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GIRIS VE AMAC

Karaciger, viicudun en biliyilk organt olup metabolik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde biiyiik rol oynar. Kan glikoz dengesi, plazma protein sentezi, lipid ve
lipoprotein sentezi, safra asit sentezi ve sekresyonu, vitamin depolanmasi (A, D, E, K ve Bi1y),
endojen ve eksojen bilesiklerin biyotransformasyonu, detoksifikasyonu ve ekspresyonu gibi
bircok temel fizyolojik olaylarda merkezi bir rolii vardir(1). Karacigerde meydana gelebilecek
herhangi bir fonksiyon bozuklugu viicuttaki tiim sistemleri etkiler. Bu nedenle parsiyel
hepatektomi sonrasi karaciger fonksiyonlarinin devami igin rezeksiyon oncesi ve rezeksiyon
sirasindaki iskeminin etkisinin ve siiresinin azaltilmasi, rezeksiyon sonrasi hepatik kan
akimmin arttirilmast ve bir dizi inflamatuar olayin kontrol altinda tutulmasi gilinlimiizde
giderek 6nem kazanmaktadir(2).

Karaciger kendisini onarabilme yetenegi ile viicuttaki diger organlardan daha
avantajlidir. Karaciger ¢esitli nedenlerle zarar gormesi karsisinda, fonksiyonel kiitlesini
tamamlama yoniinde proliferasyona ve replikasyona baslayabilir(3). Hepatektomi, karacigerin
benign ve malign hastaliklarinin tedavisinde ©Onemli bir yontemdir. Hepatektomi igin
endikasyonlar arasinda primer ve sekonder malign tiimorler, benign tiimoérler, travmatik
riiptiirler, canlidan karaciger nakli, kistler ve abseler yer alir. Hepatektomi ve hepatositlerin
viris ya da kimyasallardan zarar gdrmesi sonrasinda hepatosit replikasyonunun arttigi
gorlliir. Normalde nadiren boliinen hepatositler icin bu 06zellik son derece Onemlidir.
Karacigerin, 6nemli doku kaybi durumlarinda kendisini birkag hafta i¢inde onarabilecek
hiicreler aras1 essiz bir etkilesim ve karmasik bir mediatdr sistemi bulunur(4). Insan ve
hayvanlarda deneysel olarak parsiyel hepatektomiden sonra rejenerasyonun ve karacigerin
yeniden yapilanmasi i¢in endokrin, parakrin ve otokrin etkilesimler gereklidir(5).

Major karaciger rezeksiyonlarindan sonra kalan karaciger dokusunun fonksiyonel
ve rejeneratif kapasitesi ameliyat sonrasi mortalite ve morbiditeyi dnemli Slglide etkiler.
Giiniimiizde bilgisayarli tomografi, anjiografi ve sintigrafi gibi yontemlerle yapilan
calismalarda, karaciger rezeksiyonu sonrasi eriskinlerde iig ile alt1 ayda, ¢ocuklarda ii¢ aydan
daha kisa bir siire icerisinde karacigerin eski boyutuna ulastigi gosterilmistir(6, 7). Insan
karacigerinin %80-85’e varan rezeksiyonlar1 bile tolere edebildigi bildirilmektedir(8).
Rezeksiyon %10’dan az bile olsa rejenerasyon gerceklesmektedir(9). Hepatosit hiicre

boliimlerinden kaynaklanan gesitli hepatosit biiyiime faktorlerinin etkilerinin arastirilmasi ve
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rejenerasyonun farkli evrelerinde gen ekspresyonunun monitdrize edilmesi, karaciger
rejenerasyonunu anlamamizda onemli ilerlemelere sebep olmustur. Parsiyel hepatektomi
sonras1 geride kalan karaciger dokusunda rejenerasyonun ilk giinden itibaren basladigi ve
DNA sentezinin, hepatektomi sonrasinda ilk 24-48 saatte maksimuma ulastig
gosterilmistir(10). Normalde hepatositlerde mitoz ¢ok nadirdir. Fakat parsiyel hepatektomiden
sonra 24 saat i¢inde aktif hiicre replikasyonu baslar ve organin normal agirligina eriginceye
kadar devam eder. Ilk 10 giin i¢cinde énemli 8lciide rejenerasyon olusur ve bu olay dort, bes
haftada tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha
cok yeni lobiillerin olusmast ve rezidii lobiillerin biiylimesi seklinde olur. Hepatik
rejenerasyon i¢in gerekli uyaranlar pankreas, diger ekstrahepatik organlar ve rejenere olan
karacigerin bizzat kendisinden kaynaklanan humoral faktorlerdir(11,12).

