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OZET

Amac: Karaciger iskemi/reperfiizyon hasari, pringle manevrast gerektiren karaciger
cerrahisinde ve karaciger transpantasyonunda gegici iskemi ve sonrasinda dolasimin tekrar
saglanmasiyla olusmaktadir. Reperfiizyon sirasinda agiga ¢ikan serbest oksijen radikalleri
iskemi/reperfiizyon hasarinda 6nemli rol oynamaktadir. Ortaya ¢ikan bu serbest
radikallerin de etkisiyle endoplazmik retikulumda biriken katlanmamis ya da hatali
katlanmig proteinler sonucu endoplazmik retikulum stresi tetiklenmektedir. Bu tez
kapsaminda karacigerde olusan hasarla birlikte hem karacigerde hem de akciger, bobrek,
beyin gibi uzak organlardaki endoplazmik retikulum stresinin varligmin ve hiicre éliimii
tizerindeki roliiniin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gere¢ ve yontem: Calismamizda agirliklart 180-300 gr arasinda degisen 15 adet Wistar
Albino cinsi eriskin erkek sican kullanildi. Siganlar rastlantisal olarak 3 gruba ayrildi. Grup
1: Iskemi/reperfiizyon: Sicanlar, orta hat insizyonu ile agilarak karacigere giden hepatik
portal ven ve hepatik arter bulldog klemp ile kapatildi. 60 dk iskemi siiresi sonunda, 60 dk
reperfiizyona birakilmisdi. 60 dk’nin sonunda ise sicanlar sakrifiye edilip karaciger,
akciger, bobrek ve beyin dokulari alindi. Dokularin bir kismi patoloji i¢in %10’luk
formaldehitde saklanip diger kisimlart ise RNA izolosyonu i¢in, RNAlater’da saklanip -80
°C ye kaldirildi. Grup 2: Sham: sicanlar yine orta hat insizyonu ile agilarak 120 dk
bekletilip, yine patoloji ve RNA izolasyonu igin karaciger, akciger, beyin ve bobrekleri
alindi. Grup 3: Kontrol: Bu gruptaki si¢anlara hi¢bir islem uygulanmayip, yine karaciger,
akciger, beyin ve bobrek dokular1 patoloji ve RNA izolasyonu i¢in alindi. Toplanan tim
dokulardan, bir kismi histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formaline alindi. Bir kismi
ise RNA izolasyonu i¢in kullanildi. Elde edilen RNA’lar cDNA’ya cevrilip, light cycler
480 cihazinda ER stres genleri olan GRP78, PERK, ATF6 ve CHOP ifadelenmelerine
bakildi. Sonuglar istatiksel olarak student- t testi ile degerledirildi. p< 0.05 anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular: Karaciger, akciger, bobrek ve beyinde ER stres gen ifadelerinde sham grubuna
gore belli oranda bir artis gozlenirken istatiksel olarak anlamli bulunamadi. Karacigerde
ATF6, PERK ve CHOP genlerinde, ayn1 zamanda akciger, bobrek ve beyinde CHOP
ifadelenmelerinde istatiksel olarak anlamli bir artig goriildii. Ayrica histopatolojik
incelemeler sonucunda Iskemi/reperfiizyon grubunda, hepatosit kordonlarinda daralma ve
hepatoseliiler kayip ile karakterize parankim hiicre zedelenmesi ve noétrofil 16kosit
infiltrasyonu gortildii.

Sonug: Karaciger I/R hasar1 sonrasi karaciger yani sira akciger, bobrek ve beyin gibi uzak
organlarda ER stresinin etkisi gozlendi. Bunun sonucu olarak ER stresinin I/R hem lokal
hem de uzak organlarda etkili bir rol oynadig1 ve bu stresi azaltmak adina yapilacak olan
caligmalara 151k tutacaktir.

Anahtar Kelime: Endoplazmik retikulum stresi, Karaciger iskemi /reperflizyon hasari,
katlanmamis protein yaniti, Uzak organ hasari



ABSTRACT

Aim: Liver ischemia / reperfusion injury, occurs in pringle maneuver requiring liver
surgery and liver transplantation by transient ischemia, and after that re-establishment of
circulation. Free oxygen radicals, which emerge during reperfusion, play an important role
in ischemia / reperfusion injury. With the effects of these free radicals, unfolded or
missfolded proteins in endoplasmic reticulum can trigger endoplasmic reticulum stress.
Them aim of this study to understand role of endoplasmic reticulum stress in cell death and
the presence of this stress in both liver and in distant organs such as lung, kidney, brain.
Material and Method: Total 15 adult male Wistar Albino rats, weight between 180-300
gr, was used. Rats were randomized into 3 groups. Group 1: Ischemia / reperfusion: Rats
were opened with midline incision and hepatic portal vein and the hepatic artery were
closed with a bulldog clamp. At the end of 60 minutes ischemia period, 60 minutes of
reperfusion was applied. At the end of reperfusion; rats were sacrified and their liver, lung,
kidney and brain tissues were collected. Some of these tissues were stored for pathology in
10% formaldehyde and the remaining tissues were stored at -80 °C in RNA later for RNA
isolation. Group 2: Sham: rats were opened with midline incision and after waiting for 120
minutes they were sacrified and their liver, lung, kidney and brain tissues were collected
for pathology and RNA isolation. Group 3: Control: No procedures were applied to this
group, and again their liver, lung, kidney and brain tissues were collected for pathology
and RNA isolation. Some of these collected tissues were taken into 10% formaldehyde for
histopathological studies and the remaining parts were used for RNA isolation. RNAs were
converted to cDNA and the expression levels of ER stress genes, GRP78, PERK, ATF6
and CHOP, were examined with lightcycler 480 device. Results were evaluated with
student-t test p< 0.05 was accepted as statistically significant.

Results: There was a slight increase in the expression levels of ER stress genes in liver,
lung, kidney and brain when copared with sham group but this difference was not
statistically significant. There was a statistically significant increase for the expression
levels of ATF6, PERK and CHOP genes in liver and the expression level of CHOP gene in
lung, kidney and brain. Moreover as a result of histopathological studies; there was
parenchymal cell injury and neutrophil leukocytes infiltration which was characterized
with narrowing of hepatocytes cords and hepatocellular loss in ischemia reperfusion group.
Conclusion: After liver I/R injury; effect of ER stress was observed in distant organs such
as lung, kidney and brain in addition to liver. As a result of this we understand that ER
stress after I/R can effect both local and distant organs and this study will set light to
further studies for reducing this stress.

Keywords: Endoplsmic reticulum stress, Liver ischemia/reperfusion injury, Unfolded
protein response, Remote organ damage
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, arteriyal veya vendz kan akiminin kesilmesine ya da azalmasma baglh
olarak doku ve organlarin kanlanmasinin ve oksijenlenmesinin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir. Reperfiizyon ise iskemi sonucu tikanan bu damarlarin tekrar agilmasiyla
dokuya kan akiminin geri dondiigli durumdur. Ancak iskemik dokudaki reperfiizyon, tek
basina iskemi ile olusan hasara gore daha ciddi hasarlara sebep olabilmektedir.
Reperfiizyondaki hasarda daha ¢ok serbest radikaller rol oynamaktadir.[1, 2]

Karaciger iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, hepatik travma, karaciger
transplantasyonu ve rezeksiyonu gibi klinik durumlarda goriilebilmektedir. Bu gibi
durumlarda  kanamanin engellenebilmesi icin hepatik pedikiil klempleme (Pringle
Manevrasi) yontemi siklikla kullanilmaktadir. Uygulanan bu yontemle, hepatik arter ve
portal ven klemplenmesi ile iskemi, klempin  kaldirilmasiyla ise reperfiizyon
olugsmaktadir.[3]

Iskemik dokunun reperfiizyonla beraber gordiigii hasar akciger, kalp, karaciger,
bobrek, beyin ve barsak gibi organlarda ayrintili olarak arastirilmistir. Fakat yine de I/R
hasarmin fizyopatolojisi heniiz aydinlatilamamustir. Iskemi reperfiizyon hasarinda serbest
radikaller, polimorf niikleer 16kositlerin aktivasyonu, kompleman sistemi gibi sistemlerin
rol aldig1 bilinmektedir. Boylelikle sistemik bir inflamatuvar cevapla birlikte hem lokal
hem de uzak organlarda hasar olusturabilmektedir.[2, 4, 5]

Endoplazmik Retikulum (ER), sekretuar ve membran proteinlerinin, ve lipitlerin
sentezlendigi organeldir. Protein fonksiyonu i¢in Onemli birgok post translasyonel
modifikasyon ER’da gergeklesir. ER, ayni zamanda hiicre i¢i kalsiyum depolanmasi ve
lipit biyosentezi gibi fonksiyonlara katkida bulunmaktadir.[6, 7]

ER, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasii katalizleyen, distilfit baglari
olusumuna katilan, hiicre i¢i homeostazi saglamak igin protein kalite kontroliinii
diizenleyen molekiiler saperonlara sahiptir. Cesitli stres durumlarinda molekiiler
saperonlar, ER’de protein katlanma kapasitesini artirmak, protein translasyonun gegici
olarak durmasini engellemek i¢in Endoplazmik Retikulum Kalite Kontrolii Sistemini
uyarirlar. ER kalite kontrol siteminden gegen, dogru katlanmis proteinler, cesitli
organellere, hiicre yiizeyine ya da hiicreler arasi bosluga gonderilir.[6, 7]

