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1. GIRIS

Iskemi ve iskemi sonrasinda reperfiizyonun giiniimiizde cogu hastaligin ve
tedavi sonrasi olusan komplikasyonlarin temelinde yatan etmen oldugu arastirmalarla
tespit edilmistir. Iskemi ve sonrasinda reperfiizyon sonucu serbest radikal olusumu
bazi1 metabolik mekanizmalarla diizenlenmektedir.

Hiicre membranindaki ATP(Adenozin trifosfat) bagimli Na%/K" ve Ca™
pompalarinin ¢alismamasina bagh hiicre i¢i serbest Ca™, K, Na™ artisi, fosfolipaz
aktivasyonu, hiicre membran hasar1 ve miyelinizasyon, ATP azalmasi, mitokondrial
disfonksiyon, lizozomal enzim aktivasyonu, karyolizis ve karyoreksis hiicre
hasarinin temel mekanizmalari olarak ortaya konmustur (1).

Iskemi/reperfiizyon  siirecinde  hiicre hasarinda  yukarida  anlatilan
mekanizmalarin hepsinin etkinligi olmakla birlikte temelde iskemi sathasindaki ATP
eksikligine bagli gelisen =zincirleme reaksiyonun sonucudurlar. Reperfiizyon
stirecinde ise temel mekanizmalar ortama salinan yiiksek O, konsantrasyonuyla
birlikte olusan ROT(Reaktif Oksijen Tiirevleri)’a bagli lipid peroksidasyonu,
membran hasari, DNA(Deoksiribonukleik asid) hasari, protein denatlirasyonu ve
mitokondrial hasara baghdir (1).

Hiicre = hasarmm1  olusturan  mekanizmalar  ¢esitli ~ mediatorlerle

diizenlenmektedir. Inflamasyonun baslatilmasi, devam ettirilmesi ve sonlandirilmast,
bu mediatorler araciligi ile saglanir. Eikosanoidler, PAF(Trombosit aktive edici
faktor), vazoaktif aminler, kemokinler, kompleman ve sitokinler bunlardan
bazilaridir (1).
Inflamasyonun baslangi¢ sathasinda gérevli olan, diger mediatorleri ve inflamatuvar
hiicreleri tetikleyen maddeler sitokinlerdir. Bu grupta yer alan TNF-o(Timor nekroz
faktor-Alfa) ve IL-1(Interldkin-bir) proinflamatuvar, IL—6(interldkin-alt1) ise
yardimci inflamatuvar sitokinlerdir (2,3).

Bu c¢alismadaki amacimiz, Ozellikle inflamatuvar sitokinler {iizerine
baskilayici 6zelligi ortaya konmus olan adrenomedullin ve adrenomedullin baglayici
protein—1 kombinasyonunun hepatik iskemi-reperflizyon modelindeki hem yakin

hem de uzak organ hasari iizerine olan etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Karaciger Anatomisi

Karaciger anatomik olarak abdomende yer almaktadir. Yerlesim yeri
abdominal kadranlardan sag hipokondrium ve epigastriuma tekabiil etmektedir.
Sagda 7-11. kaburgalar arasinda yer alir. Diafragma vasitasi ile torakstan
ayrilmaktadir. Yaklasik olarak 1.500 gr agirligindadir ve bu da viicut agirliginin
yaklagik 1/35-40’1n1 olusturmaktadir (4,7).

Karaciger dokusu, portal ven ve hepatik ven agaci arasinda dallanan
hepatositler, kupffer hiicreleri, sintlizoidler, asiniisler, lobiiller ve loblardan
olugmaktadir. Karaciger vena cava inferior ile safra kesesi yatagi arasindaki diizlem
(cantlie ¢izgisi) baz alinarak sag ve sol lob olmak iizere 2 ana loba ayrilmaktadir. Her
iki lob da 4 segment olmak {iizere toplam 8 segmentten olusmaktadir. Segmentler
arteria hepatika, vena porta ve duktus hepatikusun dagilimina goére yapilmstir.
Arteria hepatika ve vena portanin her bir ana dali bir segmenti beslemekte ve o
segmentten bir safra kanalikiilii ¢cikmaktadir (6,8). Karacigerin biiyiik bir kismi (area
nuda disindaki kisim) intraperitonealdir ve visseral peritonla kaphdir (9).
Ligamentum coronarium yardimi ile retroperitona tutunmus sekilde diafragmaya asili
kalmaktadir. Her iki yanda da ligamentum triangulare ile diafragmaya kenarlardan
tutunur (4).

Karacigerin kan akimi1 100—150 ml/kg/dk’dir. Karaciger vena porta ve arteria
hepatika ile beslenmektedir. Karaciger dolasgiminda vena portanin %75-80, arteria
hepatikanin %20-25 pay1 bulunmaktadir (4). Arteria hepatica, trunkus ¢olyakus’un 3
ana dalindan biridir. Vena porta da, vena mesenterika siiperior ve vena lienalis’in
birlesmesi ile olugsmaktadir (5).

Karacigerde fazla miktarda lenfatik sivi iiretilmektedir. Duktus torasikusta
akan lenf sivisinin yaklasik yaris1 karaciger kaynaklidir. Karacigerin lenf damarlari

ylizeysel ve derin olmak iizere 2 gruptan olusmaktadir. Yiizeyel lenfatikler



karacigerde subkapsiiler yerlesimlidir. Derin lenfatikler ise portal sistemle hepatik
venler arasindaki planda yer alan bag dokusu i¢inde dagilim gosterir ( 5).

Karaciger temel fizyolojik islemlerde ve metabolizmada kilit rol
oynamaktadir. Safra yapimi ve salgilanmasi, karbonhidrat metabolizmasi, lipid
metabolizmasi, plazma lipoprotein sentezi ve salinimi, kolesterol metabolizmasi,
temel proteinlerin ve albuminin yapim ve salgilanmasi, yagda eriyen vitaminlerin
depolanmasi, pihtilagsma faktorlerinden bazilarimin sentezi, hematopoietik sistem
elemanlarinin kontrol ve eliminasyonu, ila¢ ve toksinlerin detoksifiye edilmesi

karacigerin temel islevlerindendir (7).

2.1.1 Karaciger Fonksiyonel Unitesi

Ilk olarak 1954 yilinda Rappaport tarafindan tanimlanmustir. Karacigerin
fonksiyonel {iinitesi lobiillerdir ve lobiiller birleserek loblar1 olusturmaktadir.
Karaciger lobiillerinin sinirlarini, hilustan organ i¢ine giren ve parankimi odaciklar
seklinde bolen glisson kapsiilii olusturmaktadir. Segmentler ise i¢inde birden ¢ok
lobiil barindiran, smirlarint vaskiiler ana dallarin belirledigi, cerrahi prosediir i¢in
onemli olan ve karacigeri topografik olarak alanlara bolen {initelerdir (10).

Lobiiller sekil itibari ile kesitsel olarak altigen bicimli yapilardir. Altigen
seklindeki lobiiliin hemen hemen her kdsesinde portal triad adi verilen ve portal ven,
hepatik arter ve safra kanalikiiliinden olusan bir {inite bulunmaktadir. Distan glisson
kapsiilii ile sinirhidir ve bu kapsiilden merkeze dogru 1sinsal sekilde uzanim gésteren
asiniislerle birbirinden ayrilmis hepatositlerden ibarettir. Asiniisler tek sira endotel
hiicrelerinin olusturdugu tiip seklinde liimensi yapilardir. Merkezde vena centralis
bulunmaktadir. Asiniislarin i¢leri portal ve hepatik arterden gelen kanla doludur ve
vena centralise dogru yavag bir akim halindedir (10).

Hepatositlerin siniizoidal olmayan yiizlerindeki komsu membranlarda
sitoplazmaya dogru olusan endozom benzeri ¢okiintii alanlart mevcuttur ve bu
alanlar kars1 karsiya geldiklerinde tiip seklini alirlar. Yan yana geldiklerinde, akim
yonii portal triaddaki safra kanalina dogru olan bir safra kanalikiiliinii olustururlar.
Hepatositlerin safra kanali olusturan yiizlerinde endoplazmik retikulum ve golgi

cisimcikleri yogun olarak bulunmaktadir (12).



Karaciger lobiillerini olusturan hepatositlerin glikoz metabolizmasi, safra
iiretimi, detoksifikasyon ve protein sentezi gibi c¢esitli fonksiyonlar1 mevcuttur.
Hepatositler agirlikli olarak yerine getirdikleri fonksiyonlara gore lobiiliin farkl
alanlarinda lokalize olmaktadir. Hepatositler bu 6zelliklerine gore periferden santrale
dogru 3 zona ayrilmaktadir:

Zon-1; periferal zon olarak tanimlanir. Glisson kapsiiliiniin altindan baglar.
Hepatik fonksiyonel iinitenin karsilama hiicreleri olup toksinlere, oksijene, glukoza,
lipid ve proteinlere en yiiksek yogunlukta maruz kalan hiicrelerdir. Bu nedenle
hiicrelerde enzimatik faaliyetler yiliksek seviyededir ve glikojen depolari agirlikli
olarak bu zonda yer almaktadir.

Zon-2; periferik zon ile santral zon arasinda yer alir ve gecis zonu
(intermediate zone) olarak tanimlanir.

Zon-3; santral zon olarak bilinir ve vena centralis etrafindaki hepatositlerden

olusmaktadir (11).
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Sekil 1: Karaciger siniizoidi, portal triad ve karaciger zonlar1 (12).




2.1.2 Karaciger Dolasimi ve Mikrosirkiilasyonu

Karaciger vena porta ve arteria hepatika vasitasi ile kanlanmaktadir. Ayni
zamanda ¢Olyak trunkusun dallart ile karaciger arasinda da bazi kiigiik arterioller
bulunabilmektedir. Vena porta karaciger kan akimmin %75-80’ini, arteria hepatika
ise %20-25’in1 karsilamaktadir. Karaciger oksijenasyonunun %60-70’inden vena
porta, %30-40’1ndan arteria hepatika sorumludur. Arteriel kanin oksijen satlirasyonu
normal insanda %96-98 civarinda olmasina ragmen, debisinin vena portaya gore
diisiik olmasi sebebi ile karaciger oksijenasyonundaki payi vena portaya gore
distiktiir (5).

Vena porta basinct yaklagik olarak 6-10 mmHg, siniizoidlerdeki basing ise 2—
4 mm Hg’dir. Karacigerde kan akimi, basing farkina gore devam etmektedir.
Karacigerdeki kan dolagimi, tiim viicutta oldugu gibi hormonal faktorlerle ve
norolojik sistemle kontrol altinda tutulmakta ve diizenlenmektedir (11).

Hepatik fonksiyonel iinitenin dolasiminda ana yollar portal triadlardaki arteria
hepatika ve vena portanin dallaridir. Glisson kapsiiliiniin hemen altinda siniizoidlere
dal verirler. Fonksiyonel {initenin dolasimi arteriel sfinkterler ve siniizoidlerle
diizenlenmektedir. Siniizoidler tek sira endotelial hiicrelerin birbirleri arasindaki siki
baglantilarla olusmaktadir ve bazal mebrani yoktur. Bu sebeple siniizoidal endotelin
gecirgenligi yiiksektir. Siniisoidal akim ve gecirgenlik endotelial ve satellit
hiicrelerin gegirgenligine gore degismektedir (10).

Ito hiicreleri olarak da bilinen satellit hiicreler Disse araliginda yer almaktadir
ve ekstraselliiler kollajen {iretiminden sorumludur. Bu hiicreler hepatit patolojisinde,
karaciger fibrozisinden sorumlu tutulmaktadir (11). Sitoplazmalarindaki yliksek yag

miktar1 sebebiyle A vitamini deposu olduklari diistiniilmektedir (7).



2.2 Karaciger Histolojisi

2.2.1 Hepatosit

Hepatositler polihedral sekilli, 68 yiizeyli, yaklasik olarak 20-30 pm c¢apl
hiicrelerdir. Merkezinde 1 ya da 2 nukleolusa sahip olan merkezi yerlesimli nukleusu
mevcuttur. Fonksiyonu itibari ile bol miktarda endoplazmik retikuluma, ribozoma ve
golgi cisimcigine sahiptir. Oldukca fazla sayida mitokondri bulundurmaktadir.
Endoplazmik retikulum, ribozom organelinin varlig1 ya da yokluguna gore graniillii
ya da graniilsiiz olarak adlandirilmaktadir. Genel olarak graniillii formu protein
sentezinden sorumludur. Graniilsiiz formu hepatositlerde 6zellikle safra yapimu,
salgilanmasi ve toksik maddelerin detoksifikasyonundan sorumludur (11).

Hepatositler karacigerin ana fonksiyonel hiicreleridir. Karaciger hiicrelerinin
%60-70’in1 olusturmaktadir. Bu hiicreler, karacigerin fonksiyonel iinitesi igerisinde
periferden santrale dogru isinsal bir dizilim gosterirler. Bu dizilime ‘remark
kordonlar1’ adi verilmektedir. Birbirine komsu hepatositler arasinda fonksiyonuna
gore 3 farkli baglanti yiizii bulunmaktadir:

Ilk ve en genis yiizeye sahip olan membran, siniizoidal membrandir. Disse
araligina bakan yiiziidlir. Plazma sivisinin  dolastigi alandir. Hepatositlerin
metabolizmasi i¢in uzun mikrovilluslart barindirir ve plazma sivisindan absorbsiyon
icin gerekli yiizeyi arttirir (13).

Ikinci énemli yiizii ise iki hepatosit arasinda yer alan ve dogrultu olarak vena
centralise dik seyreden bir dagilim izleyen ve portal triaddaki safra kanallarina
dokiilen safra kanalikiillerini olusturan yiiziidiir. —Kanalikiiler membran olarak
anilmaktadir. Kanalikiilleri zonula okludens ad1 verilen baglantilar olusturmaktadir.
Giicli baglantilardir. Kanalikiiler membranda da mikrovilluslar bulunmaktadir.
Mikrovilluslar  ATP  bagimli transport mekanizmalar1 ile liimene safra
salgilamaktadirlar (13).

Son olarak da sirt sirta vermis safra kanallar1 arasinda siki baglanti
membranlart bulunmaktadir. Siki baglantilar gap-junction adi verilen baglantilarla
saglanmaktadir. Dokunun iskeletini olustururlar ve hiicreler arasi haberlesmeyi

saglarlar (11).



2.2.2 Endotelial Hiicreler

Karaciger hiicrelerinin yaklasik 9%20-30’unu olusturmaktadir. Karaciger
fonksiyonel {iinitesindeki siniizoidler, endotel hiicrelerinin bir araya gelerek
baglanmasiyla olusturduklar1 tubuler yapilardir. Endotel hiicrelerinin arasindaki
baglantilar genis porlar icermektedir. Disse araligina gecen mayi, endotel hiicreleri
arasindan siiziilerek ya da primer endotel hiicrelerinin aktif transportu ile protein ve

elektrolit transferiyle olusturulmaktadir (1).

2.2.3 Kupffer Hiicreleri

Viicudun retikiiloendotelial sisteminin 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar.
Karacigerin doku makrofajlaridirlar ve karaciger siniizoidlerinin yiizeyini
dosemektedirler. Karacigerin primer fagositer hiicreleri olma 6zelligi ile dolagimdan,
barsaklardan ve kolonik floradan dolasima katilan bakteri, viriis ve endotoksinleri

etkisiz hale getirmektedirler (2).

2.2.4 Presiniizoidal Hiicreler (ito Hiicreleri)

Siniizoidleri olusturan endotel hiicrelerinin hemen altinda yani agirlikli olarak
zon-1’de yer almaktadirlar. Siniizoidlerin kan akiminin diizenlenmesine, kasilip
gevseyerek katkida bulunmaktadirlar.  Yapilan mikroskopik bakilarda yag
vakuollerince zengin oldugu i¢in A vitamini deposu olduklar1 diisliniilmektedir. Bu
hiicreler ayn1 zamanda kollajen iiretimi ve depolanmasindan sorumludur. Bu sebeple

hepatit zemininde gelisen fibrozisten sorumlu tutulmaktadir (10,11).

2.2.5 Karaciger Siniizoidleri ve Disse Arahgi

Sintizoidleri olusturan endotel hiicreleri ile hepatik lobiildeki 1smnsal dizilimli
hepatositler arasindaki interstisyel bosluga disse araligt adi verilmektedir.
Sinilizoidlerden kanin ge¢isi esnasinda disse araligmma plazma sivisi akmaktadir.

Hepatik lobiil koselerindeki bag dokudan zengin olup i¢inde portal triad1 bulunduran



ve kiernan aralig1 adi verilen bolgede lenfatik damarlar mevcuttur (13,14). Disse
araligina gegen plazma sivisi, hepatositlerin metabolik artiklari, yiiksek molekiil

agirlikli proteinler, kolesterol ve yag asitleri bu lenfatiklere drene olur.
2.2.6 Karaciger Loblar1 ve Segmentleri

Karaciger, arteria hepatika proprianin ve vena portanin sag ve sol ana
dallarinin dagilimina gore 2 loba ayrilmistir. Parankim, vena cava ile safra kesesi
yatagi arasindaki hayali diizlemde (cantlie ¢izgisi) sag ve sol loblara ayrilmaktadir.
Her lob kendi i¢inde 4 segmente boliinmiistiir ve bu segmentlerin de her birinin ana
safra kanali, portal dal1 ve arteriyel dali bulunmaktadir (8).

