoid yapilarinin normale dondiigli, onkosullamanin bu

53



anlamda 1yilestirici etki gosterdigi ancak yine de perivaskiiler 6dem ve ¢ok

cekirdekli hepatositlerin varliginin izlenmeye devam ettigi dikkati ¢ekti.

54



5.TARTISMA

Calismamizda Wistar Albino cinsi erkek sicanlart  hipoksik
onkosullamaya ve agir hipoksiye maruz birakarak karacigerde oksidan ve
antioksidan sistemlerde olusacak degisiklikleri gérmeyi hedefledik. Hipoksik
onkosullamanin ve agir hipoksinin antioksidan/oksidan sistemler {izerinde farkli
etkiler ortaya c¢ikardigini gostermek igin tiim gruplarda GSH, NO, MDA
seviyelerine baktik. Ayrica farkl hipoksik kosullarda karaciger fonksiyonlarini
test etmek icin serum AST ve ALT seviyeleri olgiildii. Hipoksinin karaciger
izerine etkilerinin hiicresel diizeyde degerlendirilmesi i¢in, histolojik kesitler

hematoksilen-eozin ile boyama yapilip, 151k mikroskobunda resimlendirildi.

Iskemik/ hipoksik kosullar, bircok dokuda akut veya kronik olarak
goriilebilir. Kalp, iskelet kasi, beyin, karaciger gibi dokularin bu kosullara

verdigi yamtlar, hiicrelerde birgok farkli siirelerin baslamasima neden olur.

Onkosullama kisa siireli travma ile indiiklenen ve dliimciil diizeyde hasara
kars1 giiclii koruma saglayan bir olaydir. Yapilan bir¢cok hayvan ¢alismasina gore,
onkosullama organizmada pek ¢ok dokuya uygulanmaktadir. Onkosullama
iskemik hipoksi, hiperbarik oksijen, hipotermi, hipertermi, ndrotoksin

uygulanmas: gibi ¢ok gesitli uyaranlarla yapilabilmektedir'®.
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Karacigerde iskemi/hipoksiye neden olan olaylarin basinda; karaciger
rezeksiyonu, travmaya bagli karaciger hasari, hemorajik sok gelmektedir. Kan
akimmin kesilmesini takiben ortaya ¢ikan organ disfonksiyonun nedeni;
reperfiizyon sonrast meydana gelen hiicre hasari ve organ hassasiyetinin

75-76

artmasidir ” . Hasara neden olan faktorler; Serbest oksijen radikalleri, siniizoidal

endotelyal hiicre hasari1, mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler olarak 6zetlenebilir.

Literatiirde hipoksik Onkosullamanin ve agir hipoksinin karacigerde
glutatyon, nitrik oksit ve lipid peroksidasyonu {iizerindeki etkilerinin ayr1 ayri
degerlendirildigi ¢esitli ¢alismalar bulunmakla birlikte 6nkosullamanin ardindan
agir hipoksinin uygulandig1 ve NO, MDA, GSH ve karaciger enzimlerinin, ayrica
hiicresel diizeydeki degisikliklerin bir arada degerlendirildigi bir c¢alismaya

rastlanmamuistir.

Reaktif oksijen tiirleri, normal hiicresel olaylara yanit olarak iiretilir.
Diisiik ROS konsantrasyonlari, hiicresel olaylar igin gerekli iken, yiikksek ROS
konsantrasyonlar1 zararli etkilere neden olmaktadir. Hiicrede DNA, proteinler ve
lipidlerde olusan hasara bagli biiyiik miktarda ROS olusur. ROS’un artmasi veya

ROS yakalama kapasitesinin azalmasi oksidatif stresi gosterir’*.

Fizyolojik kosullarda organizmadaki ROS miktar;; yani siiperoksit,
hidrojen peroksit, hidroksil gibi ROS olusturan radikaller ile ROS’u yakalayan

superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler ve GSH gibi enzimatik
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olmayan antioksidan sistemler arasindaki diizenleyici denge ile stabil diizeylerde
tutulmaktadir. Hipoksi/iskemi gibi patolojik durumlarda ROS olusumu
artmaktadir. ROS birikimi lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin

belirteclerinden olan MDA ’nin asiri iiretimine neden olmaktadir.™

Yiiksek GSH derisimi hiicre fonksiyon ve canliliinin bir gdstergesi
olarak kabul edilir. Bunun aksine GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma
sisteminin zayiflamasinin ve mitokondriyal hasarin belirtegleri olarak kabul
edilir®.

