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DENEYSEL ENDOTOKSEMIK SICANLARDA VAZOAKTIF INTESTINAL PEPTID VE
GINKGO BiLOBA EKSTRESININ KARACIGER KORUYUCU ETKINLIiGi VE BU
ETKINLIKTE MAST HUCRELERININ ROLU

OZET

Bu calismada deneysel endotoksemik sicanlara Vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve Ginkgo biloba
ekstresi (EGb 761) verildi. Koruyucu etkinligi oldugu diisiinillen bu maddelerin karaciger

iizerindeki etkisi ve bu etki ortaya ¢ikarken, mast hiicrelerinin rolii arastirildi.

VIP, septik sokta mast hiicrelerinden salinan kimyasal mediyatorlere karsi dokularin 6zgiil
reaksiyonlarin1 diizenlemektedir. Biz bu calismada VIP’in karaciger koruyucu etkisini inceledik.
Endotoksemik si¢anlarda serbest radikal olusumu ve bunda bir Ginkgo biloba ekstresi olan EGb
761’in rolii cok az c¢alismada arastirilmistir. Biyokimyasal takipte lipid peroksidasyonunun son
iirtinii olan malondialdehit (MDA) diizeyine baktik. Deney gruplarimiz arasindaki MDA degerleri
arasinda anlaml farklar ortaya cikti. EGb 761, kontrol grubu I'e gére MDA degerini belirgin bir
sekilde diigiiriirken, VIP daha az diislirdii. Histolojik takipte ise dokulari toluidine blue ile
boyayarak her bir gruptaki mast hiicre sayisini saptadik. Gruplar arasinda mast hiicre sayisinda
farklilik gordiik. Endotoksemi sirasinda gozlenen ven hasari, hepatosit hasar1 ve polimorfniiklear

hiicre infiltrasyonlarina rastlamadik.

Elde ettigimiz sonuglar, Vazoaktif intestinal peptid ve Ginkgo biloba ekstresinin septik sok

tedavisinde rolii olabilecegini diigiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Endotoksemik sican, Malondialdehit, Vazoaktif intestinal peptid, Ginkgo

biloba, Mast hiicreleri
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ANTIOXIDANT AND HEPATOPROTECTIVE ACTIVITY OF VASOACTIVE
INTESTINAL PEPTIDE AND GINKGO BILOBA EXTRACT IN EXPERIMENTAL
ENDOTOXEMIC RATS AND THE ROLE OF MAST CELLS ON THIS ACTIVITY

ABSTRACT
In this study it has administrated Vasoactive intestinal peptide (VIP) and Ginkgo biloba extract
(EGb 761) to experimental endotoxemic rats. It is investigated the effect of the matter (Which is
thought that it has a protective effect.) on liver and the role of mast cells when the effect come into

being .

In VIP septic shock it is regulated the specific reactions 1if the tissues to chemical mediators that are
release from mast cells. In this study we have examined the liver protective effect of VIP. The
reactive oxygen species being in endotoxemic rats and the role of EGb 761which has a Gingko
biloba extract investigated in a few studys. In biochemical follow have looked to malondialdehyde
(MDA) levels of the last production the lipid peroxidation. It has been significant differences
between our experimental groups’ MDA levels. Although EGb 761, has decreased the MDA levels
clearlier than control group I, VIP has decreased less. the level of MDA 1. In histological
following, we have found the number of mast cells in each groups by staining the tissue with
toluidune blue. We have seen different between groups. While endotoxemic observation we haven’t

seen any vein damage and polymorfnuclear cell infiltration.

Our results make thinking that Vazoactive intestinal peptide and Ginkgo biloba extract could have a

role in septic shock.

Key words: Endotoxemic rat, Malondialdehyde, Vazoactive intestinal peptid, Ginkgo Biloba, Mast

cells
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1. GIRIS VE AMAC

Bu arastirma sicanlarda deneysel olarak olusturulan endotoksemide Vazoaktif Intestinal
Peptid (VIP) ve bir Ginkgo biloba ekstresi olan Egb 761 nin karaciger koruyucu etkinligi
ve bu etkinlikte mast hiicrelerinin roliinii arastirmak amaciyla planlandi. Gram negatif
bakteriyel endotoksin’in yol acgtig1 sepsis ve septik sok; klinik tablosu ve baglica multipl

organ yetmezligine neden oldugu i¢in mortalitesi yoniinden son derece 6nemlidir.

Endotoksemi, sokla sonuclanabilecek sekilde endotoksinin kanda bulunmasi halidir.
Endotoksinler, gram negatif bakterilerin dis membraninin bir bileseni olan lipopolisakkarid
(LPS)’lerdir. Bir polisakkarid zincir, bir ¢ekirdek bolgesi ve lipid A’dan olugmaktadir.
Septik sokun tedavisi hala tartisilmaktadir. Sistemik endotoksinin ilk etkisi yogun bir
sekilde adrenerjik yapilarin uyarilmasi ve buna baglh olarak sempatik sinir sisteminin
uyarilmasidir ki bu etki az ya da cok arteriyel vazospazm ile sonuglanir. Endotoksinin
sekonder etkisi ise immiinolojik sistemin bazi hedef hiicrelerinde (6rnegin mast hiicreleri)

ortaya cikmaktadir.

VIP, muhtemelen septik sok boyunca mast hiicrelerinden salinan kimyasal mediyatorlere
kars1t dokularin 6zgiil reaksiyonlarin1 diizenlemektedir. Septik sok boyunca insanlarda ve
hayvanlarda VIP’in artmis plazma seviyeleri gosterilmistir. Septik sokta VIP salinmasi,

savunma mekanizmasinin asir1 bir yaniti olarak yorumlanabilir. VIP, baglica savunma
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diizenleyici gorevi iltithabi 6nlemek olan multifonksiyonel bir ndropeptiddir. VIP’in sitokin
tiretimi, T-lenfosit cogalmasi, makrofajlarin fagositozu, respiratuar burst (solunum yangisi)
ve kemotaksi olaymm Onledigi gosterilmistir. Keza son zamanlarda VIP’in muhtemelen
endojen tiimor nekroz faktor ( TNF-o ) ve interlokin-6 (IL-6) inhibisyonu yoluyla
endotoksik soktan fareleri korudugu ve LPS ile uyarilmis makrofajlarda IL-6 ve TNF-a
yapimini engelledigi bulunmustir. Bu nedenle VIP’in deneysel endotoksemide karaciger

koruyucu etkisi ya da etkilerini arastirmak bu ¢alismadaki baglica amaglarimizdan birisidir.

Ayrica Ginkgo biloba ekstresi olan EGb 761’in temel kullanim endikasyonlari; serebral
fonksiyon bozukluklari, kardiovaskiiler hastaliklar, sinir-duyu ve dolasim sistemi
bozukluklar1 ve iltihaptir. Endotoksemik sicanlarda serbest radikal olusumu ve lipid
peroksidasyonunu 6nleyecek EGb 761’°in kapasitesi ¢ok az calismada arastirilmistir. Bu
nedenle bu arastirmada sicanlarda olusturulan endotoksemideki lipid peroksidasyonu
tizerinde EGb 761’in koruyucu etkilerini de arastirmak diger calisma amaclarimizi

olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGERIN EMBRiYOLOJiSi

Karaciger, insanda gelisimin 3. haftasinin ortasinda, duodenumda hepatopankreatik halka
adim alan bolgenin 6n boliimiinde endodermin kalinlagsmasiyla ortaya ¢ikar. Daha sonra
derinleserek hepatik divertikulum veya karaciger tomurcugu olarak adlandirilan yapiy1
olusturur. Bu yap1 septum transversum icine niifuz eden ve hizla c¢ogalan hiicrelerden
ibarettir. Septum icine dogru ilerleyen hepatik hiicre kiimeleri biiyiiyerek karaciger
parankimasi ve safra kanallarim1 yaparlar. Karaciger taslaginin ventralinde safra kesesi ve
duktus sistikus gelisir. Gelisimin daha ileri evresinde, karaciger hiicre kordonlar1 arasina
vitellin ve umblikal venler karigarak hepatik siniizoidleri olusturur. Karaciger kordonlari
parankima igerisine yayilarak safraya ait duktuslarin sinirlarimi belirlerler. Hemopoietik
hiicreler, Kupffer hiicreleri ve bag dokusu hiicreleri septum transversum’un

mezoderminden, hepatositler ise 6n bagirsagin endoderminden gelisir.

Karaciger, 6-22 haftalik insan embriyo ve fetusunda hemopoietik organ olarak islev goriir.
Karacigerde kan yapimi intrauterin hayatin son iki ay1 i¢inde giderek azalmakta ve

dogumda sadece kii¢iik hemopoietik adaciklar halinde kalmaktadir (1).



2.2. KARACIGERIN MORFOLOJiK YAPISI

Abdominal kavitenin sag iist boliimiinde, diyafragmanin hemen altinda yer alan karaciger,
viiciittaki bezlerin en biiyiigiidiir. Regio hypochondriaca dextranin tamamini, regio
epigastrica’nin biiyiik bir boliimiinii ve regio hypochondriaca sinistra’nin {ist sag yarisini
doldurur. Kii¢iik bir parcasi ise karnin 6n duvari ile dogrudan temas halindedir. Yetiskin bir
insanda 1500 gr. agirli@inda olan karaciger dort lobdan olusmustur ve loblar arasinda H
harfi seklinde porta hepatis (karaciger hilusu) bulunur. Organa giren ve cikan biiyiik

damarlar, lenf yollari, sinirler ve safra kanali bu bolgeden gecer (2).

Safra kanallart yolu ile salgisini duodenuma bosalttigindan dolay:1 ekzokrin, sentezledigi
maddeleri dogrudan kana vermesinden dolay1 da endokrin bez 6zelligi tasiyan karacigere
kan Vena porta (Vp) ve Arteria hepatica (Ah)’dan gelir. Vp kan1 Vena mesenterica superior
yolu ile barsaklardan ve Vena splenica yoluyla dalak, pankreas, mide ile safra kesesinden
alir. Vena porta karacigerin fonksiyonel damari olup, karacigere gelen kanin %75’1 buradan
saglanir. Karacigere % 25 oraninda kan getiren Arteria hepatica, karacigerin oksijenden
zengin besleyici damaridir. Barsaklarda absorbe edilen ve kan yolu ile gelen sindirim
triinleri karacigerde metabolize edilir, degisime ugratilir, sonra depolanir veya diger

organlarda kullanilmak iizere kana verilir (2).

Karaciger distan visseral peritonla ortiiliidiir. Peritonun altinda Glisson kapsiilii ad1 verilen,
elastik fibrillerden zengin bir kapsiil bulunur. Porta hepatis bolgesinde kapsiilden ayrilan
ince bag dokusu septumlar1 organ icine dogru girerek, karacigeri lob ve lobiillere ayirir.
Domuz gibi baz1 memelilerde interlobiiler bag dokusu belirgin olmakla beraber, insan dahil
pek cok memeli tiiriinde lobiiller arast smir belirgin degildir. Lobiillerin birlestigi
boliimlerde bag dokusu artarak {icgen bir yapi1 olusturur. Portal kanal, Glisson {i¢geni,
Kiernan aralig1 ya da Portal aralik olarak adlandirilan bu bolgede portal venin bir dali, bir
hepatik arter, bir safra duktusu ve lenf damar1 bulunur. Hepatik arter, portal ven ve safra
duktusundan olusan ii¢lii yapiya ‘portal triad” adi verilir. Portal kanali lobiiliin disinda yer

alan hepatositler ¢evreler. Bag dokusu stromasi ile hepatositler arasindaki alan Mall bolgesi
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olarak tanimlanmaktadir ve burasinin karaciger lenf yapim bolgeleri oldugu

diistiniilmektedir (2).

