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OZET

Sicanlarda Karaciger Iskemi Reperfiizyon Modelinde Timokinonun
TRPM Kanallar Uzerine Etkisi

Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasari, cerrahi ve klinik olarak énemli bir sorundur.
I/R’ye maruz kalmis hiicrede Ca*? konsantrasyonunun arttign gosterilmistir. 7RPM
kanallart hiicre iginde Ca"? miktarinin belirlenmesinde rol alan yapilardan biridir. Ca'?
konsantrasyonunun hiicre i¢i anormal artigi, mekanizmasi tam olarak agiklanamayan bir
sekilde sitotoksik etkiye neden olur.

Nigella Sativa’dan izole edilen timokinon (Tmq) ozellikle antioksidan,
antikanserojenik, antiinflamatuar gibi pek ¢ok yararli etkilere sahiptir.

Siganlarda Karacigerde /R modeli olusturarak Tmq’un karacigerdeki antioksidan
ve histopatolojik etkilerini gostermeyi amagladik. Ayrica Tmq’nun iskemik karaciger
dokularindaki 7RPM genleri ekspresyon seviyelerine etkisini aragtirmay1 planladik.

Calisma Wistar Albino cinsi 50 si¢an tzerinde 5 grup olusturularak planlandi. 1.
Grup: Kontrol; 2. Grup: Yalanci Cerrahi; 3. Grup: Karaciger I/R (45 dk/45 dk); 4. Grup:
Tmq (50 mg/kg); 5. Grup: Tmg+I/R (I/R 6ncesi 10 giin oral gavajla 50 mg/kg Tmq) olarak
belirlendi. I/R gruplarinda Portal ven ve Hepatik arter eksplore edilerek atravmatik
vaskiiler klemp ile karaciger I/R (45min/45min) modeli uyguland:. Calisma sonunda alinan
karaciger dokulart biyokimyasal ve histopatolojik analizler i¢in degerlendirildi ve
karaciger dokularinda 7RPM geni ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Histopatolojik degerlendirmede I/R grubuyla karsilastirildiginda Tmq ve Tmgq+I/R
gruplarinda hiicresel sigsme, konjesyon, PNL ve apoptoz degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma gorildi. Biyokimyasal parametrelerden AST, ALT, GGT, LDH, kreatinin
ve lire seviyelerinde kontrol, vyalanct cerrahi, Tmq ve Tmg+/R gruplanyla
karsilastirnldiginda I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi. I/R grubuyla
karsilastirldiginda Tmq+I/R grubunda 7RPM2,6,7,8 ekspresyonlarinin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azaldigi saptand.

Karacigerde I/R’ye neden olan hastaliklarda tedavide Tmq un verilmesi hem iskemi
ve apoptozis hem de karacigerle iligkili hastaliklarin tedavisinde kullanima girmesi
acisindan onem arzetmekte olup sonuglarimizin klinik ¢aligmalarla dogrulanmasina ihtiyag
vardir. Ayrica ¢alismamizda timokinonun 7RPM?2,6,7,8 gen ekspresyon seviyesini
azaltarak, Ca'?’nin hiicre igine girisini engelleme yoniinde etki ettigini gosterdik. Bu
durum timokinon’un I/R’ye bagl hiicresel hasan azaltict yonde etki ettigi diisiincesini akla
getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi, Reperfiizyon, Karaciger, Timokinon, 7RPM



ABSTRACT

Effect of Thymoquinon on TRPM Channels in Rats with Liver Ischemia
Reperfusion Model

Ischemia/Reperfusion (I/R) injury is surgery and clinically important problem. It
was showed that Ca'? concentration increases into cell with /R injury. TRPM channels
have a role in determining the amount of Ca+2 concentration into cell.

Thymoquinone (Tmq) which was isolated from Nigella Sativa, particularly has the
beneficial effects such as antioxidant, anticancerogenic, antiinflamatuar.

We aimed to investigate the antioxidant and histopathologic effect of thymoquinone
in Hepatic I/R rat model. In addition the other purpose of the our study was determination
effects of thymoquinone on levels of 7TRPM gene expression.

Fifty Wistar rats were divided into 5 groups. Group 1: Control; Group 2: Shame;
Group 3: Hepatic I/R (45min/45min); Group 4. Tmq (50 mg/kg); Group 5: Tmq+I/R (ten
days before from I/R at dose 50 mg/kg of Tmq by oral gavage.) Hepatic I/R (45min/45min)
model was performed at the portal vein and the hepatic artery with atraumatic vascular a
clamp in ischemia groups. The liver tissues and blood samples which were taken at the end
of study were evaluated for histopathologic and biochemical analysis. Besides 7RPM gene
expression levels were determined in liver tissues.

It was seen that cellular swelling, congestion, PNL and apoptosis parameters
statistically decreased in Tmq and Tmq+I/R groups in comparision with I/R group in
histopathological evaluation. It was obsorved that biochemical parameters, AST, ALT,
GGT, LDH, creatinine and urea levels significantly increased in I/R group as compared
with, shame, Tmq and Tmq + I/R groups. It was found that 7RPM?2,6,7,8 gene expression
decreased significantly in Tmq + I/R groups as compared to I/R group.

Based on our findings it was observed that application of Tmq in the treatment of
liver diseases associated with I/R injury is important in terms of both ischemia and
apoptosis and also using in the treatment of liver-related diseases. Therefore results of our
study need to be confirmed with clinical studies. Additionally we showed that
thymoquinone may inhibit Ca'? entry into the cell by reducing TRPM2,6,7,8 gene
expression. In conclusion this situation is brought to mind that cell injury related with I/R
is reduced by Tmq.

Key Words: Ischemia, Reperfusion, Liver, Thymoquinone, 7TRPM



1. GIRIS

Iskemi Reperfiizyon (I/R) hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger hastaliklari,
buyik timor rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi mudahale, vaskiler
rekonstriiksiyonlar ve hepatik transplantasyon sirasinda veya sonrasinda sik karsilagilan bir
durumdur. Iskemi, klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik goriilen tipidir. Dolayisiyla,
beyin, kalp, bobrekler ve karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda ve organda hayati
tehdit eden problemlere neden olur.

Ozellikle hepatik iskemi modellerinde, ortaya g¢ikan iskemik karaciger hasari ve
sonrasinda olusan reperfiizyon hasarinin minimalize edilmesi i¢in, birgok ¢alisma yapilmig
ve bircok ajan kullanilmistir. Fakat karaciger iskemi reperfiizyon hasarinin hala
aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, klinikte karaciger I/R ile iliskili hastaliklarin
patofizyolojisinin anlagilmasi ve bu hastaliklar i¢in degisik tedavi modalitelerinin ortaya
konulmast 6nemlidir.

TRPM kanallarinin iskemide ve apoptoziste aldigi onemli roli de goz oniinde
bulundurursak, sunulan ¢aligsmayla; hem 7RPM kanal ekspresyonlarinin Timokinon (Tmq)
ile olan iligkisi, hem de Tmq un iskemi, apoptitozis ve karacigerle iligkili hastaliklarin tani

ve tedavisindeki potansiyelinin degerlendirilmesine katki saglamasi amaglanmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger, viicutta homeostazisi ilgilendiren 6énemli gorevleri yerine getirir. Karacigerin
fonksiyonlarn vaskiiler rezervuar, filtre, metabolik, detoksifikasyon ve sekretuvar iglevleri
olmak tizere 5 grup olarak incelenebilir.

Vaskiiler rezervuar islevi: Normalde hepatik venler ve sinusler i¢indeki 450 ml’lik kan
rezervuarina gerektiginde ayrica 500-1000 ml kan daha dahil edilebilir. Bu durum
karacigerin genisleyebilen bir organ olmast ile iligkilidir (Guyton ve Hall 1996).

Filtre islevi: Ince bagirsaklardan veya viicudun baska bir yerinden gelen bakteri ve diger
partikiiller hepatik vendz siniislerde yer alan fagositik makrofajlar olan Kuppfer hiicreleri
ile temizlenmis olur (Guyton ve Hall 1996).

Metabolik islevi: Karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarinda karaciger merkezi
vazifeler ustlenir. Bunula birlikte glikojen, demir ve bakir, A, D ve B12 vitaminleri
karacigerde depolanir (Guyton ve Hall 1996).

Detoksifikasyon islevi: Karaciger viicuttaki hormon veya minerallerin fazlasinin
detoksifikasyon veya biyotransformasyon tepkimeleri ile organizma i¢in zararli veya artik
maddeleri etkinsizlestirerek atitlimini saglar (Guyton ve Hall 1996).

Sekretuvar islevi: Karacigerin gastroinstestinal sisteme en onemli katkist safranin

salgilanmasi ve sindirim sistemine taginmasidir (Guyton ve Hall 1996).

