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OzZET

Hepatik vaskiler yetmezligi takiben kan akiminin yeniden saglanmasi iskemik
dokularda proinflamatuar bir ortam yaratarak ikincil bir hasarlanmaya neden olur.
Poliansatiire yag asitleri (PUFA), prostaglandin (PG), trombokzan (TX) ve l6kotrien
(LT) gibi eikosanoidlerin olusumu yoluyla inflamatuar yolagl regiile ederler. Bu
calismanin amaci karaciger (KC) dokusunda omega-3 (n-3) ve omega-6 (n-6)
PUFA’nin oransal degisimini incelemek ve n-6 inflamatuar yolaginin etkinligini
arastirmakti. Calisamaya standart sican yemi ile beslenmesine izin verilen 15 adet
Albino Wistar Sican dahil edilmistir. Karaciger I/R’'nu olusturmak icin orta ve sol
hepatik loblari besleyen portal dallar 60 dakika klampe edilmis, 60 dakikanin
sonunda mikrovaskiler klemp acilarak reperflizyon tekrar saglanmistir. Uygulanan
I/R modelinde KC’in kaudal ve sag lobu intakt kalmis ve kontrol KC dokusunu teskil
etmistir. Sham grubundaki hayvanlara anestezi esliginde sadece laporatomi
yapilmistir. Kan ornekleri iskemi dncesinde ve iskemi sonrasinda sirasiyla kuyruk
veninden ve sag ventrikilden alinmistir. Olusturulan 1I/R, kontrol ve sham
gruplarinin KC dokularindan alinan érneklerde yiiksek performansli sivi kromatografi
kitle spektrometresi (LC MS/MS) ile arasidonik asit (AA, C20:4n-6), dihomo-gamma-
linolenik asit (DGLA, C20:3n-6), eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n-3) ve
dokosaheksaenoik asit (DHA, C22:6n-3) oOlcilmistiir. Omega-6 inflamatuar yolagini
arastirmak igin total fosfolipaz A2 (PLA2), siklooksijenaz (COX) ve prostaglandin E2
(PGE2) diizeyleri belirlenmistir. Hiicresel hasari belirleyen histopatolojik skor I/R
hasarina maruz kalan dokularda anlaml olarak artmistir. Karaciger I/R hasari, hem
n-3 hem de n-6 PUFA’yi kontrol ve sham gruplarina gére anlamli olarak artirmis
ancak oransal olarak belirgin bir degisime sebep olmamistir. Fosfalipaz A2, COX ve
PGE2 duzeyleri I/R grubunda kontrol ve sham gruplari ile karsilastirildiginda anlamh
olarak artmistir. Karaciger I/R hasarina maruz birakilan dokularda PLA2 aktivite artisi
ile beraber n-3 ve n-6 PUFA dizeyleri ylikselmis ve bunun sonucunda inflamatuar
yolak tetiklenerek COX ve PGE2 dizeyleri artis gostermistir. n-6 PUFA derivesi
eikozanoidlerin olusumunun engellenmesini degerlendiren gelecekteki calismalar,
karaciger I/R hasarinda tedavi stratejilerinin gelistrilmesini ve uygulanmasi
kolaylastirabilir.

Anahtar kelimeler: Karaciger, iskemi/reperfiizyon, poliansatire yag asitleri.



ABSTRACT

Hepatic vascular insufficiency accopained by periodic restoration of blood
flow, places ischemic tissues at risk of additional injury a proinflammatory state.
Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) regulate inflammatory responses through the
production of eicosanoids including prostaglandins (PGs), thromboxanes (TXs) and
leukotrienes (LTs). The aim of this study was to assess omega-3 (n-3) and omega-6
(n-6) PUFA in liver tissue and evaluate changes in n-6 inflammatory pathway
following liver ischemia-reperfusion (IR) injury. Male Wistar rats which were
allowed free access to standard rat chow were included in the study. Blood vessels
supplying the median and left lateral hepatic lobes were occluded with an arterial
clamp for 60 min, followed by 60 min reperfusion. At the end of the experimental
period, blood samples were obtained from the right ventricule to determine serum
alanine aminotransferase (ALT) activity and animals were sacrificed to obtain
samples of nonischemic and postischemic liver tissue. Levels of arachidonic acid
(AA, C20:4n-6), dihomo-gamma-linolenic acid (DGLA, C20:3n-6), eicosapentaenoic
acid (EPA, C20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3) in liver tissue were
determined by an optimized multiple reaction monitoring (MRM) method using
ultra fast-liquid chromatography (UFLC) coupled with tandem mass spectrometry
(MS/MS). Phospholipase A2 (PLA2), cyclooxygenase (COX) and prostaglandin E2
(PGE2) were measured in tissue samples to evaluate changes in n-6 inflammatory
pathways. Total histopathological score of cellular damage was significantly
increased following hepatic IR injury. Omega-3 and n-6 PUFA levels were
significantly increased in postischemic liver tissue compared to nonischemic
controls. No significant difference was observed in AA/DHA and AA/EPA ratio in
postischemic liver tissue compared to control. Tissue activity of PLA2, COX and PGE2
levels were significantly increased in postischemic liver tissue compared to
nonischemic controls. Current results suggest that increased hydrolysis of fatty
acids via PLA2 triggers activity of COX and leads to increased PGE2 levels. Future
studies evaluating agenta which block formation of eicosanoids derived from n-6
PUFAs can facilitate the development and application of treatment strategies in
liver I/R injury.

Keywords: Liver, ischemia—reperfusion, polyunsaturated fatty acids
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GIRIS

Karaciger (KC) iskemi-reperflizyon hasari (IRH), KC iskemisini takiben kan
akiminin yeniden saglanmasi sonucunda gelisir. Travma, organ transplantasyonu,
miyokard infarktlsi, inme, sok, yanik, sepsis ve daha bir ¢ok klinik durumda iskemi
reperflizyon hasari gorilmesine ragmen gelisim mekanizmasi hala tartismalidir.
iskemi reperfiizyon hasari, karaciger cerrahisinin muhtemelen morbiditesini
etkileyen en 6nemli faktordir. Karaciger (KC) transplantasyonunda, rezeksiyonunda
ve ya travmada kanamanin engellenmesi icin hepatik pedikil klempleme (Pringle
manevrasi) yontemi sikca kullaniilmaktadir. Bu islem sirasinda hepatik arter, portal
ven klemplenmesi ile olusan iskemi ve deklempe edilmesi ile olusan reperfiizyon
déneminde dokuda olusan serbest oksijen radikallerinin verdigi doku hasarini
engellemek icin ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olmasina ragmen bu problem
gincelligini korumaktadir (1).

iskemi sirasinda hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve ilk olarak
mitokondrilerde gerceklesen adenozin trifosfat (ATP) sentezi durur (2). iskemi
sirasinda ATP sentezinin azalmasina bagh olarak hiicre membraninda ATP bagimli
iyon pompasi fonksiyonu bozulur. Béylece, hiicre igine sodyum (Na®), kalsiyum
(Ca™) ve su girisi artar (3). iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda ise ayni anda
ortaya cikan reaksiyonlar dokuda sadece iskemi ile olusan hasara gore cok daha
ciddi bir hasara yol acar (2). iskemi-reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili
cesitli faktorler ileri sturidlmistir. Bu faktorler birbiriyle iliskisi oldukca karmasik,
hicresel ve humoral olaylar serisidir (4). I/R hasari karakteristik olarak, serbest
oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina (5); PMNL (polimorf niikleer I6kosit)‘lerin
aktivasyonuna (6); sitokin saliniminda artisa (7); kompleman sistemin aktivasyonuna
(8)ve eikozanoidlerin tGretiminde artisa neden olur (9).

Eikozanoidler, I/R hasarinda rol oynayan en 6nemli inflamatuar mediyatérler
arasindadir ve inflamatuar cevap reglilasyonunda onemli roli vardir (10).
Eikozanoidler, arasidonik asit (AA, C20:4n6) ve eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n3)
gibi yirmi karbon atomlu poliansatiire yag asitlerinden (PUFA) Uretilirler. Arasidonik
asitten koken alan eikozanoidler (prostaglandin; PG, I6kotrien; LT, trombokzan; Tx)
inflamasyonun anahtar mediyatorleridir ve proinflamatuar olarak kabul edilirler
(11). Eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n3) ve dokosaheksaenoik asit (DHA, C22:6n-
3) ise inflamatuar etkisi daha az belirgin olan ve antiinflamatuar etki gosteren
eikozanoidlerin  6nciludir (12). Yapilan c¢alismalarda eikozanoid sentezi
reglilasyonunun bazi enzimler ile gerceklestirildigi gosterilmistir (13). Bu
enzimlerden ilki, fosfolipaz A2 (PLA2)'dir. Bu enzim, membran fosfolipidlerinin sn-2



pozisyonuna etki ederek serbest arasidonik asit (AA) olusumuna neden olur (14).
Eikozanoid liretiminde substrat olarak davranan arasidonik asit baslica iki yol ile
metabolize edilebilir. Siklooksijenaz (COX) vyolu ile prostoglandin (PG) ve
tromboksan A2 (TXA2), lipooksijenaz  (LOX) yoluyla I6kotrienler (LT) olusur.
iskemiyle birlikte gelen sitozolik kalsiyum yiikselmesi ayni zamanda hem
lipooksijenaz hem de siklooksijenaz yolagini aktive eder (15). Arasidonik asitin
siklooksijenaz (COX) enzimi ile reaksiyona girmesi ile dncelikle prostaglandin H2
(PGH2) olusturulur. PGH2, ilgili spesifik sentaz enzimleri ile farkli prostanoid
tirlerine donustiralir. Siklooksijenaz yolaginin PGH2'den sentezlenen prostanoid
drdnleri; prostasiklin 12 (PGI2), trombokzan A2 (TxA2), prostaglandin D2 (PGD2),
prostaglandin F2a (PGF2a) ve prostaglandin E2 (PGE2)'dir (16; 17).

Literatdr arastirilmasi yapildiginda hepatik I/R hasarini 6nlemek amaciyla n-3
PUFA besin takiviyesinin yapildigi calismalarda n-3 PUFA-zengin diyetin etkili bir
sekilde hepatik steatozu ve dolayisiyla sicanlarda hepatik I/R hasarini azaltig
gosterilmistir (18; 19). Bu sekilde n-3 PUFA besinsel desteginin karaciger I/R hasari
Uzerine etkisi ¢ok fazla ¢alisiilmis olmasina ragmen, n-3 ya da n-6 besin takviyesi
olmaksizin karaciger I/R hasarini takiben endojen PUFA dizeyleri ve degisimi
arastirllmamistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda karaciger transplantasyonu
sonras! hepatik dokudan belirgin bir prostanoid salinimi olduguna dikkat ¢ekilmis ve
artan eikozanoid sentezinin anahtar enzimler dlzeyinde regile edildigi
gosterilmistir  (13). Ayrica, karaciger transplantasyonu sonrasinda PGE2
aktivasyonunun iskemi reperflizyon hasarina karsi direng sagladigi (20) ve sitokin
kaskadinin reglilasyonu yoluyla karaciger hasarini restore ettigi dusiinilmektedir
(21). Bu baglamda, karaciger I/R hasarinin sebep oldugu mikrosirkilator
rahatsizliklari ve inflamatuar reaksiyonlari énlemek icin ameliyat dncesi ve sonrasi
yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Edinilen bilgiler 1si8inda yapilan arastirma projemizde, karacigerde iskemi
reperfizyonun neden oldugu hasarin bazi biyokimyasal ve histolojik parametreler
Uzerinden degerlendirilmesi ve KC I/R modelinde arasidonik asit salinimi ve buna
bagh inflamatuar yolaga etkisini incelemeyi amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda 3
temel hedefe erismek istedik. 1) KC iskemi/reperflizyonu olusturmak. 2) Olusturulan
KC I/R modelinde arasidonik asit miktarini belirlemek. 3) KC I/R modelinde fosfolipaz
A2 (PLA2) ve siklooksijenaz (COX) enzim aktivitelerini degerlendirmek ve KC
dokularinda AA vyolaginin son dUriinlerinden biri olan prostaglandin E2 (PGE2)
dizeylerini 6lgmek.

Calismamizda elde ettigimiz verileri degerlendirerek KC I/R hasarinda
arasidonik asit salinimi ve buna bagh inflamatuar yolaga etkisini inceledik. Bu
anlamda calismamiz KC I/R hasarinin AA kaynakli inflamatuar yolaga etkisini
inceleyen ilk arastirmadir ve litaratiirde yoktur.



GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasari

Bir organa gelen kan akiminin azalmasinin sonucu olarak organin oksijen ve
beslenme destegi de azalir. Kan akimi ve oksijen destegi tekrar saglandiginda ise
reperfliizyon, iskemik donemin neden oldugu doku hasarini hiicresel seviyede
arttirir. Bu fenomen iskemi reperfiizyon (I/R) hasari olarak bilinir ve ozellikle
transplantasyon ve karaciger cerrahisinde karacigerin canliligina dogrudan etkilidir
(3). Karacigerde I/R hasari ilk kez 1975’de Toledo-Pereyra ve arkadaslari tarafindan
deneysel olarak gerceklestirilen KC naklinde go6zlenmistir. Nakledilen KC'de
konjesyon, ilerleyici trombozis, organ yetmezligi ile sonuglanan greft nekrozu
gelismistir (22).

Karaciger reperfizyon hasari, sicak I/R hasari ve soguk-depolama
reperflizyon hasari olarak siniflandirilabilir. Soguk depolama reperflizyon hasari
nakil 6ncesi organ korunmasi sirasinda olusmaktadir. Sicak I/R hasari ise klinik olarak
KC cerrahisi ile iliskilidir (23). Karaciger nakli, hipovolemik sok, bazi tip toksik KC
hasarlari ve no-okluziv hastaliklar gibi durumlarda meydana gelir. Karaciger
nakillerinde, kanserler ve bazi hastaliklarin cerrahi tedavisinde, ameliyat esnasinda
kan kayiplarini ve ameliyat sonrasi komplikasyonlarin azaltilmasi icin KC'deki farkh
damarlara ait kan dolasiminin gegici olarak engellenmesi (klampe edilmesi)
gerekmektedir (24; 25). Bu esnada KC kismi veya tam iskemi ve bunu takiben de
reperflizyon etkisi altinda kalmaktadir (23). Sicak I/R hasarinda iki evre so6z
konusudur. Baslangi¢ evresi, reperflizyondan sonraki iki saatten kisa ve oksidan
stresle karakterize olan doénemdir. Bu donemde reaktif oksijen metabolitleri
(ROS)’un Uretimi ve salgilanmasi dogrudan hepatositlerde hasara neden olur. Geg
evre ise hepatik reperflizyondan 6—48 saat sonraki donemdir. Bu evrede toplanan
notrofil I6kosit (NL) araciligiyla inflamatuvar durum gergeklesir (25). Karaciger I/R
hasari, lokal hepatoseliiler hasarla sonuclanan ve hepatositler, sinuzoidal hicreler,
Kupffer hicreleri (KH) ile infiltre olan notrofiller, makrofajlar ve plateletlerin dabhil
oldugu cgesitli ve karmasik bir olaylar zinciridir (26).

2.2. iskemik D6nemde Gelisen Fizyopatolojik Olaylar

iskemi, arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasina bagh olarak organ ve
dokunun yetersiz perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun
kalmasi seklinde tanimlanir. iskemi sirasinda hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir
ve ilk olarak mitokondrilerde gerceklesen adenozin trifosfat (ATP) sentezi durur. ATP
kaybi hiicre icinde cesitli sistemleri etkileyerek Na*-K*ATPaz pompa bozukluguna,
hiicre ici asidoz gelisimine bagli olarak pH’nin diismesine, intraselliiler Ca"™



birikimine ve plrin metobolitlerinin birikimine sebep olur. Hicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hlicre 6limiine yol agar (2).

2.2.1 Na*-K*ATPaz Pompa Bozuklugu

Fizyolojik kosullarda (i¢ sodyum iyonunun hiicre disina, iki potasyum
iyonunun hiicre igine tasinmasi bir ATP molekilinin adenozin difosfat (ADP)'ye
donustarialmesiyle gerceklestirilir (2). ATP aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum
pompasinin yetersizligine yol acarak hiicre ici sodyum birikimine ve potasyumun
hiicre disina atilmasina yol acar. Hiicre icinde solid materyalin birikmesi izoozmotik
su birikimine ve akut hiicresel sismeye neden olur (3).

