T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIP FiZYOLOJi ANABILIM DALI

SICANLARDA KARACIGER iSKEMi / REPERFUZYON
MODELINDE ERDOSTEININ TRPM 2/8 KANALLARI UZERINE
ETKISI

YUKSEK LISANS TEZI
Okan TUTUK

Danismanlar
Prof. Dr. Cemil TUMER
Dog. Dr. Recep DOKUYUCU

HATAY - 2016



T.C
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIP FiZYOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA KARACIGER ISKEMIi / REPERFUZYON
MODELINDE ERDOSTEININ TRPM 2/8 KANALLARI UZERINE
ETKISI

YUKSEK LISANS TEZI

Okan TUTUK

Damsmanlar
Prof. Dr. Cemil TUMER
Dog. Dr. Recep DOKUYUCU

Bu tez, Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

12262 no’lu proje olarak desteklenmistir.

HATAY - 2016



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIP FiZYOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA KARACIGER iSKEMi / REPERFUZYON MODELINDE
ERDOSTEININ TRPM 2/8 KANALLARI UZERINE ETKIiSi

Yiiksek Lisans Tezi

Okan TUTUK

Bu tez asagida isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 13.07.2016 giinii s6zlii olarak yapilan tez
savunma sinavinda oybirligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi:  Jiiri Baskanm1  : Prof. Dr. Cemil TUMER
Uye : Dog. Dr. Halil DUZOVA

Uye : Dog. Dr. Recep DOKUYUCU

Bu tez, Enstitiimiiz Tip Fizyoloji Anabilim Dalinda hazirlanmistir.

Dog. Dr. Yasar ERGUN
Enstitii Miidiirt



TESEKKUR

Yiksek Lisans Egitimim siiresince ve asistanliga basladigim ilk giinden beri bilgi
ve deneyimlerinden daima yararlandigim, al¢ak goniillii, anlayisli, sabirli ve babacan
tavirlariyla sabrin1 ve hosgoriisiinii hi¢bir zaman esirgemeyen, herkese destek olan ve her
tiirli olanag1 saglayan Fizyoloji Anabilim Dali Bagkani ve ayn1 zamanda tez danismanim
degerli hocam saym Prof. Dr. Cemil TUMER e,

Asistanligim siiresince ve tez ¢alismalarim esnasinda, fikirleriyle bana her zaman
yol gosteren, bilgi ve deneyimlerini paylasan, destekleyen ve yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen, degerli hocam ve ikinci tez danigmanim Dog. Dr. Recep DOKUYUCU’ya ve
tez caligmalarimin her asamasinda bilgi ve birikimlerini paylagan boliimiimiiziin degerli
ogretim iiyeleri saym Dog. Dr. Fatih SEFIL ve Yrd. Dog. Dr. Enver Ahmet DEMIR e

Yiiksek lisans egitimim siiresince her konuda destek olan ve yardimlarini
esirgemeyen degerli abim Atakan OZTURK e, tez ¢alismamin her asamasinda yanimda
olan ve destegini her zaman yanimda hissettigim degerli ¢aligma arkadasim Ars. Gor.
Hatice DOGAN’a, asistanligim siiresince ve tez calismamin deney asamasinda her tiirlii
bilgi ve tecriibesini benimle paylasan ve her konuda bana destek olan degerli abim Suphi
BAYRAKTAR’a tez ¢alismalarimin laboratuvar deneyleri asamasinda birlikte calistigim
Gokhan AGTURK, Kerem CAGLAR, Zeynel Abidin TAS ve Niliifer BILGIC’e

Sonsuz Tesekkiirler.

Tez galismam yaptigim MKU-DAM personeline ve galismay: destekleyen Mustafa

Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Y&netim Birimi’ne tesekkiir ederim.

Ayrica hayatim boyunca maddi-manevi desteklerini ve sevgilerini higbir zaman
esirgemeyen, her zaman yanimda olduklarint bildigim, daima bana giivenen ve bugiinlere
gelmemi saglayan kiymetli annem, babam ve canim kardesim’e;

Yiiksek lisans egitimim siiresince ve dncesinde bana her zaman destek olan, zor
zamanlarimda hep varligimi hissettiren, sikintilarima katlanan ve biiyiik 6zveride bulunan,
fedakarligi, anlayis1 ve sabri i¢in sevgili esim Siimeyye’ye SOnsuz minnet ve siikranlarimi

sunarim.



ICINDEKILER

Kabul ve Onay I

TESEKKUR Il
ICINDEKILER v
SEKILLER DiZziNi Vil
CIZELGELER DIZINi Vil
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi IX
OZET XI
ABSTRACT Xl
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Karaciger 3
2.1.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi 3
2.1.2. Karaciger Fizyolojisi 8
2.1.2.1. Karacigerin Fizyolojik Fonksiyonlar1 ve Metabolik Islevleri 10
2.2. Iskemi 12
2.3. Repertfiizyon 13
2.4. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1 14
2.5. Karaciger iskemi / Reperfiizyon Hasar1 Fizyopatolojisi 15
2.5.1. Hiicresel Mekanizmalar 18
2.5.1.1. Kupffer Hiicreleri 19
2.5.1.2. Notrofiller (PNL) ve Siniizoidal Endotelyal Hiicreler 19
2.5.1.3. Plateletler 20
2.5.2. Humoral Mekanizmalar 21
2.5.2.1. Komplemanlar 21



2.5.2.2. Sitokinler
2.5.2.3. Timdr Nekrozis Faktor (TNF-a)
2.5.2.4. Interldkin-1 (IL-1) / Interlokin-6 (1L-6)
2.5.3. Serbest Radikaller
2.5.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)
2.5.4. Antioksidanlar
2.5.4.1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
2.5.4.2. Total Oksidan Seviyesi (TOS)
2.5.4.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
2.6. Transient Reseptor Potansiyel (TRP)
2.6.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallar
2.7. iskemide Ca*?* ve TRPM Kanallari
2.8. Erdostein
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deneyin Kurgulanmasi
3.2. Deney Hayvanlari
3.3. Deney Gruplart
3.4. Karaciger /R Modeli
3.5. Karaciger Histopatolojik Preparatlarinin Hazirlanmasi
3.6. Biyokimyasal Analizler
3.6.1. AST, ALT, LDH, GGT, Kreatinin, Ure Analizi
3.6.2. TNF-a ve IL-6 Analizi
3.6.3. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi
3.6.4. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi
3.6.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Hesaplanmasi
3.7. TRPM Gen Ifadelerinin Analiz islemleri

3.7.1. Dokularm Homojenizasyonu ve Total RNA Izolasyonu

21
22
23
23
24
25
26
26
26
27
29
31
33
35
35
35
35
37
39
40
40
40
40
41
41
41

41



3.7.2. cDNA Sentezi

3.7.3. Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

3.8. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. Histopatoloji Sonuglari

4.2. Biyokimyasal Analiz Sonuglari
42.1. AST, ALT, LDH, GGT, Ure ve Kreatinin
4.2.2. TAS, TOS ve OSI
4.2.3. TNF-a ve IL-6

4.3. Gen ifadesinin Sonuglari

5. TARTISMA

6. SONUC

7. KAYNAKLAR

OZGECMIS

\

42
43
44
44
44
46
46
47
49
49
53
64
65

72



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

SEKILLER DiZINi

Karacigerin 6n ve arka yiiz goriiniimii

Karaciger Ligamentleri

Couinaud’in segmental anatomisi

Couinaud ve Bismuth’ a gore karacigerin segmentasyonu
Karaciger lobiilii ve asiniis yapisi

Karaciger lobiillerindeki hepatositlerin organizasyonu
Splanknik Dolagim

Pringle Manevrasi

I/R hasarinda SOR’nin olusumu

Sekil 2.10. I/R hasarinin sistematigi

Sekil 2.11. I/R hasarinin fizyopatolojisi

Sekil 2.12. PMNL hiicrelerinin (notrofillerin) aktivasyonu ve gelisen olaylar
Sekil 2.13. TRP kanallarmin alt kanal gruplari

Sekil 2.14. TRPM2 kanallarinin segmental yapisi

Sekil 2.15. ADPR ve TRPM2 kanal aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki iligki
Sekil 2.16. Erd’in kimyasal yapisi

Sekil 4.1. Oksidatif stres indekslerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.2. TRPM2 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.3. TRPM6 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.4. TRPM?7 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.5. TRPMS gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Resim 3.1. Karaciger I/R modeli iskemi modeli olusturma siireci

Resim 3.2. Karaciger I/R modeli reperfiizyon siireci ve iskemik karaciger
Resim 4.1. Sigan karacigerlerinin histopatolojik goriiniimii

Vi



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.

CIZELGELER DiZiNi

Deney gruplar1 ve 6zellikleri

cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi

cDNA tepkime kosullar

Caligmada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizi bilgileri
gRT-PCR i¢in kullanilan karisim igerigi

gRT-PCR kosullar

Histopatolojik parametrelerin istatistiksel verileri (Ort=SH)
Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel verileri (Ort+=SH)
Oksidatif stres parametrelerinin istatistiksel verileri (Ort=SH)
TNF-a ve IL-6 plazma diizeylerinin istatistiksel verileri (Ort=SH)
Gen ifadesi sonuglarinin istatistiksel verileri (Ort+SH)

VI

36
42
42
43
44
44
45
47
48
49
50



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADPR: Adenozin di fosfat-Riboz

ALT: Alanin Aminotransferaz

AMP: Adenozin monofosfat

AST: Aspartat Aminotransferaz

ATP: Adenozin tri fosfat

cADPR: cyclic Adenozin di fosfat-Riboz
Erd: Erdostein

GGT: Gama Glutamil Transpeptidaz
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

H&E: Hematoksilen-Eozin

H,0O,: Hidrojen Peroksit

HGF: Hepatosit Biiyiime Faktorii
ICAM-1: Interselliiler Adezyon Molekiilii-1
IFN-y: Interferon-gama

IL-1: Interlokin-1

IL-6: Interlokin-6

IP3: Inositol Tri Fosfat

I/R: Iskemi/Reperfiizyon

KDH: Ksantin Dehidrojenaz

KO: Ksantin Oksidaz

LDH: Laktat Dehidrogenaz

MCP: Monosit Kemoatraktan Protein
MDA: Malondialdehit

NAD": Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NK: Natural Kkiller

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

O, Siiperoksit Radikali

O21]: Singlet Oksijen



OH': Hidroksil Radikali

ONOO': Peroksinitrit

OSI: Oksidatif Stres Indeksi

PAF: Trombosit Aktive Edici Faktor

PMNL.: Polimorf Niiveli Lokosit

RT-PCR: Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SEC: Siniizoidal Endotelyal Hiicreler

SOR: Serbest Oksijen Radikali

TAS: Total Antioksidan Seviyesi

TGF: Transforming Growth Faktor

TNF: Tiimor Nekrozis Faktor

TOS: Total Oksidan Seviyesi

TRP: Transient Receptor Potential

TRPA: Transient Receptor Potential Ankirin
TRPC: Transient Receptor Potential Canonical
TRPM: Transient Receptor Potential Melastatin
TRPML: Transient Receptor Potential Mukolipin
TRPN: Transient Receptor Potential Nompc
TRPP: Transient Receptor Potential Polisistin
VCAM-1: Vaskiiler Adezyon Molekiilii-1



OZET

Sicanlarda Karaciger iskemi/Reperfi.i.zyon Modelinde Erdosteinin
TRPM 2/8 Kanallar1 Uzerine Etkisi

Iskemi, kan akiminin azalmasi veya durmasi ile dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucu gerekli olan oksijen ve diger metabolitlerin saglanamadigi ve atik iirlinlerin de
uzaklastirilamadig1 bir siirec olarak tanimlanir. iskemiye maruz kalmis dokuda kan
akiminin tekrar normale donmesi ile reperfiizyon saglanir. Iskemi ve reperfiizyon,
giiniimiizde pek ¢ok ciddi klinik durumun nedenidir. Karaciger iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasar1, 6zellikle vaskiiler cerrahi islemlerde ve karaciger transplantasyonu sirasinda ve
sonrasinda sik karsilagilan bir durumdur. I/R hasarinin temelinde bircok fizyopatolojik
mekanizma olmasina ragmen bilinen en belirgin sebebi; reperflizyon esnasinda dokunun
oksijenasyonu sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleridir (SOR).

Erdostein (Erd) igerdigi tiyol gruplari ile SOR’u inhibe ederek ve endojen
antioksidanlarin yapimini artirarak giiglii antioksidan etki gosterir. Caligmamizda, deneysel
karaciger I/R modeli olusturarak Erd’in I/R hasarma ve karaciger dokularindaki TRPM
kanallar1 tizerine etkileri incelendi.

Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onayi
alan calismada, 350+50 gr olan 50 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Her
grup 10 adet sicandan olusacak sekilde randomize olarak bes gruba ayrildi. Grup I
(Kontrol), Grup II (Sham), Grup III (I/R), Grup IV (Erd; 100 mg/kg/giin, 2 giin oral yolla
verildi), Grup V (Erd+i/R; 100 mg/kg/giin, I/R &ncesi 2 giin oral yolla verildi). Grup 111 ve
V’teki hayvanlara 45 dk boyunca hepatik iskemi ve 45 dk reperfiizyon uygulandi.
Reperfiizyon periyodunun sonunda biyokimyasal analiz i¢in intrakardiyak kan ornekleri
aliarak siganlar sakrifiye edildi. Histopatolojik ve molekiiler analiz i¢in karaciger doku
ornekleri alind1.

Histopatolojik incelemede diger gruplara kiyasla I/R grubunda hiicresel sisme,
konjesyon, polimorf niiveli 16kosit ve apopitoz parametrelerinin anlamli derecede arttig:
gbzlemlendi. I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda (Erd+I/R) ise bu parametrelerin anlaml
azalis1 goriildii. Karaciger hiicre hasarim1 gosteren AST, ALT, LDH, TNF-a, IL-6, GGT,
kreatinin ve iire diizeylerinin; yine diger tiim gruplara kiyasla I/R grubunda anlaml
derecede artt1g1 goriildii. I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda ise; AST, ALT, LDH, GGT,
TNF-a, IL-6 ve kreatinin seviyelerinin anlamli derecede azaldigi belirlendi. Kontrol ve
sham grubuna kiyasla I/R grubunda, TAS’da anlamli azalma saptandi. Tedavi grubunda ise
I/R grubuna kiyasla anlamli TAS artis1 gdzlendi. Diger gruplara kiyasla I/R grubunda TOS
ve OSI’nin anlamli derecede arttif1 saptandi. Tedavi grubunda ise I/R grubuna kiyasla
TOS ve OSI parametrelerinde anlamli derecede azalma goézlendi. Gen ekspresyonlari
incelendiginde I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda TRPM gen ekspresyonlarinin anlamli
diizeyde azaldig1 saptandi.

Sonu¢ olarak; histopatolojik ve biyokimyasal parametreler ile TRPM gen
ekspresyonlarmi inceledigimizde; Erd’in hepatik I/R siirecinde antioksidan savunma
sistemlerini destekledigi ve I/R hasarini azaltti§1 sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, iskemi, Reperfiizyon, Erdostein, TRPM
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ABSTRACT

The Effect of Erdostein on TRPM 2/8 Channels in Rat Livers
Ischemia/Reperfusion Model

Ischemia is defined as a process in which oxygen and other metabolites cannot be
supplied owing to insufficient perfusion with decreased or ceased blood flow, and waste
products cannot be removed. Reperfusion is maintained by the restoration of blood flow in
the ischemic tissue. Ischemia and reperfusion are causes of several serious clinical
situations. The ischemia/reperfusion (I/R) injury of the liver is a commonly observed
condition in vascular surgical operations, during and after the liver transplantation.
Although there are numerous underlying pathophysiological mechanisms, the most
prominent cause of the I/R injury is free oxygen radicals (ROS) that emerge during the
reperfusion as a result of the tissue oxygenation.

Erdosteine (Erd) exerts a strong antioxidant effect by inhibiting ROS with its thiol
groups and increasing the production of endogenous antioxidants. In our study, we built an
experimental liver I/R injury model and investigated the effects of Erd on I/R injury and
TRPM channels in liver tissues.

Fifty male Wistar Albino strain rats, which weighed 350 + 50 grams, were used in
the study that was approved by Mustafa Kemal University Animal Experiments Local
Ethical Committee. Animals were randomly divided into five groups as 10 rats in each
group: Group 1 (Control), Group Il (Sham), Group Il (I/R), Group IV (Erd; 100
mg/kg/day, p.o for 2 days), and Group V (Erd+I/R; 100 mg/kg/day, p.o. for 2 days prior to
I/R). The animals in Group Il and V were subjected to the hepatic ischemia for 45 min and
reperfusion for 45 min. At the end of the reperfusion period, the animals were sacrificed
following the acquisition of intra-cardiac blood for biochemical analyses. The liver tissue
samples were obtained for histopathological and molecular analyses.

In the histopathological evaluation, a significant increase of cellular swelling,
congestion, polymorphonuclear leukocytes and apoptosis parameters was observed as
compared to the other groups. A significant decrease of those parameters was noted in the
treatment group (ERD+I/R), compared to the I/R group. The levels of AST, ALT, LDH,
TNF-a, IL-6, GGT, creatinine, and urea, which are indicators of the hepatic cell damage,
were significantly increased as compared to all other groups. It was noted that AST, ALT,
LDH, TNF-qa, IL-6, creatinine, and GGT levels were significantly lower than the I/R group
in the treatment group. There was a significant decrease of TAS in the control and sham
groups as compared to the I/R group. As for the treatment group, TAS was significantly
increased, compared to the I/R group. It was found that TOS and OSI were significantly
increased in the I/R group as compared to the other groups. Compared to the I/R group,
TOS and OSI parameters were significantly decreased in the treatment group. When gene
expressions were evaluated, it was found that TRPM gene expression was significantly
decreased in the treatment group compared to the I/R group.

Conclusively, considering the histopatological and biochemical parameters as well
as the TRPM gene expressions, we assumed that Erd supports antioxidant defense systems
in the hepatic I/R process, and alleviates the I/R injury.

Keywords: Liver, Ischemia, Reperfusion, Erdosteine, TRPM.
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1. GIRIS

Iskemi, dokuya giden kan akimimin azalmasi ya da kesilmesi ile dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu gerekli olan oksijen ve diger metabolitlerin saglanamamasi ve bu
stirecte olusan atik triinlerin uzaklagtirllamamasi seklinde tanimlanmaktadir (Atila ve ark.
2002). Iskemi sonucu dokuda toksik metabolitlerin birikimi ve hiicresel enerji depolarmin
bosalmasi hiicre hasarina neden olmaktadir (Kahraman ve ark. 2003).

Iskemiye maruz kalmis dokuda kan akimmin tekrar normale donmesi ile
reperfiizyon saglanir (Siemionow ve Arslan, 2004). Kan akiminin tekrar baslamasi ile
hipoksiye maruz kalan dokuya oksijenin ulasmasi sonucu Serbest oksijen radikallerinin
(SOR) iskemik hasardan daha fazla hasara yol agtigi bilinmektedir. Bu da reperfiizyon
hasarmin en &nemli sebeplerinden biri olarak kabul edilmektedir (Sehirli O ve ark. 2008,
Canbek ve ark. 2008). Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar; zar
lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir. Ozellikle
iskemik dénemde azalan oksidatif fosforilasyonla beraber hiicrenin enerji kaynagi olarak
kullandig1 Adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezi de azalir. Bu da hiicre
membranindaki ATP bagimli Ca*? ve Na*/K* pompalarmin inhibe olmasma neden olur.
Sonugta hiicre i¢i serbest Ca™ ve Na' artist ile hiicresel yapilara hasar verdigi
bilinmektedir (Jennings ve Reimer 1991, Wilhelm 1990).

Karaciger iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, dzellikle vaskiiler cerrahi islemlerde ve
karaciger transplantasyonu sirasinda ve sonrasinda sik karsilagilan bir durumdur
(Mandrekar ve Szabo 2011). Olusan iskemik karaciger hasari ve sonrasinda gerceklesen
reperflizyon hasarini en aza indirmek i¢in farkli ajanlarin kullanildigi birgok calisma
yapilmistir. Ancak karaciger cerrahisinde énemli bir problem olan karaciger I/R hasari
heniiz tam olarak bir ¢oziime kavusmamistir. Karaciger cerrahisinde siklikla kullanilan
vaskiiler klempleme ile olusan iskemi ve sonrasinda gergeklesen reperflizyon hasarinin
ayrica uzak organ hasarina da neden oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte son yillarda
birgok merkezde basar1 ile uygulanan karaciger transplantasyonlar1 sonrasinda ortaya ¢ikan
reperfiizyon hasarlarmin  6nemli bir mortalite nedeni olmasi da, I/R hasarinin
engellenmesine ve mekanizmasinin ortaya konmasina yonelik yeni ¢alismalari
gerektirmektedir. Bu konuda yapilan biitiin ¢alismalar mekanizmay1 anlamaya ve hasari

azaltabilmek veya onlemek i¢in bir ¢6ziim bulmaya yoneliktir.



Erdostein (Erd) mukolitikler grubunda bulunan mukomodiilatér ve antiinflamatuar
gibi terapotik etkileri tanimlanan farmakolojik bir ajandir. Ayrica Erd’nin yapisinda
bulunan tiyol gruplart sayesinde ortamda bulunan SOR’u inhibe ederek ve endojen
antioksidanlarin yapimini artirarak gii¢lii antioksidan oOzellik gosterdigi bilinmektedir
(Fadillioglu ve ark. 2003).