Couinaud smiflamasina gore; sag lob, transvers bir kesi ile 6n ve arka olarak
2 boliime ve sag hepatik venden gecen horizontal bir diizlem ile de lateral ve medial
olarak 2 boliime ayrilir. Sol lob ise inferiorda ligamentum venosum, siiperiorda
ligamentum teres hepatis ve ligamentum falciformeden gegen horizontal bir diizlemle
lateral ve medial olarak 2 boliime ayrilmaktadir. Medialde anteriorda segment 4 ve
posteriorda segment 1 bulunur. Lateralde ise siiperiorda segment 2, inferiorda ise

segment 3 yer almaktadir (7).

Right hepatic "Y' Middle hepatic
vein B 7 vein

_ Left hepatic

Sekil 2: Karaciger segmentleri, portal ven ve hepatik ven ana dallar1 (5).



2.2.7 Portal Sistem

Intestinal dolasimda vena mesenterika siiperior ve vena splenikaya ddkiilen
vena mesenterika inferior damarlarimin pankreas kollumunun hemen arkasinda
birlesmesi ile vena porta olusmaktadir. Ozofagogastrik bileske diizeyinde, umblikal
diizeyde, hemoroidal venler diizeyinde kaval dolasimla kollateraller vasitasi ile
baglant1 halindedir. Portal hipertansiyon durumlarinda fizyolojik portakaval santlar
bu bolgelerde olusmaktadir.

Vena porta karaciger kanlanmasinin yaklagik %75-80’ini saglamaktadir.
Arteria hepatikanin %20-25 payr bulunmaktadir. Karacigerin kan akimi 100-150
ml/kg/dk’dir. Karaciger oksijenasyonunun da yaklasik %50-60’1n1 karsilamaktadir
(6.7.8).

2.2.8 Bilier Sistem

Bilier sistem, hepatositlerde sentezlenen bilirubinin konsantre edilerek
depolanmasini saglayan bir kese ve beslenme sirasinda bilirubinin intestinal liimene
salgilanmasini saglayan kanallardan olusan bir sistemdir. Safra kanallar kiibik
epitelle doselidir. Koledokta silindirik epitele dogru degisir.

Safra sisteminin karacigerdeki dallanmasi hemen hemen portal sistemle
aynidir ancak akim yonleri terstir. Isinsal dizilimli hepatositler arasindaki safra kanali
portal triaddaki ana safra kanalikiiliine dokiilmekte ve bu kanalikiillerde birleserek
duktus hepatikus dekster ve sinisteri olustururlar. Bu kanallar hepatoduodenal
ligament icinde duktus hepatikus kominisi olusturur. Distale dogru duktus sistikus ile

birlesir ve duktus koledokusu olusturur (8).
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Sekil 3: Safra yollar1 anatomisi (15).

2.3 iskemi

Herhangi bir doku ya da organin beslenme ve oksijenasyonunun gegici veya
kalic1 olarak saglanamamasi durumuna doku ya da organ iskemisi ad1 verilmektedir.
Bu siireg insan viicudunda ¢esitli hastaliklarin veya bazi tedavi yontemlerinin sonucu
olarak izlenebilmektedir. Ornegin sok, pankreatit, sepsis, yanik gibi hipovolemi ile
seyreden  hastaliklarda, miyokard infarktiisii, —mezenterik tromboemboli,
serebrovaskiiler infarkt, portal ven trombozu, Budd-Chiari sendromunda oldugu gibi
tam okliizyonla giden hastaliklarda ve transplant, rezeksiyon cerrahileri gibi
cerrahilerde rezeksiyon prosediiriiniin geregi olarak goriilebilmektedir. Bu siire¢
maruz kalinan siireye bagli olarak geri doniisiimlii ya da doniisiimsiiz doku ya da
organ iskemisi ile sonuglanabilmektedir (16).

Iskemi siirecinde dokudaki oksijen bagimli metabolik siirecler ¢alisamamakta
ve oksidatif fosforilasyon yapilamamaktadir. Ayrica mitokondrial elektron transport
zinciri efektif ¢alisgamamaktadir. Anaerobik mekanizmalarla glikoliz siirecinde ATP

tiretilmeye ¢alisilir ve laktik asit birikimi olur ve asidoz gelisir. Hiicrenin canliligini
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korumasi icin gerekli enerji ATP ile saglanmaktadir. ATP iiretiminin yetersizligi
ATP’nin adenin ve hipoksantine kadar yikimi ile sonug¢lanmaktadir. Bu yikim
beraberinde ROT (reaktif oksijen tiirevleri)’un olusumu ile sonug¢lanmaktadir.
ATP’nin yetersizligi ve bunun sonucu olugan ROT, hiicre hasarmi olusturmaktadir
(17,18,19,20).

Enerji yetersizligine bagli olarak hiicre zarindaki ATP bagimli aktif iyon
transportu bozulur. Hiicre i¢i Na, K, Cl diizeyleri degisir ve hiicre hasarinin ilk fazi
olan hiicre sigsmesi gerceklesir. Patoloji diizelmedigi takdirde mitokondri
fonksiyonlart bozulur. Endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve endoplazmik
retikulumda da sisme izlenir. Hiicre sitoplazmasi i¢cinde myelin sekiller goriiliir. Bu
stirece ROT’ un olusturdugu hiicre zar1 hasar1 ve lipid peroksidasyonunun da katkis:
bulunur. Iskemi siireci, hiicresel ve humoral immunitenin de aktive olmasi ile
ilerleyerek devam eder. Hiicre zarindaki ATP bagimli Ca™ pompasimin ¢alismamasi
sonucu intraselliiler Ca™ artar ve fosfolipazlar ile proteolitik enzimler aktive olur.
Fosfolipaz aktivasyonu ile hiicre zarindaki fosfolipidlerde yiiksek miktarda bulunan
aragidonik asit parcalanir ve inflamatuvar siirecin major mediatorlerinden olan,
inflamasyona yon veren ve boyut kazandiran lokotrienler ve prostaglandinler
sentezlenir. Iskemi de hiicre membranmin ve mitokondrilerin parcalanmasi ile geri
doniisiimsiiz hiicre hasar1 olusturmaktadir. Bundan sonraki siirecler lizozomal zarin

parcalanmasi ile asid hidrolazlarin aktiflesmesi ve karyolizisin ger¢ceklesmesidir (1).

2.4 Reperfiizyon

Kelime anlami olarak iskemi siirecinde sekteye ugrayan doku ya da organ
dolagiminin tekrar saglanmasi anlamina gelmektedir. Kanlanmanin tekrar saglanmis
olmas1 dokunun ya da organin kurtarildigi anlamina gelmemektedir. Geri doniisiimlii
hiicre hasarindaki siir ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Karaciger dokusu i¢in
bu siire 15-25 dk arasinda bildirilmektedir (22). Yapilan 6n kosullama caligmalari ile
bu siirenin daha da arttirilabilecegi ortaya konmustur. iskemi olusturulduktan sonraki
geri dontlistimlii hiicre hasar siiresi gecildigi zaman doku ve hiicre hasar1 baglamistir
ve bu slirecten sonra saglanan reperfiizyonun, kurtarici etkisi ile birlikte yikier etkisi

de goriilmektedir (1).
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Yapilan ¢alismalarda reperflizyon hasarinda 2 evre ortaya konmustur.
Reperflizyon sonrasi ilk 1,5-2 saatlik siiregte temel patolojik ajan, ortamin tekrar
oksijenasyonu sonucu olusan ROT’lardir. Bu evreye baslangic evresi adi verilir.
Reperfiizyon sonrasi 6. saat ile 2 giin arasinda devam eden siire¢ ise ge¢ evre olarak
adlandirnilmigtir ve bu siirecteki reperfiizyon hasarindan humoral ve hiicresel

inflamatuvar ajanlar sorumlu tutulmaktadir (21).

2.5 Karaciger Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Temel patolojik siiregte iskemik periyodda ve reperfiizyon periyodunda farkli
mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. iskemik dénemde, temelde hiicre canliligim
korumak i¢in ATP parcalanir. Hipoksantini iirik asite ¢eviren ksantin dehidrogenaz
enzimi ksantin oksidaza doniistiigiinden dolay1 hipoksantin interstisyumda birikir.
ATP azaldik¢a ATP bagimli aktif transport bozulur, hiicre ici Ca™ ve Na™ artar ve
hiicre sismeye baglar.

Reperfiizyon periyodunda dokunun kanlanmasi ile birlikte ROT artar. Hiicre
icinde artan Ca™, fosfolipazlari, hiicre i¢i protein kinazlari ve endoniikleazlari aktive
eder. Boylece protein katabolizmasi baglar ve fosfolipazlar inflamatuvar mediatérleri
(I6kotrienler, tromboksanlar) sentezler (1). Vaskiiler endotelial hasar nedeniyle
gecirgenlik artar ve interstisyuma gegen plazma ve proteinler ile doku 6demi olugur
(22). Doku 6demi vaskiiler yapilar1 daha da daraltir ve mikrosirkiilasyon yavaglar.
Inflamatuvar hiicrelerden ve endotelden salgilanan sitokinler ile birlikte vaskiiler ve
endotelial adezyon molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin) sentezlenmeye
baslar. Sonug¢ olarak, yavaslayan akimin ve adezyon molekiillerinin sayesinde
interstisyuma noétrofil adezyonu ve migrasyonu gergeklesir. Siire¢ sonunda akimin
yavaslamasi, sitokinlerin ve tromboksanlarin etkileri ile trombosit tikaglar olusur

(23,24,25).

2.5.1 Reaktif Oksijen Tiirevleri (Serbest Oksijen Radikalleri; ROT)

O, (stiperoksit), OH" (hidroksil), H,O, (hidrojen peroksit), HOCI (hipoklorik

asit) ve singlet oksijen reaktif oksijen tiirevleridir (24,25). Reaktif, kelime anlami
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olarak tepkin, tepgen anlamima gelmektedir. Biyokimyasal acidan ise diger
molekiillerle ¢ok kolay tepkimeye girebilen anlaminda kullanilmaktadir. Kimyasal
acidan, reaktif molekiillerin substrat olarak bulunduklar tepkimelerde oldukga diisiik
hatta negatif aktivasyon enerjisi gereklidir. Serbest radikal ise molekiiliin, en dis
yoriingede c¢iftlenmemis dolayis1 ile enerjisi dengelenmemis serbest elektron
barindirmasi anlamina gelmektedir. ROT’lar endojen veya ekzojen kaynakli olabilir
(26,27).

Endojen kaynaklar:

1-) Mitokondrial redoks zincirinde tiretim

2-) Endoplazmik retikulum ve niikleer membran transport sistemi

3-) Peroksizomlar

4-) Inflamatuvar hiicreler (makrofaj, nétrofil, NK hiicreler)

5-) Ksantin oksidaz sistemi

6-) Fenton reaksiyonlar1

Ekzojen kaynaklar:

1-) Radyasyon

2-) Toksinler (CCly gibi)

3-) Kemoterapotikler

4-) Hava kirliligi

5-) Sigara kullanim

6-) Ultraviole 1ginlar1

7-) Stres (katekolamin metabolizmasi sirasinda olusur)

8-) Hiperbarik oksijen tedavileri

Iskemi-Reperfiizyon hasar1 sonrasinda olusan serbest radikaller, viicudun
mevcut enerji  Uretim kaskadindaki oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinin bir
numarali substratt olan O,’nin radikalleridir. Metabolizmanin geregi olarak O,
mitokondrilerde sitokrom oksidaz sistemi ile elektronlar1 kaybederek H,O ve CO, ’ye
indirgenmektedir. Bu oksidatif metabolizma ile viicudun enerji ihtiyact ATP’lerde
depolanmaktadir. Bu reaksiyonlar siirecinde elektron kagaklar1 olabilmekte ve

serbest radikaller fizyolojik siirecte de olusabilmektedir (28). Mevcut antioksidan
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enzimler fizyolojik siliregte detoksifikasyon i¢in yeterlidirler ancak iskemi-
reperfiizyon hasar1 detoksifikasyon kapasitesini astig1 icin ROT hasar1 goriilmektedir.

ROT olusumunda diger bir kaynak inflamatuvar hiicrelerdir (ndtrofil, NK
hiicre, makrofaj). inflamatuvar hiicreler bakteriyel ve viriitik hiicrelerin lizisinde bu
radikalleri kullanir. Noétrofiller ROT sentezi i¢cin MPO (Myeloperoksidaz) aktivitesini
kullanir.

ROT’lar hiicrelere 4 ana mekanizma ile zarar verirler:

1-) Membran lipid peroksidasyonu yaparak

2-) Nonperoksidatif mitokondrial hasar yaratarak

3-) DNA hasar1 yaratarak

4-)Proteinlerde siilfidril ¢capraz baglarini olusturarak (1,29,30,31,55).

2.5.2 Nitrik Oksit (NO) ve Endotelin

Endotelin (ET) vaskiiler endotel kaynakli 21 aminoasitten olusan bir
vazokonstriiktor polipeptiddir. Yapilan caligmalarda ET nin 3 izotipi tespit edilmistir
ve farkli dokularda farkli miktarlarda sentezlenmektedir. NO genellikle inflamasyon
siirecinde noétrofiller, hepatositler, kupffer hiicreleri gibi inflamatuvar hiicrelerden
sentezlenirler. Giiglii vazodilatator molekiillerdir. NOS tarafindan L-Arjinin’den
sentezlenmektedir. Tipl n-NOS (ndronal), tip2 i-NOS (indiiklenebilen), tip3 e-NOS
(endotelial) olmak iizere ii¢ izotipi vardir. Iskemi-reperfiizyon siirecinde etkin olan
formu tip2 i-NOS’dur ve bunun sentezinin diizenlenmesinde NF-kB etkilidir
(32,33,34,35). Yapilan calismalarda hepatik iskemi ve reperfiizyon modellerinde
dokudaki ve dolasima katilan ET ve NO diizeyleri 6lciilmiistiir. iskemi sonrasinda
yapilan sakrifikasyon sonrasi doku bakilarinda, hepatik iskemi ve reperfiizyon
modellerinde, satellit hiicrelerde kontraksiyon ve siniizoidlerde vazokonstriiksiyon
izlenmigtir. Reperfiizyonun erken donemlerinde vazokonstriiksiiyona, vaskiiler
endotel hasarma sekonder salgilanan ET, l0kotrienler ve tromboksanlar sebep
olmaktadir (36). Iskemi siiresince ve reperfiizyonun da ilk 1-2 saati icinde NO
diizeyleri diisiik seyreder. Bunun sebebi NOS kofaktorleri olan NADPH ve O,
diizeyinin diisiik olmasidir. Iskemi-reperfiizyon siirecinde dokuda ROT hasarina

bagli aktive olan protein kinazlardan arjinaz sentezi artmaktadir. Arjinaz L-arjinini
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yikarak NO sentezini baskilamis olur. NO’nun reperfiizyon sonrasi yiiksek degerlere

ulagmas1 6—7 saati bulmaktadir (37,38).

2.5.3 Sitokinler

Hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde sitokinler inflamatuvar yaniti yonetir
ve yonlendirirler. Biitlin sitokinlerin otokrin, parakrin ve humoral etkileri mevcuttur
(1). Sitokin salgilanmasi1 kendi kendini denetler ve diizenler. Sitokinler hedef hiicrede
membran reseptorlerine baglanarak etki ederler. Sitokinler, inflamasyona verdikleri
yone gore proinflamatuvar ve antiinflamatuvar olarak iki ana gruba ayrilirlar.
Proinflamatuvar sitokinler inflamasyonun baglangicinda salinirlar, inflamasyonu
agreve ederler, diger yardimci sitokinlerin salinimi arttirirlar ve inflamatuvar
hiicreleri aktive ederler. Immiin cevabin baslamas ve siirdiiriilmesi i¢in gereklidirler.
Insan immiin cevabinda temel proinflamatuvar sitokinler TNF-a ve IL—1’dir.
Proinflamatuvar yardimci sitokinler ise IL—6 ve IL—8’dir. Antiinflamatuvar sitokinler
ise inflamasyonun daha sonraki evrelerinde ve iyilesme siirecinde salinirlar
(39.40.41). Bunlar IL-4, IL-10, IL-11, IL-13"diir (40,42).

Sitokinler etkilerini, gen ekspresyonunu diizenleyerek gosterirler ve hiicrede
sentezlenen maddelere yon verirler. Kemik iligi izerine hematopoietik etkileri vardir.
[lk etapta hiicre hasar ile birlikte Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile TNF-a , IL-1
ve IL-6 sentezlenir (43,44). TNF-o ve IL-1, IL-8 sentezini uyarir ve adezyon
molekiilleri  sentezini arttirir  (50,51,52,53). Yapilan c¢alismalarda, ratlarin
karacigerinde iskemi-reperfiizyon sonrast TNF-a iiretimi kontrol grubuna gore 5 kat
fazla tespit edilmistir (49). TNF-o iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasi uzak organ
hasarinda rol alan en 6nemli sitokindir (51,53). TNF-a, IL—1 salinimini arttirir ve IL—
1 de notrofillerden serbest radikal salinimini tetikler (56). IL—1 ile TNF-o’nin
inflamatuvar mekanizmalar iizerine sinerjistik etkileri vardir ve birbirlerinin
etkilerini potansiyalize ederler. IL-1’in yarilanma Omrii 6 dakikadir ve kisa
yartlanma omrii kandaki tespitini zorlagtirmaktadir. Yarilanma omriiniin kisa olmasi
otokrin etkinliginin parakrin etkinlige gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
IL—-6 siniizoidal endotel hiicrelerinden ve Kupffer hiicrelerinden salgilanmaktadir.