2.2.2 Hiicre i¢i Asidoz Gelisimine Bagh Olarak Ph’nin Diismesi: Hiicrede ATP iki
yolla Uretilir:

A) Glikolitik yol (Glikoliz): Glikoliz hemen tim canli hicrelerde isleyen,
prokaryotlarda ve okaryotlarda biiylk benzerlik gbésteren ve organizmaya ener;ji
saglayan bir reaksiyon dizisidir. Glikoliz sirasinda kazanilan enerji olduk¢a az
olmasina ragmen, bu yol mitonkondri icermeyen eritrosit gibi dokularin enerji
ihtiyacinin karsilanmasinda ve kas aktivitesinin yogun oldugu, dolayisiyla oksijen
miktarinin yetersiz oldugu kosullarda enerji elde etmek icin gereklidir. Glikoliz
sirasinda bir glikoz molekill iki molekil t¢ karbonlu piruvata dontsirken 2 ATP’lik
bir enerji kazanimi gergeklesir. Bir molekiil glikozun iki molekil piruvata yikimi tim
organizmalarda ve hiicrelerde ortak yoldur. Kosullarin aerobik ve anaerobik olmasi
piruvatin daha sonra donisecegi metaboliti belirler. Anaerobik ortamda piruvat
hlcrenin sitozollinde laktata donusir. Aerobik kosullarda ve mitokondrisi olan
hiicrelerde ise 6nce asetil koenzim A (asetil KoA)'ya, daha sonra sitrik asit siklusu ile
CO, ve H,0’ya oksitlenir (27). Glikolizde, bir glikoz molekili basina elde edilen
toplam eneriji, glikozun oksidasyonuyla elde edilen enerjiden ¢cok daha azdir. Fakat
disuk oksijen basincinda bile, dokularin gereken enerjiyi bu yoldan sagliyabilmeleri
yoniinden oldukca 6nemlidir. iskemi sirasinda hiicreler glikozunun % 80-90'ini
sitoplazmada glikoliz yoluyla kullanir.

B) Oksidatif fosforilasyon (Sitrikasit donglisii-Krebs dongisii): Sitrik asit
siklusu organizmanin enerji gereksinimini saglayan, karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinda ¢cok 6nemli bir ortak son yoldur. Bu reaksiyon dizisi hiicrenin
mitokondrisinde ve oksijen varliginda gerceklesir. Dongliniin amaci glikoz, yag
asitleri ve bazi amino asitlerden olusan asetil KoA’y1 CO, ve H,0’ye oksitlemek ve bu
sirada enerji saglamaktir. Glikozun déngliye girebilmesi icin dnce piruvata ve onun
araciligiyla asetil KoA'ya donismesi gerekir. Yag asitleri genellikle B-oksidasyon
olarak adlandirilan bir reaksiyon dizisi ile asetil KoA’ye donlismektedir. Amino asitler
ise dogrudan ya da piruvat lizerinden asetil KoA'ye donusebilirler. Sitrik asit siklusu
bu l¢ kaynaktan gelen asetil KoA’yr kullanabilir (27). Mitokondrilerdeki oksijen
yetersizse sitrik asit siklusu gerceklesemez ve boylece glikozdan eneriji Gretimi sitrik
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asit siklusu basamaginda takilir. Sitrik asit siklusu yolu tikandiginda glikozun yikimi
tam olmadigindan Uretilecek ATP orani azalir ve hiicre blyik oranda ATP kaybeder.
Clnku glikoz pirlivat diizeyine kadar yikilabilmis, bdylece 36-38 ATP yerine yalniz 2
ATP Uretilebilmigtir.

iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik yol asiri stimiile olur. iskemik dokuda var
olan oksijen oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz kalir. Glikoliz sonucu
olusan piruvat, sitrik asit siklusuna devam edemediginden laktata donusi
gerceklesir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tilrevlerinden hidroliz sonucu olusan
inorganik fosfat birikimine neden olur. Sonugcta hiicre i¢i pH diiser ve asidoz gozlenir
(2). Bu olusan metabolik asidoz hepatositlerde nekrotik hiicre 6liminin
baslamasina karsi koruyucudur. Ancak iskemik hicrelerde reperflizyonun
saglanmasiyla birlikte pH’In normale donmesi pH bagimli proteazlari ve fosfolipazlari
aktive ederek hiicre olimiine neden olur. Bu fenomen “pH paradoksu” olarak
adlandirilir (28-30).

2.2.3 . intraselliiler Ca** Birikimi

Normal durumlarda sitozolik Ca** konsantrasyonu 10 mM iken hiicre disinda
sitozolden 10.000 kat daha fazla bulunur. Bu denge membranlar yardimiyla Ca*'-
ATPaz tarafindan modiile edilir. Hiicre iginde yiiksek konsantrasyonda Ca** gerektigi
zaman, plazma membranindaki Ca™ kanallari araciligiyla hiicre disindan veya
endoplazmik retikulumdaki depolardan hizla Ca** salinir. Bu gegici yiikselme sonrasi
Ca™ hiicre membrani ve endoplazmik retikulum membranlarina yerlesmis Ca*'-
ATPaz ile hiicre disina veya endoplazmik retikuluma pompolanarak hiicre igi
konsantrasyonu normale getirilir (27). iskemi ve belirli toksinler nedeniyle erken
dénemde mitokondri ve ER’dan Ca*™" salinimi ve plazma membranini gegen net Ca™
akisi sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda artmaya neden olur. Hiicrede Ca"™
yukselisi daha sonra membran permeabilitesinde nonspesifik artisla desteklenir.
Artan Ca'" konsantrasyonu fosfolipaz (membran hasarini baslatir), proteaz
(membran ve sitoiskelatal proteinleri pargalar), ATPaz (ATP azalmasini hizlandirir)
gibi cok sayida enzimin aktivasyonuna yol acgar (2).

2.2.4 . Piirin Metobolitlerinin Birikimi

iskemi déneminde ATP Uretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi icin
ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hicre
disina difiize olarak inozin ve hipoksantine parcalanir. Normalde hipoksantin,
ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi ile nikotin adenin dintkleotit (NAD) kullanilarak
ksantine doénustirilir. Ancak iskemi sirasinda XDH, Ca™ bagimli proteazlar aracilig
ile ksantin oksidaza (XO) dénisir (2). Bu iki enzim arasindaki fark, XDH, NAD"|
elektron alicisi olarak kullanirken; XO, O,'ni elektron alicisi olarak kullanarak
stiperoksit ve/veya hidrojen peroksit olusturur. Ancak her iki form da
hipoksantinden ksantin olusumunu ve ksantinden drik asit olusumunu katalizler (31;
32). Siperoksit olusmasi icin gerekli olan oksijen iskemi doneminde bulunmazken
reperflizyon sirasinda oksijenin aniden ortama katilmasi serbest radikal patlamasina



yol acar ve XO tarafindan olusturulan stiperoksit anyonu, doku yaralanmasina neden
olur (33).

2.3. Reperfiizyon Doneminde Gelisen Fizyopatolojik Olaylar

iskemik dokuya kan dolasiminin yeniden saglanmasi reperfiizyon olarak
tanimlanir. iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi igin yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun
reperflizyonu sirasinda ayni anda ortaya ¢ikan reaksiyonlar dokuda sadece iskemi ile
olusan hasara goére cok daha ciddi bir hasara yol acar (2). iskemi-reperfiizyon
hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktorler ileri strilmustir. Bu faktorler
birbiriyle iliskisi oldukca karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir (4). I/R
hasari karakteristik olarak, serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina (5);
PMNL'nin aktivasyonuna (6); sitokin saliniminda artisa (7); kompleman sistemin
aktivasyonuna (8) ve eikozanoidlerin tretiminde artisa neden olur (9).

2.3.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Ortaya Cikmasi

Bir atom cekirdegi pozitif yukli protonlar ve yiksiz nétronlardan olusur.
Ayrica atom cekirdegini saran negatif yikli bir elektron bulutu vardir (34). Atom
cekirdeginin etrafinda bulunan bu elektronlar ‘orbit’ denilen yoriingelerde hareket
halindedir. Atom kararli durumda iken ilk orbitte iki, digerlerinde sekiz elektron
bulunur (35). Genel olarak atom veya molekiilde elektronlar eslenik olarak
bulundugundan molekil stabildir ve reaktif degildir. Ancak molekile bir elektron
ilavesi ya da molekilden bir elektron kaybi oldugunda olusan serbest radikaller
oldukga kararsiz yapilardir ve yiksek enerjilerinden kurtulmak igin baska bir iyon
ve/veya atomla etkilesime girerler (34). Canllarda ROS endojen olarak fizyolojik
veya patolojik mekanizmalar sonucu olusabilir. iyonizan radyasyon ve 1si, hiicre igi
serbest radikal olusumuna yol acan eksojen etkenlere ornektir. Reaktif oksijen
metabolitlerinin baslica endojen kaynaklarina ise nétrofiller, mitokondrial elektron
transport sistemi, mikrozomal elektron transport sistemi, oksidan enzimler (ksantin
oksidaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz), vaskiler endotel (spontan olarak nitrik oksit
Uretmektedir), endojen substratlarin otooksidasyonu ornek verilebilir. Serbest
oksijen radikalleri basta vyaglar, proteinler ve nikleik asitler olmak Uzere
yukseltgenebilen tim hicre elemanlari ile etkilesirler. Fazla reaktif olduklari igin
genelde karsilagtiklari ilk yapi ile reaksiyona girerler ki bu yapi ¢ogunlukla hiicre ya
da organel membranlarinin lipit komponentidir (35).

Karaciger I/R hasarinnda rol oynadigi disinulen baslica serbest oksijen
radikalleri sunlardir:

Siiperoksid (O,® ): Stperoksit radikali, oksijen molekiliine bir elektron
ilavesi ile olusur (36; 37). Hicre membranlarindan kolay gecemedigi icin kendisi
direkt olarak fazla zarar vermez ancak, hidrojen peroksit (H,0,) kaynagi olmasi
nedeniyle 6nem kazanir.



0, + e - 02’_

Superoksit radikali mitokondriyal elektron transfer zincirinde NADH’In
NAD"”e okside olmasi ile fizyolojik olarak (uretilebildigi gibi pek cok oksidaz
tarafindan da Uretilebilir. Stperoksit, dlisiik pH degerlerinde protonlanarak oksidan
bir molekil olan perhidroksil (HO,e) radikalini olusturur. Perhidroksil radikali ile
reaksiyona girdiginde ise biri okside olurken digeri indirgenir. Reaksiyon sonucunda
oksijen ve H,0, meydana gelir.

HO,e + O, = 0, + H,0,

Bu reaksiyon spontan gerceklesebildigi gibi sliperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan da katalizlenebilir. Artmis stiperoksit diizeyleri SOD enzimi ile H,0, ve
oksijene donustirilerek azaltiir (36-39). SOD enziminin fizyolojik fonksiyonu;
oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksit serbest radikalinin zararli etkilerinden
korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. SOD aktivitesi oksijen
kullanimi yiiksek olan dokularda fazladir ve dokudaki oksijen basincinin artmasi ile
artar. Bu enzim sayesinde intraselliiler stiperoksit diizeyleri duslik tutulur (36).

Hidrojen peroksit (H,0,): Hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecebilen zayif bir oksidandir (37). Kendisi serbest radikal olmadigi halde, serbest
radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Cilinki “Haber-Weiss” reaksiyonu adi
verilen bir reaksiyonda slperoksit radikali (O, ) ile reaksiyona girerek, en aktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (¢OH) olusturur.

H,0, + O, = OH + OH + O,

Haber-Weiss reaksiyonu ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz olusabilir.
Fakat katalizérsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli
ise cok hizlidir. Bu reaksiyonda ferri demir (Fe®*), O,¢ tarafindan ferro demir
(Fe2+)'e indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile
hidrojen peroksitten eOH ve OH " Uretilir (40).

0, + Fe* > 0, + Fe*
Fe? + H,0, > Fe® + ¢OH + OH™

Hidroksil Radikali (OHe): Hidroksil radikali en reaktif oksijen tiirevidir. Amino
asitler, nukleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal
maddelerin bir coguyla reaksiyona girebilir (41; 42). Hidroksil radikali, Fenton
reaksiyonuyla meydana gelir ve olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekillerden bir proton kopararak tiyil radikaller (eRS’), karbon merkezli organik
radikaller (eR’), organik peroksitler (RCOOe’) gibi yeni radikaller olusturarak buyik
hasara neden olur.



R-SH + OH" ——» RS + H,0
-CH, + OH® ——-CH'- + H,0

Lipid peroksidasyonu O, ve H,0, tarafindan baslatiimadiginda OHe, alkoksi
radikalleri (RO°) ve peroksil radikali (ROO®) lipit peroksidasyonunun baslamasina yol
acar. Lipid peroksil radikalleri diger lipitler, proteinler ve nukleik asitler ile
reaksiyona girerek elektron transferinin artmasina ve substratlarin oksidasyonuna
sebep olur. Hiicre membranlari yapisal olarak oksidatif saldiriya oldukca hassas olan
cok miktarda poliansature yag asitlerinden (PUFA) olusmustur. PUFA’da meydana
gelen onemli degisiklikler, membran akiskanhgl ve gecirgenliginde degisiklige ve
hicresel metabolik disfonksiyona yol agar (43).

Singlet Oksijen (0,): Singlet oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin enerji
alarak kendi spinini ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle olusur
Ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekultddr.
Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olur.

Reaktif Nitrojen Tiirleri: Karaciger oldukga vaskiler bir organ oldugundan
endotel hicrelerinden zengindir. Endotel hiicreleri de oksidatif hasardan ciddi
sekilde etkilenmektedir. Aslinda fizyolojik dozlardaki bazi serbest radikaller KC
sirkiilasyonunun optimal olarak gergeklesmesinde yararlidir ve bunlarin basinda
nitrik oksit (NO) gelmektedir (44-46). NO, serbest oksijen radikallerini bagladigi icin
bir bakima oksidatif stresin zararinin sinirlanmasina katkida bulunmaktadir. Ancak
bu baglanma esnasinda olusan peroksinitrit siratle dispose edilemedigi taktirde
nitrosatif strese yol agmakta ve lipid peroksidasyonu ile sonuglanmaktadir.

Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET) ve NO
Uretir (44-47). NO, L-Arginin’in guanidyum grubundan, endotel hiicrelerinde eNQOS
(endotelyal nitrik oksit sentetaz) ve kupfer hiicresinde iNOS (indiiklenen nitrik oksit
sentetaz) tarafindan Uretilerek notrofil adezyonunu, platelet agregasyonunu, stellat
hiicre relaksasyonunu ayarlar ve I/R hasarinin siddetini belirler (45; 48; 49). iskemi
intraseliler nikotinamid adenin dinikleotid fosfat (NADPH) ve oksijen (NO sentezi
icin gerekli faktorler) konsantrasyonlarini distrir. Sonucta NO sentezinde 6nemli
bir azalma  gerceklesir (50). Reperflizyonun baslangic  déneminde,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla
miktarda siperoksit radikali olusurken, nitrit oksitin stperoksit dismutaz (SOD)
enzimiyle yarismaya girmesi sonucu peroksinitrit (ONOQO~) olusarak ortamdaki NO
miktari azaltilir. Boylece nitrik oksitin fizyolojik etkisi inhibe edilir ve oksidatif etkisi
ortaya cikar. I/R hasarinda NO ve endotelin (ET) arasindaki hassas dengenin
bozulmasiyla vazokonstriiksiyon, sinuzoidal limende daralma ve lokosit akiminda
artis gerceklesir. Sonug olarak iskemiye maruz kalan endotelyumda, NO saliniminda



ciddi bir azalma ile karsilasilir ise olusacak iskemi-reperfiizyon hasari
fazlalasacaktir.(51).

2.3.2. Polimorf Niiveli Lokosit (PMNL) Aktivasyonu

I/R hasarinda polimorf niiveli I6kositlerin rolu ile ilgili bazi mekanizmalar ileri
srllmustlr. Bunlar; 1. Mikrovaskiler okliizyon; 2. ROS salinmasi; 3. Sitotoksik
enzim salinmasi; 4. Vaskuller permeabilite artigi ve 5. Sitokin saliniminda artistir.
Polimorf niveli I6kositlerin baslangictaki kemoatraksiyonlari endotel hicreleri ve
ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlari ise endotel hiicrelerde
ve lokositlerde bulunan adhezyon molekilleri araciligi ile olur. (52; 53) Selektinler
olarak bilinen adhezyon molekillerinin L, P ve E selektin olmak lzere bilinen (g
dyesi vardir. I/R, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiil,
PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptori ile etkileserek
diisiik afiniteli I6kosit endotel baglantisini olusturur. ikinci asamada, |6kosit beta-2
integrinler (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler adhezyon
molekilt 1 (ICAM-1) arasindaki etkilesim ile l6kosit adhezyonu ve agregasyonu
gelisir. Uclincii asamada ise trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekili 1
(PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilari arasindaki etkilesim sonucu I6kosit
transmigrasyonu gerceklesir. Aktive edilen lokositler damar disina ulasinca hasar
bolgesine dogru goc¢ etmeye baslarlar (kemotaksis) (54).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda 6nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik granillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda dnemli
roller Gstlenir. Aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile ROS’un salinmasi
“solunum patlamasi” olayini meydana getirir. iskemi sonrasi reperfiizyonun
baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’i siiperoksit iyonlarina
oksitlenmektedir. Sliperoksit iyonlari ¢cogu kez spontan dismutasyonla hidrojen
perokside donlsir. Hidrojen peroksit ise klortr iyonlarinin varliginda
miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit gligli
bir oksidandir ve birgok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona girebilir. Notrofillerin
aktivasyonu ile notrofil granillerinden saliverilen apolaktoferrin, plazminojen
aktivatorli, komplemani aktive eden enzim, elastaz, kolajenaz ve jelatinaz gibi
proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden olur. Proteinazlarin etkisi ile
damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi notrofillerin dokuya
goclini kolaylastirir (55). Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya diliie etmeye
yonelik bu inflamatuvar cevap sonucu mikrovaskiiler permeablite artisi, 6dem,
tromboz ve parenkim hiicresi 6limi de gerceklesir. Gorevini tamamlayan l6kositler
apoptotik hiicre 6limine ugrarlar ve lenfatik dolasim ile ortamdan uzaklastirilir
(53).



