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OzZET

Hepatositlerin apoptozis yoiu ile 6iumd, karaciger iskemi-reperfizyon (I-R)
hasarinda hem akut hem de subakut dénemde gosterilmistir. Bununla birlikte,
apoptozisin I-R hasarinda oynadigi rol hentiz tam olarak ortaya konulamamistir.
Bu calisma apoptozisin i-R hasarinin subakut dénemindeki rolinii ve roskovitin
ile insilin benzeri buyume faktéri-1in (IGF-1) bu hasar Uzerindeki etkilerini
arastirmak amaci ile yapildi. IGF-1 (n=8) ve roskovitin (n=8) verilen siganlarin
karacigerlerinin sag loblan 60 dakika sure ile iskemiye ugratiidiktan sonra, 24
saat siire ile reperfiizyona birakildi. Doku hasarinin degeriediriimesinde serum
alanin aminotransferaz  (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), doku
myeloperoksidaz (MPO) dlzeyleri olgimi ve histolojik inceleme kullanildi. Olu
hepatositler tripan mavisi boyamasi ile belirlendi. Apoptotik hepatositler ise
hazirlanan kesitlerin M30 monoklonal antikoru ile boyanmasi esasina dayali
immiinohistokimyasal yontem kullanilarak belirlendi.  Apoptotik  ve olu
hepatositlerin periportal ve perisentral alanlarda yogunlastiklan izlendi.
Roskovitin uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastiriidiginda apoptotik
(P<0,005) ve olu hepatosit sayilarinda (P=0,055) azalma oldugu izlendi.
Roskovitin grubunda ALT (ortalama degeri; 78,8 U/L), AST (ortalama degeri;
445 U/L) ve MPO (ortalama degeri; 1,73 1U/gr yas doku) degerlerinin kontrol
grubuna gére (ortalama degerler; ALT igin 335,7 U/L, AST igin 908,2 U/L ve
~MPO icin 3 IU/gr yas doku) belirgin sekilde azaldigds saptandi (P<0,05). IGF-1
uygulanan grupta ise ALT ve AST duizeylerinde kontrol grubuna gére degisiklik
saptanmazken, MPO diizeylerinde belirgin olarak artig gézlendi (P<0,005). Bu
calisma ile I-R'ye bagh karaciger hasarnin olusumunda hepatosit
apoptozisininde rol aldigi ve roskovitin uygulamasi ile bu hasarn

dnlenebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: apoptozis, iskemi-reperfiizyon, karaciger, roskovitin,

instilin benzeri baytime faktora -1.



ABSTRACT

Apoptotic hepatocyte death has been observed during the acute and
subacute phases of reperfusion period after liver ischemia. However, effects of
this process on ischemia-reperfusion (IR) injury are still unclear. This study was
designed to investigate the role of apoptosis on subacute phase of the liver IR
injury and to determine the effect of roscovitine and insulin-like growth factor-1
(IGF-1) on this process. Rat livers pretreated with IGF-1 (n=8) and roscovitine
(n=8) received 60 min. right lobe ischemia followed by 24 h reperfusion. Tissue
injury was evaluated with serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), tissue myeloperoxidase (MPO) measurements and
histological examination. Dead hepatocytes were determined with trypan blue
dye test. Apoptotic hepatocytes were evaluated immunohistochemically in
sections stained with M30 monoclonal antibody. Apoptotic and dead
hepatocytes were detected mainly in periportal and pericentral areas.
Roscovitine treatment decreased both apoptotic (P<0,005) and dead hepatocyte
counts compared ‘to controls (P=0.055). ALT (mean level; 78,8 U/L for
roscovitine group), AST (mean level, 445 U/L for roscovitine group) and MPO
(mean level; 1,73 IU/gr wet tissue) levels were significantly decreased compared
to control (mean levels; 335,7 U/L for ALT , 908,2 U/L for AST and 3 IU/gr wet
tissue for MPO) (p<0.05). IGF-1 treatment did not cause differences on ALT and
AST levels compared to control group. Although, MPO levels were significantly
increased compared to control group (P<0,005). This study indicates that
hepatocyte apoptosis may play a role in the development of IR injury of the liver.

Administration of roscovitine may be beneficial in preventing this injury.

Key words: apoptosis, ischemia-reperfusion, liver, roscovitine, insulin-like
growth factor-1.
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1.GIRIS

Karacigere yonelik cerrahi girisimlerde, kaip yetmezliginde, hemorajik 0K
tablosunda ve karaciger transplantasyonunda karaciger zedelenmesinin ana
nedenlerinden olan sicak iskemi-reperfiizyon (I-R) hasari son yillarda Uzerinde
en cok calisilan konulardan biri olma ozelligini korumaktadir. Karaciger
transplantasyonunda sicak I-R hasari yaninda soguk I-R hasari da gorulmekte

ve karacigerdeki degisiklikler daha kompleks bir hal almaktadir.

Karacigerdeki kan akiminin azalmasina bagli olarak meydana geien
yapisal hasarlanma, dokunun yeniden kanlanmasi ile siddetlenmektedir.
Hasarin derecesini ve siddetini belirleyen faktorlerin basinda kan akiminin
azaldigi veya kesildigi sure ile hangi vaskuler yapinin akiminin (hepatik arter,
portal ven ve hepatik venler) etkilendigi gelmektedir. Karacigerde meydana
gelen I-R hasar iki evrede incelenebilir. Akut evre reperfiizyon sonrasi ilk 4-6
saatlik dénemi, subakut evre ise daha sonraki 12-48 saat arasindaki dénemi
kapsamaktadir(1). Reperfizyon hasarina neden olan faktérlerden en onemiisi
reaktif oksijen rtinleridir(2). Reaktif oksijen Grtinlerinin I-R hasarinin subakut

evresindeki en onemli kaynagini polimorf niveli |6kositler olusturmaktadir
(2,3,4,5,6,7).

Giinumiizde I-R hasarinda rol oynayan pek cok farkh mekanizma
tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan birisi de apoptozistir. Programli htcre
slumi olarak tanimlanan siireg, bébrekte (8), kalpte (9), beyinde (10),
pankreasta (11) ve karacigerde (12,13) olusturulan I-R  modellerinde
gosterilmistir. Bu deneysel gah§ma*maracigerde olusan I-R hasarnin
subakut evresindeki degisiklikler histolojik, biyokimyasal ve enzimatik
yéntemlerle incelenmistir. Caligilan parametreler’ karaciger dokusunda 6lu ve
apoptotik huicre sayilar ile miyeloperoksidaz enzim duzeyi ve transaminaz

duzeyleri olmustur. Gergeklestirilen [-R  hasarnin  subakut evresindeki



degisiklikleri ~ dnlemek amaciyla lenfoid hiicre  apoptozisini uyararak
immunosupresan etki olusturdugu bilinen Roskovitin (roscovitine) ve bazi

dokularda apoptotik degisiklikleri dnledigi gosterilen Instlin Benzeri Biylme
\

Faktori-1(1GF-1)«verilmistis. \VE\ VLUV W



2. GENEL BILGILER
2 1 KARACIGER DOKUSUNDA iSKEMIYE BAGLI CLUSAN DEGISIKLIKLER

Karaciger dokusu temel olarak hepatositlerin  olusturdugu parankimal
hiicreler ve Kupffer hicreleri ile endotelin olusturdugu nonparankimal
hucrelerden olusur. Hipoksik uyaran, dokularda karakteristik degisikliklerin
baslamasina neden olmaktadir. Hipoksi ile olusan kromatin yogunlagmasi ve
glikojen kaybi, mitokondri ve endoplazmik retikulumda sismeye neden olmakta
ve lizozomai pargalanma sonrasinda intraselliier membranlarin  biGtGnlGgu

kaybolarak hiicresel 6lim (nekroz) gerceklesmektedir (3).