Transient Receptor Potential (TRP) protein dizisinin yapilan son analizlerle Ca**’a
gecirgen yeni bir katyon kanali olma olasiligi ortaya ¢ikmustir (Phillips ve ark. 1992,
Hardie ve Minke, 1992). TRP kanallar1 ya dogrudan plazma zarlarinda bulunan Ca*?
kanallar1 gibi davranmakta ya da sitozolik serbest Ca*? kanallarindaki degisime yardimci
olarak zar potansiyelini degistirip Ca*? giris kanallarma etki etmektedir (Kraft ve
Harteneck, 2005). Aminoasit dizilerine gére TRP kanallar1 7 alt aileden olusmaktadir. Bu
kanallarin ¢ogunlugu tek bir iyon kanalina secici olmayan Ca*? ve Na“a ayni anda
gecirgen olan katyon kanallaridir (Nilius ve ark. 2007).

TRP ailesinin ilk tanimlanan {iyesi bir tiimor baskilayic1 protein olan Transient
Receptor Potential Melastatin (TRPM)’ dir. 4 grup altinda siniflandirilan TRPM’nin 8 alt
tiyesi bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2003, Alexhander ve ark. 2004). Dordiincii grupta yer
alan TRPM2, Adenozin di fosfat-Riboz (ADPR) ve oksidatif stres ile aktive olmaktadir
(Hara ve ark. 2002, Miller 2006, Birnbaumer 2009).

Ozellikle TRPM2 kanalinin oksidatif stres iiriinleriyle aktive olmasimin
ispatlanmasiyla, iskemik calismalarda ortaya ¢ikan oksidatif stres hasarindan dolayr TRPM
kanal tizerinde yapilan ¢aligmalar olduk¢a 6nem kazanmistir. Soguk ve mentol reseptorii
ile aktive oldugu bilinen TRPMS8 kanalinin da Ca*? homeostazisinde bir regiilator gorevi
tistlendigi diisiiniilmektedir (Birnbaumer 2009). Bu kanallar igin mevcut bir kanal blokorii
olmamasi ve mevcut olan Ca*? kanal blokérlerinin de bu kanallari bloke edememesinden
dolayr bu calismanim bulgulart I/R hasarmin patofizyolojik mekanizmalarinin daha ileri
diizeyde aydinlatilmasina katki saglayabilecegi gibi tan1 ve tedavisinde yeni stratejilerin

gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Bu bilgilerin 15181 altinda, calismanizda deneysel karaciger I/R modeli olusturarak
Erd’in iskemi reperflizyon hasarina ve karaciger dokularindaki TRPM2 ve TRPMS iyon

kanallar1 lizerine etkisini arastirmayi planladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karaciger

2.1.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi

Karaciger, gebeligin iiclincii haftasinda duodenumdan i¢i bos bir endodermal
tomurcuk olarak olusmaya baslar. Viicudun en biiyiik i¢ organi olup yetiskin bir bireyde
1200-1600 gr agirliga ulasarak toplam viicut agirliginin yaklasik olarak % 2,5’unu
olusturur (Dere 1994, Van Eyken ve Desmet, 1993).

Abdomenin sag st kisminda yer alan karaciger, diyaframin altinda kostalar
tarafindan korunmaktadir. Ust smir1, 5. kosta hizasinda sag midklavikiiler hat ile sol 6.
kostanin midklavikiiler hatt1 arasinda yer alirken alt sinir1, sag 9. kosta seviyesinden sol 8.
kostaya dogru egik olarak yukari dogru g¢ikacak sekilde yerlesiktir (Skandalakis ve ark.
2000).

Karaciger ytizeyinin, inferior vena kava (IVC) ve hepatik venlere yakin arka alt
kismi harig, tamami bol kollajen lif ve az oranda elastik lif iceren Glisson kapsiilii ya da
kapsiila fibroza adi verilen periton zar ile kaplidir. Glisson kapsiilii porta hepatis
bolgesinde portal triad adi verilen [hepatik arter (Arteriola interlobularis), portal ven (Vena
interlobularis) ve safra kanali (ductus biliferi, ductus interlobularis)] yapiyr da sararak
karacigere girer ve parankimi odaciklar seklinde ayirip lobiillerin smirlarini olusturur
(Ratych ve Smith, 1996, Junqueira ve ark. 1998).

Karacigerin, diyafram ile komsu konveks yiiziine diyafragmatik yiiz ve batin ici
organlarla komsu olan yiiziine visseral yiiz ad1 verilen iki temel ylizeyi vardir (Blumgart ve
Fong 2000, Skandalakis ve ark. 2000).

Glisson kapsiilii iki yapraga ayrilip anterior ve posterior koroner ligamentleri
olusturarak diyafragmaya baglanir (D’Angelica ve Fong, 2004). Bu ligamentler sagda ve
solda birleserek triangular ligamentleri, 6nde birleserek de falsiform ligamenti olusturur.
Ayrica falsiform ligamentin i¢inde embriyojenik donemde aktif olarak bulunan umblikal
venin kalintis1 olan ligamentum teres hepatis bulunur. Bu ligamentler (falsiform ve teres

hepatis ligamenti) karacigeri yiizeysel olarak sag ve sol olmak tizere 2 loba ayirir.
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Sekil 2.1. Karacigerin 6n ve arka yiiz gortiiniimii (Britannica online, 2009).

Sag lobun arka alt yilizeyinde, teres hepatis ligamentinin olusturdugu aralik ile safra
kesesi arasinda kuadrat lob yer alirken, arka iist yiizeyinde ise porta hepatis ile kuadrat
lobdan ayrilan kaudat lob yer alir. Yine karacigerin arka kisminda sol portal ven ile sol
hepatik ven arasinda uzanan ve sinils venosusun kalintis1 olan ligamentum venosum
bulunmaktadir. Ayrica portal triadi saran peritonun, duodenuma ve mide kiigiik
kurvaturuna dogru uzantisi ile omentum minus adi verilen; portal ven ve hepatik arteri
iceren gastrohepatik ligament ve biliyer elemanlar1 igeren hepatoduodenal ligamentlerin
olusturdugu bir yapt mevcuttur. Karaciger, bu hepatik ligamentler sayesinde ¢evresindeki
doku ve organlara, karin 6n duvarma ve diyaframa tutunur (Ratych ve Smith, 1996, Carter
ve ark. 1996, Sobotta 2011, Phillip ve Gelman, 2010)
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Sekil 2.2. Karaciger Ligamentleri (Edoctoronline, 2010).



Karacigerin fonksiyonel anatomisi i¢in, intrahepatik ven dagilimina gére segmenter
yapilar belirtilmistir. 1898 yilinda J. Cantlie, safra kesesi yataginin medialinden IVC’a
dogru uzanan hayali bir Cantlie ¢izgisi ile karacigerin sag ve sola ayrildigini belirtmistir.
Daha sonra yapilan ¢aligmalarla bu ¢izgide seyreden orta hepatik ven ile karacigerin sag ve
sol loblara ayrildigi belirtilmistir (Goldsmith ve Woodburne, 1957, Blumgart ve Fong
2000). Ogzellikle 1957 yilinda Couinaud’in tanimlamasinda hepatik venlerin seyri
dogrultusunda 4 sektore (Sag Medial, Sag Lateral, Sol Medial, Sol Lateral) ayrilan
karaciger, sag ve sol portal dallar diizeyinden yatay bir hat ile anterior ve posterior olmak
tizere ikiye boliinerek karaciger cerrahisi icin ¢ok 6nemli olan subsegmentlere ayrilmistir
(Marks ve ark. 1979). Couinaud’in segmental anatomisine gore, sag ve sol portal
pedikiillerden direkt beslenen ve hepatik venoz drenaji dogrudan IVC’a dokiilen kaudat lob
segment 1’1 olusturur. Diger segmentler ise sagda dort (5,6,7,8) segment, solda ti¢ (2,3,4)
segment olmak lizere diyafragmatik yiizde saat yoniine dogru segment 2’den 8’e kadar
numaralandirilir ve her segmentin de kendine ait bir portal triadi bulunur. Couinaud’in
segmental anatomisine ek olarak Bismuth; sol medial segmenti, sol superomedial ve sol
inferomedial olarak ayirarak segmet 4’te IVa ve IVb seklinde isimlendirme yapmustir
(Lygidakis ve Tytgat, 1989, Philip ve Gelman 2010).

Sag posterior Sag anterior

D R Sol medial Sol lateral
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Sekil 2.3. Couinaud’in segmental anatomisi (Segmental anatomy of liver)
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Sekil 2.4. Couinaud ve Bismuth’ a gére karacigerin segmentasyonu (neu.surgicaloncology.de)

Couinaud ve Bismuth karaciger segmentasyonunu ;

Kaudat lobu; segment I,

Sol lateral sektorde; siiperiorda segment 11, inferiorda segment |11,

Sol medial sektorde segment IV’ii; stiperiorda IVa, inferiorda IVDb,

Sag anteriyor sektorde; inferiorda segment V, siiperiorda segment VI,

Sag posterior sektorde; inferiorda segment VI ve siiperiorda segment VII seklinde
tamimlamuglardir (Couinaud 1957, Bismuth 1982, Van Leeuwen 1994, Blumgart ve Fong
2000).

Belirtilen bu segmentlerin her biri kendine ait ancak farkliliklar gosterebilen portal
triad yapisina sahiptir. Karaciger yiizeyini orten glisson kapsiilii, hilustan organ i¢ine girip
parankimi bolerek karacigerin loblarint meydana getiren lobiillerin sinirin1 olusturur. Bir
lobiiliin komsu lobiilleri ile birlestigi kosesinde bag dokusu daha da arttig1 i¢in altigen
seklinde bir alan goriilmektedir. Bu alana ‘Portal Alan’ veya ‘Kiernan Aralhigr’
denilmektedir. Bu altigen seklin her kosesinde portal triad bulunmakla beraber, lobiiliin
disindan merkeze dogru 1sinsal olarak karaciger hiicrelerinin %60-70’ini olusturan
hepatositler ve aralarinda Kuppfer hiicrelerinin olusturdugu siniizoidler yer almaktadir
(Jungueira ve Carneiro, 2003). Santral vene dogru tek sira endotel hiicrelerinin olusturdugu
tiip seklindeki liimensi yapida olan asiniisler sayesinde hepatositler birbirinden ayrilmistir.
Siniizoidlerin endotelyumu ile hepatositlerin arasindaki dar araliga ‘Disse Araligr’
denilmektedir. Disse araliginda bulunan mezensimal kokenli Ito hiicreleri (yildizs:
hiicreler), yag icermelerinin yani sira vitamin A’nin depolanmasinda ve metabolizmasinda

onemli rol oynamaktadir. Ayrica bu hiicreler, kollajen iiretiminden ve depolanmasindan



sorumlu olup, hepatitte gelisen fibrozisten sorumlu tutulmaktadir. Intrahepatik kan akimu,
hepatik arter ve portal venden siniizoidlerle santral vene dogru yavas bir akim seklinde
gerceklesir. Bu akim sirasinda yabanci maddelerin fagositozunu, Kuppfer hiicreleri
gerceklestirirken, hepatosit hiicreleri de portal venin bagirsaklardan getirdigi besin zengini
kanin islevlerinden sorumludur. Siniizoidlerin i¢indeki kan, endotel hiicrelerinden sizip
Disse araligina gecer ve boylece hepatositlerin madde alis verisi gergeklesir. Karacigerin
fonksiyonel {initesi olarak bilinen lobiilleri olusturan hepatositler, fonksiyonlarina gore
lobiiliin farkli alanlarina yerlesim gdstermistir ve santrale dogru portal alani ¢evreleyen 3
zona ayrilmistir. Zonlar venlere olan yakinliklarma gore oksijenlenme ve beslenme
acisindan 6nem arz etmektedir. Kan akimimin merkeze dogru olmasindan dolay1; oksijenin,
metabolitlerin ve bagirsaklardan emilen biitiin maddelerin oncelikle lobiiliin periferindeki
hiicrelere geldigi bilinmektedir (Kierszenbaum 2006, Aytekin ve Solakoglu, 2006).
Zon 1: Periportal bolge olarak tanimlanir. Bu zondaki hiicreler damarlara en yakin olan ve
kan akimi degisikliklerinden en ¢ok etkilenen hiicrelerdir. Siniizoide gelen kandaki besin
ve oksijenin en zengin oldugu bolgedir.
Zon 2: Gegis zonu ya da orta zon olarak tanimlanir.
Zon 3: Perisantral zon olarak tanimlanir. Santral vene yakin olup kan akiminin en son
ulastig1 bolgedir ve oksijen bakimindan fakirdir.

Hepatositlerin yerlesimine gore ayrildigr bu bolgeler sayesinde, karacigere gelen
kan ilk olarak zon 1’e girer. Besin ve toksinlerle ilk dnce bu kisim karsilasir. Zon 3’ e
dogru detoksifikasyon islemi gergeklesir. Karaciger asiniisleri hepatositlerin toksik
maddelere karsi islevlerini agiklamada veya hasar diizeyi ile iligkili olarak bilgi vermede

onem arz etmektedir.
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Sekil 2.5. Karaciger lobiilii ve asiniis yapist (Y1lmaz 2010)
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Sekil 2.6. Karaciger lobiillerindeki hepatositlerin organizasyonu (Mohammed ve Khokha 2005, Barritt ve
ark. 2008)

A) a: Sigan karaciger ana loblari, b: Santral ven ve portal triad arasindaki iliski, c: Hepatik
ven, hepatik arter, safra kanali, hepatosit ve sinilizoidal alanin diizeni B) Hepatik arter ve
portal venden santral vene dogru kan akiminin yoniinii gosteren hepatosit alan1 ve safra

kanalikiilii boyunca safra akisi.

2.1.2. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger viicuttaki tiim sistemleri ilgilendiren, yasamsal fonksiyonlardan sorumlu
bircok metabolik islevi gerceklestiren ve bu islevlerin birbiriyle baglantisini saglayan
multifonksiyonel bir organdir.

Splanknik dolagimin en 6nemli kisimlarindan biri olan karacigerin kan akimi,
erigkin bir bireyde ortalama 1500 ml/dk kadar olup bu miktar dakikada kalp debisinin
dortte birine tekabiil etmektedir. Kanlanmasimin %70-75’i, besin zengini vendz kani
getiren portal ven ile %25-30 kadar ise ¢olyak arterin govdesinden koken alan oksijence
zengin kani tagiyan hepatik arter ile saglanir (D’Angelica ve Fong 2004, Kierszenbaum

2006). Karaciger bu vaskiiler yapilanmalar ile yaklagik 1 gramina 1ml kan hacmi diisecek



sekilde kalpten c¢ikan kanin %25’ini almaktadir (Schwartz 2004). Karaciger loblarinin
merkezinde yer alan ve karacigerden kalbe kanin tasinmasini saglayan santral ven (hepatik
ven), sublobiiler venler ile birleserek vena cava’ya baglanan vena hepatica’y1
olusturmaktadir. Sag hepatik ven ile karacigerin sag lobunun, sol hepatik ven ve orta
hepatik venin birlesimiyle de sol lobun venoz drenaji IVC’a gergeklesmektedir (Ratych ve
Smith, 1996).
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Sekil 2.7. Splanknik Dolagim (Phillip ve Gelman, 2010).

Vena porta i¢indeki basing 7-10 mmHg arasinda degisir. Hepatik venlerdeki basing
3-6 mmHg arasinda degisirken, hepatik arter i¢indeki basing ise sistemik arteriyel basing
ile aynidir. Her iki vaskiiler yapinin geldigi siniizoidlerdeki basing ise 4-8 mmHg kadardir.
Vena cava igerisindeki basingta diyafram seviyelerinde 2-5 mmHg’dir. Bu basing farklari

sayesinde kan kalp yoniinde akar.

Akut karaciger hasari ile olusan hepatik doku kaybinda veya %70’inin ¢ikarildigi
kismi hepatektomiden sonra bile, karaciger kalan loblardan biiyiiyerek orijinal boyutuna
ulasir. Karacigerin kendi kendini yenilemesinde, boliinmesine ve biiyiimesine yol agan
Hepatosit Biiylime Faktorii’niin (HGF) 6nemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir (Guyton

ve Hall 2011). Bu yeniden olusum siganlarda 5-7 giin siiren hizli bir siirectir. Insan ve



sicanlarda karacigerin rejenerasyon siireci birbirine benzerdir. Bu nedenle sicanlarda elde

edilen sonuglar insan karacigeri igin 6nemli bir yol gostericidir (Fausto 2001).

2.1.2.1. Karacigerin Fizyolojik Fonksiyonlari ve Metabolik Islevleri

1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Glikojen depolama, glikojenoliz, galaktoz ve fruktozu glikoza g¢evirme,
glikoneojenez ve karbonhidrat metabolizmasinin ara iiriinlerinden birgok 6nemli kimyasal
maddenin olusturulmas:1 karacigere 0zgii karbonhidrat metabolizmasinin 6nemli
islevlerindendir. Karaciger 6zellikle kanda normal glikoz konsantrasyonunun
saglanabilmesi igin glikoneojenez gibi islevleri ile nemli bir rol iistlenmektedir.

2. Lipid Metabolizmasi

Viicuttaki biitiin hiicrelerde yag metabolizmasi olmasina ragmen, karacigerin yag
metabolizmasina 6zgiil 6nemli baz1 islevleri vardir. Enerji saglamak icin yag asitlerinin
oksidasyonu, karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi, biiyiilk miktarda fosfolipit,
kolesterol ve lipoprotein sentezinin karacigerde gergeklesmesi dolayisiyla karaciger, yag
metabolizmasinda 6nemli dl¢iide sorumludur.

3. Aminoasit ve Protein Metabolizmasi

Protein sentezinin merkezi karacigerdir. Aminoasitlerin deaminasyonu, plazma
proteinlerinin olusumu, lire olusumuyla amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasi ve
viicuttaki metabolik olaylar i¢in Onemli aminoasitlerin birbirine veya diger Ogelere
dontistiiriilmeleri (transaminasyon, aminasyon, esansiyel olmayan aminoasitlerin ve piirin,
pirimidin gibi molekiillerin sentezi) karacigerin protein metabolizmasindaki baslica
islevlerindendir. Albumin ve globiilin proteinleri de viicutta yalmizca karacigerde
tretilmektedir.

4. Vitamin ve Mineral Metabolizmasi

Karacigerin vitaminleri depo etme 6zelligi vardir. A vitamini karacigerde en fazla
depo edilen vitamindir. Yikli miktarlarda D vitamini ve B, vitamini de depo edilir.
Yagda ¢oziinen vitaminlerin karacigerde depolanmasi, besinsel kaynaklarin bulunmadigi
kosullarda kisa siireli kaynak olarak kullanilmasina imkan saglar. Ayni1 zamanda

karacigerde demir ve bakir gibi bazi minerallerin de depo edildigi bilinmektedir.
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5. Safra Metabolizmasi

Karacigerde sentezi yapilan kolesteroliin bir kismi, lipoproteinler iginde kan
yoluyla tiim doku hiicrelerine taginirken yaklasik %80’1, safra tuzlarina gevrilerek safraya
salgilanir. Boylece kolesterol viicuttan uzaklastirilmaktadir. Viicut i¢in toksik bir madde
olan bilirubin de safra yoluyla atilmaktadir.

6. Biyotransformasyon ve Detoksifikasyon Metabolizmasi

Pek ¢ok ilag ve toksinin, bobrekler tarafindan eliminasyon olmamalarindan dolay1
karaciger, bu maddeleri daha ¢oziilebilir olan hidrofilik sekillere doniistiiriir. Karacigerin
aracilik ettigi bu biyotransformasyon reaksiyonlari, oksidasyon ve konjugasyonun
gerceklestigi 2 faz seklinde meydana gelmektedir.

7. Kan Temizleme ve Depo islevi

Bagirsak kapillerlerinden akan kan, bir¢ok bakteriyi de beraberinde gotiirerek,
karacigere girene kadar portal vende yogun bakteri bulundurmaktadir. Ancak hepatik
vendz siniislerde yer alan, biiyiik fagositik makrofajlar olan Kupffer hiicreleri, siniisler
icinden gegen kani son derece etkili ve hizli bir sekilde temizleyebilmektedir. Bakteriler
Kupffer hiicresine temas ettigi andan itibaren 0,01 saniyeden daha az siirede, Kupffer
hiicrelerinin duvarindan igeriye girip sindirilinceye kadar orada tutulur. Bagirsaklardan
portal kana girerek karaciger icinden gecip sistemik dolagima ulagsmay1 basaran bakterilerin
sayist muhtemelen %1°den fazla degildir. Karaciger, Kupffer hiicrelerinin fagositoz
yoluyla kani temizlemesinden dolay1 biiyiik bir filtre gibi diisiiniilebilir.

Karaciger ayn1 zamanda kan hacmi azaldiginda ek kan saglayabilme veya kan
hacmi asir1 sekilde arttiginda ise kendi kan damarlarinda biiyiik miktarlarda kan
depolayabilen biiyiik bir ven6z organdir. Hepatik venlerdeki ve hepatik siniislerdeki kan ile
birlikte karacigerin normal kan hacmi 450 mililitredir. Sag atriyumda basing yiikseldigi
zaman karacigerde de basing artar boylece karaciger genisleyerek cogunlugu siniislerde, az
bir kismu da hepatik venlerde olacak sekilde 0,5 ile 1 litre daha fazla kan1 depo edebilir.

