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1. GIRIS

Herhangi bir nedenle doku ve organlara giden kan akiminin azalmasi ya da
tamamen kesilmesi iskemi; bir siire sonra kan akiminin yeniden baslamasi ise
reperfiizyon olarak tanimlanir. Iskemi sonucu enerji seviyesindeki azalma
oksidatif stresin artmasma, lokal ve sistemik bir inflamatuar yanitin
tetiklenmesinde temel nedendir. Reperfiizyon sonrasinda daha fazla olmak iizere,
iskemi reperfiizyon(iR) siireci boyunca dokularda cesitli boyutlarda hasarlanma
olur ki tiim siire¢ iskemi reperfiizyon hasari(IRH) olarak bilinir. Hepatik iskemi
reperfiizyon hasari(HIRH) ise, karaciger kan akimmin azalmasi veya tamamen
kesilmesi sonrasinda, kan akiminin tekrar saglanmasi ile gelisen olaylar: icerir. Bu
olay klinikte karaciger transplantasyonu ve karaciger rezeksiyonlar1 sonrasi,
hemorajik sok, ciddi travma sonrasi ve sepsisin ge¢ evresinde karsimiza
cikabilmektedir(1). Reperfiizyon sonrasinda karacigerde olusan bu hasari ilk kez
1975°de  Toledo-Pereyra ve ark., gerceklestirdikleri  bir  karaciger
transplantasyonunda tespit etmislerdir. Transplante edilen karacigerde meydana
gelen histopatolojik degisiklikler organ yetmezligi ile sonuclannustir(2). iskemi
ve bunu takiben gelisen reperfiizyon hasari, karacigerde 6nemli biyokimyasal ve
histopatolojik degisikliklere sebep olur. Bu degisiklerin fizyopatolojisinde; timor
nekrozis faktor alfa (TNF-«), interlokin alti(IL-6) gibi cesitli sitokinlerin salinimu,
reaktif oksijen tiirlerilROT) iiretiminin artmasi ve ayni zamanda artan bu

ROT’larin ortamdan uzaklastirlmasmin yavaslamasi, nitrik oksit(NO) ve endotelin
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(ET)-1 seviyeleri arasinda bulunan ve organizmanin lehine olan dengenin
bozulmasi, mitokondrial gecirgenligin degisiklige ugramasi, kalsiyumun(Ca+2)
hiicre igerisine kontrolsiiz gecisi, Kupffer hiicre aktivasyonu, sistemik polimorf
niiveli 16kosit(PNL) akimi, CD4+ T hiicre aktivasyonu gibi birbiriyle baglantili
bircok kompleks mekanizma rol almaktadir. Sozii edilen ROT’lar hiicrelerde
bircok fizyolojik olay sirasinda iiretilir ve antioksidan savunma mekanizmalari
tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Baz1 patolojik olaylar sirasinda ise ROT’lar
fazla miktarda iretilir. Uretilen bu fazla miktardaki ROT’lar; hiicrelerin
antioksidan savunma sistemleri ve ROT’lar arasinda var olan dengenin
bozulmasina sebep olur. Bozulan denge lipid peroksidasyonuna ve oksidatif
hasara sebep olur. Olusan ROT’lar hiicre hasarimi esas olarak; hiicre membran
peroksidasyonu, deoksiriboniikleik asit(DNA) zincirlerinin kirilmasi ve hiicresel
proteinlerin denatiire edilmesi yoluyla uyarirlar(3). Aciga ¢cikan ROT lar ve
salinan gesitli mediatorler aracilifiyla olusan IRH’16nlemek veya IRH’a bagh
olusacak fizyopatolojik degisikleri en alt seviyeye indirebilmek icin sayisiz
caligmalar yapilmistir. Reperfiizyon hasarinin  olusumunda rol alan
mekanizmalar1  bloke edecegi diisiiniilen bircok hepatoprotektif —ajan
denenmistir. Bunlara ornek olarak; allopiirinol, glukagon, melatonin, «-tokoferol,
mannitol, dopamin, prostoglandin, karnitin, trombosit aktive edici faktor
antagonistleri, ubiquinon, siklosporin, verapamil, nifedipin, siiperoksit dismutaz,

klorpromazin, aprotonin, metil prednizolon, aspartik asit ve adenozin
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trifosfat(ATP) sayilabilir. Bunlarin IRH iizerine olan etkileri deneysel IR
modellerinde arastirilmistir(4).

Halk arasinda yara otu, sar1 kantaron, kan otu olarak da bilinen Hypericum
Perforatum, Hipericum smifinin bir iyesidir. Siklikla Avrupa ve Asya’da
yetismekle birlikte Tiirkiye’de de genis bir alanda yetismektedir. Nisan- Eyliil
aylarinda cicek agan, cok yillik bir bitkidir. Hipericum smifi, medikal alanda
kullanilan bitkiler icerisinde, 6zellikleri oldukga iyi bilinen bir simifi olusturur. Bu
smifin bir iiyesi olan ve popiiler ismiyle St.John’s Wort olarak ta bilinen H.
perforatum’un, Ortacag doneminde birtakim mistik giiclere sahip olduguna
inanilirdi. Bu 6zelliginden dolayi cesitli amaclarda kullanilan H. perforatum’un
yaralar {izerine olan iyilestirici etkisi eski Yunan ve Roma’llardan beri
bilinmektedir. Bu 0Ozelliginden yola c¢ikarak ¢ok eski zamanlardan beri cilt
yaralarinda, ekzemalarda, yaniklarda, gastrointestinal hastaliklarda, uyku
bozukluklarinda ve c¢esitli mental bozukluklarda kullamilmistir(S). Hipericum
cinslerinin, yakin zamanlarda yapilan bir¢cok caligmada antimikrobial, antifungal
ve antioksidan 6zelliklerinin de oldugu gosterilmistir(6). Alkaloidler, flavanoidler
ve polifenol igeren bitkilerin, antioksidan etkisi yani sira farkli bir ¢ok biyolojik
ozellikleri de mevcuttur (7). Bu kapsamda yapilan calismalarda, Hipericum
cinslerinin flavonoid, ksanton ve fenolik bilesikleri gibi antioksidan 6zellik
gosteren molekiiller icerdigi tespit edilmistir(8). Hypericum ekstresi rutin,
quercetin ve quercitrin gibi flavonoid ¢esitlerini icermektedir. Bu flavonoidlerin

rat beyin memranlarindaki otooksidasyon modelinde ROT tutucu ozellikleri
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oldugu tespit edilmistir(9). Hipericum cinsleri, sahip olduklar1 aktif molekiiller
sayesinde sadece olusan ROT’lar1 yok etmeyip, bunlarin olugmasini da
engellerler. H. perforatumun bu 6zellikleri yaninda doku lipit peroksidasyonunu
inhibe edici, epitelizan, mikrosirkiilasyonu artirici, antiinflamatuar ve
antikoagiilan gibi bir¢ok etkisinin de oldugu gosterilmistir.

Bu c¢alismanin amaci; H. perforatum’un yukarida belirtilen antioksidan,
antiinflamatuar, antikoagiilan, epitelizan ve membran stabilizatorii gibi

ozelliklerine dayanarak, HIRH’a olan etkinligini arastirmaktir.

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Karaciger Histolojisi ve Kanlanmasi

Karaciger, gastrointestinal sistem(GIS)’den emilen besinlerin islendigi,
depolandig1 ve gerektiginde bir kisminin tekrar dolasima verildigi ortalama 1.5-2
kg agirhiginda bir organdir. Organm kanlanmasi portal ven ve hepatik arter
tarafindan saglanir. Kardiyak outputun %25’i karaciger kan akimini
olusturmaktadir. Organa gelen kanin %70-80’1 portal ven yoluyla geri kalan kismi
ise hepatik arter yoluyla gelir. Oksijenasyonunun ise %50-60 mi1 portal ven geri
kalanini ise hepatik arter karsilar. Bazi kiigiik peri hepatik arterler inferiyor frenik
ve gastroduodenal arterlerden dallanirlar. Bu damarlar 6zellikle ana hepatik arter

akimmda herhangi bir tikaniklik olustugunda kolleteral kan akimi ig¢in
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gereklidir(10). Hepatik kan akimi ¢ok sayida faktor tarafindan etkilenir. Gerek
siniizoidlerin cevresindeki myoepitelial hiicreler, gerek afferent ve efferent damar
basincindaki degisiklikler ve gerekse bradikinin, nitrik oksit, sekretin, histamin,
prostaglandin ve gastrin gibi endojen faktorler karaciger kan akimini etkiler.
Portal basin¢g genelde 6 -10 mmHg arasindadir. Karaciger hilusundan portal ven,
hepatik arter ve sinirler girer; sag ve sol ana safra kanallar1 ve lenfatikler ise
cikar(11). Karacigere plexus hepatikustan gelen sempatik ve parasempatik sinir
liflerinin ¢ok az bir kismu hiicreler arasia yonelirken genel olarak kan damarlari
ve safra kanallarini izleyerek dagilirlar.

Karaciger; diafram ve karaciger arasindaki kii¢iik bir alan disinda her
yandan visseral periton ile ortiiliidiir. Bu periton altinda bag dokusundan yapilmis
bir kapsiil (Glisson Kapsiilii) bulunur. Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik olarak
%60-70’in1 hepatosit ad1 verilen, 20-30 pm capindaki altigen sekilli hiicreler
olusturur. Bu hiicreler tek smrali kordonlar halinde dizilerek(Remark hiicre
kordonlar1), karacigerin en kiiciik foksiyonel iinitesi olan hepatik lobiilii
olustururlar. Her bir hiicrenin ii¢ yiizii bulunmaktadir(perisiniizoidal mesafeye
bakan yiiz, komsu hepatosit ile siki temas halindeki yiiz ve safra kanallarim
olusturan yiiz).

Hepatik lobiil kendi i¢erisinde ii¢ zona ayrilir:
1- Periportal zon(l. bolge): Lobiiliin periferindeki hepatositler tarafindan

olusturulur.
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2- Santral zon(3. bolge): Vena sentralis etrafindaki hepatositler tarfindan
olusturulur.

3- Ara zon(2. bolge): Santral ve periferik zonlar arasindaki hepatositler tarafindan
olusturulur(12).

Sinuzoidler; hepatositler arasinda bulunan, fenestrali endotel hiicrelerinden
olusmus bosluklardir. Bu bosluklar, kan kapillerlerinden daha genis bosluklardir
Sinuzoidler icerisine vena porta ve arteriya hepatikadan gelen kan bosalir.
Siniizoidlerin liimenleri yer yer genisleme ve daralma gosterirler. Duvarlarinda
“Kuppfer hiicreleri” ad1 verilen, karacigerdeki fagositik islemlerden sorumlu olan
hiicreler bulunur. Sinuzoitleri meydana getiren endotel hiicreleri, komsu
hepatositlerden “perisinuzoidal aralik” veya “Disse araligi” adi verilen bosluk ile
ayrilirlar. Bu arahikta hepatositlerin mikrovilluslari, cesitli retikulin lifleri, Ito
hiicreleri adi verilen yag depolayan yildizs1 hiicreler ve plazma sivisi
bulunmaktadir. Bu aralik hepatik lobiiliin merkezinde bulunan vena sentralisten,
lobiiliin periferine dogru ilerledik¢e “Moll araligr” adini alir. Daha sonra hepatik
lobiillerin arasinda bulunan ve “Glisson iiggeni” veya “portal aralik” adi verilen
mesafeye dogru uzanir. Portal aralik; hepatik lobiiller arasinda bulunan, igerisinde
vena porta ve hepatik arterin bir dali ile bir interlobiiler safra kanalciginin
bulundugu alandwr. Moll araligi portal mesafede bu damarlarin ve safra
kanallarinin etrafin1 sarar. Daha sonra bu araligin devaminda, karacigerdeki lenf
damarlar1 olugsmaya baslar ve karaciger parankiminden uzaklastikca caplar1 da

giderek biiyiir.
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Safra kanallar1 da hepatik lobiiller icerisinden baslarlar. Safra kanallariin
bu baslangic kismi, hepatositlerin membranlar1 tarafindan olusturulur ve safra
icerigini hepatik lobiiliin merkezinden periferine dogru tasima gorevini iistlenirler.
Hepatik lobiiliin periferine dogru ilerleyen intralobiiler safra kanallari, lobiiliin
periferinde “Hering kanallar1” adin1 alr ve Glisson iicgeni igerisindeki
interlobiiler safra kanallar1 ile devam ederler. Hering kanallarinin duvari, kiibik
hiicreler tarafindan olusturulur. Hering kanallarini olusturan bu kiibik hiicreler,
safra kanallarinimn bagslangi¢cini olusturan hepatositlerin, hepatik lobiiliin periferine
dogru ilerledikce organelce fakirlesmesinden olusur. Glisson iiggenindeki bir
safra kanalina, safra drenajim1 gerceklestiren hepatositler portal lobiilii olusturur.
Kesitlerde, ti¢ hepatik lobiiliin vena sentralislerinin birlestirilmesiyle olusan bolge

olarak tanimlanir.

2.2. Iskemi Reperfiizyon Hasan

Iskemi, dokulardaki hiicre zedelenmesinin en sik goriilen nedenidir.
Dokuya giden kan akiminin azalmas1 veya tamamen durmasi neticesinde meydana
gelir. IRH ise, dokuda iskemiye sebep olan durumun diizeltilmesinden sonra, yani
perfiizyonun tekrar saglanmasiyla olusan hasardir. Bu durum cesitli travmalar,
kontrollii veya kontrolsiiz olarak bir¢ok cerrahi girisim esnasinda veya herhangi
bir cerrahi girisim olmaksizin hemodinamik veya kardiyojenik sok peryodunu

takiben olusabilmektedir. Nedeni ne olursa olsun iskemi neticesinde dokularda bir
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dizi fizyopatolojik degisiklikler meydana gelir. Iskemi, ©ncelikle dokularda
inflamatuar bir reaksiyonun baslamasina sebep olur. Baslayan bu inflamatuar
yanit, notrofil aktivasyonu ve kemotaksisi uyarmasinin yaninda, cesitli toksik
metabolitlerin ve ROT larin olugsmasina sebep olur. Olusan bu ROT’lar, dokunun
tekrar reperfiize olmasiyla daha da artar. Ortama salman bu ROT’larin esas
kaynag1 aktive olmus notrofillerdir. Artmis notrofil aktivasyonu ve kemotaksisi,
notrofillerin  degraniilasyonuna sebep olur. Degraniilasyon, nétrofillerden
ROT’larin yaninda cesitli proteazlarin da ortama saliverilmesine sebep olur. Bu
siire¢ esnasinda dokudaki NO ve ET-1 arasimndaki denge de bozulur. Bozulan bu
denge, inflamatuar yanitla beraber baslayan doku hasarmin daha da artmasina
sebep olur. Iskemiyle baglayan bu inflamatuar yamt, ayni zamanda birgok
sitokinin dolagima saliverilmesine de sebep olur. Salnan bu sitokinler, IRH’daki
patolojik degisikliklerin olusmasinda major rol oynayan notrofillerin aktivasyon

ve kemotaksisinde dnemli rol oynarlar.

2.2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir adet ciftlesmemis elektron
bulunduran ve etraflarinda bulunan kimyasal bilesiklerle hizli bir sekilde
reaksiyona gecerek onlarin yapisini bozabilen bilesiklerdir. Bunlar esas olarak
hiicrelerde olusan bir dizi patolojik olaylar neticesinde meydana gelse de; hiicre

icerisinde gerceklesen normal fizyolojik olaylar sirasinda az da olsa iretilirler.
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Mitokondriler, tasidiklar1 elektron transport zincirlerinden dolay: bu iiretimin esas
olarak gerceklestigi organellerdir. Olusan bu ROT’larin hiicrelere olan toksik
etkisi normalde hiicrelerde var olan antioksidan ve savunma mekanizmalari
sayesinde engellenir. Bu savunma sistemleri; kendileri enzimatik Ozellik
gostermeyen molekiiller(A,E ve C vitaminleri) ile siiperoksit dismutaz( SOD),
katalaz ve glutatyon peroksidaz(GLP) gibi enzimatik reaksiyonlardan olusur(13).
Baslica  ROT’lar  siiperoksit  anyonu(O;), hidrojen  peroksit(H>O,),
peroksinitrit(ONOO") ve hidroksil radikali(OH) dir. Bu serbest radikallerden biri
olan H,O, aym zamanda bir ¢cok degisik ROT un olusmasina onciiliik eder.
Meydana gelen serbest radikallerin kii¢iik bir boliimii, spontan olarak etkisiz hale
doniistiiriiliir(stiperoksit radikalinin suyun varliginda H,O, ve oksijene doniismesi
gibi). Aciga cikan ROT’larm, hiicre membranlarinda bulunan lipid molekiillerini
oksidasyonu ile baslayan hiicre hasar1 bazi protein molekiillerinin oksidasyonu ile
devam eder.

Hiicre ve organel membranlar1 ¢ok miktarda poliansatiire yag asidi
icermektedir. Oksidatif hiicresel hasarinin olusmasini saglayan temel olaylardan
biri de sozii edilen bu membran lipidlerinin oksidasyonudur. Ortamda mevcut
olan ROT’lar membran lipidleri ile bir dizi zincirleme reaksiyona girerler. Bu
reaksiyonlar sonucunda oldukg¢a giiclii okside edici ajanlar olan lipid peroksit
radikalleri ve lipid hidroperoksitleri olusur(14). Olusan bu peroksit radikallerinin
membranlardaki diger yag asitleri ile reaksiyona girmesiyle membran

permeabilitesi iyice artar. Peroksidasyon reaksiyonlari, aymi zamanda
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malondialdehit(MDA) gibi lipid peroksidasyon son iiriinlerinin olusmasina da
sebep olur. Bu nedenle bir lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA oksidatif
hasarm 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilir(15).

