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OZET

Amag: Calismamizda L-Theanine (LTA) karaciger iskemi reperfiizyon (IR)
modelinde mikrosirkiilasyon, histopatoloji, apopitozis, antioksidan ve hepatoprotektif
ve bazi enzim sistemleri {izerine etkisini arastirmak ve ayni1 zamanda karaciger major
rezeksiyonlarinda ve karaciger transplantasyonlarinda karacigerin korunmasina
yonelik yeni yontemleri bulmay1 amacladik.

Gerec ve yontem: Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma Merkezinde Sicanlarda karacigerde %70 bir saat iskemi ve 4 saat
reperfiizyon uygulayarak LTA’nin karaciger IRI’ne etkisini inceledik. Calisma dort
grup tizerinde yapilmistir. Gruplar Sham+Salin, Sham+LTA, IR+Salin, IR+LTA’dur.
Sham gruplarinda IR olmadan salin ve LTA verilirken IR gruplarina IR sonrasi salin
ve LTA verilmistir. LTA deney Oncesi 3 giin ve deney giinii iskemi Oncesi ve
reperfiizyondan once 150mg/kg LTA verilmistir.

Bulgular: iskemi reperfiizyon injurisi LTA kullanimi serum alanin
aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve tiimor nekrozis faktor alfa
(TNF-0)’nin serum aktivitesini azaltir. Doku indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS), doku miyeloperoksidaz (MPO) ve doku malondialdehit (MDA) seviyelerini
iskemi sonrasi normal seviyelere yaklastirir. Ayrica oksite glutatyon (GSSG), hipoksi
ile indiiklenebilir faktor 1-o (HIF-1a) i¢in H skorunun doku aktivitesinde dnemli bir
artisa neden oldu. Karacigerde indirgenmis glutatyonun (GSH) doku aktivitesinde
artis saglar ve iskemi sonrasi artan Perfuze Vessel Density (PVD) degerlerinde
onemli bir azalma saglayarak hem doku kanlanmasim artirmis hem de antioksidan
mekanizmalar iizerine olumlu etkiler gostermistir.

Sonu¢: Bu calismada, LTA uygulamasi hepatik IRI'ni 6nlemektedir. Bu
etkilerini  lipid peroksidasyonunun, doku iNOS seviyesinin ve TNF
konsantrasyonunun azaltilmasi ayrica doku kanlanmasini arttirarak HIF 1-a boyama
seviyesinin azaltilmasi ve hiicresel antioksidan seviyesinin eski haline getirilmesiyle
gosterilmistir.  LTA antioksidan ve antiinflamatuar etkileri ile bu etkileri

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: L-Theanine, hiicresel antioksidan, Karaciger Iskemi
Reperfiizyon

11



SUMMARY

Objective: The effects of the L-Theanine (LTA) on the hepatic
microcirculation during hepatic ischemia-reperfusion injury (IRI) has not been
investigated yet. The aim of this study was to investigate the influence of LT on the
hepatic IRI in rats.

Materials and methods: We investigated the effect of LTA on liver IRI by
applying 70% one hour ischemia and 4 hour reperfusion in the liver in Karadeniz
Technical University Medical Faculty Surgical Research Center. The study was
carried out on four groups. The groups are Sham+Salin, Sham+LTA, IR+Salin,
IR+LTA. The groups are Sham+Salin, Sham+LTA, IR+Salin, IR+LTA. While the
sham groups were given saline and LT A without IR, the IR groups were given saline
and LTA after IR. LTA was given 3 days before the experiment and 150mg/kg LTA
was given on the day of the experiment before ischemia and before reperfusion.

Results: Ischemia-reperfusion injury LTA use decreases the serum activity of
serum alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH), and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a). Brings tissue inducible nitric oxide synthase (iINOS),
tissue myeloperoxidase (MPO) and tissue malondialdehyde (MDA) levels to normal
levels after ischemia. In addition, oxidized glutathione (GSSG) caused a significant
increase in tissue activity of the H score for hypoxia-inducible factor 1-a (HIF-1a). It
provides an increase in the tissue activity of reduced glutathione (GSH) in the liver,
and by providing a significant decrease in the Perfuze Vessel Density (PVD) values
that increase after ischemia, it both increased tissue blood supply and showed
positive effects on antioxidant mechanisms.

Conclusion: In this study, LTA administration prevents hepatic IRI. This
effect has been demonstrated by reducing lipid peroxidation, tissue iNOS level and
TNF concentration, as well as decreasing HIF 1-a staining level by increasing tissue
blood circulation and restoring cellular antioxidant level. LTA shows these effects

with its antioxidant and anti-inflammatory effects.

Key Words: Cellular Antioxidant, L-Theanine, Hepatic Ischemia-Reperfusion,
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HETAB Hekzadesiltrimetilamonyumbromiir
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IRF3 Interferon regulatory factor 3

IRF3 Interferon Regulatory Factor 3
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IVK Inferior Vena Kava

JAK2 Janus kinaz 2

JNK Jun N-terminal kinase

KTU Karadeniz Teknik Universitesi
LDH Laktat Dehidrogenaz

LTA L-Theanine

MDA Malondialdehid

MPO Miyeloperoksidaz

MyD88 Myeloid differentiation primary response 88
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NF- «B Nuclear Factor kB

NO Nitrik Oksit

NO Nitrik Oksit

OPS Ortogonal polarizasyon spektral
PAMPS Pathogen-Associated Molecular Patterns
PBS Fosfat tamponlu salin

PM Pringle Manevrasi

PVD Perfuze Vessel Density

RBC Red Blood Cell

rpm Dakikada devir sayisi

SDF Sidestream dark field

SDF-LFCi SDF laser speckle kontrast goriintiileme
SEC Sinusoidal Endothelial Cell

SMV Superior Mezenterik Ven

SOR Serbest Oksijen Radikalleri

STAT1 Signal Transducer Activator of Transcription 1
TBA Tiyobarbiitirik asit

TBARS Tiyobarbiitirik asit reaktif bilesenleri
TLR Toll Like Receptor

TNF Tiimor Nekrozis Faktor

TVD Total vessel density
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1. GIRIS ve AMAC

Karaciger rezeksiyonu karacigerin bir kisminin ¢ikarilmasidir. Karaciger
diger intraabdominal organlarin aksine, rejenerasyon Ozelligi olmasi sayesinde
rezeksiyon sonrasi eski boyutlarina ulasabilmektedir. Eski Yunanlilar da bu bilgiye
sahip olmalilar ki; “hepar” kelimesi “onarim” anlamina gelen “hepaomai”
kelimesinden tiiretilmistir. Karacigerle ilgili bilgilerin milattan 6nce 2000’li yillara
dayanmasma ragmen kanamaya bagh yiiksek mortalite nedeniyle karaciger
cerrahisinin gelismesi zaman almistir. Daha Oncesinde travma nedeniyle karaciger
ameliyatlar1 yapildig1 bilinse de ilk elektif karaciger rezeksiyonu 1886 yilinda Dr.
Luis tarafindan yapildi, ancak hasta 6 saat sonra kanama nedeniyle hayatin1 kaybetti.
IIk basarili elektif karaciger ameliyati 1888 yilinda Almanya’da Dr. Lagenbuch
tarafindan yapilmustir [1]. Dr. Pringle 1908 yilinda travma hastalarinda porta hepatise
basiyla kanama kontroliinii sagladigi, kendi ismiyle tanimlanan manevray: bulmustu
[2]. Pringle manevrasinin (PM) uygulanmasi kan kaybimi azaltmistir. Karaciger
cerrahisindeki gelismeler 50 yillik duraklamanin ardindan 1950’lerde Couinaid,
Hjortsjo, Healey, Lortat-Jacob ve Starzl’in ¢alismalariyla modern karaciger
cerrahisini giiniimiize ulastirmistir [3]. Gelisen teknoloji ve edinilen bilgilerle
karaciger cerrahisi gliniimiizde giivenle uygulanmaktadir.