8. Demir depolamasi

Demir, viicutta kandaki hemoglobinde bulunmasinin disinda, biiyliik bir kismi
karacigerde ferritin seklinde depo edilmektedir. Viicut sivilarinda demirin diizeyi azaldig:

zaman, karaciger demiri serbestleyerek kan demirinin tampon islevini goriir.
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9. Koagiilasyon ile Tliskisi

Plazma proteinleri, fibrinojen (FI), protrombin (FII), albumin ve diger koagiilasyon
faktorlerinin (FV, FVII, FIX ve FX) sentezi karacigerde ger¢eklesmektedir. K vitamini;
FII, FVII, FIX ve FX pihtilasma faktorlerinin karacigerde sentezi icin gereklidir. K
vitamini yoklugunda bu maddelerin konsantrasyonu ¢ok diistiigiinden pihtilasma neredeyse

tamamen ortadan kalkar.

2.2. iskemi

Iskemi, bir organ veya dokuyu besleyen kan damarlarinin obstriiksiyonu veya
daralmas1 sonucu, ilgili bolgeye gelen kan akiminin azalmasi yada durmasina bagli olarak
doku ve organin yetersiz kanlanmasi ile; dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ithtiyacinin saglanamadigi ve ayrica olusan atik iirlinlerin de uzaklastirilamadigi bir siireg
olarak tanimlanir (Atila ve ark. 2002). Bu siiregte hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve
toksik metabolitlerin birikmesi neticesinde hiicresel hasar meydana gelmektedir
(Kahraman ve ark. 2003). Olusan iskemik hasar, dokunun iskemiye olan duyarliligi ve
hipoksiye maruz kalma siiresine bagli olarak hiicre 6liimiine kadar gerceklesen pek cok
olaya neden olmaktadir (Tullis ve ark. 1996).

Iskemik dénemde dokuya gelen kan akimiin azalmasi ya da kesilmesi ile oksidatif
fosforilasyon azaldigi igin enerji kaynagi olan fosfokreatin ve ATP sentezi de azalmaktadir
(Jennings ve Reimer 1991). ATP iiretiminin durmasiyla hiicre membraninda bulunan ATP
bagimli pompalardan Na*K*-ATPaz pompasinin inhibe olmasi sonucunda hiicre i¢inde K*
iyonlar1 azalirken, Na* ve CI iyonlar hiicre i¢inde birikerek hiicrelerde sismeye neden
olmaktadir. Diger ATP bagimli calisan Ca*? pompasi da hiicre i¢i ve hiicre dis1 Ca*?
dengesini saglarken (her ATP hidrolizi icin 2 Ca*? hiicre disina pompalanir), ATP
yoksunluguna bagli inhibe olmasiyla hiicre ici Ca*? miktari artmaktadr. Ayrica artan Na*
iyonunu dengelemek i¢in ATP bagimli olmayan Na*-Ca*? pompast da intraseliiler Ca*?
miktarint artirir. Artan hiicre i¢i Ca™ miktari hiicre i¢in sitotoksik olup, fosfolipaz ve
proteolitik enzimleri aktive ederek membran fosfolipidlerinin yapisini bozar ve membran
permeabilitesini degistirir (Carini ve ark. 1999). Ayrica hipoksi siiresi uzadikca
fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu olusan arasidonik asit, mitokondriyal enzimleri inhibe
edip serbest radikal olusumunu artirarak hiicresel hasara neden olmaktadir (Phillis ve

O’Regan 2003).
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Enerji agigini karsilamak i¢in anaerobik glikoliz ile ATP {iiretilmeye ¢alisilir. Ancak
glikojenin hizla tikenmesi ve biriken metabolitlerin kan yoluyla uzaklastirilamamasi
sonucu, laktik asit ve karbondioksit birikimiyle hiicre i¢i pH diiser ve bunun sonucunda
asidoz meydana gelmektedir (Kumar ve ark. 2000).

Iskemi déneminde, ATP iiretimi durmus olmasina ragmen, kullanimi devam ettigi
icin ATP’den, adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusumu hizla artar. Artan
adenozin diflizyonla hiicre disina gecerek inozin ve hipoksantine parcalanir. Normal
sartlarda hipoksantin, ksantin dehidrojenaz (KDH) tarafindan elektron alic1 olarak NAD™ 1
(nikotinamid adenin diniikleotid) kullanarak iirik asit ve ksantine metabolize olur. Iskemi
durumunda ise piirin metabolitlerinin birikmesi sonucu KDH, ksantin oksidaza (KO)
dontistiigi igin; hipoksantin, KO tarafindan elektron alici olarak molekiiler oksijen

kullanarak metabolize edilir (Parks ve ark. 1988).

2.3. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye maruz kalmis dokuda kan akimimin tekrar normale
donmesiyle ihtiya¢ duyulan enerji ve oksijenin yeniden saglandigi, toksik metabolitlerin
ise uzaklastirilmaya ¢alisildig1 bir siire¢ olarak tanimlanir (Siemionow ve Arslan, 2004).
Kan akimmin tekrar baslamasi ile hipoksiye maruz kalan dokuya oksijenin ulagmasi
sonucu hizla olugan SOR’un ciddi bir hasara yol agtigi gosterilmistir. Olusan SOR
tiirevlerinin rol aldigr bu hasar mekanizmasinin iskemik hasardan daha fazla hasara yol
agtig1 bilinmektedir (Sehirli O ve ark. 2008, Canbek ve ark. 2008). Reperfiizyon hasarma
en fazla duyarli olan hiicresel yapilar; zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve
deoksiriboniikleik asit molekiilleridir. Bu hasarin olusumunda baslica iki mekanizma
etkilidir. Bu mekanizmalardan biri; iskemik dénemde dokuda biriken KO’1n reperfiizyon
stirecindeki oksijeni kullanarak hipoksantini metabolize ederken ¢ok miktarda serbest
radikal olusumuna neden olmasi. Digeri ise; hiicrenin enerji kaynaginin ortadan kalkmasi
ile ATP bagimli iyon kanallarinin islevselligini kaybetmesi sonucu, hiicre i¢inde biriken
Na’ iyonlarmin reperfiizyon siirecinde Ca* iyonlari ile yer degistirmesidir. Boylece artan
Ca*? iyon konsantrasyonu fosfolipaz ve proteazlari aktive ederek hiicre membraninda
hasara neden olmaktadir (Jennings ve Reimer 1991, Wilhelm 1990, Udassin ve ark. 1994).

Ayrica iskemi doneminde uzaklastirilamayan toksik metabolitlerin birikimiyle,
antioksidan mekanizmanin olumsuz etkilenmesi de reperfiizyon siirecinde hiicrenin hasara

kars1 savunmasiz kalmasina neden olur (Valko ve ark. 2007).
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2.4. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar

Dokuda gelisen I/R hasarmin siddeti; tikanan vaskiiler yapinin boyutu, tikanma
siiresi ve dokunun karakteristik 6zelligi ile degismektedir. Iskemi neticesinde oksijenin
azalmasi s6z konusu oldugu i¢in, oksijene hassas olan beyin, kalp, karaciger ve bobrek gibi
organlar basta olmak iizere aerobik metabolizmaya sahip pek ¢ok doku ve organ I/R
hasarinin hedefindedir.

Karaciger I/R hasari, ozellikle vaskiiler cerrahi islemlerde, karaciger
transplantasyonu sirasinda ve sonrasinda, hemorojik sok gibi sik karsilasilan klinik
durumlarda mortaliteyi etkileyen 6nemli bir hasardir (Mandrekar ve Szabo 2011). I/R
hasar ilk olarak 1975 yilinda deneysel karaciger naklinin yapildigi deneysel bir ¢aligmada
ortaya ¢ikmistir (Baykara ve Tekmen 2005).

On dokuzuncu yiizyillda yasamis olan tnlii cerrah Dr. James Hogarth Pringle,
karaciger travmalarinda ve karaciger cerrahisinde hemostazi saglamak igin hepatik arter ve
portal veni klempleyerek kan akimini engelleyen ve glinimiizdede ‘‘Pringle Manevrasi”’

olarak bilinen teknigi gelistirmistir.
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Sekil 2.8. Pringle Manevrasi (Asensio ve ark. 2000)

Portal triad klemplenerek kanama kontrol altina alindiktan sonra klempin
kaldirilmasi ile kan akimi tekrar saglanir. Ancak uzamis iskemi ve reperfiizyon asamasinda
karacigerde I/R hasar1 meydana gelmektedir (Kim 2003, Clarke ve ark. 2011). Karaciger
cerrahisinde kanamay1 kontrol altina almak i¢in uygulanan pringle manevrasi disinda,
hipoksi, konjestif kalp yetmezligi, sistemik kan basincinin diismesi ve solunum yetmezligi
de karacigerde I/R hasarina neden olabilir (Mandrekar ve Szabo 2011). Olusan bu hasar
hepatoseliiler hasara neden olabilecegi gibi yakin ve uzak organ disfonksiyonuna da neden
olur. Karacigerin metabolik fonksiyonlarim goz oOniinde bulundurursak I/R hasarmimn

mortaliteyi etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Bu nedenle bu konu {izerine yapilan biitiin
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deneysel calismalar da mekanizmay1 agiklamaya ve hasar1 azaltabilmek veya onleyebilmek
icin bir ¢dziim bulmaya yonelik olarak yogunlasmustir. Iskemi siiresinin uzunlugu I/R
hasarimin derecesi ile iliskili oldugundan, kisa ve aralikli iskemi ¢aligmalarinda uzun siireli
uygulamalara nazaran daha az karaciger disfonksiyonuna neden olacagi i¢in, Ozellikle
kronik karaciger hastaliklarindaki hasar1 agiklamak ve dnlem alabilmek agisindan 6nem arz
etmektedir.

Karacigerin I/R hasarima tolerans derecesi ise; iskemiden 6nce parankimin durumu
ile yakindan iliskili olup, kronik karaciger hastalig1 olanlarda, saglikl1 bireylere nazaran I/R
hasarma kars1 daha hassastir. Yine yas ve cinsiyette bu toleranst belirleyen diger
faktorlerdir. Deneysel ¢alismalarda yapilan hayvan modellerinde ise erkek hayvanlarin

iskemiye kars1 daha hassas oldugu bilinmektedir (Yokoyama ve ark. 2007).

2.5. Karaciger Iskemi / Reperfiizyon Hasar1 Fizyopatolojisi

Karaciger I/R hasarinm fizyopatolojisi, tam olarak anlagilmis olmasa da
incelendiginde birbirleriyle iligkili kompleks birtakim hiicresel ve humoral olaylarin rol
aldig1 goriilmektedir.

Iskemik dénemde kan akiminin kesilmesi ya da azalmasi ile birlikte olusan
hipoksinin ilk etkisi oksidatif fosforilasyonun azalmasi seklinde baslar. Hiicrenin enerji
kaynagi olan ATP iiretimi olduk¢a azalir ve anaerobik metabolitler hiicrede birikmeye
baslar. Membran iizerindeki ATP bagimli Na*/K* ve Ca*? pompalarinin inhibe olmas: ile
hiicre i¢inde Na* ve Ca* artis1 devam eder. Artan Na*, suyun izoosmotik basinci ile akut
hiicresel sismeye neden olur. Hiicre ici Ca"'un artis1 da membran hasarini ilerleten cesitli
fosfolipazlari, membran proteinlerini katabolize eden proteazlari, ATP kaybini hizlandiran
ATPazlar1 ve endoniikleazlar1 aktive ederek I/R hasarini gergeklestirir (Carini ve ark.
1999). ATP iiretimi durmus olmasina ragmen tiiketimi devam ettigi icin ATP’den AMP ve
adenozin olusur. Hiicre digina diflize olan adenozin, inozin ve hipoksantine parcalanir.
Dokuda biriken piirin metabolitleri KDH’1n KO’a doniistimiine yol agar. Normal sartlarda
KDH elektron alici olarak NAD ™1 kullanarak hipoksantini iirik asite parcalarken iskemi
sirasinda hipoksantin birikir. Reperfiizyonla beraber KO dokuya ulasan oksijeni kullanarak
hipoksantini metabolize ederken SOR’da asir1 bir artis gozlenir (Parks ve ark. 1988, Sener
ve Yegen 2009).
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Normal sartlarda:
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Sekil 2.9. I/R hasarinda SOR nin olusumu (Ozcan ve ark. 2015)

Iskemik hasardan sonra olusan reperfiizyon hasar ise akut ve subakut faz olmak

tizere iki fazda ilerler (Fondevila ve ark. 2003).
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Sekil 2.10. I/R hasarinin sistematigi (Saglik 2011)

Akut faz; reperfiizyon sathasini takiben ilk 3 ve 6 saatler arasinda serbest radikal
olusumu, T lenfosit ve Kupffer hiicre aktivasyonu, endotel hiicre sismesi,
vazokonstriiksiyon ve siniizoidal konjesyonlarm olustugu, hepatik mikrosirkiilasyonun
bozularak hepatoseliiler hasarin ortaya ¢iktigi fazdir. Akut fazda hiicre i¢inde Ca*? artis1 da
hepatosit hasarini baglatan 6nemli mekanizmalardan biridir ayrica apopitoz ve nekroz
olusumunu da aktive etmektedir. Iskemi boyunca hiicrede Ca*? arts1 gozlenmezken,
reperfiizyon siirecinin ilk dakikasindan itibaren asir1 Ca*? artis1 gozlenir.

Subakut faz ise; reperfiizyon sonrasi 18 ve 24. saatler arasinda masif notrofil
infiltrasyonu ile genis nekrozlar olusarak geri doniisiimsiiz hasarin olustugu fazdir.
Fazlarin bu siireglerinden dolayr I/R hasarinin tedavi potansiyelini arastiran deneysel
calismalarda ndtrofil aracili inflamasyon, doku nekrozu ve organin disfonksiyonunu
onlemek amaciyla erken donemler yani akut faz hedef olarak alinmaktadir (Fondevila ve
ark. 2003).

17



iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasari
+
Reperfliizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
Serbest radikaller
| v '
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasari
v v v v v v v
Membran bitiinlagiinin Nétrofil birikmesi NO.l Adhezyon Kompleman PG, | Sitokinler
bozulmasi molekilleri aktivasyonu TXA, T wat
v v e, T e T
Fagositoz Lokosit tikaci i i i i
v v
02 radikali « iskemi Vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, notrofil kemotaksisi
v v |
Artmis doku hasar «

Sekil 2.11. /R hasarinin fizyopatolojisi (Sener ve ark. 2007)

Tim bu siireglerden anlasilmaktadir ki iskemik siirecte baslayan hiicresel hasar,
reperfiizyon siirecinde artarak devam eden hiicresel ve humoral olaylar serisidir.
Ozelliklede; SOR, Polimorf Niiveli Lokositler (PNL), kompleman sistem ve endotel

hiicreleri hasarin baslica nedenleri arasinda sayilmaktadir.

2.5.1. Hiicresel Mekanizmalar

Iskemi siirecinde kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi sonucu oksijen kaynaginin
kesilmesi ile glikojen tiiketimi neticesinde Kupffer hiicreleri, Siniizoidal endotelyal
hiicreler (SEC) ve hepatositlerde ATP iiretimi azalir. ATP f{iretiminin durmasiyla hiicre
membraninda bulunan ATP bagimhi pompalardan Na'K*-ATPaz pompasi ¢aligamaz ve
hiicre ici Na* birikimini hiicresel 6dem ve sislik takip eder. Kupffer hiicreleri ve SEC’de
sisme gergeklesirken endotelin, tromboksan A; gibi vazokonstriiktorlerde artis ve nitrik
oksit gibi vazodilatorlerde azalma meydana gelmektedir. Olusan bu yapisal degisiklikler
ile sintizoidler daralir (Carden ve Granger 2000).

Iskemi sonrasi reperfiizyon ile kan akimi yeniden saglanmasina ragmen, daralmig
olan siniizoidlerde noétrofil ve trombosit agregasyonu artisindan dolayr mikrosirkiilasyon
bozulur, hatta bazi alanlarda no-reflow fenomeni olarak adlandirilan kan akiginin olmadig:

goriliir (Summers ve Jamison 1971).
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2.5.1.1. Kupffer Hiicreleri

Siniizoidal endotelin iistiinde yer alan Kupffer hiicreleri, retikiiloendotelyal sisteme
ait 5nemli bir hiicre grubudur. Hepatik I/R siirecinde, interlokin-1 (IL-1) ve tiimdr nekrozis
faktor (TNF-a) salgilayarak hiicresel hasarin baslatilmasinda ve yayilmasinda kilit rol
oynayan hiicrelerdir (Wu ve ark. 2003).

Kupffer hiicreleri, iskemi siirecine gore reperflizyon siirecinde daha ¢ok aktive olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler aktive olarak, I/R hasarinin olusumunda &nemli rol oynarlar;
reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri, proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1p gibi) veya
antiinflamatuar sitokinlerin (IL-10, IL-13 gibi) sentez ve aktivasyonunu da artirirlar
(Baykara ve Tekmen 2005).

Reperfiizyonun akut fazinda, artan Ca*? miktar fosfolipaz A;’yi aktive eder.
Fosfolipaz A, membran fosfolipitlerini arasidonik asite ¢evirir. Arasidonik asitin son
trtinleri olan eikozanoidler ise Kupffer hiicreleri tarafindan salinirlar. Dolayisiyla
reperfiizyon siirecindeki eikozanoidlerin plazma konsantrasyonundaki artisi Kupffer

hiicrelerinin aktivasyonu ile gergeklesmektedir (Astarcioglu 1998).

2.5.1.2. Notrofiller (PNL) ve Siniizoidal Endotelyal Hiicreler

I/R siireci ile birlikte 18kositlerin aktivasyonu ve migrasyonunu takiben ldkosit
endotel hiicre adezyonu meydana gelmektedir. PNL 6zellikle yiiksek oranda SOR artisina
neden olmasinin yani sira vaskiiler permeabiliteyi artirarak mikrovaskiiler sirkiilasyonu
engellemesi ve proteolitik enzimleri salgilamasiyla bilinmektedir (Frangogiannis 2007).

Reperfiizyonun ilk dénemlerinde birikmeye baslayan nétrofiller subakut dénemde
olduk¢a Onem kazanirlar. Siniizoidlerde nétrofil birikimi ile SEC’de sisme, platelet
adezyonu ve siniizoidlerde tikanma meydana gelmesiyle birlikte; SOR’un salinmasi, KO
enzim aktivasyonu ve sitoplazmik vezikiillerde bulunan bazi enzimlerin de ortama
salgilanmasi ile hepatositlerde apopitoza dogru giden progresif bir siire¢ olarak gerceklesir.
Bu siireci baslatan noétrofillerin SEC’e yapismasi adezyon molekiilleri araciligr ile
gerceklesmektedir. Notrofillerin yiizeyinde bulunan selektin ve integrinler ile SEC ve
hepatositlerin yiizeyinde bulunan interselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler
adezyon molekiili-1 (VCAM-1) etkilesimleri ile notrofillerin, epitel hiicrelerine adezyonu
gerceklesir (Smith ve Jaeschke 1995). Selektinlerin L, P ve E olmak iizere ii¢ alt tipi
bulunmaktadir. I/R siireci ile endotelde P-selektin ekspresyonu artar ve nétrofil yiizeyinde

bulunan reseptorii ile etkileserek diislik afiniteli l6kosit endotel baglantisini olusturur.
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Notrofil iizerinde bulunan L-selektin, kan akimmin kesilmesi ile hiicreyi Oliime
gotiirebilecek bir reseptordiir. Notrofiller aktive oldugunda B-integrin reseptorleri artar ve
L-selektinler membrana yayilarak adezyon molekiillerinin aktive olmasiyla hasar
derinlesmeye baslar. Notrofillerin yapistifi endotelyal hiicrelerin yiizeyinde bulunan
ICAM-1, immiinoglobiilin ailesinden olup 6zellikle nétrofil aracili hasarin 6nemli bir
belirtecidir.

Hepatik I/R siirecinde artan TNF-a. ve IL-1 gibi proinflamatuar ve immiinoregiilator
sitokinler, ICAM-1 fiiretimini transkripsiyonel olarak uyarmaktadirlar. Bundan dolayi
karaciger I/R hasarinda, TNF-o ve IL-1’in artis1 ile beraber ICAM-1 salimiminda da artis
gozlenir (Montalvo-Jave 2008).

Yapilan ¢alismalarda, anti ICAM-1 ve P-selektin antikorlarinin uygulandig: ratlarda
karaciger I/R hasarinda azalma gériilmiistiir (Yadav ve ark. 1999).

Yine karaciger transplantasyonlarindaki transplante doku reddi de reperfiizyonun
akut fazinda salinan ICAM-1 diizeyi ile iliskili oldugu gosterilen ¢aligmalar arasindadir
(Warle ve ark. 2003).

