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OZET

Bu c¢alismada; rat karacigerinde in vivo olarak olusturulan
iskemi/reperfiizyon ile indiiklenmis rejenerasyon modelinde dokuda olusan
hasar ve kompleman inhibitoriiniin apopitozis ve rejenerasyon tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaclanmustir.

Calismada agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen 48 adet disi rat
kullanildi. Ketamin hidrokloriir ve ksilazin hidroklorit ile anesteziyi takiben, I.
Grup ratlara parsiyel hepatektomi yapildi. II. Grup ratlarda portal hilusun 45
dakika klemplenmesi ile iskemi ve takiben reperfiizyon olusturuldu. Ardindan
parsiyel hepatik rezeksiyon yapildi. III. Grup ratlara sadece iskemi ve
reperfiizyon olusturuldu. IV. Grup kontrol grubu olarak kabul edildi. V. gruba
sadece C1 INH uygulandi. VI. Grup ratlara C1 INH uygulanmasi takiben iskemi
reperfiizyon uygulanip kismi karaciger rezeksiyonu yapildi. VII. Gruba C1 INH
uygulanmasini takiben parsiyel hepatik rezeksiyon yapildi. V. Gruba C1 INH
uygulanmasini takiben parsiyel hepatik rezeksiyon yapildi. VIII. Grup ratlara
intravenoz komplement-1 inhibitorii (C1 INH) verildikten 20 dakika sonra
iskemi reperfiizyon uygulandi. Tiim ratlar islemlerden 5. giin sonra sakrifiye
edilip biyokimya, patoloji ve histolojik parametreler i¢in gerekli serum ve
karaciger doku 6rnekleri alindi.

Karaciger dokusunda reperfiizyon hasart GSH ve MDA diizeyleri ile,
karaciger fonksiyonu serumda KCFT tayini ile, apopitozis ve rejenerasyon
immun histokimyasal yontem ve elektron mikroskopisi ile degerlendirildi.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda; C1 INH iskemi-reperfiizyonun
indiikledigi hepatosit hasarini azaltmig, antiinflamatuar etki gdstermis ve en

onemlisi karaciger dokusunda apopitozisi baskilamigtir.
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolagim tarafindan
saglanamamasi ve olusan artik irlinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi
olarak tanimlanir(1). Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan dolasiminin yeniden
saglanmasidir. Iskemik bir dokunun repefiizyonu dokunun oksijen ve diger metabolik
ihtiyaglarim1 karsilarken paradoksal olarak dokularda hasar olusturur(2). Bir dokudaki
iskemi ve reperflizyon (I/R) sonucu olusan hasar, dokunun ayni siirede sadece iskemiye
maruz kalmasi sonucu olusan hasardan daha fazladir(3).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonrasi gordiigii hasar akciger, karaciger, kalp,
beyin ve barsaklar gibi pek ¢ok organda ayrintili olarak arastirilmistir (4-7). Ancak yine de
I/R hasarmin fizyopatalojisi tam olarak aydmlatilmis degildir. I/R hasarinda serbest
radikallerin olusumu, polimorf niiveli lokositlerin aktivasyonu, endotel ve kompleman
sistemi gibi major komponentlerin rol oynadigi bilinmektedir(8,9). Bu tablo lokal ve
sistemik inflamatuvar cevabin baglamasina yol agarak lokal ve uzak organlarda da hasar
olusturmaktadir.

Iskemi; arteriyel ve/veya vendz tikaniklik sonucu meydana gelir. Sonrasinda
etkilenen vaskiiler yatakta staz olusur. Sok, transplantasyon, myokard infarktiisii,
serebrovaskiiler olaylar sonrasinda iskemi goriilebilir. Bunun disinda karacigerde iskemiye
neden olan olaylarin basinda; karaciger rezeksiyonu, hemorajik sok, travmaya bagh
karaciger hasar1 gelir. Iskemi ve reperfiizyonun primer sonucu gelisen iltihabi yanit, primer
olarak iskemi gelismeyen organlarda da inflamatuar hasar1 hizlandirabilir. Bu durumda
coklu organ yetmezligi (MODS) meydana gelebilir ve bazi hastalarda 6liime sebebiyet
verebilir. I/R nétrofillerin aktivasyonuna, adezyonuna ve migrasyonuna, sayisiz
inflamatuar mediat6r salimina neden olur. Bu mediatorler o dokuda hasar meydana getirir.
I/R hasarinda 6zellikle polimorf niiveli 16kositlerin (PMNL) aktivasyonu, serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusumu, sitokin salinimi, kompleman aktivasyonu ve eikosanoid
yapimi meydana gelir. I/R hasar1 gelisen hastalarda bu mediatorler dolasimda anormal
derecede yliksek seviyede tesbit edilmis olup, bunlarin varlig klinik belirti ve bulgularin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir(10).

IR hasarinda kompleman sisteminin her 3 yolu da aktive olmaktadir. Normal
sartlar altinda hiicre membranlarinda 6zellikle de endotel hiicre membraninda bulunan

“decay accelerating faktor” ve membran kofaktor protein hiicreyi kompleman saldirisina



karst korur(10,11). Reperfiizyon sirasinda kompleman bagimli proinflamatuar peptidler
(C3a ve C5a) salmir. Bu peptidler; notrofil aktivasyonuna, diiz kas hiicrelerinde
kasilmaya, wvaskiiler permeabilitede artisa, makrofaj aktivasyonunda artisga, C5b-9
polimerizasyonu ile saldirgan yabanci hiicre lizisine, fosfolipid tabakasinin biitlinliigiiniin
bozulmasina, C3b opsonizasyonuna, anaflatoksinlerin aktivasyonuna, endotel hiicrelerinde
fibrin depositlerinin birikimine ve trombosit agregasyonuna neden olur(12-15).

Kompleman kaskadinin inhibisyonu karaciger hasarin1 minimalize etmek ve fatal
organ hasarini 6nlemek i¢in bir tedavi yontemi olabilir.

Kompleman sisteminin baskilandigr hayvanlar; soluble kompleman reseptor 1
(sCR1) ve C5aR inhibitorii ile tedavi edildiginde iskemi sonrasi karacigerde uzun
reperflizyon siiresi (24 saat) boyunca ¢ok az miktarda notrofil birikimi saptanmistir ve
hasar anlamli derecede az olarak tesbit edilmistir.

Kompleman-1 inhibitérii (C1 INH); serin proteaz inhibitor ailesinden olup
komplemanin klasik yolunun major inhibitoriidiir(16). Yapilan bir¢ok calismada ClI
INH’iin reperfiizyon iliskili mikrosirkiilatuar diizensizlikleri en aza indirdigini
gostermektedir. Antiinflamatuar 6zelliginden dolayr C1 INH sepsis, myokard infarktiisii
gibi ¢esitli hastaliklarda hayvan deneylerinde kullanilmigtir(16,17). Yapilan birgok
calismada C1 INH’ iin reperfiizyon iliskili mikrosirkiilatuar diizensizlikleri en aza
indirdigini gostermektedir. Karaciger IR hasarinda hayvanlar C1 INH ile tedavi edildiginde
karacigerde uzun reperfiizyon periyodunda (24 saat) PMNL birikiminde anlamli derecede
azalma saptanmig ve karaciger nekrozunun azaldigi goriilmiistiir. Ayrica C1 INH oksidatif
stresin indiikledigi kuppfer hiicrelerini bloke ederek koruyucu etki goOstermistir.
Karacigerde parankimal hiicre hasarim1 azaltmus, karaciger fonksiyonlarini ve

mikrovaskiiler perfiizyonu iyilestirmistir.

AMAC:

Bu calismada IR hasar1 sonrast kompleman inhibitoriiniin apopitozis ve
rejenerasyon lizerine olan rolii ve tedavideki etkisi arastirilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda karaciger transplantasyonu ve karaciger rezeksiyonu sonrasinda kompleman

inhibitoriiniin pratik kullanimi hakkinda bilgi edinilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGERDE iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Karaciger tarafindan tolere edilebilen normotermik iskeminin siiresi tam olarak
bilinmemektedir. Glinlimiizde elektif sartlarda yapilan karaciger rezeksiyonlarinda, portal
triad klempleme siiresinin 90 dakikaya kadar uzatilabilecegi kabul edilir. iskeminin 90.
dakikasindan sonra karacigerde geri dontisiimsiiz degisikliklerin meydana geldigi ¢esitli
calismalarda gosterilmistir(16).

IR hasari; dokunun gecici olarak kan akimindan yoksun birakilmasi ve kan
akiminin geri donmesi sonucu ciddi bir inflamatuar cevabin baglamasi ile karakterizedir.
Iskemi arteriyel ve/veya vendz tikamklik sonucu meydana gelir. Sonrasinda etkilenen
yatakta staz gelisir. Sok, transplantasyon, myokard enfarktlisii sonrasinda iskemi
goriilebilir. Bunun disinda karacigerde iskemiye neden olan olaylarin basinda; karaciger
rezeksiyonu, hemorajik sok, travma gelmektedir(16-19). Kan akiminin kesilmesini takiben
ortaya ¢ikan organ disfonksiyonunun nedeni reperfiizyon sonrast meydana gelen hiicre
hasar1 ve organ hassasiyetinin artmasidir.