Karacigerde iskemik uyaran sonrasinda erken dénemde hepatositlerin
yiizeyinde sintzoidal araliga dogru uzanim gosteren membrandz kabarciklar
(bleb) olugsmaktadir (14,15). Kabarcik olusumundan sitozolik serbest Ca' artis!
ve plazma membraninda meydana gelen fosfolipid  hidrolizi sorumliu
tutulmaktadir  (16,17,18). Bu kabarciklar degisik miktarlarda endoplazmik
retikulum ve glikojen icermektedirler (3). iskemi stresi arttikca kabarcik gaplar
buyiimektedir. Sican karacigerinin 45 dakika sure ile iskemiye ugratimasi
sonrasinda hepatositler kabarciklarla kaplanmakta ve neredeyse normal yuzey
yapisi ortadan kalkmaktadir. iskemi siiresinin ilerlemesi ile birlikte kabarciklarda
birlesme ve sonrasinda da riptir meydana gelmektedir (3). Plazma membran
bariyerinin bozulmasini takiben sitozolik enzimler ve elektriksel ve kimyasal
farklihg! saglayan icerik membranin disina cikmaktadir. Bu permeabilite

bozulmasi geri-donissiiz  hicre  6lumundn belirtisidir  (3) (Sekil  2.1).



Mormal Hucre

NEKROZ APOPTOZIS

sopiot il cisirunklenn
UtIlnas:

Sekil 2.1 Hiicre élumuntn iki farkh sekli: apoptozis ve nekroz.

Hicre batanlGganin quu!maS| ile birlikte hlcre tarafindan tutulabilen
floresein ve kalsein gibi sitozolik belirleyiciler (probe) saniyeler iginde
kaybolmaktadir. Tripan mavisi (Trypan blue) ve propidyum iyot gibi hucre

zarindan gecemeyen belirleyiciler ise hiicre i¢ine girmeye baglamakta ve hiicre



cekirdegini  isaretlemektedirler (3). Kabarcigin raptard  sonucu laktat
dehidrogenaz gibi ¢ézinebilen sitizolik enzimler de hiicre disina gikmaktadir.
Cekirdekte yoguniagma hiicre sluminden hemen sonra olusurken sisme
dakikalar sonra gerceklesmektedir (19). Hipoksiye bagl olusan hasar ileri
boyutta ise reperflizyon sonrasinda geriye donisim mumkin olmamaktadir.
Kabarcik ruptirii olmamis ise reoksijenasyon ile kabarciklar rezorbe olmakta ve

hasarlanma geriye donmektedir (15).

22 KARACIGER DOKUSUNDA SICAK REPERFUZYON HASARI

Karacigerde olusturulan iskemi sonrasinda tekrar perflizyonun saglanmasi
ile dokuda baz degisiklikler meydana gelmektedir. Eger iskemi slresince
karaciger dokusunda olusan hasarlanma geriye donusli ise reperflzyon
stiresince karacigerde ilerleyici bir zedelenme olusmamaktadir. Ancak iskemi
ileri derecede ise, reperfuzyon doénemi iginde karaciger hasarinda artis
gorilmektedir. Karacigerde olusan I/R hasari akut ve subakut olmak lzere iki
faza ayrilir. Akut faz reperfuzyonun ilk 3-6 saatini kapsayan devredir ve serbest
radikal olusumu ile T-lenfosit ve Kupffer hicre aktivasyonunun eslik ettigi
hepatoselltler hasarlanma ile karakterizedir. Subakut fazin karakteristik
ozelligini ise reperflizyonun 18-24.saatlerinde en ust seviyesine ulagan masif
notrofil infiltrasyonu olusturmaktadir (1). Notrofillerin yogun sekilde karacigere

géciine neden olan mekanizmalardan baslicalari sunlardir;

(a) Endotel hiicrelerinden ve hepatositlerden salinan uyaraniar (20),

(b) Antijenden bagimsiz CD,* T-hiicresi kontrolinde makrofaj ve notrofil
aktivasyonu (21),

(c) Tumér nekrozis faktor (TNF)-a, interlékin (IL)-1 ve platelet aktive edici
faktor (PAF) gibi proinflamatuar sitokinlerin Kupffer hucrelerinden
velveya hepatositlerden salinimi (22,23),

(d) Intraselliler adezyon molekuli (ICAM) gibi adezyon molekullerinin
ekspresyonunun artmasi (Sekil 2.2.1)(24,25).
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Sekil 2.2.1: Karacigerdeki iskemi ve reperfuzyon sonrasinda CD4" T-lenfositlerinin
notrofilik inflamatuar yaniti olusturmasinda potansiyel mekanizmalar. Bu modelde, I/R
baslangigta dolagimdaki CD," T hiicrelerini aktive olmalar yonunde uyarir(l. Mekanizma) ve
reperfiizyonun 1.saatinde karacigerde bu lenfositlerin birikimi izlenir. Aktive haldeki CD," T
hucreleri, iclerinde interferon-y, TNF-B ve grantlosit-makrofaj koloni-stimulan faktéran (GM-CSF)
de bulundugu bir grup sitokini direkt veya indirekt (Kupffer hucrelerinin salglladigt sitokinler) yolia
salgilayarak nétrofillerin aktive olmasini ve hasarlanmis karacigeri infiltre etmelerini saglar (Il
Mekanizma). Notrofillerin gogunde endotel hucrelerinde yer alan 1CAM-1 gibi adezyon
molekillerinin artmis ekspresyonunun da rolt vardir. Alternatif olarak, I-R uyarani oncelikle
Kupffer hiicrelerini uyarir (iii. Mekanizma) ve bu hiicreierden saiinan sitokinler dolagimdaki CDs”
T hiicrelerini aktif hale getirir (IV. Mekanizma).

Hasarlanmanin subakut fazinda Kupffer hiicrelerinden ve karacigere infiltre
olan nétrofillerden salinan superoksit radikalleri, oksidatif stresi arttinr ve
siniizoidal konjesyon, hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ve yaygin

nekroz ile karakterize geriye déniigsiiz karaciger hasarini meydana getirir (26).



2.2.1. REPERFUZYON HASARINDA SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Iskemik hasara ugramis doku, reperflizyon ile birlikte hidrojen peroksit
(H20y), stiperoksit radikali (O27), hipoklorir radikali (HOCI) ve hidroksil radikali
(OH) gibi toksik oksijen radikallerini olusturur (2). Serbést oksijen radikalleri
(SOR) olusumunda temel yol mitokondride yer alan elektron transport
sisteminde (mitokondrial solunum zinciri) olusan c¢iftlesme hatasidir (25).
Karacigerde yer alan ve toplam hiicresel oksijen sarfinin % 10-30’unu olusturan
peroksizomlar (sitokrom P450 hidroksilasyon sistemi) SOR olusumunda 6nemli
rol almaktadir (25).

SOR olusumunda ksantin oksidaz enzimi de 6nemli bir rol almaktadir.
Iskemi siiresince ksantin dehidrogenaz enzimi kalsiyuma bagimli proteoliz ile
ksantin oksidaza déntusmektedir. Diger yandan ATP yikimi ile ksantin oksidazin
substratt konumunda olan hipoksantin meydana gelir (27). Reperflizyon ile
saglanan oksijenizasyon sonucunda ksantin oksidaz, hidrojen peroksit ve
sliperoksit radikalinin olusumuna neden olur. Superoksit radikali lipidlere,
proteinlere ve nikleik asitlere affinite gostermektedir. Stper oksit radikalinin
hidrojen peroksid ile girdigi Fenton reaksiyonu (demir ve bakir ile katalize edilir)

sonucu daha etkili bir serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusur (3).

Reperflizyon ile birlikte serbest oksijen radikalleri hepatositlerden, kupfer

hiicrelerinden, endotel hiicrelerinden ve nétrofillerden salinmaktadir (25) (Sekil
2.2.2). Glutatyonun artmis oksidasyonuna bagh glutatyon disulfit, artmis lipid
peroksidasyonuna baglh malonildealdehit ve hidroksialkenaller serbest oksijen

radikallerinin diizeyinin arttigini gdsteren belirleyicilerdir (28,29,30,31).

