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OZET

Tiirk. O. Tikanma ikteri olusturulan ratlarda hepatik hasar iizerine growth
faktorlerin rolii Eskisehir Osmangazi Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dah
Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir,2011. Bu calismada tikanma ikteri nedeniyle
internal ve ekternal drenaj yapilan hastalarda tikanma ikteri gelisimi esnasinda ve
postikterik donemde karaciger hasar1 lizerinde growth faktorlerin roliiniin ve
etkinligini arastirmak amaclanmistir. Bu nedenle ¢alismamizda her iki cinste, 110
adet Spraque-Dawley cinsi albino sicanlar kullanildi. Sham grubu, irreversible
tikanma ikteri kontrol, HGF, EGF, IGF, TGF Beta-1 gruplari; reversible tikanma
ikteri kontrol, HGF, EGF, IGF, TGF Beta-1 gruplar1 olmak iizere 11 grup iizerinde
deney yapildi. Irreversible grupta koledok eksplore edilip, baglanip kesilerek koledok
ligasyonu yapildi ve postop 7.giinden itibaren 150 pg/kg/giin HGF,5 pg/kg/giin EGF,
5 png/kg/gin IGF, 5 pg/kg/giin TGF Beta-1 intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Reversible grupta ise 7. Giin reeksplorasyon yapilarak koledok ligasyonu ¢oziildii ve
postikterik 5 giin boyunca 150 pg/kg/giin HGF,5 pg/kg/giin EGF,5 pg/kg/giin 1GF,5
ng/kg/gin TGF Beta-1 intraperitoneal olarak enjekte edildi. Tim gruplara
relaparatomi yapilarak kan ve karaciger doku oOrnekleri alindi. Karaciger dokusu
histopatolojik inceleme, doku oksijenaz ve MDA 6l¢timii yapildi; kan 6rneklerine ise
AST, ALT, ALP, GGT, total ve direkt bilirubin analizi yapildi. Reversible tikanma
ikteri olusturulan grupta biyokimyasal parametreler daha yiiksek olarak bulundu.
Reversible tikanma ikteri olusturulan grupta ise doku MDA sonuglar1 diislik olarak
bulundu. Sonug olarak tiim gruplar degerlendirildiginde HGF irreversible tikanma
ikteri olusturulan ratlarda etkili; reversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkisiz
olarak bulundu. EGF reversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkili; irreversible
tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkisiz olarak bulundu. IGF enjeksiyonu hem
reversible hem de irreversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkisiz olarak
bulundu. TGF Beta-1 enjeksiyonu hem reversible hem de irreversible tikanma ikteri

olusturulan ratlarda etkili olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Tikanma ikteri, koledok ligasyonu, hepatosit growth faktor,
epitelyal growth faktor, insiilin like growth faktor-1, tiimor

growth faktor beta-1,postikterik hasar, growth faktorler



Vi

ABSTRACT

Tiirk.O. The role of growth factors on hepatic damage in rats with obstructive
jaundice Eskisehir Osmangazi University Medical Specialization Thesis,
Department of General Surgery, Eskisehir, 2011. In this study, the aim was to
determine the effects of growth factors on liver damage in patients with obstructive
due to internal and external drainage process during the development of jaundice and
after jaundice.To investigate the role and effectiveness of the study, both sexes, of
110 Sprague-Dawley albino rats used. Sham group, irreversible obstructive jaundice
control, HGF, EGF, IGF, TGF beta-1 groups; reversible obstructive jaundice control,
HGF, EGF, IGF, TGF beta-1 groups, 11 group for a total of experiments were
conducted. Irreversible group explored common bile duct ligation was ligated.
Postoperative 7. Day during 5 days 150 mg/kg/day, HGF, 5 mg/kg/day EGF, 5
mg/kg/day IGF, 5 mg/kg/day of TGF-beta-1 was injected intraperitoneally. In the
reversible group common bile duct ligated; after 7 days ligation resolved and during
5 days 150 mg/kg/day,HGF,5 mg/kg/day EGF, 5 mg/kg/day IGF, 5 mg/kg/day TGF
3-1 injected intraperitoneally. All groups made relaparatomy blood and liver tissue
samples were taken. Histopathological examination of liver tissue, tissue oxygenase
and MDA was measured in the blood samples of the AST, ALT, ALP, GGT, total
and direct bilirubin, analysis has been made.In reversible group biochemical
parameters were found to be higher then irreversible group. The tissue MDA levels
were found to be lower in reversible group.As a result of all parameters and results of
tests HGF effective in irreversible jaundice group; ineffective in reversible jaundice
group. EGF effective in irreversible jaundice group; ineffective in reversible jaundice
group.Both irreversible and reversible obstructive jaundice in rats by injection of IGF
were found ineffective. TGF-beta-1 injection in rats with both reversible and

irreversible obstructive jaundice found effective.

Key Words: Obsturctive jaundice, common bile duct ligation, HGF, EGF, TGF
beta-1, IGF-1, liver injury,growth factors
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1. GIRIS

Safra kanalinda tikaniklik koledok tasi, hepatokolanjio kanserler, pankreas
kanserleri gibi birgok sebeple olusabilmektedir. Safra kanali tikanikliginin sonucunda
tikanma ikteri olusmakta; bununla beraber karaciger hasar1 meydana gelmektedir.
Ayrica tikanma ikteri nedeniyle hepatoselliiler nekroz, biliver kanal epitelyum
hiicrelerinde proliferasyon ve karaciger fibrozisine yol agan Stellate hiicrelerinin
aktivasyonu gerceklesir. Karacigerde tikanma ikteri nedeniyle bir inflamasyon
olusur, inflamatuar sitokinlerin salinim1 ve toksik oksijen radikallerinin salinimi ile
karaciger hasar1 ortaya c¢ikar. Tikanma ikteri siiresi uzadigi zaman safra yollarn
epitelinde proliferasyon baslamaktadir. Ikter gelisiminin 48.saatinden itibaren
hepatoselliiler proliferasyon baslar ve 5.giin pik seviyesine ulasir ve devaminda bazal
bir seviyede devam etmektedir. Tikanma ikteri gelisiminde ilk 7 giinliik siirecteki
degisiklikler akut kolestatik hasar; sonrasinda ki degisiklikler ise kronik kolestatik
hasar olarak tanimlanmaktadir(1).

Obstriiktif, inflamatuar ve genetik siirecler gibi ¢esitli patolojiler karacigerde
kolestazla sonuglanmakta ve sitotoksik safra asitleri karacigerde nekroz ve fibrozise yol
acmaktadir(2). Klinik olarak tikanma ikteri tablosu bobrek yetmezligi, koagiilasyon
bozukluklari, malniitrisyon, sepsis ve yara iyilesmesinde gecikme gibi problemlere
yol agabilmektedir(3, 4).Tikanma ikteri tablosu ile klinige bagvurulan hastalarda
eksternal veya internal biliyer drenaj islemi yapilmaktadir. Kronik kolestatik hasar
olusmus olan karaciger dokusunda biliyer drenaj islemi sonrasinda postikterik
karaciger hasar1 gelismektedir. Ratlarda koledok ligasyon modeli klinik olarak
insanlarda karsilagilan kolestatik karaciger hastaliklarina uyumlu bir modeldir. Bu
deneysel model iizerinden gidilerek ratlarda reversible tikanma ikteri tablosu
olusturulmus ve postikterik degisiklikler ortaya konulmaya c¢aligilmistir(5). Ancak
postikterik donemde karacigerde meydana gelen degisikliklere, hepatosit
rejenerasyonuna, kolestatik  hasarin  iyilesmesine etki eden faktorlerin
arastirilmasinda ¢alismalar yetersizdir.

Yapilan caligmalarda karaciger rejenerasyonu iizerinde growth faktorlerin
etkinligi gézlenmistir. Hepatosit Growth Faktor hepatositler iizerinde mitojenik etki
gostermekte, kolestatik karacigerde safra asitleri nedeniyle olusan nekrotik etki ve

apopitozis lizerinde koruyucu rol oynamaktadir(6). Koledok ligasyonu yapilan



ratlarda HGF ekskresyonunun arttig1 bilinmektedir. Ancak HGF’nin terapotik etkisi
arastirilmaktadir(7). Serum HGF diizeyleri tikanma ikteri nedeniyle bagvuran
hastalarda yiiksek olarak bulunmus ve biliyer drenaji takiben HGF seviyelerinde
gerileme tespit edilmistir(8). Yapilan ¢alismalarda karbontetrakloriir kullanilarak
olusturulan karacier hasar1 lizerinde epidermal growth faktoriin koruyucu etkisi
vardir(9).Insiilin like growth faktér ve isoformlarinin mahalli ve sistemik olarak
kolesistatik karaciger hasari Onlenmesinde etkisi vardir(10). Literatlir bilgileri
1s1¢inda safra yolu tikanikliklar1 nedeniyle olusan ikter tablosunun gerilemesi
esnasinda growth faktorlerin karaciger iizerine koruyucu ve tedavi edici etkileri
arastirilmasi gereken bir konudur.

Bu ¢alismadaki amacimiz tikanma ikteri nedeniyle karacigerde olusan hasar
lizerine growth faktorlerin hasarin Onlenmesi ve karaciger rejenerasyona olumlu
etkilerinin arastirilmasidir. Ayrica tikanma ikterinin ¢oziilmesi esnasinda olusan
postikterik hasar ve inflamatuar olaylar iizerinde growth faktorlerin etkiligi ortaya

konulmaya ¢alisilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger ve Safra Yollar1 Anatomisi

2.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, fotal hayatin 4. haftasinda 6n barsakta bir divertikiil seklinde
gelismeye baslar. Divertikiiliin distal kism1 karaciger ve intrahepatik safra yollarin
olustururken, proksimal kismi ise safra kesesi ve ekstrahepatik safra yollarini

olusturur.
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Sekil 2.1. Karacigerin vaskiiler anatomisi
Insanda karaciger sag iist abdomende ve kismen epigastrik bolgede yer alan,
ortalama agirlig1 yetiskinlerde erkek i¢in 1400-1600 gr ve kadin i¢in 1200-1400 gr
olan viicudun en biiyiikk organmidir. Tim viicut agirhi@inin yaklasik %2’sini
olusturmaktadir. Genisligi 14 cm, yiiksekligi ise 16 cm kadardir. Glisson kapsiilii
denen zarla kapli olup nispeten frajil yapiya sahiptir.(11, 12) Bu kapsiil, tabakalar
halinde siralanmig olan ve aralarinda siniizoid adiyla bilinen karmasik bir kilcal

sistemin yer aldig1 siingerimsi hiicre kitlesini Orter. Siniizoidler, i¢ ylizlerini Orten



endotelin, Kupffer hiicresi adiyla bilinen 6zel fagositlerle dosenmis olmasi ve
makromolekiillere karsi, daha fazla gegirgenlik gostermesi nedeniyle sistemik kilcal
damarlardan ayrilir. Karaciger hiicre tabakalari, besin maddeleri ve metabolizma
iirlinlerinin, rahatca alisverisini saglayacak sekilde, siniizoidlerle iligki halindedir.(12,
13)

Karacigerin komsu organ ve olusumlarla iliskisi ile anatomik pozisyonda

kalmasini saglayan baglar1 vardir;

a. Falsiform bag diafragmatik yiizii 2 parcaya bdoler (sag ve sol loblar). Bu
bagin i¢inde umblikal ven kalintis1 bulunur.
b. Lig. Teres, Falsiform bagin uzantisidir.
c¢. Koroner baglar 6n arka sag sol (trianguler baglar) olarak uzantilar1 vardir.
Bu uzantilarin arasindaki alan diafragma ile direkt olarak temas eden
peritonsuz alan olup pars asfiksa adimi alir. Karacigerin sol ucu apandiks
fibroza hepatis adini1 alip diafragma ya baglanir.
d. Triangular baglar koroner baglardan sag ve sol baglarin uzantisidir.
e. Hepatoduodenal bag icinde v. porta, a. hepatika ve safra yolu bulunur.
Karaciger alt ylizii sagda duodenum, kolon, sag bobrek ve surrenal ile solda
0zofagus ve mide ile komsudur. Arka yiizii v.kava inferior’a bitisik ve diafragmaya
dogrudan temas halinde bulunan bir alan disinda (area nuda)tamamen periton ile

kaplanmistir.(14, 15)
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Sekil 2.2. Karacigerin baglar1

Karacigerin i¢ organlarla komsu olan yiiziinde {i¢ oluk bulunur. Enine
durumda olan ve iki yan olugu birbiriyle birlestiren orta oluga karaciger kapisi (porta
hepatis) denilir. Buradan, karacigere giren ¢ikan kan damarlari, safra yollari, sinirler
ve lenf damarlar1 geger. Bu ii¢ oluk karacigerin alt yiiziinii dort loba ayirir. Sag
olugun saginda bulunan kisma sag lob, sol olugun solundakine sol lob, porta
hepatisin Onilindeki parcaya lobus quadratus, arkasindakine lobus kaudatus denir.
Loblarin en genisi ve kalimi sag lobdur. Geleneksel bu tanimlama karacigerin
segmental anatomisini agiklamakta yetersiz kalir. 1957 yilinda Couinaud tarafindan
tanimlanan bu anatomik ayrimda, sol ve sag loblar arasindaki anatomik boliinme
safra kesesi yataginin medial kenarindan arkada vena kava'ya olan hatt1 takip eder.
Bu smiflamaya gore li¢ segmentli sol lob; sol medial segmenti (segment IV) ve sol
lateral segmentleri (segment II ve III) icerir. Sag lob, portal ven ve hepatik arterin
dallarma gore dort segmente ayrilir; anterior-inferior (segment V), posterior-
inferior(segment VI), posterior-superior(segment VII) ve anterior-superior(segment
VIII). Kaudat lob (segment I) arkada sag ve sol hepatik loblar arasinda ayr1 vaskiiler
yapilar ile yerlesmistir. Segmentler arasinda ki ii¢ ana hepatik ven karacigerin iist

kisminda vena kava'ya acilir.(16)



Sekil 2.3. Karacigerin segmental anatomisi

Sistemik dolagimdan karacigere dakikada 1500 ml kan gelir. Bunun %751
portal venden %251 hepatik arterden karsilanir. Hepatik arterin getirdigi kan tam
oksijenize kandir. Arteriyel kanlanma ¢olyak trunkusun bir dali olan a. hepatika
kommunis yoluyla olur. A. hepatika kommunis, koledok kanalinin medialinden porta
hepatise girer ve gastroduodenal arteri vererek hepatik arter adini alir. Daha sonra
sag sol hepatik arter dallarim1 verir. Sistik arter genelde sag hepatik arterden cikar.
Sol hepatik arter varyasyon olarak %20—%25 sol gastrik arterden kaynaklanir. %10-
%20 sag hepatik arter SMA’nin bir dali olarak ¢ikar. Vendéz dolasim v. porta
tarafindan saglanmaktadir. Tiim splanknik dolasimi, ¢dlyak, SMA ve IMA’dan
kanlanilan tiim yapilar1 drene eder. V. porta i¢inde kapak bulunmayan bir damar olup
kismi oksijenlenmis kan tasir. V. mezenterika siiperior, v. lienalis ve koroner
venlerin birlesmesinden olusur. Karaciger hilusundan girip sag ve sol loplari
kanlandiran dallar verir. Arkada porta hepatitis bulunur. Karaciger kan1 hepatik
venler araciligi ile drene olur.(17) Karaciger lobiillerindeki santral venlerin son ortak
yollar1 hepatik venlerdir. Sol, sag ve orta olmak iizere {i¢ ana hepatik ven vardir. Orta
hepatik ven, ana lobar fissiir iizerindedir ve sol lobun medial segmenti ile sag lobun
anterior segmentinin alt kisimlarimi drene eder. Sol hepatik ven, sol lobun lateral

segmentini, sag hepatik ven ise sag lobun posterior segmentini ve anterior



segmentinin biiylik bir kismint drene eder. Orta hepatik ven, sol ve sag hepatik ven
ile birlesir diafragmanin altinda direkt olarak v. kava inferior’a dokiiliirler. Yiizeyel
lenfatikler lobiillerin yiizeyel kisimlarindan baslayip kapsiiliin altindan gegerek
diafragma ve karacigerin asici ligamentleri yoluyla posterior mediastene girer.
Lobiillerin derin kisimlarindan, disse araliklarindan baglayan lenf akimi ve porta
hepatis etrafindan kaynaklanan lenfatikler, hepatik venleri takip ederek v. kava
inferior boyunca ilerler. Portal venlerle birlikte porta hepatise ulasarak sisterna sili’ye
oradan da duktus torasikus’a drene olur. Karaciger medulla spinalis’in T7-T10
segmentlerindeki ganglionlardan c¢ikan sempatik, sag ve sol vagustan gelen
parasempatik liflerle innerve olur. Karaciger kapsiiliine ait agri lifleri C3-C4 yoluyla

sag omuz ve skapulaya yayilir.(11, 12)

2.1.1. Safra Yollar1 Anatomisi

Karacigerin mikroskobik incelemesinde de sinirlari net belli olmayan lobiiller
halinde goriilen bir parankime sahiptir. Karacigerden kalbe kan tagiyan karaciger disi
kan akim sisteminin bir dali olan santral ven her lobiiliin merkezinde yer alir. Bu
santral venler giderek genisleyip en sonunda v. kava inferior’a katilan v. hepatika’y1
olustururlar. Periferde ise genelde lobiiller arasinda bag dokusu vardir. Karacigerin
%15°1 stromal hiicrelerden %85°1 ise hepatositlerden olusur. Stromal hiicrelerin en
onemlisi kandaki monositlerden kaynaklanan kupfer hiicreleridir. Kupffer hiicreleri,
immiin kompleksleri, endotoksinleri yasli ve yipranmis eritrositleri ve patojen
mikroorganizmalar1 (bakteri, viriis) fagosite ederler. Ilave olarak inflamatuar
mediyatorler salgilarlar. Karacigerdeki bu hiicrelerden asagida kisaca bahsedecegiz.

