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I. GIRIS VE AMAC

Karaciger dis1 safra yollarinin herhangi bir nedenle tam olarak tikanmasi
sonucu gelisen tikanma sarilig1, cerrahi olarak tedavi edilmesi gerekli bir hastalik
grubudur. Tikanma sariigi bulunan hastalara uygulanan safra yollan
girisimlerinin morbidite ve mortalitesi ¢ok yiiksektir. Tikanma sariliklarinin
goriinmeyen komplikasyonlari, goriinen komplikasyonlarindan fazladir. Goriinen

komplikasyonlara bakildiginda ana komplikasyonlar sepsis ve renal yetmezliktir.

Apoptosis, DNA bagimli hiicrelerde fizyolojik ve patolojik durumlarda
meydana gelebilen yiiksek diizeyli planli bir hiicre 6limii mekanizmasidir. Bir¢ok
doku; Ozellikle deri, barsak ve immun sistem hiicreleri diizenli olarak
yenilenebilmek i¢in apoptosise ihtiyag duyar. Apoptosiste, hepatositler bu
hiicresel hasarin etkisini azaltabilmek veya ortadan kaldirabilmek i¢in kendi
niikleuslarinda p53 genini aktive ederek hiicre siklusunu uzatmakta ve ortaya
¢ikmis DNA hasarin1 gidermeye calismaktadir. p5S3 geninin fonksiyonlar1 geregi
hiicre hasar1 sonucu ortaya ¢ikan bu etki ile ya hiicredeki DNA hasar1 tamamen
ortadan kaldirilmakta veya hasar ¢ok biiylikse apoptotik sinyal mekanizmalari
aktive edilerek hepatositler intihara zorlanmaktadir. Bu siiregte de apoptotik hiicre
sayisinin artigt viicudu koruyucu bir etki yapmaktadir. Eger hiicre apoptosisle de
Olemezse o zaman DNA hasar1 kalici olur ve hiicrelerde kanserlesmeye dek
uzanabilecek patolojik degisiklikler bagslar ki bu da karsimiza cesitli klinik
tablolarla ¢ikabilir.

Calismanin amaci, deneysel olarak tikanma sariligi olusturulan ratlarda,
tikanma sariliginda mortalite ve morbiditeyi etkileyen septisemi siirecinde 6nemli
bir yer tuttuguna inanilan apoptosisin karacigerdeki diizeyinin histolojik olarak

belirlenmesidir.



II. GENEL BILGILER

2.1 KARACIGER ANATOMISI VE HISTOLOJISi

Karacigerin fizyolojik anatomisine bakildiginda agirlig1 erigskin bir
insanda 1400-1700 gr arasindadir. Genisligi 14 cm, ylksekligi ise 16 cm
kadardir. Karacigerin diyaframla komsu olan yiizii konveks (facia
diaphragmatica), i¢ organlarla komsu olan yiizii ise konkavdir (facia
viseralis). Onde ve sagda bu iki yiizii birlestiren keskin kenara margo
inferior, arkadaki kiint ve yuvarlak kenara da margo dorsalis denir.
Karacigerin i¢ organlarla komsu olan yiiziinde ii¢ oluk bulunur. Enine
durumda olan ve iki yan olugu birbiriyle birlestiren orta oluga karaciger kapisi
(porta hepatis) denilir. Buradan, karacigere giren ¢ikan kan damarlari, safra
yollari, sinirler ve lenf damarlar1 geger. Bu {i¢ oluk karacigerin alt yiizlinii dort
loba aymrir. Sag olugun saginda bulunan kisma sag lob, sol olugun
solundakine sol lob, porta hepatisin Onilindeki pargaya lobus quadratus,

arkasindakine lobus kaudatus denir. Loblarin en genisi ve kalin1 sag lobdur

2).

e Ana toplardamar

Safrakesesi
Karacifer atardaman
Orak sekilli bag

Sekil-1: Karaciger anatomisi (1).



Fakat geleneksellesmis bu tanimlama gergek segmental anatomiyi
aciklamaktan uzaktir. Karaciger portal triadin dallar1 tarafindan kanlanan
segmentlere ayrilir ve hepatik venler ile drene olur. 1957 yilinda Couinaud
tarafindan tanimlanan bu anatomik ayrimda, sol ve sag loblar arasindaki
anatomik boliinme safra kesesi yataginin medial kenarindan arkada vena
kavaya olan hatt1 takip eder. Bu siniflamaya gore iic segmentli sol lob; sol
medial segmenti (segment V) ve sol lateral segmentleri (segment II ve III)
igerir. Sag lob, portal ven ve hepatik arterin dallarina gore dort segmente
ayrilir; anterior-inferior (segment V), posterior-inferior(segment VI),
posterior-superior(segment VII) ve anterior-superior(segment VIII). Kaudat
lob (segment I) arkada sag ve sol hepatik loblar arasinda ayr1 vaskiiler yapilar
ile yerlesmistir. Segmentler arasindaki ii¢ ana hepatik ven karacigerin iist

kisminda vena kavaya acilir (2).

Sekil-2: Karacigerin segmentleri (3).

A.hepatika kommunis, turunkus c¢oliakus’dan ¢ikar. Hepatoduodenal
ligament boyunca yiikselir ve hilusta sag ve sol dallarina ayrilmadan once a.

gastrika dekstra ve a.gastroduodenalis’i verir ve daha sonra karacigere girer. Bir



dakikada karacigere gelen 1500 ml kanin % 25° i a.hepatika’ya % 75’ i ise v.
porta’ya aittir. V. porta, i¢inde kapak bulunmayan bir damardir ve mide, ince ve
kalin barsaklar, pankreas ve dalaktan gelen kani karacigere tasir. V.mezenterika
siiperior ile v. lienalis’in birlesmesinden olusur. V. mezenterika inferior ise
v.lienalis’e drene olur. Karaciger lobiillerindeki santral venlerin son ortak yollar
hepatik venlerdir. Sol, sag ve orta olmak {izere ii¢c ana hepatik ven vardir. Orta
hepatik ven, ana lobar fissiir iizerindedir ve sol lobun medial segmenti ile sag
lobun anterior segmentinin alt kistmlarini drene eder. Sol hepatik ven, sol lobun
lateral segmentini, sag hepatik ven ise sag lobun posterior segmentini ve anterior
segmentinin biiyiik bir kismimi drene eder. Orta hepatik ven, sol ve sag hepatik
ven ile birlesir ve v.kava inferior’a dokiiliir. Yizeyel lenfatikler, lobiillerin
ylizeyel kisimlarindan baglaylp kapsiiliin altindan gegerek diafragma ve
karacigerin asic1 ligamentleri yoluyla posterior mediastene girer. Lobiillerin derin
kisimlarindan kaynaklanan lenfatikler hepatik venleri takip ederek v. kava inferior
boyunca ilerler veya portal venlerle birlikte porta hepatise ulagarak sisterna siliye
oradan da duktus torasikus’a drene olur. Karacigerin sempatik innervasyonu
medulla spinalis’in T9-L1 segmentlerinden, parasempatik innervasyonu sag ve sol

vagustan gelen parasempatik liflerle saglanir (2,4).

Karaciger, elastik ve kollajen dokulardan olusan kalin bir kapsiil ile
ortiiliidiir. Glisson kapsiilii adiyla bilinen bu kapsiil, tabakalar halinde siralanmig
olan ve aralarinda siniizoid adiyla bilinen karmagik bir kilcal sistemin yer aldig1
stingerimsi hiicre kitlesini Orter. Siniizoidler, i¢ ylizlerini orten endotelin Kupffer
hiicresi adiyla bilinen 6zel fagositlerle dosenmis olmasi ve makromolekiillere
kars1 daha fazla gegirgenlik gostermesi nedeniyle sistemik kilcal damarlardan
ayrilir. Karaciger hiicre tabakalari, besin maddeleri ve metabolizma iiriinlerinin

rahatga aligverisini saglayacak sekilde siniizoidlerle iliski halindedir (4).

Mikroskopik incelemede karaciger parankimi, sinirlar1 tam belirli olmayan
lobiiller halinde goriiliir. Her lobiiliin merkezinde karacigerden kalbe kan tastyan
karaciger dis1 kan akim sisteminin bir dali olan santral ven yer alir. Bu santral

venler giderek genisleyen sublobuler venlerle infrahepatik venlere drene olur ve



en sonunda v.kava inferior’a katilan v.hepatika’y1 olustururlar. Periferde bir ¢ok
lobiil arasinda yer alan bir bag dokusu toplulugu vardir. Portal traktus veya portal
triad adiyla bilinen bu doku toplulugu iginde v. porta, a.hepatika ve safra
kanalikiilleri yer alir. Vena porta ve a. hepatika’nin dallar1 bir seri boliinmeden
sonra daha kiigiik dallara ayrilarak dogrudan siniizoidlere dokiiliir. Safra yollar
sistemi, hiicre zarinin bir bolimiinii olusturan ince safra kanalikiilleri olarak
baglar. Safra, hepatositler tarafindan bu kanalikiillere drene olur. Safra
kanalikiilleri yoluyla intralobiiler duktuslara ve daha sonra da portal traktus
icindeki biiylik safra kanallarma dokiiliir (5). Karacigerin parankimini olusturan
bu lobiiller birka¢ milimetre uzunlugunda, 0.8-2 mm capindadir. Karacigerde
50.000-100.000 lobiil bulunur. Karaciger lobiileri; hepatik venlere oradan da vena
kavaya bosalan bir santral ven etrafindaki yapilardan olusur. Venoz siniizoidlerin
etrafinda tipik endotel hiicreleri ve biiyiik Kupffer hiicreleri bulunmaktadir. Venoz
siniizoidleri ¢eviren endotel hiicrelerinde yaklasik 1 mikron c¢apinda c¢ok genis
porlar bulunur. Endotel hiicreleriyle karaciger hiicreleri arasindaki ¢ok dar olan
doku araligina Disse aralig1 denilir. Endotelin biiyiik porlar1 nedeni ile plazmadaki
maddeler disse araligina gegebilirler. Karaciger siniizoidlerinin i¢ yiizlerinde, kan
akimina dogru uzanan pek ¢ok Kupffer hiicresi vardir. Bu hiicreler ¢ok yiiksek
fagositik aktivite gostererek portal vendz kandaki bakterilerin % 99’unu, hatta
fazlasin1 kan, karaciger siniizoidlerinden ayrilmadan tutarlar. Karacigerden bir
dakikada gegen kan akimi miktar1 ortalama 1450 ml kadardir. Bunun 1100 ml’si
portal dolagimdan, 350 ml’si hepatik arter dolagimindan kaynaklanir. Bir dakikada
bu kadar fazla miktardaki kanin ugrak yeri olan karacigerin, makrofaj sistemine

katkis1 yadsinamaz 6l¢iidedir (5).

2.2 SAFRA YOLLARI ANATOMISI
VE HISTOLOJISI

Ekstrahepatik safra pasaji; sag ve sol hepatik kanallar, ana hepatik

kanal, safra kesesi, sistik kanal ve koledogu igerir (6).



Sekil-3: Safra yollar1 anatomisi; a) sag hepatik kanal b) sol hepatik
kanal c) ana hepatik kanal d) sistik kanal e) safra kesesi f) koledok (6).