2.3.3. Proinflamatuvar Sitokin salinimi

Sitokinler 1/R hasarinda inflamatuar cevabin baslamasinda ve devam
etmesinde rol oynayan en énemli mediyatérlerdir. Bu baglamda en ¢ok arastirilan
maddeler Timor nekroz faktor (TNF)-a, interlokin (IL)-1 ve IL6’dir. Bu sitokinler
bliyik oranda proinflamatuar aktiviteye sahiptir. Kompleman faktorlerle birlikte
polimorf niiveli I6kositleri etkileyerek dolagimdaki nétrofilleri inflamasyon bolgesine
¢cekmelerinin yanisira ROS ve cesitli proteazlarin salinmasi suretiyle iskemik hasarin
devam ettirilmesi ve siddetinin artmasindan sorumludur (56). Doku travmasi veya
infeksiyonlar sonucu olusan inflamatuar kompleks proinflamatuar sitokin
dongisiinin baslamasina ve TNF-q, IL-6, IL-1, platelet aktive edici faktor (PAF) gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin ve IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar mediyatorlerin
salinimina neden olur. Bu inflamatuar sitokinlerden en goéze g¢arpanlari TNF-a, IL-6
ve [L-1'dir (3).

TNF-a, proinflamatuar sitokinler arasinda konakgi cevabinin olusumuna yol
acan ilk ve en potent mediatorlerden biridir. Kaynagi periton ve splanknik dokularda
cok bulunan monositler, makrofajlar ve T hicreleridir. Kupffer hiicreleri, insan
vicudunda bir arada bulunan en biylk makrofaj toplulugudur (57). Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonu ile uretilen TNF-a, kaspaz aktivasyonu yoluyla I6kosit
kemotaksisi, nétrofil aktivasyonu, serbest radikal olusumu, mitokondriyal toksite ve
hicre olimine sebep olur. (3). Ayrica TNF-a, IL-1 salinimina sebep olur. IL-1'nin
karacigerdeki ana kaynagi TNF a gibi Kupffer hicreleridir. TNF o’ dan farkh olarak
notrofiller, epitelyal hiicreler ve endotel hiicreleri tarafindan da sentezlenir. IL-1,
Kupffer hicrelerinden TNF-a salinimini ve nétrofillerden ROS salinimini uyarir.
Ayrica IL-1 ve TNF-a, anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10 seviyesini diislirerek pro-
inflamatuar etki gosterir ve her ikiside hepatik endotelyal hiicrelerde interseliler
adezyon molekilid 1 ( ICAM 1) ekspresyonunun artmasi ile iliskilidir. Sicak I/R
hasarinda TNF-a vell-1 ile karsilastirildiginda IL-6 salinimi biraz gecikmeli olarak
gerceklesir. Serum seviyeleri reperflizyondan dakikalar sonra artirilir (3). IL-6,
monosit, makrofaj, lenfosit ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir. IL-6 bagimh
sinyalizasyon vyolaginin en onemli neticesi karacigerden akut faz protein
sekresyonunu uyarilmasidir (58).

Kupffer hiicre aktivasyonu neticesinde Uretilen sitokinlerden TNF-a, IL-1 ve
IL-6’nin pro-inflamatuar etkisinin aksine anti-inflamatuar sitokin olarak tanimlanan
IL-10 ve IL-13’Gn anti-inflamatuar rolleri sicak I/R hayvan modelleri (zerinde
cahsilmistir. Bu anti-inflamatuar sitokinlerin TNF-a aktivasyonunu baskiladigi,
karaciger notrofil birikimini, 6dem ve hepotoseliiler hasari azlattigi gésterilmistir (3).

2.3.4. Komplemanin Rolii

Kompleman sistemi plazmada inaktif halde bulunan enzimlerin kademeli
olarak aktivasyonu ile inflamatuar peptidlerin, opsoninlerin ve hiicre zar saldiri
kompleksinin olustugu bir yoldur. Bu yolda olusan proteinler anafilatoksik,
inflamasyon bolgelerinde vazodilatasyon, vaskiler permeabilite artisi (C3a, C4a,
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C5a) ve fagositlerin endotele yapismasini tetikleyen etkiler gosterirler. Kompleman
sistemi yaklasik olarak 35 proteine sahiptir. Bazi enzimler (Clr, C1s,C2, Faktor B,
Faktor D) , kofaktorler, inhibitor veya inaktivatorler, membran iliskili protein ve
reseptorler (Clg, C3a, C4a, C5a, CR1,CR2, CR3) icerir. Ayrica; CD55-CD59 gibi
membran bilesenleri ve C8 ve C9 gibi membran inhibitérleri de kompleman
sisteminin 6nemli dlizenleyici proteinleridir. Hepatositler, monositler, makrofajlar,
bobregin tibller ve glomeriler hicreleri kompleman komponentlerinin sentez
yerlerinden bazilaridir. Kompleman sistemi proteinleri, serum total proteinin
%10'nu olusturur.

Kompleman sistemi ¢ yol ile aktive olur:

1-Antikor bagimli klasik yol
2-Antikor bagimsiz alternatif yol (Properdin Yolu)
3-Mannoz baglayici lektinin (MBL)-MASP yolu (Lektin Yolu) (59-62).

I/R hasarinda kompleman sisteminin her 3 yolu da aktive olmaktadir (63; 64).
Reperflizyon sirasinda kompleman bagimli proinflamatuar peptidler (C3a ve C5a)
salinir. Bu peptidler; notrofil aktivasyonuna, diiz kas hicrelerinde kasiimaya,
vaskiler permeabilitede artisa, makrofaj aktivasyonunda artisa, C5b-9
polimerizasyonu ile saldirgan yabanci hicre lizisine, fosfolipid tabakasinin
bitlnliglnin bozulmasina, C3b opsonizasyonuna, anaflatoksinlerin aktivasyonuna,
endotel hiicrelerinde fibrin depositlerinin birikimine ve trombosit agregasyonuna
neden olur (65; 66).

2.3.5. Eikozanoidlerin Uretimi

Yag asitleri, bir ucunda karbonil grubu (C=0) diger ucunda metil grubu (-CH3)
bulunan hidrokarbon zincirinden olusan yapilardir. Bu hidrokarbon zincirinde cift
bag icerip icermemelerine gére doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri olarak
siniflandirilirlar. Doymus yag asitlerinin yapisinda ¢ift bag bulunmaz; doymamis yag
asitlerinin yapilarinda ise bir ya da daha fazla sayida cift bag bulunur (67).
Yapilarinda iki ya da daha fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitleri poliansatiire
yag asitleri (PUFA) olarak adlandirihir (10). PUFA, 6nemli bir hiicre membrani
bilesenidir. Viicutta kan basinci, kan pihtilagsmasi, beyin ve sinir sisteminin gelisimi
ve fonksiyonu gibi cok genis kapsamli olaylari regiile eder. Ayrica, eikozanoid Uretimi
yoluyla inflamatuar cevap regiilasyonunda 6nemli rol oynar. (10).

Poliansatiire yag asitleri, hidrokarbon zincirinde bulunan son cift bagin,
molekilin terminal metil grubuna yakin yerlesimine gore omega-6 (n-6) ve omega-
3 (n-3) yag asitleri olarak siniflandirilir. Memeliler, n-6 seri PUFA’lari sentezlemek
icin oncul olarak linoleik asit (LA, 18:2, w-6); n-3 seri PUFA’lari sentezlemek icin ise
a-linolenik asit (ALA, 18:3, w-3)’e ihtiya¢ duyar. Fakat, bu onciil yag asitlerini de
novo olarak sentezleyemediklerinden diger PUFA serilerini Gretmeden 6nce bu yag
asitlerini diyet vyoluyla almak zorundadir. Memeli hiicreleri LA ve ALA’i
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sentezleyememelerine ragmen D5 ve D6 desaturaz enzimleri ile daha ileri gift bag
girisi saglayarak (desaturasyon) ve elongaz enzimi ile agil zincirini uzatarak
(elongasyon) bu esansiyel yag asitlerini fizyolojik olarak daha aktif bilesiklere
metabolize edebilir. Sonug olarak; diyet ile alinan LA, arasidonik asit (AA, C20:4n-
6)’e; ALA ise eikosapentaenoik asit (EPA, 20:5n-3) ve dokosaheksaenoik asit (DHA,
C22:6n-3)’e metabolize edilir. Memelilerde, n-3 ve n-6 yag asitlerinin desaturasyon
ve elongasyon yolaklari esas olarak karacigerde gerceklesir. LA ve ALA ayni
enzimlerle metabolize edildigi icin bu iki yag asidi arasinda bi yaris s6z konusudur;
birinin asiri olmasi digerinin metabolizmasinin azalmasina sebep olur. Normalde D5
ve D6 desaturaz ve elongazlar n-3 PUFA’ya daha fazla affinite gosterir. Diyetteki EPA
ve DHA kismen eikozanoid substrati olarak hiicre membranindaki arasidonik asitin
yerini alir bdylece n-6 tirevi pro-inflamatuar eikozanoidlerin tretimi baskilanir (11;
68). Viicutta EPA ile 3-seri prostaglandin (PG) ve trombokzan (Tx), 5-seri |6kotrien
(LT) ve hidroksi-EPA uretilirken arasidonik asitten 2-seri PG ve Tx ile 4-seri LT Uretilir.
inflamatuar hiicreler tipik olarak yiiksek konsantrasyonda arasidonik asit ve diisiik
konsantrasyonda EPA icerdiginden eikozanoid liretiminde genel olarak arasidonik
asit substrat olarak kullanilir. Buna gore arasidonik asit (AA, C20:4n6) gibi n-6 PUFA
derivesi olan eikozanoidler pro-inflamatuar ve immun aktif fonksiyona sahipken
eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n3) ve dokosahekzaenoik asit (DHA, C22:6n3) gibi
n-3 PUFA derivesi olan eikozanoidler anti-inflamatuar 6zellik gosterirler ve n-6 PUFA
derivesi eikonozanoidlerin olusumunu engellerler. EPA ve arasidonik asitten Uretilen
eikozanoidlerin farkli inflamatuar etkisine en iyi 6rnek LTB5’e karsi LTB4’tiir.
EPA’dan Uretilen LTB5 arasidonik asitten Uretilen LTB4’e gore noétrofil kemotaktik
ajan olarak 10-100 kat daha az etkilidir daha zayif inflamasyon uyaricidir (69).

Eikozanoid Uretiminde substrat olarak davranan arasidonik asit baslica iki yol
ile metabolize olur. Siklooksijenaz (COX) yolu ile prostoglandinler (PG) ve
tromboksan A2 (TXA2), lipooksijenaz yoluyla lékotrienler (LT) olusur. iskemiyle
birlikte gelen sitozolik kalsiyum yiikselmesi ayni zamanda hem lipooksijenazi hem de
siklooksijenaz yolagini aktive eder (15).

Lipooksijenaz yolu: LOX enzimleri stereoselektif bir davranisla ¢esitli PUFA
substratlarina OH gruplari ekler. Bununla birlikte bu izoenzimler arasidonik asiti
okside ettigi zaman pozisyonel selektivitesine gore tanimlanir. LOX enzimleri
memelilerde bu sekilde 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX olarak tanimlanmistir. LOX
izoenzimleri ilk olarak stabil olmayan hidroksiperoksitleri olusturur daha sonra
hidroksi  asitlere  indirger. LOX enzim  aktivitesi sonucu, AA le
hidroksieikosatetraenoikasit ~ (HETE), LT, lipoxinler (LX ); EPA ile
hidroksieikosapentaenoikasit HEPE) ve E seri resolvinler (RvE); DHA ile; hidroksi-
dokosahekzaenoikasit (HDHA), D-seri resolvinler (RvD) ve protektinler (PD) Uretilir
(70). Notrofillerde baskin olarak bulunan arasidonik asit metabolizmasi enzimi 5-
lipooksijenazdir. Arasidonik asitten bu enzim aktivitesiyle oldukca karasiz olan ve
arasidonik asitin 5-hidroksiperoksi Grind olan 5-HPETE
(Hidroksiperoksieikosatetraenoik asit) tretilir. 5-HPETE ya nétrofiller icin kemotaktik
5-HETE’e indirgenir ya da topluca lokotrienler diye adlandirilan bilesiklere dénisur.
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5-HPETE’den ilk tlreyen |O0kotrien LTA4 olup bu enzimatik hidrolizle LTB4
olusumuna veya glutatyon eklenmesiyle LTC4 olusumuna yol agar. LTB4 glgll
kemotaktik bir ajandir ve notrofillerin agregasyonuna yol agar. LTC4 ve onlarin alt
Urinleri LTD4 ve LTE4 vazokonstriksiyon, bronkospazm ve vaskiler permeabilite
artisina neden olurlar (53). (Sekil 2.1).

n-6 yag asitleri n-3 yaj asitleri
Linoleik asit alinolenik asit
18:2n6 18:3n-3

+———— Delta-6-desaturaz ——+ l

y-linoleik asit

18:3n6 Stearidonik asit

18:4n-3
l +——— EHongaz ——* ‘

Dihomo-y-linoleik asit Eikesatetraenoik asit
20306 20:4n-3
Delta-5-desaturaz
—— B —— - -
Eikozanoidler . l RSN SE— . Eikozanoidler
7 e e e e e e oo
I Arasidonik asit ! I Eikosapentaenoik asit | .
Prostaglandinler : ra;o. Ané : : 20503 : Prostaglan.dmler
(2-seri) mmmmmemme e i Ity ! (3ser)
Tromboksanlar ‘ l . H ‘ ' Troml anlar
(2- seri) ! o ongaz | (3- seri)
Lokotrienler ! Dok Z;:a:;o ihasit Dokosapentaenoik asit ". |-°k°t"e’_‘ ler
{4-seri) ! ) 22503 | (S-seri)
b o —— |
Tetrakosatetraenoik asit Tetrakosapentaenoik asit
24406 24503
l - Delta-6-desaturaz - l
Tetrakosapentaenoik asit Tetrakosaheksaenoik asit
245n6 246n3
l * B-oksidasyon - l
- o Resolvinler
Dokosapentaenoik asit Dokosaheksaenoik asit Narprotektinler
225 n-6 22:6n3

Sekil 2. 1 n-6 ve n-3 PUFA Metabolizmasi (68)

Siklooksijenaz (COX) vyolu: Arasidonik asitin COX enzimi tarafindan
metabolizmasiyla 2-seri PG ve 2-seri TX meydana gelir. Prostanoid olarak da
adlandirilan siklooksijenaz Grlini eikozanoidlerin biyosentezi (¢ basamaklidir: A)
Membran fosfolipidlerinden serbest yag asitlerinin olusmasi B) Serbest yag
asitlerinin siklooksijenazlarla siklikendoperoksidlere oksidlenmesi. Q)
Siklikendoperoksidlerden yukarida sayilan prostanoid tiirlerinin olusmasi (71).

A) Serbest Yag Asitlerinin Olusmasi: Eikozanoidlerin sentezinde kullanilan
yag asitlerinin  kaynagl, hilicre membraninda bulunan fosfolipidlerdir.
Fosfolipidlerden serbest yag asitlerinin olusumu baslica Fosfolipaz A, yolagi
Uzerinden olur. Fosfolipaz aktivitesi ilk olarak 1900’Iu yillarin basinda kobra venomu
ve pankreatik sivida calisiimis ve fosfolipaz A, enzimleri c¢esitli 6zelliklerine gore
siniflandirilmistir (14). Fosfolipazlar enzimatik olarak aktif ve substrat seciciligi, pH
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duyarliligi ve subseliiler lokalizasyonu farkl olan 13’ten fazla farkh izoform igeren bir
enzim superailesi olarak tanimlanmistir. En iyi tanimlanan Ug fosfolipaz ailesi Ca*
bagimli sekretuvar PLA (sPLA ) ve sitozolik PLA2 (cPLA2) ile Ca** bagimsiz PLA2
(iPLA2) dir.

