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Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasarinda
Karnozinin Profilaksi ve Sagaltim Etkileri

Prophylactic and Therapeutic Effects of
Carnosine in Ischemia Reperfusion
Injury of Liver

Dr. Ba§ak BAYKARA? OZET Amag: Karaciger iskemisi ve ardisik reperfiizyon, hepatosit hasarl_ve apoptozis ile sonuglan-
Dr. Isil TEKMEN,2 maktadir. Bu ¢alismanin amaci ratlarda karaciger iskemi/reperfiizyon (IR) hasarinda, antioksidan

; ' a karnozinin proflaktik ve sagaltim uygulamasinin etkilerini incelemektir. Gereg ve Yoéntemler: Bu
Serap CILAKER MICILI, calismada Wistar Albino disi sicanlardan olusan bes grup olusturuldu: I: Kontrol grubu, II: iR gru-

Dr. Ulker SONMEZ,a bu, III: Profilaksi grubu (Karnozin + IR), IV: Sagaltim grubu (IR + Karnozin), V: Profilaksi+Sagal-

Dr. Gliven ERB"_,a tim grubu (Karnozin +Iskemi/ reperfiizyon+ Karnozin). Total hepatik iskemi 30 dakika, reperfiizyon

Dr. Seda OZBAL 2 bir hafta uygulandi. Karnozin 100mg/giin/bir hafta verildi. Alinan doku 6rnekleri histopatolojik, im-
. )

miinohistokimyasal ve ultrastriiktiirel inceleme i¢in hazirlandi. Ayrica serumda ALT ve AST diizey-
leri 8lgiildii. Bulgular: iR grubunda nétrofilik infiltrasyon, sinuzoidal dilatasyon ve konjesyon, bazi
alanlarda nekrotik hepatositler izlendi. Ultrastriiktiirel incelemelerde ise mitokondriyal sisme ve

Dr. Candan OZOGULP

2Histoloji ve Embriyoloji AD, graniillii endoplazmik retikulum (GER) sisternalarinda dilatasyon goriildii. Profilaksi grubunda bir-
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, kag Disse araliginda lokalize kollagen fibrilleri saptandi. Sagaltim grubunda da GER sisternalari di-
izmir lateydi. Profilaksi+Sagaltim grubunda tiim hiicresel yapilar kontrol grubuyla benzerlik gosterdi. IR
®Histoloji ve Embriyoloji AD, grubunda TUNEL-pozitif hepatosit say1s1 kontrol grubuna gére fazlaydi. Bax isaretlemesinde ise IR
Gazi Universitesi Tip Fakilltesi, grubundaki hepatositlerde kuvvetli boyanma saptandi. Bununla birlikte apoptotik hiicre sayis1, en
Ankara az Profilaksi+Sagaltim grubundaydi. Bunu Profilaksi grubu, sonrasinda Sagaltim grubu takip et-

mekteydi. IR grubundaki hiicrelerde Bcl-2 immunreaksiyonu gézlenmezken, Profilaksi+Sagaltim
Gelis Tarihi/Received: 09.06.2009 grubunda kuvvetli boyanma saptandi. Sonug: Karaciger IR hasarinda karnozinin profilaksi ya da
Kabul Tarihi/Accepted: 12.01.2010 sagaltim seklinde verilmesi yerine, profilaksi+sagaltim seklinde uygulanmas: apoptozu ve yapisal de-

gisiklik olusumunu 6nlemektedir.
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TURKIYE/TURKEY ABSTRACT Objective: Ischemia followed by reperfusion (IR) results in hepatocyte injury and apop-