Olusan ROT’larin proteinlerdeki peptit baglar1 veya amino asit yan
zincirleri ile reaksiyona girmesiyle de protein oksidasyonu olusur. Olusan protein
oksidasyonu cesitli proteaz inhibitorlerinin aktivitelerinde kayip, bir¢cok enzim
aktivitesinde azalma, reseptor aracili endositozda bozulma, protein agregasyonu
ve artmug proteoliz egilimiyle kendini gosterir(16). Aciga cikan ROT’lar
tarafindan olusturulan protein oksidasyonunun derecesini belirlemede, nitrotirozin
ve ileri oksidasyon protein iiriinleri(IOPU) gibi protein oksidasyon son iiriinleri
kullanilmaktadir. Nitrotirozin, oldukc¢a giiclii bir serbest radikal olan ONOO™ 'nin
protein oksidasyon son iiriiniidiir. Bu 6zelliginden dolayi, NO’ya baglh olusan
doku oksidasyon hasarmin tespitinde oldukca kullanigh bir markirdir(17). Diger
bir protein oksidasyon son iiriinii olan IOPU’ler ise yapisinda ditirozin iceren
capraz bagli protein iiriinleridir. Olusan bu IOPU’ler de meydana gelen protein
oksidasyonunun derecesini belirlemede sikca kullanilan, oldukca duyarli
markirlardir(18).

Lipid peroksidasyonu ile baslayan ve hiicre Oliimiine kadar uzanan
karmasik IRH fizyopatolojisinde ROT’lar &nemli bir rol iistlenirler. Yapilan
caligmalarda antioksidanlarla ROT’larin uzaklastirilmasi veya sentezlerinin inhibe

edilmesi, oksidatif hiicre Oliimiiniin engellenmesiyle sonu¢lanmistir(19).
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2.2.2. Nitrik oksit

Prokiirsorii L-Arginin olan pluripotent gaz formunda bir serbest radikaldir.
Karacigerde hiicre hasarinin olugmas: icin giicli bir mediator 0Ozelligi
gosterebilecegi gibi, tam tersi olarak olusacak hiicre hasarina karsi giiclii bir
koruyucu etki de gosterebilir. Karacigerde nitrik oksit sentaz(NOS) 1 3 izoformu
bulunur. Bunlardan uyarilabilir(Inflamatuar) NOS(INOS,NOS-2) ve endotel
kaynakli NOS(eNOS,NOS-3) o6nemli olanlaridir(20). Iskemiye maruz kalan
hiicrelerdeki azalan NADPH ve oksijen seviyesi, NOS aktivitesinin azalmasina
yol acgar. Yapilan caligmalarda eNOS inhibisyonu yapmak suretiyle, doku
perfiizyonunu artiran NO miktarinin azaldig1 ve buna paralel olarak IRH 1n arttig1
tespit edilmistir(21). Bu yonde yapilan bir¢cok ¢alismada NO’nmm HIRH’a kars:
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir(22). Adenozin kaynakli vazodilatasyonun
major mediatorii NO’dir. Giiclii bir vazodilatator olan NO’min HIRH’a kars
koruyucu etkisi sadece vazodilatator etkisine baglh degildir. Karacigerde meydana
gelen IRH ile ilgili olarak yapilan calismalarda, NO’nin p-selektin ve hiicreler
aras1 adezyon molekiili(HAAM)-1’in sentezini de azalttig1 goriilmiistiir. Hiicresel
adezyon molekiiller(HAM)’inde meydana gelen azalma, NL’lerin vaskiiler
endotele olan adezyonunu ve buna bagl olarak da transendotelyal migrasyonunu
engeller. Sozii edilen etkiye sahip olan NO’nin bu 06zelligiyle, NL’lere bagh

olarak olusan doku hasari azalttig: tespit edilmistir(23).
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Bu yararli etkilerinin yaninda, kendisi de bir serbest radikal olan NO
degisik serbest radikallerin olugsmasina da sebep olabilir. Oldukga giiclii oksidan
ve sitotoksik 6zelligi olan ONOO™ radikali, NO’nin O, ile girdigi reaksiyon
sonucunda olusur(24).

Aktivasyonu hiicre ici Ca+? seviyesine bagli olan eNOS, sinuzoidal
endotel hiicreleri(SEH) ’nden salinir. Aktivasyonu hiicre i¢i Ca+? seviyesine bagli
olmayan INOS ise, Kupffer hiicreleri ve notrofil 16kosit(NL)’ler gibi inflamatuar
hiicrelerin yaminda, hepatositlerden de salinir(25). Yapilan calismalarda INOS
enzimatik aktivitesinin, reperfiizyondan 90 dakika sonra Onemli derecede artig
gosterdigi tespit edilmistir(26). Bu artis NFkB aktivitesi ve buna bagh olarak da
INOS mRNA ekspresyonundaki artis ile paralellik gosterir. Reperfiizyondan bir
saat sonra artmaya baslayan INOS mRNA ekspresyonu, bes saat boyunca artarak
devam eder. Reperfiizyonla birlikte iskemik dokudan yogun olarak salinan
arginaz, L-arginini hizli bir sekilde parcalar. Azalan L-arginin seviyesi de, NO

sentezinin ge¢ baslamasinda bir etkendir.

2.2.3. Endotelin-1

Fizyolojik sartlar altinda hepatik mikrosirkiilasyon, NO ve ET-1 arasinda
var olan denge ile saglanir(27). Hepatik reperfiizyonun erken doneminde ET-1 ve
NO arasinda var olan bu dengenin bozulmasi sonucunda mikrosirkiilasyon da

bozulur(28). Yapilan calismalarda hepatik reperfiizyonun erken safhasinda,

23



plazma ve hepatik parankim ET-1 seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Sozii
edilen ET-1 sevitesindeki bu yiikselme, karaciger kan akiminin azalmasiyla
paralellik gosterir(29). Giiglii ve uzun etkili bir vazokonstriktor olan ET-1, asidik
vasifta ve 21 aminoasitten olusan bir peptit olup; endotelin ailesinin(ET-1, 2, 3)

bir tiyesidir(30).

2.2.4. Sitokin ve kemokinler

Iskemi sonucunda karacigerde olusan hasar, birgok medyatériin rol aldigi,
karmagik bir mekanizmayla olusur. Sitokinler, reperfiizyon hasarini olusturan
inflamatuar cevabin baslamasi ve siirdiiriilmesini saglarlar. Kemokinler ise,
inflamatuar cevabin olugmasinda rol alan NL’ler i¢in giiclii kemotaksik ozellige
sahip olan diisiik molekiil agirlikli proteinlerdir. Karacigerde olusan hasarin temel
etkenlerinden olan TNF-u« ve 11.-1, ¢cok gii¢lii birer sitokindir. Bu sitokinlerden biri
olan IL-1, Kupffer hiicrelerini aktive ederek TNF-« iiretimini artirirken; NL’leri
aktive etmek suretiyle de ROT’larin iiretimini artirir(31). Bir diger sitokin,
seviyesi TNF-o ve IL-1’e gore daha ge¢ olarak yiikselen IL-6’dir. Bu sitokin,
cogunlugu Kupffer hiicrelerinden olmak {izere SEH’den de salinir.
Hepatositlerden fibrinojen ve a-1 antitripsin gibi akut faz reaktanlariin salinimini
artirdig1 bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalarda hipoksinin lenfosit, endotel ve
myozit hiicre kiiltiirlerinde, NFxB aktivasyonu ile IL-6 salmimini artirdigi

gosterilmistir(32). Sitokin ailesinin bir diger iiyesi olan IL-10 ise, antiinflamatuar
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bir sitokindir. Bu antiinflamatuar 6zelligini, NFkB iizerine olan inhibitor etkisiyle
gosterir. Bu inhibitor etkiyle, basta TNF-a olmak iizere bircok kemokin ve
interselliiler adezyon molekiiliiniin sentezini inhibe eder(33). Sicak IRH sirasinda
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi, kemokin ailesinin bir iiyesi olan
notrofil ¢cekici kemokin(NCK) tiretimini artirir(34). Artan NCK miktari, TNF-o’ya
bagli olarak meydana gelen gerek lokal gerekse uzak organ hasarinin olusmasinda
etkin bir rol iistlenir. Endotelyal kemokin iiretimi, notrofillerin aktivasyonu ve
SEH’lere adezyonuna sebep olur. Olusan bu adezyonun artmasinda, TNF-o’nin
SEH’deki adhezyon molekiillerini artirmasinin etkisi de biiyiiktiir. Tiim bunlar,
notrofillerin yaninda trombositlerin de SEH’ler ile olan etkilesimlerini artirir.
Trombositlerin selektin araciligi ile SEH’ lere baglanmasi ise endotelyal apopitozis
ile sonug¢lanir(35). Bu olaylarin olusmasinda rolii olan kemokinlerden biri de
epitelyal notrofil aktive edici protein-78(ENA-78)’dir. Kemokin ailesinin gii¢lii
bir iiyesi olan ENA-78’in liretimi TNF-« tarafindan artirilir. Salinimi artan ENA-
78 ise, notrofil kemotaksisi ve Kupffer hiicre aktivasyonunu artirmak suretiyle
ROT’larin {iiretimini artirir(36). Yapilan c¢alismalarda, gerek anti TNF-«
antikorlar1 ve gerekse anti ENA-78 antikorlarinin kullanilmasi ile, notrofil
sekestrasyonu ve serum aminotransferaz seviyelerinin azaldigir goriilmiistiir(37).
Kemokin ailesinin diger {iiyeleri ise, trombosit faktor-4(TF-4), makrofaj
inflamatuar protein(MIP—l, 2) ve monosit ¢ekici kemokin(MCK1, 2, 3)’dir(38).

Karacigerde olusan parankimal kemokin {iiretimi, kemotaktik bir gradientin
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olusmasina sebep olur. Olusan bu kemokin gradienti ise, notrofillerin hasarlanmig
doku icerisine migrasyonuna sebep olur.

Iskeminin ilk etkisi, etkilenen hiicre mitokondrilerindeki oksidatif
fosforilasyon tizerinedir. Bu etkiden dolayi, hiicrelereki ATP iiretimi hizli bir
sekilde azalir. Hiicreler, azalan ATP miktarmi anaerobik glikolizle karsilamaya
caligirlar. Bunun sonucunda hiicrelerdeki laktik asit miktar1 artar ve asidoz olusur.
Gerek laktik asit miktarmin giderek artmasi ve gerekse de hiicrelerde biriken
karbondioksit(CO2)’in, karbonik asit(H2CO3)’e doniismesinden dolayr asidoz
artar. Dolayist ile, iskemi swrasinda artan anaerobik glikoliz ve ATP hidrolizi
nedeniyle hiicre i¢i PH diiser(39). Diisen bu hiicre i¢i PH’1, iskemiye bagh hiicre
Oliimlerinin baslamasma kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir. Fakat reperfiizyonla
beraber PH’1n tekrar yiikselmesi, bir ¢ok enzimatik sistemi aktive etmek suretiyle
hiicre oOliimlerini artirir. Bu durum”PH paradoksu” olarak adlandirilir. Eger
iskemiye maruz kalan hiicrelerin reperfiizyonu asidotik PH’ta saglanirsa, PH
paradoksuna bagli olabilecek hiicre Oliimleri engellenebilir(40,41). Hiicrelereki
ATP iretiminin azalmasiyla, hiicre membranlarinda bulunan ATP enerjili
“sodyum-potasyum pompast’nin aktivitesi de azalir. Azalan bu aktivite nedeniyle
sodyumun hiicre digina atilmasi1 giderek zorlasir. Sodyum ve beraberindeki su
giderek kontrolsiiz sekilde hiicre igerisine girer. Bunun sonucunda hiicreler
hidropik hale gelir ve siserler. Bu sisme laktik asit, cesitli fosfat bilesikleri ve
diger bircok metabolitlerin birikimi ile artan osmotik yiik ile iyice artar. Tim

bunlarin sonucunda iyice hidropik hale gelen hiicreler, bir siire sonra hiicre
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biitiinliigiini.  koruyamaz duruma gelirler. Biyomembran  biitiinligiinii
koruyamayan hiicrelerden ortama fosfolipit A, ve poliansatiire yag asitleri salinir.
Reperfiizyon sirasinda ortama yeniden giren oksijen, ortamda bulunan bu
poliansatiire yag asitleriyle reaksiyona girer. Bu reaksiyona, lipid peroksidasyon
reaksiyonu adi verilir. Bu reaksiyon sonrasinda O, hipoklorik asit(HOCI) ve
H,0, gibi ROT’lar olusur. Agiga ¢ikan bu ROT’lar hiicre hasarmin daha da
artmasina sebep olurlar. Hiicre membraninda bulunan, hiicre i¢i ve hiicre dig1 Ca+?
miktarmi dengeleyen pompa da ATP bagimli olarak caligir. Iskemi sirasinda
azalan ATP nedeniyle bu pompanin ¢alismasida efektif olmaz. Bunun sonucunda,
Ozellikle dokularin reperfiizyonu esnasinda hiicre i¢i Ca+? miktar1 hizli bir sekilde
artar. Hiicre i¢i Ca+? artis1 bir¢ok proteolitik enzimi ve fosfolipazlar1 aktive eder.
Aktive olan fosfolipazlar subselliiler hasar1 ve buna bagh olarak da arasidonik asit
miktarini artirir. Artan arasidonik asit miktar1 ise, hem ROT’larin olusumunu
artirir hem de mitokondrial enzimleri inhibe eder. Boylece kontrolsiiz olarak artan
hiicre i¢i Ca+? iyonlari, ROT larin baslattig: hiicre hasarini iyice artirir.

Gerek yiiksek kan akimmina ve gerekse yiiksek anaerobik metabolizma
kapasitesine sahip olmasma ragmen karacigerde de IRH olusabilmektedir.
Karacigerde olusan IRH’1 ilk kez 1975°de Toledo-Pereyra ve arkadaslari,
gergeklestirdikleri bir karaciger transplantasyonunda gostermislerdir. Transplante
edilen karacigerde meydana gelen histopatolojik degisiklikler organ yetmezligi
ile sonuclanmistir(2). Karaciger iskemisi transplantasyondan bagka, karaciger ve

safra yollarmma yoOnelik cerrahi girisimler esnasinda veya hicbir cerrahi girisim
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olmaksizin hemodinamik yetmezlige yol acan patolojik siirec esnasimnda da
olusabilir. Transplantasyon sirasinda portal ven ve hepatik arterin klemplenmesi
“Pringle manevrast” olarak adlandirilir.  Pringle manevrasi; karaciger
travmalarinin cerrahi tedavisi esnasinda, karaciger ve safra yollarmma yonelik
cerrahi girigsimler sirasinda veya karaciger transplantasyonunda sik¢a bagvurulan
bir yontemdir. Bu klemplenme siiresiyle orantili olarak, islem sonrasinda cesitli
derecelerde HIRH meydana gelir. Hepatik IRH, sicak IRH ve soguk-depolama
IRH’1 olarak iki sekilde smiflandirilir. Sicak IRH klinik olarak karaciger cerrahisi,
karaciger transplantasyonu, hipovolemik sok, toksik karaciger hastaliklarinin bazi
tipleri, vena-okluziv hastaliklar ve Budd-Chiari Sendromu gibi durumlarla
ilgilidir. Soguk depolama reperfiizyon hasari ise transplantasyon oncesinde organ
muhafazas1 srrasinda olusmaktadir(42). Sicak IR sonrasinda olusan karaciger
hasart iki farkli fazdan olusur. Baslangi¢ fazi, reperfiizyondan sonraki 2 saate
kadar olan siireyi kapsar. Bu faz, Kupffer hiicrelerince olusturulan oksidatif stresle
karakterizedir. Bu fazda meydana gelen ve serbestlestirilen ROT lar direkt olarak
hepatoselliiler hasara yol acar(43). Boylece, karaciger hasarinin baslangi¢
fazindaki bu Kupffer hiicre aktivasyonu ile inflamatuar bir siire¢ baslatilmis olur.
Bu siire¢, NL’lerin karacigere olan infilitrasyonu ile kompleks bir hal alir(44).
Karaciger hasarmin ge¢ fazi ise, hepatik reperfiizyondan sonraki 6 ila 48 saat
arasindaki donemi kapsar. Bu donemde meydana gelen ve inflamatuar reaksiyona
bagl olarak olusan hasarlanma, toplanan NL’ler nedeniyle olugmaktadir(42).

