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OZET
Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasarinda Karnozin ve Melatoninin Koruyucu
Etkileri

Dr. Basak Baykara

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D. inciralti-izmir

AMAC

Karaciger iskemisi ardindan gelen reperflizyon, hepatosit hasari ve apopitozis ile
sonuclanmaktadir. Bu calismanin amaci karaciger iskemi reperflizyon hasarinda,
antioksidan ajan olan karnozin (KAR) ve melatonin (MEL) verilerek, etkilerini i1sik

mikroskobik, immunhistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelemektir.

YONTEM

5 galisma grubu olusturuldu. 1.Sham, II. iskemi/reperfiizyon (iR), lll. IR+MEL, IV. IR+
KAR V. IR+ MEL+KAR. Total hepatik iskemi 1 saat, reperflizyon 4 saat uyguland..
KAR 250 mg/kg, MEL 10 mg/kg iskemiden 30 dakika 6nce ve reperflizyondan hemen
once intraperitoneal yolla verildi. Isik mikroskobik incelemeler igin takip yapilan
dokulardan elde edilen kesitler hemotoksilen eosin ile, elektron mikroskobik takip
yapilan dokulardan alinan ince kesitler ise toluidin blue ile boyandi. Apopitotik hiicre
boyanma farkliliklari apostain boyasi ile gdsterildi. Serumda ALT (alanin
aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), karaciger doku homojenatlarinda
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances ), MPO (myeloperoksidaz), Glutatyon
Reduktaz (GR) duzeyleri dlguldu.

BULGULAR

IR grubunda yaygin hepatosit hasari, sinuzoid dilatasyonu, konjesyon, nétrofil
infiltrasyonu gozlenirken tedavi gruplarinda bu bulgular olduk¢ca azalmig olarak
izlendi. IR grubunda artan ALT, AST, MPO diizeyi tedavi gruplarinda azalmis olarak
bulundu. GR diizeyi IR grubunda disiikken KAR ve KAR+MEL verilen grupta artis

gosterdi. TBARS olgumlerinde gruplar arasi anlamli fark bulunmadi. Apostain boyasi



ile boyanan kesitlerde iR grubunda artan apopitotik hiicre sayisinin, tedavi verilen
gruplarda azaldig1 gozlendi.

SONUGC

IR hasarina bagli olugsan yapisal ve biyokimyasal degisikliklerin geri déntisimiinde
MEL’ e gére KAR daha etkilidir. MEL + KAR’In bir arada verilmesi bu maddelerin ayri

ayri verilmesinden ¢ok daha iyi sonuglar elde edilmesine neden olmustur.

Anahtar Sozcukler: Karaciger, iskemi, reperflizyon, karnozin, melatonin



ABSTRACT

Protective Effects of Carnosine and Melatonin on Hepatic Ischemia-

Reperfusion Injury

Dr. Basak Baykara
Histology and Embryology Department, Faculty of Medicine, Dokuz Eylul University,

inciralti, izmir, Turkey

AimM

Hepatic ischemia and subsequent reperfusion cause hepatic injury and apoptosis.
The aim of this study is to investigate the light microscopic, biochemical and
immunohistochemical effects of antioxidant agents, carnosine (CAR) and melatonin

(MEL), in hepatic ischemia reperfusion injury.

MATERIAL AND METHOD

Five study groups were formed. The groups are; |. Sham-operated, Il. Ischemia/
reperfusion (IR), lll. IR+MEL, IV. IR+CAR, V. IR+CAR+MEL Total hepatic ischemia is
applied for 1 hour and reperfusion period is applied for 4 hours. CAR (250/mg/kg)
and MEL (10/mg/kg) were administered 30 minutes prior to the ischemia period and
immediately before the reperfusion period, intraperitoneally. Tissue samples were
prepared for light microscopy. Light microscopic preparations were stained with
hematoxylin-eosine. Electron microscopic semithin preparations were stained with
toluidin blue. Apoptotic cells were demonstrated by apostain ALT, AST levels were
measured in serum. TBARS, MPO and GR were measured in hepatic tissue

homogenate.

RESULTS
In ischemia reperfusion group, diffuse hepatocyte injury, dilated sinusoids, congetion

and neutrophil infiltration was observed however in treatment groups these changes



were seen much less than ischemia reperfusion group. ALT, AST and MPO levels
were increased in IR group, also those levels were decreased in treatment groups.
GR level was decreased in IR group, on the contrary, increased in KAR and
KAR+MEL groups. There was no difference in TBARS levels between groups.
Number of apoptotic cells were increased in IR group and decreased in treatment

groups, in apostain stained sections.

CONCLUSION

Treatment of carnosine is much more effective than melatonin for recovering of
structural and biochemical changes in ischemia reperfusion injury, nevertheless
treatment of melatonin and carnosine together is much more effective for recovering

from ischemia reperfusion injury.

Key Words: Liver, ischemia, reperfusion injury, carnosine, melatonin



2. GiRiS VE AMAC

iskemi, hiicre enerji diizeyinin diigmesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikimine yol agarak, hucre fonksiyon bozuklugundan htcre 6limune kadar giden bir
dizi biyokimyasal reaksiyonu baglatir. iskemik dokunun tekrar kanlanmasi
reperflzyondur, enerji gereksiniminin geri kazanilmasi ve toksik metabolitlerin
ortamdan uzaklastiriimasi igin gereklidir. Ancak, iskemi sirasinda olusmus toksik
metabolitlerin ve cesitli inflamatuvar mediatorlerin sistemik dolasima verilmesi ile
ciddi metabolik bozukluklar olusabilir ve reperflizyon daha ileri doku hasarina yol
acabilir (1).

iskemi reperfiizyon hasari (iRH), hipoksik organin tekrar oksijenlenmesi
ardindan ortaya c¢lkan hucresel hasarlanmadir. Karacigerde iskemi-reperfuzyon
hasari ilk kez 1975de Toledo-Pereyra ve arkadaslarinin deneysel olarak
gerceklestirdikleri  karaciger naklinde gozlenmistir. Nakledilmis karacigerde
konjesyon, ilerleyici trombozis, organ yetmezligi ile sonuglanan greft nekrozu
gelismistir (2).

Karaciger iskemisi nakil cerrahisinden baska, travma, kanser, safra yolu
tikanmalari ve darliklari nedeniyle ameliyat edilen hastalarda, ayrica cerrahi girigsim
olmaksizin  bir hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben
olusabilmektedir. Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasarina yol agan birgok
mekanizmanin katihmindan meydana gelir. Kupffer hlicre aktivasyonu, reaktif oksijen
turlerinin (ROT) olusumu, sitokin ve kemokin salgilanmasi, vazokonstriksiyon, nitrik
oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, notrofil I6kositlerin  toplanmasi,
mitokondriyal gecirgenligin degisiklige ugramasi, kalsiyumun (Ca+2) hlcre igine
dengelenmemis gecisi ve pH paradoksu gibi ¢esitli hlicresel ve molekuler etkilesimler
s6z konusudur. Bu kompleks mekanizmalar hicre o6limine, organ fonksiyon
bozukluguna ve en sonunda da organ kaybina neden olmaktadir (3).

IRH’'den sorumlu oldugu distnilen patofizyolojik mekanizmalari bloke edecegi
dusundlen birgok hepatosit koruyucu ajan; allopurinol, a-tokoferol, mannitol,
dopamin, prostoglandin, aktive karbon hemoperfizyonu, glukagon, melatonin,
karnitin, klorpromazin, aprotonin, metil prednizolon, deferoksamin, siklosporin,

katalaz, aspartik asit, ubiquinon, trombosit aktive edici faktdr antagonistleri, adenozin



trifosfat (ATP), verapamil, nifedipin, siiperoksit dismutaz tanimlanmis ve bunlarin iRH
lizerine iyilestirici etkileri deneysel IR modellerinde arastiriimistir (4,5).

Karnozin (KAR) (B-alanyl-L-histidine),1900’lerde kesgfedilmis ilk noropeptiddir.
Kas ve sinir dokuda genis dagilim gosterir. KAR'’in antioksidan etkisi 1984°’de ilk kez
gosterilmis bir¢cok ¢alisma ile dogrulanmistir. KAR, suda erime 6zelligine bagli olarak,
suda c¢ozinen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri) yuksek
oldugu sitozolde fonksiyon gorur. Aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik
fonksiyonuna bagl olarak antioksidan Ozellige sahiptir. Hidroksil ve superoksit
radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekulinin temizleyicisidir. Bu
Ozelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet kasi iskemi reperfiizyon hasarinda KAR’in
koruyucu etkisi arastirilmig ve olumlu sonug¢ alinmigtir (6—11). Ancak literatirde
KAR'In karaciger IRH Uzerine etkisi ile ilgili herhangi bir galisma bulunmamaktadir.

Melatoninin (MEL) (N-asetil-5-metoksitriptamin) dolagsimdaki asil kaynagi pineal
bezdir. Ayrica ¢ok daha dusUk oranda retina, gastrointestinal sistem, I6kositlerde de
uretilmektedir. MEL kuguk bir molekuldur (12).Yuksek lipofilik 6zelligi vardir, bu
nedenle hucrenin tum bolumlerinde bol miktarda bulunur. Burada MEL, oksidatif
hasara karsi DNA, lipid ve proteinleri korur (13-16). MEL’in serbest radikal
temizleyicisi ve antioksidan etkisi oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir ( 17-21).

Biz bu calismamizda KAR’In iIRHYyi dizeltici 6zelligi oldugunu dislinerek,
koruyucu etkisi karaciger IRH’ de kanitlanmis olan MEL ile karsilastirip etkilerini,

histolojik ve biyokimyasal yonlerden karsilastirmayi amacladik.



3. GENEL BILGILER

3.1 Karaciger Histolojisi

Karaciger; sindirim kanalindan emilen besinlerin iglendigi, depolandidi bir
organdir. Agirhgr yaklagsik 1,5 kg dir. Organa kanin %70-80’i portal venden, geri
kalan bolimu hepatik arterden gelir. Sindirim kanalindan emilen silomikronlar
disindaki maddeler portal ven yoluyla karacigere ulasir. Hilumda portal ven, hepatik
arter ve sinirler girer, sag ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler gikar (1). Glisson
kapsull hilusta organin icine girer ve organi lobullere ayirir. Lobdllerin birbiriyle
birlestigi bolimlerde bag dokusu artarak, enine kesitte G¢gen bigiminde alanlar olarak
gorulur. Arter, ven ve safra duktusunu igceren bag dokusu alanlara “portal aralik-
Glisson Uggeni” denir. Karaciger, diyafragma ve arka yluzunde abdomenle temas
eden bir bolimu diginda periton ile ortlludar. Karacigerdeki htcrelerin %65'ini,
karaciger hacminin %80'ini hepatositler olusturur. Parankimde, hepatositlerin disinda
Kupffer hicreleri (sinuzoidal makrofajlar) ve perisinuzoidal yildizsi hiicreler (ito

hacreleri) bulunur.

3.1.1 Hepatosit

Hepatosit adini alan karaciger hucreleri, polihedral sekilli, alti ya da daha fazla
yuzeyli ve 20-30um c¢apindadir. Hepatosit, bir ya da iki tipik nukleolus igeren bir ya
da iki yuvarlak nukleusa sahiptir. Bol miktarda granulll ve agranuler endoplazmik
retikulumu vardir. Bu organellerde inaktivasyon ya da detoksifikasyon igin gerekli
oksidasyon, metilasyon, konjligasyon gergeklesir.