IR hasar1 karakteristik olarak;

e PMNL ‘nin aktivasyonuna (20)

e Serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina (21)

e Sitokinlerinin salintminda artisa (22)

e Eikasonoidlerin iiretiminde artisa (23)

e Kompleman sistemin aktivasyonuna neden olur. (24)

2.1.1. Lokositlerin Rolii

Iskemi/Reperfiizyon 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve Idkosit endotel hiicre
adhezyonuna yol acar. Polimorf niiveli 16kositler de, endotel hiicreleri gibi SOR {iretme
kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri
siirlilmiistiir. Bunlar;

1. Mikrovaskiiler okliizyon

2. Serbest oksijen radikallerinin salinmast

3. Sitotoksik enzim salinmasi



4. Vaskiiler permeabilite artis1

5. Sitokin saliniminda artistir.

Polimorf niiveli 10kositlerin baslangictaki kemoatraksiyonlar1 endotel hiicreleri ve
ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlar1 ise endotel hiicrelerde ve
16kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligi ile olur. Lokosit adhezyon molekiilleri
(LAM) lokositlerde ve diger baska hiicrelerde de bulunan ve gelisme, haberlesme,
inflamasyon ve apoptosis gibi pek cok biyolojik olaylarda rol alan yapilardir. Selektin
grubu adhezyon molekiilleri, doku hasari olan bolgede aktive olmus endotele, PMNL’lerin
baslangigtaki adhezyonunda rol alirlar. L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ liyesi
vardir.

I/R, endotelde P-selektin ekskresyonunu arttirir. Bu molekiil, PMNL’lerde bulunan
P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit
endotel baglantisin1 olusturur. Ikinci asamada l6kosit Beta-2 integrinler ile endotelyal
interselliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasinda etkilesim ile 16kosit adhezyon ve
agregasyonu gelisir. Uciincii asamada platelet endotelyal hiicre adhezyon molekiil 1 ile
endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile 16kosit transmigrasyonu gelisir. Aktive
l6kositler ekstravaskiiler kompartmana ulagsinca hasar bolgesine dogru goc etmeye
baslarlar (kemotaksis). Burada aktive 16kosit cevab1 su mekanizmalarca gergeklestirilir;

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandin ve
l16kotrienler) iiretilir

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir,

3. Serbest oksijen radikallerinin iiretimi gergeklesir. Bu iiriinler endotel hasari ve doku
zedelenmesinin giicli. mediyatorleridir ve baglangigtaki inflamatuar uyaranin etkisini
giiclendirir. Baz1 durumlarda lizozomal enzimler hiicre digina salinabilir. Hasar yapici
etkeni ortadan kaldirmaya veya diliie etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu
mikrovaskiiler permeabilite artis1, 6dem, tromboz ve parankim hiicre 6liimii de gerceklesir.
Gorevini tamamlayan l6kositler apopitotik hiicre 6liimiine ugrarlar ve lenfatik dolagim ile

ortamdan uzaklastirilirlar.
2.1.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Rolii

IR hasar1 serbest oksijen radikallerinin olusumu ile baslar. Ilk basamak hipoksi

nedeniyle ATP yapiminin durmasi ve kullaniminin devam etmesi, yikim sirasinda agiga



cikan hipoksantin {irik aside oksijen olmadigi i¢in indirgenememesi ve hiicrede ksantin
birikimidir. Ikinci basamak iskemi esnasinda biiyiikk orandaki ksantin dehidrogenaz
enzimin ksantin oksidaza cevrilmesidir. Ksantin oksidaz enzimi oksijene direkt olarak
elektron transferi yaparak siiperoksitleri meydana getirir. Fazla miktardaki bu serbest
oksijen radikalleri biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girebilirler. Hiicresel

hasar olusumunda 6zellikle ii¢ tip reaksiyon dnemlidir;

Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel membranlarinda
lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali membran lipidleri ile ¢ift bag
yapar ve boylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipid
peroksidasyon iriinii (malondialdehit, dien konjugatlar1 gibi) olusur. Eritrosit
membranlarinin, lipozomal membranlarin (6zellikle hiicre ve mitokondri) okside olmasi ile
bu yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir. Membranin iyon gegirgenligi bozulur.
Eritrositlerde hemoliz olur. Boylece yaygin membran, organel ve hiicre hasari ortaya ¢ikar.
Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri, aminoasit yan
zincirleri oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olusmasina yol acarlar.
Ayrica protein yapisinda, ana zinciri okside ederek proteinlerin pargalanmasina neden
olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel 6nemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikar.

DNA hasari: Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile
reaksiyona girerek tek zincir kirilmalari olusturur. Sonucta hiicrelerin  enerji

kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre 6liimii olur.

2.1.3. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi plazmada inaktif olarak bulunan enzimlerin kademeli
aktivasyonu ile inflamatuar peptidlerin, opsoninlerin ve hiicre zar1 saldiri kompleksinin
olustugu bir yoldur. Bu yolda olusan proteinler anafilatoksik, inflamasyon bdlgelerinde
vazodilatasyon, vaskiiler permeabiliteyi artiran (C3a, C4a, C5a) ve fagositlerin endotele
yapismasini uyaran etkiler gosterirler. Kompleman sistemi klasik ve alternatif yol
(properdin yolu) ve bu iki yolun birleserek terminal yol ve sonucunda olusan hiicre zari
saldir1 kompleksini kapsamaktadir. Mannoz baglayici lektinin (MBL) rol aldig1 lektin yolu
da klasik yolla birlesmektedir. Hepatositler, monositler, makrofajlar, bobregin tiibiiler ve
glomeriiler hiicreleri kompleman komponentlerinin sentez yerlerinden bazilaridir.
Kompleman sistemi proteinleri, serum total proteinin %10'nu olusturur, beyin omurilik

stvisinda ise kompleman diizeyleri ¢ok diisiiktiir.



Kompleman sistemi yaklasik olarak 35 proteine sahip olup bazi enzimler (Clr, Cls,
C2, Faktor B, Faktér D) , kofaktorler, inhibitdr veya inaktivatorler, membran iliskili
protein ve reseptorler (Clq, C3a, C4a, C5a, CR1,CR2, CR3) igerir. Bunlara ek olarak;
CD55-CD59 gibi membran bilesenleri ve C8 ve C9 gibi membran inhibitdrleri de
kompleman sisteminin 6nemli diizenleyici proteinleridir(26-29).

Aktivasyon sirasinda kompleman komponentlerinin ¢ogu enzimatik olarak, biri
daha biiylik olmak iizere, 2 pargaya ayrilir. Kiiclik parg¢a anafilatoksik, kemotaksik ve
vaskiiler gecirgenligi artirict 6zellikler gosterirken, biiylik fragman bakteri zarlar1 veya
immunkompleks gibi farkli yiizeylere baglanma ve bir sonraki komponenti aktive eden
enzimatik bolgeye sahiptirler.

Kompleman sistemi ii¢ yol ile aktive olur.

1- Antikor bagimli klasik yol

2- Antikor bagimsiz alternatif yol

3- MBL-MASP yolu

Klasik Yol: Antijen-antikor immun kompleksler, CRP, fibronektin ve fibrinojen klasik
yolun aktivatorleridir. E. koli ve Salmonella gibi diisiik virulansh bazi bakteriler, gram
negatif bakteriler, parainfluenza viriis gibi viriisler C1q ile direkt olarak etkilesime girerek
klasik yolu antikor yoklugunda aktive edebilir. Klasik yolun immunolojik olmayan
aktivatorleri de bulunmaktadir. Urat kristalleri, denatiire DNA, RNA tiimér virusleri,
bakteri endotoksini, baz1 polianyonlar, es-molar heparin:protamin klasik yolu dolaysiz
olarak aktive edebilirler. IgG ve alt gruplari, I[gM grubu immunoglobulinler de klasik yolu
aktive edebilir. Bir tek IgM veya iki IgG'nin bakteri veya virlisle enfekte olmus host
hiicresi ylizeyine baglanmasi, aktivasyon i¢in yetebilir. Coziiniir antijenler ise ancak biiytlik
multimolekiiler antijen-antikor kompleksleri (immunkompleks) halinde kompleman
sistemini aktiflestirirler. Sistem aktivasyonu C1 proteinin bu maddelerden birine direkt
baglanmasi ile veya plazmin gibi bazi fibrinolitik enzimlerin C1 {izerine direkt enzimatik
ataklar ile baglar. Antikorun C1’e baglanmasi ile serin proteaz aktive olur. C4C2’ nin
C4bC2a ‘ya doniistimiinii saglar. C4bC2a ise C3’iin C3a ve C3b doniisiimiinii saglar. C3b
fagositler i¢in opsonin gorevi yapar. Ayrica C3b, C5 ‘in baglanmasi i¢in yer olusturur. C5
membran atak kompleksin olusumunu baglatir. MAK hiicre zarinda porlar meydana

getirerek hiicre lizisine neden olur. (Resim 1-2)



MBL_MASP (Lektin Yolu): Dogal bagisiklikta, heniiz kazanilmis immun cevap
olusmadan Onceki devrede, onemli rol istlenir. Mikroorganizmalarin yiizeylerindeki
mannoz ve N-asetilglikozamin gibi karbonhidratlar1 taniyan kollektin ailesinin bir iiyesi
olan mannoz baglayici lektin (MBL) de klasik kompleman yolunu aktive edebilmektedir.

