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OZET

Amag¢: Bu calismada karaciger iskemi reperfiizyonun (IR) neden oldugu
hasarin, birtakim biyokimyasal ve histopatolojik parametreler iizerinden
degerlendirilmesi ve escin  uygulamasinin bu parametrelerde olusabilecek

degisikliklere etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem: Bu amagla Wistar Albino tiirii erkek sicanlarda, karaciger
dokusunda portal ven, hepatik arter ve safra yollarina 45 dakika iskemi, hemen
sonrasinda 60 dakika reperflizyon uygulandi. Gruplardan birine iskemiden 30 dakika
once, baska bir gruba reperfiizyondan 30 dakika 6nce escin intraperitonel olarak

verildi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve doku 6rnekleri alindi.

Bulgular: Karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla serumda
aspartataminotransaminaz  (AST), alaninaminotransaminaz (ALT) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri olgiildii. Karaciger doku
orneklerinde katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) diizeyleri
Olciildii. Alinan karaciger doku 6rnekleri Hemotoksilen Eosin ile boyandiktan sonra
151tk mikroskopunda histopatolojik olarak incelendi. Serumda o6lgiilen MDA
degerlerinde IR sonucunda artis gozlenirken, escin verilen gruplarda bu
parametrelerde istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiis saglanmistir. AST ALT VE
LDH degerlerinde IR grubu ile escin verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmamakla birlikte escin verilen gruplarda bu degerler daha disiik
izlendi.IR gruplarinda doku diizeyindeki katalaz ,SOD ve GSH degerlerinde azalma
gdzlenmistir. Escin verilen gruplarda ise antioksidan degerlerinde IR gruplarma gore
artis gozlenmistir, bu artis katalaz ve SOD i¢in istatistiksel olarak anlamliydi.
Histopatolojik olarak IR hasarmin gostergesi olan hepatoselliiler seviyedeki hasar,

escin uygulamasi ile anlamli oranda azalma gostermistir.

Sonuc: Bu ¢alismanin sonucuna dayanarak, escin tedavisinin karacigerde IR
olaylar1 sonucu olusabilecek serbest radikal aracili hasar1 6nleyerek, morbidite ve

mortaliteyi azaltabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Karaciger, iskemi reperfiizyon, escin, antioksidanlar



ABSTRACT

Objective: Escine aims of escine current study was to assess escine hepatic
ischemia reperfusion (IR)- injury by using certain biochemical and histopaescinological
parameters and to explore escine effects of escin administration on escinese study

parameters.

Materials and Meescinod: For escinis purpose, a 45-minute ischemia period
followed by a 60-minute reperfusion period immediately following escine ischemia
period were applied to portal vein, hepatic artery, and bile ducts in escine hepatic tissue
of male Wistar Albino rats. Escin was administered 30 minutes before escine ischemia
in one of escine groups, and 30 minutes before escine reperfusion in escine oesciner.
Escine animals were anesescinetized and decapitated and blood and tissue samples were

taken at escine end of escine experiment.

Results: Serum aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), lactate dehydrogenase (LDH), and malondialdehyde (MDA) levels were
measured. Catalase, superoxide dismutase (SOD), and glutaescinion (GSH) levels were
measured from escine hepatic tissue samples. Escine hepatic tissue samples were stained
wiescin hematoxylin Eosin stain and histopaescinologically examined under light
microscope. IR caused an increase in serum MDS level, which was significantly reduced
by escine administration of escin. Alescinough escinere were no significant differences
in escine IR and aescin groups wiescin respect to AST, ALT, and LDH levels, escinese
parameters were lower in escine aescin group. IR groups experienced a reduction in
tissue catalase, SOD, and GSH levels. In escine escin administered groups, on escine
oesciner hand, antioxidant levels showed an increase compared to escinose in escine IR
groups; of escinese, escine increases in SOD and catalase were statistically significant.
Escine injury at escine hepatocellular level, which was an histopaescinological indicator

of IR injury, was significantly reduced by escin administration.

Conclusion: Escine results of escine current study suggest escinat aescin
treatment may reduce mortality and morbidity by preventing free radical-mediated injury

escinat may occur as a result of IR events in liver.

Key Words: Liver, ischemia reperfusion, escin, antioxidants
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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi ve reperfiizyon (I/R), kanser ya da enfeksiyon gibi hemen tiim tibbi
disiplinleri ilgilendiren; klinik ya da molekiiler olsun bir ¢ok basamagi yeterince
aydinlatilmamis genig bir patofizyolojik siirectir. Akut ya da kronik dolasim
bozukluklari, organ perfiizyonlarinin etkilendigi hastalik durumlari, flep cerrahisi
sonrasi iskemik sorunlar, solid organ transplantasyonunun hemen her basamagi bu
siiregten en ¢ok etkilenen patolojilerdir. Kanser hiicrelerinin yerel ya da uzak
yayiliminda da, benzer patofizyolojik siiregler gozlenmekte; baska bir deyisle, IR

metastatik stire¢lerde de etmen olabilmektedir.

Bilindigi iizere iskemi, kan ile birlikte dokuya ulasmasi gereken substrat ve
oksijenin bir sekilde engellenerek ulasamamasi veya kisitlanmast olarak
tammmlanmaktadir. Kritik iskemi zamani, iskemik hasarin doku tarafindan tolere
edilebildigi ve dolasim saglandiginda canliligini siirdiirebildigi en uzun zaman dilimi
olarak ifade edilir. Ortalama kritik iskemi zamani, iskemik periyod sirasinda cerrahi
fleplerin %50’sinin 6liimiine neden olan zaman dilimi olarak ele alinabilir. Bu zaman

dilimi dokudan dokuya farklilik gostermektedir.(1)

Dokulara, ihtiyact olan oksijenin yeterince saglanamamasi durumu,
hiicrelerde anaerobik metabolik yollarin kullanimi zorunlu hale getirir. Dokularda
meydana gelen iskemiyle azalan oksijen diizeyi laktat birikimine, doku pH sinda
diisiise ve sonunda membran transport sisteminde hasara neden olur. Ayrica transport
sisteminin bozulmasi ile hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunda artis meydana gelir. Artan
kalsiyum ikinci mesajcilara, g¢esitli enzimlere etki eder. Bu durum Oncii
inflamatuarlarin  birikmesine, membranlarin islev ve biitiinliigiiniin olumsuz
etkilenmesine ve ayrica hiicre iskeletinin organizasyonunun bozulmasina neden olur.
Tiim bu degisiklikler sirasinda dokularin enerji depolar tiikkenirken, biyolojik olarak
aktif ajanlarin (prostasiklin, nitrik oksit gibi) {iretiminin azalir, doku igin toksik yeni

bilesiklerin olusum hizinda artis meydana gelir. Ote yandan, siire¢ boyunca adezyon



molekiilleri, sitokinlere iliskin bazi1 genlerin sentez hizi azalirken, bazi genlerin

(cNOS, trombomodulin) iskemik hiicrelerde sentez hiz1 artar (2,3).

Reperfiizyon iskemi sirasinda duran ya da yavaslayan kan akisinin yeniden
normale donmesidir. iskemik organda kan akis1 her ne kadar normale donse de
iskemik organ, fonksiyonlarmi kismen geri kazanir. Kan akisi reperfiizyon ile
diizenlenirken iskemi boyunca meydana gelen biyokimyasal ve molekiiler degisimler
serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olurlar (4,5). Siiper oksit (02 -)
anyonu, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil(OH-) en iyi bilinen serbest oksijen
radikallerdir. Bu firiinlerin olusumunda ksantin oksidaz sistemi ile difosfoniikleotid
(NADPH) sistemi etkin rol oynamaktadir (6). Sonucta dokularda iskemik siirecten

cok daha fazla hasar meydana gelir.

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonrasi gordiigii hasar akciger, bobrek,
karaciger, kalp, beyin ve barsaklar gibi pek c¢ok organda ayrintili olarak
arastirilmistir.(7-10) Ancak yine de I/R hasarinin fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. I/R hasarinda serbest radikallerin olusumu, polimorf
niiveli 16kositlerin aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi gibi major
komponentlerin rol oynadigi bilinmektedir(11-12). Bu tablo lokal ve sistemik
inflamatuar cevabin baslamasina yol agarak lokal ve uzak organlarda da hasar

olusturmaktadir.

Iskemi; arteriyel ve/veya vendz tikaniklik sonucu meydana gelir. Sonrasinda
etkilenen vaskiiler yatakta staz olusur. Sok, transplantasyon, myokard infarktiisii,
serebrovaskiiler olaylar sonrasinda iskemi goriilebilir. Bunun disinda karacigerde
iskemiye neden olan olaylarin basinda; karaciger rezeksiyonu, hemorajik sok,
travmaya bagh karaciger hasar1 gelir. Iskemi ve reperfiizyonun primer sonucu gelisen
iltihabi yanit, primer olarak iskemi gelismeyen organlarda da inflamatuar hasari
hizlandirabilir. Bu durumda ¢oklu organ yetmezligi (MODS) meydana gelebilir ve
bazi hastalarda Oliime sebebiyet verebilir. /R nétrofillerin  aktivasyonuna,
adezyonuna ve migrasyonuna, sayisiz inflamatuar mediatoér salimina neden olur. Bu
mediatdrler o dokuda hasar meydana getirir. I/R hasarinda 6zellikle polimorf niiveli
l6kositlerin (PMNL) aktivasyonu, serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumu,

sitokin salmimi, kompleman aktivasyonu ve eikosanoid yapimi meydana gelir. I/R



hasar1 gelisen hastalarda bu mediatorler dolasimda anormal derecede yiiksek
seviyede tesbit edilmis olup, bunlarin varligi klinik belirti ve bulgularin ortaya

cikmasina neden olmaktadir(13).