Karaciger hucrelerinde glikojen elektron yogun granuller halinde goérulir. Kan
glikozu normalin altina dugerse mobilize olur. Lizozomlar, hicre igi organel yikiminda
gorevlidir. Golgi kompleksi yassilasmis sisternalar kuguk vezikuller ve safra
kanalikuli yakininda yer alan daha buyuk vakuollerden olusmustur. Nukleus tipik
vezikller cekirdektir. Agrantler endoplazmik retikulumda maddeler, silfat ya da
glukronid ile birlestirilerek inaktive ya da detoksifiye olur. Peroksizom oksidatif
enzimleri icerir, endoplazmik retikulumdan olusmaktadir. Hucreyi hidrojen peroksit

(H20>) ile asirn yiklenmekten korur.



Enine kesitte karaciger hucreleri altigen bigimlidir, her hucrenin 3 yuzu vardir.
1)Perisinuzoidal aralija bakan yuz: Cok sayida dizensiz sekil ve buyuklikte uzun
mikrovilluslar bulunur. Mikrovilluslar sekresyon ve absorbsiyon igin genis yluzey
olusturur.

2)Safra kanalikili olusturan yuz: Karsilikh olarak komsu karaciger hucre
membranlarinin kivrilmasiyla tubuler bir aralik olusur. Bu yuzde de mikrovilluslar
bulunur. Salgi olmadigi zaman mikrovilluslarin boyu artarak lGmeni kapatir.

3)Komsu karaciger hicresiyle siki temastaki yuz: Zonula okludens ve gap junction ile

sikica birbirine tutunurlar.

3.1.2 Karaciger Loblilleri

1)Klasik karaciger lobuld: Enine kesitlerde lobul altigen seklindedir. Her kdsesinde
Glisson Ug¢geni ortasinda vena sentralis bulunur. Vena sentralis ¢evresinde isinsal
seyirli karaciger hucreleri vardir. Tek hucre kalinigindaki karaciger hucre
kordonlarina “Remark hicre kordonlari” denir.

2)Portal lobul: Safra salgilanisi gz 6nune alinmigtir. Portal aralik igindeki bir safra
duktusuna safra veren komsu karaciger hicrelerince olusturulur. Ug klasik karaciger
lobulindn vena sentralislerinin birlestiriimesiyle olusur.

3)Asinus: ki komsu klasik lobil iginde ayni interlobiler venden kanlanan hiicre
gruplandir. Lobduller arasinda ilerleyen interlobiler ven komsu iki lobule dagilir.
Sinirlari iki vena sentralis ve iki portal araligin birlestiriimesi ile olusur.

Hepatositler kanlanmaya gore 3 zona ayrilir.

1)Periferik zon: Glikojen, oksijenden en zengin kanla karsilasan hucreler vardir.
Glikojenin en ¢ok depolandidi yerdir.

2)Santral zon: Vena sentralis c¢evresindeki dinlenme evresindeki hicrelerdir. Yag
birikimi bu zondaki hucrelerde baslar.

3)Ara zon: Periferik ve santral zon arasinda kalan alandir.



3.1.3 Portal Aralik

Ug karaciger lobiliniin birlestigi yerdeki bag dokusu alandir. Cevresindeki
karaciger hucreleri bir hicre kalinliginda kordonlar olusturur. Arteria hepatica, vena
porta ve duktus hepatica biliferiyi igerir. Portal ven, superior ve inferior mezenterik
venler ile splenik venden gelen kani, arteria hepatica abdominal aortun c¢olyak
dalindan gelen kani tasir. Safra kanali kubik epitelle ortaludur. Hepatositlerden gelen

safrayi tasir. En buyuk safra duktusunda epitel silindiriktir.

3.1.4 Sinuzoidler

Vena portae ve arteria hepatica’dan gelen kan hucre kordonlari arasinda
bulunan sinuzoidlere bosalir. Kapiller, pencereli endotel tabakasindan olusur.

Endotel hucreleri altlarinda bulunan hepatositlerden “Disse araligi” adi verilen
subendotelyal boslukla ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin mikrovilluslari vardir.
Kan, vena sentralise sonra vena interkalarise dokulir. Vena interkalarislerin
birlesmesiyle toplayici ven olusur, vena hepatikayi yaparak vena cava inferiora agilir.
Sinuzoidler kapillerden daha genis caplidir. Limen seyri boyunca genigsleme ve
daralmalar gorultr. Duvarinda fagositoz yapan “Kuppfer huacreleri” bulunur. Bunlar
tipik makrofajlardir. Bu hicreler endotel hicrelerinden daha buyuktir. NUkleusu oval
ve bulyuk, nukleolusu cok belirgindir. Peroksidaz (+)tir, bu 0&zellikleri endotel
hicrelerinden ayriminda kullanilir. Kuppfer htcreleri eritrositleri metabolize eder,
hemoglobini yikar, immunolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilar. Yag depolayan ito

icinde retinil esterleri seklinde biriktirme kapasitesine sahiptirler. Endotel hicrelerinin

koyu boyanan yassi nikleusu vardir. Sitoplazmada kuguk vezikuller bulunur.

3.1.5 Disse Araligi

intersitisyel araliktir. icinde bulunan sivi plazmadir. Karacigerde lenf yapiminda

A}

rol oynar. Lobulun periferinde “Mall araligi” ile devam eder. Portal araliktaki safra

duktusu ve damarlarin g¢evresinde bulunur. Bu araliktan kor uglar halinde lenf



damarlari baslar. Disse icinde hem endotel hem Kuppfer hicrelerinden tireyen
perisinuzoidal htcreler bulunur. Retikller ve kollagen fibril sentezi, fotal karacigerde
hemotopoezi saglayan stem cell olarak gorev yaptigi dustunilmektedir. Daha ¢ok ara

ve periferik zonda bulunurlar.

3.1.6 Safra Kanalikiilleri

Karaciger hucreleri arasinda bulunurlar. Gumusleme ya da alkalen fosfataz
reaksiyonu ile secilebilir. Capi salgilama sirasinda genisler. Duvarlari gerilince
mikrovilluslar azalir. Safra akimi lobulin merkezinden periferine dogrudur. Lobullin
periferinde safra kanalikullerinin duvarini olusturan karaciger hicreleri sitoplazmasi
soluk boyanan koyu nukleuslu organelce fakir kubik hucrelere donusur. Bu hicreler
belirgin bazal membrana otururlar. Bu bodlge “Hering kanali”” adini alir. Duktus
biliferileri kiibik ya da silindirik epitelle doseli epitel disinda belirgin bag dokusu kilifi
olan genis liumenli tubuler yapilardir.

3.1.7 Karacigerde Lenfatik Dolagim

Karacigerdeki lenf diger lenf sivilarindan daha fazla protein igerir.
Albumin/globulin orani plazmadan daha yuksektir. Torasik duktusa gelen lenfin buyuk
bir bolimU karacigerden, az bir bélimu mezenterik lenfatikler yoluyla barsaklardan
gelir. Lobll iginde lenfatik damar yoktur. Disse araligi lenfin olustugu araliktir. Plazma
Disse araligina geger. Lenf sivisi lobulun periferine ilerler, “Kiernan araligi’nda
lenfatik damarlara bosalir. Septumlarda ve Glisson kapsulinde zengin bir pleksus

olusturur ¢api buydr, hilusa yakin en buyluk hacime ulasir (22,23).

3.2 Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasari

IRH, hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinden sonra ortaya cikan
hasarlanmadir. Karacigere gelen kanin %70-80’i portal venden, geri kalan kismi ise
hepatik arterden gelmektedir. Karacigerin dolasim sistemindeki yeri, metabolitlerin

biriktirilip tasinmasi, toksik maddelerin nétralize ve elimine edilmesi i¢in oldukga



uygundur (22). ikili kan destegi ve glikojen depolarinin yiiksek anaerobik
metabolizma kapasitesine ragmen karacigerde hipoksik hasarlanma meydana
gelebilmektedir. Porta hepatis’in gcapraz klemplenmesi ile hepatik arter ve portal venin
oklizyonu  “Pringle  manevrasi” olarak adlandirilir.  Karacigerin  genis
yaralanmalarinda onarma, karaciger nakli, hepatik rezeksiyon sirasinda kanama
kontrolu igin yararli bir manevradir. Ancak klempleme suresi uzun tutuldugunda
karaciger IR hasarina neden olabilir.

Karaciger reperfiizyon hasari, sicak IRH ve soguk-depolama reperfiizyon hasari
olarak siniflanabilir. Sicak IRH klinik olarak karaciger cerrahisi ile iligkilidir. Karaciger
nakli, hipovolemik sok, bazi tip toksik karaciger hasarlari, veno-okluziv hastaliklar,
Budd-Chiari Sendromu gibi durumlarda meydana gelir. Soguk depolama reperflizyon
hasari ise nakil dncesi organ korunmasi sirasinda olugmaktadir (5).

Sicak IRH’Inda iki evre s6z konusudur. Baslangi¢ evresi ( reperfiizyon ardindan
iki saatten kisa) oksidan stresle karakterizedir. ROT Uretimi ve salgilanmasi
dogrudan hepatositlerde hasarlanmaya neden olur. Geg¢ evre ise hepatik
reperfiizyondan 6—48 saat sonraki dénemdir. inflamatuvar durum toplanan nétrofil
I6kosit (NL) araciligiyla gerceklesir (24).

IR patofizyolojisinde karmasik mekanizmalar rol oynar. Erken dénemde endotel
hdcrelerinin sismesi, vazokonstruksiyon, NL birikimi, sinuzoidlerde trombosit birikimi
olur ve mikrodolasim bozulur. intraselliler ddem nedeniyle, sinuzoidal endotel
hiicreler (SEH) ve Kupffer hiicresinde sisme meydana gelir. iskeminin neden oldugu
enerji azalmasi sonucunda aktif membran transport yetmezligi meydana gelir (25).

Vazokonstruksiyon, nitrik oksit (NO) ve endotelin (ET) dengesindeki bozulma
sonucu ortaya ¢ikar. Sinuzoidal IUmen daralir, bunu takiben NL’nin hizi yavaslar.
NL’nin endotel ile temas slresi artar ve bdylece I6kostazis gergeklesir. Bu durumda
sinuzoidal dolasim engellenir (25-27). Bu durum hipoksiyi uzatir. Ardindan Kupffer
hacreleri, NL’ler aktive olur, inflamatuvar sitokinler (27) ve oksijen kokenli serbest
radikaller (1,4,5,24,25) ortaya ¢ikar, hepatik hasar daha da siddetlenir.



3.2.1 Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT’lar hiucre fonksiyonlari sonucunda endojen olarak ortaya ¢ikan yapilardir.
Normal kogullar altinda, molekuler oksijenin blyuk bir kismi hdcre ici sitokrom
oksidaz sistemi ile dort degerli indirgenmeye ugrayarak suya déniisir. Ancak IR
durumunda sadece bir elektron transferi ile tek dederli indirgenme olur ve oldukca
reaktif serbest radikaller meydana gelir. Serbest radikal, herhangi bir atom ya da
molekulin dis yorungesinde ¢ift olusturmamis bir elektron igermesi durumu olarak
tanimlanir.  Reperfiizyon ile birlikte, IR hasari gelisiminde énemli rol oynayan
superoksit anyonu (O," ), hipoklorik asit (HOCI) ve hidrojen peroksit ( Hy O2) gibi
ROT'lar olugur. En genel ROT kaynagi mitokondridir. Mitokondriyal elektron transport
sikica dizenlenmigtir ancak bazi kagaklar her zaman meydana gelmektedir. Bu
kagaklar ROT olusumuna yol acgar (28). Organizmada serbest radikal ve reaktif
oksijen turlerinin olugsmasina yol acan endojen ve ekzojen kaynaklar bulunmaktadir
(29).