Kupffer hiicrelerinin ve NL’lerin aktive olmasi, HIRH 1n olusmasinda énemli rol
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oynayan TNF-a ve IL-1f gibi bir¢ok proinflamatuar sitokin ve ROT’larin ortaya
cikmasina sebep olur(45). Salinan bu sitokinlerin, ¢evredeki hepatositler lizerinde
cesitli etkilerinin olmas1 yaninda, diger bir¢ok sitokin ve kemokin iiretimini de
artirirlar. Giiclii bir sitokin olan TNF-«, karacigerin IR’ya verecegi yanittaki esas
mediatordiir. Etkisini sadece lokal olarak karacigerde degil, viicudun bir ¢cok uzak
organinda da gosterir. Gerek TNF-o ve gerekse IL-1, bir kemokin olan IL-8
sentezini artirir(46). Cesitli sitokin ve kemokinlerin yaninda, 16kotrien(LT) ve
trombosit aktive edici faktor(TAF) gibi baz1 lipid yapili mediyatorler de IRH 1
olusmasinda etkilidir. Bu mediatorlerden TAF, reperfiizyon hasarindan etkilenmis
endotel hiicreleri tarafindan salmir. Trombosit agregasyonuna neden olmasimin
yanmda, ROT’larin salintmini da artirma 0zelligine sahiptir. Reperfiizyondan 12
saat sonra onemli derecede artan TAF seviyesi, reperfiizyondan 24 saat sonra pik
seviyesine ulasir. Bu sirada hepatik hasar da en iist seviyededir(47). Bir diger lipid
yapili mediator olan LT ler, NL’lerden salinir ve ¢ok giiclii kemotaktik ozelligi
olan ajanlardir. Bu 6zelliklerinden dolayi, IRH’a neden olacak inflamatuar yanitin
artmasina sebep olurlar. Bir sitokin olan IL-12 ise, iskemi ve erken reperfiizyon
fazinda hepatositlerden salinir. Salian bu sitokin, TNF-« ve I1.-13’den daha 6nce
salmir ve hepatik inflamatuar yanitin baglamasmda kritik bir dneme sahiptir(48).
Bu konu ile ilgili, gerek notralizan antikor kullanilmak suretiyle IL-12’nin
uzaklastirildig1 fareler gerekse IL-12°den yoksun farelerle bir¢cok ¢aligma
yapilmistir. Yapilan bu calismalarda endojen IL-12 iiretiminin, karacigerde TNF-

o tretimi ve takip eden inflamatuar yanit icin gerekli oldugu gosterilmistir(43).
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Sicak IRH’1m baslangic¢ fazinda, kompleman aktivasyon iiriinlerinin Kupffer hiicre
aktivasyonunda Onemli bir rolii vardir. Kompleman aktivasyon iiriinlerinin
azalmasiyla, Kupffer hiicrelerinin indiikledigi oksidatif stresin azaldig:
gosterilmistir(49). Dolayis: ile Kupffer hiicre aktivasyonunun engellenmesi, IR
sonrasinda olusacak olan hiicre hasarinin onlenmesinde 6nemli bir etkendir. Bu
amacla, Kupffer hiicre aktivasyonunu engelleyen gadolinium kloriir kullanarak
cesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda Kupffer hiicrelerinin gadolinium
kloriir ile inhibisyonunun, IR sonrasinda serum NCK seviyesinin yiikselmesini
onledigi gosterilmistir(50). Gadolinium kullanilmasinin, hepatik TNF-o salinimini
ise azaltmadigi tespit edilmistir(51). Reperfiizyonun erken evresinde endotel
hiicrelerinin sigsmesi, vazokonstriiksiyon, 16kositlerin toplanmasi ve sinuzoidlerde
trombosit birikimiyle mikrosirkiilasyon durur ve siniizoidal liimen 1yice daralir.
Siniizoidal limenin daralmasiyla NL’lerin hizi yavaslar ve dolayis: ile NL’in
endotel ile temas siiresi artar ve lokostazis gelisir(52). Gelisen lokostazis
sinuzoidal limeni tam olarak oklize etmemesine ragmen, hepatik
mikrosirkiilasyonun iyice engellenmesine neden olur(53). Endotel ile NL’lerin
etkilesimini artiran bir diger faktor de hem TNF-« ve hem de IL-1’in, endotel
adhezyon molekiillerinden olan selektin ve [-integrin’in  sentezini
artirmalaridir(54). Olusan IR siirecinde lipid mediatorler, sitokinler ve cesitli
kemokinler tarafindan NL ve SEH’lerin yiizeyindeki HAM’lar aktive olmaktadir.
Selektinler, integrinler ve immiinglobiilin benzeri molekiiller sozii edilen

HAM’lara ornek olarak verilebilir(55). Selektinler endotel hiicrelerinde(e-
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selektin,p-selektin), trombositlerde(p-selektin) ve NL’lerde(L-selektin) sentez
edilir. Integrinler ise daha ¢ok NL’lerden salmnir. immiinglobiilin benzeri edezyon
molekiilleri ise endotel hiicreleri basta olmak iizere bir¢ok hiicrede sentez
edilmektedir. Adezyon molekiillerinin seviyesindeki artis, notrofil ve
trombositlerin SEH’lere olan adezyonunu artirir(56). Artan NL ve SEH etkilesimi,
daha fazla sitokin {iretimi ile sinuzoidlerdeki endotel hiicre hasar1 ve
permeabilitenin artmasma neden olur. Tim bunlarin neticesinde, SEH’e
adhezyonu gerceklesmis ve burda toplanmig olan NL’ler, vaskiiler liimenden
hepatik interstisyuma dogru migrate olurlar(43)(Sekil 2.1). Interstisyuma ulasan
NL’lerden aciga cikan cesitli proteaz(elastaz, kathepsin G, kollegenaz) ve
hidrolitik enzimler, hepatositler iizerine sitotoksik etki gosterirler(57).
Hepatositlerin sitotoksik etkiye maruz kalmasi ise parankimal karaciger hasarmin

olusmasi ile sonuclanir.

31



/ Iskemi-Reperfiizyon

Baslangic Kupffer hiicre —p oksidanlar H?PatOSit
fazi aktivasyonu aktivasyonu

IL-12

_

/ TNF_Q
Hiicre adhezyon Karacigerden kemokin
molekiillerinin salmimi

Geg
faz sahn{A /

Notrofil adezyon
ve migrasyonu

Notrofil oisidasyonu ve
Proteaz kaynakli karaciger hasar1

Sekil 2.1. Hepatik IRH’da inflamatuar siirec

Bu arada karacigerde olusan IRH, her zaman olumsuzluk olarak
yorumlanmamalidir(52).  Inoperabl  karaciger  tiimorlerine  uygulanan
radyofrekans(RF)  ablasyon tedavisinin, Pringle manevrast sirasinda
uygulanmasinin ¢ok daha etkili oldugu gosterilmistir(58). Bu sonug, RF ablasyon
tedavisi swrasmnda olusturulan 1smin, Pringle manevrasiyla dagiliminin
engellenmesine baglannustir. Bu sonuca ayrica, IR sonrasinda olusan inflamatuar
yanitin da timor nekrozunu artirmak suretiyle katkida bulundugu asikardir.

Giinlimiizde vaskiiler hemostatik stapler, argon-beam koagiilator ve

ultrasonik karaciger makaslarinin  kullanimi ile daha giivenli karaciger
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rezeksiyonlar1 yapilabilmektedir. Bu teknikler, karaciger rezeksiyonlarinda bir
HIRH nedeni olan Pringle manevrasma olan ihtiyaci azaltmistir(42). Fakat
HIRH’da hiicre 6liimiiniin esas nedeni apopitozis oldugu icin, olusacak doku
hasarmin en aza indirgenmesinde apopitozisin engellenmesi ¢ok daha etkili
olacaktir(59). Giiniimiizde bu amacla bircok degisik maddenin kullanilmasi ile

cesitli arastirmalar yapilmaktadir.

2.3. Karaciger Rejenerasyonu

Normalde yetiskin insanlarda hepatositler minimal replikatif 6zellik gosterir ve
her 20,000 hepatositten birinde mitoza rastlanir. Fakat cerrahi girisimler gibi
karaciger doku kitlesinde azalmaya sebep olan durumlar veya cesitli nedenlerle
olusan masif hepatosit nekrozu karaciger rejenerasyonunu  baglatir.
Gergeklestirilen %70’1ik parsiyel hepatik rezeksiyonlardan sonra ilk 24-48 saat
icerisinde hepatositlerin cogunun en az bir kere replike olduklar1 goriilmiistiir(12).
Karacigerin bu rejenerasyon kapasitesi nedeniyle insanlarin %80’lere varan
karaciger rezeksiyonunu tolere ettigi gosterilmistir. Rezeksiyon sonrasinda kalan
karaciger dokusu 6-12 ay icerisinde eski boyutuna ulasir(60). Rejenerasyon,
hepatektomi veya karaciger hasar1 sonrasinda dolasimda artig gdsteren TNF-o ve
IL-6 gibi sitokinlerin etkisiyle baslar. Rejenerasyon sirasinda kullanilan esas
enerji kaynag1 ATP olup baslayan rejenerasyon bazi hormonlar(insiilin, glukagon,

adrenalin, tiroid hormonlar1..vb) ve cesitli biiyiime faktorlerinin etkisiyle artarak
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devam eder. Hepatosit growth faktor(HGF), epidermal growth faktor(EGF),
transforming growth faktor-o(TGF-o) ve fibroblast growth faktor(FGF) bu
biiylime faktorlerinden bazilaridir(61,62).

Parsiyel hepatektomi sonrasinda bircok gen ekspresyonunda da artig
saptanmustir. Ekspersyonunda artis saptanan bu genler, hepatosit replikasyonunda
ve buna bagh olarak da hepatik rejenerasyonda gorev alirlar. Hepatik
rezeksiyonlardan sonra gen iiretiminin gerceklestigi ilk faz acil erken faz olarak
adlandirilir. Rezeksiyonlardan hemen sonra baglayan bu faz yaklasik olarak 4 saat
sirer. Bu fazda ilk artan gen grubunda c-myc, c-jun ve c-fos gibi proto-
onkogenler bulunmaktadir(63). Gen iretiminde ikinci faz gecikmis erken gen
yanit1 olarak bilinen fazdir. Bu fazda ekspresyonu artan genler arasinda en iyi
bilineni Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan Bcl-X; dir. Bu gen karacigerdeki esas anti-
apopitotik gen olup karaciger rejenerasyonun erken doneminde hepatositleri
apopitozise kars1 korur(64). Rejenerasyon dncesinde ayrica niikleer faktor kappa-
B(NFxB) ve signal transduction and activatdrs of transcription(STAT3) gibi
transkripsiyon faktorleri de aktive olur. Transkripsiyon faktorlerinden NFkB
aktivasyonu rezeksiyon sonrasinda 30 dakika icerisinde, STAT3 aktivasyonu ise
rezeksiyondan 1-2 saat sonra gerceklesir(65). Her iki transkripsiyon faktorii de
rejenerasyonda gorev alan c¢ok sayida genin iiretimini regiile etmektedir. Bir
transkripsiyon faktorii olan NFkB, aym1 zamanda INOS gen ekspresyonun

regiilasyonunda da gorev alir(20).
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Tanimi yapilan bu biyolojik siirecten anlasildigr {lizere karaciger
rejenerasyonu salman bircok sitokin, biiylime faktorii ve cesitli hormonlarin
etkisiyle baglar ve gelisir. Bu siirecte Onemli olan, baslayan ve gelisen bu
rejenerasyonun ne zaman ve nasil sonlandigidir. Yapilan ¢aligmalarda inhibitor
ozellik gosteren bazi gen ve protein iriinlerinin ekspresyonunda rejenerasyon
sirasinda artis tespit edilmistir. Bunlar arasinda en énemli olanlar1 Transforming
Growth Faktor-B(TGF-p), Aktivin A, IL-1B ile p21 ve p53 genleridir(60). iste bu
hiicre siklus inhibitorleri sayesinde olusan karaciger rejenerasyonunun belli bir

noktada durdugu diisiiniilmektedir(64).

2.4. Hypericum Perforatum(Sar1 kantaron)

Hypericum  perforatum L.(St.John’s Wort), Clusiaceae(Guttiferae)
familyasina bagl, sar1 ¢icekli, uzun omiirlii otsu bir bitkidir(Resim 2.1). Siklikla
Kuzey Amerika, Avrupa ve Asyada yetisir(66). Hipericum kelimesi, Yunanca
hyper(iist) ve eikon(resim,sekil) kelimelerinden gelir. Eski Yunan ve Roma’da, bu
bitkinin mistik giiclere sahip olduguna inanildig1 i¢in evlerindeki resim ve
heykellerin iizerine konurdu. Perforatum kelimesi ise, bitkinin yapraklarinda
noktaciklar halinde yerlesmis olan dis salgi bezlerinin olusturdugu goriintiiden
dolay1 verilmistir. Yapraklarda delik varmis gibi bir goriiniim olusturan bu seffaf
noktaciklar, eger yapraklar 1s18a tutulacak olursa iyice belirginlesir. Bitkiye

St.John’s ismi, ¢iceklerini St.John’s giinii(24 Haziran) olarak adlandirilan giine
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yakin olarak a¢masindan dolayr verilmistir. Kendisinde bulunan kirmizi
pigmentin ise, St.John’un kanmi sembolize ettigine inanmilir. Diinyada Hypericum
sinifinda, 370’den fazla bitki cinsi bulunmaktadir. Bu sinifin bir tiyesi olan H.
perforatum, goriiniis ve kimyasal yapisi ile farkli 6zellikler gosterir(67). Sari
kantaron, kan otu, kili¢ otu, kuzukiran, binbirdelik otu, mayasil otu olarakta
bilinen bu bitki iilkemizde de yaygin olarak nehir kiyilari, tarla, yol ve orman
kenarlarinda bulunmaktadir. Ortalama uzunlugu 10-100 cm arasindadir.

Tiirkiye’de Hypericum cinslerinden 70’den fazlasi tespit edilmistir.

Resim 2.1. Hypericum perforatum(St.John’s Wort)

H. perforatum’un yiizyillar boyunca yaniklarda, doku ezilmelerinde,
0dem, viral ve bakteriyal enfeksiyonlar, inflamasyon ve anksiete gibi durumlarda

kullanilagelmistir(68). Gliniimiizde de Hypericum preperatlari, depresyon
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tedavisinde Birlesik Devletlerde en sik kullanilan antidepresanlardan biridir.
Almaya’da ise, fluoksetinden 20 kat daha fazla recete edilecek kadar fazla
kullanilmaktadir. Bu arada Hipericum yag preperatlar1 giiniimiizde harici olarak
kiigik  yamklar, yaralar, cilt inflamasyonlar1 ve sinir agrilarinda
kullanilmaktadir(69).

H. perforatum en az 10 smif biyoaktif bilesik icermektedir. Bu biyoaktif
bilesenler bitki Oziitiiniin yaklasik olarak %20’sini olusturmaktadir(70). Bu
biyoaktif bilesenlerin her bir Hipericum tiiriinde bulunma oranlar1 degisik bir ¢ok
faktore baghdir. Ekolojik biiyiime sartlari, 6rneklerin toplandig: tarih ve bolge,
bitkinin yetistigi bolgedeki giines 1518min durumu, depolama kosullar1 bu
faktorlere ornek verilebilir(71). Bu biyoaktif bilesiklerden baslicalari;
flavonoidler, prosiyanidler, tanninler, naftodiantron tiirevleri, floroglusinoller,
esansiyel yaglar, amino asitler, ksantonlar, fenilpropanlar ve suda
cOziinen(organik asitler, peptitler) bilesiklerden olusur(Tablo 2.1)(72). Bu
bilesikler, H. perforatum’un yapisinda degisik oranlarda bulunurlar. Floroglusinol
tiirevleri olan hiperforin %2-4.5, adhiperforin %2-1.9 (73) ve flavonoidlerden
rutin %1.6, hiperosid %0.9, izoquersitrin ise %0.3 oraninda bulunur(74). H.
perforatum’un yapisinda bir¢cok biyoaktif molekiil bulunmasina ragmen, bunlar

icerisinde en aktif olanlar hiperforin($ekil 2.2) ve hiperisindir(Sekil 2.3)(70).
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Tablo 2.1. H. perforatum’un icerdigi biyoaktif bilesikler.

terpineoller

Naftodiantronlar Flavonoidler
hiperisin rutin
psodohiperisin hiperosid
izohiperisin quersetin
protohiperisin quersitrin
siklopsddohiperisin mangiferin

mirisetin
luteolin
hiperosid
izoquersitrin

Biflavonlar ve ksantonlar | Floroglusinoller
13, 118-biapigenin hiperforin
amentoflavon adhiperforin
tetrahidroksi ksanton

Prosiyanidler Amino asitler
Prosiyanidin B, glutamin
Katekin 16sin
epikatekin prolin

Fenilpropanlar Tanninler
kafeik asit tannik asit
klorogenik asit

Esansiyel yaglar Diger bilesikler

organik asitler, peptidler
polisakkaritler, alkoller

Sekil 2.2. Hiperforinin kimyasal yapisi

D O
I

HO I I | CHs

HO Q CH

Sekil 2.3. Hiperisinin kimyasal yapis1
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2.4.1. Naftodiantronlar

Naftodiantronlardan hiperisin ve psddohiperisin, bitkinin ¢icek ve
yapraklarmda bulunur. Bunlar H. perforatum 0ziitiiniin  %0.03-%0.3’tinii
olustururlar(75). Hiperisin giines 1s1gma olan duyarliligi artirir(76). Bitki oziitii
icerisindeki psodohiperisin miktari, hiperisin miktarinin 2 ile 4 kati arasinda
degisir(77). Hiperisinin, in vitro olarak mono amino oksidaz(MAQ) inhibisyon
ozelligi, baslangicta rat beyin mitokondrilerinde gosterilmistir(78). Fakat daha
sonra yapilan ¢aligmalarda ise, MAO inhibisyon 0zelliginin zayif ve hatta hig
olmadig1 tespit edilmistir(79). Hiperisin ve psOdohiperisinin in vitro olarak,
Herpes simplex viriis tip-1 ve 2 (HSV-1,2) gibi birka¢ tip zarfsiz virlisii de

inaktive ettigi gosterilmistir(80).

2.4.2. Floroglusinoller

Bitkinin 6zellikle ¢icek ve tomurcuklarinda bulunmaktadir(69). Hiperforin
ve adhiperforinin serotonin(5-HT), norepinefrin(NE), dopamin ve kolin reuptake
inhibisyon 6zellikleri, kullanilagelen antidepresanlar kadar giiclii ve hatta
onlardan daha fazladir(81). Hiperforin, H. perforatum’un boyle giicli
antidepresan 6zellik gostermesini saglayan en 6nemli biyoaktif molekiillerinden
biridir(82). Hiperforin, bircok ilaca karsi rezistan gelismis olan Staphylococcus

aureus ve gram(+) bakterilerden Streptococcus pyogenes ile Corynebacterium
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diphtheriae’ye karst da etkin bulunmustur(83). Bu arada hiperforinin, cesitli
kanser hiicrelerinde apopitozisi uyararak sitotoksik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir(84).

H. perforatum’un en aktif molekiillerinden biri olan hiperforin, ayni
zamanda antiinflamatuar ve anti oksidan etki de goOstermektedir. Hiperforin,
periferal kan dolasimindaki mono niikleer 16kosit(MNL)’lerin proliferasyonunu
inhibe ederken, bir taraftan da bu hiicrelerin apopitozislerini sitimule eder(85).
Yine bu molekiiliin, siklooksijenaz(COX)-1 ve S5-lipooksijenaz(5-LO) enzim
inhibisyonu yaparak, prostanoidler ve LT ler gibi eikozanoidlerin sentezini inhibe
ettigi goOsterilmistir(86). Arasidonik asitten; bir taraftan COX enzimi ile
Prostaglandin(PG), prostasiklin ve tromboksan(Tx)’lar gibi prostanoidler
olusurken, diger taraftan 5-LO enzimi ile de LT’ler meydana gelir(87).
Prostanoidlerin sentezini gergeklestiren COX enziminin iki izoformu vardir. Bu
enzimlerden COX-1, basta bobrekler ve mide olmak iizere bir ¢ok organdaki
fizyolojik olaylarda gorev alan prostanoidlerin sentezini saglar. Diger bir
izoformu olan COX-2 ise, inflamatuar dokularda bulunur ve proinflamatuar
prostanoidlerin sentezinden sorumludur(88). Bu nedenle prostanoidlerin genel
inhibisyonu, birtakim yan etkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Olabilecek bu
yan etkileri en aza indirebilmek i¢in de, selektif COX-2 inhibisyonu yapan ajanlar
tercih edilmelidir. Fakat giivenli non steroid anti inflamatuar ilaglar(NSAII) ve
giiclii 5-LO sentez inhibitorii ajanlarin olmayis1 yeni arayislara sebep olmustur.

