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OZET

Bu caligmada; rat karacigerinde olusturulan in vivo izole arteriyel iskemi-
reperfiizyon modeli kullanilarak safra epitelinde olusturulan hasar ve bu hasara

Amifostin’in etkisinin arastirilmasi amac¢lanmistir.

Amifostin; onkoloji kliniklerinde, anti-kanser kemoterapotik ilaglarin ve
radyoterapinin normal hiicrelerde yaptig1 hasar1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir.
[lacin selektif sitoprotektif etkisi bircok klinik ¢alismada gdsterilmistir. Benzer
mekanizmayla olusan iskemi-reperfiizyon hasarinda Amifostin’in koruyucu etki

gosterecegi disliniilmiistiir.

Calismada; hepatik arter izole olarak klemplenerek, safra yollarinda iskemi
meydana getirilmis ve ratlara 5 giin siire ile Amifostin uygulanmistir. Besinci giiniin
sonunda sakrifiye edilen ratlardan alinan serum ve KC doku 6rneklerinde, olusan
hasarin  degerlendirilmesi i¢in biyokimyasal ve patolojik parametrelerden

faydalanilmistir.

Immiinhistokimyasal ydntemle apoptozis’i degerlendirmek igin safra
yollarinda TUNEL ve PCNA  parametre olarak kullanilmig, ultra striktiirel
degisimleri degerlendirmek icin elektron mikroskopik inceleme yapilmis, karaciger
dokusunda reperfiizyon hasarini degerlendirmek i¢in ise MDA ve GSH diizeyleri
bakilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda; Amifostinin, safra yollarinin izole

iskemi-reperflizyonu sonrasinda olusan hasar1 azalttig1 gosterilmistir.

il



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ ...ttt il
OZET oot 111
TCINDEKILER ...ttt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR .......ccooititniitineineineieieeieeiseieesesensese s vi
RESIMLER ve SEKILLER ........ccccovoviiuiuiieieeeceeeieeeeeeeee e, vii
TABLOLAR ...ttt ettt snee s viii
GRAFIKLER ..ottt siess st essse s sasesene ix

L GIRIS oot 1

2. GENEL BILGILER ......cooooiiiuiioeieeeeceeeeeeeeeeeeee e, 3

e Hepatik Arteriyel Kan AKIMI........ccccoeviiieniiiiiiieeiceeeeeeeee e 3

@ ISKEMIK HASAT..........coovieeeeceeieeeeece e, 7

® OKSIAAtif SIES ....eviiiiiiiieieieee e 8

O APOPILOZ ccoevieniieeiiieiie ettt ettt et ettt ettt nae e b e nnaeenreas 10

® GIULALYON ..ttt 14

© AMITOSTIN. ettt 17

3. GEREC VE YONTEM ....coooimiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 20

o Deney hayvanlart .........ccoocoeiiiiiiiiiiieeee e 20

L € 4 10] F: S S USRS 21

© ON CalISMNA. ..ottt 21

o Amifostinin UygulaniSl......cueeecvieeriiiieniiiieniieeeiee e 24

o Cerrahi TeKnik ......cccooiiriiiiiiiiiiiieieeeeeee e 25

LI 51 D ) TSRS 28

v



o Biyokimyasal ANaliZ........ccccooceeriiiiiiniiiiiiinieeeeee e

o Immunhistokimyasal ANALZ .............cc.occooeveverevereeeeeieeeeeeeeeee s

e Elektron

4. BULGULAR

5. TARTISMA .

Mikroskopik inceleme ............coocueevieniiinieniieieeceee,

6. KAYNAKLAR ..ottt



SIMGELER VE KISALTMALAR

AEC :3-amino-9-ethycarbazole

ATM :Atexia telengiactasia mutated

DAB :Diamino Benzidin

DISC :Death Inducing Signal Complex

G6PD :Glukoz 6 Fosfataz

GER :Graniillii endoplazmik retikulum

GRX :Glutaredoksin Rediiktaz

GSH :Glutatyon

GSSG :Okside Glutatyon

LDF :Laser doppler sitoflowmeter

MDA :Malondialdehit

PBP :Peribiliyer pleksus

PCNA :Proliferating Cell Nuclear Antigen

PPP :Periportal pleksus

ROM :Reaktif oksijen metabolitleri

SEMvce :Vascular corrosion casts observed with Scanning Electron
Microscopy

TNF-a :Tiimor Nekroz Faktor

TPD :Total periferik direng

TUNEL :Transferase- mediated d-UTP-biotin Nick End Labeling

TRX :Thiol Transferaz

TBA :Tiyobarbitiirik asit

TBS :Tris buffer salin

vi



RESIMLER ve SEKIiLLER

Resim 1: PBP (SEMvcc: A: X 40; B-C: X 110 5
Resim 2: PBP (SEMvce: A: X 40; B: X 110 i, 6
Resim 3: Wistar Albino 1rki eriskin disi S1¢aN ...........ccccovveeeieeeiiieecieecieeeiea, 20
Resim 4: Apopitoz On ¢aliSmMa........cccueieiiieeriiieeiiie e 22
Resim 5: PCNA 0N ¢aliSma.........oooooiiiiiiiiiiiieceeee e 23
Resim 6: Elektron mikroskopik 6n galigma............cccceevieniiiniiniiiinieniieiee 24
Resim 7: Portal pedikiil diSSEKSIYONU......c.coviieiiiiiiieiiiiiieiieie e 26
Resim 8: Portal pedikiil (BUyltme X 4) ..cooovvveriieriieieeieeeeeeeeeeeee e 26
Resim 9: Izole arteriyel iskemi ve mikro KIEmp ..........c.ccoevvvevvveveveveeeceeeennnn, 27
Resim 10: LDF OIGUMI ......ooooiiiiiiiiiiiiieceeiiee e 29
Resim 11: TSD 144 LDF; BIOPAC, MP 100A Kaliforniya, ABD ................... 29
Resim 12: LDF rafiSi ..cccoeeiiiiiiiiieiieeeee ettt 30
Resim 13: EM - Kontrol grubu...........cccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 39
Resim 14: EM - Amifostin grubu..........oocieiiiiiiiiii e 40
Resim 15: EM - ISKEMi @rUDU ..........ooiuiviiieieiceeeeieeecee e 41
Resim 16: EM - ISKemi Grubu .........c.o.ovovveieieieieeeceeeeeeeeeee e, 42
Resim 17: EM - Amifostin + Iskemi grubu...........ccocooovevovoiiiiecceceeeeeeeeeee, 43
Resim 18: EM - Amifostin + Iskemi grubu...........cccoovovvvvviveiiveiiieeeeeeeee, 43
Resim 19: Gruplara gére TUNEL boyamalart ............coccoeeevinieneniicnencnicnnne. 46
Resim 20: Gruplara gére PCNA boyamalari...........ccoecceeviieiiiniienieniieieeceee. 46
Sekil 1: Apopitotik ve nekrotik hiicre SlUMIETT .......cceeveereieviieiiieiieiieeieee 11
SeKil 22 OIIM KASKAQL. ... 14
Sekil 3: Amifostin etki mekanizmasi.............ccooveiieeiiiiiieiiiie e 18

vil



Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:

TABLOLAR DIiZiNi

Sayfa No
TUNEL i¢in ongalisma degerleri......cceuriieeriieeeiieeieeeieeeieeeiee e, 22
PCNA i¢in 6n ¢alisma degerleri .........oocueeiiieiiiiiiiiiicieceee e 23
Kan basinglar1 ortalama ve standart hata degerleri...........c.cccceevvrennennne. 35
LDF ortalama ve standart hata degerleri...........cccceevviienienciienienieenenne, 36
PCNA i¢in ortalama ve standart hata degerleri ..........cccceeevveeenneenenn. 44
TUNEL i¢in ortalama ve standart hata degerleri...........cccccoeenenicnnnnne. 45
MDA igin ortalama degerler ve standart hata degerleri......................... 47
GSH igin ortalama degerler ve standart hata degerleri......................... 48

viii



Grafik 1:
Grafik 2:
Grafik 3:
Grafik 4:
Grafik S:
Grafik 6:
Grafik 7:
Grafik 8:

GRAFIKLER DIiZiNi

Sayfa No
Kan basinglari indeks degerlerinin dagilimi............cccccveeveieeniieennnens 35
LDF indeks degerlerinin dagilimi ...........ccccoeviiiiiiniiiiiiinieicciee, 37
LDF indeks degerlerinin dagilimi ............ccceeviiiiieniiniiieniecieeieee 37
LDF indeks degerlerinin siirece gore dagilimi..........ccccvveeveeieeninennnnnn, 38
PCNA indeks degerlerinin dagilimi..........ccceeevieeciieniiiencieeeieeeee, 44
TUNEL indeks degerlerinin dagilimi.........ccceeeverienienenicneencniieneenn 45
MDA indeks degerlerinin dagilimi ...........cccooeeieiiieniiniiienieiieeeee, 47
GSH indeks degerlerinin dagilimi............ccccoeevieiiieiieeiiieniecieeieeenns 48

X



1. GIRIS

Ortotopik karaciger transplantasyonu son donem karaciger yetmezligi ve akut
karaciger yetmezligi gibi daha Onceden sonu mutlak Olim olan karaciger
hastaliklarinda tek tedavi secenegidir. Organ saklama tekniklerinin gelismesi, cerrahi
teknikteki gelismeler, immiinsupresyondaki gelismeler hastalarin hayatta kalim
stirelerinin uzamasina ve beraberinde de kisa ve uzun donemde bazi
komplikasyonlarin daha sik goriilmesine sebep olmustur. Bu komplikasyonlar,
kanama, tromboz gibi vaskiiler komplikasyonlardan biliyer kacak, darlik gibi safra
yollar1 komplikasyonlarina, akut rejeksiyondan hepatik abselere kadar uzanan genis

bir yelpaze olusturmaktadir.