IL-6 akut faz reaktanlarinin salmiminit diizenlemektedir (7). IL-6 iskemi-
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reperfiizyon modelinde MOF(Coklu Organ Hasar1) ve ARDS(Ani solunum sikintisi
sendromu) gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (57,58). IL-6 ayn1 zamanda B
lenfosit diferansiyasyonunu ve immunglobulin salinimini arttirmaktadir (7). IL—12
iskemi-reperfiizyon doneminde hepatositlerden salgilanmaktadir ve TNF-a salinimini
diizenlemektedir (63). IL-10 inflamasyonu baskilayan bir sitokindir. IL-10 salinimi
NF-kB’y1 baskilayarak inflamatuvar medyatorlerin transkripsiyonunu
engellemektedir (64). IL-10 makrofajlar ve PNL’ler tarafindan yapilan ROT
sentezini de baskilamaktadir (65).

PAF bir fosfolipid mediatordiir. Trombosit kiimelenmesini, vaskuler
permeabilitenin  artmasini, l6kosit adezyon ve migrasyonunun artmasini
saglamaktadir. PAF iiretimi iskemi-reperfiizyon sonrasinda reperfiizyon sonrast 24.
saatte en yiiksek degerine ulagsmaktadir (65). Ratlarda PAF reseptor antagonistleri ile

reperfiizyondan once tedavi yapilmasinin TNF-a’y1 baskiladigi bildirilmistir (66).

2.5.4 Kemokinler

Kemotaktik sitokinler kemokin olarak adlandirilmaktadir. Kiigiik molekiil
agirhikli (515 kD) bilesiklerdir. Akut ve kronik inflamasyonda sitokinlerin
yardimiyla salgilanirlar. Anjiojenik Ozellikleri ile neovaskiilarizasyona sebep
olmaktadirlar. Inflamasyonun kroniklesmesi siirecinde olduk¢a fazla etkinlige
sahiptirler. Platelet faktor—4, CINC (sitokinle indiiklenen nétrofil kemogekicisi),
MIP1-2 (makrofaj inhibitor protein), MCP—1.2.3 (monosit kemogekicisi) bunlardan
birkac¢idir (67).

2.5.5 Adezyon Molekiilleri

Inflamasyon siirecinde adezyon; adezyon molekiillerinin sentezlenmesi, kan
akiminin yavaglamasi, lokositlerin vaskiiler endotel hiicrelerine affinitelerinin
artmasi ile olusmaktadir. Bu aktivasyonda sitokinler, kemokinler, lipid mediatdrler
rol oynamaktadir (68). ICAM—-1, ELAM-1, VCAM-1, selektinler, integrinler
bunlardan bazilaridir. ELAM-1 aktivasyonu TNF-o ve IL-1 salimim ile artar.

Adezyon molekiillerinin aktivasyonu, 6zellikle iskemi-reperfiizyon mekanizmasinda,
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uzak organ hasarinin olusmasinda, trombosit kiimelenmesini ve PNL gociini
saglayarak etkili olmaktadir (54).

ICAM-1 iskemi reperfiizyon modelinde siniizoidal endotel hiicrelerinden
sentez edilmektedir. Sentezleri, TNF-a ve IL—1 sitokinleri ile artar (69). Iskemi-
reperfiizyon sonrast doku mikrosirkiilasyonu yavaslar, inflamatuvar mediatorlerden
ICAM-1’in  nétrofildeki  karsiligi  olan L-Selektin  16kosit membranindan
tomurcuklanir ve ICAM-1 ile birleserek 10kosit adezyon ve migrasyonunu
gergeklestirir (70). Selektin molekiiliiniin 3 formu vardir: P-selektin (Platelet), E-
selektin (Endotel), L-selektin (Lokosit)’den olusmaktadir. Bu molekiiller hiicre
zarlarindaki glikoproteinlerdir. Integrin molekiilii ntrofil membraninda olusturulur

ve ICAM-1’e baglanir.

2.5.6 Lipid Mediatorler (Arasidonik Asit Metabolitleri)

Arasidonik asit poliansatiire bir yag asiti olup hiicre membranindaki
fosfolipidlerde bol miktarda bulunmaktadir. Hiicre = membran  fosfolipidlerinden
fosfolipazlarin aktivasyonuyla arasidonik asit sentezlenir ve lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ile katalizlenen iki ana yolaga yonelir (1,7).

Aragidonik asit siklooksijenaz yolaga girerse prostaglandin G, ve
prostaglandin H, olusmaktadir. PGH; ¢ok labil bir bilesiktir ve hemen stabil formlara
doniisme egilimindedir. PGH; bulundugu dokuya gore farkli formlarda bulunabilir.
Ornegin plateletlerde TXA,, vaskiiler endotelial hiicrelerde PGI, formunda bulunur
(1,7). TXA, platelet agregasyonunu artirir ve vazokonstriiksiyona sebep olur (1).
PGI, platelet agregasyonunu baskilar ve vazodilatasyon olusturur. Bu iki mediator
dolagimda denge halindedir (1). Siklooksijenaz yolak nonsteroidal antiinflamatuvar
ilaglarla baskilanabilmektedir (1). Lipooksijenaz yolak daha ziyade notrofillerde
kullanilmaktadir. Lipooksijenazlarin katalizledigi tepkime ile AA’ten 5-HPETE
sentezlenmektedir. 5-HPETE’den de ldkotrienler sentezlenmektedir. Ldkotrienler
giicli kemotaktik ajanlardir, vazokonstriiktordiirler ve vaskiiler permeabiliteyi

artirarak doku 6demine sebep olurlar (1,7).
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2.5.7 Notrofiller

Lokositlerin %60-70’ini  olusturmaktadirlar. Enfeksiyon ve inflamasyon
halinde bu oran %90-95’lere kadar yiikselmektedir. Notrofiller iskemi-reperfiizyon
hasarinda kilit rol oynarlar. Reperfiizyonun erken donemlerinde sitokinler ve lipid
mediatorlerle aktive olan notrofiller hasara ugramis bolgelerde toplanir. Bu toplanma
sitokin ve kemokinlerin tetikledigi adezyon molekiillerinin sentezindeki artisla
saglanmaktadir. Notrofillerden salgilanan oksidazlar, elastazlar ve proteazlar doku ve
endotel hiicre hasarimi daha da artirmaktadir (1). Notrofillerdeki ROT sentezini
myeloperoksidaz ve NADPH katalizlemektedir (7).

2.5.8 Kupffer Hiicreleri

Retikiiloendotelial sistemin karacigerde bulunan hiicreleridir. Dolasimdaki
monositlerden koken almaktadirlar. Karacigerde fonksiyonel iinitede siniizoidal
endotelin hemen iistiinde liimene bakar sekilde dizilmektedirler (12). Tipik doku
makrofajlaridir. Hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde reperfiizyonla birlikte 1L—1

ve TNF-a ilk Kupffer hiicrelerinden salgilanmakta ve hasar1 baglatmaktadir (2).

2.6 Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Organizmanin fizyolojik ya da patolojik siireclerinde goriilen, metabolizma
dahilinde ya da patolojik safhada iirettigi ROT u elimine etmeye yarayan savunma
mekanizmalaridir. Iki ana grubu vardir. ilk grup serbest radikal olusumunu
engellemekte, ikinci grup ise olusan serbest radikalleri detoksifiye etmektedir.
Intraselliiler ya da ekstraselliiler olabilmektedirler. ROT olusumunu 6nleyen
antioksidanlar SOD, katalaz, mitokondrial sitokrom oksidaz, glutatyon

peroksidazdan olusmaktadir (3).
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2.6.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Patolojik ya da fizyolojik siirecte, metabolizma sirasinda ya da hipoksi
sonrasinda, ortamdaki O, konsantrasyonundaki ani artigla birlikte O,’den ksantin
oksidaz enzimiyle siiperoksit (O;) sentezlenmektedir. Siiperoksit, siiperoksit
dismutaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla hidrojen peroksit (H,O,)

uretmektedir.

0, +0,” +2H" SOD H,0,+ 0,

SOD aktivitesi hiicre dmriiniin sonuna dogru azalmaya baslamaktadir. Bu
sebeple apopitozis mekanizmasinda rol oynadigr diisiiniilmektedir. SOD enzimi
kofaktor olarak metal iyonu tasimaktadir ve bu metal iyonunun ¢esidine gore 3 ana
enzim tamimlanmustir. Insanda 2 tipi mevcuttur. Sitozolik ve mitokondrial tipleri
bulunmaktadir. Sitozolik tipinin yapisinda Cu ve Zn igeren dimerik bir form
bulunmaktadir (Cu-Zn SOD). Mitokondrial tipinde de tetramerik formda Mn bulunur
(MnSOD). Prokaryotlarda bulunan Fe iceren bir izomer daha tanimlanmistir (71).

2.6.2 Katalaz

Dort adet hem grubu igeren hemoproteindir. Eritrositler katalaz enzimini
yiiksek miktarlarda bulundurmaktadir. Katalaz enzimi antioksidan etkinligin
%098’inden fazlasini karsilamaktadir. Hidrojen peroksidi suya ve oksijene indirger.
Katalaz enzimi 2 ana mekanizma kullanir: Birincisi oksidatif stresin diisiik oldugu
donemlerde peroksidatik reaksiyon, ikincisi ise oksidatif stresin yiiksek oldugu

donemlerde katalitik reaksiyondur (72).

Peroksidatif mekanizma;

HA0s + AH) 2,0+ A
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Katalitik mekanizma;

2,0 2H,0 + 0,

2.6.3 Glutatyon Peroksidaz

Hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tetramerik
yapidadir. Dort selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Tepkime sonucunda
okside glutatyon (GSSG) olusmaktadir. Enzim aktivitesinin %60-75’1 hiicrelerin
sitoplazmasinda, %25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesi eritrositler ve
hepatositlerde ¢ok yiiksektir (73,74,75). Intraselliiler lipidleri peroksidasyondan
koruyan en oOnemli enzimdir. Ayrica hiicre membraninda olusan lipid
peroksidasyonunda da etkilidir. ROT maruziyeti sonrast membranda fosfolipid
hidroperoksitler olusur ve bunlar1 alkole indirgeyerek membran biitiinliigiinii korur.
Bu enzime de fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Py) adi verilir
(73,74,75).

H,0, + 2GSH GSH-P, >  (GssG+ H,0

ROOH + 2GSH GSH-P, GSSG + ROH + H,O

Tepkime sonucunda olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktazin (GSSG-R)

etkisi ile tekrar glutatyona dontisiir.

GSSG + NADPH+H GSSG-R > 2GSH + NADP”

2.6.4 Sitokrom Oksidaz

Oksidatif fosforilasyonun son basamagidir ve elektron transport zincirinde

bulunur. Bu mekanizma fizyolojik bir mekanizmadir ve ATP firetiminde etkindir

(76,77,78).
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40, + 4H™ +4¢ Sitokrom OKksidaz > 2H,0

2.7 Myeloperoksidaz (MPO)

Iskemi-reperfiizyon modelinde olusan PNL hasarinin  en &nemli
parametrelerinden biridir. Yapisinda —hem- grubu ihtiva etmektedir. PNL’nin
hasardaki etkinligi, sentezledigi siiperoksit radikallerinden kaynaklanmaktadir.
Myeloperoksidaz enzim aktivitesi de siiperoksit radikali olusumunu katalizleyen
enzimdir ve NADP’yi kofaktor olarak kullanmaktadir. Yapilan diger model
calismalarda ve inflamasyonda MPO aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (79).

2.8 Malondialdehit (MDA)

ROT’un en 6nemli etkisi hiicre zar1 hasaridir. Bu hasar1 membran yapisinda
bulunan lipidleri perokside ederek gdstermektedir. Ilerleyici hasar sonrasi savunma
mekanizmalar1 yetersiz kaldiginda hiicre zar1 pargalanir ve hiicre 6liimii gergeklesir.
Lipid peroksidasyonu lipid molekiilleri arasindaki iki ansatiire bag arasinda yerlesmis
metilen grubundan H atomunun ¢ikarilmas: ile lipidlerin denatiire olmasidir. Olusan
lipid peroksit, oksijen varliginda peroksit ve hidroperoksite, sonra da daha kararli bir
molekiil olan malondialdehite kadar yikilir. Malondialdehit lipid peroksidasyonunun

en 6nemli gostergesidir (80).
2.9 Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

Sitokin ailesi igerisinde yer alan polipeptid molekiillerdir. Inflamasyonun en
onemli mediatorlerindendir. Inflamasyon siirecinde mononiikleer fagositlerden ve T-
lenfositlerden sentez edilmektedir. Makrofajlardan sentezlenmesinde en kuvvetli
uyaran lipopolisakkaritlerdir. T lenfositler ve dogal o6ldiiriicii (NK) hiicreler, INF-y
salgilayarak TNF-o salmimi artirirlar. TNF-o, inflamasyon bolgesine fagositer
hiicreleri ¢ceker ve IL—1 saliimini artirir. Endotel hiicrelerinden adezyon molekiilii

sentezini artirir ve kemokin salimmmini diizenler. Yarilanma omra 15-20 dk’dir.
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Koagiilan mekanizmalar aktive edici etkisi mevcuttur. Eikozanoidlerin ve PAF’1in

salinimini artirir (2,7).

2.10 interlokin—6

Mononiikleer fagositer hiicreler, vaskiiler endotelial hiicreler, fibroblastlar ve
daha birgok hiicre tarafindan sentezlenir. Hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde
inflamasyon alaninda hepatositlerden akut faz reaktani salinimini tetikler. Myeloid
seriyi uyararak 16kosit yapimini arttirir. Sentez ve salmimi TNF- o ve IL-1
tarafindan artirilmaktadir. IL—6, inflamasyon siirecinde PNL aktivasyonunu artirir ve
PNL aktivasyonuna sekonder uzak organ hasarimi artirir (7). IL-6 diizeyi yapilan

calismalarda doku hasari ile dogru orantili olarak artis gostermektedir (6,7).

2.11 Adrenomedullin (AM)

Adrenomedullin (AM), ilk olarak 1993 yilinda Kitamura ve arkadaslar
tarafindan bazi peptidlerin trombosit cAMP diizeyleri {izerine olan etkisi
arastirilirken feokromasitoma hiicrelerinden elde edilmistir. Sonraki yillarda bir¢ok
klinik durumda AM diizeyleri Olgiilmiis, ilk AM reseptorleri tanimlanmis ve
endokrinoloji basta olmak iizere tibbin bircok alaninda aragtirmalar yapilmigtir
(81,82,83). Molekiiler yapisinda 16. ve 21. karbonlarinda birbirine tek distilfid
bagiyla bagli 52 aminoasitten olusan bir polipeptitdir. AM biiyiikk bir onciil
molekiiliin bir parcasi olarak sentezlenir ve 185 aminoasitten olusan bu yapiya
proadrenomedullin (PAMP) adi verilmektedir.

AM yapisal olarak, giicli bir hipotansif ve de vazodilatator olan
CGRP(Kalsitonin Geni Iligkili Peptit)’ye benzerlik gostermesi sebebi ile bu
familyaya dahil edilmistir ve ayni reseptorler lizerinden etkinlik gostermektedir
(84,85,86).

AM kodlayan DNA lokusu rat ve insan hiicrelerinde tespit edilmistir (87).
Vaskiiler diiz kas ve vaskiiler endotel hiicrelerinde mRNA diizeyi 6lciilerek AM’nin
diger dokulara gore oldukca yiiksek miktarda sentezlendigi bulunmustur (88,89). i1k
olarak adrenal medullada tespit edilmekle birlikte, kardiyak ventrikiiller, bobrekler,
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akcigerler ve vaskiiler membranlarda da AM sentezlenmektedir. Buradan yola
cikarak bu peptidin, nitrik oksit (NO) ve endotelin gibi, vaskiiler endotel ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin salgisal bir {iriinii oldugu diistintilmiistiir (81,82,85).

Yapilan deneylerde insan viicudunda AM diizeyi 1-10 pM (pikomol) tespit
edilmis ancak Hata ve arkadaglari bu degerin ¢ok ¢ok iistiinde degerler tespit
etmislerdir. Ayrica yapilan caligmalarda AM diizeyi yiliksek bulunmasina ragmen
plazma konsantrasyonunu diizenleyen faktorler tam olarak ortaya konamamustir (90).

Yapilan caligmalarda gebelik de dahil olmak {izere hipertansiyonla seyreden
bir¢ok hastalikta ve sepsis, sok gibi sistemik hastaliklarda AM diizeyi artmis olarak
tespit edilmistir (91).

