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KISALTMA LISTESI

UW: University of Winconsin
HTK: Histidin Triptofan Ketoglutarat
ALT: Alanin aminotransferaz
SOD: Siperoksid dismutaz
MDA: Malondialdehit

ATP: Adenin trifosfat

NO: Nitrik oksit

NAD: Nikotin amid dinukleotid
iR: iskemi reperfizyon

SOR: Serbest oksijen radikalleri
ROS: Reaktif oksijen turevleri
DNA: Deoksiribonukleik asit
ADP: Adenozin difosfat

AMP: Adenozin monofosfat

SEC: Sinuzoidal endotelyal hucre
MMP: Matriks metalloproteinaz
VWEF: Von willebrand faktor
TBA: Tiyobarbiturik asit

XO: Ksantin Oksidaz



OD: Optik dansite

OZET
UW (UNIVERSTY OF WINSCONSIN), HTK
(HISTIDIN-TRIPTOFAN-KETOGLUTARAT) PREZERVASYON
SOLUSYONLARININ ANTIOKSIiDAN VE HEPATOPROTEKTIF
ETKILERINE E VITAMINININ KATKISI

Tum organ nakli programlarinda oldugu gibi karaciger naklinde de
ister canli, isterse
kadavra kaynakli olsun elde edilen organin korunmasi, uzun sure
saklanmasi ve bu esnada
hepatositlerde iskemi-reperfiuzyon hasarini minimale indirmek igin bircok
koruma soliusyonu tanimlanmistir. Histidin-Triptofan-Ketoglutarat (HTK) ve
University of Wisconsin (UW) solusyonlar klinikte en sik kullanilan
prezervasyon solusyonlaridir.

E vitamini antioksidan olarak o6zellikle hiucre membraninda oksijen
radikallerinin yaptigi hasar onledigi bircok klinik calismada gosterilmistir.
Bu calismada sitoprotektif bir ajan olan E vitamininin HTK ve UW
solUsyonlari ile birlikte kullaniminda karaciger hucreleri UGzerindeki
koruyucu etkiyi arttirabilmek amaclandi.

Calismada; her biri 8 rattan olusan 6 grup kullanildi. Prezervasyon
icin 1. gruptaki ratlara UW (UW), 2. gruba UW + E vitamini (UW+E), 3.
gruba UW + zeytinyagi (UW+Z), 4. gruba HTK (HTK), 5. gruba HTK + E
vitamini (HTK+E) ve 6. gruba HTK + zeytinyagi (HTK+Z) verildi. E
vitamininin yagda ¢6zinmus hali hepatektomiden 60 dakika énce 10 mg
dozunda intraperitoneal yolla uygulandi. PerflUzyon sonrasi hepatektomi
yapildi ve doku icinde ayni sivi bulunan torbalara konularak +4 °C de
saklandi. 0, 6 ve 12. saatlerde perfiizyon sivisindan ve karacigerden doku



ornekleri  alindi.  Bu orneklerden biyokimyasal olarak alanin
aminotransferaz  (ALT), superoksid dismutaz (SOD), katalaz ve
malondialdehit (MDA), immunhistokimyasal olarak i1sik mikroskopu altinda
caspas-3 yolu kullanilarak apopitozis degerlendirildi.

Hepatositlerdeki hasari degerlendirebilmek icin ALT 6lctulmeri yapildi.
UW solusyonuna E vitamini eklenen grupta 0, 6 ve 12. saatteki ALT
degerlerinin daha dustk oldugu goérildi (p=0.012, p=0.001, p=0.009).
Yine HTK ve HTK+E grubu karsilastirildiginda E vitamini eklenen gruptaki
degerler daha dusuk olarak bulundu (p=0.003, p=0.001, p=0.001).

iskemi-reperflizyon hasarinin gdsterebilmek icin MDA, SOD ve
Katalaz aktivitelerine bakildi. MDA degerleri incelendiginde UW
solusyonuna E vitamini eklenen gruplardaki azalma 0 ve 6. saatlerde
istatiksel olarak anlaml bulunurken (p=0.012, p=0.009) HTK solusyonuna
E vitamini eklenen gruplarda da O ve 6. saatlerde istatiksel olarak anlamli
bir azalma oldugu tespit edildi (p=0.016, p=0.005). Antioksidan ve
sitoprotektif 6zelligi olan SOD degerleri incelendiginde; UW ve UW+E
gruplar arasinda 0 ve 6. saatlarde E vitamini eklenen grupta SOD
duzeylerinde artis tespit edildi (p=0.003, p=0.021). HTK ve HTK+E gruplari
karsilastinldiginda HTK+E grubunda SOD’'un 0 ve 12. saatlerde armis
oldugu goruldd (p=0.027, p=0.001). Diger bir antioksidan olan katalaz
olcimlerinde UW ve HTK solusyonuna E vitamini eklenen grupta
eklenmeyene gore sadece 12. saatte artis oldugu saptandi. (p=0,009,
p=0,001).

Hepatositlerdeki apopitozisi gosterebilmek icin caspas-3 yolundan
faydalanilarak boyama yapildi. UW grubuna E vitamini eklenen gruptaki
apopitotik hucre sayisi 0, 6 ve 12. saatlerde eklenmeyen gruba gore dusuk
olarak bulundu (p=0.014, p=0.001, p=0.001). HTK+E grubu ile HTK grubu
karsilastirildiginda yine E vitamini eklenen gruptaki apopitotik hicre sayisi
anlamli olarak daha dusuk bulundu (p=0.040, p=0.001, p=0.001).

Sonug olarak, bu calismada E vitamini verilen gruplarda UW ve HTK
ile perfize edilen gruplara goére hepatosit hasarinin azaldigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: E Vitamini, iskemi-reperfiizyon hasari, Karaciger, UW,
HTK
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ABSTRACT
The Contrubution of Vitamine E For The

Hepatoprotective and Antioxidant Effect of UW and HTK

Preservation Solution

During all organ transplant programs, as well as liver transplantation
whether live or cadaveric, preservation solutions were described such as
Histidine-Tryptophan-Ketoglutarate (HTK) and University of Wisconsin (UW)
to protect the obtained organ, to savenlong-term and to minimize the
ischemia-reperfusion injury of hepatocytes in the meantime.

In many studies, it was shown that vitamin E protects the damage
from oxygen radicals to the cell membranes as an antioxidant. In this
study, we aimed to analyse the cell protective effect of vitamin E, which is
a cytoprotective agent, on HTK and UW solutions.

In this study, each of 6 groups of 10 rats were used. UW was
administered to group 1 (UW), UW + vitamin E were administered to group
2 (UW+E), UW + olive oil were administered to group 3 (UW+Z), HTK was
administered to group 4 (HTK), HTK + vitamin E were administered to
group 5 (HTK+E) and HTK + olive oil were administered to group 6
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(HTK+2Z) for preservation. Fat-soluble form of vitamine E at a dose of 10
mg was administered intraperitoneally 60 minutes before hepatectomy.
Hepatectomy was performed after perfusion and the tissue was saved at
4°C in the bags which were contained the same liquid. Zero, six and
twelve hours on the perfusion fluid and liver tissue, alanine
aminotransferase (ALT), superoxide dismutase (SOD), catalase, and
malondialdehyde (MDA) was evaluated by biochemical, apopitosis was
evaluated by immunohistochemically with caspase3 ways under light
microscope.

ALT levels were measured to assess the damage on hepatocytes. It
was found that the ALT values were lower at 0, 6 and 12 hours in the
Vitamine E added UW solution group (p = 0.012, p = 0.001, p = 0.009,
respectively). It was also lower in HTK+E group compared to the HTK
group (p = 0.003, p = 0.001, p = 0.001).

MDA, SOD and catalase activities were measured for showing
ischemia-reperfusion injury. When we analyzed MDA levels, it was
significantly decreased at 0 and 6 hours in Vitamine E added UW solution
group (p=0.012, p=0.009); there was also statistically significant reduction
in vitamin E added HTK solution group at 0 and 6 hours (p=0.016,
p=0.005). When we analized antioxidant and cytoprotective SOD, it was
increased in UW+E group compared with UW group at 0 and 6 hours
(p=0.003, p=0.021). It was found that SOD values were higher in HTK+E
group than HTK group at 0 and 12 hours (p= 0.027, p=0.001). Another
antioxidant catalase levels were higher in an vitamin E added UW and HTK
solution goup at only 12 hour (p=0.009, p=0.001).

Caspase-3 staining was used to show the benefit from the path of
hepatocytes apoptosis. The number of apoptotic cells in the group of
vitamine E added UW were lower at 0, 6 and 12 hours (p=0.014, p=0.001,
p=0.001). Apoptotik cell count was also significantly lower in HTK+E group
than HTK group at 0, 6 and 12 hours (p=0.040, p=0.001, p=0.001).

In conclusion, the present study showed that hepatocyte injury in

vitamin E group was decreased compared to UW and HTK groups.
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1.GIRIS

Kronik karaciger hastaligi siroz ile sonuclanan karaciger
hastaliklarinin tumudnt icine alan genel bir terimdir. Amerika Birlesik
Devletlerinde 06lUm nedenleri arasinda onuncu sirada yer alan siroz
hepatoselluler nekroz, damar yatagini bozan fibrozis ve mikro veya
makronoduler tipte hepatik parankim dejenerasyonu sonucu gelisir. Bircok
faktorlere bagh olarak hastaligin prognozu degismektedir. Kronik karaciger
hastaliklarinda genellikle palyatif tedavi uygulanmakta olup son doneme
girildiginde tek tedavi secenegi olarak karaciger nakli karsimiza
cikmaktadir.

Tum diger nakil programlarinda oldugu gibi karaciger naklinde de
kadavradan organi cikardiktan sonra aliclya nakledilmesine kadar gecen
surede organi en az hasar ile muhafaza edebilmek cok onemlidir. Bu sure
icerisinde olusacak iskemi-reperfuzyon hasarini minimuma indirebilmek
icin calismalar devam etmektedir. Gunumuzde bu amacla organ

prezervasyonunda en stk UW ve HTK solusyonlari kullanilmaktadir.

E vitamini baslarda doganin en etkin lipid-c6zinlr antioksidani
olarak gorulirken ginimulzde E vitamininin, fizyolojik icerigine bagl
olarak cok daha fazla yonu oldugunun farkina varilmistir. E vitamininin,
temel olarak bir antioksidan olarak etkisinin yanisira, prooksidan, bir gen
ifadesi dUzenleyicisi, kanser ve aterosklerozun 6nlenmesinde de bir etken
olarak gorev aldigi vurgulanmaktadir.*) Bir antioksidan acisindan bakildigi
zaman, E vitamini hucre =zarlarinda zincir reaksiyon kirici birincil

antioksidan olarak goérinir.% 2

Bugiine kadar yapilan calismalarda oldugu gibi, gelecekte yapilacak
calismalarin ortak hedefi de organlari daha uzun sure minimal hasar ile
korumak olacaktir. Literatirde, bir antioksidan olan E vitamininin
prezervasyon hasari Uzerine sitoprotektif etkilerini gosteren calismaya

rastlanmamistir.
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Bu calismada E vitamini ilavesinin, HTK ve UW solusyonlarinin
antioksidan ve sitoprotektif ozellikleri  Uzerine olan etkisinin

degerlendirilmesi amaclandi.

2.GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger karin boslugundaki en buUyuk organdir. Normal agirhgi
eriskin erkeklerde ortalama 1400-1600 gram olup eriskin bayanda
ortalama 1200-1400 gram civarindadir.”” Sag ile sol karaciger arasindaki
anatomik bolinme c¢izgisi, dnde safra kesesinin sol yanindan arkada vena
kava inferiorun sol yanina kadar uzanir. Bu cizgiyi ilk Cantlie ileri surmustur
ve bu cizgiye “Cantlie cizgisi” de denmektedir.> © Modern segmenter
anatomik ayrim Coinaud, Goldsmith ve Woodburne’dn calismalar ile
ortaya koyulmustur. Karacigerin segmenter anatomisi bir bakima
karacigerin fonksiyonel anatomisidir. (Sekil-1)

Karacigerinin tama vyakini Glisson kapsuli adi verilen periton
tabakasi ile kaphdir. Bu sadece karacigerin arka-alt kismindaki kicuk bir
alani ortmez. Glisson kapsulu fibroblastlar, vaskuler yapilar ve kollajen
liflerden olusmaktadir.* 3 Glisson kapsull iki yaprak halinde diafragmaya
yapisir. Bu yapraklar anterior ve posterior koroner ligamentler olarak
isimlendirilirler. Bu ligamentler onde birleserek falsiform ligamenti
olustururken, sagda ve solda trianguler ligamentleri olustururlar. Falsiform
ligament icinde, sol umblikal venin kalintisi olan ligamentum teres hepatis
vardir. Falsiform ve teres hepatis ligamanlar karacigeri karin 6n duvarina

ve diafragmaya baglar.
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Sekil-1: Coinaud’a gére karacigerin segmentasyonu

Karacigerin segmental anatomisi rezeksiyon seklini belirlemede,
vaskuler ve bilier devamliligin saglanmasinda 6nemlidir. Buna goére sag
portal fisslr, sag karacigeri anterior ve posterior olarak ikiye ayirir. icinden
sag hepatik venin gectigi sag portal fissur ile karaciger sag lobu iki sektére
ayrilir. Her iki sektor kendi icinde de yeniden ikiye ayrilir; anteriorda
segment V ve segment VIII, posteriorda segment VI ve segment VI
bulunmaktadir.® 2 Karaciger sol lobu, icinde sol portal venin seyrettigi sol
portal fissur ile 2 sektére ayrilir. Karaciger sol lobun anterior sektéru, sag
lobun ana portal fissurunun solunda kalan bir kismi ve sol lobun anterior
kismindan olusur. Posterior sektor, segment Il denilen ve sadece sol lobun
posteriorundan olusan tek segmentten olusur. Anterior sektor, umblikal
fissur ile iki segmente ayrilir. Bunlar, segment IV (kuadrat lob) ve segment
lII'thr. Kaudat lob ise farkli bir segment olarak degerlendirilip segment 1
olarak isimlendirilmektedir.>®