Endothelial cells
o "{ PN \'.\ﬁ—k sy
S % dgands o integins | - "G
e e S N |
)i l ) / < @ .
PE o7 A
Z Vvvvvyvy\ywqd‘ Y i J - » /A\x.
SedecunsT i) fm"W;’m———)‘:@) . ,"):
Cytokines - x’
@ (IL-1 & TNF-a) Integrin receptors @
Priths L ¥
& //
4 N Interstitial space in connective tissue
Activated

Sekil 2.12. PNL hiicrelerinin (notrofillerin) aktivasyonu ve gelisen olaylar (Ersoz 2015)

2.5.1.3. Plateletler

Plateletler, siniizoidlere yapisarak reperfiizyon siirecinde mikrosirkiilasyonun
bozulmasina yol agar. Trombosit aktive edici faktor (PAF), fosfolipid mediatorii olarak
vaskiiler permeabilite artisini saglamasinin yaninda, nétrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in

gerekli kemotaktik faktorlerden birisidir (Frangogiannis 2007).
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Yapilan ¢alismalarda reperfiizyon Oncesi PAF reseptor antagonisti uygulanan
ratlarda, PAF reseptor antagonistinin, TNF-a’y1 baskilayarak hasar1 azalttig1 gosterilmistir

(Oguz 2010).

2.5.2. Humoral Mekanizmalar

2.5.2.1. Komplemanlar

Hepatik I/R hasarinda proteinlerin salinimina bagli olarak 3 farkli yolakla (klasik,
alternatif ve mannoz baglayici lektin) aktive olan kompleman sistemin aktivasyonu
sonucu; C3a, Cb5a, iC3b ve Cb5b-9 proinflamatuar komponentler olusur. Bu
komponentlerden 6zellikle C3a ve C5a Iokositleri aktive eden anaflatoksinlerdir.

Ayrica C5a kompleman faktor; makrofaj infalamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a,
MIP-1b, TNF-a, IL-1, IL-6 ve monosit kemoatraktan protein (MCP)-1 iiretimini uyararak
inflamatuar yanit1 aktive eder.

C5b-9 da, endotelde IL-1 ve IL-8 sentezini uyararak lokosit aktivasyonunu ve
kemotaksisi arttirirken; endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek endotelde siklik
guanozin monofosfatt (cGMP) azaltir ve bdylece vaskiiler tonusu bozar (Zhang ve ark.
1999).

Genel olarak da hepatik I/R hasarinin baslangici ile birlikte aktive komplemanlar,
membran atak kompleksini olusturarak direk hiicre hasari olusturabilirler. Ayn1 zamanda
kemotaktik ajanlarin ve proinflamatuar sitokinlerin iiretimini uyararak veya notrofil ve
Kupffer hiicre aktivasyonunu uyararak da hasar mekanizmasinin olusumunda rol alirlar

(Sawaya ve ark. 1999).

2.5.2.2. Sitokinler

Sitokinler, hastaliklarin fizyopatolojisinde rol alan ve terapotik potansiyeli bulunan
multi fonksiyonel polipeptidlerdir. Immiin sistem hiicrelerinin aktivitelerini dikkate alarak,
inflamatuar yanitlar1 destekledigi ve hematopoez gibi bir¢ok fizyolojik olayda énemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Sitokinler, aralarindaki fonksiyonel benzerliklere ve etki

mekanizmalarina gore isimlendirilerek, baslica su ana gruplara siniflandirilmigtir:
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A) Dogal iImmiinite Mediatérleri Olan Sitokinler;
Tip 1 Interferonlar TNF IL-1 IL-6 Kemokinler

B) Lenfosit Aktivasyonu, Biiyiime ve Farklilasmayi Diizenleyen Sitokinler;
IL-2 IL-4 Transforming Growth Faktor (TGF)

C) inflamasyon Durumunda Diizenleyici Rol Oynayan Sitokinler;
Interferon-gama (IFN-v) Lenfotoksin (N6trofil aktivatorii)

IL-5 (Eozinofil aktivatorii) IL-10 IL-12

Sitokinler, hedef hiicrede membran reseptdrlerine baglanarak, karaciger I/R
hasarinda inflamatuar yanitin baglamasi ve siirdiiriilmesinde proinflamatuar ya da
antiinflamatuar olarak énemli role sahiptirler. inflamasyonun baslangicinda proinflamatuar
sitokinler (TNF-a, IL-1) salinarak inflamasyonun siddetini arttirirlar (Tao ve ark. 2016).
Yardimer sitokinlerin (IL-6, IL-8) salinimiyla beraber inflamatuar hiicreleri aktive ederek
immiin yaniti olustururlar. Inflamasyonun sonraki evrelerinde ve iyilesme siirecinde de
antiinflamatuar sitokinler (IL-10, IL-11, IL-13) salinir (Chen ve ark. 2006).

Hepatik I/R hasari ile beraber Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile TNF-q, IL-1 ve
IL-6 salgilanir. TNF-a ile IL-1, IL-8 sentezini uyarir ve adezyon molekiilleri sentezini

artirir (Liu ve ark. 2015, Giiner ve ark. 1997).

2.5.2.3. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a)

Inflamasyon ile birlikte makrofaj, nétrofil, aktive T hiicreleri, Natural killer (NK)
hiicreleri, endotel hiicreleri ve aktive mast hiicreleri tarafindan TNF-a salgilanmaktadir.
Salgilanan bu protein, vaskiiler endotel hiicrelerinin adezyon molekiilleri sentezini
arttirarak makrofajlarin, hiicreler arasinda kemotaksiye aracilik eden kemokin (IL-8)
salgilamasini saglar. Bdoylece notrofil ve monositlerin inflamasyon alanina gdciinii
saglamaktadir. Ayrica TNF-a, IL-1 salinmimini da arttirarak IL-1 ile birlikte notrofilleri
aktive ederek, I/R siirecinde hasarmn derinlesmesine neden olan serbest radikal olusumunu
da tetiklemektedir (Giiner ve ark. 1997, Montalvo-Jave 2008).

TNF-a, vaskiiler diiz kaslar1 gevseterek kan basincini azaltma yoluyla ve vaskiiler
endotelin prokoagiilan ve antikoagiilan aktiviteleri arasindaki dengeleri degistirerek

intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku perfiizyonunu azaltmaktadir (Vasalli 1992).
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Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-o, hepatik I/R siirecinde artis gdsterip
hasar1 da beraberinde getirirken; ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon molekiillerini de

aktive ederek hasarin daha da artmasina neden olmaktadir (Montalvo-Jave 2008).

2.5.2.4. Interlokin-1 (1L-1) / interlokin-6 (1L-6)

Kupfter hiicrelerinden salgilanan IL-1, endotel hiicrelerine etki ederek pihtilasmay1
arttirmas1 ve adezyon molekiillerinin sekresyonunu arttirmasit gibi birgok etkisi ile TNF-
o’'nin birgok inflamatuar 6zelligini paylasmaktadir. Hepatik I/R hasarinda TNF-o’nin
olusturdugu doku =zararini, SOR {iretimi ile notrofil gocii ve adezyonunu artirarak
potansiyalize etmektedir (Montalvo-Jave 2008).

Ayrica IL-1, endotel hiicrelerini uyararak kemokinlerin sentezini uyarir ve bdylece
notrofil gibi inflamatuar 10kositleri aktive ederek noétrofillerden SOR  iiretimini
tetiklemektedir. TNF-a ve IL-1’in, IL-8 sentezini uyararak adezyon molekiillerinin
sentezini artirdigr bilinmektedir. Yapilan g¢aligmalarda IL-1 reseptdr antagonistlerinin,
TNF-a seviyesini diisiirdiikleri gosterilerek I/R hasarim azalttiklar1 belirtilmistir (Kato ve
ark. 2002). Dolayisiyla hepatik I/R hasarinda, TNF-a ve IL-1 artis1, I/R hasarmnin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Inflamasyonun baslangicinda Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile proinflamatuar
sitokinlerden TNF-a ve IL-1 salinarak inflamasyonun siddetini artirmaktadir. TNF-a. ve
IL-1’e gore nispeten biraz daha gecikmeli olarak SEC ve Kupffer hiicrelerinden yardimci
sitokinlerden IL-6 salinir ve inflamatuar hiicreleri aktive ederek immiin yanit1 olusturdugu
bilinmektedir (Baykara ve Tekmen 2005, Dogan ve Aslan 2011). IL-6’nin inflamatuar
stiregteki rolii hakkinda hala tartigmalar olsa da Ozellikle reperfiizyonun akut fazinda
protein sekresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Berber ve ark. 2008). Ayrica l6kositlerin
inflamasyon alanina goglerinde rolii oldugu belirtilerek IL-6 eksikligi olan siganlarin hiicre
infiltrasyonunun tam olmadig1 gosterilmistir (Hurst ve ark. 2001).

Yapilan c¢alismalarda IL-6’nin hepatosit artisin1  dilizenledigi  gosterilerek
muhtemelen akut fazda regiile edici bir faktor oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve ark.
2012).

2.5.3. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, aerobik metabolizma stirecinde hiicresel fonksiyonun bir elemani

olup fizyolojik olarak antioksidan dengesini koruyacak sekilde, diisiik seviyelerde

23



hiicrelerden iiretilmektedir. I/R siirecinde, hiicre ve doku hasarina yol acan en &nemli
faktorlerden biri olup hepatik I/R siirecinde Kupffer hiicreleri, PNL ve endotel hiicreleri
tarafindan siirekli olarak iiretilmektedir (Cakatay ve Kayal1 2006).

Serbest radikallerin artis1 ile antioksidan dengesinin bozulmasi sonucu, oldukca
reaktif olan serbest radikaller, yag asidi agisindan zengin olan hiicreler ile reaksiyona
girerek lipid peroksidasyonuna neden olur ve membran yapisini bozarak membran

permeabilitesini artirir, bu da iyon gegislerinde bozulmaya neden olur (Akkus 1995).

2.5.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Solunumla alinan oksijenin % 95’1, ATP iiretimi i¢in mitokondrilerde kullanilirken
yaklasik % 5’1, ortaklanmamis elektron bulunduran ve hiicreler igin sitotoksik olan toksik
SOR’a doniisiir (Sener ve Yegen 2009). Aerobik kosullarda olusan SOR hiicrenin sahip
oldugu antioksidan sistemi sayesinde sitotoksik olmayan {iiriinlere doniistiiriiliir. Ancak
asirt SOR artist ya da antioksidan sistemin yetersizligi ile oksidatif stres meydana
gelmektedir (Cakatay ve Kayali1 2006).

I/R hasari ile plazmada artan; komplemanlar, sitokinler, arasidonik asit tiirevleri ve
PAF gibi proinflamatuar ajanlar olsa da hasarin temelinde reperfiizyon siirecinde dokunun
oksijenlenmesi sonucu olusan SOR bulunmaktadir (Bless ve ark. 1999). iskemi siirecinde
olusan KO aktivitesi sonucu ve reperflizyon siirecindeki dokunun oksijenasyonu sonucu
artan SOR, lipid peroksidasyonunu baslatarak hiicresel hasara neden olmaktadir. Ozellikle
I/R siirecinin akut faz1 oksidatif stres ile karakterize oldugu igin hepatik I/R hasarmn en
belirgin gostergelerinden biri de oksidatif stres parametrelerinin artisidir (Lentsch ve ark.
2000).

En onemli SOR; Siiperoksit radikali (O2"), Hidrojen Peroksit (H,O,), Hidroksil
radikali (OH") ve Singlet Oksijen (O,1])’dir. Mitokondriyel enerji metabolizmasinda
tilketilen oksijenin % 1-5 kadart siiperoksit radikali olarak sonlanmaktadir. Direk olarak
fazla zarar vermeyip hidrojen peroksit kaynagi olarak dolayli yoldan hem lipid
peroksidasyonunu baslatir hem de antioksidanlar1 oksitleyebilmektedir.

Hidrojen peroksit, serbest radikal olmayip ozellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile ya da bakir ile reaksiyon vererek giiclii oksitleyici 6zelligi olan demir
formlarin1 olusturarak hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baslatir ve hidroksil

radikalini olusturur (Giinaydin ve Celebi 2003, Halliwell ve ark. 2000).
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Metal iyonlarmin varliginda hidrojen peroksitten olusan hidroksil radikali, serbest
radikaller i¢inde en reaktif molekiil olup bircok molekiille reaksiyon verebilir. Yarilanma
omrii ¢cok kisa oldugu icin reaksiyonu ciddi hasarlar olusturur (Giinaydin ve Celebi 2003,
Halliwell 1994).

Singlet oksijen, radikal olmayip ancak oldukca reaktif olan bir molekiildiir.
Doymamis yag asitleri ile direk olarak reaksiyona girerek peroksil radikalini
olusturabilirken hidroksil radikali kadar etkili bir sekilde, lipid peroksidasyonunu
baslatabilmektedir (Akkus 1995).

2.5.4. Antioksidanlar

Farkli mekanizmalar sonucu olusan serbest radikallere karsi viicudun savunma
mekanizmasi antioksidanlar sayesinde saglanmaktadir. Organizmada siirekli serbest radikal
liretimi  olmasina ragmen antioksidan sistem ile dengede oldugu icin oksidasyon
engellenerek hiicreler, hasara karsi korunmaktadirlar. Antioksidan savunma ile serbest
radikal tiretiminin Onlenmesi, olusan asir1 serbest radikallerin detoksifikasyonu, hiicre
hasarinin giderilmesi ve sekonder radikal olusumunun engellenmesi saglanir. Bu dengenin
oksidanlar a¢isindan artis1 durumunda ise oksidatif hasar meydana gelmektedir (Halliwell
1994).

Antioksidanlar genel olarak endojen ve ekzojen kaynakli olmak iizere baslica iKi
ana gruba ayrilirken; endojen antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Enzim olan endojen antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve
mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemden olusmaktadir (Valko ve ark. 2007). Enzimatik
olmayan endojen antioksidanlar ise; bilirubin, albiimin, {irik asit, melatonin, a-tokoferol (E
vitamini), askorbik asit (C vitamini), transferrin, ferritin ve glutatyon (GSH) gibi maddeler
ile savunma sistemini olusturmaktadirlar. Bu antioksidanlardan hiicre membraninda
bulunan a-tokoferol, lipid peroksidasyon zincirini kirarak; iirik asit, KO’1 inhibe ederek;
askorbik asit ise suda eriyebilirligi ile serbest radikal toplayicilig1 yaninda, a-tokoferol’iin
etkisini artirarak; Sekonder serbest radikal olusumunu zincir kirici reaksiyonlar ile

engellemekte veya serbest radikal olusumunu azaltmaktadir (Glantzounis ve ark. 2005).
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2.5.4.1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Solunum ile alinan oksijenin yaklasik % 5’1, ortaklanmamis elektron bulundurdugu
icin serbest radikal olarak hiicre icin sitotoksik olup oksidatif stres olusturabilecekken;
antioksidan savunma sistemi ile bu hasar tolere edilmektedir. Total antioksidan kapasiteyi
olusturan antioksidanlarin biiyiik cogunlugu plazmada bulunmaktadir. Plazmada bulunan
bu antioksidanlar serbest radikalleri tutarak ya da zincir kirici reaksiyonlar gostererek
oksidatif hasar1 engellerler. Plazmada bulunan total antioksidan kapasitesinin % 85’inden
fazlasini albiimin, iirik asit ve askorbik asit gibi antioksidan molekiiller teskil etmektedir
(Yao ve ark. 1998). Biiyiik ¢cogunlugu plazmada bulunan antioksidanlar, sinerjitik bir etki
gostererek tek baslarina yaptiklar etkiden daha biiylik bir etki olugturmaktadir. SOD’un
hidroksil radikalini hidrojen peroksite ¢evirmesi, CAT 1n da peroksit ndtralizan1 olmasi ya
da glutatyonun askorbik asiti koruyup aktiflestirmesi yine askorbik asitin de a-tokoferolii
aktive etmesi ve neticesinde peroksidasyonun Onlenmesi, total antioksidanlarin sinerjitik
etkisi olarak gosterilmektedir. Bu sinerjitik etkinin yani sira antoksidan miktarindaki
azalisin diger bir antioksidandaki artis ile dengelendigi de gbz oniinde bulundurulunca
TAS’1n 6l¢limii, antioksidanlarin tek tek Olgiimiinden daha degerli veriler elde etmemizi
saglamaktadir. Bundan dolay1 son yillarda kandaki antioksidan seviyesini belirlemede,
total antioksidan seviyelerini veren bu 6l¢iim oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir (Erel

2004, Ghiselli ve ark. 2000).

2.5.4.2. Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Serbest radikal seviyesinin antioksidan seviyesine gore artisi, hiicrelerde oksidatif
hasarlara yol acar ve bu durum oksidatif stres olarak tanimlanir. Pek ¢ok yontem ile
oksidan molekiillerin konsantrasyonlar1 ayr1 ayri 6lgiilebilmektedir. Ancak oksidatif stresin
arttig1 durumlarda oksidan etkilerin birbiri lizerine eklenmesi géz oniinde bulundurularak
yine son yillarda oksidan konsantrasyonlarinin tek tek dl¢iimiinden ziyade, toplam oksidan
kapasitesinin ortaya kondugu yeni bir yontem ile Ol¢iimler gerceklestirilmektedir (Erel
2005).

2.5.4.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Oksidatif stres ve antioksidan durumun degerlendirilmesi i¢in birgok farkli yontem
olmasina ragmen bu belirteglerin ayr1 ayr1 lgiilmesi, hem sinerjitik etkilerinin hem de

oksidan ve antioksidan dengelerinin totalde degerlendirilmesi agisindan ve ayrica hem

26



zaman hem de ekonomik olarak cok tercih edilmemektedir. Bundan dolay1 son yillarda
TAS ve TOS odlgiilerek oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir. OSI, oksidatif
stresin bir gostergesi olarak kullanilmakta olup oksidatif stres artisinda, OSI degerinde

anlaml bir artig goriilmektedir (Harma ve Erel 2003).

2.6. Transient Reseptor Potansiyel (TRP)

Transient reseptor potansiyel (TRP) kanallart ilk olarak 1998 yilinda Drosophila
Melanogaster tiirii sirke sineklerinin goz hiicrelerinde bulunmustur (Clapham 2003, Saygin
ve Naziroglu 2010). Drosophila tiiriinde fotoreseptor hiicreleri 1s1k ile aktive edildigi
zaman, membran devamli olarak depolarize olmaktadir yani siirekli aydinlatmaya karsilik
hiicrelerden alinan cevap da siirekli olarak olusmaktadir (Clapham 2003, Dadon ve Minke
2010). Ancak TRP proteinini kodlayan genlerde, 1s13a kars1 siirekli voltaj yerine ‘transient’
yani gegici bir voltaj cevabr olugsmakta ve bu mutasyona bagli olarak da gorsel defekt
ortaya ¢ikmaktadir (Dadon ve Minke 2010). Drosophila tiiriinde TRP olmadigi halde 1518a
kars1 voltaj yanitin olusumu, TRP’ye genetik yonden ¢ok fazla benzerlik gosterdigi igin
‘TRP-Like’ (TRPL) kanallari ile agiklanmistir (Kraft ve Harteneck 2005, Montell ve Rubin
1989). Isik uyaranina karsi fotoreseptor hiicrelerinin cevabi olan kuantum pikleri,
yakalanan tekli 1s18a karsi bir¢ok kanalin ayni anda aktive olmasiyla olugmaktadir.
Kanallarin birlikte aktivasyonu ile 6nce sinyal transdiiksiyonu, sonra da olusan sinyalin
yiikseltgenerek ilerlemesi ile kuantum pikleri olustugu icin, hem TRP hem de TRPL’nin
her ikisinin de Ca*%’a kars1 gegirgen bir kanal veya 1sikla aktive olabilen tastyici proteinler
olabilecegi diistiniilmiistiir (Montell 2001). Yapilan bu ¢alismalar ve son analizlerle TRP
protein dizisinin Ca*®a gecirgen yeni bir katyon kanali olma olasiligini arttirmistir
(Phillips ve ark. 1992, Hardie ve Minke 1992, Nilius ve ark. 2007). Memelilerde bulunan
TRP kanallari, ¢evresel uyarilardaki degisiklikleri belirleyen biyolojik sensorler olarak
giiniimiizde oldukca dnem arz etmektedir. Sicak, soguk, mentol, act ve gesitli mekanik
uyaranlarla ac¢ilan TRP kanallari; dokunma, duyma, gorme, tat alma ve termal hassasiyet
gibi duyularin algilanmasinda; ya dogrudan plazma zarlarinda bulunan Ca*? kanallar1 gibi
davranmakta ya da sitozolik serbest Ca*? kanallarindaki degisime yardimer olarak zar
potansiyelini degistirip Ca* giris kanallarina etki ederek pek ¢ok 6nemli mekanizmada ¢ok
onemli bir role sahiptir (Nilius ve ark. 2007, Ozgiil ve Naziroglu 2010, Kraft ve Harteneck
2005).
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Yapilan ¢alismalar sonucu aminoasit dizilerine gére TRP kanallar1 7 alt aileden
olusmaktadir. Bu alt ailelerden alt1 tanesi memelilerde bulunur ki bunlar; TRP canonical
(TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP melastatin (TRPM), TRP mukolipin (TRPML), TRP
polisistin (TRPP), TRP ankirin (TRPA). Sadece omurgasizlarda bulunan diger alt kanal ise
TRP nompc (TRPN)’dir.