AM ilk tespit edildiginde kardiyovaskiiler etkileri tanimlanmistir ancak daha
sonraki arastirmalar sadece vazodilator olmadigint ve AM'nin hiicre biiyiimesi ve
farklilagmasindan, hormon sekresyonunun diizenlenmesine ve antibakteriyel etkilere
varincaya dek genis bir ¢ergevede etkileri oldugunu gostermistir. Yapilan deneyler
cercevesinde AM’nin olusturdugu hipotansif etkinin NO {izerinden gerceklestigi
diistiniilmektedir (81,82). AM’nin doz bagimli olarak hipofiz bezinden ACTH
salinimini, adrenal glanddan aldesteron salinimini baskiladig1 gosterilmistir (87).

AM uygulanmasi kalp hizi ve arteriyel kan basincini etkilemeksizin, renal kan
akimini, idrar ¢ikisini, glomeriiler filtrasyon hizini, idrar sodyum atilimini doza
bagimhi yolla artirir ki bu, preglomeriiler ve postglomeriiler arteriyolar etkisini
gostermektedir. Doza bagli olarak renal arteriollerde vazodilatasyon yapmaktadir
(83,92).

AM’nin mezenkim hiicrelerini baskiladigi yapilan c¢aligmalarda tespit
edilmistir. Mezenkimal hiicre supresyonunu protein kinaz-A aktivasyonu ile cAMP
seviyesini artirmak suretiyle yaptigi diistiniilmektedir. MAPK(Mitojen Aktive Edici
Protein Kinaz) inhibisyonu ile birlikte, makrofa; aktivasyonunu, lokosit
infiltrasyonunu, mezenkimal hiicrelerde ROT iiretimini azalttig1 saptanmistir. Doku
mezenkim hiicrelerinin AM ile baskilanmasi sonucu proinflamatuvar sitokinler olan
TNF-a ve IL-1B'nin sentezi ve salinimi baskilanmistir. Sonug olarak ROT iiretimi
azalmis ve ROT’a bagli doku hasar1 azalmistir. Inflamasyonu baslatic1 ve diizenleyici
etkileri ile iskemi-reperflizyon hasarinin patofizyolojisinde Oneme sahip olan

sitokinleri baskilamasi, AM nin 6zellikle reperfiizyon hasarini azaltici etkinlige sahip
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olabilecegini diisiindiirmiistiir (96). Ayrica oOzellikle hepatik iskemi-reperfiizyon
modellerinin patofizyolojisinde mikrosirkiilasyonun bozulmasi, hasar1 olusturan
onemli faktorlerden biridir. Vazokonstriiktor ve trombotik ajanlar tarafindan
mikrosirkiilasyonun bozulmasi hasar1 arttirmaktadir. Shimekake ve arkadaslari 1995
yilinda, Lang-Rollin ve arkadaslart 2001 yilinda AM’nin platelet agregasyonunu
baskiladigini deneysel olarak tasarladiklart modellerde gostermislerdir (94,95).
AM’nin in vivo olarak endotelden NO salinimini artirarak platelet agregasyonunu
inhibe ettigi diisiniilmektedir ¢linkii NO oldukga gii¢lii bir antiagregandir. AM’nin
vazodilatator etkinligine de NO’nun aracilik ettigi diigiiniilmektedir (94,95). AM’nin
vazodilatator etkisinin, doku mikrosirkiilasyonundaki bozuklugu diizeltebilecegi
diisiiniilmistiir. Hipoksinin AM sekresyonunu artirdig1 tespit edilmistir (96).
Diabetes mellitusta plazma AM diizeyinin protein kinaz-c’ye bagh
mekanizmalarla artirildig tespit edilmistir (97). AM’nin metabolizmas1 ve klirensi
halen tam olarak bilinmemekle birlikte plazma membran enzimlerinden
metalloproteinazlar ve  aminopeptidazlar tarafindan  metabolize  edildigi

distiniilmustir (81,82,83).

2.12 Adrenomedullin Baglayici1 Protein—-1 (AMBP-1)

Ik olarak 1999 yilinda AM’yi baglayan protein olarak Elsasser ve arkadaslart
tarafindan bulunmus ve AMBP-1 olarak adlandirilmistir (100). Serum proteinleri
igerisinden elektrofotometrik yontemler kullanilarak 120 kDa agirliginda bir protein
olarak ayristirilmistir. Kompleman faktér H ile hemen hemen ayni yapidadir.

Kanser hiicre kiiltlirlerinde yapilan ¢alismalarda AMBP-1 ile AM’nin cAMP
araciligi ile hiicre proliferasyonunu artirdigi diistiniilmiistiir. AMBP—-1 ekstrahepatik
dokularda da sentez edilmekle birlikte temel kaynaginin karaciger oldugu
distiniilmektedir (101,102).

AMBP-1’in AM ile birlikte kullanilmasinin, AM’nin etkilerini artirdig1
diistiniilmektedir. AMBP-1 ve AM’nin kombine sekilde uygulandigi sepsis
modellerinde proinflamatuvar sitokin olusumunu baskilayarak sepsise bagh

mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (102,103 ).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvanlar

Calismada kullanilacak olan hayvanlar Siileyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Deneyde Wistar-albino cinsi, saglikli,
eriskin, erkek, 200-250 gr agirliginda ratlar kullanildi. Ratlar deney hayvanlari
laboratuarlarinda ortam 1s1s1 20-26"C olacak sekilde ve 12 saat gece, 12 saat giindiiz
olan sirkadien ritimde tutuldular. Tim ratlarin bakimi, Tibbi Arastirmalar Ulusal
Dernegi tarafindan bicimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’ne ve
Laboratuar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik
Enstitiisii tarafindan yaymlanan (NIH basim NO.85-23,1985 revize -edildi)
‘Laboratuar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi i¢in Klavuz’ prosediiriine uygun
olarak yapildi. Calismamizda Tarim Bakanlig1 tarafindan ¢ikarilan ve 16.5.2004 tarih
ve 25464 sayill RG’de yayinlanarak yiirlirliige giren ‘Deneysel ve Diger Bilimsel
Amaglar I¢in Kullamlan Deney Hayvanlarmin Korunmasi, Deney Hayvanlarinin
Uretim Yerleri ile Deney Yapacak Olan Laboratuvarlarin Kurulus, Calisma,
Denetleme, Usul Ve Esaslarina Dair Yonetmelik’e ve 5199 sayili Hayvanlari
Koruma Kanunu’na uyuldu.

Calisma protokolii ve deneysel metod Siileyman Demirel Universitesi Etik
Kurul tarafindan onaylandi ( Proje No 1605—tu—08).

(Calismamizda 30 adet rat randomize olarak 3 gruba ayrildi (n=10).

3.2 Gruplar

Calisma gruplar1 3 gruptan olusmakta idi ve gruplar randomize olarak sdyle
belirlendi:

Grup I (Sham Grubu): Bu gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda sadece
laparatomi yapildi ve 60 dk iskemi, 270 dk’lik reperfiizyon siiresi gz oniine alindi
ve laparatomi sonrasi 5,5 saat sonra sakrifiye edildi. Bu siire zarfinda iskemi

reperflizyon uygulanmadi.
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Grup II (I/R, Salin Grubu): Bu gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda
laparatomi yapildi ve 60 dk iskemi sonrasi, 270 dk reperfiizyona alindi.
Reperflizyonun ilk 30 dakikasinda salin inflizyonu uygulandi. Siire sonunda
hayvanlar sakrifiye edildi.

Grup III (i/R, AM+AMBP-1 Kom. Grubu): Bu gruptaki hayvanlara genel
anestezi altinda laparatomi yapildi ve 60 dk iskemi sonrasi, 270 dk reperfiizyona
alind1. Reperfiizyonun ilk 30 dakikasinda AM ve AMBP-1 kombinasyonu inflizyonu

uygulandi. Siire sonunda hayvanlar sakrifiye edildi.

3.3 Anestezi ve Cerrahi Prosediir

Deney, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretimi & Deneysel Arastirma Laboratuarlari’nda gerceklestirildi.

Deneyde kullanilan Wistar-Albino cinsi erkek ratlara cerrahi islemler,
iskemi/reperfiizyon ve sakrifikasyon esnasinda genel anestezi uygulandi.

Anestezi protokoliinde intraperitoneal olarak 90 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar) ve 10 mg/kg xylazin (Rompun) kombinasyonu kullanildi. Deney siiresi
uzun oldugu i¢in baslangi¢c dozunun 1/3’1i 1 saat aralarla idame olarak tekrarlandi.

Bu calisma esnasinda hayvanlar genel anestezi ile uyutulduktan sonra karin
on duvarindaki tliyleri tras edildi. Tras sonrasinda cilt %10’luk povidon-iyot
sollisyonu ile temizlendi. Orta hat insizyonu ile cilt ve cilt-alt1 dokular ge¢ildi ve
laparatomisi tamamlandi. Grup I’deki cerrahi islem sadece laparatomiyi igermekte
idi ve laparatomi sonras1 5,5 saat beklendi ve ratlar sakrifiye edildi.

Grup II ve Grup III’de laparatomi sonrasinda ¢ekum, hayvanin sol 6n ayagina
dogru ¢ekilip barsak batin disina alinacak sekilde traksiyon uygulandi ve karaciger
inferiorunda ve ince barsak mezosunun retroperiton baglantisinin oldugu bdlgede
portal ven eksplore edildi. Portal ven ve hepatik arter total olarak buldog klempler
yardimu ile klempe edildi.
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Resim 1: Portal ven ve hepatik arter

.

Resim 2: Buldog klemple klempe edilen portal ven ve hepatik arter
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Grup II ve Grup III’de genel anestezi uygulandiktan sonra iskemi prosediirii
uygulanmadan Once hayvanlarin kateterizasyon islemi gerceklestirildi. Cerrahi
tahtasinda tespit edilmis hayvanlarin kuyruk venleri eksplore edildi ve kuyruk
cildindeki keratinize doku bistiiri ile kiirete edildikten sonra kuyruk 40°C sicak su

icinde 2 dk bekletildi. Sicak tatbiki ile dilate edilen kuyruk venleri B-Cat iv 24 G

braniil ile kateterize edildi.

Resim 3: Ratin kuyruk veni kateterizasyonu

Grup II’de laparatomi yapilip buldog klepler vasitast ile 60 dk’lik hepatik
iskemi tamamlandiktan sonra portal vendeki buldog klemp agildi. Kuyruk veninden
takilan kateter vasitasi ile 2 ml SF perflizator yardimi ile 30 dk siireyle infiize edildi.
SF inflizyonundan sonra 4 saat siireyle reperfiizyona devam edildi. Reperfiizyonun
270. dk’sinda hayvanlar sakrifiye edildi.

Grup III’de laparatomi yapilip buldog klepler vasitasi ile 60 dk’lik hepatik
iskemi tamamlandiktan sonra portal vendeki buldog klemp agildi. Kuyruk veninden
takilan kateter vasitasi ile AM ve AMBP-1 kombinasyonu, AM (12 pg/kg) ve
AMBP-1 (40 pg/kg) olacak sekilde SF ile sulandirilarak hazirlanan 2 ml soliisyon 30
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dk boyunca infiize edildi. infiizyon sonras1 4 saat reperfiizyonda tutulan ratlar 4. saat
sonunda sakrifiye edildi.

Tim gruplardaki hayvanlarda sakrifikasyon esnasinda laparatomiye
torakotomi de eklendi. Cikan aorta kesildi ve ratlarin hemorajiden 6lmesi saglandi.
Tiim gruplardaki toplam 30 hayvanin akciger ve karaciger dokulari total ¢ikarildi.

Alinan dokular cam deney tiiplerine tampon fosfat soliisyonu esliginde
konuldu ve biyokimya laboratuarlarinda incelenene kadar -80 °C’de saklandu.

Histolojik inceleme icin sakrifikasyonda c¢ikarilan akciger ve karaciger
dokularinin geri kalan kismi SF ile yikandiktan sonra 3—4 mm’lik kesitler alinarak

%10’luk formaldehit ile dolu cam deney tiiplerine alindi.
3.4 Kullanilan Malzemeler ve Aletler
1- Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR 5415 (Almanya)
Jouan B4l (Fransa)
Ugur (Tiirkiye)
Scaltec SPB 33 ( isvicre)
Niive NM 100 (Tiirkiye)

2- Santrifiij:

3- Derin Dondurucu:
4- Hassas Terazi:

5- Vorteks:

6- Otomatik Pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson(Fransa)
7- Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)
8- Sonikatdr: Bandelin Sonoplus (Almanya)
9- Ph metre: Hanna Instruments (Portekiz)
Niive (Tiirkiye)

Biotek Instruments (A.B.D.)

10- Manyetik karistirici:
11- Eliza Cihaz:

12-Homojenizator:

13- Biyokimya Analizatorii:

14- Inflizyon Pompast:
15- Deneysel Cerrahi Seti:
16- Buldog Klemp:

17- Infiizyon seti:

Ultra Turrax T25 (Almanya)
Olympus AU2700 (Japonya)
Fresenius Kabi (Almanya)
Tekno (Almanya)

Reda

Bigakcilar (Tirkiye)
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3.5 Kullanmilan Kimyasal Maddeler

3.5.1 MPO Tayininde Kullanilan Elisa Kiti

MPO tayini i¢in Hycult Biotechnology b.v. Rat MPO elisa kit (Netherlands)
kullanildi. Katalog no: HK105, Lot number:3318K19. MPO 6l¢iimii i¢in birim olarak
ng/ml kabul edildi.

3.5.2 TNF-a Tayininde Kullanilan Elisa Kiti

TNF-o tayini i¢in Biosource Invitrogen Immunoassay Rat TNF-a elisa kit
(USA) kullanildi. Katalog no: KRC3011, Lot Number: 400051A. TNF—o ol¢iimii
icin birim pg/ml kabul edildi.

3.5.3 IL-6 Tayininde Kullanilan Elisa Kiti

IL—6 tayini i¢in Biosource Invitrogen immunoassay Rat IL—6 elisa kit (USA)
kullanildi. Katalog no: KRC 0061, Lot number: 372633E. IL—6 0l¢limii i¢in birim
pg/ml kabul edildi.

3.5.4 MDA Tayininde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- Triklorasetik asit (TCA) MERCK (Almanya )
2- Tiyobarbitiirik asit (TBA) MERCK (Almanya )

3.5.5 SOD Tayininde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- Potasyum dihidrojen fosfat Merck (Almanya)
2- Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck (Almanya)
3- CAPS Sigma (Almanya)
4- Todonitrotetrazolyum violet Sigma (Almanya)

5- Ksantin Merck (Almanya)
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6- Ksantin oksidaz Sigma (Almanya)
7- Titripleks III Merck (Almanya)

3.6 Kullanilan Cozeltiler

3.6.1 MDA Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1- TCA c¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, distile suda ¢ozlindiiriiliir ve
miktar yine distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
2- TBA ¢ozeltisi (% 67): 0.67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir

ve son hacim 100 ml’ye tamamlanr.

3.6.2 SOD Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1- Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 pl
alinir, 50 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti glinliik hazirlanir.

2- Glutatyon ¢ozeltisi (4 mM): 0,0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

3- Glutatyon rediiktaz (= 0,5 U/L): 10 pl glutatyon rediiktaz alinir, 10 ml
distile su ile seyreltilir. Bundan 50 pl ¢ekilip, 50 mM fosfat tamponu (4,3 mM EDTA
iceren ve ph: 7,2 olan) ile 50 ml’ye seyreltilir. Cozelti glinliik hazirlanir.

4- B- NADPH c¢ozeltisi (0,34 mM): 0,0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50
mM tamponu (pH: 7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanur.

3.7 Yontem

3.7.1 MPO Aktivitesinin Olciimii

Kalibrator, kontrol ve oOrnekler icin yeterli sayida mikroplate hazirlandi.
Mikroplate tizerindeki kuyucuklara 100’er pl kalibratér ve 6rnek pipetlendi. Altmis

dakika siiresince oda 1sisinda enkiibe edildi. Biitiin kuyucuklar 200 pl yikama

soliisyonu ile 4 kez yikandi. Her kuyucuga 100 pl tracer eklendi. Altmis dakika
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stiresince oda 1si1sinda enkiibe edildi. Tekrar kuyucuklar 200 ul yikama soliisyonu ile
4 kez yikandi. Kuyucuklara 100 ul streptavidin-peroxidase conjugate eklendi. 60 dk
oda 1s1sinda enkiibe edildikten sonra tekrar kuyucuklar 200 pl yikama soliisyonu ile 4
kez yikandi ve 100 pl TBM substrat eklendi ve 25 dakika oda 1sisinda bekletildikten
sonra 100 pl stop soliisyonu eklendi. Daha sonra 450 nm’de elisa okuyucusunda
(ELX 808 ultramicroplate reader BIOTEK INSTRUMENTS, A.B.D) optik dansitesi
okutularak sonuglar ng/ml olarak elde edildi. Elde edilen sonuglar doku protein

diizeyine boliinerek ng/mg protein olarak hesaplandi.