Deneysel caligmalar gostermistir ki, bu humoral faktorler insiilin, glukagon,
hipofizer hormonlar ve arginindir(13). Bilinen en dénemli rejenerasyon inhibitorii TGFp;’dir.
fto hiicreleri tarafindan hepatektomi sonrasi erken donemde salgilanir. Rejenerasyon devam
ettigi siirece a; makroglobuline bagli olarak inaktif formundadir. Zamani geldiginde aktive
olarak rejenerasyonu sonlandirir. Bu zamanlamayi etkileyen faktorler bilinmemektedir.
Karaciger rejenerasyonunu arttirmak iizere yapilan ¢alismalar giderek 6nem kazanmis ve bu
konuya yogunlagilmistir. Sitokinlerin kontrol dis1 veya asir1 liretimi ile ¢ok sayida klinik
rahatsizliga neden oldugu konusunda deliller giderek artmaktadir. IL- 1, TNF,, IL- 6, IL- 8
gibi baz sitokinler immiin reaksiyonlarin yani sira inflamasyonun baslamasinda da énemli rol
iistlenmektedir. Dolayisiyla bu sitokinlerin inhibisyonunu saglayan ajanlardan son yillarda
TNF inhibisyonu ile kontrollii klinik ¢alismalarda romatoid artrit ve Crohn hastalig
tedavisinde olumlu gelismeler saglandig1 bildirilmektedir(14, 15, 16).

Karacigerdeki farkli pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin arttirdigi inflamatuar
stire¢, birgok akut ve kronik karaciger hastaligi, fibrozis ve siroz gelisimi ile
sonuglanmaktadir. Alkolik hepatit gelisimi TNF, ile iliskilidir. Siroz, fibrozis, alkolik hepatit
gibi birgok akut ve kronik karaciger hastaliginin tedavisinde anti TNF ilaglarin (Infliximab,
Eternecept) kullanimmin denenmesini akla getirmektedir. inflamatuar sitokinler akut ve
kronik karaciger hastaliklarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bunlarin pro-inflamatuar ajanlar
(TNF antagonisti) ve anti-inflamatuar sitokinler (IL- 10, adiponektin) ile inhibisyonu bu gibi
hastaliklarin tedavisinde yeni bir gelisim olabilir(17). Bu nedenle sitokinler {izerinde sadece

inhibitdr veya aktivator etkinin tek basma fazla bir anlami bulunmamakta, miimkiin oldugu
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kadar genis bir bakis agisindan degerlendirilme yapilmasi gerekmektedir Giiniimiizde anti-
TNF ilaclarin kullaniminda klinik endikasyonlarini genisletmeye yonelik ¢aligmalar hizla
devam etmektedir.

Calismamizda siganlar tizerinde olusturdugumuz hepatik rezeksiyon modelinde
Anti-TNF, monoklonal antikoru olan infliximab’in hepatik rejenerasyon siireci tizerine erken

donem etkilerini inceledik.
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GENEL BILGILER

1. KARACIGER

1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, sag dordiincii ile altinci interkostal araliktan midklavikiiler hat boyunca
kostal arka kadar uzanir. inferiorunda duodenum, transvers kolon, sag bobrek, sag siirrenal
bez ile medialde ise 6zofagus ve mide ile komsudur. Karaciger iist yiizeyi diafragma ile
sinirlidir. Karaciger viicudun deriden sonra insanda en biiyiik organi1 olup 1400-1600 gram
kadardir. Yeni doganlarda viicuda oranla daha biiyiiktiir. Karacigeri orten Glisson kapsiilii iki
yapraga ayrilarak diafragmaya yapisir, bu iki yaprak anterior ve posterior koronar ligamentler
adin alir. Bu ligamentler sagda ve solda triangiiler ligamentleri olusturur ve 6nde birleserek
falsiform ligamenti meydana getirirler. En alt kisminda oblitere sol umblikal venin
olusturdugu ligamentum teres hepatis yer alir (Sekil- 1). Karacigeri falsiform ligament, lig.
teres hepatis ve koronar ligamentler 6n karin duvarma ve diafragmaya baglar.
Hepatoduodenal ligament icinde koledok, hepatik arter ve vena porta bulunur. Lig.

hepatogastricum da karacigeri yerinde tutan ligamentlerden biridir(18).

Diaphragm

Right lobe # é —

Left lobe

T Falciform ligament
— Ligamentum teres

——— Gallbladder

Sekil- 1: Karaciger anatomisi
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Dorsal yiizde safra kesesi yer alir. Glisson kapsiilii karaciger parankimi igerisine dogru
uzanan, igerisinde kan damarlar1 ve safra duktuslar igeren fibréz septalar verir. Karaciger
falsiform ligament ile anatomik olarak sag ve sol lob olarak ikiye ayrilir. Sag lob daha
bliyiiktiir. Kuadrat lob inferior yiizde solda umblikal fissiir, sagda safra kesesi yatagi ve
arkada portal triadin cevreledigi dikdortgen bolimdiir. Kaudat lob ise solda falsiform
ligamanin posterior uzantisi ile inferior vena kava’nin karaciger lizerindeki impresyonu
arasinda yer alir(7). Cerrahi anatomi portal pedikiillerin dagilimi ve bunlarin hepatik venlerle
olan iligkisi, safra yollar1 ve arteryel anatomi géz Oniine alinarak karaciger sekiz segmente
ayrilmistir(19) (Sekil- 2). Segmenter anatomi kalan segmentlerin biliyer ve vaskiiler
devamliligin1 saglamada, segmenter veya birka¢ segmentin birlikte ¢ikarildig: rezeksiyonlarda

onem kazanir.

Sekil- 2: Karacigerin anatomik segmentasyonu (C. Couinaud, 1999).