Sekretuvar PLA2 (sPLA2): sPLA2 enzim ailesinin lyeleri 14-19 kDa arasinda
degisen molekiler agirliga sahiptir. Ekstaselller sivida lokalize olmuslardir ve hasarli
doku ya da aktive edilen inflamatuar hicrelerden salinirlar. Optimal aktivasyon igin
milimolar seviyede kalsiyuma ihtiyag¢ duyarlar (72). Rijid bir tersiyer yapilari vardir;
5-8 arasinda disulfit bagi icermeleri nedeniyle proteoliziz ve dentiirasyona direng
gosterirler. insanlarda sistein rezidilerinin sayisi ve pozisyonuna goére farkhlik
gosteren 10 farkh sPLA2 tanimlanmustir (IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA). sPLA2
enzimleri genellikle yag asidi spesifitesi gostermez fakat son zamanlarda yapilan
calismalar sPLA2’nin yag asidi spesifitesi gostermemesine ragmen AA salinimini
diger yag asitlerine tercih ettigi gosterilmistir. Lipolititk enzimler olarak sPLA2
salgilanmasi iki mekanizma ile lipid mediyatori olusumuna katkida bulunur. Birinci
mekanizmada, bazi sPLA2 enzimleri (IA, IIF, 1ll, V, X) memeli hicrelerinin dis
membranina baglanarak hidroliz eder. Digerinde ise heparin baglayan domain
iceren sPLA2 enzimleri (lIA, 1ID, IIF, 1, V) heparin silfat proteoglikanlarla (HSPG)
etkilesime girerler. Bu HSPG mekik yolagi sPLA2’nin COX ve LOX gibi eikozanoid
Uretiminde rol alan enzimlerle kontakt kurmasina imkan saglar. Lipolitik aktivitesinin
yani sira bazi sPLA2 enzimleri (1B ve X) reseptor ligandi olarak hareket eder ve hiicre
sinyalizsyonunu ve ardindan cPLA2 aktivasyonunu uyarir. Boylece sPLA2 enzimleri
litolitik enzim olarak direkt ve intraselller PLA2 aktivatori olarak indirekt sekilde
inflamatuar lipid mediyatorlerinin Uretilmesine katki saglar. cPLA’'nin AA taslyan
fosfolipidlere spesifite gostermesine ragmen sPLA’nin inflamauar roline dikkat
etmek gerekir. sPLA2 aktive edildigi durumlarda yag asidi spesifitesi gostermedigi
icin fosfolipitleri genis capta hidroliz etme kapasitesine sahiptir. Bu ylzden
cPLA2’den daha fazla proinflamatuar lizofosfolipid Uretimine katkida bulunur
inflamasyon durumlarinda biitiin sPLA2 izoenzimleri bulunur. Baslica nétrofil ve
mast hiicreleri gibi bazi inflamatuar hiicrelerde sPLA2 sentezlenerek aktive
edildiginde hemen salinmak Uzere granillerde depo edilir. Ayrica LPS, TNF-a, IL-1,
IL-6, IFN-y gibi mediyatorlerle uyarilan bazi hiicrelerde PLA2-IIA ekspersyonu artirilir
(73)

Ca*2 Bagimsiz PLA2 (iPLA2): iPLA2 enzimi, sitoplazma yerlesimli, 85 kDa
agirliginda ve kalsiyum bagimsiz olarak aktivasyon gosteren bir enzimdir. sPLA2 gibi
AA spesifitesi gostermez (72). Genel olarak iPLA2 enizimin ana fonksiyonu membran
fosfolipdlerinin yeniden yapilandirilmasi yoluyla homeostazisi saglamak oldugu
kabul edilir. Biriken deliller gostermistir ki; iPLA2, ROS metabolizmasi ile iliskili
normal ve patolojik siireclerde rol oynar. Ornegin, normal hiicrelerde ve apoptoziste
reaktif oksijen metabolitlerinin metabolizmasinda spesifik rol oynar ve okside
fosfolipidleri tercih eder. Az sayida calismada ise fosfolipid hidrolizi, yoluyla
inflamasyon baslangicinda rol alabilecegi ve inflamatuar silrecte uyarilabilecegi
gosterilmistir.(73)
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Sitozolik PLA2 (cPLA2): Sitozolik PLA2 (cPLA2), 85.2-kDa agirliginda bir
proteindir; sn-2 pozisyonunda arasidonik asit iceren fosfolipid substratlarina yiiksek
seciciligi olan tek fosfolipaz olarak tanimlanmistir (74). Normalde hiicrelerde
stoplazmada yerlesmistir ve bir cok dokuda yapisal olarak ekspresse edilebilir (72).
Sitozolik PLA2 amino terminalinde kalsiyum-fosfolipit baglayan bir domain igerir. Bu
domain cPLA2’nin membran fosfolipitlerine kalsiyum bagimli olarak baglanmasini
saglar. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasiyla kalsiyum, cPLA2’nin N-terminal
Ca""bagiml lipid baglayan (CalLB) domainine baglanarak enzimin niikleus, ER ya da
golgi gibi intraseliiler membranlara translokasyonunu uyarir. Eikozanoid Uretimine
neden olan COX ve 5-lipooksijenaz enzimleri bu bdlgelerde lokalize olmustur.
Bununla birlikte cPLA’nin serin rezidislinin mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) tarafindan fosforilasyonu enzim aktivasyonuna katkida bulunur. Hiicresel
fosfolipaz A2 seviyeleri kalsiyum ve fosforilasyon ile posttranslasyonel olarak regiile
edilebildigi gibi transkripsiyonel olarak da regiile edilebilir. Bir cok hiicre tipinde
sitokinler ve biylime faktorleri cPLA2 mRNA ve protein seviyesini artirabilir (75).

Sonug olarak; aktive olan PLA2 enzimleri fosfolipitlerin sn-2 pozisyonundaki
ester baglarini hidrolize eder. Lizofosfolipit ve serbest arasidonik asit olusumuna
neden olarak eikozonoid olusumunu ve hiicre hasarini destekler (76; 77).

B) Serbest Yag Asitlerinin Siklooksijenazlarla Siklikendoperoksidlere
Oksitlenmesi: Hiicre membranindaki arasidonik asitin PLA2 aktivasyonu ile serbest
birakilmasinin ardindan serbest asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim substrati
gibi davranir (75). Siklooksijenaz, arasidonik asidin butlin prostaglandinlerin
sentezinde araci molekil olan PGH2'ye c¢evrilmesi yoluyla prostaglandin
biyosentezinin ilk asamasini katalizleyen enzimdir. (78). 1991 yilina kadar yapilan
¢alismalar sonucu siklooksijenaz enziminin tek tipinin oldugu distnilmistir. Daha
sonraki yillarda molekiiler biyoloji tekniklerinin yaygin olarak kullaniimasiyla bu
enzimin konstititif (yapisal) ve indiklenebilir tip olmak Uzere iki tipinin oldugu
ortaya koyulmustur. Konstitutif siklooksijenaza COX-1 ya da prostaglandin
endoperoksidaz H sentaz-1 (PGHS-1), indiklenebilir siklooksijenaza ise COX-2 ya da
prostaglandin endoperoksidaz H sentaz-2 (PGHS-2) adi verilmistir. COX-1 ve COX-2
izoenzimleri ayni reaksiyonlari katalizlesede farkli yapi ve fonksiyonlara sahiptir (79).
Viicutta predominant olan ve fizyolojik uyarilarla aktive olan form COX-1 dir. Bu
enzim hiicre donglisii boyunca ayni seviyede ekspresse edilir. Daha ¢ok dokularda
koruyucu etki gdsterir; bobrek ve GiS’de platelet agregasyonu ve homeostazis gibi
fizyolojik koruyucu fonksiyonlarin dizenlenmesinde etkilidir. COX-2 izoformu ise
cogu memeli hicrelerinde fizyolojik durumlarda tespit edilemez fakat sitokinler,
bliiyime faktorleri, timor nekroz ajanlar, bakteriyel endotoksin gibi proinflamatuar
stimulanlarin inflamasyonlu hiicrelerdeki yanitlariyla hizla eksprese edilir. PUFA’larin
PG ve TX tlirlerine donlisimu ve PG regilasyonu siklooksijenaz enzimleri ile saglanir.
COX-2 Urint PG’ler inflamatuar reaksiyonlarda énemli rol oynar ve kizariklik, ates,
sislik, agri ve fonksiyon kaybi gibi karakteristik inflamatuvar semptomlardan
sorumludur (80). Bununla birlikte iskemiyi takiben kan akisinin yeniden saglanmasi

15



ile TNF-a, IL-6 ve endotelin gibi sitokinlerin aktive edilmesin yani sira COX-2 mRNA
ekspesyonunun ve prostanoid sentezinin artirildigi saptanmistir (10). Bu iki izoenzim
tarafindan Uretilen prostaglandinlerin tam olarak rolleri henlz aydinlatilamamis
olmasina ragmen, enzimatik karakterleri, substrat segiciligi ve ilag duyarhhg
hakkinda bilinenler yeni izoform selektif ilag tasarlanmasina imkan tanimaktadir
(78).

COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Genel Yapisi: COX enzimleri ER ve nukleus
zarina lokalize olmus ve glikozillenmis integral proteinlerdir (78). Olgun memelilerde
COX-1 576 amino asitten olusur; COX-2 ise 587 amino asitten olusur . Benzer
enzimler olmalarina ragmen COX-2 enziminin aktif bélgesi COX-1'den %20 daha
blylktlir ve biraz daha farkhdir. Bunlar, c¢ogunlukla amino asit dizilimindeki
degisiminin neden oldugu yapi1 ve sekil farkhliklaridir (80). ER’daki postrasyonel
slrecten sonra olgun COX-1 ve COX-2 proteinleri 65-72 kDa molekdler agirliginda ve
homodimer yapisinda bulunur. Bu homodimer yapi, mol monomer basina 1 mol
ferrik hem tasir. Bir COX monomeri, N-terminal epidermal blyime faktori (EGF)
benzer domain, membran baglayan domain (MBD) ve globiler katalitik domain
olmak Uzere 3 farkh domain igerir. (Sekil 2.2). COX enzimleri lipid tabakasina
MBD’nin penetre olmasiyla intagral proteinler olarak bulunur (78).

|

EGF domain

Membran Baglayan Domain

Sekil 2. 2 COX-1 Monomer Yapisi (78)

Sikooksijenaz enzimi hem siklooksijenaz hem de peroksidaz etkinligi
gosteren iki aktif bolgeye sahiptir. Birinci basamakta enzimin siklooksijenaz aktivitesi
arasidonik asitten hidroperoksi endoperoksit PGG, olusmasini saglarken
peroksidaz aktivitesi ise PGG2'nin rediksiyonu ve PGH2 olusmasini katalizler.
Arasidonik asitin PGH2’ye donustlrilmesi sirasinda ilk asama COX aktif bolgesinde
gerceklesir. Arasidonik asite 2 molekiil oksijen eklenerek bisiklik peroksit araci PGG2
olusturulur. COX enzim yapisi substrat baglama konusunda fonksiyonel bir 6neme
sahiptir. MBD domaini yalnizca enzimi ¢ift katli tabakaya baglamaz ayni zamanda
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COX aktif bolgesinin agzini olusturur. Bu yapisal yetenek AA’in gift kath tabakanin
hidrofobik kopmpartmanindan direkt olarak COX aktif bdlgesine girisini saglar. Bu
hidrofobik kanal MBD’den Tyr-385. amino asitine kadar uzanir. Bu kanal iginde bir
kag tane Arg-120 ve Ser-530 gibi polar rezidiler dikkat cekmektedir. Arg-120 amino
asiti hidrofobik cebin agiz kismina yakindir ve AA buradan igeri uzanarak 9 ve 11.
karbon ataomlari arasinda “sa¢ tokasi” seklinde kivrilarak pozisyon alir.
Arasidonattan (13S)-hidrojen cikarilarak arasidonil radikali olusturulur ve Tyr-385
okside olur. Molekiler oksijen 9. ve 11. karbon atomlari arasinda endoperoksit
kopri baglantisi olusturur. 15. karbon atomuna ikinci oksijen molekili eklendiginde
PGG2 olugsur ve PGG2 enzimin lumenal bolgesindeki peroksidaz aktif bolgesine gog
etmek zorunda kalir (78). Sonunda peroksidaz aktivitesi PGG2’nin 15-hidroperoksit
grubunu alkole indirgeyerek PGH2 olusumuna sebep olur (80). (Sekil 2.3). ikinci
basamakta ise kararsiz olan PGH2 spesifik dokularda spesifik enzimlerle
prostanoidlere donusirken, trombositlerde tromboksan sentaz enzimi tarafindan
tromboksanlara(TXA2) dondsur (16).
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Sekil 2. 3 Siklooksijenaz Yolagi Reaksiyonlari (80).

C) Siklikendoperoksidlerden Prostanoid Tiirlerinin Olusumu: Prostanoidler,
prostaglandinleri (PG) ve trombokzanlari (TXA) iceren bir eikozanoid grubudur.
Prostanoid tiirleri yapisal bazi farklihlar gosterir ve isimlendirilmeri bu yapisal
farklihklara gore vyapilir. Prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar tek
doymamis bagh (monoenoik), iki doymamis bagl (dienoik) veya lic doymamis bagli
(trienoik) olurlar. Monoenoik, dienoik ve trienoik prostanoidlere sirasiyla | serisi, 2
serisi ve 3 serisi adi da verilir. Arasidonik asitten dienoik prostanoidler olusur. Bunlar
PGE,, PGF, 4 ,PGD,, PGi, ve TxA,'dir. (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4 Siklooksijenaz Yolagi ile Uretilen Prostanoidler (16)

Prostaglandinler (PG), iki karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkasi
bulunan eikozanoidlerdir. Siklopentan halkasindaki substituentlerin durumuna gére
E, F, D, A, B ve C olarak gruplara ayrilirlar. Her bir grup icindeki Gyeler, alifatik yan
zincirler icindeki ¢ift bag sayisini gosteren ve grubu belirleyen harfin alt kismina
konulan 1, 2 veya 3 sayilari ile simgelenirler. Prostasiklinler, yapica prostaglandinlere
benzerler. Prostaglandinlerden farki, siklopentan halkasina ek olarak, C-6 ve C-9
atomlari arasina yerlesen oksijen kopriisii nedeniyle ikinci bir halka daha igermeleri
yani monosiklik degil bisiklik olmalaridir. Prostaglandinlerin aksine biitln hicrelerde
degil, esas olarak damar c¢eperindeki hticrelerde (endotelde ve az miktarda olmak
Uzere damar diz kas hiicrelerinde) yapilirlar. Vicuttaki ana prostasiklin olan
PGi,'nin (prostaglandin i,) biyik kismi damar endotel hiicrelerinde PGSI (PGi,
sentaz) ile yapilir. Prostasiklinler damar icinde trombus olusmasini engelleyen en
onemli etkenlerdir. Tromboksanlarin yapica prostaglandinlerden farki, besli
siklopentan halkasi yerine biri oksijen digerleri karbon olan alti Gyeli bir halka
icermeleridir. Esas olarak trombositler tarafindan sentez edilmeleriyle
prostaglandinlerden ayrilirlar (16). Tromboksanlar belirli hiicrelerde olusmalari ve
stabil olmamalari bakimindan prostasiklinlere benzerler. Trombositlerde bulunan
tromboksan sentaz enzimi PGH,'yi tromboksan A,'ye (TxA;) dondstirdr.
Tromboksanlar ve prostasiklinler, trombositleri zit yonde etkileyen ve onlarin
agregasyon ve adezyonunu diizenleyen bir sistem olustururlar (71).

Prostaglandin E2 hiicrelerde olduk¢a yaygin olarak bulunan PGE sentaz
(PGES) enzimi ile PGH,'den olusturulan prostaglandin tiirtidir. PGE sentaz enziminin
sitozolik PGE sentaz (cPGES) ve membrana bagli PGE sentaz (mPGES-1) olarak iki tipi
vardir. cPGES yapisal olarak sentezlenen ve proinflamatuar uyarilara nispeten daha
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direngli PGE2 sentaz enzimidir. mPGES ekspresyonu ise proinflamatuar uyarilarla
artilir. Bir ¢ok dokuda pro-inflamatuar stimilasyon (IL-1 ve TNF gibi ) cevabinda
PGE2 artigi ile COX-2 ve mPGES ekspresyonu upregiilasyonu senkronize olarak
artirihr (71).

Prostanoidler otokrin ve parakrin fonksiyonlarina sahip olmalarindan dolayi
lokal hormonlar gibi duslintltrler. Prostanoidlerin dokularda dagilimi hicresel
enzimatik maddelere bagl olmasina ragmen fizyolojik ve patolojik yanitlari cok genis
bir araligi etkiler. Hiicrede ilk olarak bir prostanoid bigimlenir, hiicreden ¢ikar ve G-
proteini reseptor kompleksiyle etkileserek ya ana hiicrede ya da yakinindaki komsu
hicrelerde ikinci mesajci diizeyini dizenler. (81). Prostanoid reseptorlerinin hepsi
yedi transmembranal segmentli, G-proteini ile kenetli reseptorlerdir ve farmokolojik
olarak DP, EP, FP, iP ve TP reseptorleri olarak siniflandirmislardir; bunlarin dogal
kaynakli en glgli agonistleri sirasiyla prostaglandin D,, prostaglandin E,,
prostaglandin F,q, prostasiklin ve tromboksan A,'dir (71). PGE2 dort farkli reseptori
(EP1-EP4) Uzerine etki edebilir. Bu reseptorlerin her biri farkli sinyal transdiiksiyonu
yetenegindedir ve farkli fizyolojik fonksiyonlar meydana getirirler (16).