3.7.2 TNF-a Seviyesinin Ol¢iimii

Kalibrator, kontrol ve ornekler icin yeterli sayida 6rnekler hazirlandi. Tim
kuyucuklara 50 ul inkubasyon buffer eklendi. Yiiz pl standart, kontrol ve &rnek
pipetlendi. Elli ul TNF-a biyotin konjugate, 90 dk oda 1sisinda konjuge edildi.
Kuyucuklar 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kere yikandi. Yikamadan sonra 100 pl
streptavidine-HRP soliisyonu eklendi. 45 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Kuyucuklar
400 pl yikama soliisyonu ile 4 kere tekrar yikandi. Yikama sonrasinda 100 pl
stabilized chromogen eklendi. Kit 30 dk karanlikta ve oda 1sisinda bekletildikten

sonra 100 ul stop soliisyonu eklendi. Ornekler 450 nm’de elisa cihazinda okutuldu.

3.7.3 IL—6 Seviyesinin Ol¢iimii

Elisa kiti i¢in kalibrator, kontrol ve drnekler yeterli sayida hazirlandi. Biitiin
kuyucuklara 100 pl standart diluent buffer eklendikten sonra 100 pl kalibratdr,
kontrol ve Ornek pipetlendi. Kit 120 dk siiresince ve 37°C’de enkiibe edildi.
Kuyucuklar 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kere yikandi. Yikama sonrasi biitiin
kuyucuklara 100 pl IL-6 biotin conjugate eklendi. Kit 60 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi. Enkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kere
yikandi. Yikamadan sonra 100 pl streptavidine-HRP solusyonu eklendi. Otuz dk oda
1sisinda inkiibe edildi. Kit tekrar 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kere yikandi.

Yikamadan sonra 100 pl stabilized chromogen eklendi ve 30 dk karanlikta ve oda
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1sisinda bekletildikten sonra 100 pl stop soliisyonu eklendi ve 450 nm’de elisa

cihazinda okutuldu.

3.7.4 MDA Seviyesinin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon {iriinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in ¢ift
kaynatmali tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanilarak dl¢iildii.

Deneyin Prensibi:

Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona
girerek, 532 nm’de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturur.

Deneyin Yapilisi:

0,5 ml serum {izerine 2,5 ml %10’luk TCA eklenerek karistirildi. 15 dk
kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk’da 10 dk santrifiij edildi. 2 ml siipernatant alinip,
tizerine 1 ml %0,67’lik TBA eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra 15 dk kaynatildi
ve hemen sogutuldu. 532 nm’de absorbanslari, numune yerine distile su konularak
hazirlanan kore karst okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan
(1,56 x 10° cm™ M™") yararlamlarak nanomol/mg protein olarak hesaplandi:

A=axbxc

c=A/axb

Amol cm x 1 x 10° nmol x L

1,56 x 10° L cm mol 10° ml
¢ (nmol/ml)= A x 57,69
A= Absorbans
A= Eksitasyon katsayisi
b= Isik yolu

c= Konsatrasyon
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3.7.5 SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Deneyin prensibi Sun ve arkadaglarinin metoduna dayanmaktadir.

Deneyin Prensibi:

Stiperoksit radikali g¢esitli mekanizmalarla fizyolojik ya da patolojik yollarla
hiicre diizeyinde iiretilmektedir. Olusan siiperoksit radikali SOD yardimi ile H,O,’ye
indirgenmektedir (3. tepkime). Ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi tarafindan
tiretilen O, radikalinin (1. tepkime), 2-(4-iyodofenil)-3—4-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon
boyasinin (2. tepkime), 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan

optik dansitedeki azalmadan yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.

Ksantin Urik asit+ Oy (1. tepkime)
| XOD
INT + Oy | > Formazon boyasi (2. tepkime)
0y + Oy +2H | Py > 0, + H,0, (3. tepkime)
Deneyin Yapilist:

RANDOX-RANSOD hazir kitin Olympus AU2700 Otoanalizatoriine uplike
edilmesine calisildi. Sonuglar U/ml olarak elde edildi.
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3.8 Homojenizasyon

3.8.1 Akciger ve Karaciger Dokusu Homojenizasyonu

Ratlarin donmus akciger ornekleri 500 mg tartildiktan sonra 4,5 ml pH
7.4’deki  %0,05 sodyum azid iceren 100 mmol/L’lik fosfat tamponunda
homojenizatorle (Ultra-Turrax T ‘%, Almanya) 1 dk siireyle buz banyosu igerisinde
homojenize edildi. islem sonunda elde edilen %10’luk homojenatlar 30 sn siireyle
buz banyosu igerisinde sonike edildi (Bandelin Sonoplus UW 2070, Almanya).
Ornekler daha sonra 3500 devirde, +4 °C’de sogutmali santrifiijde (Eppendorf MR
5415, Almanya) 10 dk silireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
Siipernatantlarin  protein miktar1 Lowry metoduna gore Olgiildii. Daha sonra

siipernatantlardan MPO, TNF-a, IL-6, MDA, SOD diizeyleri 6l¢iildii.
3.9 Doku Orneklerinin Histopatolojik incelemesi
3.9.1 Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
%4’lik paraformaldehit soliisyonunda, immersiyon fiksasyon yoOntemi

uygulanan doku ornekleri tespitten sonra bir gece akan suda yikama islemine tabi

tutulduktan sonra asagida gosterilen iglemlerden gegirildi.

A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Siire
%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%96 1 saat
%100 1 saat

%100 1 saat
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B) Seffaflandirma

Alkol Sire
Ksilol 1/2 saat
Ksilol 1/2 saat
C) Emdirme
Ksilol+parafin (60 °C etiivde) 15 dakika
Parafin (60 °C etiivde) 4 saat
D) Gomme

4 saatin ardindan doku 6rnekleri parafin bloklara gomiildii.

3.9.2 Doku Orneklerinin Degerlendirmesi

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizaklt mikrotom kullanilarak 4-5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme ig¢in preparatlar
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyanan 6rnekler Olympus BX50 tipi binokiiler
mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi.

Degerlendirmede hasar1 belirlemek igin skorlama sistemi kullanildi. Elde
edilen dokular hiperemi ve konjesyon, notrofil marjinasyonu ve doku infiltrasyonu,
doku i¢i hemoraji ve debris, selliiler hiperplazi olmak {izere 4 ana patoloji ele
alinarak degerlendirildi. Degerlendirmede her bir preparata yukaridaki sozii edilen
parametreler dogrultusunda (yok, hafif, orta ve siddetli olmak iizere) sirasiyla 0’dan

3’e kadar puanlandi ve doku hasar1 skorlandi (105).

3.9.3 Doku Orneklerinin iImmunohistokimyasal Hazirlanmasi

Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii:

Parafin bloklara gomiilii 6rneklerden Poly-L-Lisin kapli lamlara 4-5 p’luk
kesitler alindi. Bir gece oda 1sisinda kurumaya birakilan kesitlere asagidaki islemler
uygulandi.

1. Ksilol 5 dk x 3kez

2. Alkol %100’Lik 3 dk
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3. Alkol %96’lik 3 dk
4. Alkol %90’lik 3dk
5. Alkol %80’lik 3dk
6. Alkol %70’lik 3 dk
7. Distile su 5dk

Dokudaki maskelenmis antijenlerin aciga ¢ikartilmasi i¢in kesitler pH’1 6,0’a
ayarlanmig Sodyum Sitrat tamponunda 600 W’a ayarli mikrodalga firinda 1 dk
sitildi. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakilan kesitler ardindan ii¢ kez birer dk
boyunca PBS’de bekletildi. Kullanilan PBS soliisyonlar1 her asamada yenilendi.

Endojen peroksidaz aktivitesinin dnlenmesi igin kesitler %3’lilk Hidrojen
peroksitte oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Sonrasinda yine ii¢ kez birer dk boyunca
PBS’te yikandi.

Lam iizerindeki kesitlerin c¢evresi Pap Pen ile ¢evrilerek kimyasallarin
birbirine karismas1 engellendi. Bu islem sonraki asamalarda gerek oldukca
tekrarlandi.

Fon boyanmasin1 engellemek igin kesitlerin {izerine Ultra V Block
(Labvision) damlatilarak 5 dk beklendi. Soliisyon kurutma kagidi ile dokulardan
uzaklastirilip yikama yapilmadan primer antikor ile boyamaya geg¢ildi.

Kesitler iizerine 1:600 oraninda diliie edilmis Rabbit anti-Adrenomedullin
antikoru (Peninsula Loboratories, LLC) damlatildi. Kontrol amaciyla her lam
tizerindeki bir 6rnege de primer antikor yerine ayni dlgiide diliie edilmis sekonder
antikor damlatildi. Kesitler +4 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin PBS’te ii¢ kez
ticer dk boyunca yikama yapildu.

Kesitlere 1:200 oraninda diliie edilmis biyotin bagli goat anti-rabbit (Santa
Cruz) antikoru damlatilarak primere tutunmasi saglandi. 10 dk sonra kesitler yine ii¢
kez tiger dk boyunca PBS ile yikandu.

Biyotinli sekonder antikora tutunmasi i¢in kesitlere Sterptavidin Horseradish
Peroksidaz (Labvision) soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletildi. Yine PBS’te ii¢ kez
ticer dk boyunca yikama yapildi.



38

Antikoru goriiniir kilmak i¢in 6rneklere DAB soliisyonu (Labvision)
damlatilarak 10 dk beklendi. PBS ile yeniden aym sekilde yikama yapildi.

Zit boyama i¢in Ornekler Mayer Hematoksilen (J.T. Baker) ile 30 sn
boyanarak once bir dk i¢in PBS’e ardindan iki kez {icer dk ¢esme suyunda yikamaya
alindu.

Sirastyla %70’lik, %80°lik, %90°1ik, %96’lik ve %100’lik alkollere batirilip

cikarilan 6rnekler iki kez ksilolden gecirilerek entellan ile kapatildi.

3.9.4 Doku Orneklerinin Immunohistokimyasal Degerlendirmesi

Sham, AM+AMBP-1 ve salin gruplarinda yapilan immiinohistokimyasal
boyamalar sonucunda akciger ve karaciger dokularinda AM’nin bulundugu bdlgeler
belirlendi. Boyamalar incelenirken ayni lam {izerindeki primer antikor
damlatilmadan aymi islemlerden gecirilen kontrol kesitleri temel alinarak inceleme
yapildi. Karaciger ve akciger yogun kan akis1 bulunan organlar oldugundan, 6zellikle
kan hiicrelerinde yogun olarak gozlenen endojen peroksidaz aktivitesinden dolay1
eritrositlerde meydana gelen pozitif boyanmalar inceleme sirasinda dikkate alinmadi.
Boyanma sonuglar1 doku tipine gore asagida 6zetlenmistir.

Akciger dokusunda; brons ve bronsiyol epitelinde, ozellikle epitel
hiicrelerinin apikal yiizeyinde yogunlagmis sekilde pozitif boyanma goriildii. Ayrica
alveollerde, pneumositlerin de pozitif boyandig1 belirlendi. Gerek alveoller gerekse
brons ve bronsiyollere ait interstisyel bag dokusunda boyanma goézlenmedi. Ancak,
genis capli damarlarin adventisyasinda pozitif boyanma goriildii. Deney gruplar
arasinda istatistiksel degerlendirme yapilmamasina ragmen genel gozlem sonucunda
kontrol grubunun ¢ogunlukla (+), AM+AMBP-1 gruplarinda (++), salin grubunda
ise genelde (+++) boyanma yogunlugu tespit edilmistir.

Karacigerde yapilan incelemelerde hem santral venlerde hem de portal
alanlarda boyanma gozlenmistir. Boyanma, portal alanlarda arter ve venlerin
adventisyasi ile santral venlerin adventisyasi olarak belirlenmistir. Bag dokuda
boyanmanin gozlendigi bolgeler yalnizca damar adventisyasi ile sinirh kalmis, bunun
disinda gerek bag doku artis1 gézlenen bolgelerde gerekse inflamasyonun gézlendigi

bolgelerde pozitif boyanma saptanmamistir. Deney gruplart arasinda boyanma
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yogunlugu agisindan herhangi bir fark gozlenmemis, istatistiksel degerlendirme de

yapilmamustir.

3.10 istatistiksel Analiz

Olusturmus oldugumuz iskemi-reperfiizyon modelinde yapilan caligsmalar
sonucu elde edilen biyokimyasal parametreler ile histopatolojik olarak puanlanmig
doku hasar skorlar1 “SPSS 15 for Windows” paket programi kullanilarak incelendi.
Biyokimyasal parametreler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Histopatolojik
doku hasar skorlar1 Independent-Samples T testi kullanilarak yapildi. Her iki testte
de p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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Olusturmus oldugumuz karacigerde iskemi-reperfiizyon modelinde elde

edilen doku oOrnekleri biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirildi. Rat

modelinde olusturulmus olan iskemi-reperfiizyon hasarinda bes farkli biyokimyasal

hasar parametresi akciger ve karaciger dokusunda ayr1 ayr 6lctildii. Tiim gruplarin

karaciger dokusunda hasar parametrelerinin diizeyi Tablo 1’de sunuldu.

Tablo 1: IL-6, TNF-a, MPO, MDA ve SOD’nin Grup 1 (Sham grubu), Grup 2 (i-R/Salin) ve
Grup 3 (i-R’AM+AMBP-1)’de karaciger dokularindaki diizeyleri.

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G2
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3

G3
G3
G3

Gruplar

Sham 1
Sham 2
Sham 3
Sham 4
Sham 5
Sham 6
Sham 7
Sham 8
Sham 9
Sham 10

i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R
i-R

i-R

/ Salin 1

/ Salin 2

/ Salin 3

/ Salin 4

/ Salin 5

/ Salin 6

/ Salin 7

/ Salin 8

/ Salin 9

/ Salin 10

/ AM +AMBP-1 Kom.1
/ AM +AMBP-1 Kom.2
/ AM +AMBP-1 Kom.3
/ AM +AMBP-1 Kom.4
/ AM +AMBP-1 Kom.5
/ AM +AMBP-1 Kom.6
/ AM +AMBP-1 Kom.7

/ AM +AMBP-1 Kom.8
/ AM +AMBP-1 Kom.9

/ AM +AMBP-1 Kom.10

IL-6
480,908
374,012
321,442
454,966
433,762
333,327
364,399
497,65
324,382
228,933
1146,205
1036,361
949,134
743,972
805,467
1240,272
979,507
927,788
951,719
971,936
811,243
891,483
704,721
745,612
544,921
815,854
834,677

816,098
689,267

699,155

TNF-a
622,566
793,265
890,975
956,697
793,364
566,691
914,731
826,169
715,172
515,505
1452,84
995,886
1066,281
1048,082
1050,422
1673,701
1243,637
1128,67
1356,478
1194,377
1109,525
1156,168
1054,714
1039,1
1101,106
1071,233
1133,693

1254,528
980,944

1109,632

MPO
408,029
330,03
389,966
289,069
272,198
253,878
308,702
526,77
496,824
382,592
531,05
676,173
604,567
370,122
391,839
655,534
601,405
692,712
772,076
551,52
522,072
478,615
346,167
512,533
358,861
487,462
549,156

587,555
476,464

636,815

MDA

0,107
0,156
0,238
0,165
0,134
0,154
0,139
0,16

0,158
0,189
0,131
0,377
0,611
0,45

0,241
0,944
0,627
0,228
0,325
0,45

0,286
0,126
0,173
0,258
0,266
0,288
0,247

0,403
0,337

0,376

SOD
6,35
7,29
7,601
6,742
7,054
6,965
6,935
6,019
6,316
6,01
7,009
6,823
6,399
7,117
6,344
6,68
6,866
6,139
6,751
8,033
7,029
5,998
7,985
6,131
5,873
5,852
7,053

7,374
6,914

7,322
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Tim gruplarin akciger dokusunda hasar parametrelerinin diizeyi Tablo 2°de

sunuldu.

Tablo 2: IL-6, TNF-0, MPO, MDA ve SOD’nin Grup 1 (Sham grubu), Grup 2 (i-R/Salin) ve
Grup 3 (i-R’AM+AMBP-1)’iin akciger dokularindaki diizeyleri.