Bag dokusu ile cevrelenmis altigen sekilli lobiiller karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimi
olup, klasik veya hepatik lobiil olarak adlandirilir. Yaklasik 0.7x2.0 mm. boyutlarinda olan
hepatik lobiillerde ortada bir Vena centralis ve periferdeki koselerde portal kanallar
bulunur. Klasik lobiillerde kan akis1 periferden vena centralise, safra akisi ise merkezden

perifere dogru, yani safra duktusuna dogrudur (2).

Bazi aragtiricilar tarafindan, safra salgilanisi dikkate alinarak, yapilan diger bir lobiilasyon
tipi de Portal lobiildiir. Portal lobiil yapisinda merkezde portal kanal, ticgen bicimindeki
lobiiliin koselerinde birer Vena centralis bulunmaktadir. Bu sekildeki bir lobiilde safra

salgisinin akisi, merkezde yer alan safra duktusuna dogru olmaktadir (2).

Karaciger asiniisii olarak tanimlanan diger bir lobiilasyon tipinde ise; dikdortgen prizma
seklindeki yapiin iki kosesinde vena centralis’ler, diger iki kosesinde de portal kanallar
bulunur. Bu lobiilasyon tipinde, hiicre gruplar1 iki komsu klasik lobiil icinde ayni
interlobiiler ven’den beslenirler. Histologlar tarafindan bu {i¢ tip lobiilasyonun, karacigerin

fonksiyonlarini agciklamada birbirlerini tamamlayici unsurlar oldugu belirtilmektedir (2).

Portal kanallarda yer alan interlobiiler damarlar kani siniizoidlere verirler. Siniizoidlerdeki
kan akis1 Vena centralise dogrudur. Lobiil boyunca ilerleyen Vena centralis’ler daha sonra
sublobiiler ven’i, bir¢cok sublobiiler ven de birleserek hepatik venleri olusturur. Hepatik
ven, Vena cava inferior’a bosalir. Portal ven ve dallar liimenleri ayni captaki arterlere gore
daha genis olup, tipik ven yapisi gosterir. Kalin bir duvara sahip olan hepatik arter, arteriyel
kani direkt olarak siniizoidlere verir. Hepatik siniizoidlerden gelen kani alan vena
centralisler ince duvarli damarlardir ve endotelini spiral olarak diizenlenmis bag dokusu
fibrilleri cevreler. Hepatik venler gibi tek basina seyreden sublobiiler venler, Vena
centralis’lerden gelen kani alirlar. Histolojik olarak; endotel ve endoteli ¢cevreleyen kollajen

ve elastik liflerden olusan bag dokusu yapisindadir (2).

Karacigerin énemli yapilarindan biri olan siniizoidler genis liimenli ve diizensiz sekilli 6zel
tipte kapillerler olup, hepatik hiicre plaklar1 arasinda yer alirlar. 9-12 mikron capa sahip

olan siniizoidler hem arter hem de ven kani tasirlar. Siniizoidlerde kan akimi periferden
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Vena centralise dogrudur. Siniizoidlerde endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve

perisiniizoidal yag depolayic hiicreler (Ito hiicreleri) bulunur (2).

Kesintili bazal lamina ile kusatilmis olan siniizoidlerde endotel hiicreleri genellikle aralikli,
nadiren sikica bir araya gelmis olarak yerlesim gosteren yassi hiicrelerdir. Niikleuslar1 koyu
boyanir. Sitoplazmasinda ¢ok sayida delikler bulunur, bu nedenle pencereli tiptedir. Az
miktarda organel bulunan sitoplazmasindaki pinositotik vezikiiller, pinositotik aktiviteye

sahip olduklarinin gostergesidir (2).

Siniizoid duvarinda ikinci hiicre tipi, ayn1 zamanda mononiiklear fagositer sisteme ait kabul
edilen Kupffer hiicreleridir. Cevreye sitoplazmik uzantilar1 olan yildiz bi¢imini andiran
hiicrelerdir. Liimene ve siniizoid duvarimi smirlayan endotele dogru uzanan sitoplazmik
cikintilar1 vardir. Belirli araliklarla endotel hiicreleri arasinda bulunurlar. Koken ve
fonsiyonlar1 endotel hiicresinden farklidir. Kan monositlerinden koken alirlar ve fagositoz
yetenekleri vardir. Bu fonksiyonla ilgili organeller sitoplazmada belirgin olarak gézlenir.
Elektron mikroskopta gozlendiginde hiicre govdesinde kisa sitoplazmik uzantilar izlenir.

Hiicre zarinda iceriye dogru girintiler vardir (3).

Siniizoid duvarinda yer alan diger bir hiicre tipi de yag depolayici hiicrelerdir. Interstitiel
hiicre, Ito hiicresi, liposit veya satellit olarak adlandirilan bu hiicreler ilk olarak Ito (1951)
tarafindan tanimlanmistir Fibroblast yapisina benzeyen bu hiicrelerin sitoplazmalarinda bol
miktarda lipid damlast bulunur. Orijinleri ve fonksiyonlar1 tam olarak bilinmeyen, yag
depolayict hiicrelerin destekleyici gorev yapmalarinin yanisira, A vitamini depoladiklari,
retikiiler ve kollajen liflerin yapimina katildiklari, fetal donemde hemopoiesis icin stem

hiicreler olduklar diisiiniilmektedir (2).

Perisiniizoidal bolgede yer alan Pit hiicreleri ise hayvan tiirlerinde goriiliir, immiin sisteme

ait oldugu bildirilmistir (3).

Hepatositler ile siniizoid endoteli arasinda kalan bolge Disse araligi, perisiniizoidal aralik
veya subendotelyal aralik olarak tanimlanir. Retikiiler fibriller ve az miktarda kollajen fibril
icerir. Hepatositlerin bu araliga bakan yiizlerinde bol miktarda mikrovillus bulunur. Ara
madde icermeyen bu bolge kanin sekilli elemanlarini da bulundurmaz. Ancak kan

plazmasinin varhi@i, kan ile hepatositler arasinda metabolitlerin aktif degisiminin
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gerceklestigi ve karaciger hiicre yiizeyinde bulunan mikrovilluslarin bu degisimi artirici rol

oynadiklar belirtilmektedir (2).

Hepatositler lobiil icinde fonksiyonel parankim hiicreleridir (3). Karaciger hiicre
toplulugunun %80 kadarini olusturan bu hiicrelerin yasam siiresinin 200-400 giin oldugu
belirtilmektedir. 20-30 mikrometre ¢apindaki bu hiicreler poligonal bi¢imli olup, dallanma,
anastomozlagsma gosteren plakalar seklinde diizenlenmislerdir. Hepatositler; kan damarlari
ile safra kanalikiilii arasinda madde transferinde 6nemli rol oynayan siniizoidal, kanalikiiler
ve interselliiller olmak iizere ii¢ yiizeye sahiptir. Hepatosit yiizeyinin %70’ini olustiran
siniizoidal ylizey hepatositlerin Disse araligina bakan bol mikrovillus igeren yiizeyi olup,
siniizoidler ve hepatositler arasinda materyal transferinin yapildigl alanlardir. Birbirine
komsu iki hepatosit arasinda bulunan kanalikiiler yiizey hepatosit yiizeyinin yaklasik %15
kadaridir ve hepatositlerden kanalikiil i¢ine safranin verildigi ylizeydir. Safra kanalikiilii
komsu iki karaciger hiicresinin diizgiin seyreden membranlar1 arasindaki 0.5-2.5 pm
capindaki tubuler bir araliktir. Bu bélgeyi sinirlayan hepatosit membranlari liimen icerisine
uzanan mikrovilluslar1 olusturur. Hepatositlerin interselliiler yiizeyleri siniizoidler veya
kanalikiillerle temasta olmayan, komsu hepatositler arasindaki yiizeydir ve hepatosit

yiizeyinin diger %15°lik boliimiidiir (2).

Hepatik asiniiste hepatositler fonksiyonel acidan, dagitici venlere olan yakinlhigina gore, 3
zona ayrilir. I. zon (periferik zon) damarlara en yakin zondur. Siirekli aktivite gosteren bu
zonunun hiicrelerinin sitoplazmasinda bol miktarda glikojen depolanir. II. zon (ara zon), 1.
zon ile III. zon arasinda kalan bolgeyi olusturur. III. zon (merkezi zon) Vena centralis
etrafinda yer alan bolge olup, dinlenme halindeki hiicreleri igerir. I. zonda kan yoluyla
gelen glikoz glikojen seklinde depolanir. Bu zondan gecen bir miktar glikoz II. zonda
toplanir. I. zondaki glikojen tiikenene kadar diger zonlardaki hiicrelerden glikoz verilmez.
Bu zonal diizenleme hepatositlerin ¢esitli etkenler veya hastalik durumunda farkli derecede

hasar gérmelerinin nedenini agiklamaktadir (2).

Hepatositler biiyiikliigii hiicreden hiicreye degisen, merkezi yerlesimli, biiyiik yuvarlak ve
diizgiin yiizeyli niikleuslara sahiptir. Cogunlukla tek niikleus iceren karaciger hiicrelerinin
%25 kadar ¢ift niikleuslu olabilir. Niikleus birka¢ daginik kromatin grubu ile birlikte bir ya

da daha ¢ok vezikiiler niikleolus icerir (2).



8

Hepatosit sitoplazmast bol miktarda organel icerir ve bunlarin hepsi iyi geligsmistir.
Bazofilik karakterde olan sitoplazmasinda hem graniiler hem de agraniiler endoplazmik
retikulum (GER, SER) bulunur. Dallanma gosteren tiibiiler bir ag yapisinda olan agraniiler
endoplazmik retikulum (SER) glikojen yapiminda fonksiyon gormektedir. Birbirine paralel
sisternalar seklinde izlenen GER, protein sentezinden sorumlu organeldir. Plazma
proteinleri sentezi, kan glikozunun serbestlesmesi ve detoksifikasyon gibi fonksiyonlara
sahip karaciger dokusunun 6nemli bir organeli olan endoplazmik retikulumun yiizey ve
hacim yogunlugu fare ve sican gibi deney hayvanlarnt ile yapilan arastirmalarla
incelenmistir. Buna gore; perisentral hepatositlerde periportal alandaki hiicrelere oranla

daha fazla oldugu tespit edilmistir (2).

Safra kanalikiilleri karaciger hepatositleri arasinda ince kanalciklar seklinde bulunur ve
lobuluslar icinde dallanip anastomozlagarak retikiiler bir ag yapist olustururlar. Rutin
incelemelerle ayirt edilemeyen safra kanalikiilleri giimiisleme veya alkalen fosfataz
reaksiyonu ile belirgin olarak secilebilirler. Vena centralisler ¢cevresinde kor uclar seklinde
baslayan kanalikiiller kiiciik safra kanallarina (Hering kanali) acilir. Bu kanallarin bir
yiiziinde parankimal hiicreler bulunurken, diger yiiziinii bosaltim kanal1 epiteline benzer
hiicreler doser. Belirgin bir bazal membran iizerine oturan bu hiicreler koyu niikleuslu,
soluk sitoplazmali, organelden fakir ve kiibik bi¢imdedirler. Karacigerin iki biiyiik
lobundan gelen sag ve sol safra kanali porta hepatiste birleserek, duodenuma agilan duktus
koledokus’u meydana getirir. Duktus hepatikus, duktus sistikus ve duktus koledokus’tan

olusan iiclii yapiya ekstra-hepatik safra duktuslar1 denir (2).