basak.baykara@deu.edu.tr tosis. Current study aims to investigate the prophylactic and therapeutic effects of antioxidant carno-
sine in liver ischemia and reperfusion injury in rats. Material and Methods: Five groups were formed
with Wistar Albino female rats: Control group, IR group, Prophylaxis group (Carnosine and IR), Ther-
apeutic group (IR + Carnosine), Prophylaxis and therapeutic group (Carnosine + IR + Carnosine). To-
tal hepatic ischemia for 30 minutes and reperfusion for one week were administrated. Carnosine was
given with 100 mg/day for one week. Tissue samples were prepared for histopathological, immuno-
histochemical and ultrastructural assessment. In addition, serum ALT and AST levels were determi-
ned. Results: In IR group, neutrophilic infiltration, sinusoidal dilatation, congestion and necrotic
hepatocytes in some areas were observed. Ultrastructural assessment showed mitochondrial swelling
and dilatation in granular endoplasmic reticulum (GER) cisterns. In prophylaxis group, localized col-
lagen fibrils were observed in some Disse spaces. GER cisterns were dilated in therapeutic group. All
cellular structures of prophylaxis and therapeutic group were similar to control group. In IR group,
TUNEL positive hepatocyte count was higher than control group. In IR group, there was strong Bax
labeling in hepatocytes. However, apoptotic cell count was the smallest in prophylaxis and therape-
utic group followed by therapy after prophylaxis group. In IR group, Bcl-2 immune reaction was not
observed whereas there was strong expression in prophylaxis and therapeutic group. Conclusion: In
IR injury of liver, administration of carnosine in both prophylaxis and therapy instead of solely ther-
apeutic or prophylactic administration prevents the apoptosis and structural changes.
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hd skemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve
Itoksik metabolitlerin dokuda birikimine yol
acarak hiicre fonksiyon bozuklugundan hiicre
oliimiine kadar giden bir dizi biyokimyasal reaksi-
yonu baglatir. Iskemik dokunun tekrar kanlanma-
s1 reperfiizyondur ve enerji gereksiniminin
giderilmesi ve toksik metabolitlerin ortamdan
uzaklagtirilmasi i¢in gereklidir. Ancak iskemi sira-
sinda olugmus toksik metabolitlerin ve ¢esitli infla-
matuvar mediatorlerin sistemik dolagima verilmesi
ile ciddi metabolik bozukluklar olusabilir ve reper-
fiizyon daha ileri doku hasarina yol agabilir.! Iske-
mi reperfiizyon hasar1 (IRH), hipoksik organin
tekrar oksijenlenmesi ardindan ortaya ¢ikan hiic-
resel hasarlanmadir. Karacigerde IRH, ilk kez
1975’te Toledo-Pereyra ve arkadaslarinin deneysel
olarak gerceklestirdikleri karaciger naklinde goz-
lenmistir.? Nakledilmis karacigerde konjesyon, iler-
leyici trombozis ve organ yetmezligi ile sonuglanan

greft nekrozu geligmistir.?

Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasa-
rina yol agan bir¢ok mekanizmanin devreye girme-
sinden meydana gelir. Kupffer hiicre aktivasyonu,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, sitokin ve ke-
mokin salgilanmasi, vazokonstriiksiyon, nitrik ok-
sit ve endotelin dengesindeki bozulma, noétrofil
lokositlerin (NL) toplanmasi, mitokondriyal gecir-
genligin degisiklige ugramasi, kalsiyumun hiicre
icine dengelenmemis gecisi ve pH paradoksu gibi
cesitli hiicresel ve molekiiler etkilesimler s6z ko-
nusudur.®>

Iskemi reperfiizyon hasarina ugramis karaci-
gerde 151k mikroskobik inceleme yapildiginda NL
infiltrasyonu, bolgesel hemoraji ve nekroz, konjes-
yon, sinuzoid ve lenfatik genisleme, bolgesel hepa-
toseliiler vakuolizasyon ve hepatosit sigmesi,®’
ultrastriiktiirel inceleme yapildiginda ise mitokon-
driyal yapida bozulma, sisme, boyanma farklilikla-
r1 ve NL birikimi gozlenir.®?

Apoptoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigs, bi-
yolojik gérevini tamamlamis veya hasarlanmis hiic-
relerin zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen program-
I1 hiicre 6lumidiir. Hiicre i¢cinden veya digindan
gelen oliim sinyalleri ile baglar.!®!! Karaciger hasta-
liklarinda apoptoz, inflamatuvar yanit uyarilmadan
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hepatositlerin ortamdan uzaklastirilmasini saglar.
Karaciger IRH’sinde olusan hiicre 8liimiinde apop-

toz merkezi rol oynar.'>!

Bcl-2 mitokondriyal
membran proteinidir. Apoptotik kaskadin gesitli
asamalarinda rol oynar. Bcl-2 ailesinde hem anti-
apoptotik (Bcl-2) hem de proapoptotik (Bax) mole-
killler yer alir."* Bax ve Bcl-2’nin iglevlerinin
mitokondriyal membranla iligkili oldugu distintl-
mektedir. Bax, sitokrom c¢ salinimina neden olur,
boylece kaspaz 9- aktivasyonu ile apoptotik hiicre
olimii gergeklesir. Bcl-2 ise mitokondride gercek-
lesen bu degisiklikleri engeller. Bax ve Bcl-2 gibi
pro- ve anti-apopitotik proteinler hepatik IRH’de
apoptotik hiicre 6liimiinii diizenlemede kilit rolle-
ri tstlenir.”> TUNEL yontemi ise hiicrelerde DNA
kiriklarini gértiniir hale getirir ve bir¢ok ¢alismada

kullanilmigtir.'617

Karnozin (KAR) (B-alanyl-L-histidine) suda
erime Ozelligine baglh olarak, suda ¢ozlinen oksi-
dasyon mediatérlerinin (metaller ve oksijen radi-
kalleri) yiiksek oldugu sitozolde fonksiyon goriir.
Aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik
fonksiyonuna baglh olarak antioksidan ozellige sa-
hiptir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin ve ¢cok
kuvvetli olarak da singlet oksijen molekiiliiniin te-
mizleyicisidir. Bu 6zelligi nedeniyle beyin, bobrek
ve iskelet kasi, karaciger iskemi reperfiizyon hasa-
rinda KAR’1n koruyucu etkisi arastirilmis ve olum-

lu sonug alinmigtir.'#%

Bu bilgiler 15181nda, literatiirde KAR'1n karaci-
ger IRH’si {izerine profilaksi ve sagaltim etkisini
151k mikroskobik, elektron mikroskobik, immuno-
histokimyasal, biyokimyasal olarak inceleyen her-
hangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Biz bu
calismamizda KAR'1n koruyucu ve sagaltim etkisi-
ni, histolojik (Hematoksilen-eosin), ultrastriiktiirel
(TEM), immunohistokimyasal (Bax, Bcl-2, TUNEL)
ve biyokim-yasal parametrelerle (ALT, AST) kargi-
lagtir- may1 amagcladik.