Proteinlerin katlanmasi, hata olasilig1 yiliksek olan karmasik bir siirectir. N-bagimli
glikolizasyon, hipoksi, oksidatif stres, kalsiyum dengesinin bozulmasi, enfeksiyonlar ve

sicaklik gibi stres faktorleri ER fonksiyonu etkiler. ER fonksiyonunun bozulmasi,

1



katlanmamis veya hatali katlanmig proteinlerin  birikmesine neden olur. Bu
gerceklestiginde Katlanmamis Protein Yaniti (KPY), katlanmamis proteinler tarafindan
olusan asir1 yikii en aza indirmek i¢in aktive edilir. KPY gecici olarak protein sentezini
durdurur ve katlanma kapasitesini artirarak, degredasyon yoluyla yanlis katlanmis protein
yiikiinii azaltma yoluna gider. Buna ragmen ER fonksiyonunda 6nemli dl¢iide bozulma
devam ederse, ER stres kaynakli apoptoz yolaklari aktive edilir.[6, 8, 9]

KPY, endoplazmik retikulum membranina bagli IRE-1 (inositol requering enzyme
1), PERK (PKR-like eukaryotik iniation factor 2a kinase) ve ATF 6 (activating
transcription factor 6) ile aktive edilir. Bu 3 farkli transmembran proteinin aktivasyonunu
diizenleyen GRP78 (BIP) adi verilen tek bir diizenleyici molekiil vardir. ER
saperonlarindan en c¢ok bulunan ayni zamanda Binding immunoglobulin protein (BIP)
olarak da bilinen 78 kilodaltonluk (glucose-regulated) protein GRP 78, ER permeabilitesini
korur. Aym1 zamanda proteinlerin katlanmasina ve montajina rehberlik ederek,
degradasyon i¢in katlanmamis proteinleri hedefler. ER stresi olmayan durumlarda GRP 78,
ER membranina bagh olan; IRE-1, PERK ve ATF6’nin ER liimenine bakan domainlerine
bagli bulunmaktadir. Liimen igerisinde katlanmamis proteinlerin birikmesi sonucu GRP
78, bu proteinlerden ayrilarak aktive olmalarmi saglar ve ER stresine yanit olarak ilgili
stres diizenleyici yolaklarin devreye girmesini saglar. Hipoksi, I/R, oksidatif stres,
metabolik degisiklikler, viral enfeksiyonlar, hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyonundaki
degisiklikler, protein sentezi ile ilgili degisiklikler, posttranslasyonel modifikasyon
bozukluklar1 ve mitokondri hasari gibi durumlarda ER stresi uyarilir. [6, 7, 10]

Karaciger cerrahisi ve transplantasyonu gibi uzun siireli portal ven okliizyonu
gerektiren durumlarda, karacigere giden kan akiminin tamaminin durdurulmasi ile dokuya
giden kan akimi bozulur ve karaciger iskemisine yol agabilir. Karaciger I/R hasari
mekanizmas1 karmagik ve interaktiftir. Kuppfer hiicreleri tarafindan iiretilen Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROT) oksidatif stresi baslatir. Karaciger I/R hasar1 oksidatif stres sonucu
olusan bir durumdur[11, 12]. Serbest oksijen radikalleri ve toksinler karacigerle birlikte,
bobrek, kalp, akciger gibi uzak organ ve dokulari da etkileyebilmektedir. Ozellikle
transplantasyon sonrasinda karaciger I/R hasarina eslik eden bobrek hasart belirgin
derecede gozlenmektedir.[13-15]

Karaciger I/R hasari, hepatik travma, karaciger nakli gibi klinik durumlarda
meydana gelebilir. Bu hasar karaciger iskemisinin siiresi ile ilgilidir ve karaciger

transplantasyonlarinda morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir.[13, 16]



I/R ER stresini uyaran major etkenlerden biridir. Hiicre 6liim yolaklar1 da ER stresi
ile baglar ve bircok hastalikta gosterilmistir.[17]

Bu bilgiler 1s18inda, karaciger I/R hasar1 sonrasinda, karacigerin yani sira akciger,
bobrek ve beyin gibi uzak organlarda olmasi beklenen doku hasarinda ER stresinin olasi

roliiniin arastirilmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Bir organa gelen kan akimimnin azalmasma bagli olarak organa gelen oksijen ve
gerekli metobolik tiriinlerde azalma meydana gelir. Kan akimi normale dondiigiinde ise
reperfiizyon, iskemik donemde meydana gelen doku hasarini arttirir. I/R hasari olarak
bilinen bu durum o6zellikle transplantasyon ve karaciger cerrahisinde, Kkaracigerin

canliligina dogrudan ve dolayl olarak etki etmektedir. [18, 19]
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Sekil 2.1. I/R hasar1 metabolizmasi (Lian-Yue Guan ve arkadaglari)

Karaciger I/R hasari, soguk-depolama reperfiizyon hasar1 ve sicak I/R hasari olarak
ayrilmaktadir. Soguk depolama reperfiizyon hasar1 transplantasyondan oOnce organin
korunmasi sirasinda olusabilmektedir. Sicak I/R hasar1 ise karaciger cerrahisi sirasinda
olusmaktadir. Karaciger transplantasyonunda kan kaybini ve olusmasi beklenen bir takim
komplikasyonlar1 azaltilmak i¢in karacigerde bulunan farkli damarlara ait kan dolagiminin
gegici olarak durdurulmasi gerekmektedir. Bu gibi durumlarda karaciger iskemi ve bunu
takiben de reperflizyon etkisi altina girmektedir. Sicak I/R hasarinda iki evre
bulunmaktadir. Erken evre, reperfiizyon sonrasi yaklagik olarak 2 saatlik bir donemdir. Bu
evrede reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle hepatositlerde hasar goriilmektedir. Geg evre ise
reperfiizyondan 648 saat sonraki donemdir. Bu evrede biriken notrofil 16kosit araciligiyla

inflamatuvar bir yanit gergeklesmektedir. [13, 18, 20]
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I/R’dan en ¢ok mikrovaskiiler damarlardaki endotel hiicreleri etkilenir. Reaktif
oksijen tiirleri, endotel hiicrelerinin sismesine ve kapiller gegirgenligin artmasina neden
olur. Reperfiizyon sirasinda normale déonmekte olan kan akimi ile birlikte, ortamda bol
miktarda bulunan inflamatuar substratlar iskemik alana ulasir. Notrofiller ve inflamatuar
hiicreler, hasarin daha ¢ok artmasina yol acar. [21-23]

Iskemik dokuda reperfiizyona sonrast olusan hasar, diger organlari da
etkileyebilmektedir. I/R’un uzak organ etkileri daha ¢ok akciger ve kardiyovaskiiler
sistemde goriilmektedir. Akciger yetersizliginin, akut akciger hasarindan akut respiratuvar
distres sendromu (ARDS) gibi ciddi bir duruma kadar gidebilmektedir. Transplantasyon
sonrasi karaciger fonksiyonundaki bozulmanin nedenlerinden basinda hizli gelisen akciger
yetersizligi  oldugu gosterilmistir. Karaciger I/R’u sonrasinda goriilen akciger
yetersizliginin nedeni ise karacigerden salinan sitokinler oldugu diisiiniilmektedir. TNF-a
hem karaciger hem de akcigerde hasar olusturmaktadir. siganlarda, karaciger I/R
modelinde akcigerlerde interstisyel incelme ve 16kosit infiltrasyonu ile ilgili degisiklikler
oldugu gosterilmistir.[24-26]

Kupffer hiicreleri, I/R sirasinda artan TNF-o’nin en 6nemli kaynagidir. I/R
hasarinda artan Kupffer hiicre aktivasyonuna bagli olarak nitrikoksit inhibisyonunun, akut

akciger hasarina neden oldugu saptanmustir.[11, 26]

2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik Retikulum (ER), hiicre i¢i kalsiyum iyonu (Ca*?) homeostazi, protein
salgilanmast ve lipit biyosentezi gibi bir¢cok hiicresel islemde ©nemli rolii olan bir
organeldir. Bu islemlerin hepsi hiicrenin hayatta kalmasi ve normal hiicresel fonksiyonlar
icin gereklidir. ER yeni sentezlenmis proteinlerin dogru katlanmasini kontrol etmekte ve
bu yeni sentezlenen proteinlerin glikolizasyon ve disiilfit bag olusumu gibi
posttranslasyonel modifikasyonlarini diizenlemektedir. ER stresi ¢esitli tetikleyicilere karsi
cevap olarak olusmaktadir. Cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda ER’ da katlanmamuis
ya da yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine sebep olmaktadir. Bunun sonucunda

katlanmamig protein yanit1 (KPY) tetiklenerek stres asilmaya calisilir.[6]
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Sekil 2.2. Endoplazmik Retikulum stresi (Melissa Flamment ve ark.)