Otonomik sinir sisteminin sempatik ve parasempatik boliimlerinden sinirler alan karaciger
sinirleri organa porta hepatisten girerek, portal kanallar i¢inde dallanir. Kan damarlarini
sempatik, duvarlarinda diiz kas iceren biiyiilk duktuslar1 parasempatik sinirler inerve

etmektedir (2).



2.3. INFLAMASYON

Inflamasyon, inflamatuar bir stimulusa cevap olarak ortaya ¢ikan dinamik olaylar zinciridir.
Inflamasyon alaninda vazodilatasyonu takiben kan akimi degisiklikleri, damar permeabilite
artist, 6dem sivist olusumu, lokal I6kosit birikimi gozlenir. Bu biribirini takip eden
olaylarin gelisiminden cesitli mediatorler sorumludur. Histamin, inflamasyonda rol
oynadigr gosterilen ilk mediatorlerden biri olmasina karsin, bu olayda ¢ok sayida

mediatoriin katkisinin oldugu daha sonraki calismalarda gosterilmistir (4-9).

Karaciger, sindirim sistemi ve viicudun diger boliimleri arasinda stratejik konumda yer
alarak metabolik homeostazin devamliliginda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Gorevleri arasinda
vitaminler, lipidler, karbonhidratlar ve amino asit olarak besinlerin islenmesi, belli
maddelerin fagositozu, serum proteinlerinin sentezi, yaygin metabolitlerin biyolojik
doniisiimii, detoksifikasyon ve safra i¢ine endojen artik iiriinlerin bosaltimi gibi gorevler
yer alir. Portal vendz sistemin bulunmasi organa ayn1 anda hem arteriyel hem de vendz kan
saglar. Karacigerde bulunan bu portal vendz sistem abdominal vicsera’nin venoz

bosaltiminin ¢ogu i¢in bir ara filtre gorevi yapar (10).

Bu anatomik farklilik karacigerin sadece fizyolojik gorevlerine yardim etmekle kalmaz,
ayn1 zamanda neoplastik, dolasim, mikrobik ve toksik zararl etkilere kars1 savunmasina da
yardim eder. Karacigerin iltihabi rahatsizliklarinda bazi hepatositler yok olabilir ve

inflamatuar hiicreler toplanabilir (10).

Sindirim bolgesi ve periferik dolasim arasinda organin stratejik yerlesimi yiiziinden
karaciger; kam1 splanknomezenterik damar yatagindan siizer. Bu bolge ozellikle sepsis

boyunca damarlanma ve bakteriyel translokasyon (tasinma) ile kars1 karsiyadir (10).

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome; SIRS), endotoksemi, bakteriyemi,
viremi, fungemi, sepsis, septik sok ve coklu organ yetmezligi gibi bircok patolojinin ortak
klinik goriintiistidiir. Sepsis “enfeksiyona sistemik inflamatuar yanit” olarak tanimlanabilir.
Ozellikle Gram (-) bakterilerin meydana getirdigi SIRS, sik goriilmesi, yiiksek 6liim orani

(%30-90) ve kolay deneysel metodlar kurulabilmesi nedeniyle Gram (+)’lere gore daha cok
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arastirma konusu olmustur. Aslinda SIRS ¢ogu zaman “endotel disfonksiyonu” ile beraber

seyretmektedir (4-9).

2.4. LIPOPOLISAKKARID

Endotoksin, Gram (-) bakterilerin hiicre dis duvarinin en 6nemli komponenti olup temel
olarak lipopolisakkarit (LPS) ve cesitli oranlarda bakteri duvar komponentlerini igerir.
Literatiirde LPS ve endotoksin ayni anlamda kullanilsa da aralarinda fark vardir. LPS
saflagtirilmis glikolipid yapisina sahiptir. Endotoksin ise LPS’e ek olarak az miktarda hiicre
duvart proteinleri, lipidler, lipoproteinler ve polisakkarit icerir. LPS toksisitesi, cogunlukla
icerdigi Lipid A’dan kaynaklanir. Sicanlara yiiksek doz endotoksin uygulanmasi
vazodilatasyon, kardiovaskiiler kollaps (sok) ve erken 6liime neden olmaktadir. Diisiik doz
uygulama ise hiperdinamik cevap ve kardiyak debi artis1 yapar. Deneysel model sonucunda

olusan tablo “enfeksiyona kars1 sistemik inflamatuar yanit” benzeridir (4-9).

LPS genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilir. Escheriachia coli (E.coli),
Salmonella typhimurium, Klepsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi bir¢ok
Gram (-) bakteriden elde edilmesine ragmen deneysel septik sok calismalar1 E. coli’den
elde edilen LPS’ler iizerinde yogunlagsmistir. Toz halindeki LPS planlanan deneysel ¢alisma
protokolleri esas alinarak, suda ¢oziilerek deney hayvanlarina periton veya damar icine tek
doz ve/veya infiizyon seklinde verilir. Literatiir incelendiginde uygulanacak dozun 1 mg/kg
ile 80-100 mg/kg gibi genis bir doz araligina sahip oldugu gozlenebilir. Sagkalim (survival)
calismalarinda dozlar genelde yiiksektir (4-9).

Gram negatif bakteriyel endotoksin [lipopolisakkarid (LPS)] sepsis ve septik soka sebep
olur. Endotoksik sok, klinik seyirde ¢ok Onemlidir ve oOliimler ¢oklu (multipl) organ
yetmezliginden dolay1 yiiksektir. Septik sokun tedavisi hala tartisiimaktadir. Hatir1 sayilir

vakada reaktif oksijen radikalleri sepsis ve septik sok boyunca organ bozukluklarina araci
olarak katilmaktadirlar. Nitrik oksit (NO) ile siiperoksit radikali (O,) ve hidrojen peroksit
(H,O,) gibi reaktif oksijen radikalleri, olusturduklari sekonder iiriinlerin birbiriyle
etkilesime girmesi sonucu septik soku ilerletirler. Nitrik oksit ve oksijen radikallerinin

birbirini etkilemesi; toksisiteyi ve lipid peroksidasyonunu artirabilecegi gibi, serbest
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radikallerden dolay: toksisiteyi azaltabilir de; dolayisiyla dokularin antioksidan durumlari

degisebilir (11-16).

Karacigerin, sepsis tarafindan en cok etkilenen organ oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii,
organizmanin immunolojik savunma mekanizmalarinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir

(17-20). Karaciger, sepsiste 2 zit role sahiptir:
1. Inflamatuar mediatorlerin bir kaynag gibi is goriir.
2. Inflamatuar mediatorlerin etkileri icin bir hedef organdir (21).

Karaciger viicuttaki makrofajlarin (Kupffer hiicreleri) en biiyiik kismini icerdigi i¢in, ciddi
enfeksiyona kars1 yamt vermede ¢ok 6nemlidir. In vitro ve in vivo deneyler gostermistir ki,
sepsis sirasindaki hemodinamik ve metabolik degisiklikler; NO, sitokinler ve
eikosanoidlerin (prostaglandin Onciilii) iiretiminde belirgin artiglarla iligkilidir. NO’in
faydalar1; doku perfiizyonunun devam ettirilmesi, platelet agregasyonunun inhibisyonu ve
splanknik dolasimin iyilestirilmesidir. Sepsiste NO karmasik bir role sahiptir; kan basincini
ve antimikrobiyal savunma mekanizmalarim1 diizenler ve iltihaba karsi yamiti degistirir.
Sepsisteki hiperdinamik cevap ve artmis sitokin seviyeleri, ¢ok sayidaki dokunun endotel
hiicrelerinde inorganik nitrik oksit sentaz (iNOS)’1n uyarilmasina sebep olur. Akut sepsiste
INOS artig1 faydaliymis gibi goriinse de, sepsisteki asirt artist zararli olabilir. Bu asirt artig
NO’in asint iiretimine sebep olabilir. NO ise, organ hasarina katkida bulunacak sekilde
vazodilatasyon ve direncli hipotansiyona yol agabilir. iNOS ve NO’deki artislar karaciger,

bobrekler ve ince bagirsaklarda sistemik olarak tespit edilebilir (17, 19-31).

Vaskiiler sistemdeki etkilerine ilave olarak NO, sepsis sirasinda karacigerdeki bazi hiicresel
olaylar1 ve hasar1 da diizenler. Serbest oksijen radikalleri (SOR), biyolojik sistemlerde
molekiiler oksijenin kismi indirgenmesinden iiretilen ara iriinlerdir. Degisik hastalik
durumlarinda ve hiicresel hasarin bir ¢ok formunda, SOR’in toksik etkileri gosterilmistir.
Lipid peroksidasyonu yan iriinii olan MDA ile 6l¢giilen SOR’leri, endotoksik sok ve sepsis
sirasinda iretilirler ve sepsiste arttiklar1 gosterilmistir. Sepsis sirasinda iiretilen SOR’leri,

hiicre membranlarina direkt lipid peroksidasyonuyla hasar verme yaninda, sepsis
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fizyopatolojisinde immunolojik ve hemodinamik sonuglari olan 16kotrien ve

prostaglandinlerin artigina artisa da yol acarlar (21, 32-37).

Kupffer hiicreleri endotoksemi’ye karsi savunma siirecinde gozlenirler ve bu sirada
karaciger siniizoidlerinde hareket ederler. Kupffer hiicreleri bakteri kokenli endotoksinlerin
sistemik dolasima girmesini Onlerler. Ayrica periferik kan dolasimindan bakterileri yok

edebilirler (10).

Az sayida calisma, farelere 15 mg/kg LPS’nin verilmesiyle karacigerlerinde lipid
peroksidasyonu olusturmadigr gosterilmistir. Keza septik sicanlarin karacigerinde oksidatif

stres olusmadigi bulunmustur (38, 39).

Septik sok boyunca insanlar ve hayvanlarda VIP’in artmis plazma seviyeleri bildirilmistir.
Septik sokta VIP salinmasi, savunma mekanizmasinin asir1 bir yanit1 olarak yorumlanabilir.
VIP, baslica bagisiklig1 diizenleyici gorevi iltihabi 6nlemek olan multifonksiyonel bir
noropeptiddir. VIP’in sitokin iiretimi, T lenfosit ¢ogalmasi, makrofajlarin fagositozu,
respiratuvar burst (solunum yangisi) ve kemotaksi olayin1 onledigi gosterilmistir. Keza son
zamanlarda VIP’in muhtemelen endojen TNF-a ve IL-6’nin inhibisyonu yoluyla
endotoksik soktan fareleri korudugu ve LPS ile uyarilmis makrofajlarda, IL-6 ve TNF-a
yapiminit engelledigi bildirilmistir (40- 46).

Makrofajlar proinflamatuar sitokinleri, oksidanlar1 ve NO’i salgilayarak septik sokta
oldukca 6nemli diizenleyici bir rolii iistlenirler (15, 44). Mast hiicreleri ise septik sokta
merkezi bir rol oynayan hiicreler olarak bilinirler. Mast hiicreleri ¢ok cesitli fonksiyon
goren sitokinlerin, oksidanlarin ve NO’in kaynag1 olarak endotoksik sokta ¢ok onemli bir
rol oynayabilirler. Doku mast hiicreleri multifonksiyonel immun hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
doku hasar1 ve enfeksiyonda sitokinler, prostaglandinler, PAF, Iokotrienler, triptaz,
proteoglikanlar ve histamin gibi bir takim mediatorlerin salinmasiyla asil mekanizmay1

olusturduklar1 iddia edilmektedir (47-50).