Glutatyon sentezi oksidanlar, antioksidanlar ve biiylime faktorleri
tarafindan diizenlenmektedir®. Agir hipokside oksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki dengesizlik nedeniyle GSH seviyesinde azalma goriiliir. Bu bulgular
literatiirde GSH’taki azalmanin oksidatif stres sirasinda olusan ROS nedeniyle

oldugunu gostermektedir’*.

Cesitli calismalarda hipokside hem doku hem de kan GSH seviyesinde

-81 . 2 . . .
5081 Demir ve arkadaslarn® iskemi ve reperfiizyon

azalma oldugu gosterilmistir
hasarinda karacigerde lipid peroksit diizeylerinin arttigini ve NAS (N-Asetil
Sistein) uygulamasinin doku lipid peroksit seviyelerinde azalmaya yol actigini
one stirmiislerdir. Bir GSH onciilii olan NAS uygulamasinin doku GSH diizeyinde
yiikselmeyi sagladigi bildirilmektedir®. Tiyol grubu iceren NAS’in GSH 6nciilii
oldugu ve ayrica gesitli ROS bilesikleri ile tepkimeye girdigi bildirilmektedir®,

Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH’mn azalmasinin hipokside goriilen
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doku hasarina katkida bulunabilecegini diisiinerek NAS uyguladiklar1 grupta,
doku lipid peroksit diizeylerinde hipoksik gruba gore anlamli derecede diisiis
saptamiglardir. Caligmalarinin sonuglari, hipoksi uygulamasmin artan ROS
tiretimine bagli olarak doku GSH seviyesinde azalmaya yol acabilecegi ve NAS
uygulamasinin gerek GSH onciilii olmasi, gerekse direkt antioksidan etkileri

araciligi ile oksidan stresi azaltmis olabilecegi savini gliglendirmektedir.

Alkan ve arkadaslari, yavru sican beyinlerinde hipoksik onkosullamanin
antioksidan enzim aktivitesi lizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin hipoksik
onkosullamada artarak olusacak oksidatif strese karsi tolerans gelistirdiklerini

buldular "'

Yapilan baska calismalarda, yiiksek rakim ile indiiklenen oksidatif stres

nedeniyle karacigerde glutatyon peroksidaz aktivitesinin azaldigmni saptadilar’’.

Yaptigimiz ¢aligmada karaciger dokusunda GSH diizeylerinin agir hipoksi
grubunda diger gruplara gore en diisiikk olmasi, hiicre igi reaktif oksijen
metabolitlerinin artmasina bagli mitokondriyal hasarin belirteci olarak
diistintilebilir. Ayrica diisiik GSH seviyesi ROS nedeniyle mitokondriyal ve

sitoplazmik glutatyonun tiiketilmesi savini giiclendirmektedir.
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Onkosullama uyguladigimiz grupta ise GSH diizeyinin en yiiksek
bulunmasini; 6nkosullamanin hem lipid peroksidasyonunu azaltmasina hem de
oksidatif stresi azaltarak hiicreyi Ozellikle de mitokondriyi hipoksik hasardan

korudugu seklinde yorumladik.

Onkosullamanin ardindan agir hipoksi uyguladigimiz grupta GSH
diizeyinin kontrol grubuna gore %38,16 yiiksek bulunmasi da antioksidan
sistemin hipoksik onkosullama ile aktive olarak doku hasarini azalttig1 sonucunu

desteklemektedir.

Glutatyonun  biyolojik  aktivitesi sisteinden kaynaklanir.  Sistein
ekstraseliiler aralikta kolayca okside olan bir karbon bagl siilfidril grubu igerir.
Siilfidril  grubundaki disiilfid bagi, bir protein olmayan GSH’mn birgok
fonksiyonuna katkida bulunur. Glutatyonun primer sistein deposu olarak,
ksenobiyotik konjugasyonu ve detoksifikasyonunda ve de serbest radikal
yakalayicist olarak pek ¢ok fonksiyonu vardir. Ayrica nitrozatif strese karst da

koruyucu olarak goérev yapar.