I GEREG VE YONTEMLER

Calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiil-
tesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan elde edi-
len 200-250 g Wistar Albino disi siganlar kullanilda.
Denekler calisma 6ncesinde 12 saat aydinlik, 12 sa-
at karanlik, 20-22°C oda sicakliginda barindirildi.
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Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart
pellet yem ile beslendi. Deney protokolii Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvani
Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onayland:
(Protokol No:32). Kontrol grubunda bes, diger de-
ney gruplarinda sekiz sican olacak sekilde bes calis-
ma grubu olusturuldu.

1. Kontrol grubu,
2. IR grubu: Iskemi / reperfiizyon

3.Profilaksi (P)grubu: Karnozin 100mg/giin/bir
hafta + iskemi / reperfiizyon

4, Sagaltim (S) grubu: Iskemi/reperfiizyon +
Karnozin 100mg/giin/ bir hafta)

5. Profilaksi + Sagaltim (P+S) grubu: Karnozin
100mg/gtin/ bir hafta + iskemi / reperfiizyon + Kar-
nozin 100mg/giin/ bir hafta.

Kontrol grubuna bir hafta boyunca oral yoldan
gastrik sonda ile serum fizyolojik (100mg/kg/gtin)
verildi. Bir hafta tamamlandiginda batin acilip da-
marlar goriiniir hale getirildi ve tekrar siitiire edi-
lerek kapatildi. Islem sonrasi bir hafta boyunca oral
sonda ile

yoldan gastrik serum fizyolojik

(100mg/kg/giin) verilmeye devam edildi.

IR grubuna iskemi yapilmadan énce bir hafta
(100mg/kg/giin) ve iskemi yapildiktan sonra bir
hafta oral yoldan gastrik sonda ile serum fizyolojik
(100mg/kg/giin) verildi.

P grubuna iskemi yapilmadan 6nce bir hafta
boyunca oral yoldan gastrik sonda ile KAR (Fluka-
BioChemika/USA) (100mg/kg/giin) verilip iskemi
uygulanmasindan sonra bir hafta boyunca oral yol-
dan gastrik sonda ile
(100mg/kg/giin) verildi.?

serum fizyolojik

S grubuna, iskemi 6ncesi bir hafta boyunca
oral yoldan gastrik sonda ile serum fizyolojik
(100mg/kg/giin) verilip iskemi sonras1 bir hafta bo-
yunca oral yoldan gastrik sonda ile KAR
(100mg/kg/giin) verildi.

P+S grubuna iskemi 6ncesi bir hafta ve iskemi
sonrasi bir hafta boyunca oral yoldan gastrik sonda

ile KAR (100mg/kg/giin) verildi.

Denekler iskemi yapilmadan bir gece 6nce ag¢
birakildi. Sabah 40mg/kg intraperitoneal pentobar-
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bital sodyum anestezisi uygulandi. Anestezi altin-
da deneklere orta hat kesi ile laparatomi yapild:.
Hepatik pedikiil serbestlestirildikten sonra silikon
yastikli atravmatik klemp total hepatik iskemi ama-
ciyla hepatik arter, portal ven ve safra duktusuna
konularak 30 dakika siireyle uygulandi.”’ Iskemi-
nin ardindan bir hafta reperfiizyon uygulanip de-
ney sonlandirildi. Deney sonlandirilmadan bir gece
once denekler ag birakildi ve sabah 40mg/kg intra-
peritoneal pentobarbital sodyum anestezisi uygu-
land1. Anestezi devam ederken abdominal aortadan
karaciger enzimlerini 6l¢mek tizere 2 ml kan 6rne-
gi alindi. Alinan doku 6rneklerinin bir béliimii 1
mm?lik parcalara ayrilarak transmisyon elektron
mikroskobik inceleme i¢in %2.5’luk gluteraldehit
i¢ine alind1 (ayrintili prosediir asagida belirtildi).
Isik mikroskobik inceleme i¢in ayrilan diger 6rnek-
ler ise %10’ luk tamponlu formalinde (pH= 7) tes-
pit edilerek alisilmis parafin bloklama yéntemine
tabi tutuldu. Elde edilen bloklardan alinan kesitler
(Olympus BH-2 Tokyo, Japan) mikroskobunda in-
celenerek yiiksek ¢oziiniirliige sahip kamera (JVC
TK-890E, Japan) ile goriintiilendi.