Gingko biloba ekstresi olan EGb 761’in temel kullanim endikasyonlari; serebral fonksiyon
bozukluklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, sinir-duyu ve dolasim sistemi bozukluklar1 ve

iltihaptir (51, 52).
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2.5. LiPiD PEROKSIDASYONU VE MDA

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan poliansature (¢oklu doymamis) yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi cesitli
irtinlere yikilmasi reaksiyonuna verilen isimdir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusurlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize
edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan genisleyip hiicrenin diger boliimlerine hasari

yayarlar. Boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar (53).

Peroksidasyon sirasinda agiga cikan malondialdehit (MDA) gibi yikim iiriinleri, cesitli
hiicre bilesenleriyle reaksiyona girebilmekte ve bodylece hiicre yapist ve fonksiyonunu
bozabilmektedir. Lipid peroksidasyonunun bilinen en yaygin son iiriinii olan MDA, ikiden
fazla cift bag tasiyan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusmaktadir. Nispeten
kiiciik yapisi ve nonpolar o6zellikte olmasi; MDA’nin biyomolekiillerle etkilesimini
kolaylastirmakta ve basta membranlar olmak iizere, asagida siralanan yapisal ve

fonksiyonel degisikliklere yol agcmaktadir (54, 55):

e Membran permeabilite, deformabilite, akiskanlik gibi 6zelliklerin degismesi sonucunda

iyon transportunun ve buna bagli olarak intraselliiler iyon dengesinin bozulmasi;

e Oksidatif hasar nedeniyle enzim aktivitesine sahip bazit membran proteinlerinde aktivite

kaybr;

e Niikleer membrandan kolayca diffiize olabilmesi nedeniyle DNA ile etkilesimi: DNA

zincirinin kirilmasi.

Biyolojik doku ve sivilarda MDA ol¢iimii, HPLC, spektrofluorometre, spektrofotometre
gibi yontemlerle yapilabilmektedir; bunlarin biiyiik bir kismi, MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile pembe renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir (56, 57).
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2.6. MAST HUCRELERI
2.6.1. Mast Hiicrelerinin Morfolojisi

Ik olarak 1800’lii yillarda bulunan mast hiicreleri; yerlesimlerine gore yuvarlak, oval veya
mekik seklinde ortalama 15- 30 pm biiyiikliigiinde olan, sitoplazmasi bazofilik graniillerle
dolu, kiiciik ¢ekirdekli hiicrelerdir (Sekil 2.1). Pluripotent hematopoietik kok hiicrelerinden
kaynaklanirlar ve hedef dokuya ulagsmadan olgunlasmazlar. Diger bir deyisle dolasimda

"adanmuis Onciil hiicreler " olarak bulunurlar (58-60).

Sekil 2.1. iri biiyiik graniillerle mast hiicresinin goriiniimii (131).

Insanda periferik kan dolasiminda bulunan mast hiicre 6nciilleri CD13+/CD34+/c-kit
fenotipik Ozelliklerine sahiptir. Bu onciil hiicreler yerlestikleri doku ve ortam sartlarindan
etkilenerek 6zgiin bir fenotipe ulasip olgunlagmalarini tamamlarlar. Dokulara gocten sonra

olgunlagmamis mast hiicreleri tipik graniillerle donanirlar. Geleneksel Romanowski
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boyalar1 (Wright, Giemsa veya Leishman gibi) mast hiicresinin goriilebilmesi i¢in en ideal
boyalardir. En karakteristik 6zellikleri toluidin blue, thionin, methylen blue gibi katyonik
boyalarla boyandig1 zaman sitoplazmalarindaki graniillerin metakromatik boyanmasidir.
Sican karacigerinde, doku kesitlerinde alcian blue/safranin ile mast hiicrelerinin boyanmasi

bu hiicrelerin mukozal subtipin baskin oldugunu gosterir (59-68).

Normal karacigerin icinde, insanda milimetre kare basina (~1.2-3.9/mm?) mast hiicrelerinin
yogunlugu, nadir olmasina ragmen si¢an karacigerinde daha boldur (~1.8-12/mm?). Mast
hiicre proteazlarina karsi kullanilan antikorlar veya metakromatik boyalar; karaciger mast
hiicrelerinin genellikle insan ve sican karacigerinde portal alanlarin safra kanallari, venler
ve hepatik arterlere bitisik bag dokusunda yerlestigini gostermistir. Fakat karaciger mast

hiicrelerinin % 10’u insan karacigerinde perisiniizoidal yerlesime sahiptir (69-71).

Mast hiicrelerinin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve yasamini siirdiirmesinin yani sira adhezyon,
kemotaksis ve (aktivasyon) sekresyon gibi belirli islevlerinin de mast hiicre yiizeyinde
eksprese edilen stem cell faktor (SCF) tarafindan diizenlendigi bir ¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir. Mast hiicre biiyiime faktorii, Steel faktorii ve c-kit ligand olarak da
adlandirilan SCF, hem solubl bir biiylime faktorii olarak salinmakta hem de stromal
hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilmektedir. Mast hiicereleri diger hemopoietik hiicrelerin
aksine farklilagtiktan sonra da SCF ihtiva ederler. Bu durum belki de onlarin notrofiller,
monositler ve lenfositler gibi bagisiklikla ilgili hiicrelerin bazi islevlerine benzer bir ¢ok
ozelliklere sahip olmalarimi agiklayabilir. Mast hiicrelerinin fagositoz yapmalari, antijeni
islemeleri, sitokin iiretmeleri, vazoaktif madde salgilamalar1 bu 6zelliklerinden bazilaridir.
Mast hiicrelerinin fagositoz yaparak bakterileri 6ldiirebildigi ve antijenleri isleyerek antijen
sunucu hiicreler gibi islev gorebildigi bilinmekle birlikte ancak bu etkileri asil fagositlerden

daha azdir (62, 72- 77).

Mast hiicresi membraninda IgE reseptorleri bulunmaktadir. Pek ¢ok etken, mediator
saliverilmesini uyarir. Mast hiicrelerinin uyariya fizyolojik cevabi daha ¢ok IgE reseptorleri
vasitastyla olur. IgE’nin reseptorii ile baglanmasi hiicreyi aktive edip degraniilasyona neden
olmaz. Ancak "multivalent" antijenlerin, mast hiicre ylizeyindeki reseptorlerine tutunan
spesifik IgE’ler ile capraz baglar olusturmasi mast hiicre aktivasyonunu baglatir. IgE aracili

mast hiicre cevabi asirt duyarlilik reaksiyonlarinin yani sira, parazitlere karsi savunma
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mekanizmasinda da ©nemli bir rol oynamaktadir. Son yillardaki c¢alismalar mast
hiicrelerinin Ig’lerin araciligr olmadan da aktive olabilecegini gostermistir. Insan ve fare
mast hiicresindeki Toll-like reseptorlerin (TLR), cesitli bakteriyel, viral ve fungal
molekiilleri tanimak suretiyle sitokin yapimini ve iltihabi cevabi uyardigi bildirilmistir (62,

76, 78- 80).

Noropeptidler (substans P, somatostatin, vazoaktif intestinal peptid, ndrotensin vb.), bazi
temel bilesikler (48/80 bilesigi, polymyxin B vb.), kompleman anafilatoksinleri (C3a, C4a,
C5a), sitokinler (IL-1, IL-3) ile baz1 ilaglar gibi nonimmunolojik uyarilar da mast
hiicrelerini aktive edebilirler. Immunolojik veya nonimmunolojik uyarilarla olusan
degraniilasyon morfolojik olarak benzer goriilmekle birlikte mediator salinimina neden olan

biyokimyasal olaylar farkl olabilir (61, 62, 76).

Allerjik reaksiyonlarin aksine, otoimmun veya iltihabi olaylar sirasinda mast hiicrelerinin
degraniile oldugu nadiren goriilmiistiir. Elektron mikroskopik diizeyde yapilan caligmalar;
belirgin bir degraniilasyon olmaksizin, mast hiicresi graniillerinin elektron yogun yapisinda
degisiklikler olustugunu gostermistir. Bu degisiklikler degraniilasyon olmaksizin bazi

maddelerin salgilandigini diisiindiirmektedir (62, 81, 82).
2.6.2. Mast Hiicre Mediatorleri

Mast hiicre salgi iiriinleri histamin ve serotonin gibi biyolojik aminleri, heparin gibi
proteoglikanlari, ¢cok sayida enzimleri, prostaglandinler ve 16kotrienler gibi arasidonik asit
tirtinlerini ve bir ¢ok interlokin icerikli sitokinleri icerirler. Mast hiicre mediatorleri genelde

iki tiptedirler (60, 64).
1.0nceden sekillenmis mast hiicre mediatorleri (65) :

Histamin: Mast hiicre graniillerinde depolandig1 gibi sinir uclarindan néromediatorlere
benzer sekilde de salgilanir. Kapiller damarlarda genisleme ve gecirgenligin artmasini
saglayan biyolojik bir amin yapisindadir. Mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde etkilidir.
Hedef hiicredeki reseptore baglanarak etkisini gosterir. H1, H2 ve H3 olmak iizere 3 tiirlii
histamin reseptorii vardir. Reseptore baglanan histamin, hiicre i¢i olaylar1 baglatir. Endotel
hiicrelerinde biiziigmeye yol acar ve hiicreler arasindaki agikliktan damar icinden civar

dokulara plazma gecisi olur. Histaminin bir baska etkisi, endotel hiicrelerinde prostasiklin
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ve nitrik oksit (NO) sentezine yol agmasidir. Bunlar damar diiz kaslarim1 gevsetici etki
yaparak, vazodilatasyona yol acgarlar. Histamin barsak ve brong diiz kaslarinda kasilmaya
yol acar. Besin allerjilerinde bu duruma bagl olarak barsak peristaltizminde artma, astimda
ise bronglarda spazm olarak goriilir (83). Histaminin mitogenesis veya fibroblast
proliferasyonuna yardim ettigi de gosterilmistir (84-86). Insanda mast hiicreleri yalmzca
histamin icerirken; kemiriciler gibi bazi tiirlerin mast hiicrelerinde serotonin de vardir.
Histamin dakikalar icinde metabolize oldugu i¢in, etkisi salgilandig1 yerde veya yakininda

olur (75, 76).

Heparin: Siilfatli asit mukopolisakkarittir. Heparinin giiclii bir antikoagiilan oldugu
bilinmektedir. Ancak kanda endojen heparin bulunmaz, bu yiizden kan pihtilasmasini
diizenlemede fizyolojik bir rolii yoktur. in vitro calismalarda heparinin kollajen iiriiniinii
veya fibroblast proliferasyonunu yiikselttigi gosterilmistir. Makrofajlardaki kolesterol
birikimini kolaylastirir. Endotel hiicresinden ¢ikan biiyiime faktoriiniin salinimina yol agan
fibronektini bagladigi ve antikor iiretimi ve antijenin neden oldugu lenfosit

proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir (76, 86-93).

ECF-A : (Anafilaksinin eosinofil kemotaktik faktorii) Eozinofillere kemotaktik etki yapar
ve aktive eder. Bronslarda kas kasilmasi, trombosit toplanmasi ve vazodilatasyon yapar

(83).