Hepatosit: Hepatositlerde perikanalikiiler ektoplazma olarak bilinen (7 nm
capinda aktin mikroflamanlarindan olusan) organelden fakir sitopldzma tarafindan
cevrelenmis kanalikiiller bulunmaktadir. Hiicreler arasi ¢ikintilar yaparlar ve
mikrovilluslara  doniistiikleri hiicreler arast bosluklara acilirlar.  Ozellikle
mikrovilluslar  hiicrenin ~ seklinin  olugsmasinda onemli role sahiptirler.
Mikroflamanlar, safra sekresyonunda rol alarak yap1 ve fonksiyonlar1 ile safra
akimini etkiler. Mikroflamanlara gére 24 nm ¢apindaki mikrotiibiiller ise karaciger
hiicre sitoplazmasinda daha diizensiz yerlesirler ve proteinlerin hiicreler arasinda
tasinmasi1 ve sekresyonunda gorev alirlar. (18, 19)Hepatosit membrani sintizoidal,

lateral ve kanalikiiller membran olmak {iizere ii¢ farkli yapidadir. Bu 6zellik 6nemli



biyokimyasal, morfolojik ve enzimatik farkliliklar dogurur. Kanalikiiller membran,
kanalikdiller limene hepatositlerden substrat sekresyonunu saglarken, siniizoidal ve
lateral membranin da sodyum-potasyum ATPaz igerir ve kandan protein {iriinlerini
(safra asitleri, bilirubin, ilag vs.) hepatosit i¢ine alir. Alkalen fosfataz kanalikiiler
membranda lokalizedir. Safranin sekresyon ve transportundaki rolii tam olarak
bilinmemektedir.(19)

Kupffer Hiicresi: 1876 yilinda Von Kupffer tarafindan, karaciger
perisiinizoidal bag dokusu igerisinde, 6zel altin klorid boya teknigi ile gosterilmistir.
Yildiza benzetilerek “Sternzellen” (stern: Yildiz) adi verilmistir. Aschoff, 1924
yilinda “retikiiloendotelyal sistem” (RES) kavramini gelistirerek kolloidal boyalari
absorbe eden hiicrelerin aynmi kokten geldigini savunmustur. Von Kupffer’in
tanimladig1 hiicrelerin karacigerde A vitamini ve yag depolanmasi ile iligkili oldugu
bulunmustur. Fagositoz 06zelligi yaninda, giiniimiizde baz1 hiicreler arasi
etkilesimlerde gorev aldig1 bilinmektedir. Kupffer hiicreleri, genis spektrumda bir¢ok
unsuru fagosite eder. Bunlar galaktoz veya apolipoprotein B, kompleman C3b,
mannoz gibi unsurlardir. Kupffer hiicreleri, prostaglandinler, IL, TNF ve degisik
sitokinleri  salgilar. Bu mediyatorler lokal hepatositleri ve kendilerini
etkileyebilmektedir. Yogun bir fagositoz gerektigi zaman Kupffer hiicre salgisinin
hepatosit sitokrom P-450 mekanizmasini deprese ettigi ortaya konulmustur.(18, 20)
Kupffer hiicresinin tiimor hiicrelerini fagosite ettigi ve bir enfeksiyon bariyeri
olduklar1 gosterilmistir. Intraabdominal cerrahi ve septik peritonit agisindan, Kupffer
hiicrelerinin salgiladig1 IL-10, bakteri eliminasyonunda ve IL-10-Fc flizyonu ile de
koruyuculuk agisindan ¢ok dnemlidir. IL-10 ayrica IFN-y salgisin1 organize etmekte
olup anti inflamatuar rolii bulunmaktadir.(18) Karaciger siniizoidleri igerisinde
Kupffer hiicreleri hareketli olup ¢ok degisik sekil ve yerlesimde bulunabilirler. Bu
0zellik onlar1 endotelyal ve yag depolayan hiicrelerden belirgin sekilde ayirmaktadir.
Kupffer hiicresi, uzantilar1 aracilig1 ile siniizoid igerisindeki pit hiicreleri, endotel
hiicreleri gibi hiicreler yani sira hepatosit ve yag depolayan hiicreler ile temas eden
membranlara sahiptir. Karaciger dokusunda Kupffer hiicrelerinin hacmi, fagositik ve
enzimatik aktivitesine gore heterojenite gosterir. Genelde, yiiksek aktiviteli ve
boyutca biiylik olanlar lobiil periferinde portal alanlara yakin yerlesirken kiiclik

boyutlu olanlarsa santral vene yakin yerlesir. (18-20)



Hepatik Arter Portal Ven

Safra Kanal
iSantral Ven

Siniizoidler

ﬂ:;-"’ll-:i"'
":‘*,*"
L

Portal Ven Safra Kanah

Sekil 2.4. Karacigerin vaskiiler anatomisi

Intrahepatik safra yollari, cidarsiz safra kapillerlerinden baslar. Bu kapillerler,
icine hiicre membrani1 tarafindan safra sivisi salgilanan karaciger hiicrelerinin
arasinda bulunur. Kapillerler periferde kiibik epitel ile ddseli borucuklar haline
gelirler. Bunlar birleserek terminal safra yollarint olustururlar. Karaciger igerisinde
ilerleyen bu safra yollar birbirleri ile birlesirler, sonunda kanallarin sayis1 gittikce
azalir ve caplar1 biiylir. Karacigerin sag ve sol loblarindan, sag ve sol hepatik
kanallar meydana gelmis olur ve bunlar porta hepatiste ana hepatik kanali olusturmak
iizere birlesirler. (18) Buna safra kesesinden gelen sistik kanalin katilmasi ile
koledok meydana gelir. Ekstrahepatik safra yollarmin baslangi¢ boliimiinii, ana
hepatik kanal olusturur. Ana hepatik kanal omentum minusun ligamentum
hepatoduodenale parcasinin sag kenarinda, arteria hepatikanin ve vena portanin
saginda ve her iki damarin ventralinde bulunur. Uzunlugu 2-4 cm, c¢ap1 4 mm
kadardir. Omentum minus i¢inde dar bir ag¢1 yaparak duktus sistikus ile birlesir ve

koledogu olusturur. Bu birlesme bazen ¢ok yukarida, bazen ¢ok asagida olabilir. Cok
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nadir de olsa ana hepatik kanal ve duktus sistikus hi¢ birlesmezler ve ayri ayri

duodenuma agilirlar. Koledok, omentum minus katlar1 arasinda, portal ven dniinde ve

hepatik arter saginda ilerler. Duodenum 1. kismi1 arkasindan, pankreasin bag kisminin

posteriorundaki olugun icinden gecer ve duodenumun 2. kismina acilir. Kanal,

duodenum posteromedial duvarinda oblik seyreder ve bu boliimiin orta kisminda

siklikla ana pankreas kanali ile birlesir. Boylece “ampulla vateri” olusur. Ampulla

mukoza membranini i¢eri dogru iterek, bir tiimsek yapar ve buna “duodenal papilla”

denir. Bireylerin yaklasik % 30’ unda safra ve pankreas kanallari duodenuma ayr1

ayrt acilirlar. Koledok uzunlugu 6-8 cm, capt 4-5 mm.dir. Koledogun komsuluk

bakimindan yukaridan asagiya dort pargasi vardir:

1
2

Supraduodenal béliim: lig. hepatoduodenale pargasi i¢indedir.
Retroduodenal béliim: Duodenum birinci kismi arkasinda bulunan bu
parcanin posteriorunda V.cava inferior bulunur. Uzunlugu 1.5-2 cm.dir.
Retroopankreatik béliim: Pankreas bas kisminin arkasinda bulunan bu
parcanin posteriorunda V. cava inferior ve sag bobrek damarlari, solunda
V. porta bulunur. Uzunlugu 2.5-3.5 cm.dir.

Intramural béliim: Duodenum 2. kismi duvari iginde bulunan bu parga
papilla duodeni major’a ya duktus pankreatikus ile birleserek ya da
birlesmeden ayr1 olarak agilir. Bu par¢anin uzunlugu 1-1.5 cm.dir. Bu son
parcanin papilla duodeni i¢indeki boliimii geniglemistir ve ampulla vateri
adim1 alir. Bu ampullanin ¢evresinde “Oddi sfinkteri” adi1 verilen diiz kas
lifleri vardir. Bu kas lifleri vasitasi ile koledok kapatilarak safranin, safra
kesesinde birikerek depo edilmesi ve gerekince duodenuma akitilmasi

saglanmis olur.(3, 4)
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Sekil 2.5. Koledok anatomisi

Safra kesesi, karacigerin alt yiiziinde sag ve sol loblar1 ayiran olukta yerlesmistir.
4-14 cm uzunlugunda (ortalama 8,5 cm) ve 3 cm genisligindedir. Ortalama kapasitesi
30-50 ml. dir. Fundusu ve govdesinin 2/3’ii periton ile ¢evrelenmistir ve goriilebilir.
Safrakesesi, boyun kisminin konfiglirasyonuna gore varyasyonlar gdsterir. Boyun
kismi uzunsa, safra kesesi tubuler yapidadir. Boyun kismi kisa ve genisse, sakkiiler
veya sferik sekildedir. Karaciger yatagindaki yerlesimine gore 3’e ayrilabilir.

1- Safra kesesi karaciger yataginda s1§ yerlesimlidir ve 3/4’i periton ile ortiiliidiir.

2- Safra kesesi karaciger yataginda derin yerlesimlidir ve 1/3°ti periton ile

ortilidiir.

3- Pendulous safra kesesi: Kese tamamen periton ile ortiiliidiir. Burada sistik arter

ve kanalin torsiyon riski vardir.
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Safra kesesi degisik varyasyonlarda olabilir: Retroperitoneal, transvers,
suprahepatik, ‘vesica divisa’ denilen ¢ift safra kesesi, aksesuar safra kesesi,
‘Rokitansky-Aschoff Siniis’ii’ denilen psddodivertikiiliin, genislemis Intramural
uzantis1 seklinde olan “Luscka” kanali, safra kesesi ve sistik kanalin konjenital yoklugu
bunlar arasinda sayilabilir.

Sistik kanal; 35 ¢cm uzunlugunda, 2,4-4 mm genisligindedir. Pars spiralis denilen
baslangic kismidir, mukoza kivrintis1 gibidir, kaniile etmek zordur. Sonraki kismi
sinlizoid egim olarak tanimlanir ve ana hepatik kanalla birleserek ana safra kanalini
olusturur. Insanlarm % 75’inde sistik kanal, sag lateraldan, duodenum ile hepatik
hilusun arasinda, safra kanalinin orta segmentine, dorsal veya ventralden, 40° ac1 ile
acilir. Sistik kanalin, ana hepatik kanali 6nden veya arkadan ¢aprazlayarak soldan giris
yapmasi anormal bir varyasyonudur. Ana hepatik kanal, 6,5 cm uzunlugunda ve 6,5
mm genisligindedir. Sag ve sol hepatik kanallarin, porta hepatiste birlesmesiyle olusur.
Sistik kanal ile ana hepatik kanal birleserek ana safra kanalin1 (koledok) olustururlar.
Sistik kanal ile ana hepatik kanal, asagida, retroduodenal yerlesimli olabilir veya sag ve
sol hepatik kanalin birlesim yeri ile aynmi seviyede yani yliksek yerlesimli olabilir.

Yiiksek yerlesimde ana safra kanali daha uzundur.(3)

2.2. Safra Fizyolojisi

Karaciger tarafindan stirekli olarak salgilanan safra, normalde safra kesesinde
depo edilerek gerektik¢e duodenuma akar. Safra yollar1 ve safra kesesinin en dnemli
fizyolojik rolii; safrayr yogunlastirmak, sessiz ve etkili bir sekilde ve iyi
zamanlanmis olarak belirli miktarlarda barsaga iletmektir. Giinliikk toplam safra
sekresyonu yaklasik 500-1500 ml arasindadir. Bu miktar hepatositlerden
salgilananlar ile safra kanali hiicrelerinden salgilananlarin toplamidir. Safra hacmini
ayarlayan esas etken safra kanalciklar1i icine safra tuzlarmmin aktif olarak
salgilanmasidir. Sodyum ve su, izoosmolalite ve elektriksel notralite i¢in pasif olarak
salgilanir.(13, 15) Lesitin ve kolesterol de safra tuzu degisimlerini izleyecek sekilde
c¢ikarilir. Bilirubin hepatosit tarafindan aktif olarak salgilanir. Safra yollarinin epiteli,
safra kanalciklarinda olusturulan bu sivinin bikarbonatin1 zenginlestirir. Safra kesesi
hacmi 30-60 ml kadardir. Bununla beraber 12 saatlik safra salgis1 kesede depo
edilebilir. Aclikta, Oddi sfinkterinin tonik kasilmasi sonucu karaciger safrasinin

yaklasik olarak yarisi, depolanmak ve yogunlastirilmak {izere safra kesesine aktarilir.
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Yemekler aras1 donemde safra kesesinde biriken safra genellikle yaklagik 5 kat
yogunlagtirilir. Ancak maksimum 12-18 kat kadar yogunlastirilabilmesi de
miimkiindiir. Sodyum, bikarbonat ve klor aktif transport ile ltimeni terk eder; safra
bilesimi degisir.(3, 21) Safradaki en bol madde olan safra tuzlari, hepatositlerce
kolesterol 6n maddesinden yapilan steroid molekiilleridir. On madde olan kolesterol
ya viicutta sentez edilir veya yiyecekler ile disaridan alinir. Safra tuzlarinin intestinal
kanalda iki onemli gérevi sdéz konusudur. Ilk olarak besinlerdeki yag partikiilleri
lizerine deterjan etkileri mevcuttur. Partikiillerin yiizey gerilimini azaltarak, kii¢iik
yag damlaciklarina pargalanmalarina neden olurlar. Ikinci olarak safra tuzlari; yag
asitleri, monogliserol, kolesterol ve diger lipitlerin intestinal kanalda emilimine
yardim ederler. Safra tuzlar1 bu islevini lipidler ile kii¢iik kompleksler yaparak
gergeklestirirler. Migel adini alan bu kompleksler safra tuzlarinin elektriksel yiikleri
nedeni ile erir durumda kalirlar. Lipidler bu yap1 i¢cinde mukozadan emilirler.
Intestinal kanalda safra bulunmadigi zaman lipidlerin %40°1 fecesle kaybedilir ve
yagda eriyen A,D,E,K vitaminleri absorbe edilemez. K vitamininin viicutta deposu
olmadigindan ve karacigerde baz1 koagiilasyon faktorlerinin sentezinde rol
aldigindan dolayi pihtilasma bozukluklart ortaya ¢ikabilir. Kolat ve kenodeoksikolat
primer safra tuzlaridir. Barsak bakterileri bunlar1 degistirerek sekonder safra tuzlar
olan dezoksikolat ve litokolat’a dondistiiriir. Primer safra tuzlari geri emilirken
litokolat ise diski ile atilir. Safra %40 kolat, %40 kenodeoksikolat, %20
dezoksikolattan olusur. Safra asidlerinin biiyiik bir kismi, ince barsak mukozasindan,
Ozellikle terminal ileumdan, etkili bir sekilde geri emilir ve safraya verilmek {izere
karacigere gelir ki, bu olaya entero-hepatik dolagim ad1 verilir. (22)

Safra tuzlar, lesitin ve kolesterol safradaki erimemis maddelerin %90 1dur.
Geri kalani, bilirubin, yag asitleri ve inorganik tuzlardir. Safraya giinde 250-300 mgr.
bilirubin verilir. Eritorositlerin yikimindan kaynaklanan indirekt bilirubin, hepatosit
tarafindan direkt bilirubine cevrilerek safraya verilir. Direkt bilirubin barsakta
iirobilinojene doner. Urobilinojenin ¢ok az bir kismi entero-hepatik dolasima girer.