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz ile L-arjinin’den L-sitriillin sentezinde

tiretilir. Nitrik oksit, sliperoksit ve oksijeni igeren bir dizi reaksiyon ile nitrit ve

nitrata metabolize edilir".
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Fizyolojik derisimlerdeki NO, lipid peroksidasyonunu sonlandirict etkiye
sahiptir. Kantrow ve arkadaslari® hipoksik akcigerde NO iiretiminin azaldigin

gostermislerdir.

Nitrik oksit yiiksek miktarda iretildiginde siiperoksit radikali ile
reaksiyona girerek peroksinitrite donlismekte ve hiicresel hasarda 6nemli rol
oynamaktadir. Peroksinitrit ise proteinlerle reaksiyona girerek protein rezidiilerini
okside etmektedir. Nitrotirozin olusumu peroksinitrit aracili  protein
modifikasyonunu temsil eder ve diger ROS aracili modifikasyonlardan farklidir.
NO hiicresel sinyal molekiilii olarak ve fizyolojik kosullarda vazodilatator olarak

gorev yapar. NOy, hipoksi/iskemi kosullarinda NO’ya indirgenir®.

Peroksinitrit (ONOO ), NO ve siiperoksit arasindaki reaksiyonunun stabil

87-88

iiriinii olarak olusur’ ™. Peroksinitrit, protein fonksiyonlarini bozarak tirozin

nitrat olusturur. ONOO , NO olusumunu bir negatif geribildirim ile diizenler.

Yapilan baska caligmalarda NO’nun ksantin oksidaz1 inhibe ettigi
gosterilmis ve boylece radikal olusumunu azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Hipoksik kosullarda arjinaz enziminin arjinini tiiketerek, NO iiretiminde azalmaya
yol agmis olabilecegini, azalan NO’nun lipid peroksidasyonunu inhibe
edememesinin bir sonucu olarak doku hasarinin olusmus olabilecegini

diisiinmiislerdir’’.
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Nitrik oksitin hipoksi sonucu oksidatif strese neden olarak doku hasari
yapacagl ya da fizyolojik kosullarda koruyucu etki yapabilecegine dair ¢eliskili
calismalar®  olmasina ragmen Onkosullama ve agir hipoksinin birlikte

degerlendirilerek NO’nun arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Nitrik oksitin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal i¢ceren
bilesikler ve radikaller ile bilyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit
radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik
derisimde {lretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOs’)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine,
nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir ézel enzim yoktur. Indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derigiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif
tirler NO’nun dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin
nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol agarak, proteinlerin ve

. . .. .. o 31
enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler .

Calismamizda NO’nun oksihemoglobin tarafindan oksitlenen sekli olan
NOs  olarak olgtiik. NO degerlerimizde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa
da kontrol grubuna gore onkosullama grubunda % 4,5 artis; Onkosullama+ agir
hipoksi grubunda %13,6 artis goriiliirken agir hipoksi grubunda herhangi bir

degisiklik olmadi. Yapilan ¢aligmalara gore agir hipoksi sonucu olusan oksidan
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stres, ortamda NO ve siiperoksitin reaksiyona girerek peroksinitrit radikalleri
olusturmasina neden olmaktadir’®. Onkosullama sonras1 agir hipoksi grubunda,
onkosullama ile karacigerde artmis antioksidan aktivite (GSH), nitrozatif strese
karsi da koruyucu olarak goérev yapar. Bu nedenle bu grupta peroksinitrit
radikallerine doniisiim azalacagi i¢in NO seviyelerinde daha yiiksek oranda artma

goriilmektedir.

Lipid peroksidasyonu, hiicre membranindaki polienoik yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu olusan otokatalitik bir reaksiyon siirecidir’. Poliansatiire yag
asitlerinin peroksidasyonu, reaktif karbonil bilesiklerinin iirinii olan ROS ile
sonuclanir. Lipid peroksidasyon gostergesi olarak MDA yaygin olarak

kullanilmaktadir®”’.