Ayrica TRPM, 8 farkl alt kanal grubuna, TRPC 7 farkl: alt kanal grubuna, TRPV 6
farkli alt kanal grubuna, TRPML 3 farkli alt kanal grubuna, TRPP 3 farkli alt kanal
grubuna, TRPA ise 1 farkl alt kanal grubuna sahiptir.

hTRPC1

hTRPML3 (!
TRPML hTRPML2 hThl%gﬁ; TRPC
/ hTRPML1 ;
3.5 (canonical)
(mucolipin) hTRPC3
hTRPC7
hTRPPS hTRPC6
hTRPP3
hTRPP2 mTRPC2
TRPP
(polycystin)
hTRPNMS hTRPV1
hTRPM4 hTRPV2
hTRPM L
hTRPM2 .
hTRPV4
TRPM
(melastatin) nrrevs  TRPV
A hTRPM7 o e
- hTRPV6 (vallinoid)
hTRPMG6
hTRPM1 hTRPA1
hTRPM3
TRPA

(ankyrin)

Sekil 2.13. TRP kanallarinin alt kanal gruplari (Nilius ve ark. 2007)

Bu kanallarin gogunlugu tek bir iyon kanalina segici olmayan kanallardir. Istisnai
durumlar olmakla beraber Na* ve Ca*?’a ayni anda gegirgen olan bu kanallardan ézellikle,
TRPM4 ve TRPMS tek degerlikli katyonlara, TRPM6 ve TRPM7 Mg+2’a, TRPVS ve
TRPV6 Ca"®a, TRPV1, TRPML6 ve TRPP3 ise H"a oldukea gecirgendir (Nilius ve ark.
2007, Miller 2006).
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2.6.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallari

TRP ailesinin ilk tanimlanan tiyesi bir timor baskilayici protein olan TRPM’dir. 4
grup altinda smiflandirilan TRPM’nin 8 alt tiyesi bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2003,
Alexhander ve ark. 2004).

1.Grup; TRPM1 - TRPM3

TRPM1’i aktive eden hala bilinmese de; TRPMS3, Ca*? ile aktive olmaktadir ve
hiicre ici Mg*? diizeyi ile aktivasyonu diizenlenmektedir (Clapham 2003, Miller 2006).

2.Grup; TRPMG6 - TRPM7

TRPM6 ve TRPM7’nin karboksi ucu (COOH") serin — treonin ile aktive olmaktadir
ve bu kanallar Mg*?’
3.Grup; TRPM4 - TRPM5

Bu kanallarin tek degerlikli katyon iyonlarina karsi gecirgen oldugu ancak Ca'?a

a oldukca gecirgendir (Saygin ve Naziroglu 2010).

gegirgen olmadig bildirilmistir (Saygin ve Naziroglu 2010).

4.Grup; TRPM2 - TRPM8

TRPM2 ADP-Riboz, oksidatif stres ve 1s1 ile aktive olurken; TRPM8 de soguk
reseptOrii ile aktive olmaktadir (Miller 2006, Birnbaumer 2009, Saygin ve Naziroglu
2010). TRPM2 ¢ogunlukla beyin hiicrelerinde olmak iizere, karaciger, kalp, kemik iligi ve
dalak gibi birgok doku ve hiicrede yaygin olarak bulunmaktadir (Hecquet ve ark. 2008).

Diger iyon kanallarinda oldugu gibi bu kanallarda da transmembran olarak
adlandirilan 6 segmentli gegis bolgeleri mevcut olup, iyon akis1 5. ve 6. segmentler
arasindan gergeklesmektedir (Nilius ve ark. 2007). Kanalin N-terminal ve C-terminal
olmak tiizere iki ucu bulunmaktadir. Bu iki ug ile beraber transmembran segmental gegis
bolgesi kanalin temel yapisini teskil etmektedir. TRPM alt kanallarindan TRPM2, 6 ve 7
kanallar1 hem iyon kanali hem de ayni proteinde enzimatik aktivite icermektedir. TRPM2
kanallarinin en 6nemli 6zelligi C-terminal iizerinde bulunan nudix bolgesidir. Bu bolgede,
ADPR’den AMP ve Riboz 5-fosfat olusumunu katalizleyen ADPR pirofosfataz enzimi
bulunmaktadir. Oksidatif stresin belirteci olan ADPR’nin nudix bdlgesine spesifik
baglanmastyla aktive edilen ADPR pirofosfataz enzimi; Na*, K* ve Ca'%a gecirgen secici
olmayan TRPM2 kanallarinin agilmasini saglamaktadir (Clapham 2007, Saygmn ve
Naziroglu 2010, Naziroglu ve Liickhoff 2008). TRPM6 ve TRPM?7 kanallarinin ug

kisminda da alfa-kinaz enzim bolgeleri mevcuttur (Watanabe ve ark. 2008).
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ADP-Riboz % H202
Sekil 2.14. TRPM2 kanallarinin segmental yapist (Clapham 2007)

TRPMS8 kanalinin yapist da, hiicre i¢i amino ve karboksil uglari bulunan 6
segmentli transmembran yapidan olusmaktadir. S2 ve S3 segmentleri, sirasiyla mentol ve
icilin i¢in baglanma yerleri olup S4 segmenti ve S4-S5 arasindaki bolge, voltaj algilama
fonksiyonuna sahiptir. S5 ve S6 arasindaki bolge kanal porunu olusturmaktadir (Voets ve
ark. 2007). TRPM8 prostat bezi, karaciger, dorsal kok gangliyonu ve trigeminal gangliyon
noronlarinda bulunmustur (Almaraz ve ark. 2014).

TRPMS, bir prostat cDNA’simnin goriintiilenmesinde yeni bir spesifik prostat geni
olarak kopyalanmigtir (Tsavaler ve ark. 2001). Daha sonra TRPMS8’in trigeminal ve dorsal
kok ganlion ndronlarinda sogugu algilamada 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir
(McKemy ve ark. 2002, Peier ve ark. 2002). Insan melanosit ve melanoma hiicrelerinde
cksprese edilen TRPMS8 kanallarnin aktivasyonu, sirekli Ca*? akist ile saglanir
(Yamamura ve ark. 2008). TRPMS&’in trozinaz ve trozinaz iliskili protein-1 ekspresyon
diizeylerini azaltarak melanositlerin pigment iiretme aktivitesini azaltabildigi de
gosterilmistir (Botchkarev ve Shander 2007). Doza bagimli mentol uygulamasindan sonra
melanoma hiicrelerinin canliligindaki azalmanin da TRPMS&’in aktivasyonu ile iligkili
oldugu belirtilmistir (Yamamura ve ark. 2008).

Ca*? homeostazisinin bir regiilatorii olan TRPMS kanallarmin, esas olarak duyusal
sinir sistemi sinyalizasyonunda soguk ve mentol ile aktive oldugu disiiniilmektedir.

Sicanlarda yapilan bir galismada TRPM8 mRNA ve proteininin aort, mezenterik, kuyruk
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ve femoral arter miyositlerinde mevcut oldugu gosterilmistir. Mentoliin, mezenterik ve
kuyruk arterlerinde oldugu gibi aortta da dilatator bir yanit olusturdugu belirtilse de bazi
durumlarda mentoliin aortta kiiclik kontraksiyonlara neden olabilecedi de gosterilmistir
(Johnson ve ark. 2009). Yapilan ¢alismalar gosteriyor ki 6zellikle soguk ve mentol ile

aktive olan TRPMS’in siirekli Ca*? akus1 ile aktivasyonu saglanmaktadir.

2.7. iskemide Ca*? ve TRPM Kanallari

Dokuya gelen kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi ile olusan hipoksiyle beraber
enerji agigin1 karsilamak icin hiicreler, anaerobik metabolik yollara basvurmaktadir. Iskemi
siirecini takiben hiicrede enerji depolarmin bosalmas: ile Na'/K® pompasi inhibe
olmaktadir. Sonucta hiicre i¢i Ca™? artist gerceklesirken 6zellikle biriken metabolitlerin
uzaklastirilamamasi, laktat birikimi ve doku pH’inda disiis gibi etkenlerle, membran
permeabilitesinde bozulmalara yol acarak iyon transport sisteminde biiylik dengesizliklere
neden olmaktadir. Bozulan iyon transport sistemi ile normalde hiicre i¢inde hiicre disina
nazaran ¢ok az bulunan Ca*? iyonlarinda artis meydana gelir. Artan Ca*? ikincil haberciler
lizerinden enzimlere etki ederek membran fosfolipidlerinin yapisin1 bozar ve membranin
islev ve biitiinliigiine zarar verir (Carini ve ark. 1999, Jennings ve ark. 1991).

Oksidatif stres olusumuna neden olan siiperoksit, hidrojen peroksit ve singlet
oksijen igeren asir1 SOR iretimi ya da antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi
durumlar, hiicre hasar1 ve 6liimiine neden olan en 6nemli faktorlerdir. Yapilan ¢alismalarda
hidrojen peroksit uygulamasi ile oksidatif stres modeli olusturularak TRPM2 kanallarinin
aktivasyonu gosterilmistir. Bu modelde TRPM2 kanal aktivasyonuna bagli olarak
pankreasin B hiicrelerinde, nétrofil graniilosit hiicrelerinde ve monosit hiicrelerinde hiicre
ici serbest Ca*? artisi gozlenmistir (Inamura ve ark. 2003, Heiner ve ark. 2003, Perraud ve
ark. 2001, Ozgiil ve Naziroglu 2010). Yine bu model iizerinden yapilan galismalarin bir
kism1; hidrojen peroksitin hiicre i¢ine girerek TRPM kanalin1 aktive etmesiyle hiicre i¢ine
Ca'*? girisini artirdigini belirtirken (Hara ve ark. 2002, Wehage ve ark. 2002) diger bir
kismi da; hidrojen peroksitin hiicre i¢i organellerde (6zellikle mitokondride) ADPR
sentezini artirdigini ve bu artan ADPR’nin kanali agtigin1 belirtmektedir (Perraud ve ark.
2001, Heiner ve ark. 2003, Kolisek ve ark. 2005).
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Yapilan calismalarda TRPM2 kanallarinin oksidatif stres ile aktive olabildigi
ispatlandiktan sonra NAD"’in da TRPM2 kanalim uyardig1 bildirilmistir (Hara ve ark.
2002) ve boylece etki mekanizmalar1 derince arastirilmaya baslanmistir,. TRPM2
kanallarin1 aktive eden ADPR baslica 3 yolla sentezlenmektedir:

1- NAD", poliADPR polimeraz (PARP) enzimi aracilig1 ile poliADPR’e,

poliADPR de glikohidrolaz enzimi aracilig1 ile ADPR’i olusturur.

2- NAD", cyclic ADPR (cADPR)’ye, cADPR dehidrolaz araciligi ile ADPR olusturur.
3- NAD", NADaz enzimi aracilig1 ile ADPR olusmaktadir.

Oksidatif stres {iiriinii olan SOR, bu ii¢ mekanizma iizerinden ADPR’yi aktive
etmektedir. Aslinda Ca* serbest ryanodin reseptorleri araciligi ile uyarilan ADPR,
TRPM2’nin nudix bélgesine yapisarak enzimatik faaliyetlerle hidroliz edilirken (NAD" ve
cADPR) ayni zamanda TRPM2 kanalin1 da aktive etmektedir (Ozgiil ve Naziroglu 2010).

G-protein Bagh

W Resephin

.= *
0+ 2H ran Grikohidrata
Elasux

T )

HeOx+Fe— OH + OH +F e |

Sekil 2.15. ADPR ve TRPM?2 kanal aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki iliski (Ozgiil ve Naziroglu
2010)

ADPR iiretimi, G proteine bagh reseptorlerin ligand kanal aktivasyonu ile baslatilir.
Reseptor aktivasyonu ve intraselliiler Ca* yogunlugunun yiikselmesi “inositol trifosfat
(IP3)” tarafindan hiicre ici organellerden Ca*? serbestlenmesini saglamaktadir. TRPM2

hiicreye dogru giiglenen TRPM2 aktivasyonuyla bir pozitif geri bildirim ile Ca*? girisi
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saglar. Alternatif kaynaklar ADPR igeren mitokondri ve ¢ekirdektir. ADPR polimerlerinin
stimiilasyon sonrasi poliADPR polimeraz-1 (PARP-1)’e ve sonrasinda poliADPR
glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise
gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde Ca*? artis1, mitokondride depolarizasyon ve porlarin
acilmasi veya hiicre digindan sitozole hidrojen peroksitlerin gelisi ile daha fazla nitrik oksit
sentaz (NOS) ve SOR iiretilir. ADPR ve SOR geri bildirim mekanizmasi ile TRPM2
kanallarinin agilmasi yoluyla sitozolde Ca*? artisinu saglamaktadir (Saygin ve Naziroglu
2010).

TRPMS kanali 15 °C ve 25 °C arasindaki sicakliklarda aktive edilebilir ve bu
aktivasyon hiicre ici Ca*? seviyesinde gegici bir artisa yol acar (McKemy ve ark. 2002).

Hiicre i¢i Ca'? artis1 hiicreyi Oliime kadar goétiiren fizyopatolojik olaylarin
baslaticis1 olarak kabul edilmektedir. Giinlimiizde kullanilan Ca*? kanal blokorleri TRPM
kanallarini bloke edememektedir.

Yapilan calismalarda oksidatif stresin Ozellikle mitokondri tizerinden ADPR
tretimini artirdign gosterildikten sonra bu kanalin ADPR ve oksidatif stres ile aktive
olmasindan dolay1 6zellikle iskemi ¢aligsmalarinda 6nem arz ettigi belirtilmektedir (Nilius
ve ark. 2007, Alexhander ve ark. 2004). Farkli TRP proteinlerinin, farkli uyaranlara ve
uyaranin  siddetine gore, Ca™ ve Na' iyonlarmin gegirgenligini de degistirdigi
bilinmektedir. Tiim bu bilgiler 1s181nda 6zellikle TRPM kanallarinin oksidatif stres tirtinleri
ile aktive olmasindan dolayr TRPM2 kanallarmin I/R hasari ile arasindaki iliski oldukga

Onem arz etmektedir.

2.8. Erdostein

Erdostein (Erd) mukolitikler grubunda bulunan mukomodiilatér ve antiinflamatuar
gibi terapotik etkileri tanimlanan farmakolojik bir ajandir. Erd, dogal bir aminoasit olan
homosisteinin bir formu olup kimyasal olarak N-(karboksimetil tiyoasetil) homosistein

tiyolakton seklinde isimlendirilir. Kapali formiilii ise CgH1104N1S,’dir.

N\ o

CH»a C

(o] & Pp—— CH — NH— CO — CH,—S—CH,— COOH

Sekil 2.16. Erd’in kimyasal yapist (Sogiit 2002)
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Emilip dolasima gectikten sonra hepatik dolasimda ii¢c metabolitine doniiserek aktif
hale geger. Aktif metabolitlerinin yapisinda bulunan -SH (tiyol) radikalleri
glikoproteinlerin birbirine baglandiklar disiilfit baglarini kirarak, mukus elastikiyetinde ve
viskozitesinde azalma olusturarak mukolitik etki gostermektedir (Titti ve ark. 2000).
Yapilan bir¢cok deneysel calismada, bronsiyal sekresyonlarin mukus viskozitesini azaltici
cok kuvvetli bir etkisinin oldugu gosterilerek sekresyonlarin normal viskozitesini
ayarlayarak hizli bir sekilde balgam hacmini azalttig1 belirtilmistir (Hosoe ve ark. 1999).

Erd oral yolla alindiktan sonra hizla absorbe olmaya baslar ve yaklasik 1,2-1,4 saat
sonra plazma konsantrasyonunda pik seviyesine ulasir.

Ug aktif metaboliti bulunan Erd, bagirsaklardan emilip dolasima gectikten sonra
karacigerde; Metabolit I : N-tiyoglikolil homosistein, Metabolit 1l : N-asetil homosistein ve
Metabolit III : Homosistein’e doniistiiriilerek baslangicta bloke olan tiyol gruplar
serbestlestirilerek, mukolitik ve serbest radikal temizleyici aktivite gostermektedir.

Bu 3 aktif metabolitin plazmada en st seviyeye ulagmasi i¢in gegen siire:

Met I; 1.1 — 2.2/ Met II; 2.5 — 4.6 / Met 1ll; 2.3 — 4.8 saat iken, eliminasyonu ise idrarda
sadece Met I ve siilfatlar seklinde goriilmektedir ve atilimi i¢in yarilanma 6mrii Erd i¢in
1.4, Met L i¢in ise 1.6 saat olarak belirlenmistir (Erd prospektusu)

Erd’nin yapisinda bulunan tiyol gruplari sayesinde ortamda bulunan SOR’u inhibe
ederek ve endojen antioksidanlarin yapimini artirarak gii¢lii antioksidan 6zellik gosterdigi
bilinmektedir (Fadillioglu ve ark. 2003). Ayrica Erd’in antioksidan &zelliginin yani sira
bakteri adezyonunu azaltict 6zelligi de gosterilmistir (Braga 1999).

Olusan iskemik karaciger hasar1 ve sonrasinda gergeklesen reperfiizyon hasarini en
aza indirmek icin farkli ajanlarin kullanildig1 bircok calisma yapilmistir. Ancak karaciger
cerrahisinde onemli bir problem olan karaciger I/R hasari heniiz tam olarak bir ¢dziime
kavugsmamustir. Karaciger cerrahisinde siklikla kullanilan vaskiiler klempleme ile olusan
iskemi ve sonrasinda gerceklesen reperfiizyon hasarinin ayrica uzak organ hasarina da
neden oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte son yillarda birgok merkezde basar ile
uygulanan karaciger transplantasyonlar1 sonrasinda ortaya ¢ikan reperfiizyon hasarlarinin
onemli bir mortalite nedeni olmas1 da, I/R hasarmin engellenmesine ve mekanizmasimin

ortaya konmasina yonelik yeni ¢alismalar1 gerektirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deneyin Kurgulanmasi

Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 27.02.2014
tarihli 2014-02/4 nolu karar sayisi ile oy birligiyle onay alinan bu ¢alisma Mustafa Kemal
Universitesi Deneysel Aragtirmalar ve Uygulama Merkezinde yapildi. Calismanin
histopatolojik incelemeleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda, biyokimyasal parametrelerin analizi Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’'nda ve molekiiler genetik analizleri de Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Molekiiler Genetik Anabilim Dali’'nin

laboratuvarlarinda bulunan cihazlar kullanilarak yapildi.

3.2. Deney Hayvanlar

Bu deneysel c¢alisma, Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilen 350 — 400 gr agirhigindaki 50 adet Wistar Albino
cinsi erkek sicanlar kullanilarak Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar ve
Uygulama Merkezi’nde yapildi. Deney Oncesi tiim hayvanlar 12 saat gece 12 saat giindiiz
sirkadiyan ritimde, ortam sicakligi 244+2°C ve nem orani %50-60 olacak sekilde odalarda

tutuldu. Sicanlarin beslenmesinde standart ticari pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi.

3.3. Deney Gruplar

Olusabilecek fireler ve istatistiksel anlamlilik g6z 6niinde bulundurularak, her grup
randomize olarak 10 adet sicandan olusacak sekilde bes gruba ayrildi. Siganlarin hepsinin
agirliklar1 hassas tart1 ile belirlendi ve tedavi ig¢in uygulanacak ilag agirliklarina gore
hazirlandi. Laparotomiler oncesi deneklerin anestezisi i¢in 10 mg/kg ksilazin (Rompun,
Bayer, Tirkiye) ve 60 mg/kg ketamin (ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) kombinasyonu
kullanildi.
Grup I: Kontrol grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Kontrol
grubu olarak degerlendirildi. Bu deneklere genel anestezi sonrasi laparotomi uygulanarak
kan ve karaciger doku &rnekleri alindi.
Grup Il: Sham grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Iskemi
olusturulmadan yalanci cerrahi prosediirii uygulandi. Genel anestezi sonrasi sadece

laparotomi yapild1 ve diger gruplarda uygulanan iskemi siiresi gz Oniine alinarak 45
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dakika sonra laparotomi kapatildi. Sonra diger gruplardaki reperfiizyon siiresi goz Oniine
alinarak 45 dakika sonra genel anestezi uygulamasi tekrarlandi. Kan ve karaciger doku
ornekleri alindu.

Grup Il1: I/R Grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Genel anestezi
sonrasi laporotomi yapildi. Karacigerin sol ve median lobuna giden portal ven ve hepatik
artere, atravmatik vaskiiler klemp konarak 45 dk. boyunca iskemi uygulandi. Iskemi
sonlandirildiktan sonra batin kapatildi ve 45 dakikalik reperfiizyon uygulanan siganlara,
tekrar genel anestezi yapildi. Daha sonra laporotomi yapilarak kan ve karaciger doku
ornekleri alindt.

Grup 1IV: Erd Grubu: Bu gruptaki deneklere iki giin 100 mg/kg/giin oral yoldan Erd
(Ilsan, Tiirkiye) tedavisi verildikten sonra genel anestezi sonras: laparotomi uygulanarak
kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

Grup V: Erd + I/R Grubu: Bu gruptaki deneklere I/R’dan iki giin énce 100 mg/kg/giin
oral yoldan Erd tedavisi verildikten sonra karacigerin sol ve median lobuna giden portal
ven ve hepatik artere atravmatik vaskiiler klemp ile 45 dk. boyunca iskemi uygulandi.
Iskemi sonlandirildiktan sonra batin kapatildi ve 45 dakikalik reperfiizyon uygulanan
sicanlara, tekrar genel anestezi yapildi ve laporotomi yapilarak kan ve karaciger doku

ornekleri alindu.