2.2. iskemi Reperfiizyon Hasar

2.2.1. iskemi

Iskemi arteriyal veya vendz kanin mahrumiyeti yani oksijen ve besin maddelerinin organ
ve dokulara istenilen miktarlarda ulagamamasi ve neticesinde meydana gelen atik
maddelerin uzaklastirllamamas: olarak tanimlanir (Majino ve Jorris 1995). Iskemi sonucu
olugan hasarin boyutu, oksijensizligin derinligi ve suresi ile iligkili olup hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi nekroz olusumuna yol agmaktadir
(Orrenius ve ark. 1992). Doku ve organizma araciligiyla kisa iskemik donemlerde
olugabilecek hasarlar giderilirken, iskemik donemin uzamis oldugu durumlarda nekroza

varan tahribatlar meydana gelir (Murry ve ark. 1986). Farmakolojik ajanlarin, iskemik 6n



kosullama ile birlikte iskemi oncesi, esnasinda ve sonrasinda verildigi takdirde iskemi
sonucu doku hasarim azalttigi incelenmistir (Zimmerman ve ark. 1992). Iskemi ile birlikte
doku ve organlara giden kanin durmasi hiicresel oksidatif fosforilasyonun azalmasina ve
adenozin 5°- trifosfat ve fosfokreatin gibi enerji seviyesi yuksek fosfat uretiminin
azalmasina sebep olur (Jennings ve Reimer 1991). Na'-K"™ ATPaz pompasi hiicresel enerji
depolarimin tiikkenmesiyle inhibe olur. Netice itibariyle intraselliler Na®, Ca'? iyon
konsantrasyonu yiikselir (Parks ve ark. 1988). Intraselliler Ca*? iyon konsantrasyonunun
yikseligi htcre igin sitotoksiktir (Weight ve ark. 1996). Aym sekilde hiicredeki iyon
konsantrasyonunun farklilagmasiyla proinflamatuar sitokinlerin 1okosit adhezyon
molekullerinin Uretiminde artig, beraberinde antioksidan enzimlerin Uretiminde azalma
meydana gelir. Olusan bu tablo hiicreyi reperfiizyon surecindeki hasara kargt dayanaksiz
hale getirir. Iskemi siirecinde enerji eksikligi sebebiyle gelisen olaylarin bir diger neticesi
adenozin trifostfat (ATP) yikim urtnlerinin birikmesidir. ATP’den adenozin monofosfat
(AMP) ve adenozin meydana gelir. Ekstraselltiler hizli bir sekilde difiize olan adenozin bu
sekilde inozin ve hipoksantine pargalanir. Bu durum hiicrede piirin metabolitlerin
birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH), ksantin oksidaza (KO) transformasyonuna
sebep olur. Normalde turik asite metabolize olan hipoksantindir ve gelisen reaksiyonda
NAD" elektron alicidir. Fakat iskemi veya hipoksi sebebiyle KDH — KO’a
donistigiinden hipoksantinin trik asite dontsimuni KO tarafindan saglanir ve bu

tepkimede ise elektron alict olarak molekiiler oksijen kullanilir (Parks ve ark. 1988).

2.2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, dolagimin yeniden saglanmasi, yani oksijen ve besin maddelerinin istenen
seviyelerde organ ve dokulara tekrar saglanmasidir. Bu durumun iskemik alanda kalici
hasarlar olusturmast muhtemeldir. Eger hiicrede kalict hasar olugmadiysa, hiicresel
homeostazis ve enerji depolari geri kazanilmis olur (Charles ve ark. 2001). Reperfiizyon
fazinda meydana gelen hasarlarda, bircok mekanizma gorev almaktadir. Serbest oksijen
radikal tirevleri (SOR) nin hiicre igine oksijen saglanmasi ile kisa zamanda olugmasi
onemli bir mekanizmadir (Phillips ve ark. 2009). Yeniden dolagimin saglandig1 doku ve
organlarda, reperfizyonun etki ettigi hiicreler, daha iyonik olarak normal seviyeye
donememisken, yogunlugu yuksek kalsiyum ile kargilagmalart membran butinligiini

bozacaktir. Bu durum hiicrede membran hasariyla birlikte mitokondriyel permeabilitenin



fazlaca artmasina yol agan oksijen kaynakli reaktif tiirevlerin salinimiyla SOR’un ortaya
¢ikmasina neden olur (Valko ve ark. 2007). Ote yandan toksik maddelerin artis1 siirerken,
antioksidan mekanizma ile bu maddelerin uzaklastirilmasinda gorev alan ajanlarin olumsuz
etkilenmesi, hiicrenin olusacak hasar kargisinda kendini savunamaz hale gelmesine sebep
olur (Valko ve ark. 2007). Klinik uygulamalarda, bir¢ok dalda iskemi ve reperfiizyon
tablosunun olustugu sepsis, yanik, sok gibi vakalar yer almaktadir. Bu vakalar sonrasi
olusan hipovolemi ile iskemi hasar1 olugurken reperfiizyon hasari ise yeniden canlanma ile
meydana gelmektedir. I/R hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger hastaliklari, biiyiik
timor rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi mudahale, vaskiiler rekonstritkksiyonlar ve
hepatik transplantasyon gibi durumlarda sik karsilagilan bir durumdur. Genel anlamda
yapilan cerrahi iglemlerin tamami esnasinda doku ve organlarin iskemisi ve beraberinde bir

reperfiizyon siirect vardir (Bozkurt 2009).

2.2.3. iskemi Reperfiizyon Hasari

Iskemi reperfiizyon hasari, hiicrelerin bir kismini geri doniisiimsiiz olarak nekroza
ugratirken, bazi hiicrelerin yasayabilme olanaklari vardir. Iskemi siiresince mevcut durumu
itibariyle yasayabilen hiicreler, reperfiizyon fazinda normal fonksiyonlarini yeniden elde
edebilirler veya nekroza ugrayarak hiicre disina atilirlar. Istenilene en yakin reperfiizyon
sartlarinda iskemiye maruz kalan butin hiicrelerin yeniden normale déonme orani azdir.
Bununla birlikte, I/R hasarindan sonra normale doénen kimi hiicrelerin uzun bir siire sonra
nekroza ugradigim bildiren ¢alismalar vardir (Ozkaya ve Kogdor 2008). Plazma icerisinde
iskemi reperfizyon hasarina bagli arasidonik asit tiirevleri, sitokinin, kompleman, ve
trombosit aktive edici faktor benzeri proenflamatuar ajanlar artig gostermektedir (Bless ve
ark. 1999). Reperfiizyon sirasinda, dokusal oksijenasyon ile birlikte meydana gelen oksijen
radikalleri I/R hasarinin asil sebebidir (Prem ve ark. 1999). Netice itibariyle olusan
superoksit, hidroksil radikali, ksantin ve hidrojen peroksit gibi toksik serbest oksijen
radikalleri (SOR), yag asit radikalleri ile lipit peroksidasyon reaksiyonunu meydana
getirirler ve bu durum hiicre hasarina sebep olur (Nelson ve ark. 1991). Serbest oksijen
radikallerinin meydana gelmesine bagli olarak reperfiizyona maruz kalan dokuda nekrotik

farkliliklar olusabilir (Cetinkale ve ark. 1998).



2.2.4. iskemik Reperfiizyon Hasarma Sebep Olan Etkenler

I/R hasarinin fizyopatolojisi hakkinda birgok etken iizerinde durulmustur. Bunlar hiicresel,
humoral ve birbiriyle iligkileri karmagik olaylar dizisidir (Sener ve Yegen 2010). Baslica
etkenler sunlardir:

1- Serbest Oksijen Radikalleri

2- Polimorf Nuveli Lokosiitler ve Adezyon Molekiilleri

3- Kompleman Sistemi ve Sitokinler

4- Endotel Hiicreleri

2.3. Karacigerde Iskemi Reperfiizyon Hasar1

I/R hasar, arteriyal veya vendz kanin eksikligi sebebiyle uzamis iskemi tablosu organ ve
dokularda, dolagimin tekrar saglanmast ile olusur. Bu durum en fazla mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonu enerji kaynagi olarak kullanan, oksijene karsi duyarli aerobik
hiicrelere etki eder. Bu sebeple aerobik metabolizmay: kullanan organ ve dokularda I/R
hasarinin meydana gelme olasiligr daha yiiksektir (De ve Rauen 2007). Dolagimdan yoksun
kalinan iskemik donemde apopitozise kadar varan degisiklikler olugabilir. Kalp, beyin,
karaciger ve bobrek gibi bir¢ok organ ve doku potansiyel olarak bu hasara maruz
kalmaktadir. Cok rastlanilan buyuk karaciger rezeksiyonu, hemorajik sok, abdominal
travma cerrahisi ve karaciger nakli gibi klinik tablolarda, hepatik /R hasari mortalite ve
morbiditeye yol acan ¢ok onemli bir komplikasyondur (Mandrekar ve Szabo 2011).
Yapilan ¢aligmalarla cerrahi miidahale i¢in pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Dr. James
Hogarth Pringle, abdominal cerrahi esnasinda ve karaciger travmasi ile alakali kanamada
hemostaz saglayabilmek adina “Pringle manevrasi” diye adlandirilan hepatik arter ve
portal veni klempleyerek kan akimini durduran teknigi gelistirmistir. Bu sekilde karaciger
cerrahisi esnasinda, acil veya planli cerrahi prosedur tatbik edilir ardindan portal triad
klemlenir. Bu sekilde kanama kontroli saglanir ardindan klempin kaldirilmasiyla dolagim
yeninden saglamr. Uzamis iskemi ve sonrasinda reperfiizyon ile birlikte karaciger I/R
hasart olusur (De ve Rauen 2007, Kim 2003). I/R hasarmin 6nemli bir mortalite ve
morbidite sebebi olmasi yontemin kullanilabilirligini sinirlamis olsada, cerrahi sahada
yasanan degisiklikler ile buyiik karaciger rezeksiyonlari, karaciger nakli, miidahale
edilmedigi zaman oOlimle sonuglanabilen masif hepatik kanamalara miidahale gibi

komplike islemlerde cerrahlar bu teknigi ¢ogunlukla kullanmaktadirlar (Mandrekar ve



Szabo 2011). Karaciger transplantasyon durumunda ise, vericiden alinan karaciger
dokusunun muhafazas: sathasinda soguk I/R, aliciya nakledilmesi esnasinda ve sonrasinda
ise sicak I/R hasart gorilir (Kupiec-Weglinski ve Busuttil 2005). Karacigerde I/R
hasarinin tek sebebi intraoperatif kanama kontrolii amaciyla yapilan pringle manevrasi
degildir. Hipoksi, sepsis, travma, sistemik kan basincinin diasmesi, konjestif kalp
yetmezligi ve solunum yetmezligi de I/R hasarinin olusmasina neden olabilir (Rushing ve
Britt 2008, Birrer ve ark. 2007).