Kilic ve arkadaslar®™ hipokside beyin, kalp, akciger ve karaciger

dokularinda lipid peroksidasyon artis1 oldugunu gostermislerdir.

Altun  ve arkadaslarinin  hipoksi  sonrasi  erken/ge¢  ddonem
reoksijenasyonun umblikal endotel vaskiiler hiicrelerinde oksidatif stresin
etkilerini inceledigi calismada, MDA diizeylerinin 4 saat hipoksi uygulanan
grupta artis gosterdigini ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigini saptadilar.
MDA diizeylerinin, hipoksi ardindan erken ve gec¢ reoksijenasyon gruplarinda
hipoksi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gosterdigini

buldular. NO konsantrasyonunu ise tiim gruplarda artig gostermekle birlikte
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istatistiksel olarak anlamli olmadigini goérdiiler. NO diizeylerinin hipoksi grubuna
gore reoksijenasyon gruplarinda hafif azalma gosterdigini ancak bu farkin

istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu saptadilar®.

Yapilan baska calismalarda da®* bizim calismamiz ile benzer olarak
karaciger dokusunda degerlendirilen MDA degerlerini istatiksel olarak anlamli
bulamamislardir. Yaptigimiz ¢alismada anlamli olmasa da dnkosullama grubunda
%37,36 azalma gdstermesi, onkosullama sonrasi oksidatif stresin azalmasi savini
dogrulamaktadir. Onkosullama sonras1 agir hipoksi uygulanan grupta, agir hipoksi
grubuna gore daha az oranda artmasi, lipid peroksidasyonunun onkosullamaya
bagli azaldigin1 disiindiirmektedir. Agir hipoksi grubunda % 24’liik artis olmasi
ise literatiirdeki serbest oksijen radikallerine bagli olusan hepatosit hasari ile

uyumludur.

Aspartat aminotransferaz ve Alanin aminotransferaz enzimleri, serumda ve
bircok dokuda bulunmakla beraber en fazla karaciger parenkimal hiicrelerinde
bulunmaktadir. Artmis AST ve ALT degerleri, akut karaciger hasarina neden olan
durumlarda gérﬁlmektedir54. ALT, baslica hepatosit sitoplazmasinda bulunurken
AST, mitokondri ve sitoplazmada bulunmaktadir. Bu nedenle ALT, baslica
sitoplazmik membran gecirgenligindeki artis1 gosterirken; artmis AST seviyeleri
hem sitoplazmik membran gecirgenligindeki artis1 hem de mitokondriyal hasari

gosterir’.
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Alexander ve arkadaslarinin sol karaciger lobuna 45 dakika iskemi ve 4
saat reperflizyon sonrasi hipoksik dnkosullama uyguladiklar1 hayvanlarda AST,
ALT ve LDH seviyelerinde anlamli diisgme buldular. Bu koruyucu etkiyi

reperfiizyon uygulamasindan 1 saat sonra gordiiler” .

Hipoksi karacigerde protein, lipid ve niikleik asitlerde oksidatif hasara
neden olarak hiicre Olimiine neden olmaktadir. Hipoksik karacigerde ATP
seviyesi azalip ADP ve AMP konsantrasyonlari artar. Yapilan ¢aligmalara gore
AST ve ALT degerleri agir hipokside artmaktadir. Fakat hipoksik 6nkosullama ve
agir hipoksinin birlikte uygulanarak AST ve ALT seviyelerini 6l¢en bir ¢alisma

17-68-70
bulunmamaktadir .

Yaptigimiz ¢aligmada AST ve ALT degerleri gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli degildi. Bunun nedeni denek sayimizin az olmasindan ve standart
sapmalarin yiiksekliginden kaynaklanabilir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda da hipoksi
uygulanan hayvanlarda AST ve ALT degerlerinde anlamli bir artis

18
bulunamamaistir °.