Safra kesesi, karacigerin alt yiiziinde sag ve sol loblar1 ayiran olukta
yerlesmistir. Dort-ondért cm uzunlugunda (ortalama 8,5 cm) ve 3 cm
genisligindedir. Ortalama kapasitesi 30-50 ml’dir. Fundusu ve godvdesinin
2/3’1 periton ile ¢evrelenmistir ve goriilebilir. Safra kesesi, boyun kisminin
konfigiirasyonuna gore varyasyonlar gosterir. Boyun kismi uzunsa, safra
kesesi tubuler yapidadir. Boyun kismi kisa ve genigse, sakkiiler veya sferik
sekildedir. Karaciger yatagindaki yerlesimine gore 3’e ayrilabilir:

1-Safra kesesi karaciger yataginda si1§ yerlesimlidir ve 3/4’1i periton ile

ortilidiir.

2-Safra kesesi karaciger yataginda derin yerlesimlidir ve 1/3’{i periton

ile ortiiliidiir.

3-‘Pendulous’ safra kesesi: Kese tamamen periton ile ortiiliidiir. Burada

sistik arter ve kanalin torsiyon riski vardir.

Safra kesesi degisik varyasyonlarda olabilir: Retroperitoneal, transvers,
suprahepatik, ‘vesica divisa’ denilen ¢ift safra kesesi, aksesuar safra kesesi,
‘Rokitansky-Aschoff Sinlis’i” denilen psddodivertikiilim, genislemis
intramural uzant1 seklinde olan “Luscka” kanali, safra kesesi ve sistik kanalin

konjenital yoklugu bunlar arasinda sayilabilir (6).



Sistik kanal; 3-5 cm uzunlugunda, 2,4-4 mm genisligindedir. Pars
spiralis denilen baslangi¢c kismi dar, mukoza kivrintis1 gibidir, kaniile etmek
zordur. Sonraki kismi siniizoid egim olarak tanimlanir ve ana hepatik kanalla
birleserek ana safra kanalin1 olusturur. Insanlarin % 75’inde sistik kanal, sag
lateralden, duodenum ile hepatik hilusun arasinda, safra kanalinin orta
segmentine, dorsal veya ventralden, 40° ac¢1 ile acilir. Sistik kanalin, ana
hepatik kanali onden veya arkadan caprazlayarak soldan giris yapmasi
anormal bir varyasyonudur. Ana hepatik kanal, 6,5 cm uzunlugunda ve 6,5
mm genisligindedir. Sag ve sol hepatik kanallarin, porta hepatiste
birlesmesiyle olusur. Sistik kanal ile ana hepatik kanal birleserek ana safra
kanalim1 (koledok) olustururlar. Sistik kanal ile ana hepatik kanal, asagida,
retroduodenal yerlesimli olabilir veya sag ve sol hepatik kanalin birlesim yeri
ile ayn1 seviyede yani yiiksek yerlesimli olabilir. Yiiksek yerlesimde ana safra

kanal1 daha uzundur (7).

Ana safra kanali, 6-8 cm uzunlugunda, ortalama 7,6 mm
genisligindedir. Cap yasla artarak 11 mm’ye kadar c¢ikar. Dort segmente
ayrilir:

| - Supraduodenal segment: 2-5 cm uzunlugundadar.

2-Retroduodenal segment: 1-3,5 cm uzunlugundadir.

3-Intrapankreatik veya retropankreatik segment: 1-2,5 cm

uzunlugundadir.

4-Intramural veya intraduodenal segment: 0,6-2,2 cm uzunlugundadr.

Ana safra kanali, pankreas basina 5-7 mm’lik genis¢e bir liimen seklinde
acilir. Bu kismin genisligi yasla artarak (13 mm’ye kadar c¢ikar) sakkuler
dilatasyon gosterir. Kanalin ¢capindaki ani diisme sonucu (2,9-4,4 mm’e) koledok
sfinkteri olusur. Duodenuma gecisi saglayan dar liimenli kisim isthmus veya pars
preampullaris olarak adlandirilir. Burada safra ve pankreas kanali ince bir
mukozal septumla ayrilir. Hepatopankreatik ampulladan gecen safra kanali

duodenumun 2. kismindaki papiller ostiuma agilir (7).



Sistik arter, sag hepatik arterden ayrilir ve safra kesesini besler. Karaciger,
ana hepatik kanal ve sistik kanalin sinirladigi Calot’un sistik {iggeni i¢inde
bulunur. Karaciger dis1 safra yollarinin vendz drenaji v. porta’ya olmaktadir. Safra
yollar1 sisteminin innervasyonu karaciger gibidir. Vagusun uyarilmasi safra
kesesinin kasilmasina, sempatik uyar1 ise gevsemesine sebep olur. Sempatik

sinirler i¢indeki afferent lifler, safra koligi agrisini iletir (7).

Safra kanallar silindirik epitel ile ortiiliidiir ve mukus glandlari ihtiva eder.
Safra kesesi duvari silindirik epitelden olusan mukoza, muskiiler tabaka,
subseroza ve serozadan olusmustur. Mukus glandlar1 sadece safra kesesinin boyun

kisminda bulunur (8).

2.3 SAFRA FiZYOLOIJiSI VE SAFRA
ASITLERININ OLUSUMU

Bilirubin, toksik bir maddedir ve safra yolu ile atilmasi karacigerin en
onemli fonksiyonlarindandir. Giinliik total safra sekresyonu 700-1400 ml, safra
kesesinin maksimum hacmi ise, ancak 30-60 ml kadardir. Bununla beraber 12
saatlik safra salgist kesede depo edilebilir. Eritrositler 120 giinliik yasamlari
sonunda doku makrofajlar1 tarafindan fagosite edilir. Hemoglobin ilk olarak
globin ve hem’e ayrilir. Hem halkasi agilarak serbest demir kanda transferinle
tagiir, dort pirol ¢ekirdegi diiz bir zincir yaparak safra pigmentlerini olusturur.
Olusan safra pigmentlerinden ilki olan yesil pigment, biliverdindir. Biliverdin
indirgenerek sari-kirmizi renkteki bilirubini olusturur. Bilirubin plazmada hafifce
¢Oziinlir ve albumine kovalent olmayan baglarla baglanarak karacigere tasinir.
Karaciger hiicre membraninca absorbe edilen bilirubin, plazma membranindan
ayrilarak, karaciger hiicrelerindeki Y ve Z proteinleri ad1 verilen iki proteinden
biri ile birlesir. Ancak, hemen sonra bilirubin bu proteinden ayrilir ve yaklasik
%80’1 glukuronik asit ile birleserek bilirubin glukuronat, %10’u siilfat ile
birleserek bilirubin siilfat1 yapar, %10’u ise ¢esitli maddelerle birlesir. Non-
konjuge bilirubin yagda eriyebilir, toksiktir ve albumine siki bir sekilde

baglanarak yiiksek kan diizeylerinde bile idrarla atilmayan bir form olusturur.



Yiiksek kan diizeylerinde dokulara 6zellikle insanlarda beyine girebilir ve toksik
hasara neden olur. Konjuge bilirubin suda eriyebilir, toksik degildir ve sadece
gevsek olarak albumine baghdir. Plazmada normalden yiiksek oranda
bulundugunda (titkanma sariliklarinda oldugu gibi) idrarla atilabilir. Bilirubin bu
bilesikler halinde aktif transportla safra kanalciklarina ¢ikarilir (7). Barsaklara
gecen Dbilirubinin yaklasik yarisi bakteriler tarafindan suda kolay eriyen
iirobilinojene ¢evrilir. Urobilinojenin bir kismi barsaktan geri emilerek portal
dolasima gecer ve bobrege gelerek burada sar1 renkli iirobiline gevrilir. Idrara
rengini bu madde verir. Digkidaki iirobilinojenin ¢ogu barsak bakterileri

tarafindan okside edilerek sterkobiline doner ve digkinin tipik rengini verir (9).

Salgi Metabolizma Uretim
Karaciger

— T *=Bilirubin
Hepatik
hemoproteinler

Bilirubin ___
¢ glilkkuronidler  ~~_
(Kolestazda)

/
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A—UDPGA Py

/ /
\\ j Yaslh eritrositler
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Albiimin \
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A]bﬁmin/Blg bi
rubin Hem
o Globin
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glilkuronidler —
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Bdbrekten atihm
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Sekil-4: Bilirubinin olusum, metabolizma ve atilma yolu (9).

Safranin kuru igerigi kolesterol, safra asitleri, bilirubin ve fosfolipidden
olusmaktadir. Safra asitleri hepatositlerde kolesterolden sentezlenen steroid

molekiillerdir. Taurin ve glisin ile konjuge edilerek safra yollarina itrah edilirler.




Safrada primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere 3 tip safra asidi bulunmaktadir.

Kolesterol ile safra asitleri arasindaki iligki su sekilde sematize edilebilir:

Kolesterol
Primer safra asitleri: Kolik asit Kenodeoksikolik asit
Sekonder safra asitlerti: Deoksikolik asit Litokolik asit ~ 7-ketokolik asit
Karacigerde ~feabsorbe olarak
Tersiyer safra asitleri: Ursodeoksikolik asit

Diyagram-1: Safra asitlerinin olusumu (10).

Primer safra asitleri, barsakta anaerop bakteriler tarafindan sekonder
safra asitlerine doniistiiriilmektedir. Insanda safra asitlerinin % 38-54"i
kenodeoksikolik asit, % 26-39°u kolik asit ve % 16-33’1 deoksikolik asitten
olusmaktadir. Ursodeoksikolik asit ve litodeoksikolik asit % 0.1-5 gibi daha
az oranlarda bulunur. Safra asitlerinin, kolesteroliin tasinmasi ve tas
olusumlarinin engellenmesinin yaninda, yaglarin emiliminde de katkilar
olmaktadir. Safra asitleri barsak i¢indeki endotoksinleri ve bakterileri deterjan
etki ile baglamakta, emilimlerini ve bakterilerin asir1 liremesini

engellemektedir (11).

Ursodeoksikolik asit insanda bulunan endojen bir safra asitidir. Diger safra
tuzlarindan daha hidrofilik olmasi nedeniyle ayrilmaktadir. Bu 06zellik
ursodeoksikolik asite diisiik toksisite kazandirmaktadir. Klinikte safra taslarin

eritmek amaciyla kullanilan ursodeoksikolik asit, kolestatik karaciger
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hastaliklarinda safra asitlerinin yol agti1 toksisitenin baskilanmasi, hepatosit
sitoprotektif etkisi ve immiin sistem modiilasyonu ile karsimiza ¢ikmaktadir.
Diger safra asitleri hepatosit membranlarini hasara ugratacak kadar giiclii deterjan
Ozelliklere sahiptirler. Hidrofilik ursodeoksikolik asitin deterjan etkisi cok daha az
belirgindir ve hepatotoksik degildir. Ursodeoksikolik asitin  hepatosit
membranlarina baglandigi ya da onlarin yapilarina girerek ve stabilitelerini
arttirmak suretiyle membranlar1 hasardan korudugu ileri siiriilmektedir.
Ursodeoksikolik asit, vezikiiler transport yollarin1 aktive ederek hepatositlerde
endotoksinin biliyer itrahin1 artirmaktadir (12). Ayni1 zamanda ursodeoksikolik

asit immiin modiilator etkilere de sahiptir (13,14).