Calismamizda LTA’min  karaciger IRI modelinde mikrosirkiilasyon,
histopatoloji, apopitozis, antioksidan ve hepatoprotektif ve bazi enzim sistemleri
izerine etkisini aragtirmak ve ayni zamanda karaciger major rezeksiyonlarinda ve
karaciger transplantasyonlarinda karacigerin korunmasinda yeni yontemleri bulmayi
amagladik. Bir glutamat tiirevi olan LTA (y-glutamil etilamin), Camellia sinensis’in
yapraklarinda bulunan bir amino asittir [4, 5]. Birgok calismada antiinflamatuar,
antitimoral, antioksidan, hepatoprotektif ve noroprotektif etkileri gosterilmistir [4,
6]. Bu etkiler ile viicudun antioksidan kapasitesini artirir [6]. Etkilerini niikleer faktor

kappa B yolu ile yapar [7].



2.GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger karmin sag st kadraninda, diyaframin hemen altinda yer
almaktadir. Yaklasik 1200-1600 gram agirligindadir. Falsiform ve round ligaman,
sag ve sol triangular ligaman ile buradan anteriora uzanan koroner ligaman ile
stabiliteyi saglar. Karaciger rezeksiyon dncesinde mobilizasyonu saglamak i¢in bu
ligamanlar kesilir, sonrasinda suture edilerek karaciger tespit edilir. Hepatoduodenal
ligaman; koledok, vena porta ve hepatik arter gibi yapilar1 icermektedir. Inferior
Vena Kava (IVK) ile safra kesesi yatag1 arasindaki ¢izgi karacigeri sag-sol lob olarak
boler. 1957 yilinda Couinaud tarafindan portal ven dagilimina dayanan 8 segmentli
karaciger anatomisi tanimlanmistir [8, 9] (Sekil 1).

Hepatik ven dagilimina dayanan 4 sektor su sekilde ayrilmistir;

Sag posterior: segment 6-7

Sag anterior: segment 5-8

Sol medial: segment 4

Sol lateral: segment 2-3

Right Right Left Left
Posterior Anterior Medial Lateral
Section Section Section Section

= 8 —— —

Sekil 1. Karaciger Anatomisi ve Couinaid Segmentleri



Insan karaciger vaskiiler ve safra yollar1 anatomisi varyasyonlar acisindan
zengindir. Kan akiminin %25 hepatik arter, %75 portal venden olmak {iizere iki
damardan saglanir. Colyak trunkus aorttan ayrildiktan sonra gatroduodenal ve
comman hepatik olarak iki dala ayrilir. Common hepatik arter hepatika propria ve
sag gastrik arter olarak iki dala ayrilir. Hepatika propia oksijen orani yiiksek kani
karacigere tasir. Sag gastrik arter ¢ogunlukla arteria hepatica propriadan ayrilir.
Hepatica propia sonrasinda sag ve sol hepatik arterelere ayrilir. Sag hepatik arter
%88 oraninda koledok altindan gegerek karacigere girer ve %12 oraninda koledok

oniinden caprazlar (Sekil 2).

) Left hepatic
Middle hepatic artery

artery

Left gastric artery
Right hepatic
artery

Cystic artery

Aorta
Proper hepatic artery

Celiac axis
Right gastric artery
Splenic artery]

Gastroduodenal artery Common hepatic artery

Sekil 2. Karaciger Hepatik Arter Anatomisi

Inferior mezenterik ven (IMV) ve sol gastrik ven genelde splenik vene
dokiiliir. Splenik ven de superior mezenterik ven (SMV) ile birleserek portal vene
dokiiliir. Inferior, superior, anterior ve posterior pankreatoduodenal venler de SMV
yoluyla ya da dogrudan portal vene dokiiliir. Boylece sindirim sisteminin vendz
drenajinin biiylik boliimii sistemik dolagima gecmeden karacigere yonelir. Portal ven
kapaksizdir. Normalde portal vende 3-5 milimetre civa (mmHg) olan basincin portal
hipertansiyonda 20-30 mmHg’ya ulagmasi halinde portokaval kollaterallerin
olusturdugu klinik sonuclar goriiliir. Portal ven, porta hepatisi gegmesinin ardindan
sag ve sol dallarina ayrilir. Sol portal ven karaciere girmeden 90 derece doniis
yaparak yatay olarak ayrilir. Segment 2-3-4 ile birlikte kaudat lobun da ana kan
akimint saglar. Ana portal ven genelde sagda karacigere girmeden kaudat loba

posterior dal verir (Sekil 3).
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Sekil 3. Karaciger Portal Ven Anatomisi

Ratlarda karacigerin lobar anatomisi insanlardan farklidir. Sigan karacigerinin
kiitlesi toplam viicut agirliginin yaklasik %6'sim1 olusturur. Ratlarda karacigerin
yiizde 70’lik kismu sol lateral ve sol medial segment olarak isimlendirilen loblardan
olusmaktadir. Sigan karacigerinin diyafragmatik ve viseral olmak {izere iki peritoneal
yiizeyi vardir. Sican karacigeri sol medial, sol lateral, sag medial, sag lateral, kaudat
ve kuadrat lob olmak {izere 6 lobdan olusur. Kaudrat lob, kaudal vena kava ile portal
venin sol dali arasinda yerlesmistir. Hepatik damar sistemi hepatik arter ve portal ven
olmak tiizere ikili sisteme sahiptir. Hepatik arteriyel kan akisi, karacigere iyi
oksijenlenmis kani tagir. Portal damarlar kismen oksijensizdir, ancak besin agisindan

zengindir [10, 11] (Sekil 4).

Iskemi
Yiizdesi

Iskemik ¢ = '
Karaciger ~ \ \ - ~ 3 ~

Karaciger . left lateral
Lob caudate left lateral and ian

Sekil 4. Ratlarda Karaciger Iskemi yiizdeleri



Laboratuvar faresi, karacigerin deneysel cerrahisi i¢in en popiiler deneysel
modellerden biridir. Biz ¢calismamizi siganlarda portal vene bulldog klemp koyarak

karacigerde %70 bir saat iskemi ve 4 saat reperfiizyon uygulayarak gerceklestirdik.

2.2. Karaciger Mikrosirkiilasyon ve Iskemik Reperfiizyon Patogenezi

Karacigerin major travmalarinda ve biiylik karaciger tiimorlerinde cerrahi
esnasinda iskemi olugturmak gerekebilir [12, 13]. Kan akimi tekrar saglandiginda bu
karacigerdeki injuriyi artirir. Bu IR injurisi olarak tamimlanmaktadir. Ayrica
karaciger transplantasyonlar1 esnasinda zorunlu olarak IR injurisi dogal olarak
olusmaktadir [13]. Karacigere reperfiizyon basladiktan sonra bircok kompleks
mekanizmalar rol oynamaya baglar. Reperfiizyon erken evresinde endotel
hiicrelerinde sisme, vazokonstriksiyon, lokosit birikmesi, siniizoitlerde trombosit
agregasyonu olusur [14, 15].