Triptaz: Noropeptidlerin parcalanmasi, bradikinin olusumu, kollajenazin dolayli olarak
aktive edilmesi yaninda bronsiyal hiperaktivite, fibroblast proliferasyonu ve kemik yeniden
yapilandirilmasiyla ilgilidir. Triptazin, yeni damar gelisimi i¢in gereken sahay1 agmak iizere
bag dokusunu yiktig1 ve giiclii bir anjiojenik uyarict oldugu da ileri siiriilmiistiir. Insan
triptazi, prostromelysini (metalloproteinaz III) aktiflestirir ve fibrinojeni inaktive eder.
Oysa kopeklerdeki triptaz, vazoaktif intestinal peptidi (VIP) inaktiflestirir ve fibroblast
proliferasyonunu uyarir. Serumda triptazin yiikselmis seviyesi, anaflaksi ve mastositozis
gibi sistemik mast hiicre hastaliklarinda ortaya c¢ikar. Otopsi sirasindaki serumda triptazin
yiikselmis seviyesi, oliimden once mast hiicre aktivasyonunu gosterir. Akciger ve derinin
her ikisinde triptaz salinimi allerjenlere dogrudan dogruya cevap siiresince ortaya ¢ikar.
Insan mast hiicre triptazi fibroblastlar ile proliferasyon, migrasyon ve tip I kollajen

sentezine sebep olur. Fibrinojenin yikiminda, bazi noéropeptidlerin hidrolize edilmesinde ve
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notrofillerin, eozinofillerin ve diger inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini uyarmada

etkilidir (63, 76, 94-98).

Kimaz: Mukus sekresyonu, ekstraselliiler matriks degradasyonu ile ilgilidir. Insan kimazi,
bradykinini hareketsizlestirir ve dermal/epidermal birlesme yerindeki bazal membranin
lamina lucidasina saldirir. Kopek kimazi, substans P (duyumsal tellerden salinmis bir
noropeptid) ve VIP’1 hareketsizlestirir ve glandular mukus salgisin1 uyarir. Anjiotensinogen
ve anjiotensin I’i anjiotensin II’ye doniistiirme giiciinden dolay1r kimaz arteriyolleri
biizecektir. Son zamanlarda kimazin bir ¢esit granzim oldugu ve apoptozu indiikledigi de
gosterilmistir. Yakin zamanlarda mast hiicre (MH) kimazinin kalp kasi hiicrelerinde

apoptozu indiikleyebildigi de ileri siiriilmiistiir (63, 95, 99-103).
2.Yeni Sekillenen Mast Hiicre Mediatorleri (65) :

Mast hiicresi ve bazofil graniilositlerdeki "lipid mediatorler" yeni sentezlenen maddelerdir.
Bu mediatorlerin ana maddeleri tinit zarda ve lipid cisimciklerinde bulunan fosfolipidlerdir.

Mast hiicresinde ilk tanimlanan lipid mediator "Prostaglandin D2 (PGD2)"dir (83).

Prostaglandin: Fosfolipidden olusan arasidonik asitten, siklooksijenaz enzimi etkisiyle
olusur. Siklooksijenaz enzimini inhibe eden aspirin ve nonsteroid anti-inflamatuar ilaclar
PGD2 sentezini Onlerler. PGD2 diiz kas hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak,

vasodilatator ve brons spazmi yapici etki gosterir (83).

Lokotrienler: Arasidonik asitten olusan diger araci maddelerdir. Arasidonik asitten,
lipoksijenaz ve diger enzimlerin etkisiyle baslica 3 Iokotrien LTC4, LTD4 ve LTE4
sentezlenir. Bu lokotrienler, diiz kas hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak, uzun siireli
brons spazmui yaparlar. Deri i¢ine enjekte edildiginde, uzun siireli kizariklik ve kabariklik

olusur (83).

PAF: (Trombosit aktive edici faktor) Bazofil graniilositlerde daha fazla bulunan PAF,
brons spazmi yapar. Endotel hiicrelerinde biiziilme yapar. Damar diiz kasinda gevseme
yapar. Daha cok, damar endotel hiicrelerinde sentezlenmektedir. Trombositlerin toplanmasi

ve degraniilasyonunu saglar (35, 83).

Bunlardan baska bir {iciincii tip mediator de siniflandirmaya dahil edilebilir.
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3. Mast Hiicre Sitokinleri (65) :

Hem oOnceden olugsmus hem de yeni iiretilmis sitokinler kalsiyum iyonu ve antijenlerle

aktiflenmis mast hiicreleri tarafindan salgilanir (95).

TNF-a : (Tiimor nekroze edici faktor) Fibrin olusumuna katilabildigi bildirilmistir.
Fibroblastlarda kollajen cesitlerinin sentezine neden oldugu bilinir. Once nétrofillerin, daha
sonra monosit ve lenfositlerin damar endotellerine yapigsmasina neden olur. Lokositlerin
iltihap sahasinda toplanmasini saglar. Diger hiicrelere etki yaparak IL-1, IL-6, IL-8 ve

kendi salgisini artirir. Tiimor biiyiimesini baskilar (43, 63, 83).

IL-4: Insan fibroblastlariyla kollajen iiretimini uyarir. Farelerde IL-4, parazitik nematod
Heligmosomoides polygyrus’a kars1 koruyucu bagisiklik i¢in 6nemlidir. Atopi gelisimi ve

IgE iiretimini uyarabilir (95).

IL-5: Eozinofillerin gelisme ve farklilasmasini uyarir. Olgun eozinofil graniilositlerin
helmintler iizerine Oldiiriicii etkisini aktive eder. Ayrica B lenfositleri aktive ederek IgA

sentezini artirir (83, 95).

IL-6: IgE dahil Ig yapimin1 B hiicreleriyle artirir ve T lenfositlerini de uyarir (95).
IL-8: Notrofil graniilositler i¢in hem aktive eden, hem de kemotaktik bir faktordiir (83).
2.6.3. Mast Hiicre Heterojenitesi

Enerback 1966’da sicanlarda yaptig1 calismalarda mast hiicrelerini fiksasyon ozellikleri ve
histokimyasal boyanmalarina gore incelemis ve bag dokularinda ya da intestinal mukozada
bulunan bu hiicrelerin biyokimyasal 6zelliklerini yansitan iki farkli fenotipini tantmlamistir
(111, 112). Bag dokusu mast hiicreleri terminolojisi ¢iktiktan sonra, son yillarda yapilan
calismalar mast hiicrelerinin biyokimyasal ve islevsel olarak da farkliliklar gosterdikleri
kanitlanmustir (76, 98). insanlarda da birden fazla mast hiicresi tipinin varliginin saptanmasi

ile bu hiicrelerin fonksiyonlarina iligkin calismalar hiz kazanmistir (62).
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Tarihsel olarak kemiricilerde fenotiplerine ve doku lokalizasyonlarina gore iki temel mast

hiicresi tipi tammmlanmistir (Tablo 2.1):

1) T-hiicrelerine bagimli mukozal mast hiicreleri (Mucosal Mast Cell: MMC), esas olarak
gastrointestinal sistem mukozasinda ve solunum yolunun lamina propriasinda

bulunurlar.

2) T-hiicrelerine bagimli olmayan bag dokusu mast hiicreleri (Connective Tissue Mast
Cell: CTMC); gastrointestinal sistem submukozasinda, deride ve peritonda bulunurlar

(62).

MMC’lerin kiigiik hiicreler olup (5-10 pm), Carnoy veya bazik kursun asetat
fiksasyonundan sonra kolaylikla goriilebildikleri, standart formalin veya aldehite dayanan
fiksatiflerle fiksasyonu takiben boyanma ozelliklerinin bazilarin1 kaybedebilecekleri iyi
bilinmektedir (76, 110, 112). CTMC’leri ise daha biiyiik hiicreler olup (10-20um),
formaldehit tespitinden etkilenmezler (62). Bununla birlikte formalinle tespitten sonra uzun

stireli toluidin blue boyama teknigi ile MMC’lerin boyanabildikleri gosterilmistir (113).

MMC’ler kondroitin siilfat ve Sican Mast Hiicre Proteazi II (Rat mast Cell Proteaz II)
(RMCP 1I) igerirken, CTMC’ler heparin ve Sican Mast Hiicre Proteazi I (Rat Mast Cell
Proteaz I) (RMCP 1) icermektedirler (95, 62, 114). Sicanlarda MMC’lerin, CTMC’lerden
daha az histamin ve serotonin icerdikleri bilinmektedir (76) (Tablo 2.1). Diisiik pH’da
alcian blue/safranin O boyamasi ve berberin siilfat fluoresan boyamasinin her ikisi de mast
hiicrelerinin proteoglikan iceriklerine baglidir. Alcian blue/safranin O boyamasinda
MMC'’ler sadece alcian blue ile mavi boyanirken, CTMC’ler safraninle kirmizi boyanirlar.
Berberin siilfat CTMC’lerin graniillerindeki heparinle giiclii bir floresan kompleks

olusturur. MMC’ler fiksasyon tipi ne olursa olsun berberinle boyanmazlar (111, 113-116).

Fare mast hiicrelerinde, 5 kimaz proteaz [fare mast hiicre proteaz (MMCP)-1, -2, -3, -4 ve -
5], bir mast hiicre karboxypeptidaz ve iki triptaz (MMCP-6 ve-7) bildirilmistir (104).
MMCP-3, -4, -5, ve —6 ve mast hiicre karboxypeptidazi bag dokusu tipi mast hiicrelerinde
vardir (Tablo 2.1). MMCP-1 ve -2 helmint-enfektli kemiricilerin intestinal mukozasinda
selektif olarak yayilmis mukozal mast hiicrelerinde vardir ve asla safraninle boyanmazlar.

Ciinkii onlarda heparin eksiktir (95).
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Elektron mikroskobik (EM) calismalarinda CTMC lerin sitoplazmik graniillerinin ortalama
0.2-0.4 um caplar1 ile homojen goriiniimde olduklari, MMC’deki graniillerin ise amorf

goriiniimlil fakat daha kiigiik olduklar1 saptanmistir (49).

Insan mast hiicrelerinde genler iki kimotriptik enzim (kimaz ve katepsin G-like proteaz) ve
bir mast hiicre karboksidaz enzimi kodlamaktadir. Mast hiicrelerinin iki tipi
immunohistokimyasal analizlerle bulunmustur. MCrc tipi triptaz, kimaz, katepsin G-like
proteaz ve mast hiicre karboksidazi igerirler (Tablo 2.1). MCtc normalde deri ve intestinal
submukozada sayica daha coktur, oysa MCT tipi sadece triptaz icerir ve normalde akciger
alveol duvari ve intestinal mukozada sayica daha coktur. Her bir tipin hemen hemen

esdeger yogunluklari nazal mukozada bulunmustur.

Tablo 2.1. Mast Hiicre Mediatorleri (95).