Safra yolu komplikasyonlar1 ortotopik karaciger naklinin “Asil Tendonunu
olusturmakta ve hem mortalitede hemde morbiditede Onemli bir yer teskil
etmektedir. Komplikasyon hiz1 klinikten klinige degismekle birlikte %9-35 arasinda

yer almaktadir (1-11).

Vaskiiler komplikasyonlar genel olarak %9 oraninda rapor edilmektedir (12).
Hepatik arter stenozlar1 ve trombozlar1 vaskiiler komplikasyonlar arasinda en sik
goriilenleri olup insidanslari seriden seriye degismekle birlikte % 6 ila 11 arasinda
degismektedir (13). Pediyatrik vakalarda arter capinin daha kiigiik olmasina bagh
olarak goriilme siklig1 daha fazla artmaktadir. Hepatik arter stenoz ya da trombozu
cerrahi veya anjioplastik yontemlerle erken donemde diizeltilemedigi takdirde safra

yollarinda iskemi/nekroza yol acgarak biliyer komplikasyonlara ve ileri sathalarda



hastay1 agir karaciger yetmezligine sokmaktadir. Hastaligin bu dénemden sonra tek
tedavisi retransplantasyondur (14,15). Portal venin ya da vena kavanin trombozunu
iceren vendz komplikasyonlar ise ¢ok daha nadir goriliir (%3) ve genellikle

anastomozda yerlesir (14).

Post-transplant erken donemde safra yollarinin arteriyel kan akimi yalnizca
hepatik arter yoluyla olmaktadir. Hepatik arterin tam tikanmasi hepatik parankimde
gecici iskemiye, daha da 6nemlisi safra yollarinda iskemi/nekroza yol agabilmektedir

(16). Literatiirde izole hepatik arter iskemisi ile ilgili in vivo ¢aligmalarin sayis1 azdir

(17).



2. GENEL BIiLGILER

HEPATIK ARTERIYEL KAN AKIMI

Temel islemlerde rol almalar1 sebebiyle (sekresyon, absorbsiyon,
proliferasyon, neoanjiogenez) kolanjiyositler son donemlerde inceleme altina
alinmistir (18-21). Kolanjiyositlerin metabolik ve fonksiyonel ihtiya¢larini karsilayan
kan akimi biliyer agacin etrafinda kompleks ag yapisi olusturan ve hepatik arterden

kaynaklanan bir pleksus tarafindan saglanmaktadir (22-26).

Santral karaciger vaskiilarizasyonunun rolii ve hepatik fonksiyonlardaki
mikrosirkiilasyonun énemi Marcello Malpighi tarafindan 17. ylizyilda gosterilmistir
(27). Bu aciklama Rappaport tarafindan 1952 de agiklanan ve asiniis olarak

adlandirilan morfo-fonksiyonel {inite ile koreledir (28).

Biliyer sistemi besleyen tipik mikrovaskiiler yapiyr inceleyen cesitli
calismalar yapilmistir. Bu calismalarda saptanan  mikrovaskiiler ag intra ve
ekstrahepatik biliyer sistemi kapsamakta ve peribiliyer pleksus (PBP) olarak

adlandirilmaktadir (29,30).

Karacigerin hepatik arter ve portal ven ile ikili akimi oldugu bilinmesine
ragmen hepatik arteriyel kan akiminin dagilimi hala tartigmali bir konudur. Hepatik
arterin terminal dallarinin siniizoidlere agildigi, arter i¢ine radyoopak madde enjekte
edilerek yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (31-40). Ancak, hepatik arterin kani

direkt siniizoidlere mi temin ettigi yoksa portal tarkt stromasina girerek PBP yi



besleyip daha sonra mi sinilizoidlere ulastigi hala tam olarak anlasilmamistir
(31,35,37,39,41,42,43). Siniizoidlerin kan akiminin1 agiklamak i¢in bir ¢ok ¢aligma
yapilmistir. Bu calismalarin bazilarinda terminal portal traktlarda arteriyo-portal
anastomozlar gozlenmis, bazilarinda ise arteriyo-portal anastomozlar inkar edilmigtir

(31,39,44,45).

Mikrovaskiiler yapi ratlarda, “scanning” elektron mikroskopisi vaskiiler
korozyon atiklar1 yontemi (SEMvce) ile incelenmistir (26,46,47). Normal
karacigerde saptanan atiklar bunlar1 cevreleyen siniizoidler ile dagilim
gostermektedir. Hepatik arter dallar1 biiyiik portal alanlarda genellikle vendz portal
dallardan daha kiigiik, kiiciik portal alanlarda ise neredeyse goriintiillenemeyecek
blyiikliiktedir (29,30,48,49). Hepatik arter’in terminal dallari, peribiliyer pleksus
(PBP) ya da periportal pleksus (PPP) olusturmaktadir. Kii¢iik portal alanlarda hepatik
arter’in kii¢iik dallarindan kaynaklanan kapillerler, siniizoidlere girmektedir.
Bunlarin ¢aplar1 ve endoteliyal 6zellikleri kapiller yapidadir. Hepatik arter dallar,
interlobular damarlara kadar portal vene paralel seyreder ve burada hepatik arterlerin

kisa kollateral dallarindan PBP ve PPP olusur (30,48,50).

Biiyiik portal alanlarda PBP kisa kollateral arteriyollerle ayni arteriyel daldan
koken diger arteriyoller arasinda yer alan vaskiiler anastomotik bir agdir ve
genellikle tek tabakadan olusmustur. Hilus c¢evresinde yerlesmis PBP lerde ise
vaskiiler yapi iki tabaka halinde bulunmakta, portal alanlar kii¢iildiikge PBP progresif
olarak tek tabakaya diismektedir (30,48). Kapillerde, az sayida endotelyal imprint ve

irregiiler atiklar bulunur (51,52).



PPP ise genis portal alanlarda gozlenir. Genis portal alanlarin digindaki
alanlarda PPP interstisiyal, izole kapillerler olarak goriilir ve peribiliyer

kapillerlerden ayirmak miimkiin degildir (30,48).

Ekstrahepatik biliyer traktiiste ana safra kanali etrafinda yogun bir vaskiiler
yapt vardir. Buradaki arteriyel ve vendz yapilar, endotel yapisindan rahatga

taninabilir. Pleksusun dis kismi siki ag olusturmus arteriyel ve vendz damarlardan i¢

kisimi1 da yine siki bir ag olusturmus kapillerlerden meydana gelir.

Resim 1: Elektron mikroskopik goriintiide ana safra kanali etrafindaki yogun

vaskiiler yap1 gortilmektedir (SEMvcee: A: X 40; B-C: X 110) (120).

A. Ekstrahepatik peribiliyer pleksus (Transvers diizlem)
B. PBP dis ylizeyi
C. PBP i¢ yiizeyi



Arteriyel ag 30-40 pm biyiikligiinde prekapillerlere ayrilir. Prekapiller
arteriyollerden orijin alan kapillerler, arteriyel ve vendz ag ile ayn1 diizlemde bir ag
olustururlar (49,53). Bu aga i¢ yiizeyinden bakildiginda, kapillerlerin vaskiiler alanin
etrafinda iyi organize oldugu, arteriyoller tarafindan bakildiginda ise ince kapillerler
ile gevrilmis kiiclik asiner bezlere benzedigi goriilmektedir. Arteriyollerin oldugu
diizlemden bakildiginda ayrica biiylik venoéz damarlar da goriilmektedir. Bu venoz

yapilar superfisiyal ve i¢ kapiller ag1 drene ederler (46).

Ekstrahepatik PBP karaciger igerisinde intrahepatik PBP ile devam eder.
Intrhepatik PBP afferent arteriyol damarlar ve kapillerlerden olusur ve biiyiik portal
alanlarda daha kolay goriiliir. Kiiclik portal traktlarda ise PBP tipik olarak hepatik

lobuliin periferinde tanimlanan tek tabaka kapillerler ile karakterizedir.
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Resim 2: Normal rat karacigeri (SEMvcc: A: X 40; B: X 110) (120).

e V: Vena porta

S: Sintizoid

Oklar: PBP

e *%: Terminal hepatik arter



PBP safra epitel fonksiyonunu destekler, safra bu toplayici sistemden
gecerken su ve elektrolitler absorbe edilir. Ratlarda safra kesesinin olmamasi
sebebiyle gida alimi disindaki donemde su reabsorbsiyonunda PBP’nin 6nemi agiga

cikmaktadir (46).