2.1.2. Karacigerin Baslica Fonksiyonlari

Metabolizma ile ilgili fonksiyonlari;

Karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili fonksiyonlari glikoneogenez ve
karbonhidrat metabolizmasinin ara urunlerinden bircok onemli kimyasal

maddenin olusturulmasi, glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, glikojen
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depolama, galaktoz ve fruktozu glukoza cevirme, glukozun diger
monosakkaritlere ve yaga donusturtlmesidir. Lipidler Uzerinde, yag
asitlerinin sentezi, yag asitlerinin beta oksidasyonu ve asetoasetik asit
olusumu, yag asitlerinden trigliserid olusumu, fosfolipid, lipoprotein, keton
cisimleri ve kolesterol sentezi, safra asitlerinin ve tuzlarinin olusturulmasi,
karbonhidrat ve proteinlerin yaglara dénusturtlmesinde etkilidir. Aminoasit
metabolizmasi  ile ilgili  fonksiyonlari, transaminasyon, endojen
aminoasitlerin ve plazma proteinlerinin sentezi, vucut sivilarindan
amonyagin temizlenerek Ure olusumu, aminoasitlerin deaminasyonu ve
degisik aminoasitlerin sentez ve birbirine dénusumu, Urik asit, kreatinin,
porfirin ve safra asidi sentezidir. Bilirubin metabolizmasi ile ilgili
fonksiyonlarl ise bilirubinin hlcreye alinmasi, konjugasyonu ve atilmasi
seklindedir.® 19

Hematolojik ve immunolojik fonksiyonlari;

Faktor 1lI, IV ve VI disindaki diger tim pihtilasma faktorlerinin
sentezi, hemoglobinin yikimi, fagositoz ve antikor olusumundan
sorumludur. Protrombin (faktor Il) ile faktor VII, IX ve X'un sentezi icin K
vitaminine gereksinim vardir.

Ekskresyon ve detoksifikasyon fonksiyonlari;

Karacigerde oksidasyon, metilasyon, asetilasyon ve konjugasyon gibi
islemlerle detoksifikasyon yapilmaktadir. Aminoasitler karacigerde
deamine edilirler, aciga c¢ikan amino grubu amonyaga donusturalir,
amonyak da Ureye cevrilir. Kolesterol degismeden ya da safra asitlerine
donustlrulerek safraya atilir. Steroid hormonlar karacigerde metabolize
edilirler. Cogu ilaclar karacigerde P450 enzim sistemi tarafindan

metabolize ve inaktive edilirler.V

2.2. Karaciger Transplantasyonu

Karaciger transplantasyonu ilk kez kopekler uzerinde Welch
tarafindan denenmistir. Sonrasinda Thomas Starzl 1963 yilinda insanda ilk
karaciger naklini  gerceklestirilmistir.22®  Fakat basarili  sonuclarin
alinabilmesi ancak immunsupresif ajanlarin  kullanima girmesiyle

saglanabilmistir. GUnimuzde kronik karaciger hastaligi, akut fulminant
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karaciger yetmezligi, bilier atrezi gibi son donem karaciger hastaliklarin
tedavisinde karaciger transplantasyonu oOnerilen tek tedavi yontemi
olmakta ve etkin bir sekilde uygulanmaktadir.®3 1% Nakil merkezlerinde her
gecen gun alicl listelerindeki sayi artarken bulunabilen kadavra sayisi bu

gereksinimi karsilamada yetersiz kalmaktadir.

2.3. iskemi Reperfiizyon (iR) Hasari

iskemi, arteriyel ya da venéz kan akiminin azalmasina bagli olarak
organ ve dokunun yeterli kanlanamamasi, bunun sonucunda doku veya
organlarin oksijenden yoksun kalmasi ve olusan atik drdnlerin dolasim
sistemi tarafindan uzaklastirlamamasi seklinde tanimlanir.®® iskemi
sonrasinda hucrelerdeki enerji depolari bosalir ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hlicre dlimi meydana gelir. iskemik dokuda hem
hlcrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi icin
yeniden kan akimina gereksinim vardir. Reperfiuzyon medikal veya cerrahi
mudahaleler ile iskemik dokudaki kan dolasiminin yeniden saglanmasidir.
Fakat reperfuzyon sirasinda dokuda iskemi ile olusan hasardan cok daha
onemli hasarlar meydana gelebilir.%® 1 Reperflizyon hasarinda en fazla
etkilenen hucresel yapilar, membran lipidleri, proteinler, nukleik asit ve
deoksiribonikleik asit molekdlleridir,(t- 18

iskemi sirasinda ortamda yeterli enerji olmadigi icin hiicre
membraninda bulunan Na*/K* pompasi calisamaz. Na* ve CI iyonlar da
hucre icine girerken K* iyonlari hucre disina cikar. Ortamda yeterli oksijen
bulunmamasindan dolay! enerji saglamak icin anaerobik glikoliz devreye
girer, bu da laktik asit Uretimi ile sonuclanir. Ortamda karbondioksit
birikmesi sonucu karbonik asit (H.COs) uretimi hizlanir ve asidoz artar.
Adenin trifosfat (ATP) bagimli calisan diger bir pompa ile hicre icindeki
Ca*? hicre disina verilerek Ca*? dengelenmesi saglanmaktadir. iskemi
durumunda ortamda yeterli miktarda ATP olmadigindan intrasellller Ca*?
artisi ile proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olurlar. Fosfolipazlarin
aktivasyonu ile arasidonik asit olusumu artar. Arasidonik asit direkt etkiyle

mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest radikal olusumunu arttirir.

(29)
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iskemi ve hipoksi siresi uzadikca hiicre membranlarinin iskelet
yapisi bozulmakta ve intraselliler volum artmaktadir. Bununla birlikte
enerji depolari ve prostasiklin gibi bazi biyoaktif maddelerin yapimi
azalmakta, nitrik oksit (NO), endotelin ve tromboksan A2 gibi maddelerin
yapimi da artmaktadir.??

iskemi reperfizyon hasari genellikle transplantasyon, miyokard
enfarktlusu, sok ve iskemik sarebrovaskuler hastaliklarda gorulmektedir.
iskemi ve hipoksi sonrasi dolasim yeniden basladiginda fazla miktardaki
nikotin amid dinukleotid (NAD) oksijen ile reaksiyona girerek superoksit
olusturur. Mitokondrideki NO reaksiyona girerek potent peroksinitrit
serbest radikali meydana gelir. Peroksinitrit, mitokondride aerobik

solunumda kullanilan bazi enzimleri inhibe ederek enerji Uretimini engeller.

(29)

2.4. Karacigerin iskemi Reperfiizyonu (IR)

Karacigerdeki iskemi, kan akiminin baslamasi ile birlikte
hepatoselliiler hasara neden olur. Daha &nce calisilan bircok IR
modellerinde komplemanin da IR hasarinda rol oynadigi gésterilmistir.
Kompleman aktivasyonu sonucu ortaya cikan anaflatoksinler ve membran
attack complex gibi UGrUinler karacigerde notrofil aktivasyonu,
vazokonstriksiyon, mikrosirkulasyonda bozulma, vaskuler permeabilitede
artma ve sonug olarak hiicrede parcalanmaya neden olmaktadir. %

Serbest radikaller hucrede ekstraselluler kollajen  matriks,
sarkolemma, sarkoplazmik retikulum veya kontraktil proteinler gibi
organellerde kalsiyuma bagh mekanizmalarda bozukluklar olusturur. Hicre
icindeki serbest kalsiyumun artisi basta protein kinazlari ve fosfolipazlari
olmak Uzere diger parcalayici enzimleri de aktive ederek olusan hasarin
daha da artmasina neden olurlar.?® Hilicre membranlarindaki zedelenme
hepatositlerin homeostazini bozarak apopitoz veya nekroza neden
olmaktadir®. [R hasar halen karaciger transplantasyonlarinda greft
fonksiyon kaybinin en énemli nedenlerinden biridir.2¥

Karacigerde meydana gelen IR hasari sonucu kolestaz artmakta ve

bunun sonucu olarak safra sekresyonunda azalma meydana gelmektedir.
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Fakat safra akimindaki bu degisikliklerin 1-3 gin icinde geri donebildigi
gosterilmistir.®®

Karacierde meydana gelen iR hasarinn 0-2 saat icerisindeki
evresine “erken faz” denilmektedir. Bu surecte intraseltler Ca** artisi ve
serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumu olayi tetikleyen iki onemli
etkendir. Hucre icerisindeki Ca** duzeyindeki artis hepatosit hasarini
baslatirken ayni zamanda apopitoz ve nekroz vyollarini da aktive
etmektedir. Hepatositlerdeki hicre ici Ca** miktarindaki artisin iskeminin
ardindan meydana gelen reperfizyon sirasinda oldugu gosterilmistir.
iskemi boyunca hiicrede Ca** artisi saptanmazken daha reperfiizyonun
birinci dakikasinda Ca** miktan iki katina cikmaktadir. “Ge¢ faz” olarak
adlandirilan 6-48 saat arasindaki donemde ise notrofiller, makrofajlar,
lenfositler ve trombositler karacigere go¢ ederek inflamatuar cevap
artmaktadir. Ge¢ fazda hepatositlerde olusan hasar SOR ve ekstrasellller

sitokinler ile meydana gelmektedir.2®

2.5. Serbest Radikaller

Moleklller dogada genellikle cift elektronlu olarak bulunurlar ve
kararli bir yapi sergilerler. Fakat az sayida molekul tek ve eksik elektron
bulundurur. Bu eksik elektron bulunduran molekuller kararsiz bir yapi
sergiledikleri icin herhangi bir molekul ile karsilastiklarinda o molekdulle
etkilesime girerek elektron alisverisine girerler. iste bu sekilde molekiillerle
elektron alisverisi yapabilen ve molekulllerin yapisinda degisiklige neden
olan bu molekillere serbest radikaller denmektedir.?> 29 Sonug¢ olarak
serbest radikaller, eslenmemis elektron iceren atom veya molekullerdir.
Stabil haldeki molekule bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi bu
stabiliteyi bozar ve moleklll reaktif hale getirir.AZ 22 Yapilarindaki anstabil
durum nedeniyle diger molekullerle kolayca elektron alisverisi yaparak
onlarin yapilarini bozan serbest radikallerin yasam sureleri de oldukca

kisadir, (2> 28

2.5.1. Reaktif Oksijen Turevleri (ROS)
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Vucudumuzda bulunan en onemli serbest radikaller oksijen turevi
olan serbest radikallerdir. Molekuler oksijenin (O) kendisi de bir radikaldir
ve iki tane eslenmemis elektronu bulmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle oksijen
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedir. Oksijen kismi
reduksiyona ugrayarak cok sayida ve yiksek derecede reaktif molekdllerin
ortaya c¢ilkmasina neden olabilir. Sirali bircok reaksiyondan sonra oksijen

hlicre icinde en son suya indirgenir.(2> 2230

2.5.1.1. Superoksit Radikalleri (0)

Molekuler oksijenin dis yorungesinde iki tane paylasiimamis elektron
bulunmaktadir. Bu dis yorungelerin her birinde birer elektron icin daha yer
vardir. Oksijenin bu dis yorungesine tek elektron almasi ile superoksit
radikali (Oy), iki elektron almasi ile de peroksi radikali (02*) olusur.?V
Gerek cevresel etkenlerle, gerekse vucudumuzdaki cesitli tepkimelerle en
cok olusan oksijen radikali superoksit radikalidir. Serbest superoksit
radikali (O2) hemen hemen tum aerobik hucrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.?? S{iperoksit radikali (Oy)
normalde aerobik solunum esnasinda mitokondride olusmaktadir.
Mitokondrilerde kullanilan oksijenin % 2’si superoksit haline gelir. Oksijen
mitokondride redlikte oldugunda olusan Urdn sudur.

Canlilarda, superoksit radikallerinin olusumu baslica iki sekilde
olmaktdir. Bunlarin birincisi fiziksel ve kimyasal cevresel etkilerdir. Digeri ise
canli  sistemlerdeki enzimatik veya non-enzimatik yollarla  olan
ylUkseltgenme-indirgenme reaksiyonlaridir, 3 34

Fe*? + Og > Fe*? + O~
Cu* + OF——> Cu*’ + 0>~
20; + NADPH + H* NADPYOksidz O, + NADP* + H

2.5.1.2. Hidroksil Radikalleri (OH")
Hemen hemen butin biyomolekullerle reaksiyona girebilen hidroksil
radikali (OH") serbest radikaller icinde hem en aktif olan hem de en
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kuvvetli oksidan 0Ozelligi olan radikaldir. Olustugu her yerde de buylk
hasara neden olur. Non-radikal biyolojik molekullerle zincirleme
reaksiyonlari baslatir. Suyun yuksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur. (2 3530

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen, reaktif oksijen
turleri icinde yer alir. SUperoksit ile reaksiyon sonucu kolayca yikilir ve en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini
olusturur. Katalizorli veya katalizorsiz olarak meydana gelebilen bu
reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir Bu nedenle de serbest

radikal biyokimyasinda dnemli bir rol oynar.