Karaciger, karacigerde sentezlenen prostaglandinlerin hem hedefidir hem de
bu medyatorlerin  metabozlizmasindan ve degradasyonundan sorumludur.
Eikozanoidlerin karacigerde bir ¢ok fizyolojik ve patojenik etkileri vardir (17).
Karaciger parankimal hiicreler (hepatositler) ve cesitli non-parankimal hicreler
(endotel hiicreleri, Kuppfer hicreleri, lipositler, miyofibrolastlar ) ve gezici anti-
inflamatuar hicreler icerir. Bu hicrelerin hepsi eikozanoid sentezleme
yetenegindedir fakat en oOnemlileri Kuppfer hiicreleri ve endotel hiicreleridir.
Kuppfer hiicreleri hem PG hem de LT lGretme kabiliyetindedir. Kuppfer hiicrelerinde
en fazla Uretilen eikozanoidler PGD2, PGE2, TxA2, LTB4 ve LTC4’dir. Kuppfer
hiicrelerinin aktivasyonu hem fagositoz hem de inflamatuar cevabin baslamasina
neden olur ve beraberinde oksijen radikallerinin ve gesitli hiicre hasar mediyatorleri
TNF-a, interferon-y ve l6kotrien salinimi gercekleserek endotel hicrelerinde ve
hepatositlerde hasara yol acar ve sinosoidlerde intravaskiiler koagililasyonu baslatir.
Bununla birlikte, Kuppfer hicreleri PGE2 salinimi esliginde komsu hepotasitler
Uzerinde sitoprotektif koruma saglar. Kuppfer hicreleri inflamatuar cevabi baslatma
ve sitoprotektif koruma saglama yetenegindedir. Kuppfer hiicrelerinden devamli
salinan PGE2 sitokinler lizerinde negatiffeedback saglar. Boylece organizma kendini
korur hale gelmis olur (17). Bu baglamdaTNF-a’nin makrofajlardan PGE2 {iretimini
artirdigi ve PGE’nin ise TNF-a sentezini inhibe ettigi ve bu vyolla Kupffer
hiicrelerinden salinan PGE2’nin protektif etki sagladigi gosterilmistir (82).

Son zamanlarda karaciger transplantasyonu sonrasinda reperfilizyonun takip
ettigi iskemi durumunda PGE2 aktivasyonunun iskemi reperfiizyon hasarina karsi
direnc sagladigi ayrica sitokin kaskadinin regilasyonu yoluyla karaciger hasarini
restore ettigi distinilmektedir (20; 21).
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Calismamizda karacigerde iskemi reperflizyonun neden oldugu hasarin bazi
biyokimyasal ve histolojik parametreler Gzerinden degerlendiriimesi ve karaciger
(KC) iskemi/reperfiizyon (I/R) modelinde arasidonik asit salinimi ve buna bagl
inflamatuar yolaga etkisini incelemeyi amacladik. Bu amac¢ dogrultusunda 3 temel
hedefe erismek istedik. 1) KC iskemi/reperflizyonu olusturmak. 2) Olusturulan KC
I/R modelinde arasidonik asit miktarini belirlemek. 3) KC I/R modelinde fosfolipaz A2
(PLA2) ve siklooksijenaz (COX) enzim aktiviteleri degerlendirilip, KC dokularinda AA
yolaginin son drinlerinden biri olan prostaglandin E2 (PGE2) dizeylerini 6lgmek.
Elde edilen verileri degerlendirerek KC IRH’da arasidonik asit salinimi ve buna bagli
inflamatuar yolaga etkisini inceledik.

Bu anlamda galismamiz KC IR hasarinin AA kaynakh inflamatuar yolaga
etkisini inceleyen ilk arastirmadir ve litaratiire yoktur.
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GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dallari ve
Deney Hayvanlari Unitesinin ortak ¢alismasiyla gerceklestirilen bu calismada 15 adet
5-8 aylk, ortalama 350-450 gr agirliginda erkek Wistar sicanlar kullaniimistir.
Denekler iizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvani Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve onaylanmistir.

3.1. Gruplandirma

Deney Hayvanlari Unitesinden, planlanan operasyon giiniinden 15 giin énce
rastgele alinan toplam 15 adet sican, KC/IR grubunda 10 hayvan (n=10) ve sham
grubunda 5 hayvan (n=5) olacak sekilde iki gruba ayrilmistir. Hayvanlarin bakimi 12
saatlik karanlik/aydinlk siklusu uygulanmak suretiyle paslanmaz celik kafeslerde ve
23+1 °C’'de surdurulmustir. Bu slre iginde hayvanlar 6.05% ham yag iceren (linoleik
asit, linolenik asit, doymus yag asitleri ve monoansatiire yag asitleri) ticari sican
yemi (Korkutelim Yem, Antalya, Tirkiye) ve musluk suyu ile beslenmistir.

Kontrol ve I/R grubu: Sicanlardan 10 tanesi ile KC I/R grubu ve kontrol grubu
olusturulmustur. KC I/R grubunda iskemi olusturulmayan KC loblari kontrol grubunu
teskil edecegi icin 10 sicanin her birinden hem kontrol hem de I/R grubu icin doku
alinmistir.

Sham grubu: 5 adet sican ile Sham grubu olusturulmustur. Sham grubundaki
hayvanlara anestezi esliginde sadece laparotomi uygulanmistir. Sham grubunun
amaci sicanlara uygulanacak laparotomi ve anestezi islemlerinin bakilacak
parametreler tzerindeki etkinligini degerlendirmektir.

3.2.  Cerrahi Protokol

Uygulanan I/R modeli “llik lobar iskemi” modelidir. Bu uygulamada hayvanlar
ameliyattan 6nce 12 saat a¢ birakilarak istedigi zaman musluk suyu icmesine izin
verilmistir. Cerrahi 6ncesi sicanlara 1.2 g/kg dozunda intraperitonel olarak Uretan
uygulanarak anestezi yapilmistir. Kuyruk veninden serum Alanin amino transferaz
(ALT) olctmleri icin kan alinmistir. Anestezi sonrasinda abdomenleri tiras edilerek
betadin ile dezenfeksiyon saglanmistir. Batin orta hat kesisi ile acilarak daha dnceki
calismalarda (83; 84) yapildigi gibi KC loblari nazikce kaldirilarak portal ven ve
hepatik arterin dallari agiga cikarilmistir. Karacigerin orta ve sol lateral hepatik
loblarini besleyen portal dallar 60 dakika sireyle klempe edilerek KC dokusunun
yaklasik dortte Ucl iskemi yapilmistir. (Sekil 3.1). Bu stirenin sonunda klemp acilarak
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60 dakika boyunca da reperflizyon saglanmistir. Tim operasyon sliresince sicanlarin
abdomenleri 1sitma lambalari ile isitilarak vicut isilari korunmustur. Hayvanlar
sakrifiye edilmeden 6nce iskemi sonrasi serum ALT 6lglimleri igin sag ventrikllden
kan alinmistir. iskemi reperfiizyon periyodunun sonunda sol ventrikiilden inferiyor
vena kava igine injekte edilen %0.9’luk NaCl ile KC perfiize edilerek doku kandan
arindinlmistir. Yikama sonrasinda hayvanlar sakrifiye edilerek KC sag ve sol loblar
eksize edilmistir. Uygulanan I/R modelinde KC'in kaudal ve sag lateral lobu intakt
kalmaktadir. Bu loblar iskemi olusturulmayan kontrol KC grubu olarak, sol ve orta
loblardan alinan dokular I/R olusturulan KC grubu olarak degerlendirilmistir. Alinan
dokularin bir bélimu sivi nitrojen igerisinde dondurulurken, histopatolojik inceleme
yontemleri icin de doku 6rnekleri alinmistir ve %4 paraformaldehid/tampon karisimi
icerikli soliisyona koyulmustur. iskemi éncesinde ve iskemi sonrasinda sirasiyla
kuyruk veninden ve sag ventrikiilden alinan kan 6rnekleri 4°C’'de 2000 g‘de 15
dakika santriflij edildikten sonra ayrilan plazma ve biyokimyasal analiz icin ayrilan
dokular ¢alisma glintine kadar derin dondurucuda -80 °C’de saklanmistir.

-~ PORTAL VEN

Sekil 3.1 Sican Karacigeri Sematik Portal Ven Anatomisi. RML: Sag orta lob, LML: Sol orta
lob, LLL: Sol lateral lob, SRL: Ust sag lob, IRL: Alt sag lob, CL: Kaudal lob (85)
(Martins’den modifiye edilmistir.)

3.3. Karaciger Doku Orneklerinin Histopatolojik incelenmesi

Her bir deney hayvanindan elde edilen iskemik ve iskemik olmayan KC doku
ornekleri %10’luk formalin (Sigma- Accustain) icerisinde 16 saat fikse edilmistir.
Fikse olan dokular %70’lik etanol icerisinde bir gece bekletildikten sonra % 0.2 glisin
iceren fosfat/salin tamponu icerisinde yikanarak parafin ile bloklanmistir. Parafin
bloklardan 4 um’lik sagital kesitler yapilarak (+) sarjli lam Gizerine alinmistir. Parafin
kesitlerde hemotoksilen eozin boyama vyapilmistir. Isik mikroskobunda x200
bliyitmede 20 alan bakilarak konjesyon, hepatoselliler degisiklikler, hiicresel sisme
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ve nekroz varligi degerlendirilerek bulgular izerinden daha 6nce tanimlandig gibi
skorlama yapilmistir (86).

Konjesyon ve intraselliiler 6dem (hi¢ olmamasi = 0, Zon IlI’de olmasi = 1, Zon lI-llI'de
olmasi = 2, Zon I-lI-lll panasiner = 3), nekrozis (Hi¢ olmamasi =0, Zon I'de tek ya da
fokal nekroz = 1, submassif (kopriilesme) nekroz = 2, képrilesme nekrozu + Masif
nekroz + infakt = 3) derecelerine gore degerlendirilmistir. Total histopatolojik skor
her bir parametre igin verilen skorlarin toplamindan (ortalama + SD) hesaplanmistir.

3.4. Serum Alanin Aminotransferaz (ALT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

KC I/R hasarinin bir gostergesi olarak tum gruplarda serum ALT dizeyleri
ticari bir kit (Cayman Chemical, Cat No: 700260, Ann Arbor, MI, USA) ile
Olcllmustir.

Prensip: ALT enzimi varliginda L-glutamat a-ketoglutarata, L-alanin ise piruvata
donlgir. Olusan piruvat, laktat dehidrojenaz (LDH) enzim katalizi ile L-laktat’a
dontgirken NADH da NAD"a okside olur. ALT aktivitesinin 6lglilmesi LDH enziminin
gerceklestirdigi bir reaksiyon sisteminde NADH oksidasyonun izlenmesiyle
gerceklestirilir. Enzim miktari olarak tanimlanan 1 U/ml ALT enzimi 37°C’de 1 umol
NADH oksidasyonuna sebep olur. (Sekil 3.2). Reaksiyon 1 umol NADH’in 340nm’deki
molar absoblama katsayisi (4.11 mM™) kullanilarak tanimlanir.

0 Q 0 NH,
'OM(()- ‘<\>°H ALT 4\270' HO. :
+ . W
o o) H, o o o
a-ketoglutarat L-Alanin Pirlivat L-Glutamat
0, 0,
o Laktat Dehidrojenaz o
+ H* > + HO
o / \ -
Piriivat NADH NAD* L-Laktat
(340 nm)

Sekil 3.2 ALT Enzim Aktivitesi

islemler: iskemi 6ncesinde ve iskemi sonrasinda sirasiyla kuyruk veninden ve sag
ventrikilden alinan kan ornekleri 4°C’'de 2000 g’'de 15 dakika santrifiij edilerek
serum tabakasi ayrilmistir. Analiz, kit prosedirinde tarif edildigi gibi yapiimistir.
Orneklerin 340 nm‘de ki absorbans degisimi plate okuyucu ile (Biotek Marka
MicroQuant) 1’er dakikalik araliklarla 5 dakika boyunca takip edilmistir.

ALT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Her bir 6rnek icin zamana gore azalan
absorbans degerlerinin lineer grafigi cizilmistir. Bir dakikada gerceklesen absorbans
degisimini (AA340) hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanilmistir.
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A340 (zaman 2)— A340 (zaman 1)
zaman 2 (dakika )—zaman 1 (dakika )

AA340/dakika=

ALT aktivitesi, 340 nm’deki absorbans degisimi (AA340) ve NADH molar absorblama
katsayisinin (4.11mM™) kullanildig1 bir denkleme gbre hesaplanmistir. Denklem
asagida verilmistir. Buna goére; 340 nm’deki absorbans degisimi (AA340) NADH
molar absorblama katsayisi (4.11mM™ ) ile bélinmustir. Bulunan deger diliisyon
faktort (DF, Olgim kivetindeki toplam hacim/numune hacmi) ve 6rnek dilisyon
faktori (ODF) ile carpilarak ALT aktivitesi U/ml olarak hesaplandi. Sonug 1000 ile
carpilarak U/L olarak verilmistir.

AA340(dakika )

15 XDF x ODF

ALT aktivitesi (U/ml)=

3.5.  Elektrosprey iyonizasyon Kiitle Spektrometri Olgiimleri

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Kiitle
Laboratuarinda, ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu
Corporation, Japonya) sistemine bagmli LC-MS/MS (LCMS-8040 Shimadzu
Corporation, Japonya) cihazi vardir. Bu sistemde grubumuz tarafindan AA (C20:4n6)
Olgimleri yapilmis ve c¢esitli ¢calismalar kapsaminda yayinlanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda da KC I/R ve kontrol dokularinda LC-MS/MS ile AA 6l¢iml daha 6nce
tanimlandigi sekilde yapiimistir (69; 87).

LC-MS/MS icin ornek hazirlanmasi: Bitin dokular tartilarak  4°C’deki
homojenizasyon tamponu igerisinde (50 mM K2HPO4, 80 uM leupeptin, 2.1 mM
Pefabloc SC, 1ImM fenilmetilsulfonil florid, 1 pg/ml aprotinin, pH 7.4) icinde
homojenize edilmistir. Doku homojenatlari 4 °C ve 10,000 g’de 15 dakika santrifij
edilerek stipernatanlar analiz yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir. LC-
MS/MS analizi icin 6rnek hazirlamak lizere, 12 ml kapakli cam tuplere 200 ul AA-d8
internal standart ve 200 pl doku siipernatanti ilave edilmistir. Uzerine 1 ml
Asetonitril/%37 HCI asit (Cayman, Ann Arbor, MI, USA) karisimindan ilave edilerek
siseler kapatilmistir. (Bu karisim 4:1 v/v oraninda hazirlanmalidir). Ornekler isitici
blok (VLM, Bielefeld, Germany) lizerinde 90 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Bu sekilde hidroliz edilen 6rnekler oda sicakliginda sogutulmus ve 2 ml hekzan ilave
edilerek yag asitleri ekstakte edilmistir. 20 sn vortekslemenin ardindan oda isinda 5
dk bekletilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek st fazin %75’i
alinmis ve yag asitleri cam tlplere transfer edilmistir. Bu 6rnekler oda isisinda
yiksekligi ayarlanabilen gaz dagitim Unitesi (VLM, Bielefeld, Germany) ile sabit
nitrojen akisi altinda buharlastiriimistir. Kuruyan yag asitleri 200 pl metanol/distile
su karisiminda (180:20, v/v) ¢6zilmustur. 0.2 um politetrafloroetilen enjeksiyon
filtreleri (Whatman,GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, USA) ile filtre edilmistir.
Hazirlanan ornekler HPLC ornek siselerine (Vertical Chromatography, Nonthaburi,
Thailand.) koyularak LC-MS/MS analizi yapilmistir.
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LC-MS/MS Analizi: Bu ¢alisma kapsaminda AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-6), EPA
(C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3) icin standartlar Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) ve
doteryum etiketli AA-d8 internal standart (5,6,8,9,11,12,14,15-AA-d8) Santa Cruz
Biotechnology (SantaCruz, CA, USA) irinlerinden temin edilmistir. AA, DGLA, EPA,
DHA ve AA-d8 standart sollsyonlari analitik grade metanol (Merck, Darmstadt,
Germany) icinde hazirlanmistir. Optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme metodu
(MRM), tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile kombine ultra hizli sivi
kromatogrofisi (UFLC) kullanilarak gelistirilmistir. UFLC sistem (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japan), LCMS-8040 Ucli kuadropol kitle spektrometresi
(Shimadzu Corporation, Japan) ile kombine edilmistir. Inertsil HPLC kolon (ODS-4,
2.1 x100 mm, 3um; GL Sciences Inc. Tokyo, Japan) kullanilarak olusturulan
kromatogrofik ayrilma 40°C’de siurdirdlmastiir. DHA, EPA, AA, DGLA grandient
elisyonu (akis hizi 0.45 ml/dakika) ile ayrilmaktadir. Mobil faz olarak kullanilan
solvent A 10 mM amonyum asetat (Sigma-Aldrich.St. Louis MO, USA), solvent B
asetonitril (Sigma-Aldrich. St. Louis MO, USA)’den olusmaktadir. Gradient programi
solvent B, 70% (0 dakika), 90% (3 dakika), 100% (3.01-4 dakika) ve 70 % (4.01-8
dakika) olarak uygulanmistir. Negatif elektrosprey iyonizasyon (ESI) icindeki 6zgilin
bilesimler icin MRM gecis ve cevaplari otomatik olarak optimize edilmistir. AA, DHA,
EPA, DGLA ve AA-d8 icin negatif ESI-MS mod 6ncul ve Grin m/z degerleri bulgular
boliminde verilmistir. AA, DHA, EPA, DGLA 100 ng/ml-30 pg/ml lineer kalibrasyon
araliginda optize edilmistir ve 6rnek 6lgiim suresi 8 dakika olarak uygulanmistir.

