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. GIRI$ VE AMAG

Tikanma ikteri basta karaciger olmak lzere pek gok organ sistemine
dogrudan etkileri olan yiiksek. mortalite ve morbidite ile seyreden bir
hastaliktir. Bu durumda gerekebilecek safra yollari cerrahisi ise operasyon
tekniklerinde ve tibbi tedavideki yeni gelismelere ragmen halen ylksek
oranda postoperatif komplikasyonlarla ve hatta ‘mortalite ile seyreder.
Tikanma ikterinde biriken safra tuzlari ve bilirubin karacigerde direk yolla
hasa yol agarken, indirek olarak da dokularda iskemi-reperflizyon hasari,
endotoksemi, sivi elektrolit dengesizligi ve nutrisyonel bozukluklara neden
olur. Buna bagh olarak pulmoner, renal, kardiyak've bagisiklik sistemlerinde

cesitli patolojik degisiklikler ortaya gikar.

Tikanma sanhdl akut hepatoselltler hasara yol agarak ilerleyici
fibrosiz ile sonuglanan patofizyolojik olaylar tetikler. Artan safra asitleri ve
bilirubinin karacigerde serbest oksijen radikallerinin olusumunu tetikledigi ve
ardindan antioksidan kapasiteﬁin azalmasina neden olan olaylari baslattigi
gosterilmistir. Olusan serbest oksijen radikalleri bir yandan karaciger
hasarina yol agarken bir yandan da bakteriyel translokasyonun tetikledigi
endotoksemiyi artirmaktadir. Olugan bu endotoksemi tikanma sarihginda
temel patofizyolojik degisikliklerin nedenidir. Endotoksemi sonucunda
multiorgan yetmezligine neden olan pek ¢ok sitokin aciga cikar. Bu
sitokinlerden en ®nemlileri TNF-a (Tumdr Nekrozis Faktor - alfa), ET-1
(endotelin - 1) ve NO (Nitrik oksit) dur.

Tikanma sariliginda olusan immin yetmeziigin temel nedeni aslinda
Kupffer hiicrelerinde olugan fonksiyon bozuklugudur. Kupffer htcreleri (RES)
retikiiloendotelyal sistemdeki makrofajlarin biyuk bir kismini icerir. Yapilan
bazi galismalarda tikanma sariliginda olusan Kupffer hiicre disfonksiyonunun

daha az reaktif oksijen radikali salinmasina ve bu yolla bakterisidal etkinin



azalmasina neden oldugu savunulurken, bazi aragtirmacilar da tam tersine
tikanma sariiginda aktive olan kupffer hucrelerinden daha fazla reaktif
oksijen Uretimi oldugunu ve bunun da karaciger hasarinda 6nemli rol

oynadigini séylemektedirler.

Tikanma saniliginda ortaya gikan serbest oksijen radikallerinin rolind
sorgulayan pek c¢ok galisma - bulunmaktadir. Bu calismalarda tikanma
sariliginin NO'i  etkiledigi  gosterilmistir. Bazi caligmalarda artmis NO
dlzeylerinden karaciger fonksiyon bozuklugu sorﬁmlu tutulurken, azalmis
NO'in tikanma sariligina sekonder ortaya cikan bakteriyel peritonite bagh

oldugu stylenmektedir.

Tipki tikanma sariliginda oldugu gibi giinimuzde ortaya gikan pek ¢ok
hastaligin patofizyolojisinde serbest . oksijen radikallerinin rol oynadig!
bilinmektedir. Temelde serbest radikallerin etkileri ya direk yolla hiicresel
harabiyete neden olarak ya da indirek yolla hticresel antioksidan sistemlerini
inhibe ederek olmaktadir. Ancak serbest oksijen radikallerinin etki

mekanizmalari ve patofizyolojik rolleri halen aragtiriimaktadir.

Eritroid seri bUydme hormonu olan eritropoetinin (EPO), gesitli non-
eritropoetik etkileri mevcuttur. Yapilan galismalarda, EPO’nun hipoksik-
iskemik ve inflame dokularda édemi ve hicresel apopitozisi blytk élglide
azalttigi, iskemiye dayanikhhd artirdigi, inflamasyonu dizginledigi, doku
lipid peroksidasyonunu ve MDA (malondialdehit) olugumu'nu distrdugu
g6sterilmistir.  Sepsis gibi, baglica sitokinlerden olan TNF-a ‘nin leri
derecede arttigi ve inflamasyonun kontrol edilemedigi klinik hallerde, serum
EPO miktarinin baskilandigi tespit edilmistir. EPO'nun NO' ve diger
inflamasyon mediatérlerini gesitli yollarla baskiladigi, deneysel olarak ortaya
konmustur. Ancak EPO ylksekligi veya disaridan verilmesi ile bu
sitokinlerin duzéyi ve inflamasyon arasindaki iligkiler tam olarak agikhga

kavusmamistir. EPQO’nun tikanma sarihdindaki etkinligi bilinmemektedir.



Bu tez calismasindaki amag, deneysel tikanma sariligi olusturulan
ratlarda eritropoetinin oksidatif stres, serbest radikaller ve hepatik hasar

tizerine olan etkinliginin histolojik ve biyokimyasal verilerle aragtiriimasidir.



Il. GENEL BILGILER

2.1 insanlarda Karaciger ve Safra Yollan Anatomisi

insanda karaciger sag tst abdomende ve kismen epigastrik bolgede
yer alan, ortalama agirhgi erkekte 1500 (1400-1600) gr, kadinda 1300 (1200-
1400) gr olan tim vicut fonksiyonlari igin gok énemli bir organdir. G&égus
kafesini olusturan kaburgalar karacigerin bayUk bir kisminin &n yuzund
érterler. On ylzin geriye kalan kiguk bir bslumi ise karin 6n duvari ile
dogrudan temastadir. Sag lobun en Ust noktasi 5. kaburgaya kadar, sol lobun
tist noktasi ise 6. kabUrgamn st kismina kadar uzanir. Karacigerin peritonla
kapli olan diyafragmatik ve visseral olarak adlandirilan iki ytzd vardir.
Diyafragmatik tarafta kiigik bir alan disinda peritonla sarilidir. Diyafragmatik
ylzey Ustte sirasiyla sag ve sol plevra, akciger, perikard ve kalple; arka ve
énde ise diyafragma, kaburgalar ve sternumla komsudur. Visseral ylizey ise
sagdan sola dogru sirasiyla, hepatik fleksura ve sag transvers kolonun bir
bslumi, sag bobrek ve sag bobrek UGstd bezinin peritonu, safra kesesi,
duodenum birinci ve ikinci kitalari, ozefagus ligamentum venozumu ve mide

ile komsudur.

Karaciger sag ve sol olmak tizere 2 loba aynilir. Her iki lobun boyutlar
yaklasik olarak birbirine esittir. Onde safra kesesinin gentiginden baglayan
round ligamanin fissuriine paralel giden ve yukarida inferior vena cava'ya
varan hayali cizgi karacigeri iki loba ayinir (Sekil-1). Karaciger hepatik arter,
portal ven ve hepatik duktusun dagiimina uygun olarak 8 alt segmente
ayrilir. Segmentler kanlanmasini hepatik arter ve portal venden alirken,
drenaiji safra kanallar ile olur.. Her segmentteki hepatik venler birlegerek vena

cava inferiora dokiltrler.



Medial Segment
(quadrate lobe)

Left Lobe

Lateral
Segment

Sepment

R. & L. caudate
lobe

Sekil-1: Karacigerin visseral ylizeyi. Sol medial ve sol lateral segmentler arasinda kalan

diizlem, umbilikal fissiir, ligamentum teres fisstrii ya da falsiform ligaman fissrd

gibi gesitli isimler almistir.

Sag Paramediyan
Sol Paramediyan

sektor
Sag sekt‘.o'r .
Sag lateral anteromediyal =3 Sol 6n pedikiil
sektor
Sag Posterolateral Sol 1dateral
pedikiil sektor

Sol arka pedikil

Sag kesim hatt ‘%
Sag hepatik ven e )
Ana kesim hatty
Orta hepatik ven

\ Sol kesim hatta

Sol hepatik ven

Sag karaciger Sol karaciger

Sekil-2: Karaciger segmenter anatomisi.



Sekil-3: Karaciger segmentleri.

Karaciger falsiform, round ve koroner ligamanlar ile diyafragmanin ait
ylizeyine ve batin on duvarina tutunur. Karacigeri érten periton, diyafragmaya
iki ayr yaprak halinde tutunur. Bunlar anterior ve posterior koroner
ligamanlardir. Sol ve sagda koroner ligamanlarin iki yapragi birleserek sol ve
sag triangller ligamanlar olustururlar. Koroner ligaman anterior tabakasi 6n
yuzde karacigerin superiorundan batin 6n duvarina uzanarak falsiform
ligamani olusturur. Falsiform ligamanin iki yapragl arasinda sol umblikal
venin embriyonik kalintisi ligamantum teresi (yuvarlak ligaman) olusturur.
Falsiform ve yuvarlak ligamanlar karacigerin igine uzanarak karacigerin
goranir sol ve sag loblarini ayiran bariz fisstrl olugturur. Fisslr ile safra
kesesi arasinda kuadrat lob bulunur. Kuadrat lob daha arkadaki kaudat

lobdan porta hepatis ile ayrilir.

Karaciger peritonu, porta hepatitse hepatogastrik ligaman olarak
kiictik kurvatura uzanan, hepatoduodenal ligaman olarak da duodenum ilk

2.5 cm'sinine uzanan kiiglik omentumu olusturur (Sekil-4).
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Sekil-4: Karacigerin  periton  refleksiyonlari: Kagik omentum (hepatogastrik ve
hepatoduodenal ligamanlar) ve karaciger ile diyafragmanin koroner ligaman ile

olan komsulugu.

Kiigiik omentumun sag kenari hepatik arteri, portal veni ve ana safra
kanalini icermektedir. Safra kanali genellikle sagda, omentumun serbest

kenarindadir.

Karaciger kanlanmasi 2 kaynaktan olmaktadir. Bu kaynaklar hepatik
arter ve portal vendir. Hepatik arter karaciger kanlanmasinin yaklasik %
25ni, oksijenihin % 50'sini, portal ven ise kanlanmanin % 75'ini, oksijenin %
50'sini saglar. Hepatik arter ¢olyak trunkustan cikar ve karacigere girmeden
hemen ©nce sag ve sol hepatik arterlere ayrlir. Portal ven superior
mezenterik ve splenik venin pankreas arkasinda birlesme yerinden cikar.

Porta hepatiste sag ve sol dallarina ayrilr.

Karaciger iginde dagimis olan portal ven, hepatik arter ve safra
kanallarindan meydana gelmis UGgl yapiya portal triad adi verilir. Kargi
karsiya bakan karaciger hiicrelerinin zarlarindaki yarim oluklar kargihkl bir
araya gelince, duvar hicre zan olan interselltler kanalikilleri olustururlar.

Safra, 6nce interselliler kanaliklllere sonra, interlobular safra kanallarina



dokalur. Bunlar da birleserek daha bilytik kanallar olan sag ve sol hepatik
kanallari olugtururlaf. Sag ve sol hepatik kanallar porta hepatitse birleserek
ana hepatik kanali olustururlar. Ana hepatik kanal da sistik kanal ile

birlestikten sonra koledok adini alir. Uzunlugu 5-15 cm arasinda degisen

koledok 4 bélume ayrilir (Sekil-5):

Safrakesesd Sad ve sof hepatik kanallar

Xl —

= Ana hepatik kanal

| Saprachiodenal -,
pata

Sistik kanaf ¢

1
P
; t Retroduodenal
1| paga Koledok
Ly r kanah
Panlaestile parga
iy 3

\“"“" frtra duodenal parga

Pardaestil kaual (Wirnmg)

Sekil-5: Karaciger digi safra yollari ve koledok kanalinin dért bolim.

A)Supraduodenal  bélim: Hepatoduodenal ligamanin iki yapragi

arasinda, Winslov deliginin 6niinde, hepatik arterin saginda ve portal venin

éniinde yer alir. Ortalama uzunluk 2 cm'dir



B)Retroduodenal bélim: Duodenum birinci kisminin st kenar ile

pankreas basinin Ust kenar arasinda uzanir. Ortalama uzunluk 1.5 cm'dir.

C)Pankreatik bdlim: Ortalama uzunlugu 3 cm olan bu segment
duodenum ikinci kisminin -arkasinda kismen veya tamami ile pankreas

dokusu ile 6rtilt olabilir.

D)Intramural (intraduodenal)bdlim: Ana pankreas kanall ile birlikte

duodénum duvari icinde seyreden yaklagik 1.5 cm uzunlugundaki kisimdir.

Koledok capi ilk t¢ bolgede degiskenlik gdstermekle birlikte 8 mm 'yi
gecmez. intramural segmentte ise duodenum duvarina girmesi ile birlikte 3.3

mm ‘ye kadar incelir.