H>0, + O=- > OH + OH + O (Haber-Weiss

Reaksiyonu)

Bir hidroksil radikali, yuzlerce yag asidini ve yan zincirini lipid
hidroperokside cevirebilir. Bu olusan hidroperoksitler birikerek membran
blutunliguni bozar ve hicrenin kollabe olmasina neden olur. Ayrica bu
hidroperoksitlerden son urun olarak toksik ve reaktif olan aldehitler de
olusabilir. Bunlardan en 6nemlilerden biri de malondialdehit (MDA) ‘dir.3Z 38
2.5.1.3. Hidrojen Peroksit (H:0:)

Hidrojen peroksid hucre membranlarindan kolayca gecebilen, uzun
omurlu bir oksidandir. Molekuler oksijenin ¢evresindeki molekullerden iki
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksitin iki hidrojen atomu ile
birlesmesi ile ya da superoksitlerin enzimatik veya nonenzimatik
dismutasyon reaksiyonlari sonucunda olusabilir. Dismutasyon reaksiyonu

sonucu radikal olmayan Urinler meydana gelir.(? 32

20 + 2H- > H:0: + O:

Hidrojen peroksit yapisinda serbest elektron bulundurmadigindan
radikal degildir. Fakat metal iyonlar ile etkilesime girerek potent bir

superoksit olan hidroksil radikali olusturmasi onemlidir. Hucrelerde H,0,'in
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ortadan kaldirilmasinda katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler rol

oynar.®

Fe*’+ H,@e———> Fe*> + OH + OH

2.5.1.4. Singlet 02 ('02)

Radikal ve potent olmayan oksiken radikallerinden birisi de singlet
oksijen (*02) ‘dir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucunda olusabilen
singlet oksijen (*02) serbest radikal reaksiyonlarini da baslatabilir. Singlet
oksijen kovalent tepkimelere girerek ya da icerdigi enerjiyi diger
molekullere transfer ederek reaksiyon olusturur. Bu reaksiyonlar genellikle
yapisinda cift karbon bagi bulunan molekuillerle olur. Bunlardan
molekullerden bazilari; fenoller, tokoferoller, DNA, billirubin, karotenler,
kolesterol, redukte nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, triptofan,
metionin, sistein ve histidindir. Singlet oksijenin doymamis yag asitleri ile
tepkimeye girmesi sonucu peroksi radikali (ROO.) meydana getirilir ve lipid

peroksidasyonu baslatabilir.32 40

2.5.2. Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik
olaylarin seyri sirasinda gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanci
maddelerin metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi

dis etkenlere maruz birakilmasiyla da meydana gelebilir.

2.5.2.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Mitokondriyal elektron transport sistemi
Endoplazmik retikulum

Redoks dongusu

Oksidan enzimlerin reaksiyonlari
Oto-oksidasyon

Fagositoz

Arasidonik asit metabolizmasi

YVVVYVYYYVY

2.5.2.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari
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1.Cevresel etkenler
2.Radyasyon
3.Antineoplastik ilaglar
4. Stres

2.6. Serbest Radikallerin Vucuttaki Etkileri

Serbest radikallerin zararli etkilerinin azaltilmasini saglayan vicutta
bircok savunma sistemleri mevcuttur. Serbest radikal olusum hizi ile yikim
hizi arasindaki denge devam ettigi sirece organizma bu maddelerden
etkilenmemektedir. Serbest radikallerin olusum hizi sistemin savunma
gucunlu asarsa denge bozulmakta ve serbest radikallere bagl hasarlar
meydana gelmektedir.“ 42)

2.6.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin doymamis yag asitleri ile
oksidasyonuna lipid peroksidasyonu denilir. Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan membran hasari geri donussuz bir hasardir. Lipid peroksidasyonu,
serbest radikal kaynaklarinin timuyle stimule olabilir ve metallerin varhgi
durumunda artar. Bu metaller redoks katalizatéra gibi calisirlar ve
superoksid ve hidrojen peroksidin daha guclu oksidanlara donusumunu
katalizlerler. U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu MDA meydana gelir. Lipid peroksidasyonu bir zincir
reaksiyonu seklinde direkt membran yapisini etkiler, dolayli olarak ise
reaktif aldehidler Uretmesi sayesinde hucresel hasar yapar. Boylece doku
hasari ve bircok hastaliga sebep olur. (22 43 44)

2.6.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller icerdikleri aminoasit oranlarina goére farkl
sekillerde etkilerler. Serbest radikallerle aminoasit molekullerinin sulfidril
veya amino gruplarinin etkilesmesi nedeniyle proteinlerde meydana gelen
bu etkiler; aminoasit modifikasyonu, protein fragmantasyonu, protein
agregasyonu veya capraz baglar olusumu ile sonuclanir.
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2.6.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri
Karbonhidratlarin oksidasyonu ile monosakkaritlerden peroksit,
hidrojen peroksit ve okzoaldehitler olusmaktadir. Bu olusan maddeler
diabetin patogenezinde rol oynamaktadir. Koroner arter hastaligi,
hipertansiyon, psoriazis ve behcet hastaligi gibi cesitli deri, kas ve g6z
hastaliklarinda serbest oksijen radikallerinin arttigi ve ayni zamanda
antioksidan savunma sistemlerinin de zayifladigi gosterilmistir. Serbest
radikallerin karbonhidratlar Gzerindeki etkisine bir 6rnekte gozun vitroz
sivisinda bol miktarda bulunan hyaluronik asitin oksidatif hasari sonrasinda

katarakt olusumudur.% 4>

2.6.4. Serbest Radikallerin DNA'ya Etkileri

Serbest oksijen radikalleri deoksiribonukleik asitlerde (DNA)
mutasyonlara neden olarak etki gostermektedirler. NUkleik asitlerdeki baz
modifikasyonlarina bagh kromozom dedgisiklikleri veya DNA’daki diger
degisiklikler hulcrelerde sitotoksik etki yapmaktadir. Aktive nétrofiller
tarafindan olusturulan hidrojen peroksid hiucre membranlarini kolaylikla
gecip hicre cekirdegine ulasmakta ve DNA hasarina neden olmaktadir. Bu
kolay etkilesimler nedeniyle serbest oksijen radikalleri acisindan DNA,

o6nemli ve kolay bir hedeftir.@® 3>

2.7. Antioksidan Maddeler
2.7.1. E Vitamini
2.7.1.1. E Vitamininin Genel Ozellikleri

ilk olarak Evans ve Bishop tarafindan bulunan bu maddeye Sure
1924 yilinda “E vitamini” ismini vermistir.4® Yagda ¢6zlinebilen bir madde
olan E vitamini vicuda alindiktan sonra dncelikle ince bagirsaktan emilirek
kan yoluyla karacigere gelir.4Z %8 Karacigerden aktif formu olan a-tokoferol
olarak tekrar kana salinir. Mevcut olan 8 tokoferol formu arasinda en aktif
olani a-tokoferoldur.“? a-tokoferol plazmadaki E vitamininin %80-90’ini

olusturmaktadir ve dokudaki major E vitamini formudur.
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E vitamini tokoferol yapisindadir ve kimyasal yapisi asagidaki gibidir
(Sekil 2).

HO

@)
Sekil 2: E vitaminin kimyasal yapisi

a-tokoferol dogal olarak D izomeri halinde bulunur; sentetik olarak
rasemik sekli yapilir ve ila¢c olarak bu sekli kullanilir. Fiziksel o6zellikleri
bakimindan bir sivi yagdir. E vitamini hububat tanelerinde, misir yagi, soya
yagi ve diger bitkisel sivi yaglarda ve bunlardan yapilan margarinlerde, et,
hayvansal yag, karaciger, baliketi, tavuk eti ve yumurtada bulunur.
Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda onemli 6lcude parcalanir. Anne
sttlinde oldukca fazladir.®

o- Tokoferol, dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En
yuksek E vitamini konsantrasyonlari, mitokondriyon ve mikrozomlar gibi
membrandan zengin hucre fraksiyonlarinda bulunur. Sitozol ve

peroksizomda ise daha az bulunur.¥

2.7.1.2 E Vitamini ve Antioksidan Ozelligi

Serbest radikaller ve reaktif oksijen turleri vicut igerisinde
toksisiteye neden olmakta, bazen kendileri bir hastaliga neden olurken
kimi zaman da hastaliklarin seyrini kotu yonde etkilemektedirler.
Antioksidanlar ise bu =zararli toksik etkileri ortadan kaldirmaktadirlar.
Antioksidanlar baslica su mekanizmalar ile calisir.
> Olusan serbest radikalleri toplayip giderici etkileri ile baglayarak kararh

hale getirmek
> Zincir kirici etkisi ile serbest radikal uUreten kimyasal reaksiyonlari

durdurmak
> Baskilayici etkileri ile reaksiyon hizini azaltmak
> Onarici etkileri ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olusan biyolojik

hasari onlemek
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» Organizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirmaktir.?

E vitamini antioksidan etkinligini, peroksitleri ve serbest oksijen
radikallerini noétralize ederek ortaya cikanr. Hicrelerde membran
fosfolipitlerinin poli-unsatire yag asitleri (linoleik asit, arasidonik asit gibi),
spontan olarak veya oksidan metabolitlerin etkisi (challange) sonucu
kolayca oksitlenebilirler ve peroksit turevlerine donusebilirler. Bu olaya
lipid peroksidasyonu adi verilir. Serbest oksijen radikalleri olusmasinin
eslik ettigi bu olay zincirini membranda 6nleyen ve olustugunda nétralize
eden en gucld antioksidan faktor E vitaminidir. Vicudun diger antioksidan
sistemleri (C vitamini, glutatyon peroksidaz ve B-karoten gibi) E vitamini
kadar etkili degildirler. E vitamini hicre ve subselller yapilarin membran
lipitleri Uzerindeki bu etkisi nedeniyle membranlari oksidatif zedelenmeye
karsi korur. Boylece eritrosit membraninin sabitligini arttirir. Ayni etkiyi
diger hiicrelerde de gosterir.%

E vitamini (tok-OH), peroksitler Gzerindeki notralize edici etkisini,
kendinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO") tasimak

suretiyle asagidaki sekilde iki basamakta yapar;
ROO" + Tok-OH - ROOH + Tok-O
ROO" + Tok-Or - ROOH + Sabit vitamin metaboliti
Sonucgta, olusan tokoferoksil metaboliti nispeten sabittir ve lipid

peroksidasyonunu baslatmak icin yeterince reaktif degildir. Bu
oksidasyon Urunu, glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu
ile atilir. Tokoferolln antioksidan etkisi, yuksek oksijen
konsantrasyonlarinda etkilidir. En yuksek oksijen kismi basincina
eritrosit  membranlart ve  solunum  sistemi membranlarinda
yogunlasarak gosterir.®® insan eritrositlerinin hidrojen peroksit ile in
vitro ortamda hemolizi, E vitamini tarafindan oOnlenir. Eritrositlerin
hidrojen perokside duyarliliginin d6lculmesi esasina dayanan testler,
insanda E vitamini eksikligi olup olmadigini ortaya koymak icin

kullantlirlar.®
Farmakolojik dozlarda a-tokoferol trombositlerin adezyon ve

agregasyonunu azaltir, K vitaminine bagimh pihtilasma faktoérlerini
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baskilar ve oksitlenmis LDL'nin damar endotelinden endotelin’in
saliverilmesinde yaptigi uyariyi ve NO uretimindeki baskilayici etkisini

azaltir.t®

2.8. Organ Prezervasyonu
2.8.1. Organ Prezervasyon Prensipleri

Organ prezervasyonu prensipleri genelde tum organlar icin
uygulanabilir olsa da basarili bir prezervasyon icin her organin farkl
gereksinimleri oldugunu bilmek gerekir. Organ kanlanmasinin kesilmesi
sonucu ortaya cikacak olan iskeminin neden oldugu hicre hasarini
azaltabilmek icin oncelikle metabolizmanin yavaslatilmasi gerekmektedir.
HlUcre metabolizmasinin yavaslatiimasinda temel faktor hipotermidir.
Organ 1sisindaki her 10 °C’lik dusus ile metabolizmanin 1,5-2,5 kat
dustugu ve dolayisiyla 37 °C'den 0 °C’'ye kadar yaklasik on kat kadar
yavasladigi gosterilmistir.®¥ Fakat bu yararl etkisinin yaninda, ATP pompa
aktivitesinin bozulmasina da neden olmaktadir. Bozulan ATP pompa
aktivitesinin sonucunda, sodyum hucre icine gecerken, potasyum hucre
disina cikar. Hucre icindeki onkotik basing artmasi sonucu hucre icine asiri
su girer ve hiicre siser. Sonuc olarak hicre 6limd meydana gelir.% 3>

2.8.2. Prezervasyon Hasari Mekanizmasi
2.8.2.1. Preprezervasyon Hasari

Preprezervasyon hasari, organda daha once mevcut olan hasar, yani
prezervasyon solisyon infuzyonu vyapilmadan &nce gelismis olan

hasarlardir. Bu hasarin (¢ adet potansiyel kaynagi vardir.