Mast Hiicrelerinin Predominant Medyatorleri.
Mast Hiicre Tipi Biojenik Amin Nétral Proteaz Proteoglikan
Fare
Mukozal Histamin MMCP-1, -2 Kondroitin Suilfat E
Bag Dokusu Histamin MMCP-3, -4, -5, -6, (-7) Heparin
Serotonin Karboksipeptidaz
Sican
Mukozal Histamin RMCP-2 Kondroitin Siilfat-B
Bag Dokusu Histamin RMCP-1 Heparin
Serotonin Karboksipeptidaz
insan
MCr Hiicreleri  Histamin Triptaz Heparin
MCrc Hiicreleri Histamin Kimaz Kondroitin Siilfat
Katepsin G like proteaz  Heparin
Karboksipeptidaz Kondroitin Siilfat
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MCrc hiicresi, sican bag dokusu mast hiicresine karsilik gelirken, MCt hiicresi sican
mukozal mast hiicresinin karsiligr olabilir. MCtc hiicrelerindeki triptaz, kimaz ve mast
hiicre karboksipeptidaz1 proteoglikan ile makromolekiiler komplekslerde yerlesirler. Fakat
ilging olan triptaz, mast hiicre karboksidazi ve kimazin yerlestiginden ayri kompleksde
bulunsa da aym salgi graniillerinde ortaya cikarilmistir. Histokimyasal heterogenite
kriterleri kullanilarak yapilan bir ultrastruktiirel analizde tiim insan mast hiicrelerinin
heparin igermesi; insan mast hiicrelerinin farkli tiplerini segmede faydali marker olarak
gorlinmemektedir. Ayrica rolleri heniiz tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte, mast
hiicrelerinin ¢esitli insan dokularinda, yalnizca kimaz (MCc) igerdikleri de gosterilmistir.
MCr daha c¢ok akut yangisal olaylarda rol alirken, MCrc kronik olaylarda ve bag

dokusunun yenilenme siirecinde rol oynar (40, 95, 116-118).

Insan mast hiicrelerinin ince yap1 diizeyinde de farklilik gosterdikleri saptanmistir. TEM ve
immun elektron mikroskobik incelemeler MCr tipi hiicrelerin tomar benzeri (scroll-like)
yapidaki graniillerde triptaz icerigine sahip oldugunu, bu graniillerin MCrc hiicrelerdeki
graniillerden ¢ok daha kiiciik oldugunu gostermistir. Buna karsilik MCrc hiicrelerde tomar
benzeri yapida graniiller bulunmadigi, triptaz ve kimaz pozitif bu graniillerin kristal ya da
1zgara/kafes benzeri yapida oldugu saptanmistir. Tam olmayan tomar benzeri yapilar her iki

hiicre tipinin graniillerinde bulunmaktadir (62, 76).
2.6.4. Mast Hiicrelerinin Fonksiyonlari

Mast hiicrelerinin erken fazdaki klasik rollerini bir tarafa birakacak olursak, alerjide ge¢ ve
kronik evrelerde de Onemli bir isleve sahiptir. Bu evrelerde mast hiicreleri; eozinofil
graniilositler, lenfositler gibi infiltre olmus hiicreler vasitasiyla aktive olabilirler ve bu
hiicrelerle etkilesebilirler. Aktive olmus mast hiicreleri eozinofillerin kemotaksisi,
aktivasyonu ve yasamasina yardim eden mediatorler salgilarlar. Mast hiicreleri,
makrofajlar1 ve epitel hiicrelerini de lenfosit ve eozinofiller i¢in kemotaktik maddeler

olusturmalart konusunda uyarirlar (62, 118).

Mast hiicreleri esas olarak mikroorganizmalarin viicuda girebildikleri yerlerde bulundugu
icin patojenlerle direkt temas kuran ilk iltihabi hiicrelerden biri olarak degerlendirilebilir.

Mast hiicresinin enfeksiyon bolgesine TNF-a salgiladigi, bunun dolasimdaki nétrofiller gibi
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bakterisidal 6zellikleri olan l6kositleri enfeksiyon bolgesine topladigi gosterilmistir (39).
Maurer ve ark. (70) SCF’nin verilmesi ile bunu izleyen mast hiicre hiperplazisinin akut
bakteriyel peritonitli normal farelerin yasam siiresini arttirabildigini bildirmislerdir.
Bakteriyel enfeksiyon sirasinda, mast hiicreleri kompleman sistemi vasitasiyla da aktive

olabilmektedirler (62, 106, 118, 121).

Mast hiicreleri vaskiiler permeabiliteyi arttiran ve enfeksiyon bolgesine iltihabi hiicrelerin
toplanmasin1 saglayan mediatorler salgilayarak kazanilmis bagisiklikta yer alirlar. T
hiicrelerinin farklilagsmasi i¢in gerekli IL-4 mast hiicrelerinden salgilanmaktadir. Mast
hiicresi sitokinlerinin, B hiicrelerinde IgE yapimimi uyardigi, mast hiicrelerinin antijen
isleyebilen ve sunabilen hiicreler olarak da kazamilmis bagisiklikta rol oynadigi
bildirilmistir (62, 77, 122). Paraziter infeksiyonlarda siklikla serum ve doku IgE diizeyleri
ve mast hiicre sayilar1 artmaktadir. Mast hiicreleri lokal cevabi etkileyen mediatorler
salgilayarak parazitleri direkt olarak etkileyebilir, eozinofiller gibi diger hiicrelerin
toplanmasim1  ve aktive olmasini saglayabilir, mukus salgilanmasini ve bagirsak
peristaltizmini arttirarak parazitlerin atilmasina yardimci olabilirler. Mast hiicrelerinin
kazanilmis bagisikliktaki roliiniin, muhtemelen T- hiicrelerinden koken alan IL-3
vasitastyla diizenlendigi gosterilmistir. Lantz ve ark. (123), bagirsak nematodu olan
Strongyloides venezuelensis ile enfekte farelerde, 1L-3’iin bagisikligi ve dokudaki mast

hiicre sayisini arttirdigimi gozlemislerdir (62, 76, 123).

Morfolojik ve biyokimyasal caligmalarin her ikisinde de agik olarak ortaya ¢ikan fibrosis;
mast hiicreleri, onlarin sitokinleri (IL-3, IL-4) ve biiyiime faktorleri ve ayrica T hiicreleri ve
makrofajlar gibi inflamatuar hiicrelerin bir ¢esidinin etkilesiminden ortaya ¢ikan kollajen
birikiminin sonucudur. Mast hiicreleri fibrozisin esas sorumlulari olan fibroblastlar direkt
etkileme potansiyeline sahiptirler. Histamin ve heparin fibroblastlarin cogalmasin1 ve

kollajen sentezini arttirmaktadir.

Mast hiicresindeki triptaz ve kimazin her ikisinin de fibronektin, laminin, kollajen tip IV ve
V’1 yikima ugratabildigi gosterilmistir. Triptaz normal akciger ve deri fibroblastlarinda tip I
kollajen yapimini uyarmaktadir. Proteazlar veya histamin gibi mast hiicre mediatorlerinin
mitogenesis veya fibroblast proliferasyonuna yardim ettigi gosterilmistir (62, 76, 84, 85,

93, 124).
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Fibrotik karacigerde, mast hiicreleri portal alanlarin cevresinde gelisen fibr6z septumlarda
cogu siirekli olarak gozlenmistir ve doku mast hiicre infiltrasyonunun miktar1 kollajen

miktariyla dogrudan iligkilidir (71).

Anjiogenez temel olarak embriyonik ve postnatal biiyiime doneminde goriilmekle birlikte
eriskin normal dokularinda, kadin iireme organlar1 disinda, fizyolojik olarak yer almaz.
Bununla birlikte yara iyilesmesi ve inflamasyon gibi yasami korumaya yoénelik olaylarda
anjiogenezis gerceklesmesi, her dokuda endojen pro-anjiogenik ve anti-anjiogenik faktorler
arasinda degisebilen bir denge oldugunu gosterir. Mast hiicrelerinin anjiogenezi etkiledigi,
kanserin gelisimi ve ilerlemesinde etkili oldugu bilinmektedir. Mast hiicre-hedef hiicre
etkilesimini de kapsayan, anjiogenezisi aciklamaya yonelik gelecekteki ¢alismalar kanser
ve romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisi ve doku tamiri acgisindan 6nem

tastmaktadir (62, 75, 125).

Mast hiicreleri anjiogenez, kemik dokusu yeniden sekillenmesi, parazit oldiiriilmesi ve
allerjik inflamasyon gibi farkli gorevlerde, degisik homeostatik ve patolojik sartlarda kritik
etkileri olan hiicrelerdir. Yakin zamanda T hiicrelerine antijenleri sunduklar1 ve ko-
stimiilasyon sagladiklari, B hiicrelerine de differansiyasyon ve proliferasyon sinyallerini
ulastirdiklar1 gosterilmistir. Bu ¢esitlilik, bu fenotip olarak heterojen hiicrelerden, hem
onceden olusturulan (histamin), hem de yeni sentezlenen (TNF) mediatorlerin salinmasina
baghidir. Son bulgular, mast hiicrelerinin, nitrik oksit sentaz iirettigini ve endojen nitrik

oksitin bir kaynagi oldugunu gostermektedir (126).

Urticaria pigmentosa ve sistemik mastositoz hastalar1 ve allerjenle karsilasan atopik
kisilerde deri lezyonlarindaki kanama zamaninin normal kisilere gére uzamis oldugu tespit
edilmis ve mast hiicrelerinin kardiyak ve vendz trombiis bolgelerinde arttigi gozlenmistir.
Ayrica genetik olarak mast hiicreleri olmayan farelerde tromboemboli olusma olasiliginin

arttig1 gosterilmistir (127-129).



3. GEREC VE YONTEM

Bu deneyde Sprague dawley tirii (200-300 gr) disi sicanlar kullanildi. Deneysel
endotoksemi; sicanlara 6 mg/kg intra peritoneal (i.p) yolla verilen lipopolysaccharide
(LPS) (Escherichia coli, Sigma 1.-3129) ile saglandi. Sicanlar da kendi aralarinda bes
gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol grubu I siganlarina sadece serum fizyolojik (SF) (%0,9 NaCl sol.)
0,1ml i.p. yolla baslangicta ve 30 dak. sonra olmak iizere 2’ser kez uygulandi. (n =7)

Grup 2: Kontrol grubu II’ye SF verildikten 30 dak. sonra LPS verildi. (n =7)

Grup 3: LPS verilen hayvanlara 30 dak. sonra 25 ng/kg i.p. olarak vazoaktif intestinal
peptid (VIP) (Sigma V-3628) uygulandi. (n =7)

Grup 4: LPS verilen hayvanlara 30 dak. sonra 50 mg/kg dozunda i.p. yolla Ginkgo
biloba ekstresi olan Egb 761 (Tebokan, Abdi ibrahim) uygulandi. (n =7)

Grup S: LPS verilen hayvanlara 30 dak. sonra NO sentez inhibitorii olan 30 mg/kg
dozunda i.p.olarak L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) (Sigma N-5751)
verildi. (n =7)
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3.1. DENEYSEL SURECLER

Uygulamalar baslamadan once sicanlarin rektal viicut silar olciildii. Iki kontrol
gruplarinin ikisine de ilk olarak SF verildi. Daha sonra kontrol grubu I’e 30 dak. sonra
yine SF verilirken kontrol grubu II’e LPS enjekte edildi. Kontrol gruplarinin disindaki
diger gruplara ise ilk olarak LPS verildi. Sonra ii¢iincii gruba LPS uygulandiktan 30
dak. sonra intraperitoneal yolla VIP enjekte edildi. Dordiincii gruba 30 dak. sonra
Ginkgo biloba uygulandi. Besinci gruba ise 30 dak. sonra L-NAME enjekte edildi. Tiim
gruplar 6 saat gozlemlendi. Gozlem siiresi dolduktan sonra siganlar rampon ve
ketaminle anestezi edilerek karacigerleri alindi. Karacigerin sag lobundan iki parca
alindi. Her bir sicandan alinan karaciger parcalarindan biri antioksidan enzim olan
MDA 6lctimii i¢in aliiminyum folyoya sarilarak —80°C’de saklandi. Diger pargasi ise
histolojik inceleme icin notral formalin soliisyonunda tespit edildi. Karacigeri alinan

sicanlar, diyafram zar1 kesilerek oldiiriildiiler.
3.2. ISIK MiKROSKOBU VE HiSTOKIMYA

Sicanlardan alinan karaciger kesitlerinden biri histolojik uygulamalara tabi tutuldu.
Once her bir hayvandan alinan karaciger dokular1 %10’luk formalinde 11 saat tespit
edildi. Formalinde tespit edilen dokular artan alkol serilerinden gecirildi. Sirayla
%70°1ik, %80’lik, %96’lik, %100’liik, %100’liikk ve yine %100’liikk alkollerde 1 saat
tutuldu. Sonra dokular ksilende ¢alkalandiktan sonra ksilen bulunan iki kapta ayr1 ayri
1,5 saat bekletildi. Doku parcalar1 sonra etiivde bulunan erimis parafin icerisine

konularak bir gece bekletildi.