2.2 Rat Karaciger ve Safra Yolu Anatomisi

Karaciger diyafragmanin hemen altinda yer alir (Sekil 6-Resim 1). 3

lobdan ve 4 par¢gadan meydana gelir

1- Medial veya sistik lob
2
8
4

Sol lateral lob

Sag lateral lob
Kaudat lob

]

Karaciger loblari belirgin incisuralar ile ayrilir (Sekil-7). Ratta karaciger
sol lobun biiyiik bir lateral lobu, daha kigtk bir medial lobu vardir. Sol lob,
intermedier lobdan derin bir yarik ile ayrilr. intermedier lobun supraportal
kismi (lobus kaudatus) cranial ve saga dogru, sag lobun tizerinde uzanir ve
devaminda dorsal ve safa dogru procesus caudatus bulunur. Proc.

Caudatus sa§ bobregin izini tagir. Sag lob kuguktur. Loblanmasi yoktur.
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Sekil-6: Rat anatomisi

Duodenuma safrayl taglyan biliyer kanala (Ductus choledochus)
pankreasin akitici kanallari da acildigi icin literatiirde farkli isimlendirmeler
mevcuttur. Ancak genel gorus biliopankreatik kanal seklinde isimlendirmektir.
Bu kanal yaklasik 1 mm kalinhginda ve 29 mm uzunlugundadir. Porta
hepatiste loblardan gelen kanallarin birlesmesi ile olugur ve pilora yaklagik 28

mm mesafede duodenuma agilir.
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Resim 1: Rat anatomisi

H-Ivi “‘\ ITREL
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Sekil-7: Ratlarda karaciger loblari
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2.3 Safra Olusumu ve Fizyolojisi

Safra olusumu ve sekresyonu gok diginda karaciger total kan
akimindan kismen bagimsiz olarak gergeklesen aktif bir strectir. Insanda
giinde 1000-1500 ml kadar safra yapilir. Bu miktar hepatositlerden

salgilananlarla safra kanal hucrelerinden salinanlarin toplamidir (1).

70 kg agirhginda bir bireyde Elormal safra akisi 0,41-0,43 mi/dk'dir.
Safranin hacmini ayarlayan basamak, safra kanalikilleri icine safra tuzlarinin
aktif olarak salgilanmasidir. Safra akimini duzenleyen faktorler karacigerden

sa!gﬂanm‘a, safra kesesinin kasilmasi ve Oddi sfinkter direnci olarak

siralanabilir.

Safranin temel anyonik igerigi konjuge safra asitleri, kolesterol,
fosfolibitler ve proteinlerden olusur. Safra tuzlari hepatositlerin kolesterolden
yaptigi steroid molekullerdir. islevleri lipitleri ve benzeri Urunleri cozulebilir
hele getirerek, emilimlerini kolaylagtirmaktir. Kolat ve kenodeoksikolat primer
safra tuzlaridir. Barsak bakterileri bunlar degistirip sekonder safra tuzlan
olan deoksikolat ve litokolata dénusturtr. Primer safra tuzlarn geri emilir
litokolat ise digki ile atilir. Safra % 40 kolat, % 40 kenodeoksikolat, % 20

deoksikolattan olusur (2).

Safra tuzlan detarjan etkiye sahiptir. Karsit kutuplarinda, suda
¢ozlinebilen ve yagda coziinebilen gruplar tasir. Bunlar suda 8-10
molekalliik ‘micel’ denilen kiimeler olusturur. Migellerin merkezindeki hidrofob
kutuplar, suda ¢oziilmeyen lipitleri ¢ozer. Lesitin ve kolesterol gibi suda
coztlmeyen diger maddeler ise migellerin iginde tasinir ve lesitin,

kolesteroliin micel tarafindan g¢éztimlenmesini artirir.

Safra tuzlar, lesitin ve kolesterol safrada erimemis maddelerin %

90'dir. Geri kalan bilirubin, yag asitleri ve inorganik tuzlardir (2).
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2.4 Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubinin Uretiminin en &nemli kaynag eritrosit katabolizmasidir. Bu
iretimin~ %80-85'1  retikiiloendotelyal — sistemdeki (RES) kirmizi kan
hitcrelerinin yikimiyla olur. Dolagimdaki eritrositlerin ortalama émurleri 100-
120 gundur. Bu slre sonunda eritrositler retikilloendotelyal sistemde
mononikleer fagositer hicreler tarafindan yikilirlar. Bu yikim sirasinda
globin, hemoglobinden hidroliz yoluyla ayrilir ve bilirubin yapiminda kullanilan
‘hem’ orfaya cikar. Bilirubin tretiminde kullanilan hem'’in % 15-20 ‘lik kismi da
kemik iliginde gelisim asamasinda eritrosit yikimi (inefektif eritropoez) ve
karacigerde hem igeren nonhemoglobin protein yapida olan myoglobin ve
sitokromlarin yikiimasiyla elde edilmektedir. Herﬁ katabolizmasi mikrozomal
okside edici sistemde devam eder. Hem, retikiiloendotelyal sistemde hem
oksijenaz ile biliverdine, biliverdin de biliverdin rediiktaz ile bilirubine dontsur
(sekil-8) (3).

Heme

—~MNADPH + O,
heme
oxygenase <

—— cO o+ Fe' ' + NADF

P Mo M v

M v M P |
O//m -\N%-L/ /‘l‘\-o
H H

N
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biliverdin (NADPH
reductase "
=~ NADP
m vV m P P m wm v
Ofl\lﬁj\\\‘/\h}/ﬂ\ /\HN"erk /\N L"O
H H H H H H
Bilirubin

Sekil-8: Bilirubin olugumu
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Erigkin bir insanda ortalama kan hacmi 5000 ml ve ortalama
hemoglobin konsantrasyonu % 15'dir. Matur eritrositlerin _her gtn % 1
yikilmaktadir ve 7.5 gr hemoglobin agiga cikmaktadir. 1 gr hemoglobinden 34
mg bilirubin olugsmaktadir. Bu nedenle ginliik bilirubin yapimi 250-300 mg'
dir.

Sitozolde biliverdin rediiktaz ile olusan indirek (konjuge olmamisg)
bilirubin, yagda ¢oziinebilir formdadir ve suda go6ziinemez. Bu nedenle
indirek bilirubin plazmada albumine bagh olarak tasinir. indirek bilirubin ile
albumin ar_a51hda olan bag reversibl ve kovalent olmayan bag seklindedir ve
‘bu baglanma dokulari bilirubinin potansiyel toksik etkilerinden korur. Bilirubin-
albumin kompleksi karacigerin sintizoidal dolagimina portal ve hepatik

arteryal sistemlerle ulasir.

Karacigerin  sinlizoidal ~ dolagimina alinan  bilirubinin hepatik

metabolizmasi ¢ agamada gergeklesir (3):

1. Hepatosit igine alinma
2. Konjugasyon

3. Safraya atiim

indirek bilirubin albuminden hepatositlerin  plazma membraninda
ayrilir. Bilirubinin hepatositlere girig sekli net olarak bilinmemekle birlikte bu
siirecin protein Y ve Z'nin de iginde bulunduklar bir tagiyici sistemle

gerceklestigi dustintlimektedir.

Hepatosit stoplazmasina tasiyici proteinlerle aktarilan unkonjuge
bilirubin, hiicre iginde, ligandine baglanarak, diz endoplazmik retikuluma
tasinir. Burada ilk basamakta UDP-glukuronil transferaz, bilirubini glukronik
_asitle konjuge ederek suda ¢éztinur form olan bilirubin monoglukuronid (%15)
ve diglukuronide (%85) kataliz_ler (4).

Daha sonra ayni enzim ya da plazma membran transglukronidazi

olusan bilirubin monoglukuronidi bilirubin diglukuronide gevirir. Hem bilirubin
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monoglukuronid (% 15) hem de bilirubin diglukuronid (%85) safra kanallarina
tasinarak safra yoluyla atilirlar. Béylece safra, aktif transportla safra yollarina,
safra kesesine ve buradan 'da duodenuma suda c¢ozinebilir direk formda
(konjuge  bilirubin)  ulagir.  Safranin eksresyon asamasi Dbilirubin

metabolizmasinda hiz sinirlayici basamak olarak adlandirilir (4).

Bilirubin metabolizmasinin &nemli bir bolimi de ince barsaklarda
gerceklesir. Distal ince barsaklarda ve kolonda bulunan bakteriler, direk
bilirubini robilinojen olarak isimlendirilen bir dizi bilesige dénustiriirler. Bu
islem sirasinda olusan ara triinler mezobilirubinojen ve sterkobiiirubinojendir.
Bu renksiz Urinler daha sonra sterkobiline dénustarallrler. Digkiya ozel
rengini veren bilesik sterkobilindir. Urobilinojenin az bir kismi (% 10-15)
terminal ileumdan ve kolondan geri emilerek bébrekten atilir. idrarda artmis
miktarda trobilinojen olmasi bilirubin dretiminin arttiginin,-idrarda iirobilinojen
olmamasl da biliyer obstriiksiyonun géstergesi olabilir. ~ Urobilinojen,

sterkobiline déniisemediginde akolik gaita olusur (3).

indirek bilirubin plazmada albumine bagll olarak taginir ve bu nedenle
bobreklerden atilamaz; ancak direk bilirubin suda g¢dzunebilir oldugundan
glomeriillerden filtre olur ve bébreklerden atilir. Direk bilirubinin seviyesi
arttikga renal bilirubin atiimi 220 mg/giin'e ulagir. Karacigerde safra pigment
yapimi 250 mg/gin oldugundan plazma bilirubin konsantrasyonunun 30

mg/dl'den daha fazla olmasi beklenmez.
Normal bilirubin metabolizmasi su basamaklarla dzetlenebilir;
A)iretim
B)hepatosit tarafindan tutulum
C)konjugasyon
D)safra yollarina eksresyon

E)GiS'e atilim
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Bu asamalardan herhangi birisindeki defekt sarilikla sonuglanacaktir.
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Sekil-9: Bilirubin olusumu, metabolizmasi ve atiima yolu
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2.5 Sarihk

Sarilik safra yollari ve karaciger hastaliklarinda en sik karsilasilan
bulgulardan birisidir ve serum bilirubin seviyesinin yikselmesine bagll olarak
deri, mukoza ve skleralarin sari renk almasi durumudur. Bilirubin "hem"
yikimi sonucunda olusan, CasHssOsN4 kimyasal yapisinda, sari-kirmizi renkte
organik bir iyondur. Normal serum bilirubin seviyesi 0.2-1.0mg/dI'dir. Serum
bilirubin seviyesi 2.5 mg/dl {izerine g¢ikhdinda, sanlik klinik olarak belirgin
hale gelir. Skleral elastinin bilirubine yiiksek oranda baglanma kapasitesi

nedeni ile klinikte sarihdin ilk belirgin hale geldigi yér skleralardir (5,6).

2.6Sarilik Siniflandirmasi
Sarilik olusumuna neden olan mekanizmalar ti¢ grupta incelenebilirler;
1. Prehepatik sarhk
2. Hepatoselluler sarilik
3. Kolestatik sarilk

Sarilik ayrica medikal ya da cerrahi sarilik veya direk ya da indirek

hiperbilirubinemi olarak da siniflandirilabilir.

2.6.1 Prehepatik Sarilk

Artmis bilirubin  Gretimine baghdir. Artrh:g hemoliz ve inefektif
eritropoezis prehepatik sariligin en énemli nedenleridir. inefektif eritropoezise
neden olan sebepler herediter sferositoz, talasemi ve orak hucreli anemi;

artmis hemoliz bagl prehepatik sanlik yapan nedenler ise sepsis, yaniklar,
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enfeksiyonlar, ilaglar, transfuzyon reaksiyonlarl ve ediniimis otoimmun

hastahklardir.

2.6.2 Hepatoselliiler Sarlik

Bilirubinin karacigerden azalmig alimina ya da azalmis glukuronil
transferaz aktivitesine bagh olarak gelisir. Karacigerde bilirubin alimini
azaltan en 6nemli nedenler bazi ilaclar, uzamig achk, sepsis ve viral

hepatitlerdir. -

Glukuronil transferaz aktivitesi, bazi ilaglar ve hepatosellller
hastaliklara bagl olarak azalabilir. Azalmig glukuronil transferaz aktivitesi ile

seyreden en 6nemli iki hastalik Gilbert ve Crigler- Najjar sendromlaridir .

Gilbert Sendromu toplumun % 3-6'sini etkilemektedir. En sik goralen
unkonjuge, nonhemolitik hiperbilirubinemi  nedenidir. Sarilik, indirek
hiperbilirubinemi seklindedir ve uzun stren aglk, ates ve infeksiyon gibi
nedenlerle daha belirgin hale gelebilir. Hastalarda sariliktan bagka bir belirti,
belirgin bir intravaskiler hemoliz yoktur. Karaciger fonksiyon testleri ve

karaciger biyopsisi sonuglari normaldir. Bilirubin seviyesi nadir olarak 3 mg/dl

‘vi geger (4).