Tim bu olaylar karaciger mikrosirkiilasyonunun bozulmasma neden olur.
Iskemiye bagli olusan mitokondriyal sistemin bozulmasi sonucunda enerji
yetersizligi hilicre membranlarinda gegirgenligi artirir; bu da endotel ve kupffer
hiicrelerinde sismeye neden olur [16].

Vazokonstriksiyon sinuzoid liimeninin daralmasma, 16kosit hizinin
azalmasima 16kosit endotel temasiin artmasina sebep olur. Endoteldeki bozulmay1
takiben sinuzoid icinde lokositoza neden olur. Lokositoz sinuzoid liimenindeki
mikrosirkiilasyonu azaltir ve reperflizyondan sonra bile karacigerin kanlanmasinin
azalmasma neden olur [17]. Bu olayr serbest oksijen radikallerini (SOR) ve
inflamatuar sitokinleri lireten endotel ve kupffer hiicre aktivasyonu devam eder [18,
19].

Iskemi sonrasi mitokondriyal enerji sistemin bozulur. Bunun sonucunda
endotel ve kupffer hiicrelerinde azalmis ATP sentezi oksidan enzim aktivasyonuna
bu da SOR sentezine yol acar. Bunun yaninda hepatik IR’in yol ac¢tig1 vaskiiler stres,
remodeling, proinflamatuar ve pro-apopitotik genlerin yol acgtig1 endotel
disfonksiyonu oOnemli patolojik degisikliklerden birisidir. Arastirmalar endotel
disfonksiyonunun nitrik oksit (NO) ve endotelin-1’e bagli oldugunu gostermistir [19,

20]. Risbano ve arkadaslar1 disregiilasyonun NO yolag: ile ilgili oldugunu



gostermislerdir [21]. Karaciger IR patogenezi NO seviyesi ile iliskilidir. Endotelden
saliman endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) az miktarda salinir ve karacigerin
korunmasi i¢in Onemlidir [22, 23]. Endotel, kupffer hiicreleri, stellate ve
hepatositlerden salinan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) asir1 salinir ve iNOS
karaciger i¢in proinflamatuar ve toksiktir [24].

Karacigerin IR injurisinde mitokondriler énemli rol oynar. Mitokondriler
sitoplazmada SOR’nin {retildigi primer kaynaktir. Artmus SOR mitokondri
membranlarin1 etkiler, proteinleri bozar, lipid peroksidasyonunu artirir. Bu
mitokondri membraninin biitiinliigiiniin bozulmasina ve cytokrom c¢’nin mitokondri
disina ¢ikmasina yol agar. Mitokondri disina ¢ikan cytokrom c kaspazlari aktive
ederek apopitozis mekanizmalarinin aktive olmasina neden olur [25, 26]. SOR
kupffer hiicrelerini, endotel hiicrelerini, notrofilleri, monositleri aktive ederek TNF,
interlokin 1 (IL1) gibi sitokinleri, NO, Iokotrien ve adezyon molekiillerinin
salinmasina yol agar. TNF-a hepatositler ve mitokondriler i¢in toksik etkide bulunur
[27].

Karacigerde IR, Hem-oksijenaz 1 (HO-1), TLR (Toll Like Receptor) ve INK
(Jun N-terminal kinase) gibi bir¢ok uyar1 yolaklarini aktive eder. Hem oksijenaz hem
yikiminda smirl etkileri olan bir enzimdir ve hemoglobini CO (Karbonmonoksit),
biliverdin ve demire pargalar [28]. Hem oksijenaz IR esnasinda indiiklenir ve dokuyu
inflamatuar olaylara ve oksidan streslere karsi koruyan anahtar enzimdir [29, 30].
HO-1 ve TLR4 sistemleri arasinda karsilikli iligkiler mevcuttur [31]. HO-1 direkt ya
da TLR4 iizerinden IR esnasinda karacigeri Janus kinase 2 (JAK2) aktivasyonunu
signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) ve Interferon Beta I(FN-
B) Tlzerinden azaltarak korumaktadir. HO-1 IFN- [ iizerinden STATI
fosforilizasyonu ile TLR4 reseptorii iizerinden etki ederek CXCL-10 (C-X-C Motif
Chemokine Ligand) olusumunu azaltarak karaciger koruyucu etkide bulunmaktadir
[32].

Bir diger 6nemli yolak High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) yolagidir.
HMGBI1 sepsiste tanimlanmig iskemik dokulardan salinan niikleer bir faktordiir.
HMGBI saliniminda temel olay hepatositlerin hipoksiye maruz kalmasidir. Etkilerini

Toll benzeri reseptorlerine (TLR) baglanarak mitojenle aktive olan kinaz (MAPK) 1



aktive ederek inflamasyon ve doku hasarinin olugsmasinda 6nemli rol oynar. HMGB1
inhibisyonu IRI sonrasi karaciger hasarini azalttig1 gosterilmistir [33].

HMGBI1 TLR ile etkilesime girerek hiicresel aktivasyona neden olur. Bu
aktivasyon “myeloid differentiation primary response gene” (MyD88) ve MyD88
adapter-like (Mal) molekiillerini iceren ortak bir yolak ile ortaya ¢ikar iin MyD88 ‘e
bagl aktivasyonu direkt nuclear factor kB (NF- xB) aktive ederek proinflamatuar
sitokinleri indiikler. Proinflamatuvar sitokinler artist IR hasarmin artisina neden olur.
MyD88 bagli olmayan aktivasyonu Interferon regulatory factor 3 (IRF3) iizerinden
olur ve IFN (IFN- o/ B) ve IFN-inducible genes (CXCL-10 gibi) sentezini artirir [34].

Tiim bu molekiiler yolaklar, enzimatik reaksiyonlar sonucunda karaciger
endotel hasar1 olusur. Proinflamatuar sitokinlerin asir1 salintmi ve endotel hasari
mikrosirkiilasyon bozulmasina neden olur. Takip eden siirecte apoptotik yolaklarin
aktive edilmesiyle otofajik mekanizmalar aktive olur ve sonucunda hepatosit hasari

meydana gelir.



3. MATERYAL ve METOD

Calisma, hasta haklar1 yonetmeligine ve etik kurallara uygun olarak
planlanandi. Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nce desteklenen TTU-2018-7704 kod numarali calisma
oncesinde Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi Etik Kurulunca 2018/19

numarali 15.05.2018 tarihli onay1 alindu.

3.1. Deney Gruplar:

Bu calisma KTU Cerrahi Arastirma Merkezinde 32 adet Sprague Dawley 1rk1
siganlar kullanilarak gergeklestirilmistir. Si¢anlarda karacigerde %70 bir saat iskemi
ve 4 saat reperfiizyon uygulanarak LTA nin karaciger IR etkisini inceledik. Calisma
dort grup tizerinde yapilmistir. Gruplar Sham+Salin, Sham+LTA, IR+Salin,
IR+LTA’dir. Sham gruplarinda IR olmadan salin ve LTA verilirken, IR gruplarina
IR sonrasi salin ve LTA verilmistir. LTA deney 6ncesi 3 giin ve deney giinii iskemi

oncesi 150mg/kg ve iskemi sonlandirildiktan sonra 150mg/kg LTA verilmistir.

3.2. Deney Prosediirii

1. Deneyden 15 dakika once salin ya da LTA intraperitoneal verilmistir.

2. Ketamine 50mg/kg anestezisi altinda laparotomi yapilarak ve karaciger
vaskiiler yapisinin %70’inin bir saat siire ile klempe edilerek iskemi
yapilmustir.