Okaryotik hiicrelerde ER membran: ile baglantili 3 protein (PKR-like eukaryotik
iniation factor 2a kinase) PERK, (inositol requering enzyme 1) IRE1 ve (activating
transcription factor 6) ATF6 KPY’yi diizenlemektedir. Bu proteinler normal sartlarda
saperon protein olan glucose-regulated protein GRP78 ile baglanarak inaktif durumda
tutulurlar. Ancak bazi fizyolojik ve patolojik sartlarda ER stresi aktive olur ve bu ii¢ ER
transmembran proteini GRP78’den ayrilarak aktif hale gegerler. Bu proteinler ER’nin
protein katlama kapasitesini artirip, yeni olusmakta olan proteinlerin sentezini durdurur ve
proteinlerin degredasyonunu artiracak sinyal iletim sistemlerini harekete gegirir. Boylece
ER’ de biriken yanlis katlanmis proteinlerin azaltilmasini saglamaya caligirlar. Bununla
birlikte stres asilamayacak bir duruma gelirse ER stres kaynakli apoptotik yolaklar aktive
edilir. ER stresi sirasinda PERK tarafindan elF2a’nin ser51 {izerinden fosforilasyonu ile
birlikte bircok mRNA translasyonunu engellenerek protein sentezi inhibe edilmis olur. Bu
stresli kosullarda ATF4 gibi bazi mRNA’larin translasyonu devam eder. ATF4, ER
homeostazini yeniden diizenlemede rol alan genlerin ifadelenmesinde rol alir. ATF6 ise ER
stresi durumunda golgiye gegerek, burada bulunan Site 1 proteaz (S1P) ve Site 2 proteazlar
(S2P), tarafindan kesime ugrayarak N terminal fragmenti g¢ekirdege gecer ve KPY
genlerinin ifadelenmesini aktive eder. ER stresi durumunda IRE-1, XBP1 mRNA’sinin

kirpilmasint yapar ve bdylece olgun XBP1 olusur. Kirpilmis XBP1 mRNA’s1 bir
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transkripsiyon faktorii kodlar. Bu transkripsiyon faktorii ER saperonlar1 gibi dogrudan
protein katlanmasinda rol alan genlerin ifadelenmesini saglar. XBP1 ayn1 zamanda ER
biyogenezinde ve hatali katlanmis proteinlerin ER aracilikli degredasyonunda (ERAD) rol
alan KPY genlerinin ifadelenmelerini yonetir. Ayni zamanda ER’ de meydana gelen stres
Ca*?nin ER’ den sitozole salmmina neden olarak apoptoz ve otofaji gibi yolaklarin
aktivasyonunu saglar.[10, 17, 27]

Otofaji, uzun siireli proteinlerin hiicresel makromolekiillerin ve organellerin
degredasyonundan sorumlu lizozomal bir yolaktir. Otofaji islemi ¢ift membranh
otofagozomlarin olusumu ile baglar. Otofagozomlar sitoplazmik kargoyu degredasyon igin
lizozoma tasir. Otofaji hem mayalarda hem de oOkaryotlarda kithik durumunda
makromolekiilleri yikarak bilesenlerini tekrar dongiiye katmasi i¢in gereklidir. Otofaji aym
zamanda hasarli organellerin ortadan kaldirilmasi i¢in de caligir. Otofaji, evrimsel olarak
korunmus otofaji iliskili proteinler (autophagy releated proteins,(Atg)) tarafindan
yonlendirilirler. Baslangi¢ ¢ekirdeklenmesi ve primer otofagozomal membranin olugmasi
icin PI3K, (myristylated protein kinaz) p150 ve Beclin-1’den olusan kinaz kompleksinin
toplanmas1 gereklidir. Izolasyon membraninin olusumu ise iki ubikiitin benzeri
konjugasyon sistemi (Atgl2-Atg5), ve mikrotiibiil iligkili protein 1A/1B-Light Chain 3
(LC3) tarafindan yonlendirilir. Atgl2, Atg7 tarafindan aktive edilerek Atgl0’a aktarilir
daha sonra Atg5 ile konjuge olur. Boylece geri doniisiimsiiz Atgl2-Atg5S konjugati
olusmus olur. Serbest formdaki LC3-1 bir lipide baglanarak membran bagli form olan
LC3-II haline doniisiir. LC3-I1 birikimi ve vezikiiler yapilardaki lokalizasyonu genellikle
otofaji belirteci olarak kullanilmaktadir.[10, 17, 28]

Bazal seviyedeki otofaji hasarli organelleri ortadan kaldirip, uzun siireli proteinlerin
tekrar dongiiye katilmasii saglayarak hiicre i¢i dengenin korunmasimi saglamaktadir.
Ayrica otofajinin hipoksi, radyoterapi, kemoterapi gibi hiicre i¢i ve hiicre dis1 stres
kosullarinda agir strese kargt cevap olarak aktiflendigi fizyolojik ve patolojik bir ¢ok
sirecte rol aldig1 gosterilmistir. Otofajinin koruyucu ve hayatta kalici cevap mekanizmasi
olarak ¢alistigi diistiniiliiyor olsa bile her zaman hiicre hayatta kalimimi desteklemez ve
bazi kosullarda hiicre 6liim mekanizmasi da olabilir. [27, 29]

ER stresi ise otofajiyi tetikleyen bir mekanizmadir. Ubiquitin proteozom sistemi ile
ortadan kaldirilamayan katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler otofaji ile ortadan
kaldirilarak ER stresi agilmaya calisilip, hiicre 6liimiine karst korunmus olunur. ER stresi
sirasinda otofaji ile iligkili genlerden Atg8, Atgl4 ve vaskiiler hidrolaz aminopeptidaz 1

(APE1) ifadelenmesinin arttigi gosterilmistir. Memelilerde ER stresinin otofagozom
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olusumunu tetikledigi otofaji indiiksiyonu ile strese girmis hiicrelerde yanls katlanmis ya
da hatali katlanmig proteinlerin uzaklastirilarak hiicrelerin hayatta kalmasini sagladig
gOsterilmistir. [7, 28]

Son zamanlarda elde edilen verilere gore ER stresi asilamadigi zaman otofaji,
hiicreyi o6lime gotiirdiigli gosterilmistir. Otofajiyi kontrol eden sinyal yolaklarinin ve ER
stresine karst olusan cevabin daha iyi anlasilmasi, ER stresi ile iligkili ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde yeni yaklagimlari ortaya ¢ikartacaktir.[7]

Otofajinin birgok durumda ER stresine karsi koruyucu rolii oldugu bilinmektedir.
Otofajinin gesitli hiicre tiplerinde tunikamisin, tapsigargin ve brefeldin A gibi ER stres
indiikleyicileriyle indiiklenen ER stresi sonucu olusan hiicre oliimiine karsi korudugu
gosterilmistir. Atg5 susturulmus ve 3-metiladenin (3MA) ile muamele edilmis hiicrelerin,
kaspaz 3 aktiviteleri ve ER stresine karsi hassasiyetlerinin arttigi yapilan ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir. Bu bulgular otofajinin ER stresi ile indiiklenen hiicre 6liimiine
kars1 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.[28, 30]

Apoptoz mekanizmasi bozuk bak-/- bax-/- olan hiicrelerde ise ER stresinin nekrotik
hiicre 6liimiine neden oldugu Ve otofaji ile iliskili oldugu gosterilmistir. ER stresine cevap
olarak bak-/- bax-/- olan hiicrelerde ve normal hiicrelerde otofaji ayni sekilde
indiiklenmektedir, fakat verilen bu otofajik cevabin sonuglari farkli olmaktadir. ER stresi
durumunda bak-/- bax-/- olan hiicrelerde, 3-MA kullanilarak Atg5’in susturulmasi ile
inhibe edilen otofaji, bu hiicrelerin canliligini 6nemli derecede arttirmistir. Bu bulgu
otofajinin bak-/- bax-/- olan hiicrelerde hiicre dliimiinii artirdigin1 géstermektedir. Bunun
aksine 3-MA’nin, normal hiicrelerde ER stresi ile indiiklenen hiicre dlimiinii artirdigi
gosterilmistir.  Bu bulgular, normal hiicrelerde otofajinin hiicrenin hayatta kalma
mekanizmasi olarak ¢alistigini, apoptoz mekanizmasi ¢aligmayan hiicrelerde ise apoptotik
olmayan hiicre 6liimiinii tetikledigini gostermektedir. Asir1 strese bagli olarak apoptozun
indiiklenemedigi hiicrelerde ise, stresin miktar arttik¢a otofaji belirgin bir sekilde tetiklenir
ve bunun sonucunda da hiicresel hasar ve nekroz meydana gelir. Bu nedenle, ER stresi
kosullarinda, apoptoz mekanizmasi ile ilgili bir yetersizlik s6z konusu oldugunda,
otofajinin nekroz ile iliski bir 6liim mekanizmasi olarak ¢alistig1 diisliniilebilir. Otofajinin
ER stresi ile iligkili oldugu biliniyor olsa da ER stresi sirasinda hangi mekanizmalarin
aktive oldugu tam olarak bilinmemektedir.[30, 31]

elF2a, acglik, viral enfeksiyon ve ER stresi gibi cesitli stres durumlarinda fosforile

olur. Bu nedenle elF2a kinazlarimi aktive eden g¢esitli stres kosullari olabilecegi



diistiniilmektedir. Buna ek olarak PERK- elF2a yolaginin ER stres kaynakli otofaji ile
iliskili oldugu gosterilmistir. [10]

Otofaji, yanlis katlanmis ya da katlanmamuis proteinlerin ortadan kaldirilmasinda ve
cesitli fizyolojik durumlarin neden oldugu ER stresini hafifletmede olduk¢a 6nemlidir. ER
stresi ve otofaji arasindaki sinyal yolaklari, otofajik kargolarin hangi mekanizmalar ile
diizenlendigi, ER stresinin indiikledigi otofaji ve hiicre 6lim yolaklari arasindaki
baglantilar ve ER stresi ile iligkili hastaliklarda otofajinin etkisi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Otofajinin hiicrenin durumuna bagli olarak hem bir hayatta kalma hem
de 6liim mekanizmasi olarak ¢alisiyor olmasi, ¢esitli hastaliklarda etkili bir tedavi stratejisi

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.[7, 32]

2.3. Katlanmamis Protein Yamit1 Sinyal Yolaklar:
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Sekil 2.3. Katlanmamuisg protein yanitinda rol alan proteinler

2.3.1. PERK (PKR-like eukaryotik iniation factor 2a kinase) Sinyal Yolag

Memeli hiicrelerinde, ER strese verilen ilk yanit gecici olarak translasyonun
durdurulmast yada yavaslatilmasidir. Bu siireg PERK sinyal yolagi tarafindan
yonetilmektedir. PERK, ER membraninda bulunan, Tip | transmembran serin treonin kinaz
proteinidir. Normal sartlarda GRP78 ile beraber bulunarak inaktif durumda kalmaktadir.
ER’de olusan asir1 yiikte ya da stres durumunda, beraberinde bulunan GRP78, liimene

katlanmaya yardimci olmasi igin gonderilir. PERK ise homodimer olarak fosforillenir.