Cerrahi esnasinda karacigerin oksijensiz ve ayni zamanda besinsiz kalabilme stresi iskemi
suresini belirler. Oksidatif stres ve reperfiizyon hasarinin inflamatuar komponentleri, uzun
suren karaciger iskemi sonrasinda olusur ve hepatoselliler hasara sebep olur.
Yaralanmanin mortalite, morbidite ve klinik etkileri hakkinda tahmin yurttilebilmesi igin,
karacigerin metabolik iglevi gozoninde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu sebeple
calismalar bilyiik oranda hepatik I/R hasarinin, molekiiler ve hiicresel yollari daha iyi
anlayabilmek i¢in yapilmistir (Mandrekar ve Szabo 2011). Konu iizerinde yogunlasilan
caligmalar, igleyisi anlamaya ve hasart minimalize edebilmeye ya da tamamen ortadan
kaldirmaya yoénelik ¢oztimler Gretmeyi amaglamistir. Calismalar sonucunda elde edilen
bilgiler, karaciger cerrahisi esnasinda olusturulan iskemi modelinin yontemi ve siiresinin,
I/R hasarinin siddetiyle dogrudan ilgili oldugu yéniindedir. Bir diger durum ise ozellikle
kronik karaciger hastaliklarindaki hasart agiklamak ve onlem almak i¢in 6nemli olan,
iskeminin kisa ve intermittant uygulanmasinin siirekli uygulanmasina kiyasla daha az
karaciger disfonksiyonuna sebep olmasidir (Hasegawa ve ark. 2007). I/R hasarina
dayanabilme esigi, karaciger parankiminin evvelki tablosuyla da alakalidir. Iskemi
reperfiizyon hasarinda karacigerin hassasiyetini belirleyen etkenler yas ve cinsiyettir. Yagh
karacigerler geng¢ karacigerlere kiyasla daha duyarli oldugu gibi; o6zellikle hayvan
modellerinde erkek cinsin iskemiye karst daha duyarli oldugu tespit edilmigtir. Kronik
hastaligi var olan karaciger, normal karacigere kiyas edildiginde iskemi reperfiizyon
hasarina karst daha hassastir (Jang ve ark. 2008, Yokoyama ve ark. 2007). Karaciger I/R
hasarinin klinik agidan ehemmiyeti yalnizca hasarin ilerlemesi ile beraber belirlenebilen
karaciger fonksiyon bozuklugu ve ilerleyici karaciger yetmezligi degildir. Splanknik
dolasgitmin merkezinde olmasi, biyokimyasal ve fizyolojik islevlerinin hayati 6nemi
sebebiyle, karacigerde olusanl/R hasar akciger, kalp, bobrekler ve kan hiicrelerinde uzak

organ disfonksiyonuna sebep olabilir. Karaciger transplantasyonu esnasindaki I/R hasari,



primer greftin islevini yitirmesine, primer greft disfonksiyonuna ve safra strikttrlerine yol

acabilir (Weinbroum ve ark. 2001, Pine ve ark. 2009, Hirsch ve ark. 2008).

2.4. Karacigerde iskemi Reperfiizyon Hasar1 Patofizyolojisi

Karaciger I/R hasari ile beraber bazi hiicre tiplerini ve molekiiler mediatorlerini
ilgilendiren kompleks inflamatuar siireg baslar. Iskemik dénemde, kan akiminin kesilmesi
ya da azalmasi ile birlikte oksidatif fosforilasyon azalir. ATP ve fosfokreatin gibi hiicrenin
butin organellerinin enerji kaynag olarak kullandigr yuksek enerjili fosfatlarin sentezi
azalir, anaerobik metabolitler hiicrede birikir. Hiicre membranindaki ATP bagimli Na'/K"
ve Ca™? pompalarinin ¢alismamasina bagli hiicre igi serbest Ca*?, K', Na™ artis1, fosfolipaz
aktivasyonu, hiicre membran hasari, mitokondrial disfonksiyon ve iskemik siirecin
uzamastyla birlikte lizozomal enzim aktivasyonu ve sonugta apopitozis ile birlikte hiicre
olimi meydana gelir (Mandrekar ve Szabo 2011). Karacigerde iskemik hasardan sonra
meydana gelen reperfiizyon hasari akut ve subakut faz olmak tizere bifazik patern gosterir.
Akut faz; reperfiizyon sonrast 3- 6 saatlerde serbest radikal olusumu, T-lenfosit ve Kupffer
hiicre aktivasyonu, sintizoidal konjesyon, hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ile
karakterize hepatoseltler hasar ile iligkilidir. Subakut faz ise 18-24. saatler arasindadir ve
masif nétrofil infiltrasyonu sonrasinda genis nekrozla kendini gOsteren geri dontisimsiiz
hasar olusur (Farmer ve ark. 2000, Fondevila ve ark. 2003). Bu nedenle tedavi edici
girisimlerde, notrofil aracili inflamasyon, doku nekrozu, organ disfonksiyonunu énlemek
amaciyla, iskemi reperflizyon hasarinin molekiiler ve hiicresel basamaginda erken
donemler yani akut faz hedef alinmalidir (Fondevila ve ark. 2003). Hiicresel hasar iskemik
surecte baslar, reperfiizyonla birlikte artarak devam eder, sonugta nekroz ve apopitozis ile
birlikte hiicreyi olime goturir. Karaciger iskemi reperfiizyon hasari inflamatuar bir
surectir ve buna aracilik eden hucresel mekanizmalar, molekiler mediatorler, reaktif

oksijen ve nitrojen urtinleri mevcuttur (Kim 2003).

2.4.1. Hiicresel Mekanizmalar

Iskemi asamasinda; Oksijen kaynaginin kesilmesi ve glikojen tilketimi sonucu kupffer
hiicreleri, stinosoidal endotel hiicreler (SEC) ve hepatositlerde ATP uretim eksikligi
meydana gelir. Bunun sonucunda ATP bagimli Na'-K' plazma membran pompasi

calisamaz ve hiicre i¢i Na™ birikimini hiicresel ddem ve sislik takip eder. Kupffer hiicreleri



ve SEC’deki sislik, endotelin ve tromboksan A2 gibi vazokonstrikktorlerdeki artigve nitrik
oksit gibi vazodilatorlerde azalma ile birliktedir. Bu degisiklikler sonucunda siniizoidler
daralir (Selzner ve ark. 2007, Phillips ve ark. 2009). Iskemi sonrasinda, reperfiizyon ile
birlikte daralmis olan siniizoidlerde nétrofil ve trombosit agregasyonu artar ve kan akimi
baglamasina ragmen mikrosirkiilatuar kan akimi bozulur, hatta bazi alanlarda "no-reflow"

meydana gelir, kan akist olmaz (Montalvo ve ark. 2008).

2.4.2. Humoral Mekanizmalar

Karaciger I/R hasarinda etkili humoral faktorler iki ana gruptan olusur. Bunlar;
Komplemanlar ve Sitokinlerdir.

Komplemanlar:

Kompleman sistemi, membrana bagli ve ¢ozinir durumda bulunan proteinlerden olusur.
Kompleman sisteminin ¢ farkli yolla aktive oldugu bilinmektedir. Bunlar; klasik,
alternatif ve mannoz-baglayici lektin yollaridir. Her 3 yol da karacigerde I/R hasarinda

aktive olur (Arumungam ve ark. 2004).

Sitokinler:

Sitokinler, insan viicudunda degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele sahip olan
bir protein grubudur. Immun sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol ederek,
inflamatuvar cevaplart destekleyerek ve hematopoez olayint diizenleyerek birgok fizyolojik
cevapta onemli rol oynarlar (Abu-Amara ve ark. 2010). Sitokinlerin tanimlanmast ve
karakterize edilmesi ¢esitli isimlendirme ve siniflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu
siniflandirma  sitokinler arasindaki fonksiyonel benzerliklere etki mekanizmalarina

dayanmaktadir (Keen 2002). Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir (Keen 2002):

1) Dogal immiinite mediatorleri olan sitokinler;
a) Tip 1 interferonlar

b) TNF (Tumor nekroz faktor)

c) Interlokin-1 (IL-1)

d) Interlokin-6 (IL-6)

e) Kemokinler



2) Lenfosit aktivasyonu, cogalma ve farklilasmasini diizenleyen sitokinler;
a) Interlokin-2 (IL-2)

b) Interlokin-4 (IL-4)

¢) Transforming Growth faktor (TGF)

3) Inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler;

a) Interferon-gama (IFN-y)

b) Lenfotoksin (Notrofil aktivatori)

c) Interlokin-12 (IL-12)

d) Interlokin-10 (IL-10)

Sitokinler I/R hasarinda inflamatuar yanitin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli role
sahiptirler. Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda sitokinler proinflamatuar ya da

antiinflamatuar rol oynarlar (Abu-Amara ve ark. 2010).

2.4.3. Serbest Oksijen ve Nitrojen radikalleri

Atom, proton ve nétronlardan olusan c¢ekirdek ve c¢ekirdegin etrafinda donen
elektronlardan olusur. Elektronlar enerji seviyelerine gore orbitallere yerlesmislerdir. Her
bir orbitalde spinleri zit yonde iki elektron bulunmaktadir. Serbest radikaller, bir ya da
daha fazla ortaklanmamig elektron igeren atom veya molekillerdir. Elektriksel olarak
pozitif yukli, negatif yikli veya yiikstiz olabilirler, yari émirleri oldukg¢a kisadir. Bu tiir
maddeler ortaklanmamig elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Radikal olmayan
maddeler ile reaksiyona girerek (redikte veya okside ederek) yeni radikal olusumuna yol
acabilirler ve boylelikle zincir reaksiyonunu baglatirlar (Halliwell ve Gutteridge 1999).
Iskemi reperfiizyonla iliskili karaciger hasarinin mekanizmasinda kismen ROS ve RNS rol
alir. ROS ve RNS’nin dretiminin ve saliniminin artmasiyla birlikte endojen
antioksidanlarin tikenmesi apopitotik ve nekrotik hiicre olimiini hizlandinir (Jaeschke

2000).

Serbest oksijen radikalleri
Hiicresel yagsamin stirekliligi karmagik biyokimyasal tepkimelerin denge i¢inde ylrimesine
baglidir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya g¢ikan endojen ve/veya eksojen kaynakli

faktorler hiicre hasarina yol agarlar. Bunlar iginde oksidatif stress farkli patolojik



durumlarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle gittikge onem kazanmakta ve arastirmacilart bu yonde
aragtirma yapmaya yoneltmektedir (Grimm ve ark. 2003). Oksijen, aerobik yasam igin
hayati 6neme sahiptir. Bununla birlikte inhale edilen O2’in yaklagik %1-3’1 veya daha
fazlasi, kimyasal bagda meydana gelen bir degisiklik ile O2"~ gibi, H202 ve OH™ ROS’e
donustariliir. Bu nedenle aerobik kosullarda hiicreler her zaman ROS’in tehditi altindadir.
Ancak hiicrenin sahip oldugu son derece giicli antioksidan sistemleri, herhangi bir
istenmeyen etkisi baglamadan ROS’ ni tehlikesiz trtnlere dontsturir (Nohl ve ark. 2003).
ROS uretiminin artis1 veya antioksidan savunma sistemlerinin fonksiyon azlig ile birlikte
bu hassas denge bozulur, “oksidatif stres” meydana gelir. Selliller fonksiyonlar bozulur,
membran lipoproteinlerinin ve DNA’nin oksidasyonu ile birlikte hiicre ¢limtne kadar
giden reaksiyonlar ilerler. Kardiyovaskiiler disfonksiyon, norodejeneratif hastaliklar,
gastroduodenal patolojiler, vital organlarin metabolik disfonksiyonlari, kanser ve erken
yaglanma gibi ciddi patolojik durumlara neden olur (Halliwell ve Gutteridge 1999).