Intrahepatik  biliyer epitelyumun beslenmesi hepatik arter yoluyla
saglanmaktadir. Karaciger hasar1 yapilan deneysel calismalarda ve insan
patolojilerinde biliyer sistemin yapisal degisikliklerine karsi PBP’in adaptif
degisiklikleri olustugu gosterilmistir. Deneysel modellerde, safra kanali ligasyonu
selektif kolanjiyosit proliferasyonu icin siklikla kullanilmaktadir (26,47,54). Safra
kanali ligasyonundan ii¢ veya dort hafta sonra hepatik arteriyel dallardan kdken alan
arteriyollerden gelisen tipik, iyi gelismis, mikrovaskiiler pleksus gozlenir. Pleksus
lobiiliin periferinde yerlesik ve hipertrofiktir ancak yapisi normaldir. Safra kanali
ligasyonundan sonra intrahepatik biliyer epiteli kolanjiyosit proliferasyonuna gider.
Safra kanali ligasyonu ile es zamanli hepatik arter ligasyonu yapilmis ratlarda yeni

PBP olusumu ve safra yollarinda proliferasyon goriilmemistir (21,22,24,55).

ISKEMIiK HASAR

Arteriyel kan akiminin kesilmesi sonrasi iskemik hasar ii¢ asamada olusur.

1)Erken donem: Bu donemde glutamat ve aspartatin kontrolsiiz salinimi
meydana gelir. Glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi ile hiicre i¢ine ¢ok miktarda
kalsiyum, sodyum ve su girer. Hiicre i¢cinde kalsiyum miktar1 arttifinda hiicresel

oksidatif stres aktive olur ve bununla es zamanli olarak hiicre i¢i lipaz, proteaz ve



endoniikleazlarin aktivasyonu gerceklesir. Lipaz, proteaz ve endoniikleazlarin

aktivasyonu sonucunda DNA, lipid ve protein hasar1 gergeklesir.

2)Orta donem: Serbest radikaller salinmaya baglar. Salinan serbest
radikaller lipid peroksidasyonuna sebep olur, mitokondriyal enzimleri etkileyerek
hiicrenin enerji kaynaklari ile baglantisin1 keser. Ayrica niikleik asitlerde de yapisal

bozulmalara neden olur.

3)Ge¢ donem: Dokuda inflamasyon meydana gelir. infilamasyon alanina
gdc eden polimorf cekirdekli nétrofillerin igerdigi myeloperoksidaz ve benzeri bir

cok enzimler, olusan hiicre hasarinin daha da artmasina sebep olur (56,57,58).

OKSIDATIF STRES

Organizmamizda gerceklesen cesitli tepkimelerde reaktif oksijen radikalleri
/metabolitleri (ROM) olarak adlandirilan ve oksijenden daha fazla oksitleme yetisine
sahip oksidanlar {iretilmektedir. S6z konusu oksidanlarin baglicalar1 siiperoksit
anyonu ve hidrojen peroksittir. Fizyolojik sartlarda sinyal iletisinde islevleri
tanimlanmis olan bu metabolitler, yiiksek derisimlerde biyolojik molekiillerde
modifikasyonlara yol acarak hiicre ve doku hasarina neden olmaktadirlar (59).
Oksidanlarin neden oldugu hasara kars1 organizmamizda antioksidan igleve sahip bir
savunma sistemi mevcuttur. Bu sistemin bilesenleri siliperoksit dizmutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzimleri olabildigi gibi, endojen ve

eksojen molekiiller (vitamin E, glutatyon, {irat, bilirubin) de olabilmektedir.



Fizyolojik sartlarda oksidanlarin neden olduklar1 hasarlar proteaz, lipaz ve
ligazlarca (tamir sistemi) onarilir. Oksidan-tamir ve savunma sistemleri arasindaki
iliski fizyolojik sartlarda denge halindedir. ROM derisiminin artmasi, bu sistemde

dengenin bozulmasina ve hiicrede oksidatif strese yol agmaktadir (60).

Hiicre iginde artan ROM’lar plazma ve intraselliiler membran lipidlerinin
peroksidasyonuna neden olabilirler. Lipit peroksidasyonu sonucu ¢oklu doymamis
yag asitleri kaynakli cesitli toksik aldehitler olusmaktadir. Bunlarin baglicalar1 4-
hidroksinomenal ve malondialdehit’tir. S6z konusu aldehitler organizmamizda
fizyolojik sartlarda diisiikk konsantrasyonda olusmaktadir. Kontrollii bir sekilde
gerceklesen lipit peroksidasyonu, hiicre farklilagsmasi, matiirasyon, intraselliiler

vezikiil trafigi ve fagositozda rol oynamaktadir.

Buna karsin oksidatif stresin gelistigi durumlarda aldehitler hedef hiicre
membranlarinda lipid modifikasyonuna neden olarak membranin akiskanligini
azaltmakta ve membran hasar1 sonucunda membran biitlinliigiinii bozabilmektedir.
Lipid peroksidasyonu sadece lipidler iizerine etkili degildir, ayn1 zamanda membran
proteinlerinde de hasara yol agmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu olugan toksik
aldehitler, intra ve intermolekiiler olarak proteinlerle ¢apraz baglar olusturabilirler.
Olusan bu baglar sonucunda hiicre membraninda yiiksek kiitleli protein agregatlar
olugmakta ve membran ile iliskili reseptorlerin ve enzimlerin aktivitelerinde kayiplar
olabilmektedir (G6PD, Ca-ATPaz, Na-K ATPaz gibi). Kanal protein hasarlarinin
yani sira mitokondri icerisinde elektron tasinim zincir bilesenleride etkilenmektedir.
Bunun disinda aldehitler 6zellikle DNA bazlari ile tepkimeye girerek mutasyonlara

yol agabilmektedirler (59-64).



APOPITOZ

Apopitozis, programlanmig hiicre 6liim mekanizmasidir. Bir grup protein ve
gen ekspresyonunun birlikte islemesi sonucunda meydana gelir. Gen ekspresyonu ile
birlikte ¢ekirdek DNA’s1 kirilir, kromatin ¢ekirdekte yogunlasir, ¢ceperde toplanir,
sitoplazma biiziislir, bu esnada hiicre membran biitiinliigli ve mitokondrion dis yapisi
korunur. Sonunda hiicre apopitotik cisimcikler olusturarak parcalanir. Bu cisimcikler
yakinindaki yerlesik hiicreler, bolgesel makrofajlar, mikroglial hiicreler tarafindan
abartili bir inflamatuar reaksiyon olmadan fagosite edilirler (65,66,67). Apopitoz,
embiryonal donemdeki temel hiicre 6liim seklidir. Fetal yasam sirasinda hiicrelerin
bliyiik kismi1 bu yolla ortadan kaldirilir. Hiicre g¢ekirdeginde DNA hasar1 tamir
edilemeyecek boyuta geldiginde (Ozellikle yiiksek c¢ogalma yetenegine sahip
hiicrelerde) apopitoz programlar1 aktive olabilir. ATM (Atexia telengiactasia
mutated) gibi baz1 kinazlar, DNA hasarini tarayip saptarlar. Eger DNA hasar1 kontrol
edilemeyecek boyutta ise ATM, p53 gibi hiicre dongiisiinde kontrol noktalarinda yer
alan pek cok proteini, hiicre 6liimiinii desteklemek {izere fosforile eder. p53’iin yar1
omrii ugradig1 fosforilasyon ile uzar, fosforile p53 hiicre yikimimi hedefleyen
proteinlere baglanamaz ve stabilize hale gelir. Stabilize p53, proapopitotik
proteinlerin ekspresyonunu arttirirken Bcl-2 gen ekspresyonunu baskilar. Boylece
hem DNA tamir mekanizmalarin1 aktive eder hemde 6liim proteinlerinin salinimini

baskilar. Ancak onarim yetersiz olursa, hiicreyi apopitozise gotiiriir (68,69,70,71).

Nekrotik hiicre 6liimii ise apopitozdan ¢ok farklidir. Hiicre sismesi, membran

biitiinliigliniin kayb1 ve belirgin inflamasyon ile karakterizedir. DNA iplik¢ikleri,
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apopitozdaki gibi interniikleozomal baglant1 noktalarindan, diizenli olarak kirilmaz,

rastgele olacak sekilde kirilir (67,70,73,74,75).

cisim

Nekroz Apopitoz

Sekil 1: Apopitotik ve nekrotik hiicre Sliimleri

Apopitozisin canli hiicrelerinin reperflizyondan hasar gérmelerinde 6nemli
bir faktor oldugu, hem hayvan deneylerinde, hemde klinik transplantasyon

caligmalarinda gosterilmistir (76,77).

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
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sitoplazmaya sitokrom C salinimina ve sonucta niikleer DNA’nin yikilarak hiicrenin

Olmesine sebep olmaktadir (78,79,80).

Apopitozu baglatan genler, 6lim sinyallerini hiicre disinda bulunan &liim
reseptdrleri aracilhifi ile hiicre igine iletirler. Oliim reseptérleri, tiimor nekroze edici
faktor (TNF) reseptoriiniin iist ailesine aittirler ve TNF R-1, FAS ve p75 NTR’yi
icerirler. Oliim sinyalinin disaridan gelmesi sart degildir  hiicre igerisinde
hasarlanmis DNA, endoplazmik retikulum veya mitokondride bu sinyalin kaynagi

olabilir (70,73,79).