Aktive olan PERK daha sonra okaryotik baslama faktorii elF2a’daki Serin-51"1 fosforiller
ve fosforile olan elF2a, genel translasyonu durdurur. Ancak bazi onemli proteinlerin
translasyonu devam eder. Translasyonun inhibe olmasiyla birlikte, kisa émiirlii proteinler
ortadan kaldirilir. Bunun en tipik 6rnegi ise siklin D’dir. ER stres durumunda bu proteinin

yoklugu memeli hiicrelerinin hiicre siklusu sirasinda G1 fazinda kalmasini saglar.[7, 10]

2.3.2. ATF®6 (activating transcription factor 6) Sinyal Yolag

ATF6, hiicrede ER stresi olmadiginda, ER membraninda GRP78 ile beraber inaktif
sekilde tutulur. Bu proteinin memeli hiicrelerinde, ATF6a ve ATF6B olmak iizere iki
izoformu bulunmaktadir.[33]

ER stres ile karsilaginca tipki PERK’te oldugu gibi, cok benzer bir mekanizmayla
GRP78, limene katlanmaya yardime1 olmak igin gonderilir. ATF6 ise golgide sitel proteaz
(S1) wvesite2 proteaz (S2) tarafindan kirpilarak posttranskripsiyonel modifikasyona
ugramaktadir. Ardindan kirpilan ATF6 ¢ekirdege gonderilir. Burada GRP78, GRP94 gibi
ER saperonlarinin ifadesini artirarak ER katlama kapasitesi yiikseltir ve strese karsi
korunma saglanmaya caligilir.[7, 33]

ATF6, 670 aminoasitten olusan, ER tip Il transmembran glikoproteinidir, NH:
terminal domaini sitozoliktir. Elektroforetik mobilitesi 90kDA olan bu protein KPY’nin
anahtar transkripsiyon faktoriidiir. Boylece memeli hiicrelerinin karsilastigi gesitli ¢evresel
ve fiziksel streslere karsi hiicre i¢i dengeyi korumus olur. ATF6, 16sin fermuar protein
ailesinin bir tiyesidir ve endoplazmik retikulum stres cevap elementi (ERCE) olarak
hareket eder. NH> terminal domainin 370-380 aminoasitlik kismi1 transkripsiyon faktordiir
bu bolgeyi 21 aminoasitlik transmembran domain ve 270 aminoasitlik ER limenine bakan
kismu takip eder. [10, 33]

ATF6 ER stresine cevap olarak aktive oldugunda cekirdege gecer ve ER stres
elementleri (ERSE |,ERSE I1), KPY elementleri (UPRE;GRP78,GRP94), cAMP response
elementleri (CRE) promotorlarina baglanarak genlerin ekspresyonunu uyarir. ERAD ve
(ER degradation enhancing- o mannosidase-like protein) EDEM katlanmamis proteinlerin
temizlenmesine yardimci olur. XBP1 mRNA diizenlenmesine ek olarak ATF6, XBP1
proteini ile dogrudan etkilesime girer ve KPY kalite kontrol genlerini hedef alir.[31, 33]

Son dénem yapilan ¢alismalarda birden fazla ATF6a ile benzer proteinler ortaya
cikmistir ve bu da geleneksel 3 kollu KPY modelinin tamaminin heniiz aydinlatilamadigini
gostermektedir. Su ana kadar 5 protein, Oasis (CREB3L1), Luman (Creb3), Tisp40
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(CREB3L4), CREBH (CREB3L3) ve BBF2H7 (CREB3L2) tanimlanmistir. Tim bu
proteinler ATF6a ile yiiksek sekans benzerligi gostermektedir. ATF6a ya benzerlikleri
yani sira, bu faktorlerin her birinin KPY diizenlenmesine 6zel gorevleri bulunmaktadir.
Ornegin CREBH lipopolisakkarid ve sitokinlerin indiikledigi inflamatuar yanita kars1 akut
faz cevabi olarak serum amyloid, serum amyloid P bilesenleri ve C reaktif protein

tiretimini artirmaktadir.[33, 34]

2.3.3. IREL1 (inositol requering enzyme 1) Sinyal Yolag:

IRE1 transmembran yapida bir proteindir. iki formu vardir. IRE1-a tiim hiicrelerde
bulunurken B formu ise bagirsaklarda bulunmaktadir. Her iki izoformu da ER’da
transmembran proteini olarak bulunmaktadir. IREla, farelerde yasam igin 6nem tasiyan
genlerden biridir.[10]

IRE1, diger KPY yolaklar1 gibi GRP78 ile kompleks halindeyken inaktiftir. ER
stres sirasinda GRP78’in ayrilmasi, IREla’nin dimerizasyonunu, oligomerizasyonunu ve
trans-otofosforilasyonunu saglar. Aktif haldeki IRE1’in RNAaz aktivitesi ile X-box
baglayici protein 1 (XBP1) mRNA’sindan 26 niikleotid uzaklastirilir ve olusan kirpilmis
XBP1 mRNA’s1 translasyona girerek transkripsiyon faktorii kodlar. XBP1 mRNA’si
sitoplazmada normalde de bulunmaktadir. Ancak kirpilmamis sekildedir.[10, 35]

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresiyle Indiiklenen Apoptoz Yolaklari

Hatali katlanmis proteinlerin birikimi ve ER stresinin {stesinden gelmek igin
hiicrede KPY yolag: aktive olmaktadir. Eger hatali katlanmis protein miktar1 ¢ok fazla
olursa ve stres devam ederse, KPY nin aktivasyonu ER stresiyle bas etmek i¢in yetersiz
kalmaktadir ve boyle bir durumda ER stresi programli hiicre 6liimiine yol agar. Ancak ER
stresiyle indiiklenen apoptozu diizenleyen mekanizmalar heniiz tam olarak ag¢iklanabilmis
degildir. PERK, ATF6 ve IREl sinyal yolaklar1 yalnizca yasama islevlerini saglayan
yolaklar1 baslatmazlar ayni zamanda apoptoz yolaklarint da indiiklerler. ER stresi
proapoptotik sinyalleri tetiklemektedir. Fakat direk olarak hiicre 6liimiine yol agmak yerine
CHOP ya da JNK gibi yolagin ilerisindeki molekiillerin aktivasyonunu baglatarak etki
ederler. [17, 30, 36]
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2.4.1. (CCAAT/ Enhancer Binding Protein (C/EBP) Homolog Protein) CHOP

Indiiksiyonu

CHOP, bZIP-igeren transkripsiyon faktorii olarak C/EBP ailesinin iiyesi olarak
tamimlanmistir. CHOP, ayn1 zamanda (growth arrest and DNA-damage inducible gene
153) GADD153 olarak da bilinir. Uzayan ER stres siiresinde CHOP, en fazla ifadesi artan
genlerden biridir. CHOP’un transkripsiyonu, ER transmembran proteinlerinden PERK,
ATF6 ve IRE-1 tarafindan aktive edilmektedir.[37, 38]

Pek ¢ok calismada ER stres kaynakli apoptoz CHOP yolagini igermektedir.
CHOP’un transkripsiyon ve translasyon seviyesindeki kontrollerine ek olarak,
aktivasyonunu artirmak i¢in P38 MAPK 78. ve 81. serinden fosforile ederek
posttranslasyonel olarak da kontrol saglamaktadir. CHOP’un maksimum olarak
indiiklenmesi igin, biitin ER stres cevap yolaklar1 gereklidir[38]. Ciinkii CHOP’un
promotor bdlgesi ATF4, ATF6, XBP-1 ve ATF2/ATF3 tarafindan transaktive olan 4 cis-
davranish elementler tarafindan diizenlenmektedir. CHOP’un ifadesi GADD34, EROI,
DR5, karbonik anhidraz VI ve TRB3 gibi proapoptotik proteinlerin indiiksiyonuna da yol
acmaktadir. ERO1 ER luminal proteinken, digerleri sitozoliktir. B-cell lymphoma 2
(BCL2) protein ailesinin iiyeleri (BCL2, BAX, BAK, BIK) apoptotik hiicre oliimiiniin
diizenleyicisi olarak 6nem tasimaktadir.[30, 37, 39]

Mitokondri aracili apoptozda oldugu gibi ER stresiyle indiiklenen apoptoz da BCL2
protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir. ER stresiyle indiiklenen hiicre 6liimiinde BCL2
proteinlerinin iligkisi a¢ik olmasina ragmen, ER stresi tarafindan nasil diizenlendigi daha

az bilinmektedir.[37, 40]