3.6. Karaciger Total Fosfolipaz A2 (PLA2) Diizeylerinin Olgiilmesi
Calismamizda karaciger fosfolipaz A2 enzim aktivitesi ticari bir kit (Abcam,
Cat No: ab133090, Cambridge, MA, USA) ile olclilmustir.

Prensip: Sitoplazmik fosfolipaz A2, arasidonik asite spesifik bir aktivite gosterir. Bu
enzimin fosfolipaz aktivitesini 6lgmek igin ortama sentetik bir substrati olan
Arasidonoil tiyo-PC ilave edilir. PLA2 enzim aktivitesi ile bu sentetik substratin sn-2
pozisyonundaki arasidonoil tiyolester baginin hidrolizi ile aciga cikacak serbest tiyol
grubu DTNB (5,5’-ditiyo-bis ( 2-nitrobenzoik asit)) reaktifi ile reaksiyona sokularak
enzim aktivitesi olgullr. Enzim miktari olarak tanimlanan bir Gnite enzim aktivitesi
25°C’de 1 dakikada 1 pmol arasidonoil tiyo-PC hidroliz eder. (Sekil 3.3)
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islemler: KC doku érnekleri tartilarak 1 mM EDTA iceren 50 mmol/L sodyum fosfat
tamponu (pH 7.4) ile buz lGzerinde homojenize edilmistir (PRO 200 Homogenizater,
PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA ). Homojenize edilen 6érnekler 4 C”de 10.000
g’'de 15 dakika santrifiij edilerek slipernatanti ayrilmis ve calisma yapilana kadar -80
C”de muhafaza edilmistir. Olcim yapilmadan énce drneklerdeki interferansa sebep
olabilecek diisiik molekiler agirlikli kontaminantlar 10-kDa molekiler agirliga
gecirgen ultrafiltreler (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA )
araciligiyla temizlenmistir. Bu islem icin 400 ul stipernatan 10-kDa molekiiler agirliga
gecirgen filtre iceren ependorflara koyularak 25°C ve 10.000 g’de 30 dakika
ultrasantrifigasyon yapilmistir. Bu islem sonrasi eksilen 6rnek hacmi 1 mM EDTA
iceren 50 mmol/L sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) ile tamamlanmistir ve analiz igin
bu ornekler kullanilmistir. Analiz, kit prosediiriinde tarif edildigi gibi yapilimis ve
orneklerin 414 nm‘de ki absorbans degerleri okutulmustur.
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cPLA2 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: PLA2 enzim aktivitesi asagida verilen
denklem ile hesaplanmistir. Ornek koyulmayan non-enzimatik kontrol (kor)
kuyucugunun ortalama absorbans degeri ©6rnek kuyucuklarinin absorbans
degerinden cikarilarak elde edilen deger inklibasyon siiresine (60 dakika) bolinmis
ve her 6rnegin absorbans degeri elde edilmistir. Bu degerler DTNB igin 414 nm’de
molar absorblama katsayisi (10.66mM™) ile bdlinmistir. Elde edilen deger DF
(6lcim kiivetindeki toplam hacim/numune hacmi) ve érnek diliisyon faktérii (ODF)
ile carpilmistir. cPLA2 aktivitesi umol/dakika/ml olarak ifade edilmistir.

AA414 /dakika

cPLA2 Aktivitesi = -
10.66 mM ™'

x DF x ODF = umol/dakika/ml

Elde edilen degerler protein miktarina boliinerek cPLA2 enzim miktari mU/mg
olarak ifade edilmistir.

3.7.  Karaciger Siklooksijenaz Enzim Aktivitesinin Ol¢limii
Calismamizda COX enzim aktivitesini belirlemek icin ticari bit kit (Cayman
Chemical, Cat No: 760151 Ann Arbor, MI, USA) kullaniimistir.

Prensip: COX enzimi siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesi gosteren bifonksiyonel
bir enzimdir. Siklooksijenaz komponenti arasidonik asidi hidroksi endoperokside
(Prostaglandin  G2; PGG2) cevirirken peroksidaz komponenti hidroksi
endoperoksidleri okside ederek karsilik gelen alkole (prostaglandin H2; PGH2)
gevirir. COX enzim aktivitesinin 0Olgimi, enzimin peroksidaz aktivitesinden
yararlanilarak 590 nm’de okside N,N,N’,N’ tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD)‘nin
goriniminin kolorimetrik olarak izlenmesiyle saglanir. Enzim miktari olarak
tanimlanan bir (nite enzim aktivitesi bir dakikada 25 °C‘de 1 nmol TMPD
oksidasyonuna sebep olur.

islemler: KC doku &6rnekleri tartilarak 1 mM EDTA iceren 0.1 M Tris-HCl, tamponu
(pH 7.8) ile buz lzerinde homojenize edilmistir (PRO 200 Homogenizater, PRO
Scientific Inc.,Connecticut, USA ). Homojenize edilen drnekler 4 C”de 10.000 g’de 15
dakika santriflij edilmistir. Elde edilen sipernatanlar ayrilarak -80 C”de muhafaza
edilmistir. COX aktivite tayini icin bu siipernatanlar kullanilmistir. Orneklerin COX
enzim aktivitesi disindaki arka plan absorbans degerini elde etmek icin her bir
ornekten 150 pl alinarak 500 ul mikrofij tlipe transfer edilmis ve 5 dakika kaynayan
suya yerlestirilmistir. Daha sonra bu tlipler 8000 g’'de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Olusturulan inaktif 6rnek slipernatanti arka plan absorbans degeri olusturmak icin
kullanilmistir. Analiz, kit prosediiriinde tarif edildigi gibi yapilmistir. Orneklerin 590
nm‘de ki absorbans degerleri plate okuyucu ile (Biotek Marka MicroQuant)
okutulmustur.

Siklooksijenaz Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Her bir 6rnek igin kuyucuklarin
ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. inaktif 6rnek bulunan kuyucuklarinin
absorbans degeri ornek absorbans degerinden c¢ikarilarak dogrulanan absorbans
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hesaplanmistir. Elde edilen dogrulanan absorbans degerleri inkiibasyon siiresine (5
dakika) bolinmistir. Bu degerler 590 nm’de TMPD molar absorbsiyon katsayisi
(0.00826 pM™*)’'na bélunerek diltisyon faktéri ile carpilmistir.

.. AA590/5dakika _
Cox Aktivitesi: — x DF +2*nmol/dakika/ml (U/ml)
0.00826 pM

*2 molekiil TMPD PGG2'yi PGH2'ye déniistiiriir.

Elde edilen degerler protein miktarina boliinerek COX enzim miktari U/mg olarak
ifade edilmistir.

3.8.  Karaciger Prostaglandin E2 Diizeylerinin Olgiilmesi

Calismamizda karaciger doku oOrneklerindeki PGE2 dlizeyi (Uretici
talimatlarina gore ticari bir enzim immunassay kit (Cayman Chemical, Cat No:
514010 Ann Arbor, MI, USA) ile tayin edilmistir.

Prensip: Bu deney sinirli miktarda var olan PGE2 monoklonal antikoruna baglanmak
icin PGE2 ve asetilkolinesteraz (AChE) bagh PGE2 arasindaki yarisa dayanir. Clnkd,
ornekte degisen konsantrasyonda PGE2 varken AChE bagh PGE2 konsantrasyonu
sabit tutulur; AChE bagh PGE2, PGE2 konsantrasyonuna ters orantili olarak
monoklonal PGE2 antikoru ile baglanir. Olusan antikor-PGE2 kompleksi 6énceden
kuyucuga baglanmis olan keci poliklonal anti-fare 1gG antikoru ile baglanma
yetenegindedir. Baglanma gerceklestikten sonra kuyucuklar yikanarak baglanmamis
reaktanlar uzaklastirilir. Daha sonra kuyucuga AChE substrati eklenir. Bu substrat
asetilkolin ve 5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) igerir. AChE bagh PGE2 miktarinin
Olclilmesi, substrat ile AChE aktivitesinin olcllmesi esasina dayanir. AChE tarafindan
asetilkolin hidroliziyle thiokolin olusur. Thiokolinin 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoik
asit) ile non-enzimatik reaksiyonu sonucu 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Bu
enzimatik reaksiyonun driinleri belirgin sari renge ve 412 nm’de glicli absorbansa
sahiptir. Bu rengin yogunlugunun tanimlanmasi PGE2 miktarinin belirlenmesini
saglar. Rengin yogunlugu numune icindeki PGE2 miktari ile ters orantihdir.
Ornekteki PGE2 konsantrasyonlari absorbans degerleri ile standart egri araciligiyla
hesaplanir.

Standartlarin 6lgiilmesi: 8 adet ependorf 1’den 8 ‘e kadar numaralandiriimistir. S1
tipline 900 ul EIA tampon ve uzerine 100 pl standart tampon (10 ng/ml)
koyulmustur. S2,53,54,55,56,57,S8 tliplerine ise 500ul EIA tampon koyulmustur. S1
tliplndeki karisimdan 500 ul S2 tlpline aktariimistir. Bu islem 500’er ul olarak S8
tiplne kadar tekrarlanmistir. Farkhh konsantrasyonlarda hazirlanan PGE2
standardlari ayni numune gibi ¢alisiimistir. Bilinen PGE2 standartlarinin absorbans
degerlerlerinin standart egrisi PGE2 standart konsantrasyonlarinin (pg/ml)
logoritmasinin fonksiyonu olarak ¢izilmistir. (Seki 3.4). Standart egrinin ¢izilmesinde
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windows version 5,03. icin GraphPad Prism Software programi (GraphPad Software
Inc) kullaniimigtir.

120

100 .
80 *

60 - .
40 - .

%B/Bo

1 100
PGE2 (pg/ml)

Sekil 3. 4 Prostaglandin E2 (pg/ml) Standart Grafigi B: Standart Baglanma, BO:
Maksimumum baglanma

islemler: KC doku 6rnekleri tartilarak 1 mM EDTA ve 10 pl indometazin iceren 0.1 M
soguk fosfat tamponu ( pH 7.4) ile buz lzerinde homojenize edilmistir (PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA ). Homojenize edilen érnekler
4 c”de 10.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanlar ayrilarak
-80 C”de muhafaza edilmistir. Olclimler icin bu stipernatanlar kullaniimistir.
Karaciger doku orneklerindeki PGE2 diizeylerinin 6lcim Uretici talimatlarina gore
yapilmistir.

Prostaglandin E2 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Her 6rnek icin absorbans degerleri
hesaplandiktan sonra PGE2 miktarlari standart egri grafigi yardimiyla pg/ml olarak
hesaplanmistir. Elde edilen degerler protein miktarina boélinerek PGE2 miktari
pg /mg olarak ifade edilmistir.

3.9. Protein Tayini
KC dokusunda protein tayini modifiye Bredford yontemine dayanan ticari bir
kit (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210) ile yapilmistir (88).

islemler: 1 pl doku siipernatanti 999 pl distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
Uzerine 1 ml CPPA (Coomassie Plus Protein Assay) reaktifi eklenmis ve 595 nm’de
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okutulmustur. Standart calismasi ise,
numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip 2 pg/ul bovin
serum albimin (BSA; Albimin Bovina, Pierce-23209) kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktari standart grafigi
kullanilarak hesaplanmistir. (Sekil 3. 5).
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Sekil 3. 5 KC Dokusu Protein Miktari Standart Grafigi

3.10. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Sigma Stat 2.03 Windows XP paket programi ile
yapilmistir. P degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Elde edilen
verilerin karsilagtirlmasinda uygulanan istatistiksel metodlar bulgular kisminda
ayrintili olarak yazilmistir.
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BULGULAR

4.1. Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasarinin Analizi

Karaciger dokusunun iskemi reperflizyon hasarini belirlemek (izere her bir
deney grubundan alinan temsili KC dokularinin histopatolojik incelenmesi yapilarak
deney gruplari arasinda farkli mikroskobik goriiniimler belirlenmistir. (Sekil 4.1).
Ayrica KC hasar belirteci olarak her ornegin KC serum ALT duzeyleri 6lctlmisti.
(Tablo 4.2).

Karaciger Hematoksilen Eozin Boyamasi

Karaciger hemotoksilen eozin boyamasi sonucu, kontrol ve sham grubunda
hepatositler ve portal alanlarin yapilari normal goriinimde idi. Hepatositler, vena
sentralis cevresinde isinsal tarzda yerlesmis hiicre kordonlari seklinde bulunuyordu.
Aralarinda bulunan sinuzoidler normal genislikte ve yapida gozlenirken, herhangi bir
hicre infiltrasyonu gozlenmedi. I/R grubunda, hepatosit hiicre kordonlarinin
bitlinligl bozulmus, KC parankimi icinde rastgele dagiimis, multipl ve yaygin
hepatosit nekroz alanlari vardi. Parankimal alanlarda nétrofil infiltrasyonu,
sinuzoidlerde genisleme ve konjesyon izlendi. (Sekil 4.1).

SHAM

> . -
Pacrivi A\ ~
» . . '

KONTROL
‘e . : "' ""“,""»’ et AN ). .'." '-\‘

ANV — »

Sekil 4. 1 Rat Karacigerinin Hematoksilen Eozin Boyamasi IR:iskemi Reperflizyon,
CV:Santral ven, Blylitme:20X

Karaciger dokusunun histopatolojik skorlamasi tablo 4.1’de verilmistir. Buna
gore KC kesitlerinin histopatolojik olarak olarak degerlendirilmesinde karaciger I/R
yapilan grubun intraseliler 6dem, konjesyon ve nekroz degerleri kontrol ve sham
gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir yiikseklik saptanmistir
(p<0.05 ). Bu sonuclarin karaciger I/R grubunun total skronuna yansidigi ve IR
grubunun total skor degerlerinin kontrol ve sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiksek oldugu gorilmustiir (p<0.05 ).
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Tablo 4.1 KC Kesitlerinin Histopatolojik Skorlamasi. n: Denek sayisi, IR: iskemi reperflizyon

Grup Konjesyon Hiicre ici Odem Nekroz Total Skor
Sham (n=4) 0.50 £0.58 0.50 £0.58 0.75 £0.50 1.75+0.50
Kontrol (n=8) 1.25+0.89 0.63£0.52 0.25+0.46 2.13+1.46
IR (n=8) 2.00+1.07° 1.88+0.64° 1.88 +0.84° 5.75+2.12°

a: p<0.05 IR grubu ile sham grubunun karsilastiriimasi;
b: p<0.05 IR grubu ile sham ve kontrol grubunun karsilastiriimasi.

Total histopatolojik skor her bir parametre igin verilen skorlarin toplamindan
(ortalama + standard deviasyon [SD]) hesaplanmistir. Konjesyon, nekroz ve total
skor icin istatiksel analiz tek yonli ANAOVA analizi ile yapilmistir. Gruplar arasi
farklilhiklar Tukey testi ile degerlendirilmistir. intraseliiler 6dem igin istatiksel analiz
Kruskal-Wallis tek yonli varyans analizi ile yapilmistir. Gruplar arasi farkhliklar
Dunn’s methodu ile degerlendirilmistir.

Serum ALT Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Calismamiza alinan tim deney gruplarinin serum ALT enzim aktivitesi ve
gruplar arasindaki iliski tablo 4.2’de go6sterilmistir. Buna gore karaciger I/R yapilan
grubun ALT aktivite degerleri, kontrol ve sham gruplari ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir yikseklik gortlmustir ( p<0.05 ).

Tablo 4.2 Serum Alanin Aminotransferaz Aktivitesi. n: Denek sayisi, IR: iskemi reperflizyon

Grup n Serum ALT (U/L)
Kontrol 10 27.5614.41
Sham 5 24.61+2.40

IR 10 198.25+44.56

*: p<0.05, IR grubu ile kontrol ve sham grubunun karsilastirilmasi

Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. istatiksel analiz Kruskal-Wallis
tek yonli ANOVA analizi ile yapilmis ve gruplar arasi farkhliklar Dunn’s metod ile
degerlendirilmistir.

4.2,  ESI-MS Spektra
Analiz edilen yag asitlerinin dncil ve Grin m/z degerleri su sekildedir: DGLA
(C20:3n6), 6ncil m/z: 304.80, Grin m/z: 59.00, 260.70; AA (C20:4n6), oncul m/z:
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303.10, drin m/z: 59.00, 258.90; EPA (C20:5n3), 6ncul m/z: 301.10, Grin m/z:
59.10, 256.70; DHA (C22:6n3): 6ncul m/z: 327.10, Grin m/z: 59.10, 283.20; AA-dS,
oncul m/z: 311.10, trtin m/z: 59.10, 97.90, 267.10. Sekil 2A, 2B ve 2C’de kontrol,
sham ve I/R gruplarindan sirasiyla alinmis negatif iyon modunda temsili iyon
spektralari gosterilmistir. Sekilde gosterildigi gibi EPA (C20:5n-3), DHA (C22:6n-3) ve
AA (C20:4n-6)'nin retansiyon zamanlari sirasiyla 1.869, 2.131 ve 2.391 dakikadir.
Sekil 2’de ayrica oncll iyonlarin carpismasiyla elde edilen tandem kiitle spektralari
gosterilmistir. Uriin iyonlarin m/z degerleri endojen C20:5n3, C20:4n6, C20:3n6 ve
C22:6n3 ile uyumlu bulunmustur. Doteryum etiketli internal standart icin alinan
piklerin m/z degerleri 97.9 ve 267.1 ‘dir.