Grup L6 TNF-a MPO MDA SOD
Gl Sham1 121,754 103,703 908,051 1,379 7,34
Gl Sham2 95,938 112,095 874,881 1,496 4117
Gl Sham3 104375 72,469 1016296 1,202 3,331
Gl Sham4 99,517 67,875 920,501 1,378 3,729
Gl Shams 90,499 61,333 1020,663 1358 4,569
Gl Shame 102246 57,952 900,546 1,083 5,002
Gl Sham7 92,598 57,734 947,801 0,726 4369
Gl Shams 76,909 48,352 820,839 0,669 8214
Gl Sham9 78,698 69,066 1199453 0,878 4913
Gl Sham10 97,621 118394 978,667 1,221 3,706
G2 R /salin1 227002 278,44 2083364 2,748 8,854
G2 iR / Salin2 211,228 198,294 1844599 1,916 7,754
G2 iR / Salin3 169,036 112,063 1666343 1,631 5,398
G2 jR / Salin4 230,277 151,733 218913 2,019 7,575
G2 jR / Salin5 205,599 172293 2132,595 2,038 6,568
G2 R / salin6 240,723 151,704 2129661 2,186 9,433
G2 R /salin7 218,901 169,802 2243265 1,737 7,605
G2 iR / Salin8 169,894 107,534  2150,02 2,935 7,284
G2 jR / Salin9 182,605 97,757 2424982 2,695 7,848
G2 R / Salin10 168,144 118,686 2162,889 2,173 7,667
G3 R / AM +AMBP-1 Kom.1 191,263 156,729 1573466 1,782 7,199
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.2 217287 209,981 1910,68 2,339 9,883
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.3 143,496 94,792 2165204 2,406 10,117
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.4 124,252 125,578 1733873 1,716 8,936
G3 iR / AM +AMBP-1 Kom.5 144,9 88,909 2127368 1,679 9,625
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.6 187,06 74,615 2010,005 1,79 5.811
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.7 131,41 105,657 1809082 1,318 5,39
G3 LR / AM +AMBP-1 Kom.8 157302 89,736 1681,827 1,649 5,324
G3 iR / AM +AMBP-1 Kom.9 214393 75,593 1896,517 1,682 6,388
G3

i-R / AM +AMBP-1 Kom.10 170,809 70,807 2172,964 1,371 7,09
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Interlokin—6 (IL—6):

Karaciger dokusunda her ii¢ grupta da ol¢iilen median IL-6 diizeyleri sekil

4’de gosterildi.
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Sekil 4: Gruplarin karaciger dokusundaki median IL—6 diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay ¢izgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve
onuncu porsentilleri gostermektedir.

Karaciger dokusunda her {i¢ grubun da karsilastirmali Mann-Whitney U

testinde gruplarin ortalama IL—6 degerleri tespit edildi ve tablo 3’de sunuldu.

Tablo3: Her 3 grubun karaciger dokusunda IL-6 diizeyleri

Gruplar I1-6 diizeyleri Birim
Grup 1 381.378+84.535 pg/mg protein
Grup 2 975.236+144.925 pg/mg protein
Grup 3 755.303+£99,868 pg/mg protein
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Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 2’de IL—6 diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.002") grup 3’te IL-6 diizeyinde grup 2’ye
gore anlamli bir diistis tespit edildi.

Grup 1 ile grup 3 karsilagtirildiginda (p=0.000") grup 3’te IL-6 diizeyinde grup 1’e

gore anlamli bir artig tespit edildi.

Akciger dokusunda her {i¢ grupta da 6l¢iilen median IL—6 diizeyleri sekil 5°de

gosterildi.
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Sekil 5: Gruplarin akciger dokusundaki median IL-6 diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay ¢izgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve

onuncu porsentilleri gdstermektedir.
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Akciger dokusunda her li¢ grubunda karsilastirmali Mann-Whitney U testinde

gruplarin ortalama IL—6 degerleri tespit edildi ve tablo 4’de sunuldu.

Tablo 4: Her 3 grubun akciger dokusunda IL—6 diizeyleri

Gruplar 11-6 diizeyleri Birim
Grup 1 96.015+12.880 pg/mg protein
Grup 2 202.520+27753 pg/mg protein
Grup 3 168.217+33.324 pg/mg protein

Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 2’de IL-6 diizeyi anlamli

olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.043") grup 3’te IL-6 diizeyinde grup 2’ye

gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 3’te IL—6 diizeyinde grup 1’e

gore anlamli bir artig tespit edildi.
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Tiimor Nekroz Faktor-alfa (TNF-a):
Karaciger dokusunda her ii¢ grupta Olgiillen TNF-a diizeyleri sekil 6’da
gosterildi.
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Sekil 6: Gruplarin karaciger dokusundaki median TNF-a diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay cizgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve

onuncu porsentilleri gdstermektedir.

Karaciger dokusunda her ii¢ grubun da karsilastirmali Mann-Whitney U testinde

gruplarin ortalama TNF-a degerleri tespit edildi ve tablo 5’te sunuldu.

Tablo 5: Her 3 grubun karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri

Gruplar TNF-a diizeyleri Birim
Grup 1 759.513£150711 pg/mg protein
Grup 2 1221.0374216.127 pg/mg protein
Grup 3 1101.064+73.864 pg/mg protein
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Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilagtirildiginda (p=0.000") grup 2’de TNF-a diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.353 *) grup 3’te TNF-a diizeyinde grup
2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 3’te TNF-a diizeyinde grup 1’e

gore anlamli bir artig tespit edildi.

Akciger dokusunda her {i¢ grupta da Olciilen ortalama TNF-a diizeyleri sekil

7°de gosterildi.
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Sekil 7: Gruplarin akciger dokusundaki ortalama TNF-a diizeylerinin boksor
torbas1 grafiginde gosterilmesi. Yatay cizgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci

(median) ve onuncu porsentilleri gdstermektedir.



47

Akciger dokusunda her iic grubun da karsilastirmali Mann-Whitney U

testinde gruplarin ortalama TNF-a degerleri tespit edildi ve tablo 6’da sunuldu.

Tablo 6: Her 3 grubun akciger dokusunda TNF-a diizeyleri

Gruplar TNF-a diizeyleri Birim
Grup 1 76.897+£25.000 pg/mg protein
Grup 2 155.830+54.095 pg/mg protein
Grup 3 113.989+52.832 pg/mg protein

Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 2’de TNF-a diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilagtirildiginda (p=0.023") grup 3’te TNF-a diizeyinde grup
2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.029") grup 3’te TNF-a diizeyinde grup 1’e

gbre anlamli bir artig tespit edildi.
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Miyeloperoksidaz (MPO):
Karaciger dokusunda her ili¢ grupta olclilen MPO diizeyleri sekil 8’de

gosterildi.
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Sekil 8: Gruplarin karaciger dokusundaki median MPO diizeylerinin boksor
torbas1 grafiginde gosterilmesi. Yatay ¢izgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci
(median) ve onuncu porsentilleri gostermektedir.

Karaciger dokusunda her ili¢ grubunda karsilastirmali Mann-Whitney U
testinde gruplarin ortalama MPO degerleri tespit edildi ve tablo 7°de sunuldu.

Tablo 7: Her 3 grubun karaciger dokusunda MPO diizeyleri

Gruplar MPO diizeyleri Birim
Grup 1 365.805+92.761 ng/mg protein
Grup 2 584.699+128.258 ng/mg protein
Grup 3 495.569+90.677 ng/mg protein
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Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.001") grup 2 de MPO diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.043") grup 3 de MPO diizeyinde grup 2
ye gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Grup 1 ile grup 3 karsilagtirildiginda (p=0.015") grup 3 de MPO diizeyinde grup 1 e

gbre anlamli bir artis tespit edildi.

Akciger dokusunda her {li¢ grupta da ol¢iillen median MPO diizeyleri sekil
9’de gosterildi.
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Sekil 9: Gruplarin akciger dokusundaki median MPO diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay ¢izgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve

onuncu porsentilleri gostermektedir.

Akciger dokusunda her {i¢ grubunda karsilastirmali Mann-Whitney U testinde

gruplarin median degerleri tespit edildi ve tablo 8’de sunuldu.
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Tablo 8: Her 3 grubun akciger dokusunda MPO diizeyleri

Gruplar MPO diizeyleri Birim
Grup 1 958.769+£104919 ng/mg protein
Grup 2 2122.685+217.113 ng/mg protein
Grup 3 1908.197+210.301 ng/mg protein

Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilagtirildiginda (p=0.000") grup 2 de MPO diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.043") grup 3 de MPO diizeyinde grup 2
ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 3 de MPO diizeyinde grup 1 e

gore anlamli bir artis tespit edildi.
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Malondialdehit (MDA):
Karaciger dokusunda her ii¢ grupta olciilen MDA diizeyleri sekil 10°de
gosterildi.
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Sekil 10: Gruplarin karaciger dokusunun median MDA diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay cizgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve
onuncu porsentilleri gdstermektedir.

Karaciger dokusunda her ii¢ grubun da karsilagtirmali Mann-Whitney U
testinde gruplarin ortalama MDA degerleri tespit edildi ve tablo 9°’de sunuldu.

Tablo 9: Her 3 grubun karaciger dokusunda MDA diizeyleri

Gruplar MDA diizeyleri Birim
Grup 1 0.159+0.034 Mikromol/gr protein
Grup 2 0.438+0.239 Mikromol/gr protein
Grup 3 0.276+0.084 Mikromol/gr protein
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Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.002") grup 2’de MDA diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.123") grup 3’te MDA diizeyinde grup
2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.
Grup 1 ile grup 3 karsilagtirildiginda (p=0.002") grup 3’te MDA diizeyinde grup 1’e
gbre anlamli bir arti tespit edildi.

Akciger dokusunda her {i¢ grupta da ol¢iilen median MDA diizeyleri
sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11: Gruplarin akciger dokusunun median MDA diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay ¢izgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve
onuncu porsentilleri gostermektedir.

Akciger dokusunda her ii¢ grubun da karsilastirmali Mann-Whitney U
testinde gruplarin ortalama MDA degerleri tespit edildi ve tablo 10°da sunuldu.



53

Tablo 10: Her 3 grubun akciger dokusunda MDA diizeyleri

Gruplar MDA diizeyleri Birim
Grup 1 1,138+0.291 Mikromol/gr protein
Grup 2 2.207+0442 Mikromol/gr protein
Grup 3 1.773+0.353 Mikromol/gr protein

Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.000") grup 2’de MDA diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.035") grup 3’te MDA diizeyinde grup
2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Grup 1 ile grup 3 karsilagtirildiginda (p=0.000") grup 3’te MDA diizeyinde grup 1’e

gbre anlamli bir artis tespit edildi.
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Siiperoksit Dismutaz (SOD):
Karaciger dokusunda her ii¢ grupta oOlciilen SOD diizeyleri sekil 12°de

gosterildi.
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Sekil 12: Gruplarin karaciger dokusunun median SOD diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay cizgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve
onuncu porsentilleri gdstermektedir.

Karaciger dokusunda her ii¢ grubun da karsilagtirmali Mann-Whitney U

testinde gruplarin ortalama SOD degerleri tespit edildi ve tablo 11°de sunuldu.

Tablo 11: Her 3 grubun karaciger dokusunda SOD diizeyleri

Gruplar SOD diizeyleri Birim
Grup 1 6.728+0.538 U/mg protein
Grup 2 6.816+0.525 U/mg protein
Grup 3 6.753%0.742 U/mg protein
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Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.853") grup 2’de SOD diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edilmedi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=1.000") grup 3’te SOD diizeyinde grup 2’ye
gore anlamli bir diistis tespit edilmedi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.971") grup 3’te SOD diizeyinde grup 1’e

gbre anlamli bir artis tespit edilmedi.

Akciger dokusunda her ii¢ grupta da Olgiilen median SOD diizeyleri sekil
13 de gosterildi.

10,00 '|'
16

(e]
11
(e]
~ 8
c (e]
L] -
o 8,00
-
(@] 1
- (e]
2 l
(o))
=
N
7
8 6,00
13
wn * J_
4,00 ]

T T T
1 2 3

Gruplar

Sekil 13: Gruplarin akciger dokusunu median SOD diizeylerinin boksor torbasi
grafiginde gosterilmesi. Yatay cizgiler doksaninci, yetmisbesinci, ellinci (median) ve
onuncu porsentilleri gostermektedir.

Akciger dokusunda, her li¢ grubun da karsilastirmali Mann-Whitney U
testinde gruplarin ortalama SOD degerleri tespit edildi ve tablo 12°de sunuldu.



Tablo 12: Her 3 grubun akciger dokusunda SOD diizeyleri

Gruplar SOD diizeyleri Birim
Grup 1 4.928+1.625 U/mg protein
Grup 2 7.598+1.107 U/mg protein
Grup 3 7.576+1.902 U/mg protein

Gruplar arasi karsilastirmalarda (p<0,05) anlamli kabul edildi.
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Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.002") grup 2’de SOD diizeyi anlamli

olarak yiiksek tespit edildi.

Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.739") grup 3’te SOD diizeyinde grup 2’ye

gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.003") grup 3’te SOD diizeyinde grup 1’e

gore anlamli bir artig tespit edildi.



Histopatolojik Bulgular:
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Olusturulan hepatik iskemi-reperflizyon modelinde histopatolojik olarak

degerlendirilecek akciger ve karaciger dokularindan hazirlanan parafin bloklardan 4-

5 mikron kalimliginda kesitler alindi. Boyanan dokular Hematoksilen-Eozin ile

boyandi. Karaciger dokusunun histopatolojik hasar skorlamasi farkli iki karaciger

lobundan hazirlanmis parafin bloklardan alinan iki Ornekle yapildi. Akciger

dokusunun histopatolojik degerlendirmesinde de karaciger dokusunda yapildig: gibi

farkli akciger loblarindan hazirlanmis iki ornekle yapildi. Akciger ve karaciger

dokularindan hazirlanan preparatlardan her bir gruba ait 6rnek resimler alindu.

Her ii¢ grubun da akciger ve karaciger dokularindaki hasar asagidaki sekilde

skorlandi.

Hasar Yok Hafif Orta Siddetli

Hiperemi ve konjesyon 0 1 2 3

Notrofil marjinasyonu ve doku infiltrasyonu 0 1 2

Doku i¢i hemoraji ve debris 0 1 2 3

Selliiler hiperplazi 0 1 2 3
Yapilan hasar skorlamasi dogrultusunda gruplarin skorlar1 asagidaki

tablolarda sunuldu.




Tablo 13: G 1 (Sham Grubu), Akciger kesitleri skor tablosu

Hayvanlar
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Tablo 14: G 2 (i-R / Salin inf. Grubu), Akciger dokular: skor tablosu

Hayvanlar
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Tablo 15: Grup 3 (i-R / AM+AMBP-1 Kom. inf. Grubu), Akciger dokular skor tablosu

Hayvanlar
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Tablo 16: G 1 (Sham Grubu), Karaciger kesitleri skor tablosu

Hayvanlar
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Tablo 17: G 2 (i-R/ Salin inf. Grubu), Karaciger dokular1 skor tablosu

Hayvanlar
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Tablo 18: Grup 3 (i-R / AM+AMBP-1 Kom. inf. Grubu), Karaciger dokulari skor tablosu

Hayvanlar
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Her li¢ grubun akciger doku Orneklerinin histopatolojik skor ortalamalari

alindi ve tablo 19°da sunuldu.

Tablo 19: Akciger dokusunda her ii¢ grupta ortalama hasar diizeyleri

oG1mG2mG3

Skor

Hiperemi ve Notrofil Doku i¢i hemoraijiSelliler hiperplazi
konjesyon  marjinasyonuve  ve debris
doku infiltrasyonu

Hasar Parametreleri

Her {i¢ grubun karaciger doku orneklerinin histopatolojik skor ortalamalar

alindi ve tablo 20°de sunuldu.

Tablo 20: Karaciger dokusunda her ii¢ grupta ortalama hasar diizeyleri.

EGIOoG2oG3

2,00+
1,80
1,60
1,40
1,20
Skor 1,00
0,80+
0,60+
0,40+
0,20
0,00+

Hiperemi ve Notrofil Doku i¢i hemoraijiSelliler hiperplazi
konjesyon marjinasyonu ve ve debris
doku infiltrasyonu

Hasar Parametreleri
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Olusturmus  oldugumuz  karaciger iskemi-reperflizyonu  modelinin
histopatolojik hasar skorlari, Mann-Whitney U testi yardimi ile gruplar arasinda

karsilastirildi. Verilerde (p<0,05) anlamli kabul edildi.

Akciger Dokusu

Hiperemi ve konjesyon:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.096) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edilmedi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.277) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gore anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastinlldiginda (p=0.565) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Notrofil marjinasyonu ve doku infiltrasyonu:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.108) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edilmedi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.096) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gbre anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirlldiginda (p=0.947) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Doku ici hemoraji ve debris:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.017) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.659) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gbre anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.114) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.
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Selliiler hiperplazi:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.000) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlaml
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.121) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gore anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.017) grup 3’te hasar skoru diizeyinde
grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Karaciger Dokusu

Hiperemi ve konjesyon:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.020) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.231) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gore anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirlldiginda (p=0.461) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Notrofil marjinasyonu ve doku infiltrasyonu:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.023) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.301) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gbre anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.183) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Doku ici hemoraji ve debris:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.021) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.043) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup

1’e gore anlamli bir artis tespit edildi.
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Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.799) grup 3’te hasar skoru diizeyinde

grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edilmedi.

Selliiler hiperplazi:
Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda (p=0.006) grup 2’de hasar skoru diizeyi anlamli
olarak yiiksek tespit edildi.
Grup 1 ile grup 3 karsilastirildiginda (p=0.495) grup 3’te hasar skoru diizeyinde grup
1’e gore anlamli bir artis tespit edilmedi.
Grup 2 ile grup 3 karsilagtinnldiginda (p=0.043) grup 3’te hasar skoru diizeyinde
grup 2’ye gore anlamli bir diisiis tespit edildi.