Ertesi giin bu dokular bloklara dokiilmiis erimis parafin icerisine isimlendirilerek
gomiildii ve 4°C de buzdolabinda saklandi. Doku kesiti alinacagi giin bu dokular
dolaptan cikarilarak 6 um kalinlikta mikrotomda kesit alindi. Alinan bu kesitlerdeki
kinsikligr gidermek icin 50-60°C ayarli sicak su havuzuna yayildi. Burada dokular
acildiktan sonra lama alindi. Alinan bu dokular alim sirasina gore kasetlere yerlestirildi.

Daha sonra kasetlere yerlestirilen bu dokular 60°C’ye ayarl etiivde bir gece bekletildi.
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Lamdaki parafinleri akan bu dokular, ertesi giin ksilen ve alkol serilerinden gegirildi.
Kasetlerdeki dokular 6nce 15 dak. iki tane ksilen kaplarinda bekletildi. Sonra tekrar bir
ksilen kabinda daha 30 dak. bekletildi. Ksilenlerden gecen doku kasetleri ii¢ defa
%100’liik alkollerden 15 dak. gegirildi. Daha sonra %96’lik alkolde 5 dak., %80’lik
alkolde 5 dak. ve %70’lik alkolde 5 dak. tutuldu. Bundan sonra kasetler cesme

suyundan gecirildikten sonra boyamaya alindi.

Mast hiicreleri i¢in spesifik bir boya olan toluidune blue’da yarim saat bekletildi. Siire
dolduktan sonra kasetler ¢esme suyunda boya akana kadar tutuldu. Sonra %50’lik
alkolde 5 dak., %70’lik alkolde 5 dak., %96’lik alkolde 5 dak., %100’liik alkolde 10
dak. ve yine %100’liikk alkolde 15 dak. tutuldu. Alkol serilerinden sonra ii¢ ksilen
kaplarinda sirayla 10 dak., 10 dak. ve 15 dak. tutuldu. Ksilenden ¢ikarilan dokulu lamlar
tizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Kapatilmis lamlar gruplarina gore

isimlendirilerek numaralandirildi.

Gruplardaki her bir hayvandan seri 10’ar kesit alindi. Her gruptaki preparatlar
degerlendirilerek portal alan sayilar1 belirlendi. Yine portal alanlardaki mast hiicreleri
20’lik objektifte sayildi. Preparatlar icerisinden en iyi goriintiiler elde etmek i¢in uygun

preparatlar tespit edildi. Bunlarin fotograflar ¢ekildi.
3.3. DOKU HOMOJENIZASYONU VE MDA TAYINI

Aliiminyum folyodan c¢ikarilan dokularin yas agirhigi tartildi. Bu dokularin
homojenizasyonu i¢in tampon hazirlandi. Na,HPO,4 ve NaH,P04.2H,0O’ den ayr1 ayri
500 ml hazirland1 ve pH =7’de sabitlendi. Coziinmiis dokular deiyonize kaplara konuldu
ve hazirlanan tampondan 4 ml alinip dokular homojenize edildi. Her doku polistren

tiiplere aktarildi. Doku homojenatlar1 13200 rpm’de 30 dak. santrifiijlendi.

Karaciger dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark. (131) tarafindan gelistirilen

spektrofotometrik yontem kullanildi.
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Metodun prensibi, lipid peroksidasyonunun yikim {iriinlerinden olan MDA’nin,
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin renk siddetinin 532

nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanir (131).
Cozeltiler

® %38.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS)

® %0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA)

® %20 Asetik asit (HAc), pH =3.5

e n-Biitanol/pirimidin karisimi (15/1, v/v)

e 5,848 M MDA (stok standart)

Calisma

Karaciger doku homojenati (1/10 w/v)’nin santrifiijlenmesiyle elde edilen siipernatan,
MDA ol¢iimiinde kullanildi. Siipernatanlardan 0.1 ml alimip kapakli cam tiiplere
konuldu. Uzerlerine sirastyla 0.1 ml SDS, 0.75 ml asetik asit, 0.75 ml TBA ve 0.3 ml
distile su eklenerek iyice karistirnldi. Agizlarn sikica kapatilan tiipler, kaynar su
banyosunda 60 dak. kaynatildi. Musluk suyu altinda sogutulan tiiplere 0.5 ml distile su
ve 2.5 ml n-bunatol/piridin karistmi ilave edilerek vorteksle iyice karistirildi.
Ekstraksiyonu takiben, +4°C’de 4000 rpm’de 15 dak. santrifiije edilen tiiplerin tist
kisminda olusan, pembe renkli organik fazin absorbansi, 532 nm’de, distile su ile ayn1

sekilde calisilan kore kars: ol¢iildii. Degerlendirme standart egri tizerinden yapildi.
Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok MDA (5.848 M) ¢ozeltisinden 100 nmol/ml konsantrasyonda ara stok hazirlandi.
Ara stok standarttan, deney ortaminda (2.0 ml) 0.25; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 3.0; nmol
MDA/ml olacak sekilde, sirastyla 5; 10; 20; 30; 40; 60; nmol/ml konsantrasyonlarinda
MDA c¢alisma standartlar1 hazirlandi. Standart serinin her birinden 0.1 ml alinarak

numune gibi ¢alisildi ve standart egri cizildi (Sekil 3.1).
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MDA degeri (nmol/gr)
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Sekil 3.1 MDA standart grafigi

Istatistiksel sonuglar Kruskal Wallis Varyans analizine gore degerlendirildi.



4. BULGULAR

LPS verilmeden once tiim gruplarimizin rektal 1silar1 37-37,5°C olciildii. Ancak LPS

enjekte edildikten sonra rektal 1silar1 36°C’nin altindaydi.
4.1. ISIK MiKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol grubumuz I’de karacigerimiz normal goriinmekteydir. Lobiiller icerisinde vena
centralis etrafinda 1sinsal dizilmis hepatositler yer almaktadir. Hepatositler arasinda
karaciger siniizoidleri gozlenmektedir. Portal alanlarda bag dokusu icerisine oturmus
arter, ven ve safra kanali {icliisii yer almaktadir. Burada toluidune blue ile menekse
renginde boyanmis mast hiicrelerine rastlanmaktadir. Mast hiicreleri 6zellikle safra
kanallar1 ¢evresinde gozlenmektedir. Ancak karacigerin parankima dokusunda mast
hiicrelerine rastlanmamaktadir. Mast hiicrelerinin bulunmadigr portal alanlar da
goriilmektedir. Portal alanlarla mast hiicreleri ayr1 degerlendirildiginde anlam ifade
etmemektedir. Ancak gruplar arasinda birim portal alandaki mast hiicre sayisinda fark
goriilmektedir. Birim portal alan basina diisen mast hiicresi en az bu grupta tespit

edilmektedir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.2. Safra kanali (SK) etrafinda kontrol grubu I’de yer alan menekse renginde boyali mast hiicreleri
(kirmizi oklar), toluidine blue X400
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Kontrol grubu II'de karaciger parankimasi igerisinde hepatositler bulunmaktadir. Portal
alanda safra kanallari, arter ve ven yer almaktadir. Bag dokusunun olusturdugu bu
bolgede menekse renginde mast hiicreleri goriilmektedir. Ozellikle safra kanallarini
cevrelemislerdir. Endotoksemi sonucu olusabilecek hiicre hasari, santral ven ¢evresinde

goriilebilecek hidropik dejenerasyon, nekroz noktalar1 hiicre infiltrasyonlarina

rastlanmamaktadir. Birim portal alandaki mast hiicre sayist en fazla bu grupta

goriilmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Sekil 4.3. Safra kanallar1 (SK) etrafinda LPS verilmis (SF+LPS) kontrol grubu II’de yer alan mast
hiicreleri (kirmizi oklar), toluidine blue X100
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Sekil 4.4. LPS enjekte edilmis kontrol grubu II’deki safra kanallar1 (SK) etrafindaki mast hiicreleri
(kirmiz1 oklar), toluidine blue X400

LPS+VIP’li grupta arter, ven ve safra kanali icliisiiniin yerlestigi portal alan
bulunmaktadir. Biiylik ven cevresinde kiiclik safra kanallar1 yer almaktadir. Yine safra
kanallarim1 kusatan mast hiicreleri bulunmaktadir. Bu grupta da patolojik bulgulara
rastlanmamaktadir. Birim portal alana diigen mast hiicre sayis1 kontrol I’den fazlayken

kontrol II’den diisiik bulunmaktadir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).
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i W= 21005 o PR T N S
Sekil 4.5. VIP (LPS+VIP) verilmis grupta mast hiicreleri (kirmizi oklar), arter (A), safra kanali, (SK) ve
ven (V), toluidine blue X100

Sekil 4.6. VIP ‘li grupta safra kanali (SK) etrafindaki mast hiicreleri (kirmizi boyali), toluidine blue
X400
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LPS+Ginkgo biloba grubunda endotokseminin mikroskobik belirtileri goriillmemektedir.
Portal alanda oturmus arter, ven ve safra kanallar1 gozlenmektedir. Bag dokuda

menekse renkli mast hiicreleri bulunmaktadir. Mast hiicrelerinin birim portal alandaki

sayist VIP grubuna yakin goriilmektedir. Endotoksemi sonucu olusan bulgulara

rastlanmamaktadir (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

- ¢
3 Fai %’:& : = £ W i

Sekil 4.7. Ginkgo biloba uygulanmis (LPS+Ginkgo biloba) grupta arter (A), ven (V) ve safra kanallar1
(SK) etrafinda yer alan mast hiicreleri (kirmizt oklar), toluidine blue X100
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i

Sekil 4.8. Ginkgo biloba grubundaki safra kanali (SK) etrafindaki mast hiicreleri (kirmizi oklar),
toluidine blue X400

LPS+L-NAME grubunda normal olarak karaciger hiicreleri gozlenmektedir. Portal
alanda safra kanallart ¢evresinde mast hiicreleri bulunmaktadir. Isik mikroskobik
goriintiide patolojik bulgular goézlemlenmemektedir. Kontrol I'e goére mast hiicre
sayilart artmis bulunmustur. Birim portal alandaki mast hiicre sayis1 ise kontrol gruplari
hari¢ diger gruplardan diisiik goriilmiistiir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Tablo 4.1 ve Tablo
4.2).
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Sekil 4.9. Nitrik oksit sentez inhibitorii (L-NAME) enjekte edilmis (LPS+L-NAME) gruptaki m
hiicreleri (kirmiz1 oklar) ve ortada yerlesmis ven (V), toluidine blue X100

Lhwae ‘1&‘ a
Sekil 4.10. L-NAME’li gruplarda safra kanallar1 (SK) etrafindaki mast hiicreleri, toluidine blue X400

ast



Bu gruplar igerisinde birim portal alandaki mast hiicre sayisinda fark goriilmiistiir.
Ozellikle kontrol grubu II’de mast hiicre sayis1 daha fazla bulunmustur. Mast hiicre
sayisi en diisiik kontrol I’de ortaya cikmustir. Diger gruplarin mast hiicre sayilarinin
birbirlerine yakin oldugu gozlenmistir.

degerlendirildiginde gruplar arasinda anlam goriilmemistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2)..
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Tablo 4.1. Portal alanlardaki mast hiicre sayilar.