2.8.2.1.1. Donor Karacigerde Mevcut Olan Hastalik

En sik gorulen nedenler obesiteye bagl steatoz ve alkol ve/veya ilag
kullanimina bagli hepatitin karacigerde meydana getirdigi hasarlardir.
Hepatosteatoz, hepatositlerde ve sinlzoidal hlcrelerde soguk
prezervasyon hasarini artirirken ila¢c veya cok miktarda alkol kullanimi
rejeksiyon ve 0olum nedeni olabilir Bu nedenlerle potansiyel toksik
karaciger hasari her zaman g6z o6nunde bulundurulmahdir. Potansiyel
donorleri degerlendirirken, hikaye, fizik muayene, ila¢ toksisite testleri,
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karaciger fonksiyon testleri (KCFT) ve karaciger biyopsisi, daha 6nceden

var olabilecek, olasi bir karaciger hasarini elimine etmek icin kullanilir. ¢ 2D

2.8.2.1.2. Beyin Olimiiniin Etkileri

Travma sonucu gelisen beyin 6lumlerinde genellikle hipotansiyon ve
hipoksi gorulmektedir. Bu sekilde hipotansif ve hipoksik kalan travma
hastalarinda karacigerde sicak iskemi meydana gelmektedir. Yine uzun
sire yogun bakimda kalmis beyin 6lumu olan potansiyel donérlerde
malnutrisyon da, hepatik hasara neden olabilen faktorler arasindadir. Bu
hastalarda hepatik glukojenasyon nedeni ile karacigerdeki glikojen depolari

tlkenir ve karaciger dokusunun sicak iskemiye olan toleransi azalr.©®

2.8.2.1.3. Organ Cikarilmasi Sirasinda Gelisen Hasar

Organ cikarilmasi surecinde gelisen hasarin en o6nemli nedeni
hipotansiyondur. Nadir olarak teknik nedenlere bagli da organ hasari
gelisebilmektedir. Dondrlerin yaklasik Ucte birinde, organ cikariimasi
sirasinda alinan karaciger biyopsilerinde, sinlizoidal endotelyal hlcrelere
yapismis trombositlerin neden oldugu pre-prezervasyon hasari oldugu
gorulmustur. Bu tip hasarin derecesiyle, implantasyon sonrasi gelisen

organ disfonksiyonu arasinda iliski oldugu gosterilmistir.8 32

2.8.2.2. Soguk Prezervasyon Hasari

GUnUmuzde organlarin korunmasi amaciyla kullanilan yontem soguk
prezervasyondur. Alinan dondr karacigerin metabolizmasini azaltabilmek
icin solusyonun isisi 0-4 °C arasinda tutulur. Sicakliktaki her 10 °C azalma
organin metabolik aktivitesini yari yariya azaltir. Sogugun enzimlerdeki
etkisi ise degiskendir. Na-K ATP-az ve Ca-ATP-az gibi bazi enzimlerin
aktivitesi 20 °C’'nin altinda tamamen dururken, bazi proteazlar 1 °C’'de bile

aktivitelerini surdirebilmektedirler.®?

2.8.2.2.1. Sogugun Etkileri
Organi sogutmanin amaci metabolik ihtiyaci en aza indirmektir.

Soguk ile birlikte metabolizma yavaslar fakat tamamen durmaz. Hucrenin
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enerji ihtiyaci anaerobik glikolizle saglanmaya calisilsa da ATP kullanimi
daha fazla oldugu icin ortamdaki ATP tukenir. ADP ve AMP ortamda ATP
sentezleyecek gerekli enerji olmadigi icin adenozine yikilir. Bu yikilma
esnasinda ksantin ve hipoksantin aciga cikar. Ksantin ve hipoksantin,
ksantin oksidaz varliginda oksijenle birleserek hicre membranina toksik
olan oksijen serbest radikallerinin olusmasina neden olurlar.®

Na-K ATP-az pompasi Na molekldlinu hicre icinden disariya
cikarirken, K molekulinu ise hucre icine alir. Amac¢ hucre icinde yuksek,
ekstraselluler sivida ise dusuk K konsantrasyonu olusturmaktir. Na icin ise
tam tersi bir durum s6z konusudur. Pompa elektrokimyasal bir gradient
olusturur ve hcre ici, hicre disina gore negatif hale gecer. Pompanin diger
etkisi de, hucre icine gecmeyen molekullerin osmotik etkisini
dengelemektir. 20 °C’'nin altindaki sicakliklarda bu pompa fonksiyon
gosteremez. Pompanin kaybiyla, hicre membrani boyunca Na/K dengesi
bozulur ve gradient kaybolur. Hucre zarindan gecmeyen intraselltuler
molekuller istenmeyen bir osmotik etki olusturarak hilcrenin sismesine ve
sonrasinda hucrenin d6lmesine neden olurlar. Prezervasyon sollusyonlarinin
icerigi, bu istenmeyen etkileri engellemek lzere duzenlenmeye

calisiimistir.v

2.8.2.2.2. Sinuzoidal Endotelyal Hiucre Hasari

Prezervasyon sonrasi olusan karaciger hasarinin, temelde sintzoidal
endotelyal hiicre (SEC) hasarina bagh olduguna dair ikna edici kanitlar elde
edilmistir.®®® Yapilan calismalarda, SEC hiicrelerinde gelisen hasarin 6nemli
nedenlerinden birinin proteazlar oldugu godsterilmistir. Kalsiyum bagimh
intraselltler bir enzim olan kalpain ve matriks metalloproteinazlari (MMP-2
ve MMP-9) bu sekilde etki gosteren proteazlardir.®®® 82 Soguk, Ca-ATP az'i
inhibe ederek intrasellliler kalsiyum seviyesini ve buna bagh kalpain
aktivitesini artirir. Kalpain aktivitesinin artmasi aktin stres fiberlerinin
parcalanmasina neden olur. Aktin stres fiberlerinin parcalanmasi ise
SEC’'den MMP salgilanmasi ile sonlanir. Sonuc olarak Von Willebrand faktor
(VWF) ekspresyonu artar ve SEC ylzeylerine trombosit adezyonu olur. ¢ &)

Organin reperfuzyonu ile hiperakut vaskuler rejeksiyon fenomenine benzer
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bir tablo olusur. MMP sekresyonunun, SEC aktivasyon mekanizmasinda ve
soguk prezervasyon hasarinda ana rol Ustlendigi gorilmustdr. €68 yw ve
HTK gibi prezervasyon solusyonlarinda laktobiyonat ve histidin gibi MMP
inhibitorleri bulunmaktadir.

2.8.2.3. Sicak iskemi Hasari

Transplante edilecek karacigerin soguk prezervasyon sollisyonundan
cikarilarak ameliyat sahasina getirilmesi ile sicak iskemi donemi baslar. Bu
sirada karaciger gittikce isinir ve yeterince perflize olamaz. Yaklasik 40
dakika sonunda karacigerin sicakhgr 20 °C’ye kadar yukselir. Bununla
beraber enzim aktivitesi ve metabolik hiz artar. Karacigerdeki mevcut
glikojen depolart da hizh bir sekilde tukenir. Sicak iskemi daha c¢ok
hepatositlere zararhdir. Sicak iskeminin 120 dakikadan uzun surmesi tek

basina organ yetmezligine neden olabilmektedir.®?

2.8.2.4. Reperfiuzyon Hasari

Karacigerde iskemi sonrasi gelisen reperflizyon, karaciger hasarina
neden olmaktadir. Karacigerde olusan bu hasarin nedeni inaktif halde olan
lokosit ve trombositlerin aktive olarak endotelyuma yapismasi ve
inflamatuar mediatorlerin yayilmasidir. Reperfuzyon sirasinda olaylar
soguk prezervasyon ve soguk depolamanin aksine saniyeler ve dakikalar
icinde gelisir. Soguk prezervasyonun uzadigi durumlarda, yaygin trombosit
ve beyaz kire adezyonu ve intravaskuler tromboz sonucu hiperakut

rejeksiyona benzer bir tablo meydana gelir.t’®

2.8.2.4.1. Trombositler

Sinuzoidal hucrelerde artmis von willebrand faktor (vWF)
ekspresyonu sonucu endotelyal duvarin aktive olarak trombosit adezyon
ve aktivasyonuna neden olur. Trombositler vWF’e yapisarak endotel
hlcrelerine yapisir ve aktive hale gecerler.”Y Trombositlerden Uretilen
nitrik oksit reoksijene olmus karacigerde peroksinitrit olusmasina neden

olur. Peroksinitrit ise endotel hiicrelerinde apopitozise yol agar. 2274
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2.8.2.4.2. Lokositler

Reperfluzyon ile birlikte Idkositler intraselliler adezyon molekul-1
(ICAM-1) aracihgi ile hizl bir sekilde sintzoidlere yapisir ve hasara neden
olur. Reperflizyon basladiginda aktive olan kupffer hicrelerinden TNF-a ve
interlokin-1  (IL-1) salimir.  Buna bagl olarak Iokositlerde CD11-b
ekspresyonu artar ve ldkositlerin sintzoidlerde toplanmasini saglanir.
Yapilan calismalarda, lokositlerin ve trombositlerin sinerjistik olarak SEC

apopitozisini indUkledigi ve SEC hasarini artirdigi gosterilmistir,2>2

2.8.2.4.3. Endotelyal Hucre Apopitozisi

SEC Olumunun mekanizmasinin nekroz mu yoksa apopitozis mi
oldugu hala tartismahdir. Gecmiste reperflizyon sonrasi endotel hicre
O0liumunidn koagulasyon nekrozuna bagh gelistigi kabul edilirken,
gunumuzde apopitozis aracilikli hicre olumu daha yaygin olarak kabul
edilmektedir. Hepatik prezervasyon ve perfuzyon hasarinda apopitozisin
onemi, prezervasyon solusyonuna antiapoptotik ajanlarin eklenmesi ile

saglanan protektif etkiler ile anlasiimistir.> 78

2.8.2.4.4. Sitokinler

Sitokinlerin araciligi ile olusan hasar diger mediatorler ile
kiyaslandiginda daha 6nemlidir. Sitokinler, karaciger htcreleri tarafindan,
en cok kupffer ve SEC’lerden uretilir. Sitokinlerden TNF-a, IL-1 ve IL-6 en
onemlileridir. Colletti ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, iskemi
déneminin uzamasinin sitokinlerin asiri salinimina neden oldugu ve
TNF-a'nin hepatosit ve SEC apopitozisini baslattigi gorilmusttr. Kupffer
hicrelerinden TNF-a saliniminin engellenmesi ile soguk ve sicak iskemi

modellerinde reperfiizyon hasarinin azaldigi gosterilmistir. 2

2.8.2.4.5. Proteazlar
Kalpein ve kaspaz gibi bircok sistin proteazlarinin, prezervasyon ve

perfizyon hasarina mediatorlik yaptigr gosterilmistir.  Kalpeinler,
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sitoskletal ve membran proteinlerinin proteolizine katilan sitoplazmik
non-lizozomal kalsiyum bagimli sistin proteazlandir. Kalpein aktivitesi
soguk iskemide ve reperflizyon sonrasi belirgin bir sekilde hizla artar.
Soguk ve sicak iskemik hasarda kalpein inhibisyonunun koruyucu etkisi
gosterilmistir. Kalpein inhibisyonu, hem endotel hucrelerde hemde
hepatositlerde doku hasarini azaltir ve sonunda greft fonksiyonu belirgin
olarak korunur. Bircok soguk ve sicak iskemi modelinde, hepatik iskemi ve

reperflzyon sirasinda kaspaz inhibisyonunun koruyucu etkisi gosterilmistir.
(80)

2.8.3 Gunumuzde En Sik Kullanilan Prezervasyon Teknikleri
2.8.3.1. Statik Hipotermik Koruma

Organlar cikartildiktan sonra soguk prezervasyon solusyonlari ile
perfuze edilir ve solUsyon ile birlikte steril torbalara paketlendikten sonra

buz kaliplari arasina yerlestirilerek 0 ile + 4 °C derece arasinda saklanir.

2.8.3.2. Devamh Perfuzyon ile Saklama

Makine perflzyon sistemleri, greftte gerekli esansiyel substratlari
(glukoz, aminoasit, nukleotid, oksijen gibi) surekli saglayan bir yontemdir.
(81-83) St, Peter ve arkadaslarn yaptiklan bir calismada 24 saatlik sojuk
prezervasyon sonrasi sicak oksijenize makine perfizyonunun karaciger
fonksiyonlarini iyilestirdigini gdéstermislerdir. Aksine UW veya HTK
solusyonlari ile 24 saatin sonunda karaciger canlihgini buylk olcide
kaybeder. (8486)

GUnumuzde devamlh perfuzyon prezervasyonu sadece bodbrek
transplantasyonunda ve birka¢c merkezde kullanilmaktadir. Makine
perflizyonunun greft kalitesini arttirdigi ve daha uzun prezervasyon
sagladigi bilinmesine ragmen, bugln standart uygulanan yoéntem asellller
perfizyon sivilari ile organin perfuzyonu, 0-4 °C derecede saklanmasi ve
en kisa suUrede transplantasyonun gerceklestiriimesidir. Bu sartlarda elde

edilen klinik sonuclar kabul edilebilir sinirlar icindedir.€®

2.8.4. Prezervasyon Solusyonlari
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2.8.4.1 HTK Solusyonu

HTK solusyonu, ilk olarak kardiyoplejik bir ajan olarak klinik
kullanima girmis, sonralari prezervasyon solusyonu olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir. icinde asidozu engelleyen histidin,
membran hasarini onleyen triptofan ve enerji metabolizmasi icin substrat
olarak kullanilan keto-glutarat bulunur. Karaciger prezervasyonunda, UW

kadar etkin oldugu yapilan calismalar ile gdsterilmistir. 72

2.8.4.2. UW Solusyonu

UW solusyonu izotonik bir solUsyondur. Yuksek oranda potasyum
icerir ve tamponlayici ajani fosfattir. Farkh olarak, glukozun yerine rafinoz
kullanilmis ve sodyum laktobiyonat eklenmistir. Onkotik basinci ayarlayip,
hucresel sismeyi engellemek icin hidroksietil nisasta, ATP sentezi icin
adenozin, hucre membran stabilizatord olarak deksametazon, serbest
oksijen radikallerini yakalamak ve ksantin oksidaz inhibitora olarak
Allupurinol ve Glutatyon icerir.?® 2V cindeki laktobiyonat hiicre sismesini
engelleyen 6nemli bir maddedir. Laktobiyonatin ve glutatyonun guclu birer

MMP inhibitori oldugu da gosterilmistir.©2 23

Tablo-1: HTK ve UW solusyonlarinin icerik olarak karsilastiriimasi

ICERIKLER UW | HTK | OZELLIKLER

Osmolarite (mosm/L) | 320 | 310

Sodyum (mmol/L) 40 |15

Potasyum (mmol/L) 120 | 10

Magnezyum 5 4 Membran Stabilizatoru

(mmol/L)

Kalsiyum (mmol/L) - 0.015

Laktabiyonat 100 | - Hlcresel sisligi engeller, gecirgen
(mmol/L) olmayan anyon

Sulfat (mmol/L) 5 -

Fosfat (mmol/L) 25 - Tampon-pH duzenler

Raffinoz (mmol/L) 30 |- Hlcresel sisligi engeller
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Adenosin (mmol/L) 5 - ATP prekursoru, radikal temizleyici,
Vazodilatator

Glutatyon (mmol/L) 3 - Antioksidan-radikal temizleyici

Allopurinol (mmol/L) |1 - Ksantin oksidaz inhibitoru, radikal
Temizleyici

Histidin (mmol/L) - 198 Antioksidan

Triptofan (mmol/L) - 2 Membranoprotektif etki

Starch(g/L) 50 |- Intertisyel odemi azaltir+kolloid

Mannitol (mmol/L) - 30 Antiddem+Antioksidan

Ketogluterat - 1 Membranoprotektif etki

(mmol/L)

2.8.5. Prezervasyon Solusyonlarinin Kullanimi

Karaciger, primer olarak UW solisyonu ile korunur, UW ile 24 saate
kadar guvenli prezervasyon saglanir. Son zamanlarda HTK’'ninda UW kadar
etkin oldugu gosterilmistir. Ancak, prezervasyonda saglanan gelismelere

ragmen greft disfonksiyon orani %5 ile %20 civarindadir.®®

2.8.6. Koruma Sureleri

Organlarin organizmadan cikarilmasi ile birlikte gelisen hlucre hasari
ve sonucunda hucre olumunu onlemek icin organlarin organizmadaki
ortamina benzer yapay bir ortam hazirlamak ideal korumanin temelidir.
Fakat bu ortamin aynisini olusturmak icin yeni bir organizma yaratmak
gerekir ki, bu da mimkuin degildir. Bu nedenle, su ana kadar olusturulan
solusyonlarla hucre hasari ve belli bir sire sonra da hucre olumu
gerceklesmesi 6nlenememektedir.®® Hlicre hasari ve 6limUinin maksimum
sureleri her organ icin farklihk gostermekte olup bazilan tablo 2'de
verilmistir.