Bu arayislar sonucunda da, kombine enzim(COX/5-LO) inhibisyonu yapan cesitli
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inhibitdr ajanlar ortaya c¢ikmistir. Yapilan calismalarda bu kombine enzim
inhibitorlerinin, mide yan etkileri olmadan cok daha genis bir antiinflamatuar
etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir(89). Hiperforin de, bir ¢ok etkisinin yam sira
giiclii bir kombine(COX/5-LO) enzim inhibitdor 6zelligine sahiptir. Bu etkiyi
gosterirken ortaya ¢ikan mide yan etkileri de; spesifik COX ve 5-LO enzim
inhibitorlerine gore oldukca azdir(86). Allerjik ve inflamatuar hastaliklarin
baslangic ve devaminda, ¢esitli prostanoidler ile L'T’ler onemli rol iistlenirler. Bu
sebepten dolayi, astma ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde prostanoid ve
LT’ lerin inhibisyonu, tedavide onemli bir yere sahiptir. Hiperforinin, COX-1 ve
5-LO enzim inhibisyonu ile gosterdigi antiinflamatuar etki nedeniyle, atopik
dermatit tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir(90).

Inflamatuar hiicrelerin birgogu, disardan gelen sinyallerin hiicre igerisine
iletmede G-protein bagli reseptor(GPBR)’leri kullanmaktadir. Bu reseptorlerin
uyarilmasi inositol-3 fosfat(InsP3) ve diacilgliserol(DAG) gibi hiicre i¢i ikincil
habercilerin olusmasina sebep olur(91). Bir ikincil haberci olan InsP3, hiicre i¢i
Ca+?’ nim serbestlesmesine yol acar. Serbestlesen hiicre i¢i Ca+? ise, protein kinaz-
C’yi aktive ederek hiicresel cevabin olugmasini saglar. Adi gecen ve GPBR
aktivasyonu ile {iretilen bu ikincil haberciler, NL’lerin kemotaksisi,
degraniilasyonu, ROT’larin iiretimi ve arasidonik asit salinimini regiile ederler.
Yapilan c¢alismalarda hiperforinin, GPBR sinyal ileti sistemi ile etkilesime
girerek, yukarida bahsedilen reseptor kaynakli Ca+2? mobilizasyonunu engelledigi

gorilmiistiir. Hiicre ici Ca+? mobilizasyonunun engellenmesi ise, NL’lerden
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elastaz ve ROT’larin salinim inhibisyonu temelinde antiinflamatuar etkiyle

sonuclanir(92).

2.4.3. Flavonoidler

Bitkinin kokleri hari¢ yaprak, cicek, sap gibi kisimlarinda bulunurlar.
Flavonoller(quersetin, kamferol), glikozidler(quersitrin, izoquersitrin, rutin),
flavonlar(luteolin), biflavonoidler(biapigenin ve amentoflavon) gibi flavonoid
bilesikleri mevcuttur(93). Dogal flavonoidlerin; et, balik yag1 ve domuz yag1 gibi
yiyecekler igerisindeki lipidlerin oksidasyonunu inhibe ettikleri gosterilmistir(94).
Yapilan calismalarda flavonoidlerin de, H. perforatum’un bircok biyoaktif
molekiiliinde oldugu gibi antidepresan aktiviteleri tespit edilmistir(95).

Flavonoidler ¢esitli mekanizmalarla antinflamatuar etki gosterirler. Diisiik
dansiteli lipoprotein oksidasyonunu inhibe etme, ROT larm salinimni baskilamak
ve COX inhibisyonu bu mekanizmalardan bir kag¢idir(72). Antiinflamatuar etkileri
acisindan quersetin ve apigenin oldukga aktif bilesiklerdir. Apigenin, arasidonik
asit metabolizmasini direkt olarak inhibe etme 6zeligine sahiptir(96). Yine yapilan
cahgmalarda quersetinin, INOS inhibisyonunun yaninda; makrofajlarin TNF-«
tiretimini de inhibe ettigi goriilmiistiir(97). Yine aynmi biyoaktif molekiil
fosfodiesteraz enzim inhibisyonu yaparak, cAMP miktarinin artmasina sebep olur.
Artan cAMP miktar1 antiagregan ve buna bagl olarak da antikoagiilan etkiden
sorumludur(98).

42



Flavonoidler, degisik mekanizmalarla hiicreleri oksidatif strese karsi
koruma etkisine de sahiptirler. Bu mekanizmalardan baslicalari; antioksidan bir
ajan olan glutatyon(GSH) miktarinin artirilmasi, ROT’larin sentez inhibisyonu ve
hiicre ici Ca+? mobilizasyonunun engellenmesidir(99). Quersetin, ksantin
oksidaz(XO) enzimini inhibe ederek ROT’larin olusumunu kismen inhibe
eder(100). Quersetinin ayrica, antioksidan bir enzim olan glutatyon
peroksidaz(GPy)’1n seviyesini de artirdig tespit edilmistir(101). Bu sekilde basta
quersetin olmak lizere flavonoidlerin bircogu OH, O, gibi serbest radikal
olusumunu engellemek suretiyle lipid peroksidasyonunu da inhibe ederler. Lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu ise MDA seviyesinin azalmasi ile kendini
gosterir(102). Bu nedenle lipid peroksidasyonunu degerlendirmede, tiyobarbitiiriik
asit(TBA) kullanarak serum veya doku MDA diizey tayini yapmak sikca
kullanilan bir yontemdir. Flavonoidler ayrica demir ve bakir gibi iyonlar ile selat
olusturarak, oldukca potent bir radikal olan H,O,’den, OH radikalinin olusmasini
da inhibe ederler(103).

Flavonoidler bu o6zelliklerinin yaninda, bircok hayvan modelinde
gosterilen antitiimoral aktiviteye de sahiptirler. Bazi bitki flavonoidlerinin

GIS’den karsinojenlerin emilimini azalttig1 gosterilmistir(104).

2.4.4. Ksantonlar ve fenilpropanlar
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Baslica ksanton bilesikleri kielkorin ve noratiriol’dir. Bu bilesikler esas
olarak H. perforatum’un koklerinde yer alir. Yapilan calismalarda MAO
inhibisyonu yaptiklar: tespit edilmisitir(69). Fenoller ise, genellikle fenolik asit ve

fenilpropanoid esterleri seklinde bulunurlar ve antioksidan aktivite gosterirler(72).

2.4.5. Diger bilesikler

Bitki  oziitii  icerisinde  ayrica  tanin(proantosiyanid)’ler,  cesitli
asitler(nikotinik asit, palmitik asit), peptidler, karotenoidler, kolin, nikotinamid,
pektin ve alkoller gibi bir ¢ok bilesik bulunur(5). Bu bilesiklerin belirgin bir
antidepresan aktivitelerine rastlanmamistir. Bu bilesiklerden 6zellikle taninlerin

GIS’de cesitli protektif etkileri mevcuttur.

2.5. Karboksimetil Seliiloz

Karboksimetil seliiloz(KMS) biitiin bitki yapilarmin temel polisakkaridi
olan seliilozun, sodyum monoklor asetat ile girdigi reaksiyon sonucunda olusur.
Seliilozun polimer yapisindan dolayr suda ¢oziinme Ozelligi bulunmamasina
ragmen KMS nin suda ¢oziinme 6zelligi mevcuttur. Fizyolojik olarak inert, tatsiz,
kokusuz, su tutma kapasitesi yiiksek, sicak-soguk suda c¢oziinerek berrak ve
viskoz ¢0Ozelti olusturan bir maddedir. Siklikla besin, kozmetik ve farmasotik

endiistride kullanilir(105). Bu endiistrilerde su tutucu 6zelliginden dolayr gerek
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jellestirme ajani, siispansiyon ve emiilsiyon stabilizatorii olarak ve gerekse bir¢ok
kimyasal maddenin sudaki c¢Oziinlirliligliniin  artirilmasinda, baglayici
ozelliginden dolayr kristallenmenin Onlenmesi ve bazi farmakolojik ajanlarin
sistemik dolagima gecisinin engellenmesinde, su tutarak hacim genisletici
ozelliginden dolay: diisiik kalorili diyet eldesinde, yapistirict ve bir arada tutucu
ozelliginden dolay1 ise dolgu maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Onemsenmeyecek derecede GIS absorbsiyonu olan KMS nin %10 gibi yiiksek bir
oranda diyete ilavesi yalmzca laksatif etki ortaya ¢ikarmis olup herhangi bir

toksik etkisine rastlanmamistir(106)

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda Gazi Universitesi  Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden elde edilen, agirliklar1 200-275 gr arasinda degisen 62
adet Wistar-Albino erkek rat kullanildi. Ratlar deney oncesinde 12 saat aydinhik
ve 12 saat karanlik oda kosullarinda ve 21 C°’de barindirildi. Hayvanlar standart
rat yemi ile beslenmis ve c¢esme suyu icirilmistir. Calisma, hayvan etik kurul
onay1 alindiktan sonra yapildi. Hayvan etik kurul onay tarih ve sayisi: 27.10. 2008

/ B.30.2.GUN.0.EU.00.00/100-16415.
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3.2. Kullanilan Kimyasal Madde Ve Malzemeler

3.2.1. Kullanilan kimyasal maddeler:

1. Ketalar( ketamin HCI, 50mg/ml, Pfizer, Tiirkiye)

2. Alfazyne(Ksilazin HCI, 20mg/ml, Hollanda)

3. Formaldehit(Merck, Almanya)

4. Bender Med Systems rat IL-6 eliza kiti BMS625

5. Biosource rat TNF-« eliza kiti(KRC3011)

6. Absolii alkol

7. H. perforatum oziitii(Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi; Dog.Dr.
Esra KUPELI AKKOL)

8. Izotonik sodyum kloriir(NaCl)(Polifarma, Tiirkiye)

9. Distile su

10. Polyod antiseptik soliisyon(Drogsan, Tiirkiye)

11. S1vi azot

12. Abbott Architect ci 16200 otoanalizOr sistemine uygun enzimatik-
kolorimetrik aspartat transaminaz(AST), alanin transaminaz(ALT) ve
laktat dehidrogenaz(LDH) kitleri

13. Etanol(Tekel)

14. Metanol
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3.2.2. Kullanilan malzemeler:

1.

10.

11

12.

13.

14.

15.

Cesitli operasyon alet ve gerecleri(F.S. T, Almanya)
-Bistiirii
-Hemostatik pensler
-Egri uclu doku makasi
-Sivri uglu forsepsler
-Atravmatik vaskiiler klipsler
Masa Lambasi(Uziimcii, Tiirkiye)
Plastik saklama kaplari(100 ml’lik)
Enjektorler(2.5 ve 5 mI’lik)
Elektronik hassas terazi(AFA-210LC, ADAM)
Vorteks(Heidolf Reax 200)
Benmari(Heto)
Kronometre
Mikrotom(Leica RM 2255)

Isik mikroskobu(Olympus BX51, Japonya)

. Santrifiij(Hermle Z 380K)

Sogutmali santrifiij(Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323K)
Elektronik hayvan tartim terazisi(BJ2100D, Precisa)
Buzdolabi(Argelik, Tiirkiye)

Eldiven(Hayat, Tiirkiye)
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16. Termos

17. PH metre(Jenway)

18. Lam ve lameller(Cat no: 7101, Sail Brand, Cin)
19. Hayvan tras makinesi(5-50C, Oster, ABD)

20. Derin dondurucu(MDF-U6086S, Sanyo, Japonya)
21. Otoanalizor(Abbott Architect ci 16200)

22. Eliza okuyucu ve yikayicisi(Tecan)

23. Spektrofotometre(Schimadzu, UV1601)

24. Homojenizator(Virtis- Virtisheur)

3.3. Bitkilerin Toplanmasi Ve Ekstraksiyonu

H. perforatum bitkisi 2006 yilmin Haziran ayinda, Ankara’nin Beypazari
[igesi'nin Giirsogiit Koyii'ne 5 km mesafede dere kenarlarindan toplanmustir.
Toplanan bitki 6rnekleri daha sonra, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii 6gretim iiyesi Prof.Dr. Mecit VURAL tarafindan teshis edilmistir.
Esornekleri  Gazi  Universitesi  Eczaciik  Fakiiltesi ~ Herbaryumunda
saklanmaktadir(GUE No: 2462). Bitki ornekleri ¢icekli iken toplanmis ve gdlgede
kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. Kurutularak toz haline getirilmis bitki
ornekleri 100’er gramlik boliimler halinde, 2’ser litre %96’lik etanol ile oda
1sisinda manyetik karistiriciyla giinde yarim saat karistirildi. Bu sekilde 4’er giin

ara ile 3 defa ekstre edildi. Olusturulan etanollii ekstreler daha sonra kendi
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aralarinda birlestirildi. Birlestirilen etanollii ekstreler alcak basing altinda,
rotavaporda 50 C°’de yogunlastirildi ve vakumlu desikatorde al¢ak basing altinda

kurutuldu. Bu sekilde bitkinin etanol ekstresi elde edilmis oldu.

3.4. Hayvanlar1 Deneye Hazirlama

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezindeki 200-275 gr
agirhigindaki 62 adet Wistar-Albino erkek rat secilerek, gruplar halinde ayr1 ayri
kafeslere alindi. Ratlar ilk grupta 8, diger 3 grubun her birinde 18 adet olacak
sekilde 4 gruba ayrildi.

1. Grup(Sham): Uygun anestezi ve laparatomi isleminden sonra hepatik
pedikiil serbestlestirilmesi yapildi. Daha sonra kan ve karaciger Orneklemesi
yapilarak sakrifikasyonu gerceklestirilen grup.

2. Grup(iR yapilan grup): Hepatik pedikiil serbestlestirilme islemini
takiben kan ve karaciger Orneklemesi yapildi. Daha sonra %70’lik parsiyel
karaciger iskemisi yapilan ve iskemi sonrasinda reperfiizyon uygulanan grup.

3. Grup(KMS+IR): Bu grubu olusturan ratlara, islemden 6nce 1 hafta
siireyle 4ml/kg/giin olacak sekilde %0.5’lik KMS verildi. Bir hafta sonra ise IR
islemine tabii tutuldular.

4. Grup(KMS+H.perforatum+IR): Bu gruptaki ratlara islemden 6nce 1
hafta siireyle 400mgr/kg/giin olacak sekilde H.perforatum o6ziitii verildi. Bunun

icin H.perforatum Oziitiniin %0.5’lik KMS igerisinde ¢oziilerek hazirlanmig
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%10’Iuk siispansiyonu kullanildi. Bu siispansiyondan her bir rata 1 hafta siireyle

4 ml/kg/giin olacak sekilde verildi. Ratlar daha sonra IR islemine tabii tutuldular.

3.4.1. Anestezi

Isleme tabii tutulacak olan ratlarin anestezisi; intramuskiiler(i.m) olarak

verilen 45 mg/kg ketamin HCI ve 5 mg/kg xylazin ile saglanda.

3.5. Uygulanan Cerrahi islem

Deney hayvanlari, uygulanacak cerrahi islemin 1 gece dncesinden 12 saat
sireyle a¢ birakildi. Sadece su icmelerine izin verildi. Calismaya sham grubu ile
baslandi. Bu gruptaki ratlarin 6nce uygun sekilde anestezisi saglandi. Anestezisi
saglanan hayvanlarin daha sonra karin duvarlar1 trras edildi ve sirt {istii

pozisyonlar1 verildi(Resim 3.1).
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Resim 3.1. Uygun anestezi sonrasinda sirt iistii pozisyonu verilen rat.

Pozisyon verilen ratlara daha sonra steril sartlar altinda median laparatomi
yapildi. Karma girildikten sonra falsiform ligaman ile hepatogastrik ligaman
kesilerek karaciger serbestlestirildi. Daha sonra portal ven, hepatik arter ve safra
duktusu goriilecek sekilde hepatik pedikiil serbestlestirildi. Bu asamadan sonra,
gruptaki 8 adet ratin her birinin vena kavalarindan 4 ml kan alindi. Kanlar diiz
biyokimya tiipiine alindi. Kan 6rnegi alman ratlarin ayn1 zamanda her birinin
karaciger sol loblarindan 3cm’ doku Grnegi alindi. Alman doku Srnekleri, gerek
doku MDA ve IOPU seviyesini 6lgmek gerekse histopatolojik incelemeler icin iki
esit parcaya ayrildi. Doku MDA ve IOPU seviyesi 6lcmek icin ayrilan doku
ornekleri, alminyum folyo ile paketlendi. Folyo ile paketlenen doku 6rnekleri, bu
dokularm naklinde kullanilan ve icerisinde sivi azot bulunan termos igine

koyuldu. Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan doku Ornekleri ise %10’ luk
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formaldehit icerisinde fikse edildi. Islemi tamamlanan ratlar hemorajik sok ile
sakrifiye edildi.

Calismaya daha sonra 2. grup(IR) ile devam edildi. Her bir ratin uygun
anestezi sonrasi laparatomisi yapilip hepatik pedikiilleri serbestlestirldi. Hepatik
pedikiilleri serbestlestirilen 18 adet ratin her birinin vena kavalarindan 1 ml kan ve
es zamanli karaciger sol loblarindan 2 cm3 doku Ornegi alindi. Alinan kan ve
karaciger doku Ornekleri Sham grubunda tarif edildigi gibi muhafaza edildi. Daha
sonra, kan ve karaciger 6rnekleri alinan ratlarin her birine %70’lik hepatik iskemi
yapmak i¢in vaskiiler klipsler hazirlandi. Vaskiiler klipsler, karaciger medial ve
sol loblarina giden hepatik arter,portal ven ve safra duktusunu iceren pedikiillere

yerlestirildi. Boylece %70’lik karaciger iskemisi olusturuldu(Resim 3.2).

[

Resim3.2. Hepatik pedikiile konulan vaskiiler klips ile olsturulan karaciger iskemisi
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Karaciger iskemisi baglayan tiim ratlarin karimn igerisine 1 ml iik NaCl verildi.
Daha sonra laparatomi yapilan alanin iizeri, 1lik %0.9’luk NaCl ile 1slatilmis steril
spanglar ile Ortiildii. Beklemeye alinan ratlarda olusturulan iskemi siiresi 45
dakika ile sinirli tutuldu. Pedikiillere yerlestirilen klipslerin 45 dakika bitiminde
cikarilmasi, beraberinde hepatik reperfiizyonu da bagslatmis oldu. Hepatik
reperfiizyonun baslamasindan 1 saat sonra gruptaki 6 adet rat tekrar doku ve kan
orneklemesine tabii tutuldu. Bu amagla bu 6 adet ratin her birinin vena kavasindan
4 ml kan ve es zamanli olarak karaciger sol loblarndan 3 cm’ doku 6rnegi alindi.
Alman kan ve karaciger ornekleri Sham grubunda tarif edildigi gibi muhafaza
edildi. Reperfiizyonun 1. saatinde tekrar ornekleme yapilan bu 6 adet rat, daha
sonra hemorajik sok ile sakrifiye edildi. Reperfiizyonun 2 ve 4. saatlerinde de, her
birinde 6 adet olmak iizere 2. grupta kalan 12 adet rat tekrar orneklemeye tabii
tutuldu. Bu Ornekleme islemi ve sakrifikasyon da, reperfiizyonun 1. saatinde
yapilan iglemde oldugu gibi yapildi.