2.4 SAFRA SEKRESYONUNUN
OZELLIKLERI VE TIKANMA IKTERI

Ikter ( sarilik ) teriminin anlami viicut dokularinin sartya boyanmasidir.
Boylece deri ve derin dokular sararir. Normalde serbest ve bilesik sekilleri iceren
plazma bilirubin konsantrasyonu 0.5 mg/100 ml kadardir. Deri, bilirubin
konsantrasyonu normalin {i¢ katina yani 2 mg/100 ml’ye ¢iktig1 zaman sararmaya
baglar. Sariligin en ¢ok rastlanan iki tipi hemolitik nedenli olan ve obstriiktif
nedenli olandir. Tikanma ikteri, safra kanallarmin tikanmasi veya karaciger
hiicrelerinin haraplanmasiyla normal miktardaki bilirubinin bile gastrointestinal

sisteme ¢ikarilamamasidir (15).

Karacigerden safra salgilanmasi1 iki asamada gergeklesir: 1- Once
hepatositler tarafindan iiretilir ve hepatik hiicrelerin arasindaki kiiclik safra
kanalikiillerine salgilanir, 2- daha sonra, interlobiiler septumlara dogru akar.
Burada kanalikiiller terminal safra kanallara dokiiliir ve daha sonra giderek daha
biiylik kanallara dokiilerek sonunda hepatik kanal ve koledok kanalina ulasir.
Buradan da ya dogrudan duodenuma ya da sistik kanal yoluyla safra kesesine

yonelir (16).
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Tablo - I: Karaciger ve safra kesesi safralarinin bilesenleri (10).

Bilesen Karaciger safrasi Safra kesesi safrasi
Su 97.5 gm/dl 92 gm/dl
Safra tuzlari 1.1 gm/dl 6 gm/dl
Bilirubin 0.04 gmy/dl 0.3 gm/dl
Kolestrol 0.1 gm/dl 0.3-0.9 gm/dl
Yag asitleri 0.12 gm/dl 0.3-1.2 gm/dl
Lesitin 0.04 gm/dl 0.3 gm/dl
Sodyum 145 mEq/L 130 mEq/L
Potasyum 5 mEq/L 12 mEg/L
Kalsiyum 5 mEq/L 23 mEq/L
Klor 100 mEq/L 25 mEq/L
HCOs3 28 mEq/L 10 mEqg/L

Safra tuzlariin yaklasik % 94’1 ince barsaklardan absorbe edilir. Bunlarin
yarisi ince bagirsaklarin proksimal boliimiinden diflizyon ile, geri kalan1 ise aktif
transport ile distal ileumdan emilmektedir. Daha sonra portal sisteme gecerek
karacigere ulasir. Bu tuzlarin tamami karacigerde ilk geciste vendz siniislerden
hepatik hiicrelere absorbe olurlar ve safraya sekrete edilirler. Safra tuzlar1 fegesle
atilmadan once 18 kez dolagsmis olur. Her siklusda % 5 kadari atilir. Safra

tuzlarmin bu dolagimina enterohepatik dolasim denir (10).

Ekstrahepatik safra yollarmin bir nedenle tikanmasi sonucu ortaya ¢ikan,
hiperbilirubinemi ve barsakta safra asitlerinin yokluguyla karakterize olan
tikanma sariliginda safra yollar cerrahisi yliksek mortalite ve morbidite riski tagir
(15-17). Baslica komplikasyonlar1 sepsis ve renal yetmezliktir. Postoperatif
donemde bu hastalarda siklikla goriilen intraabdominal infeksiyonlar ve yara

infeksiyonlari, halen hastalar ve cerrahlar i¢in ciddi bir sorundur (17,18).

Tikanma sariliginda barsakta safranin yoklugu endotoksemi ve bakteriyal
translokasyonu artirmaktadir (19,20). Barsakta safranin yoklugu ¢ekal
mikrofloray1 degistirmekte; oral yolla safra ve safra asitlerinin verilmesi tikanma
sariliklarinda enterik bakteri populasyonunu, intestinal morfoloji ve fonksiyonunu

normal hale getirmektedir (11).
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Tikanma sariliklarinda bakteriyal translokasyon ve endotokseminin bir
nedeni de immiin sistem depresyonudur (21,22). Aym1 zamanda Kuppfer
hiicrelerinin fonksiyonlarinin depresyonu ve retikiiloendotelyal sistem (RES)

fonksiyonlarinin da azaldig1 gosterilmistir (21-24).

Barsak duvarindaki makrofajlar, lenfositler, peyer plaklari, mezenter lenf
nodlar1 ve karacigerdeki Kuppfer hiicreleri, bakteri ve endotoksinler i¢in filitre

gorevi gortrler (25).

Tikanma sarilig1, immiin sistemde belirgin bir depresyon olusturur ki bu
depresyon ancak obstriiksiyon ¢oziiliince diizelmektedir (22). RES’in de deprese
oldugu, deneysel ve klinik caligmalarda gosterilmistir (21). RES, karaciger,
akciger ve kemik iliginde 6zellikle bakteri, endotoksin, immiin kompleks ve hiicre
debrislerinin temizlenmesinde gorevlidir (26,27). Tikanma sariligi ve sepsis
modeli ile yapilan c¢alismalarda (22) Kuppfer hiicre depresyonu ve RES
fonksiyonlarinin azaldig1 gosterilmistir. Intraduktal basincin artmasi Kuppfer
hiicre say1isin1 azaltmaktadir. Plazmada toksik maddelerin artmasi, splenik hepatik
kan akiminin azalmasi, serum opsoninlerinin depresyonu, Kuppfer hiicre

aktivitesini azaltmaktadir (21).

Tikanma sariliginda, serumdaki bilirubin, alkalen fosfataz (ALP) ve alanin
aminotransferaz (ALT) yiikselmeleri karaciger hasarin1 gdsteren spesifik
belirteclerdir (28). Tikanma ikteri nedeniyle opere edilen hastalarin biiyiik bir
cogunlugunda oOzellikle septik komplikasyon olmak iizere postoperatif
komplikasyonlar gézlenmektedir (29,30). Son zamanlarda bu komplikasyonlarin
olusumunda sepsis sendromunu yoneten olaylar olan portal ve sistemik
endotokseminin, bakterial translokasyonun tetikledigi proinflamatuar yanit ve
inflamatuar kaskadin aktivasyonunu gosteren ¢aligsmalar vardir (31-33). TNF-a ve
interlokin IL-6"nin arttig1, hiicresel immiinitenin baskilandig1 deneysel olarak (34,

35) ve klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (36).
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Tikanma sariliginda goriilen akut renal hasar ve sepsisle korele olarak
karacigerdeki RES fonksiyonlarinda azalma ve Kuppfer hiicrelerinin endotoksin
temizleme klirensinde diisme goriiliir (37,38). Tikanma sarilikli vakalarda
sistemik endotoksemi ve lizerine eklenmis inflamatuar yanit operatif travma ve

postoperatif morbiditenin nedeni olarak géziikmektedir (38).

2.5 APOPTOSIS

Apoptosis programlanmis hiicre liimiinii ifade etmektedir. I¢/dis uyarilar
sonucu internal olarak kodlanmis intihar programinin spesifik aktivasyonu sonucu
olusur. Bir hiicrenin mitoz, farklilasma ve apoptosis olmak {izere Oniinde ii¢
secenegi vardir. Ultraviyole, ilaglar, hormonlar ve lizozomal sitotoksik ajanlar
apoptosisin dis uyaranlariyken transkripsiyonel regiilatdrler ve serbest O:2
radikallerinin yol agtigit DNA hasar1 i¢ uyaranlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Apoptosis karsimiza sitotoksik T hiicrelerinin indiikledigi hiicre o6liimlerinde,
parankimatdz organlarin patolojik atrofisinde, viral hastaliklarda hiicre
zedelenmesinde, dokularda hiicre miktarinin sabit tutulmasinda, hasarlanmis
hiicrelerin uzaklastirilmasinda ve yaslanma silirecinde ortaya c¢ikmaktadir.
Apoptosisde hiicreler tek tek etkilenir, fizyolojik uyarilarla tetiklenir, komsu hiicre

ve makrofajlarin fagositozu mevcuttur ve inflamatuar degisiklikler s6z konusudur

(39).

Apoptosisin - morfolojisine baktifimizda hiicre biiziismesi, kromatin
kondensasyonu, sitoplazmik bleblerin olugmasi, apoptotik cisimlerin olugmasi ve
fagositoz asamalar1 izlenir. Apoptosisde biyokimyasal olarak protein klivaji,
protein ‘cross-linking’, DNA kirilmasi ve fagositik taninma &zellikleri izlenir.
Biyokimyasal 6zelliklerine baktigimizda ise aktivasyon ve enzimatik basamaklar
iceren kontrollii bir siirecte; enerji bagimli oldugu, random olmayan DNA
fragmentasyonu, prelitik DNA fragmentasyonu, mitokondriden sitoplazmaya bazi
faktorlerin ¢ikisi (Apoptosis inducing factor ve cytochrome c), kaspaz kaskadinin
aktivasyonu ve membran asimetrisinin bozulmasi gozlenir. Diyagram-2’de hiicre

Olimiiniin olusumu sematize edilmektedir (39).
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Hiicre dliim sinyali
ATP yok
Nekroz
ATP-bagimh basamak

l

Kaspaz kaskadi
Aktive kaspazlar

l

Yaptirimcel kaspaz

l ATP yok

ATP-bagimh basamak Nekroz

(aktif niikleer transport)

Apoptozis

Diyagram-2: Apoptosis - nekroz kaskadi

Karacigerde apoptosis olusurken apoptotik yapilar

‘councilman cisimcikleri’ denir ve bu dakikalar, saatler icerisinde olusur. Bu

cisimcikler Annexin V boyasi ile gosterilebilir. TUNEL boyamasi ile de dokuda

apoptotik DNA fragmanlar1 saptanir.

Apoptosis, DNA bagimli hiicrelerde fizyolojik ve patolojik durumlarda

meydana gelebilen yiiksek diizeyli bir planl hiicre 6liimii mekanizmasidir (39).
Apoptosis esas olarak viicud i¢in zararl olan, fazla hale gelen, ihtiyacindan daha

uzun yasayan hiicrelerden kurtulmayi saglayan bir metoddur. Bircok doku ve
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ozellikle deri, barsak ve immiin sistem hiicrelerinin diizenli olarak yenilenmesi
icin apoptosise ihtiya¢ duyarlar. Aktif hiicresel nekroz ile karsilastirildiginda
nekroz genellikle hiicre membraninda bir destriiksiyon sonucu olusurken,
apoptosis hiicresel biiziilme ile sonuglanan bazi morfolojik bulgularla
karakterizedir ki bunlar; niikleer ve sitoplazmik biiziigme, membran ayrigmasi ve
bu yapilarin i¢inde olugan apoptotik cisimciklerdir. Apoptotik hiicreler hizlica
tanmnirlar ve makrofa; ve/veya dentritik hiicrelerce fagosite edilirler. Son
gilinlerdeki kanitlar gostermektedir ki apoptotik hiicreler immiin fonksiyon i¢in
gerekli olan hiicrelere zarar vermekte ve immiinsupresyona katkida bulunmaktadir
(40). Septik sendrom siirecinde lenfositlerin apoptosisi, interlokin 2’nin
bulunmayisi ile ya da glukokortikoidlerin ve granzimlerin ( sitolitik lenfositlerin
graniilleri, naturel killer ve sitotoksik T hiicreleri ) salinimi ile ya da TNF-a ya da

Fas ligandinin tetikledigi 6lim aktivatdrleri ile gelisir.