Giinliik uygulama icerisinde I/R tibbin pek ¢ok alaninda karsilasilan bir
olaydir. Sok, yanik, sepsis, pankreatit, serebrovaskuler olaylar, miyokard infarktiisii,
travma ve travma cerrahisi, ortopedik cerrahi, Kkardiyovaskuler cerrahi,
transplantasyon cerrahisi ve genel cerrahi I/R olaymm goriildiigii durumlardan
sadece bazilaridir. Pratikte biitiin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve
bunu takiben bir reperfiizyon periyodu vardir. Karaciger I/R hasar1 ise karaciger
transplantasyonu ve hepatik rezeksiyon sirasinda uygulanan pringle manevrasi veya
hemorajik sok sonrasinda goriilen primer hepatik disfonksiyon veya yetmezlikten

sorumludur.

Bu c¢alismada orta ve sol lob hepatik arterler, portal ven ve safra yollari
diizeyinde uygulanan I/R sonucunda olusan karaciger hasarina, beta escin maddesi

uygulanmasinin ardindan I/R iizerine etkileri incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. ISKEMIi-REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

I/R sonrasi dokularda mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu gelisir.
Arteriyollerde endotele bagimli dilatasyon bozulur. Kapillerlerde 16kosit tikaclari
olusur, siv1 filtrasyonu artar. Postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar
disina ¢ikmasit ve lokositlerin hareketliligi baslar. Mikrosirkiilasyonun biitiin
segmentlerinde aktive olan endotel hiicreleri daha fazla serbest oksijen radikalleri
(SOR) ve daha az nitrik oksit (NO) iiretir. Endotel hiicrelerinde siiperoksit radikali ve
nitrik oksit arasindaki dengesizlik inflamatuar mediyatorlerin {iretim ve salinimina

onciiliikk ederken adhezyon molekiillerinin biyosentezini de arttirir (14).

Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur.
Iskemi nedeniyle hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir. Hiicre membraninda
adenosin trifosfat (ATP) bagimli iyon pompasi fonksiyonunun bozulmasi sonucu
hiicre igine kalsiyum (Ca++), sodyum (Na+) ve su girisi artar. Iskemi sirasinda
adenin niikleotid katabolizmasi sonucu hiicre i¢ine hipoksantin birikir. Bu arada
endotelde bazi proinflamatuar urunlerin (lokosit adhezyon molekulleri, sitokinler) ve
biyoaktif ajanlarin (endotelin, tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu
tiriinlerin  (yapisal nitrikoksit sentaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin
(prostosiklin, NO) yapimi baskilanir. Boylece iskemi, daha sonraki reperfiizyon

doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durum baslatir.

Iskemik dokularin reperfiizyonu ile iskeminin siddetine ve siiresine baglh
olarak, bir kisim hiicre nekroz veya apoptozis ile 6lmeye devam eder. Etkilenen
dokularda siklikla nétrofil infiltrasyonu gozlenir. Parankimal hiicreler, endotel
hiicreleri ve 16kositlerce SOR yapimi artar. Bu arada hasarli mitokondrilerde oksijen
yetersizligi veya alternatif yollardan oksijenin indirgenmesi ile de SOR olusabilir.

Hiicresel antioksidan savunma sistemleri de iskemi nedeniyle zayiflar. I/R hasarmin



fizyopatolojisi tam olarak aciga kavusmamis, birbiriyle iligkileri karmasik, hiicresel

ve hiimoral olaylar dizisidir.
Burada;
1. Serbest oksijen radikalleri
2. Kompleman
3. Endotel

4. Polimorf nuveli lokositler (PMNL), olmak uzere baglica dort

komponentten sozedilebilir.

Iskemi-reperfiizyondan (I/R) en ¢ok mikrovaskiiler damar endotel hiicreleri
etkilenir. Bu siire¢ boyunca olusan serbest oksijen radikalleri endotel hiicrelerinin
sismesine ve kapiller gecirgenligin artmasina neden olur. Reperfiizyon olusurken
normale donmeye c¢alisan kan akim ile birlikte, halihazirda bol miktarda salinmig
bulunan inflamatuar substratlarin iskemik alana ulasimi da saglanir. Aktiflesen
notrofiller ve inflamatuar hiicrelerle birlikte bolgesel hasarin ¢ok daha genislemesine
yol acar. Reperfiizyon hasarinin boyutu dokudan dokuya degismektedir. Deri ve
kemik dokulari, iskelet kas1 ve intestinal mukozaya gore I/R’ye daha dayaniklidir.
Iskemireperfiizyon periyodunun uzunlugu ve derinligi, doku mikrosirkiilasyonunun
geri doniislimiinii, hiicrenin temel yap1 ve fonksiyonlarim1 degisik derecelerde

etkileyerek hasarin biiylimesine neden olmaktadir (1-6,15)

Karaciger I/R patofizyolojisi, karaciger hasarina yol agan bir ¢ok
mekanizmanin devreye girmesinden meydana gelir. Kupffer hucre aktivasyonu,
reaktif oksijen turlerinin olusumu, sitokin ve kemokin salgilanmasi,
vazokonstruksiyon, nitrik oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, notrofil
16kositlerin(NL) toplanmasi, mitokondriyal gecirgenligin degisiklie ugramasi,
kalsiyumun hiicre igine dengelenmemis gecisi ve pH paradoksu gibi cesitli hucresel

ve molekiiler etkilesimler s6z konusudur.(16-18)

Iskemi reperfiizyon hasarina ugramis karaciger de 151k mikroskobik inceleme

yapildiginda NL infiltrasyonu, bdlgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon, siniizoid ve



lenfatik genisleme, bolgesel hepatoseliiler vakuolizasyon ve hepatosit sismesi,
ultrastriiktiirel inceleme yapildiginda ise mitokondriyal yapida bozulma, sisme,

boyanma farkliliklar1 ve NL birikimi gézlenir.(19,20)

Apoptoz, organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik goérevini tamamlamis
veya hasarlanmig hiicrelerin zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir. Hiicre i¢inden veya digindan
gelen Olim sinyalleri ile baslar.(21,22) Karaciger hastaliklarin da apoptoz,
inflamatuvar yanit uyarilmadan hepatositlerin ortamdan uzaklastirilmasini saglar.
Karaciger IRH ’sin de olusan hiicre 6liimiinde apoptoz merkezi rol oynar.(23,24)
Bcl-2 mitokondriyal membran proteinidir. Apoptotik kaskadin cesitli asamalarinda
rol oynar. Bcl-2 ailesin de hem antiapoptotik (Bcl-2) hem de proapoptotik (Bax)
molekiiller yer alir.14 Bax ve Bcl-2’nin iglevlerinin mitokondriyal membranla iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Bax, sitokrom c¢ salinimina neden olur, bdylece kaspaz 9-
aktivasyonu ile apoptotik hiicre olumu gergeklesir. Bcl-2 ise mitokondri de
gerceklesen bu degisiklikleri engeller. Bax ve Bcl-2 gibi pro- ve anti-apopitotik
proteinler hepatik IRH ’de apoptotik hiicre olumunu diizenlemede Kkilit rolleri
tistlenir.(25)

2.1.1. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ ROLU

Atom ¢ekirdeginin etrafinda bulunan elektronlar ‘orbit’ denilen yoriingelerde
hareket halindedir. Kararli durumlarda ilk orbitte iki, digerlerinde sekiz elektron
bulunur. Bir veya daha fazla orbitinde eslenmemis elektron bulunan atom veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir. Serbest radikaller kimyasal olarak
kararsiz yapilardir. Bu nedenle herhangi bir molekiil veya atom ile etkilesime
girerek, o yapidan bir elektron alma veya bir elektron verme egilimindedirler. Yani

kimyasal olarak reaktiviteleri yliksek yapilardir.

Canlilarda SOR eksojen ve endojen, fizyolojik veya endojen patolojik
mekanizmalar sonucu olusabilir. Iyonizan radyasyon ve 1s1 hiicre ici serbest radikal

olusumuna yol agan eksojen etkenlere ornektir.



Molekiiler oksijen (0O2) iki tane eslesmemis elektronu olan biradikal bir
molekiildiir. Biyolojik sistemlerle iligkili oksijen tlirevli serbest radikallerin

baslicalar1 sunlardir;
1. Stiperoksit anyonu (02-);
2. Peroksil radikali (HO2);
3. Hidroksil radikali (OH-);
4. NO;
5. Singlet oksijen (102). 10

Stiperoksit radikalinin toksisitesi biyolojik hedeflerle dogrudan reaksiyona
girmesiyle olusabilir. Ancak dokularda yaptigi etkinin ¢ogunu, olusturdugu sekonder
SOR aracilig1 ile gerceklestirir. Siiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron
ilavesi ile olusur ve spontan olarak dismutasyona ugrayarak ya da siiperoksid

dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir.

H202 ise metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile oldukga toksik
hidroksil radikaline doner. Hidrojen peroksitin hiicre iginde metabolizmasi birkag

sekilde olabilir;

1. Hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan

toksik olmayan iirlinlere doniisiir.

2. Hidrojen peroksit, gecis metallerin varliginda toksik OH- radikaline

doniisiir. (Fenton reaksiyonu).
Serbest Radikallerin Hasar Mekanizmasi:

Serbest radikaller biitiin hiicresel makro molekiillerle reaksiyona girebilirler.