Endojen kaynaklar:

1- Mitokondriyal ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri

2- Notrofil fagositoz sistemi

3- Ksantin oksidaz sistemi

4- Arasidonik asit metabolizmasi

5- Enzimatik olmayan reaksiyonlar

6- Lenfosit, fibroblast ve endotelden duzenleyici molekiller olarak salgilanma

7- Diger oksidazlar

Ekzojen kaynaklar:

1- lyonizan radyasyon (X-1sini )

2- Hepatotoksinler (Karbon tetraklorir )
3- Ksenobiyotikler

4- Redoks siklusu yapan maddeler

5- Kemoterapotikler (Adriamisin )

6- Hava kirliligi, UV 1sinlari, sigara



Gegici olarak ROT artigi, cesitli duzenleyici fonksiyonlar agisindan énemlidir.
Ancak bu artis yuksek ve/veya uzun sureli oldugunda DNA, lipid ve proteinlerin ¢ok
ciddi hasarina neden olabilmektedir. ROT birikimine karsi bir takim savunma
sistemleri bulunmaktadir. Bunlar enzimatik olmayan molekuller (6rnegin; vitamin A,
C, E ve flavenoidler) ve enzimatik ROT yakalayicilaridir (6rnegin; suUperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz) (30). Ancak her zaman bu savunma
mekanizmalari ROT Uretimine karsi yeterli olmaz ve oksidatif stres durumu ortaya
cikar. Oksidatif stres ateroskleroz, diyabet, akciger fibrozisi, noérodejeneratif
hastaliklar, artrit gibi bircok hastalikta artmistir. Ayrica yaglanmanin temel belirleyicisi
olarak bilinmektedir. ROT’a yanit, hicresel dizeylerine baglh olarak hicre
cogalmasindan, buyume durmasi ve hucre olumune kadar genis bir dagihm gosterir.
Bununla birlikte hucre igi stres sinyal yollari buyuk 6l¢ide denge halindedir. Sonugta
bu sinyaller gen ekspresyonu ile sonuglanir. Yollardan bazilari hicre o6lumi
olustururken bazilari hiicrenin yasamasini saglar (28,31).

ROT ve reaktif nitrojen turleri, iskemi sonrasi hucresel hasardan sorumludur.
Hipoksi veya reoksijenasyon tarafindan Uretlen ROT'un membran lipidlerini
peroksitleyen, DNA'y1 oksitleyen, enzim proteinlerini denatlire eden basit
reaktanlardan c¢ok, fizyolojik sinyal ileticisi olarak is goérdiglu bulunmustur.
Transkripsiyon faktori nukleer faktor kappa B (NF-kB), p53 ve AP-1 oksijen
bilesikleri ile duzenlenir. ROT, o6zellikle H2O2, cgesitli fizyolojik uyaranlar igin ikincil
habercidir. Bu bilgiler ROT Uretiminin sinyal ileti yollari ile iligkili oldugunu gdsterir.
ROT transkripsiyonel diizenleyicilerin aktive olmasini saglayan anahtar sinyal islevini
gormektedir. Bunlar hipoksi-uyarilabilen faktor—1(HIF-1), NF-kB, aktivator protein—1
(AP-1), stresle aktive olan protein kinaz (SAPK) yolaklandir (28,31,32).

NL’ler, 6nemli birer ROT kaynaklaridir. Bakterilere karsi immun sistem
dizeneklerinde, superoksit radikal Gretimi énemli rol oynamaktadir (32). Ancak aktive
olmus NL reperfuzyon hasari i¢in mutlaka gerekli degildir. Ortamda NL olmasa da
SEH, hepatosit ve diger hicre kiltirlerinde IR ardindan hasarlanma meydana
gelebilmektedir. iR’'ye maruz kalan SEH’ler ekstraselliiler ortama siiperoksit anyonlari
salabilirler (5). Mikrozomal sitokrom P45 6zellikle de karacigerde belli miktarda ROT
uretebilirler. Karacigerde yogunluklari en yuksektir ve ekzojen substratlari en ¢ok

burada etkilesirler. Bilinen diger ROT kaynaklari fagositik hucreler, NL ve



monositlerdir. Bu hucreler fagositoz icin uyarildiklarinda yuksek miktarda
ekstraselliler ROT Uretmektedirler. inflamatuvar hiicreler esas olarak plazma
membranina baglh, NADPH (Nikotin Adenin Dinukleotid Fosfat) bagli oksidazdan
superoksit uretirler. Buna ek olarak, aktive olmus Kupffer hdcreleri ve NLler
prooksidan etkileri olan Tiimér Nekroz Faktor alfa (TNFa), interlokin—1(IL—1), NO,

HOCI ve l6kotrienleri Gretmektedirler (32).

3.2.2 pH Paradoksu

iskemi sirasinda, anaerobik glikoliz ve ATP hidrolizi nedeniyle pH diiser. Bu
olusan metabolik asidoz hepatositlerde nekrotik hicre dluminun baslamasina kargi
koruyucudur. Ancak iskemik hucrelerde reperfizyonla birlikte pH’nin normale
dénmesi pH bagiml proteazlari ve fosfolipazlari aktive ederek hicre 6limine neden
olmaktadir. Bu fenomen “pH paradoksu” olarak adlandirilir. iskemik hiicreler asidik
pH'da reperfuze edildiklerinde hicre olumu durmaktadir. Benzer bicimde
reperflizyondan sonra intraselliler pH artimi durduruldujunda iRH'na bagh

hepatoselller nekroz engellenmektedir (33-36).

3.2.3 Nitrik Oksit ve Endotelin

NO karacigerde 6nemli sinyal molekul iglevi géren pluripotent gaz formunda bir
serbest radikaldir. Karacigerde Nitrik Oksit Sentazin (NOS) 3 izoformu
bulunmaktadir. Bunlarin iginde uyarilabilen-inflamatuvar NOS (iINOS, NOS-2) ve
endotelyal yapisal NOS (eNOS, NOS-3) en 6nemli olanlaridir (37,38).

INOS, genellikle inflamatuvar mediatorlere yanit olarak, hepatositler ve Kupffer
hicreleri ve NL’ler gibi inflamatuvar hulcrelerden eksprese edilir. iINOS geninin
ekspresyonel duzenlenmesinde merkezi rol oynayan NF-kB, yuksek Okaryotik
transkripsiyonal faktordur (37). eNOS SEH iginde eksprese edilir ve aktivitesi hicre
ici kalsiyum seviyelerine bagimlidir (25,39). SEH, kan damarlarinin en i¢ ylzeyini
doseyen tek sirall hucreler olup, vaskuler homeostaz i¢in temel unsurdur. Bu hucreler
hem iskemiden hem de reperfuzyondan kolaylikla hasar gorur. Uzamig iskemi

membran potansiyelini degistirir. Bu da iyon dengesizligine, hlcre i¢i yogunluk



artmasina, membran akigkanhginin azalmasina, hucresel iskeletin bozulmasina
neden olur (40).

Bircok dokuda, kan akiminin kesilmesi gibi fiziksel uyarilarda endotel,
vazodilatorlere yanit olarak NO Ureterek ( eNOS) kan akigi dizenlenmesinde dnemli
rol oynamaktadir. Karaciger iRH'nin stellat hiicre kontraksiyonu ve sinuzoidler icinde
kan akimi bozulmasi ile de iligkili oldugu dugsunuldaginde bu durum olduk¢ca onem
kazanmaktadir (25). Reperfuzyonun erken safhalarinda ET, hem plazma hem de
karaciger parankiminde artar. Bu karacigere olan kan akimin azalmasi ile orantilidir
(41). ET, mikrodolasimdaki bozukluga oldukg¢a gugcli bir vazokonstriktér olmasi
nedeniyle de katkida bulunur (42). Bunun yani sira reperflizyondaki ilk birka¢ saat
NO miktari dusuktir. Bunun nedeni iskemi ardindan NO sentez kofaktorleri olan
hicre ici NADPH ve O, duzeylerinin disuk olmasidir. Bu sirada bol miktarda, L-
arginini yikan enzim olan, arginaz salgilanir. Ayrica L-arginin, NO biyosentezinin
aminoasit substratidir. Hepatik reperfizyondan hemen sonra, greftten yuksek
miktarda arginaz salgilanir. Yeterli miktarda NO, reperfuzyondan sonraki 6 saate
kadar olusmaz. NOS uyarimi 4-6 saati bulur. Daha sonraki donemlerde artmis
endojen NO uretimi, koruyucu role sahip olmaktadir (25). iskemi reperfiizyon modeli
uygulanan sicanlara disaridan L-Arginin verilmesi iRH’yi azaltmis, L-NAME (NOS’un
spesifik olmayan inhibitdrli) verilmesi ise hucresel hasari ve mikrodolasimin

bozulmasini siddetlendirmistir (43).

3.2.4 Sitokinler

Hepatik IR inflamatuvar mediyatorlerin karmagik yolagini tetikler. Sitokinler
inflamatuvar yaniti baslatir ve sardurtrler. Kupffer hcrelerinin - aktivasyonu
sonucunda proinflamatuvar sitokinler Uretilir ve salgilanir. TNFa ve IL-1B artar.
Bunlar sitokin ve kemokinlerin Gretimini indukler.

TNFa gesitli inflamatuvar ve imminmodulator uyarana yanit olarak ¢esitli hiicre tipleri
tarafindan Uretilen bir sitokindir. Hepatik IR’ de merkezi mediyatérdir. Etkisini
sadece karacigerde dedil uzak organlarda da (6zellikle akcigerde) gdsterir (24).
Biyolojik etkileri hicre olimunden hucre yenilenmesine kadar cesitlilik

gostermektedir. TNFa’nin  nasil hepatoselluler hasarlanmaya yol actigi tam



anlagilamamigtir. Dogrudan mitokondriye toksisitesi olabilir, apopitozu veya nekrozu
indUkleyebilir. TNFa’nin sitotoksik etkisine mitokondri tarafindan uretilen ROT’un da
katkisi s6z konusu olabilir (44).

TNFa, lokal bir kemokin olan epitelyal notrofil aktive edici protein—78 (ENA-78)’in
uretilmesini indukler. Bu protein NL’nin kemotaksisinde énemli rol oynar ve Kupffer
hicrelerini superoksit radikalleri Gretmesi icin indUkler (45).

Sigan karacigerinden izole edilmis Kupffer hiicrelerinde IR ardindan TNFa
uretimi kontrol grubuna gore 5 kat fazla artis gostermistir (46). Ayrica siganlarda
hepatik iR’de anti-TNFa antikorlari hepatik hasarlanmayi azaltmakta, akciger 6demini
engellemektedirler. Benzer bicimde pentoksifilin Kupffer hticrelerinin TNFa Uretimini
engeller, bunun sonucunda IRH azalir (47).

IL-1, TNFa ‘a yanit olarak salgilanir. Sonugta TNFa , Kupffer hicrelerini daha
fazla TNFa Uretimi icin uyarir. IL—1 ayrica NL’lerden serbest radikal Gretimini uyarir
(48). Reperfuzyondan yaklasik 5 dakika sonra TNFa ve IL -1 plazma dlzeyi artar
(49). Reperfuzyon ardindan izole edilmis sigan Kupffer hicreleri kendiliginden 1L-1
saliniminda bulunurlar. Siganlarda IL-1’in ROT uretimini siddetlendirdigi bilinmektedir.
IL—1 antagonistleri ise TNFa diizeylerini diistirerek karaciger IR hasarini azaltirlar
(48).

