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OZET

Parsiyel hepatektomi (PH); timér, travma ve karaciger transplantasyonu gibi
bazi durumlarda uygulanan cerrahi tedavidir. Karacigerin rejenerasyon kapasitesi
onu diger organlardan ayirir. Rejenerasyon;, buyume faktorleri, sitokinler,
transkripsiyon faktorleri, hormonlar ve oksidatif stres trtinlerinin de dahil oldugu
komleks bir olaydir. Caligmamizda siganlarda normal ve %70 PH sonrasinda rejenere
karacigerde karbontetrakloriir (CCly) toksisitesine duyarliliklart ve antioksidan N-
Asetilsistein’in (NAC) koruyucu 6zelliginde farklilik olup olmadiginin aragtirilmasi
amaglandi.

Calismada 67 adet 12 haftalik 200-250 gram agirliginda Wistar albino tipi
erkek sigan kullanildi. Siganlar, PH yapilan ve yapilmayan olmak tizere iki ana grup
altinda 9 alt gruba ayrildi. Her iki ana grupta sirastyla 1. Kontrol, 2. CCIL; (0,5
ml/kg,1.p.), 3. NAC+CCL; (50 mg/kg,i.p. NAC, 0,5 ml/kg,i.p. CCly) 4. NAC (50
mg/kg,i.p.) gruplart olmak tzere dort alt gruba ayrildi. Ayrica PH yapilan gruplara
bir de sham kontrol grubu eklendi. PH uygulanan alt gruplarda denek sayist 8, sham
kontrol ve PH uygulanmayan alt gruplarda 7 olarak belirlendi. PH yapilan gruplara
islemin 8. guntnde, yapilmayan gruplara ise dokular alinmadan 24 saat Once
intraperitoneal (i.p) yoldan 0,5 ml/kg CCly, 50 mg/kg NAC verildi. Ilag uygulamasi
yapilan alt gruplara 50 mg/kg NAC, CCl,s uygulamasindan 3 saat énce ve sonrasinda
1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz uygulandi. Diger taraftan kontrol
gruplarina ise CCly yerine ayni hacimde serum fizyolojik verildi. Biitiin gruplara ilag
uygulamalar1 e zamanli olarak yapildi. PH uygulamasi sigan karacigerinin yaklagik
%70’inin genel anestezi altinda cerrahi yolla ¢ikarilmasiyla yapildi. Postoperatif 9.
ginde butin siganlar usuliince kesilerek serum ve karaciger doku ornekleri elde
edildi.

Alinan karaciger dokusunun bir parcgasi histopatolojik inceleme amaciyla
%10 formaldehid igerisine alindi. Kalan karaciger dokusunda katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ve
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), protein karbonil (PC) analizleri yapild1.

Calismamizda CAT enzim aktivitesi hem PH’den sonra CCly; hem de PH
yaptlmayan CCls gruplarinda kendi kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi

gozlendi. CCly’e maruz birakilan gruplara NAC verilmesi, CAT ve SOD enzim
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aktivitelerinde anlamli yikselmeye neden oldu. Ayrica PH yapilmayan CCly grubu
GSH-Px aktivitesinin PH yapilmayan kontrol grubuna gore anlamli olarak dusik
oldugu gozlendi. CClyin neden oldugu GSH-Px aktivitesindeki azalma NAC
uygulamasi ile kontrol grubu degerlerine yaklagsa da diizelme istatistiksel olarak
anlamli degildi. Diger taraftan NAC+CCly gruplari, PH yapilan ve yapilmayan CCly
gruplartyla kiyaslandiginda GSH dizeyinde anlamli olmayan bir artiy oldugu
goruldi. PH yapilmayan CCls grubunun karaciger dokularindaki MDA ve PC
diizeyinin kendi kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek oldugu tespit edildi.
Inflamasyon siireci ve karaciger rejenerasyonu sirasiyla H&E ve Ki-67 ile
degerlendirildi. Ki-67 boyamalarinda PH sonrasi rejenerasyon gozlendi, ancak PH
yapilan gruplar arasinda mitotik aktivite farki gozlenmedi.

Sonug olarak elde edilen bulgular, PH sonrasi rejenere karaciger dokusunda
oksidasyon turiinlerinde artig olabilecegini gostermektedir. Rejenere karacigerdeki
oksidasyon uriinlerindeki bu artts PH sonrasi mitotik aktiviteyle birlikte artan
oksidan madde artisina bagli olabilir. Ancak bu sonuglar, rejenere karaciger
dokusunun CCly toksisitesine duyarliliginda ve NAC’1n koruyuculugunda herhangi
bir degisiklik olmayabilecegine isaret etmektedir. Konunun tam olarak

anlagilabilmesi i¢in daha ¢ok zaman bagimli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Parsiyel hepatektomi, Karaciger, NAC (N-Asetilsistein), CCly
(Karbontetrakloriir),
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ABSTRACT

Partial hepatectomy (PH) can be an inevitable surgical therapy in some
conditions such as malignancies, trauma or liver transplantation. Its capacity for
regeneration distinguishes the liver from other organs. Regeneration is a complex
process involving growth factors, cytokines, transcription factors, hormones, and
oxidative stress products. In the present research, we aimed to investigate if there
was an alteration in the hepatoprotective properties of N-acetylcysteine (NAC), an
antioxidant agent, and the sensitivity to hepatotoxicity of carbon tetrachloride (CCly),
on regenerated liver after 70% PH and normal liver in rats.

67 male Wistar Albino rats (12 weeks old) weighing around 200-250 g were
used. Rats were divided into 2 main groups to total 9 subgroups: group 1, underwent
PH; group 2, not subjected to PH. Both main groups were assigned into four
subgroups respectively: group 1, control; group 2, CCL (0,5 ml/kg,i.p.); group 3,
NACHCCLy (50 mg/kg,i.p. NAC and 0,5 ml/kg,ip. CCly); group 4, NAC (50
mg/kg,i.p.). Besides to the groups that underwent a 70% PH, a sham control group
was added. In subgroups which underwent PH were designated 8 tried number, in
sham control and subgroups which not sujected to PH were designated 7 tried
number. 0,5 ml/kg CCly and 50 mg/kg NAC was given intraperitoneally (i.p.) to the
groups which underwent PH in the 8th day of operation and to the groups which not
subjected to PH 24 hours before the tissues were taken off. Treated subgroups were
administered a total of 6 doses of NAC (50 mg/kg,i.p.), 3 hrs before CCly and 1, 3, 6,
12, 18 hrs after CCly administration. On the other hand, the same volume of serum
physiologic was given to the control groups. Treatment to the whole groups was
carried out synchronously. As for PH, approximately 70% of the rat liver was
surgically removed under general anesthesia. On postoperative day 9, all rats were
humanely killed then serum and liver tissues were removed.

A sample of removed liver tissue was kept in 10% formalin for
histopathological analysis. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities and malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH),
protein carbonyl (PC) levels were determined in remnant liver tissue.

In the present study, CAT enzymatic activity was significantly lower in both

groups those subjected to CCIl; with and without PH when compared to those
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assigned as control groups. The groups that exposed to the CCL, treated with NAC
concluded significantly high levels of SOD and CAT enzymatic activities. Moreover
there was a more prominent decrease in the level of GSH-Px activity of not
underwent PH-CCI; group than that of GSH-Px activity of not underwent PH-
Control group. The reduction of GSH-Px induced by CCl4 was not significantly
altered by the treatment with NAC but was improved close to the values of control
groups. On the other hand, comparing the level of GSH, a significant increase was
not observed in the NAC+CCl4 groups as compared to those subjected to and not to
PH-CCly. The tissue levels of MDA and PC were significantly greater in the group
not subjected to PH-CCI, than level in its control group. Inflammatory process and
liver regeneration were evaluated with H&E and Ki-67, respectively. Regeneration
was observed after PH in Ki-67 immunostaining but no mitotic activity difference
was observed between the groups which subjected to PH.

In conclusion, the results showed that there might be an increase in the
oxidation products after 70% PH in regenerated liver tissue. The increase in
oxidation products in the regenerated liver may be due to the increase of oxidant
substance related to increasing mitotic activity after PH. However, these results
indicate that there may be no change in the sensitivity of regenerated liver tissue to
CCl, toxicity and the protective effect of NAC. Nevertheless, for a comprehensive

understanding of the subject we need more studies independent to time.

Key words: Partial hepatectomy, liver, NAC (N-acetylcysteine), CCls (carbon
tetrachloride)
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1.GIRIS

Karaciger dokusunun cerrahi bir islem sonucu ya da toksik maddelerin etkisiyle
kayb1, karaciger hiicrelerinin boliinmesini baslatan ve dokunun olaydan onceki ilk
kitlesine ulagincaya kadar devam eden bir mekanizmanin baglamasina neden olur.
(1). Karaciger rejenerasyonu patofizyolojik bir iglem olup hem hipertrofi (hiicre
boyutunda veya prereplikasyon fazindaki protein igeriginde artig) hem de hiperplazi
(hicre sayisinda artig) seklindedir. Bu olaylarin her biri digerinden bagimsiz
isleyebilir (2).

Insan ve kemirgenlerde karacigerin rejenerasyon siireci birbirine benzerdir. Bu
nedenle kemirgenlerde elde edilen sonuglar insan karacigeri i¢in 6nemli bir yol
gostericisidir (3). Kemirgenlerde karaciger rezeksiyonlari, genellikle karaciger
rejenerasyonu, akut karaciger yetmezligi, karaciger metastazi, transplantasyon ve
hasara karst metabolik cevabi ¢alismak igin gergeklestirilir. Cogu karaciger
rezeksiyon modelleri hizli, glivenilir ve tekrarlanma oram yuksek olup sadece temel
beceri gerektirir. Kiiglik kemirgenler (fare, si¢an), karaciger cerrahi aragtirmalarinda
en ¢ok kullanilan deney hayvanlaridir (4). Siganlarda karaciger dokusunun %70
oraninda uzaklagtirilarak olusturulan karaciger rejenerasyon modeli, deney
hayvanlari arasinda en ¢ok ¢aligilan karaciger modeli olmustur (5).

Karbontetrakloriir (CCly) gibi karaciger hasarina neden olan hepatotoksik
ajanlarin kullanim1 ¢esitli olgiilerde hepatosit dejenerasyonu ve hiicre olimi ile
karakterize tablonun olugmasina neden olur (6). CCls insanlarda oldugu gibi deney
hayvanlarinda da hepatotoksisite olusturan bir ksenobiyotiktir (7). CCly giinimtizde
hala yag dejenerasyonu, fibrozis, hepatoselliler o6lim, kanser olusumu gibi
hepatotoksik etkilerin etki mekanizmasini aydinlatmada kullanilan 6nemli bir
maddedir. CCly, sitokrom CYP2E1, CYP2B1, CYP2B2 ve yiiksek olasilikla CYP3 A
tarafindan aktive edilip triklorometil radikali (CCls’) olusturulur. Bu radikal niikleik
asit, protein ve lipit yapili hiicresel molekiillere baglanabilir. Ozellikle yaglari
dejenere ederek lipit metabolizmasi gibi onemli hiicresel stiregleri bozar. Ayni
zamanda oksijenle reaksiyona girip son derece reaktif olan triklorometil peroksil
(CCI300) radikalini olusturabilir. Bu oksijen radikali, poliansature yag asitleri ile

reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu baglatir. Bu durum



mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membraninindaki lipitlerin
bozulmasina neden olarak gecirgenliklerini etkiler. Sonug¢ta hiicre i¢i kalsiyum
birikmesi ve hiicre homeostazisinin bozulmasiyla ciddi hiicresel hasara yol agar (8).
N-Asetilsistein (NAC) antioksidan ve antiinflamatuar etkiye sahip silfidril (-SH)
grubu igeren bir molekulidir. NAC 1n antioksidan 6zelligi bir¢ok in vivo ve in vitro
caligmada gosterilmistir (9,10). NAC ayni zamanda indirgenmis glutatyon (GSH)
onciisti olup etkili bir hidroksil radikali temizleyicisi ve potansiyel antifibrotik etkiye
sahiptir (11). Bununla birlikte NAC’1in CCly zehirlenmelerinde de koruyucu etkisinin
oldugu gosterilmistir (9). Ancak rejenere karacigerde CCl, toksisitesine duyarlilikta
herhangi bir degisiklik olup olmadig1 ve yine rejenere karacigeri CCly toksisitesinden
NAC’1n koruyucu 6zelliginde degisiklik olup olmadigt heniiz bilinmemektedir.
Karaciger nakillerinde ¢ogunlukla canli vericilerden alinan kismi karaciger
dokusu nakledilmektedir. Bu durumda vericilerin karacigerleri her ne kadar rejenere
oluyor olsalar da bu tip saglikli karaciger vericilerinin hepatotoksik ajanlara
duyarliliginda degisiklikler olup olmadigi ve olusan toksisitenin antioksidanlarla
tedavisinin verici olmayan bireylerle farklilik gosterip gostermedigi hentiz yeterince
arastirllmamigtir. Bu ¢aligmanin amaci, kismi hepatektomi yapilan ve hig
hepatektomi yapilmayan deneysel bir hayvan modelinde, uygulandiginda serbest
radikaller olusturarak agir karaciger hasart yaptigr kesin olarak bilinen CCly
uygulayip, yine koruyucu etkileri daha oOnceden bilinen NAC’t ayni deney
hayvanlarina vererek sonug¢lari mevcut literatiir bilgileri 1s18inda tartigmaktir. Bu
caligma ile ulagmak istedigimiz ana hedefimiz parsiyel hepatektomiden (PH) sonra
olusan serbest radikal hasarini potansiyel olarak onleyebilecek bir ajanin deneysel
caligmalarint yapmak ve bunun klinik uygulama alanlarininin olup olamayacagini

ilgili bilim diinyast ile paylagmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, gebeligin tgiincii haftasinda duodenumdan i¢i bos bir endodermal
tomurcuk olarak olugsmaya baglar. Bu yap1 karaciger ve safra olusturmak tizere ikiye
ayrilir. Hepatik bolumd, ¢ift potansiyelli onctl hicreler igerir. Bunlar hepatositler ya
da erken primitif safra kanal yapilarina katilan kanal hiicrelerine donugiir. Bu
degisime, hiicre igerisinde sitokeratin tipin degisimide eslik eder (12,13).

Karaciger viicudun en buyik organidir. Agirligr 1200-1500 g arasinda olup
yetiskinlerde toplam viicut agirliginin 1/50°si kadardir. Yenidoganlarda karaciger
nispeten daha buyuktir. Dogum agirliginin 1/80’ini olusturur. Bu durum sol lobun
biyiik olmasindan kaynaklanir.

Karaciger, sag iist kadranda kostalar tarafindan korunur. Ust simr1 yaklasik
olarak meme bas: seviyesindedir. 1ki anatomik lobu bulunur. Sag lob, sol lobdan alt1

kat daha buyiiktur (13,14).

onden goriiniigii vena kava inferior

safra kesesi

Sekil 2.1: Karacigerin anterior and posterior goriiniimii (15).

(www britannica.com’dan adapte edilmistir.)



kaudat lob

sol mediyal lob

Sekil 2.2: Sigan karacigeri (16). (www.item.fraunhofer.de’den adapte edilmistir.)

Sag lobun st sinir1, 5. kosta seviyesinde ve sag midklavikiiler hattin 2 cm
medialinde bulunur. Sol lobun st sinir1, 6. kostanin st seviyesine tekabiil edip sol
midklavikiler hatta bulunur. Alt sinir, 9. sag kostal kartilajdan 8. sol kostal kartilaja
yukar1 dogru egik olarak gecer.

Karaciger, kam iki kaynaktan temin eder. Portal ven, venoz kani
bagirsaklardan ve dalaktan getirir. Hepatik arter ise koliak aksisten arteriyal kani
karacigere tasir. Bu damarlar, sag lobun inferior yiizinde bulunan porta hepatis
fissurtinden gecerek karacigere girer (13,14). Karacigerde venodz drenaj, karacigerin
arkasindan g¢ikan sag ve sol hepatik venle olur. Bu venler ayn1 anda inferior vena
kavaya girerler. Karaciger, peritonal ligamentlerle ve karin duvari kasi tarafindan
iletilen intraabdominal basingla pozisyonunu korur (13).

2.1.1. Fonksiyonel Anatomi

Karaciger, falsiform ligamentin araladigi hat boyunca ayrilmig olan sag ve sol
loblara sahiptir. Ana portal ven, sag ve sol dallara ayrilir. Daha sonra bunlardan her
biri ayrica iki subtniteyi olusturur. Bunlara sektor denir. Sagda anterior ve posterior
sektorler, solda ise medial ve lateral sektorler olmak tizere toplam dort sektorden

olusur.



Bu dort sektor ayrica segment denilen alt boliimler olustururlar. Sag anterior
sektor V. ve VIIL segmenti, sag posterior sektor VI. ve VII. segmenti, sol medial
sektor IV. segmenti, sol lateral sektor ise II. ve III. segmenti igerir. Segmentlerin
makroskopik damarlar1 arasinda vaskiiler anastomoz bulunmaz. Fakat iletisim
sintizoidal seviyede olur. Bu fonksiyonel anatomik siniflandirma, radyolojik verinin
yorumlanmasinda ve karaciger rezeksiyonunun cerrahi planlanmasinda 6nemlidir
(13,17).

2.2. Karacigerin Histolojisi

Karaciger buyik hacimli ve olduk¢a damarli bir organdir. Ayrica kollajen
lifler, yaygin fibroblastlar, miyeloblastlar, kii¢ilk kan damarlari ve lenfatiklerden
olugmusg ince bir kapsiil tarafindan ¢evrilmigtir. Kapsiil, kan damarlarinin karacigere
girig yaptig1 ve safra kanallarinin ayrildig1 yer olan porta hepatis ¢evresinde en kalin
yapidadir. Parankimada kapsiil, portal sistemleri ¢evreleyen bag doku ile birlegir.