Eritrositler 120 giinliik yasamlar1 sonunda doku makrofajlar1 tarafindan
fagosite edilir. Hemoglobin ilk olarak globin ve hem’e ayrilir. Hem halkas1 agilarak
serbest demir kand a transferinle taginir, dort pirol ¢ekirdegi diiz bir zincir yaparak

safra pigmentlerini olusturur. Olusan safra pigmentlerinden ilki olan yesil pigment,
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biliverdindir. Biliverdin indirgenerek sari-kirmizi renkteki bilirubini olusturur.
Bilirubin plazmada hafifce c¢oziiniir ve albumine kovalent olmayan baglarla
baglanarak karacigere taginir. Karaciger hiicre membraninca absorbe edilen bilirubin,
plazma membranindan ayrilarak, karaciger hiicrelerindeki Y ve Z proteinleri adi
verilen iki proteinden biri ile birlesir. Ancak, hemen sonra bilirubin bu proteinden
ayrilir ve yaklasik %80°1 glukuronik asit ile birleserek bilirubin glukuronat, %10’u
siilfat ile birleserek bilirubin siilfati yapar, %10’u ise ¢esitli maddelerle birlesir.
Nonkonjuge bilirubin yagda eriyebilir, toksiktir ve albumine siki bir sekilde
baglanarak yiiksek kan diizeylerinde bile idrarla atilmayan bir form olusturur.
Yiiksek kan diizeylerinde dokulara 6zellikle insanlarda beyine girebilir ve toksik
hasara neden olur. Konjuge bilirubin suda eriyebilir, toksik degildir ve sadece gevsek
olarak albumine baghdir. Plazmada normalden yiiksek oranda bulundugunda
(tikanma sariliklarinda oldugu gibi) idrarla atilabilir. Bilirubin bu bilesikler halinde
aktif transportla safra kanalciklarina ¢ikarilir. Urobilinojenin bir kismi1 barsaktan geri
emilerek portal dolasima gecer ve bobrege gelerek burada sari renkli iirobiline
cevrilir. Idrara rengini bu madde verir. Diskidaki Urobilinojenin ¢ogu barsak
bakterileri tarafindan okside edilerek sterkobiline doner ve digkinin tipik rengini

Verir.
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Sekil 2.5. Bilirubin Metabolizmasi
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Safra kesesinde depolanan safra su mekanizma ile salinir. Bazi besinlerin,
ozellikle de yagli yiyeceklerin alimindan sonra duodenum {ist kesim duvarlarindan
kolesistokinin salnir. Kolesistokinin, safra kesesinin kasilmasi ve sfinkterin
gevsemesi i¢in en 6nemli fizyolojik uyarandir. Kolesistokinin kana emildikten sonra
safra kesesine giderek, kesede spesifik kontraksiyonlar: uyarir. Bu kasilmalarin
yarattif1 basingla birlikte safra figkirir tarzda duodenuma itilir. Safra kesesinin
timiiyle bosalmasi 15 dakika icinde goriilir ve bu esnada Oddi sfinkteri de
gevsemistir. Ayrica gastrik sekresyona eslik eden vagal stimiilasyon ya da ¢esitli
intestinal refleksler de safra kesesinde zayif kontraksiyonlar yaratarak akisa yardimci

olmaktadir .(3, 14)

2.3. Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubinin iiretiminin en Onemli kaynagi eritrosit katabolizmasidir. Bu
tretimin %80-85'1 retikiiloendotelyal sistemdeki (RES) kirmizi kan hiicrelerinin
yikimiyla olur. Dolagimdaki eritrositlerin ortalama omiirleri 100-120 giindiir. Bu siire
sonunda eritrositler retikiiloendotelyal sistemde mono niikleer fagositer hiicreler
tarafindan yikilirlar. Bu yikim sirasinda globin, hemoglobinden hidroliz yoluyla
ayrilir ve bilirubin yapiminda kullanilan ‘hem’ ortaya cikar. Bilirubin iiretiminde
kullanilan hem’in % 15-20 ‘lik kism1 da kemik iliginde gelisim asamasinda eritrosit
yikimi (inefektif eritropoez) ve karacigerde hem igeren nonhemoglobin protein
yapida olan myoglobin ve sitokromlarin yikilmasiyla elde edilmektedir. Hem
katabolizmas1 mikrozomal okside edici sistemde devam eder. Hem,
retikiiloendotelyal sistemde hem oksijenaz ile biliverdine, biliverdin de biliverdin
reduktaz ile bilirubine dontistir.(21)

Erigkin bir insanda ortalama kan hacmi 5000 ml ve ortalama hemoglobin
konsantrasyonu % 15'dir. Matur eritrositlerin her giin % 1'1 yikilmaktadir ve 7.5 gr
hemoglobin acia ¢ikmaktadir. 1 gr hemoglobinden 34 mg bilirubin olusmaktadir.
Bu nedenle giinliik bilirubin yapimi 250-300 mg' dir. Sitozolde biliverdin rediiktaz
ile olusan indirekt (konjuge olmamais) bilirubin, yagda ¢6ziinebilir formdadir ve suda
coziinemez. Bu nedenle indirekt bilirubin plazmada albumine bagl olarak tasinir.
Indirekt bilirubin ile albiimin arasinda olan bag reversible ve kovalent olmayan bag

seklindedir ve bu baglanma dokular1 bilirubinin potansiyel toksik etkilerinden korur.
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Bilirubin albiimin kompleksi karacigerin siniizoidal dolagimina portal ve
hepatik arteryal sistemlerle ulasir. Karacigerin sinilizoidal dolasimina alinan
bilirubinin hepatik metabolizmasi {i¢ asamada gerceklesir.

1. Hepatosit i¢ine alinma
2. Konjugasyon
3. Safraya atilim

Indirekt bilirubin albiiminden hepatositlerin plazma membraninda ayrilir.
Bilirubinin hepatositlere giris sekli net olarak bilinmemekle birlikte bu siirecin
protein Y ve Z'min de icinde bulunduklar1 bir tasiyici sistemle gergeklestigi
diistiniilmektedir. Hepatosit sitoplazmasina tasiyici proteinlerle aktarilan unkonjuge
bilirubin, hiicre i¢inde, ligandine baglanarak, diiz endoplazmik retikuluma taginir.
Burada ilk basamakta UDP-glukuronil transferaz, bilirubini glukronik asitle konjuge
ederek suda ¢oziiniir form olan bilirubin monoglukuronid (%15) ve diglukuronide
(%85) katalizler. Daha sonra ayni enzim ya da plazma membran transglukronidazi
olusan bilirubin monoglukuronidi bilirubin diglukuronide ¢evirir. Hem bilirubin
monoglukuronid (% 15) hem de bilirubin diglukuronid (%85) safra kanallarina
taginarak safra yoluyla atilirlar. Boylece safra, aktif transportla safra yollarina, safra
kesesine ve buradan da duodenuma suda c¢oziinebilir direk formda (konjuge
bilirubin) ulasir. Safranin eksresyon asamasi bilirubin metabolizmasinda hiz
sinirlayict basamak olarak adlandirilir.

Bilirubin metabolizmasinin 6nemli bir boliimii de ince barsaklarda
gerceklesir. Distal ince barsaklarda ve kolonda bulunan bakteriler, direk bilirubini
irobilinojen olarak isimlendirilen bir dizi bilesige doniistiiriirler. Bu islem sirasinda
olusan ara iirtinler mezobilirubinojen ve sterkobilirubinojendir. Bu renksiz iiriinler
daha sonra sterkobiline doniistiiriiliirler. Diskiya 6zel rengini veren bilesik
sterkobilindir. Urobilinojenin az bir kismi (% 10-15) terminal ileumdan ve kolondan
geri emilerek bobrekten atilir. Idrarda artmis miktarda iirobilinojen olmasi bilirubin
tretiminin arttigmin, idrarda {irobilinojen olmamasi da biliyer obstriiksiyonun
gostergesi  olabilir. Urobilinojen, sterkobiline déniisemediginde akolik gaita
olusur.(4)

Indirekt bilirubin plazmada albumine bagli olarak tasmir ve bu nedenle

bobreklerden atilamaz; ancak direkt bilirubin suda c¢oziinebilir oldugundan
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glomeriillerden filtre olur ve bobreklerden atilir. Direkt bilirubinin seviyesi arttikca
renal bilirubin atilimi 220 mg/giin'e ulasir. Karacigerde safra pigment yapimi 250
mg/giin oldugundan plazma bilirubin konsantrasyonunun 30 mg/dl'den daha fazla
olmasi beklenmez.

Normal bilirubin metabolizmasi su basamaklarla 6zetlenebilir;
-Uretim

-Hepatosit tarafindan tutulum

-Konjugasyon

-Safra yollarina eksresyon

-Gastrointestinal sisteme atilim

Bu asamalardan herhangi birisindeki defekt sarilikla sonuglanacaktir.
Hiperbiliriibinemi nedenleri:

I-Non-konjuge (indirekt) Hiperbiliriibinemi:
A-Asirt bilirubin yapimi

1-Hemolitik anemiler

2-Biiyiik internal hemorajilerden kanin resorpsiyonu
3-Inefektif eritropoez

B-Azalmis hepatik alim

1-ilaglar (Rifampin, kontrast maddeler)

2-Muhtemel bazi1 Gilbert sendromu vakalari
C-Bilirubin konjugasyonunda bozulma

1-Gilbert sendromu

2-Crigler-Najjar sendromu I ve II

3-Yeni doganin fizyolojik sarilig

4-Diffiiz hepatoselliiler hastalik (siroz, hepatit)
II-Konjuge (direkt) Hiperbiliriibinemi (kolestatik sarilik)
A-Bilirubinin intrahepatik atiliminda azalma
1-Dubin-Johnson sendromu

2-Rotor sendromu

3-laglar (oral kontraseptifler)

4-Hepatoselliiler hastalik (viral hepatitler)
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5-Primer biliyer siroz

6-Sklerozan kolanjit

7-Sepsis

B-Ekstrahepatik biliyer tikanma

1-Safra taglar

2-Pankreas basi, ekstrahepatik safra kanallar1 ve ampulla vateri tm.
3-Safra yolu darliklar1 (safra yolu operasyonlari, Sklerozan kolanjit)

4-Ekstrahepatik biliyer atrezi

2.4. Tikanma ikteri Nedenleri

Sarilik; deride, skleralarda, dokularda ortaya ¢ikan ve dolagimdaki bilirubin
miktarinin artmasi sonucu gelisen renk degisikligi ile karakterize klinik bir
durumdur. Normal serum bilirubin diizeyi 0,5-1,3 mg/dl arasindadir, serum bilirubin
seviyesi 2,0 mg/dl’nin iizerine ylikseldiginde sarilik dokularda klinik olarak kendini
belli eder.

Hiperbilirubinemi yapan sebeplerden tikanma nedeniyle olusana cerrahi sarilik,
post hepatik sarilik, mekanik sarilik, obstriiktif sarilik gibi isimler verilmektedir.
Sarilikli olan hastalarda, Alkalen fosfataz seviyeleri bilirubine oranla daha fazla
artar, bilirubin seviyeleri 10 mg/dl’yi gegmez. Ana safra kanalin1 tikayan safra tasi
olanlarda serum bilirubininin 15 mg/dl’yi ge¢cmesi nadirdir. Daha yiiksek seviyeler
malign sebepleri diisiindiiriir. Tikanma sariligi; safra yollarmin herhangi bir
noktasinda ¢esitli patolojilere sekonder obstriiksiyonlara bagli safra akiminin
yavaslamasi veya durmasina sekonder ortaya ¢ikan klinik bir durumdur.(3)

Tikanma Sarilig1 baz1 konjenital ve akkiz patolojilere sekonder olarak karsimiza
cikmaktadir.
A-Konjenital Patolojiler:
1. Safra kanali agenezisi, hipoplazisi veya stenozu
2. Koledok ve pankreas duktuslari-duodenum bilesim anomalileri
3. Koledok kisti ve koledokosel
B-Akkiz Patolojiler:

1. Safra taglari:

» Koledok veya hepatik safra kanallarinda

* Safra kesesinde (Mirizzi sendromu)
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Koledok taglari, safra kesesi tagi bulunan hastalarin %4-12’sinde bulunurlar.
Koledok taslar1 ekstra hepatik tikanma sarilifinin en sik nedenidir. Koledok
taglarinin biiyiik bir kismi safra kesesi iginde sekillenir, sistik kanaldan asagiya go¢
eder. Hem ekstrahepatik ve hem de intrahepatik safra kanallar1 dilate hale gelir.
Kronik biliyer obstriiksiyon, safra stazi, safra kanal proliferasyonu ve portal sistem
fibrozisi ile sekonder biliyer siroza neden olabilir. Primer taglar genellikle fasetsiz,
sarimtirak, kahverengi ve kirilgandir. Kolanjit, kolanjiohepatit, karaciger apseleri ve
pankreatit gibi komplikasyonlara da yol agabilir.

2. Neoplazmlar:

* Safra kanallari, pankreas, duodenum, ampulla, safra kesesi veya karacigerin

primer tiimorleri

* Safra kanallarina basi yapan veya direkt olarak invaze eden sekonder

tiimorler

3. Striiktiirler:

* Postoperatif (iyatrojenik)

*» Kronik pankreatit ile iliskili

* Posttravmatik

» Ampuller stenoz ile iligkili

» Sklerozan kolanjite bagli (primer veya sekonder)

* Bilio-enterik anastomoz disfonksiyonu

» Idiyopatik

Oddi sfinkteri ve vater papillasinin stenoz ve fibrozisinde uzun siiren spazm,
kolanjit ve pankreatitler 6nemli olabilir. Kolik tarzinda gelisen sirta yayilan agriya
bulanti, kusma eslik eder. Hastalarin yarisindan fazlasinda acilip kapanan sarilik
gortlir.

C- Diger Patolojiler:
1. Parazitler
2. Arteriyel anevrizmalar

3. Duodenum divertikuller

2.5. Tikanma Ikterinin Karaciger Uzerine Etkileri

Tikanma sariliginda iki mekanik problem meydana gelir; safra barsaga

aktarilamaz, entero hepatik dolagim bozulur ve biliyer agacin tikanmasi sonucunda
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safra kanallarinda basing artis1 ve safra refliisii meydana gelir. Tikanma sariliginda
total ve direkt bilirubin, serum Alkalen fosfataz (ALP), serum gama glutamil
transferaz (GGT) ve serum safra asit miktarlar artar. Uriner ve fekal iirobilinojen ise
azalir veya yok olur. Safra yollarindaki kiiciik bir basing artisi bile safranin dolagima
reglirjite  olmasina neden olur. Tikanma sariliginda kolanjiyovendz ve
kolanjiyolenfatik reflilyle birlikte portal ven basincinda Onemli artis meydana
gelmektedir. Ancak total hepatik kan perfiizyonu azalmaktadir. Yiiksek intrabiliyer
basing safra sentezinde azalmaya ve buna paralel olarak safra akiminin safra tuzu
bagimli komponentinde diismeye neden olur. Safra tuzlari safraya sekrete edilemez
ve buna karsilik konjuge siilfatlarin pasif difiizyonu olur ve aktif transport vasitasiyla
idrarla atilir. Alblimin, fibrinojen, protrombin, haptogalobulin, transferrin,
seruloplazmin ve pihtilasma faktorleri II, VII, IX ve X dahil olmak iizere protein
sentezi, safra kanali baglanmasindan sonra bozulur. Albiiminin ise serumdaki yari
omrii uzun oldugundan dolay1 sadece biliyer obstriiksiyon uzun siirdiigiinde ya da
sekonder karaciger degisiklikleri meydana geldiginde miktar1 azalir.(23)

Hepatoselliiler hastalik yada sirozda goriilen belirgin anormal serum
aminoasit profillerine zit olarak mekanik biliyer obstriiksiyondaki aminoasit
seviyelerinden farkli degildir. Iskelet kas1 aminoasit alimi degismez. Malign biliyer
obstriiksiyonda yapilan cerrahi sonras1 mortalite ile glukoz intoleransi derecesi arasi
iliski gosterilmistir. Portal kan akiminin artisina ragmen, total kan akimi diiser.

Karaciger kan akimindaki anormallik, biliyer obstriiksiyonda goriilen
retikiiloendotelyal fonksiyon degisikliklerinden kismen sorumlu olabilir. Siganlarda,
Kupffer hiicrelerinin belirgin olarak sismesi siniizoidal kan akimini engelleyebilir ve
bu hayvan modellerinde goriilen yama tarzi karaciger nekrozlarina neden olabilir.
(24)

Safra yollarmin tikanmasi hepatik striiktiir ve fonksiyonlarda birgok
bozukluga neden olur. Kollajen miktar1 artar, glikojen azalir. Diiz endoplazmik
retikulumda sayica azalma gozlenir. Mitokondriyal antioksidanlar (glutatyon,
ubikinon) azalir, lipid peroksidasyon {iriinlerinde artmayla birlikte mitokondrial
elektron transport zincirinde fonksiyon bozuklulugu ortaya ¢ikar. Mitokondriyal
respiratuar enzim aktivitesi ve ketogenez baskilanir ancak tikanma ortadan

kaldirildiktan sonra normale doner. Hepatoselliiler yaralanma sonucu interlokin—6
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(IL-6), tiimor nekroze edici faktor (TNF), PAF, endotoksin seviyelerinde artis olur.
Protein, koagiilasyon faktorleri ve albiimin sentezlerinde, mikrozomal P—450,
Kupffer hiicre fonksiyonlarinda azalma meydana gelir. Safra tuzlarinin in vitro
olarak sitotoksik ve deterjan etkisi vardir. Yaglarin ve yagda eriyen A, D, K, E

vitaminlerin emilimi bozulur, kanamaya egilim artar. (25)

2.6. Tikanma Sarihig1 ve Oksidatif Stres

Hiicre zedelenmesinde agiklanabilen mekanizmalardan biri kismen oksijen
tirevleri ile aktiflesen, serbest radikallere bagli gelisen hasardir(26). Serbest
radikaller; kimyasal, oksijen ve diger gaz toksisiteleri, hiicresel yaslanma, fagositoz,
inflamasyon, tiimor harabiyeti ve diger olaylarda genel bir doku zedelenmesi siirecini
izleyerek etkili olurlar.(27) Serbest radikal bir veya iki birlesmemis elektron iceren
stabil olmayan bir molekiildiir. Serbest radikaller elektronu ciftlemek icin bagka
molekiillerle reaksiyona girme egilimindedir. Viicutta fizyolojik sartlarda, belli
oranda iiretilen radikaller, enzimatik veya nonenzimatik yollarlarla temizleyerek, bir
denge olusturulmakta ve metabolizma kontrol altinda tutulmaktadir. Serbest
radikallerin, iltihap, kanserogenez, iskemi / reperfiizyon hasari, yaslanma,
ateroskleroz, diyabet, gibi hastaliklarda tiim organ ve dokularda gelisen hasardan
sorumludur. Cesitli SOR molekiilleri oksijenin rediiksiyonu ve eksitasyonuyla
yapilabilir. Serbest radikaller: oksidatif fosforilasyon, piirinlerin iki basamakl
katabolizmasi, arasidonik asit yolu, demir ile katalizlenen reaksiyonlar, solunum
patlamasi gibi olaylarin meydana gelmesi sonucu endojen kaynakli olabilecegi gibi,
doksorobusin, bleomisin, tetraklorid gibi ajanlarin alinmasi sonucu da ortaya
cikabilir (28, 29).Biyolojik sistemlerde, tartismasiz olarak kabul goéren en 6nemli
radikaller SOR’dir. Molekiiler oksijen fazla reaktif degildir, bagka atomlarla kolay
reaksiyona girmez, ¢esitli kaynaklardan gelen yiiksek enerjili elektronlarla kargilagan

oksijenin tek degerli rediiksiyonu baslayabilir(27, 28).