En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri Sunlardir: (Nohl ve ark. 2003)

1. O2™ (Suiperoksit) Radikali

2. H>0; (Hidrojen Peroksit)

3. OH (Hidroksil Radikali)

4. Singlet Oksijen (02 1)

Serbest Radikaller ve Iskemi reperfiizyon hasar

Serbest radikaller, hicresel lipid, protein ve DNA’da ¢esitli derecelerde hasara neden
olabilmektedir. Hiicre zarlarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin doymamig baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmektedirler. Lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerin yag asitlerinden hidrojen atomunu ¢ikarmak igin
yaptiklart atakla baglamakta ve zincir reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasart geri donisimsitzdir. Hidroksil
radikali, fosfolipaz A2’yi stimiille ederek arasidonik asit salimmina yol agmaktadir.
Aragidonik asitten de bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu
baslatabilmektedir (Sutton ve Winterbourn 1989). Membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonu, permeabilitede ve membran akigkanliginda degisikliklere yol agmaktadir.
Permeabilite ozelliklerinin  degismesi anormal Ca'? girisine yol acarak hiicre

fonksiyonlarinin  bozulmasina ve oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina yol
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acabilmektedir. Sinir lifleri etrafindaki miyelin kilifi peroksidasyonu (demiyelinizasyon)
norolojik hastaliklara neden olabilmektedir. Akciger siirfaktaninin peroksidasyonu ise
atelektazi ve pulmoner disfonksiyona (ARDS) yol agabilmektedir (Sutton ve Winterbourn
1989). Lipid peroksidasyonu sonucu aciga ¢ikan urtinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini onemli olgiide etkilemektedirler. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve aminoasitleri igeren yapisal
proteinlerin oksidasyonu, membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki
akigkanligin azalmasina neden olmaktadir (Sutton ve Winterbourn 1989). Proteinler,
serbest radikal hasarina duyarli molekillerdir. Serbest radikallerin etkisi ile bu
molekiillerin silthidril gruplarinda hasar meydana gelebilmektedir. Protein molekiillerinin
yapist degismekte ve oksidasyon reaksiyonlari sonucu buyuk agregatlar haline
donugebilmektedirler. Serbest radikaller, polipeptit zincirlerinde fragmantasyona yol
acabilirler. Bu sekilde oksidatif modifikasyon yolu ile sitozolik noétral proteazlar kritik
enzimlerin ytkimint gergeklestirebilirler. Aromatik aminoasitler de oksidatif ataklara ¢ok
hassas molekiillerdir. Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenik yapida degismeye ve
proteolize hassasiyete neden olabilmektedir. Radikaller, enzim, nérotransmitter ve reseptor
proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina da neden olabilmektedirler (Jaeschke 2000).
DNA izerine etkileri; nikleik asitler, serbest radikallere bagli degisikliklere duyarlidir.
Reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz degisimlerine
sebep olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir. Hidroksil
radikallerin DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir
kirilmalar1 gergeklesebilmektedir. Oksijen radikalleri, oksidatif yarilma ile de DNA
hasarina yol agabilmektedir. Ozellikle pirimidinler (timin) en hassas yapilardir. DNA
halatlarinin kopmasi, DNA ¢ift sarmali ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve 6lim
geligebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan, 8- hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG),
oksidatif DNA hasarinin bir gostergesidir (Jaeschke 2000). Iskemi reperfiizyon hasarinda,
reaktif oksijen ve nitrojen tiriinleri, proinflamatuar gen ekspresyonu yaparak, TNF-a, IL-1,
IL-8 ve selliler adezyon molekiillerinin sentez ve salinimini artirirlar. Protein, lipid ve
DNA hasarinin yaninda, dogrudan etkisi ile apopitotik ve nekrotik hiicre dlimiine neden

olabilirler (Jaeschke 2000, Sutton ve Winterbourn 1989, Liu ve ark. 2001).
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Antioksidanlar ve etki mekanizmalar

Vicutta reaktif oksijen tirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecekleri
hasarlari engellemek i¢in birgok savunma mekanizmalart bulunmaktadir. Serbest
radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu 6nleyen veya serbest radikallerin
temizlenmesini arttiran bu maddelere antioksidan maddeler denilmektedir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu, reaktif oksijen ve nitrojen urlnlerini inhibe ederek
lipid peroksidasyonunu oOnlerler. Aerobik hucrelerde pek ¢ok antioksidan sistem
bulunmaktadir. Bu antioksidanlar, naturel ya da sentetik, enzimatik ya da nonenzimatik,
hidrofilik ya da lipofilik olarak ya da mekanizmalarina gore ve aktivasyon gosterdikleri
hiicre bolgesine gore simiflandinilabilirler (Glantzounis ve ark. 2005). Endojen
antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan antioksidanlar olarak iki
grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve
mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise; bilirubin, albumin, urik asit, a-
tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir.
Bunlar serbest radikallere karst ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (Glantzounis ve
ark. 2005). Sekonder antioksidanlar, zincir kirict reaksiyon ile serbest radikalleri
uzaklagtirmaktadirlar. Bilirubin, E vitamini, C vitamini, -karoten, urik asit ve albumin
gibi maddeler bu sinifta yer almaktadirlar. Lipid peroksidasyon zincirini kiran bir
antioksidan olan a-tokoferol hiicre zarinda bulunmaktadir. Askorbik asit suda erimekte ve
radikal toplayici olarak rol almakta, E vitamininin etkisini artirmaktadir. Urik asit ksantin
oksidazi inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmaktadir (Glantzounis ve ark.

2005).

Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest
radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara karst redoks
dengesini sturdirebilmesinde kan dolagimi ¢ok énemlidir. Clinkii antioksidanlarin viicudun
tim bolumlerine taginmasint ve dagittmini gergeklestirmektedir (Erel 2004). Total
antioksidan kapasiteye en buyiik katki plazmadaki antioksidan molekillerden gelmektedir.

Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferin ve seruloplazmin, urik asit, E
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vitamini, C vitamini gibi proteinler yaninda serbest radikalleri tutan zincir kirici
antioksidanlarda bulunmaktadir (Benzie ve Strain 1999). Albumin, urik asit, askorbik asit
insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin %85’inden fazlasini olugturmaktadir.
Bunun nedeni, kanda bilirubin, glutatyon, flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi
antioksidan sistemin komponentlerine nazaran albumin, urik asit ve askorbik asitin
seviyelerinin fazla olmasina baglidir (Erel 2004, Benzie ve Strain 1999). Plazmada
antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler sinerjist olarak
caligmaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilegenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin
toplamindan daha fazla bir etki olugsmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek glutatyonun askorbat,
askorbatinda tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artig ile kompanse edilebilmektedir. Total antioksidan
kapasitenin 6l¢gimi, antioksidanlarin tek tek ol¢timiinden daha degerli bilgiler vermektedir.
Bu yiizden kanin antioksidan durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok
bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite ol¢imu

yayginlagmaktadir (Erel 2004, Benzie ve Strain 1999).

Total Oksidan Seviye (TOS)

Bilinen pek ¢ok metodla serum ya da plazmadaki oksidan molekiillerin konsantrasyonlar
ayri ayrt oOlgilebilmektedir. Oksidan stresin arttigi durumlarda artan bu molekillerin
oksidan etkileri birbiri Gizerine eklenebilir. Ayrica tek tek olgiimden ziyade total 6l¢iimiin
daha pratik olacag duginilerek tim oksidanlarin durumunu yansitabilecek bir yontem

gelistirilmigtir. Bu metodla in vitro TOS 6l¢imi yapilabilmektedir (Erel 2005).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine bolinmesiyle elde
edilen oransal bir indekstir ve OSI degerinin yitksek olmasi oksidatif stresin arttig1

durumlarda ortaya ¢ikar (Harma ve Erel 2005, Erol 2011).

( TOS, pmol H202 Equiv. / L.)
OSi =

(TAS, pmol trolox Equiv. / L.)x10
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2.5. Timokinon

Timokinon, bir monoterpen olup pek ¢ok tedavi edici etkileri ile umut verici tibbi
bitkilerden Nigella sativa tohumlarinin major bilesigidir (Aggarwal ve ark. 2008). Yapilan
incelemeler neticesinde nigella sativa tohumlarinin igeriginin  %38.20’sini  yag,
%31.94’un0 karbonhidrat, %20.85’ini protein, %7.947inu lif, %4.64’ini su olusturur (Al-
Jassir 1992). Timokinon ayrica antioksidan etkiler gostermigtir. Hayvan modelleri ve hiicre
kiltir sistemlerinde enflamasyonu inhibe etmigstir. Timokinon antikanser, antioksidan,
antibakterial, antifungal, antiparazitik ve antiasmatik oldugunu gosteren c¢aligmalara
ragmen etki mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Aggarwal ve ark. 2008,
Badary ve Gamal El-Din 2001, Morsi 2000, Aljabe ve ark. 2005, Randhawa ve ark. 2005,
Boskabady ve Shirmohammadi 2002).