Sag lob V-VIII. segmentlerden, sol lob I-1V. segmentlerden olusur. Lig. falciforme ve Lig.
Teres IV. segmenti II. ve III. segmentlerden ayirir. Karaciger rezeksiyonlar1 anatomik ve non-
anatomik olmak tizere ikiye ayrilir. Vaskiiler anatomiyi esas alan rezeksiyon tipleri anatomik
rezeksiyon olarak adlandirilir. Bu tip rezeksiyonlarda anatomik fissiirlere uyulur, fonksiyonel
ve anatomik olarak tanimlanmis karaciger boliimleri ¢ikarilir. Anatomik rezeksiyonlarin

amact fonksiyonel boliinmelere uyarak daha kansiz ameliyat yapmak, diger bodliimlerin
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kanlanmasin1  bozmamaktir. Anatomik rezeksiyonlar sag ve sol hepatektomiler,
sektorektomiler, segmentektomiler ve subsegmentektomilerdir(20).
Karaciger rezeksiyonu endikasyonlar1 sunlardir(4);
I. Malign tiimorler:
a. Primer karaciger tlimorleri
b. Metastatik karaciger tiimorleri
c. Hepatobiliyer malignensiler (Safra kesesi tiimorleri, kolanjio selliiler karsinom
vb.)
I1. Benign hastaliklar:
a. Alveolar veya hidatik kist

b. Adenom
c. Hemanjiom
d. Abse

I1l. Travma

IV. Transplantasyon

1.1.1. Vaskiiler anatomi

Normal hepatik kan akimi, erigkinde 1550 ml kadar olup %25-30’u hepatik
arterle, %70-75’1 vena porta ile gelir. Hepatik arter karacigerin oksijen tiiketiminin %50-
55’ini saglar. Portal vendeki oksijen saturasyonu normalde %85’tir. Total kan akimi kalp
debisinin %25-30’unu olusturur.
Hepatik arter: Arteria gastrica sinistra ve a. lienalis ile birlikte ¢oliak trunkustan ¢ikan a.
hepatica propria, a. hepatica communis’in dalidir ve omentum minus igerisinde, koledogun
solunda, vena portanin Oniinde seyrederek karacigere girer(21). Hepatik arter Oncelikle
karaciger pedikiilii i¢inde sag ve sol sonrasinda da karacigerin segmentlerine gore dallara
ayrilarak interlobiiler arterleri olusturur. Hepatik arterin varyasyonu ¢oktur. Sag hepatik arter
%25 oraninda superior mezenterik arterden ¢ikabilir ve portal venin sag yaninda seyreder. Sol
hepatik arter %25 oraninda sol gastrik arterden ¢ikabilir. Sol medial segment arteri %25
siklikta sag hepatik arterden ¢ikabilir. Sag hepatik arter safra yolunun oniinde seyredebilir. A.
Hepatica propria tiimiiyle superior mezenterik arterden ¢ikabilir(22-24).
Hepatik venler: Karacigerin vendz drenaji {i¢ major hepatik venle saglanir. Sol hepatik ven

ikinci ve tglincli segmentlerin kanini alir, orta hepatik venle birlesmek {izere yukar1 yonde
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parankim i¢inde oldukea yiizeyel bir sekilde seyreder. Sag lobun kani ise sag hepatik ven ile
inferior vena kavaya bosalir. Insanlarin %50 sinde iiciincii ve dérdiincii segmentten kan alip
sol hepatik vene getiren ve “umblikal fissiir veni” ad1 verilen bir ven daha vardir. Bu ven orta
hepatik venin baglandigi fakat dordiincii segmentin rezeke edilmedigi durumlarda bu
segmentin drenajin1 saglar. Orta hepatik ven genellikle sol hepatik venle birlesip tek trunkus
halinde inferior vena kavaya agilir. Ayrica %25 oraninda sag karacigerden dogrudan inferior
vena kavaya ulasan hepatik venler vardir. Izole segment rezeksiyonlarinda bu hepatik venlerin
varligi rezeksiyonu kolaylastirir(23, 25).

Portal ven: Splenik ven ve superior mezenterik ven pankreas boynu hizasinda birlesirler.
Inferior mezenterik ven bu venlere katilir ve portal ven olusur. Igerisinde valv sisteminin
olmadig1 portal venin uzunlugu ortalama yedi cm, gapt 1,2 cm’dir. Portal ven; mide, ince ve
kalin barsaklar, pankreas ve dalaktan gelen vendz kami karacigere tasir. Hepatoduodenal
ligamentin i¢inde, duodenum birinci kisminin arkasindan geger, porta hepatise ulasir ve orada
sag ve sol olmak iizere iki dala ayrilir. Portal ven, karaciger hilusuna gelmeden sol gastrik
veni (koronar ven) ve bazi kiiciik dallar1 alir. Sol portal ven dali saga gore daha uzun ve

yataydir. Portal ven dallar1 karaciger i¢inde segmentlere gore dagilim gosterir(21, 26, 27).

1.2. Karaciger Embriyolojisi ve Fonksiyonel Histolojisi

Karaciger, 6n barsagin (foregut) endoderminden ve septum transversumun
mezoderminden koken alir. Dort haftalik embriyoda 6n barsagin, daha sonra duodenumun
gelisecegi ventral bolgesinden bir divertikiil meydana gelir. Divertikiiliin kaudal bolimii
duktus sistikus ve safra kesesi seklinde gelisir. Kranial boliimden ise karaciger meydana gelir

(28) (Sekil- 3).