2.2.1.1 SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI VE HEPATOSITLER
Hepatositlerde reaktif oksijen radikallerinin temel kaynagdini mitokondrial
solunum zinciri olusturdugu dustnilmektedir (30,31). Ksantin dehidrogenazin

ksantin oksidaza doéntusumine bagh reaktif oksijen radikal olusum yolu,



hepatositlerin % 80’den fazlasmin canliligini kaybetmesinden sonra aktive
olmaktadir (32). izole hepatositlerde reoksijenasyon ile aniden baslayan SOR
salimmi saatlerce hicre butinligu kaybolmasina karsin devam etmektedir.
Reaktif oksijen radikallerinin hepatositlerden salimmi igin belirli bir iskemik
dénem gegmesi gerekmektedir. Bu sire hepatosit kultirlerinde 4 saat kadar

olmakla birlikte in-vivo ortamda daha kisa olmaktadir (31).

Saglam ve Olii Hepatositler Kupffer Hiicreleri
(Mitokondrial Solunum Zinciri) (NADPH Oksidaz ve NO Sentaz)
\ |
Eikasonoidler
Serbest Oksijen Radikalleri ve
— sitokinler
v
Endotel Hiicreleri Nétrofiller
(Ksantin Oksidaz) X 7 (NADPH Oksidaz ve MPO)

v

Doku Hasarni

Sekil: 2.2.2 Karacigerdeki i-R hasarinda SOR’nin kaynaklari. Reperfiizyon hasarl
direk sitotoksik etkiler ile olusabilecedi gibi (duz oklar), notrofillerin ve Kupffer hucrelerinin
aktivasyonu ile de gelismektedir.



2.2.1.2 SERBEST OKSIJEN RADIKALLERi VE KUPFFER HUCRELERI

Kupffer hiicreleri sahip olduklari NADPH oksidaz ve NO sentaz enzimleri
ile reaktif oksijen radikali sentezleme ozeliijine sahiptir (33). I-R hasari ile
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda yukselme olmakta ve bu enzimlerin
aktivasyonu sonucunda  sliperoksit radikali (O, ve HyO, olusumu
gerceklesmektedir (28,34). Kupffer hiicrelerinin  kultir ortaminda hipoksiye
oldukgca dayanikli olduklar gosterilmekle birlikte 2 ila 4 saatlik hipoksik
inkiibasyon sonrasinda reoksijenasyon evresinde hasarlandiklar gosterilmistir
(28). Hepatositlerden ve endotel hicrelerinden farkhi  olarak, Kupffer
hiicrelerindeki hasar reperfuzyonun basiamasindan yakiasik 2 saat sonrasinda

belirgin hale gelmektedir (35).

Endotel hiicrelerinde SOR'nin olusumunda ksantin oksidaz enzimi etkili
olmaktadir. Endotel hiicrelerinden salinan radikaller nétrofilleri aktiVe etmekte ve
aktive hale gelen nétrofiller de endotel hiicrelerindeki hasari arttirarak SOR
salinimini uyarmaktadirlar. Ayrica I-R hasarina bagh endotel hcrelerinin
fibrinolitk fonksiyonlarinda da degisimler gérlimektedir. Bu degisimler
makrovaskiler endotel hucrelerinde géruldagu gibi karaciger sintizoidlerini

kaplayan endotel hiicrelerinde de gorulmektedir (36).

2.2.1.4 SERBEST OKSIJEN RADIKALLERi VE NOTROFILLER

Notrofiller Kupffer hucrelerine benzer sekilde sahip olduklan NADPH
oksidaz ile Oy" ve hidrojen peroksit olusturabilirler. Ancak Kupffer hicrelerinden
farkll olarak MPO enzimi ile hidrojen peroksid ve klor iyonu kullanarak reaktif
hipokloroz asit (HOCI) olusumuna neden olurlar (37). Notrofil 16kositler asil

etkinliklerini reperfiizyonun subakut fazinda gostermektedirler.



2.2.2 KARACIGERDEKI REPERFUZYON HASARINDA “pH
PARADOKSU”

Iskemi siiresince, anaercbik glikolize ve ATP hidrolizi ile salinan inorganik
fosfatlardan kaynaklanan hidrojen iyonlarinin ¢dzinmelerine bagh pH degeri
6.5'in altina diismektedir. Asidik pH, ATP eksikligi durumunda hicre 6limanin
baslamasini engellemektedir (38,39). Bu etki 6zellikle intraselller pH degerinin
dusmesi ile olusmaktadir (40). Doku pH degerinin asidik dizeyinden fizyolojik
araliga donlistGmu reperfluzyonun dnemli bir sonucudur. ATP eksikligi icindeki

hepatositlerde pH degerinin hizli bir sekilde fizyolojik araliga yikselmesi, halen

Bu doku duizeyindeki farkh tepkiye “pH paradoksu” adi verilmektedir (38,39
paradoks ozellikle reperfizyonun erken dénemindeki hasarda rol oynamaktadir.
Antioksidan  ajanlar pH degisimine bagh bu hasarlanma seklini

engelleyememektedirler (3).

2.2.3 NITRIK OKSIT VE REPERFUZYON HASARINDAKI ROLU

Nitrik oksit (NO) L-arginin’den nitrik oksid sentaz (NOS) yardimi ile olusan,
diger serbest radikallerle reaksiyon kapasitesi olan ve SOR metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir ajandir (25). Karacigerde hepatositler, Kupffer
hiicreleri ve endotel hiicrelerinden sentezlenebilmektedir. Nitrik oksid sentaz’in
endotelial NOS(eNOS) ve uyarilabilir NOS(INOS) olmak tzere karacigerde iki
temel izoformu bulunmaktadir. eNOS akiivasyonunda kalsiyum-kaimodduiin etkili
olurmaktadir. INOS ise baslica karacigerdeki makrofaj (Kupffer hicreleri) ve
notrofillerden salinmakta ve aktivasyonunda sitokinler ve lipopolisakkaritler rol
oynamaktadir (41). eNOS aktivasyonu ile salinan az miktardaki NO vaskiler
tonusu azaltarak I-R hasarinin ilerlemesini engellemekie, buna karsilik iNOS
aktivasyonu ile salinan ¢ok miktardaki NO, stperoksit radikalleri ile reaksiyona
girerek daha toksik bir form olan peroksinitrit anyonunu (OONO) olusturarak
inflamatuar olayin ilerlemesine neden olmaktadir (42,43).
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Sekil 2.2.3: pH paradoksu ve hicre 6lumu arasindaki hipotetik iligki.

2.3 APOPTOZIiS

ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tanimlanan farkli
morfolojideki  hiicre  olumudur  (44,45). Apoptosis, plazma membran
buttinlGginin kaybi ile karakterize diger hicre o6lim sekii olan nekroz ile
karsilagtirldiginda, ciddi bir yaralanma sonucu meydana gelmemekie hatta
olimi beklenen veya normal olan hiicrelerde goérilmektedir. Nekrozdan daha
fizyolojik bir hiicre 6lumi oldugu icin eski yunanda adagtan disen yapraklar

anlamina gelen apoptosis ( apo- uzak ; ptosis- dismek ) adi verilmigtir (46).
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231 APOTOZISDE GORULEN MORFOLOJIK DEGISIKLIKLER