Portal sisteme giren damarlar ve santral venler hepatik siniizoitlere uzanir. Bu
alanlarda kan ve karacigerin tek hiicreli tabakalar1 arasinda alig verig meydana gelir.
Histolojik kesitlerde, portal sistemler (hepatik arter dallari, portal ven, bir ya da iki
safra kanali, lenfatikler, sinirler, lenfositler ve yumusak bag dokuda fibroblastlar),
santral lobiler ven (terminal hepatik ven) ve lobiiler parankima tanimlanmigtir.
Karacigerin gortinen yapisal Uniteleri ¢ok yuzli prizma seklinde lopguklardir.
Bunlarin merkezinde sentrolobiiler ven bulunur (18,19). Portal sistemi ¢evreleyen
hepatositler, sistemin bag dokusu ile hepatik parankima arasinda sinirlayici

tabakadan bir ara ylizey olusturur.



Sekil 2.3: Normal karacigerin sematik diyagrami (20). (www.mc.vanderbilt.edu’den

adapte edilmigtir.)

Sintizoidal membran (total hiicre yiizey alaninin %70’1), yiizey alanini alt1 kat
artiran mikrovilli ile kaplidir. Disse araligi boyunca kan ve hepatositler arasinda
madde degisimi yalnizca sintizoidal plazma membraninin gorevidir.

Karacigerin parankim hiicrelerinin fonksiyonlari olduk¢a fazla sayidadir.
Genel olarak bakildigina su fonksiyonlar en 6nde gelenleridir; onarim, transport,
sentez, biyotransformasyon ve yikim (protein, lipit, karbonhidrat, hormon,
ksenobiyotik ve safra). Yaslandik¢a hepatosit sayisi azalir ve hipertrofi gorulir.
Diger taraftan poliploidi, lizozom ve diiz endoplazmik retikulum sayis1 artar.

Sintizoidler o6zel kapillerlerdir. Bunlar, gecirgen endotelyal bariyerine,
sintizoidlerin girisinde koruma saglayan yerlesik makrofajlara (kupffer hiicreleri),
bazilar1 buytk graniiler lenfositler olmak tzere karaciere birlesik lenfositlere ve
vitamin A depolayan stellat hiicrelerine sahiptirler (19,21). Sintizoidler, gergek taban
membranlarina sahip olmamasi vasitasiyla Disse araligi boyunca hepatositlerle giren
kan arasindaki alig verisi ve imminolojik savunma mekanizmalarin1 kolaylastirir.
Sintizoidal hicreler, lobiiler parankimanin %6’ sin1 (%2,5 endotelyal, %2 kupffer ve
%1,4 stellat hiicreleri) ve karacigerin plazma membraninin %26,5” ini temsil eder.

Endotelyal hiicreler, sintizoidlerin bariyerini olustururlar (22). Ana karakterleri; genis



bir alan1 kapsayan ¢ok ince bir olusum (karacigerin tim plazma membraninin %15°1)
ve grup halinde kiimelenip daha kiigiik molekullerin gegisine izin veren ortalama 100
nm ¢apli gozeneklere sahiptirler (19).

Kupffer hiicreleri, siniizoidal liimen igerisinde yer alir ve endotelyal duvarin
genig bir alanin1 kaplar (23). Bu hiicreler, lateks partikiilleri gibi ¢ogu maddeyi,
denatiire albiiminleri, bakteri ve immun kompleksleri fagositoza ugratir (19).

Hepatik stellat hiicreleri ayni zamanda perisiinizoidal ya da Ito hicreleri
olarakda bilinirler (24). Bunlar siklikla interhepatositik girintide yer alarak lipit ve
vitamin A igerirler. Endotelyal hiicreleri ¢evreleyen uzun ve ince bir sitoplazmik
yapidadir (21). Hepatik stellat hiicrelerini ¢evreleyen taban membran bulunmaz. Bu
hiicreler vitamin A depolar, mikrovaskuler toniisiin diizenlenmesine ve ekstraselliler
matriksin sentezine katilirlar (19).

2.3. Karacigerin Biyokimyasal Fonksiyonlan

Karaciger cesitli sentez, salgi ve metabolik fonksiyonlar1 kapsayan ¢ok
fonksiyonlu bir organdir. Amino asitleri, karbonhidratlari, lipitleri, vitaminleri ve
minareleri alir, igler ve depolar.

2.3.1. Karacigerin Sentez Fonksiyonu

Karaciger protein, trigliserit, yag asidi, kolesterol ve safra asidi sentezlerinin
de dahil oldugu c¢ok genis sentez fonksiyonlarina sahiptir. Glukoz, aminoasitler,
serbest yag asitleri, diger besinler ve oOncillerinin ¢ift yonli akigt hepatosit
membranindan gergeklesir. Normal kan glukoz konsantrasyonu kisa sireli aglik
sirasinda hepatik glikojen yikimiyla, uzamis aglik sirasinda ise hepatik glukoz sentezi
ile (glukoneogenez) korunmaktadir. Glukoneogenezde karbon atomlart i¢in primer
kaynaklar kas proteinlerinden gelen aminoasitlerdir. Metabolik siireglerden olusan
baslica enerji kaynagi olan adenozin trifostat (ATP), yag asidi oksidasyonu ve
glukozun hepatik metabolizmasi sonucu olugmaktadir.

2.3.2. Karacigerin Ekskretuvar Fonksiyonu

Endojen ve eksojen orijinli organik anyonlar sintizoidal kandan
uzaklagtirilarak, biyotransformasyona ugrarlar ve safra ya da idrarla atilirlar.
Salgilatict islevin degerlendirilmesi klinik agidan degerli bilgiler saglamaktadir. En

sik kullanilan testler, bilirubin ve safra asitleri gibi endojen olarak olusan bilesiklerin



olgimu ve indosiyanin yesili veya amino-pirin gibi ekzojen bilesiklerin klirenslerinin
saptanmasidir.

Bilirubin yaglanan eritrositlerden tlireyen sart pigmenttir. Karacigerden
uzaklagtirilip biyotransforme edildikten sonra safra ve idrarla atilir. Karacigerin
baslica fonksiyonlarindan biri de safra asidi metabolizmasinin diizenlemesidir.
Kolesterol dengesi, buyiik olgiide kolesteroliin safra asitlerine dontigimii ve bunun
sonucunda da safra asidi metabolizmasinin dizenlenmesi ile saglanmaktadir. Safra
asitleri hem kolesteroliin hepatik atilimini hem de lipitlerin intestinal absorbsiyonu
icin ¢ozinurligini kolaylastiran yiizey aktif temizleyici molekilleri saglarlar.
Karacigerde kolesterol safra asitlerine donusturilip safraya salinir. Boylece
ateroskleroz riski olusturacak sekilde kolesterol birikimi énlenmis olur.

Kolesterol metabolizmasinin trtinleri hepatik kokenlerinden dolayr primer
safra asitleri olarak adlandirilan kolik asit ve kenodeoksikolik asittir. Primer safra
asitleri safra kanalina salinmadan 6nce glisin veya taurin ile kendi yapisinda bulunan
karboksilik asit karbonundan konjuge edilirler. Bunun sonucunda polariteleri ile suda
cozunurlikleri artar. Bu konjugasyon mekanizmast yolu ile dort adet primer safra
asidi  olusur. Bunlar; koliltaurin, kolilglisin,  kenodeoksikoliltaurin  ve
kenodeoksikolilglisin’dir. Ankonjuge (serbest) safra asitleri safrada bulunmazlar.

Ince barsak ve kolondan gegis sirasinda safra asidi bakteriyel flora tarafindan
uretilen enzimler ile c¢esitli degisimlere maruz kalarak sekonder safra asitleri
deoksikolik asit ve litokolik asit olusur. Sekonder safra asitleri de karacigerde glisin
veya taurin ile konjuge edilirler ve safranin bilesenleri olarak primer safra asitlerine
katilirlar.

Vicut, enterohepatik dolagim olarak bilinen dolagim sistemi ile safra asidi
havuzunu olusturur. Enterohepatik dolagimin anatomik bilesenleri karaciger, biliyer
sistem, terminal ileum ve portal vendz dolagimdir (25).

2.3.3. Karacigerin Metabolik Fonksiyonu

Karaciger karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmalarinin diizenlenmesinde
cok onemli rol oynamaktadir. Ayrica kseonobiyotikler de karaciger tarafindan
metabolize edilen ve temizlenen yabanci maddelerdir. Bir¢cok ksenobiyotik
lipofiliktir  ve klirens i¢in karaciger tarafindan hidrofilik maddelere

biyotransformasyonlar1 gerekmektedir. Sentetik boyalar gibi hidrofilik olan diger



ksenobiyotikler ya direkt olarak konjiige edilirler ya da atilirlar. Uygulamada, boyle
boyalarin atilimi 6l¢ilir ve karaciger fonksiyonunu gostermesi agisindan kullanilir
(25,26).

Karacigerin diger oOnemli bir fonksiyonu da ilaglarin metabolizmasi
(aktivasyon ve detoksifikasyon) ile amonyak ve galaktoz gibi endojen ve ekzojen
maddelerin  diizenlenmesidir. Bununla birlikte, spesifik ve kalitsal enzim
eksikliklerinden kaynaklanan metabolik bozukluklar karacigeri etkilemektedir.
Klasik bir 6rnegi galaktozemidir. Bu durumda galaktoz-1-fosfat tridiltransferaz
enziminin konjenital eksikligi karaciger, beyin ve bobreklerde hasara neden olan
galaktoz-1-fosfat toksik metabolitinin birikmesine yol agmaktadir.

2.4. Karaciger Rezeksiyonu

Siganlar ve fareler, karaciger cerrahi aragtirmalarinda en yaygin kullanilan
deneysel modellerdir. Kemirgenlerde genellikle hepatik rezeksiyon; karaciger
rejenerasyonu, akut karaciger yetmezligi, hepatik metastaz, hepatik fonksiyon,
transplantasyon ve hasara kargt metabolik cevabi aragtirmak i¢in yapilir.
Kemirgenlerde karaciger rezeksiyonu, minimal diizeyde operatif mortalite ile ¢ok iyi
tolere edilebilir.

Bazi smirlamalara ragmen PH’nin kemirgen modellerinin kullanimu,
karaciger arastirmalarinda ¢ok onemli olgular1 ¢alismak igin gerekli bir vasitadir (4).
Siganlarda 2/3 hepatektomi modeli, ilk kez uzun yillar 6nce Higgins ve Anderson

tarafindan tariflendi ve genig bir uygulama alant buldu (27,28).



10

%10

Sekil 2.4: Karaciger rejenerasyonunun cerrahi modelleri (28). a) Sican karacigeri
anatomisi, b) 2/3 PH, *=kaudat lob, gri alan= geriye kalan karaciger fonksiyonel

kiitlesi, beyaz alan=non-fonksiyonel karaciger kiitlesi.

Siganlarda karaciger kitlesi, viicut agirliginin %4’inii meydana getirir.
Karaciger sabit oranlardan meydana gelmistir. Ayrica segmental portal ven, hepatik
arter, safra kanalinin gecti§i uzun bir vaskiiler araliga sahiptir. Sag lob karaciger
kutlesinin %38’ini, sol lob %30’unu, kaudat lob %8’ini ve kuadrat lob ise %10’unu
olusturur (28,29). Insanlarda oldugu gibi siganlarda ve farelerde de karaciger damar

ve safra sistemi buyik bir anatomik degisiklik gosterir. Ayrica kemirgenlerin
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karaciger anatomisi ve insan karacigeri ile iligkisi tam olarak anlagilamamistir
(4,30,31).

Medyan laparotomi yaptiktan sonra ilk adimda sag ve sol loblarin
ligamentleri bolinerek karaciger mobilize edilir. Vaskuler araligin uzun olmasindan
dolay1 karacigerin sag ve sol loblar1 beraber rezekte edilebilir. Her iki lob yukari
dogru hareket ettirilip sonra her birinin vaskiiler aralig1 gevsek bir bicimde baglanir.
Her iki lobun baglarin1 stkmadan 6nce herhangi bir hemodinamik komplikasyondan
kaginmak icin asil anatomik pozisyonlarina getirilir. Ancak bagi siktiktan sonra
vaskiiler aralikla beraber karacigerde sag ve sol loblarin hepatik ven akislar1 da
kesilmig olur. Dolayisiyla her iki lobda solar. Renk degisimi, iskeminin meydana
geldigini ve loblarin rezekte edilebilecegini gosterir.

Geri kalan iskemik karaciger dokusunu olabildigince dogal konumunda
birakmak mediator salinimi i¢in 6nemlidir. Aksi taktirde karaciger rejenerasyonu
etkilenebilir. Diger taraftan ligasyon, sag ve sol loblarin hepatik venlerini kapatacak
kadar sik1 olmamalidir. Bu durum inferior vena kavanin liimenini daraltabilir. Loblar,
rezekte edildikten sonra karin ilik, tuzlu solisyon ile yikanir ve iki katmanda
kapatilir.

Siganlarda 2/3 hepatektomi ile karaciger rejenerasyonunu indiklemenin
avantajlari, sigan anatomisi ile tutarli ve diizenli olmasidir. Bu durum, operatore
degisik oranlarda rezeksiyon i¢in yuksek olgide dogruluk (6rnegin; 2/3 rezeksiyon
sonrast karaciger kaybi her zaman yaklasik olarak %68’tir) ve tekrarlanabilirlik
saglar. Karaciger rezeksiyonu, basit bir operasyon olup basit cerrahi deneyimler
diginda bir sey gerektirmez. 2/3 hepatektomi, ustaca gerceklestirilirse siganlarda
perioperatif mortalite olmaksizin 1yi tolere edilir. Rezekte edilen karaciger dokusu
oraninin modifikasyonu, karacigerin rejeneratif tepkisini degistirir. Rezeksiyon
oraninin, karacigerin 2/3 rezeksiyonundan az veya ¢ok olmasi daha yavas
rejenerasyona yol agar. %90 gibi buyik miktarlarda rezeksiyondan sonra
ensefalopati veya koagiilopati gibi akut karaciger yetmezliginin komplikasyonlari
meydana gelebilir ve mortalite orani yiikselir (28,29,32). %85’ten buiyik veya
%30 dan kiigiik rezeksiyonlar, yavag hiicre proliferasyonuna ile sonuglanir (3,4).

Degisik tiirlerde karaciger rejenerasyonunun kinetigi ayni olmadigindan

kemirgen modellerden elde edilen sonuglar tam olarak insanlara uygulanamaz.
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Rezeksiyon sonrast kalan karaciger dokusunun miktari, kemirgenlerde hayatla
uyumlulugu insanlardakine gore daha az oldugu gorilmistir. Insanlarin tolere
edebilecegi maksimum karaciger miktari, orjinal hacmin %70-80’1 kadardir (4,33).
Kemirgenler ise %90-95 hepatektomi sonrast yasamini siirdiirebilir (4,34).

2.5. Karaciger Rejenerasyonu

Hem kemirgenlerde hem de insanlarda PH sonrasi karaciger rejenerasyonu
olarak bilinen iglem rezekte hepatik loblar1 rejenere etmez. Bu, kayip fonksiyonel
kitleyi tekrar yerine koymak amaciyla hiicre proliferasyonunun bir sonucu olarak
kalan loblarin boyutunda artig seklinde olan telafi edici hiperplazik bir iglemdir
(5,35). Karaciger rejenerasyonunun baglama mekanizmast siganlar, fareler ve
insanlarda benzer olmasina ragmen iglemin stiresi yoniinden tirler arasinda farklilik
gosterir (5,36).

Siganlarda %70 hepatektomi sonras: kalan karacigerin agirligi 24. ve 72.
saatlerde sirasiyla orijinal karaciger agirliginin %45°1t ve %70’1 kadardir. 7. ve 14.
ginler arasinda karaciger volumi, kalan loblarin hiperplazisi ile orijinal volimiin
%93’ ve 20. ginde ise tamamu iyilesir (4,27).

Insanlarda da rejenerasyon islemi hizla meydana gelir. Karaciger kiitlesi, sag
lob transplantasyonundan sonra donoér karacigerinde 7 giinde ve alicida ise 14 giinde
iki katina ¢ikar. Donér ve alict karacigerleri, ameliyattan sonra 60 giinde orijinal
agirliklarina ulasir (4,37). Bununla birlikte, rejenerasyon parankimal agirliginin
diizelmesi ve yeniden sekillenme islemi siirer. Karaciger rejenerasyon hizi, rezekte
hepatik dokunun miktari ile orantilidir (4).

Yetigkin karacigerinde buylime, oval hiicreler olarak bilinen progenitor (stem)
hiicreler ve hepatositlerin olusturdugu iki dizi hiicre sistemine baglidir (5,38).
Normalde durgun olan hepatositler, sasirtict sekilde ylksek bir proliferatif kapasiteye
sahiptir. Bu durum, farelerde hepatositlerin seri transplantasyonu ile en 1yi sekilde
gosterilmigtir. Ayni1 zamanda bu hucreler, replikasyonun 70 turundan daha fazlasini
yapabilmektedir (5,39). Islevsel olarak Kupffer hiicreleri, endotelyal hiicreleri ve
muhtemelen stellat hucreleri normal hepatosit proliferasyonu i¢in gereklidir. Bu
hiicreler, hepatosit replikasyonu i¢in gerekli hemen hemen tiim buytime faktorleri ve
sitokinleri saglar (5). Normal karacigerde ¢cok az hepatosit replike olur. Standart bir

PH (karacigerin yaklasik olarak %701 ¢ikarilinca) sonrast kemirgen karacigerinde
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rejenerasyon stresinde gen¢ hayvanlarin karacigerinde hepatositlerin hemen hemen
%951 bolunir. Bu oran, karaciger kiitlesinin yenilenmesi genglere gore onemli
olgiide yavas olan yash hayvanlarda, %70’e kadar duser. Karaciger rejenerasyonu
suresince replike olan hepatositlerin orani ile iliskisiz olarak replikasyon, PH dan
birkag¢ saat sonrasina kadar baslamaz (siganlarda 12 saat ve farelerde ise 32 saat).
Hepatositlerin durgun statiileri, hiicrelerin dongtide olmadiklarini gésteren Gy olarak
bilinen statiidiir. PH’dan sonra hiicre dongusiine girerler (G; faz), deoksiribontkleik
asit (DNA) replikasyonu ile devam eder (S faz) ve daha sonra mitoz’a ugrar (M faz).
PH sonrast hepatosit replikasyonunun tepe noktasi ve baslama zamanindaki
farkliliklar (sigcanlarda 24 saat ve farelerde 42 saat), tiirler arasindaki G; fazinin
siresindeki degiskenligi gosterir (5,40). Insan kiiltiirlii hepatositlerden elde edilen
verilere gore replikasyon zamanlamasi, sican ve fare hepatositlerinde gézlemlenen
ille aym hizda oldugunu gostermistir. Fakat insan parsiyel karaciger
transplantasyonlart veya hepatik rezeksiyon sonrasinda insan hepatositlerinin
replikasyon zamanlamast hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ayni zamanda yaglanma
ile insan hepatositlerinin replikasyon kapasitesinin hangi 6lgiide azalacagi
bilinmemektedir.