Deney gruplan
GRUPLAR Denek
Sayisi
1. Grup Kontrol grubu 10
2. Grup Sham grubu 10
3. Grup I/R grubu ( 45 dk. Iskemi / 45 dk. Reperfiizyon) 10
4. Grup Erd grubu (2 giin 6nceden oral gavaj ile 100 mg/kg/giin) 10
5. Grup Erd+ I/R grubu 10

(2 giin oral gavaj ile 100 mg/kg/giin + 45 dk.1/ 45 dk.R)

Cizelge 3.1. Deney Gruplari ve Ozellikleri
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3.4. Karaciger I/R Modeli
Diurnal hormonal degisimlerin sicanlar {izerine olas1 etkileri dikkate alinarak tim

cerrahi islemler 09:00-12:00 saatleri arasinda yapildi1 (Watanabe 2001).

Deneklerin anestezisi i¢in 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 60
mg/kg ketamin (ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) intraperitoneal (I.P) olarak uygulandi.
Anestezi saglandiktan sonra karin 6n duvarindaki tiyler tiras edildi ve %10’luk
polivinilpirolidon iyot kompleksiyle (Batticon, Adeka) cilt sterilize edildi. Sterilize edilen
abdominal bdlgeye, orta hattan yaklasik 3 cm’lik insizyon ile laparotomi yapildi. Karin igi
goriiniir hale getirildikten sonra karacigerin sol ve median lobuna giden hepatik arter ve
portal ven eksplore edildi ve atravmatik vaskiiler klemp ile klemplenerek kan akimi kesildi
ve iskemi baslatildi. Atravmatik vaskiiler klemp yardimu ile 45 dakika iskemi uygulandi
boylece segmental %70 (segmnet 2-5) ve non-lethal hepatik iskemi meydana getirildi.
Iskemi siirecinin basinda insizyon tek tabaka halinde cift siitiir ile yaklastirild: ve iskemi
stiresince acikta kalan abdomen bolge iizerine 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmis spang

ortlildi. 45 dakika sonunda klempler alinarak iskemi sonlandirildi.

Reperfiizyon safhasi baslayan ratlarin laparotomi insizyonu, 3/0 atravmatik ipek
siitiir ile kapatildi. 45 dakikalik reperflizyon periyodunun sonunda hala anestezi altinda
olan siganlara tekrar laparotomi uygulandi ve intrakardiyak kan ornegi alinarak si¢anlar
sakrifiye edildi (Resim 3.1. ve Resim 3.2.). Alinan kan &rnekleri biyokimyasal analizler
icin satrifiije edilerek ependorf tiiplere alinip, 6l¢iim giiniine kadar -20 °C’de saklandi.
Karacigerin sol ve median lobundan alinan doku &rneklerinin bir kismi histopatolojik
analiz i¢in %10’luk formalin soliisyonuna konuldu ve diger bir kismi ise molekiiler analiz

(RNA izolasyonu ve gen ekspresyonlar1) yapilincaya kadar -80 °C’de sakland.
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Resim 3.1. Karaciger I/R modeli iskemi modeli olusturma siireci.

A: Anestezi sonras1 abdominal bolgeleri tirag edilen siganlar deney masasia alinarak,
%10’luk polivinilpirolidon i1yot kompleksiyle cilt sterilizasyonu yapildi ve insizyon
gerceklestirildi. B: Laparotomi yapilarak karaciger dokusu ortaya g¢ikarildi. C: Hepatik
arter ve portal venin gegtigi hepatoduodenal ligament diseke edildi. D: Diseke edilen
hepatik arter ve portal venin gectigi portal triad yapist klemplendi (Pringle Manevrasi) ve
boylece 45 dk’lik iskemi siiresi baglatildi.
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Resim 3.2. Karaciger I/R modeli reperfiizyon siireci ve iskemik karaciger

E: Iskemi siirecinin basinda insizyon tek tabaka halinde ¢ift siitiir ile yaklastirildi. F: 45 dk
sonunda klemp uzaklastirildi ve morfolojik olarak iskemik karaciger dokusu goriildi. G:
Reperflizyon safhasi baglayan ratlarin laparotomi insizyonu, 3/0 atravmatik ipek siitiir ile
kapatildi. H: 45 dk iskemi ve 45 dk reperfiizyon siiresi sonunda alinan iskemik karaciger

dokusu.

3.5. Karaciger Histopatolojik Preparatlarinin Hazirlanmasi

Histopatolojik analiz i¢in %10’luk formalin soliisyonuna alinan her karaciger
dokusundan uzun eksene dik olacak sekilde 3mm kalinliginda 2 adet dilim kasetlere alind1
ve rutin histolojik metodlar kullanilarak parafine gomiildii. Parafin bloklara gdmiilen
dokulardan mikrotom (Leica Rotary) yardimi ile 5 pm kalinliginda kesitler alind1 ve alinan
kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak standart protokol uygulandi. Preparatlar
uzman bir histopatolog tarafindan, x100 biiyiitme ile 151k mikroskobunda incelendi ve
fotograflari ¢ekildi.

Histopatolojik incelemeye alinan karaciger doku oOrneklerinde genel doku

biitiinliigli géz oniinde bulundurularak I/R hasar1 semikantitif olarak skorlandi. Alman
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karaciger doku orneklerinin patolojik incelenmesinde daha once yapilan karaciger I/R
modeli ¢alismalarinda yapilan benzer skorlama g¢alismalar1 referans alinarak; hiicresel
sisme, lipoid dejenerasyonu, siniizoidal konjesyon, hemoraji, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, lobuler nekroz ve apopitoz parametreleri, 0-4 arasinda skorlama yapilarak
normal karaciger doku 6rnegi ile I/R yapilmis karaciger doku &rnekleri karsilastirilarak
degerlendirildi. Bu skorlamada parametrelerin degerlendirilmesinde; 0: bakilan parametre
belirtilerinin hi¢ olmayis1 1: aranilan parametrelerin %10 ve daha az seyretmesi 2: %11-30
arast 3: %31-60 arasi 4: %60’dan fazla olmasi seklinde tanimland1 (Suzuki ve ark. 1993).

3.6. Biyokimyasal Analizler

Intrakardiyak yontemle alman kan 6rnekleri biyokimya tiiplerinde yaklasik 25-30
dakika bekletildikten sonra 4000 g’de 10 dakika siireyle +4 °C’de satrifiij edildi. Elde
edilen serum numuneleri biyokimyasal analizler i¢in ependorf tiiplere alinip, 6nce -20

°C’de bekletildi ve daha sonra 6l¢iim giinii gelinceye kadar -80 °C’de saklandi.

3.6.1. AST, ALT, LDH, GGT, Kreatinin, Ure Analizi

Olusan hasar1 belirleyebilmek igin serumda bulunan; aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), gama glutamil
transpeptidaz (GGT), Kreatinin ve Ure diizeyleri hazir rat Kitleri kullanilarak kolorimetrik
yontemle mikro ELISA cihazinda dl¢lilmiistiir.
3.6.2. TNF-a ve IL-6 Analizi

TNF-a tayini i¢in Biosource Invitrogen Immunoassay Rat TNF-a elisa kit (Katalog
no: KRC3011, USA), IL-6 tayini i¢in Biosource invitrogen Immunoassay Rat IL-6 elisa
kit (Katalog no: KRC0012, USA) kullanilarak, Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yontemi ile ¢alisildi.

TNF-0, IL-6 Ol¢imii i¢in birim pg/ml kabul edildi. Rengin siddeti test ve
standarttaki TNF- a ve IL-6’nin konsantrasyonuna baglidir.
3.6.3. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

TOS analizi Erel tarafindan gelistirilen, drnekte bulunan oksidanlarin miktariyla
ilgili olarak rengin siddetini spektrofotometrik olarak 6lcen kolorimetrik bir yontemdir.
TOS analizi icin, TOS ticari kiti (Rel Assay Diagnostics) ve Olympus AU 400 biyokimya

otoanalizorii kullamildi. Birimi pmol H202 Equivalent/L’dir.
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3.6.4. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

TAS analizi Erel tarafindan gelistirilen, serbest radikallere kars1 analiz 6rneklerindeki
antioksidanlarin renk olusumuyla alakali spektrofotometrik olarak olgiilen kolorimetrik giincel bir
yontemdir. TAS ticari kiti (Rel Assay) ve Olympus AU 400 biyokimya otoanalizorii kullanildi.
Birimi Trolox Equivalent/L dir.
3.6.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Hesaplanmasi

Oksidatif stres derecesinin  onemli bir belirteci olup, organizmadaki
oksidan/antioksidan dengeyi gostermektedir. OSI degeri hesaplanirken numunelerin TOS
degerleri, yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlandi1 ve OSI degerleri elde edildi.

OSI = (TOS (umol/ L H202) / TAS (uMol/L Trolox)) X 100 formiilizasyonu ile
hesaplandi.
3.7. TRPM Gen ifadelerinin Analiz islemleri

I/R deneyi sonrasi analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanan karaciger dokular1, derin
dondurucudan c¢ikarilarak lizis soliisyonu ile pargalanarak homojenize edildi daha sonra
RNeasy Mini Kit (Katalog no: 74104, QIAGEN, Germany) kullanilarak protokoliine
uygun sekilde RNA izolasyonu yapildi.

3.7.1. Dokularin Homojenizasyonu ve Total RNA izolasyonu

-80 °C’de saklanan karaciger dokulari, derin dondurucudan ¢ikarilarak 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine yaklasik 25 mg olacak sekilde donmus karaciger dokusu
eklendi, tizerine 600 pl Lysis Buffer (iginde B-mercaptoethanol bulunan) ekleyip 1 adet
sogutulmus celik bilye konuldu ve 4 dk boyunca dokularin parcalanmasi (QIAGEN,
TissueLyser LT, Germany) saglandi.

Dokular homojenize olmus sekilde yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlipiine alind1
ve 3 dk, 10000 rpm de santrifiij (Sigma 3-30 K, Germany) edildi. Santrifiij sonunda iist faz
yeni bir 2 m1’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Lizata 600 ul %70 etanol eklendi ve pipetaj
yapildi. 2 ml toplama tiip i¢indeki RNeasy spin column i¢ine 700 ul 6rnek pipetlendi. 15
sn, >8000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildi. Ornegin geri kalani i¢in bir
onceki adim tekrarladi. RNeasy spin column’a 700 pl RW1 buffer eklendi. 15 sn, >8000
g‘de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildi. RNeasy spin column yeni bir toplama
tiiptine yerlestirildi ve lizerine 500 pul RPE buffer eklendi. 15 sn, >8000 g‘de santrifiij
edildi. Alt faz atildi. RNeasy spin column’a 500 pl RPE buffer eklendi. 2 dk, >8000 g*de
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildi. RNeasy spin column yeni toplama tiipiine
yerlestirildi ve filtrenin kurumasi i¢in 1 dk, 10.000 rpm’de santrifiij edildi. RNeasy spin
column yeni 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipe yerlestirildi ve tizerine 50 ul RNase-free water
eklenip 1 dk, >8000 g‘de santrifiij edildi. RNA verimini arttirmak i¢in RNeasy mini
column’a 20 pl daha RNase-free water eklendi. 1 dk >8000 g‘de santrifiij edildi.

Elde edilen RNA'larin kalite ve miktar tayini (Thermo Scientific, Multiskan Go)
yapildi. RNA diliisyonu gerceklestirildi. RNA’lar -80 °C’ de saklandu.

3.7.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, toplam hacim 20 ul olacak sekilde reaksiyon hazirlandi. Elde
edilen RNA’lar, cDNA sentez kiti (Applied Biosystems, High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, USA) ve BIO-RAD, T100, Thermal Cycler cihazi kullanilarak reverse
transkripsiyon yontemiyle cDNA sentezi gerceklestirildi.

cDNA eldesi i¢in bir tiip igerisinde10 pl revers transkripsiyon karisimi hazirlandi.

Karisim Miktar (ul) cDNA Tepkime Kosullar

10X RT Buffer 2 ul
. 25°C’de 10 dk

DNTP Mix 0.8 ul
10X RT Random Primers 2 ul 37 °C’de 120 dk
Reverse transcriptase 1l
RNase free water 4.2 nl 85 °C’de 5 dk
Toplam 10 pl
Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisim igerigi Cizelge 3.3. cDNA tepkime kosullar

Hazirlanan 10 pul cDNA sentez karigimi ile 10 ul RNA birlestirilerek toplam 20 pl
olacak sekilde CDNA sentez karigimi hazirlandi.
cDNA: 25°C’de 10 dk, 37°C ‘de 120 dk, 85°C’de 5 dk tepkime kosullarinda;
RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA ornekleri iizerine 90 pl
Nuclease-free water eklenip sulandirildi ve -20 °C’de saklanmak iizere buzdolabina
kaldirildi.
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3.7.3. Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

TRPM 2, 6,7, 8 ve ‘ev’ geni (‘house keeping’) B-Actin (Ella Biotech, Deutschland)
gen transkripsiyon diizeyleri ‘real time’ PCR yontemiyle (QIAGEN Rotor-Gene Q,
Germany) belirlendi. Yapilan birgok ¢alismada klasik PCR kullanilmis olup, PCR
stirecinin sonunda olusan triinler (amplikonlar) saptanarak elektroforez ile analiz
edilmektedir. Ancak bizim kullandigimiz qRT-PCR ise PCR devam ederken ortaya ¢ikan
iiriinleri saptamaya bagladig1 anda degerlendirmeye alarak elektroforeze ihtiya¢ duymadan

analizi neticelendirmektedir.

Cizelge 3.4. Caligmada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizi bilgileri

Uzunluk
Gen Kullanilan Primer Dizileri Tm (bp)
B-Actin Left 5’-CCC GCG AGT ACAACCTTCT-3 58.8 19
B-Actin Right  5’-CGT CAT CCA TGG CGA ACT-3’ 56.0 18
TRPM2  Left 5’-AAT TTG CTC ATC GCC ATG TT-3’ 53.2 20
TRPM2  Right 5’-GAT CTG GTC TGT GTG CTC CTG-3’ 61.8 21
TRPM6  Left 5’-GCA AGAACTGGCTTT CCG TG-3’ 59.4 20
TRPM6  Right 5’-ATC CGG GTC CTC TTG CAT CT-3° 59.4 20
TRPM7  Left 5’-AGA CGC TTT CCG ATA GAT GG-3’ 57.3 20

TRPMY7 Right 5’-CTATCC AGG ATT TCT GGG ACAT-3* 584 22
TRPMS Left 5’-GCC CAG TGA TGT GGA CAG TA-3’ 594 20

TRPMS Right  5’-GGA CTC ATT TCC CGA GAA GG-3° 594 20
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Karisim Miktar (ul)

- Hold 10 dk 95°C
SYBR Green gPCR Mastermix* 12.5 ul ©
Forward primer 0.5l Cycle 15 sn 95°C
Reverse primer 0.5ul
RNase Free Water 6.5 ul Cycle 1dk 60°C
Toplam 20 pl

Cizelge 3.6. qRT-PCR kosullar1

Cizelge 3.5. qRT-PCR i¢in kullanilan karisim igerigi (Dongti sayisi: 40)
*(QIAGEN, RT? SYBR Green gPCR Mastermix, USA)

Hazirlanan 20 pl qRT-PCR karisimi ile 5 pl cDNA birlestirilerek toplam 25 pl
olacak sekilde qRT-PCR reaksionu QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirildi ve

sonuglarin analizi, ACt degerleri kullanilarak yapildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Yapilan analizlerin verileri Ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur.
Istatistiksel analizde Kolmogorov-Smirnov (K-S testi) dagilim analizine gore dagilimi
diizenli olan gruplarin karsilastirlmasinda One-way Anova testi (posthoc bonferroni ve
Student’s t-testi), dagilimi diizenli olmayan gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis

testi (posthoc Dunn’s testi) kullanildi. P<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4. BULGULAR
4.1. Histopatoloji Sonug¢lari

Histopatolojik incelemeye alinan karaciger doku Orneklerinde, genel doku
biitiinliigii géz oniinde bulundurularak I/R hasar1 semikantitif olarak skorlandi. Alinan
karaciger doku Orneklerinin patolojik incelenmesinde; hiicresel sisme, steatoz / lipoid
dejenerasyonu, siniizoidal konjesyon, hemoraji, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, lobuler
nekroz ve apopitoz parametreleri, 0-4 arasinda skorlama yapilarak normal karaciger doku
ornegi ile I/R yapilmis karaciger doku ornekleri karsilastirilarak degerlendirildi. Bu
skorlamada parametrelerin degerlendirilmesinde daha énceki yapilan karaciger I/R modeli

¢alismalarinda kullanilan Suzuki kriterleri referans olarak alindi (Suzuki ve ark. 1993).
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0: bakilan parametre belirtilerinin hi¢ olmayisi 1: aranilan parametrelerin %10 ve daha az
seyretmesi 2: %11-30 aras1 3: %31-60 aras1 4: %60’dan fazla olams1 seklinde tanimlandi.

Bu skorlama tablosuna gore yapilan analiz sonucunun istatistiki verileri ¢izelge 4.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Histopatolojik parametrelerin skorlama sonuglarinin istatistiksel verileri (Ort=SH)

Gl Gl G Il GIV GV
Kontrol Sham i/R Erd Erd + i/R

Hiicresel 1.00+£0.00  1.43+0.53™"  3.13+0.64°™"  1.29+0.49°™  2.00+0.00""

Sisme

Steatoz/lipoid ~ 0.00+£0.00  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

dejenerasyon

Siniizoidal 2.50+0.55  2.14+0.69°"  3.88+0.35"""  2.29+£0.95°°"  3.62+0.52°""

konjesyon

Hemoraji 0.00£0.00  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

inflamatuar

hiicre 0.50£0.55 1.14+0.38°"  2.00+£0.76™"  1.00+1.00°¢™ 1.12+0.35""

infiltrasyonu

Lobuler 0.00£0.00  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

nekroz

Apopitoz 0.00£0.00  0.14+0.38  0.63+0.74*"  0.29+0.49*""  0.25+0.46""

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein
2 vs. Sham; ®: vs. I/R; % vs. Erd + I/R; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p< 0.001

Kontrol ve sham grubunun karaciger dokusuna ait histopatolojik skorlar
incelendiginde benzer oldugu goriildii. Kontrol ve sham grubunun histopatolojik skorlari
I/R ve I/R+Erd gruplarma kiyasla daha iyi oldugu ve istatistiksel olarak anlamlilig:
saptand1 (P< 0.001). Yapilan analizlerde diger tiim gruplara kiyasla I/R grubunda; hiicresel
sisme, konjesyon, PNL ve apopitoz parametrelerinin anlamli derecede arttig1 gézlemlendi
(p<0.05). I/R grubuna kiyasla Erd + I/R grubu degerlendirildiginde hiicresel sisme,
konjesyon, PNL ve apopitozda anlamli azalma goriildi (p<0.05) (Cizelge 4.1. ve Resim
4.1.).
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Resim 4.1. Sican karacigerlerinin histopatolojik goriiniimi

a. ve b. *Kontrol ve "sham grubunda normal karaciger histolojik goriiniimii (H&E, x100)
¢ ve d. °I/R grubunda ve “Erd+I/R grubunda Iskemik degisiklikler; siniizoidal konjesyon,

hiicresel sisme ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun histopatolojik goriiniimii (H&E,
x100).

4.2. Biyokimyasal Analiz Sonuglari
4.2.1. AST, ALT, LDH, GGT, Ure ve Kreatinin

Alinan kan Orneklerinin analizinde AST, ALT, LDH, GGT, iire ve kreatinin

diizeyleri incelendi ve istatistiki verileri ¢izelge 4.2.” de gosterildi.
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Cizelge 4.2. Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel verileri (Ort+SH)

Kontrol Sham I/R Erd Erd + I/R
AST 158.5£37.7°  159.9+22.8 1857.0+183.7%  151.7£14.1°" 1289.0+£62.37"
(un)
ALT 57.00£6.6°"  72.57+8.5 1468.0£187.6°"  47.8643.4° 919.9+86.1"""
(un)
GGT 2.16+0.47°"  2.28+0.42 11.13£1.49°™ 1.85+0.26>¢™" 7.00+0.70"
(un)
LDH 767.5£191.95" 947.04241.7  7720.0£1070.0°™  939.9+113.1°™  4660.0+613.4""
(mg/dl)
Kreatinin 0.47+0.01¢ 0.49+0.00 0.87+0.03%"" 0.47+0.01°¢™ 0.62+0.04""
(mg/dl)
Ure 18.04+0.73 18.57+0.63 24.25+1 228" 17.0340.33%¢ 20.90+1.08
(mg/dl)

I/R: 1skemi/ReEerﬁjzyon; Erd: Erdostein
& vs. Kontrol; ®: vs. I/R; % vs. Erd + I/R; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p< 0.001

Biyokimyasal parametreler incelendiginde AST, ALT, GGT, LDH, iire ve
kreatinin seviyelerinin tiim gruplara kiyasla I/R grubunda istatistiksel olarak anlaml1 artis1
belirlendi (p<0.001) (Cizelge 4.2). I/R grubu ile tedavi grubu (Erd+I/R) kiyaslandiginda
AST, ALT, GGT, LDH ve kreatinin seviyelerinin tedavi grubunda istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azaldig1 saptandi (p<0.01) (Cizelge 4.2).