Crigler-Najjar Sendromu otozomal resesif tip | ya da otozomal
dominant tip !l seklinde olabilir. Tip | nadirdir ve gocukluk yas grubunda
goralir ve genellikle yagamin ilk yiinda o6lumle sonuglanir. Glukuronil
transferaz aktivitesinde tam kayip vardir. Tip |l daha hafiftir ve erigkin yas
grubuna ulasabilir. Glukuronil transferaz aktivitesinde 6nemli derecede

azalma vardir (4).

Hepatoselliler sanhgin énemli iki nedeni hepatit ve sirozdur. Sirozda
sarilik gelismesi koti bir prognostik gostergedir. Siroz varliginda herhangi bir

uzak infeksiyon da sariliga neden olabilir.
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Neonatal sarilik da hepatoselliler sanlik nedenlerindendir. Hepatik
konjugasyon ve transport sistemindeki immatiriteden kaynaklanir. Bu-
problem yagamin 2. ile 5. giinti arasinda ortaya ¢ikar ve enzim sistemi matar

hale gelince, genelde 2. haftada kaybolur.

2.6.3 Kolestatik Sarihik

intrahepatik ve ekstrahepatik sarilik olmak Uzere iki alt grupta

incelenebilir.

Bilirubinin safra kanalikiillerine saliniminda ortaya ¢ikan sariliga

intrahepatik veya medikal sarilik denir. Sepsis, ilaglar ve hepatoselliler

" hastaliklar intrahepatik kolestaz yoluyla da sariliga neden olabilirler.

intrahepatik kolestaza neden olan ilaglardan bazilari; metimazol, eritromisin,
klorpropamid, tetrasiklin, halotan, fenitoin, izoniazid ve asetaminofendir.
intrahepatik kolestazin ailevi nedenleri Dubin-Johnson Sendromu, Rotor

Sendromu ve gebeligin kolestatik sarihgidir (4).

Dubin-Johnson Sendromu, aminofilik anyonik bilesiklerin safra yoluyla
atilminda bozulmaya neden olan otozomal resesif bir hastaliktir. Karacigerde
epinefrin metabolitleri olduklari diigtintlen siyah pigmentler birikir; bu da
karakteristik "siyah karaciger" géruntusiine neden olur. Rotor Sendromu,
karacigerin direk bilirubini depolama kapasitesini kisitlayan, otozomal resesif
bir bozukluktur.

Ekstrahepatik kolestaz veya biliyer obstruksiyona bagli olusan sariliga,
cerrahi sarilik veya tikanma sanhdi denir. Safra akisinin hepatosit
membranindan, safra kanalinin duodenuma giris yerine dek herhangi bir
yerde tikanmasidir. En 6nemli belirtisi sariiktir. Sarilik nedenleri Tablo 1 ve

Tablo 2'de 6zetlenmistir.
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Sekil 10: Sanlik olugum mekanizmalar

Tablo 1: indirek (Unkonjuge) hiperbilirubinemi nedenleri:

1)Bilirubin iiretiminde artma
Hemolitik anemi
Hemoglobinopatiler

Enzim eksiklikleri

DIC

inefektif eritropoez

Kan transflizyonlari
Hematomlar

2)Herediter bozukluklar
Gilbert sendromu
Crigler-Najjar tip 1, 2
3)ilaglar
4)Hepatoselliiler hastalik
Akut hepatit

Kronik hepatit

llaglar

Alkol
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Tablo 2: Direk (Konjuge) hiperbilirubinemi nedenleri

1)Herediter bozukluklar
Dubin-Johnson sendromu
Rotor sendromu
2)Hepatoselliiler hastalik
Akut hepatit

Kronik hepatit

Siroz

ilaglar

Alkol

3)Timorler

4)infeksiyonlar

5)infiltratif hastaliklar

6)ilaca bagl kolestaz
7)Ekstrahepatik kolestaz
8)Postoperatif sarilik
9)Gebeligin niikseden sanligi
10)Sepsis, Parenteral niitrisyon
11)Primer biliyer siroz

12)Sklerozan kolanjit
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2.7Tikanma sanhg simiflandirmas:
Safra yollari tikanikliklar dért grupta incelenebilirler:

Tip 1: Tam tikanikhik durumudur. Sanhga neden olur. (TUmar, ortak
safra kanalinin baglanmasi, parankimal karaciger  timorleri,

kolanjiokarsinom)

Tip 2: Aralikh tikaniklik mevcuttur. Biyokimyasal: degisiklikler
mevcuttur:  ancak Kklinik sarilik  gdzlenmeyebilir.  (Koledokolitiyazis,
periampuller tﬁmérler, duodenal divertikiiller, polikistik karaciger hastalgr,

hemobilia)

Tip 3: Kronik tam olmayan tikaniklik mevcuttur. Baslangicta
biyokimyasal degisiklikler gézlenmeyebilir; ancak degdisiklikler sonugta safra
yollarinda ya da karacigerde patolojik degisikliklere neden olur. (koledokta

darlik, bilioenterik anastomozlarda darlik, kistik fibrozis)

Tip 4: Intrahepatik safra yollarinin bir ya da birkag tanesinin segmental
tikanikligi mevcuttur. Segmental tikaniklik tam, intermittan ya da kronik tipte

olabilir. (Travmatik, hepatolitiyazis, kolanjiokarsinom)

2.7.1Kolestaza Bagh Konjuge Hiperbilirubinemi Nedenleri

o Hepatit sarihg, hastaligin baslangicinda indirek bilirubinin, safra
kanalikillerinin tikanmas! sonrasinda direk bilirubinin artmastyla
karakterizedir. Total bilirubinin % 65'ini direk, %35'ini indirek

bilirubin olusturur.

o Kolestatik sanlk, safra kanalikiillerinden ve safra kanallarindan
atilm bozukluguna baglh olarak ortaya ¢ikar. Sik olarak

hiperbilirubinemi ile birlikte hiperlipemi de vardir
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e Safra taslanna bagh tikanma sanh§, artip azalan
hiperbilirubinemi ile karakterizedir. %10 mg'a kadar yikselen

hiperbilirubinemi olabilir.

e Tiimdre bagh sarthk,' stirekli artan  hiperbilirubinemi ile
karakterizedir. Genellikle %20 mg'dan ylksek hiperbilirubinemi

saptanir.

2.8 Tikanma Sarihginda Patofizyolojik Degigiklikler

Tikanma sarnhidinda safra kanallarinda biriken bilirubin, safra tuzlar ve
kolesterol, hepatik fonksiyonlar bozan lokal etkiler yaparken, genis sistemik
etkiler de yapar. Sarilikli hastada artmis hepatik disfonksiyon, renal hasar,
kardiyovaskiller hasar, kanama, enfeksiyon, vyara komplikasyonlari,

cerrahiden sonra 6lum riski gibi sorunlar vardir.

Normal safra yollari basinci 5-10 cm H;O'dur. Tikanma ikterinde
olugan obstrilksiyonda biliyer basing 30 cm HxO'ya kadar ulasabilir. Ttkanma
sarliginda safra yollarindaki basing artisiyla birlikte, safra kanalikilinde
dilatasyon ve mikrovillislarda dejenerasyon goraldr. Karacigerde safra
pigmenti gker ve kolesterol ve safra tuzu birikimine bagli olarak safra kanali
epiteli bozulur. Epitelin firgamsi kenari deforme olur veya tamamen yok olur.
Sonugta kanalikiiler motiliteyi de kapsayan hucre fonksiyonu bozulur. Biliyer
obstritksiyonda ayrica hepatositlerin sekresyon ve metabolik fonksiyonlari

bozulur. Buna bagl olarak ilk 48 saatte fokal nekroz olusur.

Uzun siiren tikanma sarihginda safra kanalikillerinde proliferasyon .
gorulir. Safra yollarindaki kolestaza bagli intrahepatik ve ekstrahepatik
dilatasyon, safra kanal gevresinde PMNL (Polimorfonikleer l6kosit)
infiltrasyonuna neden olur ve kan akimindaki bakteriyel translokasyon

olasiigini artinir. Bu inflamatuvar sireg fibrozis ile sonlanir. Biliyer basing 20
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cm H,0 ‘yu gegtigi zaman hepatik safra sekresyonu da bozulur. Artan safra
asitleri mitokondriyal sitokrom p450 enzim sistemini inhibe eder. Sonugta

karacigerde oksidatif metabolizma azalir.

Tikanma sariligi uzadikga hepatositte atrofi ve fibrozis artar. Karaciger
makroskopik olarak sari-yesil renkte, sismis ve yuvarlak bir sekildedir. Safra
birikimine bagli olarak portal bélgelerde fokal nekroz gelisir. Sonugta tikanma

ikterine bagli sekonder biliyer siroz geligebilir (7,8,9).

Biliyer obstrbksiyonda portal kan akimindaki artisa ragmen total
karaciger kan akimi azalr. Bu azalma RES'de ortaya gikan fonksiyon
degisikliklerinden sorumlu tutulmaktadir. RES’de kupffer hicreleri, doku
makrofajlari dominant hiicre tipleridir. Dolagimdaki infeksiyoz ajanlar, hasarli
kan hucreleri, endotoksinler Kupffer hiicreleri tarafindan temizlenir. Ancak
tikanma ikterinde Kupffer hiicre. fonksiyonunda belirgin azalma oldugu
gosterilmistir (10). Deneysel tikanma ikteri olusturulan ratlarda gorilen yama

tarzi karaciger nekrozunun nedeni bu Kupffer hiicre harabiyeti olabilir (11).
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Sekil 11: Kolestaz patofizyolojisi

2.9 Biyokimyasal Degerlendirme

Sanlikh  bir hastanin  degerlendiriimesinde anamnez ve fizik
muayeneden sonraki ilk basamak, diger biokimyasal testlerle birlikte
hiperbilirubinemi seviyesinin ve niteliginin degerlendirimesidir. Tikanma
sariliklarinda direk bilirubin artmaktadir; ancak direk bilirubinemi varligi,
intrahepatik kolestaz ile tikanma sariliklarini ayirmada yeterli degildir. Indirek
bilirubin bobreklerden filtre ediiémediginden, idrarda bilirubin saptanmasi,
direk hiperbilirubinemi géstergésidir. Direk hiperbilirubinemi, bilirubinuri ve

akolik gayta tiglust tikanma sariligi géstergesidir.

AST ve ALT temel olarak karaciger harabiyetini gosteren biyokimyasal
parametrelerdir. AST, karaciger, kalp, bobrek, iskelet sistemi ve beyinde

bulunur. Mitokondri ve sitoplazmada bulunan bir enzimdir. Serum degeri
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ALT'den daha yiksektir. ALT ise spesifik olarak hepatositlere 6zgudur ve
sitoplazmik bir enzimdir. Karaciger hasarini élgmede ALT daha spesifiktir.
Tikanikliga kolanjit eslik etmedigi stirece ALT ve AST ylkseklikleri belirgin
degildir.

Karaciger parankim hastaliklarinda hem konjuge hem de unkonjuge
bilirubin degerleri artar, bilirubinuri olusabilir. Akut hepatitli hastada serum
AST, ALT degerleri gok yilksekken tersine ALP ve bilirubin hafif ytkselir ve
genellikle amilaz normaldir. Sirozda parankimal hasarla orantili olarak
bilirubin ytikselir.. Albrumin, faktor 5, faktor 8, faktor 9, faktor 10, protrombin ve
fibrinojen karacigerde sentezlenir. Serum albumin ve PT (Protrombin zamant)
degerleri parankimal hasari degerlendirmede ¢ok faydalidir. Tikanma
ikterinde komplet tikanikliga bagl olarak serum safra tuzu seviyeleri normalin
50-60 kat wstiine c¢ikar. Bunun nedeni safra tuzlarinin enterohepatik
sirkiilasyonunun bozulmasidir. Bu durumda karacigerde safra tuzu sentezi
azalir. Bobrek yolu ile safra tuzu atiimi artar. Karacigerde idrarla daha kolay

atilan anormal safra tuzlari (ursodeoksikolik asit) sentezlenmeye baslar.

Tikanma sariliklarinda alkalen fosfotaz, gama glutamil transferaz ve 5'
-nikleotidaz duzeylerinin yiikselmesi 6nemli bulgulardandir. Vitamin K

eksikligine bagl olarak protrombin zamaninda uzama gozlenebilir.

Serum ALP (Alkalen fosfataz) seviyesi tikanma sarihdinda bilirubine
gore daha sensitif bir indikatérdiir, fakat kemik hastaliklarina bagli olarak da
yiiksek bulunabilir. Bu durumda, serum 5' nlkleotidaz ve gama glutamil
transferaz (GGT) dlgtimli yapiimalidir. ALP ile beraber bu parametrelerin de

yiksek olmasi tikanma ikterini digundurar.