Ratlarin 3 ve 4. gruplarina uygulanan cerrahi prosediir, yukarida anlatilan

ve 2. gruba uygulanan cerrahi islem ile aym 6zellikleri tasimaktadir.

3.6. Serum AST, ALT ve LDH Seviyelerinin Olciimii

Serum AST, ALT ve LDH i¢in alman kan Ornekleri 1500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serum o©rnekleri elde edildi. Elde edilen serum

orneklerindeki AST, ALT ve LDH aktiviteleri aym giin, GUTF Biyokimya
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Laboratuarindaki Abbott Architect ci 16200 otoanalizér sisteminde o6l¢iildii.

Ol¢iim isleminde, otoanalizore uygun enzimatik-kolorimetrik kitler kullanild1.

3.7. Serum TNF-« ve IL-6 Seviyelerinin Olciimii

Serum TNF-o ve IL-6 seviyesi i¢in ayrilan kan ornekleri 1500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serum Ornekleri elde edildi. Elde edilen serum 6rnekleri
caligma giiniine kadar -80 C°de muhafaza edildi. Serum TNF-a ve IL-6
seviyeleri, GUTF Biyokimya Laboratuarindaki Eliza okuyucu ve yikayicisinda
Olciildii. Serum IL-6 seviyesi Ol¢ciimiinde Bender Med Systems rat 1L-6 Eliza
kiti(BMS625) kullanildi. Serum TNF-o seviyesi Olctimiinde ise Biosource rat

TNF-« Eliza kiti(KRC3011) kullanildi.

3.8. Doku MDA Seviyesinin Olciimii

Doku MDA seviyelerinin Olciimii, Ohkawa ve arkadaslarinin
tarifledikleri yonteme gore yapildi(107). Bu yontemin ilkesi; homojenattaki
proteinlerin sodyum dodesil siilfat(SDS) ile baglanmasiyla, ortam PH’1 3,5 oldugu
durumda 6rnekte bulunan MDA’ nin TBA ile olusturdugu komplekse bagl olusan
kirmizi rengin spektrofotometrik 6lgtimiine dayanir.

Kullanilan reaktifler:

¢ Distile su iginde hazirlanan %0.8’lik TBA
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e Distile su i¢cinde hazirlanan %20’lik Asetik asit, (NaOH ile
pH:3,5’a ayarlanda.
¢ n-butanol/piridin(15:1 v/v)

¢ Distile su i¢inde hazirlanan %8.1’lik SDS

Doku ornekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI(pH: 7.4) tamponda, buz
icinde ve sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde 15.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlardan
50 pL alinarak iizerine 50 L %8.1 SDS eklendi. Ardindan 375 UL %0.8 TBA,
375 UL %20 asetik asit(pH:3.5) ve 150 pul distile su eklendi. Elde edilen karisim
su banyosunda 95 C°’de 60 dakika siireyle kaynatildi. Daha sonra karigim
sogutularak iizerine 250 Wl distile su ve 1, 250 ml n-butanol/ piridin(15: 1 v/v)
eklenerek vortekslendi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iist faz
532 nm’de n-butanole kars1 okundu. Okunma isleminden sonra, MDA standardi
olarak 1, 1, 3, 3 tetrametoksi propan kullanilarak standart grafik elde edildi. Bu
grafik yardimu ile 6rneklerin absorbans degerlerinin nmol cinsinden MDA miktar1

saptandi. Sonuglar “nmol/gr yas doku” cinsinden belirlendi.

3.9. Serum MDA Seviyesinin Olciimii

Yoshioka ve arkadaglarinin tarifledikleri yonteme gore analiz edildi(108).

Yontemin temel ilkesi serumdaki proteinlerin trikloroasetik asit(TCA) ile
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coktiiriilmesinden sonra MDA’ nin TBA ile olusturdugu kompleksin kolorimetrik
olarak Ol¢timiine dayanir.
Kullanilan reaktifler:
¢ Distile su i¢inde hazirlanan %20’lik TCA
¢ Distile su i¢inde hazirlanan %0,67°1ik TBA
¢ n-butanol
Serum MDA tayini i¢in serum Orneklerinden 250 Wl alinarak iizerlerine
1,250 ml %20’lik TCA ve 0,5 ml %0,67’lik TBA eklenerek 30 dakika sicak su
banyosunda kaynatildi. Sonra hemen sogutularak tiim tiiplere 2 ml n-butanol
eklendi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz 532
nm’de n-butanole karsi okundu. Daha sonra MDA standardi olarak 1, 1, 3, 3
tetrametoksi propan kullanilarak standart grafik elde edildi. Bu grafik yardimu ile

orneklerin absorbans degerlerinin “nmol/ml” cinsinden MDA miktar1 saptandi.

3.10. Doku Ve Serum IOPU Seviyelerinin Ol¢iimii

Doku ve serum IOPU seviyeleri Witko-Sarsat ve arkadaslarinin
tanimladig1 spektrofotometrik yontem ile 6l¢tilmiistiir(109).
Kullanilan reaktifler:
e Fosfat tampon soliisyonu(PBS, pH: 7,4)
e [,I6MKI
e Asetik asit(%100’liik)
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e Kloramin T(0-100 UM arasindaki konsantrasyonlarda standart
olarak hazirlandi).

e Tris-HCI, 20 mM, pH: 7,4
Doku ornekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI(pH: 7.4) tamponda, buz
icinde ve sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde 15.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek doku siipernatantlar: elde edildi. Bu yontemde
200 pl serum veya doku siipernatant1 1:5 oraninda fosfat buffer salin(PBS) ile
diliie edildi. Uzerine 10 pl potasyum iyodiir(KI) ve 20 pl asetik asit eklenerek
numuneler 340 nm absorbansta PBS’e karsi spektrofotometrik olarak olciildii.
Yontemde 0-100 uM kloramin T standartlar1 numune gibi calisildi. Sonuglar
standart egriden hesaplanarak serumda pPmol/L, karaciger dokusunda ise mmol/gr

doku olacak sekilde ifade edildi.

3.11. Histopatolojik Degerlendirme

Karaciger oOrnekleri, Ankara Digkapit Yildinm Beyazit Egitim Ve
Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuarmmda incelendi. Karaciger Ornekleri
%10’Iuk formalin icerisinde fikse edildikten sonra parafine gomme prosediirii
uygulandi. Daha sonra parafine gomiilmiis karaciger Orneklerinden Spm’lik
kesitler alinarak Hematoksilen-Eosin ile boyandi. Boyanan preperatlar deney
gruplarindan habersiz patolog tarafindan 1s1k mikroskobunda degerlendirildi.

Degerlendirmede karaciger orneklerindeki reperfiizyon hasar1 ve SEH’lere olan
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PNL adezyon derecesi ele alindi. Reperfiizyon hasari;; hepatositlerdeki
sitoplazmik vakuolizasyon, niikleer piknoz ve sitoplazmadaki hipereozinofilinin
yant sira hepatik kordonlarda bozulma, PNL infiltrasyonu ve hemoraji ile
karakterli nekroz mevcudiyeti acisindan incelendi(Tablo 3.1). Olusan IRH
sirasinda SEH’lere olan PNL adezyon derecesinin degerlendirilmesi ise, her biri

Imm® ve bir birine uzak 10-15 kadar alandaki PNL’ler sayilarak yapildi(110).

Tablo 3.1. Karaciger dokusunun histopatolojik degerlendirme skalasi

Grade | Histopataloji

0 Hasar minimal veya yok

1 Hafif hasar(Sitoplazmik vakuolizasyon, fokal

niikleer piknoz)

2 Orta derecede hasar(Yaygin niikleer piknoz,

sitoplazmik hipereozinofili, interselliiler sinirlarda kayip)

3 Siddetli hasar( PNL infiltrasyonu, hemoraji ve hepatositlerin
olusturdugu hiicre kordonlarinin biitiinliigiinde bozulma

ile karakterli siddetli nekroz)

3.12. istatistiksel Analizler

Tim veriler Statistica 13.0 istatistik paket programina yiiklendi ve
istatistiksel analizler bu programla yapildi. Biitiin sonuglar ortalama+standart sapma
olarak ifade edildi. Gruplardaki parametrik degerler arasinda fark olup olmadiginin

tespitinde, tek yonlii varyans analiz testi(One Way ANOVA) kullanildi. Farklilik
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tespit edildiginde, hangi gruplarin birbirinden farkli oldugunun tespitinde ise Post-
Hoc Scheffe testi kullanildi. Histopatolojik verilerden biri olan grade agisindan
gruplar arasinda herhangi bir farklilik olup olmadiginin tespitinde, non parametrik
bir test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi. Farklilik tespit edilen gruplarin ikili
olarak karsilagtirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi ve P<0.05

istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

4. BULGULAR

Sham, IR, KMS ve H. Perforatum(HP) gruplarindaki parametrelerin One

Way ANOVA testi tiim parametreler acisindan gruplar arasmda farkliliklar

oldugunu gosterdi(P<0,05).

Tablo 4.1. sSMDA, dMDA, sIOPU ve diOPU ortalama + SD seviyeleri

Gruplar | SMDA dMDA siOPU diopPU
Sham | 3,82+0,69 | 84+7,59 86,12+10,64 | 1,81%0,75
IR 8,08+1,79 | 153,12+19,42 | 351,954206,86 | 5,19+1,58

KMS 9,64+2,90 | 126,91+22,74 | 471,54+198,84 | 6,14+1,59

HP 5,35+1,15 | 94,08+18,82 | 270,72+74,69 | 3,70+0,92

Tablo 4.2. AST, ALT, LDH ve TNF-a ortalama + SD seviyeleri
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Gruplar | AST ALT LDH TNF-a

Sham 124,87+12,17 | 63,0+10,71 790,75+£203,09 | 27,31+10,52
IR 572,20+283,6 | 750,31+430,6 | 1862,7+634,8 | 120,16+£52,22
KMS 660,41+£358,6 | 798,49+694,7 | 2237,1+1001,2 | 106,0+30,40
HP 414,32+179,0 | 286,73+161,6 | 2231,7£1089,3 | 48,1+22,02

Tablo 4.3. IL-6, Karaciger doku hasar skor seviyesi ve SEH’lere adezyonu gerceklesmis

birim alandaki PNL ortalama + SD seviyeleri

Gruplar | IL-6 Karaciger doku hasar skor | SEH’lere adezyonu
seviyesi gerceklesmis birim
alandaki PNL
ortalamasi
Sham | 14,75+4,77 | 0,25+0,46 1,37+0,51
IR 35,64+8,72 | 1,20+0,72 6,41+3,38
KMS 31,39+6,94 | 1,16+0,63 5,4543,24
HP 19,38+7,20 | 0,58+0,58 2,58+1,55

Yapilan degerlendirilmelerde serum MDA(sMDA) degerlerinin Sham

grubunda, IR ve KMS gruplarma gore anlamli olarak daha diisiik seviyede oldugu

tespit edildi(P<0,05). Olgiilen sMDA degerleri agisindan Sham grubu ile HP

grubu arasinda ise anlamli bir fark tespit edilemedi(P>0,05). Yine sMDA

degerleri acisindan IR grubu ile KMS grubu arasinda da anlamli bir farkin

olmadig1 goriildii(P>0,05). Fakat IR grubundaki sMDA degerlerinin HP

grubundaki sMDA degerlerine gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit

edildi(P<0,05). Yapilan diger bir degerlendirmede KMS grubundaki sMDA

degerlerinin de HP grubundaki sMDA degerlerine gore anlamli olarak daha

yiiksek oldugu goriildii(P<0,05).
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Grafik 4.1. SMDA ortalamalar1. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #: P<0,05
HP ile karsilastirildiginda, q: P<0,05 HP ile karsilastirildiginda

Doku MDA(dMDA) degerlerinin karsilastirilmasinda; Sham grubu dMDA
degerlerinin, IR ve KMS grubuna gore anlamli olarak diisiik diizeyde oldugu
tespit edildi(P<0,05). Benzer sekilde Sham grubundaki dMDA degerleri HP
grubundaki dMDA degerlerinden daha diisiik diizeyde olsa da, bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi(P>0,05). Calismada, R grubundaki dMDA diizeyleri KMS
ve HP grubundaki dMDA diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek
bulundu(P<0,05). Ayni sekilde KMS grubundaki dMDA diizeyleri de HP

grubundaki dMDA diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek 6l¢iildii(P<0,05).
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Grafik 4.2. dMDA ortalamalar1. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 KMS ve HP ile karsilastirildiginda, q: P<0,05 HP ile karsilastirildiginda.

Serum IOPU(sIOPU) seviyeleri agisindan gruplar karsilastirildiginda,
gruplar1 arasinda anlamli farklar oldugu goriildii. Sham grubundaki siOPU
seviyelerinin, IR ve KMS gruplarindaki siOPU seviyelerine gore anlamli olarak
diisiik oldugu goriildii(P<0,05). Sham grubundaki sIOPU seviyeleri ile HP
grubundaki sIOPU seviyeleri arasinda ise anlamli bir fark yoktu(P>0,05). Ayni
sekilde IR grubundaki sIOPU seviyeleri ile KMS grubundaki siOPU seviyeleri
arasinda da anlamli bir fark olmadig1 goriildii(P>0,05). Ote yandan, IR
grubundaki sIOPU seviyeleri HP grubundaki sIOPU seviyelerinden yiiksek
oldugu goriilse de bu farkliligin istatistiksel bir anlami yoktu(P>0,05). Buna
karsihk KMS grubundaki siOPU seviyeleri HP grubuna gore anlamli olarak

yiiksek 1di(P<0,05).
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Grafik 4.3. sIOPU ortalamalari. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #: P<0,05
HP ile karsilagtirildiginda.

Gruplardaki doku IOPU(diOPU) degerlerinin karsilastirilmas ile gruplar
arasmnda farkliliklar oldugu gozlendi. Sham grubundaki diIOPU seviyeleri diger
gruplardaki dIOPU seviyelerine gore anlamli olarak diisiik bulundu(P<0,05).
Gruplardan, IR’deki dIOPU degerlerinde KMS grubuna gore anlamli bir fark
tespit edilmedi(P>0,05). Bu arada gerek IR ve gerekse KMS grubundaki diOPU
seviyeleri, HP grubundaki diOPU seviyelerine gore anlamli olarak yiiksek

bulundu(P<0,05).
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Grafik 4.4. dIOPU ortalamalar1. *: P<0,05 IR, KMS ve HP ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda.

Sham grubundaki serum AST seviyelerinin ise IR ve KMS grubuna goére
anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi(P<0,05). Ote yandan, HP grubundaki
serum AST seviyelerinin Sham grubuna gore daha yliksek oldugu goriilse de bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi(P>0,05). Keza, R grubu ile KMS grubu
arasinda serum AST seviyeleri acisindan anlamli bir fark goriilmedi(P>0,05).
Olciilen serum AST degerleri, HP grubunda IR grubuna gore daha diisiik diizeyde
tespit edilse de bunun istatistiksel bir onemi yoktu(P>0,05). Bununla birlikte, HP
grubundaki serum AST degerlerinin KMS grubuna gore belirgin olarak daha

diisiik diizeyde oldugu goriildii(P<0,05).
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Grafik 4.5. Serum AST ortalamalari. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 KMS ile karsilagtirildiginda

Sham grubundaki serum ALT seviyelerinin, IR ve KMS gruplarma gore
anlaml olarak diisiik oldugu goriildii(P<0,05). Bu arada HP grubundaki serum
ALT seviyeleri Sham grubuna gore daha yiiksek olarak tespit edilse de bunun
istatistiksel olarak bir anlam1 yoktu(P>0,05). Serum ALT seviyeleri agisindan IR
ve KMS gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi(P>0,05). Elde edilen sonuglara gore, IR grubundaki serum ALT
seviyelerinin HP grubundaki serum ALT seviyelerinden daha yiiksek oldugu
goriildii(P<0,05). Benzer sekilde, KMS grubundaki serum ALT seviyeleri de HP

grubundaki serum ALT seviyelerinden anlamli olarak yiiksek bulundu(P<0,05).
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Grafik 4.6. Serum ALT ortalamalari. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda.

Sham grubundaki serum LDH seviyeleri IR, KMS ve HP gruplarina gore
anlamli olarak diisilk bulundu(P<0,05). Buna karsin serum LDH seviyeleri
acisindan IR ve KMS gruplar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedi(P>0,05).
Benzer sekilde IR ve KMS gruplarindaki serum LDH seviyeleri ile HP
grubundaki serum LDH seviyeleri arasinda da anlamlhi bir fark

goriilmedi(P>0,05).
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Grafik 4.7. Serum LDH ortalamalari. *: P<0,05 IR, KMS ve HP ile karsilastirildiginda.

Yapilan degerlendirmelerde Sham grubundaki TNF-a seviyelerinin IR ve
KMS grubuna gére anlamli olarak diisiik oldugu goriildii(P<0,05). Bunun yaninda
TNF-a seviyeleri agisindan Sham grubu ile HP grubu arasinda anlamh bir fark
tespit edilmedi(P>0,05). Benzer sekilde IR ve KMS gruplar1 arasinda da TNF-o
seviyeleri acisindan anlaml bir fark goriilmedi(P>0,05). Buna karsin IR ve KMS
grubundaki TNF-a seviyelerinin HP grubuna gére anlamhi olarak yiiksek oldugu

tespit edildi(P<0,05).
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Grafik 4.8. Serum TNF-o ortalamalar1. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda.