Kontrol
A) (x1,000,000) Kontrol nten.
50 I' 100 590 83,2
€ 40 | AA(C20:4n6) -y 256,7,
g DHA (C22:6n3) || R i
> 3,0 >
) 1 2 50
Q:J 20 ‘ B =
£ > | e 67]1
£ 10 EPA(CZO.Sn;) I\ £ 25 260
0,0 - 0
00 10 20 30 40 min 0 50 100 150 200 250 miz
B
) (x1,000,000) o Inten. Sham
- ,I 100 oo 2832
— L q
3 | AA(C20:4n6) = 2389
& 40 DHA (C22:6n3) ' & gl
3 3'0 | | g 50 20,
€ 20 | 13 260,7
€ 10f erPa(c20sn3) ||| | £ x5
. S \ - 247,
0,0 = ' !
00 10 20 30 40 min 0o 50 100 150 200 250 m/z
) (x1,000,000) IR Inten. i
8.0 " 100| 590 258,9
70 | Aa (c20:4n6) 2832
8 g-g DHA (c22:6n3) | || K75
2.5 =
£40 [ 2 50 256
g 30 (| e 1
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~ 10 \ 67|1
0,0—= il
00 10 20 30 40 mn 00 50 100 150 200 250 miz

Sekil 4.2 Negatif lyon Modunda Calisiimis ESI-MS Ve Tandem Kiitle Spektra Ornek
Gorilintust A) Kontrol B) Sham C) IR. IR, iskemi-reperfiizyon; AA, Arasidonik asit;
EPA, Eikosapentaenoik asit;DHA, Dokozaheksaenoik asit

Poliansatiire Yag Asidi Diizeyleri: Gruplara gore karaciger dokusu PUFA duzeyleri ve
istatiksel degerlendirme tablo 4.3’de verilmistir. Veriler ortalama + SD olarak rapor
edilmistir. DGLA, AA, EPA ve DHA duzeyleri I/R hasarinda kontrol ve sham grubu ile
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karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde yiksek bulunmustur (p<0.05 ).
Deneysel gruplar arasinda AA/DHA ve AA/EPA oranlarinda ise istatistiksel fark
saptanmamistir (p>0.05). Degerler mg yag asit/g doku protein olarak ifade
edilmistir.

Tablo 4.3 Karaciger Dokusunda Olgiilen PUFA Diizeyleri (mg yag asit/g doku protein). n :
Denek sayisi IR, iskemi—reperflizyon; DGLA, Dihomo-gamma-linolenik asit; AA, Arasidonik
asit; EPA, Eikosapentaenoik asit; DHA,Dokosahekzaenoik asit

Parametre Kontrol (n=10) Sham (n=5) IR (n=10)
DGLA (C20:3n6) 2.95+1.56 4.98+1.94 7.86+2.41*
AA (C20:4n6) 29.36+12.73 38.26+17.72 62.16 + 17.68*
EPA (C20:5n3) 0.86 £ 0.53 0.80.+0.13 2.27 £0.87*
DHA (C22:6n3) 10.02 + 4.82 10.67 £ 2.39 20.43 +7.63*
AA/DHA 3.01+£0.76 3.53+1.14 3.26 £1.06
AA/EPA 39.07£12.83 29.36% 7.86 26.32+2.57

*p<0.05 IR grubu ile kontrol ve sham gruplarinin karsilastiriimasi.

istatistiksel analiz tek yonli ANOVA analizi ile yapilmis ve gruplar arasi
farklihiklar Tukey testi ile degerlendirilmistir.

4.3. Karaciger Total Fosfolipaz A2 aktivitesi

Calismamiza alinan tim deney gruplarinin karaciger total fosfolipaz A2
aktivitesi dizeyleri ve gruplar arasindaki istatistiksel iliski sekil 4.3’de gosterilmistir.
Tim degerler ortalama + SD olarak rapor edilmistir. Elde edilen verilere goére total
fosfolipaz A2 enzim aktivitesi I/R grubunda 1.44 + 0.22 mU/mg protein, kontrol
gubunda 0.97 £ 0.09 mU/ mg protein ve sham grubunda 1.00 + 0.10 mU/ mg
protein olarak olcUlmistir. Karaciger total PLA2 aktivitesi (Ort + SD), IR (n=10)
grubu doku homojenatlarinda, kontrol (n=10) ve sham (n=5) gruplar ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.001 ).
Kontrol ve sham grubu arasinda ise istatistiksel bir fark saptanmamustir.
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Sekil 4. 3.Karaciger Total Fosfolipaz A2 Aktivitesi

istatsitiksel analiz tek yonlii ANOVA analizi ile yapilmis ve gruplar arasi
farkhliklar Tukey testi ile degerlendirilmistir.

4.4. Karaciger Siklooksijenaz Aktivitesi

Calismamiza alinan tim deney gruplarinin karaciger total COX enzim
aktivitesi duzeyleri ve gruplar arasindaki istatistiksel iliski sekil 4.4’de gosterilmistir.
Tim degerler ortalama = SD olarak rapor edilmistir. Total COX enzim aktivitesi
dlzeyleri I/R grubunda 8.16 + 3.36 U/mg protein, kontrol grubunda 3.90 +0.63
U/mg protein ve sham grubunda 3.49@+ 0.23 U/mg protein olarak o6l¢ulmustur.
Total COX aktivitesi (Ort + Std.) IR (n=10) grubu doku homojenatlarinda, kontrol
(n=10) ve sham (n=5) gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde
ylksek bulunmustur (p<0.05 ). Kontrol ve sham grubu arasinda ise istatistiksel bir
fark saptanmamistir.
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Sekil 4.4 Karaciger Total COX Aktivitesi
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istatsitiksel analiz Kruskal-Wallis tek yénlii ANOVA analizi ile yapilmis ve
gruplar arasi farkhiliklar Dunn’s metod ile degerlendirilmistir.

4.5. Karaciger Prostaglandin E2 Diizeyleri

Calismamiza alinan tim deney gruplarinin karaciger PGE2 diizeyleri ve
gruplar arasindaki istatistiksel iliski sekil 4.5’de goOsterilmistir. Tim degerler
ortalama + SD olarak rapor edilmistir. Karaciger doku homejenatlarinda PGE2
dizeyleri I/R grubunda 67.91 B+ 15.81 pg/mg, kontrol grubunda 32.12 + 6.96 pg/mg
ve sham grubunda 31.47 + 9.28 pg/mg olarak olgtlmustlr. Karaciger PGE2 dizeyi
(Ort + Std.) IR (n=10) grubu doku homojenatlarinda, kontrol (n=10) ve sham (n=5)
gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde yliksek bulunmustur
(p<0.001 ). Kontrol ve sham grubu arasinda istatistiksel bir fark saptanmamistir.

c)

PGE,
(pg/mg protein)
¥ 5 2 B8

Kontel  Sham IR

(=]
L

Sekil 4. 5 Karaciger PGE2 Duzeyleri

istatsitiksel analiz tek yénlii ANOVA analizi ile yapilmis ve gruplar arasi farkliliklar
Tukey testi ile degerlendirilmistir.
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TARTISMA

iskemi reperfiizyon hasari hiicresel ve dokusal hasar ile sonuglanan karmasik
bir olaylar dizisidir. Kan akiminin ve oksijenin gegici olarak azalmasi ile olusan iskemi
donemi ve kan akiminin tekrar saglanmasi ile beraber serbest oksijen radikallerinin,
sitokinlerin  salinmasi, adhezyon molekillerinin up-regilasyonu ve organ
disfonksiyonu ile sonuglanan reperflizyon doénemini igerir. Bir dokuda iskemi ve
reperflizyon sonucu olusan hasar, dokunun sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu
olusan hasardan ¢ok daha fazladir. Karacigerde bu sekilde meydana gelen bir
hasarlanma Toledo-Pereyra ve arkadaslari tarafindan 1975 yilinda deneysel KC
transplantasyonu calismasi sirasinda klinik olarak onemli bir bozukluk olarak
tanimlanmistir (89). iskemi reperfiizyon hasari, travma, organ transplantasyonu,
miyokard infarktlsi, inme, sok, yanik, sepsis ve daha bir ¢ok klinik durumda
gorilmesine ragmen gelisim mekanizmasi hala tartismalidir. iskemi reperfiizyon
hasari karaciger cerrahisinin muhtemelen morbiditesini etkileyen en 6nemli
faktordir. 1/R’'nun sebep oldugu doku hasarini engellemek igin ¢ok sayida ¢alisma
yapilmis olmasina ragmen bu problem giincelligini korumaktadir (3).

Hepatik I/R hasarini dnlemek amaciyla n-3 PUFA besin takiviyesinin yapildigi
calismalarda, n-3 PUFA-zengin diyetin etkili bir sekilde hepatik steatozu ve
dolayisiyla sicanlarda hepatik IR hasarini azaltigi gésterilmistir (18; 19). insan viicudu
n-3 ve n-6 seri PUFA’lari sentezlemek icin gerekli olan n-6 seri yag asitlerinin 6ncili
linoleik asit (LA, C18:2n-6) ve n-3 seri yag asitlerinin oncili a-linolenik asit (ALA,
C18:3n-3)’i sentezleyemez. Bu ylzden bu yag asitleri insan diyetinde gereklidir. Bu
yag asitlerinin tavsiye edilen ve fizyolojik olarak optimal orani (n-6):(n-3) 4:1’dir.
Fakat, bati lilkelerinde LA-zengin bitkisel yaglarin tliiketiminin artmasindan dolayi bu
yag asitlerinin diyetle alinimi 15-16:1 oranindan fazladir. Ornegin, Avrupa’da LA
tuketimi son iki ylzyillda % 50 civarinda artmistir. LA aliniminin artmasiyla parelel
olarak, ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar hastaliklar, obesite, kanser
ve inflamatuar sirecler iceren bir ¢cok hastaligin ortaya ¢ikma orani da artmustir.
inflamatuar hastaliklarin oraninin bu artisi n-6 yag asidi arasidonik asit (C20:4n-6)
‘den Uretilen pro-inflamatuar eikonozoidlerin asiri Uretilmesi ile iliskilidir. Modern
Western diyetin dlsik n-3 ve yliksek n-6 PUFA icerigi arasidonik asitin hiicre
membraninda ylksek konsantrasyonda bulunmasina sebep olur. Fakat, bu
dengesizlik EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3) gibi n-3 yag asitlerinin diyete
eklenmesi ile diizeltilebilir. Diyetteki EPA ve DHA kismen eikozanoid substrati olarak
hiicre membranindaki arasidonik asitin vyerini alir. Boylece pro-inflamatuar
eikozanoidlerin Uretimi baskilanir. EPA ve DHA’'nin immun cevabin farkli
basamaklarinda direk ya da indirek yolla inflamatuar hastaliklarin gelismesini
onledigi kabul edilir. Ek olarak, EPA ve DHA olusmus olan inflamataur sireci
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hafifleterek bu yag asitlerinin terapotik énemini vurgular (11). Zhu X.H et al.
karaciger transplantasyon hastalari Gzerinde yaptiklari  bir c¢alismada,
transplantasyon sonrasi n-3 yag asidi ile kombine parenteral besin desteginin
karaciger hasarini 6nemli derecede iyilestirdigini ve transplantasyondan sonra
hastanede kalma siresini azalttigini rapor etmislerdir (90). Benzer bir calismada
Zuniga J. et al, karaciger I/R hasarina karsi n-3 PUFA besin takiviyesinin koruyucu
etkisinin, peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor alfa (PPAR-alfa) ile
proinflamatuar mediyatorlerin ekspresyonunu kontrol eden NF-kB arasindaki
antogonist etkiye bagli oldugunu ileri sirmislerdir (91).

Bu sekilde n-3 PUFA besinsel desteginin karaciger I/R hasar lzerine etkisi
cok fazla calisiimis olmasina ragmen, n-3 ya da n-6 besin takviyesi olmaksizin
karaciger I/R hasarini takiben endojen PUFA dizeyleri ve degisimi arastirimamistir.
Bu dogrultuda bu calismada, karaciger I/R hasarini takiben karaciger PUFA
dizeylerinin degisimi arastirnlmistir. Bildigimiz kadariyla bu c¢alisma, ylksek
performansh sivi kromatografi kite spektrometrisi (LC-MS/MS) ile karaciger I/R
hasarini takiben endojen DGLA (C20:3n-6), AA (C20:4n-6), DHA (C22:6n-3) ve EPA
(C20:5n-3) diizeylerini 6lgen ilk calismadir.

Karaciger transplantasyonunda, rezeksiyonunda veya travmada kanamanin
engellenmesi icin hepatik pedikiil klempleme (Pringle manevrasi) yontemi sikca
kullanilmaktadir (3).Calismamizda orta ve sol lateral hepatik loblari besleyen
damarlar 60 dakika silireyle klempe edildikten sonra mikrovaskiiler klemp
uzaklastirilarak 60 dakika reperflizyon saglanmistir. Olusturulan karaciger I/R sonucu
karaciger dokusunda meydana gelen patolojik degisiklikler histopatolojik ve
biokimyasal olarak degerlendirilmistir. I/R hasari sonrasinda karaciger
fonksiyonlarini degerlendirmek igin degisik yontemler kullanilabilirsede en ¢ok kabul
goren ve en ¢ok kullanilan ALT enzim aktivitesi tayinidir. Karaciger hasarinda bu
enzim aktivitesinin arttigi bilinmektedir. Karacigerdeki ALT aktivitesi dikkate alinirsa
serum aktivitesinden cok daha bulylktir ve bu sebeple dokudan salinan az bir
miktari enzimin dolagimdaki plazma seviyelerini 6nemli derecede artirir. Karaciger
hasarinda ALT diizeyinin arttigini gosteren galismalardan birinde Yabe Y et. al.,,
karacigerde I/R sonucunda ALT ve AST dizeylerinin arttigini ve bu artisin iskemi
reperfliizyon sonucu olusan serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi hasara
bagli olabilecegini ileri sirmuslerdir (92). Karaciger I/R modeli olusturulan bir baska
calismada ise Crockett ET et. al. KC I/R uyguladiklari deney grubunda ALT
dizeylerinin arttigini buna ilaveten histopatolojik degerlendirmede sinuzoidal
konjesyon, sitoplazmik vakuolizasyon, hepatoselliiler nekroz ve nétrofil infiltrasyonu
gozlediklerini rapor etmislerdir (93). Yine benzer sekilde Serracino-Inglott F. et al.
I/R uygulanan KC dokusunda polimorfonikleer htcre infiltrasyonu, hepatosit
nekrozu, sinuzoidal genisleme, ALT ve AST dlzeylerinde artis saptamislardir (94).

Calismamizda olusturulan sicak karaciger 1I/R modelinde de 6nceki

¢alismalarla uyumlu olarak serum ALT aktivitesinin 6nemli derecede artirildig
gozlenmistir. Karaciger hasarinin spesifik belirteci olan serum ALT aktivitesinin
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artmasi kullanilan hayvan modelinde hepatik hasarin varligini dogrulamigtir. Benzer
sekilde karaciger kesitlerinin histopatolojik degerlendirilmesi karaciger I/R hasarinin
varligini dogrulamistir ve artan serum ALT aktivitesinin biyokimyasal bulgulari ile
uyumlu bulunmustur. Daha 6nce belirtildigi gibi, karaciger I/R hasarinin total
histopatolojik skorlari intraseliler 6dem, konjesyon ve nekroz icin verilen bitin
skorlarin toplanmasiyla elde edilmistir. Histopatolojik degerlendirmeye gore
intraseliiler 6dem, konjesyon ve nekroz, I/R grubunda kontrol ve sham grubuna
gore daha yuksek bulunmustur. Bu sonug total skora yansimistir ve I/R altindaki
karacigerde total skor daha yliksek bulunmustur.

Ayrica calismamizda tim deney gruplarinda karaciger endojen PUFA
dizeyleri o6lglilmustiir. PUFA, tim hiicre membranlarinin énemli komponentini
olusturur ve eikozanoid olarak adlandirilan inflamatuar mediyatérlerin Uretimi
yoluyla inflamatuar cevap regiilasyonunda 6énemli rol oynar (11). Stereospesifik lipid
okside eden COX ve LOX enzimleri tarafindan eikozanoid lretimi sirasinda n-6 ve n-3
yag asitleri arasinda bir yaris meydana gelir (95). Agirhkli olarak arasidonik asitten
koken alan eikozanoidler (PG, Tx, LT) inflamasyonun ana mediyator ve
diizenleyicisidirler (68). Yapilan c¢alismalar dogrultusunda artan karaciger AA
(C20:4n-6) seviyelerinin karaciger I/R hasarinda pro-agregator maddelerin kaynagi
olabilecegi dusunilmektedir (96). Bununla iliskili olarak, karaciger I/R hasarinda
azalan prostasiklin (PGI2), artan Tx ve LT dizeylerinin anormal vazodilator-
vazokonstriktif mediyator oranlari ile iliskili olduguna dikkat etmek 6nemlidir (97).
Eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n3) inflamatuar etkisi daha az belirgin olan
eikozanoidlerin 6ncultudir. EPA (C20:5n3) ve DHA (C22:6n3) lizerinden olusturulan
lipoksinler, resolvinler ve protektinler kuvvetli anti-inflamatuar etki gosterirler ve
inflamasyonun ayrismasinda tanimlanirlar (12). Dolayisiyla, EPA ve DHA diizeylerinin
artmasi anti-inflamatuar eikozanoidlerin sentezi icin daha fazla 6ncil oldugunu
gosterir.