Bilirubin diizeyi tikanma sariliginin nedeni hakkinda bilgi verebilir. En
yiksek bilirubin oranlari malign ekstrahepatik obstriksiyonlarda olur ve
bilirubin seviyesi 20mg/ml'yi gegebilir. Ayni zamanda ALP degerleri de ileri
derecede artar. Ancak amilaz degerleri genelde normaldir. Safra taslarina
bagl olusan tikanma ikterinde bilurubin seviyesi nadiren 10-12 mg/dl nin

Uzerine ¢ikar.
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2.10 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller en dis yoériingelerinde eslesmemis elektron igeren
oldukga reaktif dzellik gbsteren molekillerdir (12). insan metabolizmasinda
hayatin idamesi igin gerekli olan enerji oksijenden elde edilir. Oksijen hicre
icinde cesitli reaksiyonlardan gegerek su haline donustrken hicre kendisi
icin gerekli enerjiyi saglamaktadir. Ancak bu esnada oksijenin yaklasik %5'i

tam olarak suya déniismez ve serbest oksijen radikalleri ortaya gikar (12).

Organizmada bu reaksiyonlar sirasinda serbest oksijen radikallerinin
yani sira radikal olmayan ancak serbest radikal olusturma potansiyelleri
bulunan hidrojen peroksit ve hipokloréz asit (HOCI) gibi zararl oksijen turleri
de olusur. Bu nedenle olugsan bu oksijen tirlerinin timuné reaktif oksijen
turleri olarak tanimlamak daha dogru olacaktir. Bu reaktif ol;sijen tirleri
radikal veya radikal olmayan molekiillerle reaksiyona girerek organizma icin

zararli bir takim bilesiklerin olusmasina énciilik ederler.

Oksijenden enzimatik reaksiyonlar sonucu enerji ve su elde ediimesi
sirasinda negatif yukli bir ara Griin olan superoksit radikali (02) olusur.

Oksijen molekiliine bir elektron alinmasiyla meydana gelir.

L

N 207 e 20 HO emapt | OH e”-+H;“ .,;, “

Suiperoksit radikali hemen hemen tum aerobik hicrelerde ortamin
oksijen konsantrasyonu ile iligkili olarak fagositik hicre aktivasyonu
sonucunda olusabilir. Ayrica siieroksit radikalinin fagositik hiicre aktivasyonu
sonucunda NADPH-oksidaz aracihd ile de olusabildigi gosterilmistir. Bu yolla
olusan siiperoksit radikali viicuda giren zararl bakterilerin yok edilmesinde
etkili bir savunma mekanizmas! olabilmektedir. Olusan stperoksit, siiperoksit
dismitaz (SOD) enzimi ile veya spontan dismutasyon ile hidrojen peroksite
(H20,) dontsir (13).
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H,O» miyeloperoksidaz enzimi ile hidroksil radikaline ve hipokloréz
aside dontstr. Hz0, ayni zamanda prostoglandin sentezini de uyanr. Hz02
paylasiimamis elektron tagimadigindan radikal degildir ve membranlardan
kolaylikla gegebilir. Ancak hicrelerden uzaklagtirilmasi oksijen kadar
onemlidir. Clnkl  bakir ve demir varhginda ciddi hicresel hasar
olusturabilmektedir. Hucrelerden Hz0,, katalaz ve glutatyon peroksidaz
- (GSH-Px) enzimleri ile uzaklastinihir (14).

Siiperoksit radikali (*O;) ortamdan bir proton alarak perhidroksil
(HO,®) radikali olugtu-rabilir. Perhidroksil radikali stiperoksitten daha reaktiftir
ve membranlardan kolay geger. Yag asitleri ile dogrudan etkilesebilir, linoleik,
linolenik ve arasidonik asitlerin peroksitlerine dénugtiminden sorumludur
(15).

Yine stperoksit radikali hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek
hidroksil (*OH) radikali ve 1 singlet oksijen (O%') olusturabilir (16).

Hipokloréz asit (HOCI) viicutta aktive olmus notrofillerde bulunan
gligli  bir oksidandir  (17). H02li ortamda klor olmasi halinde
myeloperoksidaz (MPO) aracihg ile hipokloréz asit olusur. (Hx0o+Cl+H" —
HOCI+H,0) Primer aminlerle reaksiyona girerek N-kloroaminleri olusturur. N-
kloraminler organizmada pek g¢ok noktada oksidasyon ve klorlanma
reaksiyonlarinda rol oynayan ¢nemli serbest radikallerdendir. N-
kloroaminlerin sitotoksisitesi, sulfidril gruplarinin oksidasyonu,
hemoproteinlerin ve sitokromlarin inaktivasyonu, DNA'nin purin bazlarinin

klorlanmast ve proteinlerle amino asitlerin pargalanmasi seklindedir (18).

Hidroksil radikali ("OH) en etkili oksijen radikalidir. lyonize edici
radyasyonla ve H,07'in gecis metalleri ile yikimi sonucu olusur (14). invivo

olustugunda olusum bolgesi ve yakin gevresinde etkili olur.

Fe? + Hy0, ——» Fe'?+ OH+OH
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Alkoksil radikali (RO*), oksijen merkezli organik lipit radikalidir (15).

Peroksil radikali (ROQ®), organik hidroperoksitten (ROOH) bir hidrojen

kopartilmasi ile olusur (19).

Nitrojen oksitlerden olan nitrik oksit (NO®) ve nitrojen dioksit (NO2 *) tek
sayida elektron igerirler ve bu nedenle serbest radikaldirler. Nitr6z oksit (N20)

ise radikal degildir. Nitrik oksit sliperoksitle rea'ksiyona girer ve reaktif ara

~@riin olan peroksinitriti ONOO™ olusturur. Bu glglii bir oksidandir ve asit

pH'da pargalanarak hidroksil radikalini olugturur.

2.11 Organizmada Serbest Radikal Uretim Kaynaklan

Organizmada serbest radikal olusumu endojen ve eksojen olmak
tizere iki yolla olmaktadir (20). En 6nemli serbest radikal kaynag! oksijendir.
Organizmada molekiler oksijenin kullanildigi bir dizi reaksiyon sonucu
siiperoksit radikali olugur. Bu da diger serbest oksijen radikalleri igin
substrattir. Endojen serbest radikaller zararlan yaninda organizmada cesitli
basamaklarda ortaya gikan ve bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesinde kilit

rol oynayan molekillerdir.

Endojen serbest radikallerin en 6nemli kaynagi mitokondriyal
elektron tasima sistemidir. Normalde elekron tagima sistemine giren
oksijenin tamami suya indirgenir ancak bu sirada %5’ i serbest radikallere de
doénusebilir. Bu reaksiyonlarda serbest radikal olusumundan sorumiu
enzimler NADH dehidrogenaz ve dihidrooralat dehidrogenaz enzimleridir.
Organizmada serbest radikal olusumunu saglayan endojen bir diger kaynak
hiicre ici membran sistemlerinden olan endoplazmik retikulum ve nukleer

membranlardir. Burada rol oynayan enzimler sitokrom Pyso ve sitokrom Bs’ tir.
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Bu reaksiyonlarda NADH ya da NADPH kullanilir ve doymamis yad asitlerinin

indirgenme reaksiyonlari sirasinda serbest radikaller olusur.

Yine organizmada oksidasyon rediksiyon reaksiyonlarinda gérev alan
bazi molekiller ayni zamanda serbest radikal olusumunda rol oynarlar.
Tiyoller, hidrokarbonlar, ve tetrahidropterinlerin oksijen molekilini indirgeme
“6zelligi bulunmaktadir. Ksantin oksidaz, iskemi durumunda dehidrogenaz
formundan oksidaz formuna déniiserek siiperoksit radikali olugturur. Aldehid
oksidaz da ayni substratlar kullanir ve benzer yéplya sahiptir. Dihidroorolat
dehidrogenaz, flavo-protein dehidrogenaz ve triptofan dehidrogenaz,
su‘.‘nperok'sit radikali olusturan bazi enzimlerdir. Peroksizomlar da ylksek
konsantrasyonda oksidaz enzimleri igerirler. Bundan dolay! hiicrede olusan
H,O.nin biylk bolumi katalaz tarafindan yikilir. Geriye kalani ise

sitoplazmaya diflize olur.

Serbest radikaller, plazma membraninda ve mikrozomal membranda
lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimlerin etkisiyle olugabilirler. Hicre
disinda olusan serbest radikaller plazma membranini gegmek zorundadirlar.
Bu gecis sirasinda hiicre membrani da serbest radikal hasarindan

etkilenmektedir.

Eksojen serbest radikal kaynaklari iginde en dnemlileri diyetsel
faktérler (alkol doymamis yag asitleri, obezite, hayvansal proteinlerden a§|r!_
beslenme, asiri demir ve bakir alinmasi, yanlis pigirme ve saklama), gevresel
faktorler (sigara, hidrokarbonlar, asbest, pestisitler, radyasyon, solvent ve
anestezikler) ve ilaglar (adriamisin, daunorubisin, doxorubisin, asetaminofen,

kokain) dir.

Serbest oksijen radikalleri lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi
molekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara ve bazi kanser tirlerine,

yaslanmaya, inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklara yol agarlar.
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Kisaca serbest radikaller DNA hasari, nikleotid yapili enzim yikimi ve
inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu, protein ve lipidiere kovalan bagianma- ile
proteinlerin oksidatif hasara ugramasi, zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin
etkilenmesi gibi doku ve hiicre hasarina neden olacak reaksiyonlarda énemli

rol oynarlar (21).

2.12 Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin Iipid!ér izerinde meydana getirdigi en énemli cﬂay
lipidlerin radikal araciligi ile peroksidasyonudur. Poliansatiire yag asitlerinin
serbest radikaller ile oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimianir.
Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin
etkisiyie membran yapisindaki poliansatiire yag asit zincirindeki alfa-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastinimasi ile baglamaktadir.
Biyolojik sistemlerde bu radikalin stiperoksit ile hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen metabolitleri ile yag
asitlerinin etkilesmesi sonucu baslar. Yag asidi zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirimasi sonucu zincir radikal niteligini kazanir. Bunun

sonucunda olusan radikal alkil radikalidir.

Baslangig (initiation) agsamasi: Alkil radikali dayaniksiz bir ttrevdir
ve bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle molekil ii ¢ift bag aktariimasi ile dien
konjugatlari ve daha sonra lipid radikalinin molekiler oksijenle etkilegimi
sonucunda lipid peroksi radikali olugur. Lipid peroksi radikali zar yapisindaki
diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek hidroperoksit ve yeni bir alkil

radikali olusturur.

Yaylima (propagation) agamasi: Peroksidasyon bu agamada kendi

kendini katalizleyerek slrer.

Sonlanma (termination) agamas: Lipid peroksidasyonu; iki radikalin

birleserek radikal olmayan bir bilesik olugturmasi ile sonlanabilir.
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RH-OH — R +Hp0
(Aliil Radikali)
Raly 3 ROO
(Lipit peroksi radikali)
ROO' +RH—>  'ROOH+R’
(Hidroperoksit)
R+R° —™* RR
ROO +ROO —>  0;+ROOR

ROO'+R° —»  ROOR

Hidroperoksitler (ROOH) kararli olabilir, ancak demir ve demir
kompleksleri ile reaksiyona girmeleri halinde peroksidasyon yeniden

baslayabilir.
ROOH + Fe"-Kompleks ™ ROO" + Fe?-Kompleks
+2 — +3
ROOH + Fe “-Kompleks RO + Fe”-Kompleks
Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin, aldehit ve diger

karbonil bilesikleri ile etkilegmesi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlara

doéndsdar.

2.13 Malondialdehit (MDA)

Uc ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu malondialdehid (MDA) olusur (22). Yag asidi peroksidasyonu MDA' in
asil kaynagini olusturmakla birlikte hemoglobin (Hb) ve miyoglobinin H;Oz ile

etkilesmesi ile de olusum gergeklesebilir.
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Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin kaybina,
membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara Kkarg!
gegcirgenligin artisina ve sonucta hiicrenin hasarina ve hicre iceriginin
serbestlesmesine neden olur. Peroksidasyon sonucu olusan MDA membran
bilesenlerinin polimerizasyonuna ve g:apr'az. bag yapmalarina neden olur. Bu

durum hiicre ylzeyinin durumunu, enzim aktivitesini ve iyon transportunu

etkileyebilir

MDA lipid peroksidasyonunun son Urind  oldugundan lipid
peroksidasyonunu ve serbest oksijen radikal olusumunu MDA 'y t_')l(;e'rek

izlemek mumkindur (23).

2.14 Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta oksidan ve antioksidan savunma sistemleri bir denge halinde
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidasyon lehine dénmesi ile oksidatif hasar
olusabilir. Serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirmak igin organizmada
bulunan sistemler antioksidan sistemler olarak adlandirilir. Antioksidan

sistemler primer, sekonder ve tersiyer olarak 3 gruptur.

Primer antioksidan sistemler, serbest radikal olusumunu engelleyerek
etkili olan sistemlerdir. Serbest radikalleri biyolojik &nemi olan daha zararl!
molekillere donismeden etkisiz hale getirirler. Stperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, katalaz, ferritin ve seruloplazmin gibi enzimler bu

grupta yer alir.