IL-6, Kupffer hucreleri ve SEH'den salinir. Hepatositlerden akut faz
reaktanlarinin (C reaktif protein, a-1 antitripsin, fibrinojen) salinimini indikler. Sigan
karacigerinden izole edilen Kupffer hiicrelerinde iR hasari ardindan 2 saat sonra,
iskemik olmayan kontrollere gore IL-6 salinimi %175 oraninda artis gostermigtir. IL—
6, IR sirasinda ayrica in vivo olarak da salinmaktadir. Fakat bu salinimi TNFa ve
IL-1 ile kargilastirildiginda daha ge¢ olmaktadir (46,48).

IL-12, iskemi ve erken reperfizyonda hepatositler tarafindan salgilanir. TNFa
uretimi ve takip eden inflamatuvar yanit igin gerekli oldugu, IL-12 yoksun farelerde
ya da IL-12'e kargi antikor kullanilarak gosterilmigtir (24). IL-12’ ye kargi notralizan
antikorlarla tedavi edilen IL-12 p40 gen defektli farelerde, IR’e bagh TNFa ve
interferon gamma (INFy) salinimi beklenen diizeyde olmamistir, buna bagl olarak da

IR’ye bagli karaciger hasari daha hafif diizeyde gerceklesmistir (50).



3.2.5 Kemokinler

Kemokinler gucglid NL kemotaktan ozellikleri olan dusuk molekuler agirlikli
proteinlerdir. Sitokinler, Kupffer hicrelerinde ve hepatositlerde kemokin olusumunu
indiiklerler. Sicak IR ardindan karacigerden TNFa salinmaktadir. Karacigerden
salinan TNFa , akcigerden ENA-78 kemokininin salinmasini uyarir, bu da akciger
hasarinin ortaya gikmasina neden olur. Sicak hepatik IR hasarinda, anti TNFa
antikorlari ENA-78 salinimini azaltir. Bunun yaninda anti-ENA -78 antikorlari NL
artisini ve serum aminotransferaz duzeylerini azaltir (51).

Diger kemokin ailesi Uyeleri IL-8, platelet faktér—4, sitokinle indiklenen noétrofil
kemocekicisi (CINC), makrofaj inflamatuvar protein (MIP-1 ve 2), monosit
kemocekicisidir (MCP-1, 2 ,3) (52).

CINC, sicanlarda énemli bir kemokindir. Sicak karaciger IR hasarindan sonra,
saatler icinde serum dizeyi yukselmektedir. CINC, NL’ler igcin gugcli bir kemotaktik
ajandir. Sicanlarda iR ardindan Kupffer hiicrelerine gadolinium kloriir uygulanmasi
serum CINC salinimini 6nlemektedir (53). MIP-2 ve CINC NL'lerde integrin

ekspresyonunu arttirir, sonunda mikrovaskuler alana NL gogu artar (54).

3.2.6 Lipid Mediyatorler

Cesitli  lipid kokenli inflamatuvar mediyatorler reperfiuzyon hasari
patofizyolojisinde rol almaktadir. Platelet Aktivatér Faktoér (PAF), iR sirasinda endotel
hacrelerinden Uretilmektedir. PAF, NL’leri superoksit olusumu igin uyarabilir. Buna ek
olarak, PAF, B, integrin, Mac-1’in guglu bir aktivatorudur (55,56). PAF reseptor
antagonistlerinin reperfizyon hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir
(57,58).

Lokotrien B4 (LTB4) insan NL'leri i¢in guglu bir kemotaktik ajandir. Karaciger
iskemisi ardindan NL’ye badli hasarlanma sirasinda NLU’ler tarafindan buyuk
miktarlarda Uretiimektedir. Boylelikle de reperflzyon sirasindaki NL yanitinin
artmasina katkida bulunur (59). Ancak Hughes ve ark. LTBs olusumunun
engellenmesinin NL birikimine ve hepatoselller hasara bir etkisi olmadigini yaptiklari

calismada gostermislerdir (60). Takamatsu ve ark.nin yaptidi calismada ise



karaciger IR ardindan karaciger ve akciger hasari incelendiginde her iki dokuda NL

artisi bulunurken, LTB4 duzeylerinin dnemli oranda artmadidi saptanmistir (61).

3.2.7 Hiicresel Adezyon Molekiilleri ve Notrofil L6kositler

Erken reperfizyon hasarinda, NL’ler karacier damar yatadinda toplanir ve
aktive olurlar. Sonugta reperfizyon hasarini siddetlendirirler. Aktive NL’lerden
salgilanan oksidanlar ve proteazlar, endotelyal ve hepatosellller hicrelere hasar
verir. Ayrica elastaz, katepsin G, heparanaz, kollajenaz ve diger cesitli hidrolitik
enzimler, dogrudan hepatositlere sitotoksik etkilidirler. ilk NL oksidan uretim yolu
NADPH oksidazdir. NADPH yetersiz farelerde yapilan calismada hepatik IR hasarina
karsi korunduklari gézlenmistir (63).

Endotelyal hicre ylzeyine NL’lerin yapismasi hicre adezyon molekillerinin
(CAM) aktivasyonunun bir sonucudur (64). NL toplanmasi ¢ok asamali bir safthadir.
Endotelle ilk temas ve yapisma, transendotelyal go¢ ve bunu takip eden parankimal
hiicre baglanmasi ve hasari seklindedir. IR ardindan interselliiler adezyon molekileri
(ICAM), SEH ve NL yuzeyinde aktive olup ve/veya miktari artmaktadir. Bu aktivasyon
ve/veya miktar artigi lipid mediatorler, sitokinler, kemokinler, nuklear transkripsiyon
faktorleri gibi adezyon yolaginin gelismesini saglayan g¢esitli inflamatuvar
molekullerce saglanir (59). Hucresel adezyon molekdlleri, hiucre-hiucre ve hucre-
matrix etkilesiminde bulunan hicre-ylzey glikoproteinleridir. Selektin, integrin ve
immunglobulin super ailesi olmak tzere ayrilirlar.

Selektinler, molekulun hucre digi kisminda gesitli kompleman baglama tekrarlar
olan lektin-bagh glikoproteinleridirler. Endotelyal hicrelerde (E-selektin), plateletlerde
(P-selektin) ve NL’lerde (L-selektin) eksprese edilirler. Selektinler, fizyolojik stres
altinda NL’lerin SEH’e tutunmasina aracilik ederler (64).

L- Selektin, karaciger IR’nin erken evresinde NL'lerin ortama cekilmesinde
onemli rol oynar. Anti L-selektin ile tedavi edilen farelerde karaciger enzimleri, NL
infiltrasyon duzeyleri, MIP-2 kemokin yaniti iskemik kontrol gruplarina goére énemli
derecede azalmis bulunmustur (65).

integrinler, NL yiizeyinden salgilanir (érn. CD11b/CD18). Damar endotel

hicrelerinden salinan immunglobulin benzeri adezyon molekullerine (6rn. ICAM-1)



baglanir. Bu etkilesmeler iR'den sonra karacigere NL gdcl, yapisma ve birikimi icin
gereklidir (66,67).

interselliiler adezyon molekdilleri (ICAM)-1,2 ve 3, vaskiiler hiicre adezyon
molekulleri (VCAM)-1 ve platelet endotel hicre adezyon molekulleri (PECAM)-1
immunglobulin benzeri ailenin Gyeleridir (68). Kemotaktik faktorlerle, NL’ lerdeki 32
integrinlerin takip eden aktivasyonu ve endotel hicrelerinde ICAM-1 artisi ile NL’lerin
baglanmasi kuvvetlenir, endotel yuzeyinden damar disina ¢ikarlar ve inflamasyon
alanina giderler. ICAM-1’in endotel ve epitelde saliniminin artisi TNF a ve IL—1 gibi
sitokinlerle arttirilir (66).

3.2.8 Kupffer Hiicreleri

Kupffer hlcreleri, endotelyal hicrelerin [imene bakan ylzinde bulunur. Tipik
makrofajlardir. Asil goérevleri yasl eritrositleri metabolize etmek ve sindirmektir
(22,23). IL-1PB gibi proinflamatuvar sitokinler ve TNFa , karaciger hasar gelismesinde
erken mediator olarak Kupffer hucrelerinden uretilir. Ayrica Kupffer hicre aktivasyonu
sadece iskemik lobda degil iskemik olmayan lobda da artar. Bu da parsiyel hepatik
cerrahiden sonraki karaciger fonksiyon bozuklugunu agiklamada énemli olabilir (69—
71). Gadolinyum klorid (GdCls) siganlarda Kupffer hicrelerinin fagositoz 6zelligini
inaktive eden maddedir. izole sigan karaciger modelinde GdCl; verildiginde Kupffer
hiicre aktivasyonunu baskiladigi ve iR’nin neden oldugu hepatik hasari azalttig
gOsterilmigtir (72). Yine GdCls'Un endotoksemik siganlarda lipopolisakkaritin neden
oldugu karaciger hasarini, sistemik toksititeyi ve giddetli inflamatuvar yaniti azalttig

gOsterilmigtir (73).

3.2.9 Mikrodolagim

NL’nin mikrovaskuler birikmesinde artig, intraselliler 6dem ve intravaskuler
hemokonsantrasyon gibi birgok mekanizma iskemi sonrasi sinuzoidal akim
yetersizligine neden olur (74). NLlerden ve Kupffer hicrelerinden cesitli
proinflamatuvar mediatorlerin salgilanmasiyla trombosit- endotel hucresi arasindaki

etkilesimler iskemi sonrasi sinuzoidal akim azalmasina katkida bulunur. iskemi



suresine bagli olarak bu hucrelerin etkilegsimleri de artar. Trombositlerin yapismasinin
artmasi ile IR’'deki sinuzoidal akim yetersizligi iliskilidir (75). Ayrica vazokonstriktdr
ve vazodilatorlerin Uretimindeki dengesizlik de olaya katkida bulunur. eNOS aracili
NO sentezinin inhibe olmasi IRH'yi arttirirken (76), ekzojen NO (L-NAME Uizerinden )
eklenmesi hasari engellemektedir (77). ET-1 iskemi sonrasi reperfizyonda salinan
guclu bir vazokonstruktordur. Anti-ET—1 antikoru veya ET reseptor antagonisti ile
yapilan on tedavi reperfuzyon sirasinda mikrovaskuler kan akimini arttirarak doku

hasarinin azalmasina ve canlihgin uzamasina katkida bulunur (78).
3.2.10 Kalsiyum

ROT olusumunun hiicresel Ca*' dengesini bozarak da etkili oldugu
bilinmektedir. Hiicre ici Ca*™un belli bir kismi ER ve mitokondriumda bulunmaktadir.
Hiicre ici normal Ca* kontrol mekanizmalari, hiicre membraninda ATP’ye bagimli
Ca* translokaz, Ca*?> ATPaz ve Ca/Na degisim pompasidir. Sitozol, ekstraselliiler
bosluk ve ER arasindaki Ca* gradienti, Ca*®> pompalayan ATPaz’ larca dengelenir.
Bu sistem dolayl olarak, degisik hormonlarin etkisiyle Ca*® katalizérliginiin gerekli
oldugu adenilat siklaz, proteaz ve fosfolipazlar gibi enzimlerin aktivitelerini diizenler.
Ca* hiicre icine hem voltaja bagl hem de reseptdr kontrollii kanallarin acilmasi ile
girer ve sitozolde birikir. Ca*? ‘un hiicre icine girmesi proteazlari aktive ederek hucre
membranini parcalar. Aktive olan proteazlardan biri hiicre ylzeyini balonlastirarak
hiicre iskeletinin ¢cokmesine neden olur. Ca* ile aktive edilen ve kalpein olarak
adlandirilan ikinci sitozolik proteaz ise, ksantin dehidrogenazdan ksantin oksidaz
olusumunu indukler. Ayrica Fosfolipaz A; nin aktive olmasi fosfolipidlerden
arasidonik asit salinimi ile sonuglanir. Arasidonik asit kaskatinin tetiginin gekilmesiyle
LTB4, tromboksan A,,B, gibi potent kemotaktan ve vazokonstriktor maddeler agiga
cikar. Bu maddeler, notrofillerin endotele adezyonunu arttirarak IR hasarinin
olusmasinda énemli rol oynar. IR sonrasinda artan hiicre ici Ca* ayrica, karacigerde
kupffer hlicrelerini aktive ederek, bu hicrelerden TNFa, IL 1,IL6 salinimini da arttirir.
Bunun sonucu, adezyon molekullerinin endoteldeki ekspresyonlari, mikrovaskuler

yatakta notrofil ve trombosit agregasyonu da artar (79).