Apopitozis iki asamada gelismektedir.

1. Baslangi¢ faz1 (6liim faktorleri, 6liim reseptorleri)

2. Ikinci faz (mitokondriyal disfonksiyon)

Olim faktorleri TNF reseptér-1 (TNF-R1) ve Fas (CD95/APO-1)
reseptorleridir. Bu reseptorler ligantlari ile baglandiktan sonra Fas, TNF-R1, adaptor
proteinler ve pro-caspaslardan olusan bir 6liim kompleksinin olugmasina aracilik

ederler. Olusan bu kompleks ise caspase-8 ve caspase-3’lin aktivasyonunu saglar

(80).

Oliim faktdrlerinin salimmii takiben mitokondriyal disfonksiyon baslar.
Mitokondri dis zar1 tizerindeki pro ve antiapopitotik Bcl reseptdr ailesi tiyelerinin
birbirleriyle olan etkilesimlerinin hiicrede yasam ile o6liim arasindaki kararin

alinmasinda rol oynadig diistiniilmektedir (71,72,73,80).
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Oliim reseptorleri ile mitokondriyal disfonksiyonun baslamasi bir bid proteini
ile iligkilidir. Bid proteini caspase-8 tarafindan aktive edildikten sonra
mitokondrilerden sitokrom-C salinmaya baglar. 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 gergeklestirir. Kaskadin en
sonunda aktive olan caspase-3 niikleazlar1 aktive eder ve g¢ekirdek DNA’sinin

yikilmasi ile hiicrenin 6liimiine sebep olur (72,75,82,83,84,85,86).

Apopitoz olusumunun yan yolaginda ise hiicresel stres sonucunda ortaya
cikan sitokrom C, Apaf-1’e baglanarak caspase-9’u aktive eder. Bu noktadan sonra

her iki yolak birlesir (78).

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

niikleotidlerin girmesi veya eklenmesidir.

TUNEL yonteminin diger apopitozis tespit yontemlerine gore daha sensitif
olma nedeni, pepsin, protein K, S1 niikleaz ve DNA zincirlerinin igine girebilen
Ozellikte proteazlarla zenginlestirilmis olmasindandir. Apopitozisdeki yogun
kromatin yapilart ve niikleer proteinlerdeki olusan capraz baglar, bu proteazlarla
tespit edilir. Boylece bir ¢ok histokimyasal metodla ya da yogun ve zor DNA
calismalariyla gosterilemeyecek kadar kiiclik boyut ve orandaki apopitotik hiicreleri

bu yontemle gostermek miimkiin olur (81,87,88,89,90).
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Sekil 2: Oliim kaskadinda yer alan hiicre i¢i molekiiler etkilesimler

GLUTATYON

Glutatyon, 1888 yilinda Rey Pailhade tarafindan kesfedilmis ve 1930
yilindada glutatyonun L-y—glutamil-sisteinil-glisin yapisinda bir tripeptit oldugu
ortaya konulmustur (80,91,93). Glutatyon ana olarak karacigerde glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenen bir tripeptittir. Biyosentez, sitoplazmada yer alan
y—glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizi ile

gerceklesmektedir. Hiicre ici yapilar ve diger hiicrelerin glutatyon ihtiyaci

sentezlenen glutatyonun plazma ve interselliller membranlarda yer alan 6zgiin
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tasiyict proteinlerle aktarilmasi ile karsilanmaktadir. Glutatyon hiicre i¢i major
olmayan bir protein olan tiyoldiir. Hiicrede serbest ya da c¢esitli molekiillere
(6zellikle proteinlere) bagli olarak bulunabilmektedir. Serbest glutatyon formu

indirgenmis (GSH) veya oksitlenmis tiyol (GSSG) formlarinda bulunur.

GSH hiicre i¢i antioksidan sisteminin bir tiyesi olup, hiicre redoks dengesinin
saglanmasinda Onemli rol oynamaktadir. Peroksitleri, daha az zararli olan yag
asitlerine, su ve GSH distilfidlerine doniistiiriir. Antioksidan islevinin yani sira sinyal

iletisinin modiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve immmiin cevapta da islevleri

tanimlanmustir (92,93,94,97,98,99).

GSH bunlarin diginda

1) DNA’ nin deoksiriboniikleotid onciillerinin sentezinde gorev alir.

2) Esansiyel-SH gruplari iceren enzimlerin koruyucusu ve aktivatori olarak

gOrev yapar.
3) GSH-peroksidaz gibi antioksidan enzimler i¢in kofaktor olarak calisir.
4) Hiicre igin toksik olan sisteini depo eder.
5) Hiicre i¢i bakir taginim1 ve detoksifikasyonda gorev yapar.
Hiicre i¢ci 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-karigik disiilfit

derisimlerinin artmasina neden olmaktadir.
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GSH hiicre igerisinde 6zellikle hidrojen peroksit (H202) detoksifikasyonu
(glutatyon peroksidaz aracili) sirasinda oksitlenmektedir. Oksidasyona ugrayan
tiyollerin indirgenmesi ya da olasi ise denovo biyosentez ile geri kazanimi NADPH
bagimli glutatyon rediiktaz, thiyol transferaz (TRX) ve glutaredoksin rediiktaz
(GRX) enzimleri tarafindan saglanir. GSSG ve protein tiyolleri ile karisik distilfitler

bu enzim sistemleri tarafindan GSH’a ¢evrilir (92,99,100,101).

GSH’nin ¢esitli molekiillerle konjugasyonu, hiicre GSH derisiminin diismesi
nedenleri arasinda yer almaktadir. GSH’nin kii¢iikk molekiillerle olusturdugu bu
konjugatlar hiicreden atilir. Konjugasyon veya atilim nedeni ile olan GSH
miktarindaki azalma, hepatositlerde biyosentez ile ya da eksojen GSH alinimi ile
karsilanir. Hiicre i¢ci GSH’nin diismesi erken donemde hiicrede adaptif yanit

olusturarak GSH biyosentezini arttirmaktadir (97,98,100).

Yiiksek GSH derisimi hiicre fonksiyon ve canliliginin bir gostergesi olarak
kabul edilir (95). Bunun aksine GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma
sisteminin zayiflamasinin ve mitokondriyal hasarin belirte¢lerinden olarak kabul

edilir (102).

Hiicrenin apoptozisi baglatmasi ya da devam ettirmesinde, hiicre i¢i GSH
seviyesinin onemli oldugu goriilmiistiir. Hiicre i¢i GSH seviyesi diisiik oldugunda,
hiicre i¢i ROM artmakta ve apoptotik yolda rolii olan kaspaz aktivasyonu

uyarilmaktadir (92,99,103).

Mitokondriyal ve sitoplazmik glutatyonun tiiketilmesi, apoptotik hiicre

Oliimiiniin erken sinyalini olusturur. GSH’daki azalma mitokondri transmembran
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potansiyelini degistirmekte, bu da mitokondrinin hizli bir sekilde fonksiyonunu
kaybederek, sitokrom C’nin sitoplazmaya salinimina sebep olmaktadir. Boylece

apoptozise giden yol tetiklenmektedir (92) .

AMIFOSTIN

Ethyol® (amifostin, etanethiyol, 2-1 (3-aminopropil) amino-1-dihidrojen
fosfat, WR-2721) organik bir tiyofosfattir. Farmasotik madde olarak 1998’den beri
onkoloji kliniklerinde aktif olarak kullanilmaktadir. Amifostin’in kemik iligi
transplantasyonu yapilan ve es zamanli kemoterapdtik ilag alan ya da onkoloji
kliniklerinde anti-kanser kemoterapisi alan hastalarda normal hiicrelerdeki DNA
yikimi ve hiicre Oliimiinii, hiicrede olusan sitokinlere karsi hiicre i¢i membran
stabilizasyonunu saglayarak onledigi gosterilmistir. Amifostin sitoprotektif etkisini
serbest radikalleri azaltarak ve hiicrede DNA stabilizasyonunu saglayarak yapar

(78,80).

Amifostin inaktif bir prodrogtur, endotel hiicrelerinde membran alkalen
fosforilazlar1 tarafindan defosforile edilerek serbest tiyole doniisiir, aktif metabolit
WR 1065 olarak formiile edilmistir (14,15). Amifostinin selektif koruyucu etki
mekanizmasi, timoral endotel ve stromal hiicrelerde alkalen fosfotaz aktivitesinin
olmamasindan kaynaklanir. Bu nedenle amifostin tiimér hiicrelerinde aktif
metabolitine doniismez ve hiicreyi kemoterapotiklerin - etkisinden korumaz

(80,104,105).