3. Iskeminin sona erdirilerek salin veya LTA verildikten sonra
laparotominin kapatilarak 4 saat siire ile beklenmistir.

4. Ardindan ketamin 50mg/kg anestezisi altinda laparotomi yapilarak
karacigerden Ortogonal Polarizasyon Spektral goriintiilleme (OPS) ile
video kaydi alinmistir.

5. Bir miktar karaciger doku INOS, doku MDA, doku MPO, doku okside-

rediikte glutatyon calisilmasi i¢in alinmustir.



6. Bir miktar karaciger dokusu patolojik inceleme i¢in alinarak %10 luk
formaldehit ile saklanmistir.

7. Aorta abdominalisten kan almarak Serum TNF-o, serum GSH pmol/L,
serum GSSG mg/L, serum INOS ng/L, ALT, LDH, gama glutamil
transferaz (GGT) ¢alisilmistir.

3.3. Analiz Yontemleri

Alman kan 6rneginden Serum TNF-a, Serum GSH, Serum GSSG, Serum
iNOS ALT, GGT, LDH c¢alisilmistir. OPG cihazi ile her bir rad karacigerinden 6 adet
mikrosirkiilasyon kaydi alinip AVA programi kullanilarak herbir kayittan 3 adet
PVD degerlerinin 6l¢tilmiis ve her rat i¢in 18 adet adet PVD degerinin belirlenmistir.
Patolojik inceleme i¢in alinan karacigerden doku MDA, doku MPO, doku okside
rediikte glutatyon, doku iNOS degerleri 6l¢tilmiistiir.

Yine bir miktar karaciger dokusunda histolojik ¢alisma amacl olarak alinmis
ve hematoksilen-eosin ile boyanarak ve HIF1-a ile inceleme yapilmistir. Adlardan
alinan doku ornekleri %10 luk formole koyularak patolojide hemotosilen-eosin ile

boyandiktan sonra karacigerdeki inflamasyon ve nekroz degerlendirilmistir.

3.3.1. Doku MDA Seviyesinin Belirlenmesi

3.3.1.1. Doku Homojenati Hazirlama

Doku MDA tayini i¢in 6ncelikle dokular homojenize edildi. Yaklasik 100 mg
doku 2 mL’lik homojenizasyon tamponuna (0.05 Triton X-100 iceren %1.15’lik KC1
cozeltisi) aktarildi. Ardindan 30 sn siireyle, buz kiivetinde 5000 dakikada devir
sayisinda (rpm) homojenizatér (Homojenizator: IKA-ultra turrax T18) kullanilarak
homojenize edildi. Homojenat 4000 rpm’de, 10 dakika boyunca santrifiij edilerek

temiz siipernatan alinarak MDA tayininde kullanildi.



3.3.1.2. MDA Seviyesi Tayini

Karaciger dokusunda MDA diizeyi, doku homojenatlarinda tiyobarbiitirik asit
reaktif bilesenleri (TBARS) yontemine gore belirlendi. Bu yontem, MDA’ nin asidik
ortamda tiyobarbiitirik asit (TBA) ile pembe renkli bir selat olusturmast ve olusan
selatin 532 nm’deki absorbansinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. 500 uL numune
tizerine 3000 uL fosforik asit (%1°lik H3PO4) ve 1000 uL %0,67°1ik TBA ¢ozeltisi
eklendi. Vortekslenerek 100°C’ de 50 dakika inkiibasyona birakildi. 3000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenerek elde edilen supernatanttan 250 pL alinarak mikroplakalara
yiiklendi ve 532 nm’de mikroplaka okuyucusu ile absorbans degerleri Olgiildii.
Standart olarak 1.1.3.3-tetrametoksipropan kullanildi. Standart grafik kullamilarak
doku MDA konsantrasyonu hesaplandi. Doku protein degerlerine boliinerek

karaciger dokusu MDA seviyeleri nmol/mg protein birimi ile verildi [35].

3.3.2. Doku GSH/GSSG Seviyesinin Belirlenmesi

3.3.2.1. Doku Homojennati Hazirlama

pH:7,4 10 mM fosfat tamponlu salin (PBS) ile dokular (100 mg doku Iml
PBS’de) homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra 3000 rpm’de 15 dk santrifiij
edildi. Kit prosediiriine gére deney yapildi.

3.3.2.2. MPO Aktivitesinin Tayini

Indirgenmis glutatyon (GSH) kolorimetrik assay kiti (Cat No: E-BC-K030,
Lot: MNFVKV4XPI1, Elabscience, Wuhan, China) ve yiikseltgenmis glutatyon
(GSSG) seviyesi ise sandvi¢ ELISA kiti (Cat No: E1264, Shanghai, China) ile
belirlendi. Elde edilen sonuglar1 standardize etmek i¢in degerler protein degerlerine

boliindii. Doku GSSG ve GSH icin sonuglar nmol/mg protein birimi ile verildi.
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3.3.3. Doku MPO Aktivitesinin Belirlenmesi
3.3.3.1. Doku Homojenati Hazirlama

100 mg karaciger dokusu 1 mL’lik homojenizasyon tamponunda (50 mM
Potasyum Fosfat tampon, pH=7.4) 40 s siireyle, buz kiiveti lizerinde 9500 rpm’de
homojenize (Homojenizator: IKA-ultra turrax T18) edildi. Homojenat 20000xg’de,
20 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant kisim atildi ve pelletle MPO
tayinine devam edildi. Pellete 750 uL % 0.5 Hekzadesiltrimetilamonyumbromiir
(HETAB) ve (10 mM) Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) iceren 50 mM potasyum
fosfat taponunda (pH=6) ilave edilerek vortekslendi. 25 dakika —80°C’de dondur ¢6z
yapildi. Coziildiikten sonra 20000xg ’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

stipernatan MPO 6l¢iimii i¢in kullanildi.

3.3.3.2. MPO Aktivitesinin Tayini

Karaciger dokularinda MPO aktivitesi Hillegas ve ark. tarafindan onerilen
metotla belirlendi. Inflamasyon gostergesi olan MPO aktivitesi tayini MPO
tarafindan oksitlenen H>O> nin indirgemesi ve bu indirgenmis {iriiniin 460 nm dalga
boyunda absorbansinin 6lgiilmesi esasina dayanir. 30 uL supernatant tizerine 230 pL
o-Dianisidin Hidrokloriir (0.246 mg/mL)-H>0> (20 mM) iceren fosfat tampon (50
mM, pH=6) ilave edildi. 37 °C’de 460 nm’de 5 dakika boyunca absorbans 0l¢iildii.
Kinetik 6l¢lim sonunda elde edilen absorbans degisimi gbz Oniine alinarak ve

asagidaki formiil kullanilarak doku MPO aktiviteleri hesaplandi.

Enzim Aktivitesi = Ay Vix 10 ©
E x exlxVs

Doku protein degerlerine boliinerek karaciger dokusu MPO aktiviteleri U/mg

protein olarak verildi [36].
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3.3.4. Doku iNOS Seviyesinin Belirlenmesi

3.3.4.1. Doku Homojenati Hazirlama

100 mg karaciger dokusu 1 mL pH’s1 7,4 olan 10 mM PBS tampon ile
homojenize edildi. 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatanlar numune olarak

kullanildi.