Apoptosis sitozolik ve/veya mitokondrial kaspazlarin (intraselluler sistein
proteaz) otoaktivasyonu aracilifiyla ilerler ki bu Bcl-2 genomunun kontroliindeki
pro- ve anti-apoptotik proteinlerle diizenlenir (41). Bu kaspaz aktivasyonu
apoptosisde neredeyse damgasini vurmus hale gelmistir. Aktive kaspaz-3 hiicre i¢i
apoptotik kaskadda efektdr rolii oynamaktadir (42). Apoptosis iskemik kalp
hastaligina, felce, ndrodejeneratif hastaliklara, sepsis ve multi organ disfonksiyon

sendromunda hakim roldedir.

Apoptosisin bir noktada durdurulmasi, fonksiyonlarin devami, biiyiime ve T
lenfositlerinin diferansiyasyonu i¢in gereklidir. Bununla birlikte apoptosis target
hiicrelerinin sitotoksik dldiiriilmesinde ve immiin cevapta lenfosit hemostazisinin
diizenlenmesinde anlagilamamis rollere sahiptir. Boylece apoptosis, lenfosit
popiilasyonu etkilerine bagimli olan konak¢r savunmasinda avantaj ve

dezavantajlar ile 6ne ¢ikmaktadir (43).

Deneysel hayvan caligmalarinda ve ciddi hastaligi bulunan hastalarda
apoptosisin artiginin lenfoid organlarda ve bazi parankimal dokularda immiin

supresyona neden oldugu, anerji olusturdugu, tedaviye yanitsizlik olusturarak
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organ sitem disfonksiyonunda temel etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Deneysel
hayvan caligmalarinda lenfoid hiicreleri inhibe edici tedavinin apoptosisin
ilerlemesi ile sonuglandigi gosterilmistir. Anlagilmaktadir ki apoptosisi bloke
edebilecek olan farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi sepsis tedavisine rehberlik

edebilecek alisilmamis tedavi yaklagimlarini giindeme getirebilecektir (44-46).

2.6 p53

p53 17. kromozomun kisa kolunda p13.1 bolgesinde yer alan ve 393 amino
asit iceren bir gendir. Farkli gorevleri oldugu bir¢ok ¢alismayla ortaya konmusg
olup bilhassa agir DNA hasar1 olan durumlarda hiicre ¢ekirdeginde ortaya ¢iktigi
belirlenmistir (47). Artmis p53 geni miktar1 hiicre siklusunun G; fazinin bir
stireligine duraklamasina neden olur ve bu sayede S fazina girilmeden 6nce DNA
tamiri i¢in hiicre zaman kazanmis olur. Bu nedenle p53 “genom koruyucusu”
olarak da isimlendirilmektedir (47,48). p53 miktar1 artis1 ortamdaki hiicrelerin
apoptosis ile oliimiinii baskilamak suretiyle asir1 hiicre ¢ogalmasini engelleyici
etki yapar. Bununla birlikte, bu geni kontrol eden baska genlerin varlig1 veya
yokluguda p53 fonksiyonlari iizerine belirleyici rol oynar. Ornegin c-Myc gibi bir
onkojen tarafindan iiretilen ¢ogalma sinyalleri p19 ( ARF ) geni tarafindan kontrol
altinda tutulur (49). Bu gen ortamdan boyle bir sinyal alindiginda mdm?2 gen
yikimint uyarmak suretiyle p53 yikimini engeller ve ortamdaki p53 miktar: artar.
Eger bu gende herhangi bir hasar meydana gelecek olursa p53 miktarinin
yetersizligine bagli olarak dokuda apoptosis orani azalir ve malign karakterde

klinik tablolar ortaya ¢ikabilir (50,51).

Bir¢ok hiicresel sistemde apoptosisin baslangici p53 supresor geninin
aktivasyonuyla olmaktadir (52). p53 ya da diger adiyla tiimor protein 53 (TP53),
hiicre dongiisiinli diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok organizmada
kanseri baskilamak i¢in ¢ok 6nemli bir proteindir. Genomda mutasyon olmasini
Onleyerek genom stabilitesini korur. p53, hiicre igerisinde dortlii (tetramer) bag
yapmis halde islevseldir. DNA zarar gordiiglinde DNA tamir proteinlerini

harekete gecirir. DNA tamir edilemeyecek kadar zarar gordiigiinde ‘apoptosis’ i
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baslatir. Bu gen insanlarda 17. kromozomda bulunur. Farelerde 11. kromozomda,
sicanlarda 10. kromozomda, kopekte S5.kromozomda ve domuzda 12.

kromozomda yerlesmistir.

Kanserlerde gen diizeyinde en sik rastlanan degisiklik p53 tiimor baskilayict
gen mutasyonlaridir. Tiimor baskilayici gen kaybinda veya inaktivasyonunda
hiicre, malign degisim yolunda 6nemli bir adim atmaktadir. Deri, akciger, mide,
kolon, meme, mesane, bas-boyun, Ozefagus gibi insanlarda en sik goriilen
kanserlerde p53 geni mutasyonlarinin goriilme olasiligit % 30-70 arasinda

degismektedir.

Yaban tip mutasyona ugramamis p53 proteini hiicre biliylimesinin
durdurulmasi, progranlanmis hiicre 6liimii, hiicre farklilagsmasi ve DNA tamir

mekanizmasinin baglatilmasinda rol alir.

p53 mutasyonlarinin ¢ogu aminoasit degisikligine yol acan ‘missense’
mutasyonlardir. Mutasyon genellikle fonksiyon kaybi ile sonuglanir ve bu
durumun tiimor prognozu ile iligkisi gosterilmistir. Bu nedenle mutasyon analizi

kanserin tanisi, tedavisi ve takibinde yararli bir yaklasim olabilmektedir.

Insan kanserlerinde saptanan yiiksek p53 geni mutasyon goriilme siklig1,
p53’ilin timor gelisiminde Oonemli islevlere sahip oldugunun gostergesidir (53).
p53 bu islevlerini gen transkripsiyon kontrolii, DNA tamiri, hiicre dongiisii
kontrolii, genomik stabilite, kromozom segregasyonu, senesens, anjiogenez,
apopitosis ve tiimor baskilanmasi gibi hiicresel siireglerde direkt ya da indirekt
olarak sahip oldugu molekiiler etkilesimler yolu ile yerine getirmektedir (54).
Tiim bu islevleri ve 6zellikle tiimor gelisimini baskilayici rolleri ile ‘genomun
koruyucusu’ olarak tanimlanan p53 proteini DNA hasari, hipoksi, niikleotid
havuz deplesyonu, viral enfeksiyonlar ve onkogen aktivasyonu gibi ¢esitli
genomik stres durumlarinda aktive olmaktadir. Ancak normal p53 islevinin

bozulmasi, kanser gelisimini baskilayan hiicre i¢i yolaklarin islevlerinin
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bozulmasina neden olmakta ve bu durum hiicrenin kanserlesme siirecine katkida

bulunmaktadir (53).

p53 geninin allelik heterozigosite kaybina yol acan mutasyonlara insan
kanserlerinin yaklasik olarak %50’sinde rastlanilmaktadir (53). p53 geninde
saptanan bu mutasyonlar, genin tiimor baskilayici islevini ortadan kaldirmaktadir.
Ancak p53 mutasyonlari ile histolojik tiimor evreleri arasinda anlamli istatistiksel
iliski kurulamamakta ve bu konuda yapilan arastirma sonuglar1 birbirleriyle

celismektedir (55).
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III. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel ¢alisma Afyon Kocatepe Univeristesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Cerrahi ve Arastirma Boliimii laboratuvarinda, Kocatepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu onay1 ile gerceklestirildi. Calismada Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma Boliimiine
bagli hayvan iiretim merkezinden temin edilmis , agirliklar1 270 -320 gr arasinda
degisen 20 adet erkek cins wistar - albino rat ile gerceklestirilmistir. Deney
oncesi ve sonrasinda denekler miistakil esit biiyiikliikteki kafeslerde barindirildi.
Standart yem ve ¢esme suyu ile beslenmeleri saglandi. Deney sekizerli gruplarla
planlanmis olup gruplardaki deney hayvani sayisi olast kayiplar planlanarak

olusturuldu. Denekler onarli iki gruba ayrildi.

1.Grup: ( Kontrol Grubu ): orta hat laparatomi ve koledok eksplorasyonu
yapilan grup
2.Grup: ( Calisma Grubu ): orta hat laparatomi, koledok eksplorasyonu ve

ligasyonu yapilan grup

Deneyin yapilacagi giiniin 6ncesindeki geceyarisindan itibaren ratlarin
beslenme siireci durduruldu ve cerrahi girisim sabah 9 ile 12 arasinda planlanda.
Girigim Oncesi deney hayvanlarina anestezik ajan olarak im. Ketamin 100 mg/kg (
Ketalar amp, EIP, Istanbul, Tiirkiye) ile Xylasine 60 mg/kg (Bayer, Istanbul,
Tiirkiye) uygulandi. Agrili uyarana yanit alinmayinca cerrahi isleme baslanildi.
Ratlar supin pozisyonunda yatirildiktan sonra 6n ve her iki arka ekstremitesi
sabitlendi. %10'luk Betadin ile antisepsi saglandi. Ardindan her iki gruba da iist
abdominal orta hat kesisi ile laparatomi uygulandi. Her iki grupta da koledok izole
edildi ( Sekil 4 ) ve kontrol grubunda bu asamada cerahi sonlandirilirken ¢alisma
grubunda 4-0 ipek (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) ile koledok iki ayr1 yerinden
bagland1 ve ligatiirler arasindan tam kat olarak kesildi. Fasya ve cilt tek tek olarak
3-0 ipek ile ayr1 ayr kapatildi. ( Sekil 5 ) Ratlar anestezinin etkisinden ¢ikmak

lizere ayr ayr1 kafeslerde infrared kaynagiyla isitilan bekleme alanlaria alindi.
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Sekil-5 : Koledok izolasyonu Sekil-6 : Fasya kapatilmasi

Yedi giin boyunca deney hayvanlar1 24 °C sicakligindaki oda 1sisinda
standard yem ve ¢esme suyu ile beslenmeye alind1 ve 12 saat gece 12 saat giin
15181 alabilen laboratuvar ortaminda himaye edildi. Yedinci giiniin sonunda deney
hayvanlarindan kontrol grubunda ikter olmadigi ve calisma grubunda ikter
olusturuldugunun inspeksiyonla saptanmis olmasinin disinda biyokimyasal olarak
kanitlanmas1 amaci ile deney hayvanlarinin kuyruklarindan kan alindi ve analiz

edildi.