Apoptozisin karakteristik' morfolojik 6zelligi nilkleusun ¢dkmesidir. Bunu
kromatin yogunlasmasi izlemektedir. Bu morfolojik bulgunun altinda yatan
yapisal bozukluk  DNA (deoksiriboniikleik  asit) pargalanmasidir.  Bu
parcalanmada DNA yapisi icinde yer alan bir endoniikleazin (DNA'z) rol
oynadigi dustuntimektedir (47). Tam olarak tanimlanmamakia birlikte kaspaz
sistemi ile aktif hale gecen DNA'z bu parcalanmadan sorumiu tutulmaktadir (48).
Hiicre, DNA’da meydana gelen sinirli sayidaki kirimay! onarabilecek kapasiteye
sahip iken (en fazla 300.000 kirilma / kromozom) apoptozis sirasinda gortlen
cok sayidaki kiriima karsisinda yetersiz kaimakta ve baska degisiklikier oimasa
bile hiicre bir daha boélinememektedir (46). Ancak diger degisiklikler DNA
kirlmasini takip eder (sekil 2.1). Apoptozisin erken evresinde hucre, dakikalar
icinde haciminin Ggtebirini kaybederek belirgin olarak buzular. Mekanizmasi tam
olarak anlasilamamakla birlikte plazma membraninda yer alan iyon kanallarinin
ve pompalarinin anormal fonksiyonuna bagli oldugu saniimaktadir (49). Bu
biizilme sonucunda apoptozise ugrayan hilcre, komsu hicrelerden
uzaklasmaktadir. Buztlme sirasinda plazma membraninda kabarcik olusumu
meydana gelmektedir. Hucre membrani saglam kalmakla birlikte membran
yapisini olusturan fosfatidilserinin dis tabakaya atiimasi sonucu fosfolipid dizilimi
degismektedir. Membran yapisinda meydana gelen bu degisikliklige zeiozis adl
verilmektedir (50,51). Zeiozis ile hucre, icinde apoptotik cisimcikler iceren
pargalara aynimaktadir. Bu cisimciklerden bazilari kromatin icermektedirler. Bu
degisikliklerin hucre  olimine neden olup olmadigi henltz net olarak
anlastlamamustir. Apoptozisin erken doneminde hiicre tripan mavisi g|b| vital
boyalari ekstrakte edebilme ozelligi gosterirken, ilerleyen sure icerisinde

makrofajlar tarafindan fagositozis yolu ile dlduraldr.

12



2.3.2 APOPTOZISIN BiYOKIMYASI

Hiicre tipine ve nedene bagimsiz olarak apoptozise'giden hiicrelerde
morfolojinin ayni olmasi altta yatan mekanizmanin ayni  oldugunu
dusundirmektedir. Apoptotik degisikliklerin olusumunda proteazlar &nemli rol
almaktadir. Kaspaz ( Cysteine proteASES that cleave at an ASPartic acid
residue = caspase) sistemine dahil proteazlar insanda apoptozis olusumunda
etkili olmaktadir (Sekil 2.3). Kaspaz-3 bu sistemde en &nemli hiz belirleyici
enzimdir. Kaspaz-8 ve kaspaz-9 disardan gelen sinyalleri kaspaz-3'e iletmekte

ve bu enzim lzerinden apoptozis olusmaktadir. Siklin bagimli kinazlardan

olusumunda rol alir (46,52). Kaspazlar disinda apoptozisde rol alan diger
proteaz kalpain'dir. Kalpain, kalsiyuma bagimii bir sistein proteazdir ve timositler
ve nétrofiller gibi pekgok normal hiicre  sisteminde apoptozisin

gerceklesebilmesinde yer alir (53,54).
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2.3.3  APOPTOZISILE iISKEMi-REPERFUZYON HASARI
ARASINDAKI iLISKi

Apoptotik hicre olumunidn bulunmasindan sonra arastirmacilar bu
mekanizmanin rol aldigi fizyolojik ve patolojik olaylar ortaya koymak igin
yogun c¢aligmalar igine girmiglerdir. Apoptozise karsi gelisen rezistansin
lenfoproliferatif hastaliklarin  (lenfoma, lbsemi) ve otoimmin hastaliklarin
patogenezinde 6nemli yer tutugu dusiiniilmektedir. Ayrica, immin yetmezlik
tablosunda, aplastik anemide ve nérodejeneratif hastaliklarda artmis apoptotik
hiicre olimiiniin patogenezde rol aldig diistintlmektedir. Cesitli dokularda
olusturulan i-R hasarinda da apoptozisin varligina rastlanimistir. iskemik akut
bobrek yetmezliginde, hipoksiye bagh néron hicresi hasarinda, myokard
infarktiisii modelinde ve pankreasta olusturulan i-R modelinde apoptotik hicre
slumi saptanmistir (8,9,10,11 ,55,56,57,58,59).

Sican karacigerinde 60 dakikalk iskemik periyot sonrasinda
reperfiizyonun 3-6.saatleri arasinda apoptotik hepatosit sayisinin en Ust
dizeye c¢iktigi ve 24-48.saate gelindiginde ise yavas yavas apoptotik
hepatositlerin  sayisinin azaldigt bildirilmistir (13). Ayrica sigan ve insan
karacigerinde soguk prezervasyon hasarinda apoptozis varhigi saptanmistir
(60,61). Apoptozisin TNF-c. (TUmor nekroz faktdr), SOR, kalsiyum artisi ve
proteazlarin aktivasyonuna bagh oldugu saniimaktadir (62,63). iskemik travma
sonrasinda karacigerde apoptotik hicre dlumunin nekrotik hicre oélimine

goére daha geg evrede ortaya ciktigr saniimaktadir (13,61).
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24 SIKLIN BAGIMLI KINAZLAR VE HUCRE SIiLKLUSUNDAKI
ETKILERI

Transkripsiyon, DNA tamiri ve hicre dongisinde ¢ok onemli bir
basamak olan protein fosforilasyonu, kinazlar tarafindan dizenlenmektedir
(64,65). Kinazlar islev gorebilmek icin siklin (cyclin) adh proteinlere bagh
kalmak zorundadirlar. Bu nedenle siklin bagimh kinaz (cdk) olarak antlirlar
(66,67). Hiicre siklusunda G1/S fazi gecisinde cdk2-siklin E, cdk3, cdk4-siklin
D1-D3, cdk6-siklin D1 ve cdk8-siklin C kompleksleri; S fazinda cdk2-siklin A
kompleksi; G2 fazinda cdc2-siklin A kompleksi ve G2/M fazi gecisinde cdc2-
siklin B, cdk7-siklin H kompleksleri regtlatér olarak rol almaktadirlar. Bu
kompleks, fosforilasyon ve inhibitér protein baglanmasi gibi birtakim
reaksiyonlarla inhibe edilebilmekte ve hiicrenin cogalmasi
engellenebilmektedir (68,69).

241 SIKLIN BAGIMLI KINAZ INHIBISYONU VE APOPTOZIS

Cdk proteinlerinin  ve duzenleyicilerinin  kanserde siklikla normal
isleyislerinden sapmalari, cdk inhibitérleri tzerindeki calismalart arttirmistir
(70). Bugiine kadar g¢alsilan cdk inhibitorleri; staurosporin (71,72), bitirolakton
(73-75), flavopiridol (76-78), suramin (79) ve olmusin’dir (80-82). Apoptozis

olusumu hiicre déngisiinin G1 ve G2 evrelerinde olusturulabilir. Radyasyona

Diger bir yol da hiicre déngisunu G2/M doéneminde durdurma ilkesine dayanir.
Taksol, DNA-hasar! yapan ajanlar ve X-isini, bu p53 genine bagl olmayan yol
iizerinden etkilerini olustururlar (83,85). Flavopiridol ve olmusin purin halkasi
icermektedirler. Her iki ajanin hiicre siklusunu G2 fazinda durdururak, p53
geninden bagimsiz olarak hiicrelerde apoptozise neden olduklari saptanmistir
(86). Flavopiridol, timus, dalak, intestinal kript hiicreleri ve lenf nodlarindaki

hiicrelerde apoptozisi indikleyerek organ atrofisine yol acarken, bdobrek,

16



karaciger, kemik ve kemik iligi, akciger, kaslar ve kalp gibi organlarda
herhangibir degisiklige neden olmamaktadir. Bu ozellikleri g6z onune
alindiginda etkin bir immunosupresan ajan olan flavopiridol'in birden fazla cdk
inhibisyonuna neden olmasi, olmucine ve roskovitin gibi piirin yapisina sahip
ancak daha selektif etkiye sahip cdk inhibitorlerinin geligtirilmesine yolagmistir
(87).