Hiicresel hasar olusumunda 6zellikle i¢ tip reaksiyon 6nemlidir;

1. Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel

membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali membran



lipidleri ile ¢ift bag yapar ve boylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon
sonucu pek c¢ok lipid peroksidasyon iirlinli (malondialdehit, dien konjugatlar1 gibi)
olusur. Eritrosit membranlarinin, lipozomal membranlarin (6zellikle hiicre ve
mitokondri) okside olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir.
Membranin iyon gecirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Boylece yaygin

membran, organel ve hiicre hasar1 ortaya cikar.

2. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri,
aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin
olugsmasina yol agarlar. Ayrica protein yapisinda, ana zinciri okside ederek
proteinlerin par¢alanmasina neden olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel 6nemi olan

enzimlerde bozulmalar ortaya cikar.

3. DNA hasar1: Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial DNA’da
timin ile reaksiyona girerek tek zincir kirilmalar1 olusturur. Sonugta hiicrelerin enerji

kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre 6liimii olur.

2.1.2. KOMPLEMANIN ROLU

Iskemi/reperfiizyon kompleman sistemini aktive eder. Kompleman
aktivasyonunun baslangi¢c donemi ve mekanizmasi halen tartismalidir ve tam olarak
acikliga kavusmamistir. Kompleman aktivasyonu sonucu olusan, proinflamatuar
komponentler bir yandan 16kositleri aktive ederken, diger yandan TNF-a, IL-1 ve IL-

6 olusumunu uyararak inflamatuar cevabi giiclendirir.

Tiimor Nekroz Faktoru-alfa (TNF-a). Ciddi bir ameliyata bagli doku
travmasi veya infeksiyonlar sonucu olusan inflamatuar kompleks, bir proinflamatuar
sitokin dongiisiiniin baglamasina neden olur. Bu sitokinler arasinda TNF-a, konake¢1
cevabinin olusumuna yol agan ilk ve en giicli mediyatorlerden biridir. TNF-a
sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda c¢ok bulunan monositler,
makrofajlar ve T hiicreleridir. Kupffer hiicreleri, insan vucudunda bir arada bulunan
en biiyiik makrofaj toplulugudur. I¢ organlardaki cerrahi veya travmatik
yaralanmalar, inflamatuvar mediatdrlerin olusumu ve akut faz proteinlerinin yapimi

gibi homeostatik cevaplarin olusumunda belirgin etkiye sahiptir. Akut travmaya



cevap olarak TNF-o salinimi hizli ve kisa siirelidir. Endotoksin uyarisi ile akut
inflamatuar cevap gelisimini taklit eden deneylerde tiimor nekroz faktoriiniin
monofazik bir egri izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat icinde Olglilemeyecek
diizeye indigi saptanmistir. Yar1 omrii 15 -18 dk. olmasina ragmen, TNF’nin kisa
stireli ortamda bulunmasi bile 6nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin
gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasina neden olur.
TNF iretiminin kisa siirmesi, ortamda regiile edilemeyecek kadar ¢ok TNF-a
aktivitesinin olugmasini engelleyen efektif endojen mediatorlerin olduguna isaret
eder. TNF yapimi ve aktivasyonunu engelleyen bir¢ok dogal mekanizma bulundugu

gosterilmistir.

Dolasimda transmembrandz TNF reseptorlerinin (solubl TNF reseptorleri =
sTNFR) endojen inhibitorleri saptanmistir. Bu reseptorlerin kompotetif olarak
dolasimda bulunan fazla TNF’yi sekestrize ederek koruyucu rol aldiklar
sanilmaktadir. TNF-a ayrica, stres sirasindaki adale katabolizmasi ve kageksi iizerine
de dnemli etkileri olan bir sitokindir. Iskelet hiicresinden mobilize olan aminoasitler
hepatik dolasimdaki siklusler araciligi ile enerji metabolizmasinda kullanilirlar. TNF-
a’nin diger fonksiyonlar1 arasinda; koagulasyonun aktivasyonu, prostaglandin E2,
platelet aktive edici faktor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin saliniminin

arttirilmasi sayilabilir.

2.1.3. ENDOTELIN ROLU

Iyon ve organik molekiillere gegirgenlikte bariyer olusturmast,
prostoglandinlerin dolagimdan kismen uzaklastirilmasi, akcigerlerde Anjiotensin I’in
Anjiotensin II’ye doniistiiriilmesi ve koagulasyondaki rolii, endotel hiicresinin bilinen
klasik gorevlerindendir. Endotel hiicresinin yukarida sayilan islevlerine ek olarak,
vazomotor etkinlikleri diizenlemesi ve hasara cevap olarak salgiladigi mediyatorler
nedeniyle giderek daha fazla ilgi ¢ekmeye baslamistir. Endotel hiicrelerin oksidatif
stresi sonucu kompleman aktive edilir, 16kosit adhezyon molekiillerinin {iretimi artar.
SOR etkisi ile endotelden salinan trombosit aktive edici faktor 16kositleri aktive eder.
Lokosit endotel hiicre etkilesimi sonucu l6kositler endotele yapisir ve transmigrasyon

gerceklesir.



2.1.4. LOKOSITLERIN ROLU

Iskemi/reperfuzyon 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre
adhezyonuna yol acar. Polimorf niiveli 16kositler de, endotel hiicreleri gibi SOR
iiretme kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar

ileri stirlilmiistiir. Bunlar;
1. Mikrovaskuler okluzyon;
2. SOR salinmast;
3. Sitotoksik enzim salinmasi;
4. Vaskiiler permiablite artig1 ve
5. Sitokin saliniminda artigtir.

Polimorf niiveli 106kositlerin baslangigtaki kemoatraksiyonlar1 endotel
hiicreleri ve ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlart ise
endotel hiicrelerde ve lokositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligi ile olur.
Lokosit adhezyon molekulleri (LAM) Iokositlerde ve diger baska hiicrelerde de
bulunan ve gelisme, haberlesme, inflamasyon ve apoptosis gibi pek cok biyolojik
olaylarda rol alan yapilardir. Selektin grubu adhezyon molekiilleri, doku hasar1 olan
bolgede aktive olmus endotele, PMNL’lerin baslangictaki adhezyonunda rol alirlar.
L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ iiyesi vardir. I/R, endotelde P-selektin
eksresyonunu arttirir. Bu molekiil, PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1
(PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit endotel baglantisini
olusturur. Ikinci asamada Idkosit Beta-2 integrinler ile endotelyal interselliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasinda etkilesim ile lokosit adhezyon ve
agregasyonu gelisir. Uciincii asamada platelet endotelyal hiicre adhezyon molekul 1
ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile l6kosit transmigrasyonu gelisir.
Aktive lokositler ekstravaskiiler kompartmana ulasinca hasar bolgesine dogru gog
etmeye baslarlar (kemotaksis). Burada aktive 16kosit cevabi su mekanizmalarca

gergeklestirilir; 1. Fosfolipaz
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A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandin ve

l6kotrienler) iretilir, 2.

Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir, 3. SOR iiretimi
gerceklesir. Bu iirlinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin guclu mediyatorleridir
ve baslangictaki inflamatuar uyaranin etkisini giliglendirir. Bazi durumlarda
lizozomal enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya
veya dilue etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu mikrovaskiiler permeablite
artis1, 6dem, tromboz ve parankim hiicre 6liimii de gergeklesir. Gorevini tamamlayan

l16kositler apoptotik hiicre oOliimiine ugrarlar ve lenfatik dolagim ile ortamdan

uzaklagtirilirlar.

Lokositlerin azurofilik graniillerinde yer alan miyeloperoksidaz enzimi,

antimikrobik etkide 6nemli rol oynar.

2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERINE KARSI DOGAL SAVUNMA

MEKANIZMALARI

Serbest oksijen radikallerinin ciddi hasar yapma potansiyellerine karsi
hiicreler, bu toksik iiriinleri hizla metabolize edecek savunmalar1 gelistirmislerdir.
Superoksite karsi savunmanin ilk hattinda superoksid dismutaz enzimi yer alir.
Superoksitin, hidrojenperoksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii katalize eder.

Sitozolde bulunan formu bakir, mitokondrideki formu ise manganez igerir.

Peroksizomlarda bulunan H202 yine ayni organelde bulunan katalaz enzimi
tarafindan metabolize edilir. Sitozolde ve mitokondrilerde bulunan H202

metabolizmasinda rol alan bir diger enzim glutatyon peroksidazdir.

Savunmanin bu ikinci hattindaki bir diger yontem Fenton reaksiyonu sonucu
hidroksil radikali olusumunu engellemek amaciyla redoks aktif metallerin (bakur,
demir gibi) transport ve depo proteinlerine baglanarak ortamdan uzaklastirilmasidir.
Demirin transferine baglanarak taginmasi veya ferritine baglanarak depo edilmesi

buna Ornek verilebilir.
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Serbest radikallerin lipidlerle olusturdugu zincirleme reaksiyonlarin
durdurulmasi da bir diger savunma yontemidir. Bu reaksiyonlar1 A ve E vitamini gibi

antioksidanlar yapar.
2.3. ESCIN

Escin, Aesculus hippocastanum (Hippocastanaceae) at kestanesi agacinin,
medikal tedavide kullanilan etken maddesidir.. At kestanesi ABD'de yani sira,
Balkanlar'dan Kafkasya'ya, Iran'a, Kuzey Hindistan, Kii¢iik Asya, Giiney-Dogu
Avrupa, yetisen bir bitki tiiriidiir. Ayrica park ve bahgelerde yaygin olarak ekilidir.
Tipta tohumlar1 ve geng dallarin kabuklar1 kullanilmaktadir.. At kestanesi meyvesi
olgunlastik¢a iki ila dort biiyiik tohum igeren, kosele halinde dikenli kiigiik kiiresel
kapsiille ¢evirili bir yapidadir. Tohumlar yuvarlak ve diizgiindiir. Erken 18. Yiizyilda
ates diistirmek icin kullanildig1 rapor edilmekle beraber 19. Yiizyil ortalarinda

hemoroidla tedavi i¢in kullanildig1 bilinmektedir.

