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OZET

Tiim organ nakli programlarinda oldugu gibi karaciger naklinde de ister canli, isterse
kadavra kaynakli olsun elde edilen organin korunmasi, uzun siire saklanmasi ve bu esnada
hepatositlerde iskemi-reperfiizyon hasarint minimale indirmek i¢in Histidine-Tryptophan-
Ketoglutarate (HTK) ve University of Wisconsin (UW) gibi bir¢ok koruma soliisyonu

tanimlanmaistir.

Amifostin; kemoterapi ve radyoterapinin normal hiicrelerde yaptigi hasari 6nlemek
amactyla 1969 yilindan beri kullanilmaktadir. Ilacin selektif sitoprotektif etkisi birgok
klinik ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢alismada sitoprotektif bir ajan olan Amifostin’in HTK

ve UW soliisyonlarinin hiicre koruyucu etkisine katkisinin analizi amaglandi.

(Calismada; her biri 8 rattan olusan 6 grup kullanildi. Prezervasyon i¢in 1.gruptaki
ratlara Ringer Laktat (RL), 2.gruba RL+ amifostin, 3.gruba HTK, 4. gruba HTK+
amifostin, 5.gruba UW ve 6.gruba UW+ amifostin verildi. Amifostin hepatektomiden 30
dakika 6nce 200 mg/kg dozunda cilt-alt1 yolla uygulandi. Perfiizyon sonrasi hepatektomi
yapilarak doku i¢inde ayni sivi bulunan torbalara konularak +4°C de saklandi. Sifir, alt1 ve
onikinci saatlerde perflizyon sivisi ve karacigerden doku alinarak biyokimyasal olarak
alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve nitrik oksid (NO),
immunhistokimyasal yolla Indiiklenebilir Nitric Oksit Sentetaz (iNOS) ve terminal dUTP
nick end labeling (TUNEL) yontemi ile apopitozis degerlendirildi. Ek olarak hiicrede
meydana gelen histopatolojik degisiklikler 151k ve elektron mikroskobu ile degerlendirildi.

Sonugta; Amifostin verilen gruplarda UW ile perfiize edilen grupta daha fazla olmak
lizere 6.saatten baslayarak hepatosit hasarinin belirgin olarak azaldigi, elektron mikroskobu
ile yapilan incelemede hiicre g¢atisinin UW+A grubunda en iyi korundugu, Amifostin

verilmeyen gruplarda ise hiicre ¢atisinin nispeten daha ¢ok bozuldugu goriildi.

Bu bulgular 1s181nda, hepatektomiden 30 dakika 6nce Amifostin kullaniminin, HTK
ve UW prezervasyon soliisyonlarmin hepatosit koruyucu etkilerini potansiyelize ettigi
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Amifostin, Iskemi-reperfiizyon hasari, TUNEL, iNOS
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ABSTRACT

In liver transplantation, as in all organ transplantation programs, ito reduce ischemia-
reperfusion injury during organ preservation, solutions such as Histidine-Tryptophan-
Ketoglutarate (HTK) and University of Wisconsin (UW) were introduced.

Since 1969, amifostin has been used in order to protect the cells from the damaging
effect of radiotherapy and chemotherapy. Amifostin's cytoprotective effect has been
proved in many clinical trials. In our study we aimed to analyze the additive effect of
amifostin to the cytoprotective effect of HTK and UW.

In this study the 48 rats were subclassified into 6 groups. For preservation, we used
Ringer’s Lactate (RL) in the first group, RL + amifostine in the second group, HTK in the
third group, HTK and amifostine in the fourth group, UW in the fifth group and UW +
amifostine in the sixth group. Two hundred mg/kg of amifostin was applied
subcutaneously 30 minutes before hepatectomy. After perfusion, hepatectomy was applied
and the tissue preserved in the same +4°C. At the 0’th, 6’th and the 12’th hours, tissue was
obtained from liver and fluid at perfusion fluid respectively. Biochemically Alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and nitric oxide (NO),
immunohistochemically Inductible Nitric Oxide Synthase (iNOS) and via terminal dUTP
nick end labeling (TUNEL) method apoptosis were analyzed. Additionally, pathologic
changes which have been occurred in the cells were analyzed via
light.and.electron.microscope.

As a result, in the groups which amifostine was used hepatocyte damage was
dramatically reduced after the sixth hour, especially in the UW perfused group. In the light
of electron microscope analyses, the cells architecture was best preserved in UW +
amifostine group. The architecture was more impaired in groups which amifostin has not
been used.

In the light of these findings, we can say that amifostine is the potent agent when it’s

used before hepatectomy with preservation solutions.

Keywords: Amifostine, Ischemia-Reperfusion Injury, TUNEL, iNOS
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1.GIRIS

Biitiin organ nakli programlarinda oldugu gibi, karacigerde de etkili saklama en 6nemli
konudur. Ozellikle, nakledilecek organin uzak mesafeler arasi transportu esnasinda,
prezervasyonun en uygun ve olabildigince uzun siireli yapilabilmesi organ nakli ile
ugrasan hekimler i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Amag, vericiden alinan organin transplante edilinceye kadar fonksiyonlarinin ve hiicre
biitlinliigiiniin korunmasini saglamaktir (1,2). Organ prezervasyonu kadavra kaynakli
organlarda beyin 6liimii tanisinin konulmasi, canli donér kaynakli organlarda ise dondriin
ameliyat1 esnasinda baslar ve alicida vaskiiler anastomozlar tamamlanip organin fonksiyon
gormeye basladigi ana kadar devam eder (3). Organ prezervasyonunda temel amag;

1- Hipoterminin saglanmasi,
2- Hiicresel sismenin 6nlenmesi,

3- Serbest radikallere bagli gelisen organ hasarinin minimale indirilmesidir.

Iskemi ile birlikte mitokondri, niikleus, endoplazmik retikulum, lizozom ve stoplazmik
membran gibi organellerde yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin geri
doniigiiniin olup olmadiginin saptanmasi oldukea gii¢ olmakla birlikte, mitokondri ve hiicre
zarindaki zedelenmelerin genellikle geri doniisiimsiiz oldugu bildirilmektedir.

Transplante karacigerde primer nonfonksiyon (PNF) gelisimi iizerine en 6nemli faktor
prezervasyon hasaridir (3,4).

Histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK), Wisconsin Universitesi soliisyonu (UW) v.b gibi
sollisyonlar prezervasyon amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda temel hedef, transplante edilecek organlardaki iskemik hasar1 minimale
indirmektir. Bu amagcla kullanilan soliisyonlarin icerisinde iskemik siireci farkli yollardan
azaltan degisik antioksidan maddeler bulunur.

Amifostin; serbest oksijen radikallerini ve DNA hasarina yol agan reaktif niikleofilleri
toplayarak yok etme Ozelligine sahip, antioksidan ve hiicre koruyucu bir maddedir.
Amifostin ile yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, kemo-radyoterapi dncesi kullanildiginda hiicre
koruyucu oldugu, deneysel ¢aligmalarda ise hepatoprotektif etkisi oldugu saptanmistir (5—
8). Literatiir taramasi1 yapildiginda, amifostinin solid organ transplantasyonunda veya
prezervasyon soliisyonlari ile birlikte kullanildigina dair bir calismaya rastlamadik.

Bu calismada; UW ve HTK’nin prezervasyon etkisine, sitoprotektif bir ajan olan

Amifostin’in katkist analiz edildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger transplantasyonu

Karaciger transplantasyonu ile ilgili ilk ¢aligmalar Welch tarafindan kdpekler tizerinde
yapilmis ve ardindan, 1963 yilinda T.Starzl tarafindan insanda ilk karaciger nakli
gerceklestirilmistir. Fakat basarili sonucglarin alinabilmesi ancak cyclosporin gibi
immiinsupresif ajanlarm kullanima girmesiyle saglanabilmistir. Ulkemizde ilk kadavradan
ortotopik karaciger transplantasyonu 1988 yilinda, Prof.Dr. M.Haberal tarafindan
yapilmistir (1). Giiniimiizde kronik karaciger hastaligi basta olmak {izere, akut karaciger
yetmezligi, karaciger tiimorleri, metabolik karaciger hastaliklart ve baz1 parazitik
hastaliklarin tedavisinde karaciger transplantasyonu etkin bir tedavi yoOntemi olarak
kullanilmaktadir. Transplantasyon endikasyonlari belirlenirken ¢esitli  prognostik

sistemlerden yararlanilir (9,10).
2.2. Iskemiye sekonder gelisen hiicre yanit:

Iskemi, organi veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagh olarak,
geriye doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre zedelenmesine neden olmaktadir. Iskemi
sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadir. Bunlardan
biri, iskeminin hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak, hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP)
sentezinde azalmaya yol agmasidir. Bu durum ise, hiicre membraninin ATP’ye bagimli
iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha fazla kalsiyum, sodyum ve su girmesi

ile sonuclanmaktadir. Bu degisimin sonuglari:

1. Hiicrenin iyon dengesini koruyan Na-K ATP’az ve Ca-Mg ATP’az enzimlerinin
¢ok yavaslamasima neden olur. Sodyum, Ca™", H,O ve CI hiicre igine girerken, K
ve Mg hiicre disina ¢ikar. Sonugta hiicre sismeye baslar ve membrano-litik bir
enzim olan fosfolipaz A enzimi aktive olur.

2. Anaerobik glikolizin artisina bagli olarak hiicre i¢i laktat diizeyi artar ve hiicre igi
pH diizeyi diiser. Bu durumda, lizozomal membranlarin dayaniklilig1 azalir ve litik

enzimler sitoplazmaya bosalarak yikima neden olur. Bu enzimler, tasiyici protein



olan transferin ve ferritinin bakir ve demirden ayrismasina sebep olur. Demir ise,

reperfiizyon sonrasinda serbest radikallere bagli hasarda rol alir.

Fe* [ >>TFe™ +OH +OH

Iskemi doneminde, ATP’nin fazla oranda katabolize olmasi sonucu hiicrede
hipoksantin miktar1 artmaktadir. Normalde ksantin oksidorediiktaz enzimi, hipoksantinin
ksantine ve daha sonra iirik aside doniisiimiinii katalizler. Ksantin oksidorediiktaz, normal
sartlarda dehidrogenaz formundadir ve enzimatik aktivitesinde, kofaktoér olarak okside
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD+) yer alir. Hipoksik kosullarda, enzimin
dehidrogenaz formu oksidaz formuna doniismektedir. Enzimin oksidaz formu, aktivitesi
sirasinda elektron alicis1 olarak NAD+ yerine molekiiler oksijeni kullanmakta, bunun
sonucu olarak da siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit iiretimine yol agmaktadir
(11-13). Bu enzimatik degisim, “serbest oksijen radikallerine (SOR) bagh reperfiizyon
hasar1” hipotezinin temelidir. Bu sathada olusan SOR’leri hiicre membran lipidlerinde
peroksidasyonlara yol agarak, basta malondialdehit olmak iizere bircok sitotoksik iirlin
olusumuna neden olur.

Iskemi/Reperfiizyon hasarmin, hipotermik kosullarda (+4°C) normotermik kosullara
gore daha az olustugu bilinmektedir. Hipotermi, transplantasyonda organ saklanmasi i¢in
gerekli olmakla birlikte, reperfiizyon sirasinda ortaya g¢ikan ve organ ig¢in zararli olan
oksidatif stres, sodyum pompasi inaktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum birikmesi ve ortama
demir iyonu saliverilmesi gibi olaylar1 yeterince engelleyememektedir. Bu nedenlerle, yeni
koruma solusyonlar1 gelistirme arzusu giin gectikce artmaktadir.

Hiicrede gelisen hasar, patolojik olarak elektron mikroskobunda 1sik mikroskobuna
gore daha erken saptanabilir. Ornegin, miyokard hiicresinin ldiigii, elektron mikroskobu

ile 2-3 saatte belli olurken, 151k mikroskobu ile ancak 6—12 saatte goriilebilir (Grafik—1).
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Grafik—1: Geridonlisimlii ve geridoniisiimsiiz hiicre hasarinin morfolojik etkileri.
Ultrastriktiirel degisimlerin (elektron mikroskobik) 1sik mikroskobisine gore daha erken
basladig1 goriilmektedir ( Robbins Basic pathology 7°th edition’dan alinmistir).