4.2.2. TAS, TOS ve OSI

Oksidatif stres ve antioksidan durumun degerlendirilmesi i¢in birgok farkli yontem
olmasina ragmen bu belirteglerin, hem sinerjitik etkilerinin hem de oksidan ve antioksidan
dengelerinin totalde degerlendirilmesini saglayan ve son yillarda oldukca popiiler olan
TAS ve TOS 6lgiimii yapildi. Olgiimii yapilan TOS degerleri yiizde cinsinden TAS
degerlerine oranland1 ve oksidatif stresin 6nemli bir gdstergesi olan OSI degerleri elde

edildi ve istatistiki verileri ¢izelge 4.3. ve sekil 4.3.” de gosterildi.
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Cizelge 4.3. Oksidatif stres parametrelerinin istatistiksel verileri (Ort+SH)

Kontrol Sham I/R Erd Erd + I/R
TAS 0.83+0.05 0.82£0.02  0.55+0.08 & 1.15£0.04 > 0.82+0.05 ™
(mmol/1)
TOS 22.41+7.4 2327443  77.0162%"  19.75+4.1"  41.99+8.7°"
(umol/l)
oSl 27.03£7.8 28.00+4.8  139.3+£21.1%  17.0543.4"™  52.85+11.1""
(TOSITAS)

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; TAS: Total Antioksidan Seviye; TOS: Total Oksidan Seviye;
OSI: Oksidatif Stres Indeksi.  vs. Kontrol; *: vs. I/R; % vs. Erd + I/R; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p< 0.001

0S| (=TOS/TAS)

Sekil 4.1. Oksidatif stres indekslerinin karsilastirilmasi
a: Kontrol vs. IR, p<0.001; b: Erd+IR vs. IR, p< 0.001

Gruplar arasinda TAS’ 1n degerlendirilmesinde; kontrol ve sham grubuna kiyasla
I/R grubunda anlamli azalma saptand: (p<0.05). Tedavi grubunda (Erd+I/R) ise I/R
grubuna kiyasla anlamli TAS artis1 gdzlendi (p<0.05).

Gruplar arasinda TOS ve OSI acisindan degerlendirme yaptigimizda, diger gruplara
kiyasla I/R grubunda TOS ve OSI’nin anlamli derecede artti1 saptandi (p< 0.001). Tedavi
grubunda (Erd+I/R) ise I/R grubuna kiyasla TOS ve OSI parametrelerinde anlamli bir
azalma gozlendi ( sirasiyla p< 0.01, p< 0.001).
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4.2.3. TNF-a ve IL-6

I/R hasarinda olusan doku hasari, inflamatuar yanit ile benzerlik gdstermektedir.
Hepatik I/R hasar1 ile Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu sonucu salgilanan TNF-a ve IL-6
plazma diizeyleri belirlenerek; Erd uygulamasinin bu sitokinlerin seviyesindeki
degisiklikleri incelendi. Boylece Erd’nin I/R hasarmin akut fazina etkisi arastirildi ve elde

edilen veriler ¢izelge 4.4’de gosterildi.

Cizelge 4.4. TNF-o ve IL-6 plazma diizeylerinin istatistiksel verileri (Ort=SH)

Kontrol Sham I/IR Erd Erd + I/R

p**¥ c** p***

TNF-0. 52.12+43.14 59.89+2.26 158.30%+6.22°%  77.11+6.10 104.40+5.58

(pg/ml)

IL-6  45.2442.81 51.75+2.67 110.60+12.81%" 60.25+4.26 """ 74.63+5.01°"
(pg/ml)

I/R: 1skemi/Reperﬂizy0n; Erd: Erdostein; TNF-a: Tiimér Nekrozis Faktor; IL-6: Interlokin-6
2 vs. Kontrol; ®: vs. I/R; % vs. Erd + I/R; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001

Gruplar arasinda sitokin seviyeleri incelendiginde, diger tiim gruplara kiyasla I/R
grubunda plazma TNF-a ve IL-6 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0.001). I/R grubu ile tedavi grubu (Erd+I/R) kiyaslandifinda ise, tedavi
grubunda plazma sitokin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma

saptandi (sirasiyla p<0.001, p<0.01).

4.3. Gen Ifadesinin Sonuclar
gRT-PCR sonucu, klasik PCR’ da ki gibi agaroz jelde yiiriitmeye gereksinim
duymadan, her gene ait sonuglarin dijital ortamda 6l¢limii ile sonuglandiktan sonra yapilan

istatistiki veriler ¢izelge 4.5.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Gen ifadesi sonuglariin istatistiksel verileri (Ort+SH)

Gen Sham IR Erd Erd + I/IR P
TRPM2 1,01+0,02 1,14+0,03 0,97+0,01 1,04+0,01 e
TRPM6 1,14+0,02 1,14+0,01 1,06+0,01 1,11+0,02 e
TRPM?7 1,21+0,02 1,20:£0,00 1,15+0,00 1,15+0,01 o
TRPMS 1,15+0,03 1,25+0,03 0,97+0,02 1,00:£0,01 ae

g/R: 1skemi/ReEerﬁizyon; Erd: Erglostein; TRPM: Transient Receptor Potential Melastatin.
:Sham vs IR, °: Erd vs Erd+I/R, “: I/R vs Erd+I/R; *: <0.05, **:<0.01, ***: <0.001

Sham, Erd ve tedavi grubuna (Erd+I/R) kiyasla I/R grubunda TRPM2 ve 8 gen

ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 saptandi (sirasiyla
p<0.01, p<0.001).
I/R grubu ile tedavi grubu (Erd+I/R) karsilastirildiginda ise tedavi grubunda

(Erd+I/R); TRPM 2, 6, 7 ve 8 gen ekspresyonlarmin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azaldig1 saptandi (sirasiyla p<0.05, p<0.001).

14
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Sekil 4.2. TRPM2 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi

I/R: iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein. : I/R vs Erd+1/R; ~": Sham vs I/R

50



14

1.3 | u |
© .
§ 1.2 : | N |
~ 114 == —— E
1.0+
0.9 Y Q'- T Q'-
60‘& ) & Q}bx\

Sekil 4.3. TRPM6 gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi
I/R: iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein. : I/R vs Erd+I/R; ~": Erd vs Erd+I/R
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Sekil 4.4. TRPM7 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
I/R: iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein. ~ : I/R vs Erd+I/R
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Sekil 4.5. TRPMB8 gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi
I/R: iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein. ": Sham vs I/R; ™ I/R vs Erd+I/R
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5. TARTISMA

Calismamizda, sicanlarda hepatik I/R modeli (45 dk iskemi — 45 dk reperfiizyon)
olusturarak; iskemik hasarin siddetini belirlemek ve kullanilan ajanin I/R hasar1 iizerine
etkinligini incelemek amaciyla histopatolojik, biyokimyasal ve gen ekspresyon analizleri
yapild.

Biyokimyasal parametrelerin (AST, ALT, LDH, GGT, Kreatinin, Ure, TAS, TOS,
OSI) serumdaki seviyelerine bakilarak Karaciger fonksiyon bozuklugu ve I/R hasar ile
iligkileri incelendi. Molekiiler degisimleri degerlendirmek amaciyla da TRPM 2, 6, 7 ve 8
gen ekspresyonlart qRT-PCR teknigi kullanilarak degerlendirildi.

I/R hasari, oksijene hassas olan beyin, kalp, karaciger ve bobrek gibi organlar basta
olmak {izere aerobik metabolizmaya sahip pek ¢cok doku ve organda sik rastlanabilen ve
ciddi patolojilere yol agan bir¢ok olaya neden olmaktadir. Karaciger I/R hasari, dzellikle
vaskiiler cerrahi iglemlerde, karaciger transplantasyonu sirasinda ve sonrasinda, hemorojik
sok gibi sik karsilagilan klinik durumlarda mortaliteyi etkileyen onemli bir hasardir
(Mandrekar ve Szabo 2011).

I/R hasarinin olusumunda birgok faktér olmasina ragmen SOR’un anahtar rol
oynadigr diisiiniilmektedir. Olusan bu hasar hepatoseliiler hasara neden olabilecegi gibi
yakin ve uzak organ disfonksiyonuna da neden olmaktadir (Fondevila ve ark. 2003).
Olusan iskemik karaciger hasar1 ve sonrasinda gerceklesen reperfiizyon hasarini en aza
indirmek i¢in farkli ajanlarin kullanildigi birgok ¢alisma yapilmistir. Ancak klinik 6nemi
ve goriilme sikligindan dolay: karaciger cerrahisinde dnemli bir problem olan karaciger I/R
hasar1 heniiz tam olarak bir ¢6ziime kavusmamistir. Bununla birlikte son yillarda bir¢cok
merkezde basar1 ile uygulanan karacier transplantasyonlar1 sonrasinda ortaya c¢ikan
reperfiizyon hasarlarmin  6nemli bir mortalite nedeni olmast da, /R hasarinin
engellenmesine ve mekanizmasinin ortaya konmasina yonelik yeni caligmalar
gerektirmektedir. Literatirde benzer herhangi bir g¢alismaya rastlamadigimizdan, bu
calisjmamizin /R hasarinin  patofizyolojik mekanizmalarmin daha ileri diizeyde
aydinlatilmasina katki saglayabilecegi gibi tam1 ve tedavisinde yeni stratejilerin
gelistirilmesine katkida bulunabilecegini diisiinerek, calismalarimizi Erd’in I/R hasar
tizerine ve karaciger dokularindaki TRPM2 ve TRPMS8 iyon kanallar1 iizerine

yogunlagtirdik.
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Karaciger travmalarinda ve karaciger cerrahisinde hemostazi saglamak icin ¢esitli
vaskiiler okliizyon teknikleri kullanilmaktadir. Vaskiiler okliizyon tekniklerinin kullanim
sikliklarinin  incelendigi ¢alismalarda; ¢ogunlukla Kkaracigere giren kan akiminin
engellenmesini saglayan portal triada ugulanan klempleme (Pringle manevrasi) teknigi
daha fazla oOnerilmektedir (Nakajima ve ark. 2002, Van der Bilt ve ark.). Vaskiiler
okliizyon tekniklerini, komplikasyonlar1 yoniinden karsilastiran baska bir calismada da
portal triad klempleme tekniginin, hemodinamik gostergelerde daha az tahribata neden
oldugunu gostermislerdir (Gurusamy ve ark. 2009). Biz de g¢alismamizda, atravmatik
klemp ile portal triad1 klempleme teknigini kullanarak iskemi olusturduk.

Deneysel karaciger I/R calismalar1 incelendiginde, iskemi ve reperfiizyon
stirelerinin farklilik gosterdigi goriilmektedir. Korosec ve Jezernik’ in (2000) farkli iskemi
stireleri uygulayarak karacigerdeki degisiklikleri gosterdikleri calismalarinda; 30 dk iskemi
uygulamalarinin sonucunda parankimde sadece hiicrelerde tek tek ayrilma gerceklestigini,
40 dk iskemi uygulamasinda parankimde hasarin daha net oldugunu, 60 dk iskemi
uygulamasinda da karaciger hiicrelerinin ATP igeriginde %80 azalma oldugunu ve 120 dk
iskemi uygulamalarinda ise dokuda geri doniisiimsiiz hasarin olustugunu bildirmislerdir
(Korosec ve Jezernik 2000). Ayrica Carroll ve Esclamado (2000) galismalarinda uzun
stireli iskeminin; kapiller ¢apinin daralmasi, 16kosit sekestrasyonu ve endotel hiicrelerinin
metabolik bozuklugu gibi ¢ok sayida yapisal ve hiicresel degisikliklere neden oldugunu
bildirmektedirler (Carroll ve Esclamado 2000). Bu bilgiler 1s1§inda uygulanan I/R
stiresinin uzunluklariin, biyokimyasal ve histolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda
onemli oldugunu gbz onilinde bulundurarak birbirine baglantili hasar mekanizmalarinin
calisabilmesi icin gerekli iskeminin saglanabilmesi ve geri doniisiimsiiz hasarin
engellenebilmesi i¢in 45 dk vaskiiler klemp uygulamayi tercih ettik.

Reperfiizyonun akut fazinda hiicre ici Ca* artis1 hepatosit hasarini baslatan énemli
mekanizmalardan biridir ayrica apopitoz ve nekroz olusumunu da aktive etmektedir.
Reperfiizyon siirecinin ilk dakikasindan itibaren asir1 Ca*? artisi ve beraberinde Kupffer
hiicreleri tarafindan; TNF-a, IL-6, IL-1, eikonosoidler gibi proinflamatuar sitokinlerin
salimimi ve SOR’un artig1 gézlenir. Subakut faz ise; reperfiizyon sonrasi 18 ve 24. saatler
arasinda masif nétrofil infiltrasyonu ile genis nekrozlar olusturarak geri doniisiimsiiz
hasarin olustugu fazdir. Fazlarin bu siireclerinden dolay: I/R hasarmin tedavi potansiyelini

aragtiran deneysel calismalarda nétrofil aracili inflamasyon, doku nekrozu ve organin
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disfonksiyonunu Onlemek amaciyla erken donemler yani akut faz hedef olarak
alinmaktadir (Wanner ve ark. 1996, Fondevila ve ark. 2003). Bu yiizden biz de 45 dk
iskemi uygulamasinin sonrasinda reperfiizyon siiresini 45 dk olarak belirledik.

Fadillioglu ve ark. (2003) arastirmalarinda, Erd’nin yapisinda bulunan tiyol gruplari
sayesinde ortamda bulunan SOR’u inhibe ettigini ve glutatyon gibi endojen
antioksidanlarin  yapimimi  arttirdigi i¢in giicli antioksidan &zellik  gosterdigini
belirtmislerdir (Fadillioglu ve ark. 2003). Yine Lee ve ark. (2010) renal I/R hasarinda
Fadillioglu ve ark.’mna benzer olarak Erd’in antioksidan 6zellik gdsterdigini ve renal I/R
hasarini iyilestirici 6nemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir (Lee ve ark. 2010). Ayrica
Braga (1999) tarafindan Erd’in antioksidan ozelliginin yan1 sira bakteri adezyonunu
azaltic1 ozelligi de gosterilmistir (Braga 1999). Dokuyucu ve ark. (2014) ovaryan I/R
hasar1 ¢aligmalarinda 150 mg/kg Erd kullanarak Erd’in TOS ve OSI degerlerini anlamli
olarak azalttigin1 belirterek Erd’in oksidatif stresi azalttigini gostermislerdir (Dokuyucu ve
ark. 2014). Kurtoglu ve ark. (2007) kisa siireli aort okliizyonu ile akciger hasari
olusturduklar1 ¢alismalarinda, giinliik 100 mg/kg Erd tedavisi uguladiklarin1 ve Erd tedavi
gruplarinda 16kosit birikimi ve lipid peroksidasyonu ile karakterize olan akciger hasarinin
anlamli olarak azaldigini belirtmislerdir (Kurtoglu ve ark. 2007). Bu bilgileri dikkate
alarak deneysel hepatik I/R modeli ¢alismamizi, 45 dk iskemi 45 dk reperfiizyon olacak
sekilde kararlastirdiktan sonra; I/R hasarinin temel nedeni olan serbest radikal hasarmmn
engellenmesi ya da minimalize edilmesinde etkili olacagimi disiindiigiimiiz,
antiinflamatuar ve antioksidan gibi terapdtik etkileri tanimlanan Erd’i, tedavi grubunda 100
mg/kg/glin olacak sekilde kullandik.

I/R hasarinin belirlenmesi ve hasarin ne seviyede gerceklestigini tammlamak icin
cesitli histopatolojik hasar skorlama sistemleri gelistirilmistir. Onceki yapilan karaciger I/R
modeli ¢aligmalarini incelendigimizde bu skorlama sisteminde en sik yer alan parametreler
Suzuki ve ark.’nin (1993) skorlama tablosundaki; hiicresel sisme, lipoid dejenerasyonu,
sinlizoidal konjesyon, hemoraji, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, lobuler nekroz ve
apopitoz parametreleridir (Suzuki ve ark. 1993). Yapilan bir¢ok ¢alismada arastirmacilar,
hepatik I/R hasar1 ile meydana gelen fizyopatolojik degisiklikleri ve tedavi etkinliklerini
oncelikle histopatolojik olarak bu ve benzeri parametreler iizerinden gostermislerdir. Biz
de c¢alismamizda I/R hasarin1 belirlemek ve kullandigimiz Erd’in hasar iizerine

etkinliklerini histopatolojik yonden incelemek i¢in Suzuki parametrelerini kullandik.
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Karaciger hasarmin tanisinda kullanilan laboratuvar testlerinin dnemini gosteren
caligmalar incelendiginde, akut veya kronik karaciger hasar1 sonrasi karaciger enzimlerinin
kanda artig1 gosterilip; 6zellikle akut inflamatuar olaylarda, hepatosit hasarinin en 6nemli
belirteci olarak artan transaminazlar (AST, ALT) ve LDH diizeylerinin oldugu
bildirilmistir (Sentiirk ve ark. 2004, Dufour ve ark. 2000). Yine Seeto ve ark. (2000)
iskemik karaciger hasarinda aminotransferaz diizeylerinin ¢ok yiiksek oldugunu bildirerek
ayrica vakalarmin %80’inde, LDH ve bilirubin diizeyinin de yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (Seeto ve ark. 2000). Biyokimyasal parametrelerin incelendigi birgok
deneysel hayvan calismasinda, reperfiizyon siireci ile yeniden oksijenasyonun SOR’un
miktarinda onemli bir artisa sebebiyet verdigi, bunun da antioksidan savunma sistemini
baskilayarak basta reperfiize olan organ olmak {izere tiim viicutta oksidatif strese neden
oldugu gosterilmistir. Oksidan ve antioksidan dengelerinin totalde degerlendirilmesi ile
oksidatif stres artisinda, oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilan OSI hesaplanarak
degerlendirme yapilmaktadir (Harma ve Erel 2003). Biz de Onceki calismalar1 dikkate
alarak, calismamizda karaciger hiicre hasarini belirlemek ve kullandigimiz ajanin karaciger
hiicre hasari {izerine etkilerini incelemek amaciyla AST, ALT, LDH, GGT, kreatinin, Ure,
TAS, TOS ve OSI parametrelerinin analizini yaptik.

Hiicre hasarinin patogenezinde dnemli rol oynayan mekanizmalar iizerine yapilan
calismalar incelendiginde, Hatano (2007) ¢alismalarinda I/R hasar1 dahil bircok karaciger
hasarinda TNF-a’nin, hepatositlerde meydana gelen apopitozda énemli bir rolii oldugunu
bildirmistir (Hatano 2007). Feldstein ve ark. (2003), nonalkolik steatohepatitli hastalarla
yaptig1 klinik ¢aligmalarinda, TNF—o reseptorlerinin ekspresyonunun arttigin1 ve buna
bagl olarak oksidatif stres artis1 ile apoptozis reseptor aktivasyonu artisindan dolayr bu
hastaliktaki hepatoselliiler hasarin gerceklestigini belirtmislerdir (Feldstein ve ark. 2003).
Yine Veal ve ark. (2004) lipopolisakkaritlerle TNF-o stimiilasyonunu arttirarak invitro
karaciger hasari olusturup, S-adenosil metiyonin’in ile hepatik makrofajlardan TNF-a
salinimini azaltarak karacigeri koruyucu ozellik gosterdigini bildirmislerdir (Veal ve ark.
2004). Giiner ve ark. (1997) yaptif1 calismalarinda, karaciger I/R hasar1 ile beraber
Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile TNF-o, IL-1 ve IL-6 salgilandigint belirterek,
inflamasyonun baslangicinda proinflamatuar sitokinlerin  (TNF-a, IL-1) salinarak
inflamasyonun siddetini arttirdigini, yardimci sitokinlerin (IL-6, IL-8) salimmiyla da

inflamatuar hiicreleri aktive ederek immiin yaniti olusturdugunu bildirmislerdir (Giiner ve
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ark. 1997). Yine Coelho ve ark. (2011) deneysel I/R modeli olusturduklari ¢alismalarinda,
doymamis coklu yaglardan (poliansatiire) olusan diyet uyguladiklari gruplarinda AST,
ALT, TNF-a ve IL-6 diizeylerinde belirgin azalma goérdiiklerini belirtmislerdir (Coelho ve
ark. 2011). Biz de kullanmis oldugumuz antioksidan &zelligi bilinen ilacin hepatik I/R
hasart1 lizerine inflamatuar etkilerini ve hasarin patogenezinde rol oynayan mekaznizmalara
etkilerini arastirmak i¢in inflamatuar siirecin 6nemli parametreleri olan TNF-o ve IL-6
diizeylerini olgtiik.

Peter ve ark. (2013) ¢alismalarinda, karaciger I/R uygulanmis gruplarda inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve siniizoidal dilatasyonun onemli artis gdsterdigini belirterek, serum
ALT seviyelerinde de diger gruplarina kiyasla énemli artis oldugunu belirtmislerdir (Peter
ve ark. 2013).

Yming ve ark. (2015) yaptiklar1 caligsmalarinda, karaciger doku morfolojisi
acisindan I/R grubunda belirgin hiicresel sisme, konjesyon ve siniizoidlerde dilatasyon
oldugunu belirtip, serumdaki ALT, AST ve LDH seviyelerinin de diger tim gruplara
kiyasla I/R grubunda, daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Oksidatif stres parametresi
olarakta lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA (malondialdehit) diizeyinin, I/R
grubunda anlamli artis gosterdigini ve yine I/R grubunda, TNF-a ve IL-1pB seviyelerinin de
onemli derecede arttigini bildirmislerdir (Yining ve ark. 2015).