A. Competence B. Specification C. Morphogenesis
: ventral
3 fi t
endoderm \ ‘oregu vascularized ,
4 : liver .
4 < hepatic '
genes
\ cardiac activated
re-cardiac mesoderm
pmesoderm septum /
transversum
mesenchyme

Sekil- 3 : Karacigerin embryolojik gelisimi (Zaret, 2000).
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Hepatik parankim ii¢ ana hiicre grubundan olusmustur. Bunlar hepatositler, biliyer
epitel hiicreleri, kupffer hiicreleridir(29). Karaciger 50.000-100.000 arasinda degisen
anatomik tniteden olusur. Her lobiil merkezindeki venin (santral ven) etrafinda silindirik
olarak siralanmis hepatositlerden olusur. Lobuliin ¢evresinde dort ile bes portal yol yer
almaktadir. Portal yollarda hepatik arteriyoller, portal veniiller, safra kanalciklari, lenfatikler
ve sinirler vardir (Sekil- 4). Siniizoidlerin endotel tabakasi ile hepatositler arasindaki disse
aralign denilen kistmda karaciger lenfi olusur. Yag depolayici hiicreler (Ito hiicreleri) disse
araligina yerlesmis yildizsi hiicrelerdir. Endotel tabakasi hiicreleri arasinda aktif fagositoz

gorevi olan kupffer hiicreleri bulunur.
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Sekil- 4: Karacigerin histolojik yapis1 (Fausto and Campbell, 2003).

1.3. Karacigerin Fonksiyonlari

Karacigerin temel fonksiyonlari; barsaklardan donen kanin depolanmasi ve
filtrasyonu (vaskiiler fonksiyon), viicudun metabolik sisteminin biiyilkk kisminin
koordinasyonu ve regiilasyonu (metabolik fonksiyon), safranin yapilip safra kanallariyla
gastrointestinal sisteme ulastirilmas1  (sekretuvar ve ekskretuvar fonksiyon) olarak
Ozetlenebilir(8).
Karbonhidrat metabolizmasi: Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda glikojen depolama,
galaktoz ve frikktozu glikoza g¢evirme, glikoneogenez ve karbonhidrat metabolizmasinin ara
trlinlerinden bircok Onemli kimyasal maddenin olusturulmasi gibi bircok o6nemli

fonksiyonlar1 yiiriitiir(30, 31, 32).
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Protein metabolizmasi: Karaciger hiicresi, kendisi i¢in gerekli proteinlerin sentezine ek
olarak, ¢esitli plazma proteinlerini de sentezler. Karacigerin protein metabolizmasindaki
gorevleri; aminoasitlerin deaminasyonu, plazma proteinlerinin sentezi, viicut sivilarindan
amonyagin temizlenerek tiire olusumu ve degisik aminoasitlerin sentez ve birbirine
doniistimiidiir(30).

Lipid metabolizmasi: Karaciger yag asitleri ile notral yaglar1 hem sentez hem de katabolize
eden bir organdir. Kolesterol sentezi ve esterlestirilmesi esas olarak karacigerde olusur.
Karacigerin lipid metabolizmasindaki temel fonksiyonlar1 sdyle siralanabilir: yag asitlerinin
biiyiik bir hizla beta oksidasyonu ve asetoasetik asit olusumu, basta silomikronlar olmak {izere
LDL, HDL ve VLDL gibi lipoproteinlerin yapimi, biiyiik miktarlarda kolesterol ve fosfolipid
sentezi ve karbonhidrat ve proteinlerin yaglara doniistiiriilmesidir(30).

Detoksifikasyon fonksiyonu: Karaciger viicutta salgilanan birgok hormonun ve basta
kalsiyum olmak tizere elektrolitlerin yikim ve atilim yeridir(30). Karaciger bu detoksifikasyon
fonksiyonunu, oksidasyon, metilasyon, asetilasyon, esterifikasyon ve konjugasyon gibi
islemlerle yapar(21).

Demir metabolizmasi: Hemoglobindeki hem molekiiliindeki demir hari¢ geriye kalan demirin
biiyiik kism1 karacigerde ferritin olarak depolanir. Karaciger hiicrelerinde bulunan apoferritin
tampon fonksiyonunu yiiriitiir(21).

Immiinolojik fonksiyon: Karaciger, retikiiloendotelial sistemdeki kupffer hiicreleri araciligs
ile bakterilerin, boya maddelerinin ve diger artiklarin fagositoz yoluyla kandan
temizlendikleri biiyiikk bir filtre goérevi goriir. Karacigerdeki kupffer hiicreleri, RES
hiicrelerinin % 60°1n1 olusturur(21, 29).