Tablo 2: Organ koruma sureleri

Organ Sure
Kalp / Akciger 6 saat
Ince Barsak 6 saat
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Karaciger 24 saat
Pankreas 48 saat
Bobrek 72 saat
Kornea 1 hafta

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Yeri ve Ortami

Bu calisma, SiUtci imam Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarinda yapildi. Calismada, ortalama agirliklari 300-350 gr olan
48 adet Wistar albino irki, eriskin erkek sican kullanildi. Hayvanlar,
optimum laboratuvar kosullarinda, (20+2 °C oda sicakhgi, %50+10 nemli
ortam, 12 saatlik aydinlik / karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde
tutulup, standart kuru peletler halindeki sican yemi (Purina®) ile beslendi.
Ayrica 3. ve 6. gruplardaki ratlara saf zeytinyagi, 2. ve 5. gruplardaki
ratlara ise saf zeytinyagi icerisinde c¢Ozeltisi hazirlanan E vitamini
(D-a-tocopherol acetate, Evigen®, Aksu Farma, istanbul, Turkiye)
hepatektomi yapilmadan 60 dakika dnce intraperitoneal yoldan verildi.

3.2 Arastirma Tipi
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Deneysel calisma protokoli Kahramanmaras Sitci imam
Universitesi Tip Fakuiltesi Deneysel Arastirma Kurulu tarafindan etik ve
bilimsel yonden onaylandiktan sonra “National Institute of Health Guide
For the Care and Use of Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak
gerceklestirilmistir. Deneyde kullanilan ratlar Kahramanmaras Sttct imam
Universitesi Arastirma Merkezine bagh Deney Hayvanlan Uretim

Merkezi’'nden temin edilmistir.

3.3 Anestezi

Batun hayvanlarin anestezisi, 60 mg/kg ketamin hidroklorar
(Ketalar® Eczacibasi Warner-Lambert ila¢c sanayi, Levent, istanbul) ve 10
mg/kg xylazine hidrokloritin (Rompun® Bayer, Sisli, istanbul) aseptik

sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandi.

3.4. Cerrahi Teknik

Anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traslandi. Povidon iyot ile cilt
antisepsisi saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklari tesbit
edildi. DUzenek aspirasyon riskini 6nlemek amaciyla, 30°egimle tutuldu.
Orta hat insizyonu tercih edildi. Laparatomi sonrasi ince barsaklar karin

disina alindi, portal pedikul tanimlandi. (Sekil 3)
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Sekil 3: Ratlarin Cerrahi icin Hazirlanmasi

3.5. Deney Tasarimi

Abdominal aorta trunkus c¢oOlyakus’'un Uustunden ve superior
mezenterik arterin altindan baglandi. Vena cava inferior hepatik ven ile
birlestigi yerin hemen altindan baglanarak, arteryel ve ven6z dolasim
kesildi. Hepatik ven kesildikten sonra portal ven kanulize edilerek +4
°C'deki UW ve HTK solusyonlar ile hepatik venden berrak sivi gelene
kadar karaciger perfize edildi ve ardindan hepatektomi yapildi. (Sekil 4)

Hepatektomi yapildiktan sonra alinan karaciger dokusu, icinde UW
ve HTK bulunan torbalara konuldu. Torbalar +4 °C’'deki ici buz dolu

saklama kaplarina yerlestirildi.
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Sekil 4: Portal Venin Perflizyon icin Hazirlanmasi

3.6. Arastirma Gruplari
Deneysel calisma, her biri randomize secilmis 8 rattan olusan 4 grup
Uzerinden yapildi. Her bir hayvan yer alacagi gruba gore isaretlendi.

Grup 1: UW grubu

Grup 2: UW + E vitamini grubu (UW+E)
Grup 3: UW + Zeytinyagi grubu (UW+2)
Grup 4: HTK grubu

Grup 5: HTK + E vitamini grubu (HTK+E)
Grup 6: HTK + Zeytinyagi grubu (HTK+2Z)

YVVVVYVYY

3.7. Arastirma Parametreleri
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Perflize edilen karacigerden elektron mikroskobik degerlendirme icin
6.saatte, patolojik inceleme icin 0, 6 ve 12. saatlerde karaciger biyopsileri
ve biyokimyasal inceleme icin 0, 6 ve 12. saatlerde karaciger biyopsileri ve
spesmeninin icinde saklandigi solUsyonlardan biyokimya tlplerine sivi

ornekleri alindi.

3.7.1. Biyokimyasal Parametreler

Karaciger spesmeninin icinde saklandigi koruma solisyonundan ve
karacigerden 0, 6 ve 12.saatlerde alinan 6rnekler laboratuvar kosullarinda
-22 °C'de saklandi. Serumdan ALT, dokudan standardize bir metoda

uyarlanan UV testi ile Katalaz, SOD ve MDA degerleri calisildi.

3.7.1.1 ALT olcumu

ALT degerleri; Kahramanmaras Necip Fazil Sehir Devlet Hastanesi
biyokimya laboratuarinda, Roche Cobas C-501 marka biyokimya
otoanalizatdriinde, Roche marka ALT kiti ile spektrofotometrik (iFCC)

yontemle calisildi.

3.7.1.2 Malondialdehit (MDA) olcumu

Yontemin amaci; lipit peroksidasyonu son urunlerinden bir tanesi
olan MDA’nin tiyobarbitlrik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna
dayanmaktadir.®®

Homojenat Hazirlanmasi:

Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandi.

Yaklasik 0,4 gram agirhiginda karaciger doku érnekleri alindi.

Alinan ornekler serum fizyolojik (SF) ile yikandi.

Buz dolu bir kap icinde tupe gecirildi.

Tap icindeki ornekler daha sonra %1 KCI c¢ozeltisi kullanilarak

uewNE

homojenize edildi.
6. Buz dolu bir kap icindeki tupte bulunan ornek, homojenizator

cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.
7. Daha sonra sogutmali santrifijde +4 °C'de 4000 rpm’de 15 dakika

santrifdj edildi.
8. Ustte toplanan supernatant kismi ayr bir viale alinarak o6lcimde

kullanildi.
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Ornekler ayni gin icinde o6lcim yapilacaksa +4 °C’'de, daha sonra

6lciim yapilacaksa -70 °C derin dondurucuda saklandi.

Cozeltiler:
% 1 Fosforik asit cozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye
tamamlandi.
% 0.6 Tiyobarbiturik asit (TBA) coOzeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda

gozunduruldu.

Spektrofotometrede Ol¢ciim:

1. Her dlcumde bir blank ve ornek tupleri hazirlandi.
2. Blank tupune; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA

¢cozeltisi, 6rnek tipune; 0.5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi,

1 ml TBA ¢oOzeltisi ilave edildi.

Blank ve o6rnek tupleri bir beherde su icinde 45 dakika kaynatildi.
Tupler soguduktan sonra iclerine 4 ml butanol ilave edildi.

3500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi.

Olcim icin sUpernatant alind..

Spektrofotometre 532 nm'ye getirildikten sonra, distile su ile

Noukw

sifirlanarak, blank ve drnek tuplerinin absorbanslari okundu.

Sonucun Hesaplanmasi:

Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi icin; lipit peroksit standart
(1.1.3.3. tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml’de hazirlandi. Olcllen
MDA duzeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Degeri(nmol /ml)
Protein(mg/ml)

MDA Diizeyi(nmol/mg protein )=

3.7.1.3 Superoksit dismutaz (SOD) dlcumu

Superoksit dismutaz, oksidatif enerji Uretimi sirasinda olusan toksik
sUperoksit radikallerinin H,O., ve molekUler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XO) kullanilarak
olusturulan superoksit radikallerinin, 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyltetrazolium chloride (p-iodonitrotetrazolium violet: INT) ile meydana
getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi

41



optik dansite (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan
SOD, superoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan
reaksiyonunu inhibe eder. Sonucta olusan kirmizi rengin OD'si SOD
yoklugunda olusan renge goére azalir. Bu aradaki farkin belirlenmesiyle
SOD aktivitesi olculdr.

Ayiraclar:
1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan sulfonik asit) Tamponu (pH=10,2):

> 50.00 mM CAPS’dan 1,1065 gr
> 0.94 mM EDTA’0,035 gr
> Doymus NaOH’'11,1pl

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

2. Substrat karisimu:

> 0.05 mM Ksantin’den 0.00152 gr
> 0.025 mM INT'den 0.00253 gr

CAPS tamponuyla 10 ml'ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
> 50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl

Saf su ile 1 ml’'ye tamamlanir.

4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH=7,0):

> Na2PO4’'den 54.91 mg
> NaH2PO4’den 3.58 mg

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

5. Standart (S6):
5,6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidr.

Lyofilize olarak hazirlanmis SOD standardi 10 ml bidistile su ile
sulandinlir. Standart egri ciziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri
fosfat tamponuyla hazirlanir. 2-8 °C’de saklandiginda 2 hafta sureyle
dayanikhdir.
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3.7.1.4 Katalaz olcumu

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan

hidrojen peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendiriimesi temeline

dayanan oOlcimler sonucu belirlendi.®?

Homojenat Hazirlanmasi

ukewNE

Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandi.

Yaklasik 0,4 gr agirhginda karaciger doku 6érnekleri alindi.

Alinan ornekler SF ile yikandi.

Buz dolu bir kap icinde tupe gecirildi.

Daha sonra tup icindeki ornekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu

ile homojenize edildi.

Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu

1)
2)
3)

Ayni

KH.PO,'den 9,08 gr alindi ve 1 litre distile su icinde ¢c6zundu (A).
Na2HPO,'den 11.88 g alindi ve 1 litre distile su icinde ¢o6zundu (B).
Daha sonra 3,3 ml A c¢ozeltisinden alinarak B c¢ozeltisi ile 100 ml'ye

tamamlandi ve pH=8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi..
Buz dolu bir kap icindeki tupte bulunan 6rnek, homojenizator

cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.
Daha sonra sogutmali santrifujde +4 °C’de, 4000 rpm’de 15 dakika

santrifuj edildi.

Ustte toplanan sUpernatant ayri bir viale alinarak élcumde kullanildi.

gun icinde 0Olcum vyapilacaksa, +4 °C'de daha sonra o&lcum

yapilacaksa -70 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Cozeltiler

1.

Substrat ¢ozeltisi:

%30 H,O,'den 8,11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml ye tamamlanip

pH=7,4"e ayarlandi.

2.

32,4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)s Mo; O.4 4H,0) ¢Ozeltisi:

Bunun icin, 8 gram amonyum molibdat 200 ml distile suda co6zulerek

hazirlandi. Her zaman taze olarak kullanildi ve kisa sureli beklemelerde

cokelti olusmussa o6lcum yapilmadan once ¢ozelti vortekslendi.

3.

Tampon c¢ozeltileri:
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A tampon cozeltisi: 4,08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda
¢6zulda.

B tampon cozeltisi: 8,04 g Na,HPO, alinarak 500 ml distile suda
¢6zulda.
Daha sonra A c¢oOzeltisinden 3,3 ml alinarak B c¢ozeltisi ile 100 ml ye

tamamlandi ve pH=7,4’e ayarlandi.

Spektrofotometrede Olciim
1. Her bir 6rnek tupu icin bir blank tupu (blank 1, B1l) hazirlandi ve

tUpler numaralandi.
2. Blank (B1) tuplerine; 37 °C’de su banyosu icinde 1 ml substrat ve 0,2

ml hemolizat ilave edilerek baslatilan reaksiyon, aninda 1 ml

amonyum molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu.
3. Ornek tuplerine ise; 1 ml substrat ve 0,2 ml hemolizat konarak, 37

°C’'de 60 saniyelik inkibasyon suresince devam eden reaksiyon yine

1 ml amonyum molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle durduruldu.
4. Ornek tuplerinin inkUbasyonu icin 60 saniyelik bekleme suresi icinde

blank 2 (B2) ve blank 3 (B3) tupleri hazirlandi.
5. Blank 2 tipune; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave

edildi.
6. Blank 3 tupune; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon, ilave

edildi.
7. Spektrofotometre 405 nm de distile suyla sifirlandiktan sonra B2 ve

B3 tUplerindeki ¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank

(B1) tupleri ve arkasindan ornek tuplerinin absorbanslari okundu.