TUNEL METODU

Bu teknik i¢in Dead End Colorimetric TUNEL
system kiti (G7130, Promega, USA) kullanildi. 60
°C’de deparafinize edilen kesitler alkol serileri ile
rehidrate edilip suya getirildikten sonra, 10 dakika
20 pg/ml proteinase K ile inkiibe edildi ve ardindan
ti¢ defa beser dakika tampon soliisyonu ile yikanda.
Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciy-
la 5 dakika %3’lik H,O, uygulandiktan sonra,
%41tk paraformaldehit ile post fiksasyon yapild:.
Bes dakika equilibration tampon soliisyonu uygu-
lanan kesitler, TdT-enzimi ile 37°C’de bir saat in-
kiibe edildi. Ardindan tampon soliisyonu ile oda
sicakliginda 10 dakika yikanan kesitler, anti-strep-
tavidin-peroksidaz ile 30 dakika inkiibe edildi.
Tampon soliisyonu ile tekrar yikanan kesitler TU-
NEL reaksiyonunun gériintirliigiinti saptamak ama-
ciyla diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile
su ile yikandiktan sonra Mayer’s hematoksilen ile
artalan boyamasi saglanan kesitler dehidrate edilip
seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi. Or-
nekler mikroskopta incelenip (Olympus BH-2 Tok-
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yo, Japan) yiiksek ¢oziiniirliige sahip kamera (JVC
TK-890E, Japan) ile goriintiilendi. Apoptotik hiic-
relerin kantitatif degerlendirmesi, gruplar agisin-
dan kor bir aragtirmaci tarafindan yapildi. Her
kesitte, x20 biiyiitmede, rastgele on alan, yaklagik
200 hiicre sayilarak degerlendirildi.”®

IMMUN ISARETLEME YONTEMI

iki immun isaretleme yontemi icin de primer an-
tikor yontemine kadar ortak prosediir uygulandi.
Kesitler 24 saat 60°C etiivde bekletildikten sonra
30’ar dakika, iki saat degisim ksilen ile seffaflagtir-
ma iglemi gerceklestirildi. Ardindan %95’ten
%060’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratas-
yon saglanarak distile suda bes dakika bekletildi.
Dakopen (IM3580, Immunotech, France) ile sinir-
landirilan kesitler %0.5’lik tripsin soliisyonu igin-
de oda sicakliginda 15 dakika tutuldu; ardindan
doku endojen peroksidazini inhibe etmek amac1y-
la bes dakika %3’liik H,O, uygulandi. Ug defa be-
ser dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate
buffer solution) ile yikanan kesitler bir saat blok-
lama soliisyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont,
CA) ile muamele edildi. Bloklama soliisyonu do-
kudan uzaklagtirildiktan sonra primer antikorlar
olan Bax (sc-7480,Santa Cruz, California, USA) ve
Bcl-2 (MS-123, Neomarkers, Lab Vision) ile bir ge-
ce +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliis-
yonu ile ii¢ defa yikanan kesitler, anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil an-
tikoru (85-9043 Zymed Histostain kit San Francis-
co, USA) ile 30’ar dakika boyand1. Yine ii¢ defa
beser dakika tampon soliisyonu ile yikanan kesit-
ler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyo-
nun  gorinirligini  saptamak  amaciyla
diaminobenzidin x= (DAB) (Zymed 00-2020, San
Francisco, CA, USA) kullanilarak goriiniir hale ge-
tirildi. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm,
Walldorf, Germany ) ile artalan boyamas: saglan-
diktan sonra distile su ile on dakika yikanan kesit-
ler, kapatma entellan ile kapatildi. Degerlendirme
gruplar acisindan kor bir arastirmac: tarafindan
yapildi. Her doku kesiti i¢in rastgele bes alan segi-
lerek, skorlama “yok (-), zayif (+), orta (++) ve kuv-
vetli boyanma (+++)” olmak tizere semi-kantitatif
yontem ile yapildi.
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ELEKTRON MiKROSKOPiK INCELEME YONTEMI

Dokular %2.5’lik gluteraldehit [0.1 M Sorenson’s
phosphate buffer (pH 7.2) ile dilue] i¢ine alind:. So-
renson fosfat tamponu ile 34 kez degistirilerek 15—
20 dakika yikandi. Bir birim Sorenson fosfat
tamponu, bir birim osmium tetraoksit soliisyonu ka-
ristminda bir saat bekletildi. PBS ile 15-20 dakika
yikandi. Bu asamada bir gece bekletildi. Ardindan
%70 alkol ile 10 dakika, %100 alkol ile 10 dakika,
%100 alkol ile 10 dakika, propilen oksit ile 15 daki-
ka, propilen oksit ile 15 dakika dehidratasyon isle-
mi yapildi. Dokular 1:1 oraninda propilen oksit +
araldit karisitmina alindi. Oda sicakliginda bir saat
bekletildi. Arada hafif hareketlerle karigtirildi. Da-
ha sonra dokular saf araldit i¢ine alindi. Oda 1s1s1n-
da 6-12 saat bekletildi. Yeni araldit i¢ine alinan
dokular iki saat bekletildi. Dokular araldit ile kap-
stillere gomiildii. Polimerizasyon i¢in 60°C’lik etiiv-
de 24 saat bekletildi. Orneklerden ultratom (Leica
Ultracut R,Germany) ile 1 p kalinliginda yar1 ince
kesitler alinds, kesitler toluidin blue ile boyandi. Ba-
kir gridlere alinan ince kesitler kursun sitrat ve ura-
nil asetat ile boyandiktan sonra, Carl Zeiss 900
transmisyon elektron mikroskobunda incelendi.