Vitamin metabolizmasi: A, D, E, K ve B12 vitaminlerinin ana deposu karacigerdir(21).
Hematolojik fonksiyonlar: Kan pihtilagmasinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu Oncelikle
karacigerde sentez edilir. Bu arada fibrinojen, protrombin ve V, VII, VIII, IX, X, XI ve XII.
faktorlerin sentezi karacigerde yapilir. Protrombin ile VII, IX ve X’uncu faktorlerin yapimi
icin K vitamini gereklidir. Karaciger kandaki plazminojen aktivatorlerini uzaklastirarak
kontrolsiiz fibrinolizis olayina da engel olur. Embriyolojik yasamda hematopoetik sistemin
temel hiicreleri olan miyelositlerin, megakaryositlerin, eritrosit ve eritroblastlarin {iretim yeri
karacigerdir. Normal sartlarda dogumdan sonra duran bu fonksiyon, kemik iliginin gérevini

yapamadig1 durumlarda tekrar aktif hale gelir(21, 30).
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Safira iiretimi ve salinimi: Safra, basta konjuge bilirubin olmak iizere safra pigmenti, safra
asitlerinin bagh tuzlari, fosfolipitler (temel olarak lesitin), kolesterol, az miktarda protein
(6zellikle alblimin), inorganik elektrolitler, su ve bircok metabolitin karisimindan meydana
gelen karmagsik bir ¢6zeltidir. Osmolalitesi 300 mOsm/kg’dir. Glinde 500-1500 ml kadar safra
salgilanir. Karaciger safra asitlerini kolesterolden sentez eder ve safra kolesteroliin viicuttan
atildig1 baglica yoldur. Safranin hemen tamami, baslica distal ileumda olmak iizere, ince

barsaklarda geri emilir ve gilinde alt1 ila on kez olmak tizere enterohepatik dolasima girer(21).

1.4. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger yliksek rejenerasyon kapasitesi ve komplike fonksiyonlarinin varligr ile
farkli Ozellikleri olan bir organdir. Karacigerin rejenerasyon yetenegi, rezeksiyon veya
zedelenme sonrasi karaciger kitlesini korumaya yonelik essiz bir reaksiyondur. Rejenerasyon
stireci bir takim sitokin ve biiylime faktorlerinin tetikledigi sinyallerle gergeklesir.
Rejenerasyon doku kaybi ya da harabiyetine karsi gelisen tamamlayici hipertrofik ve/veya
hiperplazik bir yanittir. Karaciger dokusunun herhangi bir nedenle kaybi sonrasinda
oncesindeki karaciger kiitle ve fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasi siireci karaciger
rejenerasyonudur(3, 9, 33, 34, 35). Karacigerin rejeneratif kapasitesi ile ilgili ilk bilgilere
Hesiodos’un Theogoni’sinde rastlanmaktadir. Bir Titan olan Prometheus atesi ¢alarak insana
verdigi ve insan1 simarttig1 i¢in Zeus tarafindan cezalandirilir. Ceza olarak Kaftkas daglarinin
en yiiksek tepesine zincirlenir. Karacigerinin bir kismi1 her giin bir kartal tarafindan yenir ve
her gece eski halini alir. Ancak gercek anlamda karaciger rejenerasyonu fikrini ilk kez
1833’te Crueilhier ortaya atmistir(36). Bilimsel ¢alismalar 1900’1i yillarda Amerikali Higgins
ve Anderson adli bilim adamlar1 tarafindan siganlarda eter anestezisi altinda subtotal
lobektomiyle (%70-80) orta ve sol lobu ¢ikartmiglardir. %75’lik karaciger agirliginin kaybinin
bir ayda giderildigini gozlemislerdir(37-40). Siganlardaki deneysel rezeksiyon modelinde
rejenerasyon cevabi karacigerin 2/3’li rezeke edildiginde maksimumdur(37). Daha kii¢iik
miktarda parankim c¢ikarildigi zaman restorasyon daha yavas ilerler. 2/3’i asan
rezeksiyonlarda DNA sentezi ve mitotik aktivite de bozulma olur, sicanlarda subtotal(% 90)
hepatektomi rejenerasyon olmaksizin o6lime yol acar(41,42). Segmental veya lobar
rezeksiyonlar ise insanlarda timor cerrahisi yada canli dondrlerden transplantasyon amaciyla
siklikla uygulanmaktadir(43). Bununla beraber karacigerde doku kaybi ile sonuglanan

yaralanmalar, hastaliklar (viral hepatit, siroz ve toksik olaylar) veya karacigerin cerrahi olarak

21



bir kisminin ¢ikartilmasi gibi olaylardan sonra hizla kompansatuvar bir biiyiime goriiliir ve bu
biiyiime karaciger eriskin boyutlarina ulastiginda durur. Normal bir karacigerin herhangi bir
zamanda yapilan kesitlerinde hepatosit popiilasyonunun ¢ok seyrek mitoz gostermesi bu
durgunlugun bir ifadesidir(44).