17



Son yillarda yapilan g¢alismalarda amifostinin p53 genini arttirarak DNA
stabilizasyonuna olanak sagladigi gosterilmistir. Hiicrelerde p53 geninin artist hiicre
siklusunun G1-S araliginda duraksamasina ve DNA hasarinin onarimi i¢in daha fazla
zaman kazanilmasina olanak saglar (106,107,108). Glutatyon metabolizmasini
anlatirken, hiicre i¢i serbest tiyoliin oksidatif stresi azalttigini, bu sekilde apopitozis
olusumunu engellediginden bahsetmistik. Ayn1 mekanizma ile amifostin sitoprotektif
etki gostermektedir. Serbest tiyol olan WR-1065’e¢ hiicre igerisindeki iskemi
reperfiizyon hasar1 sonrasi olugan serbest oksijen radikallerini ve DNA hasarina yol
acan oldukca reaktif niikleofilleri toplayarak yok etmesi sebebiyle siipiiriicii

(scavenging) ajan da denmektedir (109,110,111).

Covhpct Tivol

Serhestoksuen

A 1A r)1ﬂ”“ﬂ

Sekil 3: Amifostin etki mekanizmasi
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Amifostin klinik kullanimda radyoterapiden ya da kemoterapiden 30 dakika
once intravenodz olarak verilmektedir. Hayvan deneylerinde ratlar i¢in onerilen doz,
200 mg/kg yiikleme dozunu takiben 10 mg/kg lik idame dozudur. Intravenéz ya da
subkiitan yolla verilis arasinda sitoprotektif etki agisindan fark goriilmemistir

(112,113).

Klinik farmakokinetik ¢alismalar amifostin’in hizla plazmadan kayboldugunu
gostermistir. Dagilim yar1 omrii 1 dakikadan daha az, eliminasyon yari omrii ise
yaklasik 8 dakikadir. flacin uygulanmasini takiben %10 dan azi plazmada kalir.
Amifostin hizla aktif metaboliti olan serbest tiyol halkasina doniisiir. Metabolitlerinin

tamami ve amifostin’in %4 {inden az1 degismeden renal yoldan atilir.

Amifostin’in en onemli yan etkisi gecici hipotansiyondur. Intravendz
uygulamanin 14.-15. dakikalarinda baslayip yaklasik 6 dakika siiren bir hipotansiyon
atagr olusur. Bu etki subkutan uygulamalarda goriilmemektedir. Bunun disinda

bulanti, kusma, hickirik ve hipokalsemide rapor edilmistir (68,114).
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3. GEREC VE YONTEM

DENEY HAYVANLARI

Calismada ortalama agirliklar1 247,29 + 1,709 gr olan 27 adet Wistar Albino
k1 eriskin disi sican kullanildi. Sicanlar, Baskent Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi Uretim Unitesi’nden saglandi. Hayvanlar, optimum
laboratuvar kosullarinda, (20+£2°C oda sicakligi, %50+10 nemli ortam, 12 saatlik
aydinlik / karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde (Ehret, Almanya ve Techniplast,

italya) tutulup, standart kuru peletler halindeki sigan yemi (Purina®) ile beslendi.

Resim 3: Wistar Albino 1rki eriskin disi si¢an

Deney protokolii Baskent Universitesi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1

sonrasinda Aragtirma Kurulu tarafindan DA 06/16 proje numarasi ile desteklendi ve
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deneysel caligmalar Baskent Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi, Arastirma Unitesi Ameliyathanelerinde “National Institutes of Health,
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak
gergeklestirildi. Cerrahi prosediir esnasinda disseksiyon asamasinda operasyon

mikroskobu (OPML 9-FC, Zeiss, Almanya) kullanildi.

GRUPLAR

Grup 1: KONTROL (6 Rat)
Grup 2: AMIFOSTIN ( 6 Rat)
Grup 3: ISKEMI ( 6 Rat)

Grup 4: AMIFOSTIN+ISKEMI ( 6 Rat )

ON CALISMA

Safra yolu epiteli lizerinde daha 6nceden yapilmis in vivo iskemi modeli
olmamas1 sebebiyle ayr1 ayr1 1, 2 ve 3 saatlik izole hepatik arteriyel iskemiler
olusturuldu. Bu 3 grup immmiinhistokimyasal olarak apopitoz, PCNA ve elektron
mikroskopisi ile ultrastriktiirel degisimler acisindan degerlendirildi. Iskemik

belirtilerin izlendigi en uygun siirenin 2 saat olduguna karar verildi.
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Apopitoz

Tablo 1: TUNEL icin 6n ¢alisma indeks degerleri

Toplam Niikleer
Ornek | safra duktus epitel pozitif safra %
sayis1 duktus epitel sayisi
I. saat 139 2 1,438
II. saat 166 5 3,012
III. saat 150 5 3,333

1. Saat

2. Saat

Resim 4: Apopitoz 6n ¢alisma TUNEL boyamalari
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PCNA

Tablo 2: PCNA i¢in 6n ¢alisma indeks degerleri

Toplam Niikleer
Ornek | safra duktus epitel pozitif safra %
sayis1 duktus epitel sayisi
I. saat 193 4 2,072
II. saat 114 6 5,263
I1I. saat 142 10 7,042
e » 7 ‘i - o’ ¥ A-‘
= :. :".'. ¥ X - "f’ e c,l :?’ g
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1. Saat 2. Saat 3. Saat

Resim 5: Proliferasyon 6n ¢alisma PCNA boyamalari
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Elektron Mikroskopi

Elektron mikroskopide olusturulan 1 saatlik iskemide hiicrede ultrastriktiirel
olarak yalnizca hiicrelerin birlesim yerlerinde, makula adherenslerde degisimler
oldugu , iki saatlik iskemide ¢ekirdegin kiicililiip koyulastigi, ¢ekirdek membraninin

diizensizlesmeye basladigi,. {i¢ saatlik iskemide ise ¢ekirdegin pargalandigr ve

mitokondri yapilarinin bozuldugu tesbit edildi.

1. Saat 2. Saat 3. Saat

Resim 6: Elektron mikroskopik 6n ¢alisma (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 4646

AMIFOSTIN’ IN UYGULANISI VE SIVI REPLASMANI

Cerrahi islemden 2 saat 6nce, Amifostin 200 mg/kg bolus dozunda sc olarak
verildi. Ilag uygulamasi ile es zamanli, her bir rata ilacin akut etkisi olan
hipotansiyonu 6nleme amaci ile ortalama 3 cc SF intraperitoneal verildi. Cerrahi
oncesi tlim ratlara, 45 mg/kg ketamin ve 20 mg/kg xylazin intraperitoneal olarak
verilerek uygun anestezi ve kas gevsemesi saglandi. ilacin ve laparatominin
getirecegi s1vi agigini karsilamak amaci ile her rata ek olarak ortalama 5 cc SF karin

insizyon kapatilmadan Once intraperitoneal olarak verildi.
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Ratlara, yiikleme dozu olarak ilacin veridigi saat paralelinde, takip eden 5 giin

stiresince 10mg/ kg dozda Amifostin idame dozu olarak uygulamaya devam edildi.

Heparin

Hepatik arterin klemplenmesi sirasinda olusmasi muhtemel trombozu

engellemek icin her rata 150 Ul/kg dozunda heparin uygulandi (92).

CERRAHI TEKNIK

Anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traslandi. Povidon iyot ile cilt
antisepsisi saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklar1 tesbit edildi.
Diizenek aspirasyon riskini onlemek amaciyla, 30° egimle tutuldu ve steril ortii
insizyon alani agikta kalacak sekilde kapatildi. Orta hat insizyonu tercih edildi.
Laparatomi sonrasi ince barsaklar karin disia alindi, portal pedinkiil goriintiilendi.
Takiben mikroskop altinda hepatik arter izole olarak disseke edildi, portal ven ve

safra yolundan ayrildu.

Iskemi: Porta iizerinde basi olusturmayacak sekilde hepatik artere
yerlestirilen mikrovaskiiler klemp ile saglandi. Iskemi siiresi 6n ¢alismada
belirlendigi gibi 2 saat olarak uygulandi. Bekleme siiresi dolduktan sonra
mikroklemp kaldirilarak reperfiizyon saglandi ve reperfiizyonun oldugu LDF ile

dogrulandz. Is1 kaybin1 6nleme amaci ile her rat bu siiregte 1s1 lambasi altinda tutuldu.

Cerrahi sonrasi tiim ratlarin insizyonu, 3/0 ipek kullanilarak 2 tabaka halinde

kapatildi. Ratlara anestezinin etkisi gecene kadar oral verilmedi .
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Resim 8: Portal pedikiil
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Resim 9: izole arteriyel iskemi ve mikro klemp uygulanmasi

Sakrifikasyon

Ameliyat sonrasi besinci giin, tiim ratlar sakrifiye edildi. Anestezi altinda
relaparatomiyi takiben karaciger lizerinden tekrar LDF Olclimleri yapildi. Sag
mediyal visseral rotasyon yapilarak abdominal aortaya ulasildi ve doku
perflizyonunun hesaplanmasi i¢in kullanilacak olan kan basing¢larinin dl¢iimii amact
ile abdominal aortaya kaniil yerlestirildi. Kan basinct Ol¢limiinii takiben
biyokimyasal incelemeler icin portal venden kan alindi. Immiinhistokimyasal
incelemeler, MDH-GSH dl¢iimleri ve elektron mikroskopik incelemeler igin
hepatektomi yapilarak karaciger loblarina ayrildi. Her bir inceleme grubu i¢in ayni

lobun gonderilmesine dikkat edildi.
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LASER DOPPLER FLOWMETRI

“Laser doppler flowmetri” 25mm uzunluk x Imm c¢apli igne probu bulunan
bilgisayar kontrollii bir akim 6l¢iim sistemidir (TSD 144, LDF; BIOPAC, MP 100A
model, Kaliforniya, ABD). Calisma prensibi olarak probdan ¢ikan lazer pim, probun
capt kadar bir alanda eritrositler lizerinden geri yansiyarak akim Ol¢imiinii
gerceklestirmektedir. Sonuglar “Blood Perfusion Unit” (BPU) olarak degerlendirilir.
Bu deger 6l¢timiin yapildigi noktadaki anlik eritrosit perfiizyonunu veya kan akimin
yansitmaktadir. Prob doku iizerine dik sekilde yerlestirilmekte ve ardisik seri

Olctimler alinmaktadir.