2.3. Iskemi ve Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijenin, hiicre iginde oksidatif enzimler tarafindan indirgenmesi ile
SOR’leri olusur. SOR’leri, yoriingelerinde ¢ift olmayan elektronlar1 bulunduran kararsiz
molekiillerdir. Kimyasal olarak unstabildirler ve hizla reaksiyona girerler. Niikleik asit ve
membran lipitlerinin yikilmasina sebep olurlar. Yine serbest radikalle reaksiyona giren
hiicre i¢i molekiiller de, kararsiz bilesik haline doniip zedelenmeye sebep olurlar. En
onemli serbest oksijen radikalleri, siiperoksit (O,), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil
iyonlar(OH) ve nitrik oksit (NO)’tir. Siiperoksit radikali, normal hiicre metabolizmasinda,
mitokondrial, endoplazmik retikiilum ve niikleer membran elektron transport islemleri
sirasinda  olusan bir ara iiriindiir. Iskemik kosullarda ise, hipoksantin ve ksantin
katabolizmas1 sirasinda ksantin oksidaz enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla olusur
(11,14). Siiperoksit radikalinden, siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi
reaksiyonla H,O, olusur. Hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
katalize ettigi reaksiyon ile, H;O ve CO,’e doniistiirerek inaktive edilir. SOD, katalaz ve
glutatyon peroksidaz, serbest oksijen radikallerine karsi organizmanin en 6nemli savunma

elemanlaridir. SOR araciligiyla olusan lipid peroksidasyonu, stoplazmik membranda hasar



ve gecirgenlik artigsina yol acarak hiicre i¢cinde asir1 kalsiyum birikmesine yol acar. Olusan

hiicre membran disfonksiyonu da, hiicre sismesi ve hiicre 6liimii ile sonuglanir (15,16).

2.3.1 Nitrik Oksit (NO)

Yarilanma omrii kisa olan ve salindig1 hiicrenin ¢evresinda etki gosteren bir gazdir.
Esas olarak, enfeksiyonlar ve tiimoral olusumlara karst viicudun kullandig1 bir savunma
elemanidir. NO, genel olarak vazodilatasyon, trombosit adezyon ve agregasyonuna neden
olur ve makrofajlar tarafindan salinarak mikroorganizmalarin elimine edilmesinde rol alir.

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalizledigi enzimatik bir siire¢ sonucu L-
argininden olusur. Hizla yikilir ve spontan bir reaksiyonla nitrit ve nitrata doniisiir.
Kofaktorleri; kalmadulin, kalsiyum ve NADPH tir. NOS’1n li¢ formu var.

Tip I (ncNOS) : Néral dokuda bulunur. Aktivitesi Ca™ bagimhdir.

Tip I (iNOS ) : Hepatosit, kardiyak miyosit gibi pek ¢ok hiicrede bulunan tiptir. Aktivitesi
Ca™ bagimli degildir. Pek¢ok inflamatuvar olayda, travmada ve iskemide iNOS
indiiklenmektedir. Bu durumda NO, radikallerle etkilesime girerek peroksinitrit olusumuna
sebep olur. Bu asamadan sonra hiicreye yapisal hasarlar vermeye baslar. Bu durum
patolojik olarak iNOS antikoru ile yapilan immunhistokimya boyama ile gdsterilebilir.

Tip III (eNOS ) : Primer olarak endotelden salgilanan tiptir. Aktivitesi Ca’ bagimlidir. Bu
formu, kanda diisilk konsantrasyonlarda seyreder ve mikrosirkiilasyonun devami igin

gereklidir (17,18).

2.4. Antioksidan Maddeler

Hiicreyi serbest radikallere karsi koruyan ve onlar1 noétralize eden maddelerdir.
Prezervasyon hasari siirecinde gelisen hiicre ici serbest radikalleri, bu maddeler ile ortadan
kaldirilabilir. Bunlarin ¢ogu endojen kaynakli iken, bir kismi ekzojen kaynaklidir. En sik
tizerinde ¢alisilan antioksidanlar: triptofan, histidin, glisin, transferin, ferritin, laktoferrin,
seruloplazmin, askorbik asit, E vitamini, A vitamini, ¢inko, selenyum, manganez
asetilsistein-karbosistein, alfa glutatyon-s-transferaz, allopurinol, glutatyon peroksidaz,

katalaz, siiperoksit dismutazdir (19,20) (Grafik—2).
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Grafik—-2: SOR olusumu ve antioksidan mekanizmalarin ¢alisma sistemleri ( Robbins

Basic Pathology 7°th edition’dan alinmistir).

2.4.1 Amifostin ( WR-2721)

Amifostin (Ethyol®, Medimmune Pharma B.V .Netherland) 214 kdalton agirliginda bir
inorganik tiofosfat bilesigidir. WR—2721 bir pro ilagtir. Dokuda, hiicre membranina bagh
alkalen fosfataz enzimi ile defosforile olarak, hiicre membranindan hiicre i¢ine alinir. Bu
sirada aktif metaboliti olan, WR—1065’e (etantiol ) doniisiir. WR—1065 ise hiicre i¢inde
distilfit molekiilii olan WR-33278¢ okside olur (21,22).

WR-1065 serbest thioldiir. Hiicre icinde organellerin membran stabilizasyonunu
saglar ve sitotoksik ajanlara karsi hiicreyi korur. Esas olarak, iyonize radyasyon,
antrasiklinler ve bleomisin gibi ajanlarin olusturdugu serbest oksijen radikallerini temizler.

Yani antioksidan ve sitoprotektif 6zelliklere sahiptir (21).



Amifostin subkiitan verildikten 1 dakika sonra plazmada maksimum diizeye ulasir.
Uygulamadan 6 dakika sonra plazmada < %5’1 bulunur. Ayni anda yapilan idrar
incelemelerinde ¢ok az bir kismi idrarla atilir. Bu da, ilacin % 90’dan fazlasinin hiicre igine
gectigini gostermektedir (21-23).

Aktif serbest thiol olan WR-1065’1n, hiicre icerisindeki sitoprotektif etki mekanizmasi,
once iskemi reperflizyon hasar1 sonrasi olusan serbest oksijen radikallerini ve DNA
hasarmna yol agan reaktif niikleofilleri toplayip, sonra hasarli hedef molekiillere H" iyonu
vermek suretiyle onlar1 yok etmek seklindedir.

Saglikl1 hiicre membraninda ve normal kapiller endotelinde, alkalen fosfataz aktivitesi
oldukca yiiksek iken, kanser hiicrelerinde ve yeni olusmus damar endotelinde alkalen
fosfataz aktivitesi diisiiktiir. Bu nedenle, amifostin selektif olarak normal hiicreleri
korurken, kanser hiicrelerine etki etmez. Yapilan bir¢ok preklinik ¢alismalarda, amifostinin
secici olarak normal dokuyu korudugu gosterilmistir. Bu nedenle ilag, klinikte radyoterapi
ve kemoterapinin zararli etkilerine karsi, normal hiicreleri korumak amaciyla
kullanilmaktadir (5,23-25).

Diger bir¢ok antioksidan ajanda oldugu gibi, bu ajaninda thiol olmasi antioksidan
etkinliginin temelini olusturur. Hiicre i¢i serbest thioller oksidatif stresi azaltirlar, bu
sekilde apoptozis olusumunu ve DNA hasarini minimize ederler. Bu 6zelligi, TUNEL
(Transferase- mediated UTP- biotin Nick End Labeling ) testi ile gosterilebilir (26-28).

Amifostin ile yapilan klinik c¢alismalarda, ilag radyoterapiden 30 dakika once
intravendz olarak verilmektedir. Hayvan deneylerinde, ratlar i¢in 6nerilen doz, 200 mg/kg
subkiitandir. Intravendz ve subkiitan verildiginde ortaya ¢ikan etkinlik aynidir (29).

Subkiitan uygulamada, sitoprotektif etkisi 8 saatten daha fazla siirerken, ayni1 doz i.v.
verildiginde ise en fazla 4 saat siirer. Kolay uygulanabilir olmasi, hipotansiyon gibi yan
etkisinin olmamasit ve koruyucu etki siiresinin uzun olmasit nedenleri ile subkiitan
uygulama daha ¢ok tercih edilir.

Amifostinin en belirgin yan etkisi hipotansiyondur. Bu nedenle, subkiitan uygulama
daha iyi tolere edilmektedir. Bulanti, kusma, sicaklik hissi, bas donmesi ve somnolens
diger yan etkileridir. Hickirik, hipokalsemi ve allerjik reaksiyon, ¢ok nadir de olsa rapor

edilmistir (22,29).



2.5. Organ Prezervasyonu
2.5.1. Prezervasyon Prensipleri

Organ prezervasyonu; kalp, karaciger, bobrek, kornea, pankreas ve ince barsak
transplantasyonunun tamaminda en 6nemli basamagi olusturmaktadir. Prezervasyon ile
ilgili gelismelerin temeli, 1950—1960 yillari arasinda atilmistir. Dolasim olmadan 0—4 © C
arasindaki sicakliklarda, hiicrelerin islevlerini normal vucut 1sisina gore 10 kat daha fazla
koruyabildigi goriisii, bu olayin ana temasini olusturmustur. Bu konuda ilk ¢aligmalar 1968
yilinda Bezler (1) ve1969 yilinda Collins (1,2) tarafindan baslatilmistir.

Organ kanlanmasinin kesilmesi yoluyla gelisen iskemik siirecte efer metabolizma
yavaglatilabilirse, gelisecek olan hiicre hasari da dogru orantili olarak yavaslayacaktir.
Hiicre metabolizmasinin yavaglatilmasinda temel faktor hipotermidir. Organ 1sisindaki her
10°C’lik disiis ile metabolizmanin 1,5-2,5 kat diistiigii ve dolayisiyla 37°C’ den 0°C’ye
kadar yaklasik on kat kadar yavasladig1 gosterilmistir (30). Bu yararl etkilerinin yaninda,
ATP pompa aktivitesinin bozulmasina da neden olmaktadir. Bunun sonucunda, Na'? hiicre
icine gecerken, K hiicre disina ¢ikar ve hiicre iginde onkotik basing artar, hiicre igine su

cekilir, hiicre siser ve hiicre 6liimii meydana gelir (23, 30).

2.5.2. Prezervasyon Hasar1 Mekanizmasi
2.5.2.1. Preprezervasyon Hasari

Preprezervasyon hasari, organda daha dnce mevcut olan hasar, yani prezervasyon
soliisyon infiizyonu yapilmadan Once gelismis olan hasarlardir. Bu hasarin ii¢ adet

potansiyel kaynagi vardir.

2.5.2.1.1.Karacigerin Yapisi

En ¢ok goriilen nedenleri, obesiteye bagh steatoz, alkol veya ila¢ kullanimina baglh
hepatitin yol ag¢tig1 hasarlardir. Steatoz, hepatositlerde ve siniizoidal hiicrelerde soguk
prezervasyon hasarini artirir. ilag veya ¢ok miktarda alkol kullanimi 6liim nedeni olabilir.
Bu nedenlerle potansiyel toksik karaciger hasar1 géz 6niinde bulundurulmalidir. Potansiyel
donorleri degerlendirirken, hikaye, fizik muayene, ilag toksisite testleri, karaciger
fonksiyon testleri (KCFT) ve karaciger biyopsisi, daha dnceden var olabilecek, olas1 bir

karaciger hasarini elimine etmek i¢in kullanilir (31,32).



2.5.2.1.2. Beyin Oliimiiniin Etkileri

Beyin 6liimiine neden olan travma, genellikle hipotansiyon ve hipoksiye neden olur.
Ozellikle, uzun siire yogun bakim {initelerinde yatmis olan potansiyel donérler, hepatik
glukojenasyon ve diger negatif nutrisyonel etkilere maruz kalmis olabilirler. Glikojen

depolar1 titkkenen karaciger dokusunun ise sicak iskemiye olan toleransi azalir (33).

2.5.2.1.3. Organ Cikarilmasi Sirasinda Gelisen Hasar

Ameliyat stiresince gelisen hasarin en 6nemli nedeni hipotansiyondur. Organlar1 kabul
edilen dondrlerin tigte birinde, organ cikarilmasi sirasinda alinan karaciger biyopsilerinde
sinlizoidal endotelyal hiicrelere yapismis trombositlerin neden oldugu preprezervasyon
hasar1 goriilir. Bu tip hasarin derecesiyle, implantasyon sonrasi gelisen organ

disfonksiyonu arasinda iligki oldugu gosterilmistir (33,34).