Vitamin E ve C, P-karoten, dirik asit, bilirubin ve albumin sekonder
antioksidanfardandir.  Bunlar serbest oksijen radikallerini yakalayarak

olusabilecek zincir reaksiyonlarini engellerler (24,25).

Tersiyer antioksidanlar etkilerini serbest radikallerin neden oldugu

biyomolekiiler hasar onararak gosterirler. DNA onanm enzimleri (Glikozilaz,
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endoniikleaz, ekzonilkleaz) ve metiyonin stlfoksit rediktaz tersiyer

antioksidanlardir.

Antioksidan savunmanin en énemli elemanlari stiperoksit (02 *°) ve
hidrojen peroksidi (H20;) temizleyen stperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve

glutatyon peroksidaz enzimleridir (14).

SOD molekil agirhdr 32000 dalton olan mitokondri ve stoplazmada
bulunan ve siperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eden
bakir ve ginko igeren bir metalloenzimdir. Stiperoksit radikallerin daha toksik
substratlar o!ugturméSI SOD tarafindan 6nlenir. Olusan H,0. katalaz ve

glutatyon peroksidazla suya donustardldr.

Katalaz dokularda ¢ok yaygin olarak bulunan ve ylksek seviyelerdeki

hidrojen peroksidi (H202) metabolize eden bir enzimdir (14).

Glutatyon (GSH), glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan intraselliler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir antioksidan ve
indirgeyici olan GSH hiicreyi ekzojen ve endojen oksidazlarin zararl
etkilerinden korur. Glutatyon peroksidaz (Gpx), glutatyonu kullanarak distik
seviyedeki H;0, gibi serbest radikalleri indirger (26). Gpx GSH'yi indirgeyerek
reaksiyonlar katalizler ve GSSH ve Hy0 olusur. iskemi reperflizyon
hasarinda da hiicre ici glutatyon diizeyi ne kadar yiiksekse hlcre hasari o
kadar disik olmaktadir (27). Total GSH seviyeleri iskemi siiresi artarken
azalmaktadir. Eger etken GSH savunmasini asarsa ileri karaciger hasari
olusur. Glutatyon ayrica ilag metabolizmasinda konjuge edici ajan olarak rol
oynamaktadir. Hucre igi transport mekanizmalarinda énemli islevleri vardir.
Ayrica bazi enzimatik reaksiyonlarin kofaktord olarak rol oynar, proteinlerin
distlfid baglarinin diizenlenmesine yardim eder. Glutatyonun indirgeyici rolQ,
vzellikle eritrositlerin yitksek okside edici ortamlarinda 6nemlidir. GSH'in
siilfidril grubu oksijen transportu- sirasinda olusan peroksitleri azaltmada
yararhdir (28).
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Glutatyon indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
olarak iki sekilde bulunur. GSH vucutta bulunan ana antioksidan maddedir.
Glutatyon sentezi, gama-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz adli
enzimlerin katildigi 2 basamaktan olusur. ilk reaksiyon hiz kisitlayicl
basamaktir ve aktif olarak GSH tarafindan inhibe edilir. Ikinci basamak GSH

ile inhibe olmaz. GSH zararl oksi radikaller tarafindan kullanildigi zaman bu

feedback inhibisyon kaybolur. En yiiksek oranda karacigerde bulunur. Okside

olmus E ve C vitamininin tekrar yapilandirimasinda gérevlidir. GSSGIGSH

orani oksidatif stresin nemli bir gostergesidir. Oksidatif streste bu oran artar.

2.15 Nitrik Oksit (NO)

Tek sayida elektron igeren inorganik serbest radikaldir. NO lipofilik
kimyasal stabilitesi olmayan reseptére gerek olmadan kolayca diffize
olabilen bilinen en dusiik adirlikh biyoaktif hiicre sekresyonudur. Yarilanma
émrii cok kisadir (3-5 saniye). Apokrin ve parakrin hiicrelerde haberci
(Messenger) olarak iglev gorir. L-argininden Nitrik oksit sentetaz enzimi ile
sentezlenir. Nitrik Oksit Sentetazin (NOS) g farkli izoenzimi vardir (29).
nNOS (néronal NOS) ilk olarak sinir dokusunda bulunmustur, kalsiyuma
bagimh bir enzimdir. eNOS (endotelyal NOS) ilk olarak endotel hiicrelerinde
tanimlanmigtir. Kalsiyuma bagmiidir. iINOS (indiiklenebilir NOS) ilk olarak
endotoksinler ve sitokinler afacullglyla karaciger hiicreleri ve makrofajlarda,
uyarilan enzim olarak tanimlanmistir. Kalsiyuma bagimli degildir ve sitozolik
bir enzimdir. NNOS ve eNOS hiicre membrani enzimidir. Uyarilabilir olmasi
nedeni ile INOS 1000 kat daha fazla NO uretimine neden olur ve aktivasyonu
saatler alir ancak, bir kez iretildikten sonra uzun siire kanda tespit edilebilir.

NO’nun kendi Uretimi Gizerine (-) feedback etkisi vardir.

NO'in karaciger kan akiminin diizenlenmesi, vaskiler permabilite
artisi, vazodilatasyon gibi kan dolagimini dizenleyen &nemli etkileri
mevcuttur. Karacigerde sintizoidal kan akimini diizenleyen ito hiicreleri

tzerinde gevsetici etkisi mevcuttur.
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Bazal degerlerinde NO normal fizyolojik olaylarda hayati rol oynar.
Bununla birlikte, NO ile agir stimiilasyon hiicrelerin tahribine yol agar. Kan
basinci NO'in kandaki konsantrasyonuna bagh olarak ayarlanir. Ancak ¢ok

yliksek miktardaki NO &limcil dolagim yetmezligine neden olmaktadir.

Bobrekte ve damar ceperindeki endotel hiicrelerinde bulunan NO
sodyum dengesinin ve volim homeostazinin dizenlenmesinde rol oynar.
Ayrica nitrik oksidin akut ve kronik enflamasyon, sistemik inflamatuvar yanit

ve sepsiste rol oynadigini gosteren ¢ok sayida ¢aligma vardir.

NO'in intestinal mukozalarda, mukozal bariyeri olusturan &nemli
maddelerden biri oldugunu gosteren galigmalar mevcuttur. Ayrica tikanma
ikterinde intestinal sistemde olusan bakteriyel translokasyon patolojisinde rol
oynayan 6nemli bir mediyatorddr. Bakteriyel endotoksemi sonucu indiiklenen

iNOS yapimi NO yapiminin artmasina, agiri miktarda sentezlenen NO'de

mukozal hasara neden olur.

Yine yapilan g¢aligmalarda tikanma sarliginda asiri NO sentezi
araciligi ile hepatik lipid peroksidasyonunun ve karaciger hasarinin arttigi
gosterilmistir (30). Shiomi ve ark. lipid peroksidasyon yolu ile rat karaciger
dokularinda asiri NO sentezinin yol agtigi mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
ve buna bagl hepatik nekrozu gdstermislerdir. Liu ve Criado’da dokularda
asirt iINOS dretimi ve kanda artmig olan NO'in renal hasar arttirdigini ifade
etmislerdir (31,32).

2.16 Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) ilk kez 1977°de Miyake ve arkadaglari tarafindan
insan idrarindan saflastinimis bir hormondur. 1985'te Lin ve Jacobs
tarafindan insan EPQ'ini kodlayan gen klonlanarak rekombinant insan

eritropoetini (RhEPO) elde edilmistir. insanda geni, 7. kromozomda bulunan

~ eritropoetin (EPOQ), yaklagik 34000 dalton molekuler adirlikta, Ug N-bagi ve
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bir O-bagll karbonhidrat bélimii olan 165 aminc asitten olusan, tek zincirli

glikoprotein yapida bir eritroid seri biytime hormonudur (33).

Kemik iliginde Uretilen diger hematopoetik' hormonlarin aksine EPO,
gercek bir hormondur ve biyolojik olarak aktif hale gelmesi glikozillenmesine
baghdir. Molekillinden siyalik asitin uzaklastirimasi karacigerde inaktive
olmasina yol agar. Ancak siyalik asit bulunmayan molekiillerin invitro etkinligi
devam eder. Kultir ortaminda %98den fazla saflastinimig olup,
tamponlanmig tuzlu su icinde formule edilmistir. Subkutan uygulama sonrasi
pik serum maksimum konsantrasyonuna 12-24 saatte ulagir. Yikselmis EPO
degerleri serumda 48 saat kadar sirebilir. Subkutan kullanimin intravénéz
uygulamaya goére daha efektif sonuglar verdigini gdsteren calismalar
mevcuttur (34 35).

Eritroid seri kan hicrelerinin yapimi igin en énemli uyaran hdrmonal
diizenlemedir ve eritroid seri tiretiminin en énemli yeri bobreklerdir (36). EPO
mRNA'si izerinde yapilan galismalarda, eritropoetinin sadece bébrekte degil
pek cok farkli organda Uretildigi g6sterilmistir, ancak EPO uretiminin hangi
hiicre tipinde gergeklestigi tam olarak agiklanamamistir. EPO tretiminin en

onemli uyaricisi renal oksijenizasyon diizeyidir.

EPO'in bdbrek disi organlarda da dretilebildigi, bobregi olmayan
hastalarda dusiik miktarda eritropoetin Uretiminin strmesi ile gosterilmistir.
Karaciger, ekstrarenal eritropdetin tretiminin temel organidir. Ayrica fetal
hayatta eritropoetin sentezinin major kaynagi da karacigerdir. Ciddi hipoksi
durumunda total eritropoetin tretiminin %10'u karacigerde Kupffer htcreleri

ve hepatositlerce gergeklestirilir (37) .

2.16.1 Biyolojik Etkinligi ve Klinik Kullanimi

Eritropoetin eritropoezi diizenlemesi (¢ yolla olmaktadir. Bunlar

eritroid ncullerin farklilasmasi, dolagima salinmasi ve hiicresel diizeyde
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hemoglobin sentezinin uyariimasidir. EPO reseptérii ilk kez 1987 yilinda
Sawyer ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir. Eritropoetin reseptérintn
interlokin reseptorleri, koloni stimule edici faktdr 'reseptérleri ve growth
hormon ve prolaktin reseptérleri gibi baska reseptorlerle benzer ozellikte

oldugu gosterilmistir (38,39).

Eritropoetinin fonksiyonu, hiicre ylzeyindeki ~ reseptoriine
baélanmaswla baslar ve reseptér aracihgi ile endositoz gergeklesir. Bu EPO-
reseptér kompleksinin - varliginda eritropoetin, kemik iliginde eritroid
progenitdr hicreleri aktiVe etmektedir. Aktive olan progenitér hucreler
gelisimlerini strdurerek olgunlasmis eritrositlere dontsrler. Eritropoetinin
yoklugunda ise pargalanir ve élurler. Ayrica terminal dénemdeki bobrek
yetmezlikli hastalara verildiginde megakaryositopoezise neden olarak

trombosit sayisini arttirir (38,39).

Doku hipoksisine neden olan hastaliklar varliginda serum eritropoetin

'dUZeyinde yilkselme olur. Doku hipoksisi, artan eritroid seri ile dizelince

serum eritropoetin degerleri negatif feedback ile baskilanir. Serum
eritropoetin dederleri ayrica sirkadiyan ritm ve farmakolojik modulasyondan
da etkilenir. Eritropoetin diizeyleri aksama gére sabahlan disme

egilimindedir ve teofilin ile azalabilir (36).

Eritropoetin, ilk kez kronik bobrek yetmezligi olan hemodiyalize giren
hastalarda anemiyi dizeltmek icin kullaniimistir. Daha sonra yapilan
arastirmalarla pek ¢ok alanda kullanimi yayginlagmistir. Bu endikasyonlar
arasinda prematiire anemisi, kronik hastalik anemisi (romatoid artrit, AIDS,

kansere bagl anemilerde) ve otolog kan tranfizyonu sayilabilir.

Eritropoetin ile ilgili arastirmalar sonucu, eritropoetin reseptorlerinin rat
ve insan- endotel hicrelerinde, ndronlarda, splenik  hucrelerde,
kardiomyositlerde bulundugu gozlenmistir (40,41,42,43). Ayrica eritropoetin
reseptorlerinin fetal donemde (8 vel16 haftalik fetiislerde) gastrointestinal

sistem  enterosit  hiicrelerinde  bulunmasinin, neonatal ~ ddnemde

-gastrointestinal traktin biiyime ve gelismesini sagladigi yontnde deneysel
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calismalar mevcuttur.  Insan  sltiinde  eritropoetin  varligr  bunu.
desteklemektedir. Anne siitiinde bulunan eritropoetinin gastrointestinal kanali

korUyucu etkisi oldugu distnllmektedir. '

Kronik bobrek yetmezligi nedeniyle dialize giren hastalara verilen
eritropoetin, pozitif nitrojen dengesi saglamaktadir  (44,45). Bunlar
eritropoetinin anabolik etkilerini géstermektedir. Anabolik etkilerinin blylime

hormonu gibi oldugu digtntlimektedir.