2.6. TRP Gen Ailesi

Yapilan calismalar, 7RP proteinlerinin yeni bir Ca'®a gecirgen katyon kanali olma
olastigini arttirmistir. 7RP kanallant ya direkt olarak plazma zarlarindaki Ca'? giris
kanallart gibi davranmakta ya da Ca'? giris kanallarinin modiilasyonu igin itici gii¢ olan zar
potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca'? kanallarinda degisime yardimeci
olmaktadirlar (Kraft ve Harteneck 2005). 7RP kanallari, Ca*>- Mg'? iletimi, kan basincinin
dizenlenmesi, tadin, kokunun, sesin algilanmasi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi,
apoptozis gibi oOnemli hiicresel sureclerde ve yaygin olarak bilinen 2. haberci
mekanizmada, iyon girig ¢ikist gibi pek ¢ok o6nemli mekanizmada rol oynar. Yapilan
genetik aragtirmalar sonucu, amino asit benzerliklerine gore 7RP kanallar1 7 alt aileye
ayrilmistir. Bunlar: 7RPC (canonical), 7RPM (melastatin), 7RPV (vanilloid), 7RPA
(anykrin zengin protein), 7RPP (polisistin), 7RPML (mukolipin), 7TRPN (nompc) olarak
adlandinlmistir. Bu kanallarin  aktivasyon mekanizmalart ve bulunduklar organlar
farklidir. Ornegin beyin ve néron hiicrelerinde bulunan, daha gok 7RP melastatindir (Hara

ve ark. 2002, Grimm ve ark. 2003, Ullrich ve ark. 2005).
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Sekil 2.1. TRP Kanalinin hiicre membranindaki yapisi (Voets ve ark. 2004).

26.1. Trpm

TRP Melastatin (TRPM) ailesi TRPM1-TRPM8 seklinde tanimlanmak (zere toplam 8 alt
uyesi bildirilmistir (Ulrich ve ark. 2005, Zhang ve ark. 2003). TRPMnin alt tyeleri dizi
benzerliklerine gore 4 grup altinda siniflandiriimistir:

TRPM1,3 TRPM2,8 TRPM4,5 ve TRPM6,7. TRPM4,5 kanallari Ca+2 gecirgen degilken,
TRPM6 ve 7 Cat+2 ve magnezyuma Yyuksek gecirgenlik gosterir. TRPC ve TRPV
kanallarinin aksine TRPM kanallari ankyrin tekrarlari icermez (Nilius ve ark. 2005,
Monteilh ve ark.. 2003). TRPM1 kanali i¢in henliz bir aktivator gosterilmemistir. TRPM1
kanalinin yapisal olarak aktif bir Ca+2 giris kanali oldugu oOnerilmistir (Voetes ve ark.
2004). TRPM3 ekspresyonu bobrek, beyin, testis ve omurilikte gosterilmistir (Takezawa ve
ark. 2004, Zhang ve ark. 2004).

Calismamizda karacigerde I/R modeli olusturarak Timokinonun iskemi/reperfiizyona ve
karaciger dokularindaki TRPM2,6,7,8 iyon kanallarina etkisini arastirmayi planladik.
TRPM kanallarinin iskemide ve apoptoziste aldigi 6nemli rolu de dikkate alirsak, bu
konunun aydinlatilmasi, dolayisiyla TRPM2,6,7,8 kanallarinin  ekspresyonlarinin
Timokinonla olan iliskisi, hem iskemi ve apoptitozis hem de karacigerle iliskili

hastaliklarin tani ve tedavisindeki potansiyelinin degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calisma, Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun
2014-5/9 numarali protokol izniyle, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Merkezin (MKU-DAM) laboratuarinda gerceklestirildi.

Calisma 300-400 gr agirhgindaki eriskin erkek Wistar Albino cinsi 50 sican tzerinde 5
grup olusturularak planlandi. Deney siresince sicanlar dizenli aydinhik karanlik
uygulamasi (12:12), 20-24°C sicaklik ve standart nem orani ayarlanmis odalarda tel
kafeslerde yasatildi. Hayvanlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve sehir icme suyu
kullanildi (Resim 1).

Sekil 3.1. Wistar Albino cinsi siganlar.
3.1. Deney Gruplari

1 Grup kontrol grubu olarak olusturuldu (n:10), 2. Grup yalanci cerrahi grubu olarak
olusturuldu (n:10), 3. Grupta deneysel olarak karacigerde 45 dakika iskemi / 45
dakika reperfiizyon olusturuldu (n:10), 4. Grupta 10 gin 50 mg/kg oral yoldan
Timokinon (Tmgq) tedavisi verildi (n:10), 5. Grupta iskemi/reperfizyondan 10 gin
once 50 mg/kg oral yoldan Tmgq tedavisi sonrasi iskemi/reperfiizyon olusturuldu

(n:10).
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Cizelge 3.1. Dency gruplan

GRUPLAR Denek Sayis1
Kontrol grubu 10
Yalanci cerrahi grubu 10
Karaciger Iskemi/Reperfiizyon grubu ( 45dk.1/ 45 dk.R) 10
Tmgq grubu(10 giin 6ncesiden oral gavajla 50 mg/kg Tmq) 10
Tmgq + I/R grubu (I/R 6ncesi 10 giin oral gavajla 50 mg/kg Tmq + 45 10
dkI/45 dkR)

TOPLAM 50

3.2. Deneysel Calisma Modeli

Deneklerin anestezisi 80 mg/kg Ketamin ve 12 mg/kg Ksilazin verilerek saglandi ve
gerektiginde idame doz uyguland: (Resim 2).

Ilag enjeksiyonundan 15 dakika sonra karin 6n duvarindaki tityler tras edilerek karin cildi
pavidon iyot ile silinerek cilt antisepsisi uygulandi (Sekil 3). Orta hattan yaklasik 3-4
cm’lik insizyon ile laparotomi yapildi (Sekil 4). Karin igindeki organlar goriiniir hale
geldikten sonra, kontrol grubu disindaki gruplarda Portal ven ve Hepatik arter eksplore
edilerek ve atravmatik vaskuler klemp ile karacigerin sol ve orta lobuna giden kan akimi
kesildi (Sekil 6). Boylece segmental (70%) ve oldurici etkisi olmayan hepatik iskemi
meydana getirilmis oldu. Atravmatik vaskiiler klemp yardimi ile 45 dakika iskemi
uyguland:. Iskemi ile karaciger yiizeyinde olusan renk degisikligi gozlendi (Sekil 9) (El-
Abhar ve ark. 2003). Siturin sikilmasi nedeniyle damarda olabilecek trombozu
engellemek amaciyla 600IU/kg dozda heparinin iskemi baslatiilmadan 6nce intra venoz
verildi. Bu sirada agikta kalan abdomen 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmig spang ile ortaliip
45 dakika sonunda klempler alinarak iskemi sonlandirildi. Reperfiizyon sathasi (45 dk.)
boylece baglayan siganlarin laparatomi insizyonu 3/0 atravmatik ipek sitir ile kapatilip 45
dakikanin sonunda 5 ml kan kan 6rnegi intrakardiyak alindi ve sonrasinda denekler
servikal dislokasyon ile otenazi saglandi (El-Abhar ve ark. 2003). Calisma sonucunda
alinan karaciger dokularinin bir kismi1 gen ekspresyonu ¢aligmalari igin -80°’de saklanmak
tizere kriyo tupler igerisine alindi. Daha sonra karacigerden sol lobdan doku o6rnegi

alinarak histopatolojik incelemeye gonderilmek tizere % 10 formol soliisyonuna alindi. Bir
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kismi da gen ekspresyonu calismalari icin -80°’de saklanmak Uzere kriyo tupler icerisine

alindi.

Sekil 3.2. Anestezi Maddeleri.

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN m

timoinon + i/r

Sekil 3.3. Pavidon iyod ile cilt antisepsisi.
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Sekil 3.4. Laparotomi.

Sekil 3.5. Karaciger sol ve median lobuna giden hepatik arter ve portal venin askiya alinmasi.
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Sekil 3.6. Portal ven ve hepatik arterin okliizyonu.

Sekil 3.7. iskemi sonrasi cerrahi islemi.
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Sekil 3.8. iskemi sonrasi cerrahinin sonlandirmasi.

Sekil 3.9. Normal karaciger dokusu.
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Sekil 3.11. Karacigerde olusan reperfiizyon sonrasi gérinim.

3.3. Histopatolojik Analizler

Karaciger sol lob doku ornekleri %10’luk formol sollsyonu icerisine konuldu. Ornekler
alisilagelen histolojik metodla bloklandi. Parafin bloklardan 17/5 pm kalinhiginda kesitler
alinlp Hematoksilen- Eosin (H-E) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma
mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) incelenerek 40 X buyutmede fotograflari cekildi.

Daha sonra hasarin siddeti Suzuki Skalasina gore degerlendirildi (Suzuki ve ark. 1991).
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Sekil 3.12. % 10’luk formal sollisyon érnekleri.

3.4. Biyokimyasal Analizler

Yapilan uygulamalar neticesinde biyokimyasal élgiimler igin kan 6rnekleri kardiyak delme
yapilarak alindi. Sicanlardan dérder ml kan iki ayri biyokimya tipune alindi. Alinan kan
ornekleri, 3000 rpm'de 10 dk. oda sicakliginda santrifuje edildikten sonra -20°’de saklandi.
Laboratuvarda 4000 devirde 10 dk. santrifiij edildi. Serumlar ependorf tipinde -86°C’de
saklandi. Karacigerde meydana gelen hasari tespit edebilmek icin elde edilen 6rneklerde
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH)
seviyeleri mikro ELISA cihazinda belirlendi. Plazmadaki timor nekrotizan faktor alfa
(TNF-a) ve interleukin 6 (IL-6) diizeyleri ise BD BioSciences firmasindan alinan fare
TNF-a ELISA kiti ve fare IL-6 ELISA Kkiti ile belirlendi. Total antioksidan (TAS), total
oksidan (TOS) durumlari otoanalizér cihazinda ticari Kitleriyle olculdi ve elde edilen

verilerden serum oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.

3.5. TRPM Gen ifadelerinin Analizleri

Calisma sonucunda alinan karaciger dokularinin bir kismi gen ekspresyonu calismalari igin
-80°’de saklanmak (izere kriyo tupler igerisine alindi. Alinan patolojik ve normal
dokularda, TRPM kanallarinin ekspresyonlarinin gosterilmesi amaciyla molekiler analiz
degerlendirmeleri yapildi. Dokularda mRNA ekspresyonu, RNA izolasyonu, cDNA eldesi

ve Kantitatif gercek zamanli Revers Transkriptaz PCR incelendi. PCR sonucu c¢ikan
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sonuglar, birbiriyle kiyaslanarak, hangi genin ekspresyonunun arttig1 veya azaldigina karar
verildi.