Kolestaz sonrasi hepatositlerde hiicresel sisme, intraduktal basing artisina bagl
karacigerde iskemik hasar ve sonu¢ olarak SOR ortaya c¢ikar. Bilirubinin barsaga
akmamas1 sonucu yagda eriyen vitaminlerin (Vitamin A, E, D, K) absorbsiyonu
bozulur(4). Antioksidan 6zelligi olan vitamin E ve A seviyesindeki azalma, SOR’ne

bagli olarak gelisen doku hasarin artirir (30, 31).
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Tikanma sarilikli hastalarda plazma ve hepatik peroksit seviyeleri normal
hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Ayni c¢alismada serum MDA
seviyesi serum bilirubin artisiyla paralellik gostererek yiikselmistir(30). Hepatoselliiler
yaralanmaya sekonder olarak plazma lipoperoksidazlarinda yiikselme ve antioksidan

olan vitamin E seviyesinde azalma tespit edilmistir(32)

2.6.1. OKksidatif Stres

Oksidatif stres, Stellat hiicre aktivasyonu ile kollajen sentezini arttirarak
karaciger fibrozu gelisiminde etkili olmaktadir. Oksidatif stres, serbest radikallerin
artmast  veya antioksidan savunma mekanizmalarimin  zayiflamas1  ile
olusabilmektedir. Serbest radikaller hepatobiliyer hastaliklarin énemli bir kisminin
patogenezinde rol almaktadir. (33)

Serbest radikaller, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran ve
bu yiizden de oldukg¢a reaktif kimyasal pargalardir. Solunan oksijen canlilarda hayati
idame ettirmekle birlikte, alinan miktarin % 5’nin serbest oksijen radikallerine
doniislimii  sonucu, antioksidan savunma zayifligi durumlarinda zararli da
olabilmektedir. Tek bir elektronun oksijene ilave olmasiyla siiper oksit anyon radikal
olusmaktadir. Bu radikal wviicutta siiper oksit dismutaz ile hidrojen peroksite
dontstiirilmektedir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde yiiksek
konsantrasyonlarda 6liimciil olabilir ve daha da 6nemlisi en toksik oksijen radikali
olan hidroksil (OH) radikaline doniisebilir. Lipid peroksidasyonu serbest oksijen
radikalleri tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki doymamig yag asitlerinin
oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir. Bu kimyasal olay organizmada olusan
kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki doymamis yag asiti zincirindeki o-
metilen gruplarindaki hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir.
Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali
oldugu ve bununla birlikte lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili
radikalin hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikal etkisiyle yag
asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklastirilmasi yag asidi zincirinin radikal
niteligi kazanmasma neden olur. Lipid peroksidasyonunun zar lipid yapisindaki
degisiklikler nedeniyle zar islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler
ve diger hiicre bilesenlerinin {izerine etkisi, son iiriinler olan aldehitlerin sitotoksik

etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden oldugu diistiniilmektedir.
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Malondialdehid (MDA), oksidatif stress sonucu gelisen lipidlerin peroksidasyon

hasarmin son iirlinii olarak lipid hasarlar1 gostergesi olarak kullanilmaktadir.(33, 34)

2.6.2. Lipid Peroksidasyonu

Tikanma sariliginda gelisen endotoksemi ve sepsisin onemli bir nedeninin
nitrik oksit (NO) iretiminin artist ve ortaya c¢ikan oksidatif stres oldugu
diisiiniilmektedir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) ile koruyucu sistemler arasindaki
dengenin bozulmasma oksidatif stres denilmektedir. Bu durumda serbest oksijen
radikallerine bagli olusan bir doku harabiyeti s6z konusudur. Tikanma sariliginda
safra asitleri ve toksik safra tuzlarimin etkisi ile hiicre mitokondrisinden serbest
oksijen radikalleri salinmakta ve bu da hiicre membraninda oksidatif harabiyete yol
acmaktadir. Tikanma sariliginda eritrositlerdeki oksidatif kapasite azalmakta, hiicre
ve dokulardaki oksidatif stresin artisina bagl olarak eritrosit glutatyon, indirgenmis
glutatyon ve doku glutatyon havuzlarinda azalma ortaya c¢ikmaktadir. Tikanma
sariliginda serbest oksijen radikallerinin iiretimi artmakta ve anti oksidatif kapasite
azalmaktadir. NO kaynagi olan nitrik oksit sentetaz (NOS) enzim ailesi ii¢
izoenzimden olusmaktadir. Bu enzimler noéronal NOS (nNOS veya NOS 1),
indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS 2), ve endotelyal NOS (ecNOS veya NOS 3)
olarak adlandirilir. INOS normal sartlarda sentezlenmez iken, 6zellikle LPS, TNF-
alfa, IL-1, INF-gama gibi sitokinlerin varliginda ortaya ¢ikmaktadir. Endotoksemi
varliginda iNOS kalsiyumdan bagimsiz olarak sentezlenmekte ve NO iiretimini
artirmaktadir(35). Shiomi ve arkadaslar1 Tikanma sariligi olusturulan deneklerde
asirt bir NO {iretiminin oldugunu ve mitokondriyal hasarin ortaya c¢ikacagini
belirtmektedir(36). Tikanma sariliginda gelisen oksidatif stres dnemli bir apopitozis
Onciisili olarak ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif streste ortaya ¢ikan NO serbest oksijen
radikallerinden hidroksil radikalleri (OH) ile reaksiyona girerek daha toksik olan
peroksinitritlerin (ONOO-) olugsmasini saglamaktadir. Serbest oksijen radikalleri ve
peroksinitritler hiicre membran lipidlerinde peroksidasyona yol agmakta, proteinleri
denatiire etmekte ve DNA hasarina yol agmaktadir. DNA’da olusan bu kirilma DNA
tamir enzimi olan poli (ADP-riboz) sentetaz (PARS) enziminin aktivasyonuna yol
agmaktadir. Iskemi, reperfiizyon hasar1 ve sepsiste ortaya cikan oksidatif streste
aktive olan PARS enzimi nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’in hiicresel

seviyesini diislirmektedir. NAD diislince hiicresel ATP seviyeside diismekte,



24

hiicresel disfonksiyon ve hiicre 6liimii ortaya ¢ikmaktadir(37). Tikanma sariliginda
LPS kaynakli endotoksemi sonucunda makrofaj, notrofil ve endotel hiicrelerinden
INOS etkisi ile NO iiretiminin artacagi belirtilmektedir. Tikanma sariliginda
antioksidan savunma sisteminin bozulmasi ile glutatyon peroksidaz (GSH) aktivitesi
azalmaktadir. Ustelik sarihigin ciddiyetine bagh olarak lipid peroksidasyonu artarken
antioksidanlarin diizeyinin azalacagi bildirilmektedir. Bomzon ve arkadaslar
tikanma sariliginda safra asitleri ve bilirubinin ayn1 zamanda renal oksidatif strese ve
lipid peroksidasyonuna yol agtigin1 belirtmektedir. LPS ve safra asitleri SOR ve
sitokinlerin etkisi ile renal tiibiiler ve glomeriiler hiicrelerde oksidatif hasara

Ve lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. Bu sekilde tikanma sariliginda bobrek

yetmezligi ve ¢ogul organ hasarina gidisi tetiklemektedirler(38).

2.6.3. Malondialdehid (MDA)

Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
Malondialdehid (MDA) olusur. Yag asidi peroksidasyonu MDA' in asil kaynagini
olusturmakla birlikte hemoglobin (Hb) ve myoglobinin H202 ile etkilesmesi ile de
olusum gergeklesebilir(39). Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin
kaybina, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi
gecirgenligin  artisina ve sonugta hiicrenin  hasarma ve hiicre igeriginin
serbestlesmesine neden olur. Peroksidasyon sonucu olusan MDA membran
bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina neden olur. Bu durum
hiicre yiizeyinin durumunu, enzim aktivitesini ve iyon transportunu etkileyebilir.
MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii oldugundan lipid peroksidasyonunu ve

serbest oksijen radikal olusumunu MDA 'y1 6lcerek izlemek miimkiindiir(40).

2.6.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta oksidan ve antioksidan savunma sistemleri bir denge halinde
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidasyon lehine donmesi ile oksidatif hasar olusabilir.
Serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirmak icin organizmada bulunan sistemler
antioksidan sistemler olarak adlandirilir. Antioksidan sistemler primer, sekonder ve
tersiyer olarak 3 gruptur. Primer antioksidan sistemler, serbest radikal olusumunu
engelleyerek etkili olan sistemlerdir. Serbest radikalleri biyolojik 6nemi olan daha

zararlt molekiillere doniismeden etkisiz hale getirirler. Siiperoksit dismutaz,
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glutatyon peroksidaz, katalaz, ferritin ve seruloplazmin gibi enzimler bu grupta yer
alir.(41)

Vitamin E ve C, P-karoten, Urik asit, bilirubin ve albliimin sekonder
antioksidanlardandir. Bunlar serbest oksijen radikallerini yakalayarak olusabilecek
zincir reaksiyonlarint engellerler(41, 42).Tersiyer antioksidanlar etkilerini serbest
radikallerin neden oldugu biyomolekiiler hasar1 onararak gosterirler. DNA onarim
enzimleri (Glikozilaz, endoniikleaz, ekzoniikleaz) ve metiyonin siilfoksit rediiktaz
tersiyer antioksidanlardir. Antioksidan savunmanin en énemli elemanlar siiperoksit
ve hidrojen peroksidi (H202) temizleyen siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleridir. SOD molekiill agirligt 32000 dalton olan
mitokondri ve sitoplazmada bulunan ve siiperoksitin hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalize eden bakir ve ¢inko i¢eren bir metalloenzimdir. Siiperoksit
radikallerin daha toksik substratlar olugturmasi SOD tarafindan 6nlenir. Olusan H202
katalaz ve glutatyon peroksidazla suya doniistiiriiliir. Katalaz dokularda ¢ok yaygin
olarak bulunan ve yiiksek seviyelerdeki hidrojen peroksidi (H202) metabolize eden
bir enzimdir(43).

Glutatyon (GSH), glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan intraselliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir antioksidan ve indirgeyici
olan GSH hiicreyi ekzojen ve endojen oksidazlarin zararli etkilerinden korur. GSH
viicutta bulunan ana antioksidan maddedir. Glutatyon sentezi, gama-glutamilsistein
sentetaz ve GSH sentetaz adl1 enzimlerin katildig1 2 basamaktan olusur. 11k reaksiyon
hiz kisitlayict basamaktir ve aktif olarak GSH tarafindan inhibe edilir. Ikinci
basamak GSH ile inhibe olmaz. Glutatyon peroksidaz (Gpx), glutatyonu kullanarak
diisiik seviyedeki H202 gibi serbest radikalleri indirger. Gpx GSH’yi indirgeyerek
reaksiyonlar1 katalizler ve GSSH ve H20 olusur. Iskemi reperfiizyon hasarinda da
hiicre i¢i glutatyon diizeyi ne kadar yiiksekse hiicre hasar1 o kadar diigiik olmaktadir.
Glutatyonun indirgeyici rolii, 6zellikle eritrositlerin yiiksek okside edici ortamlarinda
onemlidir. GSH'in stlfidril grubu oksijen transportu sirasinda olusan peroksitleri
azaltmada yararlidir. Glutatyon indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSQG) olarak iki sekilde bulunur. GSH zararli oksi radikaller tarafindan kullanildig1
zaman bu feedback inhibisyon kaybolur. En yiiksek oranda karacigerde bulunur.

Okside olmus E ve C vitamininin tekrar yapilandirilmasinda gorevlidir. GSSG/GSH
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orani oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir. Oksidatif streste bu oran artar(41, 43,

44).

2.6.5. Transaminazlar

Transaminazlar, bir amino grubunun, alfa-amino asitin, alfa keto aside
transferini katalize eden bir grup enzim toplulugudur. Bunlar mitokondrial
enzimlerdir. Transaminazlarin bulundugu dokular akut bir yaralanma veya
par¢alanmaya ugrarlarsa bu enzimler sistemik dolasima katilirlar ve bu durumlarda
serum aktivitelerinde artma goriiliir. Transaminazlarin iki onemli tipi klinikte
kullanilmaktadir. Bunlar, serum aspartat amino transferaz (AST) ve serum alanin
amino transferazdir. (ALT). Bu enzimlerin degerleri Karmen iinitesi olarak
Ol¢iilmektedir. Enzimlerin normal degerleri 0-40 arasinda olmalidir. Bu enzimler
biitiin viicut dokularinda bulunur kalp, karaciger ve iskelet kasinda daha fazla vardir.
Karacigerde daha cok ALT bulunmaktadir. Bu enzimler normal popiilasyonun %2-6
oraninda yiiksek degerlere ¢ikabilmektedir. Yapilan bir¢ok deneysel caligmada serum
enzim diizeyleri yiiksekligi ile karaciger yaralanmasi arasinda parelellik saptanmistir.
Akut karaciger hasarinda serum enzim diizeyleri cok yiiksek degerlere kadar
cikabilmektedir. Bilinmesi gereken diger 6nemli bir indeks de ALT-AST oramidir.
Bu oranin ikiden yiiksek olmasi hepatoselliiler disfonksiyonu yansitmaktadir. Akut
karaciger yaralanmasinin olmadigi kronik karaciger hastaliklarinda ise, 6rnegin siroz
olgularinda bu enzimler normalin 1-1,5 misli ylikselebilmektedir. Tikanma ve
kolestatik sariliklarda da ALT ve AST 200-300 {iiniteye kadar ¢ikmaktadir. Enzim
diizeylerinin ¢ok yiliksek olmasi ile prognoz arasinda bir iligki saptanmamustir.
Fulminan hepatitlerde karacigerde ¢ok fazla hiicre kayb1 olmasina ragmen enzimler
cok yiiksek degildir, fakat prognoz ¢ok kotidir. Bu olgularda enzimlerin
yiikselmesine neden olacak parankim hiicresi kalmamistir. Akut viral hepatitte ALT,
AST den, akut alkolik hepatitlerde ise AST, ALT den daha yiiksektir(3, 45).

Gama Glutamil Transpeptidaz(GGT): Bu enzim karaciger hastaliklarinda
oldukca spesifik ve duyarl bir enzimdir. Hepatobiliyer fonksiyon bozuklugunu ¢ok
iyl yansitmaktadir. Gama glutamil Transpeptidaz karaciger ve bdbrekte yiiksek
konsantrasyonda  bulunur.  Hepatoselliiler =~ hasarlanmalarda,  safra  yolu

malignensilerinde, kolanjit olgularinda GGT diizeyleri yiiksek seyreder.
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Alkalen Fosfataz(ALP): Bu enzim organizmada bir¢ok dokuda, &zellikle
kemik, barsak, karaciger, plasenta ve bobrekte bulunur. Normal popiilasyonda %2-5
arasinda Alkalen fosfataz yiiksek bulunabilir. Yashlarda bu oran %20 ye kadar
cikabilmektedir. Alkalen fosfataz bir enzim degil izoenzim toplulugudur. Normal
serumda bulunan Alkalen fosfataz karaciger kaynaklidir. Kemik ve barsak
fraksiyonunun artmasi bu dokularda yapimin arttigini gostermektedir. Kolestatik
sariliklarda, hepatoselliiler yetmezlik olgularindan daha da yiiksek diizeylere
ulasabilmektedir. Primer karaciger tiimorlerinde de malign potansiyeli olan hiicreler
alkalen fosfataz sentez edebilirler. Fizyolojik kosullarda da alkalen fosfataz
yiikselebilmektedir. Gelisme cagindaki ¢ocuklarda, bu enzim aktivitesi artar ve
puberteden sonra normale doner. Plasental izoenzim aktivitesi de hamilelik
doneminde yiikselir. Izole alkalen fosfataz yiiksekligi olan olgularda gama glutamil
transpeptidaz normal diizeylerde ise alkalen fosfatazin kaynaginin kesin saptanmasi
icin 5’- niikleotidaza bakilmas1 gereklidir(4, 21). Kolestaz da 6zetle; biyokimyasal
degerlerde, serum total bilirubini artar, total bilirubin diizeyi 3 mg/dL {izerine ¢iktig1
zaman klinik olarak ikter belirir. Total bilirubinin %60’dan fazlasini direkt bilirubin
olusturur. Malign tikanikliklarda bilirubin  progresif olarak artar. Serum
transaminazlar1 aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)
normalin 2-3 kat1 artarken, alkalen fosfataz (ALP) normalin 10 kati artar. Uzamis
ekstrahepatik tikanmalarda ALP’nin normal olmasi nadirdir. Gama Glutamil

transpeptidaz bunlara paralel olarak normalin 2-4 kat1 artig gosterir. (4, 21, 45)

2.7. Growth Faktorler

Biiylime faktorleri, hiicre fizyolojisinin tanimlanmasini saglayan en Onemli
makro molekiillerdir. Hiicre boliinmesi ve biliylimesinde gorev alan bu makro
molekiiller, hiicre membranlarindaki 6zgiin reseptorlerine baglanarak intraselliiler
olaylar dizisini baglatirlar. Bu etkilerini endokrin, otokrin ya da parakrin yollarla

gergeklestirirler(46).