2.5.2.2. Soguk Prezervasyon Hasar1

Soguk prezervasyon, organ korunmasi i¢in standart metoddur. Karacigerde metabolik
aktiviteyi azaltabilmek i¢in soliisyonun 1s1s1 0—4°C arasinda tutulur, bdylece organin enerji
ithtiyact azalmis olur. Sicakliktaki her 10°C’lik azalma ile metabolik aktivite 1,5- 2,5 kat
azalir. Sicakligin enzimatik aktiviteye etkisi ise degiskendir. Ornegin, Na-K ATP-az ve Ca-
ATP-az enzimleri 20 °C’nin altinda tamamen inhibe olurlarken, bazi proteazlar 1°C’de

bile fonksiyonlarini siirdiirebilirler (35).

2.5.2.2.1. Sogugun Etkileri

Metabolik ihtiyaci azaltmak i¢in organ sogutulur. Metabolizma yavaslar, ancak
durdurulamaz ve ATP yikilmaya devam eder. Anaerobik glikolizde ATP {iretimi olsa da,
ATP kullanimu, iiretimini agar ve sonugta ATP tiikenir. Normalde ATP, ADP ve AMP’den
olusur ama bunu yapabilecek yeterli enerji olmadig1 icin, ADP ve AMP hiicreyi terk
ederek adenozine yikilir. Bu yikilma evrelerinde ksantin ve hipoksantin iiretilir. Ksantin
oksidaz enzimi, hipoksik soguk prezervasyonda aktive olur. Ksantin ve hipoksantin,
ksantin oksidaz varliginda oksijenle birlesir ve SOR’nin olugmasina neden olurlar, bu
radikaller ise hiicre membranina toksiktir (36).

20°C’nin altindaki sicaklik, NA-K ATP-az pompasinin fonksiyon kaybina neden olur.
Bu enzimin aktivitesinin bozulmasi ile hiicre i¢inde diisiik, ekstraselliiler sivida ise yliksek

+ ++ . . . . . .
K" konsantrasyonu olusur. Na = i¢in ise tersi bir durum s6z konusudur. Pompa
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elektrokimyasal bir gradient olusturur ve hiicre ici, hiicre disina gore negatif hale gecer.
Pompanin kaybiyla, hiicre membran1 boyunca Na-K dengesi bozulur ve gradient kaybolur.
Prezervasyon sollisyonlarmin igerigi, bu istenmeyen etkileri engellemek {izere

diizenlenmeye calisilmistir (1, 36,37).

2.5.2.2.2. Siniizoidal Endotelyal Hiicre Hasar1

Birbirinden bagimsiz yapilan laboratuar ¢alismalarinda, karacigerin hepatosit disinda
kalan hiicrelerinin, prezervasyon ve perfiizyon hasarina duyarl oldugu gosterilmistir (37).
Yapilan bir calismada, spesifik olarak siniizoidal endotelyal hiicreler incelenmis ve
prezervasyon sonrasi karaciger hasarmin, temelde siniizoidal endotelyal hiicre hasarina
bagli olduguna dair ikna edici kanitlar elde edilmistir (37). Yapilan calismalarda,
siniizoidal endotelyal hiicrelerde gelisen hasarin énemli nedenlerinden birinin proteazlar
oldugu da gosterilmistir. Bu etkiyi gosteren proteazlar arasinda, kalsiyum bagimli
intraselliiler bir enzim olan calpain ve matriks metalloproteinazlar1 (MMP-2 ve MMP-9)
sayilabilir (38,39). Soguk, Ca-ATP az’1 da inhibe ederek intraselliiler kalsiyum seviyesini
ve buna baglh kalpain aktivitesini artirir. Bu da sonugta, aktin stres fiberlerinin
parcalanmasina neden olur. Aktin stres fiberlerinin pargcalanmasi ise, sinlizoidal endotelyal
hiicrelerden MMP salgilanmasi ile sonlanir. MMP sekresyonu ve aktin parcalanmasi, hiicre
ylizeyini aktive ederler ve bunun kaniti da, artmis Von Willebrand faktér (vWF)
ekspresyonu ve SEC hiicre ylizeylerine trombosit adezyonunun artmasidir (37,40).
Sogugun neden oldugu siniizoidal endotelyal hiicre hasari, zaman iginde dolagimdaki
normal trombosit ve 16kositler icin reseptor eksprese eden ve koagiilasyonu baglatabilen
hiicrelerin olusmasina neden olur. MMP sekresyonunun, siniizoidal endotelyal hiicre
aktivasyon mekanizmasinda ve soguk prezervasyon hasarinda ana rol istlendigi
goriilmiistiir (41-43). Bu nedenlerle, prezervasyon ig¢in kullanilan UW ve HTK

sollisyonlarinda laktobiyonat ve histidin gibi gii¢lii birer MMP inhibit6rii kullanilmistir.

2.5.2.3. Sicak iskemi Hasar1

Donor karacigerinin ameliyat sahasina getirilmesi ile baglar ve anastomozlar
tamamlanana kadar devam eder. Bu donemde karaciger tedrici olarak 1sinir ve yeterince
perfiize olamaz, yaklasik 40 dakika sonra karacigerin merkez sicakligi 2°C’den 20°C’ye
kadar ¢ikar. Beraberinde enzim aktivitesi ve metabolik hiz artar, geriye kalan glikojen

depolar1 da hizli bir sekilde tiiketilir. Bu sicakliklar SEC’ten daha ¢ok hepatositlere
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zararhdir. Sicak iskeminin ¢ok uzun siirmesi, tek basina organ yetmezligine neden olabilir

(44).

2.5.2.4. Reperfiizyon Hasar

Herhangi bir tip iskemi sonrasi reperfiizyon, karaciger hasarina neden olur. Hasar,
normalde inaktif halde olan I6kosit ve trombositlerin aktive olarak endotelyuma
yapismasina ve enflamatuar mediatdrlerin yayilimina baglidir. Metabolik olaylarin yavas
ilerledigi soguk depolama periyodunun tersine, reperfiizyon periyodundaki olaylar
saniyeler ve dakikalar i¢inde gelisir. Soguk prezervasyonun uzadigi durumlarda, yaygin
trombosit ve beyaz kiire adezyonu ve intravaskiiler tromboz meydana gelir (45).

Aliciya bagh faktorlerde, reperfiizyon periyodunun sonucunu etkiler. Ornegin alict
hipotansif ise, greft reperfiizyonu sirasinda diger organlarin yam sira greftte de sikinti
yasanma riski artar. Sistemik inflamatuar yanit sendromuna bagli olarak alici kaninda
aktive trombosit, 16kosit ve artmis enflamatuar mediatorlerin varligi da hasar1 artiran
faktorlerdir. Deneysel ¢alismalarda, portal venin uzun siire klemplenmesine bagli olarak
barsaklardan endotoksin salinimi oldugu, bunun sonucunda kupffer hiicrelerinin aktive
olarak timdr nekroz faktor- o (TNF-o ) salgiladigir ve sistemik sok benzeri bir tablo

olustugu gosterilmistir (43).

2.5.2.4.1. Trombositler

Endotelyal duvarin aktivasyonu, trombosit adezyon ve aktivasyonuna neden olur.
Mekanizma biiyiik ihtimalle siniizoidal hiicrelerde artmis vWF ekspresyonuna baglidir.
Aktive olmayan trombositler vWF’e yapisarak endotel hiicrelere fikse olur ve aktive hale
gecerler (46). Trombositler, TGF, kalpainler ve diger toksik metabolitlerin kaynagidir.
Trombositlerce nitrik oksit iiretimi, SOR ve reoksijene olmus iskemik karacigerde
peroksinitrit olusmasina neden olur. Bu da endotel hiicrelerinin apoptozisini baglatir (47—

49),

2.5.2.4.2. Lokositler

Reperflizyon sonrasi 16kositler hizli bir sekilde siniizoidlere yapisir ve hasara neden
olur. Adezyon, artmis ICAM-1’e bagl olarak gelisir. Lokositler hiicre membraninda,
NADPH bagimli oksidaz sistemi ile reaktif oksijen radikali salgilar. Reperfiizyon
basladiginda ise, aktive olan kupffer hiicrelerinden TNF-& ve IL—1 salinir, buna bagl

olarak lokositlerde CD11-b ekspresyonunu artirir ve siniizoidlerde 16kositlerin toplanmasi
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saglanir. Yapilan ¢alismalarda, lokositlerin ve trombositlerin sinerjistik olarak SEC

apoptozisini indiikledigi ve SEC hasarini artirdigi gosterilmistir (50-52).

2.5.2.4.3. Endotelyal Hiicre Apoptozisi

Siniizoidal endotelyal hiicre 6liimiiniin mekanizmasinin nekroz mu, yoksa apoptozis
mi oldugu hala tartigmalidir. Gegmiste reperfiizyon sonrasi endotel hiicre oliimiiniin
koagiilasyon nekrozuna bagli gelistigi kabul edilirken, giiniimiizde apoptozis aracilikll
hiicre 6liimii daha yaygin olarak kabul edilmektedir. Hepatik prezervasyon ve perfiizyon
hasarinda apoptozisin 6nemi, prezervasyon soliisyonuna antiapoptotik ajanlarin eklenmesi

ile saglanan protektif etkiler ile anlagilmistir (49,53).

2.5.2.4.4. Efektor Molekiiller

Reperfiizyon hasarinda SOR olusumunun ana kaynagi kupffer hiicreleridir. Deneysel
caligmalar, SOR’un sogukta prezerve edilmis fare karacigerinin reperfiizyonundan sonra
endotelyal hiicrelerden TNF-&4 ve IL-10 sekresyonunu artirdigini gdstermistir. Bu

sitokinler hasarin 6nemli mediatorleridir (54).

2.5.2.4.5. Sitokinler

Sitokinler, karaciger hiicreleri tarafindan, en ¢ok kupffer ve SEC’lerden {iretilir. En
onemlileri TNF-a , IL-1 ve IL-6’dir. Colletti ve arkadaglarimin yaptig1 bir calismada,
uzamig iskemik dénemlerin sitokinlerin asir1 salinimina neden oldugu gosterilmis ve TNF-
a 'nin hepatosit ve SEC apoptozisini baslattigr goriilmiistiir. Kupffer hiicrelerinden TNF-a
salimiminin engellenmesi ile soguk ve sicak iskemi modellerinde reperfiizyon hasarinin

azaldig1 gosterilmistir (55).

2.5.2.4.6. Proteazlar

Kalpein ve kaspas gibi birgok sistin proteazlarinin, prezervasyon ve perfiizyon
hasarina mediatorlik yaptigi gosterilmistir. Kalpeinler, sitoplazmik non-lizozomal
kalsiyum bagimli sistin proteazlaridir. Kalpein aktivitesi soguk iskemide ve reperfiizyon
sonras1 belirgin bir sekilde hizla artar. Soguk ve sicak iskemik hasarda kalpein
inhibisyonunun koruyucu etkisi gosterilmistir. Kalpein inhibisyonu, hem endotel
hiicrelerde, hem de hepatositlerde doku hasarini azaltir ve sonunda greft fonksiyonu
belirgin olarak korunur. Bir¢cok soguk ve sicak iskemi modelinde, hepatik iskemi ve

reperfiizyon sirasinda kaspas inhibisyonunun koruyucu etkisi gosterilmistir (56).
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2.5.3 Giiniimiizde En Sik Kullamlan Prezervasyon Teknikleri
2.5.3.1. Statik Hipotermik Koruma
Organ ¢ikarildiktan sonra soguk prezervasyon soliisyonu ile perfiize edilir. Perfiizat

soliisyonu ile birlikte steril bir torbaya konulup 0-4°C arasinda saklanir (57,58).

2.5.3.2. Devamh Perfiizyon ile Saklama
Belzer ve arkadaslar1 tarafindan O6zellikle bobrek prezervasyonunda kullanilmistir.
Ozel bir cihazla organa oksijen ve besin maddeleri verilir ve olusan artiklar uzaklastirilir

(57,59).