3.3.4.2. iNOS Seviyesi Tayini

iNOS sandvic ELISA kiti (Cat No: E0008Ge, Bioassay Technology
Laboratory, Shanghai, China) kullanilarak kit procediiriine gore iNOS seviyesi
belirlendi. Doku protein tayini sonuglart gézoniine alinarak iNOS seviyeleri ng/mg

protein birimi ile verildi.

3.3.5. Serum TNF-alfa Seviyesinin Belirlenmesi

Serum TNF-a seviyesi sandvi¢ ELISA kit (Cat No: EO0764Ra, Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, China) kullanilarak ger¢eklestirildi. Kit
kullanilmadan once reaktifler ve numuneler oda sicakligia getirildi ve numuneler
santrifiij 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Serum TNF-a sonuglari ng/L birimi ile

verildi.

3.3.6. Doku Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Dokuda incelenen her bir parametre i¢in hazirlanan doku homojenati
slipernataninda protein seviyesi Bradford metoduna gore belirlendi. Bu metodun
prensibi, organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250’nin fosforik asitli
ortamda proteinlere baglanmast ve olusan mavi renkli kompleksin 595 nm’de
maksimum seviyede absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir. 10 pL numune
mikroplakalara yiliklendikten sonra 100 pL Bradford reaktifi eklendi ve 10 dakika
karanlikta diisiik hizda sallanarak bekletildi. Ardindan 595 nm’de mikroplaka

12



okuyucuda (VERSA max tunable microplate reader, Molecular Devices, CA, USA)
absorbanslar okundu. Bovine serum albumin (BSA) standarti kullanilarak protein
konsantrasyonlar1 mg/mL olarak hesaplandi [37]. Serum GSH ve GSSG seviyesi
birimleri esitlendi ve oranlanarak GSH/GSSG hesapland:.

3.3.7. Serum ALT, LDH ve GGT Seviyesinin Belirlenmesi

Serum ALT, LDH ve GGT seviyesinin belirlenmesi Beckman Coulter analiz
cihazlarinda Uluslararast Klinik Kimya Federasyonunun tavsiyelerine dayanarak
yapilmaktadir. Uygulanan prosediirler Szasz prosediiriiniin bir modifikasyonudur

[38].

3.3.8. Patolojik Analiz

Siniizoidal konjesyon, hepatosit iskemi ve vakuolizasyon, Suziki tarafindan
daha once tarif edildigi gibi 0'dan (patolojik degisiklik yok) S'e (siddetli konjesyon/
balonlagsma dejenerasyonu ve % 60’dan fazla lobiiler nekroz) kadar puanlama sistemi
kullanilarak degerlendirildi [39]. HIF 1-a, immiin histokimyasal boyamayla tespit
edildi (Anti-HIF-1 alfa antikor kod numarasi: ab114977, abbcam Tiirkiye). Histolojik
slaytlar, Nikon Eclipse Ni-U ve Nikon’un NIS-Elements D Mikroskop Gériintiileme
Yazilmi Siirim 4.0 (Tokyo, Japonya) kullanilarak 100x biiyiitme altinda
immiinohistokimyasal puanlama icin dijital olarak goriintiilendi. Dijital goriintiiler,
kiiciik degisikliklerle H-skor yontemi kullanilarak degerlendirildi [40, 41]. Bu
yontemle, her boyama yogunlugu seviyesindeki hiicrelerin yilizdesi hesaplanir ve son

olarak, asagidaki formiil kullanilarak bir H-skoru atanir.

(1 X (% hiicre 1+) + 2 x (% hiicre 2+) + 3 x (%3+ hiicre))

H-skoru, ¢esitli biiyiitmelerde goriintiilenen farkli yogunluklarda boyanan

hiicrelerin yiizdesine dayal1 olarak 0 ila 300 arasinda degisen skor hesaplanir.
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3.3.9. Sidestream Dark Field (SDF) Goriintiileme Yontemi

OPS goriintilleme yontemi organ ve doku mikrosirkiilasyonunun gozlem ve
aragtirmalarinda  kullanilmaya baslanmistir. OPS  goriintiileme yontemi ile
mikrovaskiiler dolasgtmm oldugu alanlar1 goriintillemek icin eritrositlerdeki
hemoglobini absorbans olarak kullanir ve eritrositleri goriiniir hale getirir. Goriintii
kalitesinin diizeltilmesi ve aydinlatma icin ek bir 151k kaynagi kullanilarak yapilan
aragtirmalar sonucunda Sidestream dark field (SDF) goriintileme teknigi
bulunmustur [42].

SDF sistemi ikili modda yilizey alti mikrosirkiilasyonu gostermek igin
kullanilan non invaziv bir sistemdir. SDF, dolasimda ki kirmiz1 kan hiicreleri (RBC)
tarafindan yiliksek oranda emilir ve bu da damarlar ve doku arasinda kontrast
olusturur. SDF laser speckle kontrast goriintiileme (SDF-LFCI) doku ve hareketli
RBC'ler tarafindan dagitilir ve bu da damarlar ve gevreleyen doku arasinda kontrast
renk dinamiklerine neden olur. Lens sistemi 5x biiyiitme ile yiizey alt1
mikrosirkiilasyon goriintiisiinii bir charged-coupled device (CCD) kameraya odaklar

[43] (Sekil 5).

?K:::dbaﬂd Microcirculation
19 image frame
— {green light)

L1

F2L3
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Image plane
Focal plane
0-400 um J =gl

Sekil 5. Sidestream Dark Field (SDF) goriintiileme yontemi
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3.3.10. Automated Vascular Analysis (AVA) Program

Otomatik Vaskiiler Analiz (AVA Dobbe ve ark. tarafindan gelistirilmistir ve
mikrodolasim video kayitlarint analiz eden ticari yazilim aracidir [44]. Hem kalitatif
hem de kantitatif mikrovaskiiler analiz saglayan bir programdir (Sekil 6).
Goriintiilerden kisa kesitler almarak analiz yapilmaktadir. Kan akim tipini,
damarlarin boy-¢ap oranini, dansitesini, mikrovaskiiler yataktaki kan akimini ve

kanin akim ile ¢ap oranini igeren detayl1 bir rapor sunmaktadir [45].

Sekil 6. (a) OPS goriintilleme yontemi ile karacigerden alinan anlik mikrosirkiilasyon
goriintiisti, (b) mikrosirkiilasyon goriintlisiinin AVA programi ile analiz
edilmesi

Raporda; Total vaskiiler dansite (TVD) (mm/mm?), hem perfiize olan hem de
perfiize olmayan damarlarin dansitesini verir. PVD (mm/mm?2) ise belli bir bolgedeki
perfiize olan damarlarin dansitesini verir.