Karaciger en genis hiicre proliferasyon 6zelligine sahip organdir. Hepatositlerin
sadece %0.0012-9%0.01°1 hayatin herhangi bir doneminde mitoza ugramaktadir(45-47).
Saglikli karacigerdeki bu diisiik turnover toksik karaciger hasari veya cerrahi rezeksiyon
durumunda %3 veya daha yiiksektir(38, 39). Karacigerin 2/3’nin kaybindan sonra iki hafta
icinde fonksiyonel karaciger iyilesmesi tamamlanmaktadir. Rejenerasyon cevabi tipik olarak
kalan karaciger dokusunun asiner yapisinin proliferasyonuna baglidir. Rezeksiyon vakalarinda
bu sonug, rezeke edilen lobun restorasyonundan ziyade kalan karaciger dokusunun
hipertrofisine baglidir(37). Karaciger rezeksiyonu veya parsiyel hepatektomi karaciger
kiitlesini azaltir fakat az da olsa geride hasarli hiicreler birakir. 2/3 parsiyel hepatektomi
modelinde, sol ve medial loblar ligate edilip eksize edilir. Boylece karacigerin %65-70’1
eksize edilmis olur(6). Parsiyel hepatektomi sonrasi geride kalan hepatik segmentler artan
portal kan akimi ve basincinin etkisi altinda kalmasina ragmen, parsiyel hepatektominin halen
hiicresel hasarin eslik etmedigi piir karaciger rejenerasyonu saglayan en iyi yaklagim oldugu
in vivo rejeneratif cevap ¢alismalarinda gosterilmistir. Parsiyel hepatektomiden sonra 24 saat
icinde aktif hiicre replikasyonu baslar ve organin ilk agirligina erisinceye kadar devam eder.
[k 10 giin iginde énemli dlgiide rejenerasyon olusur ve bu olay dort, bes haftada tamamlanir
(Sekil- 5 ve 6). Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha ¢ok
yeni lobiiller olusmasi ve artik lobiillerin genislemesi seklinde olur(38). Rezidii hepatositlerde
DNA sentezi sicanlarda ilk 24 saat igerisinde pik yapar ve dokudaki mitotik aktivite artar.
Hepatik rejenerasyon i¢in gerekli uyaranlar, pankreas diger ekstrahepatik organlar ve rejenere

olan karacigerin bizzat kendisinden kaynaklanan humoral faktorlerdir(7).
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Sekil- 5: Normal si¢an karacigerinin ¢ikarimi ve haftalar siiresince gergeklesen rejenerasyonu

(Higgins; 1931, Bucher; 1995).
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Sekil- 6: Rejenerasyon siiresince ¢ikarilan karaciger yiizdesi ile rejenere olan karaciger

dokusunun toplam agirlig arasindaki iliski (Higgins; 1931, Bucher; 1995).
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Giiniimiizde bilgisayarli tomografi, anjiyografi, sintigrafi gibi yontemlerle yapilan
calismalarda, karacigerin rezeksiyon sonrasi eriskinlerde tig ile alt1 ayda, ¢ocuklarda {i¢ aydan
daha kisa stirede eski boyutuna ulastig1 gosterilmistir. Siroz varliginda bu siire 9-15 aya kadar
¢ikmaktadir(8, 48).

1.4.1. Parsiyel Hepatektomi Sonrasi Hiicre Replikasyonu

Karaciger kiitlesinin %80’ini, hiicre sayis1 olarak %60’m1 olusturan hepatositler
hiicre siklusuna en hizli baslayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki degisiklikler dakikalar i¢inde
meydana gelmektedir(49, 50). Hepatositler diger hiicre tipleri i¢in mitojenik ajanlar iiretirler
(Sekil- 7).

Stellate Cells
Sinusoidal Endothelial Cells

Hepatic Macrophages (Kupffer cells)

Biliary Epithelium

Sekil- 7: Karaciger rejenerasyonunda gergeklesen hiicresel etkilesim  (George
K.Michalopoulos-2007).

PH modelindeki rejenerasyon siirecinde teorik olarak hiicrelerin 1.66 proliferasyon
yapmasi gereklidir. Rejenerasyon esnasinda hepatositlerin biiyiik cogunlugu 1 veya 2 sefer
prolifere olmaktadir. Karacigerde bulunan tiim hiicreler bdliinerek rejenerasyon siirecine

katilmaktadirlar. Hepatositlerdeki en iist DNA sentezi 24. saatte goriilmektedir. Hepatositleri
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sirastyla duktus epitel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellate hiicreler ve siniizoidal endotel

hiicreleri izlemektedir(51, 52) (Sekil- 8).
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Sekil- 8: Karaciger rejenerasyon siireci (Michalopoulus and DeFrances, 1997)

Hepatosit proliferasyonu lobuliin periportal alanindan perisantral alanina dogru mitoz dalgasi
seklinde yayilir(53). Santral ven ¢evresindeki glutamin sentetaz enzimi i¢eren hepatositler

hiicre replikasyonuna en son katilan hiicrelerdir.

1.4.2. Parsiyel Hepatektomi Sonras1 Transkripsiyon Faktor Aktivasyonu

Normal sartlar altinda hepatositler hiicre dongiisiiniin Gy fazindadirlar. Herhangi
bir nedenden Otiirii karaciger dokusunun kaybi Go fazindaki hiicrelerin dongiiye girerek
boliinmesine yol agan olaylar1 baglatir. DNA sentezi i¢in gereken proteinlerin yapim doénemi
pre-replikatif G; fazinda tamamlanir. Daha sonra hiicre DNA replikasyonunu gergeklestirir (S
faz1). Bu faz1 BrdU, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ve Ki-67 gibi artan S fazi
proteinlerinin ekspresyonlarini gostererek tanimlamak miimkiindiir(54, 55). Replikasyon
sonrasi hiicre bdliinmesi i¢in gereken molekiillerin sentezi G, fazinda tamamlanir. Daha sonra