Alternatif yol (Properdin Yolu) : E.koli, tripanozoma, diger parazitler, viriisle enfekte
olmus hiicreler, maya hiicre duvari, kobra venom faktorii, nefritik faktor, dekstran siilfat,
polivinil siilfat, ndoraminidaz ile muamele edilmis eritrositler, insanda diger memelilerin
eritrositleri, antijen-antikor kompleksleri, Ig A ve klasik yolu aktive eden
immunglobulinler, lipopolisakkarid ve diger bakteri iiriinleri kompleman sistemini
alternatif yol aracilig1 ile aktive ederler. Alternatif yol bakteri hiicumunda 6n safta yer alir
ve henliz konagin antikor iiretimi icin yeterli zaman bulamadigi donemde devreye girer.
Klasik yolun etkinlestirilmesi sonucunda aktiflesen C3 de, alternatif yolu
aktiflestirebilmektedir. C3 klasik ve alternatif yolun birlestigi noktada yer alir ve
kompleman sisteminin en onemli iiyelerinden biridir. Dolasimda C3 proteolitik enzimlerin
etkisi ile C3a ve C3b'ye ayrilmakta, ancak faktor I ve H ile siirekli olarak inaktive edilerek
diisiik  diizeyde tutulmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin  polisakkarid ve
lipopolisakkaridleri varliginda bu denge bozuldugunda C3b, faktdr B ve D ile etkilesime
girer. Dolagimda devamli olarak hidrolize ugrayarak farkli bir konformasyona ¢evrilen C3,
faktor B'ye, bu ikiliye de faktor D baglanir ve sonucta faktor B kirilir. Geride kalan
kompleks, alternatif yol C3 konvertazdir. Properdin, bu konvertaza baglanir ve onu
stabilize eder ve kompleman kaskadinin devamini saglar. Faktor D, plazmada aktif halde

bulunan bir proteazdir.



immLn kompleksler, mikrobiyal aktive
nonimmun aktivatdrler katbonhidratiar yUZEYlEr
(+) (+) (+)
B1 {Eiq Ctr, C1s) MBL+{MA$F -1, MASP-2) C3b
H +B

H
ct-mu

—\ i ,33 ‘*-«...Fah’n:nr H

(+C5) \
3a C4b2a3b \ CIbBLC3D  * C3a

+E‘3

C5a
GSb
+Ch
Ja] .| spoun
* Clusterin
+(C8

SEKIL 1: Kompleman Sistem Aktivasyonu (Nature Clinical Practice, Nephrology; 2007, 3: 277)



Alternative pathway

A rtijen-antikor kompleksi Harbonhidrat kalintlzn (mannoz) Bidive yiizeyler

Clg, O, C1s ! MBL Cib
4 MASPs B

) G4 0
\\\u | G2 Propardin

!

C3 convertases

¥ Cla :
C3 ) Anaflatoksin
G3b
Cib

C5 convertases
i 2058 anafiatoksik
4] “‘.. .
C5h Cib  kemotaksiz

6
Terminal pathway c7
L9
C9(n)

J
Chb-9 (MAC)

e

SUbItik etkiler

Liziz

SEKiL 2: Kompleman Sistemin Etkileri (Nature Clinical Practice, Rheumotology; 2006, 2: 330)



Dpsn:u_nizas':.-'nn: Cahile
kaplanarak fagositozu
artirir

inflarmasyon: damar
permeahiltesi,
kemotaksiz fagositos
artar

membrane

Sitoliz: MAK (C5-C9] ile
transmembran kanal
vapis bozulur . Hicre
igetidi kaybeddilir.
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2.2. IR HASARINDA KOMPLEMAN SiSTEMIN ROLU

Yapilan bircok calisma da IR hasarinda kompleman sistemin her 3 yolunun da
aktive oldugu gosterilmistir(30-32). Myokardda reperflizyon sirasinda kompleman
aktivasyonunu gosteren bir ¢alismada komplemanin klasik yolu C1 inhibitérii kullanilarak
inhibe edilmis ve iskemik myokardin reperfiizyon hasarindan efektif olarak korundugu
gbzlenmistir(33).

Hayvan deneylerinde barsak IR hasart kompleman inhibitorleri ile tedavi
edildiginde; mukozal hasarda azalma, damar permeabilitesinde azalma ve sagkalimda artig
saptanmistir(34-37).

Karaciger IR hasarinda komplemanlarin rolii ilk olarak Jaeschke tarafindan 1993
yilinda arastirllmistir. Bu ¢alismada hepatik iskemiden 6nce serum kompleman inhibitorii
olarak kobra venom faktor kullanilmis ve sonugta kupffer hiicrelerinin neden oldugu
oksidant streste anlamli azalma goriilmiis, reperfiizyonun basladigi 1 saat boyunca
karaciger notrofil birikimine karg1 korunmustur. Soluble kompleman reseptor 1 (sCR1) ve
C5a reseptor inhibitorleri ile tedavi edilen hayvanlarda karacigerde iskemi sonrasi uzun
reperfiizyon siiresi (24 saat) boyunca ¢ok az miktarda notrofil birikimi saptanmis ve hasar

anlamli derecede azalmis olarak tesbit edilmistir(38-40).

2.2.1. C1 inhibitorii:

C1 inhibitor (C1 INH) bir serin proteaz inhibitorii olup birgok farkli proteazi inhibe
eder; kompleman sisteminde Clr, Cls ve MASP ° yi, kontakt sistemde Faktor 12 ve
kallikreini, koagiilasyon sisteminde Faktor 11 ve trombini, fibrinolitik sistemde tPA ve
plazmini inhibe eder.

Kompleman klasik yolunu bloke eder ve kompleman aktivasyonunu azaltir.
Reperfiizyon hasarina kars1 iskemik dokuyu korur. Ratlarda IR hasari olusturulan karaciger
modellerinde C1 inhibitorii ile tedavi edildiginde perfiize olan siniizoid sayisinda artis,
16kosit adezyonunda azalma saptanmistir. Perflizyondaki artis:

e interstisyel 6demin azalmasina
e Endotelial sigmedeki azalmaya
e Trombosit ve 16kosit agregasyonundaki azalmaya baglanmistir(41).
Bir diger calismada gecici iskemi sonrasi perisantral hepatositlerde intraselliiler

kompleman iiriinlerinin konsantrasyonunda artig saptanmistir(42).
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C1 inhibitdriiniin komplemanin alternatif yolunda higbir etkisi yoktur(41-42).

C1 inhibitorleri protektif sitokin olan IL10 ve IL6 diizeyini artirarak antiinflamatuar
etkide gosterir(43). Antiinflamatuar 6zelliginden dolay1 bir¢ok hayvan deneyinde sepsis,
myokard enfarktlisii gibi hastaliklarin arastirlmasinda kullanilmigtir. Koroner arter
tikanmasini takiben gelisen myokard iskemi-reperfiizyon hasarinda C1 INH’iin hasari
belirgin azalttig1 gosterilmistir(44-48). Organ transplantasyonlar: sirasinda da IR hasari
sonucu kompleman aktivasyonu meydana gelir. Kompleman aktivasyonu ve ilgili patolojik
olaylarda C1 INH ile onlenebilir. C1 INH organ naklinden 6nce (49,50), perfiizyon
sirasinda ve perfiizyon soliisyonlarina eklenerek kullanilabilir(51). C1 INH endotel
hiicrelere baglanarak tiim fonksiyonel kapasitesini korur. Boylece transplante edilecek

organa bagli komplikasyonlar 6nemli 6l¢iide azaltilmis olur(52).
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RESIM 1: Kompleman Inhibitérii (C1 INH, Cetor)

2.2.2. C3 inhibitérleri (sCR1) :

Cesitli organlarda IR hasarina karg1 yaygin olarak kullanilan bir diger kompleman
inhibitorii sCR1 ‘dir. sCR1;
v’ Fagositozu diizenler
v' C3 aktivasyonunun potent diizenleyicisidir.

v C3b ve C4b ‘e baglanarak C3-C5 konvertazlarin yikimini hizlandirir(53).
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v" Tiim yollarda ortak kompleman aktivatorii olan C3’ {in aktivasyonunu inhibe eder.

Boylece hem C3a ve C5a’ nin hemde MAK ‘“in {iretimini engeller.

Deneysel caligmalarda IR hasarinda sCR1 uygulamasi infarkt boyutunu azaltir,
infarkt alaninda PMNL birikimini azaltir, C5a {iretimini baskilayarak I6kosit adezyon
reseptorlerinin  salinimin1 ve 16kosit kemotaksisini Onler(54,55). Sonug¢ olarak direkt
endotelial hasara neden olan C5b-9 kompleks olusumu sCR1 tarafindan baskilanir(56).

Karaciger IR hasarinda hayvanlar sCR1 ile tedavi edilmisler ve post iskemik
karacigerde postiskemik karacigerde uzun reperflizyon periyodunda (24 saat) 1okosit
PMNL birikiminde anlamli derecede azalma saptamislardir.(38) Bu calismada ayrica
reperflizyon hasarinin ge¢ donemi boyunca karaciger nekrozuda anlamli diizeyde
azalmistir. SCR1 oksidatif stresin indiikledigi kupffer hiicrelerini bloke ederek koruyucu
etki gosterir, karaciger fonksiyonlarini ve mikrovaskiiler perfiizyonu iyilestirir. Parankimal
hiicre hasarini azaltir(39).

Barsak IR hasarinda kompleman inhibitorii olarak sCR1 kullanildiginda mukozal
hasarlanmada azalma, vakiiler permeabilite de azalma ve sagkalimda artis
goriilmiistiir(57,58).

Allogreft cevabi lizerine sCR1 ile yapilan bir caligmada ise plazma kompleman
aktivasyonu %90 ‘mn iizerinde baskilanmig, doku C3 ve MAK birikimlerinde azalma
goriilmiistiir. Ayrica 16kosit infiltrasyonunda azalma ve greft Omriinde artis

saptanmistir(59-61).