Perfiizyonun degerlendirilmesinde kullanilmak iizere ortalama kan basinci
abdominal aortaya yerlestirilen kaniil araciligi ile 6l¢iildi (MAP=[SKB+2DKB] / 3).
Bu 6l¢clim esnasinda bilgisayar kontrollii fizyolojik veri kayit sistemi (BIOPAC, MP
100A model, Kaliforniya, ABD) kullanildi. Sonuglar istatistiksel analiz yapilana

kadar dijital ortamda saklandi.

Iskemi yapilan gruplarda LDF 6lgiimleri iskemi Oncesi, iskemi esnasi ve
iskemi sonrasinda yapildi. Ayrica tim gruplarda sakrifikasyon oncesinde doku

perfiizyonu olasi trombozu ekarte etmek amaci ile LDF ile tekrar degerlendirildi.
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Resim 11: TSD 144 LDF; BIOPAC, MP 100A Kaliforniya, ABD
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KC LDF baslangic KC LDF son
1900.000000

1300.000000

700000008

100.000000

seconds
-500.000000

77.59859 84.04523 90.49187 96.93850

Resim 12: LDF deger grafigi

BiYOKIMYASAL ANALIZ

Karaciger sol lob drnekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -86°C

‘de saklandi. Tiim biyokimyasal analizler ¢ift calisma seklinde gerceklestirildi.

e Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Doku orneklerinde malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH)
analizleri i¢in doku homojenatlar1 sogukta 0,15 M KCI i¢inde (%10, w/v) cam

homojenizator kullanilarak hazirlandi.
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e Doku MDA Derisiminin Saptanmasi

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi Beuge ve Aust
tarafindan tanimlanan yonteme gore analiz edildi (115). Yontem, MDA’nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile yaptig1 kompleksin kolorimetrik olarak dl¢iimii esasina
dayanmaktadir. Bu yonteme gore bir hacim doku homojenat 6rnegi iki hacim %14
trikloroasetik asit ve % 0,375 tiyobarbitiirik asit iceren 0,25 N HCl i¢inde 15 dakika
kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Tepkime sonrast o6rnekler sogutuldu ve 1000x
g’de 10 dakika santriflij edildi. Siipernatanin absorbansi 535 nm’de 6rnek kore karsi
6l¢iildii (Shimadzu-1601). MDA derisimleri molar ekstinksiyon katsayis1 (1,56 x 10°

M™".cm ") kullanilarak hesaplandi ve nmol/g doku olarak ifade edildi.

e Doku GSH Derisiminin Saptanmasi

Doku GSH derisimleri Ellman’in doku siilfidril grup tayini yontemi ile
gerceklestirildi (116). Bu yontemde doku proteinlerinin uzaklastirilmas:t amaci ile
homojenat drneklerinin deproteinizasyonu gerceklestirildi. Orneklerin 3000xg’de 10
dakika santrifiigasyonu sonrasi elde edilen siipernatanin  Ellman ayraci ile
olusturdugu renkli kompleksin absorbanslar1 6rnek kore karsit 412 nm’de ol¢iildi
(Shimadzu-1601). GSH derisimleri GSH standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

Sonuglar nmol GSH / mg protein olarak ifade edildi.

e Doku Total Protein Derisiminin Saptanmasi

Doku homojenatlarinda total protein analizi Lowry ve arkadaslarinin
yontemine gore gergeklestirildi (117). Bu yontemde, peptit baglarinin alkali ortamda

olusturduklar1 kuproz iyonu Folin reaktifi ile tepkimeye girmekte ve
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fosfomolibdotungstat1 bakir katalizli aromatik amino asit oksidasyonu yolu ile
heteromolibden mavisine indirgemektedir. Reaksiyon sonrasi olusan renkli
kompleksin absorbanst 550 nm’de Ornek koriine karsi spektrofotometrik olarak
oOl¢iildii (Shimadzu-1601). Protein derigsimleri standart egri kullanilarak hesaplandi.

Sonuclar mg/ml olarak ifade edildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL ANALIZ

Karaciger Ornekleri %10 tamponlanmig formalin soliisyonunda tespit
olduktan sonra her parafin bloktan 3 um kalinlikta kesitler alinarak hematoksilen &
eozin, PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, Ab-1, clone PC10, LabVision) ve
In situ Cell Death Detection Kit (TUNEL, Roche Diagnostics) ile boyandi. Her iki
immiinohistokimyasal incelemede, her kesitte en az 100 tane olmak {iizere kesitteki
tiim safra duktus epitel hiicreleri sayild1 ve bu hiicrelerdeki niikleer pozitif boyanan

safra duktus epitel sayilar1 saptandi (118,119).

e In situ Cell Death Detection Kit (TUNEL Metodu Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Deoxyuridine Triphosphate Nick End

Labeling)

3 um kalinlikta kesilen 6rnekler 15 saat 56 C° de etiivde bekletildikten sonra
30 dakika ksilende tutuldu. Daha sonra 15 dakika alkolde bekletilip, 2 dakika
boyunca ¢esme suyunda yikandi. 20 dakika sitrat tamponda tutulan kesitler 20 dakika
boyunca oda isisinda kurutuldu ve 2 dakika boyunca c¢esme suyunda yikandi.

Kesitler daha sonra 2 dakika TBS (Tris buffer salin)’de bekletilip kullanimdan 6nce
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—20 C° de tutulan Vial 1 (enzim soliisyonu) ve Vial 2 (isaretleme/label) soliisyonular1
karistirildiktan sonra kesitlere uyguland: ve 1,5 saat boyunca oda 1sisinda bekletildi.
2 kez 5’er dakika TBS ile yikanan kesitlere, kullanimdan 6nce + 4 derecede tutulan

Vial 3 (converter-POD), 30 dakika boyunca uygulandi.

Tekrar 2 kez 5’er dakika TBS ile yikanan kesitler 12 dakika boyunca AEC’de
(3-amino-9-ethycarbazole) bekletildi. 2 dakika boyunca c¢esme suyunda yikanan
kesitlere 10 saniye metil yesili uygulandi ve AEC kapama jeli kullanilarak lamel ile

kapandi.

e PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

3 um kalinlikta kesilen 6rnekler 15 saat 56 C° de etiivde bekletildikten sonra
30 dakika ksilende tutuldu. Daha sonra 15 dakika alkolde bekletildi ve 2 dakika
boyunca ¢esme suyunda yikandi. 20 dakika sitrat tamponda tutulan kesitler 20 dakika
boyunca oda 1sisinda kurutuldu ve 2 dakika boyunca c¢esme suyunda yikandi.
Kesitler daha sonra 15 dakika hidrojen peroksitte bekletilip 5 dakika TBS ile yikandi.
Antikor Y5 oraninda diliie edilerek 1 saat boyunca oda 1sisinda kesitlerde bekletildi. 2
kez 5’er dakika TBS ile yikanan kesitlere 20 dakika biotin, 5 dakika TBS ve 20
dakika avidin uygulandi ve tekrar 5 dakika TBS ile yikandi. 10 dakika AEC’de
bekletilen kesitler 2 dakika ¢esme suyunda yikandiktan sonra 10 saniye metil yesili
uygulandi. Kesitler ¢esme suyunda yikanip oda isinda kurutulduktan sonra AEC

kapama jeli kullanilarak lamel ile kapandi.
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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 icine
gomiildli. Yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile renklendirildi ve 1s1k
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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e LDF Olciimleri

4. BULGULAR

Grup ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

post hoc Newman-Keuls ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak bulundu.