A . hippocastanum’un 'escin’ (hemolitik) ve "prosapogenin ‘(hemolitik
olmayan) iki etken maddesi mevcuttur. Ayrica biyoflavanoidleri: kuersetin,
kaempherol ve diglikosil tiirevleri, yan1 sira, proanescinocianidin A2 gibi anti-
oksidanlar ve kumarinler eskiilin ve fraxin gibi maddelerde ihtiva etmektedir.(26)
Ancak anti-odematéz, antiinflamatuar, vazoprotektif Gzellikleri  escinden

kaynaklanmaktadir.

Escin o — ve B — escin olarak iki formda bulunmaktadir. Bu formlar atom
yapisindaki karbon molekiiliiniin rotasyonlari, suda ki ¢ozinirliikleri, erime
sicakliklart ve hemolitik indeksleri ile birbirlerinden ayrilirlar. Escin, ozellikle
periferal damar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak daha sonra yapilan
calismalarda anti-inflamatuar etkisi, anti ddematdz etkisi, antiviral , antitiimoral
etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica giiniimiizde kozmetik iriinlerde ve cilt
tyilesmesi iizerindeki medikal iiriinlerde kullanim alani bulmustur. Eski c¢aglardan
beri kullanim alan1 olan at kestanesi geleneksel olarak ishal, varis, hemoroid, flebit,

ates ve prostat hiperplazisi tedavisinde kullanilmistir.
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Sekil 1. Escin’in kimyasal formiilii

Escin farmakolojik profili ve klinik endikasyonlarinin temelini olusturmak
amactyla, son yillarda yapilan ¢alismlar sonucunda énemli katkilar almistir. Pek ¢ok
calisma escini yaklasik % 70 ihtiva edenmateryaller ile gerceklestirilmistir. Icerikteki
etken madde miktarinin arttirilmasi ile terapdtik etkinlgin arttigina dair bir kanit
bulunamamistir.(27) Yapilan c¢alismalar sonucunda escinin 3 Ozelligi ortaya

konulmustur.

(1) anti-6dematdz 6zellikleri;
(2) anti-inflamatuar 6zellikleri,
(3) venotonik 6zellikleri.

Bunlarin hepsinin temel mekanizmasinda kalsiyum kanallarindan gegisin
saglanmas1 ve arteriyel vendz damarlarin duvarlarindaki gegirgenligin degiskenligi

ve damar tonuslarinin artmasi ile oldugu diistiniilmektedir.
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AESCIN =
Neutrophil

adhesion inhibition >
(11. 12,17, 20)

Ion channel sensitization;

enhanced venous =
tension/capillary sealing
(8.10)

Sekil 2. Escin’in etkileri

B-escin ile ilgili yapilan ¢alismalarda, kronik vendz yetmezlik hemoroid ve
post operatif 6dem ile ilgili anlamli ve tatmin edici kanitlar saglanmistir. Terapdtik
etkinligi uluslararasi literatiire yerlesmis ve Onemli bilimsel yaymlar sekilinde
yayimnlasmistir. Ancak iskemi reperflizyon hasari ile ilgili literatiire yerlesmis uygun
bir ¢aligma yoktur. EScinin etki mekanizmasiin Ca +2 kanallar1 {izerinden oldugu
diisiiniilmekte ve bu yolla venoz tonusu arttirarak anti 6dem ve anti inflamatuar yanit
olusturdugu diisiiniilmektedir.(28) Ancak son donemlerde PGF2a , 5-HT, histamin
doku mukopolisakkaritlerinin katabolizmasinin azaltilmas: {izerine etkisi olabilecegi

tartisilmakta ve bu yolaklar ilizerinden iskemi reperfiizyon mekanizmasinda etkin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

hypoxia of endothelium — | ATP(12)

\)

release of phospholipase A2 — prostaglandins
release of PAF (12)

\)

INFLAMMATORY RESPONSE

\’

Edema Neutrophil
Neutrophil adhesion activation
(2) (12)
\L blood flow Release of elastase
(12) & other enzymes
Release of fibroblast
J, growth factor
(12)
HYPOXIA
(12.25) J&
Damage to

venous walls
Vein enlargement
(12,25)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvanlar ve Tedavileri

Calismamiza Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ ndan etik kurul izni aliarak baslanmistir. Mustafa Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi (MKU-DAM) laboratuarinda
yapilan ¢alismamizda ,agirliklar1 180-300 gr arasinda degisen 32 adet Wistar Albino

cinsi erigkin erkek rat kullanildi. Ratlar rastlantisal olarak 4 gruba ayrildi.

Biitiin ratlar deney Oncesi sabit ¢evre kosullari altinda standart rat yemi ve su
ile beslenerek 7 gilin boyunca bekletilip ortama adapte olmalar1 saglandi. Ratlara 0.5
ml Ketamine (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer), 0.1 ml Ksilazin HCI ( Alfazyne % 2 20
mg/ml, Alfasan International) ile anestezi uygulandi. Sirt iistii pozisyonda karmn
tilyleri temizlendikten sonra, karin cildi pavidon iyot ile silinerek cilt antisepsisi

uygulandi(Resim 1). Batin orta hattan laparatomi yapildi (Resim 2).

Resim 1. Pavidon iyod ile cilt antisepsisi
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Resim 2. Laparoti ile orta hatta girilmesi

Grup A: Hayvanlarda kontrol amaci ile portal hilus eksplore edildi (Resim
3). 90 dakika sonra intrakardiyak kan ve karaciger doku 6rnegi alindi (Resim 4).

Grup B: (Iskemi/Reperfiizyon grubu). Hayvanlar 45 dakika iskemi, ardindan
60 dakika reperfiizyona tabi tutuldu (Resim 5). Islem sonras intrakardiyak kan ve

karaciger doku 6rnegi alindu.

Grup C: Hayvanlara iskemide 30 dakika 6nce escin verildi. 30 dakika iskemi
ve 90 dk reperflizyon sonrasi kan ve karaciger doku Ornegi alindi. Uygulamalar

sonrasi bekleme siiresinde batin ipek siitur ile kapatildi.

Grup D: Hayvanlara iskemi uygulanip, reperfiizyonun 30 dk dncesinde escin
intraperitonel olarak verildi.(resim 6) 90 dakika reperfiizyon sonrasi, kan ve

karaciger doku 6rnegi alindu.
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Resim 4. intrakardiyak kan ve karaciger doku 6rnegi almmasi
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Resim 5. Iskemi sonrasi reperfiizyonu

BT O | R

Resim 6. Escin preparati

Rezeke edilen karaciger dokusu aliiminyum folyo icine sarilarak — 85
derecede muhafaza edildi. Dondurulan oOrnekler oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra

katalaz, SOD, GSH aktiviteleri olgiildii. Alinan kan o6rnegi 4000 rpm’ de 5 dk
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santrifiij edildi. Plazma — 20 derecede muhafaza edildi. Ornekler oda 1sisinda

¢oziildiikten sonra AST, ALT , LDH ve MDA degerleri olgiildii.

Isik mikroskobu incelemesi ic¢in her karacigerin sag lobu ayrildi ve doku
pargalart %10’ luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Dokularin birer kesit
yiizeyi orneklendikten sonra parafine gomiildii, karaciger dokularinin tiim yiizeyini
gosteren 4 mikrometre kalinlikta kesitler alindi ve hematoksien-eozin (HE) ile
boyandi. Karaciger dokusunda So6zen ve ark.larinin calismasina benzer sekilde
hepatositlerde vakuolizasyon, hipereozinofili, hepatositler arasi baglantilar, kanama,
nekroz ve polimorf niiveli 16kosit infiltrasyonu degerlendirildi ve patolojik olarak
skorlandi (29) (Tablo 1).

Tablo 1. Hepatik hasar gradelemesi

GRADE O Hafif ya da hig hasar yok

GRADE 1 Hafif hasar; fokal niikleer piknoz ve sitoplazmik vakuolizasyon

Orta-agir hasar; yaygin niikleer piknoz, sitoplazmik hipereozinofili ve

GRADE 2 interselliiler koprii kaybi

Agir nekroz; hepatic kordonlarda ayrilma, hemoraji ve nétrofil

GRADE 3 |:. 2
infiltrasyonu

3.2. Biokimya:

Almman kan orneklerinde, karacigerdeki hucre duzeyindeki doku hasarmi

belirlemek amaci ile

AST, ALT, LDH, MDA bakildi. MDA diizeyinin hesaplanmasi Beuge
yontemine gore yapildi.(30)

3.2.2.1. Katalaz (CAT)

Katalaz diizeyinin saptanmasi igin Aebi yontemi kullanildi (31).