2.3. APOPITOZIS
Apopitozis, programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Bir grup protein ve gen
ekspresyonunun birlikte islemesi sonucunda meydana gelir. Gen ekspresyonu ile birlikte
cekirdek DNA’s1 karilir, kromatin ¢ekirdekte yogunlasir, ¢eperde toplanir, sitoplazma
biiziisiir, bu esnada hiicre membran biitiinliigii ve mitokondrion dis yapist korunur.
Sonunda hiicre apopitotik cisimcikler olusturarak pargalanir. Bu cisimcikler yakinindaki
yerlesik hiicreler, bolgesel makrofajlar, mikroglial hiicreler tarafindan abartili bir

inflamatuar reaksiyon olmadan fagosite edilirler(62-64) .
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Apopitoz, embriyonal donemdeki temel hiicre 6liim seklidir. Fetal yagam sirasinda
hiicrelerin biiylik kismi1 bu yolla ortadan kaldirilir. Hiicre ¢ekirdeginde DNA hasar1 tamir
edilemeyecek boyuta geldiginde (Ozellikle yiiksek ¢cogalma yetenegine sahip hiicrelerde)
apopitoz programlar1 aktive olabilir. ATM (atexia telengiactasia mutated) gibi bazi
kinazlar, DNA hasarini tarayip saptarlar eger DNA hasar1 kontrol edilemeyecek boyutta ise
ATM, p53 gibi hiicre dongiisiinde kontrol noktalarinda yer alan pek ¢ok proteini, hiicre
Olimiinii desteklemek {izere fosforile eder. p53’iin yar1 omrii ugradigi fosforilasyon ile
uzar. Fosforile pS3 hiicre yikiminit hedefleyen proteinlere baglanamaz ve stabilize hale
gelir. Stabilize p53, proapopitotik proteinlerin ekspresyonunu arttirirken Bcel-2  gen
ekspresyonunu baskilar. Boylece hem DNA tamir mekanizmalarini aktive eder hemde
6liim proteinlerinin salinimin1 baskilar. Ancak onarim yetersiz olursa, hiicreyi apopitozise
gOotiirtr(68-71).

Nekrotik hiicre 6limii ise apopitozdan g¢ok farklidir. Hiicre sismesi, membran
biitiinligiiniin  kayb1 ve belirgin inflamasyon ile karakterizedir. DNA iplikgikleri,
apopitozdaki gibi interniikleozomal baglanti noktalarindan, diizenli olarak kirilmaz,

rastgele olacak sekilde kirilir(64-68).
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Nekroz Apopitoz

Sekil 4: Apopitotik Ve Nekrotik Hiicre Olumleri

Apopitozisin canli hiicrelerinin reperfiizyondan hasar gérmelerinde onemli bir
faktor oldugu, hem hayvan deneylerinde, hemde klinik transplantasyon caligmalarinda
gosterilmistir(69,70).

Reperfiizyon sonucunda pre- apopitotik proteinler olan caspase-3 ve caspase-8’in
aktivasyonu ile apopitoz tetiklenir. Caspase-3 ve caspase-8 birlikte mitokondrial membran
yapisinda ve fonksiyonlarinda bozulmaya yol agmanin yanisira sitoplazmaya sitokrom C
salinimina ve sonugta niikleer DNA’nin yikilarak hiicrenin 6lmesine sebep olmaktadir(71-
73).

Apopitozu baglatan genler, Olim sinyallerini hiicre disinda bulunan 6liim
reseptdrleri araciligi ile hiicre igine iletirler. Oliim reseptérleri, timdr nekroze edici faktor
(TNF) reseptdriiniin {ist ailesine aittirler ve TNF R-1, FAS ve p75 NTRyi igerirler. Oliim
sinyalinin disaridan gelmesi sart degildir hiicre icerisinde hasarlanmis DNA, endoplazmik
retikulum veya mitokondride bu sinyalin kaynagi olabilir(65,66,72).

Apopitozis iki agamada gelismektedir.

15



1. Baslangi¢ fazi (6liim faktorleri, 6liim reseptorleri)
2. Ikinci faz (mitokondriyal disfonksiyon)

Oliim faktorleri TNF reseptor-1 (TNF-R1) ve Fas (CD95/APO-1) reseptorleridir.

Bu reseptorler ligantlar1 ile baglandiktan sonra Fas, TNF-R1, adaptor proteinler ve pro-
caspaslardan olusan bir 6liim kompleksinin olusmasina aracilik ederler. Olusan bu
kompleks ise caspase-8 ve caspase-3’iin aktivasyonunu saglar (76).
Oliim faktdrlerinin salmimim takiben mitokondriyal disfonksiyon baslar. Mitokondri dis
zar1 lzerindeki pro ve antiapopitotik Bcl reseptor ailesi iiyelerinin birbirleriyle olan
etkilesimlerinin hiicrede yasam ile o6liim arasindaki kararin alinmasinda rol oynadigi
distiniilmektedir (74,75).

Oliim reseptérleri ile mitokondriyal disfonksiyonun baslamasi bir bid proteini ile
iligkilidir. Bid proteini caspase-8 tarafindan aktive edildikten sonra mitokondrilerden
sitokrom-C salinmaya baslar. Olusan sitokrom-C Apaf-1 aktivasyonunu saglar, aktive
Apaf-1 caspase 9 aktivasyonunu yapar. Aktive olan caspase-9, caspase-8 ile birlikte
caspase-3 aktivasyonunu gerceklestirir. Kaskadin en sonunda aktive olan caspase-3
niikleazlar1 aktive eder ve ¢ekirdek DNA’sinin yikilmasi ile hiicrenin 6liimiine sebep olur
(68,75-81).

Apopitoz olusumunun yan yolaginda ise hiicresel stres sonucunda ortaya g¢ikan
sitokrom C, Apaf-1’e baglanarak caspase-9’u aktive eder. Bu noktadan sonra her iki yolak
birlesir (71).

Apopitozis’i degerlendirmek i¢in, birgok histokimyasal tetkik gelistirilmistir.
TUNEL (Transferase- mediated d-UTP-biotin Nick End Labeling) bu ydntemlerden
birisidir. Enzimatik olarak in-situ, DNA fragmantasyonunun tespitine olanak saglar. Bu
yontemin temel prensibi tek ve/veya ¢ift zincir kirikli DNA bolgesine, isaretli

niikleotitlerin girmesi veya eklenmesidir.
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TUNEL yonteminin diger apopitozis tespit yontemlerine gore daha sensitif olma
nedeni, pepsin, protein K, S1 niikleaz ve DNA zincirlerinin i¢ine girebilen ozellikte
proteazlarla zenginlestirilmis olmasindandir. Apopitozisdeki yogun kromatin yapilar1 ve
niikleer proteinlerdeki olusan ¢apraz baglar, bu proteazlarla tespit edilir. Boylece bir ¢ok
histokimyasal metodla ya da yogun ve zor DNA c¢alismalariyla gosterilemeyecek kadar
kiigiik boyut ve orandaki apopitotik hiicreleri bu yontemle gostermek miimkiin olur (82-

87).

2.4. GLUTATHION

Glutathion, 1888 yilinda Rey Pailhade tarafindan kesfedilmis ve 1930 yilinda da
glutathionun L-glutamil-sisteinil-glisin yapisinda bir tripeptit oldugu ortaya konulmustur
(76,88,89). Glutathion ana olarak karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen
bir tripeptittir. Biyosentez, sitoplazmada yer alan glutamilsistein sentetaz ve glutathion
sentetaz enzimlerinin katalizi ile ger¢eklesmektedir. Hiicre i¢i yapilar ve diger hiicrelerin
glutathion ihtiyaci sentezlenen glutathionun plazma ve interselliiller membranlarda yer alan
Ozgilin tastyic1 proteinlerle aktarilmasi ile karsilanmaktadir. Glutathion hiicre i¢i major
olmayan bir protein olan tiyoldiir. Hiicrede serbest ya da cesitli molekiillere (6zellikle
proteinlere) bagli olarak bulunabilmektedir. Serbest glutathion formu indirgenmis (GSH)
veya oksitlenmis tiyol (GSSG) formlarinda bulunur.

GSH hiicre i¢i antioksidan sisteminin bir iiyesi olup, hiicre redoks dengesinin
saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Peroksitleri, daha az zararli olan yag asitlerine, su
ve GSH disiilfidlerine doniistiirtir. Antioksidan islevinin yani1 sira sinyal iletisinin
modiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve immmiin cevapta da islevleri tanimlanmistir(89-93).

GSH bunlarin disinda;

1) DNA’ nin deoksiriboniikleotid onciillerinin sentezinde gorev alir.
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2) Esansiyel-SH gruplari igeren enzimlerin koruyucusu ve aktivatorii olarak gorev yapar.
3) GSH-peroksidaz gibi antioksidan enzimler i¢in kofaktor olarak ¢aligir.

4) Hiicre igin toksik olan sisteini depo eder.

5) Hiicre i¢i bakir taginimi ve detoksifikasyonda gorev yapar.

Hiicre i¢i GSH derisimi, GSH’nin hiicrede kullanim-sentez hizina baghdir.
Ozellikle savunma sisteminde GSH kullanimi, hiicre GSH/GSSG oraninin diismesine
sebep olmaktadir. Oksidatif stres hiicrede GSSG ve protein-karisik distilfit derisimlerinin
artmasina neden olmaktadir.

GSH hiicre icerisinde 0Ozellikle hidrojen peroksit (H202) detoksifikasyonu
(glutathion peroksidaz aracili) sirasinda oksitlenmektedir. Oksidasyona ugrayan tiyollerin
indirgenmesi ya da olas1 ise denovo biyosentez ile geri kazanimi NADPH bagimh
glutathion rediiktaz, thiyol transferaz (TRX) ve glutaredoksin rediiktaz (GRX) enzimleri
tarafindan saglanir. GSSG ve protein tiyolleri ile karigik disiilfitler bu enzim sistemleri
tarafindan GSH’a ¢evrilir (94-97).

GSH’nin ¢esitli molekiillerle konjugasyonu, hiicre GSH derisiminin diismesi
nedenleri arasinda yer almaktadir. GSH’nin kii¢iik molekiillerle olusturdugu bu konjugatlar
hiicreden atilir. Konjugasyon veya atilim nedeni ile olan GSH miktarindaki azalma,
hepatositlerde biyosentez ile ya da eksojen GSH alinimi ile kargilanir. Hiicre i¢ci GSH’ nin
diismesi erken donemde hiicrede adaptif yanit olusturarak GSH biyosentezini
arttirmaktadir (91,92,96).