ALT VE AST DUZEYi

Tim kan 6rnekleri santrifiij edildikten sonra plaz-
madan ayristirildi. Elde edilen serum 6rneklerinde
ALT ve AST diizeyleri, Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda
otoanalizor ile ol¢iildii.

istatistiksel Degerlendirme

Veriler, istatistiksel yonden SPSS 11.0 (SPSS, Chi-
cago, IL, USA) analiz programi kullanilarak Mann
Whitney U ve Kruskall Wallis Varyans analizi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik P<
0.05 olarak kabul edildi. Tim veriler ortalama +
standart hata (SH) olarak belirtildi.

I BULGULAR
ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol grubunda karaciger genel yap1 ve 6zellik-
leri normal goriiniimdeydi.

IR grubunda inflamasyon, NL infiltrasyonu,
konjesyon, sinuzoidlerde genisleme, periferal he-
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patositlerde sisme, sentral ven ¢evresindeki hepa-
tositlerde ise nekrotik ve apoptotik goriiniim sap-
tandi.

P grubunda hepatosit kordonlar: diizenli idi
ancak yer yer sinuzoid dilatasyonlar: gézlendi.

S grubunda yogun sekilde sinuzoid dilatas-
yonlari, yer yer NL infiltrasyonlar1 ve izole hepa-
tosit nekrozu goézlendi.

P+S grubunda genel gériintim kontrol grubu-
na benzemekle beraber, nadir olarak bazi alanlarda
sinuzoid dilatasyonu ve NL infiltrasyonu gozlendi
(Resim 1).

ULTRASTRUKTUREL BULGULAR

Kontrol grubunda, mitokondriler normal goriiniim-
de ve homojen dagilimda, glikojen graniilleri nor-
mal miktarda, Disse aralig1, sinuzoid duvar ve safra
kanalikiilii normal gériiniimde izlendi (Resim 2).

iR grubunda ise, portal alanda kollagen lif ar-
tis1 belirgindi. Periferal hepatositlerde 11k mikros-
kobik olarak gozlenen sismenin bu hiicrelerde yer
alan genis vakuollerden kaynaklandig: belirlendi.
Bu hiicrelerde mitokondriyal yapida bozulma, sis-

me, graniillii endoplazmik retikulum (GER) sister-
nalarinda dilatasyon, hiicreler arasinda elektron
densite farklilig1 vardi ve bazi hiicrelerde hiicre za-
1 biittinliginin bozuldugu gozlendi. Isik mikros-
kopik olarak mnekrotik ve apoptotik oldugu
diistiniilen hiicreler de ince yap: diizeyinde ayirt
edildi. Ayrica hepatositlerin Disse araligina bakan
ylizlerinde mikrovillus yapisi yok denecek kadar
azd1 ve Disse arali1 genislemisti (Resim 2).

P grubunda, hepatositlerin ¢ekirdekleri normal,
cekirdek arki belirgindi. GER sisternalar geliskindi.
Mitokondriler ve Disse araligina dogru uzanan mik-
rovilluslar normal seyir gostermekteydi. Disse arali-
ginda var olan tip III kollagen yapis1 belirgin olarak
dikkati ¢ekti. Safra kanalikiillerinde yer yer normal
yapi, yer yer dilatasyonlar izlendi (Resim 2).

S grubunda, GER sisternalar: ¢ekirdek perife-
rine yerlesik, dilate olarak gozlendi. Mitokondrile-
rin genellikle ¢ekirdek periferinde ve hiicre zarn
altinda yogunlastig1, sitoplazmanin diger alanlarin-
da glikojen graniillerinin oldugu belirlendi. Safra
kanalikiillerinin bazilan dilate, mikrovilluslar sa-
yica azalmis olarak gozlendi (Resim 2).