OZELLIKLER SHS DPS
Besleyici Faktorler (02, vs) ) ()
Metabolitlerin Uzaklagtirilmasi (-) (+)
Kanin Uzaklastirilmasi Yetersiz Yeterli
Hiicre Hasarinin Saptanabilmesi Miimkiin Degil Miimkiin
Greft Disfonksiyonu Fazla Az
Prezervasyon Siiresi Az Fazla
Diger Merkezlere Nakil Kolay Zor
Deneyimli Personel Gerektirmez Gerektirir
Cihaz Arizasi Olasiligi (-) (+)
Maliyet Ucuz Pahali

Tablo—1: Devamli prezervasyon ile saklama (DPS) yonteminin, Statik hipotermik saklama

(SHS) yontemine gore avantaj ve dezavantajlari

2.5.4. Prezervasyon Soliisyonlar:

Son ¢eyrek asirda, 6zellikle A.B.D’de olmak tizere 160—170 degisik koruma solusyonu
tanimlanmistir. Bunlar arasinda HTK, UW, Collins, Euro-collins, UW-PEG, Polysol,
Kyoto, New Kyoto v.b. sayilabilir. Fakat tiim diinyada en sik kullanilan ve iizerinde

caligmalar yapilan sivilar, HTK ve UW solusyonlaridir (1, 2, 60).
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2.5.4.1 HTK Soliisyonu

HTK solusyonu (CUSTODIOL®, Odyssey Pharmaceutical Hanover-Germany);
1980°li yillarda kardiopleji igin gelistirilmistir. Bu sivida, mannitol ve histidin hem
antioksidan hem de osmotik etki yaratirlar. Ketoglutarat ve triptofan ise
membranoprotektif etkili olup, ketoglutarat ayn1 zamanda oksijensiz kalan hiicrede kreps
dongiisiiniin substrati olarak iglev goriir.

K" ve Na™" degerlerinin diisiik olmas1 nedeniyle, ilk olarak kalp transplantasyonunda
kullanim1 yayginlagmistir. Daha hizli sogutma yapar, 3 kat daha yiiksek akim hizina
sahiptir. Vizkozitesi diistik (2,0 cp) oldugu i¢in yiiksek hacimde ve diisiik akim hizinda
kullanilir (10-12 It ve 100-175 ml/kg civarinda). UW ile kiyasladiginda, maliyeti daha
diistik olup flushing tarzi kullanimda hiperpotasemi riski yoktur (61,62). Karaciger
prezervasyonunda UW kadar etkin oldugu, yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (63—65).

HTK soliisyonu genel olarak, 16kosit adhezyonunu diistiriir, kapiller permeabiliteyi

azaltir, doku oksijenizasyonunu artirir, ATP tiiketimini azaltir ve LDH diizeyini arttirir.

2.5.4.2. UW Soliisyonu

UW solusyonu (ViaSpan Belzer ® , DuPont Pharmaceutical-irland); Belzer ve
arkadaglarinin Wisconsin Universitesinde gelistirdigi bir solusyondur. Serbest radikal
onleyici ve ksantin oksidaz inhibitorii olarak, glutatyon ve allopurinol eklenmistir (66,67)
Laktobiyonatin ve glutatyonun giiglii birer MMP inhibitorii oldugu da gosterilmistir (68,
69). Icinde ATP gereksinimi i¢in adenosin, interstisyel ddemi dnleyici Hidroksi-etil-starch
ve pH stabilizasyonu icin fosfat iyonu bulunur. Hiicre i¢i ile ayn1 oranda elektrolit tagidigt
icin kardiotoksiktir ve flushing tarzinda kullanimi hiperkalemi riski tasir (70).

UW, HTK ile kiyaslandiginda, vizkozitesi yiiksektir, endotel koruyucu o6zelligi fazla
olmakla beraber, iskemik biliyer komplikasyon oraninin da daha fazla oldugu saptanmustir.

Ek olarak, UW hepatik arter rezistansini ve alyuvar agregasyonunu arttirir.

2.5.5. Prezervasyon Soliisyonlarimin Kullanimi

Organ prezervasyon tekniklerinin temelinde organmi kansiz hale getirme ve hipotermi
saglama On plandadir. Kadavradan kaynakli organlarda ameliyat sirasinda, canli dondr
organlarda organin c¢ikarilmasi ile bu islemler baslar. Karaciger, primer olarak UW

solisyonu ile korunur, UW ile 24 saate kadar gilivenli prezervasyon saglanir. Son
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zamanlarda, HTK’ninda UW kadar etkin oldugu gosterilmistir. Prezervasyonda saglanan

gelismelere ragmen greft disfonksiyon orani hala %5 ile %20 arasinda degisir (71).
PNF’nin yliksek olmasinin nedeni, yetersiz soguk depolama ve mitkemmel soliisyonun

heniiz bulunmamig olmasidir. Bu nedenle, soguk prezervasyon sirasinda organ

korunmasini arttirmak i¢in yeni stratejiler bulmak kaginilmaz bir ihtiyagtir.

2.5.6. Koruma Siireleri:

Organlarin organizmadan ¢ikarilmasi ile birlikte gelisen hiicre hasar1 ve sonucunda
hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in organlarin organizmadaki ortamina benzer yapay bir ortam
hazirlamak ideal korumanin temelidir. Fakat bu ortamin aynisin1 olusturmak i¢in yeni bir
organizma yaratmak gerekir ki, bu da miimkiin degildir. Bu nedenle, su ana kadar yaratilan
benzer ortamlarda hiicre hasari ve belli bir siire sonra da hiicre 6limii gergeklesmesi
onlenememektedir (72). Hiicre hasar1 ve Oliimiiniin maksimum siireleri her organ i¢in
farklilik gostermektedir. Bu siire kalp ve akciger icin 6, karaciger i¢in 24, pankreas icin

48, bobrek icin 72 saat iken, kornea i¢in yaklasik 1 haftadir.

Tablo-2: HTK ve UW soliisyonlarinin bazi 6zelliklerinin karsilastirilmast

HTK ( CUSTODIOL) UW ( VIASPAN)
icerik K" diizeyi diisiik K" diizeyi yiiksek
Vizkozite 2.0 cp -diisiik- 6.2 cp-yiiksek-
Hacim 10-12 1t --100-175 ml/kg 68 It- 50-80 ml/kg
Akiskanlik 3 kat daha yiiksek Diisiik
Sogutma Hizh Yavas
Yan etki Yok Kardiyak arrest
Maliyet 1500-1800 dolar 1900-2600 dolar
Flushing Yok Var
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Tablo—3: HTK ve UW soliisyonlarinin igerik olarak karsilastirilmasi
ICERIKLER UW | HTK FONKSIYONLARI

Osmolarite (mosm/L) 320 310

Sodyum (mmol/L) 40 15

Potasyum (mmol/L) 120 10

Magnezyum (mmol/L) 5 4 Membran stabilizatori

Kalsiyum (mmol/L) - 0.015

Siilfat (mmol/L) 5 -

Laktabiyonat (mmol/L) 100 i Hiicresel sisligi engeller, gegirgen
olmayan anyon

Fosfat (mmol/L) 25 - Tampon-pH diizenler

Raffinoz (mmol/L) 30 - Hiicresel sisligi engeller

Adenosin (mmol/L) 5 i ATP p.rekﬁ.r‘sérij, radikal temizleyici,
vazodilatator

Glutatyon (mmol/L) 3 - Antioksidan-radikal temizleyicidir

Allopurinol (mmol/L) 1 i Ksaptin kaidaz inhibitorl, radikal
temizleyici

Histidin (mmol/L) - 198 | Antioksidan

Triptofan (mmol/L) - 2 Membranoprotektif etki

Ketogluterat (mmol/L) - 1 Membranoprotektif etki

Starch(g/L) 50 - Intertisyel 6demi azaltir+kolloid

Mannitol (mmol/L) 30 | Antiddem, antioksidan

pH 72-7,4 7.2

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Yeri ve Ortam

Bu calisma, Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi
Arastirma Unitesinde yapilmustir. Calismada, ortalama agirliklar1 300350 gr olan 48 adet
Spraque Dawley 1rk1, eriskin erkek sigan kullanildi. Siganlar, Baskent Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi Uretim Unitesi’nden saglandi. Hayvanlar,
optimum laboratuvar kosullarinda, (20+£2°C oda sicakligi, %50+10 nemli ortam, 12 saatlik
aydmlik / karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde (Ehret, Almanya ve Techniplast, Italya)

tutulup, standart kuru peletler halindeki sigan yemi (Purina®) ile beslendi.
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3.2 Arastirma Tipi

Deney protokolii, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1
sonrasinda Arastirma Kurulu tarafindan DA 07/45 proje numarasi ile desteklendi.
Deneysel c¢alismalar, Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’'nde “National Institutes of Health, Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals” kurallarina uygun olarak gergeklestirildi.

3.3 Anestezi
Biitiin hayvanlarin anestezisi, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar® Eczacibasi
Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, Istanbul) ve 10 mg/kg xylazine hidrokloritin

(Rompon® Bayer, Sisli, Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile sagland.

3.4. Cerrahi Teknik

Anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traglandi. Povidon iyot ile cilt antisepsisi
saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklart tesbit edildi. Diizenek,
aspirasyon riskini 6nlemek amaciyla 30° egimle tutuldu ve steril ortii insizyon alani agikta
kalacak sekilde kapatildi. Orta hat insizyonu tercih edildi. Laparatomi sonrasi ince

barsaklar karin digina alindi, portal pedikiil tanimlandi (Resim 1).

3.5. Deney Tasarimi

Portal ven kaniilize edilip portal pedikiil distali baglandiktan sonra +4°C’deki RL,
UW, HTK soliisyonlar1 ile hepatik venden berrak sivi gelene kadar karaciger perfiize edildi
ve ardindan hepatektomi yapildi. Hepatektomi sonrasi ratlar yiiksek doz anesteziklerle
sakrifiye edildi. Amifostin kullanilan 2, 4 ve 6. gruplardaki ratlara hepatektomi yapilmadan
30 dakika 6nce 200 mg/kg subkiitan amifostin verildi. Ila¢ uygulamasindan sonra sadece
bir hayvanda hipotansiyon belirtileri goriildii ve 4 cc serum fizyolojik periton igine
verilerek tedavi edildi. Hepatektomi yapildiktan sonra karaciger, i¢ginde RL, UW ve HTK

bulunan torbalara konuldu, torbalar i¢i buz dolu saklama kaplarina yerlestirildi.
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3.6. Arastirma Gruplan
Deneysel calisma, her biri randomize seg¢ilmis 8 rattan olusan 6 grup iizerinden

yapildi. Herbir hayvan yer alacagi gruba gore isaretlendi.

Grup 1: RL grubu

Grup 2: RL + Amifostin grubu ( RL+A)
Grup 3: HTK grubu

Grup 4: HTK + Amifostin grubu ( HTK+A)
Grup 5: UW grubu

Grup 6: UW + Amifostin grubu ( UW+A)

3.7. Arastirma Parametreleri

Perfiize edilen karacigerden histolojik degerlendirme i¢in 6.saatte, patolojik
inceleme i¢in 0, 6 ve 12. saatlerde karaciger biyopsileri ve biyokimyasal inceleme
igin 0, 6 ve 12. saatlerde karaciger spesmeninin i¢inde saklandigi soliisyonlardan

biyokimya tiipiine sivi drnekleri alindi.

3.7.1. Patolojik Parametreler

Karacigerlerden almman doku Ornekleri, incelemenin yapilacagi giine kadar %10’luk
formol iginde ve her bir rat i¢in ayr1 saklama kaplarinda bekletildi. inceleme yapilacag
zaman, doku ornekleri doku takip kasetlerine alinarak parafin blok haline getirildi. Her
parafin bloktan ii¢ mikron kalinliginda kesitler alindi, kesitler etiivde 56°C’de bir gece
bekletilerek deparafinize edildi.

3.7.1.1 H&E boyama ile Hepatosit Hasarinin Degerlendirilmesi
Her bloktan 3—4 mikronluk ¢ok sayida kesit alinip, hematoxilen-eozin boya ile
boyandi. Hepatosit hasar1 4 bagimsiz parametre ile degerlendirildi. Bunlar:
e Balonlasma: 0-yok, 1-hafif, 2-orta ve 3-siddetli olarak degerlendirildi.
e Yaglanma: semikantitatif olarak degerlendirildi (yok, %1-30, %31-60, %61-100).
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e Perisantral hidropik degisiklik: yok, fokal ya da diffiiz

e Siniizoidal dilatasyon: yok, fokal ya da diffiiz olarak degerlendirildi.

3.7.1.2. INOS immiinohistokimyasal boyama

Immiinohistokimyasal boyama igin, parafin bloklardan kesilen 3 mikron kaliliktaki
kesitler deparafinize edildikten sonra Tris HCI (10 mikrometre) ile 15 dakika kaynatildi ve
oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Daha sonra ¢esme suyunda yikanan kesitler hidrojen
peroksitte 15 dakika tutulup PBS (fosfat tamponlu salin) ile yikandi. Kesitlere 1,5 saat
boyunca iNOS antikoru damlatilarak bekletildi ve daha sonra PBS ile yikanarak 15’er
dakika biotinlenmis sigir anti-polyvalentte ve streptavidin peroksidazda tutulan kesitler
arada PBS ile yikandi. Daha sonra PBS ile tekrar yikanan ve DAB kromojen damlatilan
kesitler, distile su ile yikanip 10 saniye hematoksilende tutulduktan sonra ¢gesme suyunda
tekrar yikanarak vision mount kapama jeliyle lameller ile kapatildi.