Hepatositler, CCls gibi kimyasallarin sebep oldugu akut hasardan sonra
olusan karaciger rejenerasyonuna da katilan hiicrelerdir (41). Kemirgenlerde CCly
tarafindan indiiklenen karaciger hasarini, stem hiicrelerinin katilimi olmaksizin
karacigerin rejenerasyonunun tamamlanmasit ve hepatosit replikasyonu takip eder
(5,42).

Karaciger rejenerasyonunda bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokinler rol alir. Bu
faktorler sunlardir:

2.5.1. Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)

HGF, buyik oranda karaciger matriksinde olmak iizere akciger, dalak,
plasenta ve beyin gibi organlarin matrikslerinde de bulunur (43,44). PH’l1 si¢anlarin
plazmalarindan izole edilen HGF, calismalarda PH sonrasinda artan sirkiile
mitojenler igin arastirilir (44,45). Karaciger rejenerasyonunda HGF;

1. Plazmada HGF seviyesi, PH sonrasi 10-20 kat artar (46).
2. Aktif HGF, PH sonrasi ilk 3 saat i¢erisinde intrahepatik stoklar tarafindan tiketilir.
Daha sonra 3. ve 48. saatler arasinda yeni HGF sentezi yapilir (47).
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3. HGF, kulturde hepatositlerin klonal biiyiimesine ve gii¢li bir mitojenik cevaba
neden olur (48).
4. Normal sicanlarin ve farelerin portal veninden HGF enjeksiyonu, karacigerin
biiyiimesine ve hepatositlerin proliferasyonuna neden olur (49).

Karacigerde HGF, agirlikli olarak stellat hiicreleri tarafindan tretilmekle (50)
beraber hepatik endotelyal hiicreleri tarafindan da kismen tretilir (51).
2.5.2. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF, duodenumun Brunner bezlerinden uretilerek portal ven yoluyla
karacigere surekli verilir. Erkek farelerde, tukurik bezleri tarafindan uretilen EGF
buyik olgude sirkille olur (52). Epinefrinin ve norepinefrinin dahil oldugu
katelolaminler, duodenumun Brunner bezlerinden EGF’nin tretimini stimiile ettigi
bilinir. Ayrica bu katekolaminler, PH sonrasi plazmada artig gosterirler (53). Saglam
hayvanlara verilen EGF, hepatosit proliferasyonuna neden olur (44,54).

2.5.3. Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)

TNF, bir¢cok hiicre ve doku tlzerine ¢esitli etkileri olan bir protein olarak
bilinir. Hicreler tizerine promitojenik etkiler yapabilir (55). TNF, hepatositler igin
direkt bir mitojen degildir. Ayrica, ne serum serbest ortaminda hepatositlerin primer
kiltirinde DNA sentezini indiikler ne de tim hayvanlara enjeksiyonunda hepatosit
DNA sentezini indukler. Fakat hem in vivo hem de hiicre kultirinde HGF gibi direkt
mitojenlerin mitojenik etkilerini arttirir (56). TNF, PH sonrast plazmada artar.
Hiicresel kaynaginin hepatik makrofajlar (Kupffer hiicreleri) oldugu dusinilmekte
ve diger hiicre tipleri tarafindan tretimi kabul edilmemektedir. PH sonrasit TNF’yi
indukleyen stimiiliis, bagirsaklardan bakteriler tarafindan turetilen bir endotoksin
olabilir (44).

2.5.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Alfa (TGF-a)

TGF-a, PH dan 2-3 saat sonra baslayip 48 saatten daha uzun bir siire yiiksek
seviyede kalarak rejenerasyon siiresince hepatositler tarafindan turetilir (57). Aym
zamanda endotelyal hiicreler ve safra kanali epitelyal hicreleri i¢in bir mitojendir.
Hepatositler tarafindan tretilen TGF-a, hepatositlerin stimule ettigi parakrin etkileri

tetikleyebilir ve proliferasyonda bitisik hepatik hiicreleri birbirine tutturabilir (58).
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2.5.5. Interlokin 6 (IL-6)

IL-6, hepatik makrofajlar tarafindan turetilir (59). Ayrica, hepatositler igin
direkt mitojen degildir ve diger bluyime faktorlerinin mitojenik etkilerini arttirmaz.
Fakat safra hiicreleri i¢in direkt mitojendir (60). IL-6, kolanjiositler vasitasiyla
prolinden zengin kiigik proteinlerin tretimini diizenleyerek intrahepatik safra
bitiinlugu tzerine 6nemli etkileri vardir (61). PH sonrasinda plazmada artig gosterir.
IL-6, muhtemelen karaciger rejenerasyonunun erken evrelerinin optimize islemleri
icin katkida bulunan bir faktordir. Fakat islemlerin baglaticis1  olarak
gorilmemektedir (44).

2.5.6. Norepinefrin

Norepinefrin, santral ve periferal otonom sinir sisteminde bir
norotransmitterdir. Epinefrin ve norepinefrin, periferal sirkilasyonda sinir uglarindan
ve adrenal medulladan salinirlar. Norepinefrin, hepatosit kultirinde EGF’nin ve
HGF’nin mitojenik etkilerini énemli 6l¢tide artirir (62). Ayrica PH sonrasi plazmada
hizlica yukselir ve EGF tretimi tizerine etkili olabilir (63).

2.5.7. Insiilin

Karaciger, portal ven araciligiyla instlini dagittig1 i¢in endokrin pankreasi
tarafindan uretilen tim insilinin ilk alicisidir (64). Kiltardeki hepatositler, instlin
yoklugunda mitojene cevapta diisiis gosterir (62). Insiilin, genellikle hepatosit
fonksiyonlarin 6nemli bir diizenleyicisidir. Ayni zamanda, karaciger rejenerasyonu
suresince homeostatik fonksiyonlar1 saglamak i¢in hepatositlerin ugradigr metabolik

adaptasyona katilir. Fakat instlin, hepatositler i¢in direkt mitojen degildir (44).
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2.6. Karbontetrakloriir (CCly)

Sekil 2.5: Karbontetraklortr (65). (www.en. wikipedia.org’dan adapte edilmistir.)

CCl,, tetraklor metan ve karbon tetraklorir gibi birgok sekilde isimlendirilen
organik bir bilesiktir. Diisiik seviyelerde tespit edilebilen tatli kokulu ve renksiz bir
stvidir. CCly ilk olarak 1839 yilinda klor ile kloroform reaksiyonu sonucu Fransiz
kimyager Henri Victor Regnault tarafindan sentez edilmistir. Fakat giniimiizde esas
olarak metandan sentezlenir. CCls, ozon tabakasina zarar veren bir sera gazidir (65).
Ayni zamanda, hem insanlarda hem de ¢esitli deney hayvanlarinda hepatotoksisite
olusturan bir ksenobiyotiktir (7,66). CCly; kimyasal ¢oziici, temizlik ajani, yangin
sondiricii ve tahil dezenfektani olarak ge¢mis yillarda ¢okca kullanilmig bir
kimyasal maddedir. Ayrica kloroflorokarbonlarin sentezinde ara madde olarak
sanayide de kullanilmaktadir.

Zehirlenmeler maddenin inhalasyon yoluyla veya agizdan alinmasiyla olusur.
CCly deriden de emilebilmektedir. CCly ile akut zehirlenmelerde karaciger, bobrek,
beyin, akciger, adrenal bezler ve miyokard gibi pek ¢ok organda degisiklikler
meydana gelmektedir. 1lk bulgular, merkezi sinir sistemine aittir. Konfiizyon,
sersemlik hissi, bag agrisi, gorme bozukluklari, hizla koma ve 6lim gorilebilir. Bu
degisiklikler muhtemelen maddenin anestetik Ozelliklerine baghdir.  Akut
zehirlenmede oliimlerin ¢ogu bobrek yetmezliginden olmaktadir. Oligiiri genellikle
CCly ile karsilagmadan 3 gin sonra gelisir ve 1-15 giin devam edebilir. Akcigerde

cogunlukla bobrek yetmezliginin sonucu olan nonspesifik degisiklikler meydana
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gelir. Uremi ve karaciger yetmezliginden dolayr kanama goriilebilir. Madde,
kapillerlerde dogrudan da hasar yapabilir (67).

CCly, genellikle deneysel olarak indiikklenmis karaciger hasar1 olugturmak i¢in
kullanilan bir ajandir. Akut CCly uygulanmasi, karaciger iltahabi, kronik
uygulanmasi ise karaciger sirozu (8) ve karaciger kanserine neden olabilmektedir
(67). CCly gunimiizde hala yaglarin dejenerasyonu, fibrozis, hepatoselliiler oliim,
kanser olusumu gibi hepatotoksik etkilerin etki mekanizmasini aydinlatmada
kullanilan 6nemli bir maddedir (8).

Ayrica karaciger yaglanmasi ve nekrozu olmak tizere birbirinden ayri iki
belirgin bozukluk yapmaktadir. Yaglanmay1 yapan sebep diger karaciger yaglanmasi
yapan ajanlarda oldugu gibi ¢ogunlukla trigliseridlerin karacigerden transportunun
engellenmesidir. Apolipoprotein sentezinin bozulmasi, trigliseridlerin
apolipoproteinlere ~ baglanmasinin  bozulmasi, lipoproteinlerin ~ hepatosit
membranindan transferindeki bozukluklar trigliseritlerin taginmasint bozabilir.
Bunun yaninda CCly periferik adipoz dokudan yag serbestlesmesini de artirmaktadir.

CCly’iin toksik tesiri birden fazla mekanizmayla izah edilmektedir (67). CCly,
sitokrom CYP2El, CYP2B1, CYP2B2 ve daha yuksek olasilikla da CYP3A
tarafindan aktive edilip triklorometil radikali (CCls’) olusturulur. Bu radikal niikleik
asit, protein ve lipit yapili hiicresel molekiillere baglanabilir. Ozellikle yaglari
dejenere ederek lipit metabolizmasi gibi 6nemli hiicresel siiregleri bozar. Ayni
zamanda oksijenle reaksiyona girip son derece reaktif olan triklorometilperoksil
(CCI00) radikalini olusturabilir. CCl300, poliansature yag asitleri ile reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu baglatir. Bu durum mitokondri,
endoplazmik retikulum ve plazma membraninindaki lipitlerin bozulmasina neden
olarak gecirgenliklerini etkiler. Sonugta hiicre i¢i kalsiyum sekestrasyonu (birikmesi)
ve hiicre homeostazisinin bozulmasiyla ciddi hiicresel hasara yol agar (8).

Bes ml kadar CCly’n alinmasi karaciger hasart yapmaya yetmektedir.
Guniimiizde CCly toksisitesi maddenin kullaniminin azalmasi sonucunda ¢ok seyrek
gorulmektedir. CCly toksisitesi i¢in spesifik bir tedavi yoktur. Yiiksek karbonhidrat
saglanmasinin yanisira bobrek yetmezligi ve ensefalopati yoksa protein verilmesi de
gerekir. Bunun yaninda bobrek yetmezligine yonelik diyaliz de dahil gerekli

onlemler alinmalidir. Bunlar; kanama diyatezi i¢in taze donmug plazma verilmesi,
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elektrolit ve sivi dengesinin normal sinirlarda tutulmasi sayilabilir. Hipoksi, doku
hasarinin artmasina sebep oldugu i¢in iyi bir ventilasyon sarttir.

CCly zehirlenmesinden sonra mortalite %10-25 arasinda degismektedir.
Cogunlukla olumler bobrek yetmezligine baglidir ve intoksikasyonun ikinci
haftasinda gorilir. Karaciger hasarina bagli olumler ise ilk hafta iginde
gorulmektedir. Zehirlenmeden kurtarilan olgularda bir sekel kalmamaktadir. Cok
nadir olarak karaciger fibrozisi ve siroz tanimlanmistir (67).

2.7. N-Asetilsistein
2.7.1. Farmakodinamik Ozellikleri

N-Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmig tiirevi
olup mukolitik olarak kullanilan ajandir. Yapisinda bulunan -SH grubu ile
glikoprotein igerisindeki disulfit baglarini koparma 6zelliginden dolayr mukoid ve
mukoptrilan sekresyonlar tizerine mukolitik etki gostermektedir. Solunum
yollarinda biriken balgam yogunlugunu ve yapiskanligini azaltir. Bu ozelligi
sayesinde balgami su gibi akici kivama getirir. Balgamin ¢ozilmesine de yardimci
olur. Brongiyal sekresyonlarin atilimina ve solunumu kolaylagtirarak akciger
fonksiyonlarinin  diizenlenmesine yardimci olur. Mukolitik etkisinden bagka
asetaminofen zehirlenmesinde de tedavi edici bir ajan olarak kullamlir. Asetilsistein,
asetaminofenin doz asimina bagli olarak olusan hepatotoksisite tizerine etkisini
karaciger glutatyon seviyesini koruyarak veya arttirarak gosterir. Glutatyon,
hepatotoksik oldugu bilinen asetaminofenin ara metabolitini inaktif etmek i¢in
gerekmektedir. Doz asimi sonucu primer metabolik yolu (glukoronid ve silfat
konjugasyon) satiire oldugu i¢in bu ara metabolit dizeyinde artis gorilmektedir.
Asetil sistein etkisini, bu ara metaboliti ana madde haline donistirerek veya
metabolitin konjiigasyonu i¢in -SH vererek gosteriyor olabilir. Deneysel ¢aligmalar
da asetilsistein ve -SH igeren diger maddelerin kullaniminin bu ara metabolitin
inaktivasyonu tzerine direkt etkisini gostermektedir (68).

2.7.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Asetilsistein, oral olarak uygulandiktan sonra hizli bir sekilde absorbe edilir.
Ik olarak akciger, bobrek ve karacigere geger. Mide ve barsak sivilarinda stabildir.
Akciger ve plazmada asetilsistein, serbest veya disulfit koprileri yardimiyla

proteinlere geri doniisiimlii olarak baglanmis halde bulunur. Ilacin alinimindan 4 saat
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sonra dagilim orami 0.33-0.47 l/kg arasinda degisir ve proteinlere %50 oraninda
baglanir. A¢ veya tok karna uygulanmasinda bir farklilik yoktur. Uygulamadan 30-
60 dakika sonra plazma konsantrasyonu tepe noktasina ulasir. Genellikle viicutta
birikkmemekle beraber akciger dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunabilir.
Karacigerde metabolize olur. Bobrek, karaciger ve akciger yolu ile vicuttan
atilmaktadir. %70 atilimi bobrek dist olup bobrek klirensi 0.190-0.211 I/h/kg olarak
belirtilmigtir.

2.7.3. Endikasyonlan

Alt solunum yollarinda soguk alginlig: ve tsiitme sonucu olusan balgamlarin
atilmasinda, ekspektorasyonun kolaylastirilmast gereken durumlarda,
bronkopulmoner hastaliklarda ve bronsiyal sekresyon bozukluklarinin tedavisinde
endikedir (69). Bunun yami sira; N-asetilsistein stulfur tabanli bir amino asit olup,
bagisiklik sistemi ig¢in ¢ok onemli bir antioksidan olan glutatyonun olusumunda yer
alir. Ayrica sistein; tirnaklarda, deride ve saglarda bulunan ana protein beta-keratinde
yer alir. Kollagen tretiminde de bulunur, cildin elastikiyetini saglar. N-asetilsistein;
kanser, agir metal zehirlenmesi, sigara kaynakli oksurik, bronsit, kalp hastaligi,
kistik fibrozis, asetaminofen zehirlenmesi, septik sokun onlenmesi ve tedavisinde
etkili olabilir.

Antioksidan etkisi sporun faydasini artirabilir. T4 lenfositlerinin tretimini
uyardigindan N-asetilsistein takviyesi Kazamlmis Immiin Yetmezlik Sendromu
(Acquired Immuno Deficiency Syndrome/AIDS) tedavisinde de denenmektedir.
Asetilsisteinin  bagisiklik sistemini kuvvetlendirici etkisi, gribe karsi koruma
saglayabilir. Asetilsistein takviyesi grip virislerine karst en dayaniksiz grup olan
yaslilar ve kronik rahatsizliklar1 olanlar i¢in faydali olabilir. Baz1 ¢aligmalarda da
asetilsisteinin akcigerleri sigaranin kanserojen etkilerinden, karacigeri alkolin toksik
etkilerinden koruyabilecegi ve kanser ilaglarinin yan etkilerini azaltabilecegi
gosterilmektedir.  Asetilsistein, arsenik ve civa zehirlenmelerine karsi da
kullanilmaktadir.