Yiiksek GSH derisimi hiicre fonksiyon ve canlilifinin bir gostergesi olarak kabul
edilir.(98) Bunun aksine GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma sisteminin

zayiflamasinin ve mitokondriyal hasarin belirte¢lerinden olarak kabul edilir (99).
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Hiicrenin apoptozisi baglatmast ya da devam ettirmesinde, hiicre i¢ci GSH
seviyesinin onemli oldugu goriilmiistiir. Hiicre i¢i GSH seviyesi diisliik oldugunda, hiicre
ici ROM artmakta ve apoptotik yolda rolii olan kaspaz aktivasyonu uyarilmaktadir (94,95).

Mitokondriyal ve sitoplazmik glutathionun tiiketilmesi, apoptotik hiicre 6liimiiniin
erken sinyalini olusturur. GSH’daki azalma mitokondri transmembran potansiyelini
degistirmekte, bu da mitokondrinin hizli bir sekilde fonksiyonunu kaybederek, sitokrom
C’nin sitoplazmaya salinimina sebep olmaktadir. Bdylece apoptozise giden yol

tetiklenmektedir (94) .

2.5. MALONDIALDEHIT

Serbest oksijen radikallerinin; savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde
fazla olusmalar1 sonucu, metabolizmada zararli etkiler olusturur. SOR’den en yliksek
oranda etkilenen bilesik lipidlerdir. Membranlarda bulunan fosfolipidlerdeki doymamis
baglar ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek, peroksidasyon
triinlerini  meydana  getirir.  Lipid  peroksidasyonunun en  Onemli  {riinii
malondialdehittir(100-102).

Olusan malondialdehit; hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek,
membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol agarak, iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuclara neden olur. Malondialdehit bu 6zelliginden
dolayi, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolay1r da

malondialdehit mutajenik, kiiltlir hiicreleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir(103,104).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar:

Bu calisma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapilmistir.
Caligmada her biri 200-250 gram arasinda degisen 48 adet disi Winstar albino ratlar
kullanilmigtir. Ratlar ¢aligmaya baglamadan bir hafta 6nce iiretim merkezinden aragtirma
merkezine getirilerek deney zamanma kadar, sicakligi +22°C ye ayarlanmis bir odada 12
saat giindiiz, 12 saat gece ortaminda tutulmuslar, su ve standart yem ile beslenmislerdir.
Ratlar deneyden iki saat dnce a¢ birakilip, su kisitlamasi yapilmamistir. Bu calisma
oncesinde ¢aligma projesi, iliniversitemiz “Hayvan Deneyi Etik Kurulu” tarafinca
onaylanmis ve c¢alismada tiim cerrahi girisimler “National Institutes of Health, Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak gerceklestirilmistir.

Calisma Gruplar:

Grup 1: PHR (6 Rat)

Grup 2: IR + PHR (6 Rat)

Grup 3: IR (6 Rat)

Grup 4: Kontrol (6 Rat)

Grup 5: C1 INH (6 Rat)

Grup 6: C1 INH + IR + PHR (6 Rat)
Grup 7: C1 INH + PHR (6 Rat)

Grup 8: C1 INH + IR (6 Rat)
3.2. Anestezi:

Biitiin hayvanlarin anestezisi, 50 mg/kg Ketamin Hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi
Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, Istanbul) ve 7 mg/kg xylazine Hidroklorit’ in

(Rompun, Bayer Sisli. Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandh.
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3.3. C1INH ‘in Uygulamsi ve Sivi Replasmani

Cerrahi igslemden 10 dakika 6nce, C1 INH (Cetor) 200 mg/kg dozda IV olarak
verildi. Ilacin ve cerrahi uygulamanin getirecegi siv1 agigini1 karsilamak amaci ile her rata
ortalama 2 cc ringer laktat ve 3 cc % 5 dekstroz, karin insizyonu kapatilmadan once
intraperitoneal verildi. Anesteziden sonra uyanma siireleri, ortalama 4 saat olup ratlarin
beslenme ve s1v1 alimlar takip edilerek, idrar ¢ikislar1 gdzlendi. Ilk 24 saat iginde tek doz

fentanyl tiim ratlara 0,02 mg dozda subkiitan olarak uygulandi.

RESIM 2: Kuyruk Veninden C1 INH Verilmesi icin Damar Yolu A¢ilmasi

3.4. CERRAHI TEKNiK

Hazirhk: Islem oncesi ratlar tartildi. Anestezi alan ratlarmn, insizyon sahasi traslandi.
Povidon iyot ile cilt antisepsisi saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklar
tesbit edildi. Diizenek aspirasyon riskini 6nlemek amaciyla, 30 derece egimli tutuldu ve
steril ortli insizyon alan1 agikta kalacak sekilde kapatildi.

Insizyon: Ust orta hat insizyonu, kanama daha az olacag diisiiniilerek tercih edildi. (Resim

4)
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Hepatektomi: Karaciger sol lateral segmenti, cevresindeki ligamentlerden kanama
kontrolii ile disseke edilerek rezeke edildi. (Resim &)

Iskemi: Portal pedikiile yerlestirilen mikrovaskiiler klemp ile sagland1. Iskemi siiresi 45
dakika olarak uygulandi. Portal pedikiil, diseksiyon mikroskopunda kanama kontrolii ile
klemplendi ve iskemi izlendi. (Resim 5-6)

Reperfiizyon: 45 dakikalik bekleme siiresi dolduktan sonra klemp kaldirildi ve
reperfiizyon disseksiyon mikroskobunda izlendi.

Iskemi Siiresini Bekleme: Iskemi siirecinde olan ratlara, 2 cc ringer laktat intraperitoneal
olarak verildikten sonra insizyon tek tabaka halinde 2 adet dikis ile yaklastirildi. Insizyon
tizerine steril spang kapatilarak, 1s1 lambasi altinda 45 dakika bekletildi ve 1s1 kontrolii
saglandi.

Islem Sonrasi Gézlem: Tiim ratlarm insizyonu 3/0 ipek kullanilarak 2 tabaka halinde
kapatildi. Kapatilmadan once %5 lik dekstroz 3 cc intraperitoneal olarak verildi. Anestezi
etkisi gecene kadar viicut 1s1s1 ve solunumu normal olacak sekilde izlendi.

Sakrifikasyon: Ameliyat sonrasi besinci giin, ratlar sakrifiye edildi. Once sitokin analizi
icin gerekli 5 cc vendz kani vena kava inferiordan alindi, ardindan karaciger eksize

edilerek immunhistokimyasal ve biyokimyasal parametreler i¢in ayrildi. (Resim 7)
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Resim 3: Orta Hattan Laparotomiye Baslanmasi

Resim 4: Portal Pedikiil Disseksiyonu
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Resim 5: Portal Pedikiil

Resim 6: Vena Kava Inferiordan Kan Orneklerinin Alinmasi
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Resim 7: Kismi Karaciger Rezeksiyonu

3.5. ARASTIRMA PARAMETRELERI

Arastirmada kontrol ve deney gruplarinda;
3.5.1. Immunhistokimyasal Analiz

Apoptozisin Degerlendirilmesi

Karaciger sol lobundan alinan doku 6rnekleri, incelemenin yapilacag giine kadar %
10’luk formal i¢inde, her bir rat i¢in ayr1 saklama kabinda bekletildi.

Inceleme yapilacagi zaman doku ornekleri doku takip kasetlerine alinarak parafin
blok haline getirildi. Her parafin bloktan 3 mikron kalinliginda kesitler alindi, kesitler
etiivde 56 °C’de bir gece bekletilerek deparafinize edildi.

e TUNNEL yontemi (In situ Cell Death Detection Kit; TUNNEL Metodu: Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Deoxyuridine Triphosphate Nick End Labeling)
icin, deparafinize edilen kesitlere proteinaz K damlatilarak 2 saat oda 1sisinda bekletildi.
Tris Buffer Saline (TBS) ile iki kez yikandi ve kurulandi. TUNNEL reaksiyon mixture ile

2 saat karanlik ve nemli ortamda bekletilerek, TBS ile tekrar yikandi ve kurulandu.
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Conventer-POD (vial-3)” de, 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Kromojen diamino
benzidinde, 10 dakika oda 1sisinda bekletilerek tekrar yikandi. Boyama islemi metil green
ile tamamlandi.

Isik mikroskopunda en biiyiikk biiyiitmede (x40 HBF) 200 hiicre sayildi. Pozitif

boyanan hiicre sayis1 % olarak belirtildi.

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) Islemi

Deparafinizasyon isleminden sonra, kesitlere PCNA antikoru damlatildi. 2 saat
bekletilerek TBS de 5 dakika yikandi. Daha sonra biomylated damlatilarak, 20 dakika
bekletildi ve TBS ile tekrar 5 dakika yikandi. Bunun ardindan streptavidin damlatilarak 20
dakika bekletildi ve TBS ile 5 dakika yikanip, 10 dakika siire ile {izerine diaminobenzidin
damlatild1 ve ¢esme suyunda yikandi. Hemotoksilenle 1 dakika zit boyama yapildiktan
sonra, ksilen ile seffaflastirilip balzamla kapatildi.

Isik mikroskopunda en biiylik biiyiitmede (x40 HBF) 1000 hiicre sayilarak, pozitif

hiicre sayis1 % olarak degerlendirildi.

3.5.2. KCFT Tayini:

Sakrifikasyon sonrasi sol ventrikiilden kan oOrnekleri (5 cc) alindiktan sonra
santrifiij edilerek -70 C °’de s1v1 nitrojende dondurularak saklanan serum o6rneklerinde;
Karaciger fonksiyon testleri (AST-ALT) Baskent Universitesi Biyokimya Boliimiince
degerlendirildi. Tiim biyokimyasal analizler ¢ift calisma seklinde gerceklestirildi.