2.42 ROSKOVITIN VE IMMUNOSUPRESAN OZELLIGI

Roskovitin (2 - [R] - (1- etil - 2 - hidroksietilamino ) - 6 - benzilamino - 9 -
izopropilpiirin) bir plrin analogu olup cdc2, cdk2 ve cdk5 inhibisyonu
yapmaktadir. Ajan, ilk kez Fransa'da Roscoff klinikte gelistirildigi igin bu ad
verilmistir. Yaptigi bu selektif inhibisyon ile hiicre siklusunda G2-M ve G1-S
gecislerini durdurur. Grubun diger tyeleri gibi lenfoid sisteme spesifik etkinlk
gostermektedir (88). Faz 1 calismalari halen devam etmekte olan ajanin sican
bébreginde in-vivo olarak gerceklestirilen mezenjial proliferatif glomerulonefrit
modelinde hiicre cogalmasini T hiice apoptozisini ihdukleyerek azalttigl
gosteriimistir (89). Bu verilerden hareketle calismamizda, I-R hasarnin
ozellikle subakut evresinde rol alan noétrofil  infiltrasyonunu T-htcre
cogalmasini engelleyerek inhibe etmeyi amacladik. Boylelikle roskovitin'in
devam eden faz-1 calismalan icersinde simdiye kadar denenmemis bir alan

olan iskemi-reperfiizyon hasari tizerindexi etkilerini arastirmayi ama

2.5 iINSULIN BENZERiI BUYUME FAKTORU-1 (IGF-1)

insillin benzeri biyiime faktéri (IGF-1) 7.5 kDa bayuklagunde tek zincirli
yapisal olarak proinsiline benzeyen bir polipeptittir (90). Bllylime hormonunun
iskelet yapisi Uzerindeki blyumeyi arttirici etkilerinde IGF-1 6nemli rol alir
(90,91). Ayrica glikoz ve aminoasit alinimini, protein ve glikojen sentezini
arttirarak insilin benzeri metabolik etkiler gosterir. Etkinligini IGF-1 reseptoru

(izerinden gostermektedir (92). Reseptdrl ile baglantiya gegtiginde tirozin
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kinaz yolu tizerinden etki ederek kalsiyum kanal akiminda artiga neden olur
(93,94).

251 IGF-1 VE DOKULARDAKI ANTIAPOPTOTIK ETKINLIGI

IGF-1, hiicre cogalmasinda, farklilagsmasinda ve apoptozis’de 6nemli rol
oynamaktadir (95). IGF-1'in bcl-2 protein diizeylerindeki degisimi ve kaspaz-
3'an aktivitesini inhibe ederek pekgok dokuda (6rn; néronal doku ve kalp kasi)

antiapoptotik  etkinligi  gosterilmistir (94,96).
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3. GEREC VE YONTEM

Agirliklart 200-250 gr arasinda degisen 32 adet Wistar-Albino cinsi erkek
sican herbiri ayri kafeste olmak lzere Hacettepe Universitesi Deneysel
Arastirma Kurulu'nun onerdigi sartlar dogrultusunda barindimidi. Hayvanlara
standart sican yemi ( Altis Veteriner Hizmetleri Tic. Sti., Ankara) ve su verildi.
Calisma Deney Hayvanlan Etik Kurulu tarafindan 20/05/2000 tarihli ve
2000/28 sayih kararla onaylandi.

3.1 DENEY GRUPLARI VE iLAC UYGULAMA DUZENI

Calismaya dahil edilen 32 sigan dort gruba aynidi. Bu gruplar sirasi ile;
sham grubu (n=8), kontrol grubu (n=8), roskovitin grubu (n=8) ve IGF-1 grubu
(n=8) olarak belirlendi ( Sekil 3.1).

Sham ve kontrol gruplarina 0.1 mi dozlar halinde dimetilstilfoksit (DMSO)
1. ve 24 saat sonraki 2.laparotomiden 16'sar saat once intraperitoneal (i.p.)
yolla uygulandi. Ayni gruba dahil sicanlara 1.laparotomiden ve 24 saat sonra
uygulanan 2.laparotomiden uger saat 6nce subkutan (s.c.) yolla 0.1 ‘mI

dozlarinda fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi (PBS) verildi.

Roskovitin grubuna dahil siganlara 2.8 mg/kg dozdaki roskovitin toplam
hacimi 0.1 mi olan DMSO icersinde 1.ve 2.laparotomiden 16 saat éncesinde
i.p. yolla uyguiandi (89). Ayni gruptaki sicanlara 1.ve 2.laparotomilerden tger

saat 6ncesinde s.c. yolla 0.1 mi dozunda PBS verildi.

IGF-1 grubuna dahil sicanlara 0.1 mg/kg dozdaki IGF-1 toplam hacimi
0.1 ml olan PBS icersinde 1.ve 2.laparotomiden Uger saat once s.c. yolla
uygulandi (97). Bu gruptaki sicanlara ayrica 1.ve 2.laparotomiden 16 saat

oncesinde 0.1 ml DMSO i.p. olarak uygulandt.
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3.2  CERRAHI iSLEMLER

Sicanlar laparotomilerden 12 saat 6ncesinden itibaren a¢ birakildilar. Tum
cerrahi girisimler intramuskuler olarak uygulanan 40 mg/kg dozda ketamin
(Ketalar, Parke-Davis Inc., Amerika Birlesik Devletleri) ve 4 mg/kg dozda ksilazin
(Rompun, Bayer, AG, Almanya) anestezisi altinda yapildi. Sham grubu digindaki
gruplara dahil batin hayvanlara karaciderin sag lobuna selektif iskemi ve
reperfiizyon uygulandi. Hepatik iskemi olusturmak icin karina orta hat kesisi ile
girildi. Karacigerin orta ve sol loblarinin dolasimi korunarak, sag loba giden
hepatik arter ve portal ven dallari, selektif olarak mikrovaskiler atravmatik

Llmmanmlarla 280 Al
NICHHPICTH

e 60 dk. silire ile )
sicanin karni 4/0 ipek dikislerle kapatildi. Sham grubuna dahil hayvanlara
laparotomi yapildiktan sonra sadece hiler bélge diseksiyonu yapildi ve bir saatlik
siire sonunda kannlari ayni yontem ile kapatildi. Birinci laparotominin
tamamlanmasindan 24 saat sonra serum alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) 6lgimiu amaci ile vendz kan 6rnekleri alindiktan
sonra siganlarin timune laparotomi ve sag torakotomi ile total hepatektomi
uygulandi. Karacigerin |-R hasarina ugratimis olan sag lobundan,
myeloperoksidaz (MPO) tayini igin alinan doku o&rnekleri 72 saat iginde
calisiimak kosulu ile —20°C sicaklikta saklanmak Gzere derin dondurucuya
konuldu. Karaciger sag lobuna giden portal ven dali, histolojik incelemeler igin

boya infizyonu yapilmak lizere 24 G polietilen kanil ile kateterize edildi.

3.3 HiISTOLOJIK ISLEMLER

Karaciger sa§ lobuna yerlestirilen kantlden serum fizyolojik ile yapilan
yikama ile damar iginde kalmis olan eritrositler ve kan temizlendi. Takiben 0.2
mM konsantrasyonda hazirlanan tripan mavisi (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, Amerika Birlesik Devletleri) 10 dakika slre ile ayni kanilden infize edildi.
Vaskiller yatakta kalan fazla boya 5 dakika serum fizyolojik infizyonu ile
temizlendi. Daha sonra karaciger dokulan 6 dakika sire ile %71lik

paraformaldehit ile perfuze edilerek fikse edildi. islem sonrasinda karaciger
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dokulari, Thurman ve ark.'nin tanimladiklan yéntemlerle parafine géomulerek 1sik
mikroskobisi i¢in ‘hazwlandx (98,99). Ali pm kalinhdinda alinan kesitler
deparafinize edildikten sonra ftripan mavisi boyasi almis olan hicrelerin
farkedilebilmesi amaciyla eosin ile boyand:i (Sekil 4.1.1). Alinan her kesitte isik
mikroskobu altinda (Carl Zeiss, Almanya) hasara ugramis htcrelerin
nikleuslarini degerlendirmek amaci ile periportal, midzonal ve perisentral
alanlar belirlendi. Analiz yapmak amaci ile mikroskobik gérintiler yiksek
¢ozunurlukieki video ekranina yonlendirildi ve kesitlerde ayri ayri her Uc¢ alan
icinde 10’ar blytk buylutme alanindaki ( 400 x ) hepatositler degerlendirildi.
Birbirinden ve kesitierin hangi denege ait oildugundan habersiz iki arastirmaci
tarafindan her alandaki tripan mavisi pozitif hepatosit sayisi ve toplam hepatosit
sayist bulundu. Bu degerlerin ortalamalan alinarak, her denek icin her Uc

alandaki 61l ve toplam hepatosit sayisina dair degerler elde edildi.