Sonucun Hesaplanmasi
Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formule uygulandi

ve sonuclar homojenatta U/mg protein olarak bulundu.

Ornek — Blank1(B1)
Blank2|B2 |— Blank3(B3)

Katalaz Aktivitesi= x271

3.7.2. Patolojik Parametreler
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Karacigerlerden alinan doku 6rnekleri, incelemenin yapilacagi gline
kadar %10’luk formol icinde ve her bir rat icin ayri saklama kaplarinda
bekletildi. inceleme vyapilacagi zaman, doku &rnekleri doku takip
kasetlerine alinarak parafin blok haline getirildi. Her parafin bloktan 3
mikron kalinliginda kesitler alindi, kesitler etivde 37 °C’'de bir gece

bekletilerek deparafinize edildi.

3.7.2.1 Caspase-3 immunohistokimyasal boyama

Formol fiske parafin bloklardan kesitler polilizinli lama alinarak, 0,4
mikron kalinliginda ince kesitler alindi ve 37 °C’lik etlvde bir gece
bekletildi. Ardindan 10 dakika ksilende bekletilerek deparafinizasyon
yapildi. Daha sonra, 5 dakika absolu alkolde, hemen ardindan, 5 dakika
%96’k alkolde bekletilerek dehidratasyon islemi yapildi. islem sonrasi 3
dakika kadar distile su ile yikandi. Kesitler, antijen alimi igin citrate buffer
tamponu pH:6,00 icinde 98 °C’'de 20 dakika boyunca isitildi ve yine ayni
tampon icinde 20 dakika oda isisinda sogutuldu. Distile sudan gecirilen
kesitlere %3’luk hidrojen peroksit (H.O,) damlatilarak 20 dakika
inkibasyon yapildi. Fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanarak, Ultra V blok
(Labvision-TA-125-UB) ile blocking yapilan kesitlere 5 dakika inklUbasyon
yapildi. Bu islem sonrasi kesitler yikanmadan, ustundeki blocking
solusyonu silkelenerek Uzerine primary antibody damlatildi. Caspase 3,
1/50 dilusyon, (Leica Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody CPP32)
antikoruyla 30 dakika inkube edildi. Yapilan islemler sonrasi PBS’'de 3
dakika sureyle yikanan kesitlere Biotinylated Goat Ant-Polyvalent
damlatilarak 20 dakika sureyle inkUbasyon uygulandi ve PBS’de tekrar
yikandi. Large Volume Strepavidin Peroxidase damlatildiktan sonra 20
dakika sureyle inkUbasyon vyapildi ve bir daha PBS’de yikandi. DAB
Chromogen damlatilan kesitlere 15 dakika kadar inkUbasyon yapildi ve
ardindan distile suda 3 dakika sureyle yikandl. Zit boyama icin
hematoksilen ile kesitler 1 dakika boyandi ve ardindan distile suda 3
dakika sureyle yikandi. Yikama islemleri tamamlanan preparatlar %96’hk
alkolden gecirilerek havada kurutuldu. Son olarak ksilene konulan

preparatlar Entelan ile kapatildi.
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3.7.2.2. Apopitozisin degerlendirilmesi
Boyanan kesitlerde, her 6rnekte 400 buyutmede 10 ayri saha tarandi

ve en az 1000 hepatositte boyanmis olan hepatosit stoplazmalar sayildi.

3.8. istatiksel Analizler

Veriler SPSS 17 paket programina girilerek analizler yapildi. Sayisal
degiskenler ortalama =+ standart sapma seklinde sunuldu. Verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki farklarin
incelenmesinde; degiskenler arasindaki farkliliklar incelenirken, iki gruplu
karsilastirmalar icin Mann Whitney U testi kullanildi. istatistiksel analiz

sonucunda, p < 0,05 olarak hesaplanan testler anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametreler
4.1.1. ALT Degerlendirmeleri

Prezervasyon solusyonlarindan 0, 6 ve 12. Saatlerde oOrnekler
alinarak ALT duzeyleri calisildi. Genel olarak E vitamini eklenen gruplarda
ALT duzeyleri daha dusuk ciktli. ALT duzeyleri ile ayrintili bilgi tablo 3-4 ve
sekil 5-6-7'de verilmistir.

Tablo 3: ALT'nin, deney gruplarindaki degerleri

Enzi . Ortala | Standart En En
m Solusyon N| Saat ma Sapma Kucuk | Buyuk
ALT ?'Saa 99.50 | 64,55 44 251
UwW 8 f'saa 688,25 | 28,00 640 728
12.sa 1 1033,1 | 545 59 672 1329
at 3
S'Saa 91,12 | 46,14 37 144
UW+Z 8 f"saa 600,88 | 244,57 257 849
;g.sa 801,38 | 302,69 446 1142
S'Saa 44,75 | 2401 21 72
UW+E 8 f'saa 389,13 | 123,04 231 579
;tz.sa 548,63 | 198,27 284 773
f'saa 258,00 | 140,41 99 471
HTK 8 f'saa %164'7 169,09 879 1333
;tZ.sa 813424'8 22153 1139 | 1654
TR+ Z 8 [0.saa | 228.75 | 47.33 172 305
t
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f"saa 804,38 | 254,79 425 1148
12.5a 12510 | 535 55 953 1476
at 0
S'Saa 77.37 |33,76 32 121
HTK+E 8 f'saa 338,50 | 76,79 256 461
;f.sa 590,25 | 216,02 379 842
Tablo 4: ALT ortalamalarinin karsilastirilmasi
ALT
0. Saat 6. Saat 12. Saat
Ortalama | ,« |Ortalamax |, | Ortalamax |
+SD SD SD
99502645 688.25+28.0 1033,13+28
UwW 5 0.01 | 0 0,00 | 2,70 0.00
UW+E 44.75+24.0 |2 |389,13+123,|1 |548,63+198, |9
1 04 27
9950645 688.25+28.0 1033,13+28
UW 5 0,99 | 0 0,99 | 2,70 0,09
UW+ Z 91,12+46,1 |9 | 600,88+244, |9  |801,38+302,
4 57 69
44 75%24.0 389.13%123, 54863108,
UW+E 1 0,05 | 04 0,07 | 27 0,09
UW+Z 91,12+46,1 |9 | 600,88+244, |4 |801,38+302, |3
4 57 69
258.00%14 1164.75+16 1424 88%22
HTK 0.41 0,00 | 9,09 0,00 | 1,53 0
HTK+E 7737+33,7 |3 |33850+76,7 |1 |59025+216, | 1
6 9 02
258.00%14 1164.75+16 1424.88+22
HTK 041 0,83 | 9,09 0,00 | 1,53 0,20
HTK+Z 228.75+47, | 4 | 804,38+254,|9 | 1251,0+237, |8
33 79 22
7737%33,7 338.50%76,7 500,25+216,
HTK+E 6 0.00 | 9 0.00 | 02 0
HTK+Z 228,75+47, |1 | 804,38+254, |2 | 1251,0+237, |1
33 79 22

*Mann Whitney U testi

UW ve UW+E gruplarinda, ALT'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin

ortalamalarinin p=0.012,

karsilastiriimas

Inda
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p=0.001, p=0.009 olarak hesaplandi. ALT'nin 0-6-12. saatlerde UW+E
grubundaki degerleri UW grubundaki degerlerinden daha dusuktli ve

aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamhydi.

UW ve UW+Z gruplarinda, ALT'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla; p=0.999,
p=0.999, p=0.093 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

UW+E ve UW+Z gruplarinda, ALT'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla; p=0.059,
p=0.074, p=0.093 olarak hesaplandi aralarindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi.

HTK ve HTK+E gruplarinda, ALT'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla, p=0.003,
p=0.001, p=0.001 olarak hesaplandi. ALT’'nin 0-6-12. saatlerde HTK+E
grubundaki degerleri HTK grubundaki degerlerinden daha dusukti ve

aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+Z gruplarinda, ALT’'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.834,
p=0.009, p=0.208 olarak hesaplandi. ALT'nin 6. saatte HTK+Z grubundaki
degeri, HTK grubunundaki degerinden daha dUsUktid ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamhydi.

HTK+E ve HTK+Z gruplarinda, ALT'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.001,
p=0.002, p=0.001 olarak hesaplandi. ALT’'nin 0-6-12. saatlerde HTK+E
grubundaki degerleri HTK+Z grubundaki degerlerinden daha dusuktl ve

aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

Sekil 5: Gruplar arasi ALT duzeylerinin karsilastiriimasi

Sekil 6: ALT’'nin, UW ve UW+E gruplarinda grafiksel olarak

karsilastiriimasi
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Sekil 7: ALT'nin, HTK ve HTK +E gruplarinda grafiksel olarak

4.1.2. MDA, SOD ve Katalaz Duzeyleri

karsilastiriimasi

Perfize edilen karaciger dokusundan 0, 6 ve 12. saatlerde alinan

doku orneklerinden MDA, SOD ve Katalaz duzeyleri hesaplandi.

Tablo 5: MDA’'nin deney gruplarindaki degerleri

Enzi . Ortala Standart En En
m Solusyon | N | Saat ma Sapma Kucuk | Buyuk
MDA 0.saat | 3,11 0,89 207 |4,86
UW 8 6.saat | 3,58 1,28 2,44 5,81
t12.saa 3.38 0.90 242  |520
O.saat | 2,56 1,22 ,00 4,25
UW+Z 8 |6.saat | 3,00 0,46 1,99 |3,53
t12.saa 3.24 0.62 239 | 4.40
O.saat | 1.73 0.92 0.30 |3,00
UWLE g | 6.saat | 1,89 0,88 096 |3,71
t12.saa 3.75 0,77 268 |4.84
0.saat | 4,96 1,17 3,49 |6,23
HTK g |0-saat |, o, 1,83 232 6,99
t12.saa 3,92 221 2.42 8,29
HTK+Z 8 0O.saat 507 1.25 3.77 712
6.saat | , 14 0.84 322 |532
12.saa | 4,15 0,72 3.35 570
L
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O.saat | 5 3¢ 0.97 227  |a7s
HTK+E g |06-saat |5, 0.69 162 |373
t12.saa 4,07 0,59 206 | 4,97

Tablo 6: MDA ortalamalarinin karsilastirilmasi

MDA
0.Saat 6.Saat 12.Saat
Ortalama | p* Ortalamazx | p* Ortalamazx | p*
+SD SD SD
3,11 +
uw 0,89 0,01 [ 3,58 +1,28 | 0,00 |3,38+0,90 | 0,34
UW+E 1,73 + |2 1,89 +0,88 |9 3,75x0,77 |5
0,92
3,11 +
uw 0,89 0,40 | 3,58 +1,28 | 0,99 |3,38+0,90 |0,83
Uw+ Z 2,56 + |1 3,00+ 0,46 |9 3,24 £ 0,62 |4
1,22
1,73 +
UW+E 0,92 0,07 ,189+0,88 |0,02|3,75+0,77 | 0,17
UW+2Z 2,56 + | 4 3,00+£0,46 |1 3,24 £ 0,62 | 2
1,22
4,96 +
HTK 1,17 0,01 {4,57 +£1,83 | 0,00 3,92 2,21 |0,11
HTK+E 3,36 + |6 2,24 + 0,69 |5 4,07 £ 0,59 |5
0,97
4,96 +
HTK 1,17 0,75 /4,57 1,83 | 0,91 |3,92 2,21 | 0,09
HTK+Z 5,07 + 4,11 £0,84 | 6 4,15+ 0,72 | 3
1,25
3,36 +
HTK+E 0,97 0,01 |2,24 0,69 | 0,00 |4,07 0,59 | 0,67
HTK+Z 5,07 + |2 4,11 £ 0,84 |5 4,15+ 0,72 | 4
1,25

*Mann Whitney U testi

UW ve UW+E gruplarinda, MDA'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla, p=0.012,
p=0.009, p=0.345 olarak hesaplandi. MDA'nin 0 ve 6. saatte UW+E
grubundaki degerleri, UW grubundaki degerlerinden daha dusukti ve
aradaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi.
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UW ve UW+Z gruplarinda, MDA'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.401,
p=0.999, p=0.834 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

UW+E ve UW+Z solusyonlarinda, MDA’'nin 0-6-12. saatteki
degerlerinin ortalamalarinin karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.074, p=0.021, p=0.172 olarak hesaplandi. MDA'nin 6. saatte UW+E
grubundaki degeri, UW grubundaki degerinden daha disuktli ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+E gruplarinda, MDA'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla, p=0.016,
p=0.005, p=0.115 olarak hesaplandi. MDA'nin 0 ve 6. saatte HTK+E
grubundaki degerleri, HTK grubundaki degerlerinden daha disuktli ve
aradaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+Z gruplarinda, MDA'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.753,
p=0.916, p=0.093 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

HTK+E ve HTK+Z gruplarinda, MDA'nin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.012,
p=0.005, p=0.674 olarak hesaplandi. MDA'nin 0 ve 6. saatte HTK+E
grubundaki degerleri, HTK+Z grubundaki degerlerinden daha dusuktd ve

aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.