Biyokimyasal analiz sonucunda tikanma ikterinin gergeklestirildiginin
kanitlanmasi ile gruplardaki deney hayvanlart histolojik inceleme i¢in karaciger
orneklemesi ve sakrifikasyon amacli ikinci kez postoperatif 7. giinde eski
insizyon lizerinden anestezisi saglanarak opere edildi ve ac1 duymamalarina 6zen
gosterildi. Alinan karaciger ornekleri %10 formol ile tespit edilerek Kocatepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali’na incelenmek iizere

nakledildi.

3.1. HISTOLOIJi

Deney ve Kontrol gruplarindan alinan karaciger dokusu 6rnekleri %10’ luk

ndtral formaline konulmak suretiyle fikse edildi. Fiksasyon sonrasi drnekler rutin
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histolojik parafin takip metodu kullanilmak suretiyle takip edilerek parafine

gomiildii.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYA

Her hayvandan alinan 4 p kalinhiginda kesitler PolyLysine kapli lama
almarak immunohistokimyasal boyama uygulandi. Immunohistokimyasal olarak
p53 ekspresyonunu gdstermek igin almman Ornekler Oncelikle rehidrate edildi.
Sonrasinda antijen retrieval uygulamak icin ornekler Citrate buffer’a konularak
mikrodalga firinda 25 dakika siireyle bekletildi. Primer antikor olarak anti-p53
Clone DO-7 (Labvision, Fremont CA, USA) ve sekonder antikor olarak HRP
(=Horse Radish Peroxydase) (Labvision, Fremont CA, USA) kullanildi.
Kromojen olarak AEC ve zit boyama i¢in Mayers Hematoxylen ( Sigma, USA )

kullanildi. Boyanan lamlar 151k mikroskobu altinda degerlendirildi.

Ote yandan yine her Ornekten alman diger 4 p kalinhgindaki kesitler
PolyLysine kapli lama alinarak apoptosis tespiti amaciyla kullanildi. Apoptosisin
tespiti amaciyla alinan 6rnekler TUNEL metodu kullanilmak suretiyle boyandi.
TUNEL metodu uygulanmasi i¢in ticari bir kit olan Fragel DNA Fragmentation
Detection kit (Calbiochem, Darmstadt, Germany) kullanildi. Alinan 6rnekler
rehidrate edildikten sonra Proteinase K’da 20 dakika bekletilerek doku
permeabilizasyonu saglandi. Buffer uygulanmasi sonrasi enzim uygulanarak
isaretleme yapildi ve 90 dakika 37 °C’de inkiibasyon yapildi. Sonrasinda
konjugate uygulanan ornekler, kromojen olarak DAB ve en son basamakta zit
boyama i¢in Metil green ile boyandi. Boyanan 6rnekler 1sik mikroskobu altinda

incelendi.

Isik mikroskobu altinda incelenen Orneklerde apoptotik ve p53 pozitif
hiicreler x20 objektif biiyiitmede her preparatin farkli 10 bélgesinde sayisal olarak
degerlendirildi. Hiicrelerin sayimi i¢cin UTHSCSA Image Tool Image Analysis
Programi kullanildi. Ancak kontrol grubunda ne apoptotik ne de p53 pozitif

hiicreler olmadig1 i¢in istatistiksel analiz uygulanmadi.
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IV. BULGULAR

Yedinci giinde her iki grupdan da kanlar alinarak biyokimyasal analiz

yapildi. Veriler oncelikle tablo haline getirildi ve daha sonra istatiksel analiz i¢in

Mann Whitney-U testi uygulandi.

Tablo - II: Biyokimyasal analiz

KONTROL GRUBU CALISMA GRUBU
Rat T.Bil/D.Bil (mg/dl) Rat T.Bil/D.Bil (mg/dl)
1 0.07/<0.01 1 13.67/10.33
2 0.12/0.05 2 12.73/9.05
3 0.35/0.13 3 13.87/3.38
4 0.86/0.33 4 8.7/ 4.0
5 0.16/ 0.08 5 10.22/ 6.76
6 0.09/<0.01 6 12.86/ 8.63
7 0.76/ 0.26 7 10.28/ 6.49
8 0.65/0.18 8 11.34/7.34
Ortalama 0.38/0.13 Ortalama 11.70/ 6.99
Tablo - I1I: Tanimlayici Istatistik
N | Ortalama Std.Deviasyon | Alt Deger Ust Deger

T.Bilirubin 16 | 6.0456 5.99006 .07 13.87

D.Bilirubin 16 | 3.5644 3.90866 01 10.33

Groups 16 | 1.5000 51640 1'8 2.00

Tablo - IV: Istatistiksel Test(b)

T.Bilirubin | D.Bilirubin
Mann-Whitney U .000 .000
Wilcoxon W 36.000 36.000
z 3.361 -3.363
Asymp. Sig. (2-tailed) | .001 .001
. N .
Iglxga;:]t Sig. [2*(1-tailed 000(a) 000(a)

a Not corrected for ties.

b Grouping Variable: Groups
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Istatiksel analiz i¢in SPSS for Windows 15.0 kullamldi. Tablo-IV’de

gosterildigi lizere P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Yapilan 151k mikroskobik incelemede karaciger hiicrelerinde (hepatosit)

apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesinde; apoptotik hiicrelerin deney grubundaki

tiim ratlarin karaciger dokusunda yaygin olarak mevcut oldugu ve bazi bolgelerde

yogun birikim gosterdikleri tespit edildi (Resim:1-4).

Resim:1. Deney grubundan alinan
karaciger dokusu Omeginde apoptotik hiicrelerin
(kahverengi  ¢ekirdekli)  goriinimii.  Fragel
(Calbiochem). X100.

Resim:2.Deney  grubundan  alman
karaciger dokusu drneginde apoptotik hiicrelerin
(kahverengi  ¢ekirdekli) goriiniimii.  Fragel
(Calbiochem). X200. Mavi filtre kullanilmigtir.

Resim:3. Deney grubundan alinan
karaciger dokusu omeginde apoptotik hiicrelerin
(kahverengi  ¢ekirdekli)  goriinimii.  Fragel

(Calbiochem). X200. Mavi filtre kullanilmistir.

Resim:4. Deney grubundan alinan
karaciger = dokusu  Orneginde  apoptotik
hiicrelerin (kahverengi ¢ekirdekli) goriinimi.
Fragel (Calbiochem). X400. Mavi filtre
kullanilmustir.




Bununla birlikte, kontrol grubundaki ratlarin karaciger dokusunda higbir

apoptotik hiicreye rastlanmadi (Resim:5-6).

Resim:5. Kontrol grubundan alinan Resim:6. Kontrol grubundan alinan
karaciger dokusu  Omeginde parankimin karaciger dokusu Orneginde parankimin
goriinimi. Higbir apoptotik hiicre mevcut goriiniimii. Hicbir apoptotik hiicre mevcut
degildir. Fragel (Calbiochem). X100. Mavi filtre degildir. Fragel (Calbiochem). X200. Mavi
kullanilmugtir. filtre kullanilmstir.

Hepatositlerde p53 ekspresyonunun degerlendirilmesi amaciyla yapilan
immunohistokimyasal degerlendirmede; p53 pozitif hepatositlerin  deney
grubundaki ratlarin karacigerinden alinan doku orneklerinde olduk¢a yaygin

olarak mevcut oldugu tespit edildi (Resim:7-9).

Resim:7. Deney grubundan alinan
karaciger dokusu Orneginde p53  pozitif
hiicrelerin (kirmizi sitoplazmalt) gériiniimii. p53

Clone DO7 (Labvision). X200.
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Resim:8. Deney grubundan alinan
karaciger dokusu Orneginde p53 pozitif
hiicrelerin (kirmizi sitoplazmali) gériintimii.

p53 Clone DO7 (Labvision). X200.

Ancak kontrol grubundaki

Resim:9. Deney grubundan alinan
karaciger dokusu Orneginde p53 pozitif
hiicrelerin (kirmizi sitoplazmalr) goriiniimii.

p53 Clone DO7 (Labvision). X200.

ratlarin  karacigerlerinden alinan doku

orneklerinde higbir p53 ekspresyonu gosteren hiicre tespit edilmedi (Resim:10-

11).

Resim:10. Kontrol grubundan alinan

karaciger dokusu Omneginde parankimin
goriiniimii. Higbir p53 pozitif hiicre mevcut
degildir. p53 Clone DO7 (Labvision). X200.

Resim:11. Kontrol grubundan alman

karaciger dokusu Orneginde  parankimin
gorinimi. Higbir p53 pozitif hiicre mevcut
degildir. p53 Clone DO7 (Labvision). X200.




V. TARTISMA

Kolestazis, insan karaciger hastaliklarinin genis yelpazesi igerisindeki bir
gruptur (56). Tikanma ikterli hastalardaki peroperatif mortalite oranlar1 % 8-20
olarak rapor edilmektedir (57). Sarilikli hastalarda yiiksek serum bilirubin
degerleri ile operatif mortalite arasinda bir korelasyon bulunmaktadir (58). Biliyer
obstriiksiyonun ( kolestazis, obstriiktif sarilik ) sayisiz patofizyolojik durum
yarattig1 bilinmektedir (59). Kolestazis hepatik xenobiotic enzimlerin birgoguna
eslik etmektedir (60,61). Bunlar arasinda dikkat g¢ekici olansa karacigerdeki
gulutatyon konjigasyonundaki metabolik imbalansdir. Tikanma ikterli vakalarda
klinik semptom ve bulgular net olarak belli iken xenobiotic enzimlerin akut ve
kronik hallerdeki metobolik durumu tam olarak netlik kazanmamustir. Iste bu
nedenle insandaki tikanma ikterlerine benzer modeller ratlarda ortak hepatik kanal
baglanarak  olusturulan  ekstrahepatik  kolestazisli  deneylerde = major
detoksifikasyon yolunda gorev alan aromatik aminler, siilfidler ve metiltransferaz
enzimatik yolaklar1 aragtirilmaktadir (62,63). Bizde calismamizda ortak hepatik

kanal1 iki ayr1 yerinden baglayip keserek tikanma ikteri modeli olusturduk.