INOS immiinohistokimyasal boyamasinda ise semikantitatif olarak her ornekte boyanan

hepatositlerin tiim hepatositlere orani dikkate alindi:

e Grade 0: Hepatositlerin < %10’unda boyanma,

e QGrade 1: Hepatositlerin %10-25’inde boyanma,

e Grade 2: Hepatositlerin < %25-50’sinde boyanma,

e QGrade 3: Hepatositlerin > %50’sinde boyanma olmak iizere 4 kademeli olarak tek

patolog tarafindan, gruplar bilinmeden (kor olarak) degerlendirildi (73,74).

3.7.1.3. In situ Cell Death Detection Kit immiinohistokimyasal boyamas1 (TUNEL
Metodu - Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Deoxyuridine
Triphosphate Nick End Labeling)

3 um kalinlikta kesilen 6rnekler deparafinize edildi. Daha sonra 15 dakika alkolde
bekletilip, 2 dakika boyunca ¢esme suyunda yikandi. 20 dakika sitrat tamponda tutulan
kesitler 20 dakika boyunca oda 1sisinda kurutuldu ve 2 dakika boyunca ¢esme suyunda
yikandi. Kesitler daha sonra 2 dakika TBS (Tris buffer salin)’de bekletilip, kullanimdan
once —20°C’de tutulan Vial 1 (enzim soliisyonu) ve Vial 2 (isaretleme/label soliisyonu) ile
karistirildi ve sonra 1,5 saat boyunca oda 1sisinda bekletildi. 2 kez 5’er dakika TBS ile

yikanan kesitlere, kullanimdan 6nce +4 derecede tutulan Vial 3 (converter-POD), 30
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dakika boyunca uygulandi. Tekrar 2 kez 5’er dakika TBS ile yikanan kesitler, 12 dakika
boyunca AEC’de bekletildi. 2 dakika boyunca ¢esme suyunda yikanan kesitlere 10 saniye
metil yesili uygulandi ve AEC kapama jeli kullanilarak lamel ile kapandi.

TUNEL metodunda, her drnekte, x 400 biiyiitmede 10 ayr1 saha tarandi ve en az 1000
hepatositte, boyanmis olan hepatosit niikleuslar1 sayildi (75,76).

3.7.2. Histolojik Parametreler

Her gruptan randomize olarak 4’er tane rat se¢ildi. Bu ratlardan 6. saatte elde
edilen tiim dokular fosfat tamponlu %?2,5 gluteraldehit icerisinde 2—3 saat fikse edildi,
%1°lik osmium tetraoksid ile defiksasyonu takiben, derecelendirilmis alkol banyosunda
dehidrate edildi. Ornekler propilen oksit icerisinden gegirildi, araldit CY 212, 2-dodesenil
stiksinik anhidrat, bezildimetil amin ve dibutilpitalat i¢cine gomiildii. Yar1 ince kesitler
alinarak toluidin mavisi ile renklendirildi ve 1sik mikroskobu altinda sahalar secildi.
Ardindan ince kesitler alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile kaplanarak LEO 906E
transmisyon elektron mikroskopisinde incelendi.

EM’da; niikleer degisim, endotelyal hiicre degisimi, plazma membran degisimi,

mitokondriyal degisim, endoplazmik retikulumdaki degisimler incelendi.

3.7.3. Biyokimyasal Parametreler

Karaciger spesmeninin i¢inde saklandigi koruma soliisyonundan 0, 6 ve 12.

saatlerde alinan 6rnekler laboratuar kosullarinda -22 °C’de saklandi.

e ALT, standardize bir metoda uyarlanan UV testi ile, ALP ise kolorimetrik
yontem ile analiz edildi. Degerler iinite/ litre (U/L) olarak ifade edildi.

e NO konsantrasyonu, nitrat/nitrit kolorimetrik test kiti (cayman chemical, USA)
kullanilarak, absorbansi 550 nm olan spektrofotometri ile 6l¢iildii. Bu test,
nitratin nitrite, nitrat reduktaz ile ¢evrilmesini baz almaktadir. Nitrit, griess
diazotizasyon reaksiyonu sonucu olusan renkli bileske ile tespit edilmektedir.
NO standartlar1 kullanilarak standart bir egri elde edildi. Elde edilen NO
degerleri bu standarta gore hesaplandi. Serum ile yapilan calismalarda,
anlamlilik sinir1 2,5 [Im/ml olarak saptandigi halde, koruma soliisyonlar1 i¢in
daha onceden yapilan bdyle bir calisma olmadigindan, ¢alismamizda gruplar

arasindaki farkliliklara goére yorum yapildi (77).
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4. ISTATISTIiKSEL ANALIZLER

Veriler SPSS 11,5 paket programma girilerek analizler yapildi. Gruplar arasi
karsilastirmalarinda student’s t-testi ki-kare testi ve Anova c¢oklu karsilastirmali analizi
kullanild1. Istatistiksel analiz sonucunda, p < 0,05 olarak hesaplanan testler anlamli kabul

edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Patoloji Degerlendirme Sonuglari

5.1.1. TUNEL ile Apoptozisin Degerlendirilmesi

TUNEL yontemi ile yapilan apopitozis degerlendimesinde elde edilen veriler, tablo 4

ve grafik 3’te 6zetlenmistir. Onikinci saatte elde edilen sonuglara gore, amifostin verilen

gruplarda (grup 2, 4, 6), verilmeyen gruplara (grup 1, 3, 5) gore apopitozisin daha az

oldugu goriildii (p<0.01, p<0.04 ve p<0.05 ). Ik 6 saatte elde edilen sonuglar arasinda

istatistiksel anlaml1 farklilik saptanmad.

Tablo—4: TUNEL boyama ile apoptozis saptanan hiicrelerin gruplara gére ortalama dagilimi

GRUP | RATSAYISI | 0.SAAT 6.SAAT 12.SAAT
RL 8 148+ 26 185+ 22 229+ 41
RLAA 8 144+ 25 166+ 24 172+ 24
P 0.40 0.36 0.05
HTK 8 111+ 30 144+ 46 169+ 42
HTKAA 8 101.+ 19 126+ 16 133+ 14
p 0.45 0.45 0.04
Uw 8 100+ 23. 115425 158+ 24
UW+A 8 90+ 16 100+ 21 116+ 18
P 0.42 0.44 0.01
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Grafik-3: Tiim gruplarin ortalama apoptotik hiicre sayisina gore karsilastiriimasi.

Gruplar arasinda apopitozis i¢in karsilagtirma yapildiginda, RL grubunda UW ve
HTK grubuna gore tiim zaman birimlerinde apopitozisin daha fazla oldugu goriildii
(p<0.04). UW grubunda, apopitozis inceleme siiresince daha az goriilmesine karsilik HTK
grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0.25). Bulgular grafik 4’te

Ozetlendi.
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Grafik—4: Amifostin kullanilmayan li¢ grubun karsilastiriimasi.
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Amifostin verilen gruplar (grup 2, 4, 6) arasinda yapilan karsilastirmada, apopitozisin
en ¢cok RL grubunda oldugu, diger iki gup arasinda ise anlamli fark olmadigi goriildii.

Bulgular grafik 5’te 6zetlenmistir.

(.saat 6.saat 12.saat

ORL+A O HTK+A B UW+A

Grafik—5: Amifostin kullanilan ti¢ grubun karsilastirilmasi.
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Resim-1: 0. saatte TUNEL boyama teknigi ile apoptotik hiicre sayimi. 8x 200
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5.1.2. iNOS ile Immunhistokimyasal Degerlendirme

iINOS boyama metodunda, semikantitatif olarak her drnekte boyanan hepatositlerin

tiim hepatositlere orani dikkate alind1 ve Grade 0, 1, 2 ve 3 olarak derecelendirildi.

Gruplar arasinda yapilan incelemede, en az boyanma HTK+Amifostin grubunda elde

edildi. En fazla boyanma ise RL grubunda goriildii. Amifostin verilen gruplarda (grup 2, 4,

6) 12. saatte iNOS ile elde olunan boyanma diger gruplara gore daha diisiiktii. Bulgular

tablo 5’te 6zetlemistir.

Tablo-5: Gruplarin iNOS grade’lerine gore karsilastirilmasi

i RL RLA | [ HIK [ HTK+A | [ Uw uwsA |

SIN] % [R] % N| % R[] % N| % |IN|] %

0 0] 0 |3| 375 4] 50 |4] 50 71 875 6| 75
301 3] 375 [2] 25 |gl2] 25 [4] s0 |g|o] o [1]| 125 |
wn (VoY (@\| (@\
Zl2 (3] 375 [2] 25 |E]2] 25 o] o |S[1] 125 |[1] 125 | S

3 2| 25 | 1] 125 ol o lo| o ol o |ol o

0 0] 0 |1| 125 1| 125 |3 375 1| 125 |4] 50
501 (4] 50 |o] o |[s| 625 |4] 50 |=~le]l 75 |3] 375 | =
& e N -
Sl 4] 50 6| 75 |S(2] 25 |1] 125 |Sl[1]| 125 [1] 125 | &

3 ol o |1]| 125 ol o lo| o ol o |ol o

0 | 1] 125 | 1| 125 ol o 2] 25 0 2| 25
01 Jo] o |2] 25 |yylt] 125 [4] 50 |w|3] 375 |5 625 | g
@» S §.| S
2 [1] 125 (4] 50 S5 es 1] 125 [SI3] 375 (1] 125 |3

3 6| 75 |2| 25 2 25 1] 125 21 25 ol o

Kisaltmalar: Ig: iNOS grade degerleri, N: Rat sayisi,

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada, HTK+Amifostin ve UW-+Amifotin

gruplarinda elde edilen sonuclar benzerdi. RL+Amifostin grubu ile amifostin verilen diger

iki grup karsilastirildiginda elde edilen sonuglar daha koétii idi. Bulgular grafik 6, 7 ve 8’de

Ozetlenmistir.

25




Rat sayis
IN

3
2
1 4
o -
0.Saat 6.Saat 12.Saat 0.Saat 6.Saat 12.Saat
HTK+A UW-+A
mO0 m] m2 m3 Zaman

Grafik—6: UW+A ve HTK+A gruplarinin iNOS grade’lerinin karsilastirilmasi
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Grafik-7: UW+A ve RL+A gruplarinin iNOS grade’lerinin karsilagtirilmasi
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Grafik—8: RL+A ve HTK+A gruplarinin iNOS grade’lerinin karsilagtirilmasi

Resim-2: iNOS ile 6. saatte boyanma goriintiisii. 2x 200 biiyiitme
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5.1.3. Gruplardaki Patolojik Degisiklikler

arasi karsilagtirmalarda RL - RL+A grubunda 6 ve 12. saatlerde PSHD acisindan anlamli
farklilik saptanmistir (p<<0.05). HTK — HTK+A ve UW — UW+A gruplarinda ise 6. ve 12.

saatlerde PSHD ve SD agisindan anlamli sonuglar elde edilmistir (sirasiyla; p<0.04,

Patolojik degerlendirmede; hicbir grupta yaglanma agisindan fark bulunmadi. Gruplar

p=0.05, p<0.05 ve p<0.05 ). Sonugclar tablo 6, grafik 9, 10 ve 11°de 6zetlenmistir.