3.5.3. Elektron Mikroskopik inceleme

Tiim dokular fosfat tamponlu %2,5 gluteraldehit igerisinde 2-3 saat fikse edildi. %1
lik osmium tetraoksid ile defiksasyonu takiben derecelendirilmis alkol banyosunda
dehidrate edildi. Spesimenler propilen oksit igerisinden gecirildi, araldit CY 212, 2-
dodesenil siiksinik anhidrat, bezildimetil amin ve dibutilpitalat i¢cine gomiildii. Yar1 ince
kesitler almarak toluidin mavisi ile renklendirildi ve 1sik mikroskobu altinda sahalar
secildi. Ardindan ince kesitler alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile kaplanarak LEO

906E transmisyon elektron mikroskopisinde incelendi.
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3.5.4 Karaciger Dokusunda Reperfiizyonun Degerlendirilmesi:

Dokuda MDA ve GSH Analizi:
Doku MDA Derisiminin Saptanmasi:

Doku orneklerinde MDA ve rediikte glutathion (GSH) analizleri i¢in karaciger
doku homojenatlar1 sogukta 0,15 M KCI i¢inde (%10, w/v) cam homojenizatorler
kullanilarak hazirlandi.

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi Beuge ve Aust tarafindan
tanimlanan yonteme gore analiz edildi. Yontem, MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asit ile yaptig
kompleksin kalorimetrik olarak Ol¢limii esasina dayanmaktadir. Bu yonteme gore bir
hacim doku homojenat Orneginin iki hacim stok reaktif (0,25 N HCI i¢inde %14
trikloroasetik asit ve % 0,375 tiyobarbitiirik asit i¢eren ) ile reaksiyona girmesi sonrasinda
hazirlanan reaksiyon karigimlart 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildikten sonra
sogutulup, 1000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlarin absorbansi
spektrofotometrik olarak 535 nm’de reaktif korii'ne karsi Olciildii. Molar ekstinksiyon
katsayist (1,56x10° M' cm ™ ) kullanilarak hesaplanan sonuglar nmol MDA/gram doku

olararak ifade edildi.

Doku GSH Derisiminin Saptanmasi

Doku homojenatlarinda rediikte glutathion (GSH) diizeyleri Ellman tarafindan
tanimlanan siilfidril grup analizi prensibine gore tayin edildi. Bu yontemde orneklerin
deproteinizasyonu sonrasinda Ellman’in renk reaktifi (%40 DTNB, w/v %1 sodyum sitrat
icinde) ile siipernatantlarin reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin absobansi 412
nm’de reaktif koriine kars1 spektrofotometrik olarak ol¢iildii. GSH derisimleri GSH egrisi
kullanilarak hesaplandi. Sonuglar nmol GSH/mg protein olarak ifade edildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Arastirma bulgularinin istatistiksel analizleri SPSS 9.0 paket programi ile
yapilmistir. Istatistiksel analizde merkezi dagilim Olgiitleri olan ortalama ve standart
sapmalar hesaplanmis, nonparametrik verilerin analizinde nominal degerlerin gruplar arasi
farkliliklar1 independent Samples T testi kullanilarak gerceklestirilmistir ve p<0.05

degerler anlamli olarak kabul edilmistir
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4. SONUCLAR

4.1. PATOLOJI

PCNA ig¢in; ilag alan ve aymi cerrahi islem uygulanan gruplar karsilastirildiginda;
(IR+PHR ve C1 INH+IR+PHR), (IR ve C1 INH+IR) ile Kontrol Grubu ve Sadece Ilag
uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak p<0,05 ‘e gore anlamli fark bulundu. iskemi
Repefiizyon uygulanmayip sadece kismi karaciger rezksiyonu yapilan grupta (PHR ve Cl1
INH+PHR) anlaml1 fark saptanmada.

Apoptozis i¢in; ilag alan ve almayan gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda;
(PHR ve C1 INH+PHR), (IR ve C1 INH+IR), Kontrol Grubu ve Sadece C1 INH uygulanan

grup arasinda istatistiksel olarak p<0,05 ‘e gore anlamli fark bulundu.
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RAT (PCNA) Ortalama Deger Ortalama Standart Hata

GRUP 1 ( PHR) 13,78 1,96
(C1 INH +PHR) 10,28 4,71

GRUP 2 ( IR+PHR) 18,80 1,95
(C1 INH+IR+PHR) 11,88 2,10

GRUP 3 (IR) 12,53 *1,08
(C1 INH+IR) 9,56 *3,05

GRUP 4 ( Kontrol) 13,78 + 4,84
4,30 *1,57

(C1 INH)

TABLO 1: PCNA i¢in Ortalama Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

PCNA (%)

GRUPLAR

OSeri 1
Wl Seri 2

GRAFIK 1: PCNA Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmah Dagilim
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RESIM 8: Gruplara Gére PCNA Boyamalari
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Grup 3 : iskemi Reperfiizyon
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Grup 4 : Kontrol Grubu

Grup 6: C1 INH + iskemi Reperfiizyon + Kismi Karaciger Rezeksiyonu
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Grup 7: C1 INH + Kismi Karaciger Rezeksiyonu

Grup 8: C1 INH + iskemi Reperfiizyon
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RAT ( APOPTOZIS) ORTALAMA DEGER ORTALAMA

STANDART HATA
GRUP 1 ( PHR) 15,01 12,57
(C1 INH+PHR) 5,49 +0,96
GRUP 2 ( IR+PHR) 13,48 £0,99
(C1 INH+IR+PHR) 11,85 *0,95
GRUP 3 (IR) 15,21 £1,70
(C1 INH+IR) 7,95 £0,72
GRUP 4 (KONTROL) 16,51 10,62
(C1 INH) 16,87 13,14

TABLO 2: Apoptozis icin Ortalama Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

APOPITOZIS (%)

GRUPLAR

@ Seri 1
m Seri 2

GRAFIK 2:Apopitozis indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmah Dagilim
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RESIM 9: Gruplara Gére TUNEL Boyamalari

Grup 3: Iskemi Reperfiizyon
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Grup 6: C1 INH + iskemi Reperfiizyon + Kismi Karaciger Rezeksiyonu
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Grup 8: C1 INH + Iskemi Reperfiizyon
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4.2. BIYOKIMYASAL ANALIiZ

ORTALAMA AST ORTALAMA
RAT DEGERLERI STANDART HATA
GRUP 1 (PHR) 97,833 6,75
(C1 INH+PHR) 103,166 13,09
GRUP 2: (IR+PHR) 99,0 14,95
(C1 INH+IR+PHR) 85,66 6,32
GRUP3: (IR) 86,83 17,31
(C1 INH+IR) 81,83 2,05
GRUP 4: (KONTROL) 93,83 2,67
(C1 INH) 103,33 21,39

TABLO 3: AST i¢in Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

120+

100+

80+

60

AST (IU/dI)

40+

20+

GRUPLAR

O Seri 1
m Seri 2

GRAFIK 3: AST indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmal Dagihm
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ORTALAMA ALT ORTALAMA STANDART
RAT DEGERLERI HATA
GRUP 1 (PHR) 64,83 8,21
(C1 INH+PHR) 42,33 3,93
GRUP 2: (IR+PHR) 50,00 531
(C1 INH+IR+PHR) 35,16 3,97
GRUP3: (IR) 50,16 3,11
(C1 INH+IR) 31,33 2,80
GRUP 4: (KONTROL) 60,83 2,77
(C1 INH) 51,50 11,23

TABLO 4: ALT i¢in Ortalama Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

ALT (1U/d1)

GRUPLAR

OSeri 1
W Seri 2

GRAFIK 4: ALT indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastiriimal Dagilim

AST degerleri i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmaz iken
ALT ilag¢ alan tiim gruplarda anlamli diigiik bulunmustur. (p<0.05)
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4.3. DOKUDA MDA VE GSH ANALIZi

MDA (nmol/g doku) MDA (nmol/g doku)
RAT ORTALAMA STANDART HATA
DEGERLER
GRUP 1 (PHR) 30.06 +1.2
(C1 INH+PHR) 29.17 +0.9
GRUP 2: (IR+PHR) 28.19 +3.2
(C1 INH+IR+PHR) 21.06 +1.04

GRUP 3: (IR) 30.17 +0.8
(C1 INH+IR) 23.08 +2.5
GRUP 4: (KONTROL) 24.9 +2.0
(C1INH) 26.20 +2.8

TABLO 5: Doku MDA Diizeyi I¢in Ortalama Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

MDA (nmol/gr doku)

GRUPLAR

OSeri 1
W Seri 2

Grafik 5: Doku MDA Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda sadece grup 2 (IR+PHR ile Cl1
INH+IR+PHR) ve grup 3 (IR ile C1 INH+IR) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur. (p<0.05)
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GSH (nmol/mg) GSH (nmol/g doku)
RAT ORTALAMA STANDART HATA
DEGERLER

GRUP 1 (PHR) 28.3 +1.2
(C1 INH+PHR) 31.7 +4.2
GRUP 2: (IR+PHR) 26.8 +34
(C1 INH+IR+PHR) 39,6 +3.7
GRUP 3: (IR) 25.8 +1.0
(C1 INH+IR) 41.3 +4.1
GRUP 4: (KONTROL) 26.0 +0.7
(C1 INH) 28.9 +1.1

TABLO 6: Doku GSH Diizeyi i¢in Ortalama Degerler / Ortalama Standart Hata Degerleri

GSH (nmol/mg)

GRUPLAR

@ Seri 1
m Seri 2

GRAFIK 6: Doku GSH Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmah Dagihim

GSH i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda grup2 (IR+PHR ile C1 INH+IR+PHR)
ve grup 3 ( IR ile C1 INH+IR) ‘deki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).