3.4  IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM

llk kez Leers ve ark. tarafindan tanimlanan M30 monoklonal antikorlari
(mAb) (Boehringer Mannheim, Almanya ), apoptozisin erken evresinde DNA
kirtimasina baglh ortaya ¢ikan sitokeratin-18'in (CK-18) epitopuna baglanarak
apoptotik hlicrelerde boyanmaya neden olurlar (100). Calismamizda M30 mAb
yéntemi kisaca su sekilde uygulandi; formalin ile fikse edilmis ve parafine
gébmilmus karaciger dokusundan alinan 6 um kahnhgindaki kesitler deparafinize
ve rehidrate edildi. Antijen saptanmasi icin sitrat tamponu icinde mikrodalga ile
15 dakika slresince isitma yapildi ve kesitler M30 mAb ile 1ug IgG/mi
konsantrasyonunda 1 saat siire ile oda sicakliginda enkiibe edildi. Kesitler daha
sonra anti-mouse biotin Ig (Dako, Danimarka) ve peroksidaz-isaretli streptavidin
(Dako, Danimarka) ile isleme tabii tutuldu. Peroksidaz isaretleri diaminobenzidin
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri) ile birlikte
%0.003’lik H20O, icinde kahverengi c¢okuntiler olarak saptandi (Sekil 4.1.2).
Kontrasti daha belirgin hale getirmek amaci ile kesit tabani hematoksilen ile

boyandi. Daha 6nce 6l hiicrelerin  sayiminda tariflenen ilkelere sadik kalinarak
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erken apoptozise ugrayan hepatosit sayisi ile toplam hepatosit sayilarinin

ortalamasi her denek i¢in alindt.

3.5 KARACIGER HASARININ ENZIMATIK OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Venodz kan orneklerinde, Hitachi 717 otomatik analizer (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, Amerika Birlesik Devletleri) yardimi ile ALT ve AST
dizeylerine bakildi. Karaciger dokusu orneklerinde ise nétrofil infiltrasyonunun

indirekt parametresi olarak MPO enzimi diizeylerine bakildi.

3.6  NOTROFIL INFILTRASYONUNUN DEGERLENMESINDE MPO

MPO olcimiinde Suzuki ve arkadaslan tarafindan tarif edilen ydntem
modifiye edilerek kullanildi (101). Ornekler, 7.4 pHda 1:10 (w/v) olarak
sulandiriimis 50mM potasyum fosfat tamponu iginde homojenizérle homojenize
hale getirildi. Homojenat santrifij edildikten sonra dipte biriken ¢okelti ayni
hacminde deterjan iceren tampon ( 50mM potasyum fosfat tamponu pH: 6, %0.5
hegzadektiltrimetilamonyum bromid (HETAB), 10mM EDTA) ile tekrar
siispansiyon haline getirildi. Standart reaksiyon karisimi 500 ul tampon ¢ozeltisi
( 5.4 pH'daki 160uM potasyum fosfat tamponu, %1 HETAB), 100 ul 3,3, 5,5"-
tetrametil benzidin (TMB) (16mM, dimetil formamin[DMF]'de ¢dziinmus), 50 pl
homojenat ve 300 pl su ile hazirlandi. Reaksiyon 37°C’da 50 ul H,0, eklenerek
baslatildi. TMB'nin MPO ile katalize edilen oksidasyon orani, 655nm’'de
emilimdeki artis kaydedilerek takip edildi. Karaciger dokusundaki MPO duzeyi
IU/gr yas doku cinsinden hesaplandi (102).
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3.7 ISTATISTIK DEGERLENDIRME

Histolojik verilerin median degerleri ( minimum - maksimum) ve
biyokimyasal verilerin ortalama + standart sapmalari dikkate alindi. Veriler
Kruskal-Wallis testi kullanilarak analiz edildi. Farkhliklar anlamli bulundugunda,
gruplar Mann-Whitney-U testi kullanilarak karsilagtinidi. Bonferroni dizeltmesi
kullanildiginda; periportal, midzonal ve perisentral alanlarin karsilastiriimasinda
anlamh P degeri < 0016 ve histolojik veriler agisindan gruplar
karsilastinildiginda anlamli P degeri <0.008 olarak belirlendi. Enzimlerin gruplar

arasindaki dagihmi incelenirken P degeri <0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Deney gruplarinda, deney sirasinda degisik faktorlere bagii olarak (deney
hayvanlarl laboratuarindaki uygunsuz sartlara bagh, anestezi indiksiyonu
sirasinda ani ¢élimlere baglh) sican sayisinda planlanan rakamlar ile farkliliklar
oldu. Buna gére; kontrol grubunda 6, sham grubunda 8, roskovitin grubunda 6

ve IGF-1 grubunda 7 sigan ¢alisma sonuglarinin degerlendiriimesinde kullanildi.,

4.1 HISTOPATOLOJIK VE iIMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME
BULGULARI
Sham grubundan alinan noniskemik karaciger doku kesitlerinde belirgin
apoptozis, nekroz ve diger iskemik degisikliklere rastlanmadi. Kontrol grubunda
ise ol hepatositlerin diger alanlarla karsilastinidiginda o¢zellikle periportal
alanlarda belirgin olarak yogunlastiklar saptandi (P<0.016) (Sekil 411413,
Tablo 4.1). Apoptotik hepatositlerin dagiiminin da benzer dzellikler gdstermekle
birlikte perisentral alanda da birikimin olmasi dikkat cekti (P<0.016) (Sekil
412,414, Tablo 4.2). Sham grubu ile karsilastinidiginda, kontrol grubunda
tzellikle periportal alandaki apoptotik ve 6li hepatosit sayisinin belirgin olarak
arttigi izlendi (P<0.002).
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Sekil 4.1.1 Histolojik kesitlerde apoptotik hepatositlerin  dagiliminda  gruplar
arasindaki farkhibiklar. A- M30 MAD tutulumuna bagh olarak sitoplazmalarinda kahverengi
boyanma olusan apoptotik hepatositlerin kontrol grubunda periportal alanda yogunlasmalar!
izlenmektedir (X 460 BBA). B-Sham grubunda apoptotik hepatosit izlenmemektedir (X 460
BBA) . C- Roskovitin uygulanan grupta kontrol grubuna orania apoptotik hepatosit sayisinin
azaldigi izlenmektedir (X 460 BBA). D- IGF-1 uygulamasi, apoptotik hepatosit sayilarinda
kontrol grubuna gore farkliiga yol agmamistir (X 460 BBA).

Roskovitin uygulanan gruptaki deneklerden alinan karaciger kesitlerinde
6li  hepatositlerin  kontrol grubuna benzer sekilde periportal alanda
yogunlasmis olduklari izlendi (P<0.005)(Sekil 4.1.1,4.1.3, Tablo 4.1). Apoptotik
hepatosit dagiimi incelendiginde periportal ve perisentral alanlarda daha
belirgin yogunlagsma oldugu saptandi (P<0.007) (Sekil 4.1.2,4.1.4, Tablo 4.2).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; periportal alandaki ol hepatosit
yogunlugunun azaldigi, ancak diger alanlarda degisiklik olmadigi belirlendi
(P>0.05). Ozellikle periportal alandaki apoptotik hepatosit yoguniugunda
belirgin bir azalmanin oldugu izlendi (P<0.005)
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Sekil 4.1.2. Histolojik kesitlerde 6l hepatositlerin - dagiiminda gruplar
arasindaki farkliliklar. A-Eosin ile boyanan zeminde nukleuslari tripan mavisi ile
boyanan ¢lu hepatositler kontrol grubunda periportal alanda izlenmektedir (X 460
BBA). B- Sham grubunda 8l hepatosit izlenememektedir (X 230 BBA). C- Roskovitin
uygulanan grupta kontrol grubuna oranla 6lu hepatosit sayisinin oldukga azaldigi
dikkat cekmektedir (X 460 BBA). D- IGF-1 uygulamasi sonrasi 6l hepatosit
sayilarinda kontrol grubuna gore farkhiik izlenmemistir (X 230 BBA).