3.2.2.2. Glutatyon

Glutatyon duzeyinin hesaplanmasi: Ellman yontemine gore yapildi.(32)
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3.2.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi; Sun ve arkadaslarinin
metoduna (33) ve Durak ve arkadaslarinin tarifledigi modifikasyona (34) gore tayin

metodu:
3.3. istatiksel Analiz

Calisma sonrasi elde edilen veriler SPSS® paket programi (SPSS® 18.0 for
Windows®) kullanilarak istatistiksel acidan degerlendirildi. Verilerin tanimlayici
istatistiklerinde ortalama, ortanca, standart sapma ve frekans degerleri kullanildi.
Degiskenlerin dagilimi kolmogorov simirnov testi ile kontrol edildi. Kaydedilen
parametrik verilerin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanip Anova
(Analysis of Variences) testi degerlendirildi. Alt grup analizlerinde ve histopatolik
kiyaslama amaciyla nonparametrik Mann Whitney-u testi kullanildi. p< 0,05 degeri
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biokimyasal Bulgular

4.1.1. Karaciger Homojenat Siipernataninda Protein Ol¢iimii

Karaciger Homojenat siipernataninda olgiilen protein degerlerinin analizinde;
karaciger homojenat siipernataninda 1 gr dokuda dlgiilen protein diizeyi kontrol
grubunda 133,7+10,2 mg, IR grubunda 137,1+7,6 mg, iskemi &ncesi escin grubunda
143,4+17,8 mg ve reperfiizyon dncesi escin grubunda 144,84+25,8 mg olarak 6l¢iildii.
iskemi oncesi escin ve reperfiizyon oncesi escin gruplarinda gram dokuda olgiilen
protein miktar1 kontrol ve IR gruplarma oranla yiiksek olsa da gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli faklilik saptanmadi (p>0,05)(Tablo 2, Sekil 3).

Tablo 2. Gruplarin Karaciger Homojenat Siipernataninda Protein Olciimii

N Ort.+SD Min-Max F P
Kontrol 8 133,7+10,2  121,9-153-2
IR 8 137,1+7,6  128,2-148-7
iskemi 6ncesi escin 8 143,4+17,8  124,7-166,3 0,895 0,456
Reperfiizyon - oncesi g 144,8425.8  112,8-178,9

escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum
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144,8

146 143,4
144
142
140 137,1
138
136 133,7
134
132
130
128

Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperfiizyon
ilag oncesi ilag

Sekil 3. Gruplarin Karaciger Homojenat Siipernataninda Protein Grafigi

Karaciger homojenat silipernataninda protein diizeyleri alt gruplarin
karsilastirlmasi Tablo 3’de verilmistir. Kontrol grubunun protein diizeyi; IR, iskemi
oncesi escin ve reperfiizyon oncesi escin gruplarinin protein diizeyleryle aralarinda
istatistiksel fark yoktu (p>0,05). IR grubunun protein diizeyleriyle; kontrol, iskemi
oncesi escin ve reperfiizyon oncesi escin gruplarinin protein diizeyleriyle aralarinda
ile aralarinda istatistiksel fark yoktu (p>0,05). iskemi 6ncesi escin grubunun protein
diizeyleriyla; kontrol, IR ve reperfiizyon Oncesi escin  gruplarmin protein
diizeyleriyle aralarinda ile aralarinda istatistiksel fark yoktu (p>0,05). Reperfiizyon
Oncesi escin grubunun protein diizeyleriyla; kontrol, IR ve iskemi o6ncesi escin
gruplarinin protein diizeyleriyle aralarinda ile aralarinda istatistiksel fark yoktu

(p>0,05).

Tablo 3. Karaciger Homojenat Siipernataminda Protein Diizeyleri Alt Gruplarin

Karsilastirilmasi
Iskemi oncesi R fi . .
Kontrol IR escin eperiuzyon oncest
betaaescin

Kontrol 1 0494 0,092 0,461

' R 1 0,269 0,834

Iskemi Oncesi escin 1 0.834

Reperfiizyon 6ncesi 1

escin
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4.1.2. MDA Ol¢iimii

Karaciger 6l¢iilen MDA degerlerinin analizinde; kontrol grubunda 6lgiilen
MDA diizeyi 0,38+0,07 nmol/mg, IR grubunda 0,95+0,15 nmol/mg, iskemi oncesi
escin grubunda 0,58+0,08 nmol/mg ve reperfiizyon dncesi escin grubunda 0,69+0,16
nmol/mg olarak oOl¢iildii. Kontrol grubuna kiyasla, diger grublarda yiikseklik
saptanmis olup, IR grubundaki kontrol grubuna gére MDA yiiksekligi en fazla iken,
iskemi Oncesi escin grup ise bu yiikselik en azdi. Gruplar arasindaki bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamliydi. (p<0,05)(Tablo4, Sekil 4).

Tablo 4. Gruplarin MDA Diizeylerinin Analizi

N Ort.+SD Min-Max T P
Kontrol 8 0,38+0,07 0,27-0,49
IR 8 0,95+0,15 | 0,70-1,12
[skemi 6ncesi escin| 8 0,58+0,08 | 0,43-0,66 30,272 <0,001
Reperflizyon 8 0.6940.16 | 0,43-0,97
onces1 escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum

0,95

0,9
0,8 0,69
0,7 0,58

0,6
0,5 0,38
0,4
0,3
0,2
0,1

Kontrol i/R iskemi Reperfiizyon
oncesi ilag oncesiilag

Sekil 4. Gruplarin MDA Diizeylerinin Grafigi

MDA diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmas: Tablo 4’te verilmistir. IR,

iskemi Oncesi escin ve reperflizyon oncesi escin gruplarinin MDA diizeyleri, kontol
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grubundan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). iskemi oncesi escin ve reperfiizyon
oncesi escin gruplarinin MDA diizeyleri, IR grubunun MDA diizeyinden anlamli
olarak diisiiktii (p<0,05). Iskemi dncesi escin grubunun MDA diizeyi, reperfiizyon

oncesi escin grubunun MDA diizeyi ile benzerdi (p<0,05).

Tablo 5. MDA Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi 6ncesi . .
Reperflizyon 6ncesi

Kontrol IR escin escin
Kontrol 1 0,001 0,001 0,001
iR 1 0,001 0,006
Iskemi Gncesi escin 1 0,074
Reperfliizyon  oncesi 1

escin

4.1.3. Katalaz Olciimii

Karaciger oOlciilen katalaz degerlerinin analizinde; kontrol grubunda 6lgiilen
katalaz diizeyi 0,14+0,02 K/mg, IR grubunda o&lgiilen katalaz diizeyi 0,09+0,01
K/mg, iskemi oncesi escin grubunda olgiilen katalaz diizeyi 0,12+0,02 K/mg ve
reperfiizyon oncesi escin grubunda olgiilen katalaz diizeyi 0,10+0,01 K/mg olarak
Olctildii. Kontrol grubuna kiyasla, diger grublarda disiiklilk saptanmis olup, IR
grubunda diisiikliik en fazla, iskemi 6ncesi escin grubunda diisiikliik en azdi. Grupar
arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05)(Tablo 6, Sekil 5).

Tablo 6. Gruplarin Katalaz Diizeylerinin Analizi

N Ort.£SD Min-Max F P
Kontrol 8 0,144+0,021 0,111-0,175
IR 8 0,092+0,018 0,072-0,121

Iskemi 6ncesi escin 8 0,120+0,016 0,102-0,155 13,768 <0,001

Reperfiizyon 0,101+0,014 0,080-0,127
onces1 escin

oo

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum
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0,16 0,144

0,14 0,12

0,101
0,12 0,092

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperflizyon
ilag oncesi ilag

Sekil 5. Gruplarin Katalaz Diizeylerinin Grafigi

Katalaz diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmast Tablo 6’da verilmistir. IR,
iskemi Oncesi escin ve reperfiizyon 6ncesi escin gruplarinin katalaz diizeyleri kontol
grubundan anlamli olarak diisiiktii (p<0,05). IR grubunun katalaz diizeyi, iskemi
Oncesi escin  grubunun katalaz diizeyinden anlamli olarak diisiik iken (p<0,05),
reperfiizyon oncesi escin grubununun katalaz diizeyiyle benzerdi (p>0,05). iskemi
oncesi escin grubunun katalaz diizeyi, reperfiizyon 6ncesi escin grubunun katalaz

diizeyinden anlamli olarak daha ytiksekti (p<0,05).

Tablo 7. Katlaz Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi &ncesi . N .
Reperfiizyon oncesi

Kontrol IR escin escin
Kontrol . 0,001 0,036 0,002
iR 1 0,009 0,294
Iskemi Gncesi escin 1 0,027
Reperfiizyon  Oncesi 1

escin

4.1.4. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

Karaciger olgiilen glutatyon peroksidaz degerlerinin analizinde; kontrol
grubunda &lgiilen glutatyon peroksidaz diizeyi 0,400+0,071 U/mg, IR grubunda

Olgiilen glutatyon peroksidaz diizeyi 0,270+0,042 U/mg, iskemi Oncesi escin
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grubunda olgiilen glutatyon peroksidaz ,320+0,030 U/mg ve reperflizyon Oncesi
escin grubunda olgiilen glutatyon peroksidaz 0,280+0,055 U/mg olarak ol¢iildii.
Kontrol grubuna kiyasla, diger gruplarin glutatyon peroksidaz degeri daha diisiik
olup; bu disiikliik IR’de en fazla iken, iskemi Oncesi escin grubunda bu diisiikliik en
azdi. Gruplar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlmaliyd: (p<0,05)(Tablo
8, Sekil 6).