2.8. Hepatosit Growth Faktor

HGF basta karaciger olmak tiizere akciger, deri, dalak, beyin, kemik iligi,
plasenta gibi pek cok organ tarafindan sentezlenebilen bir biiylime faktoriidiir.

Yapilan caligmalarda kornea, lens, retina gibi goz ici yapilarda da HGF ekspresyonu
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gdsterilmistir. i1k olarak 1984 yilinda fare trombositlerinden izole edilen HGF daha
sontra normal insan plazmasinda da gosterilmistir. HGF hepatositlerin
proliferasyonunu stimiile etmektedir. Karaciger parsiyel rezeksiyonu sonrasinda ve
diger karaciger hasar1 olusturan nedenlerden sonra karaciger rejenerasyonunu arttiran

mitojenlerin basinda yer almaktadir(46, 47).

2.8.1. Hepatosit Growth Faktor’iin Sentezi ve Aktivasyonu

HGF bagta fibroblastlar olmak iizere vaskiiler diiz kas hiicreleri, glial
hiicreler, endotel hiicreleri, makrofajlar ve aktif T lenfositler gibi pek c¢ok
mezensimal kokenli hiicre tarafindan iiretilmektedir. Insan HGF geni
7.kromozomdadir. 18 ekzon ve 17 introndan olusan HGF geni 7q21.1°de lokalizedir
ve 728 aminoasitli HGF molekiiliiniin tamamin1 kodlamaktadir. Olgun HGF
molekiilii birbirine disiilfild bag1 ile bagli 439 aminoasitli a, 232 aminoasitli B
zincirlerinden olusur. Daha sonra bu molekiil hiicre i¢inde islemden gegirilerek 90
kDa molekiiler agirlikli tek zincirli forma (proHGF) doniistiiriiliir ve hiicre disina
salgilanir. ProHGF hiicre dist matrikste depolanir ve uyaran olmadigi siirece
biyolojik olarak inaktif kalir. ProHGF molekiiliiniin aktive olmasi i¢in proteolitik bir
islemden gegmesi gerekir. Bu aktivasyon bir serin proteaz olan HGF doniistiiriicti
enzim (HGF converting enzyme) veya HGF aktivatorii (HGFa) ile yapilir. Bu
enzimlerin aktivasyonu ile Pro-HGF molekiilii Arg-Val seviyesinden proteolitik bir
islem ile parcalanir. Bu par¢calanma ile birbirine disiilfid bagi ile bagl 60 kDa o ve30
kDa B zincirlerinden olusan aktif HGF molekiilii olugur. Alfa zinciri molekiiliin
reseptore baglanmasindan, B zinciri ise reseptoriin aktivasyonu ve biyolojik cevabin
olusturulmasindan sorumludur. Aktif HGF etkisini hiicre membranindaki c-met
reseptoriine baglanarak gosterir. C-met reseptorii birbirine distilfid baglar1 ile bagh
50 kDa agirliginda bir a zinciri ve 145 kDa agirliginda bir 8 zincirinden olusur. Alfa
zinciri ve B zincirinin amino terminali hiicre disinda uzanirken, B3 zincirinin karboksi
terminali membranin sitoplazmik yiiziinde yer alir ve tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir. HGF reseptore baglandigi zaman B zincirindeki tirozin kinaz aktive olarak

otofosforile olur ve HGF sinyali hiicre i¢ine iletilir.(46, 48, 49)

2.8.2. Hepatosit Growth Faktor’iin Biyolojik Aktivitesi

HGF ve c-met arasindaki iligskinin organ gelisimi, doku rejenerasyonu ve yara
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iyilesmesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan calismalarda HGF’nin
hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu, epitel-mezensim donilisiimiini uyardigi
bildirilmistir. Gelismekte olan rat embriyolarinda c-met geni inaktive edilirse
myoblast migrasyonu durmakta, normal kas ve ekstremite gelisimi
tamamlanamamaktadir. Buna ek olarak c-met defektif embriyolarda karaciger
parankimi normalden ¢ok daha kii¢lik olmaktadir. Bobrek gelisimi sirasinda da HGF
yogun olarak iiretilmekte, HGF’ye yonelik antikorlarin varliginda bobrek gelisimi
durmaktadir. HGF’nin yara iyilesmesinde ve c¢esitli hastaliklarda artmasi bu
sitokinin doku iyilesmesindeki roliinii desteklemektedir. Akut bdbrek yetmezligi
hastalarinda serum HGF diizeyi artmakta, disaridan HGF verilmesi renal tiibiiler
hiicrelerin yenilenmesini hizlandirmaktadir. Benzer sekilde; akut akciger hasar1 ve
fulminan karaciger yetmezliginde de serum HGF diizeyi ylikselmektedir. HGF ve
EGF’nin biyolojik aktiviteleri birbirini arttirici niteliktedir. HGF’nin mitojenik
etkileri norepinefrin ile arttirilabilmekte ve Suramin ile inhibe edilebilmektedir. Bu
durum peptik tlser tedavisinde, karaciger ve bobrek rejenerasyonunun uyarilmasinda

HGF’nin kullanilabilecegini diisiindiirmektedir(46, 49).

2.9. Epidermal Growth Faktor

EGF 1962 yilinda Dr. Stanle Cohen tarafindan erkek farelerin submandibular
bezinden elde edilmistir. Arastirmaci elde ettigi ekstreyi yeni dogan farelere her giin
verdigi zaman goz kapaklarinin erken agildigini belirlemis ve epidermisin gelisimini
hizlandirdig1 icin bu maddeye Epidermal biiylime faktorii (EGF ) adi verilmistir.
EGF tam olarak 1972 yilinda belirlenmis ve aminoasit dizilimi ortaya

konulmustur(50).

2.9.1. Epidermal Growth Faktor’iin Sentezi ve Aktivasyonu

EGF geni 4. kromozomda lokalizedir. Epidermal biiylime faktorii etkisini
transmembrandz reseptorii araciligryla gosteren 53 aminoasitli 6 kDa molekiil
agirhiginda, 3 disiilfid bag: iceren tek zincirli bir polipeptitdir. EGFR ailesi EGFR
(HER1/ErbB-1), HER2 (erbB-2/neu), HER-3 (erbB-3) ve HER-4 (erbB-4) olmak
lizere 4 transmembrandz reseptorden olusur. Bunlardan EGFR (HERI1/ErbB-1);
ekstraseliiler ligand baglayici bolge, hidrofobik transmembrandz bolge ve hiicre igi

tirozin kinaz bolgesinden olusan 170 kDa’luk bir proteindir. EGFR’yi aktive
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edebilen 7 farkli protein tanimlanmistir, bunlar; EGF, TGF-a (Transforming Growth
Factor-a), Heparin-baglayict EGF, Amphiregulin, Betacellulin, Epiregulin ve
Neuregulin G2B°dir. Bu proteinlerin hepsinde reseptore baglanmay1 saglayan EGF-
benzeri bir bolge bulunmaktadir. Ligandin reseptore baglanmasiyla reseptorde
homodimer veya heterodimerler olusmakta bdylece intrinsik tirozin kinaz aktive
olmaktadir. Bu aktivasyon sitopldzmada spesifik tirozin bolgelerinde fosforilasyonu
saglayarak Ras/mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), PI3K, fosfolipaz D gibi hiicre
ici sinyal yollari1 uyarmaktadir. EGFR ailesi ve ligandlar1 bazi organlarin
gelisiminde onemli rol oynamaktadir(51). Epidermal biiyiime faktorii ile uyarilan
hiicre sonugta DNA sentezi ve hiicre boliinmesine yol agan bir dizi olaylar1 baglatir.
Hiicre dongiisii denetimi G1 evresinde yapar. Bu evrede hiicre, ¢evreden aldigi tiim
bilgileri toplar, degerlendirir ve biiylime ya da biiyiimeme konusunda karar verir.
EGF'nin etkisinden yaklasik 10-24 saat sonra hiicre, DNA sentezine yol agan hizli bir
biyokimyasal ve fizyolojik degisim siiresine girer. Anne EGF’si plasentadan
gecemez ve eriskinde de kan beyin engelini asamaz. EGF reseptorii kan hiicreleri
disinda ¢ok genis hiicre ve doku grubunda saptanmistir.170 kDa molekiil agirliginda
ve glikoprotein yapisindaki EGF reseptorleri, 3 ana birimden olur. Birinci kisim
EGF’yi baglayan hiicre ylizeyindeki kisimdir. Sistein karbonhidratlardan zengindir.
Ikinci kisim hiicre zar boyunca uzanan orta parcadir. Ugiincii kisim ise, karboksil ug
olarak isimlendirilen sitoplazmik kisimdir. Burasi reseptoriin katalitik bolgesi
sayilabilir. EGF reseptor molekiilii iki baglanma alanmi igeren tek bir polipeptit
zincirinden olugmustur. Reseptor 1186 aminoasit igerir. Bunun 621 aminoasitlik
hiicre ylizey bolgesi, 11 ve 12. konumlarindaki asparagin aminoasidinden
glikolizlenmistir ve EGF baglama bdlgesine sahiptir. 542 aminoasit igeren
sitoplazmik bolge karboksil u¢ olup fosforile olabilme yetisindedir ve tirozin kinaz
icerir. Bu kisim uyarimlardan etkilenen ilk boliimdiir. Hiicre disinda reseptorii ile
birlesen EGF, reseptdriin tirozine 6zgii protein kinaz bolgesini aktive ettikten sonra
hiicrede bir seri agregasyon ve fosforilasyon gerceklesir. Sonugta EGF reseptorii
sitoplazmaya gecer.

Sitometrik calmalar 1 mol EGF reseptoriiniin 2 mol EGF ile baglandigini

gostermektedir(46, 52, 53).
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2.9.2. Epidermal Growth Faktor’iin Biyolojik Aktivitesi

EGF; idrar, mide ve pankreas salgisinda, seminal salgi, prostat salgisi, siit ve
kan ile duodenum Brunner bezlerinde, ovaryum, tiroid, 6zofagus, pankreas, bobrek,
karaciger ve akcigerde bulunur. Yapilan ¢aligmalarda EGFR defektif ratlarda deri,
akciger, pankreas, gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi yapilarinda
gelisimsel defektler oldugu gosterilmistir. Fizyolojik kosullarda; EGFR aktivasyonu
doku differansiasyonunu diizenlemekte, organogenezi modiille etmekte ve
anjiogenezi uyararak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. Normalde epitelyal ve
mezensimal kokenli pek cok hiicrede yaygin olarak eksprese edilen EGFR kanser
hiicrelerinde aktive oldugunda apapitozu inhibe etmekte, hiicre proliferasyonunu,
anjiogenezi, invazyonu ve metastazi ise indiiklemektedir(46). Yapilan ¢alismalarda
mesane, gOgiis, serviks, uterus, kolon, over ve akciger kanserinde EGFR
ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir. Mide asit salimimini inhibe etmektedir.
Prolaktin ve koryonik gonodotropin salimimini arttirmaktadir. Gii¢lii bir mitojen
olarak rol alir. Fibroblast, bobrek, glial hiicreler, over graniiloza hiicreleri ve tiroid
hiicreleri gibi epidermal ve epitelyal hiicrelerin proliferasyonunu arttirir ve kontrol

eder. Ayrica embriyojenik hiicrelerinde proliferasyonunu arttirir(53-56).

2.10. insiilin Like Growth Faktor-1

IGF-1 karacigerden siirekli olarak giinde yaklasik olarak 10 mg sentez
edilmektedir. Ayrica bobrek, akciger, yag dokusu ve diger glandiiler dokularda lokal
olarak iiretilmektedir. Ayrica kondroblastlar, fibroblastlar ve osteoklastlar da IGF-1
tiretebilmektedir. IGF-1 normal insan serumunda 150-250 mikrogram diizeyinde

bulunmaktadir. insan siitiiyle de IGF-1 salgilanmaktadir.

2.10.1. Insiilin Like Growth Faktor-1 Sentezi ve Aktivasyonu

IGF-1 70 aminoasidli 7.4 kDa molekiil agirligindadir. 1223 kromozom
bolgesinde kodlanmaktadir. IGF-1 reseptorii 350 kDa agirliginda bir transmembranik
reseptor olup 1367 aminoasitten olugsmaktadir. IGF-1 etkilerinin biiyiik bir kismini
IGF-1R’nin aktivasyonu ile gdsterir. IGF-1R insiilin reseptorii ile benzerlik gosteren
tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembrandz bir reseptordiir. Bu reseptor ligand
baglama alani bulunan 2 ekstraseliiler o linitesi ve 2 transmembrandz B {initesinden

olusur. Beta tiniteleri hiicre i¢i proteinlerle iligkiyi saglayan karboksi ucunu ve tirozin
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kinaz bolgesini igerir. Ligandin reseptore baglanmasiyla reseptoriin tirozin kinaz
bolgesi otofosforile olur, boylece sinyal hiicre icine iletilir. IGF-1R’nin sinyali ile
aktive olan hiicre i¢i alt yollardan en bilinenleri PI3K ve Ras/Raf/MAPK yollaridir.
Bu aktivasyonla hiicrelerde apapitoz inhibe edilirken, ¢ogalma ve bagkalasim
uyarilir. Bunlara ek olarak IGF-1R adezyon kuvvet molekiilleri ve integrinleri

etkileyerek hiicrelerarasi adezyonu ve migrasyonu da diizenler(46, 57).

2.10.2. insiilin Like Growth Faktor-1 Biyolojik Aktivitesi

Saglikli insanlarda disaridan IGF-1 verilmesi insiilin gibi hipoglisemi ve
serbest serum yag asitlerinde artisa neden olmaktadir. IGF-1 in vitro mezodermal
hiicrelerde mitojenik aktivite gostermektedir. IGF-1 ‘in mitojenik etkisi IGF-2  ye
gore daha fazladir. IGF-1 ostesitler, oligodenrositler ve ndronlar iizerinde otokrin
bliylime etkisinin artmasina neden olmaktadir. IGF-1’in aktivitesi 6 izoformdan
olusan IGF-baglayici proteinler (IGFBP) tarafindan kontrol edilir. IGFBP’ler
arasinda dolasimda en yogun olarak bulunan1 IGFBP-3’tiir. IGFBP’ler dolasimdaki
IGF’nin yar1 Omriinii artirarak ve hiicre ylizeyine bagli IGFBP’ler araciligiyla

reseptorler-ligand iligkisini diizenleyerek IGF nin etkilerini kontrol eder(58).

2.11. Tiimor Growth Faktor — Beta 1

TGF-beta ailesi, gelisimi ¢ok yonlii olarak kontrol eden ekstraseliiler biiyiime
faktorlerinin olusturdugu biiyiik bir grup olup, TGF-beta 1, TGF-beta 2 ve TGF-beta
3 olmak iizere 3 alt gruptan olusmaktadir ve bunlar sirasiyla 19, 1 ve 14. kromozom
tizerinde yerlesmis genlere sahiptirler. Yapisal olarak iliskili ¢ok sayida polipeptid
biiyiime faktorleri igerirler ve bunlarin herbiri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
motilitesi, adezyonu ve Oliimii gibi siirecleri diizenleme yetenegine sahiptir. TGF-
beta ailesinin fibroblastlar i¢in de biiylimeyi arttirici etkisi olmasina ragmen invitro
kosullarda mezenkimal hiicreler i¢in inhibitdr ya da stimiilator etki gosterirler. Kiiltiir
ortamlarinda osteoblastlarin cogalmasini uyarir, fare bobrek hiicrelerinin cogalmasini
inhibe eder. Karaciger, akciger, barsak ve bobrek epitel hiicreleri ile keratinositlerin

cogalmasini inhibe eder.
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2.11.1. Tiimo6r Growth Faktor — Beta 1 Sentezi ve Aktivasyonu

Insan genomunda TGF-beta ailesi iiyeleri; TGF-beta izoformlar1, aktivinler ve
kemik morfogenetik proteinleri (BMP) 8 gen tarafindan kodlanir. Bu proteinlerin
sinyalleri, spesifik heteromerik kompleks olan tip I ve tip II serine/treonin kinaz
reseptorlerince uyarilir. TGF-beta invivo ortamda propeptid halinde latent kompleks
olarak iiretilir ve salgilanir. Bu kompleks, uygun kosullar olustugunda ya da hedef
hiicreye ulastiginda sitokin olusturur. TGF-beta 55 kDa agirliginda polipeptid
seklinde sentezlenir. Prekiirsor molekiil kisa bir siire sonra dimerize olup, golgi
aparatinda parcalanir ve kiiciik latent TGF-beta’y1 olusturur. Bu kompleks, N-
terminal propeptide non-kovalent olarak baglanan ve LAP (“latency associated
peptid”) olarak adlandirilan matiir bir protein icerir. Bu kompleks salgilanabilir ya da
genellikle latent TGF-beta baglayici protein (LTBP) ile baglanarak biiyiik latent TGF
beta’y1 olusturur. LTBP’yi TGF-beta’nin sekresyonunu ve ekstraseliiler matrikse
cikisin1 kolaylastirir. Latent TGF-beta’nin hiicresel olarak taninmasi ve LTBP ile
iliskili olarak hiicresel matriksi tanimas1 énemli bir basamaktir. Latent protein ayni
zamanda sitokinin stabilitesine de yardimeci olur. Serbest TGF-beta’nin yarilanma
omrii 2 dakika iken, latent formun yarilanma 6mrii 90 dakikadir(59, 60).