3.2.11 Hiicre Oliimii

Apopitoz (Ap) organizmanin ihtiya¢c duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamig
veya hasarlanmis hucrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldiriimasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre élumudur. Hlcre iginden veya disindan
gelen 6lum sinyalleri ile baslar (80). Ap, nekrozdan tamamen farklidir. Nekrozda
hicre membran butunligu belirgin bicimde bozulur. Hicre sismesi ve lizis olur.
Sikhkla nekroz bir grup hicre veya dokuda bir bolgeyi tutarken, Ap tek hicre
dizeyinde gergeklesir. Ap sirasinda hicre aktif olarak hicre 6lim surecine girer. Bu
genetik bir programdir ve DNA parcalanmasi ile saglanir (81). Oksidatif stres, hticre
ici redoks dengesi bozuldugunda ortaya ¢ikar. Oksidatif stres altinda mitokondriyal
igslev. bozulmasi, enerji kaynaginin ¢Okmesi nedeniyle Ap’a neden olabilir.
Hasarlanma, biyolojik savunma duzenekleri yetersiz kaldiginda gergeklesir (28).
Apopitoz u¢ donemde incelenir.

1. Baslangic evresi: Cesitli proteazlari igeren, molekuler mekanizmalarin
dizenlendigi donem.
2. Etki Evresi: Cekirdekte apopitotik degisimlerin oldugu dénem.
Sonlanma Evresi: Apopitotik cisimlerin olustugu, DNA parcalanmasinin oldugu,
morfolojik degisikliklerin arttigi donem.

Karaciger IRH'de her iki hiicre 6lim formu bir arada bulunur. Ancak
hasarlanmada Ap merkezi rol oynar (82). IR’'de yiiksek yogunlukta oksijen radikalleri,
lipid peroksidasyonunu tetikler bu da membran fonksiyon bozukluguna ve hicre
oliumune yol acar (83). Yuksek reaktif radikallerin TNFa ile birlesimi iskemi sonrasi
apopitotik hidcre olumunun baslamasi igin kritik rol oynar (84). Evre 1 ve 2 erken
fazda Ap mekanizmalarinin erken engellenmesi, hayvan modellerinde reperfliizyon
sonras! parankimal hasari azaltir (82). Yapilan calismalarda karaciger iR'de
apopitotik hicre dlumunin kanitlari bulunmustur. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore,
reperflUzyon sirasinda SEH’lerin  %50-70’i, hepatositlerin de %40-60’1 apopitoza
ugrar. insan karaciger allograftlarinda da yiiksek oranda apopitotik hepatositlere
rastlanmistir (85-87). Ancak tim bu calismalarda apopitozu belirlemek igin
kullanilmig olan terminal deoksinukleotidil transferaz aracili dUTP labeling (TUNEL)

guvenilirligi kisithdir. TUNEL incelemesi, DNA dizisinde kirid1 olan tim hucreleri,



hicre hasar tipinin nekroz (DNA ¢6zllmesi daha rastgeledir) veya apopitoz (DNA
dizi kirilmasi ¢ok bol miktardadir) olmasini ayirt etmeden boyamaktadir (88). Gujral
ve ark'in karaciger IR hasarinda eder Ap birincil hiicre 6lim mekanizmasi ise,
kaspazlarin inhibisyonu hasari onlemede oldukca efektif olacagi dusuncesi ile

yaptiklari calismada, bu girisimin ancak %50 etkili oldugunu bulmusglardir (89).

3.2.12 Histolojik ve Biyokimyasal Degigiklikler

Kan akiminin azaldigi durumlarda ilk olarak, hepatik lobullerin perisentral
bolgesinde hipoksik hasar meydana gelmektedir. Yeterli siddete ulastiginda
perisentral karaciger hipoksisi, iskemik hepatite neden olmaktadir. Serum ALT(Alanin
aminotransferaz), AST (Aspartat aminotransferaz) yuksekligi bu duruma eslik eder
(3).

Isik mikroskobik inceleme vyapildiginda santral NL infiltrasyonu, bdlgesel
hemoraji ve nekroz, konjesyon, sinuzoid ve lenfatik genigleme, bolgesel
hepatoselller vakuolizasyon, hepatosit sismesi (90,91) , ultrastruktirel inceleme
yapildiginda ise mitokondriyal yapida bozulma, sisme, boyanma farkliliklari, NL
birikimi gdézlenir (92,93). Karaciger dokusu homojenatinda yapilan biyokimyasal
calismalarda ise; myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi (NL infiltrasyonunun dolayh
goOstergesi), TBARS (thiobarbituric acid reactive substances, lipid peroksidasyon
artnleri), protein karbonil (PO) dizeyi (proteinlerin oksidatif hasarinin spesifik
gOstergesi) artmis, glutatyon (GSH) dizeyi (anahtar antioksidan) azalmis olarak
bulunur (94,95).

3.3 Melatonin

1958’de Aaron B Lerner tarafindan tanimlanan MEL, pineal bezden salgilanan,
uyku, Ureme, sirkadiyen ritim ve immunite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun
dizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Ayrica, in vivo ve in vitro ¢alismalarla
antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip oldugu gdsterilen MEL'in, kanser ve
yaslanmanin 6nlenmesinde de etkili olabilecegi 6ne surtulmektedir. Sentezini takiben,

pineal bezden dogrudan dolagima verilen MEL, lipofilik 6zelligine ragmen, membran



reseptorleri aracihgiyla hedef hicrelerine ulasir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle, hlicrenin
tum bolumlerine kolaylikla girebilen MEL igin sitozolik ve nukleer baglanma yerleri de
tanimlanmistir  (96). MEL hem suda ve hem de lipid fazda ¢o6zunebildiginden,
organizmada c¢ok genig alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-
beyin bariyerini ve plasentayi gegebilen MEL igin, bilinen higbir bariyerin olmamasi,
MEL’in tum intraselliler komponentlere rahatlikla ulasabilmesini saglamaktadir.
Boylece MEL, hucre zarini, organelleri ve gekirdegi etkin bir sekilde serbest radikal
hasarindan koruyabilmektedir. Hicre membrani ile temas ettiginde, fosfolipid
tabakanin dis yuzeyine tutunan MEL, radikallerle membrandan énce temasa gecgerek
onlari detoksifiye eder ve membrani korur. MEL varliginda, mitokondriyal solunum
zincirinden kaynaklanan radikallerin Uretimi de azalmaktadir. Cekirdege kadar
ulagsabilme 6zelligi, DNA’'nin oksidatif hasara karsi korunmasinda, MEL’e bir Ustunlik
saglamaktadir (14,15). MEL'in bir antioksidan oldugu, literatirde ilk kez 1991 yilinda
One surtlmis ve daha sonra yapilan in vitro (16,97) ve in vivo (98,99) c¢alismalarla
desteklenmistir.

MEL’in  antioksidan  0Ozelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Fizyolojik sartlarda pek ¢ok indol MEL’e benzer sekilde yikilsa
da, O’y varliginda, MEL'’in pirol halkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile
enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yuksek reaktiviteye sahip, N1-
asetil-N2-formil-5- metoksikiniramin (AFMK) olusumuyla sonuglanmaktadir. MEL'in
H,O, varliginda da AFMK olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite
goOsterdigi belirlenmistir.  Ayrica OH" radikalini baglayan MEL’in, indolil katyon
radikalini olusturmasi ve bu radikalin O*?i yakalayarak AFMK'e déniistiiriir. Diger
taraftan indolil radikal, HO" varliginda siklik 3-hidroksimelatonin olusturmakta ve bu
metabolitin idrar dlzeyleri, radikal Uretiminin bir gdstergesi olarak kullaniimaktadir
(100). 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve serotonin ile kiyaslandiginda, MEL’in, NO.
olusumunu azaltan en guglu indol oldugu saptanmistir(15).

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik duzeylerdeki MEL’in, SOD, GSH-Px,
GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-glutamilsistein sentetaz gibi
bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirdigi ve bu
yolla oksidatif stresi baskiladigi bildiriimektedir (15,101).



MEL’in bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal olusumunu
azalttigi ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi 6ne surtlmektedir (15,101).
MEL'’in antioksidan etkileri genel olarak incelendiginde, adezyon molekullerinin ve
proinflamatuvar sitokinlerin sentezini azaltmasini da igeren olduk¢a genis spektruma

sahip bir antioksidan oldugu gorulebilir (102).

3.4 Karnozin

KAR, B-alanin ve L-Histidinin birlesmesi ile meydana gelen, 1900’lerde
kesfedilmis ilk néropeptiddir. Kas ve sinir dokuda genis dagilim gdsterir (7). KAR’In
antioksidan etkisi 1984’de ilk kez gOsterilmigtir. KAR, suda erime 0Ozelligine bagh
olarak, suda ¢Ozunen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri)
yuksek oldugu sitozolde fonksiyon gorur.Aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik
fonksiyonuna bagli olarak antioksidan o6zellige sahiptir. Hidroksil ve slperoksit
radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekulunun temizleyicisidir. Bu
Ozelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet kasi iskemi reperfiuzyon hasarinda KAR’In
koruyucu etkisi bulunmustur (6—11).

Dokulardaki KAR metabolik kontrol altindadir. Karnozinaz enzimi ile peptid bagi
hidrolize edilir. Karnozinaz esas olarak bobrek, karaciger ve kanda bulunur. Serbest
B-amino grubundan asetillenir veya dekarboksillenerek karsinin Gretir. KAR ayrica 1-
N-imidazol halkasindan metillenerek anserin olusturur veya 3N pozisyonunda
metillenerek ophidini olugturur.