2.4.2. (c-jun NH2- terminal kinaz) INK Aktivasyonu

ER strese yanit olarak, IREloa, adaptdr protein TNF reseptor iligkili faktor
2(TRAF2) ile beraber ER membraninda bulunmaktadir. Sinyal iletiminde gorevli
proteinlerden olan c-jun NH2- terminal kinaz (JNK) ER stresinde baska bir apoptotik
yoldur. Gen ekspresyonunu diizenleyerek strese karsi hiicrenin yasami ve 6liimii arasindaki
iligskiyi saglar. KPY, IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi tarafindan aktive olmaktadir. IRE1,
Xbp! kirpilmasindaki roliinden bagimsiz olarak JNK sinyal yolunu aktive ederek apoptozu
tetiklemektedir. IRE-1- TRAF?2 etkilesimi apoptozu tetikleyen transkripsiyonel baskilayici
faktor olan ATF3’i de aktive etmektedir. Ayrica JNK’in, fosforilasyonla BCL2
proteinlerini diizenledigi de bilinmektedir.[17, 30, 40, 41]
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2.4.3. Kaspaz Aktivasyonu

Kaspazlar, ER’la baglantili sistein proteaz ailesinin iiyesidir. Hiicrelerin i¢inde
inaktif halde bulunmaktadir. Apoptozun indiiklenmesinden sonra aktif enzim formuna
donlismek iizere islenirler. Kaspazlarin aktivasyonu apoptoz i¢in gereklidir ve kaspaz 12,
3, 6,7, 8 ve 9’un islevleri ER stresiyle ilgili caligmalarda gosterilmistir. Kaspaz 12, ER
stresiyle indiiklenen apoptozun anahtar diizenleyicisi olarak 6nem tagimaktadir. Kaspaz 12,
cesitli yollardan ER stresi ile aktive olabilmektedir. Birinci yol; kalsiyum tarafindan aktive
olan sitoplazmik proteaz olan kalpainler tarafindan aktive olmasidir. ER’da kaspaz 12’nin
aktivasyonundan sonra kaspaz-12 prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9’da kaspaz 3’iin
aktivasyonuna yol acar ve sonugta apoptoz gerceklesir. Ikinci yol; IRE1 ve adaptor protein
TRAF?2 ile direk baglantili olarak aktive olabilmesidir. Ugiincii yol; Kaspaz 7’nin bazi
apoptotik uyarilara cevap olarak ER’da transloke olmasi ve direk olarak kaspaz 12°yi
aktive edebilmesiyle gerceklesmektedir. ER stresiyle diger kaspazlarin da baglantili
oldugunu ve diger kaspazlarin aktivasyonunu da indiikledigi gosterilmistir.[28, 30, 40]
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3. GEREC ve YONTEM

DA-15/37 proje numarali ¢alismamizda Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu“ndan etik kurul izni alindiktan sonra baslanmistir. Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Aragtirma Merkezi labaratuarinda yapilan ¢alismamizda,
agirhiklar1 180-300 gr arasinda degisen 15 adet Wistar Albino cinsi erigskin erkek sigan
kullanildi. Siganlar rastlantisal olarak 3 gruba ayrildi. Biitiin sicanlar deney oncesi sabit
cevre kosullar altinda standart sican yemi ve su ile beslenerek 7 giin boyunca bekletilip
ortama adapte olmalari saglandi. Siganlara 0.5 ml Ketamine (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer), 0.1
ml Ksilazin HCI ( Alfazyne % 2 20 mg/ml, Alfasan international) ile anestezi uygulandi.
Sirt iistii pozisyonda karin tiiyleri temizlendikten sonra, karin cildi pavidon iyot ile
silinerek cilt antisepsisi uygulandi.

Grup 1 .iskemi/ Reperfiizyon (6 adet)

Siganlar, orta hat insizyonu ile agilarak karacigere giden hepatik portal ven ve
hepatik arter pringle manevrasi1 yontemiyle bulldog klemp ile klemplendi. 60 dk iskemi
sliresi sonunda, 60 dk reperflizyona birakilmistir. 60 dk’nin sonunda ise siganlar sakrifiye
edilip karaciger, akciger, bobrek ve beyin dokulart alinmistir. Dokularin bir kismi patoloji
icin yiizde 10’luk formaldehitde saklanip diger kisimlar1 ise RNA izolosyonu igin,
RNAlater’da saklanip -80 C ye kaldirilmistir.

Resim 3.1 Karaciger iskemisi (Pringle manevrasi), hepatik arter ve portal ven klemplemesi
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Grup 2. Sham (6 adet)

Hayvanlar yine orta hat insizyonu ile agilarak grup 1 deki toplam bekleme siiresi
kadar (120 dk) beklenip daha sonra sakrifiye edildi. Daha sonra yine karaciger, bobrek,
beyin ve akciger dokular1 alinip grup 1 de oldugu gibi muhafaza edilmistir.

Grup 3. Kontrol (3 adet)

Bu gruba dahil edilen siganlara higbir cerrahi islem uygulanmayip, normal

beslenme ve su ihtiyaglar1 saglanmistir.

Resim 3.2. 60 dk karaciger iskemisi sonrasi karaciger dokusunda gézle goriilebilen hasar

3.1. Dokudan RNA izolasyonu

Rna Later dan aldigimiz doku 6rnekleri homjenizatdrde homojenize edildi.

o 700 ul RLT+B-merkapto homojenize edilen dokularin tizerine eklendi ve 13000

o rpm de 3 dakika santrifiijlendi.

o Onun tizerine 700ul %70 ethanol eklendi. Yavas yavas pipetleyerek karistirildi ve bu
karisimdan kolona 700 ul aktarildi.

o 10000rpm 20 saniye santrifiijlendi ve kolonun altindaki s1viy1 dokiildii.

o Kolona 700ul Buffer RW1 eklendi ve 10000 rpm 20 saniye santrifiijlenip kolonun
altindaki s1v1 dokiildii.

o Kolona 500ul tampon RPE eklendi ve 10000 rpm 20 saniye santrifiijden sonra

kolonun altindaki s1v1 dokiildii.

. Kolona bir daha 500ul Buffer RPE eklendi.
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e 10000 rpm 2 dakika santrifiijlendi ve kolonun altindaki sivi dokiildii. Daha sonra
kolonlar bos bir sekilde kurutma amagli 13000 rpm de 1 dakida santrifiilendi.

e Kolon eppendorf tiipe (DEPC+) aktarildiktan sonra kolonun tam ortasina 40ul
DNAse RNAse free dH20 eklendi.

e 10000 rpm 1 dakika santrifiijlenir ve eppendorfa RNA ge¢mis oldu.

e Sonra spektrofotometrede 6lgiim yapildi.
3.2. RNA Miktar1 ve Safliginin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin safligini kontrolii 260/280 nm de ki absorbans oran1 ile saptand.
Epoch Gen5 spektrofotometre cihazi ve all-in-one Reader software programi kullanildi.
DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan, iyi kalitede izole edilmis RNA’da beklenilen

260/280nm absorbans orani 1,8-2,2’dir.
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Tablo 3.1. Dokulardan elde edilmis RNA miktarlar1 ve 260/280 absorbans oranlari

Gruplar Dokular Microgram/mikrolitre 260/280
Karaciger 1986 2,13
. Akciger 356 2,13
Iskemil Bibrek 792 2,16
Beyin 115 2,21
Karaciger 1789 2,13
. Akciger 1073 2,15
Iskemi2 Bibrek 1714 2,15
Beyin 415 2,13
Karaciger 926 2,14
. Akciger 164 2,15
Iskemi3 Bibrek 537 2,14
Beyin 351 2,14
Karaciger 370 2,11
. Akciger 692 2,15
Iskemi 4 Bibrek 242 2,14
Beyin 424 2,14
Karaciger 1041 2,17
. Akciger 337 2,15
Iskemis Bibrek 792 2,11
Beyin 345 2,17
Karaciger 2465 2,11
. Akciger 694 2,17
Iskemi6 Bibrek 260 2,15
Beyin 635 2,18
Karaciger 1993 2,12
Akciger 543 2,12
Shaml Bibrek 1049 2,16
Beyin 431 2,13
Karaciger 2081 2,14
Akciger 303 2,13
Sham'2 Bibrek 917 2,17
Beyin 151 2,12
Karaciger 1981 2,18
Akciger 362 2,19
Sham3 Bibrek 865 2,10
Beyin 615 2,10
Karaciger 2481 2,06
Akciger 336 2,07
Sham4 Bibrek 408 2,07
Beyin 455 2,06
Karaciger 2169 2,07
Akciger 666 2,11
Shams Bibrek 1500 2,10
Beyin 742 2,10
Karaciger 2406 2,06
Akciger 1503 2,08
Shamé Bibrek 1026 2,09
Beyin 752 2,11
Karaciger 720 2,14
AkKkciger 120 2,16
Kontroll Bobrek 425 2,10
Beyin 264 2,15
Karaciger 507 2,14
Akciger 294 2,13
Kontrol2 Bibrek 212 2,16
Beyin 148 2,16
Karaciger 1293 2,11
Akciger 324 2,14
Kontrol3 Bibrek 186 2,16
Beyin 170 2,08
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3.3. cDNA Sentezi

Tez galismasinda kullanilan RNA 6rneklerinden ters transkripsiyon, "Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit" (Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. cDNA sentezi
i¢cin orneklerin RNA konsantrasyonu esitlendi. Her 6rnek i¢in;
o 500 ng total RNA
. 1 pl oligo (dT) primer (50 pmol/ml)
. 4 ul transkriptor geri transkriptaz tampon,5X
o 0.5 pl RNase inhibitor, 40U/ pl
. 2 ul deoksiriboniikleotid karigimi; (herbiri 10 mM)
o 0.5 pl geri transkriptaz 20U/ pl
o Su ile reaksiyon 20 pl’ye tamamlandi ve karisim pipetle karistirildi.