IGF-1 uygulanan siganlardan alinan karaciger doku oérneklerinin tripan
mavisi ve eosin ile boyanarak hazirlanan kesitlerinde olu hepatositlerin
periportal ve midzonal alanlarda yogunlastiklan izlendi (P<0.005)( Sekil
4.1.141.3, Tablo 4.1). Apoptotik hepatositlerin ise periportal ve midzonal
alanlarda cok sayida olduklari saptandi (P<0.01)( Sekil 4.1 2.4.1.4, Tablo 4.2).
Gerek ©li, gerekse de apoptozise ugramis hepatosit miktarinin kontrol

grubuna gore belirgin farklilik gdstermedigi goruldu (P>0.05).
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Sekil 4.1.3: Oli Hepatositlerin, gruplar ve zonlara gére dagihmi.



Apoptotik Hepatosit Sayisi
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Sekil 4.1.4: Apoptotik hepatositlerin, gruplar ve zonlara gore dagihmi.

31




[AS

(9°€9-2°/S) (¢'¢-20) (#'08-0'€L) (L1160 | (ges-26¥) | (802-82) /=N
6'8S 80 ov. 9C WA% 08 L-49|
(1'89-€09) (Z'1-€0) (0'gLv€l) (czv1) | (Lvs6vp) (0'9-€¢) 9=N
Z2'€9 G¥'0 1’9/ 6l G505 G¥ UIHAOYSOY
(2'12-96%) (0°'0-0°0) (G'8/-109) (9°0-0°0) (1 29-¥'GP) (8'1L-0°0) 8=N
G9'29 00 0L 00 GG'€S 00 weys
(6'¥9-11G) (6'¢-0) (G'0/-119) (5'9-0) (z16-86%) | (GGL-v¥) 9=N
G8'/S 90 199 i GS G/ |oJjuoy
IsiAes IsiAes ~IsiAes . IsiAes Isikes IsiAes
Jisojeday usojedsy Jisojeday jsojeday nsojedsy usojedsy
we|do} niQ we|do} niQ we|do} e lejdnio
3D[0g [eNuasIad —oD[0g TEUOZPIN SPIOq [eHodsd

“INSIW|LUaA Yelejo

(WNWISYeW-WnNWIUlW) uelpaw Jaliefep wny iwijibep 2106 eullejueje 1oBioeiey an elednib uusjisoledsy NIQ  L'Lv olqelL




€e

(ees-Lzy) | (ZzL-62) (268-9°29) (6'8-6'2) (ges-12¢€) | (6GL-99) /=N
G'€g 00l vl 6 A% LLL =49
(geo¢/t) | (9LL-€G) (0'18-9'69) (9'g-¢'1) (2'8%-G'G¢) (9'6-6'2) 9=N
7'1G L. G569 GZ'€ G9'Ly Ge'g UIAOYSOY
(L'G5-6'vp) (2£-0°)) (6'GL-L€9) (9'5-8°0) (¥ 67-0°6€) (2'8-6°¢) 8=N
GlL'€q L'G GlL'69 G8'l 9'Zy 6'G weys
(G'09-2°¢p) (G'6-1°G) (1'0L-2°19) (L72-171) (9'8v-€9¢) | (#'SL-8°01) 9=N
SY'eg GG'8 G/'89 0§ L'g¢ Sl joJjuoH
ISIABS ISIABS ISIAES ISIABS ISIABS ISIABS
Jisojeday Jsojeday Jsojeday Jsoyeday ysojeday Jsojeday :
wejdo} yijoldode wejdo} yijojdode wejdo) yioydode lejdnio
SO0q TENUssIISd SO0 TeUOZPIN 30T [EHousd

-wnwiuiw) ueipsw Japebep wn |

“13SIWLUBA yelejo (Wnwisyeuw

wnjibep 2196 eulejuee saboeley an elejdnib uuspisojedsay ynoydody  Z'L'p ojqel




42  KARACIGER TRANSAMINAZLAR! DUZEYLERIN
DEGERLENDIRILMESI

Sham grubu ile“karsilastiriidiginda iskemi-reperfiizyon hasari olusturulan
kontrol grubunda; ALT ve AST degerlerinde belirgin artis oldugu goruldd
(P<O.005)1.‘/ﬁoskovitin uygulanan siganlarda ALT ve AST degerlerinin kontrol
grubuna gére belirgin olarak azaldigi saptandi (P<0.05). IGF-1 uygulanan grupta
ALT ve AST degerlerinin kontrol grubu ile karsilastinidiginda farkhlik
saptanmadi (Sekil 4.2)

1200

1000«

800«

6004

4004

Serum ALT ve AST Degerleri (U/dl)

200 4

Sham Kontrol Roscovitine IGF-1

Sekil 4.2: ALT, AST diizeylerinin gruplara gore dagilimi.
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4.3 DOKU MYELOPEROKSIDAZ DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

Kontrol grubunda sham grubuna gére belirgin olarak artmis MPO degerleri
saptandi (P<0.002). MPO duzeylerinin; Roskovitin uygulanan grupta kontrol
grubuna godre belirgin azalmis olmasina karsin (P<0.02), IGF-1 uygulanan
grupta kontrol grubuna gore belirgin olarak artmus oldugu gérildt (P<0.005)
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Doku MPO degerinin gruplara gore dagihms.
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5. TARTISMA

Karaciger, Pringle manevrasi gibi cerrahi islemlerde izole olarak veya
sok gibi sistemik hipoperflizyona neden olan durumlarda diger organlarla
birlikte, sicak iskemi-reperfizyon hasarina maruz kalabilmektedir.
Karacigerde olusturulan sicak I-R sonrasinda en belirgin hasarlanma akut
donemde (3-6.saat) gelisen nekroz vyoluyla olmaktadir. Ancak sigan
karacigerinde olusturulan 60 dakikalik sicak iskemi sonrasinda akut ve
subakut devrede (18-24.saat), nekrotik hepatositlerin yani sira apoptotik
hepatositlerin de goruldugu saptanmistir (13). Bu verilere karsin apoptozis'in
karacigerdeki [-R hasarinin patogenezinde oynadigi rol tam olarak

tanimlanamamistir.

I-R sonrasinda olusan akut ve subakut donemdeki karaciger hasari ile
ilgili bir diger tartismali nokta da hasarin zonal dagiiminda homojenitenin
olmamasidir. Lemasters ve Thurman yaptiklari calismalarda I-R'nin éncelikle
perisentral bolgede hasara neden oldugunu ve midzonal, periportal bolgelerin
daha az etkilendigini saptamislardir (14). Buna karsin, 1992 Yilinda
Suematsu ve ark. ile 1997 yilinda Sasaki ve arkadaslari, daha onceki
gozlemlerden farkh olarak I-R sonrasindaki karaciger hasarinin 6ncelikle

periportal alanda yogunlastigini rapor etmislerdir (13,61,103).

Tarafimizdan daha o6nce gergeklestiriimis olan bir c¢alismada sican
karacigerinde olusturulan I-R sonrasinda reperfiizyonun akut déneminde
(4.saat) olugsan degisiklikler arastirilmistir (104). Apoptotik hepatositierin
dncelikle periportal bolgelerde yogunlastiklan goézlenmis, 6lu  hepatosit
yogunlugunun da benzer dagiim ozellikleri gosterdigi saptanmistir. Ayni
calismada hasarin dagiim karakterinin saptanmasi diginda apoptozisin
inhibe edilmesinin genel olarak karacigerde olusan hasarin engellenmesine
etkisi de arastinimig, etkin bir antiapoptotik ajan olan IGF-1’in karacigerde
olusan hasar belirgin olarak azalttgi gorulmuistor. Hasann azaltiimasi

yoniundeki benzer etkiler imminosupresif bir ajan olan roskovitinin
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uygulandii grupta da goze carpmistir. Ancak her iki ajanin birlikte

uygulanmasi sonucunda etkinliklerinin azaldigi gozlenmistir.