Fizyolojik pH'da, KAR'In belirgin tamponlama aktivitesi vardir. Kaslarda KAR
tum pH tampon kapasitesinin %601 kadarini yapabilir. Zayif alkali pH'da KAR lipid
peroksidasyonunu kolayca baskilayabilir. KAR degisken degerlikli metal iyonlarini
baglayabilir. Bakir, ¢cinko, demir iyonlarina bagl reaksiyonlari durdurur. Ayrica KAR
bircok enzimi agir metal hasarindan korur. KAR demir iyonlari ile selasyon yaparak
lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

Kimyasal c¢alismalara gore KAR'In oksijen baglama sabiti degerlendirildiginde,
oksijeni baglamada (etkisizlestirmede) sorumlu yapi imidazol halkasidir. KARin belki
de en onemli gorevi anti-glikasyon etkisidir. Serbest radikal hasarindan bagimsiz

olarak yaslanmanin ana siireglerinden birisi glikasyondur. ileri glikasyon Uriinleri olan



AGE’ler (Advanced Glycosylation Endproducts-ileri Glikasyon Son (rinleri)
organizmaya genis ¢apta zarar verirler. KAR bu etkiyi bloke eder. Sonug olarak KAR,
aldehit ve ketonlari inaktive eder ve protein glikasyonu ve AGE olugumunu azaltir.
Ayrica var olan AGE’lere baglanip onlari inaktive eder. Ayrica KAR, interlokin—1p
yapimini artirir, apopitozisi baskilar, B ve T lenfositleri aktive eder. Kan hicrelerinin
membranlari (izerine koruyucu etkiye sahiptir. inflamasyonu azaltir, yara tedavi edici
Ozelligi vardir. KAR'In myeloperoksidaz aktiviteleri spektrofotometrik olarak
olculdugunde belirgin inhibitor etkinlikleri oldugu bulunmusgtur.

KAR’In beyin ve kalpte belirgin antiiskemik etkileri, antioksidan ve membran
koruyucu etkileri, proton tamponlayici kapasitesi, agir metaller ile kompleksler
olusturma ve makrofaj fonksiyon dizenlenmesi etkilerinin  kombinasyonudur.
Deneysel beyin iskemisinde KAR mortaliteyi azaltir ve hayvanlarin norolojik
fonksiyonlarina yararli etki goOsterir. KAR sadece radikal temizleyici degdil ayni

zamanda ROS ureten enzim sistemlerinin aktivitelerinin dizenleyicisidir (6,7)



4. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuarindan elde edilen 200-250 g Wistar Albino disi siganlar kullanildi.
Deneklerin ¢alisma suresince barindirilmasi ve bakimlari bu birim tarafindan yapildi.
Denekler galisma oOncesinde 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 20-22 °C oda
sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem

ile beslendi.

Sham grubunda 4, diger gruplarda 8 sigan olacak gekilde 5 calisma grubu
olusturuldu.
1.Sham: Hepatik pedikil serbestlestirildikten sonra herhangi bir igslem yapilmayan
grup.

2. iskemi/reperfiizyon (IR) : Hepatik pedikiil serbestlestirildikten sonra klemp, total
hepatik iskemi amaciyla hepatik arter, portal ven ve safra duktusuna konularak 1 saat
uygulandi. iskeminin ardindan klemp agilarak 4 saat reperfiizyon yapildi.

3. IR + MEL: IR uygulanip MEL verilen grup.

4. IR + KAR: IR uygulanip KAR verilen grup.

5. IR + MEL+KAR: IR uygulanip MEL ve KAR'In birlikte verildigi grup.

Deneysel IR modelinde kullanilacak deney hayvanlari deneyin bir gece
oncesinden ac¢ birakildi. Anestezileri intraperitoneal (i.p.) 40mg/kg pentobarbital ile
yapildi (4,8,11,13). Deneklere, sirt Ustl pozisyon verildikten sonra steril sartlar
altinda median laparatomi uygulandi. TUm gruplarda 6nce hepatik arter, portal ven ve
safra duktusu goérunur hale getirildi. Daha sonra baska bir islem yapilmadan batini
kapatilan denekler “sham” olarak kabul edildi (2). Hepatik pedikul
serbestlestirildikten sonra total hepatik iskemi amaciyla hepatik arter, portal ven ve
safra duktusuna atravmatik vaskuller klemp konularak (2,4,27) 1 saat uygulandi.
(Resim 1) Bir saatlik iskemiyi takiben klemp acilarak 4 saat slreyle reperfize edildi.
Klemp uygulanmasindan 30 dakika once ve reperfuzyondan hemen o6nce MEL
(Sigma-Aldrich /USA) 10mg/kg, KAR (Fluka-BioChemika/USA)250 mg/kg i.p. olarak
verildi. Aglk olan periton ylzeyinden sivi kayiplarinin énlenmesi i¢in batin 4.0 ipek ile
suture edildi. Suatire edilmeden o6nce 1k %0,9 NaCl 1 ml batin icine verildi.

Reperfuzyon sonlandiriimadan once anestezi devam ederken, vena cava caudalisten



2 ml kan ornegi karaciger enzimlerini 6lgmek Uzere duz biyokimya tuplerine alindi.
Karaciger dokusundan 1cm® kadar alinan biyopsi ornekleri biyokimyasal doku
enzimleri (TBARS, Glutatyon reduktaz, Myeloperoksidaz ) incelenmesi i¢in soguk
serum fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutulup aliminyum folyo ile paketlenip buz
icerisine konuldu. 1cm®  kadar alinan biyopsi 6rnekleri kiicltiilerek elektron
mikroskobik inceleme igin gluteraldehit icine alindi. Daha sonra deneklere % 10
tamponlu formalin perfuzyonu yapildi. Perflzyon sonrasinda karaciger doku ornegi
%10’'luk tamponlu formaldehid icinde fikse edildi. Perfuzyon nedeniyle deneklerin
yasami sonlandi. Calisma sonunda ortaya ¢ikan atiklar Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakultesi Deney Hayvanlari biriminin kurallarina gore yok edildi.

Tam kan ornekleri santriflj edildikten sonra plazmadan ayristirildi. Elde edilen
serum Orneklerinde ALT ve AST diizeyleri, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakltesi
Merkez Laboratuari Biyokimya rutin laboratuarinda otoanalizérde olguldu. Histolojik
inceleme icin deneklerden elde edilen karaciger dokulari, parafine géomuldi. Daha
sonra hazirlanan parafin bloklardan 5u kalinhdinda kesitler normal lamlara ve
immunohistokimyasal boyama igin lizinli lamlara alindi. Bu kesitler, Hemotoksilen-
Eozin (HE) , Toluidin blue ve apostain ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 1sik
mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek gruplar karsilastirildi. istatistiksel
yontem olarak veriler SPSS 11.0 analiz programi kullanilarak Mann Whitney U ve

Kruskall Wallis Varyans analizi ile degerlendirildi.
4.1 Elektron Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Dokular % 2,5’lik gluteraldehide alindi. Sorenson tampon fosfat buffer ile 3—4
kez degistirilerek 15-20 dakika yikandi. Bir birim PBS, bir birim osmium tetraoksit
solusyonu karisiminda 1 saat bekletildi. Tupler alimunyum folyo ile kapatildi. PBS ile
15-20 dakika yikandi. Bu asamada bir gece bekletildi. Ardindan dehidratasyon iglemi
yapildi. %70 alkol 10 dakika, %100 alkol 10 dakika, %100 alkol 10 dakika, propilen
oksit 15 dakika, propilen oksit 15 dakika. Dokular 1:1 oraninda propilen oksit + araldit
karisimina alindi. Oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Arada hafif hareketlerle
karistirildi. Daha sonra dokular saf araldit icine alindi. 6-12 saat oda Isisinda
bekletildi. Yeni araldit igine alinan dokular 2 saat bekletildi. Dokular araldit ile

kapsullere gomuldu. Polimerizasyon igin 60°C’lik etivde 24 saat bekletildi.



Orneklerden yari ince kesitler ultratom (Leica Ultracut R) ile 1 p kalinhginda

alindi, kesitler Toluidin blue ile boyandi.

Resim 1: Deney sirasinda iskemi olusturmak i¢in uygulanan Pringle Manevrasi

4.2 Isitk Mikroskobik Doku Takip Protokolii

%10’luk formaldehit ile tespit edilen karacider dokulari, fiksatiflerin
uzaklagtiriimalari amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon
amaciyla 15’er dakika %60’dan %95’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan
15 dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflagtirma amaciyla 15er
dakika iki degisim ksilende tutuldu. 60°C’lik etliv icersinde 15 dakika 1:1 oraninda
ksilen-parafin uygulanip 30’ar dakika parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra

dokular parafin bloklar igerisine gémuldu.



4.3 Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom (Reichert-Jung) araciigi ile alnan 5Sp’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi igin %95'den %60’a
azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika akarsu altinda yikandi. 2 dakika
hematoksilen (33230, Riedel-de Haen, Almanya) ile boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 5 dakika akarsuda yikanan kesitler, 30
saniye eozin (1345, Merck, Darmstadt, Almanya) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5
dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95’lik alkol
serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma amaciyla 30’ar dakika iki
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya)
ile kapatildi.

4.4 Apostain Boyama Protokolii

Lizinli lama 5 p kalinliginda alinan karaciger doku kesitleri deparafinizasyon igin
ksilen, %100,%95,%70 etanolden gegirildikten sonra PBS’e alindi. 20 dakika saponin
(0,2 mg/ml PBS iginde) icerisinde oda isisinda bekletilerek permeabilizasyonu
saglandi. Proteinaz K ( 20 uL/ml PBS icerisinde) oda isisinda 20 dakika uygulandi.
Kesitler distile su ile 3 kez yikandi. 1:1 oraninda distile su ile hazirlanan formamid
56-60°C’de 1sitildiktan sonra igerisine kesitler kondu. 20 dakika su banyosunda
ardindan 5 dakika soguk PBS’de bekletildi. %3’luk hidrojen peroksit 5 dakika
uygulandi. %3 Non-fat dry milkte ( Carnation) 20 dakika bekletildi. PBS ile
yikandiktan sonra 100 yL monoklonal antikor F7—26= Apostain (Chemicon- ABD&
Kanada) konularak oda isisinda 1 saat bekletildi. 1/100 dilisyonunda peroksidaz-
conjugated anti-mouse IgM 30 dakika uygulandi. PBS ile yikama yapildi. DAB
kromojen ile boyandi. Distile su ile yikama yapildiktan sonra hematoksilen ile artalan

boyamasi yapildi ve entellan ile lamlar kapatildi.



4.5 Karaciger Dokusunda Glutatyon Rediiktaz Diizeyi Olgme Protokolii

Karaciger doku ornekleri soguk izotonik ile yikandiktan sonra kurulandi.100 mg
karaciger dokusu %71’lik pikrik asit ile homojenize edildi. Doku homojenatlarina

glutatyon rediktaz (GR) 6l¢umdu i¢in su basamaklar uygulandi.