Bununla birlikte AST ve ALT degerleri agir hipoksi grubunda tiim

gruplara gore artig gosterdi. AST degerlerinin en fazla agir hipoksi grubunda
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artmasi (%18,9artma) mitokondride GSH’1n azalmasi sonucu membran hasarinin

artmasiyla agiklanabilir.

Alanin aminotransferaz degerlerinin en fazla oranda agir hipoksi grubunda
artmast (%106,7) ise sitosolde biriken serbest oksijen radikallerinin olusturdugu

doku hasariyla aciklanabilir.

Onkosullama sonras1 agir hipoksi uygulanan hayvanlarda AST ve ALT
degerleri, sadece agir hipoksi uygulanan gruba gore daha az oranda artis gosterdi
(AST %89 ve ALT %17,1 artis). Bu bulgular, Onkosullama nedeniyle
mitokondride GSH sentezinin artmasina bagl olarak karacigerde doku hasarinin
azalarak AST ve ALT artisinin kismen de olsa 6nlenebilmesine neden oldugunu
disiindiirmektedir. Agir hipoksi sonucu olusan artis ise, serbest radikaller
nedeniyle oksidatif stres olustugunu ve onkosullamanin koruyucu etkisini ortadan

kaldirdigin1 géstermektedir.

Diger yandan Onkosullama grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel anlamlilikta olmasa da AST %14,6, ALT %41 oraninda azalma
gosterdi. Bu durum Onkosullamanin karaciger membran hasarini onleyerek bu

enzimlerin dolagima ¢ikmasini engelledigini gosterebilir.
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Manukyan ve arkadaglari “whey proteini” denilen peyniralti suyu
proteiniyle sican karacigerinde gergeklestirdikleri GSH 6nkosullamasinin
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari iizerine etkilerini arastirdilar. Deneklerin kan
orneklerinde kontrol grubu ve whey ile beslenen grup arasinda AST ve ALT
degerlerinde anlamli fark bulmamakla birlikte iskemi/reperfiizyon yapilarak whey
ile beslenen grupta anlamli diisme buldular. Ayn1 zamanda 6nkosullama yapilan

grupta MDA degerlerinin diistiigiinii ve GSH degerlerinin arttigim saptadilar™.

Nishimura ve arkadaslar1 ile Teschke ve arkadaslar1 alkole bagl

olarak serum AST ve ALT aktivitesinde artis oldugunu**>’

, Glinsukon ve
arkadaslar1 Serum ALT aktivitesinde artis, serum AST aktivitesinde azalma’?,
Ishii ve arkadaslar1 serum ALT aktivitesinde bir degisiklik olmadigini

bildirmislerdir™®. Bir hayli eski ¢calismalara ait bu geliskili yayinlara ragmen bugiin

artik AST ve ALT nin karaciger hiicre harabiyetinin gostergesi oldugu kesindir ’*.

Yaptigimiz  calismanin  histolojik  incelemelerinde  agir  hipoksi
uygulamasinin karaciger dokusu iizerinde vena centralis’e yakin siniizoidlerde
dilatasyona neden oldugu, portal triad yapisinin bozuldugu, hepatositlerin ¢ok
cekirdekli hal aldig1 ve perivaskiiler 6demin gelismesine neden oldugu goézlendi.

Bu bulgular literatiirdeki galismalar ile uyumludur "°.

Hanan ve arkadaslarinin sigan karacigerinde hipoksinin antioksidan

sistemler lizerine etkisini arastirdiklar1 calismada, hipoksi sonucu karacigerde
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konjesyon, siniizoidal dilatasyon, lenfatik genisleme, bolgesel hepatoseliiler
vakuolizasyon ve hepatosit sigsmesi gibi histolojik degisiklikler gordiiler.
Kromatin yapisini, sitoplazmadaki mitokondri sayisi-yapisini normal olarak

saptadilar®.

Yavuzer’in si¢an karacigerinde iskemi-reperfiizyon yaptigi calismanin
histolojik incelemesinde 151k mikroskobunda apopitoz degerlendirmesi i¢in en
biiyiik biiyiitmede (x40 HBF) 200 hiicre saydi. Pozitif boyanan hiicre sayist %

olarak belirtildi’>.