TGF-beta sinyal yolag, TGF-betanin TGF-beta tip II reseptoriine
baglanmasiyla baslar. Ligandin baglanmasi TGF-beta I reseptorii ile TGF-beta II
serin/treonin kinaz arasinda heteromik kompleksin olugsmasini saglar. TGF-beta I,
TGF-beta II tarafindan fosforillenerek aktive edilir. Aktif olan TGF-beta I reseptorii,
hiicre niikleusuna sinyal tastyan Smad proteinlerini fosforiller ve aktive eder. Smad
ailesine ait proteinler, tip I reseptor kinazlarin tanimlanmis olan ilk substratlaridir ve
reseptor sinyallerinin hiicre niikleusu i¢indeki hedef genlere iletiminde merkezi bir

rol oynar(60, 61).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢aligma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 26.06.2010 tarih ve 164 sayili onayr alinarak,
ESOGU Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) laboratuarinda yapilmustir.
Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan proje olarak desteklenmistir

Calismada, agirliklart 200-250 gr. arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi
110 adet rat kullanildi. Deney hayvanlari1 standart laboratuar kosullarinda, rat yemi

ve ¢cesme suyuyla beslendiler. Cinsiyet farki gozetilmedi.

3.2. Cahsma Grubu

Deney hayvanlari randomize olarak;

1. Sham grubu: Opere kontrol grubu (n=10)

2. Kontrol A Grubu: Koledok ligasyonu kontrol grubu (n=10)

3. Kontrol B Grubu: Koledok ligasyonu ve ¢oziilmesi sonrasi kontrol
grubu.(n=10)
HGF A Grubu: Koledok ligasyonu +HGF tedavi grubu (n=10)
EGF A Grubu: Koledok ligasyonu +EGF tedavi grubu (n=10)
IGF A Grubu: Koledok ligasyonu +IGF tedavi grubu (n=10)

TGF-B A Grubu: Koledok ligasyonu + TGF-B tedavi grubu (n=10)

® =N ok

HGF B Grubu: Koledok ligasyonu ve ¢d6ziilmesi sonrast HGF tedavi

grubu.(n=10)

9. EGF B Grubu: Koledok ligasyonu ve c¢oziilmesi sonrast EGF tedavi
grubu.(n=10)

10. IGF B Grubu: Koledok ligasyonu ve c¢oziilmesi sonrasi IGF tedavi
grubu.(n=10)

11. TGF-B B Grubu: Koledok ligasyonu ve ¢oziilmesi sonrast TGF-B tedavi

grubu.(n=10) olmak {izere 11 gruba ayrildi.
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3.2.1. Cerrahi Teknik ve Tedavi Uygulanmasi

Tim ratlara 8 saatlik aglik sonrasinda, subkutan olarak 50 mg/kg Sodyum
Pentotal (Pental Sodyum, I.E Ulagay, Tiirkiye) anestezisi verildi. Anestezinin
ardindan ratlar supin pozisyonda yatirilarak %10’luk povidon iodin (Isosol, Merkez
Lab, Tiirkiye) ile bolge temizligi yapilarak geleneksel asepsi ve antisepsi kurallarina
uyuldu. Orta hat insizyon ile laparotomi yapildi.

Sham grubunda karaciger loblar1 arasindan duodenum bulunarak askiya
almarak duodenum {izerinde koledok bulunarak disseke edildi(Sekil 3.1) Batin
katlar1 ve cilt ayr1 ayr1 3/0 ipeklerle kapatilarak ratlar ayr1 kafese alindi. Ratlar 7 giin
siire ile standart yem ve su ile beslendi. 7 giiniin sonunda relaparatomi yapilarak
histopatolojik inceleme i¢in karaciger doku ornekleri ve biyokimyasal inceleme igin

kan Ornekleri alindi.

Sekil 3.1. Koledogun bulunmasi ve diseksiyon i¢in hazirlanmasi
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HGF A, EGF A, IGF A, TGF B A ve Kontrol A gruplarinda duodenum askiya
almarak koledok disseke edildi. Koledok proksimal ve distal kesimlerinde 4/0
ipeklerle baglanarak koledok ligasyonu gerceklestirildi.(Sekil 3.2.) A gruplarinda
ligasyon ¢oziilmeyeceginden dolay1 daha iyi bir kolestaz saglamak ve teknik hatalar
engellemek amaciyla proksimal ve distal ligasyon tercih edildi. Koledok ligasyonunu
takiben batin katlar1 ve cilt 3/0 ipeklerle kapatilarak ratlar ayr1 ayr1 kafeslerine alindi.
7 glin siire ile standart yem ve su ile beslendi.

HGF A, EGF A, IGF A, TGF A gruplarinda 2 giinden itibaren 5 giin siire ile
150 ugr/kg/gin  HGF (Hepatocyte Growth Factor human,Catalog Number
H1404,Sigma-Aldrich, Inc..), 5 ugr/kg/giin EGF (Epidermal Growth Factor
human, Catalog Number E9644,Sigma-Aldrich, Inc.), 5 ugr/kg/giin IGF (Insulin-like
Growth Factorhuman,Product Number 13769 ,Sigma-Aldrich, Inc.) ve 5 ugr/kg/gin
TGF B (Transforming Growth Factor-bl human,Catalog Number T7039,Sigma-
Aldrich, Inc.) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Relaparatomi yapilarak
histopatolojik inceleme icin karaciger doku 6rnekleri ve biyokimyasal inceleme i¢in

kan ornekleri alindi.
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Sekil 3.2. Koledogun diseksiyonu ve askiya alinmasi

HGF B, EGF B, IGF B, TGF 3 B ve Kontrol B gruplarinda duodenum askiya
alinarak koledok bulunup disseke edildi. Koledok orta kesiminde yaklasik 1 cm’lik
bir segment etrafina intraket plastigi sarilarak {izerine silikon band ¢ift kat sarilarak
askiya alindi1 ve silikon band gergin haldeyken mini hemoklip kullanilarak silikon
band dip kisimindan kliplenerek reversible koledok ligasyonu olusturuldu. (Sekil 3.3)
Koledok ligasyonunu takiben batin kapatilarak ratlar 7 giin siire ile standart yem ve
su ile beslendi. Relaparatomi yapilarak koledok disseke edildi. Disseksiyon
esnasinda ilk operasyona sekonder yapisikliklar dikkatli bir sekilde ayrildi. Ana safra
kanalinin dilate oldugu gozlendi ve hemoklip alinarak silikon band ¢oziildii ve
ligasyon ¢oziildii. Batin katlar1 kapatilarak ratlar kafeslerine alindi. 5 giin siire ile
HGF B, EGF B, IGF B, TGF B B gruplarma 150 ugr/kg/giin HGF (Hepatocyte
Growth Factor human,Catalog Number H1404,Sigma-Aldrich, Inc..), 5 ngr/kg/giin
EGF (Epidermal Growth Factor human,Catalog Number E9644,Sigma-Aldrich,
Inc.), 5 ugr/kg/gin IGF (Insulin-like Growth Factorhuman,Product Number 13769
,Sigma-Aldrich, Inc.) ve 5 ugr/kg/gin TGF B (Transforming Growth Factor-bl
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human,Catalog Number T7039,Sigma-Aldrich, Inc.) intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Standart yem ve su ile beslendi. Relaparatomi yapilarak histopatolojik
inceleme i¢in karaciger doku 6rnekleri ve biyokimyasal inceleme i¢in kan 6rnekleri

alindi. Tiim gruplarda doku ve kan 6rnekleri alinmasini takiben ratlar dekapite edildi.

Sekil 3.3. Koledogun reversible olarak ligasyonu.

3.3. Biyokimyasal inceleme

Biyokimyasal degerlendirmeler Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Ana Bilim Dalinda yapildi. Kan ornekleri silikonlu tiiplere alindi. 5
dakika 6500 devirde santrifiij sonras1 serumlar ayrildi. Orneklerden; AST, ALT,
ALP, GGT, Total Bilirubin, Direkt Bilirubin diizeyleri ticari kitlerle ¢aligildi.

3.4. Karaciger Dokusunda Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi

Gruplardan alinan karaciger doku 6rneklerinden Doku oksijenaz seviyesi ve
MDA diizeyi ¢alisilmak {izere birer parga 6rnek alinarak -80 °C ‘de saklandi. Arta
kalan karaciger dokular1 ise histopatolojik inceleme yapilmak iizere 9%10’luk

tamponlanmis formole konuldu. Alinan karaciger dokulari homojenize edilmek
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tizere buzlu kaplarda bekletildikten sonra serum fizyolojik ile homojenize edildi.
Homojenizasyonu takiben ornekler 4000 g’de 15 dakika siire ile merkezkag edildi.
Elde edilen siipernatantlarin MDA seviyeleri 6l¢iildii. MDA 6l¢timiinde tiobarbiitirik
asid reaktif madde metodu ile 6l¢iildii(62). Olgiimler spektrofotometrede 532 nm
dalga boyunda okutuldu. Sonug¢lar nmol/g doku olarak ifade edildi.

Doku oksijenaz kiti (Antioxidant Assay Kit,Catalog Number CS0790,Sigma-
Aldrich, Inc.) ile calisilmak tizere ayrilmis olan karaciger dokular1 homonojize
edildikten sonra buz iizerinde bekletildi. Ardindan 15000 g’ de 15 dakika merkezkag
edildikten sonra elde edilen siipernatantlar tamponize edilerek plaklara yerlestirilerek

405 nm dalga boyunda seviyeleri ol¢tildii.

3.5. Karaciger Dokusunun Histopatolojik incelenmesi

Formol takibine alinmis olan karaciger dokular1 Alkol; ksilen ve parafin
islemlerinden sonra bloklandi. Bloklardan 4 mikronluk kesitler alinarak
Hematoksilen-Eozin, Trikrom boyas1 ile boyandi. Preparatlar Olympus BX50 151k
mikroskobunda 10X ve 40X biiyilitme ile degerlendirildi. Mikroskoba bagli olan

Nikon Eclipse 80 i marka fotograf makinasi ile fotograflandi.

3.6. [Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel ~ degerlendirmeler, Osmangazi Universitesi Tip fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi. Verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde
Calismada SPSS15.0 ve Sigma Stat 3.1 paket programlar kullanilmistir. Calisma
verileri degerlendirilirken tanimlayici1 istatistiksel metotlarin (Frekans, Yiizde,
Ortalama, Standart sapma) yani normal dagilimin incelenmesi i¢in Kolmogorov -
Smirnov dagilim testi kullanildi. MDA, Doku oksijenaz, ALP, AST, ALT, Total
Bilirubin, Direkt Bilirubin diizeyleri i¢in tek yonlii varyans analizi (Ona-way
ANOVA) uygulanmis olup, bu testin ¢oklu karsilagtirmalarinda ise Turkey HDS
metodundan yararlanilmistir. Histopatolojik bulgular i¢in skor degerlerinden olusan
alt1 parametremizin degerlendirilmesinde niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
normal dagilim gosteren parametrelerin gruplar arasi karsilagtirmalarinda Oneway
Anova testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde Turkey HDS testi kullanildi.
Niceliksel verilerin karsilastirilmasinda ikiden fazla grup durumunda, parametrelerin

gruplar arasi karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farklilia neden olan grubun
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tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Sonuglar % 95 giliven araliginda,
anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Niteliksel verilerin karsilagtirilmasinda
ise Ki-Kare testi kullanildi. Sonuglar % 95’lik giiven araliginda, anlamlilik p<0.05

diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Sonuclar
Tablo 4.1. Serum ALT degerleri

Ortalamaz Standart Sapma Minimum  Maksimum

SHAM 49,7 + 6 42 57
KONTROL A 211,3 + 80,81 121 376
KONTROL B 387,7 + 294,53 113 955
HGF A 148,6 + 74,97 71 305
EGF A 145,5 + 65,36 75 284
IGF A 220,9 + 136,43 78 449
TGF A 148,5 + 61,91 54 210
HGF B 731,5 + 399,44 210 1184
EGF B 597,1 + 361,76 209 1218
IGF B 568,7 + 219,44 234 969
TGF B 682 + 199,5 327 955

Calismada ki tiim gruplarin serum ALT degerleri ortalama + Standard sapma,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Serum ALT degerleri
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ALT degerleri acisindan A gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. (p>0,05). ALT degerleri agisindan B gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml1 degildi. (p>0,05).

ALT degerleri agisindan gruplar degerlendirildiginde; HGF B (731,50 =+
399,44 ), EGF B (597,10 + 361,76), IGF B (568,70 + 219,44), TGF B (682,00 +
199,50) gruplarmin ALT degerleri, HGF A(148,60 + 74,97) ,EGF A(145,50 +
65,36), IGF A(220,90 + 136,43), TGF A (148,50 = 61,91) gruplarinin ALT
degerlerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). Ayni1 zamanda Kontrol B
grubunun ALT degeri (387,70 + 294,53), Kontrol A grubu ALT degerine (211,30 +
80,81) gore yiiksekti ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05) (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Serum AST degerleri

Grup Ortalamazt Standart Sapma Minimum Maksimum
SHAM 1498 £+ 1893 123 177
KONTROL A 622,8 + 187,04 349 893
KONTROL B 826,6 + 410,62 356 1738
HGF A 618,6 + 376,55 188 1297
EGF A 697,6 + 298,97 248 1149
IGF A 820,9 + 621,5 173 2047
TGF A 478.,9 + 243,28 159 915
HGF B 681,7 + 226,3 510 1271
EGF B 711,5 + 237,16 434 1115
IGF B 730,5 + 185,72 526 1110
TGF B 973,3 + 571,17 344 2015

Calismada ki tiim gruplarin serum AST degerleri ortalama + Standard sapma,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Serum AST degerleri

AST degerleri agisindan gruplar degerlendirildiginde; TGF B (973,30 +
571,17) grubunun AST degerleri, TGF A (478,90 + 243,28) grubu AST degerlerine
gore anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). Kontrol B grubunun AST degeri
(826,60 + 410,62), Kontrol A grubu AST degerine (622,80 + 187,04) gore yiiksekti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05). TGF B grubu disinda AST

acisindan A ve B gruplari arasinda anlamli olarak farklilik gézlenmedi(Sekil 4.2).

Tablo 4.3. Serum ALP degerleri

Grup Ortalamaz Standart Minimum  Maksimum
Sapma _

SHAM 2584 £ 23,82 218 290

KONTROL A 758,5 £ 192,11 459 1021
KONTROL B 779,1 + 283,79 288 1211
HGF A 880,3 + 407,1 461 1893
EGF A 664,1 + 237,57 414 1131
IGF A 856 + 493,76 453 2038
TGF A 815,7 + 267,67 497 1297
HGF B 505,9 + 302,56 83 1019
EGF B 633,9 * 247,38 207 966

IGF B 677,9 + 290,03 104 1211
TGF B 550,8 * 316,82 57 1070
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Calismada ki tiim gruplarin serum ALP degerleri ortalama + Standard sapma,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.3°de gosterilmistir.

AST degerleri acisindan A gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. (p>0,05). AST degerleri agisindan B gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml degildi. (p>0,05).
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Sekil 4.3. Serum ALP degerleri

ALP degerleri acisindan A gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. (p>0,05). ALP degerleri agisindan B gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli1 degildi. (p>0,05).

ALP degerleri acisindan gruplar degerlendirildiginde; HGF B (505,90 +
302,56) grubunun ALP degerleri, HGF A (880,30 + 407,10) grubu ALP degerlerine
gore anlamh olarak diisiik bulundu. (p<0,05). Kontrol B grubunun ALP degeri
(779,10 £ 283,79), Kontrol A grubu ALP degerine (758,50 + 192,11) gore yiiksekti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05). HGF 0042 grubu disinda ALP

acisindan A ve B gruplari arasinda anlamli olarak farklilik gézlenmedi(Sekil 4.3).



Tablo 4.4. Serum Total Bilirubin degerleri

Grup Ortalama=+ Standart Minimum Maksimum
Sapma
SHAM 0,09 =+ 0,02 0,05 0,12
KONTROL A 10,9 + 1,37 8,46 12,43
KONTROL B 11,02 + 142 7,49 12,43
HGF A 10,77 + 2,19 6,2 13,93
EGF A 9,07 + 2,12 6,7 12,38
IGF A 114 £ 1,74 7,8 13,4
TGF A 11,53 =+ 1,82 7,3 13,42
HGF B 12,14 =+ 1,7 10,3 16,43
EGF B 12,46 + 1,79 10,43 15,32
IGF B 12,04 + 0,97 10,43 13,54
TGF B 10,79 + 3,03 4,6 16,7
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Calismada ki tim gruplarin serum Total Bilirubin degerleri ortalama +

Standard sapma, minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.4’de gosterilmistir.