mitoz gercekleserek yeni hiicreler ortaya ¢ikar(56). PH sonrasi hiicrelerin Gy fazindan G;
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fazina gecmesine sebep olan olaylar "priming" daha sonra hiicre dongiisiiniin tamamlanmasi
ise "progresyon" olarak adlandirilmaktadir. "Priming" ve "progresyon" fazlarindaki olaylar
ve birbirleriyle olan iliskileri, transkripsiyon faktorleri, gen yamtlari, biiyiime faktorleri,
sitokin etkileri, kinaz kaskadlar1 sadelestirilmis haliyle Sekil- 9 ve Sekil- 10°da gosterilmistir.
Niikleer faktor kappa B (NF-kB), sinyal transdiisirt ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STATS3),
aktivator protein- 1 (AP-1) ve CCAAT/enhancer-baglayici proteinler (C/EBP) transkripsiyon
faktorleridir. Bu transkripsiyon faktorleri inflamasyon, hiicre adezyonu, proliferasyon ve
apopitozda (rejenerasyon sirasinda meydana gelen olaylar) rol alan 70’den fazla genin
aktivasyonuna yol agmaktadir(56). Bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu igin PH
sonrasinda artan metabolik ylik ve heniiz ayrintilar1 tam olarak bilinmeyen yollarla
karacigerde dakikalar iginde tespit edilebilen degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir(49, 50). Bu
olaylar sonucta reaktif oksijenlerin {iretimi, proinflamatuar sitokinler, timér nekrozis faktor
alfa (TNF, ) ve interlokin 6’nin (IL— 6) artis1, mitojen, co-mitojen ve inhibitdrlerin artisina ve
birbirleriyle karmasik iligkilerinin devamina yol agmaktadir. Bu siirecteki karmasik iligki
yumaginin herhangi bir adimimin etkilenmesi potansiyel olarak karaciger rejenerasyon

stirecini etkileyebilir.
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Sekil- 9: Karaciger rejenerasyon siirecinde priming ve progresyon fazlart (Giincel

Gastroenteroloji dergisi, Aralik- 2004)
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Karaciger rejenerasyon uyarist gelmeden Once hepatositlerin hemen hemen hepsi
Go fazinda bulunurlar(58-60). Hiicre dongiisiiniin, uyarmnin gelmesinden sonra ilerleme
fazindan ¢ok, baslama fazinin biiylime faktorlerine gereksinimi vardir(61). Transkripsiyon
faktorii olan Nuclear Factor-kB(NF-xB), STAT3, Nuclear adaptor protein complex—1 (AP-1)
ve sitokin diizenleyici olabilecegi diisiiniilen enhancer binding protein (C/EBP) karaciger
rejenerasyonunun baslamasinda 6nemli rol oynarlar(60-62). Bu molekiiller baslangigta TNF,,
tarafindan uyarilirlar(63, 64). Bu nedenle deneysel olarak TNF, ve bu sitokinin uyardig: 1L-6
miktarinin biyokimyasal yontemler ile belirlenmesi, parsiyal hepatektomi sonrasinda

rejenerasyon durumu ile ilgili bilgi verir(64, 65).
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Sekil- 10: Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve DNA sentezinin baslamasina yol
acan olaylar (Giincel Gastroenteroloji dergisi, Aralik- 2004)

Parsiyal hepatektomi ya da kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger hasarindan
sonra kupffer ve endotel hiicreleri tarafindan TNF, ve IL— 6 tiretimi baslatilir. IL— 6 tiretimi
TNF, tarafindan uyarilmaktadir. IL— 6 ve 6zellikle TNF, ile birlikte karacigerden (HGF) ve
¢evre organlardan gelen biiylime faktorlerinin (pankreas > HGF; duedonum > EGF; adrenal
bez > norepinefrin) etkisiyle SOR {iretimi saglanir(3). Bir¢ok hiicre tipinde bulundugu gibi
hepatositlerde de bulunan ve p65- p50 protein alt iinitelerinden olusmus NF-kB molekiilii

normalde inaktiftir. Bu durum molekiilin p65 finitesine bagli I\B inhibitdriinden
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kaynaklanmaktadir. SOR araciligiyla IKK enzim kompleksi tetiklenerek \B molekiiliini
katalizlemesi ve NF-xB’den kopmasi saglanir. Bodylece, hepatosit sitoplazmasinda
fosforilasyondan sonra aktivite kazanan NF-xB hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. Molekiiliin
cekirdege gecisi engellendiginde karacigerde apoptozis baslar(3). Parsiyal hepatektomiden
sonra Oncelikle transkripsiyon faktorlerinden NF-xB, AP-1, C/EBP ve bunlarin hemen
arkasindan da STAT3’iin DNA’ya baglanmalarinda artis olur. NF-xB operasyondan 10-15
dakika sonra olgiilebilir ve bir, iki saat iginde de normal seviyeye diiser. STAT; ise
operasyondan sonraki bir, iki saat i¢inde belirlenebilir ve aktivasyonunu dort, alt1 saat kadar
stirdiirebilir(3, 61).