Ozetle EPO, serbest radikallerinin  olusumunda gerekli serum.
demirinin dolasimdan uzaklastiriimasini saglar. NO araciligi ile olusan
serbest radikalleri baskilar veya toksisitelerini ortadan kaldinr. Ayrica
peritoneal makrofajlarin  pasifikasyonunu  saglayarak proinflamatuvar

sitokinlerin salgilanmasini ve inflamatuvar etkilerini baskilar.

38



lil. YONTEM VE GEREG

3.1 Deney Gruplari ve Caligma Tasarimi:

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi 7. Cerrahi Klinigi
tarafindan diizenlenen bu galisma; Hacettepe Universitesi etik kurulu izhiyle
Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Deney Hayvanlan Uretme ve Deneysel
Calisma Merkezinde yapildi (Protokol No: 2007149). Glutatyon, Nitrik oksit
ve Malondialdehit dlgiimleri Hacettepe Universitesi Beslenme ve Diyetetik
Bolumiinde, dokularin histolojik incelemesi Ankara Digkapi Yildirm Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Boliminde, serum enzim ve bilirubin
duzeyi olguimleri de Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya Béluminde yapildr.

Calismada 29 adet Wistar Albino tipi disi rat kullanildi. Ratlarin agirligs
ortalama 242 (234-250) gr olarak o¢l¢tldi. Ratlarin tamami galigma gtinine
kadar standart rat diyeti (chow) ve igme suyu ile beslendi. Caligmadan bir

gece 6nce ag¢ birakild.
Cerrahi iglem

Calisma giinii ratlara topikal Betadine soliisyonu ile antisepsiyi takiben
intraperitoneal olarak 50 mg/kg Ketamin hidroklorid (Ketalar®, Parke Davis,
Levent-Istanbul, Tirkiye) ve 2 mglkg Ksilazin (Rhompun®, Bayer Tirk
Kimya, Sisli-istanbul, Tirkiye) kangimi ile anestezi saglandi. Karin on
duvarindaki tiyler tiras edildikten sonra Betadine ile boyand. Steril sartlarda
orta hat kesisi ile karina girildi. Sham grubundaki 5 rata sadece laparotomi
yapildi. 3 ana alt gruba ayrilan ratlara laparotomi sonrasi ortak safra kanali
bulunarak orta 1/3 kesiminden 5/0 prolen ile ana safra kanali ligasyonu (CBD

ligasyon) yapildi. Tam ratlara yaklagik 10 cc serum fizyolojik intraperitoneal
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yolla verilerek sivi kayiplari karsilandi. Karin tabakalart 4/0 ipekle g¢ift kat
olarak devamli suturlerle kapatildi. Gruplarin dagilimi ve yapilan islemler
~asagida gosterilmistir (Sekil-12). Ratlar tim bu iglemler suresince oda
sicakliginda bekletildi. Grup I'e EPO uygulanmadi. Grup I'deki ratlar CBD
ligasyon sonrast 3. gun genel anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile
sakrifiye edildi. Grup 2 ve 3'teki ratlara 500 |U/kg/giin EPO uygulanarak 3. ve
7. .gunlerde genel anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile sakrifikasyon

uyguland.

Deneysel Tikanma Sariliginda EPO ‘nin Oksidatif Stres ve Hepatik

Hasar Uzerine Etkinligi

Wistar Albino Rat (n=29)

Sham grubu (n=5)
Sadece laparotomi yapilan grup.

Grup 1 (n=8)
CBDLigasyon+3.giin sakrifiye

Grup 2 (n=8)
CBDLigasyon+EPO 3.giin sakrifiye

Grup 3 (n=8)
CBDLigasyon+EPQ 7.giin sakrifiye

Sekil-12
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Gruplar:
Sham grubu (n=5): Sadece laparotomi yapilan grup.

Grup 1 (n=8): Ortak safra kanali ligate edildikten sonra 3.glin

sakrifiye edilerek kan ve doku érnekleri alinan grup.

Grup 2 (n=8): Ortak safra kanali ligate edildikten sonra eritropoetin

verilen ve 3.giin sakrifiye edilerek kan ve doku érnekleri alinan grup.

Grup 3 (n=8): Ortak safra kanali ligate edildikten sonra eritropoetin

verilen ve 7.gln sakrifiye edilerek kan ve doku érnekleri alinan grup.

Resim 2. Ana safra kanali ligasyonu
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Resim 3: Genislemis safra kanali

3.2 Biyokimyasal Analiz

Kan 6rnekleri kardiyak ponksiyon ile alindi. Alinan 6 ml kanin, 3 ml'si
ALP, Total Bilirubin, Direk Bilirubin, Indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Nitrik
oksit (NO) &lgtimleri igin cam tiplere, 2 ml'si beyaz kire ve hematokrit
dlctimleri icin EDTA'l tiiplere, kalan 1 ml'si de MDA tayini igin &zel solisyon
eklenmis cam tiplere kondu. Biyokimyasal analizler, GSH ve NO igin ayrilan
3 ml kan hemen 3000rpm'de +4°C'de 10 dakika santrifij edilerek serum ve
plazmasi ayrildi. Biyokimyasal parametrelér calisildiktan sonra plazma, GSH
ve MDA daha sonra caligiimak tizere -20 °C'de saklandi. NO igin ayrilan kan
ornedi de -20 °C'de saklandi.
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3.2.1 Serum Enzim ve Bilirubin Olgiimii:

3 ml kan santriftj edildikten sonra plazmalari aynldi ve serum total

bilirubin, direk bilirubin ve indirek bilirubin spektrofotometrik yontemle (Hitachi

‘Mod.912, Boehrinder-Mannheim) galisildi.

3.2.2 Serum Malondialdehit (MDA) Olgiimii:

Wade ve Van Rij'nih tanimlamis oldugu yontem kullanildi (UM
TBARS) (46). Bu ydntem MDA 'nin tiobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyonu
sonucu olusan drinin  fluorometrik assay ile Olglimesi esasina
dayanmaktadir. Lipid peroksidasyonunun son riini olan MDA, TBA ile
reaksiyona girerek 532 nm de maksimum absorbans veren renkli bir
kompleks olugturur. MDA-TBA kompleksinin 532 nm  deki ekstraksiyon
katsayisindan (1.56X 10 cm M) vyararlanilarak nmol/ ml cinsinden MDA

degeri bulunur (46). Olgtmler igin gerekli basamaklar agagida tarif edilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmast:

1-) Kanigim Soliisyonu: %15 trikloraasetik asit (TCA) (15gr/100ml), %
0.375 TBA (0.375gr/100), 0.25 N HCI (Hidroklorik asit) hazirlandiktan sonra

bu ¢ sollsyon birbiriyle karistirildi.

2-) BTH Soliisyonu: % 0.02lik BTH solisyonu igin 0.02 gr BTH 100

ml %95'lik etanolde ¢ozildi.

TBA Olgiim iglemi: Calisma stresince alinip santrifdj edilerek derin
dondurucuda saklanan kan éjrnekleri' ¢ozildikten sonra tekrar santriflj
edilerek serum ve sekilli elamanlar birbirinden aynldi. Kuglik mikrosantrifdj
tiplerine hazirlanan serumlardan 500 pl alindi. Bunun Uzerine 1 ml
TBA/TCA/HCI kangim solusyonu eklendi. Vartekslendikten sonra 5 dakika
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oda 1sisinda bekletildi. Mikrosantrifij tupleri mikrosantrifiije alinarak 10.000
rpm’de santrifilj edildi. Santrifijden elde edilen stipernatanlar cam tlplere
alindi. Uzerine 10 ml BHT soltisyonu eklenerek vartekslendi. Tlpler sikica
kapatildiktan sonra 15 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra tipler
¢esme suyunda sogutuldu. Eger presipitasyon‘valrsa tekrar 5 dakika 10000
rpm’de santrifiij edildi. Sonra érnekler 532 nm'de spektrofotometrik olarak

okundu.

Kullanilan Geregler:

-Mikrosantriftlj: Hermle, 2333 K

-Vorteks: Heidolph REAX 2000

-Isitict: Heto, Maxi-Shake

-Spektrofotometre : Milton-Roy Company Spectronik3000

ArraySpectronik 3000 Array

3.2.3 Serum indirgenmis Glutatyon (GSH) Olgiimii:

GSH 6lgim yéntemi Hissin ve Hilfe gore yapildi (47). 0.5 ml, 1000000xg
supernatant, 4.5 ml fosfat-EDTA solusyonu ile karistinldi. Bu karnigimin 2
ml'si alinarak 1.8 ml OPT soliisyonu ile birlestirildi. Oda 1sisinda 15 dakika
bekletildikten sonra soliisyon kuartz kiivete alindi. 420 nm florésans ile

degerlendirildi. Bulunan degerler pmol/gr olarak degerlendirildi.
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3.2.4 Serum Nitrik Oksit (Nitrit/Nitrat) Olgiimii:

Nitrit ve nitrat dlciimii Griess reaksiyonuna gére yapildi (48). Kan
srnekleri ayrildi ve kullanilacag zamana kadar -80 derecede sakiandr. Analiz
" icin nitrat kantitatif olarak nitrite  gevrildi. Nitratin  nitrite enzimatik
rediksiyonunda koenzimler olarak NADPH ve FAD kullanildi.  7V-1-
(naphytanyl)-ethylenediamine dihydrochloride, sulfanilamide ve inkiibasyon
soliisyonu karistirildi. Bu karnigim oda isisinda log 1sikta 5 dakika inktibe
edildi ve 550nm'de 6lgtldii. Nitrit igin total 1.00 mM sodyum nitrit ve nitrat icin
80mM potasyum nitrat kui!a_mldi (Nitric Oxide, Colorimetric Assay; Boehringer
Mannheim, Cat.No. 1756281, Mannheim, Germany). Olgulen degerler nmol/L

olarak degerlendirildi.

3.3 Hematolojik Parametrelerin Olgiimii:

Her bir rattan alinan kan ornekleri Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Hematoloji Ana bilim dall laboratuvarlarinda Beckman-
Coulter T-890® ile cahisildr.

3.4 Histopatolojik Degerlendirme:

Her bir rattan alinan patolojik materyaller 6rneklemeyi takiben %10 luk
formalin ile fikse edildi. Fiksasyonu takiben tartildi. Makroskopik olarak dikkati
ceken inspeksiyon bulgular not edildi ve her bir lobu temsil edecek sekilde
totale yakin 6meklendi. Tum 6érnekler rutin parafin takip agamalarindan
gecirildikten sonra 5 p kaliniginda kesildi ve H&E ile boyandi. Isik mikroskopi
ile kor olarak tim gruplara ait érnekler asagidaki histopatolojik parametreler

yéniinden belirtilen skorlamaya gore degerlendirildi (49,50).
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0= Lezyon yok
1= Hafif derecede degisiklik
2= Orta derecede degisiklik

3= ileri derecede (agir) degisiklik

Karaciger érneklerinde incelenen histopatolojik parametreler:

1
2
3

) V. Porta dallari ve v. santralisde dilatasyon
)

) #
4) Portal alanlarda iltihabi hicre infiltrasyonu
)

)

Sinlislerde konjesyon

Sentrilobuler nekroz

5
6

Kupffer hiicre proliferasyonu

Parankimal fokal nekroz

3.5 istatistiksel Analiz:

Biitiin veriler SPSS 12.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, llinois,
USA) paket programi kullanilarak degerlendirildi. Tum degerler ortalama
mean (SD) olarak gosterildi. Degérlendirme One-way ANOVA ve Tukey
posthoc test kullanilarak yapildi. p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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IV. BULGULAR

4.1 Serum Enzim ve Bilirubin Sonuglar::

Gruplarin ortalama serum total bilirubin, direk bilirubin, alkalen fosfataz

(ALP) ve beyaz kiire degerleri Tablo-3'de verildigi gibidir. '

Tablo-3
Total Bilirubin Direk Bilirubin ALP Beyaz Kiire (WBC)
(mg/dl) (mg/dl) (U/L) (K/uL)
Kontrol 0.02 (0.01) 0.01 (0.0) 307 7 2760 (0.34)
Grupl 11.45 (2.03) 6.22 (0.98) 542 (100) 4780 (1.92)
Grup ll 11.75(0.91) 7.01 (1.03) 611 (90) 6387 (1.24)
Grup 111 1431 (2.65) 7.83 (1.48) 737 (90) 12037 (5.47)

Total ve direk bilirubin degerleri agisindan sonuglar birbirine benzer

bulunmustur. Kontrol grubu digindaki tim gruplarda ligasyon sonrasinda

bilirubin degerlerinde belirgin yikselme olustugu izlenmistir (p<0.001). Bu

durum deney modelimizin etkin oldugunun kanitidir. Her ne kadar EPO alan

gruplarda da bilirubin degerleri artmig olarak izlense de gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durum, CBD ligasyon

devam ettigi siirece EPO’nun serum bilirubin diizeylerine direk bir etkisinin
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olmadigi seklinde agiklanabilir. Gruplarin bilirubin degerleri Sekil-13 ve Sekil-

14’de gosterilmistir.