14

Sekil 4.4. Serum Total Bilirubin degerleri
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Total Bilirubin degerleri agisindan A gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. (p>0,05). Total Bilirubin degerleri agisindan B gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 degildi. (p>0,05).

Total Bilirubin degerleri agisindan gruplar degerlendirildiginde; EGF B
(12,46 + 1,79) grubunun Total Bilirubin degerleri, EGF A (9,07 + 1,12) gruplarinin
Total Bilirubin degerlerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). Kontrol B
grubunun Total Bilirubin degeri (11,02 + 1,42), Kontrol A grubu Total Bilirubin
degerine (10,90 + 1,37) gore yiiksekti ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
(p>0,05). EGF B grubu disinda Total Bilirubin agisindan A ve B gruplari arasinda
anlamli olarak farklilik gozlenmedi(Sekil 4.4).

Tablo 4.5. Serum Direkt Bilirubin degerleri

Grup Ortalama+ Standart Sapma Minimum Maksimum

SHAM 009 + 015 002 05 |
KONTROL A 842 + 1,25 6,45 10,21
KONTROLB 83 + 1,39 5,78 10,01

HGF A 8,8 + 2,02 4,3 11,32

EGF A 5,58 =i 2,57 2.4 9,57

IGF A 8,63 + 2,12 4,3 10,7

TGF A 7,75 + 1,98 3.4 10,43

HGF B 9,17 + 1,84 6,9 13,78

EGF B 9,74 + 1,54 7,4 11,67

IGF B 9,21 =i 1,09 6,56 10,32

TGF B 8,07 + 2,86 2,28 12,58

Calismada ki tiim gruplarin serum direkt Bilirubin degerleri ortalama +

Standard sapma, minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Serum Direkt Bilirubin degerleri

EGF A grubundaki olgularin Direkt Bilirubin degerleri, HGF A, IGF A ve
Kontrol grubundaki olgularin Direkt Bilirubin degerlerinden anlamli olarak diisiik
bulundu. (p<0,05). Total Bilirubin degerleri acgisindan diger A gruplar1 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05). Direkt Bilirubin degerleri agisindan
B gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05).

Direkt Bilirubin degerleri agisindan gruplar degerlendirildiginde; EGF B
(9,74 + 1,54) grubunun Direkt Bilirubin degerleri, EGF A (5,58 + 2,57) gruplarinin
Direkt Bilirubin degerlerine goére anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). Kontrol
B grubunun Direkt Bilirubin degeri (8,30 £ 1,39), Kontrol A grubu Direkt Bilirubin
degerine (8,42 + 1,25) gore diisliktii ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
(p>0,05). EGF B grubu disinda Direkt Bilirubin agisindan A ve B gruplar1 arasinda
anlaml olarak farklilik gozlenmedi (Sekil 4.5).



Tablo 4.6. Serum GGT degerleri

Grup Ortalama=+ Standart Minimum Maksimum
Sapma
SHAM 7,7 + 1,89 5 11
KONTROL A 32,1 + 551 25 43
KONTROL B 31,1 + 59 23 44
HGF A 32,4 + 6,7 23 43
EGF A 39,1 + 10,18 23 54
IGF A 32,1 + 493 24 38
TGF A 31,6 + 7,63 20 43
HGF B 26,6 + 5,04 21 39
EGF B 38,1 + 52 28 44
IGF B 29,2 + 4,37 23 35
TGF B 31,7 + 323 26 36
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Calismada ki tiim gruplarin serum GGT degerleri ortalama + Standard sapma,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 4,6’da gosterilmistir.

Sekil 4.6. Serum GGT degerleri
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GGT degerleri acisindan A gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi. (p>0,05). EGF B grubundaki olgularin GGT degerleri, HGF B, IGF B, TGF
B ve Kontrol grubundaki olgularin GGT degerlerinden anlamli olarak yiiksek
bulundu. (p<0,05). HGF B grubundaki olgularin GGT degerleri, EGF B, TGF B ve
Kontrol grubundaki olgularin Direkt GGT degerlerinden anlamli olarak diisiik
bulundu. (p<0,05). GGT degerleri acisindan diger B gruplari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05) (Sekil 4.6).

4.2. OKksidatif Stres Parametreleri

Tim gruplarda dekapitasyonu takiben karaciger rezeke edildi. Doku oksijenaz
kit 6l¢iimii ve doku MDA seviyesi ¢alisilmak iizere Ornekler alinarak -80 °C’de
sakland1. Oksidatif stres parametreleri olarak karaciger dokusunda doku MDA
degerleri oOl¢iildii. Ayrica karaciger dokusunda doku oksijenaz seviyesi Doku
oksijenaz kiti (Sigma-Aldrich, Inc. Antioxidant Assay Kit Catalog Number CS0790)
kullanilarak olgiildii.

Tablo 4.7. Karaciger dokusu doku oksijenaz degerleri

Grup Ortalama+ Standart Minimum Maksimum
Sapma
SHAM 0,13 + 0,06 0,067 0,287
KONTROL A 0,16 + 0,07 0,067 0,312
KONTROL B 0,1 + 0,03 0,067 0,143
HGF A 0,1 + 0,04 0,06 0,177
EGF A 0,11 + 0,03 0,062 0,159
IGF A 0,14 + 0,07 0,069 0,313
TGF A 0,14 + 0,03 0,1 0,185
HGF B 0,12 + 0,04 0,073 0,184
EGF B 0,13 + 0,06 0,068 0,234
IGF B 0,11 + 0,03 0,062 0,147
TGF B 0,15 + 0,04 0,089 0,211

Calismada ki tiim gruplarin doku oksijenaz degerleri ortalama + Standard

sapma, minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.7’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Karaciger dokusu doku oksijenaz degerleri

Doku oksijenaz degerleri agisindan A gruplart arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. (p>0,05). Doku oksijenaz degerleri agisindan B gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05). Doku oksijenaz

acisindan A ve B gruplar arasinda anlamli olarak farklilik gézlenmedi. (p>0,05)(

Sekil 4.7).

Tablo 4.8. Karaciger dokusu doku MDA degerleri

Grup Ortalama=+ Standart Minimum Maksimum

e Sapma____________
SHAM 5,42 + 1,25 3,43 6,98
KONTROL A 16,58 + 1,07 14,8 18,5
KONTROL B 15,73 + 1,89 13,75 19,32
HGF A 16,7 + 1,61 14,6 19,45
EGF A 18,36 + 1,53 15,45 20,35
IGF A 18,19 + 1,76 15,5 20,85
TGF A 15,62 + 1,86 13,2 18,7
HGF B 15,45 + 1,64 13,23 18,65
EGF B 14,88 + 2,26 11,1 18,5
IGF B 14,81 + 3,25 10,54 19,45
TGF B 15,06 + 2,09 12,43 18,45
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Calismada ki tiim gruplarin serum doku MDA degerleri ortalama + Standard

sapma, minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.8’de gosterilmistir.

O N B O ®

Sekil 4.8. Karaciger dokusu doku MDA degerleri

EGF A grubundaki olgularin MDA degerleri, HGF A, TGF A, IGF A ve
Kontrol grubundaki olgularin MDA degerlerinden anlamli olarak yiiksek bulundu.
(p<0,05). IGF A grubundaki olgularin MDA degerleri, Kontrol grubundaki olgularin
MDA degerlerinden anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). MDA degerleri
acisindan diger A gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
(p>0,05). MDA degerleri acisindan B gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml degildi. (p>0,05).

MDA degerleri acisindan gruplar degerlendirildiginde; EGF B (14,88 + 2,26)
ve IGF B (14,81 £ 3,25) gruplarinin MDA degerleri, EGF A (18,36 + 1,53) ve IGF A
(18,19 £ 1,76) gruplarinin MDA degerlerine gore anlamli olarak diisiik bulundu.
(p<0,05). Kontrol B grubunun MDA degeri (15,73 + 1,89), Kontrol A grubu MDA
degerine (16,58 + 1,07) gore diisiiktii ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
(p>0,05). EGF B ve IGF B gruplarn disinda MDA acisindan A ve B gruplar

arasinda anlamli olarak farklilik gézlenmedi(Sekil 4.8).



52

4.3. Karaciger Dokusu Histopatolojik inceleme Sonuclari

Calismamizda tiim gruplardan aliman karaciger dokular1 histopatolojik
inceleme yapilmak iizere Hemotoksile Eozin ve Trikrom boyalari ile boyandi. Duktal
proliferasyon degerlendirilmesi  amaciyla 151tk mikroskobu ile degerlendirildi.
Degerlendirmede asagidaki derecelendirme sistemi kullanilarak skorlama

yapildi(63, 64).

Tablo 4.9. Karaciger dokusu histopatolojik duktal proliferasyon skorlamasi

SKOR Degerlendirme

0 Portal alanlarin %10’unu proliferasyona katilmistir.

1 Portal alanlarin %10-50’s1 proliferasyona katilmistir.

2 Portal alanlarin %50’den fazlasi proliferasyona katilmistir.

3 Portal sistemde 6nemli genisleme olmaksizin portal alanin en az

%50’s1 gerveresel olarak proliferasyona katilmistir.

4 Portal sistemde genisleme ile beraber portal alanin en az %50’si

cevresel olarak proliferasyona katilmistir.

5 Skor 4’e ilave olarak portal alanlar arasinda %20’den az kopriilesme
gozlenmesi.
6 Skor 4’e ilave olarak portal alanlar arasinda %20’den fazla

kopriilesme gozlenmesi.

Kontrol A grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda g¢evrsel tarzda
safra duktus proliferasyonu (H&Ex10) ve portal alanda duktus proliferasyonu ve
kopriilesme fibrozisi seklinde fibroz doku artist gozlenmistir(Trikromx10). (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9. Kontrol A grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik gdriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

Kontrol B grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda g¢evrsel tarzda
safra duktus proliferasyonu (H&Ex10) ve portal alanda duktus proliferasyonu ve
kopriilesme fibrozisi seklinde fibroz doku artisi gozlenmistir(Trikromx10). ( Sekil
4.10)

Sekil 4.10. Kontrol B grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

HGF A grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda cevresel duktus
proliferasyonu (H&Ex10 ), portal alanda safra duktuslarinda fibréz genisleme
seklinde doku artis1 (Trikromx10) gézlendi.(Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. HGF A grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

EGF A grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda g¢evresel duktus
proliferasyonu (H&Ex10 ), portal alanda safra duktuslarinda fibréz genisleme
seklinde doku artis1 (Trikromx10) gozlendi.(Sekil 4.12)

atd

Sekil 4.12. EGF A grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

IGF A grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda cevresel duktus
proliferasyonu (H&Ex10 ) Safra duktus proliferasyonu yanisira kopriilesme fibrozisi
seklinde fibroz doku artist (Trikromx10).(Sekil 4.13)
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Sekil 4.13. IGF A grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriintimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

TGF A grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portal alanda g¢evresel duktus
proliferasyonu (H&Ex10) ve portal alanlarda genisleme seklinde doku artist
(Trikrom10)(Sekil 4.14).

Sekil 4.14. TGF A grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

HGF B grubu karaciger dokular1 kesitlerinde grubu karaciger dokular
kesitlerinde portal alanda ¢evresel duktus proliferasyonu (H&Ex10 ), portal alanda
safra duktuslarinda fibroz genisleme seklinde doku artisi (Trikromx10)
gozlendi.(Sekil 4.15)
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Sekil 4.15. HGF B grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

EGF B grubu karaciger dokular1 kesitlerinde grubu karaciger dokular
kesitlerinde portal alanda ¢evresel duktus proliferasyonu (H&Ex10 ), portal alanda
safra duktuslarinda fibroz genisleme seklinde doku artigi (Trikromx10) gozlendi.
EGF B grubu karaciger dokularinda skorlanmada tanimlanan bulgular yanisira

parankimde fokal nekroz alanlar1 goriildi.(Sekil 4.16)

< o' N AN ¢

Sekil 4.16. EGF B grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

IGF B grubu karaciger dokular1 kesitlerinde grubu karaciger dokulari
kesitlerinde portal alanda c¢evresel duktus proliferasyonu (H&Ex10 ), portal alanda
safra duktuslarinda fibroz genisleme seklinde doku artis1 (Trikromx10) gozlendi.Bu
bulgularin yanisira parankimde yer yer submasif nekroze dek ulasan genellikle fokal

tarzda nekroz alanlar1 saptandi. (Sekil 4.11)
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Sekil 4.17. IGF B grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik goriiniimleri.

a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.

TGF B grubu karaciger dokular1 kesitlerinde portla alanda ¢evresel tarzda safra
duktus proliferasyonu ile hepatositlerde yaygin nekroz (H&Ex10) ve portal alanlarda
cevresel tarzda safra duktus proliferasyonu yanisira fibréz genisleme seklinde
fibrozis gozlendi(Trikromx10). TGF B grubunda skorlamada tanimlanan bulgularin
yanisira parankimde yer yer submasif nekroze dek ulasan genellikle fokal tarzda

nekroz alanlar1 saptandi.

Sekil 4.18. TGF B grubu karaciger kesitlerinin histopatolojik gortiniimleri.
a)Hematoksilen Eozin boyama. b)Trikrom boyama.
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Tablo 4.9. Karaciger dokusu histopatolojik degerlendirme sonuglar

Ortalama= Standart

Grup Sereme Minimum Maksimum
SHAM 1,24 + 0,43 1 2
HGF A 4,50 + 0,71 4 6
EGF A 3,90 =i 0,32 3 4
IGF A 5,00 + 1,05 3 6
TGF A 3,80 =i 1,14 2 5
KONTROL A 5,30 + 0,82 4 6
HGF B 4,40 =i 0,52 4 5
EGF B 4,00 + 0,94 2 5
IGF B 5,20 + 0,63 4 6
TGF B 3,30 + 0,82 2 4
KONTROL B 4,60 + 0,70 4 6

Calismada ki tiim gruplarin histopatolojik skor degerleri ortalama + Standard

sapma, minimum ve maksimum degerleri Tablo 4.9’de gosterilmistir.

Sekil 4.19. Karaciger dokusu histopatolojik degerlendirme sonuglari

EGF A ve TGF A grubundaki olgularin histopatolojik skor degerleri, Kontrol
A grubundaki olgularin histopatolojik skor degerlerinden anlamli olarak diisiik

bulundu. (p<0,05). IGF A grubundaki olgularin histopatolojik skor degerleri, EGF A
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ve TGF A grubundaki olgularin histopatolojik skor degerlerinden anlamli olarak
yiiksek bulundu. (p<0,05). IGF B grubundaki olgularin histopatolojik skor degerleri,
HGF B, EGF B ve TGF B grubundaki olgularin histopatolojik skor degerlerinden
anlaml olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). TGF B grubundaki olgularin histopatolojik
skor degerleri, HGF B ve Kontrol B grubundaki olgularin histopatolojik skor
degerlerinden anlamli olarak diisiik bulundu. (p<0,05).

Histopatolojik skor agisindan A ve B gruplar1 arasinda anlamli olarak farklilik

gozlenmedi. (p>0,05).
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5. TARTISMA

Tikanma ikteri tablosu klinikte sik olarak karsilasmis oldugumuz bir tablodur.
Tikanma ikterine neden olan patolojiler arasinda koledok tasi, kolanjio kanserler,
pankreas basi tiimorleri daha 6n planda yer almaktadir. Tikanma ikteri nedeniyle
karacigerde epitel hasari ile baslayip karacigerde hepatoselliiler nekroz ile seyreden
ve karaciger fibrozisi ile sonuglanan bir seri degisiklikler olmaktadir. Bu
degisikliklerin yani sira tikanma ikteri nedeniyle olusa sistemik etkilerde mevcuttur.
Bunlar arasinda ise koagiilasyon bozukluklari, sepsis, yara iyilesmesinde gecikme,
malniitrisyon 6n planda gelmektedir.

Tikanma ikteri nedeniyle klinige bagvuran hastalarin genellikle basvuru
esnasinda bilirubin seviyeleri klinik ikter tablosu olusturacak seviyede yiiksek
olmaktadir. Klinik takibin neticesinde ise hastaya perkiitan eksternal biliver drenaj
veya internal drenaj yontemleri ile ikter tablosunun biran once sonlandirilmasina
calisiimaktadir. HGF ve EGF karaciger rejenerasyonu iizerinde olumlu etkileri
mevcuttur(9, 65, 66). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise IGF-1R reseptor eksikligi
olusturulan ratlarda karaciger rejenerasyonunda gerileme gozlenmistir(67). TGF
beta-1 safra kanali epitelizasyonunun artisinda rol oynamaktadir(68).

Tikanma ikteri gelismis olan hastalarda hem serum hem de safra HGF diizeyi
artmaktadir. Eksternal biliver drenaj yapilmis olan hastalarda ise drenaj islemi
sonrasinda safra HGF seviyelerinde azalma goézlenmistir. Higaki ve ark. Yapmis
oldugu calismada eksternal biliyer drenaj yapilmis olan hastalarda safra HGF
seviyeleri karsilastirilmis, bilirubin seviyelerinde anlamli diisiis saptanan hastalarda,
daha yavag diisiis saptanan hasta grubuna gére HGF seviyeleri daha diisiik olarak
saptanmistir(8).EGF  karaciger hasarin olusturulmus olan ratlarda karaciger
rejenerasyonunu arttirmaktadir(9).