3.5.1.RNA izolasyonu

Iskemi Reperfiizyon deneyi sonrast -80 “C'de saklanan sican karaciger dokulari lizis
soliisyonu ile pargalanip homojenize edildi daha sonra RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit
(Katalog no: 74104, QIAGEN, Germany) kullanilarak protokoliine uygun olarak yapildi.
Homojenizasyon ve RNA izolasyonu asagidaki sekilde gerceklestirilmistir;

1. 2 mI’lik mikrosantrifiij tipu ig¢indeki yaklagik 25 mg donmus karaciger dokusu tizerine
600 pl Lysis Buffer (icinde B-mercaptoethanol bulunan) ekleyip 1 adet gelik bilye konuldu
ve 4 dk boyunca dokularin pargalanmast (QIAGEN, TissueLyser LT, Germany) saglandi.
2. Dokular homojenize olmus sekilde yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiptine alindi ve 3
dk, 10000 rpm de santrifiyj (Sigma 3-30 K, Germany) edildi. Santrifiij sonunda st faz yeni

bir 2 mI’lik mikrosantrifiyj tipine alind1.
3. Lizata 600 ul %70 etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

4. 2 ml toplama tiip i¢indeki RNeasy spin column i¢ine 700 ul o6rnek pipetlendi. 15 sn,
>8000 g’de santrifiij edildi. Santriflij sonunda alt faz atild1.

5. Ornegin geri kalani igin bir énceki adim tekrarlandi.

6. RNeasy spin column’a 700 ul RW1 buffer eklendi. 15 sn, >8000 g‘de santrifiy edildi.

Santrifiij sonunda alt faz atildi.

7. RNeasy spin column yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve tizerine 500 ul RPE buffer
eklendi. 15 sn, >8000 g‘de santrifiy edildi. Alt faz atildu.

8. RNeasy spin column’a 500 ul RPE buffer eklendi. 2 dk, >8000 g‘de santrifiy edildi.

Santrifiij sonunda alt faz atildi.

9. RNeasy spin column yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrenin kurumast i¢in 1 dk,

10.000 rpm’de santrifiij edildi.

10. RNeasy spin column yeni 1,5’lik mikrosantrifiij tiipe yerlestirildi. Uzerine 50 pl
RNase-free water eklendi. 1 dk, >8000 g‘de santrifiij edildi.
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11. RNA verimini arttirmak i¢in RNeasy mini column’a 20 ul 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 gergeklestirildi. RNA’lar -80 °C’ de saklandi.

3.5.2.CDNA Sentezi
Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi kiti (Applied Biosystems, High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, USA) ve BIO-RAD, T100, Thermal Cycler cihazi kullanilarak

reverse transkripsiyon yontemiyle cDNA’ya donistirialda.
cDNA eldesi igin bir tipte 10 ul revers transkripsiyon karigimi hazirlandi.

cDNA sentezinde kullanilan karigim:

10X RT Buffer 2 ul
DNTP Mix 0.8 ul
10X RT Random Primers 2 ul
Reverse transcriptase 1 ul
RNase free water 4.2 ul

Toplam 20 ul olacak sekilde 10 ul RNA + 10 ul ¢cDNA sentez karigimi ile birlegtirilerek
asagidaki kosullarda cDNA eldesi gergeklestirildi.

25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5dk

cDNA ornekleri tizerine 90 pl Nuclease-free water eklenerek sulandirildi. Elde edilen

cDNA’lar -20 °C de saklandi.
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3.5.3. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)

TRPM2,6,7,8 ve ‘ev’ geni (‘house keeping’) B-Actin (Ella Biotech, Deutschland) gen
transkripsiyon duzeyleri kantitatif RT-PCR yontemiyle (QIAGEN Rotor-Gene Q,

Germany) belirlendi. Kantitatif degerler normalizasyon katsayisina gore tespit edildi.

Kullanilan Primer Dizileri:

B-Actin Left 5°-CCC GCG AGT ACAACCTTCT-3’
B-Actin Right 5’-CGT CAT CCA TGG CGA ACT-3’
TRPM2 Left 5-AAT TTG CTC ATC GCC ATG TT-3’
TRPM2 Right 5°-GAT CTG GTC TGT GTG CTC CTG-3’
TRPM6 Left 5°-GCA AGA ACT GGC TTT CCG TG-3’
TRPM6 Right 5’-ATC CGG GTC CTC TTG CAT CT-3’
TRPM7 Left 5-AGA CGC TTT CCG ATA GAT GG-3’
TRPM7 Right 5°-CTA TCC AGG ATT TCT GGG ACA T-3°
TRPMS8 Left 5°-GCC CAG TGA TGT GGA CAG TA-3’
TRPMS Right 5’-GGA CTC ATT TCC CGA GAA GG-3’

3.6. Istatiksel Analizler

Biyokimyasal ve histopatolojik sonuglarin istatistiksel degerlendirilmeleri v.5.0 istatistik
paket programi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler Ortalama + standart hata olarak
sunulmustur. Istatistiksel analizde kolmogorow smirnov dagilim analizine gore dagilimi
diizenli olan gruplarin karsilagtinnlmasinda One-way Anova testi (posthoc bonferroni ve
Student’s t-testi), dagilimi diizenli olmayan gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal-Wallis
testi (posthoc Dunn’s testi) kullanildi. P<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Sonuglar

Mustafa Kemal Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindagerceklestirilen ¢alismaya
toplam 50 sigan dahil edildi ve tim denekler ¢alismayr tamamladi. Calismamizda elde
edilen biyokimyasal parametlerin sonuglar tablolar halinde ve karaciger fonksiyon testleri,
bobrek fonksiyon testleri, oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi alt

bagliklariyla sunulmustur.

4.1.1. Karaciger Fonksiyon Testleri

Biyokimyasal parametrelerden AST, ALT, GGT, LDH, seviyelerinde kontrol, Tmq ve
Tmq+I/R gruplanyla karsilastinldiginda I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli artig
saptandi (p<0.05) (Tablo 2). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda I/R grubunda AST, ALT,
GGT ve LDH diizeylerinde anlamli artis oldugu saptand1 (p<0.001) (Tablo 2). I/R ve
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Tmq grubunda ALT dizeyinde anlamli artig oldugu
saptand1 (p<0.001) (Tablo 2). I/R ve Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Tmq grubunda
GGT diizeyinde anlamli artig oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 2). I/R veKontrol grubu ile
kiyaslandiginda Tmq grubunda AST, LDH dizeylerinde anlamli azalma oldugu saptandi
(p<0.001) (Tablo 2). I/R grubu ile kiyaslandiginda Tmq+I/R grubunda AST, ALT
diizeylerinde anlamli artis oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 2). /R grubu ile
kiyaslandiginda Tmq+I/R grubunda GGT, LDH diizeylerinde anlamli artis oldugu saptandi
(p<0.001) (Tablo 2). Tmq+I/R grubu ile kiyaslandiginda Kontrol grubunda AST, ALT
diizeylerinde anlamli azalma oldugu saptand: (p<0.001) (Tablo 2). Tmq+I/R grubu ile
kiyaslandiginda Kontrol grubunda GGT, LDH dizeylerinde anlamli azalma oldugu
saptand1 (p<0.01) (Tablo 2).
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Cizelge 4.1. Gruplar arasi karaciger fonksiyon test parametrelerinin karsilastirilmast (Ort+SH).

Kontrol Sham Tmgq IR Tmq + /R

AST (U 145.8+45.1°" 155.4+£39.3 137.9£24.7 5" | 2155.0+236.5 %" | 1389.0£171.9 >

ALT (UN) 51.8049.7 < 67.02+9.1 54.1+4.9 b 1076.0£72.3 = 819.9+61.7 %"

GGT (UN) 1.83+£0.30 <~ 1.85+0.26 2.28+0.28 b 9.12+0.85 "™ 4.87+0.51 """

LDH
(mg/dl)

697.8£211.3 ° | 872.04272.3 | 442.7490.8 > | 4595.0+£424.1 " | 2566+376.1 >

I/R:Iskemi/Reperfiizyon; Tmgq: Timokinon. AST: Aspartat Aminotransferaz; ALT: Alanin Aminotransferaz;
GGT: Gama Glutamil Transferaz; LDH: Laktat Dehidrogjenaz  *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001;
ays. Kontrol; ® vs. I/R; °vs. Tmq + I/R

4.1.2. Plazma TNF-a ve IL-6 Diizeylerine Iliskin Bulgular

Iskemik doku hasari durumu, enflamatuvar cevap ile benzer gostermekte; iskemiyle
beraber dokuda proenflamatuvar sitokinlerin tretimi artmakta, mononiikleer ve PMNL
aktivasyonu ve dokuya invazyonu goriilmektedir. Iskemi, aktif makrofajlardan
proenflamatuvar  sitokinlerin  salinimini  tetikleyerek erken reperfiizyon hasar
olusturmaktadir. Calismamizda, gruplarda proenflamatuar sitokinlerden TNF-o, ve IL-6 nin
plazma diizeyleri tayin edilerek Tmq uygulamasinin bu sitokin diizeylerine, dolayisiyla
erken reperfiizyon hasarina etkisi arastirilmistir. I/R grubunun plazma TNF-a ve IL-6
diizeyleri, kontrol ve sham grubunun dizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yitksek bulunmus (P<0.001); I/R protokoliinden 10 giin énce Tmgq uygulanan Tmgq+I/R
grubunda ise bu diizey /R grubunun degerlerine kiyasla azalmistir (P<0.001). I/R
protokoliinden 10 giin 6énce Tmq uygulanan grupta plazma sitokin diizeylerinin kontrol ve

sham gruplarindaki dizeylere yaklastigi gozlemlenmigtir (Tablo 3) (Sekil 2) (Sekil 3).
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Cizelge 4.2.
(Ort£SH).