RESIM 1: Isik mikroskobik degerlendirme (Hematoksilen-Eosin) Kontrol grubunda normal karaciger goriinimii.S ve iR grubunda belirgin sinuzuid dilatasyonu
(* ) gbzlenmektedir. Ayrica IR grubunda NL infiltrasyonu (=} bulunmaktadir. Ayrica iR grubunda yer yer kanamali (K) ve nekrotik alanlar (N) gézlenmistir
(Bar 50um).
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RESIM 2: Transmission elektron mikroskobu (TEM) mikrofotograflar (m-; Zar biittnligii bozulmasl,), (= ;Mitokondriyal kristalizis, (===; Kollagen fibril-
leri), (4; GER sisternalarinda dilatasyon), Bar = 5000 nm. (GER: Granillii endoplazmik retikulum)

P+S grubunda, GER sisternalarinin gekirdek pe-
riferinde lokalize, sayica ¢ok ve diizenli oldugu goz-
lendi. Mitokondri-GER iligkisinin belirgin olmasi
hepatositlerin aktivasyon durumunda oldugunu dii-
stindiirdii. Hepatositlerde normal yapida ve miktar-
da glikojen saptand:. Sinuzoid duvari, Disse aralig: ve
safra kanalikiilleri normal gériiniimdeydi (Resim 2).

IMMUNOHISTOKIMYASAL iSARETLEME BULGULARI

Bax ile yapilan immiin isaretlemede kontrol gru-
bunda boyanma gozlenmezken, IR grubunda kuv-
vetli, P grubunda zayif, S grubunda zayif/orta, P+S
grubunda ise kontrol grubuna yakin boyanma goz-
lendi. Bcl-2 isaretlemede ise kontrol grubunda kuv-
vetli pozitif boyanma gozlenirken, IR grubunda
isaretlenen hiicre gozlenmedi. P grubunda orta, S
grubunda zayif tutulum oldugu dikkati gekti. P+S
grubu ise kontrol grubu ile benzer reaksiyon gos-
terdi (Tablo 1) (Resim 3).
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TABLO 1: Gruplara gére Bax ve Bcl-2 Dagilimi.

Kontrol IR P S P+S
Bax - +++ + Ht+ +-
Bcl-2 +H+ - ++ + +H+

+++: Kuvvetli Boyanma; ++ :Orta Boyanma; +: Zayif Boyanma; -: Boyanma Yok.
(IR: Iskemi/reperfiizyon, P. Profilaksi; S: Sagaltim).

TUNEL

TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamalar: karsilas-
tirlldiginda kontrol grubu (7.2 + 1.3) ile diger grup-
lar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd (p<
0.05). IR grubu (43.42 + 2.99) tedavi gruplar ile
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlaml
fark bulundu (p< 0.05). Tedavi gruplar: kendi ara-
larinda kargilagtirildiginda P+S grubu (18.25 =
1.99), P (25.25 +3.61) ve S (36 + 2.16) gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterirken (p<
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RESIM 3: Gruplara gore immunohistokimyasal isaretleme; TUNEL, Bax, Bcl-2 (Bar 100um)

0.05), P ve S grubu karsilastirildiginda, P grubunda
TUNEL pozitif hiicre sayis: ortalamas: S grubuna
gore azalmist1 ve bu fark istatistiksel olarak anlam-
liyd (p< 0.05) (Sekil 1) (Resim 3).

BiYOKIMYASAL SONUCLAR

AST Diizeyi

Kontrol grubu (60.33 + 2.6) ile IR grubu (260.14 +
6.04) karsilagtirildiginda AST diizeyi IR grubunda
istatistiksel yonden anlaml olarak yiiksek bulun-
du (p=0.017). Tedavi gruplarinin hepsinde AST dii-
zeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisitk
bulundu (p< 0.05). Tedavi gruplar kendi aralarin-
da karsilagtirildiginda P grubu (120.62 + 5.43) ve
P+S grubunun (125 + 3.16), S grubuna (182 + 9.03)
gore AST diizeyleri diisiiktii ve bu istatistiksel ola-
rak anlamliyd: (p= 0.001). Ancak P ile P+S grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunma-
d1 (p> 0.05) (Sekil 2).

ALT Diizeyi

Kontrol grubu (34.8 + 4.65) ile IR grubu (88.57 +
3.59) karsilastirildiginda ALT diizeyi IR grubunda
istatistiksel yonden anlaml olarak yiiksekti (p=
0.016). Karnozinin tedavi gruplarinin hepsinde
ALT diizeyini istatistiksel olarak anlaml diizeyde
diistirdiigti bulundu. Tedavi gruplar kendi arala-
rinda karsilastinildiginda P grubu (47 + 7.65) ve P+S
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SEKIL 1: Rat karacigerinde kantitatif TUNEL poxzitif hiicre sayisi
ortalamalari +SH.