Tikanma ikteri nedeniyle olusmus olan karaciger hasar1 iizerine growth
faktorlerin olumlu etkileri bilinmektedir. Ancak tikanma ikteri tablosu olustuktan
sonra ve uzamis sarilik durumunda yapilacak olan internal veya eksternal girigimler
neticesinde karacigerde olusacak postikterik hasara yonelik yeterli ¢aligma yoktur.
Genellikle hastalar klinik olarak ikter tablosu gelistikten sonra saglik kurumuna
bagvurmaktadir. Bu nedenle uzamis sarilik tablosu ile daha sik karsilagilmaktadir. Bu

nedenle calisgmamizda tikanma ikteri olusurken ve ikter ¢oziiliirken karacigerde
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olusacak olan hasar ve bu hasar {izerine growth faktorlerin etkinligi arastirildi.
Karaciger rejenerasyonunda etkinligi bilinen HGF, EGF, IGF ve TGF beta-1
calismaya dahil edildi.

Tikanma ikteri tablosunun deneysel olarak olusturulmasinda farkli deneysel
modeller mevcuttur. Genellikle irreversible tikanma ikteri olusturmak icin ana safra
kanalinin ligasyonu tercih edilmektedir(69).Baz1 deneysel modellerde koledogun ¢ift
ligasyonunu takiben koledok tam kat kesilerek irreversible koledok ligasyonu
olusturulmustur.

Irreversible tikanma ikteri tablosu olusturmak igin deneysel modelimizde
koledok disseke edildikten sonra ¢ift ipekle baglandi ve koledok kesildi. Boylece tam
bir koledok ligasyonu olusturulmasi amaglandi.

Reversible tikanma ikteri tablosu olusturmak igin literatiirde degisik deneysel
modeller yer almaktadir. Rodriguez ve ark. Yaptig1 ¢aligmada koledok ligasyonu
koledok etrafina sarilan bir kaniil {izerine yapilan ¢ift baglama ile gergeklestirilmistir.
Ligasyonu takiben 7-10. giinlerde ligasyon ¢oziilmiis ve tikanma ikterinin geriledigi
gozlenmistir. (70) Ancak reversible koledok ligasyonunda koledokta olusan
fibrozisin tikanma ikteri tablosunun tamamen normale donmesini engelledigi
diisiiniilerek farkli deneysel modeller gelistirilmis. Bazi arastirmacilar koledok
ligasyonunun reversible olmasin1 saglamak amaciyla 6zel aparatlar gelistirmislerdir.
Yu JL ve ark. “‘miniocculder’’ diye adlandirilan aparat ile reversible koledok
ligasyonu saglamaya calismislardir(71). Hirazawa ve ark. Gelistirmis oldugu
deneysel modelde ise koledok ile duodenum arasina yerlestirilen tiip subkutan
olusturulan tiinelden gegirilmekte ve bu tiipiin ligasyonu ile reversible tikanma ikteri
tablosu olusturulmaktadir(72). Reversible koledok ligasyon modelinde karsilasilan
bir diger problem ise ratlarin reeksplorasyon esnasinda ve sonrasinda meydana gelen
komplikasyonlar nedeniyle mortalite ve morbiditenin artmasidir. Bu problemi agsmak
amaciyla Gaoxiong Yi ve ark. cift silikon tiip arasinda koledogun askiya alinarak
ligasyonun saglamiglardir. Bu silikon tiipleri de batin 6n duvarina siitiire etmislerdir;
ligasyonu ¢6zmek i¢in reeksplore etmeksizin batindaki siitiir kesilerek silikon tiipler
serbest birakilmistir (73).

Literatiir bilgileri ve karsilagilan problemler g6z O©niinde bulundurularak

deneysel modelimizde yeterli koledok diseksiyonu sonrasinda, koledok etrafina
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silikon tiip yerlestirildi ve silikon tiip etrafina silikon tape sarilarak bu silikon tape
mini hemoklip ile kliplendi. Reeksplorasyon esnasinda ise koledoga zarar
vermeksizin hemoklip alinarak silikon tape c¢ikarildi. Boylece hem koledokta
olusabilecek fibrozis en aza indirgenmis, hem de ligasyonun ¢oziilmesi esnasinda
olusabilecek koledok hasarindan kaginildi. Koledok ligasyonu yaklasik olarak 7-8
mm lik bir segmente yayilarak fibrozisin daha az ve reversible olacag: diistiniildii(5,
71,73, 74).

Bizim g¢alismamizda Sham grubu ile irreversible tikanma ikteri olusturulan
kontrol grubu ( Kontrol A ) kiyaslandiginda serum ALT, AST, ALP, GGT, Direkt
Bilirubin, Total Bilirubin, Doku oksijenaz ve doku MDA degerleri Kontrol A
grubunda belirgin olarak yiiksek olarak bulunmustur. Histopatolojik degerlendirmede
ise histopatolojik skorda Kontrol A grubunda belirgin olarak artis saptanmustir.
Kontrol A grubunda kopriilesme nekrozu, santral duktal proliferasyon ve yer yer

nekrotik sahalar tespit edilmistir.

1000
800
600
400
200 mSHAM
0 B KONTROLA
O KONTROLB

Sekil 5.1. Sham ve kontrol gruplar1 sonuglar1 karsilastirilmasi

Sham grubu ile irreversible tikanma ikteri olusturulup daha sonrasinda ligasyon
¢Oziilen kontrol grubu ( Kontrol B ) kiyaslandigi zaman ise yine serum ALT, AST,

ALP, GGT, Direkt Bilirubin, Total Bilirubin, Doku oksijenaz ve doku MDA
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degerleri belirgin olarak artmig bulunmustur. Histopatolojik skorlamada da Kontrol
B grubunda artis oldugu gozlenmistir. Histopatolojik kolestaz bulgular1 gézlenmistir.
Bu sonuglara gore deneysel modelimiz literatiir bilgileri ile uyumludur.

HGF A grubu ile Kontrol A grubu kiyaslandigi zaman ALP degerleri HGF A
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu diger biyokimyasal degerlerde
anlaml fark saptanmadi. Doku oksijenaz degerlerinde ise kontrol grubunda HGF A
grubuna gore yiiksek olarak bulundu MDA degerleri agisindan fark saptanmamustir.
Histopatolojik incelemede ise HGF A grubunun histopatolojik skoru Kontrol A
grubuna gore diisiik olarak gozlenmistir. Li Z. ve ark. yapmis oldugu caligmada
koledok ligasyonu yapilan ratlarda hepatosit nekrozunda azalma, hepatositlerde
apopitozisi artis ve parankimal nekrozda azalma saptanmistir (6). Ayrica HGF’ nin
hepatik biliver fibrozis iizerinde de olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir(6, 7).
Tiim sonugclar birlikte degerlendirildiginde HGF A grubu ile kontrol grubu arasinda
literatiir bilgisi dogrultusunda HGF A grubunda Kontrol A grubuna goére HGF
enjeksiyonu etkili olarak bulunmustur.

EGF A grubu ile Kontrol A gruplart tiim parametreler agisindan
degerlendirildigi zaman EGF A grubunda direkt bilirubin seviyesinde Kontrol A
grubuna gore diisiik; GGT seviyeleri yiliksek olarak gozlendi. Doku oksijenaz ve
MDA  degerleri  acgisindan  fark  gozlenmedi.  Histopatolojik  skorlari
degerlendirildiginde Kontrol A grubuna gére EGF A grubunda daha diisiik olarak
gozlenmistir. Thatch ve ark. yapmis oldugu calismada EGF ve HGF enjeksiyonu
yapilan ratlarda 7. ve 14. giinlerde karaciger dokusunda apopitotik indeksin azaldig1
ve hepatik inflamatuar yanitin azaldigi gozlenmistir. EGF’nin total parenteral
nutrisyona bagl olusabilecek karaciger hasari1 iizerine olumlu etkilerinin oldugu
gozlenmistir(75).Ayrica EGF karaciger rejenerasyonunda rol almaktadir(76-79).
Literatiir bilgisi dogrultusunda EGF A grubunda EGF enjeksiyonu Kontrol A
grubuna gore etkili olarak bulunmustur.

IGF A grubu ile Kontrol A gruplari biyokimyasal parametreler agisindan
degerlendirildigi zaman anlaml farklilik gézlenmedi. Doku oksijenaz parametreleri
acisindan IGF A ve Kontrol A grubu arasinda fark yoktu. IGF A grubu
histopatolojik skoru kontrol A grubuna gore yiiksek olarak bulunmustur. Sheen-Chen

ve ark. Koledok ligasyonu ile tikanma ikteri tablosu olusturulan ratlarda instilin like
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growth faktor-1 intraperitoneal olarak uygulamislar ve postoperatif karaciger
orneklerinde hepatik apopitozis ve duktal proliferasyon u degerlendirmislerdir.
Insiilin like growth faktor-1 kullamilan ratlarda hepatik apopitozis de ve duktal
proliferasyonda artis gozlenmistir(63). Literatiir bilgisi dahilinde IGF A grubu
sonuglar1 degerlendirildiginde IGF uygulanan grupta kontrol grubuna gore belirgin
bir degisiklik gdzlenmemistir(80, 81).

TGF A grubu ile kontrol A grubu biyokimyasal parametreleri
degerlendirildiginde  tiim  biyokimyasal parametrelerde belirgin  farklilik
gozlenmemektedir. Karaciger doku oksijenaz ve MDA seviyelerinde de iki grup
benzer olarak degerlendirilmistir. Histopatolojik skorlamada da TGF A grubu
degerleri diisilk olarak bulunmustur. TGF beta-1 hepatosit rejenerasyonu ve
ekstraseliiler matriksin artisina neden olmaktadir(82). Sheen Chen ve ark. yapmis
oldugu caligmada tikanma ikteri modelinde Transforming growth faktdr-1 serum
seviyelerine bakilmistir. 3. Giinde serum TGF Beta-1 seviyelerinde artis saptanmis;
oral glutamin ve safra asidi verilmesini takiben TGF Beta-1 seviyeleri normale
yaklagsmistir(83) . TGF A grubu sonugclari literatiir bilgisiyle birlikte degerlendirildigi
zaman hepatik rejenerasyonu arttirmasi ve erken donemde ekstraseliiler matriks artigi
nedeniyle tikanma ikteri olusturup TGF Beta-1 vermis oldugumuz ratlarda
hepatositlerde rejenerasyon ve duktal proliferasyon gozlenmistir.

HGF B grubu ile kontrol B grubu arasinda biyokimyasal parametreler
kiyaslandigi zaman serum ALT degerleri HGF B grubunda yiiksek olarak bulundu.
Serum ALP ve GGT degerlerinin ise diigiik oldugu gozlendi. Karaciger doku
oksijenaz parametreleri agisindan fark saptanmadi. Histopatolojik skorlamada ise iki
grup arasinda fark gozlenmedi. Hepatositlerde yer yer fokal nekroz alanlar1 izlendi.
Iskemik karaciger dokusunda biliver dekompresyon sonrasinda karaciger hasari
artmaktadir. Kolestatik karacigerin antioksidan kapasitesi azalmaktadir(84). Koledok
ligasyonu sonrasinda 6. giine kadar biyokimyasal ve histopatolojik bulgular nekrotik
kolestaz ile uyumludur. Karaciger fonksiyonlar1 ve histopatolojisi 12.glin de normale
donmektedir(85). Aldana ve ark.yapmis olduklari calismada kolestatik karaciger
hasar1 olusturulan ratlarda HGF mRNA ekskresyonunun koledok ligasyonunu takip
eden birinci giinde artmaya baglamistir. HGF mRNA seviyeleri 2.gilin pik yapmustir.

Bu nedenle de HGF’nin kolestatik karaciger hasarinin iyilesmesinde hiicre
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proliferasyonunu indiikleyerek etkili oldugu savunulmustur(86). Literatiir bilgisinden
farkli olarak HGF B grubunda Kontrol B grubuna goére nekroz alanlar1 daha az
oranda gozlenmesi ve biyokimyasal parametrelerde farklilik bulunmasma karsin
Istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Sonug olarak HGF enjeksiyonunun
postikterik karaciger hasarinda etkinligi gézlenememistir.

EGF B grubu ile kontrol B grubu biyokimyasal verileri kiyaslandiginda ALT,
Total bilirubin, Direkt bilirubin, GGT degerlerinde artis gézlendi; diger biyokimyasal
parametrelerde anlamli degisiklik gozlenmedi. Doku oksijenaz parametreleri
acisindan degerlendirildiginde ise MDA degerlerinde artis saptanmis ancak doku
oksijenaz degerlerinde farklilik gdzlenmemistir. Histopatolojik skorlamada ise
kontrol grubuna gore diisiik olarak bulundu.

IGF B grubu ile kontrol B grubu biyokimyasal sonuclar1 karsilastirildiginda
serum ALT degerinde artis disinda anlamli fark bulunmadi. Doku oksijenaz
parametrelerinde ise MDA seviyelerinde artis gbzlendi. Histopatolojik skorlamada
artis gozlendi. Hepatositlerde yaygin submasif nekroz sahalar1 ve yer yer fokal
nekroz alanlar1 gozlendi. Katz ve ark.yapmis oldugu c¢alismada tikanma ikteri
sonrasinda sariligin gerilemesi esnasinda IGF-1 seviyeleri diigmekte ve buna bagh
beslenme bozuklugu nedenli gelisme geriligi olusmaktadir(87). Calismamizda
tikanma ikterinin gerilemesi esnasinda IGF enjeksiyonun karaciger hasarinin
gerilemesi lizerine etkisi bulunmadi.

TGF B grubu ile kontrol B grubu biyokimyasal parametreler acgisindan
degerlendirildiginde serum ALT ve AST degerlerinde artis gézlendi. Doku oksijenaz
ve MDA seviyeleri agisindan farklilik gézlenmedi. Histopatolojik skorlamada ise
Kontrol B grubuna gére TGF B grubu skoru diisiik olarak izlendi.

HGF A ve HGF B gruplan kiyaslandiginda HGF B grubunun ALT ve AST
degerleri yiiksek olarak bulundu; ALP ve GGT degerleri diisiik olarak bulundu.
Doku oksijenaz ve MDA degerleri agisindan fark saptanmadi. Histopatolojik
incelemede ise HGF A ve HGF B gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamustir.
Ancak kontrol gruplar ile kiyaslamada HGF A grubu histopatolojik skoru diisiik
olarak gozlenmistir. Sonu¢ olarak HGF’nin reversible ikter olusturulan ratlarda

etkinligi irreversible ikter olusturulan ratlara gore daha diisiik olarak bulundu.
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EGF A ve EGF B gruplari arasinda serum ALT, Total bilirubin, direkt bilirubin
ve doku MDA degerleri EGF B grubunda artmis olarak bulundu. Histopatolojik
skorlamada ise iki grup arasinda EGF A grubu skor degerleri diisiik olarak bulundu.
Kontrol gruplar ile beraber degerlendirildiginde ise EGF’nin reversible tikanma
ikteri olusturulan ratlarda irreversible ikter olusturulan ratlara gore etkinligi daha
diisiik olarak bulundu.

IGF A ve IGF B gruplar tiim parametreler agisindan degerlendirildiginde IGF B
grubunda serum ALT degerleri yiiksek; serum AST ve ALP degerleri diisiik; doku
MDA degeri diisiikk olarak bulunmustur. Histopatolojik skorlamada ise iki grup
arasinda fark gézlenmedi. Sonug¢ olarak hem irreversible hem de reversible tikanma
ikteri olusturulan ratlarda IGF enjeksiyonun karaciger hasar1 iizerine belirgin bir
etkisi gozlenmedi. Her iki grup arasinda etkinlik agisindan fark gézlenmedi.

TGF A ve TGF B gruplar1 degerlendirildiginde TGF B grubunun serum ALT ve
AST degerleri yiiksek olarak bulundu. Histopatolojik skorlamada ise TGF B
grubunun skoru TGF A grubunda gore daha disiik olarak gozlendi. Tiim
parametreler ve kontrol gruplari ile beraber degerlendirildiginde sonug¢ olarak hem
irreversible hem de reversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda TGF Beta-1
enjeksiyonu etkin olarak bulunmustur. Iki grup arasinda etkinlik agisindan belirgin
fark yoktur.

Tim gruplar ve parametreler beraber degerlendirildiginde HGF enjeksiyonu
irreversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkili; reversible tikanma ikteri
olusturulan ratlarda etkisizdir. EGF enjeksiyonu reversible tikanma ikteri olusturulan
ratlarda etkili; irreversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda etkisizdir. IGF
enjeksiyonu hem reversible hem de irreversible tikanma ikteri olusturulan ratlarda
etkisizdir. TGF Beta-1 enjeksiyonu hem reversible hem de irreversible tikanma ikteri

olusturulan ratlarda etkilidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tikanma ikteri olusturulan ratlarda karaciger hasar1 iizerinde growth faktorlerin
olumlu etkileri mevcuttur. Ozellikle ikter gelisimi esnasinda HGF, EGF ve TGF
Beta-1 etkilidir. Post ikterim hasar iizerinde ise TGF Beta-1 etkindir.
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