144 :

" 124
10
8
6t !

4
0+

kontrol grup1 grup2

Sekil-13. Total Bilirubin (mg/dl)

©C = N W b OO OO N @

kontrol grup1 grup2 grup3

Sekil-14. Direk Bilirubin (mg/dl)

ALP dlzeylerine bakildiginda, tim gruplarda ALP dizeylerinde

yiikselme oldugu saptandi. Kontrol grubuna kiyasla diger tum gruplarda ALP

degerlerinde siireye bagh olarak degismek lzere belirgin artig oldugu izlendi

(p<0.05). Gruplarin ALP degerleri Sekil-15'de gosterilmistir.
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kontrol

Sekil-15. ALP (U/L)

Beyaz Kire degerleri incelendiginde kontrol grubuna gore tum
gruplarda siirenin uzamasi ile uyumlu olarak belirgin artis oldugu izlendi
(p<0.01). 3. giinde sakfifiye edilén EPO verilen ve verimeyen gruplar
arasinda (grup | ve Il) ise anlamii fark saptanmadi (p=0.95). Gruplarin WBC

degerleri Sekil-16'da gosterildi.
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kontrol grupi grup2 grup3

Sekil-16. Beyaz Kure (K/ul.)
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Gruplarin serum MDA, indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Nitrik Oksit ortalama

degerleri Tablo-4'de 6zetlenmistir.

Tablo-4: Serum MDA, Indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Nitrik Oksit ortalama degerleri

J——

GSH MDA - NO
(serum) (serum) (nmol/L)
(umol/g) (nmol/ml)
Kontrol 3.07 (0.28) 1.47 (0.15) 3.75 (0.56)
Grupl 2.08 (0.20) 3.98 (0.31) 15.2 (3.13)
|Grupll 2.50 (0.14) 3.15(0.20) 7.62 (1.16)
Gruplll 2.90 (0.80) 3.60 (0.49) 8.27 (0.48)

4.2 Serum Malondialdehit Sonuglari:

Gruplarin ortalama serum MDA degerleri Tablo-4’de verildigi gibidir.
Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.005). Butlin gruplarin degerleri sham grubundan
daha yuksektir. EPO alan gruplérda MDA dizeyleri almayan gruba oranla
istatistiksel olarak anlamli 6lglide daha dﬂsi)ktﬂr. Bu durum EPO’nun

oksidatif stresi ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu azaltmasi ile agiklanabilir.
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kontrol grup1 grup2

Sekil-17. MDA (nmol/ml)

4.3 Serum indirgenmis Glutatyon (GSH) Sonuglari

Kontrol grubunun serum GSH diizeyleri grup I'den anlamli olarak daha
yilksektir (p=0.007). Buna ragmen kontrol grubu disindaki gruplar birbirleri ile
karsilastinidiginda grup Il ‘Gn belirgin olarak daha yliksek serum GSH
seviyesine sahip oldugu izlendi. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak
anlamsizdi (p>0.05). Ancak EPO almayan gruplé karsilastinlidiginda EPO
alan gruplarda GSH diizeyleri kontrol grubu degerlerine daha yakindir. Butun
gruplarda GSH diizeyi yilksek olmasina karsin, sadece Grup | ve [ll arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark gézlenmistir (p=0.049). Bu durum degerlerin
kiigiik, hayvan sayilarinin da az olmasi ile aciklanabilir. Sonuglar Sekil-18'de

ozetlenmistir.
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kontrol ‘grup grup2

Sekil-18. GSH (Serum) (umol/g)

4.4 Serum Nitrik Oksit (NO) Sonuglart:

Serum NO ortalama degerleri Tablo-4'de gésterilmistir. Tim gruplarda
serum NO diizeylerinin kontrol grubuna gére belirgin olglide artmig oldugu
izlendi. Gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde CBD ligasyon yapilan
grupla, EPO verilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.01). EPO verilen gruplarda NO diizeyleri daha az yikselme

egiliminde idi.
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141

10+

kontrol grupi grup2

Sekil19. Nitrik Oksit (nmol/L)

4.5 Histopatolojik degerlendirme sonuglari

Tiim gruplarin histopatolojik hasar skorlari ortalama (SD) olarak

asa@idaki tablo-5'de gosterilmistir:

Tablo-5

Portal alan Parankimal

v.porta | v.santralis | Siniislerde | Sentrilobiler iltihab hiicre Kupfer hiicre fokal

dilatasyon | dilatasyon | konjesyon nekroz infiltrasyonu proliferasyon | nekroz

Kontr 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
IGrupl 1 (0) 2(0) 0 (0) 0(0) 2(h 0(0) 0.2(0.4)
Grupll{ 1(0) | 3407 1.1 (0.6) 0 (0) 1(0) 0 (0) 0.8(03)
- Grupll | 1.1(0.3) | 2.3(0.4) 1.8(0.4) 1.8(0.8) 138(0.5) 0.75 (0.4) 1.6 (0.5)

Tum gruplar histopatolojik oiarak. karsilastirildiginda; v.porta
dilatasyonu diginda, tim gruplardaki histopatolojik parametreler arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamhydi (p<0.001). V.santralis dilatasyonu
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acisindan grup Ildeki (CBD ligasyon+ EPO) dilatasyonun diger batlin
gruplardan istastiksel olarak anlamii 8igiide daha fazla oldugu goruldd

(p<0.005). Siniizoidal konjesyon agisindan kontrol grubu ile diger gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi. Kontrol grubunda konjesyon

gdzlenmezken ozelikle grup li'de belirgin Slglide konjesyon izlendi,

Sentrilobiler nekroz agisindan bakildiginda, nekroz gézlenmeyen kontrol

grubu, grup 1 ve grup Il ile nekroz gozlenen grup il arasindaki fark anlamliydi

(p<0.05). Portal alan iltihabi hiicre infiltrasyonu agisindan degert'erldirildifﬂnde

kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlt fark

gézlendi (p<0.005). Kontrol grubu digindaki diger gruplar kendi aralarinda

degerlendirildiginde grup 1 ile grup Il ve lil arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p=0.01). Kupffer hiicre proliferasyonu degerlendirildi@indey

kontrol grubu ile grup Il arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken

(p<0.003), yine grup | ve Il ile grup Il arasinda da anlamli farklilik bulundugu
izlendi (p=0.001). Kontrol grubunda grup Il ve Ill'e gore pa\rankimﬁ‘l fokal

nekroz anlaml élgiide daha azdi (p<0.09).

il S
fer
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Resim-4: Normal karaciger (H&E x100)

55




;
|
|
t
1
3

Resim-6: Siniisoidal dilatasyon ve konjesyon (H&E x 200)
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Resim-8: Siniisoidal dilatasyon ve konjesyon (H&E x 200)
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Resim-10:

Portal inflamasyon (H&E x400)
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Resim-11: Kupfer hiicre hiperplazisi (H&E x400)
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V. TARTISMA

Tikanma ikteri ekstra veya intra hepatik safra yollarinin kismi veya tam
obstriiksiyonu sonrasi, safra retansiyonu ve normal safra akisinin bozulmasi
olarak tanimlanir. Karacigerin yani sira, renal sistem, kardiovaskiler sistem,
koagllasyon kaskadl, imrhtmo|ojik sistem ve solunum sistemi gibi pek ¢ok
organ sisteminde harabiyete yol agan, yiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden onemli bir hastaliktir (51,52). Kolestatik karaciger hastalig
hepatotoksik maddelerin birikimi, mitokondriyal disfonksiyon ve karaciger
antioksidan savunma sisteminin’ bozulmasiyla karakterizedir (5). Tikanma
ikterinde ortaya cikan serbest oksijen radikallerine veya antioksidan
sistemlerin yetersiz kalmasina bagh olarak hepatotoksisite goralir. Tikanma
ikterinde ortaya ¢ikan endotoksemi de direk yolla doku hasarina ve serbest
oksijen radikallerinin artmasina neden olmaktadir (3,6). Tikanma ikterinde
hiicre icinde fazla miktarda biriken safra tuzlan karacigerde direk etki ile,
PMNL ve makrofaj gibi inflamatuvar siregte rol alan hiicrelerden serbest
oksijen radikallerinin salgilanmasini saglayarak hasara neden olur (53,54).
Safra tuzlan bu etkilerini mitokondriyal elektron transport zinciri Uzerine olan
negatif etki ile yapmakta ve oksidatif hasar ile sonuglanan artmis serbest
oksijen radikali Gretimi olugmaktadir (3,6). Ayni zamanda indirek olarak da
siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi serbest radikalleri ortadan kaldiran

antioksidan ézellikteki enzimleri azaltirlar (55).

Normal hiicre fizyolojisinin stirdiriilmesi sirasinda meydana gelen bazi
reaksiyonlarda ortaya gikan serbest oksijen radikalleri, sistemik pek gok
hastalik patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan ‘molekiillerdir. Halen gesitli
organ sistemleri Uzerinde olusturduklari etkiler arastinimaktadir. Normal
sartlarda bazal seviyede olusan serbest radikaller, antioksidan savunma

sistemleri ile ortadan kaldinlabilmektedirler. Ancak tikanma ikteri gibi serbest
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oksijen radikali olusumunu artirdigl bilinen bir hastalik durumunda
antioksidan savunma sistemleri yetersiz kalmaktadir (56). Serbest oksijen
radikallerinin hiicrede olusturdugu temel hasarlar, protein denatlrasyonu,
DNA baz ciftlerinde mutasyonlar ve lipit peroksidasyonudur. Tum bunlarn
sonucu olarak hiicre ici enerji olusum basamaklarinda aksamalar olmakia,
hilcre membran stabilitesi bozulmakta ve hiicre 6limi gergeklesmektedir
(57). Tikanma- ikterinde dokuda artan serbest oksijen radikalleri hicre
membraninda bulunan doymamig yag asitlerinin peroksidasyonuna neden
olur. Lipit peroksidasyonu sonucu MDA (malondialdehit) olusur. MDA
olusumu lipit peroksidasyonunun 6nemli bir gstergesidir. Tikanma ikterinde
karacigerde MDA'nin arttigi deneysel galismalarla gosterilmistir (58). Lipit
peroksidasyonunun olusabilmesi igin ortamda mutlak Fe*? iyonunun olmas|
gerekmektedir. Fe*? lipit peroksidasyonu igin kofaktor olarak rol oynar.
Sonugta hiicre membraninin segici gegirgen dzelligi kaybolur. Dolayisiyla

hiicre igi negatif iyon yliku artar ve hiicre hasari olusur.

Eritropoetin (EPO) esas olarak eritroid seri Uzerine etkili, glikoprotein
yapida . fétal hayatta karacigerden, daha sonrasinda ise normal kosullarda
tamami bobreklerden sentezlenen biyime hormonudur. Ciddi hipoksi
durumunda total eritropoetinin % 10'u karacigerden sentezlenmektedir.
Ayrica EPO reseptorleri eritroid hiicreler diginda damar endotel hiicrelerinde,
karacigerde, dalakta, beyinde, kalpte, overlerde, testislerde, akcigerlerde ve

bazi kanser hiicrelerinde tespit edilmistir (59).

Anabolik yapida pozitif nitrojen dengesi saglayan bir hormon olan
EPO, hiicre ici Ca*? seviyelerini artirarak hticresel stabiliteyi artirir (45). Ayni
samanda serbest radikal olusumu sirasinda ortamda kofaktor olarak
bulunmasi gereken Fe*? iyonunun uzaklastinimasini saglayarak serbest
radikal olusumunu azaltici etki gésterir. Eritropoetin ayrica nitrik oksit (NO)
“sentezini inhibe ederek de serbest radikal olusumunu azaltir (60). Ayrica
antiinflamatuvar etki gostererek makrofaj ve PMNL'den inflamatvuar
.sitokinlerin salinmasini inhibe eder. Fatorous ve ark. yaptiklari ¢aligmada

EPO’nun dokuda anjiyogenezi, fibroblast proliferasyonunu ve kollajen
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uretimini artirdigini dolayisiyla yara iyilesmesi Uzerine de olumlu etkilerinin

bulundugunu bildirmislerdir (45).

Eritropoétinin etkinligi ile ilgili intestinal (61) ve ndronal iskemik hasarin
arastinldigr deneysel ¢alisma modellerinde elde edilen sonuglarda, EPO’nun
NO olusumunu, dolayisiyla NO aracilig ile olusan serbest radikal hasarini
azalttigi gosterilmistir (60). Ayrica bu caligmalarda EPO uygulamasinin lipit
peroksidasyonunun ve serbest oksijen radikali olugumunun onemli bir
gdstergesi olan MDA (malondialdehit) seviyesinde azalmaya neden oldugu

gosterilmistir.