*: Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli ( p< 0b05)

¥ IR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli ( p< 0b05)

®: P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

W: S grubuna gére istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

Q: P+S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

grubunun (42.75 + 1.98), S grubuna (58.85 + 3.38)
gore ALT diizeyleri istatistiksel olarak anlaml ola-
rak diistiktii. (p= 0.001) Ancak P ile P+S grubu ara-
sinda istatistiksel yonden anlaml fark bulunmad:

(p>0.05) (Sekil 3).
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SEKIL 2: Gruplara gore serum AST ortalamalar + standart hata
*: Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

¥ IR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

@: P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

W: S grubuna gére istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

Q: P+S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

(IR: iskemi/reperfiizyon; P: Profilaksi; S: Sagaltim)

I TARTISMA

Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasarina et-
ki eden cesitli diizeydeki bircok mekanizmanin dev-
reye girmesinden meydana gelir. Bu siiregte,
Kupffer hiicre aktivasyonu, reaktif oksijen tiirleri-
nin olusumu, sitokin ve kemokin salinimi, vazo-
konstriiksiyon, nitrik oksit ve endotelin dengesin-
deki bozulma, nétrofil 16kositlerin toplanmasi, mi-
tokondriyal gecirgenligin degisiklige ugramast, kal-
siyumun hiicre i¢ine dengelenmemis gecisi ve pH
paradoksu gibi ¢esitli hiicresel ve molekiiler etkile-
simler s6z konusudur. Bu kompleks mekanizmalar
hiicre 6liimiine, organ fonksiyon bozukluguna ve en
sonunda da organ kaybina neden olmaktadir.>>

Karaciger IR hasarinda 11k mikroskobik ince-
leme yapildiginda, bolgesel hemoraji ve nekroz, NL
infiltrasyonu, konjesyon, sinuzoidlerde genisleme,
bolgesel hepatoseliiler vakuolizasyon, hepatosit sis-
mesi; ultrastriiktiirel inceleme yapildiginda ise mi-
tokondriyal yapida bozulma, sisme, boyanma
farkliliklari, NL birikimi gozlenir. Serumda yapilan
incelemede ALT ve AST diizeyleri artmis bulunur.
630 Tuncer ve ark. IR uygulanmis karaciger doku-
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SEKIL 3: Gruplara gore serum ALT ortalamalari + standart hata
*: Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli ( p< 0.05)

¥ IR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

@: P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

W: S grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05)

Q: P+S grubuna gére istatistiksel olarak anlamlr (p< 0.05)

(iR: iskemi/reperfiizyon; P: Profilaksi; S: Sagaltim).

sunda polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu, hepa-
tosit nekrozu, sinuzoidal genisleme, ALT ve AST
diizeylerinde yiikselme saptamiglardir.®’ Crockett
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, karaciger IR uygulan-
mis grupta sinuzoidal konjesyon, sitoplazmik va-
kuolizasyon, hepatoselliiler nekroz ve nétrofil
infiltrasyonu gozlemis, ALT diizeylerini yiiksek
bulmuslardir.? Peralta ve ark., IR uygulanmus kara-
ciger dokusunda yaygin hepatosit nekrozu, hemo-
raji, notrofil infiltrasyonu ALT ve AST diizeyi
yitkselmesi bulmusglardir.® Bizim ¢aligmamizda da
benzer sekilde IR grubunda inflamasyon, sinuzoid
genislemesi ve konjesyon, yaygin hepatosit nekroz
alanlar izlendi. NL infiltrasyonu, konjesyon, sinu-
zoidlerde genisleme, periferal hepatositlerde sisme,
santral ven ¢evresindeki hepatositlerde ise nekrotik
ve apoptotik gortiniimlii hiicreler gozlendi. Ultras-
tritktiirel inceleme yapildiginda ise portal alanda
kollagen lif artis1 belirgindi. Periferal hepatositler-
de 151k mikroskobik olarak gozlenen sigmenin bu
hiicrelerde yer alan genis vakuollerden kaynaklan-
d1g1 belirlendi. Bu hiicrelerde mitokondriyal yapi-
da bozulma, sisme, GER sisternalarinda dilatasyon,
hiicreler arasinda elektron densite farklilig1 ve ba-
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z1 hiicrelerde hiicre zar1 biitiinliigiinde bozulma
gozlendi ve 151k mikroskobik olarak nekrotik ve
apoptotik oldugu diistiniilen hiicreler de ince yap1
diizeyinde ayirt edildi. Ayrica hepatositlerin Disse
araligina bakan yiizlerinde mikrovillus yapist yok
denecek kadar azd1 ve Disse aralig1 geniglemisgti. Se-
rum AST ve ALT diizeyleri artmis olarak gézlendi.