Tablo 8. Gruplarin Glutayon PeroksidazDiizeylerinin Analizi

Ort+SD Min-Max F P
Kontrol 0,400+0,071 0,292-0,495
IR 0,270+0,042 0,198-0,324

Iskemi 6ncesi escin 0,320+0,030 0,275-0,350 10,357 <0,001

Reperfiizyon 0.28040,055 0,208-0,361
oncesi1 escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum

0,4
0,4

0,32

0,35 0,27 0,28
03

0,25
0,2
0,15

0,05

Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperflizyon
ilag oncesi ilag

Sekil 6. Gruplarin Glutayon Peroksidaz Diizeylerinin Analizi

Glutayon peroksidaz diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmast Tablo 8’de
verilmistir. IR, iskemi Oncesi escin ve reperfiizyon Oncesi escin  gruplarinin
glutayon peroksidaz diizeyleri kontol grubundan anlamli olarak diisiiktii (p<0,05).
Iskemi &ncesi escin  grubu ve reperfiizyon dncesi escin  grubununun glutayon
peroksidaz diizeyleri, IR grubunun glutayon peroksidaz diizeyi ile benzerdi (p>0,05).
Iskemi 6ncesi escin grubunun glutayon peroksidaz diizeyi, reperfiizyon dncesi escin

grubunun glutayon peroksidaz diizeyleri benzerdi (p<0,05).
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Tablo 9. Glutayon Peroksidaz Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi oncesi

Kontrol iR escin Reperfiizyon oncesi

escin
Kontrol 1 0,003 0,036 0,012
iR 1 0,16 0,674
Iskemi Oncesi escin 1 0,141
Reperfiizyon  Oncesi 1

escin

4.1.5 Siiper Oksit Dismutaz Ol¢iimii

Karaciger ol¢lilen SOD degerlerinin analizinde; kontrol grubunda Olgiilen
SOD diizeyi 4,92+0,54 U/mg, IR grubunda &lgiilen SOD diizeyi 2,68+0,50 U/mg,
iskemi Oncesi escin grubunda odlgiilen SOD diizeyi 4,20+0,50U/mg ve reperfiizyon
oncesi escin grubunda dlgiilen SOD diizeyi 2,31+£0,50 U/mg olarak 6l¢iildii. Kontrol
grubuna kiyasla, diger gruplarin SOD degeri daha diisiik olup; bu diisiikliik iskemi
Oncesi escin grubunda en az iken, reperfiizyon 6ncesi escin grubunda en fazlaydi.
Grupar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) (Tablo 10,
Sekil 7).

Tablo 10. Gruplarin SOD Diizeylerinin Analizi

N Ort.£SD Min-Max F P
Kontrol 8 4,92+0,54 4,25-5,59
IR 8 2,6840,50  2,16-3,50
Iskemi 6ncesi escin 8 4,20+0,50 3,71-5,07 47,230 <0,001
Reperfiizyon 8 2314050  1,61-3,04

oncesi escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum
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4,92
5 4,2

3,5 2,68
3 2,31

Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperfiizyon
ilag Oncesi ilag

Sekil 7. Gruplarin SOD Diizeylerinin Analizi

SOD diizeyleri alt gruplarin karsilagtirlmas1 Tablo 10’da verilmistir. IR,
iskemi Oncesi escin ve reperfiizyon oncesi escin gruplarinin SOD diizeyleri kontol
grubundan anlamli olarak diisiiktii (p<0,05). IR grubunun SOD diizeyi, iskemi oncesi
escin grubunun SOD diieyinden anlamli olarak diisiik iken (p<0,05), reperfiizyon
oncesi escin  grubununun SOD diizeyiyle benzerdi (p>0,05). Iskemi &ncesi escin
grubunun SOD diizeyi, reperfiizyon oncesi escin grubunun SOD diizeyinden anlamli
olarak daha yiiksekti (p<0,05).

Tablo 11. SOD Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastiriimasi

Iskemi &ncesi . N .
Reperfiizyon dncesi

Kontrol IR escin :
escin

Kontrol 1 0,001 0,027 0,001
iR 1 0,001 0,141
Iskemi 6ncesi escin 1 0,001
Reperfiizyon  Oncesi 1
escin
4.1.6. ALT Olciimii

Karaciger olgiillen ALT degerlerinin analizinde; kontrol grubunda o6lciilen
ALT diizeyi 51,5+10,7 U/mg, IR grubunda dl¢iilen ALT diizeyi 448,0+273,0U/mg,
iskemi Oncesi escin grubunda 6lgiilen ALT diizeyi 888,0+472,0 U/mg ve reperfiizyon
Oncesi escin grubunda olgiilen ALT diizeyi 494,1+270,5 U/mg olarak o6l¢iildii.
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Kontrol grubuna kiyasla, diger gruplarin ALT degeri daha yiiksek olup; bu yiikseklik
iskemi dncesi escin grubunda en fazla iken, IR grubunda en azdi. Grupar arasindaki
bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) (Tablo 11, Sekil 6).

Tablo 12. Gruplarin ALT Diizeylerinin Analizi

N Ort+SD Min-Max F P
Kontrol 8 51,5+10,7 38,0-66,0
iR 8 448,0£273.0 156,0-1077,0
iskemi 6ncesi escin 8 888,04472,0 4930-12826 10,102  <0,001
Reperfiizyon 8 494142705  194-926

oncesi escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum

888

900
800
700
600
500
400
300
200

100 |~ >

Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperfiizyon
ilag oncesi ilag

Sekil 8. Gruplarin ALT Diizeylerinin Analizi

ALT diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmas1 Tablo 12’de verilmistir. IR,
iskemi 6ncesi ESCIN ve reperfiizyon dncesi escin gruplarmin ALT diizeyleri, kontol
grubundan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). IR grubunun ALT diizeyi, iskemi
Oncesi escin grubu ve reperfiizyon 6ncesi escin grubununun ALT diizeyiyle benzerdi
(p>0,05). Iskemi 6ncesi escin grubunun ALT diizeyi Ve reperfiizyon &ncesi €scin

grubunun ALT diizeyi arasina anlaml farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 13. ALT Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi 6ncesi . .
Reperfiizyon Oncesi

Kontrol IR ESCIN ESCIN
Kontrol 1 0,001 0,001 0,001
iR 1 0,059 0,814
Iskemi Oncesi escin 1 0,093
Reperfiizyon 06ncesi 1

escin

4.1.7. AST Ol¢iimii

Karaciger olgiilen AST degerlerinin analizinde; kontrol grubunda o6l¢iilen
AST diizeyi 130,1+20,4 U/mg, IR grubunda 6l¢iilen AST diizeyi 885,6+453,2 U/mg,
iskemi oncesi ESCIN grubunda &lgiilen AST diizeyi 2282,3+1302,0 U/mg ve
reperfiizyon 6ncesi ESCIN grubunda 6lgiilen AST diizeyi 681,9+313,7 U/mg olarak
oOl¢iildii. Kontrol grubuna kiyasla, diger gruplarin AST degeri daha yiiksek olup; bu
yiikseklik iskemi oncesi ESCIN grubunda en fazla iken, reperfiizyon 6ncesi ESCIN
grubunda en diisiiktii. Grupar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05) (Tablo 14, Sekil 9).

Tablo 14. Gruplarin AST Diizeylerinin Analizi

N Ort.£SD Min-Max F P
Kontrol 8 130,1+20,4 107,0-168,0
iR 8 88564532  358,0-1862.0
iskemi 6ncesi escin 8 2282.3+1302.0 4150-42020 13418 <0001
Reperfiizyon 8 681043137  371,0-1203.0

oncesi escin

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum
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2282
2500
2000
1500
886
1000 682
500 130 A
0
Kontrol i/R iskemi 6ncesi  Reperfiizyon
ilag oncesi ilag

Sekil 9. Gruplarin AST Diizeylerinin Analizi

AST diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmasi Tablo 14°te verilmistir. IR,
iskemi oncesi ESCIN ve reperfiizyon éncesi ESCIN gruplariin AST diizeyleri
kontol grubundan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). IR grubunun AST diizeyi;
iskemi oncesi ESCIN grubunun AST diizeyinden anlamli olarak yiiksek iken
(p<0,05), reperfiizyon oncesi ESCIN grubununun AST diizeyiyle benzerdi (p>0,05).
Iskemi dncesi ESCIN grubunun AST diizeyi, reperfiizyon dncesi ESCIN grubunun
AST diizeyinden anlamli olarak daha ytiksekti (p<0,05).

Tablo 15. AST Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi oncesi . ; )
Reperfiizyon dncesi

Kontrol IR ESCIN ESCIN
Kontrol 1 0,001 0,001 0,001
iR . 1 0,016 0,294
Iskemi 6ncesi ESCIN il 0,006
Reperfiizyon  Oncesi 1
ESCIN
4.1.8. LDH Olgiimii

Karaciger olclilen LDH degerlerinin analizinde; kontrol grubunda Olgiilen

LDH diizeyi 1150,6+288,9 U/mg, IR grubunda 6l¢iilen LDH diizeyi 3631,8+2232,0
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U/mg, iskemi éncesi ESCIN grubunda élgiilen LDH diizeyi 4 8473,1+2676,1 U/mg
ve reperfiizyon oncesi ESCIN grubunda élgiilen LDH diizeyi 3340,5+1494,3 U/mg
olarak ol¢iildii. Kontrol grubuna kiyasla, diger gruplarin LDH degeri daha yiiksek
olup; bu yiikseklik iskemi 6ncesi ESCIN grubunda en fazla iken, reperfiizyon &ncesi
ESCIN grubunda en azdi. Grupar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,05) (Tablo 15, Sekil 8).