. | R
GRUP SUL A | sp |[PSH| L. |vgim
RE T D
6.ve
12.
saatler
de
PSHD
(- acisin
@ lo e o ®|fio6h
anlam
11 fark
var.
P<0.0
05
0.s
1|72 |6|1|7]|0]8
aat
RL 6;*‘ 206|4lal2]6]0]38
12. 5131711114417
saat
0.sa 20161216/ 0([8]0]8
at
RL |6.sa
FA at 1710821608
12. 3154141216018
saat
0.sa 6. ve
" 11710801817 12
HT |6.sa saatle
K " 4 (4141|141 |7]0]8 rde
12. PSH
saat 3154141216117 D
0.sa acisin
" 018|080 |8|0]8 dan
anla
6sa) gl a 6| 1|70 ]8]0]|8]|m
HT |-& fark
ar
§+ var.
12. P<0.0
saat 11712161717 4ve
p=0.0
5
uw | 052 117008 0]s8|o0]s]6Ye
at 12.
6-sa 4 141414109 181117 saatle
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at rde
12. 2 | 3 3 PSH
saat 5 S 1|71 |7|p
0.sa agism
o 810 |8|0|8]01|8|0]8/|dan
UW | 6.5a anla
+A | at 8|11 [7|1 710 |8]0 |8 |mnh
12. fark
saat 8117117108 0] 8]var
P<0.0
0.sa 4 3 4 |5ve
at 48| 3 5 4 4 1 137] 1 7 |p<0.0
TO c 5
PL. | 6.sa 3 2 4
ot 48 | 14 4 14 4 5143 1 7
12. 3 2 4
sant 48| 16 5 21 7 10 | 38| 4 4
7 -
6,
5 -
S 4
3
g 03
2,
1 -
0
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Grafik—9: RL ve RL+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilastiriimasi
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Grafik-10: HTK ve HTK+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilagtirilmasi
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Grafik—11: UW ve UW+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilastirilmast

Amifostinli gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirmalarinda ise UW+A ve HTK+A

gruplart arasinda belirgin farklilik saptanmazken, RL+A ile karsilastirildiklarinda ise her
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iki grubunda SD ve PSHD agisindan anlamli olarak farkli olduklar1 goriildii. Bulgular
grafik 12, 13 ve 14’te 6zetlenmistir.

2,
1.5
z
>
] 1
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0
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Grafik—12: HTK+A ve UW+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilagtirilmasi
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Grafik-13: RL+A ve UW+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilastirilmasi
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Grafik-14: RL+A ve HTK+A gruplarinin patolojik degisimlere gore karsilastiriimasi

Resim—3: Balonlasma x 200
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Resim-5: Mikrovezikiiler yaglh degisiklik x 400 biiyilitme
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Resim—6: Siniizoidal dilatasyon x 400 biiyiitme

5.2. Biyokimyasal Parametreler
5.2.1. Nitrik Oksit Diizeyleri

Biyokimyasal olarak perfiizyon sivilarinda NO diizeyleri 0, 6 ve 12. saatlerde 6lgiildil.
Gruplar arasinda yapilan incelemede, UW+A grubunda tiim zaman dilimlerinde en diisiik,
RL grubunda ise en yiiksek NO diizeyleri elde edildi. Genel olarak amifostin verilen
gruplarda (grup 2, 4, 6) elde edilen NO diizeyleri diger gruplara (grup 1, 3, 5) gore daha
diisiiktii. Bulgular, tablo 7 ve grafik 15-18’de 6zetlenmistir.

Tablo 7: NO ortalamalarina gore gruplar arasindaki dagilim

GRUP RAT SAYISI 0.SAAT 6.SAAT 12.SAAT
RL 8 0.79+0.22 1.15+0.24 1.7840.26
RL+A 8 0.73+0.18 1.26+0.18 1.3440.23
P 0.69 0.61 0.022
HTK 8 0.64+0.19 1.09+0.19 1.7120.15
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HTK+A 8 0.71+0.19 0.80+0.10 1.04+0.13
P 0.59 0.06 0.016
Uw 8 0.81+0.18 1.02+0.34 1.31+0.98
UW+A 8 0.46+0.21 0.60+0.14 0.69+0.13
P 0.033 0.01 0.02
2.0
1.5 - /
% . /
0.5 . *
0.0
0.Saat 6.Saat 12.Saat
ZAMAN
—e— RL —m— RL+A — — HTK
—e— HTK+A —— UW —eo— UW+A

Grafik—15: Gruplar aras1 NO diizeylerinin karsilastirilmasi
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Grafik—16: UW+A ve RL+A gruplarinin kendi iginde grafiksel olarak karsilastirilmasi
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Grafik—17: RL+A ve HTK+A gruplarinin karsilastirilmasi
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Grafik-18: HTK+A ve UW+A gruplarmin karsilastiriimasi

5.2.2. ALT ve ALP Degerlendirmeleri

Biyokimyasal olarak prezervason sivisindan 0, 6 ve 12. saatlerde ALT ve ALP
seviyeleri analiz edildi. Genel olarak sivi ALT diizeyleri UW+Amifostin grubunda en
diisilk, RL grubunda ise en yliksek olarak saptandi. Gruplar arasi karsilastirmada RL
grubunda farklilik yokken, UW-UW+A, HTK-HTK+A, UW+A-HTK+A gruplari arasinda
istatistiksel anlamli farkliliklar saptandi (sirasiyla p<0.02, p<0.045, p<0.05). Bulgular tablo
8, diger ayrintilar grafik 20-24’te 6zetlenmistir.
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Tablo—8: Tiim gruplarin saatlere gore ALT ve ALP degerleri

Gire |_ROt RL RL +A HTK HTK+A uw UW+A
ALP | ALT | ALP | ALT | ALP | ALT | ALP | ALT | ALP | ALT | ALP | ALT

1 > |38 | 2 | 27 | 1 18 | 3 | 30 | 1 | 20 | 1 11

2 1 7 1 7 1 0 | 1 |3t | 2 |4 | 2 | 10

3 6 | 14 | 3 | 14| 2 |19 5 [ 3| 1 [ 30 | 1 17

> 4 1 12 1 13 1 12 1 17 1 2% | 8 11

g 5 s |20 | 1 [ 20 1 |3 | 1 14 | 1 17 | 1 | 24

6 1 3| 3 | 10| 1 18 | 1 2|1 [ 3] 2|17

7 4 || 3 a1 28 222212

8 1 17 | 1 2| 1 [ 20| 1 23] 126 1] 2
ORTALAMA | 2.6 | 17.6 | 19 | 158 | 1.1 | 194 | 1.9 | 234 | 13 | 278 | 2.1 | 1656

1 | 45 | 66 | 24 | 66 | 29 | 53 | 28 | 42 | 28 | 45 | 20 | 30

S | 2 [ 40 [ 70 [ 25 70 [ 30 [ 50 | 26 | a1 | 27 ] 50 | 21| 45

é 3 | 52 [ 1a | 23 [ 1a | 31 | 63 | 24 | 43| 31 | 60 | 23 | 46

4 | 59 | 84 | 25 | 84 | 34 | 49 | 24 | 38 | 35 | 65 | 19 | 50
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5 48 91 18 91 26 62 18 42 28 60 31 48
6 64 88 27 87 30 75 26 44 29 57 13 39
7 60 100 28 89 38 62 31 45 38 64 26 42
8 67 110 30 74 47 62 26 36 40 63 28 33
ORTALAMA | 555 | 90.4 | 25.0 | 84.4 | 33.1 | 60.6 | 254 | 41.4 | 32.0 | 59.1 | 22.6 | 41.6
1 78 499 45 362 48 142 40 96 48 256 26 77
2 81 335 43 235 49 130 36 9 45 105 25 71
- 3 94 261 48 255 62 176 42 122 59 297 27 72
jt 4 76 317 41 304 48 199 34 115 52 162 26 80
6 5 90 367 30 367 50 189 32 107 42 140 39 90
- 6 68 456 50 356 39 174 28 111 38 105 20 93
7 82 405 49 297 49 186 37 121 42 145 28 82
8 88 321 46 300 58 185 33 119 49 296 35 75
ORTALAMA | 82.1 | 370.1 | 44.0 | 309.5 | 50.4 | 172.6 | 35.3 | 110.9 | 46.9 | 188.3 | 28.3 | 80.0
400
ORL
300 B HTK
— Ouw
— 200
< ORL+A
100 B HTK+A
e ﬁh BUw+A
0
(.saat 6.saat 12.saat
ZAMAN

Grafik—19: Gruplarin ALT degerlerine gore karsilagtirilmasi
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Grafik—20: HTK+A ve HTK gruplarinda zamanla ALT degerlerindeki degisim
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Grafik-21: UW+A ve UW gruplarinda zamanla ALT degerlerindeki degisim
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Grafik—22: RL+A ve RL gruplarinda zamanla ALT degerlerindeki degisim
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Grafik-23: HTK+A ve UW+A gruplarinda zamanla ALT degerlerindeki degisim

ALP i¢in gruplar arasi yapilan analizde amifostin verilen gruplarda (grup 2, 4, 6) 6
saatten sonra daha diisiik degerler elde edildi. Ilk 6 saatte, gruplar arasinda istatistiksel
anlaml bir fark saptanmadi. RL grubunda 6. saatten sonra elde edilen ALP diizeyi en
yiiksek iken, UW+A grubunda en diisiik degerler elde edildi. HTK+A ve UW+A arasinda

yapilan analizde herhangi bir fark saptanmadi. Bulgular grafik 25-29°da 6zetlenmistir.
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Grafik—24: Gruplarin ALP degerlerine gore karsilastirilmast
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Grafik-25: UW+A ve UW gruplarinda zamanla ALP degerlerindeki degisim
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Grafik-26: HTK+A ve HTK gruplarinda zamanla ALP degerlerindeki degisim
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Grafik-27: RL+A ve RL gruplarinda zamanla ALP degerlerindeki degisim
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Grafik-28: UW+A ve HTK+A gruplarinda zamanla ALP degerlerindeki degisim

5.3. Histolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Ince yap1 diizeyindeki incelemelerde, alt1 deney grubu karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde kontrol grubuna en yakin ve en iyi korunmus Orneklerin UW+A
grubunda oldugu goriilmektedir. Bunu sirastyla HTK+A, UW ve RL+A izlemektedir.
HTK ve RL grubu ise korunmasi en bozuk olan gruplardir. Genel olarak, tiim gruplarda
bazi1 hepatositlerin ince yap1 diizeyinde izlenen lipid damlaciklar1 bulundurduklari
saptanmig ancak bunun tiim deney gruplarinda izlenmis olmasi nedeniyle dis etkenlere
(muhtemelen ratlarin iyi beslenmis olmasi buna sebep olabilir) bagl olarak olustugu

distiniilmustir.
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Resim—-7: Normal sican karacigeri ince yapisi. Orta biiylitmedeki bu elektron ikrografta,

bir hepatositin ince yapist izlenmektedir. Cekirdek (C) okromatinden zengin aktif
goriinlimiiyle ve belirgin ¢ekirdek¢igi (¢) ile dikkati ¢ekmektedir. Organelden zengin
sitoplazmada graniillii endoplazma retikulum (GER) sisternalari, diiz yiizlii endoplazma
retikulumu (DER), ¢ok sayida mitokondriyon (m) ve birka¢ peroksizom (p) izlenmektedir.
Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiylitme X4646- ger¢ek biiyilitme yaklasik 16000.

RL GRUBU
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Resim—8: Ringer laktat grubuna ait 6rnekte bir hepatosit komsulugundaki, hepatositlerin

sitoplazmalarinin bir bolimii goriilmektedir. Merkezdeki hepatositin ¢ekirdegi (C)
Okromatinden zengin goriiniimlii olup ¢ekirdekcigi izlenmektedir. Sitopldzmada kontrol
grubundaki organellere ek olarak az sayida lipid damlaciginin (Ip) bulundugu
goriilmektedir. Hiicrenin periniikleer bolgesinde graniillii endoplazma retikulumu (GER)
profillerinin varligi belirgindir. Sitopldzmada ¢ok sayida mitokondriyonun (m)
bulunmasinin yaninda kontrol grubuna oranla daha fazla oranda dejeneratif degisiklikler
gosteren organelin de bulundugu dikkati ¢gekmektedir. Genel goriiniimiiyle hiicreler orta
derecede korunmus izlenimini yansitmaktadir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiyiitme

X4646- gergek biiyilitme yaklasik 16000.
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Resim—9: Ringer laktat grubuna ait diger bir drnekte iki hepatositin komsulugu biiyiik

bliyiiltmede izlenmektedir. Komsu hiicre zarlarinin arasinda okbaglar1 ile isaretlenmis
bolgede neksus (gap junction) belirgin olarak izlenmektedir. Komsu hepatosit
sitoplazmalarinda normal goriinimlii mitokondriyonlarin  (m) ve az sayida graniilli
endoplazma retikulum sisternasinin yaninda belirgin ince yapr Ozelliklerini yitirmis
alanlarin varligr da dikkati ¢ekmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiyiitme

X35970- gercek biiyiitme yaklasik 125000.
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RL+AMIFOSTIN GRUBU