Sham grubundaki serum IL-6 seviyeleri IR ve KMS grubundaki serum IL-
6 seviyelerinden anlamli olarak diisiik bulundu(P<0,05). Degerlendirmelerde, HP
grubundaki serum IL-6 seviyelerinin Sham grubuna gore daha yiiksek oldugu
tespit edilse de bunun istatistiksel bir anlami yoktu(P>0,05). Bu arada, serum IL-6
seviyeleri acisindan IR ve KMS gruplar1 arasinda anlamli  bir fark
goriilmedi(P>0,05). Buna karsin HP grubundaki serum IL-6 seviyeleri, IR ve
KMS gruplarindaki serum IL-6 seviyelerine gore anlamli olarak diisiik

bulundu(P<0,05).
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Grafik 4.9. Serum IL-6 ortalamalar1. *: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #:
P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda.

Doku orneklerinin histopatolojik degerlendirilmesi ile, hasar derecesi
acisindan gruplar arasinda farkliliklar oldugu goriildii. Sham grubundaki doku
orneklerinin hasar dereceleri IR ve KMS grubuna gore anlamli olarak diisiik
¢ikt1(P<0,05). Sham grubundaki doku oOrnekleri histopatolojik olarak genellikle
normal olarak izlendi(Resim 4.1, Resim 4.2 ). Sham grubundaki doku hasar
dereceleri ile HP grubundaki doku hasar dereceleri arasinda anlamli bir fark
goriilmedi(P>0,05). Degerlendirmelerde iR ve KMS gruplar1 arasinda doku hasar
dereceleri agisindan, anlaml bir fark goriilmedi(P>0,05). Buna karsin IR ve KMS
gruplarindaki doku hasar dereceleri, HP grubuna gore anlamli olarak yiiksek

bulundu(P<0,05). Gerek IR ve gerekse KMS gruplarinin her ikisinde, yaygin
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olarak grade-1 ve yer yer grade-2 doku hasari izlendi(Resim 4.3, Resim 4.4 ve

Resim 4.5).

Resim 4.1. Sham grubu, karaciger normal goriiniim( H&E X 100)
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Resim 4.2. Sham grubu, karaciger normal goriiniim( H&E X 200)

Resim 4.3. IR grubu, grade-1 karaciger hasari(H&E X 200)
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Resim 4.4. IR grubu, grade-1 karaciger hasari(H&E X 400)

Resim 4.5. IR grubu, grade-2 karaciger hasari(H&E X 400)
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Grafik 4.10. Histopatolojik doku hasari grade ortalamalari. *: P<0,05 IR ve KMS ile
karsilastirildiginda, #: P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda.

Doku kesitleri, SEH’lere adezyonu gerceklesmis birim alana diisen PNL
sayilar1 acisindan incelendiginde gruplar arasinda farkliliklar oldugu goriildii.
Sham grubundaki doku kesitlerinde birim alana diisen PNL sayis1, IR ve KMS
grubuna gore anlaml olarak diisiiktii(P<0,05). Bunun yaninda, HP grubundaki
doku kesitlerinde birim alana diisen PNL sayisinin Sham grubundan daha fazla
oldugu goriildii. Fakat bu fazlaligin istatistiksel bir 6nemi yoktu(P>0,05). Doku
kesitlerindeki birim alana diisen PNL sayis1 acisindan, IR ve KMS gruplar
arasinda da anlamhi bir fark gozlenmedi(P>0,05). Yapilan diger bir
degerlendirmede, HP grubundaki doku kesitlerinde birim alana diisen PNL
sayistmin IR ve KMS gruplarina gére anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriildii(P<0,05).
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Grafik 4.11. SEH’lere adezyonu gerc¢eklesmis birim alandaki PNL ortalamalar1. *:
P<0,05 IR ve KMS ile karsilastirildiginda, #: P<0,05 IR ve KMS ile
karsilastirildiginda.

S. TARTISMA

Herhangi bir organa giden kan akiminin azalmasi veya tamamen durmasi
ve daha sonra olusan repefiizyon siireci akut bir inflamatuar cevabin olugmasina
sebep olur. Olusan bu inflamatuar cevap Onemli derecede hiicre hasarina ve
dolayis1 ile de organda fonksiyon bozukluguna sebep olur. Bu biyolojik siire¢
IRH olarak tanimlanir. Séz konusu hasarm insan viicudunda en sik olarak
olustugu organlardan biri de karacigerdir. Hemorajik sok, karaciger
transplantasyonlar1 ve karaciger rezeksiyonlarindan sonra cesitli derecelerde

HIRH goriilmektedir(111).
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Reperfiizyon sonrasi postiskemik dokuda olusan inflamatuar reaksiyon
uzak organlar1 etkileyecek kadar siddetli olabilir. Uzak organ etkileri siklikla
solunum ve kardiyovaskiiler sistemde goriiliir. Oyle ki olusan inflamatuar cevap
sistemik inflamatuar yamt sendromu(SIYS) veya coklu organ yetmezligine(COY)
de sebep olabilir(11).

Olusan HIiRH, basta karaciger hasari igin yiiksek risk profiline sahip
hastalarda olmak iizere bir¢ok hastada ciddi organ bozukluklarina yol acabilir.
Yagh karaciger, ileri yas ve kemoterapi alan hasta grubu HIRH olusumunda
yiiksek risk grubunda olan hastalardir(112). Karacigerde sicak ve soguk iskemi
sonrasinda olusan HIRH’m olusum mekanizmas: iki grup arasinda farkliliklar
gosterir(113). Mekanizmalar farkli olsa da her iki grupta olusan hasardan kandaki
O, tiirevlerinin yaninda sitokin ve kemokin gibi bazi1 maddelerin hepatositler ile
olan etkilesimi sorumludur. Reperfiizyon sirasinda artan kan akimi ile birlikte
karaciger dokusunda artan O, miktar1 O, H,O,, OH ve ONOO" gibi ROT’larin
olusumunu  artirir(114).  Hepatositlerin,  bircok  karaciger  hastaligmin
patogenezinde Onemli bir yer tutan ROT’larla karsi karsiya kalmasi oksidatif
stresin olusmasina neden olur. Olusan oksidatif stres ise geri doniisiimsiiz hasar
olusturarak hiicre Oliimiine veya cesitli mekanizmalarla hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olur. Cesitli genlerin ekspresyonlarini artirarak sitokin,
kemokin ve HAM sentezinde artig, hiicre ve hiicre organel membranlarindaki
permeabilite artigi, protein ve DNA oksidasyonu oksidatif stresin olusturdugu

hiicre hasar mekanizmalarindan birkacidir(115).
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Hiicre membranlarinda olusan permeabilite artigi, ROT larin olusturdugu
membran lipid peroksidasyonu neticesinde olusur. Olusan lipid peroksidasyonu
sonucunda oldukga giiclii okside edici ajanlar olan lipid peroksit radikalleri ve
lipid hidroperoksitleri olusur(14). Aciga c¢ikan bu serbest radikaller hiicre
membran hasarinin iyice artmasina neden olur. Lipid peroksidasyonu neticesinde
peroksit radikallerinin yaninda, MDA ve dien bilesikleri gibi peroksidasyon son
riinleri de aciga cikar(116). Bu nedenle bir son iiriin olarak aciga cikan
bilesiklerden biri olan MDA, lipid peroksidasyonunun Onemli bir gostergesi
olarak sik¢a kullanilir(15).

Aciga c¢ikan ROT larin sebep oldugu protein oksidasyonu neticesinde ise,
nitrotirozin ve {OPU gibi ¢esitli protein oksidasyon son iiriinleri olusur. Yapilan
caligmalarda, olusan bu protein oksidasyon son iiriinlerinin ¢esitli oksidatif stres
durumlarinda serum ve doku seviyelerinde cesitli derecelerde artiglar oldugu
gorilmiistiir. Bu nedenle, olusan bu oksidasyon son iriinleri protein
oksidasyonunun bir gostergesi olarak sikc¢a kullanilirlar(17,18). Tiim bu etkiler
sonucunda cesitli derecelerde olusan hepatosit hasar1 veya gerceklesen hepatosit
Olimii karaciger fonksiyon bozuklugu ile kendini gosterir(117). Olusan hepatosit
Olimii apopitozis veya nekroz yolu ile gerceklesir. Gergeklesen hiicre dliimiinde
hangi yolun kullanilacagi ise ¢esitli faktorlere baghdir. Hiicre tipi, hiicre 6liimiine
sebebiyet veren faktoriin etki giicii, hiicrenin metabolik durumu bu faktorlerden

bazilaridir(118).
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Cesitli durumlarda karacigerde meydana gelen HIRH iizerine degisik
birgok ¢ahgma yapilmustir. Calismalarda, olusacak IRH’m siddetini azaltmaya
yonelik farkli yontem ve ajanlar kullanilmigtir. Bu amacla siiperoksit dismutaz,
allopiirinol, a-tokoferol, N-asetil sisteyin, glutatyon, desferoksamin, karnozin ve
melatonin gibi antioksidan 6zelligi olan ajanlarin kullanimi ile olusan HIRH
siddetininin azaldig1 gosterilmistir(52, 119). Yapilan bazi calismalarda ise, IRH’a
kars1 koruyucu etkisi ilk once myokardda gosterilen(120) iskemik 6nkosullama
teknigi kullanilmistir. Bu teknik, uzun bir iskemi peryodundan once kisa siireli
olarak uygulanan IR peryotlarini icerir. Amag, uzun siiren iskemi peryodundan
sonra olusacak hiicre hasarini azaltmaktir(121). Karacigerin c¢esitli cerrahi
girisimleri esnasimda kan kaybini azaltmak amaci ile portal triadin belirli siirelerde
klempe edilmesi sikca uygulanan bir islemdir. Bu islemden sonra karacigerde
cesitli derecelerde IRH’a rastlanmustir. Yapilan arastirmalarda portal triadin kisa
siireli ve aralikli olarak klempe edilmesiyle olusan IRH siddetinin azaldig1
gorilmiistiir(122). Ratlarda transplante edilecek karacigere uygulanan iskemik
onkosullama ile serum AST, ALT ve TNF-a seviyelerinde azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu da yasam siiresinde artis olarak kendini gostermistir(123). Yine
yapilan bir caliymada hemihepatektomi yapilan hastalara uygulanan iskemik 6n
kosullama ile serum transaminaz seviyelerinde iki kat azalma oldugu goriilmiistiir.
Ayrica iskemik 6nkosullama uygulanan hasta gruplarinda SEH’lerdeki apopitozis
oranlarinda da azalma oldugu tespit edilmistir(124). Iskemik &nkosullamanin

HIRH’a kars1 olan bu koruyucu etkisinde adenozin, adenozin A, reseptorleri ve
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NO seviyesindeki artiy, TNF-o salinimmin inhibisyonu ve enerji
metabolizmasinda olusan degisikliklerin etkili oldugu blinmektedir(42).

H. perforatum bitki ekstresi cok eski zamanlardan beri cilt yaralari, mental
bozukluklar, yaniklar, GIS rahatsizliklar1 ve uykusuzluk gibi gesitli hastahiklarin
tedavisinde kullanilmaktadir(5). Belirgin antioksidan etkisinin yaninda degisik
bir¢ok 6zelligi de bulunan H. Perforatum Oziitiiniin antioksidan 6zelligini gosteren
cok sayida ¢alisma mevcuttur. Bu etkiden yola ¢ikarak H. perforatum ekstresinin
IRH iizerine olan etkisi arastirilmistir. PubMed veri tarama sisteminde yaptigimiz
arastirmada H. perforatum’un IRH iizerine etkisini arastiran tek bir calismaya
rastland1(125). PubMed veri tarama sisteminde H. Perforatum’un HIRH iizerine
olan etkisini aragtiran bir caligmaya ise rastlanmamustir. Bilindigi gibi reperfiizyon
sonrasinda doku ve kan seviyeleri hizla yiikselen ROT’lar iskemiyle olusan
karaciger hasarini iyice artirirlar(52). Dolayisi ile de olusan bu ROT larin ¢esitli
sekillerde inhibisyonu ise HIRH siddetinin azalmasi ile sonuclanacaktir. H.
perforatum’un icerdigi cesitli bilesiklerin de degisik derecelerde antioksidan
aktivite gosterdikleri yapilan calismalarda gosterilmistir. Ozellikle basta quersetin
olmak iizere H. perforatum’un icerdigi flavonoidlerin bircogunun ROT’larin
olusumunu inhibe ettikleri bilinmektedir(9). Olusan ROT sentezinin inhibisyonu
ise lipid peroksidasyonunun inhibisyonuna neden olur. Meydana gelen lipid
peroksidasyon inhibisyonu da doku fosfolipid igeriginin artisina karsin MDA
seviyesinin azalmasi ile kendini gosterir. Antioksidan 6zellige sahip olan ve H.

perforatum ekstresinde de oldukg¢a yiiksek bir oranda bulunan quersetinin, rat
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beyin membranlarindaki lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi azalan dMDA
seviyesi ile gosterilmistir(102). Buradan yola c¢ikarak, H. perforatum ekstresinin
icerdigi bir¢cok antioksidan bilesikten dolay1 hiicre membranlarindaki oksidasyon
hasarmi ve dolayist ile de IRH siddetini azaltacag: asikardir. Bu amagcla yapilan
bir calismada, ratlarda splenik arter okliizyon sok modeli(SAOSM)
olusturulmustur. Olusturulan SAOSM’de ratlarin superior mezenterik arter ve
¢Olyak trunkuslar1 45 dakika siireyle klemplenmis. Ardindan klempler c¢ikarilarak
1 saatlik reperfiizyon peryodu uygulanmistir. Olusturulan SAOSM’de,
reperflizyon sonrasinda kan basincinda olusan ani diisme H. perforatum ekstresi
verilen grupta daha smirli bir sekilde olmustur. Kontrol grubunda ise kan basinci
ani ve belirgin olarak diisme gostermistir. Olusturulan SAOSM sirasinda IR
islemine tabii tutulan ileum dokularindaki histopatolojik doku hasar skoru, H.
perforatum ekstresi verilen grupta daha diisiik cikmustir. Buna paralel olarak, iR
islemine tabii tutulan ileum dokularindaki PNL infiltrasyon derecesinin de H.
perforatum ekstresi verilen ratlarda daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Yine ayni
calismada H. perforatum ekstresi verilen grupta serum TNF-a ve IL-1f seviyeleri
de kontrol grubuna gore anlamhi olarak diisiik cikmistir. Bu arada, lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan ileumdaki dMDA seviyelerinin de H.
perforatum ekstresi verilen grupta belirgin olarak azaldigi tespit edilmistir.
Calismada ayni1 zamanda H. perforatum ekstresinin ROT’larla olusan protein
oksidasyonu iizerine olan etkisi de incelenmistir. Bu amacla immiinhistokimyasal

yontemlerle ileum dokusundaki nitrotirozin seviyelerine bakilmistir. Bir protein
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oksidasyon iiriinii olarak ileum dokusunda olusan nitrotirozin seviyeleri, H.
perforatum ekstresi verilen grupta anlamli olarak diisiikk ¢cikmistir(125). Bilindigi
gibi reperfiizyon hasarinin olusmasindaki 6nemli basamaklardan biri de p-selektin
ve HAAM-1 gibi HAM’larm olugmasidir. Olusan HAM’lar PNL’lerin SEH’lere
olan adezyonunu artirir. Artis gosteren PNL adezyonu ise SEH hasari, vaskiiler
permeabilitede artis ve parankimal hiicre hasar1 ile kendini gosterir(43, 56).
Olusturulan SAOSM’de, IRH’1n fizyopatolojisinde 6nemli rol oynayan p-selektin
ve HAAM-1 sentezinin de H. perforatum ekstresi verilen grupta belirgin olarak
azaldig1 tespit edilmistir(125). Calismada ortaya c¢ikan tiim bu sonuclara
bakildiginda, H. perforatum ekstresinin IRH’a kars1 koruyucu bir etki gosterdigi
cok aciktir. Yapilan diger bir¢cok calismanin incelenmesiyle de, basta flavonoidler
ve fenolik asitler olmak {iizere bir¢cok bitki ekstresinde bulunan bu biyoaktif
molekiillerin IRH’m olusmasinda rol oynayan mekanizmalar1 degisik sekillerde
etkiledigi goriildi. Tiim bu c¢alismalardan ortaya c¢ikan sonuclar da bizi; H.
perforatum ekstresinin HIRHa kars1 ne 6lciide bir koruyucu etkisinin olabilecegi
sorusuna cevap aramaya tesvik etti. Yaptigimiz calismada olusturulan gruplar
dMDA, sMDA, diOPU, siOPU, AST, ALT, LDH, TNF-q, IL-6 ve histopatolojik
parametreler acisindan karsilastirildi.