Tablo 16. Gruplarin LDH Diizeylerinin Analizi

N Ort.=SD Min-Max F P
Kontrol 8 1150,6+288,9 723,0-1645,0
IR 8 3631,8+2232,0 1537,0-8677
Iskemi oncesi
ESCIN 8 8473,1+2676,1 2332,0-10000 21,105 <0,001
Reperfiizyon i
Sncesi ESCIN 8 3340,5+1494,3  1692,0-6439

Ort: ortalama, SD: standart sapma, Min: minimum, Max:maksimum

8473
9000

8000
7000
6000
5000 3632
4000
3000
2000
1000

3341

A

Kontrol iskemi &ncesi  Reperfiizyon
ilag oncesiilag

1151

Sekil 10. Gruplarin LDH Diizeylerinin Analizi

LDH diizeyleri alt gruplarin karsilastirlmas: Tablo 10°da verilmistir. IR,
iskemi oncesi ESCIN ve reperfiizyon &ncesi ESCIN gruplariin LDH diizeyleri
kontol grubundan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). IR grubunun LDH diizeyi,
iskemi &ncesi ESCIN grubunun LDH diizeyinden anlamli olarak diisiik iken

(p<0,05), reperfiizyon dncesi ESCIN grubununun LDH diizeyiyle benzerdi (p>0,05).
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Iskemi &ncesi ESCIN grubunun LDH diizeyi, reperfiizyon 6ncesi ESCIN grubunun
LDH diizeyinden anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

Tablo 17. LDH Diizeyleri Alt Gruplarin Karsilastirilmasi

Iskemi 6ncesi . .
Reperfiizyon dncesi

Kontrol IR ESCIN ESCIN
Kontrol 1 0,001 0,001 0,001
m ' 1 0,006 0,916
Iskemi 6ncesi ESCIN 1 0,006
Reperfiizyon  Oncesi 1

ESCIN

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunun karacigerlerin histopatolojik incelemesinde, karacigerlerin
sinuzoid ve morfolojik yapisi normal izlendi. Karaciger hiicreleri, intakt ve santral
venden perifere normal siniizoidal dizilim gostermektedir. IR  grubunda
hepatositlerde sisme, hemoraji alanlar, sinlizoidlerde ve santral vende konjesyon
saptand1 (Resim 1). Iskemi &ncesi ilag verilen grupta karaciger hasarinda azalma ile
birlikte konjesyon alanlar1 izlendi (Resim 2). Reperfiizyon 6ncesi ilag verilan grupta
ise, karaciger morfolojik bulgular azalmig, bazi olgularda konjesyon ve portal

alanlarda inflamasyon izlendi (Resim 3).

Resim 7. IR grubu (A: Hematoksilen&E0zinx100; b: Hematoksilen&Eo0zinx200 )
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Resim 8.iskemi oncesi escin verilen grupta azalmis hasar bulgulan
(A:Hematoksilen&Eo0zinx100; B: Hematoksilen&Eozinx40).

Resim 9. Reperfiizyon oncesi escin verilen grupta azalmis hasar bulgular:
(A:Hematoksilen&Eo0zinx100; B: Hematoksilen&Eo0zinx100)

IR grubunda 4 (%50) karaciger dokusunda orta-agir hasar, 4 (%50) karaciger
dokusunda hafif hasar olustugu gériildii. Iskemi oncesi ilag verilen grupta, 4 (%50)
karaciger dokusunda hafif hasar olustugu, 4 (%50) karaciger dokusunda hasar
olusmadig goriildii. Istatiksel olarak iskemi- reperfiizyon grubu, iskemi oncesi ilag

verilen gruba gére anlamli derecede patolojikti (p <0,05) (Tablo 11).
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Tablo 18. IR ve iskemi dncesi escin’nin Histopatolojik Karsilastirmasi

RAT

0 1 2 3
Hasar yok Hafif hasar Orta-agir Agir P
IR
0 4 (%50) 4 (%50) 0
[skemi &ncesi escin grubu 0,010
4 (%50) 4 (%50) 0 0

IR grubunda 4 (%50) karaciger dokusunda orta-agir hasar, 4 (%50) karaciger
dokusunda hafif hasar olustugu goriildii. Reperfiizyon 6ncesi ilag verilen grupta 2
(%25) karaciger dokusunda hafif hasar olustugu, 6 (%75) karaciger dokusunda hasar
olusmadig goriildii. Istatiksel olarak iskemi- reperfiizyon grubu, reperfiizyon oncesi

ilag verilen gruba gore anlamli derecede patolojikti (p<0,05) (Tablo12).

Tablo 19. IR ve reperfiizyon éncesi escin *nin Histopatolojik karsilastirmasi

RAT 0 1 2

Hasar Hafif Orta- ‘:3 P
< Agir
yok hasar agir
IR
0 4 (%50)  4(%50) 0
Reperfiizyon  Oncesi  escin 0,002
grubu 6 (%75) 2 (%25) 0 0

Iskemi &ncesi ilag verilen grupta, 4 (%50) karaciger dokusunda hafif hasar
olustugu, 4 (%50) karaciger dokusunda hasar olusmadigi goriildii. Reperfiizyon
oncesi ilag verilen grupta 2 (%25) karaciger dokusunda hafif hasar olustugu, 6 (%75)
karaciger dokusunda hasar olugsmadig1 goriildii. Perflizyon Oncesi ila¢ verilen grup
ile, iskemi Oncesi ilag grubun patolojik a¢isidan benze oldugu saptandi (p>0,05)

(Tablo 13).
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Tablo 20. Iskemi éncesi ve reperfiizyon éncesi escin’nin Histopatolojik karsilastirmasi

RAT 0 1 5 .
Hasar Hafif Orta- N P
- Agir
yok hasar agir
Iskemi 6ncesi escin grubu
4 (%50) 4 (%50) 0 0
Reperfiizyon  Oncesi  escin 0,317
grubu 6 (%75) 2 (%25) 0 0
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5. TARTISMA

IR hasari dokunun gegici olarak kan akiminin kesilmesi ve takiben kan
akimimin geri donmesi sonucu ciddi bir inflamatuvar cevabin baslamasi ile
karakterize patolojik olaylar serisidir.Karacigerde iskemiye neden olan olaylarin
basinda; karaciger rezeksiyonu, travmaya bagli karaciger hasari, hemorajik sok
gelmektedir. Kan akimiin kesilmesini takiben ortaya ¢ikan organ disfonksiyonun
nedeni repefiizyon sonrasi meydana gelen hiicre hasar1 ve organ hassasiyetinin
artmasidir(35- 38). Giiniimiizde karaciger hasarindan sorumlu olan esas faktoriin
reperfiizyon sonucu olusan degisikler oldugu caligmalarla gosterilmistir. Hasara
neden olan faktorler; SOR, 16kosit migrasyonu ve aktivasyonu, siniizoidal endotelyal
hiicre hasari, mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler, koagiilasyon sisteminin

aktivasyonu ve kompleman sisteminin aktivasyonu olarak 6zetlenebilir.

I/R hasar1 oldukca kompleks bir mekanizmaya sahip olup ve karaciger
hasarinda oksijenden tureyen serbest radikallerin hasarin temel nedeni oldugu
diisiiniilmektedir.(39) Jaeschke ve ark.(40-41-42) karaciger I/R hasarmin iki ayr
fazda oldugunu gostermistir. Baslangic fazi, reperfuzyonun ilk iki saatinde
gerceklesir ve kupffer hucrelerinin aracilik ettigi oksidatif stresle karekterizedir.
Kupffer hiicrelerinin ortama saldig1 reaktif oksijen metabolitlerinin baglattig
inflamatuar olaylar zinciri nétrfilleri aktive eder. Aktive olmus notrofiller ise endotel
hucrelerine yapisarak myeloperoksidaz, elastaz, kollojenaz gibi cesitli proteazlar ve
SOR saliverirler ve hasar1 daha da kotulestirirler. Dawson ve ark.(43) hucre icinde en
onemli SOR kaynagimin mitokondri oldugunu ve O2 radikalinin notrofil
aktivasyonunu uyararak hepatosit olumune yol actigini gostermislerdir. Geg fazda ise
aktive kompleman komponentlerinin plazma diizeyi artar kompleman aktivasyon
tirtinleri olan anaflatoksinler ve membran atak kompleks komponentleri massif
notrofil infiltrasyonu ile karakterize olup reperfiizyon sonrasi 12-24 saatlik zamani
kapsar. Sonug olarak Serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli 16kositler (PMNL),
kompleman sistemi ve endotel hiicreleri hasar  mekanizmasindan sorumlu

faktorlerdir.
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Calismanmizda karaciger hilus blokaji (pringle manevrasi) yapilarak IR hasari
olusturuldu. Antiinflamatuar antioksidan venoprotektif 6zellikleri olan escinin , bu

hasar tlizerindeki olasi koruyucu etkileri incelenmistir.

Escin hippocastanum (hippocastanaceae) bitkisinin tohum 6zlerinden olusan
bir bitkisel ilactir. At kestanesi agaci olarak bilinen bu bitki ¢evre kosullarina
olduk¢a direnglidir. Tipta kullanilan bitki kisimlari gen dallarin meyve
tohumlaridir(26), tohumllarin i¢inde bulunan beta escin molekiilii antioksidan
antiddematdz antieksudatif ve vazoprotektif ozeliklere sahiptir. Ozellikle
damarlardaki kalsiyum ve 5-ht molekiiliiniin beta escine duyarli oldugu cesitli
hayvan deneylerinde gosterilmistir. Klinikte en ¢ok kullanim yeri kronik venoz
yetmezlik olmakla birlikte akut yaralanmalar post opreatif ileus hemoroid ve
kozmetikte de kulanilmaktadir(26).