Her ii¢ gruptan histopatolojik ve immunohistokimyasal 6rnekler fotograflandi ve

asagida sunuldu.
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Resim 4: Grup 1 Akciger dokusu H-E A: 4X B: 40X biiyiitmedeki goriintiisii



B

Resim 5:Grup1 karacier dokusu H-E A: 20X, B: 10X Biiyiitmedeki goriintiisii
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Resim 6: Grup 2 H-E A: akciger dokusundaki 20X biiyiitmedeki goriintiisii oklar doku ici
hemorajiyi ve doku 6demini gostermekte, B: karaciger dokusundaki 10X biiyiitmedeki
goriintiisii oklar doku ici hemorajiyi ve doku 6demini gostermekte
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Resim 7: Grup 3 H-E A: akciger dokusundan 10X Kesitler hemorajiyi ve doku 6demini
gostermekte, B: karaciger dokusundan 20X kesitler alindi, yatay ok hemorajiyi diisey ok
perivaskuler hiicre proliferasyonunu gostermekte.
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Resim 8: Grup 1 ¢ ait dokulardan primer antikoru ile boyanmis karaciger kesiti (A) ile primer
antikor yerine sekonder kullanilan kontrol kesiti (B) goriintiilenmis. Soldaki resimde, santral venin (¥*)
adventisya kisminda (oklar) pozitif boyanma goriiliiyor (480x).

Resim 9: Grup 3 e ait dokulardan AM primer antikoru ile boyanmis karaciger kesiti (A) ile primer

antikor yerine sekonder kullanilan kontrol kesiti (B) goriintiilenmis. Soldaki resimde, santral venin (¥)

adventisya kisminda (ok) pozitif boyanma goriilityor (240x).
T 4 i B TE b1
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Resim 10: Grup 1 e dan AM primer antikoru ile boyanmig karaciger

antikor yerine sekonder kullanilan kontrol kesiti (B) goriintiilenmis. Soldaki resimde, biiyiik bir ven
(*) ile iki kiigiik venin adventisya kisimlarinda (ok) pozitif boyanma goriiliirken kontrol kesitinde
boyanma gozlenmemis (240x).
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Resim 11: Grup 1 e ait akciger kesitleri. A ile C resimlerindeki drnekler AM primer antikoru ile B ile
D resimlerindeki O6rnekler ise primer antikor yerine sekonder kullanilarak boyandi. A kesitinde,
akcigerdeki bir vene (*) ait adventisya tabakasi (0k) kontrol kesitinin aksine pozitif boyanmis olarak
goriintiyor. C ve D resimlerinde bir bronsa ait goriintiiler yer almakta. C resminde epitel dokusunun
apikal yiizeyinde minimal boyanma gdzlenirken alttaki bag dokusunda (oklar) yer yer pozitif

boyanma gerceklesmis. Kontrol kesitlerine kiyasla yogun sekilde boyanmis olarak goézlenmekte
(240%).

ok @ f ’ ¥ . A
Resim 12: Grup 1 e ait karaciger kesitleri. A resminde hepatositlerin intraseliiler kisimlar1 (*) ile
hiicre yiizeylerinde (ince oklar) ve siniizoidleri ddseyen endotel hiicrelerinde (kalin oklar) pozitif
AM boyanmasi goriintiilenmistir. Kontrol amaciyla hazirlanan B kesitinde boyanma gozlenmemekte
(480x).



A > 5 g M by . ) : 3 - n B,
Resim 13: Grup 3 e ait akciger kesitleri. A ile C resimlerindeki drnekler AM primer antikoru ile B ile
D resimlerindeki Ornekler ise primer antikor yerine sekonder kullanilarak boyandi. A kesitinde,
akcigerdeki bir vene ait adventisya tabakasi (*) kontrol kesitinin aksine pozitif boyanmis goriiniiyor.
C'de ise ¢evresinde lenfatik nodiil bulunan bir bronsiyola ait epitel dokusu 6zellikle apikal yiizeyinde
(ok) pozitif boyanmis sekilde gozlenmekte. B ile D resimlerinde immiin boyama goézlenmiyor
(Biiyiitmeler: 240x).

Resim 14: Grup 3 e ait akciger kesitleri. A resminde alveolleri déseyen pnomositler (kalin oklar) ile
goriintiideki kan damarinin adventisya tabakasini olusturan bag doku hiicrelerinde (ince ok) pozitif
AM boyanmasi goriintiilenmistir. Kontrol amaciyla boyanan B seklinde minimal bir fon boyanmast
disinda boyanma gozlenmiyor (480x).
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Resim 15: Grup 2 ye ait akciger kesitleri. A ile C resimlerindeki drnekler AM primer antikoru ile B
ile D resimlerindeki 6rnekler ise primer antikor yerine sekonder kullanilarak boyandi. A kesitinde,
akcigerdeki bir artere ait adventisya tabakasi (*) kontrol kesitinin aksine pozitif boyanmis olarak
goriiniiyor. C ve D resimleri ise bir bronsa ait. C resminde epitel dokusunun apikal yiizeyi (ok) ile
alttaki bag dokusu (*) pozitif immiin boyanma verirken, kontrol kesitlerine pozitif boyanma
gozlenmemekte. (240x).
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5. TARTISMA ve SONUC

Iskemi-reperfiizyon hasar1 vaskiiler okliizyon ve obstriiksiiyon ile seyreden
cesitli hastaliklarda, bazi cerrahi tedavi prosediirlerinde ve organ nakli
prosediirlerinde hem cerrahi sirasinda hem de dondr organin kendisinde
olusabilmektedir. Cok cesitli sekillerde ortaya ¢ikabilen bu fizyopatoloji genel hasta
profilinde azimsanmayacak diizeyde klinik modalite olusturmaktadir.

Iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisinde ozetle iskemiye ugrayan
dokulardaki ATP eksikligi ve buna bagli olarak hiicre zar1 aktif transport kanallarinin
calismamast sebebi ile hiicre ici Na™, ClI" ve Ca™ konsantrasyonunda artig
olugmakta, hiicre i¢i parcacik miktarinin artisi osmotik basincin artmasina sebep
olmakta ve buna bagl olarak da hiicreye su girisi ile birlikte hiicre hasarinin ilk ve
geri doniisiimlii basamagi olan hiicre sismesi olusmaktadir. Iskeminin devam
halinde hasar ilerler ve endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir. Hiicre ici Ca™
artistyla birlikte fosfolipaz aktivasyonu olur ve membran fosfolipidlerinin kayb1
baslar. Ilerleyen basamaklarda endoplazmik retikulum membrani erir. Mitokondriler
siser, karyoreksiz ve karyolizis baslar. Lizozomal membran erir ve enzimler
plazmaya yayilir. Sonugta geri doniisiimsiiz hiicre nekrozu olusur.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda reperfiizyon sathasinda ise hasardan temel
olarak ROT ile hiicresel ve hiimoral immun sistem sorumludur. Reperfiizyonun
baslamasi ile dolasimla birlikte ortama salinan yiiksek O, seviyesi, ksantin
dehidrojenaz1 ksantin oksidaza cevirir ve siiperoksit radikali olusur. Iskemi esnasinda
salinan sitokinler, kemokinler ve eikozanoidler PNL’lerin hasar ortamina ¢ekilmesini
saglar. Ortama c¢ekilen PNL hiicrelerinin olusturdugu miyeloperoksidaz aktivitesi
ROT olusumuna sebep olmaktadir (106,107).

Reperflizyon esnasinda karacigerde vaskiiler endotel hiicrelerinde olusan
sisme, sentezlenen adezyon molekiilleri ve endotelial hiicrelerdeki reseptor artisi,
dolagimdaki PNL’lerin endotele tutunmasina ve migrasyonuna sebep olmaktadir.
Vaskiiler endotelde gelisen 6dem ve vazokonstriiksiyonun da etkisi ile akim yavaglar
ve trombosit agregasyonu olusur. Eikozanoidlerin de etkisi ile mikrosirkiilasyon

bozulur (108,109,110,111,112).
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ROT olustuktan sonra lipid peroksidasyonu olusmasi, hiicre zari
fosfolipidlerinde peroksidasyon olusumu ve hiicre zar1 parcalanmasi ile kalic1 hasar
olusur (113,114).

Iskemi-reperfiizyon modelinde olusan hasari azaltmaya ya da hafifletmeye
yonelik gesitli calismalar tasarlanmistir. Bu calismalar temelde iskemiyi azaltacak
mekanizmalar ya da reperfiizyon hasarini azaltacak mekanizmalar seklinde 2 farkl
model olarak planlanmistir. Bu modellerden bazilar1 uzak iskemik Onkosullama
modelleri (115,116,117,118), yakin iskemik Onkosullama modelleri (119,120),
iskemik sonkosullama modelleri (121,122) ve 1limli hipotermi modelleridir
(123,124).

Reperfiizyon hasarinin 6niine gegmek i¢in ROT etkilerini baskilayacak ya da
ROT olusumunu azaltacak modeller tasarlanmistir. Antioksidan etkinligi olan
maddeler reperfiizyon hasarin1 azaltmak igin iskemi-reperfiizyon modellerinde
kullanilmistir. Melatonin bu maddelerden biridir ve iskemi-reperfiizyon modelinde
hasari azalttig1 gosterilmistir (125,126,127).

Iskemi-reperfiizyon modelinde, reperfiizyon esnasinda goriilen
vazokonstriiksiyon doku mikrosirkiilasyonunu bozar ve hasar1 derinlestirir. Iskemi-
reperfiizyon siirecinde azalan NO, vazodilatator etkisini olusturmakta yetersiz
kalmaktadir. NO, L-arjininden NOS yardimi ile sentezlenmektedir. NO gii¢lii bir
vazodilatatordiir ve bu modelden yola ¢ikarak hasar1 azaltmak i¢in L-arjinin
kullanilmigtir (128,129).

Giiclii antioksidan 6zelliginden dolay1 karnozin bir¢cok deneysel iskemi-
reperflizyon modelinde kullanilmistir (130,131,132,133).

Benzer amaglarla daha bir¢ok ajan deneysel modellerde calisilmistir. Bu
ajanlardan birisi de ilk olarak 1993 yilinda Kitamura ve arkadaglari tarafindan
feokromasitoma hiicrelerinden izole edilen ve 52 aminoasitten olusan bir polipeptit
olan AM’dir. Kitamura ve arkadaglarti aym c¢alismada, AM molekiiliiniin
vazodilatator ve hipotansif etkinligini de ortaya koymustur (134).

Yapilan ¢alismalarda AM’nin, vazodilatasyon ile vaskiiler direnci diisiirerek
hipotansiyona neden oldugu gdosterilmistir. AM’nin pozitif inotropik etkisi, azalan
periferik vaskiiler dirence bagli olarak kardiak atim hacminin artmasi sonucu

olugmaktadir (135). Yapilan calismalarda AM’nin, vaskiiler diiz kas hiicreleri
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tizerindeki CGRP reseptorleri araciligi ile c-AMP seviyesini artirarak vazodilatasyon
olusturdugu gosterilmistir (136,137,138). Bazi1 ¢alismalarda vazodilatator etkinin NO
araciligiyla olustugu (139), bazi calismalarda ise prostaglandin sekresyonunu
artirarak vazodilatasyona yol agtig1 belirtilmektedir (140).

Diisiik doz AM’nin, glomeriiler sodyum filtrasyon hizini artirmadan, tiibiiler
sodyum geri emilimini engelleyerek natrilirez sagladigi gosterilmistir (141). Yapilan
bir calismada AM’nin renal mezenkim hiicrelerini c-AMP aracilifiyla gevseterek
glomeriiler filtrasyon hizin1 artirdigir belirtilmektedir (142). Yapilan diger bir
calismada AM’nin, anjiotensin-2’nin sebep oldugu renal mezenkimal hiicrelerdeki
proliferasyon ve migrasyonu ve ROT olusumunu baskiladig1 ortaya konmustur (143).
Hiicre proliferasyonuyla ilgili olarak AM’nin, bazi c¢aligmalarda hiicre
proliferasyonunu artirdigi, bazilarinda da azalttigi gosterilmistir (144).

AM’nin hipotansiyon olusturmayan dozlardaki inflizyonunun bile renin
aktivitesini ve salmimmini artirdig1 tespit edilmistir (145). Intraserebroventrikiiler
olarak uygulanan AM’nin Na™ ve K™ un kandaki seviyesini artirdig1 gdsterilmistir
(146). AM’nin proinflamatuvar sitokin salinimini baskiladigina dair veriler elde
edilmistir (147,148). AM’nin ROT, endotoksin ve sitokin etkilerine bagli olarak
artan endotelial permeabiliteyi azalttig1 belirtilmektedir (149).

Zhang ve arkadaslarimin intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde
AM+AMBP-1 kombinasyonunun etkilerini aragtirmak tizere yaptiklar1 ¢aligmada,
giderek artan ti¢ farkli dozda AM+AMBP-1 inflizyonu ile hem akciger hem de
barsak dokusundaki TNF-a, IL-6 ve MPO diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
tespit edilmistir (150).

Dwivedi ve arkadaglarmin intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde uzak
organ hasarmi arastirmak iizere yaptiklart bir calismada, AM+AMBP-1 infiizyonu
sonrasi akciger dokusundaki TNF-a, IL-6 ve MPO diizeyleri ile akciger dokusundaki
histopatolojik hasar skorunun belirgin azaldig1 gosterilmistir (105).

Carrizzo ve arkadaslarinin yaptig1 intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde
AM+AMBP-1 inflizyonu sonrasi rat serumundaki dl¢giimlerde TNF-a, IL-6, IL—1p,
IL—-10 seviyesinde belirgin diisiis tespit edilmistir (151).

Kerem ve arkadaglarinin tasarladigi hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde

serum TNF-a, IL-1pB Ol¢iimleri yapilmis, AM, L-NAME(NL'-nitro-L-arginin metil
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esterin), AM+L-NAME infiizyonu karsilagtirilmistir. L-NAME’nin proinflamatuvar
sitokinleri baskilayamadigi ve AM ile kombine verildiginde de AM’nin
antiinflamatuvar etkinligini azalttig1 gosterilmistir (152).

Yang ve arkadaglarmin tasarladigi hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde
hem dokuda hem de plazmada m-RNA diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Sham grubu ile
iskemi-reperfiizyon grubu kiyaslandiginda, iskemi-reperfiizyon sonrast1 AM gen
ekspresyon diizeyi anlamli olarak artis gostermis, AMBP-1 gen ekspresyon
diizeyinde de anlamli olarak azalma tespit edilmistir. Ayni calismada karaciger
dokusunda immunohistokimyasal olarak Ol¢iillen MPO diizeyinde kontrol grubuna
gore anlamli azalma saptanmistir. AM+AMBP-1 inflizyonu ile serumda 6lgiilen
TNF-a ve IL-6 diizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli diisiis tespit edilmistir. Bu
calismada karaciger dokusu ig¢in histopatolojik hasar skorlarina gore yapilan
Olciimlerde, AM+AMBP-1 uygulanan grupta hasar skorunun kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir ( 153).

Daha 6nce olusturulmus iskemi-reperfiizyon modellerinden elde edilen veriler
dogrultusunda tasarlamis oldugumuz hepatik iskemi-reperfiizyon modelimizde,
cesitli fizyolojik yolaklarda etkinligi oldugu deneysel modellerle ortaya konmus olan
ve normalde insan viicudundaki ¢ogu hiicrede sentezlenebilen bir peptit olan AM’nin
kullanilmasina karar verilmistir. AM’nin, ayn1 zamanda AM etkinligini potansiyalize
ettigi diislinlilen AMBP-1 peptidi ile kombine edilerek uygulanmast uygun
gorilmiistiir.

Bu modelde yapilmis diger ¢alismalar degerlendirildiginde %20, %50, %70,
%100 hepatik iskemi kullanan modeller tespit edilmistir. Uygulanan iskemi siiresinin
genelde 5-10 dk ile 90 dk arasinda degigsmekte oldugu saptanmistir. Reperflizyon
siiresi olarak da 60-240 dk arasinda uygulanmis modeller tespit edilmistir
(151,152,153). Kendi olusturmus oldugumuz modelde de 60 dk total iskemi, ilk 30
dk’st ila¢ infiizyonuyla birlikte olmak iizere toplamda 270 dk reperfiizyon
uygulanmistir. Daha oOnce c¢alisilmis iskemi-reperfiizyon modellerinde parsiyel
iskemi modellerine getirilen elestirilerde sadece tek bir lobu kapsayan ya da portanin
sadece bir dalini iceren ve dolayisiyla total olmayan modellerin tam bir iskemi
klinigiyle oOrtiismedigi yoOniinde elestiriler dikkate alinmis ve modelimizde total

iskemi uygulanmustir.
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Cesitli modellerde AM+AMBP-1 infiizyonunun proinflamatuvar sitokinler
tizerine olan etkinligi 6l¢iilmiistiir. Hemorajik sok modelinde resiisitasyon stirecinde
uygulanan AM+AMBP-1 inflizyonunun, TNF-a ve IL—6 sentezi iizerine baskilayici
etkinligi gosterilmistir (156,157). Diger bir ¢alismada, ¢ekal ligasyon ve perforasyon
yontemi ile olusturulan septik sok modelinde, uygulanan AM+AMBP-1 infiizyonu
sonrasinda TNF-a ve IL—6 seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (158). Wu ve arkadaslarinin hiicre kiiltiiriinde
lipopolisakkarit uygulamasi ile olusturduklar1 sepsis modelinde, AM+AMBP-1
infiizyonunun, proinflamatuvar sitokin sentezini belirgin olarak azalttig1 tespit
edilmistir (148). Yapilmis olan calismalarda intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde
AM+AMBP-1 inflizyonunun, iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda sentezlenen
proinflamatuvar sitokinleri baskiladig1r belirlenmistir (105,150,151,159). Bizim
yontemimize benzer sekilde olusturulmus olan hepatik iskemi-reperfiizyon
modellerinde, AM+AMBP-1 inflizyonu sonrasinda proinflamatuvar sitokin
diizeyleri, salin grubuna gore anlamli derecede diisiik tespit edilmistir (152,153).