Asetilsisteinin, ginliik tavsiye edilen kullanim dozu yoktur. Viicut tarafindan
uretilebilmektedir. Et, yumurta gibi yiiksek protein i¢ceren hayvansal gidalar, bugday,

brokoli, sarmisak, sogan ve kirmizi biber asetilsistein bakimindan zengindir (70).
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2.8. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig orbitalinde paylasilmamis bir elektron tagiyan
bilesiklerdir. Omiirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz bir yap: gosteren bu tanecikler,
etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron almaya galisir ve bir an 6nce
kararli hale ulagmak ister. Serbest radikaller organizmada metabolik olaylar sirasinda
olustuklart gibi, radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasal maddeler gibi ¢esitli dis
etkenler nedeniyle de olusur. Bu radikallerin ¢ok onemli bir bélimi oksijen ve azot
kaynaklidir. Organizmada ayrica karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusur (71).

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (72,73).

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar
(Bolunme sonrast her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).

X Y-X"+Y"

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak bolunmesi ile olugurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bag olusturan her iki
elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:Y->X+Y"

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e — AT

Serbest radikaller, pozitif yukli, negatif yikli ya da noétral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (73).

Serbest radikaller; huicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki serbest oksijen radikalleri (SOR), stiperoksit anyonu (20;"), hidroksil
radikali (HO’), nitrik oksit (NO'), peroksil radikali (ROO’) ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H,O;) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en oOnemli
nedenlerini olustururlar (74).

2.9. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 sirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda diigme oksidatif

dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres; serbest radikal olusumu ile
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antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizligi gostermekte olup doku
hasarina yol agmaktadir (75).

2.10. Oksidatif Stres Parametreleri

2.10.1. Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonu; membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisinda yer alan poliansatiire yag asitlerinin SOR tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli triinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik
olarak aktif olan aldehidler ya hiicre duzeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffize olup hucrenin diger bolumlerine hasari
yayarlar (76,77). Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu MDA olugsmaktadir. Bu da tiyobarbutirik asit reaktif maddeleri olarak
olgiilmektedir. MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar. Ancak
spesifik degildir. Ayni zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmasina neden olabilir (78,79).

2.10.2. Protein Karbonil (PC)

Proteinlerin, SOR veya oksidatif stresin sekonder urtnleri ile reaksiyonu,
karbonil gruplarina sahip peptit fragmanlarin veya protein turevlerinin olusumunu
saglar. Karbonil gruplarinin olusumu birka¢ mekanizma ile ger¢eklesebilmektedir.

1. Proteinlerin, SOR tarafindan okside edilmesi aracili§iyla peptit baglarinin
yikilmasi sonucu karbonil gruplari ortaya ¢ikabilir.

2. Metal kataliz aracili oksidasyon sistemleri ile bazi proteinlerin amino asit
rezidilerinin yan zincirlerinin oksidasyonu sonucu da karbonil gruplari ortaya
cikabilmektedir (80,81).

3. Indirgeyici sekerler veya onlarin oksidasyon irinleri ile proteinlerin lizin
rezidilerinin primer amino gruplarimin sekonder reaksiyonlart sonucu karbonil
gruplart olugabilir (81,82).

Proteinlerin oksidasyonu aromatik amino asit bakiyelerinin nitratlagmasina,
tiyol gruplarinin oksidasyonuna, ileri oksidasyon protein triinlerinin olugsmasina ve

bazi amino asit bakiyelerinin karbonil tiirevlerine dontisimiine yol agar (83).
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2.11. Antioksidanlar

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre dig1 savunma
ile etkisiz hale getirirler. Hiicre i¢i serbest radikal toplayict enzimler asil antioksidan
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-
transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir.
Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 igin
gereklidir (73,84).

2.11.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmigtir. 3 tir SOD vardir.
Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve
tcuncisi de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur (79,85).

SOD enzimi, siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H,O, ve molekiiler
oksijene dontsimiini saglar. Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan
tek enzim SOD’dur (71).

Katalizledigi reaksiyon:
20,7+ 2H %P 2 H,0, + 0,

2.11.2. Katalaz

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflagtirildi. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir (85).

Katalaz esas olarak peroksizomlarda bulunmakla beraber az miktarda
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur (86). Hidrojen peroksiti H,O ve O, ye
cevirir (87).

Katalizledigi reaksiyon:

H,0, KATALAZ | 1y 0 4 0,

2.11.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunup 4 selenyum atomu igerir
ve tetramerik yapidadir (86). Rediikte glutatyonu yikseltgerken H,O,’1 de suya
cevirir. Boylece membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan strese kars1 korur (88).

H,0, +2GSH 8%, GSSG + 2H,0
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GSH-Px’in fagositik hiicrelerde de oOnemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini 6nler. GSH-Px,
eritrositlerde oksidatif strese karst en etkili antioksidandir. Eritrosit GSH-Px
aktivitesi yaglilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematirelerde ise dusiuk
bulunmustur.

2.11.4. Glutatyon (GSH)

GSH, 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmistir. 1929 yilinda kristal
halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptit oldugu anlagilmistir. 1935 yilinda ise
Harrington ve Meacl tarafindan d-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine halinde sentez
edilmigtir (89).

GSH, karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir
tripeptitdir. Ayrica GSH ¢ok onemli bir antioksidan olup serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniigimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayn1 zamanda
proteinlerdeki -SH gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi
korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engellemis
olur. GSH, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino asitlerin

membranlardan transportunu da saglar (86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Yasam Alanlari

Calismamizda, Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 67 adet 12 haftalik 200-250 gram agirliginda Wistar
albino tipi erkek siganlar kullanildi. Caligmaya deney hayvanlart etik kurulu onay1
alindiktan sonra baglandi. Siganlar deney glntine kadar standart barinma kafeslerinde
tutuldu. Igme sular1 giinlitk degistirildi ve giin asir1 kafes temizligi yapildi. Calisma
siiresince ortam sartlar1 oda sicakligi 24-27 °C arasinda tutulup, havalandirma sartlari
saglandi, 151k dongiisii 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi.
Sicanlar ¢aligma boyunca standart pellet yemle ad libitum beslendi. Bir kafeste en
cok 4 sican olacak sekilde rastgele gruplara bolindi. Siganlar, PH yapilan ve PH
yapilmayan olmak tizere iki ana gruba ayrildi. Her iki ana grupta sirasiyla 1. Kontrol,
2. CCly, 3. NAC+CCly, 4. NAC gruplar1 olmak tizere dort alt gruba ayrildi. Ayrica
PH yapilan gruplara bir de sham kontrol grubu eklendi. Boylece tim hayvanlar iki
ana grup altinda, toplam 9 alt gruba ayrildi. PH uygulanan alt gruplarda denek sayisi
8, sham kontrol ve PH uygulanmayan alt gruplarda 7 olarak belirlendi. Ilgili alt gruba
0,5 ml/kg CCls, 50 mg/kg NAC intraperitoneal (i.p.) yoldan; kontrol grubuna ise
serum fizyolojik ayni yoldan uygulandi. Butin hayvanlara PH yapilmadan once
teknigin oturtulmasi ve standardizasyonu i¢in 3 hayvanda bir 6n ¢alisma yapildi.
Deneyler boyunca standardizasyon saglamak amaciyla tim cerrahi islemler ayni kisi
tarafindan yapildi.
3.2 Deney Gruplarmin Olusturulmasi
3.2.1. PH Yapilan Gruplar
3.2.1.1. PH’den Sonra Kontrol Grubu (N=8):

Bu gruptaki siganlara deneyin baglangi¢ giniinde (0. Gun) %70 PH yapild1.
PH sonrasinda 8. giinde hayvanlara ip. yoldan CCly verilen gruplara yapilan
uygulamalar ile eg zamanli olarak CCly yerine ayn1 hacimde serum fizyolojik verildi.
Uygulamadan 24 saat sonra PH nin 9. giiniinde kan ve rejenere karaciger dokulari

alindi.
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3.2.1.2. PH’den Sonra CCly Grubu (N=8):

Bu gruptaki sicanlara %70 PH islemini takip eden 8. giinde 1.p. yoldan tek
doz 0,5 ml/kg CCly yapildi. Uygulamadan 24 saat sonra cerrahinin 9. giiniinde kan ve
rejenere karaciger dokulari alindi.
3.2.1.3. PH’den Sonra NAC+CCl4 Grubu (N=8):

Bu gruptaki siganlara %70 PH islemini takip eden 8. giinde i.p. yoldan 0,5
ml/kg CCly, 50 mg/kg NAC verildi. CCl, tek doz, NAC ise CCly uygulamasindan 3
saat once ve sonrasinda 1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz olarak uygulandi.
CCly uygulamasindan 24 saat sonra cerrahinin 9. glintiinde kan ve rejenere karaciger
dokulari alindi.
3.2.1.4. PH’den Sonra NAC Grubu (N=8):

Bu gruptaki siganlara %70 PH islemini takip eden 8. giinde i.p. yoldan 50
mg/kg NAC verildi. NAC, CCl, uygulanan diger gruplarla e zamanli olarak CCly
uygulamasindan 3 saat énce ve sonrasinda 1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz
olarak uygulandi. Yine CCls uygulanan gruplarla birlikte cerrahinin 9. giiniinde kan
ve rejenere karaciger dokulart alind1.
3.2.1.5. Sham Kontrol Grubu (N=7):

Bu gruptaki siganlarin birinci giinde batinlart orta hattan agilip karacigeri
tutan ve PH sirasinda kesilen baglar kesilip, karacigerin %70’lik kismi ise
¢ikarilmadan, karaciger butiinligt korunarak kapatildi. Cerrahinin 9. giiniinde tekrar
acilip kan ve karaciger dokular1 alind1.

3.2.2. PH Yapilmayan Gruplar
3.2.2.1. PH Yapilmayan Kontrol Grubu (N=7):

Bu gruptaki sicanlara dokulari alinmadan bir giin 6nce i.p. yoldan CCly
verilen gruplara yapilan uygulamalar ile es zamanli olarak CCly yerine esit hacimde
serum fizyolojik verildi. Uygulamadan 24 saat sonra kan ve karaciger dokular1 alind1.
3.2.2.2. PH Yapilmayan CCly Grubu (N=7):

Bu gruptaki si¢anlara dokular1 alinmadan bir giin 6nce 1.p. yoldan tek doz 0,5

ml/kg CCly uygulandi. Uygulamadan 24 saat sonra kan ve karaciger dokular1 alind1.
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3.2.2.3. PH Yapilmayan NAC+CClL; Grubu (N=7):

Bu gruptaki si¢anlara dokular1 alinmadan bir giin 6nce i.p. yoldan 0,5 ml/kg
CCly, 50 mg/kg NAC verildi. CCly tek doz, NAC ise CCly uygulamasindan 3 saat
once ve sonrasinda 1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz olarak uygulandi.
CCl, uygulamasindan 24 saat sonra kan ve karaciger dokular1 alindi.
3.2.2.4. PH Yapilmayan NAC Grubu (N=7):

Bu gruptaki siganlara dokulart alinmadan bir giin 6nce i.p. yoldan CCly
uygulanan diger gruplarla es zamanli olarak CCly uygulamasindan 3 saat once ve
sonrasinda 1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz olarak 50 mg/kg NAC
uygulandi. Yine CCly uygulanan gruplarla eg zamanli olarak 24. saatte kan ve
karaciger dokular1 alind1.

3.3. NAC ve CCl, Uygulamasi

NAC ve CCly uygulamast 100 unitelik (1 mililitrelik) insiilin enjektoru ile
yapildi. Enjeksiyon karin alt kismindan cilt, ciltalt1 ve karin kaslart gegilerek
peritonun i¢ine yapildi. Enfeksiyona kargt korumak amaciyla her enjeksiyon islemi
oncesi siganlarin karin alt1 kisimlart antiseptik betadin soliisyonu ile silindi.

3.4. Cerrahi Girisimler ve PH Modelinin Olusturulmasi

PH islemininden 6 saat once uygulama yapilacak olan siganlar a¢ birakild:.
Genel anestezi amaciyla 50 mg/kg dozunda ketamin ile 5 mg/kg dozunda xyalazine
ayni enjektore cekildi ve intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezik maddeler
uygulandiktan sonra siganlarin refleksleri kontrol edilerek cerrahi anesteziye
girmeleri i¢in beklendi, anestezi derinliginin kontrolii i¢in parmak kistirma testi
kullanildu.

PH islemi Higgins ve Anderson prosediiriine uygun olarak yapildi. Kisaca
steril sartlarda batin orta hattan acilip sag ve sol loblar1 tutan ligamentler kesilerek
karaciger loblar1 serbestlestirildikten sonra iki anterior lob yani median lob ve sol
lateral lob ¢ikarilarak (total karacigerin %70°1) PH islemi gerceklestirildi (27,28). PH
esnasinda ¢ikarilan karaciger kisimlarinin agirhiklart  tartilarak  kaydedildi.
Hepatektomi sonrasinda kanama kontroli yapilip emin olunduktan sonra batin
kapatildi. Bu islemler bittikten sonra kesi bolgesi 4/0’lik atravmatik cerrahi ipek ile
dikildi. Daha sonra sicanlar ayilmaya birakildi. Viicut 1silar1 37 °C’de tutulmaya

caligildi. Ayilma esnasinda biitiin siganlarin solunumlart ve refleksleri takip edildi.
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Deneylerin son giintine kadar sicanlarin tedavisi yapilirken kesi bolgesini
enfeksiyona karsi korumak amaciyla gilinliik yara bakimi (antiseptik betadin

solisyonu ile) yapildi. Deney islemleri siiresince siganlarin kesi bdlgesinde

enfeksiyon gézlenmedi.

Resim 3.2: PH isleminde alinan sigan karacigeri
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Ilag uygulamalar1 yapilan gruplara NAC, CCly uygulamasindan 3 saat dnce ve
sonrasinda 1., 3., 6., 12. ve 18. saatlerde toplam 6 doz olarak uygulandi. PH yapilan
gruplara iglemin 8. glinlinde, yapilmayan gruplara ise dokular alinmadan 24 saat énce
i.p. yoldan 0,5 ml/kg CCls, 50 mg/kg NAC verildi. Kontrol gruplarina ise ayni
hacimde CCly yerine i.p. yoldan serum fizyolojik (SF) verildi. Butin gruplara ilag
uygulamalari es zamanli olarak yapildi.

PH islemi yapilan gruplar i¢in igleminin 9. giiniinde, yapilmayan gruplar igin
CClyuygulamasindan 24 saat sonra 5 mg/kg xylazine ile 50 mg/kg ketamin kokteyli
1.p. yoldan uygulanarak genel anestezi yapildi. Genel anestezi altinda siganlarin karin
derisi bisturi yardimiyla agildi. Duodenum st ugtan asilarak abdominal vena kava
inferior gorunir hale getirildi. Heparinle yikanmig enjektorlerle sicanlarin kanlari
alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen plazma tiplere aktarildi. Sonrasinda siganlarin total karaciger dokular
cikarildi. Tum sicanlarin total karacigerin agirhig: tartilarak kaydedildi. Alinan
karaciger dokusunun bir pargast histopatolojik inceleme amaciyla %10 formaldehid
icerisine alindi. Diger parcasi ise grup numaralari belirtilerek hemen aliminyum
folyoya sarilip plastik kaplara konuldu ve zaman gegirilmeden tiim niimuneler -70
dereceye ayarli derin dondurucuya (Kendro HFU 586 Basic-Almanya) konularak
biyokimyasal parametrelerin tespit edilecegi gline kadar muhataza edildi.

3.5. Karacigerin Rejenerasyon Miktarmn Olgiimii

PH’den, rezekte edilen karaciger hemen olgildi ve karaciger agirliginin
vicut agirhigima orant hesaplandi. Bu arada rezekte edilen karacigerin agirhigs,
orijinal tim karacigerin agirliginin %70°1 varsayimina dayanarak, rezekte edilen
karaciger, her bir siganin baglangigtaki karaciger agirligini hesaplamak ig¢in
kullanildi. Hepatektomi sonrasi kesilen siganlarda kalan karaciger ¢ikarilip tartildi.
Karaciger rejenerasyon orani (%) su sekilde hesaplandi. 100x[C-(A-B)]/A, A=orjinal
tim karaciger agirligt (=B/0.7), B=rezekte edilen karaciger agirligi, C=kesilmig
karaciger agirlig1 (rejenere karaciger) (90).

3.6. Kan ve Karaciger Dokularinin Analizlere Hazirlanmasa.

Deneyin yapildig: giin derin dondurucudan ¢ikarilan karaciger dokulart soguk

SF ile yikandi. Kurutma kagidi ile kurulanan dokular iki esit parcaya ayrildiktan

sonra tartilarak her bir 6rnegin yas doku agirligi kayit edildi. Homojenizasyon oncesi
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bistiri yardimiyla yaklagik 1 (bir) gram agirh@inda kigtuk parcalara ayrilan doku
ornekleri, i¢i buz dolu tasima kaplarina yerlestirilmis cam tiplere aktarilarak
soguklugu muhafaza edildi. Daha 6nce ikiye ayrilmis olan dokularin bir bolimiiniin
tizerine soguk 2 mL Tris-HCI tamponu (pH 7.4, 0.2 mM) eklenerek homojenizatorde
(T25 Basic Ultra Turrax-Almanya) 16000 devir/dakika hizda 2 dakika sireyle
homojenize edildi. Homojenat tizerine 2 mL daha tampon ilave edildi ve 1 dakika
sureyle tekrar homojenize edilerek sire 3 dakikaya tamamlandi. Elde edilen
homojenata 2 mL daha tampon ilave edilerek 6 mL’ye tamamlandi. Homojenat
vortekslendikten sonra eppendorf tiiplere aktarildi ve bu homojenatlarda MDA, PC
ve protein tayinleri yapildi. Homojenatlarin bir boliimii, 1 saat sureyle 2200 g’de +6
°C sogutmali santrifiijjde (Rotina 46R-Almanya) santrifiij edilerek siipernatant elde
edildi. Ayrilan stpernatantlar, CAT, GSH-Px ve protein tayinlerinde kullanildi.
Extrakt’ta SOD bakildi. Ayrica GSH i¢in doku homojenatlari 3340 g’de, +4°C’de 20
dakika santrifiyj edildi. Elde edilen siipernatanta TCA ¢ozeltisi ilave edilip
karigtirildi. Tekrar 2012 g’de, +4°C’de 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin
cokmesi saglandi. Renksiz berrak siipernatan nimuneleri GSH analizinde kullanild1.
3.7. Karaciger Dokusunda Yapilan Analizler
3.7.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu [0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L.
Na;EDTA, 150 pmol/L NBT, 400 mmol/L Na,COs, 1 g/l sigir serum albiimini
(BSA)], ksantin oksidaz (XO:167 U/L), 2M (NH4),SO4, 0.8 mmol/L CuCl,.