Resim—-10: RL+A deney grubuna ait kesitte hepatositlerin komsu oldugu bir alanin biiytlik

biiyliltmede bir elektron mikrografidir. Bir safra kapillerine (y1ldiz) komsu iki hepatositin
sitopldzmalarinin =~ mitokondriyondan (m) ¢ok zengin oldugu izlenmektedir.
Mitokondriyonlar i¢yapilar1 ve kristalar1 ile normal goriinlimdedirler. Mitokondriyonlarin
arasinda Graniilli ve diiz yiizli endoplazma retikulumu sisternalar1 daginik olarak
izlenmektedir. Safra kapillerini sinirlayan komsu hiicre zarlar1 (oklar) hiicreler arasi
baglant1 birimleri yer almaktadir. Sagdaki hepatositin sitoplazmasinda komsu iig
peroksizom birlikte goriilmektedir. Soldaki hepatositin sitoplazmasinda ise safra
kapillerine komsu sitoplazmik bdlgede organel hasari mevcuttur. Aynm1 alanda birkag
sekonder lizozom (otofagozom?) ve bir multivezikiiler cisim izlenmektedir. Uranil asetat-

kursun sitrat, orijinal biiyiitme X4646- gercek biiyiitme yaklagik 17500
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Resim—11: Yine RL+A grubuna ait diger bir kesitte sinuzoide komsu alanda hepotositler

ve perisinozidal alanda bir yag depo hiicresi (YDH) goriilmektedir. Sinuzoid liimeninde
deforme (atipik krenasyon gosteren) bir eritrosit (e) bulunmaktadir. Hepositlerin sinuzoide
bakan yiizlerinde ¢ok sayida diizensiz mikrovillus izlenmektedir ancak siniizoid endoteli
yag deposuna komsu bolge disinda ¢ogu alanda izlenmemektedir. Sol iist kosede komsu
hepatositler arasinda bir safra kapilleri (*) kesiti goriilmektedir. Bu alanda komsu
hepatositlerin zarlar1 yapisal biitlinliiglinii korumus ve safra kapillerini siki baplantilarla
siirlamis olarak izlenmektedir. Hepatositlerin GER ve mitokondriyondan yogun boliimleri
normal goriinmekle birlikte ara kompartmanlardaki diizyiizlii endoplazma retikulumu
sisternalar1 daha dilate olarak goriilmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiyiitme

X6000- gergek biiyiitme yaklasik 21.500.
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HTK GRUBU

Resim—-12: HTK deney grubuna ait diger bir 6rnekte bir hepatosit bir siniizoidi (S)

cevreleyen hepatositler ile komsu alandaki Disse araliklari (Da) izlenmektedir. Sintizoid
limeninde atipik goriiniimli eritrositler (e) goriilmektedir. Siniizoid endoteli kesitlerine
yer yer rastlanmaktadir. Hepatositlerin Disse araliina bakan yiiziinde diizensiz
mikrovilluslar se¢ilmektedir. Hepatositlerin bu bolgedeki sitoplazmik kompartmanlarinda
lipid damlaciklart (lp), mitokondriyonlar (m) ve diiz yilizli endoplazma retikulumu
profilleri (DER) ve birkag peroksizom (p) sec¢ilmektedir. Hiicrelerin ince yapisi orta
derecede korunmustur. Hiicrelerden birinde otofagozom nitelikli bir sekonder lizozom (sl)
isaretlenmistir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiylitme X6000- gercek biiyilitme
yaklagik 21500.
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Resim—13: HTK deney grubuna ait diger bir 6rnekte komsu iki hepatositin sinir bolgesi ve

bir safra kanalikiilii (*) daha biiylik biiyliltmede izlenmektedir. Safra kanalikiiliindeki
mikrovilluslar alisilagelenden farkli olarak lameller bir siizen olusturur bigimde ve
dejenereratif  degisiklikler gosterir sekilde izlenmektedir. Hepatositlerin
sitoplazmalarindaki ¢ok sayida mitokondriyonda ise olagandan ¢ok daha fazla oranda ve iri
yogun matriks graniillerinin (ok baslar1) varligi dikkati ¢cekmektedir. Mitokondriyon
dejenerasyonuna ait bazi figiirler de oklarla isaretlenmistir. Graniillii endoplazma
retikulumu (GER) sisternalarint igeren bdliimler de daha elektron yogun olarak
goriilmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiylitme X7750- gercek biiyilitme
yaklasik 27000.
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HTK + AMIiFOSTIN GRUBU

Resim-14: HTK+A grubuna ait karaciger orneginin kiigiikk biyiltmedeki elektron

mikrografinda hepatositler ile i¢inde bir eritrositin bulundugu graniile materyalle dolu bir
sinlizoid izlenmektedir. Hepatositlerde mitokondriyonlar(m) ve peroksizomlar (p) ayirt
edilmekte olup aralarinda yer yer graniilli enoplazma retikulumu sisternalari
izlenmektedir. Sinilizoid ¢evresinde zar yapilar net olraka secilememektedir. Hepatositlerin
sitoplazmasinda ¢ok sayida dejenere organel igeren otofajik vakoul (ok baslar)
bulunmaktadir. Oklarla sinirlari igsaretlenmis bir safra kanalikiilii de genislemis liimeni ile
ayirt edilmektedir. Genel olarak ince yapir Ozellikleri zayit/orta derecede korunmus
goriilmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal bliylitme X2784- ger¢ek biiylitme
yaklagik 9700.
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Resim-15: Yine HTK+A grubuna ait diger bir kesitte bir hepatosit ve bir lenfosit (pit

hiicresi) izlenmektedir. Kiiclik lipid damlaciklar1 da (Lp) igeren hepatositin
sitoplazmasinda mitokondriyonlar (m), graniilli endoplazma retikulumu (GER) ve
peroksizomlar normal yapilarinda izlenmektedir. Hiicrelerin korunma diizeyi onceki
Ornege oranla daha iyi goriinmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiyiitme X4646-

gercek bliylitme yaklasik 16000.
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Resim—16: HTK+A grubuna ait karaciger 6rneginde bir lobiiliin periferik kompartmani ile

portal aralik izlenmektedir. Ortada goriilen safra kanali (SK) bazal lamina (ok) ile
cevrelenmistir. Solda goriilen komsu hepatositin  goreceli olarak elektron yogun
sitoplazmasinda ¢ekirdek (¢) ve mitokondriyonlar (m) ayirt edilmektedir. Hiicrede
sekonder lizozomlarin (ok baslar1) bulundugu izlenmektedir. Otofajik vakuol niteligindeki
bu yapilar organel yikiminin bir isaretcisidir. Sol iistte bir safra kanalikiili (*) de ayirt
edilmektedir. Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiylitme X3597- ger¢ek biiyilitme
yaklasik 9700.
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UW GRUBU

Resim—-17: UW grubuna ait bir 6rnekte bir hepatosit ve komsulugundaki graniile materyal

iceren siniizoid (S) orta biiyiiltmede izlenmektedir. Hiicrenin RL grubuna orana ince yap1
diizeyinde ¢ok daha saglikli bir gdriinlimde oldugu izlenmektedir. Siniizoid endoteli (ok)’
ne komsu sitoplazma kompartmaninda ¢ok sayida kiiciik lipid damlacigiin (lIp) bulundugu
izlenmektedir. Cekirdek (¢) 0kromatinden zengindir. Organelden ¢ok zengin sitoplazmada
saglikli goriinimde mitokondriyonlar (m), graniillii endoplazma retikulumu sisternalari
(GER) ve birka¢ peroksizom’un (p) bulundugu goriilmektedir. Ringer laktat grubundaki
boyutta bir atipik organel varligi bulunmadigi dikkati ¢ekmektedir. Uranil asetat-kursun
sitrat, orijinal bilyiitme X6000- gercek biiylitme yaklasik 21500.
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Resim—-18: UW deney grubuna ait diger bir o6rnekte bir hepatosit ile komsu yag depo

hiicresi (YDH) izlenmektedir. Cok sayida iri lipid damlacigi (Lp) igeren yag depo
hiicresinin sitoplazmasindaki bazi damlaciklar lipid erimis (fiske olmamis) ve vakuol
seklinde (Lv) goriilmektedir. Hepatositin 6kromatinden zengin ¢ekirdegi (C) ve organelden
zengin sitoplazmasi izlenmektedir. GER: graniillii endoplazma retikulumu, m:
mitokondriyon, p:peroksizom. Komsu hepatosit smirinda bir safra kanalikiilii (*)
secilmektedir.  Uranil asetat-kursun sitrat, orijinal biiyiitme X4646- gergcek biiyiitme
yaklagik 16000.
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UW + AMIFOSTIN GRUBU

Resim—19: UW+A deney grubuna ait 6rnegin kii¢iik biiyliltmede elektron mikrografinda

bir siniizoid ve ¢evresindeki hepatositler izlenmektedir. Siniizoid endoteli (oklar) ve Disse
araligindaki (Da) mikrovilluslar ayrintili olarak izlenmektedir. Sagdaki oka komsu Disse
araliginda retikiiler lif demeti de gozlenmektedir. Mitokondriyondan (m) zengin
hepatositlerin sitopldzmasinda graniillii ve diiz yiizlii endoplazma retikulumunu yaninda
birkag peroksizom (p) ve otofajik vakuol (Ov) ayirt edilmektedir. Dikkati ¢eken diger bir
bulgu da safra kanalikiillerinin (*) ileri derecede dilate ve mikrovilluslarinin silinmis
olmasidir. Genel goriiniimiiyle doku ince yapist korunmugtur. Uranil asetat-kursun sitrat,

orijinal biiylitme X2784- ger¢ek biiyiitme yaklasik 9700.
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Resim-20: UW+A deney grubuna ait diger bir ornegin kiiciik biiyiiltmede elektron

mikrografinda liimeninde bir eritrositin (e) bulundugu bir siniizoid, siniizoid duvarindaki
Kupffer hiicresi (KH) ve lipid damlaciklar1 (Lp) igeren yag depo hiicresi (YDH) ile komsu
hepatositler izlenmektedir. Mitokondriyondan zengin hepatosit sitoplazmasinda Disse
araligma yakin yerlesimde kiiciik lipid damlaciklar1 mevcuttur. iki hepatosit arasinda
yerlesik safra kanalikiilii (*) izlenmektedir. Genel goriiniimiiyle her ii¢ hiicrenin de ince
yapr Ozellikleri korunmustur. Kupffer hiicresi sitoplazmasinda vakuoller ve sekonder
lizozomlar bulunmaktadir. Hepatosit sitopldzmasinda da az sayida otofajik vakuol
mevcuttur. Bunun disinda olagan organel dagilimi izlenmektedir. Uranil asetat-kursun

sitrat, orijinal biiylitme X2784- gercek biiyiitme yaklasik 9700.
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Resim-21: Ayni gruba ait diger bir 6rnegin orta biiyiiltmedeki elektron mikrografinda bir
hepatosit ve komsulugu izlenmektedir. Sol iistte Disse aralifi (Da), sol ortada bir safra
kanalikiili (*) ve solt altta da komsu hiicreler arasindaki neksus (ok) izlenmektedir.
Hepatosit sitoplazmasinda graniillii endoplazma retikulumu (GER), mitokondriyonlar (m)
ve peroksizomlar (p) ayirt edilmektedir. Cekirdek (¢) , hiicre zarlari, hiicre baglantilar1 ve
organellerin olagan ince yap1 Ozelliklerini tasidiklari izlenmektedir. Uranil asetat-kursun

sitrat, orijinal bilyiitme X6000- gercek biiyilitme yaklasik 21500.

59



Resim-22: Bu grubun diger bir 6rneginde daha biiyiik biiyiiltmede bir hepatositin Disse

araligina (Da) bakan yiizii ve araliktaki mikrovilluslar izlenmektedir. Sinuzoid endotel
hiicresi (SE) aralig: siniizoid tarafindan sinirlamaktadir. Mitokondriyonlar (m) ve grantillii
endoplazma retikulumu normal ince yap1 Ozelliklerini yansitmaktadirlar. Uranil asetat-

kursun sitrat, orijinal biiylitme X12930- gercek biiylitme yaklasik 45000.
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6. TARTISMA

Glinlimiizde karaciger transplantasyonu fulminan karaciger yetmezligi, bagka cerrahi
ve medikal tedavilere yanit vermeyen terminal donemdeki kronik karaciger hastaliklari,
bazi metabolik karaciger hastaliklari, karacigerin primer ve noroendokrin tiimor
metastazlarinda daha fazla olmak {izere sekonder tiimdrleri ve alveolar kist hidatik gibi
baz1 parazitik hastaliklarin tedavisinde uygulanmaktadir. Karaciger nakli ile ilgili ilk
caligmalar Welch tarafindan kopekler iizerinde yapilmis ve ardindan 1963 yilinda T.Starzl
tarafindan insanda ilk karaciger nakli gerceklestirilmistir(1). Fakat basarili sonuglar,
siklosporin gibi immiinsupresif ajanlarin kullanima girmesiyle alinmaya baslanmistir.