Biz ¢alismamizda PVD yani perfiize olan damarlarin dansitesini hesaplayarak
karsilastirma yaptik. Calismamizda her bir rattan karaciger ekspoze edilerek OPS
video mikroskopu ile karacigerden iskemiye biraktigimiz alanlardan 6 adet kayit
alindi. Bu kayitlarin her birinden 3’er adet kesitler alinarak AVA programinda analiz
edildi. Elde edilen her bir rat icin 6 adet goriintii kaydi alinarak 18 adet PVD
degerlerinin ortalamasi alinarak gruplar arasi istatistiksel olarak karsilastirildi [44,

46].
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3.3.11. istatistiksel Analiz ve Veri Gorsellestirme

Istatistiksel Analiz igin SPSS 22 programi kullanilarak Shapiro testiyle
normallik analizi yapildi. normal dagilima uyan veriler T testi kullanilarak, normal
dagilima uymayan veriler Mann Whitney U testi kullanilarak ikili karsilastirma
yapilmistir. Anlamlilik orani olarak p degeri 0.05 alti anlamli kabul edilmistir. Veri
gorsellestirme amactyla Python 3.9 programlama dili araciligiyla seaborn ve pandas

kiitiiphaneleri kullanilmistir.
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4.BULGULAR

Serum ALT degerleri Salin grubunda 65+9.2, LTA grubuna 57.50+4.1,
Iskemi+Salin grubunda 1334+372, iskemi+LTA grubunda 473.83%132 olarak
bulundu. iskemi sonras1 serum ALT degerlerinde belirgin bir artis gdzlendi. Bu artis
Iskemi+Salin grubunda en fazla idi (Sekil 7, p<0.01). LTA verilmesi sonrasinda
serum ALT degerini anlaml olarak diisiirdii (Sekil 7 p<0.05).

Salin 65292,

LTA 575041
Salin - iskemi 13342372 *
iskemi+LTA 473,83 =132

iskemi =

iSkemi+LTA - ’_l_‘

* p<0.05 karsilastirma diger gruplar.

—o-
—

Sekil 7. ALT degerlerinin dagilim grafigi medyan ortalamalarin1 ve standart hata
degerleri,

Serum GGT degerleri Salin grubunda 4+1, LTA grubuna 1.17%0.16,
Iskemi+Salin grubunda 3.83+1.07, Iskemi+LTA grubunda 1.50+0,22 olarak bulundu.
Iskemi sonrast GGT degerlerinde belirgin bir degisiklik gdzlenmedi. Grupla arasinda

istatistiksel olarak da belirgin fark saptanmamaistir (Sekil 8, p>0.05).
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Sekil 8. GGT degerlerinin dagilim grafigi medyan ortalamalarini ve standart hata
degerleri

Serum LDH degerleri Salin grubunda 15524410, LTA grubuna 1274+111,
Iskemi+Salin grubunda 3631£1240, Iskemi+LTA grubunda 1857+191 olarak
bulundu. Iskemi sonrasi serum LDH degerlerinde kontrol grubuna kiyasla belirgin
bir artis gdzlendi. Bu artis Iskemi+Salin grubunda en fazla idi (Sekil 9, p<0.05). LTA

verilmesi sonrasinda serum LDH degerlerinde belirgin azalma meydan gelmistir.
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a p<0.05 karsilastirma diger gruplar

Sekil 9. LDH degerlerinin dagilim grafigi medyan ortalamalarinmi ve standart hata,

degerleri

PVD degerleri Salin grubunda 37.35+0.78 mm/mm?, LTA grubunda
37.67+0.56 mm/mm?, Iskemi+Salin grubunda 33.78+0.78 mm/mm?, iskemi+LTA
grubunda 36.78+0.85 mm/mm? olarak ol¢iildii. Iskemi sonrasi kontrol grubuyla
kiyaslandig1r perfiize olan damarlarin yogunlugunda belirgin azalma meydana

gelmistir (p <0.05). LTA verilmesi sonrasinda bu deger normal sinirlara yaklagmistir

(Sekil 10, p <0.05).
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** p <0.05 kargilagtirma diger gruplar

Sekil 10. PVD degerlerinin dagilim grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart hata
degerleri

Serum TNF degerleri Salin grubunda 40.27+0.60 ng/L, LTA grubunda
38.53+2.7 ng/l, Iskemi+Salin grubunda 42.50 *1.4 ng/L, iskemi+LTA grubunda
40.74+0.3 ng/L olarak bulundu. Iskemi sonrasi serum TNF degerlerinde belirgin
olarak artis saptandi (p <0.05). LTA verilmesi sonrast TNF degerleri normal
seviyeye gerilemis ve iskemi grubuyla kiyaslandiginda anlamli fark saptanmistir

(Sekil 11, p <0.05).
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Sekil 11. TNF degerlerinin dagilim grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart hata
degerleri,

Serum GSH degerleri Salin grubunda 23.41+£3.5 mg/L, LTA grubunda
15.65+4.4 mg/L, iskemi+Salin grubunda 13.51+3.6 mg/L, Iskemi+LTA grubunda
33.9045.3 mg/L bulundu. Iskemi sonrast GSH degerinde azalma meydan geldi. LTA

verilmesi sonrast GSH degerlerini anlaml1 olarak artirdi (Sekil 12, p <0.05).
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Sekil 12. GSH degerlerinin dagilim grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart hata
degerleri

Serum iNOS degerleri salin grubunda 1.32+0.06 ng/L, LTA grubunda
1.13£0.07 ng/L, Iskemi+Salin grubunda 1.25+0.07 ng/L, Iskemi+LTA grubunda
1.45+0.1 ng/L olarak bulundu. LTA uygulanmasi sonrasi gruplar arasinda anlamli

farklilik saptanmadi (Sekil 13, p>0.05).
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Sekil 13. Serum iNOS degerlerinin dagilim grafigi

Serum GSSG degerleri salin grubunda 19.23+0.8 mg/L, LTA grubunda
19.94+0.8 mg/L, iskemi+Salin grubunda 22.35+1.6 mg/L, Iskemi+LTA grubunda
22.9143.45 mg/L olarak bulundu. Iskemi sonrast GSSG degerlerinde bir miktar artig
olmasina ragmen istatistiki olarak gruplar aras1 anlamli fark saptanmamistir

Serum GSH/GSSG oranlar1 ise iskemi sonrasi belirgin olarak azalmakla

beraber LTA verilmesi sonrasi normal seviyelere yiikselmistir (Tablo 1, p <0.05).

Tablo 1. Serum GSSG mg/L ve Serum GSHGSSG Medyan ortalamalar1 ve standart
hata degerleri a p<0.05 karsilastirma Iskemi+Salin grup

Salin LTA Iskemi+Salin Iskemi+LTA

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Serum GSSG mgL 19,23+0,8 19,94+0,8 22,35+1,6 22,91+43,45
Serum GSH/ GSSG 1,26+0,2 0,76+0,17 0,64+0,2 1,53+0,22 ¢

Doku MDA degerleri Salin grubunda 12.57+1.2 nmol/mgprotein, LTA
grubunda 12.82+0.41 nmol/mgprotein, iskemi grubunda 16.51+1.4 nmol/mgprotein,

Iskemi+LTA grubunda 13.61+1.2 nmol/mgprotein olarak bulundu. Iskemi sonrasi
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doku MDA degerinde kontrol grubuna gére artis saptandi. Iskemi yapilanan gruba
LTA verilmesi sonrast doku MDA degerleri normal sinirlara gerildi (Sekil 14,

p<0.05).

Suliii - ‘ Salin 12,57 £1.2
LTA 12,82 +0,41
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*% p <0.05 karsilagtirma diger gruplar

Sekil 14. Doku MDA degerlerinin dagilim grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart
hata degerleri

Doku MPO degerleri salin grubunda 2.23+0.38 nmol/mgprotein, LTA
grubunda  2.82+0.41  nmol/mgprotein, Iskemi+Salin  grubunda  9.86+1.9
nmol/mgprotein, Iskemi+LTA grubunda 4.84+1.11 nmol/mgprotein olarak bulundu.
Iskemi sonrast doku MPO degeri anlamli artis saptandi. LTA verilmesi sonrast doku

MPO degerleri normal sinirlara gerildi (Sekil 15, p<0.05).
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Sekil 15. Doku MPO degerlerinin dagilim grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart
hata degerleri

Doku iNOS degerleri Salin grubunda 0.12+0.01, LTA grubunda 0.12+0.007,
Iskemi+Salin grubunda 0.17+0.02 ve Iskemi+LTA grubunda 0.12+0.006 olarak
bulundu. iskemi sonrasi doku iNOS degerlerinde istatistiki olarak anlamli artis

saptandi. LTA verilmesi doku iNOS diizeylerini azaltti1 (Sekil 16 p <0.05).