Qingqing ve ark.’nin (2013) hepatik I/R hasar1 ¢aligmalarinda da I/R grubunda
bulunan sigcanlarin serum seviyelerindeki ALT ve AST diizeylerinin anlamli derecede
arttigin1 gostererek bu artigin iskemi reperflizyon sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin
dokuda meydana getirdigi hasara bagli olabilecegini ileri siirmiislerdir (Qingqging ve ark.
2013).

Bizim g¢alismamizda da histopatolojik analizler degerlendirildiginde, diger tiim
gruplara kiyasla I/R grubunda hiicresel sisme, konjesyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu
ve apopitoz parametrelerinin anlamli derecede arttid1 gdzlemlendi (p<0.05). I/R grubuna
kiyasla tedavi grubunda hiicresel sisme, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve apopitozun
anlamli derecede azaldigi belirlendi (sirasiyla p<0.01, p<0.05, p<0.01).

Karaciger hiicre hasarmi1 gosteren AST, ALT, LDH, GGT, kreatinin ve iire
diizeylerinin; yine diger tiim gruplara kiyasla I/R grubunda anlamli derecede arttig1
goriildii. I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda ise; AST, ALT, LDH, kreatinin ve GGT
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seviyelerinin anlamli derecede azaldigi belirlendi (sirasiyla p<0.01, p<0.01, p<0.01,
p<0.01, p<0.05).

Serbest radikallerin artis1 ile antioksidan dengenin bozulmasi sonucu, oldukg¢a
reaktif olan serbest radikaller, hiicre hasarina neden olmaktadir. Bu yiizden teorik olarak,
disaridan antioksidan takviyesi ile I/R hasarmin engellenebilecegi ya da hasarin siddetinin
azaltilabilecegi diistiniilmektedir. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA
artis1 ve/veya TOS artis1 oksidatif hasarin 6nemli bir belirtecidir.

Ege ve ark. (2004) kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda GSH-Px’in (Glutatyon
peroksidaz) onemli derecede azaldigimi belirtip, tedavi grubunda ise; Erd’in, I/R ile azalan
GSH-Px aktivitesini Onleyerek antioksidan dengeyi korumaya galistigini belirtmislerdir
(Ege ve ark. 2004).

Lee ve ark. (2010) renal I/R hasari arastirmalarinda, Erd’in GSH-Px ve katalaz
seviyelerini arttirdigimi belirterek; Erd’in renal fonksiyonu korudugunu ve I/R grubuna
kiyasla iire ve Kreatinin seviyelerinin artiginin 6niine gegtigini bildirmislerdir (Lee ve ark.
2010).

Yesildag ve ark. (2009) siganlar iizerinde radyokontrast ajanlar ile olusturduklari
hepatotoksisiteye karsi, Erd ugulamalarinin enzimatik antioksidan sistem ile SOR {tiretimini
inhibe ederek karacigerdeki toksik etkiyi azalttigini bildirmislerdir (Yesildag ve ark. 2009).

Tunc ve ark.’nm (2009) yaptig1 intestinal I/R hasar1 ¢alismalarinin sonuglarida
diger ¢aligmalara benzer sekilde, I/R grubuna kiyasla tedavi gruplarinda kullandiklar:
Erd’in, oksidatif stres gostergesi olan MDA seviyesini dnemli derecede azalttigini ve
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini géstermektedir (Tunc ve ark. 2009).

Ozerol ve ark.’nm (2009) yapt1g1 beyin I/R hasari arastirmalarinda, Erd gruplarinda
katalaz aktivitesinin olduk¢a yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirterek,
tedavi gruplarinda (Erd+i/R) ise Erd’in endojen antioksidan enzim eksikliginin &niine
gectigini bildirmislerdir (Ozerol ve ark. 2009).

Dokuyucu ve ark. (2014) ovaryan I/R hasar1 ¢alismalarinda, sham grubuna kiyasla
I/R gruplarinda TOS ve OSI seviyelerinin anlamli artis gdsterdigini belirterek, I/R
gruplarindaki OSI ve histopatolojik skorlama arasinda giiclii korelesyon bulundugunu
belirtmislerdir. Ayrica Erd tedavisi uyguladiklar1 gruplarinda TOS ve OSI degerlerinin
anlamli olarak azaldigin1 belirterek, Erd’in oksidatif stresi azalttigim1 gostermislerdir

(Dokuyucu ve ark. 2014)
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Calismamizda oksidatif hasarin siddetini belirlemek ve kullandigimiz maddenin bu
hasar1 6nlemedeki basarisini saptamak amaciyla gruplarimizda TAS ve TOS 6l¢tiimii yaptik
ve buldugumuz TOS degerlerini yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlayarak oksidatif
stresin Onemli bir gostergesi olan OSI degerlerini belirledik. Kontrol ve sham grubuna
kiyasla I/R grubunda, TAS’da anlamli azalma saptand1 (p<0.05). Tedavi grubunda ise I/R
grubuna kiyasla anlamli TAS artig1 gozlendi (p<0.05).

Gruplar arasinda TOS ve OSI acisindan degerlendirme yaptigimizda, diger gruplara
kiyasla I/R grubunda TOS ve OSI’nin anlamli derecede artt1ig1 saptandi (p< 0.001). Tedavi
grubunda ise I/R grubuna kiyasla TOS ve OSI parametrelerinde anlamli bir azalma
gozlendi ( sirasiyla p< 0.01, p< 0.001).

Proinflamatuar sitokin olan TNF-a, endotel hiicreleri ve noétrofilleri aktive ederek
hepatik mikrosirkiilasyonu bozar ve hepatoseliiler hasarin ortaya ¢ikmasina neden olur
(Kolb ve ark. 2001). Bu yiizden I/R hasarmin engellenmesi ya da minimalize edilmesi i¢in,
TNF-a diizeyinin azalmasi 6nemli bir belirteg¢ olacaktir. Ayrica yardimer sitokinlerden IL-6
salimimi da inflamatuar hiicreleri aktive ederek immiin yaniti olusturdugunu i¢in IL-6
seviyesi I/R hasarinin tedavisinde énemli baska bir belirte¢ olacaktir. Calismamizda diger
tiim gruplara kiyasla I/R grubunda TNF-a ve IL-6 diizeylerinde anlamli artis gdzlenirken,
I/R grubuna kiyasla tedavi grubumuzda, TNF-o ve IL-6 diizeylerinin anlamli olarak
azaldig1 saptandi.

Histopatolojik ve biyokimyasal analizlerimizin sonucunda; tiim gruplara kiyasla I/R
grubunda hasarin etkileri uyum gostermektedir. I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda
(Erd+I/R) ise, Erd’in antioksidan etki gostererek, I/R hasarmin siddetini azaltti§1 ve daha
az hiicresel doku harabiyeti olusturdugu goriilmektedir.

Calismamizin molekiiler analizinde qRT-PCR sonucu gen ekspresyonlarinin
istatistiksel verileri degerlendirildiginde; I/R uygulanan gruplarda TRPM ekspresyonlari
artmistir. Akut donemde olusan doku harabiyetini minimalize edebilmek amaciyla, daha
cok Ca+2 alabilmek igin kanal sayis1 olduk¢a artmaktadir. Ancak I/R siirecinde biriken
SOR’dan dolay1, hiicre igine giren Ca*? hiicreyi korumak yerine apopitoza dogru
gdtiirmektedir. /R hasar sonrasi doku, harabiyeti azaltmaya calisirken, ortamdaki SOR
azaldig1 icin kanallar tekrar artmaya baslar ve TRPM ekspresyonlarinda artig goriiliir.

TRPM2, 6 ve 7 kanallar1 hem iyon kanali hem de aym proteinde enzimatik aktivite
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icermektedir. Farkli TRP proteinlerinin, farkli uyaranlara ve uyaranin siddetine gére, Ca*?
ve Na’ iyonlarmin gecirgenligini de degistirdigi bilinmektedir.

Iskemi siirecinde hiicrede molekiiler anlamda ilk diizenleme TRPM kanal sayisinin
artis1 seklinde olusuyor, ancak reperfiizyon esnasinda hiicre 6liimiiniin baglamasi ile TRPM
kanal ekspresyonlarinin azalmas1 goriilmektedir. /R grubunun histopatolojik ve
biyokimyasal parametrelerine bakildiginda olugsan hasarin TRPM gen ekspresyonlarina da
uygunluk gosterdigini gérmekteyiz.

Dhar ve ark. (1996), Isozaki ve ark. (2000), Kurita ark. (1993), Takemoto ve ark.
(1994), yapmis olduklari karaciger iskemi reperfiizyon ¢alismasinda refperfiizyondan sonra
totalde hepatosit Ca*? miktari ve mitokondrideki Ca*? miktarinda énemli bir artis oldugunu
gozlemlemislerdir (Dhar ve ark. 1996, Isozaki ve ark. 2000, Kurita ark. 1993, Takemoto ve
ark. 1994). Hepatositlere Ca'® girisinin artmasiun temel aracilarndan birinin
reperfiizyonun ilk asamasinda hepatosit ve Kupffer hiicrelerinin iirettigi SOR oldugu
diistiniilmektedir (Glantzounis ve ark. 2005).

Manoja ve ark. (2009) serebral iskemi calismalarinda, Na* kanalimin bloke edilmesi
ile iskemi sonrasinda; hizli ATP diisiisli, iyon dengesinde bozulma ve hiicre i¢inde asir1
Ca*? artisi gozlemlediklerini belirterek, kortikal ndronlardaki hiicre dliimlerindeki Na* ve
Ca'*? iyonlarinin énemini belirtmislerdir (Manoja ve ark. 2009).

TRPM2 kanallarinin en 6nemli 6zelligi C-terminal tizerindeki ADPR pirofosfataz
enzimi bulunan nudix bolgesidir. Oksidatif stresin belirteci olan ADPR’nin nudix
bolgesine spesifik baglanmasiyla aktive edilen ADPR pirofosfataz enzimi; Na®, K* ve
Ca'®a gegirgen segici olmayan TRPM2 kanallarinin agilmasini saglamaktadir (Clapham
2007, Saygin ve Naziroglu 2010, Naziroglu ve Liickhoff 2008).

Wehage ve ark. (2002) ¢alismalarinnda TRPM2 kanallarinin hem ADPR hem de
H,0; tarafindan aktive oldugunu belirterek, bu kanallar sayesinde Ca"'un hiicre i¢ine daha
fazla girdigini bildirmislerdir (Wehage ve ark. 2002). Celik (2011) arastirmasinda, Wehage
ve ark.’nin ¢aligmasina benzer olarak; H,O, ile TRPM2 katyon kanallarinin dogrudan
aktive oldugunu belirterek, oksidatif stres iirlinlerinden H;O,’nin TRPM2 kanallarini
aktive ettigini bildirmistir (Celik 2011).

Ovey (2013) arastirmasinda, dolayli kanal blokérleri ile TRPM2 kanallarmni bloke

ederek, hiicre i¢i Ca*? miktarnin azaldigimi belirtip, bu azalmanin TRPM2 kanallari
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iizerinden Ca™un hiicre igine girisini inhibe ederek gerceklestigini bildirmisdir (Ovey
2013).

Yamamato ve ark. (2008) inflamatuar bagirsak hastalig1 arastirmalarinda, TRPM2
araciligiyla Ca* girisinin monositlerde kemokin {iretimini uyardiginmi1 belirterek, TRPM2
kanalinin, inflamasyon bdlgesine noétrofillerin go¢li ve doku hasart ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir (Yamamato ve ark. 2008)

Miller ve Cheung (2015) kardiyak iskemi ve noéroblastomada, TRPM2'nin hasar
stirecinde hiicrenin canliligin1  siirdiirebilmesi i¢in bir¢ok fizyolojik sistem ve
fizyopatolojik siirecte dnemli yeri olan, mitokondriyal fonksiyonda temel rolii iistlendigini
belirtmislerdir (Miller ve Cheung 2015)

Miller ve ark. (2014) kardiyak /R hasari iizerine yaptiklar1 arastirmalarinda,
kardiyak TRPM2 kanallarin1 flufenamik asit ile blokladigini ve intraseliiler ADPR ile
aktive ettigini belirtmislerdir. Ayrica TRPM2 kanallarinin SOR’lar1 azaltarak ve
mitokondriyal disfonksiyonu diizelterek kalbi I/R hasarindan korudugunu bildirmislerdir
(Miller ve ark. 2014).

Gao ve ark. (2014) Bobrek iskemi hasarini inceledikleri arastirmalarinda, Hiicre
membraninda artan TRPM2 ekspresyonunun, NADPH oksidaz kompleksinin bir parcasi
olan, RACI1" aktive ettigini belirtmislerdir. TRPM2 bagimli RAC1 aktivasyonun da
oksidatif stresi arttirdigimi gostererek, RACI1 inhibisyonunun oksidatif stres ve iskemik
hasari azalttigini bildirmislerdir (Gao ve ark. 2014)

Zhan ve ark. (2014) serebral iskemi modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda, serebral
iskemi uyguladiklar1 sicanlarin serebral korteksinde TRPM7 mRNA ekspresyonunun
anlamli derecede arttigini belirtmislerdir. Ayrica uyguladiklart ajanin (Lactuside) TRPM7
MRNA ekspresyonunu azaltarak, hasarin neden oldugu; serebral 6dem ve sinir hiicresi

hasarini azalttigini bildirmislerdir (Zhan ve ark. 2014).

Dokuyucu ve ark. (2014) renal iskemi sonrasi farkli reperfiizyon siirelerinde
TRPM6 ve 7 ekspresyonlarini degerlendirmislerdir. Daha once yapilan 24 saat ile sinirh
reperfiizyon caligmasina deginerek, kendi yaptiklar: 48 saat reperfiizyon ile olusan renal
dokudaki degisikliklerin bu kanallarin ekspresyonunu da degistirdigini bildirmislerdir.
[statistiksel anlamlilik bulamasalar da her iki gen ekspresyonunun da azaldigini belirterek

TRPM6 ve 7 ekspresyonlarinin artmis olabilecegini ancak reperfiizyondan 48 saat sonra bu
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kanallarin ekspresyonunun normal seviyelerine dondiigiinii diisiindiiklerini bildirmislerdir

(Dokuyucu ve ark. 2014).

Dusmez ve ark. (2014) renal I/R galismalarinda, I/R grubuna kiyasla Ca* ve Na*
kanal blokori kullandigir gruplarinda TRPM2, TRPM4 ve TRPM6 ekspresyonlariin
arttigin1 ancak TRPM7 ekspresyonlarinin azaldigini géstermislerdir. Ayrica ¢alismalarinda
bobrek dokusunda TRPM1, TRPM3, TRPM5 ve TRPMS8’in ekspresyonlarin
belirleyemediklerini bildirerek kullandiklari Ca** ve Na™® kanal blokérlerinin TRPM
kanallarina etkisinden dolayr I/R hasarinin siddetini &nemli derecede azaltacagini

bildirmislerdir.

Demir ve ark. (2014) yapmuis olduklar1 miyokardiyal I/R calismasinda, TRPM1-8
gen ekspresyon diizeylerini inceleyerek; TRPM2, 4 ve 6 gen ekspresyon diizeylerinin
degismedigini ancak TRPM7 gen ekspresyon diizeyinin arttigini belirterek TRPM7 ve
miyokardiyal I/R arasinda pozitif bir iliski oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu ¢alismada
TRPMI, 3, 5 ve 8’in kalp dokusunda gen ekspresyonunun yapilamadigini belirtmislerdir
(Demir ve ark. 2014).

Calismanmizda, diger gruplara kiyasla I/R grubunda TOS ve OSI artisi ile birlikte bu
grupta TRPM2 ekspresyonunun artis1 goriilmektedir. I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda
(Erd+i/R) ise, TRPM2 ekspresyonlarmin anlamli derecede azaldigi goriilmektedir (p<
0.01).

Aarts ve ark. (2003) TRPM7 ve diger pek ¢ok TRP kanallarinin SOR ve NO ile
aktive edildigini belirterek, SOR iiretilmesini indiikleyen toksik hasara karsilik TRPM7’nin
néronlara Ca*? ve Na' girisine aracilik ettigi ve dolayisiyla hiicre dliimiine yol agtigin
bildirmislerdir (Aarts ve ark. 2003).

Thomas ve ark. (2004) TRPM6°nin intestinal ve renal sistemlerdeki Mg+2 akisinda
onemli oldugunu belirtmislerdir (Thomas ve ark. 2004). Yine Mingjiang ve ark. (2006)
¢alismalarinda TRPM6 ve 7’nin Mg homeostazisindeki roliinii vurgulayarak, TRPM6
aktivitesinin artirlmasi ile Mg™ — Ca*? iyon akisinda anlamh derecede artis oldugunu
bildirmislerdir (Mingjiang ve ark. 2006).

Asuthkar ve ark. (2014) TRPMS proteinin bir testosteron reseptorii oldugunu ve

ayrica TRPMS8 geninin androjen diizenlemesine aracilik ettigini belirtmislerdir. Ayrica
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testosteronun dogrudan TRPMS& proteinine baglandigint ve TRPMS8 aracili akimlar1 ve
Ca'*? tepkilerini aktive ettigini gostermislerdir (Asuthkar ve ark. 2014).

TRPMS c¢esitli solid tiimorlerde eksprese edilmis olup kanser hiicrelerinde bu
kanallarin fonksiyonel rolleri tespit edilmistir. Thebault ve ark. (2005) prostat kanser
hiicrelerinin mentol, sogukluk ve icilinle uyarilmas1 sonucu, yiiksek Ca*? gegirgenligine
secicilik gosteren bir membran akimimnin olustugunu belirterek, bu membran akiminin;
endoplazmik retikulumdan Ca*? salinmasimi ve plazma membraninda bulunan depo
kanallarin aktivasyonu ile eszamanli Ca*? girisini sagladigin1 belirtmislerdir (Thebault ve
ark. 2005).

TRPM6 ve TRPM?7 kanallarinin u¢ kisminda da alfa-kinaz enzim bdlgeleri
mevcuttur (Watanabe ve ark. 2008). Karboksi ucu (COOH") serin — treonin ile aktive

+2,5

olmaktadir ve bu kanallar Ca* ve Mg*#a oldukga gecirgendir (Saygin ve Naziroglu 2010).
Calismamizda, tedavi grubuna kiyasla I/R grubunda TRPM6 ekspresyonunun artist
goriilmektedir (p< 0.05). /R grubuna kiyasla tedavi grubunda (Erd+i/R) ise, TRPM6
ekspresyonlarmin azalis1 gériilmektedir (p< 0.05). I/R grubuna kiyasla tedavi grubunda
TRPM7 ve TRPMB8 ekspresyonlarinin anlamli derecede azaldigi goriilmektedir (p< 0.001).

I/R hasarinda, hiicre 6liimiinde artisin olmasi ile bunu dengelemek i¢in hiicre
béliinme egilimini artir. TRPM6 ve 7’nin gegirgen oldugu Mg* iyonu da hiicre
bolinmesinin  kontroliinde o6nem arz etmektedir. Burada hiicre bdlinmesinin

saglanabilmesi nedeniyle, Mg*? girisini artirabilmek i¢in bu kanallarm ekspresyonlarinn,

I/R grubunda artt1g1 diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Deneysel karaciger /R modeli olusturdugumuz bu calismamizda, Erd’in hem
oksidatif strese bagli olarak olusan karaciger hasari {izerine hem de TRPM2 ve 8 kanallari
tizerine etkilerini arastirdik. Calismamizda histopatolojik, biyokimyasal ve molekiiler
analiz sonuglarimiza gore; I/R grubuna kiyasla Erd’in kullamldigi tedavi grubunda
(Erd+i/R), histopatolojik skorlama parametrelerinin anlamli derecede azalmasi ile doku
harabiyetini azalttig1, hasarin gostergesi olarak kullandigimiz aminotransferazlar, LDH ve
GGT seviyelerinin de anlamli derecede azaldig1 goériilmiistiir. Erd’in antioksidan 6zelligi
TOS’u azaltirken, TAS’1 anlamli derecede artirmistir. Antiinflamatuar etkisini gostererek
TNF-a ve IL-6 seviyesini diislirerek hasarin azaltilmasinda etkin bulunmustur. Karaciger
dokularinda TRPM2, TRPM 6, TRPM 7 ve TRPM 8§ kanallarinin varlig1 genetik caligmalar
ile gosterilmistir. Erd’in kullanildig: tedavi grubu (Erd+i/R) ile kiyaslandiginda /R
grubunda kanal ekspresyonlarinin anlamli derecede arttig1 gorilmiistiir.

Erd’in, TRPM2, TRPM 6, TRPM 7 ve TRPM 8 gen ekspresyon seviyelerini
azaltarak, Ca*™® ve Mg"*un hiicre i¢ine girisini engelleme yoniinde etki ettigini gosterdik.
Bu durum Erd’in I/R’ye bagh hiicresel hasar1 azaltic1 yonde etki ettigi diisiincesini akla
getirmektedir. Bu kanallarmn karaciger rahatsizliklarinda, Ca*? girisi ile alakali olarak, daha
ileri diizey molekiiler ¢caligsmalar ile arastirilmasi gerekmektedir.

Erd’in I/R hasan iizerine iyilestirici etkisinin goriilmesine ragmen klinik olarak
Onerilebilmesi i¢in daha genis karsilastirmali deneysel ve klinik ¢aligmalara ihtiyac vardir.
Ayrica Erd’in antioksidan Ozelliginin gosterildigi smirli sayida ¢aligma oldugundan

verilerimiz bundan sonraki ¢aligmalara da katkida bulunacaktir.
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