Artan cerrahi teknik, yogun bakim imkanlari, immunsiipresif tedavilerdeki gelismelere
ragmen giinlimiizde halen belli oranda karaciger transplantasyonu PNF’a bagli olarak
basarisizlikla sonu¢lanmaktadir (78,79). PNF, karaciger transplantasyonu sonrasi 6liimciil
bir komplikasyondur. PNF, nakil sonrasi1 serum KCFT yiiksekligi, safra iiretiminin
azalmasi ve ciddi koagiilopati goriilmesi seklinde tanimlanabilir (80-81). Karaciger
transplantasyonu sonrast PNF gelisiminden bir¢cok faktér sorumludur. Bunlarin iginde
cerrahi teknik, prezervasyon hasari, dondr organin histopatolojik yapisi ve sicak iskemi
periyodunda gelisen hasarlar énemli rol oynar. Bu calismada prezervasyon siirecinde
meydana gelen ve PNF gelismesinde belki de en 6nemli faktdr olan prezervasyon hasari
incelendi.

Organ prezervasyonunda temel amag, transplante edilen orgami normal islevini
kazanana kadar hipotermide tutmak, hiicresel sismeyi onlemek ve serbest radikallere bagh
gelisen hiicresel hasar1 minimalde tutmaktir. iskemi gibi travmalardan sonra azalan hiicre
ici oksidatif fosforilasyon mekanizmalari sonucunda ATP azalirken, hiicre i¢ci AMP
diizeylerinde belirgin artis saptanmaktadir. Bu AMP oksijenli kosullarda sirasiyla
hipoksantin, ksantin ve iire doniisiim yolunu izlerken oksijensiz ortamda elektron alicist
olarak NAD+ yerine molekiiler oksijeni kullanmakta, bunun sonucu olarak da siiperoksit
anyon radikali ve hidrojen peroksit iiretimine yol agmaktadir.

Karacigerde, iskeminin olusturdugu doku hasarinin, reperflizyonun saglanmasi ile
daha da arttig1 birgok deneysel ¢alismada gosterilmistir (82—84). Reperfiizyon hasarinin
ortaya ¢ikmasinda, en ¢cok sorumlu tutulan mekanizma endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri

ve notrofillerden salinan SOR’dir (85,86).
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Bu hasar mekanizmasinin anlasilmasi ile yeni cerrahi teknikler gelistirimis ve hasari
onlemeye yonelik, antioksidan ve sitoprotektif ajanlar arastirilmistir (§7-91). Bu ajanlar,
oksidatif stresin degisik basamaklarinda, stresin yarattig1 olumsuz etkileri ortadan kaldiran
antioksidan molekiillerdir.

Amifostin, ilk kez 1969 yilinda Yuhas ve arkadaslar1 tarafindan hayvan deneylerinde
kullanilmig ve sicanlarda cilt ve kemik iligini kemoterapdtik ilaclarin toksik etkilerine karst
korudugu gosterilmistir (92). Daha sonra yillarca hayvan deneyleri ile etkinligi arastirilmis
ve 1992 yilinda ilk anlamli klinik kullanimin sonuglar1 yayinlanmistir (93,94). Amifostin,
antioksidan ve sitoprotektif bir ajan olup, SOR’ni temizleyebilen bir ilagtir. Saglikli
hiicrelerin membran bagimli alkalen fosfataz enzim aktivitesi yiiksek iken hipoksik ve
kanser hiicrelerinin membran lipid yapisinda meydana gelen degisiklikler sebebiyle bu
enzimin aktivitesi olduk¢a diismektedir (95). Bu yiizden amifostinin etkin olabilmesi igin
hiicrede hasar olusmadan 6nce kullanilmasi gerekir. Aksi takdirde hipoksi gelistikten sonra
verilen ilag hiicre i¢ine gegemeyecek ve aktif metabolitine (WR1065) doniisemeyecektir.
Amifostinin i.v. kullanimindan sonra 1 dakika i¢cinde plazma diizeyi maksimuma ulasirken
6 dakika sonra <%5’i plazmada kalir. Idrarda saptanan diizey ise bunun sadece % 2’si
kadardir. Dolayisi ile geriye kalan % 98 ‘lik kismi hiicreye gecer ve burada uzun bir siire
birikir. Kullanimindan 30 dakika sonra normal dokularda (kalp, bdbrek, karaciger ve
kemik iligi gibi) Olciilen ilag diizeyi tliimoér dokusunda 6Slgiilen diizeyin yaklasik 100 kati
kadardir (96-99). Calismamizda amifostin hepatektomiden 30 dakika dnce subkiitan olarak
verildi.

Calismamizda, amifostin verilen ve verilmeyen 6 grup karsilastirildi. Amifostin
verilen li¢ grupta da biyokimyasal olarak ALT ve ALP degerlerinin daha diisiik oldugu,
histolojik olarak amifostin verilen gruplarda vakuolizasyon, safra kanalikiillerinde hasar ve
sinuzoidal epitelde dejenerasyonun daha az oldugu goriildii. Immiinhistokimyasal
boyamalarda ise, amifostinli gruplarda hiicre hasarinin daha az oldugu saptandi. Bu
sonuclar amifostinin hiice koruyucu etkisini géstermektedir.

E.Atik ve arkadaslari, hepatositlerde hasar olusturan herhangi bir kronik veya akut
karaciger hastaliginda yapilan biyopsilerde, hastaligin siddeti ile hiicrelerin iNOS
immiinperoksidaz boyasi ile boyanmasi arasinda iligski oldugunu gostermislerdir (73). Yine
Miriam Romero ve arkadaglar1 transplant rejeksiyonunda gelisen hiicre hasarinin siddeti ile
iNOS boyama arasinda iliski oldugunu gostermislerdir (74). Calismamizda 6zellikle 12.
saatten sonra amifostinli gruplarda istatistiksel olarak iNOS ile daha az boyanma

goriilmiistiir. Amifostinli gruplar i¢inde ise HTK+A ve UW+A gruplarinin birbirine yakin
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oranlarda boyandigr goriilmektedir. Amifostinsiz gruplar karsilastirildiginda ise UW
grubunun nispeten daha az hepatosit hasarina sebebiyet verdigi goriilmektedir. Bu sonug
amifostinin soguk prezervasyon esnasinda gelisen hepatosit hasarini azalttig1 hipotezimizi
desteklemektedir.

Natori Shiho ve arkadaslari, soguk iskemi siirecinde sinilizoidal epitel hiicrelerinde
kaspas bagimli apoptozisin gelistigini, buna karsin hepatosit hasarinin ¢ok nadir gelistigini
gostermiglerdir. Ayni calismada, kaspas inhibitorlerinin kullaniminin soguk iskemik
stirecte endotel hiicrelerini apoptozise ugramaktan korudugunu TUNEL testi ile
gostermislerdir (75). Yine Kuo PC ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada, soguk
saklama kosullarinda meydana gelen hasardan, 6zellikle karacigerde apoptozis seklinde
hiicre oliimii gelistigi TUNEL testi ile gosterilmistir (100). Caligmamizda hepatektomiden
sonra tiim gruplarda 0, 6 ve 12. saatlerde TUNEL testi ile apoptozise bakildi. Amifostin
verilen gruplarla verilmeyen gruplar arasinda 6. saatten sonra apoptozisin gelisimi
acisindan istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Amifostin verilmeyen gruplar
icinde UW ve HTK’nin RL’ye gore daha 1yi oldugu goriildii. Bu bulgu RL’in uygun bir
prezervasyon solusyonu olmadigini  gostermektedir. Amifostin  verilen  gruplar
incelendiginde RL grubuna gore UW ve HTK grubunda daha iyi sonuglar elde edildi. UW
kullanim1 ile daha iyi sonugar alinmasima ragmen, HTK ile arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Bu sonuglar 15181inda, amifostinin apopitozis iliskili hepatosit hasarini azalttig1
sOylenebilir.

A.W. Avolio ve arkadaglarinin HTK veya UW ile perfiizyon uyguladiklar1 35 hasta
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, genel postoperatif safra yolu komplikasyonlar1 disinda
komplikasyon ag¢isindan fark olmadigi, safra yolu komplikasyonlarinin HTK grubunda
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada, UW kullanilan grupta ilk hafta serum AST
ve ALT diizeyleri daha yliksek iken daha sonra ayni oldugu saptanmistir (101). Richard S.
Mangus ve arkadaslarinin 378 karaciger transplantli hasta iizerinde yaptig1 calismada HTK
ve UW gruplarinda greft ve hasta sagkalimi, PNF bulgular1 ve postoperatif
komplikasyonlar agisindan istatistiksel hi¢bir fark saptanmamistir (102). Yine ayni ekibin
yaptig1 baska bir ¢aligmada, HTK’nin UW’ye nazaran daha hizli ve kolay hipotermi
sagladigi, organi kandan daha ¢abuk ve efektif temizledigi, buna karsilik UW’nin uzun
soguk iskemi siiresine sahip greftleri daha iyi korudugu belirtilmistir (103). Richard S.
Mangus ve arkadaglariin 698 standart ve genisletilmis dondr hepatektomi materyalleri
tizerinde yaptig1 bir baska calismada, postoperatif erken donemde HTK grubunda enzim

yuksekligi daha fazla iken, 1. aydan sonra her iki grupta fonksiyonlarin ayni diizeye indigi,
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fakat HTK’nmin UW’ye gore biliyer komplikasyonlara daha az sebebiyet verdigi
goriilmiistiir. Yine HTK’ nin maliyeti agisindan daha uygun oldugu iizerinde durulmustur
(104). Caligmamizda, biliyer komplikasyonu gosterebilecek olan ALP ve histopatolojik
olarak safra kanalikiillerinin yapisi degerlendirildi. Amifostin verilen gruplar arasinda ALP
degeri agisindan anlamli fark saptanmadi. Fakat histolopatolojik incelemede hiicre ¢atisinin
dolayistyla safra kanalikiillerinin yapistnin UW+A grubunda daha iyi korundugu saptand.
ALT agisindan yapilan degerlendirmede ise UW+A ve HTK+A gruplarinin daha iyi
oldugu ve bu iki grubun karsilagtirllmasinda da UW+A’nin istatistiksel olarak daha iyi
oldugu goriildii.

Sonug olarak, donor karaciger ihtiyaci her gecen giin artmakta, kadavra organ bekleme
listelerinde bekleyen hasta sayilarinin ihtiyaci karsilanamamakta ve hastalar bekleme
stirecinde hayatlarin1 kaybetmektedirler. Boyle bir tabloda, ¢ikan organlarin korunmasinin
onemi ortadadir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin ana amaci, transplantasyonun yapilacagi
ana kadar gecen siirede, cikarilan organda soguk iskemik hasari en aza indirebilmek ve
daha uzun siire muhafaza edebilmek i¢in ideal prezervasyon soliisyonu ve teknigini
bulmaktir. Caligmamizda, klinikte kullanilan prezervasyon soliisyonlar1 Oncesi,
sitoprotektif bir ajan olan amifostin kullanarak, bu soliisyonlarin etkinliginin artirilmasi

amag¢lanmis ve umut verici sonuglar elde edilmistir.
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7. YORUM

1. Biyokimyasal, histolojik ve immiinhistokimyasal analizler sonucunda, RL
grubunda olusan hepatosit hasari, diger tim gruplara goére belirgin olarak daha
fazla goriilmiistiir. Fakat RL’a amifostin ilave edilmesiyle birlikte 6zellikle 12.
saatte hiicresel hasarin belirgin olarak azaldig: goriildii.

2. Tiim gruplar karsilastirildiginda, en iyi sonuglar UW+A grubunda elde edildi.

3. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda, amifostinli gruplarin amifostinsiz
gruplara gore belirgin olarak iyi sonuglar verdigi goriildii.

4. Amifostinli gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, UW+A grubunun
diger iki gruba gore daha iyi sonuglar verdigi goriildii. Bu bulgular, ozellikle
elektron mikroskobisi ile de desteklendi.

5. Sonug¢ olarak, amifostinin hepatektomi oncesi kullaniminin iskemi-reperfiizyon

stirecinde hepatoprotektif etki yaptig1 gosterilmistir.
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