Sican karacigerinde olusturulan [-R hasan lzerinde yaptigimiz énceki
calismanin devami niteligini tagiyan galismamizda reperflzyonun subakut
evresinde de apoptotik ve 8lu hepatositlerin ézellikle periportal bélgelerde
yogunlastiklarini gézlemledik. Apoptotik ve oIl hepatositlerin, karacigerdeki
I-R hasarinin akut fazinda gosterildigi gibi subakut fazinda da periportal
boigede yogunlasmalarinin altinda yatan mekanizma bilinmemektedir.

Karaciger lobuliindeki perisentral alanlarda, oksijen tansiyonunun periportal

savunmasizdir, ancak IR hasari hipoksik hasara gore daha farkl ozellikler
gosterir. Disik oksijen tansiyonuna sahip bélgelerin IR hasarina karsi daha
direncli oldugu diistinulebilir. Ayrica perisentral ve periportal boélgelerdeki
mitokondrial icerik arasindaki farkliik da, hepatosit hasanndaki dagihm

{izerinde etkin olabilir (105).

I-R hasarinin subakut fazinda, lenfoid h(Jcrélerin kontrol ettigi
mekanizmalar dénemli rol almaktadir (1,3,4,5,6). Pek cok arastirmaci bu
hasari 6nlemek amaci ile farkli yollardan etkinliklerini gosteren lenfoid sistem
baskilayicilarini  (immiinosupresan ajanlar) kullanmistir. Siklosporin gibi
ajanlar bu galismalar sonucunda klinik kullanima girmislerdir. Son yillarda
tizerinde yogun olarak galisilan bir immunosupresan ajan grubu da siklin
bagimh kinaz inhibitorleridir. Bu gruba dahil ajanlar, . hicre siklusunu
duzenleyen siklin badimh kinazlarnin inhibisyonu yolu ile etkinlikierini
gostermektedir (86,87). Siklin bagimh kinaz inhibitdrlerinden olan roskovitin
(88,89) ile nétrofillerin ve onlarin uyariimasinda pay sahibi olan T-lenfositlerin
apoptozisini uyararak yaratilan immunsupresyonun, karacigerde olusturulan
[-R travmasinin subakut evresindeki hasar Uzerine etkilerini gosterdik.
Calismamiz sonucunda roskovitin uygulanan sigan grubunda histolojik ve
biyokimyasal bakimdan I-R’ye bagh subakut donemdeki karaciger hasarinda

belirgin azalma oldugunu saptadik. Daha Once sican karacigerinde
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olusturdugumuz I-R modelinde akut donem hasarinin azaltilmas! yonunde
olumlu etkilerini saptadigimiz roskovitinin (104), hasarin subakut doéneminde
de ozellikle lenfositer hiicre {izerinde yaptigi baski ile karaciger dokusunu

korudugunu distindik.

Calismamizda i-R uzerindeki etkinligini arastirdigimiz diger ajan olan
IGF-1; hucre codalmasinda, farklilasmasinda ve apoptozisde onemli roller
almaktadir (95). Degisik dokularda bcl-2 protein diizeylerindeki degisiklikleri
ve kaspaz-3 benzeri akiiviteleri inhibe ederek apoptotik hucre sayilarinin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir (94,96). Sigcan karacigerinde
olusturdugumuz i-R hasarinin akut evresinde apoptozise ugramis hepatosit
sayisini ve genel olarak karaciger hasarini azalttigini gosterdigimiz IGF-1'in
reperfiizyonun subakut evresindeki etkinligini de arastirdik. Elde ettigimiz
veriler 1si1ginda, ajanin karacigerdeki IR hasarinda akut donemde gostermis
oldugu olumlu etkilerin (104) aksine, subakut dénemde etkinliginin olmadigs
gozlendi. IGF-1in karacigerdeki |-R hasarnin subakut evresinde
antiapoptotik ~ 6zellik gdsterememesi, bu evredeki hasarin baslica

dizenleyicisinin nétrofiller@idygynu disindurmektedir.

Literatiirde apoptozisi saptamak amaciyla kullanilabilecek pek cok
yéntem tariflenmistir. Apoptozis, doku kesitlerinden hazirlanan preparatiarin
1stk ve elektron mikroskopisi ile incelenmesi ile, agaroz jel DNA elektroforezi
ile, ISEL (in situ nick-end labeling), TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick-end labeling) ve annexin V gibi yontemlerle
saptanabilmektedir (106-108). Apoptozisin erken doneminde kaspazlar
tarafindan pargalanan sitokeratin (CK) 18'in epitopu ile M30 Ab arasinda
gelisen reaksiyon Leers ve arkadaslarini yeni bir apoptotik hicreleri
saptarmaya yonlendirmistir (100). Yéntem ozellikle erken donemde (isik ve
elektron mikroskobisinde apoptozisin karakteristik 6zellikleri olugsmadan)
apoptotik hiicreleri tanima avantajini tasidigi igin ve siklikla kullaniian diger
bir test olan TUNEL testinin aksine zemin ile apoptotik hiicre arasindaki

kontrastin belirgin olmasi nedeni ile calismamizda histolojik olarak apoptozis'i
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gostermek igin tercih edilmistir. Ol hepatositlerin belirlenmesinde ise vital bir
boya olan tripan mavisi kullanilmistir. Daha once cesitli etkenlere bagh
olusan karaciger hasarinin incelendigi pek cok calismada da kullanilan tripan
mavisi duyarll ve ucuz olmasi yaninda karacigerdeki hasarin bolgesel

dagilimini géstermekte yararl olmustur. (98,99).

Sican karacigerinde yaptigimiz bu ¢alisma ile oncelikle I-R hasarinda
subakut dénemde olusan degisiklikler igersinde 6nemli yer tutan hepatosit
hasarinin morfolojisini ve karakterlerini tanimladik. Klinikte karsilastigimiz ve
i-R hasarinin patogenezinde vyer aldigi karaciger transplantasyonu,
hipovolemik ok tedavisi ve karacigere yonelik diger cerrahi girisimlerin daha
basarili olmasinda, olusan hasarin tanimlanmas! ve onlenmesine yonelik

tedbirlerin alinmast énemli bir yer tutmaktadir.

Ozellikle karaciger transplantasyonlarinin basarisinda I-R hasarinin
azaltimasi cok o6nemli bir yer tutmaktadir. Karacigerde olusturulan
modelimizde roskovitin uygulanmasi ile elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda
ajanin i-R hasarinin 6nlenmesinde etkin bir yeri olabilecegi saptanmistir.
Ancak roskovitinin Kklinik uygulamaya sunumu igin olduk¢a kapsamli

calismalarin yapiimasi gerekmektedir.
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6. SONUG

Karacigerde olusturulan iskemi reperflizyon hasari, subakut evrede
ozellikle periportal ve daha az oranda da perisentral alanlarda

belirginlesmektedir.

Apoptozis, tipki nekroz gibi I-R hasarinda énemli bir mekanizma olarak rol

almaktadir.

Roskovitin, immunosupresif etkinligini sican karacigerinde olusturulan IR
hasar modelinde gostererek nekroz ve apoptozis'e bagh olugan hepatosit

kaybinin azalmasini saglamistir.

IGF-1, I-R hasarinin subakut déneminde hepatosit apoptozisini ve

nekrozunu azaltmamis, aksine dokudaki hasari arttirmistir.

Her iki ajanin bu sekilde etki gostermesi karacigerde [-R hasarinin

subakut déneminde nétrofillerin énemli rol eyradigrar-distindirmektedir.
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