25



Doku iNOS Degerlerinin Gruplar Arasi Dagilimi
0.300
¢ Gruplar
0.275 - @ Salin
e LA
@ Iskemi
0.250 1 ® IskemilTA
£
L 0.225 A
2
Qo
o
£ 0.200 T
S
c
8 0.175 -
=
=
S 0.150 -
g o.
I .
0.125 - s
0.100 .
@
Salin LTA Iskemi IskemilLTA

Sekil 16. Doku iNOS degerlerinin dagilim grafigi

Doku GSH degerlerinde gruplar arasi anlamli fark saptanmamistir. Doku
GSSG degerleri salin grubunda 2.21+0.27 nmol/mgprotein, LTA grubunda
2.15+0.25 nmol/mgprotein, Iskemi+Salin grubunda 3.01+0.24 nmol/mgprotein,
Iskemi+LTA grubunda 1.95+0.23 nmol/mgprotein olarak bulundu. iskemi sonrasi
doku GSSG degeri anlamli artig saptandi. LTA verilmesi sonrasi doku GSSG
degerleri normal smirlara gerildi (Tablo 2 p<0.05).

Doku GSH/GSSG degerleri salin grubunda 3.53+0.3 nmol/mgprotein, LTA
grubunda  3.19+#0.2 nmol/mgprotein, Iskemi+Salin  grubunda  1.81%0.29
nmol/mgprotein, Iskemi+LTA grubunda 4.89+0.3 nmol/mgprotein olarak bulundu.
Iskemi sonrasi doku GSH/GSSG degeri anlamli diisiis saptandi. LTA verilmesi
sonrast doku GSH/GSSG degerleri normal sinirlara yiikseldi (Tablo 2, p<0.05).
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Tablo 2. Doku GSHnmolmg, doku GSSG nmolmg ve Doku GSH/GSSG ‘nin
medyan degerleri ve standart hata degerleri

Saline Thenine Iskemi+Salin iskemi+Thenin

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Doku GSH nmol/mg 5,31 +0,8 5,51 +£0,53 4,71 0,31 6,31 £1,23
Doku GSSG nmol/mg 2,21 0,27 2,15 40,25 3,01 0,24 1,95 +0,23
Doku GSH / GSSG 3,53 +0,3 3,19 +0,2 1,81 £0,29 4,89 +0,3

* p <0.05 karsilasgtirma diger gruplar

Histopatolojik incelemede Suzuki skorlama sistemine gore elde edilen veriler

cergevesinde sinuzoid konjesyon, nekroz ve vakuolizasyon agisindan gruplar arasi

karsilagtirma yaptigimizda belirgin bir fark saptanmamistir (Tablo 3 p> 0.05)

Tablo 3. Histopatolojik inceleme suzuki skorlama sonuglari,

Salin LTA Iskemi+Salin Iskemi+ LTA

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Siniizoidal Konjesyon 09 +0,15 0.8 £0.15 1.5+£0,5 0.83 £0,19
Nekroz 0 0 0.8+0,2 0
Vakuolizasyon 0 0 0.3+0,2 0

Hif-1a kullanilarak yapilan immunhistokimyasal inceleme neticesinde elde
edilen H skoru salin grubunda 61.66+9.45, LTA grubunda 75.5+8.76, Iskemi+Salin
grubunda 226.33+5.6 ve Iskemi+LTA grubunda 142.33%13.86 olarak bulundu.

Iskemi sonrast H skorunda belirgin olarak arttis saptandi (p <0.01). LTA

uygulanmasi sonrasinda H Skorunda belirgin azalma meydana gelmistir. Istatistiksel

olarak karsilastirildigindan gruplar arasinda belirgin fark saptanmustir (Sekil 17, p

<0.05).
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Sekil 17. Immunhistokimyasal boyama ile gruplar arast H Skoru degerlerinin dagilim
grafigi, medyan ortalamalar1 ve standart hata degerleri,
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5. TARTISMA

Calismamizda deneysel model olarak karacigerin % 70'inde 1 saat iskemi ve
4 saat reperflizyon sec¢ilmistir. Bu model en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir ve
ratlarda oliime daha az neden olur [47, 48].

Bir glutamat tiirevi olan LTA, Camellia sinensis'in yapraklarinda bulunan
benzersiz bir protein olmayan amino asittir. Bir¢cok c¢alisma antiinflamatuar,
antitimor antioksidan, hepatoprotektif ve noroprotektif etkilerini gostermistir. Bu
etkiler viicudun antioksidan kapasitesini artirir [4-6]. Etkilerini niikleer faktor kappa
B yolu ile yapar [7]. Glutaminin yerini alabilir ve glutamin etkisini diizenleyebilir [4,
5]. Calismamizda bu etkilerinde dolay1 LTA se¢ilmistir.

Serum ALT degerleri, karaciger fonksiyonunu ve karaciger hasarinin
boyutunu gosterir. Calismamizda literatiire benzer sekilde, hepatik IR indiiksiyonu
histolojik incelemeye gore belirgin ALT artisi, LDH artist ve nekroza neden
olmustur [27, 47-49]. IR'den sonra hepatosit hiicre 6liimiiniin modu hakkinda énemli
tartigmalar olmustur [50-55]. Hepatosit hiicre oliimiiniin apoptoz ve nekroz olmak
tizere iki formu vardir. Bu iki form mekanizma ve morfoloji agisindan biiyiik
farkliliklar gosterir. Hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlugu artisi, niikleer pargalanma
ve apoptotik cisim olusumu apoptozun ayirt edici 6zelliklerindendir. Diger yandan,
nekroz ise morfolojik olarak hiicre zar1 bitiinligiiniin bozulmasi, hiicresel
vakuolizasyon ile mitokondriyal hasar olarak tanimlanabilir [53]. Apoptoz ve nekroz
ana neden olarak mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak birlikte bulunabilir [52-
55]. Stimiilasyonun siddeti, olayin apoptoz veya nekroz ile sonuclanip
sonu¢lanmayacagini belirler. Diisilk doz SOR veya ATP eksikligi apoptoza neden
olabilirken, yiiksek doz SOR veya ¢ok az ATP nekroza neden olabilir.

Literatiirde hepatik IR ve apoptoz hakkinda 6nemli ¢alismalar vardir [50-52].
Bu c¢alisma apoptoz yollarinin hepatik IR tarafindan aktive edilebilecegini
gostermekle beraber nihai hiicre 6liimiiniin nekroz oldugunu goéstermistir. Maalesef
calismamizda ekonomik nedenlerden dolay1 apoptotik yolaklar incelenememistir.

SOR {iretimine bagli oksidan stres, hepatik IR'nin 6nemli patogenetik
mekanizmalarindan biridir [27, 49, 52, 55]. Oksijen eksikligi olmayan hiicrelerde

mitokondride sinirli miktarda SOR {iretimi olur ve bu reaktif oksijen iiriinleri hiicre
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icindeki antioksidan sistem tarafindan yok edilir. Hepatik iskemiden sonra
antioksidan sistemi elimine eden oksidatif strese neden olan, yiiksek SOR iiriinlerinin
iiretilmesi reperflizyon ile beraber olusur [50, 52-54].