Bu bilgilerin isiginda bu tez caligmasinin planlanmasindaki amag
tikanma ikterinin patofizyolojik mekanizmalarindan pek g¢ogunun EPO’nun
etki mekanizmalari ile baglantili olup olmadigini ortaya koymaktir. Daha 6nce
yapilmis olan pek gok caligmadan elde edilen veriler dogrultusunda teorik
olarak EPO’nun tikanma ikteri Klinigi tizerine olumlu etkisinin olabilecegi
dusinilebilir. Deneysel tikanma ikterinde olusturulan obstriiktif sarilik modeli
(CBD ligasyon), ratlarda ortak safra kanalinin bulunmasini takiben, 1/3 orta
kisimdan koledok ligasyonunu icermektedir. Bu model daha ¢nce deneysel
tikanma ikteri calismalarinda kullanilimis, etkinligi ve glvenilirligi tam olan
deneysel bir modeldir. Bu deneysel tikanma ikteri modelinde, obstriiktif sarilik
varliginda karaciger hicre hasar ve serbest oksijen radikalleri tzerine

EPO’nun kisa ve uzun sireli etkisinin arastirimasi amaglanmistir.

Bizim calismamizda bilirubin degerleri CBD ligasyonuna bagl olarak
olugan akut kolestaz sonucunda kontrol grubu disindaki tim gruplarda
artmistir. Bu durum deney modelimizin etkin oldugunun kanitidir. EPO
uygulamasinin ézellikle erken dénemdeki biliriibin seviyelerindeki degisimlere
belirgin etki gostermedigi saptanmistir. Her ne kadar EPO alan gruplarda da
bilirubin degerleri artmis olarak izlense de gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durum, CBD ligasyon devam ettigi surece
EPO’nun serum bilirubin dizeylerine direk bir etkisinin olmadigi seklinde
aciklanabilir. Ya da uygulanan EPO dozu her hangi bir degisikligi yol agacak
duzeyde degildir. |
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Alkalen fosfataz (ALP), hepatosit plazma membranin bir ektoenzimidir.
Bir cok diger patolojide de yiksek saptanabilir fakat genellikle serum
ALP'deki artis karacier hiicre membranindaki hasar ile iligkilidir.
Calismamizda olusan safra stazina bagl hepatosit hasarina uygun olarak
ALP seviyeleri anlamh artig géstermis ve bu artig EPO uygulamasindan

etkilenmemistir.

Yapilan calismalarda tikkanma sarihginda karaciger dokusunda ve
dolagimda redukte (indirgenmis) glutatyon’un (GSH) azaldigi gosterilmistir.
GSH hiicre icinde serbest oksijen radikallerini azaltan énemli bir antioksidan
maddedir. Tikanma ikterinde glutatyon okside glutatyona (GSSG) dénusdr.
Dokuda okside glutatyon konsantrasyonu artarken GSH orani azalmaktadir.
Dolayisiyla karacigerde GSH/GSSG oraninda diigsme olur. Bu oran tikanma

ikterinde oksidatif stresin 6nemli géstergelerindendir.

‘Bizim calismamizda daha 6nceki galigmalara benzer olarak serum
GSH duizeyleri tikanma ikteri gruplarinda azalmistir. EPO uygulanan tikanma
ikteri grubundaki serum GSH duzeyleri, EPO uygulanmayan gruplara oranla
kontrol grubu degerlerine daha yakindir. Bu durum, eritropoetinin tikanma
ikterinde ortaya cikan oksidatif hasari azalttigr seklinde ya da antioksidan

yapimini artirdigi seklinde yorumlanabilir.

Lipopolisakkarit ile olugan endotokseminin neden oldugu hicresel
hasar, lipid peroksidasyonunu arttinir. Bu da hem hepatik hem de renal
hasara yol acar. Kawamira ve ark. tikanma sariiginda agir nitrik oksit
sentezi Uzerinden artmis lipid peroksidasyonunu ve karaciger hasarini
gostermislerdir (30). Shiomi ve ark. tikanma sarnhiginda lipid peroksidasyonu
tizerinden rat karaciger dokusunda mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol
acan nitrik oksit Gretimini gostermislerdir (62). Karacigerde normal fizyolojik
olaylar sirasinda az miktarda NO olugur. NO kisa yart 6murli serbest radikal
'()'zelliginde bir molekildiir. Organizmada pek gok reaksiyonda rol alarak
olumsuz etkilere neden olabilir. Endotoksemi, sok, iskemi, sepsis, enfeksiyon
gibi sistemik olaylar sirasinda normalden fazla NO sentezlenir ve antioksidan

savunma sistemleri yetersiz kalabilir. Caligmamizdaki nitrik oksit (NO)
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diizeyleri incelendiginde, tim gruplarda serum NO dlzeylerinin ko.ntrol
grubuna gore belirgin diglide artmig oldugu izlendi. Yalnizca CBD ligasyon
yaplla'n grupla, CBD ligasyon yapilip EPO verilen gruplar arasinda belirgin
farklilik vardi. Buna gére EPO verilen gruplardaki NO ylksekligi, EFPL
verilmeyen gruba gére daha azdi. Bu veriler de eritropoetinin, tikanma
ikterinde clusan oksidatif hasardan sorumlu oldugu bilinen NO duzeylerini

olumlu yénde etkiledigi seklinde yorumlanabilir.

Tikanma ikteri sonrasinda karacierde lipit peroksidasyonu
artmaktadir (58). Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sonucu olugan
polyjenik yag asitlerinin son driinudur ve lipit peroksidasyonu ve oksidatif
stresin derecesini gdsteren bir belirtegtir. Bizim galismamizda, EPO alan
gruplarda MDA diizeyleri, almayan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli
dlctide daha dusik saptanmistir. Bu durum EPO'nun oksidatif stresi ve

dolayisiyla lipid peroksidasyonu azaltmasi seklinde agiklanabilir.

Sonug olarak CBD ligasyon ile deneysel obstr[]k;{if sarilik olusturulan
ve eritropoetin verilen ratlarda, NO, MDA, GSH'nun serum duzeyleri ve
karaciger histolojisi izerinde olugturdugu degisiklikler incelenmistir. Tikanma
ikteri sonrasi ¢lgiilen NO ve MDA diizeyleri, EPO verilen gruplarda belirgin
olarak azalmis, ayni sekilde GSH serum diizeyleri de EPO verilmeyen gruba
gore belirgin olarak yliksek saptanmistir. Tikanma sariligi olusturulan ratlarda
hepatik hasarin NO (zerinden gergeklesen mekanizmalarla olugtugu ve
eritropoetinin hem NO diizeylerini azaltarak ve hem de antioksidan sistem
iizerine etkileriyle Glutatyon dizeylerini artirarak hasari azaltabilecegi
gosterilmistir. Daha uzun stre devam eden sarilik halinde yanitin nispeten
daha kot olmasi, EPO uygulamasinin belirli aralarla tekrarini ya da dozunun
yukseltimesini gerektirebili. EPO’nun tim bu olumlu etkilerine ragmen bu
deneysel calismadan elde edilebilen sonuglarin klinikte uygulanabilmesi icin
insanlar Uzerinde de yapilacak plasebo kontrolli benzer caligmalara

gereksinim vardir...
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Vi. OZET

Giris ve Amag: Tikanma ikteri cesitli patofizyolojik mekanizmalarla karaciger
hasarina neden olan, mortalitesi ve morbiditesi yiksek bir hastaliktir. Tikanma ikterinde
olugan degisikliklerde eritropoetin etkisi daha dnce degerlendirilmemistir. Bu tezin amaci
deneysel tikanma sariligi olusturulan ratlarda, eritropoetinin oksidatif stres, serbest radikaller
ve hepatik hasar Gizerine olan etkinliginin aragtinimasidir.

Yontem ve Gereg: Ortalama agl‘rllél 242 (234-250) gr olan 29 adet Wistar Albino
tipi disi rat, her grupta 8 rat olacak sekilde 3 ana alt gruba ayrildi. Kontrol grubundaki 5 rata
sadece laparotomi yapildi. Diger gruplardaki tim ratlarda ortak safra kanall bulunduktan
sonra orta 1/3 kesiminden 5/0 prolen ile ligate edildi ve birakildi. Grup I'e EPO verilmedi ve.
bu gruptaki ratlar 3. giinde sakrifiye edildi. Grup Il ve ll'deki ratlara 500 IU/kg/glin EPO
uygulanarak 3. ve 7. giinlerde genel anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile sakrifikasyon
uygulandi. Alkalen fosfataz (ALP), total ve direk bilirubin, beyaz kire, Nitrik oksit (NO},
glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) dl¢tmleri igin kan ornekleri, histopatolojik inceleme
icin de karaciger doku 6rnekleri alindi. Tim &lglimler SPSS'e kaydedildi ve One-way ANOVA
ve Tukey posthoc test kullanilarak kargilagtirnildi.

GSH MDA NO ]
{umol/g) (nmol/ml) (nmol/L)
Kontrol 3.07 (0.28) 1.47 (0.15) 3.75 (0.56)
Grupl 2.08 (0.20) 3.98 (0.31) 15.2 (3.13)
Grupll 2.50 (0.14) 3.15 (0.20) 7.62 (1.16)
Gruplll 2.90 (0.80) 3.60 (0.49) 8.27 (0.48)

Bulgular: CBD ligasyonu sonrasi kontrol grubu digindaki tim gruplarda serum
MDA ve NO dizeyleri artmis, serum GSH duzeyleri azalmistir. CBD ligasyon yapilan ve
EPO uygulanan grup |l ve grup llI'deki ratlarda serum GSH duzeyleri, CBD ligasyon yapilip
EPO verilmeyen grup I deki ratlara gore yiiksek bulunmustur. Ayni sekilde serum MDA ve
NO diizeyleri EPO uygulanan grupta daha digik bulunmugtur. ALP, bilirubin ve beyaz kiire
degerleri kontrol grubu disinda kalan tiim gruplarda ytiksek bulunmustur.

Sonug ve Yorum: Tikanma ikteri, karacigerde oksidatif stresi ve hepatik hasan
artiran bir hastaliktir. EPO’de 6zellikle NO (zerinden oksidatif stresi azaltan, bilinen pek gok
olumlu etkisi olan bir maddedir. CBD ligasyon ile deneysel obstriiktif sartlik olusturulan ve
eritropoetin verilen ratlarda, NO, MDA, GSH’ nun serumdaki diizeyleri ve karaciger histolojisi
tizerinde olusturdugu degisiklikler incelenmigtir. Sonugta, tikanma sanligi olusturulan ratlarda
hepatik hasarin NO lizerinden gergeklesen mekanizmalarla olustugu ve eritropoetinin hem
NO dizeylerini azaltarak ve hem de antioksidan sistem Uzerine etkileriyle Glutatyon
diizeylerini artirarak hasari azaltabilecegi gosterilmistir.
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Vil. SUMMARY

‘Bacground and Aim: Obstructive jaundice is a disease which causes hepatic injury
by different pathophysiological mechanisms that can lead a high rate of morbidity and
mortality. The relation between many of these physiological mechanisms concerning
obstructive jaundice and the mechanisms of Erythropoietin (EPO) activity has not been
established yet. The aim of the study is to determine the effect EPO on oxidative stress, free
radical formation and hepatic injury caused by induced obstructive jaundice in an
experimental model. )

Material and Methods: 29 wistar albino type female rats with an average weight of
242 (234-250)gr were divided into 3 groups of 8 rats. Only simple laparotomy was performed
in the sham group (n=5). Common bile duct was found and ligated at the middle 1/3 by 5/0
prolene in all study groups. EPO was not applied to the rats in group | and they were all
sacrified on the third day. 500 lU/kg/day EPO was infused to the rats in group Il and Il and
these rats were sacrified at days 3 and 7 by cardiac punction under general anesthesia.
Blood samples were collected for measurement of nitric oxide (NO), glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA), alkalen phosphatase (ALP), total and direct bilirubine and white
blood cell counts (WBC) and liver tissue samples are collected for histopathologic
examination. All measurements were recorded at SPSS and the results are comparisons
were done by using One Way ANOVA and Tukey Posthoc tests.

Results: After the CBD ligation, serum levels of MDA and NO were found increased,
while serum GSH levels were found decreased in all groups except the sham group. Serum
GSH levels were higher in the groups Il and I than in the group |. Similarly serum levels of
MDA and NO were also reduced in the groups that had been infused EPO. ALP, billirubine
levels and WBC were found increased in all of the groups except the sham group.

GSH MDA NO
{umol/g) (nmol/ml) (nmol/L)
Kontrol 3.07 (0.28) 1.47 (0.15) 3.75 (0.56)
Grupl 2.08 (0.20) 3.98 (0.31) 15.2 (3.13)
Grupll 2.50 (0.14) 3.15(0.20) 7.62 (1.16)
Gruplll 2.90 (0.80) 3.60(0.49) 8.27 (0.48)

All values are shown as mean (SD).

Conclusion: Obstructive jaundice increases oxidative stres and causes injury in
hepatic tissue. EPO is a molecule that has many beneficial effects as reducing oxidative
stres particularly through NO. It has been shown that hepatic'injury, in the rats with induced
obstructive jaundice occurs through the mechanisms concerning NO.It might be concluded
that EPO can improve the injury both by reducing NO levels and increasing GSH levels by
inducing the antioxidant system.
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