Sekil 8: Gruplar arasi MDA duzeylerinin karsilastiriimasi

Sekil 9: MDA'nin, UW ve UW+E gruplarinda grafiksel olarak
karsilastiriimasi
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Sekil 10: MDA'nin, HTK ve HTK+E gruplarinda grafiksel olarak
karsilastiriimasi

Tablo 7: SOD’un deney gruplarindaki degerleri

>0D 0.saa
: 1,33 |0,50 0,97 |2,54
uw 810259 1113|058 0,76  |2,53
1258 1129 0,99 063 |3,67
S'Saa 1,48 0,64 0,82 2,70
UW+Z 8|>%% 1132|029 1,04  |2,00
;tZ.sa 1,27 |0,30 0,90 1,82
03 1264|087 1,49  |3,71
UW+E 8|25 143 |0,19 1,13 1,76
1252 1164 0,76 0,80  |2,99
082 1222 | 1,20 0,94 | 4,34
HTK 8 f'saa 1,33 0,35 0,82 1,92
1258 1119|022 0,75 1,49
0% 1189 |0,58 1,23 |3,05
HTK+Z 8|2%% |180 [045 1,00  |2,30
;tZ.sa 2,04 1,08 1,15 4,47
HTK+E 51059 1367 |022 3,37 | 4,06
6.saa | 1,85 0,77 1,11 3,22
¢
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12.sa
at 2,01 0,60 1,42 2,99
Tablo 8: SOD ortalamalarinin karsilastiriimasi
SOD

0.Saat 6.Saat 12.Saat

Ortalama | p* Ortalama | p* Ortalama | p*

+SD +SD +SD

1,33 + 1,13 + 1,29 +
uw 0,50 0,00 | 0,58 0,02 | 0,99 0,17
UW+E 2,64 + |3 1,43 + |1 1,64 + |2

0,87 0,19 0,76

1,33 + 1,13 + 1,29 +
uw 0,50 0,75 | 0,58 0,07 | 0,99 0,17
UW+ Z 1,48 + 1,32 + |4 1,27 +|2

0,64 0,29 0,30

2,64 + 1,43 + 1,64 +
UW+E 0,87 0,01 | 0,19 0,17 | 0,76 0,40
UW+2Z 1,48 +| 6 1,32 +|2 1,27 =0

0,64 0,29 0,30

2,22 + 1,33 + 1,19 +
HTK 1,20 0,02 | 0,35 0,17 | 0,22 0,00
HTK+E 3,67 + |7 1,85 +|2 2,01 + |1

0,22 0,77 0,60

2,22 + 1,33 + 1,19 +
HTK 1,20 0,83 | 0,35 0,05 | 0,22 0,02
HTK+Z 1,89 + |4 1,80 +|9 2,04 + |7

0,58 0,45 1,08

3,67 + 1,85 + 2,01 +
HTK+E 0,22 0,00 | 0,77 0,91 | 0,60 0,60
HTK+Z 1,89 + |1 1,80 +|6 2,04 =0

0,58 0,45 1,08

*Mann Whitney U testi

UW ve UW+E gruplarinda, SOD’un 0-6-12. saatteki degerlerinin

ortalamalarinin

karsilastiriimasinda

p degerleri

sirasiyla;

p=0.003,

p=0.021, p=0.172 olarak hesaplandi. SOD’un 0. saatte ve 6. saatte UW+E
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grubundaki degerleri, UW grubundaki degerlerinden daha yuksekti ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.

UW ve UW+Z gruplarinda, SOD’un 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.753,
p=0.074, p=0.172 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

UW+E ve UW+Z gruplarinda, SOD’un 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.016,
p=0.172, p=0.400 olarak hesaplandi. SOD’un 0. saatte UW+E grubundaki
degeri, UW+Z grubundaki degerinden daha yuksekti ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamhydi.

HTK ve HTK+E gruplarinda, SOD’'un 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.027,
p=0.172, p=0.001 olarak hesaplandi. SOD’un 0 ve 12. saatte HTK+E
grubundaki degerleri, HTK sollisyonundaki degerlerinden daha yuUksekti ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+Z gruplarinda, SOD’un 0-6-12. saatteki degerlerinin

ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.834,
p=0.059, p=0.027 olarak hesaplandi. SOD'un 12.saatte HTK+Z
grubundaki degeri, HTK solisyonundaki degerinden daha yuksekti ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
HTK+E ve HTK+Z gruplarinda, SOD’un 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.001,
p=0.916, p=0.600 olarak hesaplandi. SOD’un 0. saatte HTK+E grubundaki
degeri, HTK+Z grubundaki degerinden daha yuksekti ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi.

Sekil 11: Gruplar arasi SOD duzeylerinin karsilastiriimasi

Sekil 12: SOD'un, UW ve UW+E gruplarinda grafiksel olarak
karsilastiriimasi
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Sekil 13: SOD'un, HTK ve HTK+E gruplarinda grafiksel olarak

karsilastiriimasi

Tablo 9: Katalaz'in deney gruplarindaki degerleri

Enzi . Ortala | Standart En En
m Solusyon N| Saat ma Sapma Kucuk | Buyuk
0582 1696 | 17,41 41,54 | 94,54
uw 8| %% 62,7 2538 21,47 |81,18
1252 1836 | 28,65 45,53 | 134,32
0582 1908 | 40,43 4520 | 168,82
UW+Z 8|2 |g37 |51,92 44,20 | 186,73
12.
o0 (1227 | 55,43 32,26 | 207,79
0582 1782 | 25,67 44,83 | 122,99
6.
UW+E gl¢ o 1102 |49,84 43,09 |186,04
12.
%1333 | 36,83 84,83 | 189,40
Katal 5
az 0% la95 | 23,30 20,24 | 86,21
HTK 8| %% 1827 |11,27 67,03 | 99,26
12.
0% 49,1 18,57 26,02 85,70
0.saa
h 84,6 | 42,52 16,55 | 167,83
HTK+2Z g% 1841|3326 40,56 | 152,99
12.sa
st 69,0 32,12 27,78 | 108,63
0.saa
‘ 59,7 | 17,78 27,78 | 83,13
6.
HTK+E 8|.°% |87,5 | 40,67 39,78 | 154,69
1252 11289 |32,78 86,47 | 175,26
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Tablo 10: Katalaz ortalamalarinin karsilastiriimasi

Katalaz
0.Saat 6.Saat 12.Saat
Ortalama | p* Ortalamazx | p* Ortalamazx | P*
+SD SD SD
69,62 + 62,71 + 83,67 +
uw 17,41 0,52 | 25,38 0,05 | 28,65 0,00
UW+E 78,25 +|9 110,25 +|9 133,33 |9
25,67 49,84 36,83
69,62 + 62,71 + 62,71 +
uw 17,41 0,24 | 25,38 0,75 | 25,38 0,07
UW+2Z 90,89 + |8 83,76 + |3 122,78 = |4
40,43 51,92 55,43
78,25 + 78,25 + 78,25 +
UW+E 25,67 0,60 | 25,67 0,34 | 25,67 0,75
UW+2Z 90,89 +|0 83,76 +|5 122,78 = |3
40,43 51,92 55,43
49,54 + 82,77 + 49,16 +
HTK 23,30 0,24 | 11,27 0,99 | 18,57 0,00
HTK+E 59,70 + |8 87,53 +|9 128,97 + |1
17,78 40,67 32,78
49,54 + 82,77 + 49,16 +
HTK 23,30 0,04 | 11,27 0,83 | 18,57 0,24
HTK+Z 84,62 +|6 84,16 + |4 69,06 + |8
42,52 33,26 32,12
59,70 + 87,53 + 128,97 +
HTK+E 17,78 0,05 | 40,67 0,91 | 32,78 0,00
HTK+Z 84,62 +|9 84,16 + |6 69,06 +|5
42,52 33,26 32,12

*Mann Whitney U testi

UW ve UW+E gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.529,
p=0.059, p=0.009 olarak hesaplandi. Katalazin 12. saatte UW+E
grubundaki degeri, UW grubundaki degerinden daha yUksekti ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi.

UW ve UW+Z gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin

ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla; p=0.248,
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p=0.753, p=0.074 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

UW+E ve UW+Z gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.600,
p=0.345, p=0.753 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

HTK ve HTK+E gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda p degerleri sirasiyla; p=0.248,
p=0.999, p=0.001 olarak hesaplandi. Katalazin 12. saatte HTK+E
grubundaki degeri, HTK grubundaki degerinden daha yuksekti ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+Z gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.046,
p=0.834, p=0.248 olarak hesaplandi. Katalazin 0. saatte HTK+Z
grubundaki degeri, HTK grubundaki degerinden daha yuksekti ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK+E ve HTK+Z gruplarinda, katalazin 0-6-12. saatteki degerlerinin
ortalamalarinin  karsilastinimasinda p degerleri sirasiyla;, p=0.059,
p=0.916, p=0.005 olarak hesaplandi. Katalazin 12. saatte HTK+E
grubundaki degeri, HTK+Z grubundaki degerinden daha yuksekti ve

aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.

Sekil 14: Gruplar arasi katalaz duzeylerinin karsilastiriimasi

Sekil 15: Katalaz'in, UW ve UW+E gruplarinda grafiksel olarak

karsilastiriimasi

Sekil 16: Katalaz'in, HTK ve HTK+E gruplarinda grafiksel olarak
karsilastiriimasi
4.2. Patoloji Degerlendirme Sonuclan

4.2.1. Caspas-3 ile Inmunhistokimyasal Degerlendirme
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Perflize edilen karaciger dokusundan 0, 6 ve 12. saatlerde 6rnekler
alinarak caspas-3 immiunhistokimyasal boyama teknigi ile boyandiktan
sonra apopitotik cisimcikler sayildi. Apopitotik cisimcikler sekil 17'de

gosterilmistir.

Sekil 17: Caspas-3 immunhistokimyasal boyama: Boyanma sonrasndai
karaciger hicrelerindeki apopitotik cisimler kahverengi olarak boyanmistir.

Tablo 11: Caspas-3 boyama ile apopitozis saptanan hicre sayilar
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. Ortalam | Standart En En
Solusyon Saat a Sapma Kucuk Buyuk

0.saat | 128,00 |12,10 111 145

UW 6.saat | 149,75 | 11,39 134 167

;f'sa 172,63 | 16,29 153 196

O.saat | 117,75 |13,71 93 137

UW+Z 6.saat | 141,00 |7.42 131 153

;tZ.sa 168,63 | 5,92 163 178

O.saat | 111,88 |9.26 98 126

UWAE fli.zsizt 123.25 | 7.64 114 134

. 137,25 |5,36 129 145

0.saat | 123,50 | 5,09 114 131

HTK 6.saat | 149,00 | 7,61 134 158

;g.sa 192,00 |11,48 177 208

O.saat | 123,00 |9,47 109 138

HTK+Z 6.saat | 144,00 | 10,92 130 158

;f'sa 198,00 | 1852 177 239

0.saat | 115,50 | 7,81 104 126

HTK+E 6.saat | 126,00 |7.27 115 139

;.tZ.sa 154,00 |12,02 140 173

60




Tablo 12: Caspas-3 boyama ile apopitozis saptanan hucre sayilarinin

karsilastiriimasi

Caspas-3 boyama ile apopitozis saptanan hucreler

0. Saat 6. Saat 12. Saat
Gruplar Ortalama | p* Ortalama | p* Ortalama | p*
+SD +SD +SD
128,0 + 149,7 + 172,6 +
uw 12,10 0,01 11,39 0,00 | 16,29 0.001
UW+E 111,8 + |4 123,2 + |1 137,2 =
9,26 7,64 5,36
128,0 + 149,7 + 172,6 +
uw 12,10 0,14 | 11,39 0,09 | 16,29 0.833
UW+2Z 117,7 +|1 141,0 + |2 168,6 + |
13,71 7,42 5,92
111,8 + 123,2 + 137,2 +
UW+E 9,26 0,31 | 7,64 0,00 | 5,36 0.001
UW+2Z 117,7 + |8 141,0 + |1 168,6 =
13,71 7,42 5,92
123,5 + 149,0 + 192,0 +
HTK 5,09 0,04 | 7,61 0,00 | 11,48 0001
HTK+E 115,5 +|0 126,0 + |1 154,0 =
7,81 7,27 12,02
123,5 + 149,0 + 192,0 +
HTK 5,09 0,75 7,61 0,34 | 11,48 0752
HTK+Z 123,0 + |2 144,0 + |3 198,0 + |
9,47 10,92 18,52
115,5 + 126,0 + 154,0 +
HTK+E 7,81 0,14 | 7,27 0,00 12,02 0001
HTK+Z 123,0 +|1 144,0 + |3 198,0 + | T
9,47 10,92 18,52

*Mann Whitney U testi

UW ve UW+E gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki ortalamalarinin karsilastirilmasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.014, p=0.001, p=0.001 olarak hesaplandi. Apopitozis saptanan hucre

sayllarinin  0.6.12. saatlerde UW+E grubundaki ortalamalarn UW
solusyonundaki ortalamalarindan daha dusuktl ve aralarindaki farklar
istatistiksel olarak anlamliydi.

UW ve UW+Z gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki ortalamalarinin karsilastiriimasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.141, p=0.092, p=0.833 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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UW+E ve UW+Z gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki ortalamalarinin karsilastirilmasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.318, p=0.001, p=0.001 olarak hesaplandi. Apopitozis saptanan hucre

sayillarinin 6. ve 12. saatte UW+E grubundaki ortalamalar, UW+Z
grubundaki ortalamalarindan daha dusuktt ve aralarindaki farklar
istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+E gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki ortalamalarinin karsilastiriimasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.040, p=0.001, p=0.001 olarak hesaplandi. Apopitozis saptanan hucre

sayllarinin  0-6-12. saatlerde HTK+E grubundaki ortalamalan HTK
solusyonundaki ortalamalarindan daha dusuktu ve aralarindaki farklar
istatistiksel olarak anlamliydi.

HTK ve HTK+Z gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki ortalamalarinin karsilastiriimasinda p degerleri sirasiyla;
p=0.752, p=0.343, p=0.752 olarak hesaplandi ve aralarindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

HTK+E ve HTK+Z gruplarinda, apopitozis saptanan hucre sayilarinin
0-6-12. saatteki degerlerinin ortalamalarinin  karsilastinimasinda p
degerleri sirasiyla; p=0.141, p=0.003, p=0.001 olarak hesaplandi.