Klinik goézlemimiz sonucunda hiler biliyer duktus karsinoma ya da biliyer
karsinomal1 sarilikli hastalarda hepatektomi tek cerrahi rejimdir fakat cerrahi
prosediirlere, artan morbidite ve mortalite eslik etmektedir. Baglica postoperatif
komplikasyonlar; hepatik sarilik, sepsis, kanama ve renal yetmezliktir (64,65). Bu
kadar genis bir yelpazeye sahip kolestazis ve bircok komplikasyona gebe olan bu
hastalik grubu cerrahlar i¢in halen sikint1 verici bir problem olarak durmaktadir.
Tedavisi konusunda da degisik yaklasimlar olan bu grupda biz de ratlarda tikanma
ikteri modeli olusturarak apoptosis ve pS53 ekspresyonu paremetrelerini
degerlendirmek istedik. Ciinkii apoptosisin sepsis siirecinde ¢ok 6nemli bir rol
oynadigmi ve tedavisinde miidahale edilebilecek bir basamak oldugunu
diisiinmekteyiz. Tikanma ikterinin komplikasyonlarinin biri de sepsis oldugundan

bu patolojide apoptosis diizeyinin tespiti onem arz etmektedir.
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Bazi caligmalar preoperatif biliyer drenajin obstriiktif sarilikli hastalarda
mortalite ve morbiditeyi diisiirdiigiinii gosterirken (66,67) bazilar1 ise aksi yonde
veriler sunmaktadir (68). Bu yaymlar ve kendi klinik deneyimlerimiz géz Oniine
alindiginda kolestazli hastalarda preoperatif biliyer drenajin gerekli oldugu kabul
gormektedir. Tartismali olan ise drenajin sekliyle alakali kisimdir. Bu konudaki
goriliglere baktigimizda bircok yazar barsak icerisinde safranin bulunmasi
endotoksemi gelisiminin Onlenmesinde ve nutrisyonel halin gelistirilmesinde
eksternal biliyer drenaja gore daha Onemli bir yere sahiptir derken (69,70)
Diamond ve Ark. gastrointestinal kaynakli endotokseminin gelisiminin
onlenmesinde esas énemli olanin biliyer dekompresyonun saglanmasi oldugunu
vurgulamaktadir (71). Biz de bir ¢ok yazarin kabul ettigi gibi internal drenajin
eksternal drenaja gore daha i1yi sonuclar verdigini klinik gozlemlerimizde gordiik.
Ancak bir diger degerlendirmemiz literatiirde de belirtildigi gibi bilirubin degeri
ile alakali olan ve 10 mg/dlI’nin iizerindeki degerlerde operatif mortalite ve
morbiditenin arttig1 yoniindedir. Bu yiizden safranin drenaji konusunda internal
yolun daha iyi oldugunu ancak preoperatif internal drenaj miimkiin degil ise
eksternal drenaj ile bilirubin degerinin 10mg/dl’nin altina diistiriilmesi gerektigini
savunuyoruz. Bu savimizi ve klinik deneyimlerimizin Ongoriilerini deneysel
olarak da gormek istedik. Calisma grubumuza igilincii bir grup ekleyerek
koledokoduodenostomi ile ikter olusturdugumuz ratlar1 internal drenaj sonrasini
degerlendirmeyi planladik. Ancak koledokoduodenostomi yaptigimiz hicbir rati
yedi giin yasatmay1 basaramadik. Bu nedenle de bu grubu c¢aligmamiza dahil

etmedik.

Hiler safra yolu karsinomu veya safra kesesi kanserli sarilikli hastalarda
hepatektomi birinci tercih edilen cerrahi yontemdir. Gostermistir ki hepatektomi
yapilan obstriiktif sarilik olusturulmus ratlardaki operasyon sonrasi karaciger
rejenerasyonu sham grubundakiyle benzer sonugtadir (72). Ancak mortalite ve
morbidite oran1 yiiksek bulunmustur. Rejenerasyon benzer olmakla beraber bizim
calismamizdan ¢ikan anlamli derecedeki p53 ve apoptosis artiginin bu mortalite ve
morbiditeyi agiklayabilme ihtimali diisiindiiriiciidiir. Ciinkii tikanma ikterinde 6ne

cikan nekrozdan ¢ok apoptosis siirecinin tetiklenmesi olduguna inanmaktayiz.
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Foss A ve Ark. ¢alismasi da bu goriisiimiiziin olusmasinda pay sahibidir. Ciinkii
bu calismada sham grubunda da g¢aligma grubunda da karaciger rejenerasyon
oranlar1 benzerdir (72). Her iki grubda da rejenerasyon benzer olmasina ragmen
calisma grubundaki mortalitenin yiiksek olmasinin sebebi acaba tetiklenen
apoptosis siirecinde gruplar arasinda bir fark mi oldugu sorusudur ve bunun
genetik diizeydeki bir farkliliktan m1 kaynaklandigi agiklik kazanmamistir. Bu

ylizden kendi olusturdugumuz deney modelinde p53 ekspresyonunu da inceledik.

Shuji Saiki ve Ark. Gergeklestirdigi bir bagka calismada ise tikanma ikteri
olusturulan ratlarda karaciger rejenerasyonunun restorasyonunda biliyer
dekompresyonun onemi ve internal drenajin eksternal safra drenajindan daha iyi
bir rejenerasyon sagladigi savunulmaktadir (73). Ayni calismada safra drenajinin
karaciger endotelyal fonksiyonlar1 iizerine etkisi Engstrom-Laurent A ve Ark.
caligmasindaki gibi hyaluronic asidin serum konsantrasyonu ve endotoksinlerin
portal kandaki konsantrasyonlar1 ile gosterilmistir (74). Bu calismada karaciger
endotelyal fonksiyonlar1 degerlendirilmekte, internal biliyer drenajin Onemi
vurgulanmakta ama hiicresel diizeyde ve genetik ekspresyon diizeyinde veri
sunulmamaktadir. Biz kendi ¢alismamizda biyokimyasal parametre olarak yalniz
ikter olusturdugumuzu gostermek amagli bilirubin degerlerini ¢alistik ve
karacigerin fonksiyonel degerlendirmesini degil hiicresel degisikliklerini
irdeledik. Tikanma ikteri olusturdugumuz ratlarda postoperatif yedinci giin
sonunda direkt ve indirekt bilirubin degerlerinin ortalamasini sirastyla 6.99/11.70
mg/dl olarak bulduk. Mann — Whitney U testi ile istatistiksel olarak da bu

sonuglarin kontrol grubuna gore anlamli oldugunu tespit ettik ( P=0.001).

Tikanma ikterinde mortalite ve morbiditenin artmasindan sorumlu tutulan
birka¢ etyolojik faktdr tanimlanmaktadir; hipotansiyon, bozulmus nutrisyonel
durum, deprese olmus immun sistem, hepatik disfonksiyon ve dolasimda gezinen
toksik safra tuzlar1 (75-77). Ornegin son giinlerdeki kanitlar gostermektedir ki
apoptotik hiicreler immun fonksiyon i¢in gerekli olan hiicrelere zarar vermekte ve
immunsupresyona katkida bulunmaktadir (40). Deneysel hayvan c¢alismalarinda

ve ciddi hastalig1 bulunan hastalarda apoptosisin artisinin lenfoid organlarda ve
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baz1 parankimal dokularda immunsupresyona neden oldugu, anerji olusturdugu,
tedaviye yanitsizlik olusturarak organ sistem disfonksiyonunda temel etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Deneysel hayvan c¢alismalarinda lenfoid hiicreleri inhibe

edici tedavinin apoptosisin ilerlemesi ile sonuglandig1 gosterilmistir (44—46).

Bircok yayin obstriiktif sariliin sadece hepatocelliiler fonksiyonlari
zayiflatmasini degil ayn1 zamanda immun sistemin bir parcgasi olan kupffer hiicre
aktivitesinde depresyon gergeklestigini, sonunda hepatik yapisal hasarin
gelisimini ve en Onemlisi portal hipertansiyon gelisimine yol actigini
vurgulamaktadir (78,79). Calismamizda mortalite ve morbiditeyi arttirdig1 inanci
olan kupffer hiicre aktivitesindeki depresyonun kaynaginin, ikterik halin
karacigerdeki apoptosis siireci ile olan ilintisini arastirdik. Eger apoptosisin ne
diizeyde etkilendigini tespit edebilirsek ikter devam ederken tetikledigi bu yolda
Ozellikle medikal bir miidahale ile bu siire¢ yavaglatilip cerraha zaman
kazandirilip kazandirilamayacaginin 6niinii agmak istedik. Nitekim tikanma ikteri
olusturdugumuz grupdaki tiim ratlarda apoptotik hiicre sayisinin ve p53

ekspresyonunun arttigini gosterdik.

Bununla birlikte sonu¢ olarak yara iyilesmesinin bozulmasi, portal ve
sistemik endotoksemi gelisimi, retikiiloendotelyal hiicre fonksiyonlarinda azalma,
T hiicre cevabinda diisme, non-spesifik hiicresel immun yanitta depresyon,
bakteriyal klirensde diisme, bakteriyal translokasyonda artma olmaktadir (80,81).
Yani mortalite ve morbidite yepazesi ¢ok genis olmakla beraber biz sadece
medikal miidahale edilebilecek bir yoniinii irdeledik. Ciinkii anlasilmaktadir ki
apoptosisi bloke edebilecek olan farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi sepsis
tedavisine rehberlik edebilecek alisilmamis tedavi yaklagimlarini da giindeme

getirebilecektir.
Hepatosit hasar1 ve karaciger hastaliginin progresif ilerlemesinin temeline

bakacak olursak hepatositler tizerinde toksik hidrofobik safra tuzlarinin direkt

kimyasal hasart bulundugunu savunan yayinlar karsimiza ¢ikar (82). Yani
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obstriiktif sarilik boyunca biliyer bilesenlerin retansiyonu ve yiiksek biliyer basing

hepatoselliiler hasarlanmadan sorumludur denen yayinlar da mevcuttur (83).

Obstriiktif sarilik boyunca karacigerdeki hasarlanmadan hepatositlerde
birikim yapan toksik safra tuzlarinin sorumlu oldugu ve anahtar bir rol oynadigi
kanis1 bulunmaktadir. Gergekten de toksik safra tuzlari olan kenodeoksikolik asid
ve deoksikolatin hepatik seviyeleri ile karaciger hasarinin derecesi arasinda bir
korelasyon mevcuttur (84). Ciinkli kolestatik karaciger hastaliginda yaygin bir
nekroz goze carpmamakta, hepatositlerin 6liim siirecinde kolestazisin nekrozdan
cok apoptosise yol agtig1 gdziikmektedir (85). Iste bu yaymlarda apoptosisi one

cikarmis ve bu hastalikta apoptosisin kilit rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir.

Toksik safra tuzlari hepatosit toksisitesine ve bdylece apoptosise neden
oldugu kabul edilirse ki; toksik hidrofobik safra tuzlarinin birikimi ve retansiyonu
hepatosit toksisitesi yaparak apoptosisin gelisimini tetikler diyen yayinlar da
mevcuttur (86,87). Safra tuzlar1 toksisiteye neden oldugunda tipik olarak
hepatositlerde sismeye sebep olmakta, plazma membran biitlinliigiinii bozmakta
ve intraselliiler bilesenlerin dagilmasina sebep olmaktadir. Safra tuzlarinin etkisi
ile aktive olan hepatositteki apoptotik yol ligand bagimsiz Fas yolunu
baslatmaktadir (87). Bizim ¢alismamizda da benzer sonug¢ ¢ikmakta ve apoptosis
anlamli derecede artmaktadir. Apoptosis gelisimindeki bu safra tuzlarinin yol
actigr mekanizmanin bilinmesi onemlidir. Ciinkii bu bilgi sayesinde kolestatik
karaciger hastaliklarinda ve postoperatif komplikasyonlarin azaltilmasinda
rasyonel stratejiler  gelistirilebilecektir.  Caligmalar  hepatektomi  Oncesi
gerceklestirilen biliyer drenajin anlamli derecede karaciger fonksiyonlarinin
yerine gelmesinde ve hepatocelliiler apoptosisin azalmasinda faydali oldugunu
gostermektedir. Ancak caligmamizda tikanma ikteri sonrasi internal drenaj
uygulanan gruptaki ratlar1 yasatamadigimiz i¢in bu grupta apoptosisin azalip

azalmadigim gosteremedik.