KAR, aktif oksijen radikallerini temizleyen bi-
yolojik fonksiyonuna bagl olarak antioksidan 6zel-
lige sahiptir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin
ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekiilii-
nin temizleyicisidir.3** Antioksidan 6zelliginden
yola cikilarak bir¢ok deneysel modelde etkisi de-
nenmistir. Fujii ve ark., yaptiklar1 bébrek IR mode-
linde KAR verilmesinin, sempatik sinir aktivitesini
ve bobrekte olusan IRH'yi azalttigin1 bulmuslardir.'
Stvolinsky ve ark., beyin iskemisi olusturulan de-
neklerde KAR'1n noroprotektdr etkisi oldugunu,
bagka bir ¢aligmalarinda da global beyin iskemisi uy-
gulanan deneklere KAR verilmesinin yasam stiresi-
ni arttirdigim gostermiglerdir.'®? Boldyrev ve ark.,
KAR’1n noronal hiicreleri reaktif oksijen tiirevlerine
kars1 korudugunu bildirmiglerdir.*® Kang ve ark.,
KAR’1n kiiltiir ortaminda karaciger epitelyal hiicre-
lerinde 12-O- tetradecanoylp- horbol-13-acetate ve
hidrojen peroksitin neden oldugu DNA fragmantas-
yonunu engelledigini bulmustur.’” Buna neden ola-
rak KAR’1n lipid peroksidasyonunu inhibe etmesini,
stiperoksit dismutaz ve/veya serbest radikal temiz-
leyici 6zelligine sahip olmasini bildirmiglerdir. ¥ Fo-
uad ve ark., parsiyel karaciger iskemi reperfiizyon
modelinde KAR’1n preiskemik verilmesinin karaci-
ger hasarim azalttigini bildirmiglerdir.* Isik mikros-
kobik

sitoplazmik vakuolizasyon, fokal nekroz, portal

olarak  hepatositlerde  dejenerasyon,
alanda fibrozis gozlenirken, KAR verilen grupta bu
bulgularin diizeldigini bildirmisglerdir. Ultrastriiktii-
rel incelemede IR grubunda kromatin kondensas-
yonu, marginasyonu ve fragmentasyonu,
mitokondri kristalarinda genisleme ve kristalizis
gozlemisler, KAR verilen grubun normal yap1 gos-
terdigini bildirmislerdir. Baykara ve ark. karaciger
iskemi reperfiizyon modelinde KAR’1n etkisini me-
latonin ile karsilagtirmig, KAR’1n karaciger hasarini
azalttigini ultrastriiktiirel, biyokimyasal ve immu-

nohistokimyasal yontemlerle gostermislerdir.”
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Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde, IR gru-
bunda inflamasyon, sinuzoid genislemesi ve konjes-
yon, hepatosit nekroz alanlar izlendi. Serum AST
ve ALT diizeyleri artmis bulundu. IR grubundaki
bulgularin, P+S grubunda en etkin bi¢imde azaldi-
g1, bunu P ve S grubunun izledigi belirlendi.

Bax, proapoptotik, Bcl-2 ise antiapoptotik pro-
teinlerdir. Bunlar, Hepatik IRH’de apopitotik hiic-
re olimiini diizenlemede kilit rolleri tistlenirler.”
Jia ve ark., total IR modeli yapmis, karaciger
IRH’sinde Bax immunreaktivitesinin arttigini, Bcl-
2 immunreaktivitesinin ise azaldigini gostermisler-
dir.3® Karavias ve ark., hepatektomi sonrasi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda Bcl-2 proteini ve
mRNA diizeylerinde azalma, Bax diizeyinde artis
oldugunu gostermislerdir.* Bizim ¢aligmamizda da
Bax immun isaretlemesinde IR grubunda kuvvetli
boyanma gozlenirken, P+S grubu, kontrol grubuna
yakin boyanma 6zelligi gosterdi. Bunu P ve S gru-
bu izledi. Bcl-2 immun isaretlemesinde, kontrol
grubu ile P+S grubu kuvvetli boyanma gosterirken,
P grubu orta, S grubu ise zayif boyanma goster-
di.

TUNEL simdiye kadar bir¢cok ¢caligmada apop-
totik indeksi gostermek amaciyla kullanilmigtir.
Peralta ve ark., Sun ve ark., Saxton ve ark., IR gru-
bunda TUNEL ile boyanan apoptotik hiicrelerin
kontrole gore arttigini gostermiglerdir.®*4*4! Calig-
mamizda da IR grubunda TUNEL pozitif hiicreler,
kontrol ve tedavi gruplarina gore anlamli olarak ar-
tis gosterdi. Tedavi gruplar igerisinde apoptotik
hiicre sayisi en az olan P+S grubuyken, bunu P ve
S gruplar izledi.

[ SONUC

Tim bulgular goz 6niine alindiginda, calismamiz-
da karnozinin karaciger iskemi/reperfiizyon hasa-
rinda uygulanmasi koruyucu etki gostermis,
karnozinin profilaksi+sagaltim olarak verilmesinin,
profilaksi ve sagaltim olarak verilmesinden daha et-
kin oldugu belirlenmistir. Ayrica, proflaktik etki-
nin sagaltim etkisinden daha iyi sonug¢ verdigi
gorilmistiir. Bu sonuglardan yola ¢iktigimizda, is-
kemi/reperfiizyon Oncesi karnozin verilmesinin
dokuyu korudugu ve sonrasinda sagaltim olarak ve-
rilerek bu etkinin devam ettirildigi, ayrica karno-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(6)



Histology and Embryology

Baykara et al

zinin hasar olustuktan sonra geri déniisiim etkisi-

nin koruyucu etkisinden daha az oldugu disiiniil-
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