Ornekler 25°C 10°, 55°C 30°, 85°C 5° termal dongii cihazinda inkiibe edilerek
cDNA sentezi gergeklestirildi. Cihazdan alinan tiipler ya -20°C’da saklandi ya da QRT-
PCR ig¢in kullanildu.

3.4. Gen ifadelenmesinin Saptanmasi

ER stres genleri olan GRP78, PERK, CHOP VE ATF6 genlerinin ifadelenmelerini
saptamak i¢in her bir sican genine ait real time ready prob ile Light Cycler 480 probe
master kiti kullanilmistir. House Keeping gen olarak da B actin kullanilmigtir. Her bir prob

light cycler 480 cihazinda ¢alisilmistir.
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Resim 3.3. Gen ifadelenmesinin saptanmasinda kullanilan Light Cycler 480

Florasan/zaman ve sicaklik/zaman grafigi.
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Resim 3.4. Light cycler 480 programinda hedef gen ve referans genlerin dizayni

3.5. Histopatolojik Inceleme

Iskemi reperfiizyon uygulanan Karaciger dokusu rezeke edildikten sonra %10’luk
tamponlu formalin soliisyonunda patoloji bolimiine gonderildi. Her karaciger dokusundan
uzun cksene dik, 3mm kalinliginda, 2 adet paralel dilim ¢ikarildi. Materyaller standart
doku takibi isleminden gegirilerek parafine gomiildi. Parafin bloklardan 5 mikrometre
kalinliginda 2 adet ardisik kesit hazirlanarak Hematoksilen Eozin ile boyandi. Isik
mikroskopik incelemede hepatik hasar parametreleri olarak 16kositik infiltrasyon
yogunlugu, ndtrofil varligi, siniizoidal dilatasyon, balonlasma dejenerasyonu, ve
konjesyon, steatoz, iskemik koagiilatif nekroz ve apopitoz daha 6nce tanimlanan kriterlere

uygun olarak degerlendirildi.

19



4. BULGULAR

4.1. Organlara Gore Er Stres Genleri ifadelenme Diizeyleri

4.2. Grp 78 ifadelenmesi

GRP78 iskemi Sham Iskemi Sham
1 0,4697 0,5038 1 1,492 0,9762
5 2 0,7605 0,2 . |2 1,15
= | 3 0,7575 0,4312 e | 3 0,8956 1,43
g 4 | 3,45E-02 0,3064 % 4 1,815 1,84
I 0,423 0,2564 5 6,672 4,281
6 0,444 0,2993 6 15,26 1,394
iskemi Sham Iskemi Sham
1 0,5196 1,968 1 0,758 2,796
2 0,3627 1,942 2 2,723 1,248
3 5,611 3,747 3 0,7785 0,9471
4 3,645 1,427 4 2,432 0,2564
5 4,078 2,188 5 0,7837
6 2,29 6 0,6156 0,9911

Sekil 4.1. Organlar aras1t GRP78 ifadelenmesi (iskemi ve sham grubunun kontrol grubuna

gore oranlart)

0,6

0,5

04 -
03 -
02 -

m iSKEMi KARACIGER GRP78
B SHAM KARACIGER GRP 78

0,1 -

KARACIGER GRP78

Sekil 4.2. Karaciger GRP78ifadelenmesi (p=0,125368838)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu, karaciger GRP78ifadelenmeleri kontrol grubu

karaciger GRP78 ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperflizyon
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grubunda bir artig goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul
edilmistir.)

® ISKEMI AKCIGER GRP78

B SHAM AKCIGER GRP78

AKCIGER GRP 78

Sekil 4.3. Akcigerde GRP78ifadelenmesi (p=0,324794028)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu, akciger GRP78 ifadelenmeleri kontrol grubu
akciger GRP78 ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon

grubunda bir artis gorilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.)
3,5
3
2,5 -
2 m ISKEMIi BEYIN GRP78
1,5 m SHAM BEYIN GRP78
1
0,5 -
o |
BEYIN GRP 78

Sekil 4.4. Beyin GRP78 ifadelenmesi (p=0,306699418)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu, beyin GRP78ifadelenmeleri kontrol grubu beyin
GRP78 ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon grubunda

bir artig goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul edilmistir.)
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1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

BOBREK GRP 78

M ISKEMI BOBREK GRP78
B SHAM BOBREK GRP78

Sekil 4.5. Bobrek GRP78 ifadelenmesi(p=0,314153001)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu bobrek GRP78 ifadelenmeleri kontrol grubu bdbrek

GRP78 ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon grubunda

bir artis goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.)

4.3. Chop ifadelenmesi

CHOP Iskemi Sham Iskemi Sham
1 1,222 0,727 1 2,489 0,8107
5 2 5,148 0,3037 » 2 2,296 4,328
220 3 3,282 1,474 & | 3 2,218 3,661
g 4 0,2366 1,354 % 4 1,712 2,354
M 5 2,561 0,3324 5 11,17 18
6 6,87 0,6357 6 20,5 1,41
Iskemi Sham iboc Sham
1 8,1 3,844 1 6,252 8,693
2 6,626 1,768 2 22,61 5,062
3 4,362 5,523 3 2,539 3,303
4 9,922 4,277 4 6,662 3,92
5 4,718 3,919 5 3,983
6 2,398 6 2,512 1,384

Sekil 4.6. Organlar aras1t CHOP ifadelenmesi (iskemi ve sham grubunun kontrol grubuna

goOre oranlari)
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2,5
5 M ISKEMI KARACIGER CHOP

15 | B SHAM KARACIGER CHOP
1 .

0,5

KARACIGER CHOP

Sekil 4.7. Karaciger CHOP ifadelenmesi (p=0,032680545)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu karaciger CHOP ifadelenmeleri kontrol grubu
karaciger CHOP ifadelenmesiyle Kkarsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon

grubunda istatiksel olarak anlamli bir artig goriilmistiir. (p<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.)

B ISKEMI AKCIGER CHOP

B SHAM AKCIGER CHOP

AKCIGER CHOP

Sekil 4.8. Akciger CHOP ifadelenmesi (p= 0,114851326)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu akciger CHOP ifadelenmeleri kontrol grubu
akciger CHOP ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon
grubunda bir artis goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul
edilmistir.)
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W [SKEMI BEYIN CHOP

m SHAM BEYIN CHOP

BEYIN CHOP

Sekil 4.9. Beyin CHOP ifadelenmesi (p= 0,019028561)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu beyin CHOP ifadelenmeleri kontrol grubu beyin
CHOP ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon grubunda

istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. (p<0.05 anlamli kabul edilmistir.)

g *
8 -
7 -
6 -
5 4 i -
M ISKEMI BOBREK CHOP
47 B SHAM BOBREK CHOP
3 -
2 -
1 -
0 -
BOBREK CHOP

Sekil 4.10. Bobrek CHOP ifadelenmesi (p=0,019028561)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu bobrek CHOP ifadelenmeleri kontrol grubu
bobrek CHOP ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon

grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir. (p<0.05 anlamli kabul edilmistir.)

24



4.4. Perk ifadelenmesi

PERK Iskemi Sham iskemi Sham
1 3,402 0,6305 1 1,744 0,592
E“; 2 2,114 0,7891 . 2 1,611 3,044
2|3 1,472 0,882 s | 3 1,621 2,28
£ 4 0,1804 0,5828 % 4 0,9948 1,048
= 5 1,005 0,2244 5 2,357 0,8314
6 1,466 0,5474 6 4,222 0,8696
Iskemi Sham Iskemi Sham
1 1,651 0,5608 1 0,4319 0,8876
2 0,3817 0,4673 2 0,4153 0,4545
3 0,7051 0,5533 3 0,2419 0,5507
4 0,4507 0,5139 4 0,5085 0,1109
5 0,3813 0,4238 5 3,661 0,3758
6 0,1739 6 0,2957 0,1433

Sekil 4.11. Organlar aras1 PERK ifadelenmesi (iskemi ve sham grubunun kontrol grubuna

gore oranlar)

1,8

1,6

1,4 -

1,2 -

B iSKEMIi KARACIGER PERK

0.8 - B SHAM KARACIGER PERK
0,6 +
0,4

0,2

KARACIGER PERK

Sekil 4.12. Karaciger PERK ifadelenmesi (p= 0,039643917)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu karaciger PERK ifadelenmeleri kontrol grubu
karaciger PERK ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon

grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir. (p<0.05 anlamli kabul edilmistir.)
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2,5

m ISKEMI AKCIGER PERK
B SHAM AKCIGER PERK

0,5 +

AKCIGER PERK

Sekil 4.13. Akciger PERK Ifadelenmesi (p= 0,157438822)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu akciger PERK ifadelenmeleri kontrol grubu
akciger PERK ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon
grubunda bir artis goriilmis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul
edilmistir.)