Deneyin Prensibi: SOD aktivitesi Sun ve arkadaglar tarafindan tanimlanan,
(91) Durak ve arkadaglari tarafindan modifiye edilen (92). NBT indirgeme
yontemiyle c¢alisildi. Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile uretilen
siperoksit radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks
560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadiglr ortamda meydana gelen
indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT
indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak ag¢ik renk
olugmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Bir SOD unitesi; NBT reduksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

SOD aktivitesinin hesaplanmast:
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% Inhibisyon= (Ax-Ax)/Axx100
Ax:Kor absorbansi
Ax:Numune absorbansi
%350’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in
Aktivite (U/mL)= [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] mL
Spesifik aktivite (U/mg protein)= [U/mL/mg/mL protein]. Sonuglar, U/mg protein
olarak ifade edildi.

Deneyin yapiligi: Daha 6nce elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi
1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi iginde vortekslenip 1 saat
siireyle 2200 g’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan

SOD enzim aktivite tayini yapildi.

Kor Numune
Substrat soliisyonu 2.85 mL 2.85 mL
Kloroform-Etanol Extrakti - 0.100 mL
Bidistile su 0.100 mL -
XO (167 U/) 0.050 mL 0.050 mL

25 °C’de 20 dakika inkiibasyon stiresi baglatilir.

CuCl, 1 mL 1 mL

Distile suya karg1 korden baglanarak niimuneler 560 nm’de okundu.
3.7.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler: Fosfat tamponu (pH 7.0, S0 mM) ve fosfat tamponu
kullanarak absorbansi 0.500’e ayarlanmig olan H,O, ¢ozeltisi.

Deneyin Prensibi: Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (93).
240 nm’de maksimum absorbans veren H,O, deney ortamina ilave edilen katalaz
aktivitesiyle su ve oksijene pargalanir. Bu durum uv spektrumunda absorbans
azalmasina neden olup absorbanstaki azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru

orantilidir.
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Bir CAT unitesi: Birim zamanda bir mikromol H,O,’1 suya ¢eviren enzim
miktaridir.

Deneyin  Yapilisi: Kor olarak fosfat tamponunun kullamildigr uv
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda sifir ayari yapildiktan sonra H,O;
cozeltisi 0.500 absorbans verecek gekilde ayni tampon ile dilie edildi ve substrat
olarak kullanildi. Substrat i¢ine numune ilavesiyle her 15 saniyede bir defa olmak
tizere 5 dakika siire ile absorbans azalmasi kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik

lineer absorbans azalmasi degerleri esas alind1.

Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) 3mL -
H,0; ¢ozeltisi (Az40=0.500) - 2.99 mL
Stipernatant - 0.01 mL

Hesaplama: k=[2.3 x log (OD;/OD,)] /At (sn)

k/gr protein =k / [(g/mL protein) x 1000]

Sonuglar, k/gr protein olarak hesaplandi. Burada k, reaksiyon hiz sabitidir.
3.7.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler: 150 mM redukte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj,
enzim [1.5 mL 3.2 M (NH4),SO4 + 50 pL. GSH-rediktaz], 2 mM H;0,, fosfat
tamponu (50 mM, pH= 7.5).

Deneyin Prensibi: GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin metoduna gore
caligildi (94). GSH-Px hidrojen peroksit varliginda reditkte glutatyonun (GSH)
okside glutatyon (GSSG)’a yikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediikktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPHin NADP’ya
yikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla
hesaplanir. Enzim unitesi; birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

Deneyin yapilisi: Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede
numunelerin absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite

azaliginin 1 dakikalik stresi esas alinarak hesap yapildi.
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Fosfat tamponu 5 mM EDTA’l1 2.65 mL
Rediikte GSH (150 mM) 0.10 mL
NADPH (8 mM) 0.10 mL
Enzim (23.3 U/L) 0.01 mL
NaN3; (1 M) 0.01 mL
Stipernatant 0.02 mL

30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilir.

H,0; (2 mM) 0.100 mL

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmast:

Hesap: TU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10°] x (1/0.02)

Spesifik aktivite (IU/mg protein) = (IU/L) / (1000 x W)

W: gram protein miktari
3.7.4. Doku Homojenat, Siipernatant ve Ekstraktlarinda Protein Tayini

Kullanilan Reaktifler: A reaktifi: 20 mmol CuSQO4, 34 mmol NazSitrat, B
reaktifi: 0.19 mmol Na,CO;, 0.1 mol NaOH ve D reaktifi: Folin-Ciocalteu-Fenol
(FCF) reaktifleri kullanildi.

Deneyin Prensibi: Protein miktart Lowry metoduna gore tayin edildi (95). Bu
yontemde, alkali c¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir
renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir: Bu
reaktif sadece asit ortamda dayamiklidir. Fakat ifade edilen bu rediikkleme ise pH
10°da olugmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine
ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat
reaktifi parcalanmadan once rediklenme olay1 gerceklesir.

Deneyin Yapiligt: Standart grafigi ¢izmek i¢in konsantrasyonu bilinen sigir

serum albimininden hazirlanmig ¢ozeltiler kullanildi. “OD-mg/mL  protein
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konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve
nimuneler kore karst 700 nm’de okundu.

Hesabi: Protein (mg/mL) = (K&/Ag) X Ax

Kg: Standardin konsantrasyonu

Ag: Standardin absorpsiyonu

Ax: Niimunenin absorpsiyonu

Numune Kor
Numune 10 uL. -
Deiyonize su 490 nLL 500 uL
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5mL 2.5mL

Karigtirtlir, 5-10 dakika beklenir.

D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25 mL 0.25mL

30 dakika oda 1sisinda bekletilir ve 700 nm’de kore karst OD okunur,
3.7.5. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarimin Tayini

Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢alisildi (96). En ¢ok kullanilan lipit
peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitirik asit ile 90-95 °C’de
reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli kromojen
meydana gelir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan niimunelerin
absorbanslar1 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbittrik asit (TBA) ¢ozeltisi, % 10
triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3-tetrametoksipropan (standart).

MDA standart grafigi: 20 mM/L stok standart ¢ozeltisinden degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar, nimunelerle ayni sartlarda g¢alisildi ve
spektrofotometrede okunmalarindan elde edilen birimler ile standart grafigi ¢izildi.
Bu grafikten elde edilen egim sabiti niimunelere uygulanarak MDA miktar1 yas gram

doku bagina nanomol olarak hesaplandi.
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Deneyin yapilist:

Numune Kor
TCA (%10) 2.5 mL 2.5 mL
Homojenat 0.5 mL
Deiyonize su 0.5 mL

90 derecede 15 dakika bekletildikten sonra 3000 g’de 10 dakika santrifiij edilir.

Stipernatant 2 mL 2 mL

TBA (% 675) 1 mL 1 mL

90 derecede 15 dakika bekletildikten sonra, sogutulur ve kore kargt 532 nm’de
okunur.
3.7.6. PC Tayini

Levine ve arkadaglarinin metodu ile ¢alisildi (97). Dilte edilmis proteinler,
soguk trikloroasetik asit (TCA, %20) ile ¢okeltildikten sonra 3-5 dakika santrifiij
edilir. 2 N HCI’de 10 mM DNPH’1n (2,4-dinitrophenylhydrazine) soliisyonu her bir
niimunenin protein pelletine eklenerek 1-2 mg/ml protein konsantrasyonu elde edilir.
Nimuneler oda 1sisinda 1 saat karanlikta bekletilip her 10 dakikada bir vortekslenir.
Daha sonra %10-20 TCA ile ¢okeltilip 5 dakika santrifiij edilir. Stiipernatan atilir ve
protein pelletleri %10-20 TCA ile bir kez daha yikanir. Kalan DNPH’1 uzaklagtirmak
icin 1 ml etanol/etil asetat (1:1, v/v) ile 3 kez yikanir. Niimuneler 6 M guanidin
hidroklorid iginde 37°C’de 15 dakika galkalayicida yeniden askiya alinir. Karbonil
icerigi 366 nm absorbansda tespit edilir.
3.7.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

GSH analizi, Ellman metoduna gore calisildi (98). Metodun GSH o6l¢iim
prensibi, analiz tiipiinde bulunan glutatyonun 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile
reaksiyona girerek sar1 yesilimsi renk vermesi ve bu rengin 11k siddetinin 410 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede okunarak rediikte glutatyon miktarinin tayin

edilmesi geklindedir.
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Alinan karaciger nimunelerine %10’luk homojenat olusturacak sekilde distile

su ilave edildi. Buz igerisinde 1-2 dakika stureyle 12000 devir/dakika homojenize

edildi. Daha sonra doku homojenatlari 3340 g’de, +4°C’de 20 dakika santrifiij edilip

elde edilen siipernatant’a TCA ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. Tekrar 2012 g’de,

+4°C’de 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin ¢okmesi saglandi. Acik renkli

sipernatant niimuneleri GSH analizinde kullanildi.

Nimune Kor
%10’luk Homojenat 500 ul -
Na,HPO, (0,3 M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distile Su - 500 ul

Tablodaki semaya goOre hazilanan deney tiplerindeki ¢ozeltilerin iyice

karigmasi i¢in tiipler vortekslendi. Nimuneler oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten

sonra olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve glutatyon

standart grafiginden yararlanarak pmol/L cinsinden GSH duzeyleri bulundu.

Absorbans
3000 -

2500

&
v

y =818,7x - 97,23

1500

P
_7

/ ¢
1000

500
- /

-

-500 ff 1

1 Mikromol/L

¢ Seri1

Dogrusal (Seri 1)

Sekil 3.1.: GSH Standart Grafigi
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3.8. Kullanilan Aletler

Tez caligmamizdaki laboratuvar deneyleri esnasinda SIGMA, MERCK ve
diger ticari firmalara ait kimyasallar ve asagida belirtilen aletler kullanildi: T25 Basic
Ultra Turrax marka homojenizator (Almanya), Visemix VM 10 marka vorteks (Kore),
Memmert SV1422 marka Ben Mary (Almanya), Shimadzu AEG-320 marka hassas
terazi (Japon), Rotina 46R marka sogutmali maksimum 5000 g kapasiteli santrifiij
(Almanya), Shimadzu UV-1201V marka Spektrofotometre (Japon) ve Kendro HFU
586 Basic marka derin dondurucu (Almanya).
3.9. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal degerlendirme Inonii Universitesi Tip Fakaiiltesi
Patoloji laboratuvarinda yapildi. Alinan doku 6rnekleri histopatolojik inceleme ig¢in
%10’luk tamponlanmig formalinde tespit edildi. Caligmaya alinan olgularda Ki-67
oranint belirlemek amaci ile parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda hazirlanan
kesitler ‘Poly-L-Lysine’li lamlara alindi. Ki-67 (MMI) (Leica, United Kingdom)
kullanima hazir mouse monoklonal antikoru ile immiunohistokimyasal boyama
yontemi uygulandi.

Kesitler etiivde 62 °C’de 60 dakika bekletildikten sonra deparafinizasyon igin
30 dakika ksilende ve 2 kez 10’ar dakika absolii alkolde bekletildi. Rehidratasyon
icin 1 dakika distile suda sonrasinda 1/10 oraninda distile su ile sulandirilan antijen
retrieval soliisyonu (sitrat buffer) mikrodalgada 700 wattda ticer kez altisar dakika
bekletildi. Mikrodalgadan ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika tutulduktan
sonra distile su ile yikandi. Endojen peroksidaz nétralizasyonu i¢in peroksidaz blok 5
dakika bekletildi. Kesitler, PBS (phophate buffer saline) ile iki kez beser dakika
yikandi. Protein blok ile 5 dakika inkibe edildi. Ki-67 antikoru ile 1,5 saat oda
1s1s1nda inkiibasyon saglandi. Once Post primer blokla sonrasinda Novolink polymer
ile 30’ar dakika inkibe edildikten sonra PBS ile ikiser kez beser dakika yavasca
calkalandi. Peroksidaz aktivitesi gelistirmek icin 3,3 Diaminobenzidine (DAB)
kromojen ile 20 dakika inkiibe edilip 3 dakika hematoksilende bekletildi. Distile
sudan gegirildi. 2 dakika alkol ve 2 dakika ksilende tutuldu. Sonrasinda Novolink
Max Polymer Detection System yontemi ile rutin boyama islemi tamamlandi.

Ki-67 boyama paterni degerlendirilirken Wintzer ve arkadaglarinin yontemi

esas alindi (99). Degerlendirmeye alinan lamlar tzerinde 400 biyik buyltme
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alaninda 150 ile 500 hicre sayildi. Ki-67 niikleer boyanma gosteren hiicrelerin
sayisinin toplam hiicre sayisina orani yiizde olarak hesaplandi.
3.10. Istatistik

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS 15.0 programi kullanildi. Gruplar dagilim agisindan Shapiro Wilk testi ile
degerlendirildi. GSH disindakiler normal dagilim gosterdiginden parametrik, GSH
ise nonparametrik testler ile degerlendirildi. Gruplar arasi fark parametrik testlerden
One Way ANOVA ve post hoc testlerden LSD ile degerlendirilirken nonparametrik
testlerden Kruskal-Wallis ve gruplar aras1 kargilagtirmada Mann Whitney U testi (P
degeri kritik P’ye gore degerlendirildi) ile degerlendirildi. P<0,05 anlamli kabul

edildi. Sonuglar ortalama=+ standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

Tum gruplara ait karaciger dokusu enzim aktivitelerinin degerleri (CAT,
GSH-Px ve SOD) Tablo 4.1°’de, PC, MDA, GSH duzeyleri Tablo 4.2’de, Ki-67
degerleri Tablo 4.3’te ve rejenerasyon orant ise Tablo 4.4’te verilmigstir. Caligilan
parametreler grafikler halinde de gosterilmistir; (CAT) Sekil 4.1°te, (GSH-Px) Sekil
4.2°de, (SOD) Sekil 4.3’te, (MDA) Sekil 4.4°da, (GSH) Sekil 4.5’de ve (PC) ise
Sekil 4.6°te verilmistir. Hematoksilin&Eozin (H&E) ile boyanan karaciger kesitleri
resim 4.1.,4.2.4.3.4.4°te ve Ki-67 ile niikleer boyanma gortintiileri ise resim 4.5,

4.6.’da verilmigtir.



Tablo 4.1. Karaciger dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri. Sonuglar
ortalama + standart hata (SEM) olarak verilmigstir. (CAT: katalaz, SOD:
superoksit dismutaz, GSH-Px: glutatyon peroksidaz, PH: parsiyel
hepatektomi, CCls: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein, A.D.: anlaml
degil)

Gruplar CAT GSH-Px SOD
(k/g protein)  (U/g protein) (U/g protein)
1. PH den Sonra Kontrol (n=8) 1,703+£0,184 1,864+0,202 0,138+0,012
2. PH’den Sonra CCl, (n=8) 1,030+£0,164 1,951+0,101 0,108+0,010
3. PH’den Sonra NAC+CCL, (n=8)  2,516+0,276 2,261+0,103  0,199+0,012
4. PH den Sonra NAC (n=8) 1,940+£0,163 2,491+0,183  0,189+0,007
5. Sham Kontrol (n=7) 2,415+0,149 2.138+0,187 0,213£0,027
6. PH yapilmayan Kontrol (n=7) 2,379+0,259 2,311+0,247 0,194+0,010
7. PH yapilmayan CCl, (n=7) 1,756+0,164 1,766+0,085 0,115+0,006
8. PH yapilmayan NAC (n=7) 2,250+0,137 2,193+0,085 0,201+0,011
9. PH yapilmayan NAC+CCly (n=7) 2,377+0,210 2,053+0,241 0,185+0,015

Gruplar p degerleri

1-2 0,015 AD. AD.

1-3 0,004 AD. 0,002

1-4 AD. 0,009 0,008

1-5 0,013 AD. 0,000

1-6 0,018 AD. 0,005

1-7 AD. AD. AD.

1-8 AD. AD. 0,002

1-9 0,018 AD. 0,018

2-3 0,000 AD. 0,000

2-4 0,001 0,023 0,000

2-5 0,000 AD. 0,000

26 0,000 AD. 0,000

2-7 0,012 AD. AD.

2-8 0,000 AD. 0,000

2-9 0,000 AD. 0,000

3-4 0,036 AD. AD.

3-5 AD. AD. AD.

3-6 AD. AD. AD.

3-7 0,008 0,044 0,000

3-8 AD. AD. AD.

3-9 AD. AD. AD.

4-5 AD. AD. AD.

4-6 AD. AD. AD.

4-7 AD. 0,004 0,000

4-8 AD. AD. AD.

4-9 AD. AD. AD.

5-6 AD. AD. AD.

5-7 0,025 AD. 0,000

5-8 AD. AD. AD.

5-9 AD. AD. AD.

6-7 0,034 0,032 0,000

6-8 AD. AD. AD.

6-9 AD. AD. AD.