Kontrol grubu ile sadece C1 INH verilen grup arasindaki fark anlamli degildir.
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4.4. ELEKTRON MIKROSKOPISi

Grup 1 (PHR ile C1 INH+PHR): Kismi karaciger rezeksiyonu yapilan ve ilag
uygulandiktan sonra rezeksiyon yapilan gruplar karsilastirilmali degerlendirildiginde; her
iki grupta da hepatositlerde ¢ekirdek yapisi, kromatin dagilimi, mitokondriyonlar, grantillii

endoplazmik retikulum (GER) ve hiicrelerin yan baglant1 birimleri normal olarak saptandi.

. 3 et g i - x g e

RESIM 10: Kismi Karaciger Rezeksiyonu (Normal Yapida Hepatosit)
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RESIM 11: C1 INH+Kismi Karaciger Rezeksiyonu
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Grup 2 ( IR+PHR ile C1 INH+IR+PHR): Iskemiyi takiben karaciger rezeksiyonu
yapilan grupta; bazi hepatositlerin sitoplazmasinda lipid damlaciklarinda artig, mitokondri
zar yapisinda bozulma ve hiicreler arasi bag dokuda artis saptandi. Ila¢ uygulandiktan

sonra IR ve PHR uygulanan grupta ise; hepatositlerin iskemi reperfiizyondan etkilenmedigi

hiicre yapisinin normale yakin yapida oldugu goriildii.

RESIM 12: IR+PHR (——> : Sitoplazmada yag damlaciklarinda artis)
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RESIM 13: IR+PHR (——> : Mitokondri zar biitiinliigii bozulmus)
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RESIM 14: IR+PHR (  ——> : Bag dokuda artis)
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RESIM 15: C1-INHHIR+PHR (IR ‘dan etkilenmemis normale yakin goriiniimde

hepatosit)
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Grup 3 (IR ile C1 INH+IR): Tiim hepatositlerde iskemi ve reperfiizyona bagli olarak
sitoplazmada lipid damlaciklarinda artis mitokondrial belirgin  dejenerasyon ve
vakuolizasyon, GER’ da dilatasyon ve hiicreler arast bag dokuda artis saptandi. Buna

karsilik ila¢ uygulandiktan sonra IR meydana getirilen grupta ise bu degisiklikler

saptanmayip hepatositlerin ve hiicreler aras1 bag dokunun normal oldugu gorildii.

RESIM 16: IR ( =—> : Mitokondrilerde vakuolizasyon)
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RESIM 17: IR ( =—>>: Tiim hepatositlerde yaglanma)
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RESIM 18: IR &——> :Apopitotik Gériiniimlii Cekirdege Sahip Hepatosit)
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RESIM 19 : C1 INH+IR (IR’den etkilenmemis normal yapida hepatosit)
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Grup 4 ( KONTROL GRUBU ile C1 INH): Her iki grupta da hepatositin poligonal

yapisinin korundugu, c¢ekirdek yapisi, kromatin dagilimi, ¢ekirdek¢ik, mitokondriyonlar,

GER ve hiicreler arasi bag dokunun normal oldugu izlendi.

;.-:. b Y’ s 2 _. ﬂ&.‘- -~ '.‘"“‘"._' o

RESIM 20 : Kontrol Grubu (normal yapida hepatosit)
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RESIM 21 : C1 INH ( Normal yapida hepatosit)
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5. TARTISMA

IR hasar1 dokunun gegici olarak kan akimindan yoksun birakilmasi ve takiben kan
akiminin geri déonmesi sonucu ciddi bir inflamatuvar cevabin baglamasi ile karakterizedir.
Karacigerde iskemiye neden olan olaylarin basinda; karaciger rezeksiyonu, travmaya bagh
karaciger hasari, hemorajik sok gelmektedir. Kan akiminin kesilmesini takiben ortaya
cikan organ disfonksiyonun nedeni repefiizyon sonrast meydana gelen hiicre hasarit ve
organ hassasiyetinin artmasidir(105-108). Hasara neden olan faktdrler; SOR, 16kosit
migrasyonu ve aktivasyonu, siniizoidal endotelyal hiicre hasari, mikrosirkiilasyondaki
diizensizlikler, koagiilasyon sisteminin aktivasyonu ve kompleman sisteminin aktivasyonu
olarak 6zetlenebilir.

IR hasarinda kompleman sistemin hem klasik yolu hem de alternatif yolu aktive
olur. Normal sartlar altinda hiicre membraninda bulunan “Decay accelerating factor” ve
membran kofaktér protein hiicreyi kompleman saldirisina karst korur. Reperfiizyon
sirasinda kompleman bagimli proinflamatuar peptidler ( C3a-C5a) salinir. Bu peptidler de;
notrofil birikimine, diiz kas hiicrelerinde kasilmaya, vaskiiler permeabilitede artisa ve
kupffer hiicrelerinde aktivasyona yol agar. (105,13,110) Repefiizyon sirasinda da hiicre igi
elemanlardan mitokondri membranlar1 ve intermediate filamanlar komplemanin etkisine
maruz kalir(111). Ayrica endotel hiicrelerinde fibrin depositler birikir, trombosit
agregasyonu ve notrofil adezyonu meydana gelir(14,105,110).

Karaciger kitlesinin %90’ 11 parankimal hiicreler (hepatositler) olusturur.
Nonparankimal hiicre olan kupffer hiicreleri ise karacigerdeki kalict makrafajlar olup tiim
viicuttaki makrofajlarin %80 ‘ini olusturur. Karacigerde IR hasarinin baglangi¢ fazinda,
kupffer hiicrelerinde oksidatif stresin indiikledigi hasar, reaktif oksijen radikallerinin
tiretimi ve salinimi hasara neden olur. Kupffer hiicre aktivasyonu i¢in bu fazda kompleman
trlinlerine  ihtiya¢  vardir(15,38,112,113). Ge¢ fazda 1ise aktive kompleman
komponentlerinin plazma diizeyi artar kompleman aktivasyon iirlinleri olan anaflatoksinler
ve membran atak kompleks komponentleri massif ndtrofil infiltrasyonu ile karakterize olup
reperfiizyon sonrast 12-24 saatlik zaman1 kapsar. Kupffer hiicreleri ve noétrofiller reaktif
oksijen radikalleri ve proinflamatuar sitokinlerin artisina, sinlizoidal konjesyona,
hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyona neden olur. Vazokonstriksiyon yaparak
mikrosirkiilasyonu bozar. Hasarli hiicrelerin opsonizasyonunu kolaylastirarak fagositoza
duyarli hale getirir. Nekroz ve apoptozisin goriildiigli irreversible doku hasarina kadar

bir¢cok olaya neden olur (30,15,112-114).
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Kompleman kaskadinin inhibisyonu ile IR hasarinin azaldigim1 ve fatal organ
hasarinin 6nlendigini gosteren bircok ¢alisma yapilmistir.  Myokardda reperfiizyon
sirasinda kompleman aktivasyonunu gosteren bir ¢alismada kompleman sistemin klasik
yolu Cl1 inhibitérii ile inhibe edilmis ve iskemik myokard reperfiizyon hasarindan efektif
olarak korunmustur(30). Takip eden calismalarda barsak ve bobrekte yapilan IR hasar
modellerinde kompleman sistemin anahtar rol oynadig1 gosterilmistir (30,31-37,115-119).

Karacigerde yapilan IR modellerinde ise kompleman sistemin sCR1 ve C5aR
inhibitorii ile tedavi edildiginde iskemi sonrasi karacigerde uzun reperfiizyon (24 saat)
boyunca kupffer hiicrelerinde siiperoksit birikimi azalmig, reperflizyon sirasinda ¢ok az
miktarda nétrofil birikimi saptanmis ve hasar anlamli derecede az olarak tesbit edilmistir
(30,38,39,40). Ayrica endotel hiicrelerinde C3 birikimi anlamli 6l¢iide azalmig karacigerde
nekroz miktar1 daha az olarak tesbit edilmistir.

C1 INH; serin proteaz inhibitdr ailesinden olup komplemanin klasik yolunun major
inhibitoridiir.(120,121) Yapilan birgok c¢alismada C1 INH’{in reperfiizyon iliskili
mikrosirkiilatuar diizensizlikleri en aza indirdigini gostermektedir.  Antiinflamatuar
ozelliginden dolay1 C1 INH sepsis, myokard infarktiisii gibi ¢esitli hastaliklarda hayvan
deneylerinde kullanilmigtir(120-125). Yapilan bir¢ok ¢alismada C1 INH’ {in reperfiizyon
iliskili mikrosirkiilatuar diizensizlikleri en aza indirdigini gostermektedir.(120,126)
Degisik IR modellerinde C1 INH’iin 100-400 IU/kg dozlar1 arasinda dokularda koruyucu
etkiye sahip oldugu gosterilmistir(120). Deneysel modeli olustururken yaptigimiz pilot
calismada IR modelinde 400 IU/kg ve lizeri C1 INH dozlarinda denek mortalitesinin
arttigini saptadik. Bu nedenle C1 INH dozunu 200 1U/kg olarak belirledik.

Kompleman aktivasyonunun etkilerini 6nlemek i¢in daha dnce yapilan ¢caligmalarda
Cl INH’lin iskemi Oncesi uygulanmasinin iskemi sonrasi uygulanmasina gore hasari
azaltmakta daha etkili oldugu gosterilmistir (124-127). Bu nedenle bizde C1 INH ‘i iskemi
olusturmadan 20 dakika once 10 dakikada gidecek sekilde intravendz infiizyon seklinde
uyguladik.