TNF-a
(pg/ml)
iL-6

(pg/ml)

Gruplar arasi plazma TNF-a, iL-6 duzeylerine iliskin parametrelerinin karsilastiriimasi

Kontrol Sham Tmq IR Tmqg + iR

57.14+8.680 c* 50.23%+11.51 53.49+8.288 hc** 161.84#5.107 &  93.63+6.340 >

46.75£6.994 ¢~ 50.63x7.481 41.50+6.156 bc** 110.6+£12.81 &**  74.63+5.010 >

i/R:iskemi/Reperfuzyon; Tmg: Timokinon. TNF-a:Tumér Nekrotizan Faktér Alfa; IL-6: interlokin-6;

**: n<0.01; ***: p< 0.001; avs. Kontrol; bvs. I/R; cvs.Tmq + i/R

200

Sekil 4.1. Gruplar arasi plazma TNF-a diizeylerine iliskin parametrelerinin karsilagtiriimasi (***: Kontrol vs.
IR; ***; Tmg+IR vs IR).
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Sekil 4.2. Gruplar arasi plazma IL-6 duzeylerine iliskin parametrelerinin karsilastiriimasi (***: Kontrol vs.
iR; * Tmg+iRvs iR).

4.1.3. Bobrek Fonksiyon Testleri

Biyokimyasal parametrelerden kreatin ve lre seviyelerinde kontrol, Tmq ve Tmqg+i/R
gruplariyla karsilastirildiginda i/R grubunda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi
(p<0.05) (Tablo 4). Kontrol grubu ile kiyaslandijinda i/R grubunda kreatin ve ire
diizeyinde anlamli artis oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 4). i/R grubu ile kiyaslandijinda
Tmq grubunda kreatin ve Ure dizeyinde anlamli artis oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 4).
I/R grubu ile kiyaslandiginda Tmg+i/R grubunda kreatin diizeyinde anlamli azalma oldugu
saptandi (p<0.05) (Tablo 4). Tmg+i/R grubu ile kiyaslandiinda Tmq grubunda kreatin
diizeyinde anlamli azalma oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 4). Tmg+i/R grubu ile
kiyaslandiginda Kontrol grubunda kreatin diizeyinde anlamli azalma oldugu saptandi
(p<0.01) (Tablo 4).
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Cizelge 4.3. Gruplar aras1 bobrek fonksiyon test parametrelerinin karsilastirnilmasi (Ort+=SH).

Kontrol Sham Tmgq IR Tmgq + /R
0.37+0.04 ° 0.40+0.00 0.47£0.01 >° 0.75+0.04 0.63+0.03 Y
(mg/dD)
Ure (mg/dl) | 17.44+0.2 18.24+0.9 18.30+1.1°™ 25.28+1.9% 22.04+0.6

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Tmq: Timokinon. ® vs. Kontrol; ® vs. I/R; ¢ vs.Tmq + I/R. **: p<0.01; *¥*: p<

0.001;

4.1.4. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Biyokimyasal parametrelerden oksidatif stres indeksi Kontrol grubuyla kiyaslandiginda I/R

grubunda istatiksel olarak anlamli artis saptanirken, I/R grubuna kiyaslandiginda Tmq ve

Tmq+I/R gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p< 0.001) (Tablo 5,

Sekil 4).

Cizelge 4.4. Gruplar aras1 oksidatif stres parametrelerinin karsilastirilmast (Ort=SH).

Kontrol Sham Tmgq IR Tmgq + I/R

0.87+0.04 0.90+0.05 1.40+0.13 &° 0.75+0.07 1.22+0.07°
(mmol/1)

19.07+6.04 21.56+4.41 14.75+1.85b¢ 48.99+4.44 % 34.19+5.07
(umol/T)

22.21+6.56 23.17+£3.58 11.91+2.04° 69.16+£9.03 2 27.47+£4.01°
(TOS/TAS)

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Tmq: Timokinon. TAS:Total Antioksidan Seviye; TOS: Total Oksidan Seviye;
OSI: Oksidatif Stres Indeksi. 2 vs. Kontrol; ® vs. I/R; ¢vs. Tmq + I/R. **: p<0.01; ***: p<0.001;
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Sekil 4.3. Gruplar arasi oksidatif stress indeksinin karsilastiriimasi (*: Kontrol vs. IR; **: Tmg+iRvs IR).

4.2. Histopatoloji Sonuglari

Karaciger dokusunun H-E boyasiyla boyanmis kesitlerinin incelenmesi ile gruplar arasinda
farkli hicresel degisikliklerin oldugu gozlendi. Karaciger dokusunun H&E boyasiyla
boyanmis kesitlerinin incelenmesi ile gruplar arasinda farkli sonucglar oldugu gozlendi.
Histopatolojik degerlendirmede hiicresel sisme, konjesyon, Polimorf nlveli 16kosit (PNL)
ve apoptoz degerlerinin kontrol ve yalanci cerrahi grubuna kiyasla i/R grubunda anlamli
olarak arttigi géruldii (p<0.01). i/R grubuyla Karsilastirildiinda Tmq ve Tmg+i/R
gruplarinda hicresel sisme, konjesyon, PNL ve apoptoz degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma gorildi (p<0.01) (Tablo 6, Sekil 5).
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Cizelge 4.5. Gruplar aras1 histopatolojik parametrelerin karsilastirilmasi (ORT=£SD).

Kontrol Sham Tmq IR Tmgq + i/R
Hiicresel Sisme 1.17£0.41 7 1.5740.53 1.14+0.38 >* 2.88+0.64 = 1.00£0.53 ¥
Steatoz/lipoid
) 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
dejenerasyon
Siniizoidal » o o .
) 2.83+0.75° 2.00+1.00 1.4340.53b¢ 3.75+0.46° 2.38+0.52Y
konjesyon
Hemoraji 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00 0.13+0.35
Inflamatuar hiicre . N N .
o 0.67+0.52 © 1.29+0.49 1.43+0.53b¢ 1.88+0.64* 1.13+0.35"
infiltrasyonu
Lobuler nekroz 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Apopitoz 0.17+0.41 0.29+0.49 | 0.00+0.00 0.50+0.53 = 0.00+0.00

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Tmgq: Timokinon. **: p<0.01; ? vs. Kontrol; ® vs. I/R; °vs.Tmq + I/R
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Sekil 4.4. Sigan karacigerlerinin histopatolojik gérinimu.

a. ve b. &ontrol ve bYalanci Cerrahi grubunda normal karaciger histolojik gériinimi (H&E, x100)

¢ ve d.cl/R grubunda ve dTmg+i/R grubunda iskemik degisiklikler, siniizoidal konjesyon, hiicresel sisme ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun histopatolojik gérinimi (H&E, x100).
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4.3. Gen Sonuclar:

Real Time PCR sonucu agaroz jelde yiirttiilen genlere ait oranlara bakilmis ve hangi genin
artip, hangisinin azaldig degerlendirilmistir. Sonuglar degerlendirilmis ve azalan, normal,
artan seklinde sayisal verileri ¢ikartilmistir. Buna gore TRPM?2,6,7,8 gen ekspresyon
diizeyleri tabloda gosterilmis ve her genin ayr1 ayri gruplara gore ekspresyon dizeyleri
grafikle gosterilmistir. (Tablo 7) (Sekil 6) (Sekil 7) (Sekil 8) (Sekil 9).

I/R grubuyla karsilastinldiginda Tmq+I/R grubunda 7TRPM2,6,7,8 ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig: saptandi (sirasiyla p<0.01, p<0.001) (Tablo 7).

Cizelge 4.6. Gruplar aras1 gen normalizasyon degerleri (Ort£SH).

Gen Sham iR Tmq Tmgq +i/R

TRPM?2 1,01440,028 1,143+0,013 =™ | 0,991+0,014 > | 1,020+0,026 <"
TRPM6 1,092+0.015 1,180+0,001 > 1,097+0,034 1,071+0,022 <
TRPM7 1,138+0,024 1,282+0,0142"" | 1,14840,019"" | 1,150+0,008 ™"
TRPMS 1,102+0,010 1,230£0,012° | 0,982+0,028™ | 0,992+0,011 ¢

Ort:SH, I/R: Iskmei Reperfiizyon, *: <0.05; **: <0.01; ***: <0.001
a: Sham vs I/R, b: Tmq vs Tmq + I/R, ¢: I/R vs Tmq + I/R
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Sekil 4.5. Gruplar arasi TRPM2 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi (a: Sham vs i/R, b: Tmq vs
Tmq + I/R, ¢: I/Rvs Tmq + I/R).

Sekil 4.6. Gruplar arasi TRPM6 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi (a: Sham vs i/R, b: Tmq vs
Tmq + I/R, ¢: I/Rvs Tmq + I/R).
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Sekil 4.7. Gruplar arasi TRPM7 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi (a: Sham vs i/R, b: Tmq vs
Tmq + I/R, ¢: I/Rvs Tmg + I/R).

Sekil 4.8 Gruplar arasi TRPM8 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastinlmasi (a: Sham vs i/R, b: Tmq vs
Tmq + I/R, ¢: I/Rvs Tmq + i/R).

37



5. TARTISMA

Hepatik iskemi modellerinde ortaya ¢ikan iskemik karaciger hasar1 ve sonrasinda
olusan reperfiizyon hasarint énleme veya minimalize edilmesi konusunda farkl1 birgok ajan
kullanilarak deneysel caligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar biyiik oranda antioksidan ve
antiinflamatuar maddelerin etkilerini incelemek amaciyla hazirlanmigtir. Bu durum olusan
hasarin antioksidan ve antiinflamatuar maddeler kullanilarak azaltilabilinecegini
gostermektedir.