Tablo 3: Kan basinglar1 ortalama ve standart hata degerleri

SKB DKB OKB
Kan Basin¢lar1 | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart
Hata Hata Hata
Kontrol 109,50 2,95 65,33 4,29 80,06 3,69
Amifostin 86,83 8,67 77,83 7,88 80,83 8,14
iskemi 97,00 8,51 89,00 7,47 91,67 7,80
Amifostin+iskemi | 107,67 10,99 92,67 11,19 97,67 11,02
Kan Basinci
140
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€ 100 1| T [ L T

E _ T L] | [msks

5 80 +— + T -

c B DKB
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o 0 OKB
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Kontrol Amifostin iskemi Amifostin +
iskemi
Gruplar

Grafik 1: Kan basinglar1 indeks degerlerinin dagilimi

Gruplar arasinda istatistiksel anlaml1 fark bulunmamaktadir.
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Tablo 4: LDF ortalama ve standart hata degerleri

iskemi Oncesi LDF
Kontrol Amifostin Iskemi Al!llfOStl.Il
+Iskemi
Ortalama 201,92 164,92 147,67 158,75
Standart 14,58 15,67 18,33 7,82
Hata
iskemi Esnasi LDF
Kontrol Amifostin iskemi Al!llfOStl.n
+Iskemi
Ortalama - - 91,08 95,83
Standart
Hata - - 18,33 11,41
iskemi Sonras1 LDF
Kontrol Amifostin iskemi Al!llfOStl.n
+Iskemi
Ortalama - - 138,67 149,83
Standart
Hata - - 14,07 5,83
Sakrifikasyon LDF
Kontrol Amifostin Iskemi AI?llfOStl.n
+Iskemi
Ortalama - 183.,5 164,83 163,67
Standart ] 7,70 1751 9,90
Hata
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Grafik 2: LDF indeks degerlerinin dagilimi

Sakrifikasyon LDF
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Grafik 3: LDF indeks degerlerinin dagilimi

Gruplar arasinda hem iskemi dncesi hemde sakrifikasyon LDF leri arasinda

istatistiksel farklilik anlamli degil.
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Grafik 4: LDF indeks degerlerinin siirece gore dagilimi

Iskemi uygulanan gruplarin siirece gore LDF leri karsilastirildiginda her iki
gruptada iskemi esnas1 LDF’ler diger tiim gruplardan anlamli derecede farkli (p:

<0,05).
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o ELEKTRON MiKROSKOPISi

Kontrol Grubu: Safra kanalini olusturan epitel hiicrelerinde ¢ekirdek,

mitokondriyonlar, graniillii endoplazmik retikulum (GER) ve hiicrelerin yan baglanti

birimleri (GAP junction, makula adherens) normal olarak saptandi.

Resim 13: Kontrol grubu (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 4646
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Amifostin Grubu: Epitel hiicrelerindeki ¢ekirdek, mitokondriyonlar,

graniillii endoplazmik retikulum (GER) ve hiicrelerin yan baglant1 birimlerinde

kontrol grubundan bir farklilik saptanmadi.

Resim 14: Amifostin grubu (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 4646
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Iskemi Grubu: Hiicrelerde apopitoz goriilmemekle birlikte cekirdekte
kromatin yogunlugunda artis ve ¢ekirdek membraninda derin invajinasyonlar dikkati

¢ekti. Bunlarin disinda mitokondriyonlarda kristalarda silinme ve 6dem hali saptandi.

Ayrica GER dilate olarak goriildii.

Resim 15: iskemi grubu (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 7750
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Resim 16: iskemi grubu (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 4646
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Amifostin + Iskemi Grubu: Bu gruptada yer yer iskemik degisiklikler

goriilmekle birlikte say1 ve siddet olarak iskemi grubundan daha az olarak saptandi.

Resim 18: Amifostin + Iskemi grubu (Kursun sitrat — Uranil asetat) X 4646
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e PATOLOJI
Grup ortalamalar1 arasindaki farklar parametrik ve parametrik olmayan
varyans analizi ve ¢oklu karsilagtirma yontemleri SPSS 13.0 ve MINITAB 13.0

programlari kullanilarak bulundu.

Tablo 5: PCNA i¢in ortalama ve standart hata degerleri

PCNA (%) Ortalama (%) Standart Hata
Kontrol 4,25 0,544
Amifostin 4,52 0,741
Iskemi 6,93 0,858
Amifostin+ Iskemi 4,09 0,696

PCNA (%)
9
8

(<]
——

51 i
. | [ I

Kontrol Amifostin iskemi Amifostin+ iskemi

Grafik 5: PCNA indeks degerlerinin dagilimi
Iskemi grubu diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli

(p: <0,01).

Diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degil.
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Tablo 6: TUNEL i¢in ortalama ve standart hata degerleri

TUNEL (%) Ortalama (%) Standart Hata
Kontrol 0 0
Amifostin 1,26 0,645
iskemi 4,38 0,639
Amifostin+ Iskemi 2,73 0,278

TUNEL (%)
8
7
6
5
4 L5
3 T
1
2 [
: |
0 ‘
Kontrol Amifostin iskemi Amifostin+ iskemi

Grafik 6: TUNEL indeks degerlerinin dagilimi

Tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p: <0,01).
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"

Kontrol Grubu _ Amifostin Gmbu

Iskemi Grubu Amifostint+iskemi Grubu
Resim 19: Gruplara gére TUNEL boyamalari.

Kontrol Grubu _ Amifostin Grubu

Iskemi Grubu Amifostin+iskemi Grubu

Resim 20: Gruplara gére PCNA boyamalari.
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e MDA-GSH ANALIZLERI

Grup ortalamalar1 arasindaki farklar parametrik ve parametrik olmayan varyans
analizi ve ¢oklu karsilastirma yontemleri SPSS 13.0 ve MINITAB 13.0 programlari

kullanilarak bulundu.

Tablo 7: MDA i¢in ortalama degerler ve standart hata degerleri

MDA (nmol/ g-doku) Ortalama Standart Hata
Kontrol 34,60 1,556
Amifostin 33,00 2,328
Iskemi 31,82 2,018
Amifostin+iskemi 33,48 3,149

MDA (nmol/g-doku)

50
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Grafik 7: MDA indeks degerlerinin dagilimi

Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degil.
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Tablo 8: GSH i¢in ortalama degerler ve standart hata degerleri

GSH (nmf)l/ mg- Ortalama Standart Hata
protein)
Kontrol 20,79 1,096
Amifostin 37,35 1,450
iskemi 26,26 3,029
Amifostin+iskemi 34,92 2,383
GSH (nmol/mg-protein)
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Grafik 8: GSH indeks degerlerinin dagilimi
Kontrol grubu istatistiksel olarak diger tiim gruplardan farkli (p: <0,01).
Iskemi grubu istatistiksel olarak diger tiim gruplardan farkli (p: < 0,01).
Amifostin ve iskemit+amifostin grubu arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli degil.
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5. TARTISMA

Glintimiizde, karaciger transplantasyonu son donem karaciger yetmezligi
veya akut karaciger yetmezligi gibi daha oOnceden sonu mutlak o6liim olan
hastaliklarda basar1 ile uygulanmaktadir. Transplantasyondaki gelismeler ve buna
bagl olarak yapilan transplantasyon sayisindaki artma sebebi ile daha onceden
goriilmeyen komplikasyonlar artik karsimiza daha sik ¢ikmakta ve dnemli derecede

morbidite, mortalite ve maliyet artisina sebep olmaktadir.

Bu komplikasyonlar igerisinde siklikta goriilen vaskiiler komplikasyonlar
genel olarak %9 oraninda rapor edilmektedir (12). Hepatik arter stenoz ve
trombozlar1 vaskiiler komplikasyonlar arasinda en sik goriilenleri olup insidanslari
seriden seriye degigsmekle birlikte %6 ila %11 arasindadir (13). Pediyatrik vakalarda
ise hepatik arter ¢apinin daha kiiciik olmasina bagl olarak komplikasyon goriilme

siklig1 daha da artmaktadir.

Giliniimiizde gelisen radyolojik olanaklarla birlikte hepatik arteriyel
komplikasyonlarin erken donemde tanis1 ve tedavisi, ya cerrahi ya da anjiografik
yontemlerle tedavisi miimkiin olabilmektedir. Ancak ne yazik ki bazi vakalarda
erken donemde kan akiminin bagarili olarak tekrar saglanmasina ragmen istenen
sonuclar alinamamakta ve takiben degisik oranlarda biliyer sisteme ait
komplikasyonlar (striktiirler, biliyomalar, safra kacaklari, sik kolanjit ataklar1 vs.)
goriilmektedir (16,56). Karaciger nakli sonrasi erken donemde safra yollarinin

beslenmesinin yalnizca hepatik arter yolu ile oldugu ve iskemi sonrasinda gelisen
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hasardan ise primer olarak serbest oksijen radikallerinin sorumlu oldugu
bilinmektedir. (16,56,57,58,59). Bunun diginda klinik uygulamada primer ve
metastatik karaciger tiimorlerinde uygulanan intraarteriyel kemoembolizasyon
ozellikle hepatik rezervi azalmig hastalarda hastayr hepatik yetmezlige sokma

korkusu ile rahat uygulanamamakta ve doz azaltimina gidilmektedir (70,71).

Ote yandan literatiirde daha 6nceden yapilmis izole hepatik arter iskemisi ile
ilgili in vivo c¢alismalarin sayis1 olduk¢a azdir (17). Bu yiizden, ¢alismamizda
klinikte goriilen iskemi-reperfiizyon olgularinin sonuglarin1 ve safra yolundaki
iskeminin etkilerini, deneysel olarak ger¢eklestirdigimiz in vivo iskemi-reperfiizyon

modeli ile aragtirmaya ¢alistik.