7-8 AD. AD. 0,000

7-9 0,035 AD. 0,001

8-9 AD. AD. AD.
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Tablo 4.2. Karaciger dokusunda malondialdehit, glutatyon ve protein karbonil
miktarlari. Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) olarak verilmistir. (MDA:
malondialdehit, GSH: glutatyon, PC: protein karbonil, PH: parsiyel hepatektomi,
CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein, A.D.: anlaml1 degil)

Gruplar MDA GSH PC
(nmol/g vas (umol/g yas (nmol/mg
doku) doku) protein)
1. PH den Sonra Kontrol (n=8) 89,085+9,233 1,197+0,062 0,625+0,046
2. PH’den Sonra CCl, (n=8) 99.281+5,607 1,201+0,038 0,836+0,088
3. PH’den Sonra NAC+CCl, 61,210+2.816 1,494+0,237 0,398+0,060
(n=8)
4. PH den Sonra NAC (n=8) 54,427+5,585 1,214+0,026 0,494+0,046
5. Sham Kontrol (n=7) 53,32243,670 1,228+0,041 0,296+0,028
6. PH yapilmayan Kontrol (n=7) 63,334+5,937 1,256+0,046 0,347+0,035
7. PH yapilmayan CCl, (n=7) 94.531+3,752 1,384+0,099 0,846+0,165
8. PH yapilmayan NAC (n=7) 62.864+7.222 1,450+0,062 0,377+0,059
9. PH yapilmayan NAC+CCl, 53,018+4,547 1,600+0,133 0,480+0,062
(=7)
Gruplar p degerleri

1-2 AD. AD. 0,044

1-3 0,001 AD. 0,030

1-4 0.000 AD. AD.

1-5 0,000 AD. 0,003

1-6 0,003 AD. 0,011

1-7 AD. AD. 0.042

1-8 0.002 0.014 0,023

1-9 0,000 0.021 AD.

2-3 0,000 AD. 0,000

2-4 0,000 AD. 0,002

2-5 0,000 AD. 0,000

2-6 0,000 AD. 0,000

2-7 AD. AD. AD.

2-8 0,000 0.021 0,000

2-9 0,000 0.002 0,003

3-4 AD. AD. AD.

3-5 AD. AD. AD.

3-6 AD. AD. AD.

3-7 0,000 AD. 0,000

3-8 AD. AD. AD.

3-9 AD. AD. AD.

4-5 AD. AD. AD.

4-6 AD. AD. AD.

4-7 0.000 AD. 0,002

4-8 AD. 0.009 AD.

4-9 AD. 0.014 AD.

5-6 AD. AD. AD.

5-7 0,000 AD. 0,000

5-8 AD. 0.038 AD.

5-9 AD. 0.038 AD.

6-7 0,000 AD. 0,000

6-8 AD. 0.038 AD.

6-9 AD. AD. AD.

7-8 0.000 AD. 0,000

7-9 0,000 AD. 0,003

8-9 AD. AD. AD.
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4.1. Ki-67 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Ki-67 ile niikleer boyanma gorintileri degerlendirildiginde karaciger
dokusunda artmig hiicresel proliferasyona dair bir¢ok gosterge saptanmigtir.
Hematoksilin&Eozin (H&E) 1ile boyanan karaciger kesitlerinde reperatif,
inflamasyon ve yaglanma ile sonuglanan degisiklikler goralmistir. Ayrica
immunohistokimyasal olarak Ki-67 pozitifligi bircok gortunttude tespit edilmistir. PH
yapilan ve yapilmayan CCly gruplarinin karaciger dokusu proliferasyon aktiviteleri
kontrol gruplarina gore azalmasina ragmen NAC uygulamasi ile CCly’tin neden
oldugu proliferasyon aktivitesindeki azalma belirgin olarak onlenip artig
saglanmigtir. Diger taraftan iki ana gruba bagh alt gruplarin yani PH yapilan rejenere
gruplarin ve PH yapilmayan gruplarin Ki-67 degerleri arasinda ciddi bir fark
bulunmamaktadir. Bu durumda her iki ana grupta da mitotik aktivite bakimindan

belirgin bir farkin olmadig soylenebilir.

Tablo 4.3. Karaciger dokusunda Ki-67 degerleri tablosu. Sonuglar % olarak
verilmistir. (PH: parsiyel hepatektomi, CCly: karbontetraklorir, NAC: N-

asetilsistein)

Gruplar Ki-67 degerleri (%)
1. PH’den Sonra Kontrol (n=8) 2
2. PH’den Sonra CCl4 (n=8) 0,9
3. PH’den Sonra NAC+CCl, (n=8)
4. PH’den Sonra NAC (n=8) 3,5
5. Sham Kontrol (n=7) 3
6. PH yapilmayan Kontrol (n=7) 2,5
7. PH yapilmayan CCly (n=7) 0,8
8. PH yapilmayan NAC (n=7) 1,5
9. PH yapilmayan NAC+CCly (n=7) 6
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Resim 4.1. PH’den sonra kontrol grubu; hepatositlerde reperatif
degisiklikler x 200 H&E

Resim 4.2. PH’den sonra CCly grubu; akut inflamasyon ve nekroz
komsulugunda hepatositlerde reperatif degisiklikler x 200 H&E



43

Resim 4.3. PH’den sonra NAC+CCly grubu; hepatositlerde reperatif
degisiklikler x 200 H&E

Resim 4.4. PH yapilmayan CCl, grubu; santral ven ¢evresinde steatozis
ve inflamasyon x 100 H&E



Resim 4.5. PH’den sonra NAC+CCly grubu; immiinohistokimyasal
olarak Ki-67"nin pozitifligi (Ki-67 x 200 niikleer boyanma)

Resim 4.6. PH sonrasi NAC grubu; immiinohistokimyasal olarak
Ki-67"nin pozitifligi (Ki-67 x 200 niikleer boyanma)

44
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4.2. Karacigerde Rejenerasyon Oraninin Degerlendirilmesi
Karaciger rejenerasyon oramnin (%), hesaplanmasinda 100x[C-(A-B)]/A

formali kullanildi. A=orjinal tiim karaciger agirligi (=B/0.7), B=rezekte edilen
karaciger agirligi, C=kesilmig karaciger agirlig1 (rejenere karaciger). Rejenerasyon
oraninin degerlendirilmesinde sirasiyla PH’den sonra kontrol, CCls, NAC+CCly ve

NAC gruplarinin rejenerasyon miktarinda belirgin olarak artig gérilmektedir.

Tablo 4.4. Karaciger dokusunda rejenerasyon orani tablosu. Sonuglar % olarak

verilmistir. (PH: parsiyel hepatektomi, CCly: karbontetraklorir, NAC: N-

asetilsistein)
Gruplar Karaciger Rejenerasyon Oram (%)
1. PH’den Sonra Kontrol (n=8) 57,88
2. PH’den Sonra CCl4 (n=8) 60,77
3. PH’den Sonra NAC+CCl, (n=8) 63,31
4. PH’den Sonra NAC (n=8) 69,43

4.3. Sicanlarin Karaciger Dokularindaki CAT Aktiviteleri

PH’den sonra kontrol grubunda karaciger dokusu CAT aktivitelerinin, PH
yapilmayan kontrol grubuna ve sham kontrol grubuna gore anlamli olarak duisiik
oldugu gozlendi (1,703+0,184k/g prot, p<0.05).

Sican karaciger dokularinda CAT aktivitesi, PH den sonra CCly grubunda
diger tim gruplar ile karsilagtirildiginda belirgin olarak azaldig1 gozlendi. CCly’iin
neden oldugu hasarin CAT aktivitesinde yol actigi azalma NAC uygulamas: ile
anlamli olarak 6nlendi (2,516+0,276 k/g prot, p= 0,000).

PH’den sonra CCl; grubunda karaciger dokusu CAT aktivitelerinin, PH
yaptlmayan CCly grubuna gore anlamli olarak disik oldugu gozlendi (1,030+0,164
k/g, p=0,012).

PH yapilmayan CCly grubunda karaciger dokusu CAT aktivitelerinde, PH
yapilmayan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disiis gozlendi. NAC
uygulamast CClytin neden oldugu CAT aktivitesindeki azalmayi belirgin olarak

onlemistir (2,377+0,210 k/g prot, p=0,035).
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PH yapilan ve PH yapilmayan ana gruplarin hem kontrol hem de CCl, alt
gruplart karsilastirildiginda rejenere gruplarda CAT enzim aktiviteleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir diigtis gorilmektedir.

Sham kontrol grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

CAT (k/g prot)
3
a,b,d
& ab.,g
2,5 b
2 befi b,c.efii
15 a,c,d,e,
f g hi
VIII IX
Gruplar:
I; PH’ den sonra (PH (+)) Kontrol V; Sham Kontrol
II; PH (+) CCl, VI; PH yapilmayan (PH (-)) Kontrol
[l; PH (+) NAC+CCl, VII; PH (-) CCl,
! VIII; PH (-) NAC
IV; PH (+) NAC IX; PH (-) NAC+CCl,

Sekil 4.1.: Sicanlarin karaciger dokularindaki CAT aktivitesi grafigi.
Grafikte stutunlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatayi
gostermektedir. Grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CCls grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCls grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, 1; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein, k: enzimin hiz
sabiti.
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4.4. Sicanlarin Karaciger Dokularindaki GSH-Px Aktiviteleri

PH’den sonra NAC grubunda karaciger dokusu GSH-Px aktiviteleri; PH’den
sonra kontrol grubuna, PH den sonra CCly grubuna ve PH yapilmayan CCls grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (2,491+0,183 U/g prot, p<0.05).

PH yapilmayan CCl, grubunda karaciger dokusu GSH-Px aktivitelerinde; PH
yapilmayan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disiis gozlendi. NAC
uygulamasi ile CCls’iin neden oldugu GSH-Px aktivitesindeki azalma anlamli bir
degisiklik gostermemekle birlikte belirgin olarak onlenerek PH yapilmayan kontrol
grubundaki degerlere yakin diizelme gosterdi (2,053+0,241U/g prot, p>0.05).

Her iki anagrubun altgruplart GSH-Px enzim aktiviteleri bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gérilmemektedir.

Sham kontrol grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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2,5

1,5 |

0,5 -

GSH-Px (U/g prot)

g a, b 2 g
d d
| 11 111 | v | A% | V1 | VII

| Vi1 IX
Gruplar:
I; PH (+) Kontrol V; Sham Kontrol
II; PH (+) Ccl, VI; PH (-) Kontrol
l1I; PH (+) NAC+CCl, VII; PH () CCl,
IV; PH (+) NAC VIII; PH (-) NAC

IX; PH (-) NAC+CCl,

Sekil 4.2.: Sicanlarin karaciger dokularindaki GSH-Px aktivitesi grafigi.
Grafikte stutunlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatayi
gostermektedir. Grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CClsy grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCly grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, 1; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein.
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4.5. Sicanlarmm Karaciger Dokularindaki SOD Aktiviteleri

PH’den sonra kontrol grubu SOD aktiviteleri; PH’den sonra NAC, sham
kontrol ve PH yapilmayan kontrol grubuna gore anlamli olarak diisik oldugu
gozlendi (0,138+0,012 U/g prot, p<0.05).

PH’den sonra CCl; grubunda karaciger dokusu SOD aktiviteleri, PH den
sonra kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemekle
birlikte NAC uygulamasi CCly’tin neden oldugu SOD aktivitesindeki azalmay1
anlamli olarak énlemistir (0,199+0,012 U/g prot, p=0,000).

Ayrica PH’den sonra CCly grubu SOD aktivitelerinde; PH den sonra NAC,
sham kontrol ve PH yapilmayan kontrol grubuna goére anlamli olarak diistik oldugu
gozlendi (0,199+0,012 U/g prot, p<0.05).

PH yapilmayan CCly grubunda karaciger dokusu SOD aktivitelerinde, PH
yapilmayan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disiis gozlendi. NAC
uygulamasi ile CClyin neden oldugu SOD aktivitesindeki azalma belirgin olarak
onlenerek PH yapilmayan kontrol grubundaki degerlere yakin diizelme gosterdi
(0,185+0,015 U/g prot, p=0,001).

Her iki ana grubun kontrol gruplart SOD enzim aktiviteleri bakimindan
kargilastirildiginda  rejenere  grupta istatistiksel olarak anlamli  bir dusts
gorilmektedir.

Sham kontrol grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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SOD (U/mg prot)
0,25 a,b,g
a,b,g a,b,g
a,b, r’ a,b,g
02 a,b,g &
c,d.e,
fhi
015- T’ c.de, g’}(li’ie’
ﬁh’i 2 )
0,1
0,05 -
o ot
I I 11T v A\ VI Vi1 VIII IX
Gruplar:
I; PH (+) Kontrol V; Sham Kontrol |
VI; PH (-) Kontro
I1I; PH (+) NAC+CCl, VIIT; PH (-) NAC
IV; PH (+) NAC IX; PH (-) NAC+CCl,

Sekil 4.3. Siganlarin karaciger dokularindaki SOD aktivitesi grafigi.
Grafikte stutunlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatayi
gostermektedir. Grup ortalamalar arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CClsy grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCly grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, 1; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein.

4.6. Sicanlarin Karaciger Dokularindaki MDA Diizeyleri
Doku MDA degerleri PH’den sonra kontrol grubunda PH’den sonra NAC
+CCly, PH’den sonra NAC, sham kontrol ve PH yapilmayan kontrol gruplarina gore
anlamli olarak yitksek oldugu gozlendi (89,085+9,233 nmol/g yas doku, p<0.05).
PH’den sonra CCly grubunda doku MDA degerleri PH den sonra kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemekle birlikte NAC
uygulamasi CCly’tin neden oldugu MDA degerindeki artigt anlamli olarak énlemistir

(61,210+2,816 nmol/g yas doku, p=0,000).
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Ayrica PH’den sonra CCly grubunda doku MDA degerleri PH’den sonra
NAC, sham kontrol ve PH yapilmayan kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu gozlendi (99,281+5,607 nmol/g yas doku, p<0.05).

PH yapilmayan CCl, grubunda doku MDA degerleri PH yapilmayan kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiikksek oldugu gozlendi. NAC uygulamast ile CClyin
neden oldugu MDA degerlerindeki artig belirgin olarak onlenerek PH yapilmayan
kontrol grubundaki degerlerden daha fazla diizelme gosterdi (53,018+4,547 nmol/g
yas doku, p=0,000).

Ayrica PH yapilan ve PH yapilmayan her iki ana grubun kontrol gruplari
MDA seviyeleri bakimindan da karsilagtirildiginda rejenere grupta istatistiksel olarak
anlaml1 bir artig gorillmektedir.

Diger taraftan sham kontrol grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 4.4. Siganlarin karaciger dokularindaki MDA dizeyi grafigi.
Grafikte stutunlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatayi
gostermektedir. Grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CCls grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCly grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, i; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein.

4.7. Sicanlarin Karaciger Dokularindaki GSH Diizeyleri

PH yapilmayan NAC grubunda doku GSH degerleri PH den sonra kontrol,
PH’den sonra CCls, PH’den sonra NAC, sham kontrol ve PH yapilmayan kontrol
gruplarina gore anlamli olarak yitksek bulundu.

PH yapilmayan NAC+CCly grubunda doku GSH degerleri PH’den sonra
kontrol, PH’den sonra CCls, PH’den sonra NAC ve sham kontrol gruplarina gore

anlamli olarak yuiiksek bulundu.
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Ayrica PH yapilan ve PH yapilmayan her iki anagrup GSH seviyeleri
bakimindan karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gorilmemektedir.

Diger taraftan sham kontrol grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 4.5. Siganlarin karaciger dokularindaki GSH diizeyi grafigi. Grafikte
situnlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatay1
gostermektedir. Grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CClsy grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCly grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, 1; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein.

4.8. Sicanlarin Karaciger Dokularindaki PC Diizeyleri
PH’den sonra kontrol grubunda doku PC degerleri PH den sonra NAC+CCly,
sham kontrol, PH yapilmayan kontrol ve PH yapilmayan NAC gruplarina gore
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anlamli olarak yiksek olmasina ragmen PH yapilmayan CCly grubuna gore dusik
oldugu gozlendi (0,625+0,046 nmol/mg protein, p<0.05)

PH’den sonra CCl; grubunda doku PC degerleri PH’den sonra kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis gosterdi. NAC uygulamasi
CCly’un neden oldugu protein karbonil degerindeki artisi anlamli olarak onlemisgtir
(0,398+0,060 nmol/mg protein, p=0,000).

Ayrica PH’den sonra CCly grubunda doku PC degerleri PH’den sonra NAC,
sham kontrol ve PH yapilmayan kontrol, PH yapilmayan NAC ve PH yapilmayan
NACH+CCly gruplarina gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlendi (0,398+0,060
nmol/mg protein, p<0.05)

PH yapilmayan CCly grubunda doku PC degerleri PH yapilmayan kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis gosterdi. NAC uygulamasi
CCly’un neden oldugu protein karbonil degerindeki artisi anlamli olarak onlemisgtir
(0,480+0,062 nmol/mg protein, p=0,003).