Reperfiizyon iskemik karacigerde kompleman aktivasyonunu artirir. Kompleman
kaskadmin inhibisyonu iskemi sonrasi reperfiize karacigerde inflamatuar olay1
azaltmaktadir. Bu ¢alismadaki amacimiz karacigerde IR hasarinda kompleman sistemi C1
INH ile baskilayarak, kompleman inhibisyonunun rejenerasyon ve apoptozis ilizerine
etkisini degerlendirmek, sonugta karaciger hasarini en aza indirip fatal organ hasarmdan

korudugunu gostermekti.
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Komplemanin klasik yolunun inhibisyonu ile karaciger hasarinin incelendigi
deneysel bir ¢alismada albumin ve C1 INH verilerek gruplar karsilagtirllmistir. C1 INH
uygulandiginda tiim karaciger mikrosirkiilasyonuna dagildig1 ve siniizoidal endotelyuma
baglanarak komplemanin etkilerini 6nledigi, reperflizyonun 24. saatinde C1 INH verilen
gruplarda hepatosit fonksiyonlart (ALT diizeyi ile degerlendirilmistir) ve safra
sekresyonunun anlamli daha iyi oldugu goriilmiistiir(120). Bir diger deneysel caligmada
karaciger iskemi reperfiizyon hasart olusturmadan hemen Once ringer soliisyonu ve Cl
esteraz inhibitor verilerek gruplar karsilagtirilmistir. Sonug olarak karacigerde perfiize olan
asiner hiicre sayisinda artig, siniizoidlere yapisan l10kosit sayisinda azalma ve karaciger
fonksiyon testlerinde (AST,ALT) belirgin azalma tesbit etmislerdir(126). Bizim
calismamizda da ilag verilen tiim gruplarda AST diizeyinde anlamli degisiklik saptanmaz
iken ALT diizeyi anlamli olarak diisiik 6l¢iilmiistiir. Sonugta kompleman inhibisyonu
iskemi reperflizyon sonrasi karaciger hasarini azalttigini ve hepatosit fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde ALT diizeyi daha anlamli bilgiler verdigini diisiindiirmektedir.

Karacigerde C1 INH’iin anti-apopitotik etkisini arastiran bir ¢alisma daha once
yapilmamistir. Yapilmis ¢alismalar myokard hiicresi, damar endotel hiicresi ve iskelet kas
hiicreleri {izerinde deneysel calismalardir. Iskemik kalp hastaliklarinda 6zellikle
rekanalizasyon tedavisi uygulanan hastalarda inflamatuvar yanmitin artarak myokard
hiicrelerinde hasar meydana geldigi gosterilmistir. Kompleman sistemin hiicre hasar1 ve
apoptozis iizerine etkisinin aragtirildig1 ¢alismalar da vaskiiler endotel hiicre kiiltiirlerinde
C1 INH’iin endotel hiicrelerini apoptozise karsit korudugu gosterilmistir(128-129). IR’ a
myokard hiicre hasarinda kompleman inhibisyonun anti-apoptotik etkisinin arastirildig bir
calismada; akut myokard infarktiisii geciren ratlara kompleman inhibisyonu sonrasi infark
boyutu, infarkt alanindaki apopitotik hiicre sayist ve kardiyak fonksiyonlar
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak C1 INH’iin infarkt alanindaki myokard hiicrelerinde
apoptozisi onledigi ve bunu da sistemik inhibisyondan bagimsiz olarak kompleman
bilesiklerine baglanmadan direkt olarak yaptig1 gosterilmistir. Caligmada C1 INH’iin anti-
apoptotik etkisini; sitokrom c translokasyonunu inhibe ederek, sitokrom ¢ bagimli caspase-
9 aktivasyonunu baskilayarak, caspase-3 aktivasyonunu inhibe ederek ve Bcl-2/Bax
protein salinim oranini normale getirerek yaptig1 gosterilmistir(126).

Bizim ¢aligmamizda apoptozisin degerlendirildigi TUNEL boyamalarinda PHR ve
C1 INH + PHR ile IR ve C1INH +IR grubunda anlaml1 fark bulunmustur. Ozellikle iskemi

reperfiizyon grubuna gore IR hasari olusturmadan once C1 INH uygulanan grupta
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apoptozis yiizdesindeki belirgin diisiikliik ilacin apoptozis {izerine olumlu etkisinin
oldugunu diisiindiirmektedir.

PCNA boyamalarinda 6zellikle iskemi gruplarinda (IR ve IR+PHR) anlamli bir
yiikseklik saptanmasi olusan iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasi hiicrelerdeki rejenerasyon
yanit1 olarak degerlendirilebilir. Rejenerasyon inflamatuar bir olaydir ve kompleman
inhibisyonu ile antiinflamatuar bir etki orta ¢ikar. Sonu¢ olarak PCNA’nin ilag verilen
gruplarda daha diisiik goriilmesi ise ilacin antiinflamatuar etkisinden kaynaklandigi
distiniilmustir.

Elektron mikroskopik incelemelerde; iskemi-reperflizyon hasari meydana
getirilmeyen gruplarda yani sadece kismi karaciger rezeksiyonu yapilan grupta ve kontrol
grubunda C1 INH uygulandiginda ve uygulanmadiginda hepatositlerde ultrastriktiirel
yapida herhangi bir degisiklik saptanmadi. Tim hepatositlerde poligonal yapinin
korundugu, cekirdek yapisi, kromatin dagilimi, mitokondriyonlar, graniillii endoplazmik
retikulum (GER) ve hiicrelerin yan baglanti birimlerinin normal oldugu goriildii. Ancak
iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan gruplarda (IR ve IR+PHR) tiim hepatositlerde
iskemi ve reperflizyona bagli olarak sitoplazmada lipid damlaciklarinda artis, mitokondrial
belirgin dejenerasyon ve vakuolizasyon, GER’ da dilatasyon ve hiicreler aras1 bag dokuda
artis saptandi. Cekirdekte kromatinde kiimelesme goriildii. Sonug¢ olarak hepatositin
apopitozise dogru ilerledigi tesbit edildi. Bu gruplarda C1 INH ile kompleman inhibisyonu
saglandiginda hiicrelerde bu degisikliklerin olugmadigi, hepatositin ¢ekirdek ve diger
organellerinin iskemi-reperfiizyon hasarindan korundugu goriildii.

Karaciger dokusunda degerlendirilen MDA, iskemi-reperfiizyon sonrasi1 dokularda
olusan serbest oksijen radikallerine bagli lipid peroksidasyon varligini ve dolayisi ile hiicre
hasarin1 gostermektedir(130-133). MDA sonuglarimizin degerlendirilmesinde; IR ile C1
INH+IR’1 karsilagtirdigimiz grupta ve IR+PHR ile C1 INH+IR+PHR ‘i karsilastirdigimiz
grupta MDA istatistiksel olarak anlamh diisiik saptanmistir. Bu da bize iskemi reperflizyon
sirasinda serbest oksijen radikallerine bagli olusan hepatosit hasarinin kompleman
inhibisyonu ile engellendigini veya azaltildigini diisiindiirmektedir.

Glutathion iskemi ve reperfiizyon hasar1 sirasinda konjugasyona ugrayarak
tiikketilmesi, hiicre i¢i GSH diizeyinin diismesi nedenleri arasinda yer almaktadir.
Glutathion miktarindaki azalma, hepatositlerdeki biyosentez veya ekzojen GSH alimu ile
kargilanir. Hiicre ici GSH’ nin diismesi erken dénemde hiicrede adaptif yanit olusturarak

GSH biyosentezini arttirmaktadir(135-137).

56



Yiiksek GSH derisimi hiicre fonksiyon ve canliligiin bir gostergesi olarak kabul
edilir.(138) Bunun aksine GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma sisteminin
zayiflamasinin ve mitokondrial hasarin belirteglerinden olarak kabul edilir.(102)

Karaciger dokusunda GSH ol¢timlerinin iskemi grubunda (IR ve IR+PHR) diisiik
bulunmasi iskemi reperfiizyonun ge¢ doneminde hiicre i¢i reaktif oksijen metabolitlerinin
artmasma bagli mitokondrial hasarin belirteci olarak diisiiniilebilir. Ayrica diisik GSH
seviyesi mitokondrial ve sitoplazmik glutathionu tiiketilmesi ve apopitotik hiicre Sliimiiniin
erken sinyalini olusturmaktadir. IR hasar1t meydana getirilmeden kompleman inhibisyonu
uyguladigimiz gruplarda ise GSH diizeyinin yiiksek bulunmasini; C1 INH’iin hem
notrofillerin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azaltarak hemde oksidatif stresi
azaltarak hiicreyi 6zellikle de mitokondiyi IR hasarindan korudugu seklinde yorumladik.

Sonu¢ olarak; C1 INH iskemi/reperfiizyon olusturmadan o6nce uygulandiginda
karacigerde lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresi azaltarak hepatositlerde hasari
engellemekte, hiicre rejenerasyonunu artirmakta ve en Onemlisi apopitozisi belirgin

azaltmaktadir.
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6. SONUCLAR

IR hasar1 sonras1 kompleman inhibitdriinlin apopitozis ve rejenerasyon iizerine olan
roliinii ve tedavideki etkisini arastirmak amaciyla yaptigimiz bu ¢aligmadan elde edilen

sonuclar sunlardir:

1. IR hasari olusturmadan Once kompleman inhibitdrii verildiginde karaciger hasari
anlamli Olgiide azalmis, karaciger fonksiyon testlerinden ALT anlamli derecede

diismiistiir.

2. IR sirasinda serbest oksijen radikallerine bagli olusan hepatosit hasar1 kompleman

inhibisyonu ile azalmakta veya engellenmektedir.

3. C1 INH; hem nétrofillerin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azaltarak hem de

oksidatif stresi azaltarak hiicreyi 6zellikle de mitokondriyi IR hasarindan korumaktadir.

4. Ogzellikle IR hasar1 olusturulan gruplarda daha belirgin olmak iizere kompleman

sistemin inhibisyonu apopitozisi belirgin baskilamaktadir.

5. Kompleman sistemin inhibisyonu IR hasari sonrast hepatositlerde rejenerasyonu
artirmaktadir. Ancak IR hasar1 olusturulmayan gruplarda kompleman inhibisyonu
antiinflamatuvar ~ etki  gostererek  rejenerasyon iizerine olumlu bir etki

olusturmamaktadir.
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