Portal alanlardaki

20 ' lik objektifde

N=7 Portal Alan (PA) Sayisi PA 'da Mast Hiicre Sayisi
1 10 11
2 6 Yok
= 3 8 8
£ 4 2 Yok
g 5 8 3
6 7 3
7 6 Yok
1 1 2
2 2 14
= 3 7 19
é 4 2 9
S 5 2 6
6 12 11
7 15 15
1 5 9
2 1 9
= 3 4 17
* 4 9 13
A 5 10 12
6 4 5
7 6 10
1 14 19
S 2 12 18
= 3 7 7
Cj 4 8 7
% 5 6 10
~ 6 2 2
7 4 10
1 9 10
E 2 9 19
<Zﬂ 3 10 11
D 4 5 9
+ 5 12 13
- 6 17 5
7 5 7

mast hiicreleri
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Tablo 4.2. Birim portal alandaki mast hiicreleri

Portal alan sayisi PA’da mast hiicre Birim PA’daki mast hiicre

Gruplar Ortanca | Min-Max | Ortanca | Min-Max | Ortanca Min-Max
Kontrol I 7 2-10 3 0-11 0,143 0,1-0,5
Kontrol 11 2 1-15 11 2-19 1 0,13-2
LPS+ViP 5 1-10 10 5-17 0,6 0,3-3
LPS+Ginkgo 7 2-14 10 2-19 0,571 0,29-2
LPS+L-NAME 9 5-17 10 5-19 0,556 0,29-1

X’ 4,34 8,27 12,037

p > 0,05 > 0,05 <0,05

4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol I’'deki MDA degeri digerlerinden yiiksek goriilmektedir. LPS enjekte edilen

kontrol 1I’de lipid peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA degeri diisiik
bulunmaktadir. MDA  degerinin LPS+VIP grubunda da kontrol I'e gore diistiigii
gozlenmektedir. LPS+Ginkgo grubunda MDA degerinin kontrol I’den epeyce diistiigii
goriilmektedir. LPS+L-NAME grubunda ise MDA degeri kontrol 1I, VIP ve Ginkgo
gruplarina gore daha yiiksek oldugu ortaya cikmaktadir. Ancakgruplarinkendi igerisinde
de farklilik goriilmiistiir. Ozellikle kontrol II’de (686,183), LPS+VIP (601,882) ve
LPS+L-NAME (685,102 ve 1317,218) gruplarinda cok yiiksek degerlere de
Bununla beraber

rastlanmaktadir. LPS+Ginkgo grubunda hi¢c yiiksek deger

gozlenmemektedir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).
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Tablo 4.3 Gruplardaki MDA Degerleri

N=7 MDA Degerleri (nmol/gr)

392.244

322.352

400.141

405.514

Kontrol 1

411.176

433.802

306.799

287.669

686.183

371.701

374.88

Kontrol IT

294.669

343.797

413.1222

465.582

400.273

359.041

300.09

271.741

363.058

601.882

252.21

196.853

196.988

333.142

325.708

LPS + Ginkgo

251.32

244.183

384.839

237.093

1317.218

284.161

685.102

LPS + L- NAME

595.9

LPS + VIP
Slo|lulsr|lw|v]=]wlaflu]lrlw|v]=]x|lolulr|lv]v]=x]lalulsr]wlv|=]w]la|lu]r]w o]~

382.072
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Tablo 4.4. Gruplara gére MDA degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplar Ortanca Min. Max.

Kontrol I 400.1 nmol/gr 306.8 nmol/gr 433.8 nmol/gr

Kontrol I 371.7 nmol/gr 287.7 nmol/gr 686.2 nmol/gr

LPS+ViP 363.1 nmol/gr 271.7 nmol/gr 601.9 nmol/gr

LPS+Ginkgo 251.3 nmol/gr 196.9 nmol/gr 333.1 nmol/gr

LPS+L-NAME 384.8 nmol/gr 237.1 nmol/gr 1317.2 nmol/gr
X*=10,952, SD=4, p<0,05




5. TARTISMA VE SONUC

Sepsis patofizyolojik mekanizmalarin anlasilmasinda ve tedavisinde pek cok stratejiler
gelistirilmesine ragmen, yogun bakim iinitelerinin biiyiilk bir problemidir. Konagin,
enfeksiyona abartilmis bir sistemik yaniti sonucu olusan sepsis, multipl organ
yetmezligi ve Oliime yol acabilir (21). Septik sokun ayirt edici 6zelliklerinden
endotoksemi ile metabolik isteklerin zorlandig: iliskilendirilmis (132). Karacigerin,
sepsis tarafindan en c¢ok etkilenen organlardan oldugu diisiiniilmektedir, c¢iinkii,
organizmanin immiinolojik savunma mekanizmalarinda c¢ok ©nemli bir rol

oynamaktadir (21).

Iskit ve ark. (132) endotoksemik farelerin karacigerinde vena centralis’in ¢evresinde
siddetli hidropik dejenerasyon, nekroz noktalar1 ve safra kanali cevresinde seyrek
plazma hiicreleri dahil lemfosit infiltrasyonu gézlemislerdir. Arthur ve ark. (133) 28
mg/kg Corynebacterium parvum vererek si¢an karacigerinde mononiiklear hiicre kagisi,
notrofiller ve eozinofilerin olusturdugu granuloma gormiislerdir. Tsa ve ark. (135) 10
mg/kg LPS (E.coli) uygulanan sican karacigerinde polimorfniiklear notrofil
infiltrasyonu ve interstisiyel 6dem elde etmislerdir. Kara ve ark. (21) ¢cekum ligasyon
sonucu olusturduklar1 sepsiste anormal perisiniizoidal inflamatuar hiicre infiltrasyonu
gozlemlemislerdir. Bunun yani sira sepsis sirasinda sicanlarda MDA seviyelerinin
yikseldigini  bulmuslardir (21). Ancak siganlarin  mortalitesi ve sagkalimini

calismamuglardir (21).
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Tuncel ve ark. (43) 6 mgkg LPS (E. coli) uygulayarak mast hiicrelerinde
degraniilasyonun olusdugunu gostermislerdir. 30 mg/kg L-NAME uygulamasinin ise
NO sentezinin engellenmesiyle degraniilasyona sebep oldugunu bulmuglardir (43).
VIP’in ise endotoksinin olusturdugu degraniilasyonu engelledigini ve graniillii mast
hiicre miktarim1 dahi azalttigin1 ortaya koymuslardir (43). Alcian blue + safraninle
boyadiklar1 mast hiicrelerinin gruplar arasinda fakli boyandigimmi gostermislerdir (43).
Septik siganlarda mast hiicrelerinin heparin igeriginin azalmasi sonucu safraninle
kirmizi boyandigin1 gostermislerdir (43). Ancak mavi boyali mast hiicre sayisinda artig
olurken kirmizi boyali mast hiicre sayisinda azalmanin oldugunu tespit etmislerdir (43).

Tuncgel ve ark. karacigerde MDA degerini LPS’ nin diisiirdiigiinii gostermislerdir (43).

Daha once belirtildigini gibi, septik ratlarda, artmis lipid peroksidasyon iiriinleri, serbest
oksijen (SOR) radikallerine bagli hiicre membran hasarim1 gosterebilir (21). Hepatik
hasarin patogenezisinde oksijenden kaynaklanan serbest oksijen radikallerinin onemli

rol oynayabilecegi gosterilmistir (134).

Ayrica septik siganlardaki MDA diizeyi kontrol gruplarinin altindaydi. Viicut agirlig
basina; 15 mg/kg LPS dozu farelerin karacigerinde lipid peroksidasyonuna yol agcmadigi
gosterilmistir. (38, 43).

Reaktif oksijen iiriinlerinin, endotoksik hasarlar sirasinda lipid peroksidasyonuna sebep
olmadan Once diger mekanizmalar tarafindan tiiketilebildigi sOylenebilir. Bu reaktif
oksijen tiirleri, NO ve mast hiicre tiiketimi, histamin arasindaki karmasik
etkilesimlerden kaynaklanmis olabilir. VIP ve L-NAME muamelesi, LPS’nin azalttig
karaciger doku MDA diizeyini onemli derecede degistirmemektedir (16, 43).

LPS’li sicanlarda L-NAME ile NO olusumunun engellenmesi, siiperoksit iyonunun
olusumunu diislirdiigiinii bildirmislerdir. Bununla beraber, siiperoksit radikallerinin
toplayicisiyla NO’nin endotoksemide doku hasarina karsi koruyucu bir etkiye sahip
oldugu bildirildi. Yine baska bir calisjmada; NO’nun etkilesimi sonucunda
peroksinitrit’in olustugunu ve siiperoksit iyonunun onemli bir sitotoksik bir mediator

olmadigini gosterildi (11, 12, 14, 16, 43).
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VIP inflamatuar hiicrelerde siiperoksit radikal olusumunu da engelledigi bildirilmistir.
VIP’in bir antioksidan gibi, yalniz oksijenleri ve hidroksil radikalleri toplayan kabiliyeti
oldugu soylenmisdir (42, 43).

Ginkgo biloba ekstresinin temel kullanim endikasyonlari; serebral fonksiyon
bozukluklari, kardiovaskiiler hastaliklar, sinir-duyu ve dolasim sistemi bozukluklar1 ve
iltihap’tir. Kollajen’in azalmasinda Ginkgo biloba’nin ciddi bir etkisinin olmadig1
bildirilmistir. Ginkgo biloba’nin nisbeten az olan koruyucu etkisi bunun hidroksil

radikallerini sondiirmesi olabilir (51, 52, 133).

Bizim sonucglarimizda endotoksemi sonucu olusan patolojik bulgulara rastlanilmadi.
Ancak gruplar arasindaki birim portal alan basina diisen mast hiicre miktar1 farkli
bilundu. 6 mg/kg LPS verilmesi sonucu MDA degerlerindeki diisiis Tuncgel ve ark. (43)
caligmalariyla paraleldir. Ancak c¢alismamizin eksik tarafi sicanlarda mortalite ve
sagkalim calisiilmamistir. Mast hiicre heterojenitesinde kullanilan alcian blue + safranin
kullanilmadi. Bu nedenle mast hiicre heterojenitesi tespit edilmemisdir. LPS verimesiyle
olusan serbest oksijen radikallerinin ortadan kaldirilmasindan dolayr MDA degerlerinin
ortadan kaldirilmasiyla agiklanabilir. Kontrol grubu II’deki mast hiicre sayisinin daha
fazla olmasi ise inflamasyonda ilk harekete gecen hiicrelerin mast hiicreleri
olabilecegini diisiindiiriir. Biinyesinde bulunan graniiller ve salgiladigi sitokinler
sayesinde mast hiicrelerinin merkezi bir rol oynayabilecegini akla getirir. Gruplardan
MDA degerinin diisiisiinii saglayan Ginkgo biloba ve VIP’in sebep olmasi sepsiste

tedavi edici olabilecegini akla getirir.
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