Hepatositlerde yaygin olarak bulunan AST, ALT ve LDH’nin serum
seviyelerinde, olusan hepatosit hasarinin siddetine bagl olarak cesitli derecelerde
artiglar  goriilir. Olusan HIRH srasinda, karacifer enzimlerinin serum

seviyelerinde artig olurken hepatositlerde de bir takim histopatolojik degisiklikler
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olusur. Bu nedenle olusan hepatik IRH’1n degerlendirilmesinde serum bilirubin,
AST, ALT ve LDH seviyeleri ile histopatolojik incelemeler sikca kullanilan
parametrelerdir(124). Sozii edilen histopatolojik degisikliklerin tespitinde, degisik
yontemler kullanilmaktadir. Zhang ve ark. yaptiklari bir caliymada
antiinflamatuar, antioksidan ve antiapopitotik aktivite gosteren taurinin HIRH
tizerine olan etkilerini arastirmislar. Yapilan ¢aliymada, karacigerde olusturulan
R peryodu sirasinda taurin verilen ratlarda serum AST, ALT, LDH, TNF-a ve
dMDA seviyeleri anlamli bir sekilde azalmistir. S6z edilen bu calismada,
karacigerde olusan hasarin histopatolojik olarak degerlendirmesinde apopitotik
indeks baz olarak alinmistir. Hepatosit hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilen
apopitotik indeks de, taurin verilen ratlarda anlamli bir sekilde diisiik olarak
izlenmistir(126). Yapilan diger bir caliymada Chang ve ark. tetrandrine verildikten
sonra HIRH olusturulan farelerde, karaciger enzimlerinin serum seviyelerinde
olusan degisimleri incelemisler. Tetrandrine, Ozellikle Cin’de yaygin olarak
kullanilan bitkisel bir bilesiktir. Bu bilesik, ROT olusumunun engellenmesi
yanmda lipid peroksidasyonunu inhibe edici 0zellige de sahiptir. Caligmada,
tetrandrine kullanildiktan sonra HIRH olusturulan farelerde serum AST, ALT,
LDH ve TNF-a seviyeleri yaninda dMDA seviyelerinin de anlaml bir sekilde
diistiigii goriilmiistiir(127). Saidi ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada
metilprednizolonun HIRH iizerine olan etkileri arastirilmistir. Metilprednizolon
verilen grupla kontrol grubu arasindaki karsilagtirma, serum AST ve IL-6

seviyeleri ile olusan histopatolojik degisikliklere gore yapilmistir. Olusan
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histopatolojik degisiklikler, bizim de ¢aligmamizda kullandigimiz karaciger hasar
skorlama sistemine gore smiflandirilmistir. Calisma sonucunda metilprednizolon
verilen grupta serum AST ve IL-6 seviyelerinin bariz olarak azaldigi goriilmiis,
ayn1 grupta karaciger doku hasar skorunun da daha diisiik seviyede oldugu
saptanmustir(128). Camargo ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada ise
rekombinant IL-6 tedavisi verilen ratlarda olusan HIRH siddetinin azaldig1 tespit
edilmistir. Verilen rekombinant IL-6 tedavisi ile ratlardaki serum TNF-a, C-
reaktif protein, AST ve ALT degerleri yaninda karaciger hasar skor seviyelerinin
de azaldig1 goriilmiistiir. Olusan bu sonuglar IL-6’nin, basta TNF-a salimm
inhibisyonu olmak iizere gosterdigi bir takim antiinflamatuar etkilerine
baglanmistir. SOzii edilen caligmadaki histopatolojik degisiklikler, bizim de
calisjmamizda kullandigimiz  karaciger hasar skorlama sistemine gore
yapilmistir(110). Sehirli ve ark. da antioksidan, PNL gocii ve sitokin salinimini
inhibe edici 6zellikler gosteren iiziim cekirdegi ekstresinin HIRH iizerine olan
etkisini arastrmislardir. Bu amacla karacigerde IR peryodu olusturmadan énce 15
giin siireyle caligma grubundaki ratlara iziim c¢ekirdegi ekstresi verilmis, calisma
grubu ile kontrol grubunun karsilastirilmasinda serum AST, ALT, LDH, TNF-a
ve IL-1p seviyeleri ile olusan histopatolojik degisiklikler baz alinmistir. Calisma
sonucunda iiziim cekirdegi ekstresi verilen grupta serum AST, ALT, LDH, TNF-a
ve IL-1P seviyeleri yaninda dMDA seviyelerinin de anlamli olarak azaldig: tespit
edilmis, benzer sekilde {iziim c¢ekirdegi ekstresi verilen grupta olusan

histopatolojik degisikliklerin Sham grubu ile benzerlik gosterdigi sonucuna

82



varilmistir(129). Biilbiiller ve ark. ise yaptiklar1 bir calismada melatonin ve PGE;
benzerlerinin HIRH iizerine olan etkilerini arastirmuslardir. Calisma sonucunda,
antioksidan etki gosteren melatoninin SMDA ve dMDA seviyelerini anlamli
olarak diisiirdiigli saptanirken, PGE; benzerlerinin sMDA seviyesi iizerinde
belirgin etkilerinin olmadigi dMDA seviyelerini ise azalttig1 gosterilmistir. Serum
AST ve ALT seviyeleri ise, dMDA seviyelerini azaltrken sMDA seviyeleri
izerinde belirgin bir etki gostermeyen PGE; benzerlerinin kullanildigir grupta
anlamh olarak diisiik bulunmustur. Gerek melatonin ve gerekse melatonin+PGE;
kullanilan gruptaki serum AST ve ALT seviyelerindeki azalma ise istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir(130). Baska bir ¢alismada Ito ve ark., karacigerde
IR peryodu olusturmadan énce splenik arterin baglanmasiyla HIRH siddetinde
olusan degisikleri incelemislerdir. Calismada, uygulanacak IR isleminden 3 ve 7.
giinler ve hemen Once olmak iizere splenik arter parsiyel olarak baglanmistir.
Calismada, IR isleminden 3 giin ve hemen once splenik arter ligasyonu yapilan
grupta HIRH siddetinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu gruptaki ratlarin gerek serum
AST, ALT ve IL-6 seviyelerinin ve gerekse histopatolojik hepatik hasar skor
seviyelerinin daha diisik oldugu tespit edilmistir (131). So6zii edilen bu
caligmalarin tiimiinde, hepatosit hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilen serum
AST, ALT ve LDH seviyelerinde HIRH sirasinda anlamli bir artis tespit
edilmistir. Yine bu caligmalarda, olusturulan IR peryodu sirasindaki karaciger
hasarinin meydana gelmesinde etkin rol oynayan TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin

serum seviyelerinde belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢aligmalarin
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bazilarinda, HIRH sirasinda olusan lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
kabul edilen MDA’nin doku ve serum seviyelerinde artiglar oldugu goriilmiistiir.
Bu sonuglara bakildiginda, olusan IR peryodu swrasinda antioksidan,
antiinflamatuar ve antiapopitotik 6zelliklere sahip ajanlarin kullanilmas ile HIRH
siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Azalan HIRH siddeti ise serum MDA, AST,
ALT, LDH, TNF-a ve IL-6 ile AMDA seviyelerinde olusan azalma ile kendini
gostermistir. Aynm1 sekilde, azalan HIRH siddetinin bir gostergesi de azalmis
karaciger doku hasar skor seviyesidir.

PumMed veri tarama sistemine baktigimizda daha énce HIRH’daki diOPU
ve siOPU iizerine yapilmis baska bir calismaya rastlamadik. Bunun iizerine bize
yon gosterecegini diisiindiigiimiiz, ¢esitli oksidatif stres durumlarindaki diOPU ve
sIOPU seviyeleri iizerine yapilan diger calismalar1 inceledik. Viicuttaki bircok
hastahgm dogal seyri esnasinda IOPU seviyelerinde artis oldugu bilinmektedir.
Bu artig, hastaligin seyri esnasinda mevcut olan oksidatif stresin siddeti ile ilgili
olarak degisik derecelerde olusur. Bu yonde yapilan ¢alismalarda Kaneda ve ark.,
koroner arter hastahig1 olan hastalarm sIOPU seviyelerinin normal insanlara gore
oldukca yiiksek oldugunu tespit etmislerdir(132). Etyopatogenezinde, mevcut olan
oksidatif stresin onemli rol oynadig: hastaliklardan birisi de diyabettir. Bu amagla
Ardestani ve ark. antioksidan etkiye sahip olan Teucrium Polium ekstresinin
diyabet iizerine olan etkilerini arastirmislardir. Calismada, streptozotosinin
sitimulasyonu sonucu diyabet hastaligi olusturulan ratlar kullanilmis olup sonugta,

T. polium ekstresi kullanilan gruptaki ratlarm pankreasindaki dMDA ve diOPU
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seviyelerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Buna paralel olarak bu gruptaki
ratlarda kan glikoz diizeylerinin de daha iyi seyrettigi goriilmiistiir(133). Diger bir
calismada Eskiocak ve ark., antioksidan etki gosteren melatoninin hipoksiye
maruz birakilan rat beynindeki diOPU seviyesini diisiirdiigiinii tespit
etmislerdir(134). Yani mevcut olan oksidatif stresin diOPU ve siOPU
seviyelerinde cesitli derecelerde artisa sebep oldugu goriilmektedir. Yine bu
caligmalara bakildiginda, oksidatif stresin mevcut oldugu durumlarda antioksidan
ozellik gosteren cesitli ajanlarm kullanilmasiyla diOPU ve siOPU seviyelerinin
azaldig asikardir.

Bizde caligmamizda ROT saliniminin inhibisyonu ve olusan ROT’larin
ortamdan uzaklastirilmasi(72), GSH miktarmin artirilmasi(99), XO enzim
inhibisyonu(100), GPx  aktivasyonu(101) ve lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu(102)  ile  antioksidan  aktivite; PNL  proliferasyonunun
engellenmesi(85), bazi sitokinlerin saliniminda inhibisyon(97), kombine COX/5-
LO enzim inhibisyonu(86), PNL degraniilasyonunun(92) ve arasidonik asit
metabolizmasmin direkt olarak inhibisyonu(96) ile antiinflamatuar aktivite;
fosfodiesteraz enzim inhibisyonu ile antiagregan aktivite(98); hiicre ici Ca*™
mobilizasyonunun engellenmesi suretiyle de inflamatuar cevaba bagl olusan doku
hasarmi engelleyici(92) o6zelliklere sahip degisik bircok biyoaktif molekiilii
yapisinda barindiran H. perforatum ekstresini calismamizda kullandik. Elde edilen
sonuglarm yukarida kisaca bahsedilen HIRH modellerindeki sonuglar ile biiyiik

Olciide benzerlik gosterdigini gordilk. Daha o©nceden de belirtigimiz gibi,
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calismamizda kullanilan H. perforatum ekstresinin HIRH iizerine olan etkisini
gosteren literatiirde baska bir calismaya rastlamadik. Bu nedenle ¢alismamizda
ortaya ¢ikan serum MDA, AST, ALT, LDH, TNF-a, IL-6 ve dMDA sonug¢larini,
degisik antioksidanlarin HIRH modelleri iizerine olan etkilerini gosteren calisma
sonuclariyla karsilastirarak bir genellemeye varmaya calistik.

Calismamizda ortaya ¢ikan AST, ALT ve LDH sonuglarina baktigimizda,
ozellikle ALT enzimi agisindan ortaya ¢ikan sonuglarmn daha 6nceki HIRH
sonuclartyla benzer Ozellikte oldugunu gordiik. Calismamizda, H. perforatum
ekstresi kullanilan HP grubunda ortaya ¢ikan serum ALT degerlerinin, HIRHa
kars1 hicbir koruyucu ajan kullanilmayan IR ve KMS gruplarinda ortaya cikan
serum ALT degerlerine gore anlamh olarak diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir. Hatta HP
grubundaki serum ALT degerleri ile hicbir IR islemi uygulanmayan Sham
grubundaki serum ALT degerleri arasinda anlamli bir farkin olmadigi goriildii.
Calismamizdaki serum AST degerleri acisindan da Sham grubu ile HP grubu
arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi. Olusturulan HIRH’a karsi hicbir
koruyucu ajanin kullanilmadigi KMS grubundaki serum AST degerlerinin ise HP
grubundaki serum AST degerlerine gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edildi. Gerek tiim gruplarda olusan serum ALT degerleri ve gerekse serum AST
degerleri acgisindan ortaya c¢ikan ve yukarida Dbahsedilen iki sonug;
antioksidan(100), antiinflamatuar(86) ve Ca** mobilizasyonunu engelleyici(92)
ozelliklere sahip molekiiller iceren H. perforatum ekstresinin HIRH’a kars

koruyucu bir etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Caligmamizda yer alan ve
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HIRH’a kars1 hicbir koruyucu ajamin kullanilmadigi IR grubunda ortaya ¢ikan
AST degerleri ile HP grubundaki AST degerleri arasinda anlamli bir farkin
olmamasi ise diisiindiiriicidiir. Calismamizda dikkat ¢eken diger bir sonug ise,
serum LDH seviyeleri acisindan IR, KMS ve H. perforatum ekstresi verilen HP
grubu arasinda anlaml bir farkin olmamasidir. Yapilan ¢alismalara baktigimizda
olusturulan HIRH modellerindeki serum ALT, AST ve LDH seviyelerinin, olusan
karaciger hasarmin bir sonucu olarak yiikseldigini gérmekteyiz(126, 127, 129).
Ayn1 calismalarda, antioksidan Ozellikleri basta olmak iizere cesitli Ozelliklere
sahip ajanlarin kullanilmasiyla serum AST, ALT ve LDH seviyelerinin
yiikselmesinin engellendigi gosterilmistir. Dolayis1 ile de HIRH’a kars1 koruyucu
ozellik gosteren ajanlarin, IR peryodu sirasinda karacigerde parankim hasarinin
olusmasini engelleyerek serum ALT, AST ve LDH seviyelerini diisiirdiigii aciktir.
Calismamizda ortaya cikan gerek serum AST seviyeleri agisindan IR ve HP
gruplar1 arasinda, gerekse LDH seviyeleri acisindan IR, KMS ve HP gruplari
arasinda anlamli bir farkin olmamasi ise bu sonuclarla ¢elismektedir. Dahas1 bu
calismanin H. perforatum’un HIRH iizerine olan etkisini gosteren ilk calisma
oldugu unutulmamalidir. Bu baglamda, ortaya cikan celiskili sonuglarm H.
perforatum’un HIRH iizerine olan etkisini gosteren baska calismalarla birlikte
aydinlatilabilecegini diisiinmekteyiz.

Olusturulan HIRH modeli sirasinda IRH’a kars1 hicbir koruyucu ajanin
kullanilmadig1 IR ve KMS gruplarinda, serum TNF-a seviyeleri acisindan anlamli

bir fark saptanmadi. Fakat her iki gruptaki TNF-a seviyelerinin de HP grubuna
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gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi. Hatta HP grubundaki serum TNF-
a seviyeleri ile Sham grubundaki serum TNF-a seviyeleri arasinda anlamli bir
farkin olmadig1 da goriildii. Aym sekilde, olusturulan HIRH modeli sirasinda
IRH’a kars1 hi¢bir koruyucu ajanin kullamilmadig1 IR ve KMS gruplarinda, serum
IL-6 seviyeleri acisindan da anlaml bir fark goriilmedi. Fakat her iki gruptaki
serum IL-6 seviyelerinin de HP grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edildi. Karacigerde olusan IRH iizerine yapilan calismalar incelendiginde, HIRH
sirasinda IL-6 ve TNF-a seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistiir(126, 127, 128,
129). Aym calismalarda, HIRH sirasmda serum TNF-o ve IL-6 seviyelerinde
olusan bu yiikselmenin antioksidan, antiinflamatuar ve antiapopitotik Ozellik
gosteren degisik bircok ajanin kullanilmasiyla engellenebildigi gosterilmistir.
Serum TNF-a ve IL-6 seviyelerinde olusan bu azalma aslinda azalan karaciger
hasarinin bir gostergesidir. Ciinkii bilindigi gibi karacigerde gelisen IR siirecinde
meydana gelen inflamatuar yanitin siddeti, aym1 zamanda olusacak hepatosit
hasarinin bir gostergesidir. Inflamatuar yamitin olusmasinda ise TNF-o ve IL-6
gibi sitokinlerin rolii biiyiiktiir(45, 46, 54). Karacigerdeki IR peryodu sirasinda
serum TNF-a ve IL-6 seviyelerinde meydana gelen azalma, inflamatuar yanitin ve
buna bagh olarak olusacak hepatosit hasarmnin azalmasi ile sonuglanacaktir.
Bilindigi gibi H. perforatum ekstresi antiinflamatuar(85, 86, 96, 97) ve
antioksidan(72, 100, 101, 102) ozelliklere sahip bircok molekiilii yapisinda
barindirir. H. perforatum’un, bu ozelligi sayesinde karacigerdeki IR peryodu

sirasinda olusan inflamatuar yanit1 azalttigini diistinmekteyiz. Calismamizda yer
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alan HP grubundaki serum TNF-a ve IL-6 seviyelerinde goriilen azalma da bu
acidan destekleyici sayilmalidir.

Cesitli nedenlere bagl olarak olusan doku hipoksisi, degisik derecelerde
lipid peroksidasyonunun olugmasiyla sonug¢lanir. Lipid peroksidasyonu ise, bir
lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA seviyesinde olusan artis ile kendini
gosterir(15). Yapilan calismalarda, karacigerde olusturulan IR peryodu sonrasinda
dMDA ve sMDA seviyelerinde c¢esitli derecelerde artislar oldugu tespit
edilmistir(126, 127, 129, 130). Sozii edilen bu caligmalarda ayrica, HIRH
sirasinda dMDA ve sMDA seviyelerinde olusan bu yiikselmenin antioksidan,
antiinflamatuar ve antiapopitotik Ozellik gosteren degisik birgok ajanin
kullanilmasiyla engellendigi gosterilmistir. Bir HIRH modeli olmasa da yapilan
baska bir calismada ise, H. perforatum ekstresinde bulunan flavonoidlerden biri
olan quersetinin rat beyin membranlarindaki lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi,
azalan dMDA seviyesi ile tespit edilmistir(102). Calismamizdaki dMDA ve
sMDA seviyeleri de; HIRH a kars: hi¢bir koruyucu ajamin kullanilmadig: IR ve
KMS gruplarinda anlamli olarak yiiksek, H. perforatum ekstresi kullanilan HP
grubunda ise anlaml olarak diisiik bulunmustur. Bu da bize antiinflamatuar(85,
86, 96, 97) ve antioksidan(72, 100, 101, 102) ozelliklere sahip bir¢cok molekiilii
yapisinda barindiran H. perforatum ekstresinin, karacigerde IRH sirasinda olusan
inflamatuar yanit1 inhibe ettigini gdstermektedir. Ciinkii azalan inflamatuar yanit
ROT sentezinin ve buna bagh olarak lipid peroksidasyonunun inhibisyonu ile

sonuclanmig; buda dMDA ve sMDA seviyelerinde olusan azalma ile kendini
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gostermistir.  Biitin  bu veriler, dMDA ve sMDA seviyeleri agisindan
calismamizda ortaya ¢ikan sonuglarin yapilan diger ¢alismalarla uyumlu oldugunu
gostermektedir.