Ayrica PH yapilmayan CCly grubunda doku PC degerleri PH’den sonra
kontrol, PHden sonra NAC+CCly,, PH’den sonra NAC, sham kontrol, PH
yaptlmayan NAC ve PH yapilmayan NAC+CCly gruplarina gore anlamli olarak
yitksek oldugu gozlendi (0,846+0,165 nmol/mg protein, p<0.05)
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Sekil 4.6. Siganlarin karaciger dokularindaki PC diizeyi grafigi. Grafikte
situnlar grup ortalamalarini, hata ¢izgileri ise standart hatay1
gostermektedir. Grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin
p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak secilmistir. a; PH (+) kontrol grubuna
kiyasla, b; PH (+) CClsy grubuna kiyasla, c; PH (+) NAC+CCly grubuna
kiyasla, d; PH (+) NAC grubuna kiyasla, e; sham kontrol grubuna kiyasla,
f; PH (-) kontrol grubuna kiyasla, g; PH (-) CCl4 grubuna kiyasla, h; PH (-)
NAC grubuna kiyasla, i; PH (-) NAC+CCl, grubuna kiyasla, PH: parsiyel
hepatektomi, CCly: karbontetrakloriir, NAC: N-asetilsistein.
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5.TARTISMA

Karaciger, memelilerde hasar ya da cerrahi rezeksiyon sonrast biyuk bir
rejenerasyon potansiyeli gosteren tek organdir (90,100). Aslinda karacigerin bu
rejenerasyon aktivitesi, cerrahi rezeksiyondan sonra hepatik doku kaybina verilen
fizyolojik bir cevaptir (101). Klinik olarak hastalarda, timér rezeksiyondan veya
karaciger transplantasyonundan sonra iyilesme geri kalan karacigerin rejeneratif
kapasitesine baglidir (90,100). Karacigerde kitle kaybi, CCly gibi hepatotoksik
kimyasallarin verilmesiyle indiklenebilir. Bunun ardinda ise doku yikintisini
kaldiran inflamatuvar ve rejeneratif cevap gelir (27). Karacigerin rejenerasyonunu
diizenleyen ve baglamasina katkida bulunan faktorler ¢ok cesitli ve karmagiktir. Bu
karmagik aracilar aginda sitokinler, buytime faktorleri, transkripsiyon faktorleri,
hormonlar ve oksidatif stres urtnleri 6énemli rol oynarlar (102). Genel olarak
karaciger rejenerasyonu, buyumeyle ilgili genler tarafindan dizenlenir. Ayrica hem
stimiile edici hem de inhibe edici sinyal yollarina karisan degisik bluiyime faktorleri
aracilik eder. SOR’un da, degisik sinyal yollarim1 ayarlayarak karaciger
rejenerasyonunu  etkiledigi rapor edilmistir (103). Karaciger rejenerasyonunun
bozulmasi, bireyde karaciger yetmezligi veya fibrozis gelisimi ile sonuglanabilir
(90,104).

Genellikle karaciger rejenerasyonu g¢aligmalarinda tgte iki (2/3) PH olarak
bilinen ve kemirgenlerin (sigan ve fare) karaciger kiitlesinin 2/3’tunin ¢ikarildigi
cerrahi iglem uygulanir (27). PH, primer ve metastatik karaciger timorlerinin
tedavisi, major karaciger travmasi ve canli dondérden karaciger transplantasyonu gibi
bazi durumlarda kaginilmaz bir cerrahi tedavi olarak uygulanabilir (105). Kemirgen
karacigerinin ¢ok loplu yapisindan dolayr loplarin beste ugi (yaklagik olarak
karaciger kiitlesinin 2/3’11) geriye kalan iki loba herhangi bir doku hasar1 vermeden
kolay bir cerrahi iglem ile ¢ikarilir. Sonrasinda orijinal bes lobun toplam kutlesine
esdeger boyutta buylime meydana gelir. PH, ilk 5 dakikadan 5-7 giine kadar
gozlemlenebilen ve diizenli bir bigimde ilerleyen bir takim olaylar tetikler. Ornegin:
yetigkin siganlarda yapilan bir ¢alismada %70 PH’den sonra kalan karacigerin
hiicresel proliferasyonu 6nemli ol¢iide artmaktadir (106,107). Karaciger dokusunda

indiksiyon yapan herhangi bir ajan veya islemden sonra DNA sentezini ilk olarak
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baglatan hiicreler hepatositlerdir. Siganlarda 24 saatte, farelerde ise 36 saatte
hepatositlerin %60°1 DNA sentezinde sentez isleminin bir turunu gerceklestirir.
(108). PH’den kisa siire sonra hemen hemen tim hepatositler Go’dan (dinlenme
durumu) G; (proliferatif durum) fazina girip hiicre dongusiine yeniden katilir (109).
Hepatosit miktari, 96 saat sonra hepatektomiden onceki seviyesinin yaklagik %90’ 1na
yakin yenilenir (110,111). Kayip hepatik kiitle, olgun hepatositlerin ve diger hepatik
hiicre tiplerinin proliferasyonu yoluyla yenilenir. Deri ve ince bagirsaktaki gibi segici
kok hiicrenin alt populasyonunun proliferasyonu rol oynamaz. Normal karaciger
agirhigr 5-7 gunde (insanlarda 8-15 giinde) yeniden eski halini alir. Rejenerasyon
sonunda karaciger loplarimin boyutu onemli oOlgiide genisler ve hepatosit plagin
kalinlig1 normal bir hiicre kalinliginin iki kati 6l¢iisiindedir (106).

Caligmamizda rejenerasyon  gostergesi olarak Ki-67  kullanilarak,
karacigerdeki hiicre proliferasyonu degerlendirildi. Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde gortlen
bir ¢ekirdek proteinidir. Esas olarak Gi, S, M ve G, fazinda gorilir ve Gy fazinda
yoktur (112). Interfaz srrasinda iken cekirdek i¢inde saptanan konu ile ilgili
proteinlerin ¢ogu, mitoz sathasinda iken biiytik bir hizla kromozomlarin yiizeyinde
taginirlar (113). Bu yap1 ¢ogalan biitiin hiicrelerde izlenmis ve arastirilan hiicre
populasyonunun biiyiyen bolimiini arastirmada kullanilan 6nemli bir gosterge
olmustur (112). Ki-67 hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi bir sekilde
gosteren protein olup, mitotik aktivite ve timor evrelemesinde siklikla
kullanilmaktadir ~ (113). Yaptigimiz  calismada da  Ki-67  proteini
immunohistokimyasal olarak belirlenip karaciger hucrelerindeki artmis hiicresel
proliferasyonu saptamak amact ile kullanildi. Ki-67 degerleri karsilastirildiginda,
nitkleer boyanma goriintilerinde karaciger dokusunda artmis hiicresel proliferasyona
dair bir¢cok gosterge saptanmistir. H&E ile boyanan karaciger kesitlerinde reperatif,
inflamasyon ve yaglanma ile sonu¢lanan degisiklikler gorilmistir. Ayrica
immiinohistokimyasal olarak Ki-67 pozitifligi birgok goriintiide tespit edilmistir.
Kisacast PH yapilan ve yapilmayan CCl4 gruplarinda karaciger dokusu proliferasyon
aktivitelerinin kontrol gruplarina gore onemli Ol¢iide azaldigt NAC uygulamasi
CClyun neden oldugu proliferasyon aktivitesindeki bu azalmayi belirgin olarak
onleyip artig sagladigr gorulmektedir. Diger taraftan PH yapilan rejenere gruplarin ve

PH yapilmayan gruplarin Ki-67 degerleri karsilagtirildiginda belirgin bir fark
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bulunmamaktadir. Bu durumda her iki ana grupta da mitotik aktivite bakimindan
ciddi bir farkin olmadig1 soylenebilir. Sigan karacigerinde rejenerasyon siireci 5-7
ginde tamamlanma sathasina ulasir ve hiicre proliferasyonu yavaglar. Yaptigimiz
calismada PH islemininden sonra 9. giinde rejenere karaciger alinip Ki-67
degerlendirilmesi yapildi. PH sonrast bu siirecte rejenerasyon iglemi onemli 6lgiide
tamamlanmig olup gruplar arasinda mitotik aktivite bakimindan belirgin bir farklilik
bulunmamasina yol agmis olabilir.

Yine rejenerasyon oraninin degerlendirilmesinde gruplar arasinda 6énemli bir
farklilik bulunmamasina ragmen sirastyla PH den sonra kontrol, CCly, NAC+CCly
ve NAC gruplarinin rejenerasyon miktarinda belirgin olarak artig goriilmektedir.
Ayrica sadece CCly, NAC+CCly veya sadece NAC verilen PH’l1 gruplarin PH’dan
sonra kontrol grubu ile kiyaslandiginda NAC’in rejenerasyonu Onemli o6lgide
arttirdigi goriilmektedir. Dolayisiyla PH sonrasi karaciger rejenerasyonunun stimule
oldugu ve NAC’1n karaciger rejenerasyonuna olumlu yonde etki yaptig1 sdylenebilir.

Yapilan c¢aligmalarda, hepatektomiden sonra hepatik dokunun cerrahi
eksizyonundan dolay1 hepatik kitlenin kiigildigii ve karacigerin madde temizleme
giiciiniin diistigu gosterilmistir. Ornegin: ham indosiyanin’in yarilanma siiresi, %60
hepatektomiden sonra 4 kat ve %40 hepatektomiden sonra ise %33 artmugtir (114).
Sicanlarda tgte iki (2/3) hepatektomi sonrasi sitokrom P450 aktivitesinin onemli
olgiide dustigi gorulmugtir. Yine sitokrom P450 gen ile ilgili genetik veriler, ilag
metabolizmasi i¢in sorumlu spesifik enzimlerin metabolik aktivitesinin PH sonrasi
kalan hepatik dokuda dustigini gostermektedir. Marie ve ekibi de sitokrom P450
aktivitesinin si¢anlarda tgte iki (2/3) hepatektomi sonrasi distigini ve postoperatif
2. haftada baslangi¢ aktivitesinin %90’ 1na geri ulastigini rapor etmistir. Kisacasi,
hepatik rejenerasyonu destekleyen enzimlerin aktivitesi artar, ilag metabolizmast igin
sorumlu enzimlerin aktivitesi ise diiger (115).

Genellikle deneysel olarak indiiklenmis karaciger hasarini olusturmak igin
potansiyel bir hepatotoksik ajan olan CCly kullanilir. CClyiin - metabolizmasi
sitokrom P450 tarafindan baslatilir. CCly, hepatosit endoplazmik retikulumun
sitokrom P4502E1’1 tarafindan triklorometil (CCly’) radikaline hizlica
donistiraldaga bilinmektedir (116). Triklorometil serbest radikalleri indirgenmis

glutatyon ve protein tiyolleri gibi -SH gruplari ile reaksiyona girebilir. Ayni zamanda
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bu serbest triklorometil radikallerin hiicre proteinleri ile kovalent baglanmasi,
membran lipid peroksidasyonu ve hiicre nekrozu ile sonuglanan zincirleme olaylarin
baslangi¢ adimi olabilir (117). Bu radikaller, oksidatif stresi baglatir ve sonunda lipit
peroksidasyonu yoluyla mitokondrininde dahil oldugu intraselliiler organellere hasar
verir (118). Membran yapilarinin bozulmasi, membranla iligkili enzim kaybi ve
nekroz dahil olmak iizere CCly ile indiklenen intoksikasyonlarin karaciger dokusu ve
kan plazmasinda biyokimyasal parametrelerin 6nemli bir kisminda degisiklik
meydana gelmektedir. Sicanlarda CCly’e agir maruziyet sonrast histolojik
incelemelerde, karacigerde onemli morfolojik degisimler (yaglanma ve hidrofik
distrofi, hepatosit sitoplazmasinda yikict degisimler, hepatositlerin agir nekrozu)
gorulmugtir (119). Ugazio ve ekibinin gergeklestirdigi bir ¢aligmada hepatektomi
yapilan siganlarin, CClyiin oldirticu etkisine kargt daha az duyarli oldugunu tespit
etmistir (120). Bu koruyucu etki, CClyi metabolize ederek dokuya hasar veren
serbest radikaller ureten hepatik sitokrom P450 enzimindeki diisise baglidir (121).
Dolayisiyla P450 tarafindan CClsin - biyoaktivasyonundaki azalis rejenere
karacigerde CCly’un toksisitesinde de disiise yol agar. Zhang ve ekibi yaptigi
caligmada, PH den 96 saat sonra rejenere sigan karacigerinin hem in vivo hem de in
vitro olarak CCly kaynakli hepatotoksisiteye direngli oldugunu gostermistir. Bu
koruyucu etki mekanizmasini, rejenere karacigerin hepatik mitokondriyal solunum
aktivitesindeki ve rejenere hepatositlerin plazma membran akigkanligindaki artiga
baglamigtir (111). CCls gibi hepatik toksinler, plazma membran akiskanligini azaltir.
Bu yuzden CCls toksisitesine karst plazma membran akigskanligindaki artigin,
membran butinliginiin korunmasinda énemli olduguna inanilir (122).

Karacigerin, CCly’in indukledigi hasara kargt korunmasinda ve tedavisinde
antioksidanlarin kullanimi katki saglayabilir. Caligmamizda %70 PH modelinde CCl,4
(0,5 ml/kg, 1.p) uygulanmasindan sonra gelisen oksidatif iglemlerin engellenmesi i¢in
antioksidan olarak NAC (50 mg/kg, ip) kullanildi NAC’in antioksidan,
antisitotoksik ve antiapoprotik ozelliklerinden dolayr CCly indiiklii hepatit hasarin
sonuglarinin ~ onlenmesinde  kullanilmasi  yararli  olabilir  (123). NAC,
mikrosirkiilasyonda diizelme ve indirgenmig glutatyon seviyelerinde artiga yol agarak
oksidatif doku hasarina kargt koruma saglar (124). Ayrica bozulmus hepatik
mikrosirkiilasyon ile iligkili stiperoksit anyonlarina karsi da koruyabilir (125). NAC
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ekstra antioksidan ozellikleri yoluyla direkt olarak hidrojen peroksiti temizleme
ozelligine sahiptir. Ayni zamanda NAC’in yapisinda bulunan tiyol fonksiyonel
gruplarinin kimyasal o6zelliginden dolayr bu molekiil farkli bir kistm amaglarla
kullamlabilmektedir. Ornegin okside olmus glutatyonun rejenerasyon ve
restorasyonunda kullanilacak olan sisteini saglar ve hiicre membranini gegebilen bir
-SH grubu donéri olarak fonksiyon goriir. NAC indirgenmis tiyol gruplari sayesinde
SOR’u temizleme iglemlerini gerceklestirmektedir (126,127). Tiyol gruplar1 redoks
potansiyeli sayesinde oksidatif stresi azaltir. Boylece oksidatif metabolizmalar
tizerinden ve notrofil ve monositlerin kemotaksisini inhibe eder. Siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikallerini temizler (126). Ayrica NAC’in kemotaksis’i ve
antiinflamatuvar etki yoluyla insan fagositik hiicreleri tarafindan oksijen
radikallerinin {iretimini bozdugu gosterilmistir (128). Ozetle NAC, noétrofil
aktivasyonunu inhibe eder ve makrofajlarin fonksiyonunu dizenler (129). Diger
taraftan NAC, hepatik kan akigin1 duzeltir. Kardiyak gostergede, hepatik ve splanik
perfiizyonda artis yoluyla oksijen dagitimini diizelttigi de gosterilmistir. NAC
hepatik disfonksiyonlu, agir hastalikli ve septik soklu hastalarda hepatik fonksiyonu
dizeltir (130,131). Yine yapilan ¢alismalarda NAC’in karaciger transplantasyonu
sonrasi olusan komplikasyonlar1 engelleyebildigi gosterilmistir (132). Aynm1 zamanda
NAC’in rutin kullantminin, majoér karaciger cerrahisi sonrasi komplikasyonlari
engelleyebildigi kanitlanmigtir (133).

Normal hiicreler kendilerini reaktif turlere karst birgok enzimatik ve
nonenzimatik endojen savunma sistemleri ile koruyabilirler. SOR’u elemine etmede
gorev yapan SOD, CAT ve GSH-Px gibi enzimler bu savunma sistemlerinin bir
pargasini olustururlar (134). Calismamizda CAT enzim aktivitesi hem PH’den sonra
CCly hem de PH yapilmayan CCly gruplarinda kendi kontrol gruplarn ile
kiyaslandiginda anlamli olarak daha disik oldugu tespit edildi. CCly’e maruz
birakilan gruplara NAC tedavisinin verilmesi, 6zellikle yiksek CAT ve SOD enzim
aktiviteleri ile sonuglandi. Bu durum NAC metabolitlerinin igerdigi -SH gruplart ile
antioksidan aktivite gostermesinden kaynaklanabilir. Ayrica NAC, antioksidanlarin
reaksiyon iglemine yardimci olarak onlarin ortamdan kaybini da engellemis olabilir.
Kisacast PH sonrasi; hepatik dokunun cerrahi eksizyonundan dolay1 hepatik kitlenin

kiigilmesinden, karaciger madde temizleme glciiniin dismesinden ve enzimlerin
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metabolik aktivitelerinin kalan hepatik dokuda azalmasindan kaynaklanabilir.
Antioksidan enzim aktivitelerinde farkli sonuglarin  bulunmasi, biyolojik
nimunelerde enzim aktivitelerinin analizlerindeki zorluktan kaynaklaniyor olabilir.
Diger taraftan PH yapilan ve PH yapilmayan ana gruplarin hem kontrol hem de CCly
alt gruplari kargilastirildiginda rejenere gruplarda CAT enzim aktiviteleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir dusis gorilmektedir. Bu durumda rejenerasyonun
CAT enzim aktiviteleri iizerine olumsuz etkisinin oldugu soylenebilir. Benzer sekilde
her iki ana grubun kontrol gruplari SOD enzim aktiviteleri bakimindan da
kargilastirildiginda yine rejenere grupta istatistiksel olarak anlamli bir dists
gorilmektedir. Bu tabloda da rejenerasyonun SOD enzim aktiviteleri Uzerine
olumsuz etkisinin oldugunu gosterebilir. Ayrica sham kontrol grubu ile PH
yapitlmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamasi cerrahi iglemin SOD enzim aktivitesi tGzerine etkisinin olmadigini
gosterebilir.