Ratlarda izole hepatik arteriyel iskeminin, hiicresel diizeyde degisiklik
yapabilmesi i¢in ne kadar siire devam ettirilmesi gerektiginin bilinmemesi ve iskemi
stiresi-sagkalim iligkisi hakkinda daha onceden gerceklestirilmis bir modelin
olmamast nedeniyle, hiicresel degisiklikleri degerlendirmek amaci ile ii¢ farklh
iskemi zamani uygulandigi bir 6n g¢alisma grubu olusturduk. Bu 6n ¢alisma
modelinin verilerinin, elektron mikroskopik ve immmiinhistokimyasal olarak
degerlendirilmesi sonucunda iki saatlik iskeminin, olusturacagimiz in vivo arteriyel

iskemi-reperfiizyon modeli i¢in uygun olacagina karar verdik (121).

Amifostin; farmakokinetiginin, etki ve yan etkilerinin iyi bilinmesi, iskemi-
reperfiizyon hasarinda etkinliginin kanitlanmig olmasi1 sebebi ile deneysel
aragtirmalarda ve klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir (14,15). Farmasotik madde
olarak FDA (Food and Drug Administration) onayi aldigi 1998 yilindan beri

onkoloji kliniklerinde anti-kanser kemoterapisi alan hastalarda, kemoterapinin
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olumsuz etkilerinden tiimor hiicreleri disindaki hiicreleri korumak amaci ile

uygulanmaktadir (78,80).

Amifostin bu izole sitoprotektif etkisini, serbest radikalleri azaltarak ve
hiicrede DNA stabilizasyonunu saglayarak yapar (78,80). Amifostinin selektif
koruyucu etki mekanizmasi, tiimoral endotel ve stromal hiicrelerde alkalen fosfataz
aktivitesinin olmamasindan kaynaklanir. Bu nedenle amifostin tiimor hiicrelerinde
aktif metabolitine donlismez ve hiicreyi kemoterapoétiklerin etkisinden korumaz

(80,104,105).

Bu nedenle olusturdugumuz in vivo izole arteriyel iskemi modelinde,
olusacak reperfiizyon hasarinin azaltilmasinda yararli olacagmi diistindiigiimiiz

amifostini kullandik.

Lazer Doppler Flowmetri (LDF) hareket halindeki bir nesneden yansiyan
radyasyonun frekansinda olusan doppler kaymasinin kaydedilmesi esasina dayanan
yeni bir tekniktir. Bu teknik diigiik gliclii monokromatik lazer 1gin1 tagiyan bir optik
prob ile doku kan akiminin siirekli ve non-invazif 6l¢iimiinii miimkiin kilmaktadir.
Lazer 15111 eritrositler lizerinden yansimakta ve proba geri donmekte, ardindan 6l¢iim

bilgisayar esliginde LDF degeri olarak yansitilmaktadir (122,123).

Calismamizda selektif olarak uyguladigimiz arteriyel mikro-klempin hepatik
perfiizyon iizerindeki degisimlerini ardisik olarak uyguladigimiz LDF Ol¢tiimleri ile

degerlendirdik.
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Ayrica yapilan LDF o6l¢iimleri bize arteriyel okliizyon sonrasi perfiizyonun
tekrar yerine gelip gelmedigi ve ratlarin izlendigi 5. giiniin sonundaki perfiizyonun

ilk giine gore degisip degismedigi hakkinda da bilgi verdi.

Tiim bu degerli verilere karsin LDF ile degerlendirebildigimiz perfiizyon
transhepatik kan akimi 6l¢limii ile hesaplanan, hepatik arter ve portal ven tarafindan
birlikte olusturulan perfiizyondu. Selektif olarak hepatik arterin perfiizyona olan net
etkisi rat hepatik arterinin oldukca ince olmasi ve 6l¢iim esnasinda arterin solunum
ve kalp vurulart ile hareket etmesi sebebiyle degerlendiremedik. Bu durum izole
hepatik  arteriskemi-reperfiizyon modelinde LDF’nin  dezavantaji  olarak

yorumlanabilir.

Perfiizyonun  degerlendirilmesinde  kullanilmak iizere Olgiilen kan
basinglarinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Ilag alan ve almayan
gruplar arasinda fark olugsmamasi Amifostin’in hipotansif etkisinin subkutan

uygulamada olusmadigini diisiindiirmektedir.

Deneysel modelimizdeki LDF sonuglari, iskemi yapilan gruplarin her ikisinde
de perflizyonun iskemi Oncesine gore yaklagik ligte bir oraninda azaldigini ve
klempin kaldirilmasin1 takiben eski haline dondiigiinii gostermektedir. Ratlarin
iskemi Oncesi ve sakrifikasyon oncesi yapilan LDF’lerin de gruplar arasinda anlamli
bir farklilik saptanmamistir. Bu sonuglar bize hepatik artere uygulanan mikro
klembin kaldirilmasi ile birlikte perflizyonun tekrar diizeldigini ve izlem siiresi

boyunca herhangi bir arteriyel tikaniklik olusmadigini diisiindiirmektedir.
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Elektron mikroskopik incelemede kontrol grubu ve yalnizca Amifostin alan
gruplarin  degerlendirilmesinde hiicrelerde ultrastriktiirel olarak her hangi bir
degisiklik saptanmadi. Apopitoz elektron mikroskopik olarak gosterilememekle
birlikte iskeminin ultrastriktiirel bulgular1 olan kromatin yogunlagmasi, ¢ekirdek
zarinda  derin  invajinasyonlarin meydana gelmesi, GER dilatasyonu,
mitokondriyonlarda kristalarin silinmesi ve 6dem hali belirgin olarak yalnizca iskemi
yapilan grupta goriildii. Amifostin+iskemi grubunda da benzer iskemik degisiklikler
goriilmekle birlikte meydana gelen degisiklikler iskemi grubuna gore say1 ve siddet

olarak azalmis olarak saptandi.

Bu sonuglar kullandigimiz ilacin safra yolu epitelinde ultrastriktiirel olarak

iskemik degisiklikleri azalttigini yada bir miktar engelledigini diisiindlirmektedir.

Apopitozun degerlendirildigi TUNEL boyamalarinda tiim gruplar arasinda
anlamli fark bulundu. Iskemi grubuna goére Amifostin+iskemi grubundaki apopitoz
yiizdesindeki anlaml diisiikliik kullanilan ilacin apopitoz {izerinde olumlu etkisinin

oldugunu diistindiirmektedir.

PCNA boyamalarinda yalnizca Iskemi grubunda anlamli bir yiikseklik
saptanmast olusan iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasi hiicrelerdeki rejenerasyon yaniti
olarak degerlendirilebilir. PCNA’nin diger gruplarda daha disiik goriilmesi ise
iskemi-reperfiizyon hasarinin olmamas: (Kontrol ve Amifostin gruplarinda) yada
olusan iskemi-reperfiizyon hasarinin engellenmesi (Iskemi grubunda) olarak

yorumlanabilir.
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Karaciger dokusunda degerlendirilen MDA, iskemi-reperfiizyon sonrasi
dokularda olusan serbest oksijen radikallerine bagli lipid peroksidasyonu varligini ve
dolayis1 ile hiicre hasarim1 = gostermektedir (59-64). MDA  sonuglarinin
degerlendirilmesinde gruplar arsinda farklilik saptanmamasi olusturulan iskeminin
yalnizca safra yollart ile smirli kaldigini, karaciger dokusunu etkilemedigini

diistindiirmektedir.

GSH’nin reperfiizyon hasari sirasinda konjugasyona ugrayarak tiiketilmesi,
hiicre GSH derisiminin diismesi nedenleri arasinda yer almaktadir. GSH
miktarindaki bu azalma, hepatositlerdeki biyosentez ya da eksojen GSH alinimu ile
karsilanir. Hiicre ici GSH’nin diismesi erken donemde hiicrede adaptif yanit
olusturarak GSH biyosentezini arttirmaktadir (97,98,100). Yiiksek GSH derisimi
hiicre fonksiyon ve canliliginin bir gostergesi, GSH derisiminin diigmesi ise hiicre ici
savunma sisteminin zayiflamasi ve mitokondriyal hasarin belirteci olarak kabul edilir

(95, 102).

Glutatyon’un serbest formu indirgenmis yada oksitlenmis tiyol halkas1 olarak
bulunur. Olusturdugumuz bu in vivo modelde kullandigimiz Amifostin endotel
hiicrelerindeki membran alkalen fosforilazlar tarafindan defosforile edilerek serbest
tiyol halkasi haline doniisiir (14,15). Karaciger dokusundaki GSH o6l¢timlerinin
iskemi grubunda yiiksek bulunmasi hiicrenin oksidatif stres’e adaptif yaniti,
Amifostin+iskemi grubunda yiiksek bulunmasi ise eksojen tiyol halkas1 kazanimi ile

birlikte hiicrenin iskemiye adaptif yanit1 olarak degerlendirilebilir.

Sonug olarak Amifostin’in iskemi-reperflizyon hasarinda kolanjiyositlerde

koruyucu rolii var gibi goriilmekle birlikte yalmizca ultrastriktiirel olarak
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degerlendirilmistir. Bunun klinige yansimasinin degerlendirilmesi i¢in daha uzun
stireli olusturulan iskemi modellerinde reperfiizyon sonrasi gelisen safra yolu
komplikasyonlarinin, biyokimyasal degisimlerin degerlendirilmesi ve gosterilmesi

gerekmektedir.
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