Tartigma, hepatocelliiler apoptosisin tikanma ikteri olusturulmus ratlarin

yasaminda oynadigi roldiir. Biliyer drenaj daha tercih edilebilir bir tedavi sekli
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olmalidir ¢iinkii ratlarda karaciger fonksiyonlarinin dénmesinde ve hepatoselliiler
apoptosisin azalmasinda anlamli dercede etkili bir tedavi yaklagimidir. Biliyer
dekompresyon preoperatif tedavide olduk¢a etkili bir yontem olarak
goziikmektedir. Iste bu yiizden tikanma ikteririnin komplikasyonlara yol acarken
gectigi siireclerden biri apoptosisdir ve tikanma ikteri olusturulan ratlarda
karacigerdeki apoptosisin diizeyini ve p53 ekspresyon derecesinin incelenmesinin
gerekli oldugunu diisiindiik. Bunun i¢in tikanma ikteri olusturdugumuz ratlarda
apoptotik indekse ve p53 diizeyine bakarak denekleri inceledik. Buldugumuz
sonuglar anlamli derecede tikanma ikterinin apoptosis ve p53 diizeyini arttirdig
yoniindedir. Bu sonuglar1 degerlendirebilmek i¢in apoptosisi anlamali ve yakin

istirakli yayinlar1 gézden gecirmeliyiz.

Cok cesitli biyolojik sistemlerde apoptosis 6nemli bir olusumdur. Kolestazis
ya da zararli safra olusumu ¢ok cesitli insan karaciger hastaliklarinda meydana
gelebilir. Toksik hidrofobik safra tuzlarini hepatosit igerisinde biriktirmek
hepatosit toksisitesine neden olabilir ve apoptosisi tetikleyebilir. Obstriiktif
sariliklt hastalarda yiiksek degerlerde bakteri translokasyonu ve endotoksinler
hepatosit apoptosisini indiikler. Sheen-Chen SM ve Ark. calismasi da bizim
calismamiz gibi gosterilmistir ki tikanma ikteri i¢in ana hepatik kanal ligasyonu
yapilan deneklerde hepatositlerdeki apoptosis ve duktal proliferasyon Oonemli

Olcilide artmistir (88).

Literatiirde apoptosis ile ilgili caligmalar sinirli sayidadir. Tikanma ikterinde
karacigerde apoptosisi degerlendiren az sayida yayin vardir. Parks ve Ark. safra
yolu baglanarak tikanma sariligi olusturulmus rat modellerinde intestinal
mukozanin atrofiye ugradigi, villus dansitesinin ve kalinliginin azaldig: ve distal
ileal hiicrelerde apopitosis oraninin arttig1 deneysel olarak gosterilmistir (89).
Bunun disinda deneysel pndmoperitoneum modelinde Arikan ve Ark. apoptosis
ve p53 calismiglar ve ¢alisma sonucunda bizim calismamiza paralel olarak
apoptosis ve p53 ekspresyonunda anlamli derecede artis saptamislardir (90).
Apoptosis fizyolojik hiicre 6liimii olarak adlandirilan bir ¢esit hiicre 6liimiidiir. Bu

mekanizma intraembriyonel donemde organlarin gelisiminde en Onemli
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olusumdur (91,92). Hiicrelerin yasam siklusu boyunca fizyolojik dengeyi
giiclendirir (93). Aynm1 zamanda eger hiicre kimyasal ya da radyoaktif ajanlar
tarafindan hasar goriirse ve hasar antionkojenlerle tamir edilemezse apoptotik
olusum p53, bcl2 ve kaspaz tarafindan sitimiile edilir ve zararli hiicreler malignite
gelisimini 6nlemek i¢in elenir. Normal dokularda, mesela dalakda bazi apoptotik
hiicreler bulunabilir. Bu koruyucu mekanizma organizma icindir ve apoptotik
hiicrelerin sayisinin normal hiicrelerin sayisina orani1 apoptotik indeksi gosterir.
Eger baz1 dokular strese yol acarsa apoptotik indeks artar ¢iinkii hasarli hiicre
sayis1 da artar. Bu organizma i¢in koruyucudur ama eger apoptotik indeks azalirsa

bu doku yikiminin hatta malignitenin isareti olabilir (90).

Toksik safra tuzlarinin apoptosis mekanizmasi {lizerindeki etkileri ilerleyen
zamanlarda daha net aydinlanacaktir. Cilinkii bu mekanizma iizerinde incelemeleri
iceren c¢alismalar devam etmektedir. Toksik safra asidleri direkt olarak
hepatositleri yiyip bitiren apoptosise neden oluyor olabilir (94). Bizim
calismamizda da toksik safra asitlerinin birikimi apoptosisi arttirmig olabilir.
Ciinkii caligma grubumuzdaki tiim ratlarda kontrol grubunda goriilmeyen

apoptotik hiicreleri ve sayisal artigini tespit etmis bulunmaktayiz.

Apoptosis heniiz tam olarak aydinlatilamamis kompleks bir dizi sonucu
gelismektedir ve bu dizide onemli rolu oldugu bilinen sistein endoproteaz
ailesinin bir {iyesi olan kaspazlar ilgi ¢ekmektedir (95). Apoptosis proteaz
ailesinden olan kaspazlarin gorev yaptig1 hiicre oliimiindeki bir orkestra gibidir
(95-98). Apoptosis Fas yolunun aktivasyonuna neden oldugu gibi ayn1 zamanda
intraselliiler enzimler olan Caspaslarinda aktivasyonunu tetiklemis olur. Caspases
sistein bilesimlerinde, aspartik asid proteaz benzeri zymojenlerin ¢oziinebildigi
sitoplazmalarda, mitokondrial intermembran aralifinda ve neredeyse niiklear
matrixi bulunan tiim hiicrelerde yer alir (99). Apoptotik yol iizerindeki aktivasyon
caspaslarin (8 ve 9) diger aktif fomlarinin olusmasina, Caspas 3’iin aktivasyonuna
ve bununla da diger caspaslarin ve daha bir ¢ok c¢esitli substratlarin aktivasyonuna
neden olur (100). Safra tuzlarinin indiikledigi apoptosis, protein kinaz C’nin

aktivasyon ve translokasyonuna neden olur ve intraselliiler magnezyum diizeyi
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yiikselir (101,102). Boylece Mg bagimli endoniikleazlar DNA bdoliinmesine neden
olur. Iste bu nedenden dolay1 apoptotik hiicre Sliimiiniin son giinlerde bircok
fizyolojik ve patofizyolojik siirecte santral bir rol oynadigi diisiiniilmektedir
(103,104). Biz de bu siiregteki caligmalara kendi ¢aligmamizda tikanma ikterinde
apoptosis artisint ve p53 ekspresyonunu gostererek tikanma ikterinin
patofizyolojisinde apoptosis ve p53’iin santral bir rolde oldugunu destekledigimizi

diistinmekteyiz.

Olgun hiicre tiplerinin epitelyum doku igerisinde dagilimi hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve programlanmis hiicre 6liimii gibi asamalara baglh
gerceklesir. Bu denge epitelyal hasar olusumuyla degisebilir ve programlanmig
hiicre o6liimiinden daha kolay etkilenen bazi hiicreler doku yenilenmesine istemli
katkida bulunan diger hiicrelerle tamir edilebilir (105,106). Yani apoptosisin
programlanmasinda etkili olan bir diger nokta da genetik kodlanmada
saklanmaktadir. Bu ylizden arastirmamiza apoptosisle iliskilendirilen timor
supresor geni olan p53’i de dahil ettik. Nitekim biz de calismamizda kontrol
grubunda p53 ekspresyonu olmazken caligma grubunda p53 ekspresyonunun

bulundugunu gosterdik.

Bir¢ok hiicresel sistemde apoptosisin baglangici p53 timdr supresor geninin
aktivasyonuyla olmaktadir (107). p53 hedef genlerde transaktivasyonu diizenleyen
bir niiklear transkripsiyon faktoriidiir ki; p21 buna dahilken, siklin bagiml kinaz
aktivitesi ve bax geni iizerinde inhibitor etki yapar, apoptosis de ise pozitif bir
etkiye sahiptir (108,109). p53 genomun koruyucusu olarak adlandirilan en 6nemli
tiimor supresor gendir. Eger DNA bazi ajanlar tarafindan hasarlanirsa hiicre p53
genini gorevlendirir ve hasarlit DNA’y1 tamir eder (110). Bununla beraber eger
DNA onarilamayacak kadar hasarlanmissa p53 apoptosis kaskadini sitimiile eder
ve apoptosisi arttirarak malign hiicre olusumunu engeller. Bird MA ve Ark.
yaptiklar1 bir deneysel calismada obstriiktif sarilikda NF kappaB’nin hepatosit
proliferasyonunu diizenlerken apoptosisin arttirilmasinda bir etkisinin olmadigt
sonucuna varmigtir (111). Biz kendi c¢alismamizda tikanma ikterinde rat

karacigerinde apoptotik hiicre sayisinin artmis oldugunu tespit ettik.

34



Z-Val-Ala-Asp (OMe)-fluoromethyl ketone (ZVAD-fmk) hiicre gecirgen
irreversible bir caspaz inhibitoriidiir ve yeni bazi veriler bazi kaspazlarin
olusumunun bloka ugratilmasinda bu ajanin kullanilabilecegini O6nermektedir
(112-115). Shyr-Ming Sheen-Chen ve Ark. yaptigi bir calismada ratlarda
olusturulan tikanma ikteri modellerinde ZVAD-fmk verildiginde karacigerde
goriilen apoptosisin azaldig1 gosterilmistir (116). Bizim ¢alismamizdaki apoptosis
artisinin ZVAD-fimk verildiginde azalip azalmadigim1 gostermek i¢in bir baska
calisma grubu olusturulup bu gruba ZVAD-fmk verilerek apoptosis ve p53
ekspresyonu calisilabilir. Ancak biz kontrol grubundaki ratlarda apoptosis ve p53
ekspresyonu goriilmemesine karsin tikanma ikteri olusturulan ratlarda apoptosisin
arttigin1 ve bunu onarmak iizere p53 gen ekspresyonunun arttigini tespit etmis

bulunmaktayiz.
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VI. SONUC

Apoptosis arastirilmasi gereken ve bir¢ok hastalik siirecinin durdurulmasina
ya da iyilesmesinin hizlanmasina olanak saglayabilecek kapali bir kutudur.
Calismamizda ratlarda olusturdugumuz tikanma ikterini, apoptosisi tetikleyen
stres faktorii olarak kullandik. Boylece karacigerde apoptosis tetiklendiginde
ortaya ¢ikan etkileri standard verilerle sunalim istedik. Bunun getirisi olarak az
bilinen apoptosis kaskadinin Oniine gegebilecek diisiincelerin tartismaya
acilacagmi ongordiik. Belli bir stres faktorii altinda karacigerde esas etkili
mekanizma apoptosis ise tedavi yaklasiminda farklilik olusturacagi kesindir. Bu
kaskadin daha da aciklik kazanmasi ve tedavi yaklagimindaki degisiklikler i¢in
yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu kaskadin daha da aciklik kazanmasi ve tedavi
yaklagimindaki degisiklikler i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bunlar kaspaz
kaskadin1 onlemek i¢in verilebilecek ajanlar, heniiz deney asamasi
gerceklestirilmemis steroidler, nonsteroid antiinflamatuar ajanlar ya da cox-2
enzim inhibitorleri ile yapilacak calismalar olarak planlanabilir. Nitekim ZVAD-

fmk calismasi buna giizel bir 6rnektir.