Escin iskemi sonrasi reperfiizyona ugrayan dokularda damar endotelinde
ndtrofil aktivasyon inhibisyonu, iyon kanallarinda gecirgenligin azaltilmasi, kapiller
tonus tlizerine olan protektif etkileri ile hipoksi sonrasi dokuda olsan iskemi ve
inflamatuar olaylar1 azalttigi distiniilmektedir. Escinin bu ozelliklerinden yola
cikarak iskemi reperfiizyon hasarinda karaciger lizerindeki koruyucu etkilerini

gostermeyi amacladik.

I/R hasari sonrasinda karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek icin degisik
yontemler kullanilabilirse de bugun icin bunlarin en cok kabul goren ve en cok
kullanilan AST, ALT, LDH aktivitesi tayinidir. Karaciger hasarinda bu enzimlerin

aktivitesinin arttig1 bilinmektedir.

Yabe ve ark.(44)karacigerde I/R sonucunda ALT ve AST duzeylerinin
artirdigini ve bu artigin iskemi reperfuzyon sonucu olusan serbest radikallerin dokuda

meydana gettirdigi hasara bagli olabilecegini ileri surmuslerdir.

Yildinnm ve ark. (45) ise, ratlarda KC IR sonrast serum AST ve ALT

degerlerinde artma gozlemlemislerdir

Calismamizda KC hasarm gosteren AST ALT VE LDH degerlerinde IR

grubu ile escin verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamakla
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birlikte escin verilen gruplarda bu degerler daha diisiik izlendi. Bu sonug escinin

doku hasarina kars1 nispeten koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

I/R sonucu olusan serbest radikallerin en onemli hedef yapilarindan biri de
lipidlerdir. Lipid peroksidasyonu bazi arastirmacilar tarafindan I/R hasarinda anahtar
olarak kabul edilmektedir(46) Serbest oksijen radikalleri coklu doymamis yag
asitlerinden bir hidrojen atomu alarak lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonucta
hidroperoksitler olusur. Bu reaksiyonlar sonucunda hucre membrani akiskanligini
yitirir ve membran butunlugu bozulur. Eritrosit membranlarinin, lipozomal
membranlarin (ozellikle hucre ve mitokondri) okside olmast ile bu yapilarin fiziksel
ve kimyasal ozellikleri degisir. Membranin iyon gecirgenligi bozulur. Eritrositlerde
hemoliz olur. Boylece yaygin membran, organel ve hucre hasar1 ortaya cikar.Bu
durum hiicre fraksiyonlarmin cevreye saliverilmesine ve hucre olumune yol acar.
Diger taraftan cevreye saliverilen bu subselluler yapilar inflamatuar olaylar tetikler
ve hasari1 daha da Kotiilestirir(47) Dokuda lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak
farkli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlarin en cok kullanilanlardan biri de dien
konjugatlar1 olan malondialdehit tayinidir. Bizim ¢alismamizda da .Serumda 6Sl¢iilen
MDA degerlerinde IR sonucunda artis gozlenirken, escin verilen gruplarda bu
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiis saglanmistir. Karaciger
dokusunda degerlendirilen MDA, iskemi-reperfiizyon sonrast dokularda olusan
serbest oksijen radikallerine bagl lipid peroksidasyon varligini ve dolayisi ile hiicre
hasarin1 gostermektedir. Escinin antioksidan 6zelligi ile lipit tizerinde iskemi sonrasi
olusan serbest radikaller ve lipit peroksidasyonuna karsi hiicreleri korudugu

sonucunu ¢ikarabiliriz.

KC IR hasarinda yapilan histopatolojik incelemelerde hepatositlerde vakoulik
dejenerasyon, hepatik kordonlarda ayrilma, hemoraji, belirgin hipereozinofili
piknozis, nekroz, sinuzoidlerde genisleme gozlenir. Bu ¢alismada KC dokusunda
olusan histopatolojik hasar Sozen ve ark.larmin calismasina benzer sekilde
hepatositlerde vakuolizasyon, hipereozinofili, hepatositler arasi baglantilar, kanama,
nekroz ve polimorf niiveli 16kosit infiltrasyonu degerlendirildi ve patolojik olarak
skorlandi (29)
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Calismamizda, kontrol grubunun doku oOrnekleri histopatolojik olarak
incelendiginde, hepsinin normal morfolojik yapida oldugu gériildii. IR grubunda
yapilan incelemede literatiire benzer sekilde hepatositlerde vakoulik dejenerasyon,
hepatik kordonlarda ayrilma, hemoraji, belirgin hipereozinofili ve piknozis saptandi.
escin verilen gruplarda, karaciger doku orneklerinde, IR ile olusan hasarm, escin
uygulamas ile belirgin olarak azaldigr normal morfolojik goriinlime yakin bir hal

aldig1 goriildii.

Tum aerobik canlilar metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak oksidatif
strese maruz kalirlar.Vucutta olusan H202, O2 gibi serbest radikaller daha toksik
metabolitlere doniiserek ozellikle DNA, lipidler ve proteinler gibi hedeflere
saldirirlar ve metabolik olaylar1 bozarlar. Ancak organizma bu reaktif ajanlari
notralize edebilen bir cok savunma mekanizmasina sahiptir. ‘Antioksidan savunma
sistemi’ adi1 verilen bu sistemin en O6nemli komponenti glutatyondur. Glutatyon
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hucreyi oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Karaciger I/R hasar1 boyunca hepatic GSH konsantrasyonunun hizla
azaldigi gosterilmistir. Bu durum GSH’un reaktif oksijen molekullerinin notralize
edilmesi icin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bir cok ¢alismada eksojen verilen
GSH’un hucre ici GSH seviyelerini artirdigi ve oksidatif hasar1 engelledigi
gosterilmistir.Glutatyon oksidatif yaralanmalarda major koruyucu etkilidir(48).

Zaidi ve ark. (49) siganlarin immobilizasyonunun beyinde oksidatif strese
neden oldugunu, bunun ise SOD aktivitesindeki ve GSH diizeyindeki azalis ve lipit

peroksidasyonundaki artis ile gergeklestirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda IR grubunda GSH diizeyinde kontrol grubuna gore anlaml
olarak diisme gozlenmistir. Reperfiizyon  Oncesi escin verilen grupta, GSH
degerlerinin yiikseldigi ancak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir. Iskemi 6ncesi
escin uygulanan grupta ise, GSH diizeyinde yiikselme saglanmakla beraber yine
istatistiksel olarak anlam kaydedilmemistir. Reperfiizyon oncesi  escin
uygulamasimin, GSH seviyesini artirmasi, dokuyu iskemik hasardan korudugu

seklinde yorumlandi.
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Somuncu S ve ark. (50) tavsan over modeli iizerinde yaptiklari IR hasarinda,

CAT ve SOD enzim diizeylerinde azalma kaydetmislerdir.

Calismamizda IR grubunda doku SOD diizeylerinde, kontrol grubuna gore
literatiire paralel olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir. Reperfiizyon Oncesi escin
uygulanan gruplarda SOD diizeyi ile IR grubu SOD diizeyleri benzer diizeyde tespit
edilirken Iskemi oncesi escin uygulamasinin SOD seviyelerini istatistiksel olarak

anlaml sekilde yiikselttigi goriildii.

Calismamizda IR grubunda CAT degerlerinde, kontrol grubuna gore anlaml
bir azalma gozlenmistir. Literatlir caligmalar1 bu azalmay:1 destekler niteliktedir.
Reperfiizyon oncesi escin uygulanan gruplarda CAT diizeyi IR grubu CAT
diizeylerinden yiiksek olmakla birlikte anlamli degildi. Iskemi Oncesi escin
uygulamasinin CAT seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikselttigi

goriildil.

SOD ve CAT sonuglarina bakarak escinin karaciger hiicrelerini iskeminin

olumsuz etkilerinden korudugu yorumunu yapabiliriz.
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6. SONUC

Karaciger ~dokusunda olusan IR hasarinda serum biyokimyasal
parametrelerden AST, ALT LDH ve MDA degerlerinde doku zedelenmesine bagli
olarak artis oldugu , olusan serbest radikaller ve oksidanlar nedeniyle SOD, CAT ve

GSH aktivitesinde belirgin azalma oldugu goriilmdustiir.

Iskemiden &nce ve reperfiizyondan dnce escin uygulanmasi, dokuda olusan

hasar1 azaltarak, AST, ALT LDH ve MDA degerlerinde azalma saglamaktadir.

Iskemiden 6nce ve reperfiizyondan 6nce escin uygulamasi, 6zellikle iskemi
Oncesi escin uygulanan grupta olusan hasar1 azaltmakta ve SOR yikimi igin
kullanilacak olan GSH, CAT ve SOD seviyelerini arttirmaktadir.

Escin antioksidan antiddematdz antieksudatif ve vazoprotektif Ozeliklere
sahiptir Klinikte en ¢ok kullanim yeri kronik ven6z yetmezlik olmakla birlikte akut
yaralanmalar post opreatif ileus hemoroid ve kozmetikte de kulanilmaktadir. Escinin
karacigerde I/R hasarma karsi koruyucu etkilerini agiklamak icin daha ayrmntil
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bununla birlikte escinin antioksidan 6zelliginin karaciger
hiicreleri lizerinde iskemiye karsi korucuyu etkisi gosterilmekle beraber bu konuda

daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir..
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