0,8

0,7 |

0,6

0,5
0,4 - m iSKEMI BEYIN PERK
B SHAM BEYIN PERK
0,3
0,2

0,1

BEYIN PERK

Sekil 4.14. Beyin PERK ifadelenmesi (p= 0,173317695)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu beyin PERK ifadelenmeleri kontrol grubu beyin PERK
ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon grubunda bir artis

goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul edilmistir.)
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Sekil 4.15. Bobrek PERK Ifadelenmesi (p=0,20446665)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu bébrek PERK ifadelenmeleri kontrol grubu
bobrek PERK ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon
grubunda bir artis goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul
edilmistir.)

4.5. Atf6 ifadelenmesi

ATF6 Iskemi Sham iskemi Sham
1 1,164 0,419 1 2,803 0,4481
5 2 0,7486 0,1699 5 2 1,315 2,843
-’%D 3 1,301 0,328 33{) 3 0,6455 0,5903
£ | 4| 679602 | 04225 % 4 1,156 0,6311
“ | 5| 05074 | 01945 5| 1,359 1,183
6 0,4774 0,2784 6 1,061 0,195
Iskemi Sham iskemi Sham
1 0,242 0,2579 1 0,6693 0,6403
2 0,2085 0,2161 2 0,5939 0,1212
3 0,3407 0,2898 3 0,2045 0,2061
4 0,5966 0,2783 4 0,4765 0,1077
5 0,3145 0,3344 5 0,4307
6 0,154 6 0,1443 8,66E-02

Sekil 4.16. Organlar aras1t ATF6 ifadelenmesi (iskemi ve sham grubunun kontrol grubuna

gore oranlari)
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Sekil 4.17. Karaciger ATF6 ifadelenmesi (p= 0,039458756)

Iskemi reperfiizyon grubu karaciger ve sham grubu karaciger ATF6 ifadelenmeleri
kontrol grubu karaciger ATF6 ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi
reperfiizyon grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis gériilmiistiir. (p<0.05 anlaml1 kabul

edilmistir.)

1,6

1,2

08 - m ISKEMIi AKCIGER ATF6

06 m SHAM AKCIGER ATF6
04 -

0,2 +

AKCIGER ATF 6

Sekil 4.18. Akciger ATF6 ifadelenmesi (p= 0,21627953)

Iskemi reperfiizyon ve sham grubu akciger ATF6 ifadelenmeleri kontrol grubu
akciger ATF6 ifadelenmesiyle karsilatirilmig, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon
grubunda bir artig goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlamli kabul
edilmistir.)
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o
|
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Sekil 4.19. Beyin ATF6 ifadelenmesi (p= 0,14744585)

Iskemi reperfiizyon grubu beyin ve sham grubu beyin ATF6 ifadelenmeleri kontrol
grubu beyin ATF6 ifadelenmesiyle karsilatirildi, sham grubuna gore iskemi reperfiizyon
grubunda bir artig goriildi fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05 anlaml1 kabul
edilmistir.)

0,5

0,45

0,35 +
0,3 -

0,25 - W ISKEMI BOBREK ATF6

0,2 - B SHAM BOBREK ATF6
0,15 +
0,1 -

0,05 +

BOBREKATF 6

Sekil 4.20. Bobrek ATF6 ifadelenmesi (p=0,151898666)

Iskemi reperfiizyon grubu bébrek ve sham grubu bébrek ATF6 ifadelenmeleri
kontrol grubu bobrek ATF6 ifadelenmesiyle karsilatirilmis, sham grubuna gore iskemi
reperfiizyon grubunda bir artig goriilmiis fakat istatiksel olarak anlamli degildir. (p<0.05

anlamli kabul edilmistir.)
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4.6. Iskemi/Reperfiizyon Grubu Sicanlar Aras1 Chop Karsilastiriimasi

Calismamizda I/R grubunda bulunan sicanlarda iskemi ve reperfiizyon siiresi ayni

olmasina ragmen, bazi siganlarda I/R hasarinin etkisi daha ¢ok, bazilarinda ise daha az

gOriilmiistiir.

Bu durumun etkileri hem yapilan immiinohistokimyasal c¢aligmalar

sonucunda hem de hasarin molekiiler diizeyde en iyi sekilde anlasilmasini saglayan

parametrelerden biri olan CHOP ifadelenmelerindeki

artig farkliliklariyla ortaya

konulmustur.
iSKEMi KARACIGER CHOP iSKEMi BEYiN CHOP

8 12

7 10

[}

5 &1

¢ mISKEMI KARACIGER CHOP 6 M ISKEMI BEYIN CHOP
3 4

, 4

1 27

0 0 4

3 4 5 [} 3 4 5
iSKEMi AKCIGER CHOP iISKEMi BOBREK CHOP

25 25

20 20

15 15

miSKEMI AKCIGER CHOP W iSKEMIi BOBREK CHOP

10 10

5 5 4

0 0

1 2 3 4 5 [ 1 2 3 4 5 6

Sekil 4. 21. Iskemi/Repefiizyon grubu siganlar arasindaki Chop ifadelenmelerinin kontrol

grubuna gore oranlariin farkliliklari.
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4.7. Histopatolojik Bulgular

4.8. Karaciger Hepatik Hasar Durumu

Tablo 4.1. iskemi/reperfiizyon grubu (1-6), Sham Grubu (7-12) , Kontrol (13-15), (BBA:
biiyiik biiyiitme alani)

Sinuzoidal | Sitoplazmik Parankim hiicre | No6trofil sayisi
konjesjon vakuolizasyon | nekrozu 50/BBA

1 iSKEMI
2 ISKEMI
3 ISKEMI
4 ISKEMI
5 ISKEMI
6 ISKEMI
7 SHAM
8 SHAM
9 SHAM
10 SHAM
11 SHAM

+
+

NIN|RIR[R[R|[ABIN[N|[wW|w
Mw|lw|lp|lw|bd|o|lo|r|r|o|O
o|lNv|N|lo|lolo|NIN|IN|FR NN

12 SHAM

Kontrol grubu, karacigerinin histopatolojik incelemelerinde, hepatositlerde hafif
hidropik dejenerasyon, karacigerlerin sinuzoid ve morfolojik yapisi normal olarak
goriintlilendi. Karaciger hiicreleri, intakt ve santral venden perifere normal siniizoidal
dizilim gostermektedir.

Iskemi reperfiizyon grubunda, santral ven gevresinden (Zon 3) baslayan hepatosit
kordonlarinda daralma ve hepatoseliiler kayip ile karakterize parankim hiicre zedelenmesi
ve santral ven ¢evresinde (Zon 3) belirgin konjesyon ile birlikte portal alanda nétrofil
16kosit infiltrasyonu goriildii.

Sham grubunda ise hepatositlerde belirgin hidropik dejenerasyon ile birlikte portal

alanda notrofil 16kosit infiltrasyonu goriildii.
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Resim 4.1. A. Iskemi reperfiizyon grubu, Karaciger parankimi (H&E x100) B: Sham
grubu, Karaciger parankimi (H&E x100) C: Kontrol grubu, normal karaciger
parankimi (H&E x100)

Resim 4.2. A. Iskemi reperfiizyon grubu, portal alanda nétrofil 16kosit infiltrasyonu (H&E
x400) B: iskemi grubu, portal alanda nétrofil 16kosit infiltrasyonu (H&E
x1000)
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Resim 4.3. A. iskemi reperfiizyon, santral ven ¢evresinde (Zon 3) belirgin konjesyon
(H&E x200) B: iskemi reperfiizyon grubu, santral ven gevresinde (Zon 3)
belirgin konjesyon (H&E x400) (SV: santral ven)

Resim 4.4. A. Iskemi reperfiizyon grubu, Santral ven ¢evresinden (Zon 3) baslayan
hepatosit kordonlarinda daralma ve hepatoseliiler kayip ile karakterize
parankim hiicre zedelenmesi (H&E x200) B: Iskemi reperfiizyon, Santral ven
cevresinden (Zon 3) baslayan hepatosit kordonlarinda daralma ve hepatoseliiler
kayip ile karakterize parankim hiicre zedelenmesi (H&E x400) (SV: santral

ven)

33



Resim 4.5. A. Iskemi reperfiizyon, tek hiicre nekrozlart (H&E x400) B: Iskemi
reperfiizyon grubu, Karaciger parankiminde sinitizodal dilatasyon, asiner

transformasyon ve hepatosit kordonlarinda daralma (H&E x100)

Resim 4.6. A. Sham grubu, portal alan ¢evresi (H&E x400) B: Sham grubu, bir portal
alanda nétrofil 16kosit infiltrasyonu (H&E x400) (PA: portal alan)
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Resim 4.7. A. Sham grubu, santral ven ¢evresi (Zon 3) (H&E x200) B: Sham grubu,
santral ven gevresi (Zon 3) (H&E x400) C: Sham grubu, Hepatositlerde
belirgin hidropik dejenerasyon (H&E x400) (SV: santral ven)

Resim 4.8. A: Kontrol grubu, santral ven ¢evresi (Zon 3) (H&E x200) B: Kontrol
grubu, santral ven ¢evresi (Zon 3) (H&E x400) (SV: santral ven)
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Resim 4.9. A. Kontrol grubu, bir portal alanda nétrofil 16kosit infiltrasyonu (H&E x400)
B: Kontrol grubu, Hepatositlerde hafif hidropik dejenerasyon (H&E x400)
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5. TARTISMA ve SONUC