Bu amagla enzimatik ve bitkisel kaynakli antioksidanlarin oksidatif hasara karsi
koruyucu etkileri deneysel calismalarla arastinlmistir. Ozden ve ark. (1996) yaptiklan
calisma sonucunca pentoksifilin ve L-arginin'in karaciger I/R hasarinda koruyucu etkisinin
olabilecegini gostermistir. Uz ve ark. (2002) E vitamini ve kafeik asit fenetil ester
(Cape)’in karaciger I/R hasan iizerine koruyucu etkisi arastirmis ve dokuda glikoz ve
pentoz fosfat yolunun biutinligini koruyup, strik asit siklusunu aktif tutarak enerji
uretimini destekleyerek hasart azalttigini belirlemiglerdir. Arabact S. ve ark. (2011) Sumak
uygulamasimin 200 mg kg dozunun karaciger I/R hasarindan énce, intraperitoneal olarak
uygulandiginda, karaciger tizerine koruyucu etkili oldugunu ortaya koymustur. Sehirli ve
ark. (2008)’nin yaptiklart ¢alismada, izim ¢ekirdegi ekstresi tedavisinin siganlarda hepatik
iskemi reperfiizyon hasarimi azalttign saptanmustir. Uziim cekirdegi ekstresinin HI ile
indiklenen organ hasarini, oksidan-antioksidan dengesindeki etkisi ile notrofil
infiltrasyonunu inhibe ederek ve inflamatuvar mediyatorlerin salinimini diizenleyerek
azalttigl saptanmigtir. Giires ve ark. (2012)’nin yurittikleri caligmada, si¢anlarda karaciger
iskemi reperfiizyon hasarinda papaverinin etkisi incelenmis olup, yapilan degerlendirme
sonucu, parankimdeki fokal nekroz ve hidropik sigme hari¢ diger tiim olgiitlerde ¢aligma
grubundaki siganlarin kontrol grubunda yer alanlara nazaran iskemi reperfiizyon hasarini
anlamli derecede azalttig1 saptanmistir. Badary ve ark. (2003) yaptiklart ¢alismada
Tmqg’nun giigli bir antioksidan etkisi oldugunu ve bu etkiyi serbest radikalleri
toplayabilme 6zelliginden otirt gergeklestirdigini gostermiglerdir. Bundan dolay1 biz de
calismamizda, karaciger I/R hasart modelinde antioksidan etkinligi kamtlanmis olan

timokinonun etkinligini aragtirdik.
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Timokinon, si¢anlarda deneysel olarak yapilan bir¢ok ¢alismada ¢ok ¢esitli doz
araliklarinda ve doz sayilarinda kullanilmigtir. Abd El-Ghany ve ark. (2009) hepatik iskemi
reperfiizyon hasari olugturmak i¢in deney esnasinda 45 dk iskemi, 60 dk reperfiizyon
suresini tercih etmislerdir. Ayrica deneklere 10 gin boyunca 5, 20 ve 50 mg/kg doz
vererek Tmq’nun antiapoptotik etkisini tespit etmiglerdir. El-Abhar ve ark. (2003)
yiriittiikleri galismada 5, 20, 50 ve 100 mg/kg doz vererek Tmq'nun I/R hasar iizerin
anlamli etkiye sahip oldugunu, &te yandan yiiksek dozun (50 ve 100 mg/kg) ciddi bir
sekilde reperfiizyon sonrast GSH igerigini azalttigini tespit etmistir. Biz de uygulama
oncesi 10 giin siireyle 50 mg/kg dozda Timokinonun oral olarak verilmesinin hepatik I/R
hasarin1 onleyebilecegini gosterdik. Bu etkinin muhtemelen timokinonun oksidatif stresi
azaltict etkinliginin yaninda karacigerde TNF-a, IL-6 seviyelerini ve 7RPM gen
ekspresyon dizeylerini azaltarak gosterdigini diiginmekteyiz.

Iskemi siiresi kisisel tercihe gore degismekle beraber, uygulanan iskemi ve
reperfizyon sureleri agisindan, deneysel modeller farkli uygulamalar bulunmaktadir.
Bayramoglu ve ark. (2013) karaciger hasar i¢in gerekli stirenin 45 dakika iskemi sonrasi
bir saatlik reperfiizyon oldugunu ifade etmislerdir. Yildiz ve ark. (2008) intraperitonal
timokionun karaciger iskemi reperfiizyon izerine etkisini aragtirmig. Uygulama 45 dk
iskemi, 60 dk reperfiizyon ile saglanmistir. Kim ve ark. (2007) yaptiklar1 aragtirmada 60 dk
iskemi 45 dk. reperfiizyon ile olusturduklart karaciger iskemi reperfiizyon modelinde
propofoliin etkisini gostermiglerdir. Cagliktlek¢i ve ark. (2005) Melatonin etkisini
arastirmak {izere 45 dk. Iskemi ve 45 dk. Reperfiizyon siiresi ile olusan hepatik iskemi
reperfiizyon tablosu tizerinde c¢aligsmislardir. Yapilan bu ¢alismada da bu verilerden yola
¢ikarak hepatik IRH olusumunun biyokimyasal, histopatolojik olarak ve gen
ekspresyonunun tespit edilmesi tizerine 45 dk. iskemi ve 45 dk. reperfiizyon planlandi ve
deneysel model bu ¢ergevede uygulandi.

I/R hasar1 sonrasi karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin farkli teknikler
kullanilmigtir. Guincel olarak en ¢ok kullanilan AST, ALT ve LDH tayinidir. Yabe ve ark.
(2001) deneysel karaciger IR hasar olusturduklari g¢alismada serum AST ve ALT
degerlerinin yiikseldigini ve I/R sonrast meydana gelen serbest radikallerin dokuda
meydana getirdigi hasarin bu degerlerin yiikselmesine sebep olabilecegini idda etmiglerdir.
Inglot ve ark. (2002) karaciger iizerindeki IR calismasinda serum AST ve ALT

degerlerinin artig gosterdigini tespit etmiglerdir. Bunun yani sira hepatositlerde nekroz,
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sinuzoidal genisleme ve PMNL infiltrasyonu gozlemislerdir. Yildinm ve ark. (2002) ise,
sicanlarda KC IR sonrast serum AST ve ALT degerlerinde artma gozlemlemislerdir. Bizim
caligmamizda, karaciger hasarinin gostergeleri olan biyokimyasal parametrelerden AST,
ALT, GGT, LDH ve karaciger IR nin uzak organ bobrek iizerindeki etkisinin gostergeleri
kreatinin ve ure seviyelerine bakildi. AST, ALT, GGT, LDH, kreatinin ve Ure seviyeleri
kontrol, yalanci cerrahi, Tmq ve Tmq+I/R gruplariyla karsilastinldiginda I/R grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p<0.05). I/R grubunun plazma TNF-a ve IL-6
diizeyleri, kontrol ve sham grubunun dizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yitksek bulunmus (P<0.001); I/R protokoliinden 10 giin énce Tmgq uygulanan Tmgq+I/R
grubunda ise bu diizey I/R grubunun degerlerine kiyasla azalmistir (P<0.001). I/R
protokolinden 10 giin énce Tmq uygulanan grupta plazma sitokin dizeylerinin kontrol ve
sham gruplarindaki dizeylere yaklastigi gozlemlenmigtir. Bu durum bize Tmq’nin
karaciger doku hasarint anlamli olarak azaltabilecegini digindiirmektedir.

I/R’ye maruz kalmis hiicrede Ca™? konsantrasyonunun arttig1 gosterilmistir. Ca'?
konsantrasyonunun hiicre i¢i anormal artigi, mekanizmast tam olarak agiklanamayan bir
sekilde sitotoksik etkiye neden olur. Hiicre i¢i Ca"’nin miktarinin belirlenmesinde rol alan
yapilardan biri de 7RPM kanallaridir. 7RPM kanallarinin apoptozis gibi bir¢ok
mekanizmalarin igleyisinde gorev aldiklart tespit edilmistir. Bu durum bazi 7TRPM
kanallarimin hiicre boliinmesinde etkin rol olmas: sayesinde saglandig1 anlasilmistir. Iskemi
sirasinda Ca'? artist ile ilgili bazi hipotezler vardir. Iskemik hasar sonrast hiicre boliinmek
zorundadir ve apoptozis veya otofajiye gidecek eski hiicrede bu boliinme igin Ca'™? ve Mg'?
ihtiyag olacaktir. Bunun yani sira Ca'? artist mikro fibrillerin olusumunu tetiklemektedir.
Bu durum sonucunda Ca'? travma ortamindan gog¢ etmek igin; mikrofibrillerin yikim1 ve
tekrar yapilmasi i¢in gereklidir. Bu durumda hiicrede molekiiler olarak meydana gelen
oncelikli degisiklik 7RPM kanallarinin sayica artmasidir. Reperfiizyon esnasinda TRPM
miktarindaki azalmanin esas nedeni iskemi sirasindaki hiicrelerdeki reaksiyonlarin
gergeklesmesi igin gerekli olan Ca*? hiicre igerisine alinmasini saglamaktir. Reperfiizyonda
iskeminin ortadan kalktigin1 gosteren degisikliklerden dolayt TRPM ekspresyonu
azalmaktadir. /R hasarina ugramis dokularda bu tablo oncesinde, Ca'? kanal blokeri
verilecek olursa I/R’nun meydana getirecegi negatif tablonun ortadan kaldirilmasin
saglayacaktir. Bizim ¢alismamizda tedavi amaciyla verdigimiz timokinonun, I/R hasarinda

TRPM kanallan iizerinden etki edebilecegi goriildi. I/R grubuna goére timokinon+i/R
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grubunda 7RPM?2,6,7,8 ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli diuzeyde azaldig
saptandi.

Karacigerde I/R’ye neden olan hastaliklarda (hipovolemik sok, kronik karaciger
hastaliklari, biuytk timor rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi mudahale, vaskiler
rekonstriiksiyonlar ve hepatiktransplantasyon vs.) tedavide Timokinonun verilmesi hem
iskemi ve apoptozis hem de karacigerle iligkili hastaliklarin tedavisinde kullanima girmesi
acisindan sonuglarimizin  klinik ¢aligmalarla dogrulanmasina ihtiyag vardir. Ayrica
¢alismamizda timokinonun 7RPM2,6,7,8 gen ekspresyon seviyesini azaltarak, Ca'*nin

hiicre i¢ine girigini engelleme yontnde etki ettigini gosterdik. Bu durum timokinon’un

I/R’ye bagli hiicresel hasar azaltict yonde etki ettigi diisiincesini akla getirmektedir.

6. SONUC

Sonug olarak ¢aligmamizda karaciger iskemi reperfiizyon modelinde ortaya ¢ikan
hasarin Timokinon tedavisi ile biyokimyasal ve histopatolojik olarak duzeldigini ve bu
duruma oksidatif stres parametrelerinin azalmasinin ve TRPM kanallarinin araci
olabilecegi  dusinmekteyiz.  Sonuglarimizin  klinik  ¢aligmalarla  desteklenerek

dogrulanmasina ihtiyag vardir.
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