Calismamizda hepatik Iskemi grubunda artmis doku MDA, MPO, GSSG
degerleri ve diisik GSH / GSSG oranmi sonuglari bunu desteklemektedir. SOR
iretiminin kaynagi belirsizdir. Ana kaynaklar mitokondriyal metabolizma, ksantin
oksidaz / rediiktaz ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazdir.
ROS, proteinleri, lipidleri, DNA'yt ve endotelyumu yok eder ve ayrica
mikrovaskiileriteyi olusturan endotel hiicrelerine zarar verebilir. ROS'un bir diger
etkisi de kupffer hiicrelerin aktivasyonudur [27, 49, 50, 52-54]. Calismamizda LTA
kullanarak iskemide azalan GSH orani artirarak antioksidan kapasiteyi arttirdik ve
bunun olumlu sonuglarini gézlemledik.

Mikrosirkiilasyon bozuklugu, hepatik IR sirasinda baska bir Onemli
patogenetik faktordiir [49-54]. Karacigerin mikrosirkiilasyonu, difiiz yansitma
spektroskopisi, intravital mikroskopi, ¢oklu gosterge seyreltme teknigi ve OPS ile
Olciilebilir. Bu c¢alismada hepatik mikrosirkiilasyonu ortogonal polarizasyon
gorlintiileme ile olctiik. Calismamizda, hepatik IR indiiksiyonu PVD'de bir azalmaya
neden olmustur. Bir¢cok yazar intravital mikroskopi, difliz yansitma spektroskopisi
veya OPS kullanarak benzer sonuglar bildirmistir [52-54, 56, 57]. Karaciger IR
sirasinda mikrodolagim yetmezliginin ortaya ¢ikmasinda ii¢ faktdr onemli rol oynar.
Ik basta, hepatik iskemi déneminde, hiicrede ATP tilkenmesi azalir, bu da hiicre
sinosoidal kupffer hiicreleririn ve endotel hiicrelerinin sismesi ve hiicre zari
gecirgenliginde artisa neden olur. Bu sisme siniizoid ¢apinda daralmaya neden olur.
Ikincisi, reperfiizyon sirasinda asirt SOR, SEC ve kupffer hiicre aktivasyonunda
hasara neden olur. Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu sitokin, kemokin salinimi,
lokosit  kemotaksisi ve aktivasyonu, endotelde adezyon molekiillerinin
ekspresyonuna neden olur. Bunu SEC'de I6kosit yapismasi ve trombosit agregasyonu
izler. Sonu¢ olarak, mikrosirkiilasyon azalir. Mikrosirkiilasyon bozulmasindaki
iciincii mekanizma NO ve endotelin arasindaki dengesizliktir. Denge endotelin
lehine bozulur ve vazokonstriksiyon olusur [27, 47, 50-54].

Calismamizda iskemi yapilan grupta PVD degerlerinde belirgin artis

saptandi. Iskemi sonrasinda LTA verilen grupta kontrol grubuna gére PVD
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degerlerinde belirgin azalma meydana geldi. Bu diisiis LTA’nin bir antioksidan
olarak SOR’un oksidan etkisini azaltarak PVD'yi diizeltmesine bagh olabilir.

NO, hepatik IR sirasinda 6nemli bir rol oynar. NO, hepatik yildiz hiicreleri
araciligiyla sinuzoidlere vazodilator gorevi goriir ve ayrica proinflamatuar sitokin
salinimini, trombosit agregasyonunu, lokosit adezyonunu ve apoptozu inhibe eder.
NO etkileri doza baghdir. Diisiik dozlarda siniizoidler iizerinde vazodilator etkiye
sahipken asir1 dozlarda ters etki yapmaktadir [50, 51, 53, 54]. Calismamizda iskemi
sonrasinda iNOS seviyesinin arttigin1 gézlemledik, ancak LT A uygulamasi ile iNOS
seviyelerinde diisiis meydana geldi. Bu, c¢alismamizdaki mikrosirkiilasyondaki
iyilesmeyi agiklayabilir.

HIF 1-0, son on yilda tipta en ¢ok arastirilan maddelerden biridir. HIF 1-a,
hiicrenin oksijen sensorii olarak islev goriir. Normal oksijen basing¢larinda reaksiyon
vermezken, diisiik oksijen basinglarinda salinmmi artar ve c¢ekirdekten koruyucu
maddelerin salinmasini saglar [40]. Calismamizda iskemi yapilan grubunda HIF 1-
a'da anlamli bir artis bulduk. LTA verilmesinin HIF 1-a diizeylerinin belirgin olarak
azalttigr gorlilmiistiir. Bu durum hepatik IRI siirecinde hiicrenin derin hipokside
kaldigin1 ve durumun LTA uygulamasiyla HIF 1-a diizeylerinin azalmasi doku
oksijenizasyonunda diizelme meydana geldigini gosterir [36, 40]. Ayn1 zamanda
HIF1-o immiinhistokimyal H skoru hesaplamasinin Suzuki skorlamasina gore iskemi
derecesini ve IR patolojisine LTA’nin etkisini gézlemlemekte daha etkili oldugu
gostermistir. HIF 1-a pek ¢ok calismada farkli zaman dilimlerinde calisilmstir [58,
59]. Biz ¢alismamizda ratlarda 1 saat iskemi 4 saat reperflizyon yaparak calistik.

TNF-a, hepatik IR sirasinda hepatik kupffer hiicrelerinden salinan 6nemli bir
sitokindir. TNF-a, 16kosit kemotaksisini ve aktivasyonunu saglar. Endotelyumdan
yapigsma molekiillerinin ekspresyonunu uyarir.

Ayrica TNF-a’nin hepatositler ve SEC hiicreleri tizerinde dogrudan toksik
etkileri vardir. Calismamizda hepatik Iskemi grubunda kontrol grubuyla
kiyasladigimizda TNF-o konsantrasyonu anlamli artis saptandi ve LTA uygulanmasi
sonrasinda iskemi grubuna kiyasla TNF-a diizeylerini belirgin olarak azaltti. Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonu SOR araciligiyla gerceklesmektedir. Bu LT A’nin TNF-a‘y1
azaltma etkisini agiklar. Ayrica Malko¢ ve ark bulgulart ¢alismamizi

desteklemektedir [59].
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6. SONUC

e Bucalismada, LT A uygulamasi hepatik IR’i 6nlemektedir.

e Serum iNOS seviyesinin azaltarak dokuda inflamasyonu azaltmaktadir.

e iskemi sonrasi artan TNF- a konsantrasyonunu azaltarak doku hasarini
azaltmaktadir.

e Immiinpatolojk HIF 1-a boyamada  goriildiigii gibi  doku
oksijenlenlenmesinin artirtlmasini saglamaktadir.

e Iskemi sonrasi azalan perfize damarlarin oram artirilarak doku
kanlanmasinin artmasini saglamaktadir.

e [R’de azalan hiicresel antioksidan seviyesinin eski haline getirilmesini
etkilemektedir.

e Karaciger fonksiyon degerlerini iskemi sonrasi azaltmaktadir.

e LTA’nin hepatik IR iizerindeki oOnleyici veya azaltict etkilerini

dogrulamak i¢in yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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