I/R hasar1 karaciger travmalari, rezeksiyonu ve transplantasyonu sirasinda ve
sonrasinda ortaya ¢ikabilen dnemli bir sorundur. iskemi sonrasi reperfiizyonla birlikte
dokuya enerji ve gereken oksijen saglanir, ayni zamanda ise toksik metabolitler
uzaklastirilir. Fakat sistemik dolasima katilan toksik metabolitlerin donmesiyle birlikte
ortamda ciddi sorunlara yol agarak doku hasarini arttirir.[18] Reperfiizyonla ortaya ¢ikan
toksik triinler ve inflamasyonla birlikte, akciger, kalp, beyin, bobrek gibi uzak organlarda
hasar olusturur.[13] Kan akiminin ve oksijenin gecici olarak azalmasi ya da tamamen
durmasi ile olusan iskemi dénemi ve kan akiminin tekrar saglanmasi ile birlikte serbest
oksijen radikallerinin, sitokinlerin salinmasi, adhezyon molekiillerinin artmasi ve buna
bagli olarak organ hasari ile sonuglanan reperflizyon dénemini igerir.[4, 5] I/R hasari,
organ transplantasyonu ve rezeksiyonu, inme, yanik, sok, miyokard infaktiisii, sepsis,
travma gibi bir ¢ok durumda goriilmesine ragmen gelisim mekanizmasi hala tam olarak
bulunamamustir. /R hasari karaciger cerrahisinde olusan morbiditenin en Onemli
nedenidir.[24]

Karaciger transplantasyonunda ve operasyonlarinda kanamanin engellenmesi igin
hepatik pedikiil klempleme (Pringle manevrasi) yontemi sik¢a kullanilmaktadir.[3] I/R
hasar1 sonrasinda karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek icin degisik yontemler
kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilan yontemler biyokimyasal olarak ALT AST
enzim diizeylerinin karsilastirilmasi ve histopatolojik olarak ise sinuzoidal konjesyon,
sitoplazmik vakuolizasyon, hepatoselliller nekroz ve nétrofil infiltrasyonu gibi
parametrelerle kKkaraciger fonksiyonuna bakilmasidir [13, 18]. Bizim g¢alismamizda,
sicanlarda orta ve sol lateral hepatik loblar1 besleyen hepatik portal ve ven 60 dakika
stireyle klempe edildikten sonra mikrovaskiiler klemp kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon
saglanmistir. Olusturulan karaciger I/R sonucu karaciger dokusunda meydana gelen
patolojik degisiklikler histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Karaciger I/R modeli olusturulan ¢alismada Crockett ET ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada karaciger iskemisi uygulanan deney grubunda ALT enzim diizeylerinde
artma meydana geldigini ve histopatolojik degerlendirmelerde ise sitoplazmik
vakuolizasyon, sinuzoidal konjesyon, notrofil infiltrasyonu ve hepatoselliiler nekroz
gozlendigini raporlanmistir [42]. Bagka bir ¢alismada ise Ferdinand Serracino-Inglott ve
arkadaglar1 Karaciger iskemisi uygulanan grupta karaciger ALT, AST enzim diizeylerinde

artigla beraber, hepatositlerde nekroz polimorfniikleer hiicre infiltrasyonu ve sinuzoidal
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genigleme varligini saptamislardir[43]. Yani karaciger iskemisi uygulanan hayvanlarda
yapilan histopatolojik incelemelerde genel olarak hepatositlerde nekroz, hepatik
kordonlarda daralma ve ayrilma, nétrofil 16kosit infiltrasyonu, hemoraji, Karaciger
parankiminde sinilizodal dilatasyon, asiner transformasyon ve sinuzoidlerde genisleme
gozlenir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise karaciger dokusunda olusan
histopatolojik hasar Crockett ET ve arkadaslarinin galismasina benzer sekilde iskemi
grubunda santral ven ¢evresinden baslayan hepatosit kordonlarinda daralma ve
hepatoseliiler kayip ile parankim hiicre zedelenmesi, santral ven ¢evresinde belirgin
konjesyon ile birlikte portal alanda nétrofil 16kosit infiltrasyonu goriildii. Fakat yapilan
diger ¢alismalarda histopatolojik degerlendirmeler sonucu olusan hasar, yalnizca iskemi
grubunda goriilmektedir. Kontrol ve sham grubunda bu tip hasar bu derecede
olmamaktadir. Bizim c¢alismamizda ise, kontrol grubunda hepatositlerde hafif derecede
olsa bile bir hidropik dejenerasyon, sham grubunda da belirgin sekilde hidropik
dejenerasyonla birlikte portal alanda notrofil ve 16kosit infiltrasyonu goriildii. Bu durumda
rastgele secilen siganlarda iskemiye bagli olmaksizin baska bir hastaliklar1 olabilecegini
diistindiirmektedir.

Cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda oldugu gibi karaciger I/R hasari
sonrasinda Endoplazmik Retikulumda katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi sonucunda katlanmamis protein yaniti olugsmaktadir. Katlanmamis protein yaniti
sonucu hiicre ya apoptoza gitmekte ya da tekrar hayatta kalmay1 saglama yoniinde tercih
yapmaktadir[12]. Qing X. ve arkadaslar1 beyin iskemisinde, iskemi siiresine bagli olarak
endoplazmik retikulum stres genlerinin hem gen diizeyinde hem de protein diizeyinde
ifadelenmelerini arttigini gostermistir[44]. Ayrica Emma Folch-Puy ve arkadaglarmin
yapmis oldugu calismalarda karaciger transplantasyonlarinda ve greft ameliyatlarinda
olusan karaciger hasarlanmasinda ER stresinin roliinlin azzimsanamayacak kadar onemli
oldugunu ortaya koymuslardir[45]. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise karaciger
dokusunda ATF6, PERK ve CHOP gen diizeylerinde istatiksel olarak bir artis
gozlenmistir. GRP78 diizeyinde de bir artig goriilmesine ragmen istatiksel olarak anlaml
bulunamadi.

I/R hasar1 modeli ¢alismalarinda, olusan sistemik bir inflamasyon sonucu hasar
olusturulan organ disindaki uzak organlarda da hasar olusturabilecegi bilinmektedir.
Stringa P. ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada bagirsak iskemisi sonrasi uzak organlarda da

hasar olusabilecegini gostermislerdir. Fakat daha 6nce yapilan hi¢bir ¢alismada karaciger
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I/R hasar1 sonrasi karaciger disindaki diger organlarda olusan endoplazmik retikulum stresi
gosterilmemistir[4].
Bu ¢alismada I/R hasar1 sonrasi karacigerde ve beyin, bobrek, akciger gibi uzak organlarda

endoplazmik retikulum stresi gosterilmesi amaglanmastir.

Calismamizda endoplazmik retikulum stres genleri olan GRP78, PERK, ATF6, ve
CHORP ifadelenmelerine karaciger, akciger, bobrek ve beyinde bakilmis ve tiim genlerde
sham grubuna kiyasla bir artis gozlenmistir. Ozelikle CHOP ifadelenmesi akciger harig
diger organlarda istatiksel olarak anlamli olarak artmistir.

I/R hasar1 sonrasi hatali katlanmis proteinlerin birikimiyle birlikte endoplazmik
retikulum stresin istesinden gelmek i¢in hiicrede KPY yolagmi aktive etmektedir. Eger
stres devam ederse, KPY’nin aktivasyonu ER stresiyle bas etmek igin yetersiz kalir ve
boyle bir durumda ER stresi programli hiicre 6liimiine yol acar. ER stresiyle tetiklenen
proapoptotik sinyalleri direkt olarak hiicre oliimiine yol agmak yerine CHOP yolagin
ilerisindeki molekiillerin aktivasyonunu baslatarak etki ederler. Cok uzun siiren ER stresi
ile birlikte CHOP, en fazla ifadesi artan genlerden biri oldugu bilinmektedir. CHOP’un
transkripsiyonu, ER transmembran proteinlerinden PERK, ATF6 ve IRE-1 tarafindan
aktive edilmektedir. Pek cok calismada ER stres kaynakli apoptoz CHOP yolagini
icermektedir. CHOP’un maksimum olarak indiiklenmesi igin, biitiin ER stres cevap
yolaklar1 gereklidir.

Sonu¢ olarak bizim calismamizda da hem karacigerde hem de diger organlarda
CHOP ifadesinin anlamli derecede artmasi karaciger I/R hasar1 sonrasi endoplazmik
retikulumda KPY yolaginin aktive olup, hiicrelerde ER stresi olustugunu gostermektedir.

Calismamizda kullanilan siganlarin hepsinin ayni derecede saglikli olmayisi, ayrica
siganlara uygulanan iskemi siirelerinin ayn1 olmasina ragmen, I/R hasarinin ayni derecede
gozlenememesi Ozellikle CHOP ifadelenmelerinin farkli olusmasina sebep olmustur. Bu
yiizden ilerde yapilmasi planlanan baska calismalarda sonuglarin daha anlamli olmasi
adina, aym yasta daha saglikli inbred sicanlar kullanilip, sicanlarda olusan iskemik
hasarlarin birbirine yakin oldugu gruplar segilerek hem gen, hem de protein diizeyinde
daha anlamli sonuglarin ¢ikmasi beklenmektedir.

Gilinimiizde 6zellikle karaciger transplantasyonlarinda kullanilan pringle manevrasi
yontemi ve sonrasinda olusmasi beklenen I/R hasarinda ER stresinin rolii azimsanmayacak

derecede fazladir. Hatta olusan bu stres sonucu yalnizca karaciger degil, diger uzak
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organlar bile etkilenmektedir. Bu yiizden karaciger cerrahisi dncesi bu stresin Oniine

gecebilmek ve hasarin en aza indirilmesi adina daha ¢ok ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.
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