GSH/GSSG redoks durumunun okside duruma kaymasi; protein kinaz B,
protein fosfataz 1 ve 2A, kalsindrin, niikleer faktor kappa B, c-Jun N-terminal
kinaz, apopitoz sinyal diizenleyici kinaz-1 ve mitojen ile aktive olan protein kinaz
gibi pek cok sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunu azaltmakta

ve apopitozu arttirmaktadir’®.

Yaptigimiz ¢alismada agir hipoksi sonucu hepatositlerin ¢cok ¢ekirdekli
goriinmesi ve perivaskiiler ddem, hiicrelerde rediikte glutatyonun azalmasina bagl

olarak apopitoza gittigini diislindiirmektedir.

Onkosullama uygulamas: sonrasi yapilan incelemelerde siniizoidlerde

dilatasyonun varlig1 yine tespit edilmekle birlikte, bu oranin goéreceli olarak agir
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hipoksi uygulamasindan daha az oranda saptanmasi, 6nkosullamanin karacigerde
hasar1 Onleyici etkiler yaptigini gostermektedir. Yine bu grupta ¢ok g¢ekirdekli
hepatositlerin varlig1 dikkati ¢cekerken, diger histolojik yapilarin kontrol grubu ile

esdes oldugu izlendi.

Onkosullama ve agir hipoksi uygulamasinin bir arada yapilmas1 sonucunda
portal triad ve vena centralis ¢evresi siniizoid yapilarinin normale dondigi
gdzlendi. Onkosullamanin bu anlamda iyilestirici etki gosterdigi ancak agir
hipoksi nedeniyle perivaskiiler 6dem ve ¢ok cekirdekli hepatositlerin varliginin
izlenmesi, sadece agir hipoksi uygulanan gruba gore daha az sayida hiicrenin

apopitoza gittigini gosterir.

Manukyan ve arkadaslarinin GSH 6nkosullamasi ve iskemi/reperfiizyon
(I/R) hasar1 sonrasinda sican karacigerinde yaptiklar1 histolojik incelemede
kontrol I/R grubunda perisantral alanda artmis hepatoselliiler atrofi, siniizoidal
dilatasyon, onkotik nekroz ve belirgin apopitoz goriildii. Onkosullama grubunda
ise hepatoselliiler atrofi, siniizoidal dilatasyon daha az oranda izlendi. Onkotik

nekroz higbir énkosullama uygulanan karaciger kesitlerinde saptanmadi’.

Alexander ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismanin histolojik incelemesinde

doku hasarinin derecesini 0’dan 4’e kadar olan bir skalada degerlendirdiler. Hasar
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olmayan dokular1 0 ile gosteritken % 25°ten daha az dejenerasyonu (1)ile; %26—
50 arasim (2) ile; %51-75 arasini (3) ile; %75’ten fazla olanlar ise (4) olarak
degerlendirdiler. Hepatoseliiler hasarin hipoksik Onkosullama yapilan grupta

kontrole gére yaklasik % 50 oraninda azaldigim buldular”.

Hipoksik onkosullamanin organizmada mekanizmasinin heniiz tam olarak
aciklanamadigi bircok fonksiyona sahip oldugu agiktir. Calismamizdaki
bulgularin, bu mekanizmalar1 acgiklamaya yonelik daha ileri aragtirmalarla elde

edilecek verilerle desteklenmesi gerektigi kanisindayiz.
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6. SONUC

1. Bu calismada hipoksik dnkosullamanin karacigerde
antioksidan sistemi aktive ederek agir hipoksi sonucu ortaya ¢ikan
oksidatif stresi Onleyebilecegi gosterilmis oldu. Boylece

karacigerde olusabilecek oksidan hasar en az diizeye inmektedir.

2. Yaptigimiz c¢alismada histolojik bulgularimizin da
1s181nda agir hipoksinin karacigerde metabolik aktiviteyi arttirarak
hiicre ve diger yapilarda dejeneratif degisikliklere neden oldugu,
onkosullamanin ise kismen bu aktiviteyi yavaslatip, normal

metabolizmaya yaklastirdig1 kanisina vardik.