Iskemi-reperfiizyon ¢aligmalarinda genel olarak uzak organ hasar
(reperfiizyon hasari) lizerine arastirmalar yapilmig ve hasar parametreleri iskemi
uygulanan organda degil, uzak organlarda ya da serumda ¢alisilmistir. Uzak organ
hasarin1 6lgmede akciger en uygun organlardandir. Kendi ¢alisma modelimizde de
hem uzak hem de yakin organ hasarimi tespit etmek i¢in akciger ve karaciger
dokusunda proinflamatuvar sitokinler olgiilmiistiir. Hepatik iskemi-reperflizyon
modelimizde, uzak organ hasarmin gostergesi olarak akciger dokusunda yapilan
Olcimler sonucunda, AM+AMBP-1 inflizyonunun proinflamatuvar sitokinlerin
baskilanmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Karaciger dokusunda yapilan 6l¢iimlerde
proinflamatuvar sitokin diizeyleri, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte,
salin grubuna gore diisiik tespit edilmistir. AM+AMBP-1 infiizyonunun karaciger
dokusunda anlamli bir antiinflamatuvar etkinlik gdsterememis olmasi1 karaciger
dokusunun hem iskemi hem de reperfiizyon hasar1 seklinde maruz kaldigi agir
tabloya baglanmistir.

Hiicresel savunma sisteminin %60-70’lik bir kismin1 olusturan PNL’lerin
viicut savunmasinda 6nemli etkinligi mevcuttur. PNL’lerin savunma mekanizmalari

arasinda myeloperoksidaz enzim aktivitesi ile olusturduklart ROT hasar
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bulunmaktadir. Aktive olmus ve inflamasyon bolgesine ¢ekilmis olan PNL’lerin
olusturmus oldugu hasar miktari, inflamasyon bdlgesindeki MPO diizeyi ile
Olciilebilmektedir. Daha Once yapilmis olan caligmalarda, intestinal ve hepatik
iskemi-reperfiizyon modellerinde AM+AMBP-1 infiizyonu uygulanan grupta,
inflamasyon bolgesindeki MPO diizeyi salin grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (150,105,153). Hepatik iskemi-reperfiizyon modelimizde akciger ve
karaciger dokusunda yapilan Ol¢iimlerde, yapilmis olan diger calismalara benzer
sekilde, AM+AMBP-1 infiizyonu uygulanan grupta MPO diizeyleri, salin grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli gsekilde diisiik bulunmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda AM+AMBP-1 infiizyonunun, PNL’lere bagli organ hasarim
baskiladig1 goriisii desteklenmistir.

Iskemi-reperfiizyon hasarindaki 6nemli hasar parametrelerinden olan ve
ROT un etkisi ile olusan lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA, pek ¢ok
deneyde calisilmistir (80). Ozellikle hiicre membran fosfolipidlerinde olusan
peroksidasyon, ROT’a bagli hiicresel hasarin temel mekanizmasidir. Kerem ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde karaciger
dokusunda olgiilen MDA diizeyleri, AM+AMBP-1 inflizyonu uygulanan grupta,
salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik tespit edilmistir (152).
Bizim c¢alismamizda ise Kerem ve arkadaslarinin c¢alismasindan farkli olarak
karaciger dokusundaki Ol¢iimlerde MDA diizeyleri, AM+AMBP-1 infiizyonu
uygulanan grupta salin grubuna gore diisiik bulunmus ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. Akciger dokusunda ise MDA diizeyi, AM+AMBP-1
infiizyonu uygulanan grupta salin grubuna gore anlamli olarak diisiikk tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda AM+AMBP-1 inflizyonunun
proinflamatuvar sitokinleri baskilamak suretiyle inflamasyon bdlgesine PNL go¢iinii
azaltarak ve dolayis1 ile ROT iiretimini baskilayarak hasar olusumunu engellemede
etkili oldugu diistintilmiistiir.

Antioksidan mekanizmalar arasinda Oonemli bir yeri ve etkinligi oldugu
bilinen SOD, siiperoksit radikallerini peroksit radikallerine indirgemekte ve
detoksifikasyon mekanizmasinda etkinlik gostermektedir. SOD, hemen hemen biitiin
hiicrelerde bulunmaktadir. Iskemi-reperfiizyon modellerinde ¢esitli maddelerin

antioksidan etkinligini Olgmede kullanilmistir  (125,126,130,160). Hsu ve
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arkadaglarinin  hepatik iskemi-reperflizyon modelinde SOD seviyesinin, iskemi-
reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur (31). Bizim c¢alismamizda ise akciger dokusundaki dl¢iimlerde SOD
seviyesi salin grubunda, sham grubuna gore belirgin olarak yiiksek bulunmustur.
AM+AMBP-1 infiizyonu uygulanan grupta SOD seviyesinde anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Karaciger dokusundaki 6lgiimlerde ise her ii¢ grup arasinda anlamli
bir fark tespit edilmemistir. Sadece uzak organ hasarinin gézlendigi akciger dokusu
ele alindiginda AM+AMBP-1 inflizyonunun, antioksidan mekanizmalari
baskilamadigi soylenebilir. Karaciger dokusundaki dlgiimlerde ise salin grubundaki
enzim diizeyinin sham grubu ile ayni olmasi, karacigerin akcigere gore daha agir bir
organ hasarma maruz kalmasi ile agiklanabilir. Bu sonucun organ iskemisi sonucu
hiicre i¢i enzim sentez aktivitesinin baskilanmasina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Ancak karacigerdeki agir tabloya ragmen AM+AMBP-1 infiizyonunun SOD
sentezini baskilamamis olmas1 dahi yliz giildiirtictidiir.

Iskemi-reperfiizyon hasarinin tespiti ve hasar seviyesinin dl¢iimii i¢in cesitli
hasar skorlama sistemleri tanimlanmistir. Bu skorlama sistemleri, hiicre hasar
sathalarindaki doku degisikliklerini i¢ermekte ve bulgunun seviyesine gore
puanlanmaktadir. Her ne kadar goreceli de olsa, mevcut doku hasarin1 en somut
ortaya koyan ydntem histopatolojik incelemedir. Iskemi-reperfiizyon modellerinde
de doku hasar1 i¢in histopatolojik baki yapilmistir. Dwivedi ve arkadaslarinin
intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde AM+AMBP-1 infiizyonu uygulamasi, uzak
organ hasarini azaltmada etkili bulunmustur (105). Carrizzo ve arkadaglarinin yaptig
calismada intestinal iskemi-reperflizyon modelinde AM+AMBP-1 inflizyonu
uygulanan grupta barsaktaki histopatolojik hasar skoru, kontrol grubuna gore belirgin
olarak diisik bulunmustur (151,159). Kerem ve arkadaslarinin hepatik iskemi-
reperfiizyon modelinde AM+AMBP-1 infiizyonu karaciger hasarin1 6nlemede etkin
bulunmustur (152). Tasarlamis oldugumuz hepatik iskemi-reperfiizyon modelimizde
ise biyokimyasal parametrelerde genel olarak yiiz giildiiriicti sonuglarin alinmas ile
beraber histopatolojik olarak organ hasarini inceledigimizde, hem karaciger hem de
akciger dokusunda hasar skorlama sistemi ile ol¢tiiglimiiz hasar seviyelerinde yiiz
giildiiriicii sonuglar alinamamigtir. Tiim parametreler AM+AMBP-1 grubunda salin

grubuna gore diisiik tespit edilmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamistir. Biyokimyasal hasar parametrelerinde yiliz giildiiriicii sonuglarin
alinmasina ragmen histopatolojik hasar skorlamasinda istatistiksel olarak anlamli bir
diizelmenin izlenmemis olmasi iskemi-reperfiizyon mekanizmasiyla olusan doku
hasarinda, heniiz ortaya koyamadigimiz pek¢ok inflamatuvar yolaklarin bulundugu
ve mevcut ajanimizin etkili olmakla birlikte tiim inflamatuvar yolaklar
baskilayamadigin1  diisiindiirmiistiir. Biyokimyasal hasar parametrelerindeki
diizelmenin histopatolojik olarak izlenememis olmasi iskemi-reperfiizyon hasarinin
aydinlatilmas1 i¢in yeni ve daha kapsamli c¢aligmalara ihtiya¢c oldugunu
gostermektedir.

Immunohistokimyasal calismada ise akciger dokusunda AM antikoru ile
yapilan boyamalar degerlendirildiginde iki 6nemli sonu¢ gbzlenmistir. Bunlardan ilki
brong ve brongiyol epiteli ile pnomositlerde goriilen pozitif boyanmadir.
Pnomositlerdeki boyanma hiicrenin tamaminda gdzlenmistir. Brons/bronsiyol
epitelinde ise hiicrenin apikal ylizeyinde liimene bakan yiiziinii sivama seklinde
kapladig: tespit edilmistir.

Akciger dokusunda AM’nin yogun olarak tespit edildigi ikinci tip doku,
damarlara ait adventisya tabakasidir. AM biiyiik ve orta c¢apli arter ile venlerin
adventisyasinda yogun olarak gozlenmis, daha kiiclik ¢capli damarlarda ise daha az
yogunlukta saptanmistir. Damar adventisyas:t disindaki bag dokusu bélgelerinde,
gruplar arasinda bag dokusu artis1 agisindan farklilik olsa bile, herhangi bir boyanma
gozlenmemistir. Boyanma bdolgesinin genisligi ve yogunlugu gbéz Oniine alinarak
AM’nin bag dokusunda fibroblastlarca yiiksek miktarlarda sentez edildigi ya da
dolasimdaki AM’nin fibroblastlarca tutuldugu lehine diistiniilebilir
(154,155,161,162).

Karaciger dokusuyla ilgili boyamalar incelendiginde, AM sentezinin en net
gozlendigi bolgelerin damarlara ait adventisya kisimlar1 oldugu belirlenmistir. Her
iki organda da yapilan immunohistokimyasal tetkikte damar adventisyasindaki yogun
boyanma major sentez, salinim ya da tutulum yerinin damar adventisyasi oldugunu
diistindiirmektedir. Her iki dokudaki boyanma miktar1 ve boyanmanin bag doku artisi
veya inflamasyonla korelasyon gdstermemesi AM’nin, karacigerde antiproliferatif,
antiinflamatuvar etkinliginden ziyade vazodilatator etkinliginin oldugu seklinde

disiiniilebilir.
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Literatiir taramalarinda karaciger ve akciger dokusunda hem normal
kosullarda hem de iskemi-reperfiizyon hasarindaki AM varligini, miktarint ve
dokudaki lokalizasyonunu immiinohistokimyasal yontemle gosteren bir makaleye
rastlanmamustir. Her iki dokuda da sham grubu ile kiyaslandiginda hem salin hem de
AM+AMBP-1 kombinasyonu uygulanan grupta AM’nin goreceli olarak daha fazla
tespit edilmesi, yapilan diger caligmalarla da gosterildigi gibi (151,152) AM’nin
iskemi-reperflizyon hasarmin kontrol altina alinmasindaki dogal savunma
mekanizmalarindan oldugunu destekler bir bulgudur.

Calismamizda ortaya ¢ikan tablo  dogrultusunda, AM+AMBP-1
kombinasyonu infiizyonu biyokimyasal hasar parametrelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis saglamis ancak organ hasarini engellemede istatistiksel olarak
analamli bir etkinlik gosterememistir. AM+AMBP—-1 kombinasyonu etkinligi ile
ilgili daha basarili sonuglar elde edebilmek icin ek caligmalara ihtiya¢ oldugu
goriisiindeyiz. Olusturulacak yeni modellerle, etkin ilag dozu ayarlamalar1 ve yeni
ajanlarin  kombinasyonuyla, etkinligin artirilmast  miimkiin = goriilmektedir.
Yaptigimiz ¢aligma ve diger calismalar géz oniline alindiginda, hem yakin organ
hasarinda hem de uzak organ hasarinda yiiz giildiiriicii sonuglar alinabilecegi

agikardir.
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6. OZET

Glinlimiiz cerrahisinin ulagmis oldugu noktada o&zellikle organ nakli
cerrahisinde ve organ hasari tamir cerrahilerinde cerrahi teknigin geregi olarak
iskemi olusturulmaktadir. Hastalifin ya da cerrahi tedavinin bir pargasi olarak
olusmus olan iskemi-reperflizyon hasarinin Oniine ge¢gmek, hem hastaligin
kontroliinde etkili olacak hem de cerrahi tedavinin uygulanabilirligini ve etkinligini
artiracaktir. Iskemi-reperfiizyon hasarinin éniine gecebilmek i¢in klinik deneylerle
pek ¢ok model olusturulmus, pek ¢ok yontem denenmis ve pek ¢ok terapotik ajan
kullanilmustir.

AM’nin vazodilatator, antiinflamatuvar, antiproliferatif, natriliretik etkileri
tanimlanmistir. AMBP-1’in, birlikte kullanildiginda AM’nin etkinligini artirdig1
gosterilmigtir.  Olusturmus oldugumuz hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde
AM’nin antiinflamatuvar ve vazodilatator etkinligi arastirilmistir. Bu amacla AM ve
AMBP-1 kombinasyonu inflizyonu kullanilmistir.

Sham, kontrol ve AM+AMBP-1 infiizyon grubu olarak 3 grup olusturulmus
ve sham grubunda sadece laparatomi uygulanmistir. Kontrol ve  AM+AMBP-1
infiizyon grubunda iskemi-reperflizyon hasar1 olusturulmustur. Her ii¢ grupta da
akciger ve karaciger dokular1 alinarak hem biyokimyasal hasar parametreleri hem de
histolojik hasar degerlendirilmis ve immunohistokimyasal olarak da AM diizeyi
gosterilmistir. AM+AMBP-1 infiizyonu uygulanan grupta kontrol grubuna goére
biyokimyasal hasar parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
degerler tespit edilmistir. Histopatolojik hasar skorlar1 karsilastirildiginda 3 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

AM+AMBP-1 inflizyonunun biyokimyasal hasar parametrelerinde
olusturmus oldugu diisiik degerlere ragmen histopatolojik hasar olusumunda olumlu
etkinlik saglayamamis olmasi, iskemi-reperfiizyon olusumundaki tanimlanmis hasar
mekanizmalarin1 inhibe etmekle birlikte heniiz tanimlanamamigs mekanizmalarin
varligi lehine yorumlandi. AM molekiilii {izerine yapilacak yeni deneylerin de
yardimiyla, iskemi-reperfiizyon hasarinin engellenmesinde ya da azaltilmasinda

optimum etkinligin saglanabilecegi diisliniilmiistiir.
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7. SUMMARY
At the point where today’s surgery has reached, ischemia is being formed as a
surgical technique particularly in transplantation surgery and organ-injury repair
surgery. Preventing ischemia-reperfusion injury caused by the surgical therapy and
disease will be useful in managing the disease and will increase the effectiveness and
applicability of the surgical therapy as well. Many models have been created, many
methods have been tried and many therapeutic agents have been used to prevent

ischemia-reperfusion injury.

Adrenomedullin has been shown to have vasodilator, anti-inflammatory, anti-
proliferative and natriuretic effects. Adrenomedullin Baglayic1 Protein—1 has been
indicated to increase the efficiency of Adrenomedullin when they are used together.
We investigated the anti-inflammatory and vasodilator efficacy of Adrenomedullin in
a model of hepatic ischemia-reperfusion. To this end, an infusion of Adrenomedullin

and Adrenomedullin Baglayici Protein—1 combination was used.

Three groups were set up as Sham, control and Adrenomedullin +
Adrenomedullin Baglayict Protein—1 infusion and in the group Sham only
laparatomy was performed. In control and Adrenomedullin + Adrenomedullin
Baglayici Protein—1 infusion groups we generated ischemia-reperfusion injury. We
obtained lung and liver samples from each group and investigated both biochemical
injury parameters and histologic injury and we also showed Adrenomedullin levels
immunohistochemically. Adrenomedullin + Adrenomedullin Baglayici Protein—1
infusion group has been shown to have statistically significant decreased levels in
biochemical injury parameters compared with the control group. There was no
statistically significant difference regarding histopathologic injury scores among

three groups.

The finding that Adrenomedullin + Adrenomedullin Baglayici Protein—1
infusion has provided low levels in biochemical injury parameters but did not have

any positive effect on histopathologic injury formation is interpreted as the infusion
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inhibits injury mechanisms known for ischemia-reperfusion formation but still it’s
likely that there are undefined mechanisms. It is considered that with the help of
further studies on Adrenomedullin molecule, optimum efficiency in the prevention or

decrease of ischemia-reperfusion injury can be attained.
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