Yapilan deneysel analizler sonucu I/R hasarini takiben karaciger AA (C20:4n-
6), DGLA (C20:3n-6), EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3) diizeylerinin kontrol ve
sham gruplarina goére onemli derecede arttigi gosterilmistir. Gruplar arasinda
AA/DHA ve AA/EPA oranlarinda ise 6nemli bir fark goézlenmemistir. I/R hasarini
takiben olclilen artmis PUFA dizeyleri iskemi sonrasi sentezlenecek olan
prostanoidler icin substrat artisini distindirmustur.

Daha 6nce yapilan calismalarda karaciger transplantasyonu sonrasi hepatik
dokudan belirgin bir prostanoid salinimi olduguna dikkat cekilmis ve artan
eikozanoid sentezinin anahtar enzimler diizeyinde regiile edildigi gosterilmistir. (13).
Bizim calismamizda da ilik karaciger I/R sonrasi bu enzimlerin lokal degisimi ele
alinmustir.

Biriken deliller dogrultusunda fosfolipaz A2 (PLA2) enzim aktivitesinin I/R

hasarinda 6nemli rol oynadig gosterilmektedir. PLA2 enzimleri I/R hasari boyunca
membran fosfolipitlerini sn-2 pozisyonundan hidroliz ederek serbest yag asidi,
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lizofosfolipit ve sitokinler gibi pro-inflamatuar lipid mediyatorlerin sentezinde
onemli rol oynar. Fosfolipaz A2 enzim ailesi, serketuvar PLA2 (sPLA2), sitozolik PLA2
(cPLA2) ve kalsiyum bagimsiz PLA2 (iPLA2)'nin dahil oldugu biiyik bir enzim ailesidir
(98). cPLA2 ve iPLA2 hiicre iginde lokalize olmustur. Bu enzimler, intraseliler
membran yikimindan sorumludur (99). Genel olarak iPLA2 enzimin ana
fonksiyonunun membran fosfolipdlerinin  yeniden yapilandirilmasi yoluyla
homeostazisi saglamak oldugu kabul edilir (73). Ancak, Williams S.D. et. al.
miyokardial iskemi boyunca iPLA2’nin aktive oldugunu ve iPLA2 inhibisyonunun
nikleer fosfolipid hidrolizini azaltigini géstermislerdir (100). cPLA2 ve iPLA2 hiicre
icinde lokalize olmustur. Bu enzimler, intraseliler membran yikimindan sorumludur
(99). cPLA2 aktivasyon icin kalsiyuma ihtiyac duyar. iskemi ve belirli toksinler erken
dénemde sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda artmaya neden olur. Hiicrede Ca®
ylkselisi daha sonra membran permeabilitesinde nonspesifik artisla desteklenir.
Artan Ca*? konsantrasyonu sitozolik PLA2’yi aktive eder (76; 77). cPLA2, arasidonik
asit iceren fosfolipit substratlarina yuksek seciciligi olan tek fosfolipaz olarak
tanimlanmistir (74). Hiicre ici kalsiyum seviyesinin artmasiyla kalsiyum cPLA2’nin N-
terminal Ca™ bagml lipid baglayan (CalB) domainine baglanarak fosfolipid
salinimini gergeklestirmek Uizere enzimin nikleus, ER ya da golgi gibi intraseliler
membranlara translokasyonunu uyarir (75). sPLA2 enzim ailesinin Uyeleri
ekstaselller sivida bulunur ve hasarli doku ya da aktive edilen inflamatuar
hicrelerden salinirlar. (72). Bu baglamda, Ogata K. et. al. yaptiklari ¢alismada,
kopekler Uzerinde 2 saat hepatik vaskiler klempleme uygulamis ve uygulamanin
sebep oldugu hepatik I/R hasarinin tip Il PLA2 inhibitori LY329722 ile azaltildigini
gostermislerdir. Bu ¢alisma sonunda PLA2 inhibitéri kullanilan gruptaki hayvanlarin
yasama oraninin inhibitér uygulanmayanlardan fazla oldugu ve TNF-a mRNA
ekspresyonunun, histopatolojik hasarin, hepatik fosfolipid degradasyonunun ise
azaldig bildirilmistir (101). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sPLA2’nin yag asidi
spesifitesi gostermemesine ragmen AA salinimini diger yag asitlerine tercih ettigi
gosterilmistir. Ayrica bazi sPLA2 enzimleri lipolitik aktivitesinin yani sira reseptor
ligandi olarak hareket eder ve hiicre sinyalizsyonunu ve ardindan cPLA2
aktivasyonunu uyarir. Boylece sPLA2 enzimleri lipolitik enzim olarak direkt ve
intraseliler PLA2 aktivatorii olarak indirekt sekilde inflamatuar lipid
mediyatorlerinin Uretilmesine katki saglar. cPLA’'nin AA tasiyan fosfolipidlere
spesifite gostermesine ragmen sPLA'nin inflamatuar roline dikkat etmek gerekir.
sPLA2 aktive edildigi durumlarda yag asidi spesifitesi gostermedigi icin fosfolipitleri
genis capta hidroliz etme kapasitesine sahiptir ve cPLA2’den daha fazla
proinflamatuar lizofosfolipid Giretimine katkida bulunur (73).

Calismamizda olglilen total PLA2 aktivitesinin kontrol ve sham gruplarina
gore I/R doku homejenatlarinda daha yiksek oldugu goézlemlenmistir. Boylece,
¢alismamizda gozlenen artmis total PLA2 aktivitesi, karaciger dokularinda olctilen
artmis PUFA dizeylerini aciklamaktadir. PLA2 aktivitesi ile salinan serbest yag
asitleri daha sonra PG, TX, LT ve plataelet aktive edici faktére metabolize edilir. Bu
lipid deriveleri pro-inflamatuar ve vazokonstriktif fonksiyona sahiptir ve iskemi
sonrasi organ disfonksiyonuna katki saglar (77).
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Bizim ¢alismamizda da aktivitesi 6Olgllen siklooksijenaz enzimi, I/R hasarini
takiben karaciger dokusunda belirlenen baslica enzim olmakla birlikte, arasidonik
asitten prostanoid Uretiminde hiz kisitlayici enzimdir. Yapilan arastirmalar sonucu
COX/prostanoid yolaginin, alkolik karaciger hastaliklari, karaciger fibrogenezisi
(102), viral hepatit C gibi hepatik hastaliklarda ve karaciger stres reaksiyonlarinda
ayrica inflamasyon, nekroz, karaciger yaglanmasi olarak ortaya cikan ve karaciger
hasarlarina yol agan karaciger iskemi/reperflizyon hasarinda (103) aktive edildigi
gosterilmistir. Iwasaki W. et al. bu dogrultuda yaptiklari calismalarinda erkek Wistar
sicanlardan olusan deney grubuna I/R olusturmadan 6nce 7 glin boyunca n-3 ve n-6
yag asiti yonlinden zengin diyet uygulamistir. Calismalarinda n-3 yag asiti zengin
diyet uygulanan deney grubunda serum DHA ve ALA dizeyi n-6 yag asitince zengin
diyet uygulanan gruptan yuksek aksine, AA ve LA dizeyleri ise daha disuk
bulunmustur. Bu sonug karaciger dokusundada 6l¢tilen n-3 yag asidi diizeyleriylede
uyumlu bulunmustur. Ayrica I/R sonrasi n-3 deney grubunda serum ALT, TNF-a, IL-6
dizeyleri n-6 deney grubuna goére daha disik bulunmustur. Plazma PGE2 dizeyleri
I/R boyunca n-3 grubunda disik tutulmus, n-6 grubunda ise iskemin ilk saati artis
gostermistir. KC doku PGE2 diizeyleride, n-6 grubunda iskeminin ilk saati artmistir.
Ayrica c¢alismada iskemi oOncesi ve sonrasi COX-1 ve COX-2 enzim duzeyleri
Olglilmustlir. Bunun neticesinde COX-1 eksperesyonunun iskemi oOncesi ve
sonrasinda degismemesine ragmen COX-2 enziminin iskemiden 6nce ekspresse
edilmedigi, iskemiden 2 saat sonra ise ekspresyonunun hizla arttig1 ancak gruplar
arasinda fark olmadigi rapor edilmistir (10). Tolba RH. et.al KC I/R hasarinda COX-2
inhibisyonunun etkisini arastirmak icin yaptiklari calismada, erkek Wistar siganlara
30 dakika iskemi ve 60 dakika reperflizyon uygulamislar ve olusturulan deney
gruplarindan bir tanesine operasyondan once COX-2 inhibitéri vermislerdir. Bu
calismanin sonunda c¢alisma grubu, COX-2 inhibitori uygulanan deney grubunun ALT
ve plazma TNF-a dlzeylerinin I/R grubuna gore oldukga diisik oldugu rapor edilmis
ve buradan yola c¢ikarak COX-2 inhibisyonunun, inflamatuar yolagi baslatan TNF-a
salinimini azaltacagindan KC I/R hasarinda bir tedavi yaklasimi olabilecegini
belirtmislerdir (104). Son zamanlarda yapilan bir baska calismada ise serebral
iskemide COX-2 enzimatik yolaginin, major Griini PGE2 yoluyla hem toksik hem
protektif etkisinin aktive olabilecegi ve PGE2'nin EP-4 reseptori araciligiyla protektif
etki sagladigi bu sebeple kronik norolojik rahatsizliklarda COX-2 inhibitorii alan
hastalarda  kronik  siklooksijenaz  blokajindan  kaynakli  kardiyovaskiler
komplikasyonlar gorildigi belirtilmistir (105). Edinilen bu bilgiler COX enzimatik
yolaginin I/R sonrasi, hem toksik hem protektif etkiler yoninden 6nemini agik¢a
ortaya koymaktadir.

Bu dogrultuda bizim calismamizda da, karaciger IR hasari sonrasi COX
aktivitesi olcilmistir. Yapilan analizler sonucu, daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu
olarak COX enzim aktivitesinin I/R grubunda kontrol ve sham gruplarina gére énemli
derecede arttig1 gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda I/R hasarinda
gozlenen artmis COX aktivitesi COX/prostanoid yolagi ile prostanoid olusumunu
distndlirmustir. PGE2 duzeylerinin COX diizeyleriyle paralel olarak I/R grubunda
artmis olmasi I/R modelimizde aktive edilen COX/PGE2 yolagini gostermistir.
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Prostaglandinler ilk olarak 1970 yilinda karacigerden izole edilmistir (17).
Karacigerde hepatik hasar sirasinda endojen PGE2 sentezleme vyetenegindeki
hiicerelerin en oOnemlileri Kuppfer hiicreleri ve endotel hiicreleridir. Kuppfer
hiicrelerinin aktivasyonu hem fagositoz hem de inflamatuar cevabin baslamasina
neden olur. Beraberinde oksijen radikallerinin ve TNF-a, interferon-y gibi gesitli
hiicre hasar mediyatorlerinin salinimini gergeklestirerek endotel hiicrelerinde ve
hepatositlerde hasara yol agar. Bununla birlikte, Kuppfer hiicreleri PGE2 salinimi
esliginde komsu hepotasitler Uzerinde sitoprotektif koruma saglar. Kuppfer
hiicreleri inflamatuar cevabi baslatma ve sitoprotektif koruma saglama
yetenegindedir. Kuppfer hiicrelerinden devamli salinan PGE2, sitokinler (izerinde
negatiffeedback saglar. Boylece organizma kendini korur hale gelmis olur (17). Bu
baglamda TNF-a’nin makrofajlardan PGE2 Uretimini artirdigi ve PGE2’nin ise TNF-a
sentezini inhibe ettigi ve bu yolla Kupffer hiicrelerinden salinan PGE2’nin protektif
etki sagladigi gosterilmistir (82). Son zamanlarda karaciger transplantasyonu
sonrasinda reperflizyonun takip ettigi iskemi durumunda PGE2 aktivasyonunun
iskemi reperflizyon hasarina karsi direng sagladigi (20) ayrica sitokin kaskadinin
reglilasyonu yoluyla karaciger hasarini restore ettigi distinilmektedir (21). Daha
onceki calismalarda gosterildigi gibi hem endojen hem de ekzojen PGE2, I/R ile
olusan karaciger hasarina karsi koruyucu etki gosterir (106). Bu baglamda Masaki N.
et. al. calismalarinda, sican hepatosit hiicre kiltir mediyumuna PGE2 eklediginde,
lipid peroksidayonuna bagl hiicre 6liminin azaldigini géstermis ve PGE2’'nin
karaciger hasarini onlemeye yonelik bir sirece katki saglayabilecegini ileri
sirmislerdir (107). Arasidonik asit Uzerinden Uretilen PGE2, inflamatuar cevap
boyunca Uretilir ve dort reseptér alt tipi aracihigiyla hem dogal hem de adaptif
immun cevaba aracilik eder. Her bir reseptor fonksiyonu farkh bir sinyal kaskadi ile
fonksiyon gosterir ve cesitli hastalik kosullarinda farkli bir rol oynar (108). Bu
baglamda Kuzumoto Y. et. al., hepatik I/R hasarinda EP reseptorlerinin patofizyolojik
rollerini arastirdigi calismalarinda, hepatik I/R hasarindan sonra en fazla EP-4
reseptoriniin ekspresse edildigini, serolojik ve histolojik analizler sonucu EP-4
agonistlerinin I/R hasarini inhibe ettigini gdstermislerdir. ilaveten bazi EP-4
agonistelerinin reperflizyonun erken fazinda proinflamatuar sitokinleri, kemokinleri
ve adezyon molekillerini lokal olarak azalttigini aksine anti-inflamatuar sitokinleri
ise artirarak KC hasarini 6nleyebildigini ileri sirmislerdir (11; 109).

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda karaciger IR hasarinin, karaciger doku
numunelerinde AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-6), EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3)
konsantrasyonlarini 6nemli derecede arttig1 ve hepatik AA/DHA ve AA/EPA oranlari
Uzerine etkisi olmadigi gosterilmistir. IR hasarini takiben artan endojen PUFA
seviyelerine prostanoid Uretiminde anahtar enzim olan PLA2 ve COX enzimlerinin
yanisira karaciger PGE2 dizeylerinin artisinin eslik ettigi gbzlenmistir.
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SONUGLAR

Buldugumuz deneysel verilere gére sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Karaciger hemotoksilen eozin boyamasi sonucu, kontrol ve sham grubunda
hepatositler ve portal alanlarin yapilari normal gériinimde idi. I/R grubunda,
hepatosit hiicre kordonlarinin butinliglu bozulmus, KC parankimi iginde
rastgele dagilmis, multipl ve vyaygin hepatosit nekroz alanlari vardu.
Parankimal alanlarda nétrofil infiltrasyonu, sinuzoidlerde genisleme ve
konjesyon izlendi.

2. Karaciger I/R yapilan grubun ALT aktivite degerleri kontrol ve sham gruplari
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir yikseklik gorildi.

3. DGLA, AA, EPA ve DHA duzeyleri I/R hasarinda kontrol ve sham grubu ile
karsilastirnldiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde vyiksek bulundu.
Deneysel gruplar arasinda AA/DHA ve AA/EPA oranlarinda ise istatistiksel
fark saptanmadi

4. Karaciger total PLA2 aktivitesi I/R grubu doku homojenatlarinda, kontrol ve
sham gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde yuksek
bulundu. Kontrol ve sham grubu arasinda ise istatistiksel bir fark
saptanmadi.

5. Total COX aktivitesi I/R grubu doku homojenatlarinda, kontrol ve gruplari ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde ylksek bulundu. Kontrol
ve sham grubu arasinda ise istatistiksel bir fark saptanmadi.

6. Karaciger PGE2 dizeyi I/R grubu doku homojenatlarinda, kontrol ve sham
gruplar ile karsilastinldiginda istatiksel olarak anlamh dizeyde vyiksek
bulundu.

Sonug¢ olarak, calismamizda karaciger I/R hasarinin, karaciger doku
numunelerinde AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-6), EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3)
konsantrasyonlarini 6nemli derecede arttigini ve hepatik AA/DHA ve AA/EPA
oranlari Uzerine etkisi olmadigi gosterilmistir. I/R hasarini takiben artan endojen
PUFA seviyelerine prostanoid Uretiminde anahtar enzim olan PLA2 ve COX
enzimlerinin yanisira karaciger PGE2 dlizeylerinin artisinin eslik ettigi gdzlenmistir.
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