Apopitozis saptanan hucre sayilarinin 6. ve 12. saatte HTK+E grubundaki
ortalamalari, HTK+Z grubundaki ortalamalarindan daha dusuktu ve

aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

Sekill8: Tum gruplarin ortalama apopitotik hiucre sayisina gére

karsilastiriimasi

Sekil 19: UW ve UW+E gruplarinda ortalama apopitotik hucre sayilarinin
karsilastiriimasi
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Sekil 20: HTK ve HTK+E gruplarinda ortalama apopitotik hicre sayilarinin
karsilastiriimasi

5.TARTISMA

Bu calismanin amaci prezervasyon solusyonlarindan gunumuzde en
cok kullanilan iki tanesi olan UW ve HTK solUsyonlarina karaciger Uzerinde
koruyucu etkisi oldugu bilenen E vitaminini ekleyerek hepatositlerdeki
iskemi-reperfuzyon hasarini degerlendirmekti. Calismamizda elde ettigimiz
veriler dogrultusunda hem UW solisyonuna hem de HTK solisyonuna E
vitamini eklemek hepatositlerdeki hasarin azalmasini saglamistir.

GUnUmuzde kronik karaciger hastaligi, akut fulminant karaciger
yetmezligi, bilier atrezi gibi son déonem karaciger hastaliklarin tedavisinde
karaciger transplantasyonu onerilen tek tedavi yontemi olmakta ve etkin
bir sekilde uygulanmaktadir.t> 14 Nakil merkezlerinde her gecen gln alici
listelerindeki sayi artarken bulunabilen kadavra sayisi bu gereksinimi
karsilamada yetersiz kalmaktadir. Bulunabilen kadavra organ sayisi son
derece sinirli oldugu icin elimize gecen bu organlar alici kisiye ulastirana
kadar en iyi sekilde korumamiz gerekmektedir. Organlari korumak
amaciyla gelistirilmis bircok prezervasyon solusyonu tanimlanmistir. Bunlar
arasinda UW ve HTK solUsyonlari en sik kullanilan iki tanesidir. Ozellikle
karaciger primer olarak UW sollsyonu ile korunur. UW ile 24 saate kadar
guvenli prezervasyon saglanir. Son zamanlarda HTK'ninda UW kadar etkin
oldugu gosterilmistir. Ancak, prezervasyonda saglanan gelismelere ragmen
greft disfonksiyon orani %5 ile %20 civarindadir.®®

iskemi reperfiizyon hasari genellikle transplantasyon, miyokard
enfarktlsu, sok ve iskemik sarebrovaskuler hastaliklarda goérulmektedir.
iskemi ve hipoksi sonrasi dolasim yeniden basladiginda fazla miktardaki
nikotin amid dinUkleotid (NADH) oksijen ile reaksiyona girerek superoksit
olusturur. Mitokondrideki NO reaksiyona girerek potent peroksinitrit
serbest radikali meydana gelir. Peroksinitrit, mitokondride aerobik
solunumda kullanilan bazi enzimleri inhibe ederek enerji uretimini engeller.

19 jste tam bu asamada gerek oksijen radikallerinin olusumunu
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engellemek, gerekse olusan serbest oksijen radikallerinin etkilerini ortadan
kaldirmak amaciyla antioksidan maddeler devreye girmektedir. E vitamini
de antioksidan etkinligi kanitlanmis maddelerden biridir. E vitamini
hububat tanelerinde, misir yagi, soya yagi ve diger bitkisel sivi yaglarda ve
bunlardan yapilan margarinlerde, et, hayvansal yag, karaciger, baliketi,
tavuk eti ve yumurtada bulunur. Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda
onemli Olclde parcalanir. Anne sltinde oldukca fazladir.®® Yagda
cozunebilen bir madde olan E vitamini vicuda alindiktan sonra oncelikle
ince badirsaktan emilirek kan yoluyla karacigere gelir.4Z 48 Karacigerden
aktif formu olan a-tokoferol olarak tekrar kana salinir. E vitamini
antioksidan etkinligini, peroksitleri ve serbest oksijen radikallerini notralize
ederek ortaya cikarir. Serbest oksijen radikalleri olusmasinin eslik ettigi
lipid peroksidasyonunu hicre membraninda oOnleyen ve olustugunda
notralize eden en guclu antioksidan faktor E vitaminidir.

Karacigerde sentezlenen transaminazlardan birisi olan ALT normalde
karaciger hucresi icerisinde bulunmaktadir. ALT duzeylerinin artmasi
karacigerdeki hicre harabiyetinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Bu yil icerisinde yayinlanan Pioglitazone vs. Vitamin E vs. Placebo
in Non-alcoholic Steatohepatitis (PIVENS) calismasinin yeniden
degerlendiriimesinde non-alkolik steatohepatitis (NASH) tanisi olan 247 Kisi
uzerinde yaptiklar bir calismada pioglitazon, E vitamini ve plasebonun ALT
duzeyindeki etkileri karsilastirimis. E vitamini verilen grupta plaseboya
gore ilk aydan baslayarak ALT degerlerinde anlamli dislts oldugu
saptanmis.®® Yine yakin zamanda yayinlanan bir calismada 24 prepubertal
obez cocuga 600 mg/gun E vitamini verilmis. 6 aylik izlem sonrasinda ALT
degerlerinde, lipit profilinde ve insulin rezistansinda anlamli disus oldugu
bulunmus. Calismanin sonucunda non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) olan obez
cocuklarin tedavisinde E vitamini takviyesinin etkili bir tedavi olabilecegi vurgulanmlg.(ﬁ)

Bizim calismamizda prezervasyon solusyonlarinin ve solusyonlara ek
olarak E vitamini verilen gruplarin 0, 6 ve 12. saatlerde solusyon
icerisindeki ALT degerleri 6lctldi. Hem UW hem de HTK solisyonuna E
vitamini eklenen gruplarda ALT degerlerinin anlamh derecede dusuk

oldugu bulundu. ALT'nin her iki koruma sollisyonuna E vitamini eklenen
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gruplarda daha dustk bulunmasi E vitaminin karaciger harabiyetinin daha
az olmasina katkida bulundugunu disundirmektedir. Obeziteye baglh yagl
karaciger ve NASH gibi degisik karaciger patolojilerinde yapilmis calismalar
da E vitamininin karaciger hasarini azalttigini destekler niteliktedir, 2 29
Karacigerdeki IR  hasarinin  gostergeleri  olarak  kullanilan
parametrelerden bazilart MDA, SOD ve Katalaz duzeyleridir. Bunlardan
MDA IR sirasinda lipid peroksidasyonuna bagl olusan urtnlerden biri olup
hasarin derecesi ile dogru orantili olarak artis gésterir. SOD ve katalaz ise
lipid peroksidasyonu sirasinda membranda koruyucu etki gosteren
antioksidan enzimlerdendir. E vitamini ve aprotininin rat karacigerinde
iskemi-reperfuzyon hasarindaki koruyucu etkisi Uzerine yapilan bir
calismada intraperitoneal verilen E vitamini sonrasinda karacigerde IR
hasari olusturularak karaciger dokusundan SOD, MDA ve Katalaz
aktiviteleri dlculmus. Sonucta SOD ve Katalazda anlamli artis saptanirken
MDA’da kontrol grubuna gore belirgin bir azalma oldugu bulunmustur.?0
2002 yilinda ratlar Uzerinde yapilan bir calismada ratlara yuksek doz ve
cok ylksek doz E vitamini verilerek karacigerde iskemi reperfliizyon Uzerine
etkileri incelenmis. Ratlarin karacigerinde 60 dakika iskemi ve 120 dakika
reperfizyon olusturulduktan sonra alinan karaciger o6rneklerinden MDA
duzeyleri calisiimis. Calismanin sonucunda E vitamininin yuksek doz ve ¢cok
yuksek doz verildigi ratlarda MDA dlzeyinin kontrol grubuna goére daha
dusuk oldugu saptanmis. Yine ayni calismada cok yulksek doz E vitamini
verilen gruptaki ratlardaki MDA duzeyinin yuksel doz E vitamini verilen
gruba gore de daha dislk oldugu gortlmus.® Bizim ¢alismamizda da UW
ve HTK solusyonlarina E vitamini eklenen gruplarda 0 ve 6. saatlerde MDA
duzeylerinde anlamli bir dusus olurken 12. saatte istatiksel olarak farkhlik
saptanmadigini goérdik. Buradan E vitamini eklemenin membranlarda lipid
peroksidasyonunu azaltarak son urtin olan MDA dlzeylerini dusurdagu ve
karaciger uUzerinde koruyucu etkisi oldugu kanisina vardik. Yapilan diger bir
calismada gram negatif basil olan E. coli'nin endotoksini ile karacigerde
hasar olusturulmus ve bu ratlara E vitamini verilmesi ile karacigerde
olusan degisiklikler incelenmis. Calismada tahmin edildigi Uzere

endotoksinin karaciger hicrelerindeki lipit peroksidasyonunu arttirdigi ve
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lipid peroksidasyonu sirasinda olusan urdnlerden biri olan MDA duzeyinde
de artis tespit edilmis. E vitamini verilen ratlar ile kontrol grubu
karsilastinldiginda MDA dulzeyleri arasinda fark tespit edilmezken
endotoksin verilen ratlar ile E vitamini takviyesi sonrasi endotoksin verilen
ratlar karsilastirildiginda E vitamini verilen grupta MDA dizeyinin daha
dustk oldugu bulunmus. Yine ayni calismada endotoksin sonrasi
karacigerde lipid peroksidasyonu sirasinda antioksidan olarak goérev yapan
enzimlerden SOD ve katalaz duzeyleri arastirilmis. Endotoksin verilen grup
ile kontrol grubu karsilastirildiginda hem SOD degerlerinde hem de katalaz
degerlerinde azalma oldugu gorilmus. Sadece E vitamini verilen grup ile
kontrol grubu karsilastirildiginda ise anlaml fark tespit edilmemis. Bununla
birlikte endotoksin verilmeden once E vitamini takviyesi grupla endotoksin
verilen grup karsilastirildiginda hem SOD degerlerinde hem de katalaz
degerlerinde artis oldugu tespit edilmis.®?? SOD dlizeylerine bakildiginda
UW+E grubunda UW grubuna gore 0 ve 6. saatlerde artis saptanirken 12.
saatte anlamli bir artis olmadigi géruldid. Yine SOD dizeylerinin HTK+E
grubu ve HTK grubu arasindaki artislari degerlendirildiginde 0 ve 12.
saatte artis saptanirken 6. saatte artis olmadigi géruldi. Antioksidan
enzimlerden bir digeri olan katalaz 6lcumleri incelendiginde gerek UW
gerekse HTK gruplarina E vitamini eklenmesi ile sadece 12. saatteki artisin
anlamli oldugu goralda. E vitamini ile yapilmis diger calismalarda ve bizim
calismamizda buldugumuz degerler genel olarak benzerlik gdéstermekte
olup, lipid peroksidasyonu sirasinda gorev yapan SOD ve katalaz
enzimlerinin her ikisinde de artis olmasi ve lipid peroksidasyonu son urunu
olan MDA degerlerindeki azalma E vitamininin koruyucu etkisinin
antioksidan mekanizmalarla oldugunu desteklemektedir.

Karacigerdeki iskemi-reperflizyon hasarini histopatolojik olarak
degerlendirme amaciyla apopitozisi gosterebilmek icin Caspas-3
antijen-antikor boyama tekniginden vyararlanildi. Yapilan bir calismada
karacigerde iskemi-reperflizyon hasari olusturulan ratlarda E vitamini
derivesi kullanilmis ve Caspas 3/7 aktivitesi bakilarak apopitotik hucreler
sayllmis. E vitamini derivesi verildikten sonra iskemi-reperfuzyon

olusturulan grupta sadece iskemi-reperfuzyon olustutulan gruba gore
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apopitozun belirgin dizeyde az oldugu gorimis.®® Yine yapilmis olan
baska bir calismada arsenikle karacigerde olusturulan toksisitede askorbik
asit ve E vitaminin apopitoz Uzerine etkileri arastiriimis. TUNNEL boyama
ile karacigerdeki apopitotik hlcreler sayillmis. Arastirmada E vitamini ve
arsenik verilen grupta sadece arsenik verilen gruba gore apopitozisin
belirgin olarak azaldigi bulunmus.®% Bizim calismamizda ise caspas-3 yolu
kullanilarak yapilan immunhistokimyasal boyama ile prezervasyon
solusyonlarina E vitamini eklenen gruplarda sayilan apopitotik hucre
sayllarinin eklenmeyen gruplara gore belirgin olarak duisuk oldugu
bulundu. HlUcre membranindaki lipid peroksidasyonu uzerine antioksidan
mekanizmalarla etki goOsteren E vitamininin karacigerdeki IR’a bagh
apopitozisi azaltmasi da karaciger Uzerinde koruyucu etkisinin oldugunu

gostermektedir.

6. YORUM

E vitamini antioksidan bir madde olup etkisini 06zellikle hucre
membranindaki lipid peroksidasyonunu engelleyerek gostermektedir. Bizim
calismamizda buldugumuz sonuclar incelendiginde IR hasari surecinde
lipid peroksidasyonu Urinlerinden biri olan MDA degerlerinin dusuk
bulunmasi, yine lipid peroksidasyonu slrecinde koruyucu oldugu bilinen
SOD ve katalaz enzim degerlerinin ytksek cikmasi ve bunlarin sonucunda

karacigerdeki hucrelerdeki apopitozisin immunhistokimyasal boyama ile
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dusuk bulunmasi E vitamininin prezervasyon solusyonlari ile birlikte

kullanilmasinin karacigerdeki hasari azaltacagi yénundedir.
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