Sonug olarak verilerimiz safra kanalinin tikanmasi sonucu hepatositlerde
hiicresel bir hasarin ortaya ¢iktigini gostermektedir. Bununla birlikte, hepatositler
bu hiicresel hasarin etkisini azaltabilmek veya ortadan tamamen kaldirabilmek
i¢cin kendi niikleuslarinda p53 genini aktive ederek hiicre siklusunu uzatmakta ve
ortaya ¢ikmig DNA hasarin1 gidermeye ¢aligmaktadir. P53 geninin fonksiyonlari
geregi hiicre hasar1 sonucu ortaya ¢ikan bu etki ile ya hiicredeki DNA hasari
tamamen ortadan kaldirilmakta veya hasar c¢ok biiylikse apoptotik sinyal
mekanizmalar1 aktive edilerek hepatositler intihara zorlanmaktadir. Bu siirectede
apoptotik hiicre sayisinin artig1 viicudu koruyucu bir etki yapmaktadir. Eger hiicre
apoptosisle de oOlemezse o zaman DNA hasar1 kalict olur ve hiicrelerde
kanserlesmeye dek uzanabilecek patolojik degisiklikler baslar ki bu da karsimiza
cesitli klinik tablolarla ¢ikabilir. Calismamizda, tikanma ikteri olusturdugumuz
ratlarda karacigerde hem apoptotik indeksin arttigin1 hem de p53 ekspresyonunun

immunohistokimyasal ¢alismalar sonucu artmis oldugunu tespit ettik.
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VII. OZET

Amac: Tikanma sariligi, cerrahi olarak tedavi edilmesi gerekli bir hastalik
grubudur. Tikanma sariigi bulunan hastalara uygulanan safra yollan
girisimlerinin komplikasyonlar1 nedeni ile morbidite ve mortalitesi ¢ok ytiksektir.
Ana komplikasyonlar sepsis ve renal yetmezliktir.

Apoptosis, DNA bagimli hiicrelerde fizyolojik ve patolojik durumlarda
meydana gelebilen yiiksek diizeyli planli bir hiicre 6liimii mekanizmasidir. Birgok
doku ve Ozellikle deri, barsak ve immun sistem hiicrelerinin diizenli olarak
yenilenmesi i¢in apoptosise ihtiya¢ duyarlar. Apoptosis iskemik kalp hastaligina,
felce, norodejeneratif hastaliklara, sepsis ve multi organ disfonksiyon
sendromunda hakim roldedir. Anlagilmaktadir ki apoptosisi bloke edebilecek olan
farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi sepsis tedavisine rehberlik edebilecek
alisilmamis tedavi yaklagimlarini glindeme getirebilecektir.

Calismanin amaci, deneysel olarak tikanma sariligi olusturulan ratlarda,
tikanma sariliginda mortalite ve morbiditeyi etkileyen septisemi siirecinde 6nemli
bir yer tuttuguna inanilan apoptosisin karacigerdeki diizeyinin histolojik olarak
belirlenmesidir.

Materyal ve metod: Bu deneysel galisma Afyon Kocatepe Univeristesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Aragtirma Boliimii laboratuvarinda, Kocatepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu onayr ile gerceklestirildi.
Agirliklart 270 -320 gr arasinda degisen 20 adet erkek cins wistar -albino rat ile
gerceklestirilmistir. Denekler sekizerli iki gruba ayrildi. Her iki grupta da koledok
izole edildi ( Sekil 4 ) ve kontrol grubunda bu asamada cerahi sonlandirilirken
calisma grubunda 4-0 ipek ile koledok iki ayr1 yerinden baglandi ve ligatiirler
arasindan tam kat olarak kesildi. Yedinci giliniin sonunda deney hayvanlarinin
kuyruklarindan kan alindi ve sonuglari istatistiksel olarak analiz edildi. Deney
hayvanlar1 histolojik inceleme i¢in karaciger 6rneklemesi ve sakrifikasyon amagl
ikinci kez postoperatif 7. giinde eski insizyon ilizerinden anestezisi saglanarak
opere edildi ve ac1 duymamalarina 6zen gosterildi. Deney ve Kontrol gruplarindan
alman karaciger dokusu ornekleri %10’luk nétral formaline konulmak suretiyle

fikse edildi. Immunohistokimyasal olarak p53 ekspresyonunu gostermek icin
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primer antikor olarak anti-p53 Clone DO-7 (Labvision, Fremont CA, USA) ve
sekonder antikor olarak HRP (=Horse Radish Peroxydase) (Labvision, Fremont
CA, USA) kullanildi. Apoptosisin tespiti amaciyla alinan ornekler TUNEL
metodu kullanilmak suretiyle boyandi. Isik mikroskobu altinda incelenen
orneklerde apoptotik ve p53 pozitif hiicreler x20 objektif biiylitmede her
preparatin farkli 10 bolgesinde sayisal olarak degerlendirildi. Hiicrelerin sayimi
icin UTHSCSA Image Tool Image Analysis Programi kullanildi.

Bulgular: Tikanma ikteri olusturdugumuz ratlarda postoperatif yedinci
giin sonunda direkt ve indirekt bilirubin degerlerinin ortalamasini sirasiyla
6.99/11.70 mg/dl olarak bulduk. Mann — Whitney U testi ile istatistiksel olarak da
bu sonuglarin kontrol grubuna goére anlamli oldugunu tespit ettik.( P=0.001)
Yapilan 151k mikroskobik incelemede karaciger hiicrelerinde (hepatosit) apoptotik
hiicrelerin degerlendirilmesinde; apoptotik hiicrelerin deney grubundaki tim
ratlarin karaciger dokusunda yaygin olarak mevcut oldugu ve bazi bolgelerde
yogun birikim gosterdikleri tespit edildi (Resim:1-4). Bununla birlikte, kontrol
grubundaki ratlarin karaciger dokusunda hicbir apoptotik hiicreye rastlanmadi
(Resim:5-6). Hepatositlerde p53 ekspresyonunun degerlendirilmesi amaciyla
yapilan immunohistokimyasal degerlendirmede; p53 pozitif hepatositlerin deney
grubundaki ratlarin karacigerinden alinan doku orneklerinde oldukca yaygin
olarak mevcut oldugu tespit edildi (Resim:7-9). Ancak kontrol grubundaki ratlarin
karacigerlerinden alinan doku 6rneklerinde hicbir p53 ekspresyonu gosteren hiicre
tespit edilmedi (Resim:10-11).

Sonug¢: Apoptosis arastirilmasi gereken ve birgok hastalik siirecinin
durdurulmasina ya da iyilesmenin hizlanmasina olanak saglayabilecek kapali bir
kutudur. Belli bir stres faktorii altinda karacigerde esas etkili mekanizma
apoptosis ise tedavi yaklasiminda farklilik olusturacagi kesindir. Bu kaskadin
daha da acgiklik kazanmasi ve tedavi yaklasimindaki degisiklikler i¢in yeni
calismalara ihtiya¢ vardir. ZVAD-fmk ¢alismasi buna giizel bir 6rnektir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda tikanma ikteri grubunda karacigerde hem
apoptotik indeksin arttigini hem de p53 ekspresyonunun immunohistokimyasal

caligsmalar sonucu artmis oldugunu tespit ettik.
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VIII. SUMMARY

Objective: Obstructive jaundice is a group of diseases which must be
treated surgically. Its morbidity and mortality is very high due to complications of
of bile ways attempts applied to patients with obstructive jaundice. Main
complications are sepsis and renal failure.

Apoptosis is a high level planned cell death mechanism which can occur in
DNA-dependent cells in physiologic and pathologic cases. Many tissues and
specially skin, intestine and immune system cells need apoptosis for the regular
renewal. Apoptosis has a governing role in ischemic heart disease, paralysis,
neurodegenerative diseases, sepsis and multi-organ disfunction syndrome. It is
well understood that improvement of new pharmacological agents which will be
able to block apoptosis will give rise to extraordinary treatment approaches that
will lead in sepsis cure.

The aim of this work is to determine the level of apoptosis, which is
believed to hold an important role in septicemia process that affects mortality and
morbidity in obstructive jaundice, in lingers of rats that were experimentally
subjected to obstructive jaundice.

The material and the method: This experimental study was performed in
Experimental Surgery and Research Laboratories at Faculty of Medicine of Afyon
Kocatepe University, under the approval of Animal Ethics Board of Faculty of
Medicine-Kocatepe University. Twenty male type wistar-albino rats of which
weights ranged between 270gr. and 320gr. were used. The experimentals were
separated into two goups of eight. Choledoch was isolated in each group (Figure
4) and while surgery was ended at this level in the control group, choledoch was
tied with 4-0 silk from two different places and cut between ligatures full fold. At
the end of the seventh day blood was taken from the tails of the experiment
animals and the results were analyzed statistically. Experiment animals were
operated for the second time in the post-operative seventh day for liver sampling
and sacrification-aimed histological analysis through the old incision with
anaesthesia provided and care was taken to make sure that they do not feel pain.

Liver tissue samples taken from the experiment and control groups were fixed by
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putting them in 10% neutral formalin. To exhibit the p53 expression
immunohistochemically, anti-p53 Clone DO-7 (Labvision, Fremont CA, USA)
was used as the primer antibody and HRP (=Horse Radish Paroxydase)
(Labvision, Fremont CA, USA) as the secondary antibody. Samples taken for the
determination of apoptosis were painted by the TUNEL method. In the samples
observed under the light microscope, apoptotic and p53-positive cells were
evaluated numerically in 10 different regions of every preparation at x20 optics
objective zoom. UTHSCSA Image Tool Image Analysis Program was used to
count the cells.

Findings: At the end of the post-operative seventh day, the averages of
direct and indirect bilirubin values in the rats in which obstructive jaundice was
generated were found to be as 6.99/11.70 mg/dl, respectively. By Mann-Whitney
U test, these results were observed to be statistically meaningful with respect to
the control group (P=0.001). In the evaluation of apoptotic cells in liver cells
(hepatocytes), apoptotic cells were observed to widely exist in the liver tissue and
it was determined that they exhibited dense accumulation in some regions (Figure
1-4). Nevertheless, no apoptotic cell was encountered in the liver tissue of the rats
in the control group (Figure 5-6). In the immunohistochemical evaluation made
for evaluation of p53 expression in hepatocytes, p53-positive hepatocytes were
determined to exist quite widely in the tissue samples taken from the livers of rats
in the experiment group (Figure 7-9). Nevertheless, no cell exhibiting p53
expression were found in the tissue samples taken from the livers of rats of the
control group.

Result: Apoptosis is a closed box that must be investigated and which might
make it possible to stop the many disesase processes or accelerate the healing. If
the principal effective mechanism in the liver under a certain stress factor is
apoptosis, it is definite that it will make a difference in the treatment approach.
There is need for new studies for the clarification of this cascade and the changes
in the treatment approach. ZVAD-fmk study is a good example for this.

Consequently, in this study we determined that in the obstructive jaundice
group, both apoptotic index and, as a result of the immunohistochemical studies,

p53 expression increases in the liver.
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