Gerekli reaktifler
Fosfat-EDTA solusyonu (fosfat 0,125 mol/L; EDTA, 6,3 mmol/L)
NADPH tampon solusyonu (fosfat, 0,125mol/L; EDTA, 6,3 mmol/L; NADPH, 0,3
mmol/L)
DTNB solusyonu: (fosfat, 0,125mol/L; EDTA, 6,3 mmol/L; DTNB, 6 mmol/L)
Glutatyon rediuktaz solusyonu (GR, 200kU/L)
Glutatyon standart solusyonu (GSH, 20 mmol/L GSH; 1 mmol/L; GSH, 0,1mmol/L)

Olgim proseddiri

R2 0,7mL
R3 0,1 mL
Ornek (standart ya da kalibratér) + distile su 0,2mL

lyice karistirilir ve 30°C’de 4 bekledikten sonra
R4 5L
412nm’de A absorbans hesaplandi, kalibrasyon egrisine gére nmol/mL cinsinden
glutatyon degeri bulundu. Daha sonra
nc =dilisyon oncesi konulan glutatyonun mol cinsinden konsantrasyonu

v= dilisyon oncesi konulan 6rnek miktari

Ne/Ms= ne x5,8 / V formilinden glutatyonun gram dokudaki pmol cinsinden

konsantrasyonu hesaplandi (103).
4.6 Karaciger Dokusunda MPO Doku Diizeyi Olgme Protokolii
200-400mg’hk doku o&rnekleri %0,5 hexadecyltrimethylammoniumbromide

(HETAB) iceren 0,05M potasyum fosfat (pH6,0) ile homojenize edildi. Homojenatlar

10 saniye buz uzerinde sonikate edildi. Sonikasyonu takiben homojenatlar



donduruldu. +4°C’de 12500 g'de 30 dakika santrfij edildi. MPO o&lgimi igin
supernatantlar kullanildi. MPO aktivitesi o-dianisidinin H,O, bagiml oksidasyonu
Olgulerek (Cary 50 UV/ visible spektrofotometre/ Tokyo, Japonya) tayin edildi.
Sonuglar U/g olarak ifade edildi (104).

4.7 Karaciger Dokusunda TBARS Doku Olgme Protokolii

Dokularin homojenizasyonu igin KCI'nin %1,15(w/v)’lik solUsyonlari kullanildi.
Homojenat daha sonar %20(w/v) asetik asit, %8,1 sodyum dodesil sulfat (SDS),
%0,8 (w/v) thiobarbitlrik asit ile karistirildi. 95°C’de 60 dakika inklbe edildi.
Sogumasindan sonra, supernatant n-butanol ile ekstrakte edildi. Spektrofotometre
(Cary 50 UV/ visible spektrofotometre/ Tokyo, Japonya) kullanilarak 532 nm’de
absorbans dlg¢uldl. Sonuglar nmol/g doku agirligi cinsinden ifade edildi (105).



5. BULGULAR

5.1 Isik Mikroskobik Bulgular

Karaciger dokusunun histopatolojik olarak incelenmesiyle deney gruplari
arasinda farkli mikroskobik gérintmler ortaya ¢ikti.

Sham grubunda, hepatositler ve portal alanlarin yapilari normal gértinimde
izlendi. Hepatositler, vena sentralis c¢evresinde isinsal tarzda yerlesmis hucre
kordonlari seklinde bulunuyordu. Aralarinda bulunan sinuzoidler normal geniglikte ve
yapida gdézlendi. Herhangi bir hiicre infiltrasyonu gézlenmedi.(Resim 2-4)

IR grubunda, hepatosit hiicre kordonlarinin bitinligiu bozulmus, karaciger
parankimi iginde rastgele dagiimig, multipl ve yaygin hepatosit nekroz alanlari
izlendi.(Resim 5-6) Parankimal alanlarda notrofil infiltrasyonu, sinuzoidlerde
genisleme ve konjesyon izlendi. (Resim 7—10) iskemik nekroza 6zgii soluk boyanan,
mumyalasmis hepatositler gozlendi.(Resim 8)

IR+KAR grubunda karaciger parankiminde izole nekrotik hepatositler diginda
hepatosit hasarina rastlanmadi. Sinuzoid genislemesi IR grubuna gdre oldukca
azalmis olarak gozlendi. (Resim 13-15)

IR+MEL grubunda parankim biitiinligiiniin korundugu, IR grubundan daha az
olmak Uzere bu grupta da sinuzoid genislemesi ve hicre infiltrasyonu, ender olarak
da nekrotik hepatositler gozlendi. (Resim 18-20)

IR+MEL+KAR grubu karaciger dokusu, pek cok alanda sham grubuyla
benzerlik gostermekteydi. Hepatosit kordonlari olduk¢a duzgun seyirli, sinuzoidler
normal gapta, konjesyon ve notrofil infiltrasyonu izlenmedi.(Resim 22-24)

Elektron mikroskobik takip yapilmis dokulardan alinmis yari ince kesitlerdeki
bulgular asagidaki gibidir.

Sham grubunda hepatositler ve sinuzoidler normal yapi ve gérinimde izlendi.
(Resim 5)

IR grubunda her boélgede acikli koyulu hepatositler gozlendi. Hepatositler
belirgin olarak sismis, sinuzoidler olduk¢a dilate goérinimdeydi. Vena sentralisin
periferinde infiltrasyon izlendi. (Resim 11,12)

IR+ KAR grubunda hepatositlerde boyanma farkhligi gézlenmedi. Ancak yer yer

lipid artigI izlendi. Sinuzoidler normal yapida goéruldu. (Resim 16,17)



IR+MEL grubunda agikh koyulu hepatositler az sayida gdzlendi. Ancak
hicrelerde sismeye rastlanmadi. Yer yer lipid artisi bu grupta da gozlendi. (Resim
21)

IR+MEL+KAR grubunda az sayida agikli koyulu hiicreler vena sentralisin
periferinde goéruldl. Sinuzoidler normal yapida ve infiltrasyon goézlenmedi. Lipid
normal miktarda gézlendi. (Resim 25)

Histopatolojik bulgular bakimindan gruplar arasi farklar, biyokimyasal

parametreler ile uyumlu bulundu.

Resim2: Sham grubu karaciger genel gérinim HEx330
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Resim 8: IR grubu nekrotik alan, sinuzoidal genisleme ve konjesyon HEX330
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Resim 10: iR grubu konjesyon HEX1320




Resim 11: IR grubu hiicre infiltrasyonu, sinuzoid dilatasyonu, hepatosit
sismesi Toluidin BlueX 660

Resim 12: IR grubu hepatositlerde sisme, acikli koyulu hepatositler
Toluidin BlueX 660






Resim 15: IR+KAR grubu karaciger genel gorunum HE X 1320

Resim 16: IR+KAR grubu karaciger genel gérinuam Toluidin BlueX 660



Resim 17 : IR+KAR grubu lipid artisi Toluidin BlueX 1320

Resim18: IR+MEL grubu karaciger genel gériniim HEX 330



Resim 20 : iR+MEL grubu minimal sinuzodal genisleme HE X 1320
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Resim 21 : IR+MEL grubu lipid artisi, az sayida acik boyanmig
hepatositler Toluidin BlueX 660
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Resim 24 : IR+KAR+MEL grubu karaciger genel gériinim HE X 1320
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Resim 25 : IR+KAR+MEL grubu az sayida acik boyanmis hepatositler
Toluidin BlueX 660

5.2 immunohistokimyasal Bulgular

Apostain boyasi ile boyanan apopitotik hiicre sayisi X40'lik baylutmede ortalama
1000 hiicre sayllarak elde edildi. IR grubunda sham grubuna gére apostain ile
boyanmis kesitlerde artmis apopitotik hiicreler gézlendi. (Resim 26-30) Apopitotik
hiicre say! ortalamalari istatistiksel olarak degerlendirildiginde IR grubu ile sham
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptandi. (p=0.016) MEL ve
KAR verilen grupta apopitotik hlcre sayisinda azalma gorulirken, bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0.05) MEL+KAR grubunda ise apopitotik hicre
sayisinda azalma IR grubu ile Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu.(p=0.005)(Tablo1)
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Tablo 1: Apopitotik Hiicre Ortalamalari
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Resim 26: Sham grubu Apostain Boyasi X 660



Resim 27: IR grubu Apostain Boyasi X 660

Resim 28: IR+KAR grubu Apostain Boyasi X 660



Resim 29: IR+MEL grubu Apostain Boyasi X 660

Resim 30: IR+MEL+KAR grubu Apostain Boyasi X 660



5.3 Biyokimyasal Sonucglar

5.3.1 ALT Diizeyi

Sham grubu ile IR grubu karsilastirildiginda ALT diizeyi IR grubunda istatistiksel
olarak anlamh olarak ylksek bulundu.(p=0.011) Tedavi gruplarinin hepsinin ALT
duzeyini anlamh olarak dusurdugu bulundu. KAR’In, MEL’e gore daha etkili oldugu
bulundu.(p=0.008) Kendi aralarinda karsilastirildiginda ise en etkili yontemin
MEL+KAR verilmesinin oldugu istatistiksel olarak gozlendi. (p=0.002) (Tablo 2)

H 2887
E1413
1067
(@788 |
LiT40
1 1 1 1
SHAM IR K M K+M

Tablo 2: ALT Ortalamalari

5.3.2 AST Diizeyi

Sham grubu ile IR grubu karsilastirildiginda AST diizeyi iR grubunda istatistiksel
olarak anlamli olarak yuksek bulundu. (p=0.011) Tedavi gruplarinin hepsinin AST
dizeyini istatistiksel olarak anlamli dlizeyde dusurdugu bulundu. Ancak higbirinin

birbirine istatistiksel olarak anlamli farki bulunmadi.(p>0.05) (Tablo 3)
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Tablo 3: AST Ortalamalari

5.3.3 Glutatyon Rediiktaz Diizeyi

GR diizeyi , IR grubunda sham grubuna gére istatistiksel olarak anlamli olarak
disuk bulundu.(p=0.006) KAR grubu GR duzeylerini istatistiksel olarak anlamli
dizeyde yukseltti. (p=0.002) KAR+MEL grubu da GR dulzeylerini istatistiksel olarak
anlamli dizeyde yukseltti.(p=0.002) MEL grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadi. (p> 0.05) (Tablo 4)

115,65 E5,28

M 3,98

£83,23

SHAM iR MEL KAR+MEL

Tablo 4: Glutatyon Rediktaz Ortalamalari



5.3.4 MPO Diizeyi

IR grubu, sham grubuna gére MPO diizeylerini yiikseltirken (p=0.008), KAR grubu
istatistiksel olarak anlamli diizeyde MPO diizeylerini diistirdiigli gdzlendi. (p=0.024)
KAR+MEL grubu da istatistiksel olarak anlamli dizeyde MPO duzeylerini dusurdugu
g6zlendi. (p=0.015) MEL grubu ise anlamh bir dislise neden olmadi. (p>0.05)
(Tablo 5)

W18

1,34

F11,08

10,99

SHAM iR MEL KAR+MEL

Tablo 5: MPO Ortalamalari

5.3.5 TBARS Diizeyi
Deney gruplari arasinda herhangi bir istatistiksel anlam bulunmadi. (p>0.05)
(Tablo 6)

242,02

e1218,15

B194.5 205,18
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SHAM iR
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Tablo 6: TBARS Ortalamalari



6.TARTISMA

IRH, hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinden sonra ortaya ¢ikan

hasarlanmadir. Karaciger iskemisi nakil cerrahisinden baska, travma, kanser, safra
yolu tikanmalari ve darliklari nedeniyle ameliyat edilen hastalarda, ayrica cerrahi
girisim olmaksizin bir hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben
olusabilmektedir. Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasarina etki eden cesitli
dizeydeki bircok mekanizmanin katihmindan meydana gelir. Kupffer hucre
aktivasyonu, ROT olusumu, sitokin ve kemokin salinimi, vazokonstriuksiyon, nitrik
oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, nétrofil I6kositlerin toplanmasi,
mitokondriyal gegirgenligin  degisiklige ugramasi, kalsiyumun hlcre igine
dengelenmemis gecisi ve pH paradoksu gibi ¢esitli hlicresel ve molekuler etkilesimler
s6z konusudur. Bu kompleks mekanizmalar hicre o6limine, organ fonksiyon
bozukluguna ve en sonunda da organ kaybina neden olmaktadir (3). IRH’nin sorumiu
oldugu dusunudlen patofizyolojik mekanizmalari bloke edecegi dusunulen birgok
hepatosit koruyucu ajan; allopurinol, roskovitin, a-tokoferol, mannitol, dopamin,
prostoglandin, aktive karbon hemoperfizyonu, glukagon, melatonin, karnitin,
klorpromazin, aprotonin, metil prednizolon, deferoksamin, siklosporin, katalaz,
aspartik asit, ubiquinon, trombosit aktive edici faktor antagonistleri, ATP, verapamil,
nifedipin, stiperoksit dismutaz tanimlanmis ve bunlarin IRH Gzerine iyilestirici etkileri
deneysel IR modellerinde arastiriimistir (4,5,106,107).