GSH-Px, antioksidan savunma sisteminde olduk¢a o6nemli bir enzimdir.
Ayrica selenyum ve indirgenmis glutatyona bagimli olarak suda hidrojen peroksitin
doniigimiini katalizler (135). Bu enzim hepatik nekrozda major bir koruyucu role
sahiptir (136). NAC glutatyon igin substrat olarak gorev yaptigindan dolay:r bu
enzimin hepatik seveyesini de yeniden dizenler (137). Calismamizda PH yapilmayan
CCly grubu GSH-Px aktivitesinde PH yapilmayan kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli dists gozlendi. Bu durum CCly uygulamas: ile GSH-Px enzim
aktivitesinde azalma oldugunu gostermektedir. Hem PH yapilan hem de PH
yapilmayan gruplarda CClslin neden oldugu GSH-Px aktivitesindeki azalma NAC
uygulamasi ile anlamli bir degisiklik gostermemekle birlikte belirgin olarak
onlenerek kontrol gruplarindaki degerlere yakin diizelme gosterdi. Bu tablo NAC’in
GSH-Px aktivitesini indukledigini ve hepatik antioksidan savunmaya katkida
bulundugunu gosterebilir. Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada da NAC tedavisi ile
GSH-Px aktivitesinde 6nemli olgiide artig goralmustir (138). Her iki ana grubun alt
gruplart GSH-Px enzim aktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gorilmemektedir. Bu durum rejenerasyonun GSH-Px
enzim aktiviteleri iizerene etkisinin olmadigini gosterebilir. Ayrica sham kontrol

grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik bulunmamasi cerrahi iglemin GSH-Px enzim aktivitesi tzerine etkisinin
olmadigin1 gosterebilir.

Genellikle karacigerde yuksek konsantrasyonlarda bulunan bir antioksidan
olan GSH, SOR’un oksidatif hasarina karsi hiicresel savunma mekanizmalarinda
onemli bir rol oynar (139). CCly’un indiikledigi hepatotoksisitenin mekanizmasi
tizerine yapilan ¢aligmalar ile CClsin  reaktif toksik  metabolitlerinin
detoksifikasyonunda GSH’1n anahtar rol oynadigi ve GSH depolarinin énemli 6l¢iide
tiketildiginde karaciger nekrozunun basladig1 gosterilmistir (140,141). NAC, GSH
prekursort olarak gorev yapar ve intraselliler GSH depolarini yeniden doldurabilir.
Boylece SOR’a kargt koruma saglayabilir (142). GSH seviyeleri muhtemelen
apoptozisde dizenleyici bir fonksiyona sahiptir. Yuksek seviyede GSH’in hiicre
olumunt engelledigi, dugsik seviyesinin ise hiicre dlumuna artirdigr gosterilmigtir
(139). Muhtemelen NAC, GSH seviyelerini devam ettirme yeteneginden dolay1
hiicre olimiine karg1 koruma da saglayabilir (133). Valles ve ekibi CCly’den sonra
NAC’1n verilmesi ile karaciger nekrozunun engellendigini gostermislerdir. Bu durum
NAC’1n sisteine ve glutatyona gevrilmesi ile saglanmig olabilir (143). Caligmamizda
PH yapilan ve PH yapilmayan NAC+CCl, gruplari, CCly gruplar ile kiyaslandiginda
GSH seviyesinde artis oldugu gozlendi. Dolayisiyla NAC tedavisi uygulanmig
NACHCCly gruplarinda GSH seviyesinde anlamli bir degisiklik gorilmemekle
birlikte belirgin olarak kontrol ve CCly gruplarina nazaran artig oldugu soylenebilir.
Bu durumda NAC tedavisinin CCly’iin inditkledigi hepatotoksisiteye karst hiicresel
GSH igerigindeki artis ile iligkisi olabilir. Ayrica NAC, SH grubu donérii ve GSH
sentezi prekursori olarak GSH tiketimini engellemis olabilir. Benzer sekilde daha
once yapilan caligmalarda NAC tedavisi ile hepatik antioksidan GSH seviyesinde
onemli olgiide artig gorilmustir (144). Ayrica PH yapilan ve PH yapilmayan her iki
ana grup GSH seviyeleri bakimindan kargilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gorilmemektedir. Bu durum rejenerasyonun GSH
seviyeleri uizerene etkisinin olmadigin1 gosterebilir. Diger taraftan sham kontrol
grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamas: cerrahi iglemin GSH seviyeleri tizerine etkisinin olmadigini

gosterebilir.
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Lipoperoksidasyon hiicre membrant hasarinda bir  gosterge olup
lipoperoksidasyon ara bilesikleri ve malondialdehit olusumu ile o6lgulebilir. Bu
bilesikler, CClsin P450 sitokrom enzim kompleksi tarafindan metabolize
edilmesinden sonra olusan triklorometil radikalinin tretimindeki artig ile 6nemli
olgide artar (145). Calismamizda, PH yapilmayan CCl; grubundaki siganlarin
karaciger dokusunda MDA miktarlart PH yapilmayan kontrol grubuna nazaran
anlamli olarak daha yiksek bulundu. Bu tablo, CCl4 uygulanmasinin sigan karaciger
dokusunda hasar olusturdugunu gostermektedir. Yani uygulama karacigerde SOR
miktarini arttirmig ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonunu meydana getirmistir.
Diger tarafta hem PH yapilip CCly uygulanan hem de PH yapilmayip CCly
uygulanan gruplara NAC tedavisi verildiginde MDA seviyesinde, anlamli diisis
gozlendi. Bu durum lipid peroksidasyonunun, NAC tedavisi tarafindan
engellendigini gosterir. Yine yapilan ¢aligmalarda, CCl4 uygulanmasi siiresince NAC
verilmesi, karaciger nekrozunu engelleyebildigi, CCls reaktif metabolitlerinin
kovalent baglarini kismen azalttig1 ve lipit peroksidasyonunda artig1 diigiirdiigii rapor
edilmistir (143). Benzer sekilde 10 haftalik uzun vadeli sigan CCly intoksikasyonu
deneysel modelinde, CCls; uygulanmasindan 7 giin 6nce baglanan NAC’in (150
mg/kg), karaciger malondialdehit olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (146).
Ayrica PH yapilan ve PH yapilmayan her iki ana grubun kontrol gruplart MDA
seviyeleri bakimindan karsilastirildiginda rejenere grupta istatistiksel olarak anlamli
bir artiy gorulmektedir. Bu tablo rejenerasyonun MDA seviyelerini ve lipit
peroksidasyonunu artirdigint  gosterebilir. Ayrica sham kontrol grubu ile PH
yapitlmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamasi cerrahi iglemin MDA seviyeleri izerine etkisinin olmadigini
gosterebilir.

PC igerigi protein oksidasyonunda kullanilan en yaygin gostergedir (147). PC
tirlerinin  kullanimi, diger oksidasyon urinlerinin Olgimi ile kiyaslandiginda
goreceli erken olusmalar1 ve karbonile proteinlerin stabiliteleri nedeniyle bazi
avantajlar icermektedir. Alzheimer hastaligi, romatoit artrit, diyabet, sepsis, kronik
renal yetmezlik ve respiratuvar distres sendromu gibi birgok hastalikta PC
miktarlarinin artmus oldugu rapor edilmistir (148). PC tirleri erken olusurlar ve

hastalarin kaninda uzun periyotlarla sirkiile olurlar. Serumdaki yiiksekligi en az 4
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saat stabil kalir (149). Protein oksidasyonu PC’de artig ve protein tiyol gruplarinda
dusts ile karekterizedir (150). Bu baglamda radikallerin yol agtig1 protein
oksidasyonu polipeptit zincirin kirilmasina, amino asit yan zincirlerinin
oksidasyonuna ve protein-protein ¢apraz baglantilarin olusumuna neden olur (151).
Karbonil gruplart (aldehit ve ketonlar) protein yan zincirleri tzerinde uretilirler
(147). PC tirlerinin olusumu hemen hemen tim reaktif oksijen tiirleri tarafindan
induklenebilir (152). Hiucresel oksidatif hasar SOR’un uretim ve temizlenme
sistemleri arasindaki denge bozulup tiretim yontinde artig gosterince geligebilir (153).
Siiperoksit (0;7), hidroksil (OH'), peroksil (ROy), alkoksil (RO’), hidroperoksil
(HOy) gibi radikal turlerin ve hidrojen peroksid (H,0O,), hipoklorik asit (HOCI), ozon
(03), singlet oksijen ('0,), peroksinitrit (ONOO’) gibi nonradikal tiirlerin dahil
oldugu reaktif oksijen tirleri protein oksidasyonuna yol agarlar (154). Ayrica
karbonhidrat ve lipit yapilarinin oksidasyonu sonucu ortaya g¢ikan reaktif karbonil
bilesikleri (RCOs) de protein modifikasyonlarina yol agmaktadir (155). Reaktif
karbonil gruplarinin olusumu, SOR’larin birgok formu tarafindan indiiklenmig
hiicresel hasar1 yansitir ve proteinlerin oksidatif modifikasyonunun major
gostergesidir (156). Yapilan caligmalardan Mimic-Oka ve ekibi protein SH
gruplarinin disiisiinii lipid peroksid radikallerinin ve MDA gibi yikim irtnlerinin
birikimi sonucu proteinlerin oksidasyonuna baglamiglardir (157). Ayni zamanda
yiksek seviyede PC’nin tespiti genellikle oksidatif stresin ya da protein
disfonksiyonunun isaretidir (152). Karbonil olusumu aktif proteinlerin enzimatik
olarak inaktivasyonuna da yol agabilirler. PC igerigi, protein oksidasyonunun bir
urinidir (158). Protein oksidasyonu, protein disfonksiyonu ve hastaliklar arasindaki
iliski hentiz yeterince aydinlatilamamistir. Fakat enzimlerin ve yapisal proteinlerin
oksidatif modifikasyonu hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilir (159).
Calismamizda karacigerde oksidatif hasarin bir gostergesi olarak protein
karbonil olusumunu degerlendirdik. PC igerigi hem PH’den sonra CCly hem de PH
yapitlmayan CCly gruplarinda kendi kontrol gruplart ile kiyaslandiginda anlamli
olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi. Miyata ve ekibi bunun mekanizmasinin iki
sekilde olabilecegini bildirmiglerdir. Birincisi oksidatif strese bagli olarak bunlarin
olusumunun artmasi ikincisi ise detoksifikasyonunun azalmasidir (155). Diger

taraftan hem PH’den sonra CCl; hem de PH yapilmayan CCly gruplarina NAC
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tedavisi verildiginde artmig protein karbonil gruplarinin seviyesinde anlamli diisis
gozlendi. Bu durumda NAC’1n uygulamasiyla artmig protein karbonil gruplarinin
seviyesinin dustigi ve diigmus protein -SH diizeylerini arttirarak antioksidan etkinin
artmasina yardimci oldugu soylenebilir. Ayrica PH yapilan ve PH yapilmayan her iki
ana grubun kontrol gruplar1 PC gruplarinin seviyeleri bakimindan karsilastirildiginda
rejenere grupta istatistiksel olarak anlamli bir artig gorilmektedir. Bu durumda
rejenerasyonla PC gruplarinin seviyeleri artmig olabilir. Diger taraftan sham kontrol
grubu ile PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamasi cerrahi iglemin PC gruplarinin seviyeleri tizerine etkisinin
olmadigin1 gosterebilir.

Antioksidan aktivite ve serbest radikal tretiminin inhibisyonu karacigeri
CClyun  indukledigi hasardan koruma strecinde olduk¢a onemlidir. Deney
sonuglarimiza gore NAC serbest radikalleri temizleme aktivitesini CCly
metabolizmast sirasinda olusturulan SOR’lar1 temizleyerek goOstermistir. Ayni
zamanda bu durum NAC’m siganlarda CClyiin indukledigi hepatik hasar tizerine
potansiyel bir hepatoprotektif aktiviteye sahip oldugunu gosterilebilir. NAC’1in
uygulanmasiyla CCly reaktif metabolitlerin kovalent baglarinin kismen azalmasi,
serbest radikallerin temizlenmesi, antioksidan aktivitenin artigi, glutatyon seviyesinin
artigt ve lipit peroksidasyonunun inhibisyonu hepatoselliller hasarin azaldiginin bir
gostergesi olabilir.

Caligmamizin sonuglarindan da goriilecegi gibi karaciger dokusunda CCly
uygulanan gruplara NAC tedavisi belirgin olarak oksidan/antioksidan tabloyu olumlu
yonde degistirmistir. Kisacast NAC total intraselliller -SH deposunun yenilenmesini
ve GSH konsantrasyonunda artigt saglamistir. Diger taraftan toksik metabolitlere
karst detoksifiye sistemini strdiirmis ve potansiyel bir antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Bu durum dolayli olarak NAC tedavisinin CCly’Gin
olusturdugu hasar1 belirgin olarak gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugunu
gosteren bir diger 6nemli bulgudur.

Sonu¢ olarak, karacigerde CCly uygulanmast hem PH yapilan hem de
yapilmayan gruplarda lipid peroksidasyonunu ve PC olusumunu artirarak doku hasar1
olusturmustur. Ayni zamanda bu siire¢ antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasi ile

neticelenmigtir. NAC uygulanmasi ise bu sirecten sonra karaciger dokusundaki
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artmig MDA ve PC gruplarimin seviyesini digirmustir. Diger taraftan NAC
antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GSH-Px) ve GSH seviyesini artirip
lipid peroksidasyonunu dusiirerek hasari énlemede katkisi oldugunu gostermistir. PH
yapilan rejenere karaciger sahip ve PH yapilmayan normal karaciere sahip ana
gruplarin alt gruplart kargilastirilarak rejenerasyonun CAT, SOD enzim aktiviteleri
tzerine olumsuz etkisinin oldugu ve PC gruplarini, MDA seviyelerini, lipit
peroksidasyonunu arttirdigi tespit edilmistir. Sham kontrol grubu ile PH yapilmayan
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamasi cerrahi
islemin enzim aktiviteleri ve MDA, GSH, PC gruplarinin seviyeleri iizerine etkisinin
olmadigin1 gosterebilir. Kisacast yaptigimiz ¢aligma, rejenere karacigere sahip
grubun hepatotoksik ajanlara duyarliligi konusunda bazal verilerin olugmasina katk1
saglayabilir. Ayrica rejenere karacigerin hepatotoksik ajanlara duyarlili§inda bir artig
olmamasi; gonullilerin verici olma kararlarint olumlu etkileyebilir. Boylece hem
toplumun hem de saglik ¢aligsanlarinin heniiz bilgi birikiminin yeterli olmadig1 bir

konuda bilinglenmesini saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada saglikli karaciger donorlerinin PH sonrasinda hepatotoksik
ajanlara duyarliliginda ve rejenere karacigerin hepatotoksik ajanlara maruziyeti
durumunda, rejenere olmamig karacigere sahip olanlara gore antioksidanlarin
koruyucu etkisinde degisiklik olup olmadigini deneysel hayvan modeli ile
arastirmay1 amagladik.

Sonuglarimiza gore PH sonrast rejenere karacigerde ve PH yapilmayan
gruplarda CCly toksisitesine karsti NAC’in uygulanmasiyla serbest radikallerin
temizlenmesi, antioksidan aktivitenin artigi, glutatyon seviyesinin artigi, lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu ve protein karbonil gruplarinin olusumunun
engellenmesi saglanarak NAC’in, hepatoselliller hasarin 6nlenmesinde katkisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica, %70 PH sonrasi rejenere karacigerde ve PH
yapilmayan gruplarin karaciger dokularinda CCls uygulanan gruplara NAC tedavisi
belirgin olarak oksidan/antioksidan tabloyu olumlu yonde degistirmis, lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu ve protein karbonil gruplarinin olusumunu
engellemistir. Bu durum %70 PH sonrasi rejenere karacigerde ve PH yapilmayan
gruplarin karaciger dokularinda NAC tedavisinin CCls’iin olusturdugu hasar1 belirgin
olarak gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugunu gosterebilir. Diger taraftan PH
yapilan rejenere karacigere sahip ve PH yapilmayan normal karacigere sahip ana
gruplarin alt gruplart kargilastirilarak rejenerasyonun CAT, SOD enzim aktiviteleri
tizerine olumsuz etkisinin oldugu ve PC gruplarini, MDA seviyelerini, lipit
peroksidasyonunu artirdigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda sham kontrol grubu ile
PH yapilmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamasi cerrahi islemin enzim aktiviteleri ve MDA, GSH, PC gruplarinin
seviyeleri iizerine etkisinin olmadigin1 gosterebilir.

Sonug olarak elde edilen bulgular, PH sonrasi rejenere karaciger dokusunda
oksidasyon triinlerinde artis olabilecegini gostermektedir. Rejenere karacigerdeki
oksidasyon uriinlerindeki bu artts PH sonrasi mitotik aktiviteyle birlikte artan
oksidan madde artisina bagli olabilir. Ancak bu sonuglar, rejenere karaciger
dokusunun CCly toksisitesine duyarliliginda ve NAC’1n koruyuculugunda herhangi

bir degisiklik olmayabilecegine isaret etmektedir. Rejenere karacigerin hepatotoksik
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ajanlara duyarliliginda bir artis olmamasi; gontllilerin verici olma kararlarini olumlu
etkileyebilir. Kisacast yaptigimiz caligma, rejenere karacigere sahip grubun
hepatotoksik ajanlara duyarliligi konusunda bazal verilerin olugmasina katki
saglayabilir. Boylece hem toplumun hem de saglik c¢alisanlarinin hentiz bilgi
birikiminin yeterli olmadigi bir konuda bilinglenmesini saglayabilir. Fakat konunun
tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha ¢ok zaman bagimli ¢aligmalarin yapilmasina
ihtiyag vardir. Dolayisiyla deneysel hayvan modelleri dogrudan klinik uygulamalara
uyarlanmasa da ¢aligmamizin sonuglart bu konuda 1gik tutabilir. NAC’in bu
caligmada oldugu gibi deneysel hayvan modellerinde ortaya konulan bu koruyucu

etkisinin, klinik bazi uygulamalar i¢in cesaret verici oldugu soylenebilir.
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