3. Hipoksik onkosullama sonucu GSH’mn istatistiksel
olarak anlamli artmasi; karacigerde oksidatif hasarin azalarak

koruyucu etki yaptig1 kanisini desteklemektedir.

4. Bununla beraber hipoksik dnkosullamanin karaciger
fonksiyonlar1 lizerindeki etkisinin tedavide kullanilmas1 i¢in detayl

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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8. OZET

SICANLARDA HiPOKSiK ONKOSULLAMANIN KARACiGERDE

OKSIDATIF STRES UZERINE ETKIiSi

Yaptigimiz c¢aligma ile hipoksik Onkosullamanin sigan karacigerinde

oksidatif stres tlizerindeki olumlu etkilerini gérmeyi hedefledik.

Calismada agirliklart 220-300 g arasinda degisen, 24 adet Wistar-Albino
cinsi erkek sican kullanildi. Siganlar rastgele 4 gruba ayrildi. 1. grup, kontrol
olarak kabul edildi. II. grup, 3 giin siire ile giinde 2 saat %10 O, verilen hipoksik
kamaraya yerlestirilerek hipoksik onkosullama yapildi. III. grup, 3 giin siire ile
normal atmosfer kosullarinda yasatilip, 4.glinde 3 saat siire ile %7 O, ile agir
hipoksiye maruz birakildi. IV. grup, 3 giin siire ile giinde 2 saat %10 O, verilen
hipoksik kamaraya yerlestirilip dnkosullama yapildiktan sonra, 4. giinde 3 saat
stire ile %7 O, verilen kamara ortaminda agir hipoksiye maruz birakildilar. Tiim
siganlar bu islemlerden sonra anestezi altinda kalplerinden kan alinarak feda edildi

ve incelenecek parametreler i¢in gerekli kan ve karaciger doku 6rnekleri alindu.

Karaciger dokusunda oksidatif stres hasart GSH, MDA ve NO diizeyleri
ile, karaciger fonksiyonlar1 serumda AST ve ALT tayini ile, hiicresel hasar ise

histolojik olarak 151k mikroskopisi ile degerlendirildi.

Sonug olarak; hipoksik 6nkosullama karaciger dokusunda GSH

diizeylerini anlamli derecede artirarak oksidan hasar1 sinirlamis ve hiicresel
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diizeyde koruyucu etki gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksik 6nkosullama, oksidatif stres, hepatosit hasari

Glutatyon, Malondialdehit, Nitrik oksit
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9. SUMMARY

THE EFFECTS OF HYPOXIC PRECONDITIONING ON
OXIDATIVE STRESS IN RAT LIVER

The aim of this study was to investigate the positive effects of hypoxic
preconditioning on oxidative stress in rat liver. Twenty four male Wistar- Albino
rats weighing between 220-300 g were divided into 4 groups randomly: 1-
Control, 2- Hypoxic Preconditioning, 3-Severe hypoxia, 4- Hypoxic

Preconditioning + Severe hypoxia.

The animals of the first group were sacrificed after living in normal atmospheric
conditions for 3 days. The second group underwent hypoxic preconditioning by
breathing 10% oxygen for 2 hours followed by 3 days. After living in normal
atmospheric conditions for 3 days, the third group was exposed to severe hypoxia

by breathing 7% oxygen for two hours in the followed fourth day.

After preconditioning in a hypoxic atmosphere that was given %10 oxygen for
two hours followed by three days, they were exposed to severe hypoxia under the

atmosphere in which exists %7 oxygen in the followed fourth day.

After this procedure, all rats were sacrificed under anesthesia by drawing
intracardiac blood. Blood and the liver tissue samples were collected for
parameters. Oxidative stress injury in the liver tissue was assessed by GSH, MDA

and NO levels, the functions of liver were measured by serum AST and ALT
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determination, the cellular injury was evaluated for histological examination
under light microscopy.

In conclusion; hypoxic preconditioning restricted the oxidative injury by
increasing GSH levels significantly in the liver tissue and had protective effects in

cellular levels.

Key Words: Hypoxic preconditioning, oxidative stress, hepatocyte injury,

glutathione, malondialdehide, nitric oxide.
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