Karaciger IR hasarinda 1sik mikroskobik inceleme yapildiginda, NL infiltrasyonu,
bolgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon, sinuzoidlerde genisleme, bodlgesel
hepatoselller vakuolizasyon, hepatosit sismesi, ultrastriktirel inceleme yapildiginda
ise mitokondriyal yapida bozulma, sisme, boyanma farklliklari, NL birikimi gézlenir.
Serumda yapilan incelemede ALT ve AST duzeyleri artmis, karaciger dokusu
homojenatinda yapilan biyokimyasal ¢alismalarda ise; MPO, MDA, TBARS, protein
karbonil (PO) duzeyi (proteinlerin oksidatif hasarinin spesifik gostergesi) artmig, GSH
dizeyi azalmis olarak bulunur (108). Crockett ve ark.lari yaptigi calismada,
karaciger IR uygulanmis grupta sinuzoidal konjesyon,sitoplazmik vakuolizasyon,
hepatoselliler nekroz ve notrofil infiltrasyonu gozlemis, ALT duzeylerini yuksek

olarak bulmuslardir (109). Inglott ve ark.lari IR uygulanmis karaciger dokusunda



polimorfonukleer hicre infiltrasyonu, hepatosit nekrozu, sinuzoidal genigsleme , ALT
ve AST diizeylerinde artis saptamislardir (110). Peralta ve ark.lari IR uygulanmis
karaciger dokusunda yaygin hepatosit nekrozu , hemoraji, notrofil infiltrasyonu ,
TUNEL boyamasi ile apopitotik hicre sayisinda artis , ALT ve AST duzeyi
yiikselmesi bulmuslardir (111). Bizim calismamizda benzer sekilde IR grubunda
inflamasyon, sinuzoid genislemesi ve konjesyon, yaygin hepatosit nekroz alanlari
izlendi. Apopitotik hicre sayisi artmig bulundu. Serum AST ve ALT, karaciger dokusu
MPO duzeyi artmig, GR dizeyi azalmig olarak bulundu. Tata ve ark. lari total hepatik
iskemi yaptiklari karaciger dokularinda TBARS duzeylerini kontrol grubuna gore
anlamli dizeyde artmis bulmuslardir (112). Okatani ve ark. larinin yaptigi calismada
IR uygulanan grupta TBARS diizeyi kontrol grubuna gére anlamli olarak artmig
sekilde gozlenmigtir (113). Bizim ¢calismamizda da karaciger doku homojenatlarinda
TBARS o6lgumi yapilmis ancak higbir yonde anlamli bir degisiklik gézlenmemisgtir.
Ayrica diger bulgular ile ters olarak IR grubunun tedavi verilen gruplara gore
degerinin dusuk olmasi dlgim prosedurunun uygun olmadigi, bu parametrenin baska
yontemlerle gosterilmesinin daha saglikli sonug verecegini disinmekteyiz.

KAR, suda erime Ozelligine bagh olarak, suda ¢6zinen oksidasyon
mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri) ylksek oldugu sitozolde fonksiyon
gorur. Aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna bagh olarak
antioksidan 0Ozellige sahiptir. Hidroksil ve superoksit radikallerinin ve ¢ok kuvvetli
olarak da singlet oksijen molekulunin temizleyicisidir (6,7). Antioksidan 6zelliginden
yola cikilarak bircok deneysel modelde etkisi denenmistir. Fujii ve ark.lar yaptigi
bobrek IR modelinde KAR veriimesinin, sempatik sinir aktivitesini ve bébrekte olugan
IRH’yi azalttigini bulmuslardir (7). Stvolinsky ve ark.lari beyin iskemisi olusturulan
deneklerde KAR'In ndroprotektor etkisi oldugunu (6), baska bir calismalarinda da
global beyin iskemisi uygulanan deneklere KAR verilmesinin yasam suresinin
arttirdigini gostermiglerdir (9). Boldyrev ve ark.lari KAR’in néranal hucreleri ROT
lara kargi korudugunu bildirmiglerdir (114). Yine ayni ¢calismacilar KAR’in serebellar
granuler hucreleri serbest radikal hasarindan korudugunu goéstermiglerdir (10).
Hipkiss KAR’'In MDA toksisitesine kargi sican beyin endotel hucrelerini korudugunu
bildirmistir (115). Lee ve ark.lari izole si¢can kalp reperfuzyon hasarina kargi KAR’In

koruyucu etkisi oldugu gostermistir (116). Kang ve ark.lari kultir ortaminda karaciger



epitelyal hicrelerinde 12-O- tetradecanoylphorbol-13-acetate ve hidrojen peroksitin
neden oldugu DNA fragmantasyonunu KAR’in engelledigini bulmustur. Buna neden
olarak KAR'In lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini, superoksit dismutaz ve/veya
serbest radikal temizleyici 6zelligine sahip olmasina bagl oldugunu bildirmiglerdir
(117).

Simdiye kadar yapilmis calismalarda karaciger iRH'ye karsi KAR'In etkisini 11k
mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak inceleyen bir arastirma
bulunmamaktadir. Biz bu calismamizda KAR’In karaciger IRH uygulanmasinda
koruyucu etki gosterdigini ve bu 6zelliginin MEL’'e gdre daha kuvvetli oldugunu
bulduk. Bir diger dikkat ¢ekici yonu ise MEL ile birlikte veriimesi sonuglari ¢gok daha
iyi etkilemisidir.

MEL, pineal bezden salgilanan, uyku, dreme, sirkadiyen ritim ve immdunite gibi
pek cok biyolojik fonksiyonun dizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Sentezini
takiben, pineal bezden dogrudan dolasima verilen MEL, lipofilik 6zelligine ragmen,
membran reseptorleri araciligiyla hedef hucrelerine ulasir (96). MEL igin, bilinen
hicbir  bariyerin olmamasi, MEL'in tum intraselliler komponentlere rahatlikla
ulasabilmesini saglamaktadir. Boylece MEL, hicre zarini, organelleri ve c¢ekirdegi
etkin bir sekilde serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir. Cekirdege kadar
ulagabilme 6zelligi, DNA’'nin oksidatif hasara karsi korunmasinda, MEL’e bir Ustunluk
saglamaktadir (14,15). Reiter ve ark.larinin yaptigi calismada MEL'in organizmada
immunmodulatér ve antioksidan etkisi oldugu bulmustur (19). Sewerynek ve ark.lari
karaciger IR’'de olusan oksidatif hasara karsi MEL’in polimorfoniikleer l6kositleri ve
lipid peroksidasyon UrUnlerini azalttigi, glutatyon duzeylerinde artisa neden oldugu
bildirmistir (98). Kagmaz ve ark.larinin yapti§i calismada karaciger iR sonucu
azalan glutatyon dizeyini melatoninin arttirdigi , MPO duizeyini azaltip, ALT, AST ve
MDA dtzeyini anlamh derecede distrdugunu bildirmiglerdir (118). Ancak Okatani ve
ark.larinin  yaptigi galismada, karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesi iskemi
sirasinda degismeden kalmig, reperfizyon sirasinda anlamh derecede azalmigstir.
MEL verilmesinin bu disiise etkili olmadigini géstermislerdir. Karaciger iR'de olusan
mitokondri hasarini ultrastriktlrel olarak incelediklerinde kristalarda disentegrasyon
ve gsisme goOzlemig, buna karsin MEL uygulanmis hayvanlarda bu bulgularin

azaldigini  gostermiglerdir (13). Bizim calismamizda da benzer sekilde MEL



verilmesi glutatyon reduktaz seviyesini yukseltmedi. Ancak KAR ile birlikte verilmesi
bu diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseltti. ~MPO diizeyi IR’ ye gére
azalmis bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. ALT ve AST duzeyleri ise
MEL verdigimiz grupta anlamli derecede dustse neden oldu. Sener ve ark.lari total
hepatik iskemi uygulanan deneklerde yaptiklari incelemede IR grubunda,
hepatositlerin  belirgin olarak sis ve vakoulizasyon gosterdigini, geniglemis
sinuzoidlerde konjesyon oldugunu, MEL grubunda ise iyi korunmus karaciger
parankimi ve hepatositlerin goruldugunu sinuzoidal yapilarda konjesyon
bulunmadigini bildirmislerdir (91). Bizim c¢alismamizda da MEL verilen grupta
benzer histolojik bulgular bulunmustur. KAR+MEL verilen grupta ise histolojik
bulgular kontrol grubuna yakin o6zellik gostermistir.

Karaciger IRH olusturulmus deney modellerinde simdiye kadar apostain immun
boyasi ile apopitoz belirlemesi yapilmamigtir. Yapilan ¢alismalarda daha ¢gok TUNEL
ile apopitotik hiicreler gésteriimistir. Saxton ve ark.lari iR grubunda TUNEL ile
boyanan hucrelerin kontrole goére arttigini (119), Sun ve ark.lari yine TUNEL ile
boyanan apopitotik hiicrelerin IR grubunda arttigini gostermislerdir (120). Ancak
TUNEL ile yapilan g¢alismalarin guvenililirligi kisithdir. TUNEL DNA dizisinde kingi
olan tum hucreleri, hucre hasari tipinin nekroz veya apopitoz olmasini ayirt etmeden
boyamaktadir (5,58). Bu nedenle biz ¢calismamizda apopitotik indeksi TUNEL’a gore
daha iyi gOsteren, apopitoza daha spesifik olan apostain boyasini tercih ettik (121).
Calismamizda IR grubu, kontrol grubuna gore anlamli olarak apopitotik hiicre
sayisinda artis gosterdi. KAR ve MEL verilmesi apopitotik hucre sayisini azaltti
ancak fark anlamli olarak bulunmadi. KAR+MEL verilmesi ise anlamli olarak

apopitozu azaltt.



7. SONUC ve ONERILER

Tum bulgular g6z onune alindiginda genel olarak karnozinin verilmesi,
melatoninin verilmesinden daha iyi sonug vermigtir. Ayrica karnozin ve melatoninin
birlikte verilmesi karnozinin ve/veya melatoninin tek basina verilmesinden ¢ok daha
anlamli sonuglara neden olmustur. Bu da karnozinin ve/veya melatoninin diger
antioksidanlar ile sinerjik etki gosterebilecegini dugundurmektedir. Karaciger iskemi
reperflzyon hasarinda karnozinin ilk defa kullaniimasi ve ortaya g¢ikan bulgularin 1g1k
mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal parametrelerle desteklenmesi
nedeniyle calismamizin bundan sonraki arastirmalara yol gosterecegi inancindayiz.
Ancak kullanilan ajanlarin klinikte uygulanabilirligi agisindan daha ¢ok calismaya
ihtiyag bulundugu da bir gergektir.
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