Calismamizda ortaya cikan dIOPU seviyelerinin, Sham grubuna kiyasla
IR ve KMS gruplarinda oldukca yiiksek oldugu tespit edildi. Olusan diIOPU’lerin
HP grubundaki seviyelerinin ise, IR ve KMS gruplarina gore anlamli olarak diisiik
oldugu goriildii. PubMed veri tarama sisteminde yaptigimiz arastirmalarda H.
perforatum’un IRH iizerine olan etkisini gosteren tek bir ¢aligmaya rastlandi. Bu
calisma da, H. perforatum’un barsaklarda olusturulan IRH iizerine olan etkileri
hakkinda yapilmig bir ¢calisma idi. So6zii edilen bu calismaya protein oksidasyon
iriinleri agisindan baktigimizda, bir protein oksidasyon {riinii olan doku
nitrotirozin seviyelerinin(17) H. perforatum ekstresi verilen ratlarda anlaml
olarak diisiik ¢iktig1 rapor edilmisti(125). Bizim calismamizda da, bir diger
protein oksidasyon iiriinii olan diOPU seviyelerinin(18) HP grubunda anlamli
olarak diisiik ¢iktig1 goriildii. Ote yandan kendileri birer HIRH modeli olmasa da,
oksidatif hasar durumunda diOPU seviyelerinde olusan degisiklikler iizerine
yapilan bazi arastirmalar1 da inceledik. Bu arastirmalarda, oksidatif stresin sz
konusu oldugu bircok patolojik durumda diOPU seviyelerinin yiikseldigine dair
bulgular rapor edilmistir. Buna karsin ayni1 c¢aligmalarda, antioksidan ve
antiinflamatuar  6zellik gosteren cesitli ajanlarm  kullamilmasiyla diOPU
seviyelerindeki bu yiikselmenin Oniine gecildigini isaret eden bilgiler de goze

carpmaktadadir(133, 134). Bizim ¢alismamizda ise yukarida da belirttigimiz gibi,
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H. perforatum ekstresinin kullanildigt HP grubundaki diOPU seviyelerinin IR ve
KMS gruplarina goére anlamli olarak diisiik ¢iktigini gordiik. Tiim bu sonuclara
bakarak, antiinflamatuar(85, 86, 96, 97) ve antioksidan(72, 100, 101, 102)
ozelliklere sahip H. perforatum ekstresinin HIRH sirasinda olusan protein
oksidasyonunu inhibe ettigini sOyleyebiliriz. Ciinkii inhibe olan protein
oksidasyonu, HP grubunda azalan diOPU seviyesi olarak kendini gdstermistir.
Calismamizda yer alan iR, KMS ve HP gruplarindaki sIOPU seviyelerinin Sham
grubuna gore anlamli olarak yiiksek c¢iktig1 goriildii. Ayrica sIOPU seviyeleri
acisindan IR ve KMS gruplar1 arasinda anlamli bir farkin olmadig da goriildii.
Calismamizdaki KMS grubunda ortaya cikan siOPU seviyelerinin ise, HP
grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ H. perforatum
ekstresinin protein oksidasyonunu inhibe ederek HP grubundaki siOPU
seviyelerini diisiirdiigiinii gostermektedir. Fakat siOPU seviyeleri acisindan iR ve
HP gruplar1 arasinda anlamli bir farkin olmamasi ise, bu diisiincemizle
celismektedir. Daha ileri caligmalarda bu celiskilerin ve cesitli limitasyonlarin
giderilebilecegini timit etmekteyiz.

Calismamizda, histopatolojik doku hasar skor seviyeleri ve SEH’lere
adezyonu gerceklesmis birim alandaki PNL sayilar1 agisindan benzer sonuglar
elde edildi. Calismamizda yer alan gerek IR ve gerekse KMS gruplarinda ortaya
cikan histopatolojik doku hasar skor seviyelerinin Sham ve HP gruplarina gore
anlaml olarak yiiksek oldugu goriildii. Histopatolojik doku hasar skor seviyeleri

acisindan Sham ve HP gruplar1 arasinda ise anlamli bir farkin olmadig1 goriildii.
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Histopatolojik ~ degerlendirmeler agisindan, gerek bizim c¢aligmamizda
kullandigimiz hepatik hasar skorlama sisteminin(110, 128) gerekse farli hepatik
hasar skorlama sistemlerinin kullanildig1(126, 129, 131) HIRH ile ilgili
caligmalar1 inceledik. Incelemelerimizde membran stabilizatorii, antiapopitotik,
antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip ajanlarm kullanilmasiyla
karacigerde IR sirrasinda olusan parankim hasarmin azaldigmi gordiik. Azalan
parankim hasar1 ise gerek hepatik hasar skor seviyelerinde(110, 126, 128, 129,
131) gerekse SEH’lere adezyonu gerceklesmis birim alandaki PNL sayilarinda
olusan azalmayla(110, 128) kendini goOstermistir. Calismamizda da, gerek
karaciger doku hasar skor seviyelerinin gerekse SEH’lere adezyonu gerceklesmis
birim alandaki PNL sayilarmm HP grubunda, IR ve KMS gruplarmna gore anlamli
olarak diisiik ¢iktig1 goriildii. Karaciger doku hasar skor seviyeleri ve SEH’lere
adezyonu gerceklesmis birim alandaki PNL sayilarinda olusan bu azalma, H.
perforatum ekstresinin HIRH iizerine olan koruyucu etkisinin agik bir
gostergesidir.

Tiim bulgular goz Oniine alindiginda da antiinflamatuar, antioksidan ve
antiagregan Ozelliklere sahip bircok molekiilii yapisinda barindiran H. perforatum
ekstresinin HIRH’a karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu aciktir. H.
perforatum’un HIRH iizerine olan bu etkisi, ¢alismamizda ortaya ¢ikan
biyokimyasal ve histopatolojik verilerle biiylikk Olciide desteklenmistir.
Karacigerde olusan IRH’da H. perforatum’un ilk defa kullamliyor olmasi ve

ortaya c¢ikan sonuclarin biyokimyasal ve histopatolojik verilerle biiyiik Olglide
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desteklenmis olmasi nedeniyle caliygmamizin bundan sonraki arastirmalara yol
gosterecegi inancindayiz. Ancak H. perforatum’un klinikte HIRH’1 ©nlemek
amaciyla kullanilabilmesi i¢in, c¢ok sayida ve daha ileri c¢aligmalarla

desteklenmesine ihtiya¢ oldugu da bir gergektir.

6. SONUC

m Her hangi bir organa giden kan akiminin azalmasi veya tamamen durmasi ve
daha sonra olusan repefiizyon siireci akut bir inflamatuar cevabin olusmasina
sebep olur.
* Olusan bu inflamatuar cevap ile baslayan ve doku hasari ile sonuglanan
tabloya IRH denir.
» Insan viicudunda baslica kalp, bobrek, akciger, karaciger gibi organlarda
siklikla olusur.
m Postiskemik dokuda olusan inflamatuar cevap solunum ve kardiyovaskiiler
sistemleri etkileyecek kadar siddetli olabilir.
*Hatta olusan bu cevap COY ve SIYS’a neden olabilir.
m Meydana gelen IRH’da gesitli ROT’lar, sitokinler, kemokinler, HAM’lar ve
PNL’ler aktif olarak rol alirlar.
m Olusan ROT’lar hepatosit hasarina yol acarak IRH sirasinda olusan karaciger

fonksiyon bozuklugunun artisina sebep olurlar.
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m Oksidatif stresin mevcudiyeti hiicre dongiisiinde bir takim bozukluklar
olusturarak apopitozisi baslatir.
m Amacimiz olusan IRH’1 onlemek veya IRH’1n organ ve sistemler iizerinde
olusturdugu olumsuz etkileri en aza indirebilmektir.
* Bu amagla cesitli prosediir ve ajanlar denenmistir.
* Uygulanan prosediirlerden biri iskemik dnkosullama olup, prosediir uzun
bir iskemi peryodundan once kisa siireli olarak uygulanan IR peryotlarm1
icertir.
* Siiperoksit dismutaz, melatonin, allopiirinol, a-tokoferol, N-asetil
sisteyin, glutatyon ve desferoksamin gibi antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikler gosteren ajanlarin kullanimi1 da HIRH siddetini azaltir.
m Bizde calismamizda antiagregan, antiinflamatuar ve antioksidan ozelliklere
sahip bircok molekiilii yapisinda barindiran H. perforatum ekstresini kullandik.
m Karacigerde olusan IRH’1n degerlendirilmesinde AST, ALT, LDH, TNF-a, IL-6
ve MDA seviyeleri ile histopatolojik incelemeler sik¢a kullanilan parametrelerdir.
m Yaptigimiz calismada bu parametrelere ek olarak HIRH sirasindaki diIOPU ve
siOPUseviyelerini de degerlendirmeye aldik.
m Calismamizda olusan serum AST degerleri agcisindan Sham grubu ile HP grubu
arasinda anlamli bir farkin olmadig: goriildii. Aym sekilde serum AST degerleri
acisindan gerek IR ve KMS gruplar: arasinda, gerekse IR ve HP gruplari arasinda

anlaml bir farkin olmadig: goriildii.
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m Serum AST seviyeleri acisindan KMS grubu ile HP grubu karsilastirildiginda,
KMS grubundaki serum AST seviyelerinin HP grubundaki serum AST
seviyelerine gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii.

m Serum ALT seviyeleri acisindan gerek Sham grubu ile HP grubu arasinda,
gerekse IR grubu ile KMS grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. Buna karsin iR
ve KMS gruplarindaki serum ALT seviyelerinin HP grubuna gore anlamli olarak
yiiksek oldugu tespit edildi.

m Serum LDH seviyeleri agisindan IR, KMS ve HP gruplar: arasinda anlamli bir
fark yoktu. Fakat bu ii¢ gruptaki serum LDH seviyelerinin Sham grubuna gore
anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii.

m Serum TNF-a ve IL-6 seviyeleri acisindan gerek IR grubu ile KMS grubu
arasinda, gerekse Sham grubu ile HP grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. Fakat
IR ve KMS gruplarindaki Serum TNF-a ve IL-6 seviyeleri HP grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti.

m Ortaya cikan sMDA seviyeleri acisindan gerek Sham grubu ile HP grubu
arasinda, gerekse IR grubu ile KMS grubu arasinda anlamh bir fark yoktu. Buna
karsin, IR ve KMS gruplarindaki SMDA seviyeleri HP grubuna gére anlamli
olarak yiiksekti.

m Olusan dMDA seviyeleri acisindan Sham grubu ile HP grubu arasinda anlaml
bir farkin olmadig1 goriildii. Fakat gerek IR ve gerekse KMS gruplarindaki dMDA

seviyeleri, HP grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu. Aymi sekilde, IR
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grubundaki dMDA seviyelerinin de KMS grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu tespit edildi.

m Gerek sIOPU gerekse diOPU seviyeleri agisindan IR grubu ile KMS grubu
arasinda anlamh bir fark yoktu. Aym sekilde siOPU seviyeleri agisindan Sham
grubu ile HP grubu arasinda da anlaml bir fark yoktu. Fakat HP grubundaki
diOPU seviyelerinin Sham grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edildi.

m Gerek IR ve gerekse KMS gruplarmndaki dIOPU seviyeleri, HP grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti. Ayn1 sekilde KMS grubundaki sIOPU seviyeleri de HP
grubundan anlamli olarak yiiksekti. Buna karsin, siIOPU seviyeleri agisindan IR
grubu ile HP grubu arasinda anlamli bir farkin olmadig: goriildii.

m Karaciger doku hasar skor seviyeleri ve SEH’lere adezyonu gerceklesmis birim
alandaki PNL sayilar1 agisindan gerek IR grubu ile KMS grubu arasinda, gerekse
Sham grubu ile HP grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. Buna karsin her iki
parametre degerlerinin, IR ve KMS gruplarinda HP grubuna kiyasla anlamli
olarak yiiksek oldugu goriildii.

m Tim bulgular gbz Oniine alindiginda da antiinflamatuar, antioksidan ve
antiagregan Ozelliklere sahip bircok molekiilii yapisinda barindiran H. perforatum
ekstresinin HIRH a kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu agiktir.

m Ancak H. perforatum’un klinikte HIRH’1 6nlemek amaciyla kullanilabilmesi

icin daha ¢ok ¢aligmaya ihtiya¢ bulundugu da bir gercektir.
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8. OZET

Ratlarda karacigerde olusturulan hepatik iskemi reperfiizyon hasar1 iizerine

Hypericum perforatum’un etkileri.

Iskemi reperfiizyon hasari(IRH), cerrahi ve travma hastalarinin metabolik
olarak aktif dokularinda olusturdugu zarardan dolayr 6énemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Bu siire¢ karacigerde, transplantasyon ve rezeksiyonlar
sirasinda kan akiminin kesilmesi sonucunda olusur. S6z konusu durum ayrica,
hipovolemik ve septik sok sirasinda sistemik dolasimda olusan kollaps sonucunda
da olusabilir. Karacigerde olusan reperfiizyon hasarini dnlemek veya etkisini en
aza indirebilmek icin siiperoksit dismutaz, melatonin, allopiirinol, a-tokoferol, N-
asetil sisteyin, glutatyon ve desferoksamin gibi c¢esitli antioksidan ve
antiinflamatuar ajanlar kullanilmistir. Bizde c¢alismamizda, antioksidan ve
antiinflamatuar ozelliklere sahip c¢esitli bilesikler iceren Hypericum perforatum
ekstresinin, karacigerde olusan iskemi reperfiizyon hasar1 iizerine olan etkilerini
inceledik.

Calismamizda 200-275 gr agiwrhiginda 62 adet Wistar-Albino erkek rat
kullanildi. Hayvanlar dort gruba ayrildi. Birinci grup(Sham, n: 8), standart
laboratuvar yemi verildi ve daha sonra portal diseksiyon yapild; ikinci grup (IR,
n: 18), standart laboratuvar yemi verildi ve daha sonra 45 dakika siireyle % 70’lik
parsiyel karaciger iskemisi uygulands; iiciincii grup(KMS+IR, n: 18), 1 hafta

siireyle %0,5’lik karboksimetil seliiloz verildi ve daha sonra ikinci gruptaki gibi
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IR islemi uygulandi; dordiincii grup(KMS+HP+IR, n: 18), 1 hafta siireyle
%0.5’lik KMS icerisinde hazirlanmis H. Perforatum ekstresi 400mgr/kg/giin
olacak sekilde verildi ve daha sonra IR islemi uygulandi. Son ii¢ gruptaki
hayvanlardan iskemi Oncesi ve reperfiizyon sonrast 1, 2 ve 4. saatlerde kan
ornekleri alinmasma karsin Sham grubundan sadece 1 defa kan Ornegi alindi.
Karaciger doku 6rnekleri de benzer sekilde alindi. Alinan kan drneklerinde serum
AST, ALT, LDH, TNF-o, IL-6, MDA ve IOPU seviyelerine, doku 6rneklerinde
ise MDA, IOPU ve doku hasar skor seviyeleri ile SEH’lere adezyonu
gerceklesmis birim alandaki PNL sayilarina bakildi.

Incelenen parametrelerden serum ALT, TNF-a, IL-6 ve MDA
seviyelerinin HP grubunda, IR ve KMS grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik
oldugu goriildii. Bu parametreler agisindan IR ve KMS gruplar1 arasinda ise
anlamlhi bir fark yoktu. Aynmi sekilde karaciger doku hasar skor seviyeleri ve
SEH’lere adezyonu gerceklesmis birim alandaki PNL sayilar1 agisindan IR ve
KMS gruplar1 arasinda fark yoktu. S6z edilen her iki parametre sonug¢larinin da
HP grubunda, IR ve KMS grubuna kiyasla anlaml olarak diisiik oldugu tespit
edildi.

Bu sonuglar, antioksidan ve antiinflamatuar ozelliklere sahip H.
perforatum ekstresinin karacigerdeki iskemi reperfiizyon hasari iizerine olan
koruyucu etkisinin bir gostergesidir. Fakat gerek serum AST degerleri agisindan
IR ve HP gruplar1 arasinda; gerekse serum LDH seviyeleri a¢isindan IR, KMS ve

HP gruplar1 arasinda anlamli bir farkin olmamas: ise diisiindiiriiciidiir. Sonug
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olarak, H. perforatum’un HIRH iizerine olan etkisinin tam olarak

aydinlatilabilmesi i¢in daha ¢ok c¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Iskemi, Karaciger iskemi reperfiizyon hasari, Hypericum

perforatum.

9. SUMMARY

The Effects of Hypericum perforatum on Hepatic Ischemia-Reperfusion Injury in

Rats.

Ischemia-reperfusion injury(IRI) which damages metabolically active
tissues is associated with a high morbidity and mortality in both surgical and
trauma patients. This process is of importance in situations such as interruption of
blood flow to the liver as in transplantation, or resection of it. It can also occur as
a consequence of collapse of systemic circulation as in hypovolemic and septic
shock situations. A variety of agents such as superoxide dismutase, melatonin,
allopurynol, a-tocopherol, N-acetyl cystein, glutathione and desferoxamine, which
are known as having antioxidant and antiinflammatory properties have been used
to prevent or to minimize the liver damage after ischemia-reperfusion injury. We

also investigated the effects of the crude extract of Hypericum perforatum
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including some compounds with antioxidant and antiinflammatory features on
ischemia-reperfusion injury of the liver.

In our study, a total of 62 wistar-albino male rats weighing from 200 to
275 g were used. The animals were divided into four groups. First group(Sham, n:
8) given Standard laboratory chow followed by sham operation(minimal portal
dissection); Second group(IR, n: 18) given standart laboratory chow followed by
partially liver ischemia(70%) for 45 minutes; Third group(CMC+IR, n: 18) given
0,5% carboxymethyl cellulose for a week followed by IR just like the second
group; Fourth group(CMC+HP+IR, n: 18) given 0,5% carboxymethyl cellulose
supplemental the extract of Hypericum perforatum(400mg/kg/d) for a week
followed by IR. Blood samples were obtained from the last three group animals
before ischemia and 1, 2 and 4 hours after reperfusion, otherwise, one time from
the Sham group animals. In addition, liver tissue sampling was also performed
similarly. When aspartate aminotransferase(AST),alanine aminotransferase(ALT),
lactate dehydrogenase(LDH), tumor necrosis factor alpha(TNF-a), interleukin-
6(IL-6),  malondialdehyde(MDA) and advanced oxidation  protein
products(AOPP) levels were determined in blood samples; MDA, AOPP and
tissue damage grades and number of polymorphonuclear leucocyte(PNL) adherent
to sinusoidal endothelial cells(SEC) in the per target field were studied.

Blood levels of ALT, TNF-a, IL-6 and MDA were significantly low in HP
group compared with IR and CMC groups. No difference existed between IR and

CMC groups. Similarly, there was no difference between IR and CMC groups
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with respect to liver injury scores and number of PNL adherent to SEC in the per
target field. The results were significantly low in HP group compared with IR and
CMC groups, respectively.

These results indicate that H. perforatum having antioxidant and
antiinflammatory properties can protect the liver against IRI. However, no
significant difference between IR and HP groups with respect to blood AST
levels, and similarly, among IR, CMC and HP groups for blood LDH levels is
unclear. In conclusion further studies need to be carried out to exactly explain the

effect of H. perforatum on hepatic IRI.

Key Words: Ischemia, Hepatic ischemia reperfusion injury, Hypericum

perforatum.
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