1.4.3. Karaciger Rejenerasyonunda Molekiiler Mekanizma

IL-6 sitokini ve diger biiytime faktorleri varliginda sitoplazmada aktivite
kazanmig STAT3, NF-kB gibi hiicre ¢ekirdegine goc eder. DNA molekiiliine baglanmasindan
sonra hepatosit proliferasyonunda gergeklesen iki asamali gen ekspresyonunun ilk fazi “The
immediate early genes (IEGS)” olarak bilinen c-myc, jun-B, c-jun, c-fos gibi
protoonkogenlerin ekspresyonu baslatilir(3, 66, 67). IEGs 16sin ailesinin iiyelerinden
proteinleri kodlar ve bunlar hiicre onarimiyla iliskilidir. Bu genlerin aktive oldugu dénem
“acil erken faz” olarak adlandirilir(68). Transkripsiyon faktorleri, tirozin fosfataz ve hiicre zar
proteinleri IEGs tarafindan meydana getirilir(3). “Delayed early genes” gecikmis erken genler
olarak da ifade edilen ve apoptozise engel olan Bcl-XL geninin 6rnek gosterildigi gen
ekspresyonunun ikinci fazidir. Ayrica, Bcl-XL geni hepatosit proliferasyonu sirasinda
mitokondrilerde meydana gelmis olan SOR’ne karsi antioksidan 6zellik gosterir(3, 59). Deney
hayvanina TNF,’nin enjekte edilmesi, AP-1’in baglanmasimi artirici yonde bir ozellik
kazandirir. AP—1’in baglanmasi ise parsiyal hepatektomiden ¢ok kisa bir siire sonra c-jun ve
Cc-jun niiklear kinazin aktivitesiyle paralel degerlendirilmektedir.

Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve primer genlerin ekspresyonu
sonucunda hepatositler, hiicre dongiisiiniin G; fazina dogru itilirler. Bu olay parsiyal
hepatektomiden sonraki dordiincii saate isabet eder(3). Hiicre dongiisiinde gorev alan p53,
p21, mdm genleri ile siklinler ve siklin bagimli kinazlar olarak bilinen hiicre i¢i enzimler
parsiyal hepatektomi uyarisiyla aktivite kazanirlar. Siklin D1’in kinaz ile olusturdugu
kompleks, hiicre dongiisiindeki bazi1 faktorleri fosforilleyerek, rejenerasyonun 20. saatinde,

dongiiniin G fazindan S fazina gegmesini ve replikasyonun ger¢eklesmesini saglar(3, 58). Bu
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stirecte siklin D, E, C ve B’nin ekspresyonlarina da gereksinim duyulur ve sonug olarak DNA
molekiilii replikasyona ugrar(3, 61) (Tablo-I).

Hepatosit hiicre dongiisiinde, siklin D1’den siklin E’ye ge¢is onemli bir sinir
noktadir. In vivo ve in vitro kosullarda, bu iki siklini eksprese edebilen adenovirus vektorleri,
hepatosit DNA replikasyonunu uyarabilir ve bu asamadan itibaren, biiylime faktorleri
olmaksizin replikasyon ilerleyebilir(62). Siklin bagimli kinazlar ve bunlarin yapilarina
katilarak aktivasyonlarin1 yonlendiren siklin proteinleri sadece hepatosit hiicre dongilisiinde

degil ayn1 bigimde tiim 6karyotik hiicrelerin dongiilerinde de diizenleyici rol oynar(69).

IEGs Gecikrniy Hiicrs dongisi O A replikasyoun
{c-fos, c-jum, zenlar zenlard VE Imitez
mn-B, c-myc, (bckx) (p33, p21, (siklin D], siklin E, C,
vh.) mdm?2} E;ras)
I I | I
0 4. zaat 8. saat 20. zaat 48 saat
Gy * [ ol

Tablo - I: Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunda gen aktivitesi zinciri
(Fausto N, 2000).

DNA molekiiliindeki ve gen ekspresyonlarindaki artisin tespit edilmesi,
rejenerasyon siirecinin yonii ve ilerleyisinin yorumlanmas: agisindan onemlidir. Parsiyel
hepatektomi sonrasi erken donem karaciger rejenerasyonunda gelisen olaylarin kronolojik

siralamasi (Tablo- 11).

Tablo - I1: Rejenerasyon siirecindeki kronolojik siralama (George K.Michalopoulos—2007).

Multiple signaling pathways involving both growth factors, cytokines, paracrine

signals, and neuroendocrine factors occur simultaneously within the first

60 min after PHx. These include:

¢ Increase in urokinase activity (first 5 min)

Translocation of N{otch) ICD to the nucleus (15 min)

Translocation of beta-catenin to the nucleus (510 min to 6 h)

Decrease in HGF biomatrix stores (30 min to 3 h)

Activation of the HGF receptor (within 30-60 min)

Activation of the EGF receptor (within 30-60 min)

Increase of HGF, Norepinephrine, IL6, TNFa, TGFb| and hyaluronic acid

in the plasma (1-2 h)

Activation of API, NFkB, and STAT3 (30-60 min)

* Extensive gene expression reprogramming of hepatocytes within 30 min
after PHx
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Sitokinler ve biiylime faktorleri hepatik rejenerasyon ile iligkili olan biyolojik
maddeler olup, hepatik rejenerasyonu uyarip tetikleyenler ve durduranlar olarak
gruplandirilirlar (Tablo-I11) (59).

Tablo - Ill: Hepatik rejenerasyon sirasinda biiyiimeyi etkileyen faktorler (Micholopoulos
GK, 1997).

Mitojenler Yardunc: mitojenler
Hepatosit growth faktor Insiilin

Transforming growth faktér-o  Glukagon

Epidermal growth faktér Anjiotensin
Insiilin-like growth faktér Norepinefnin

INF Vazopressin

Asidhk fibroblast growth faktér  Parathormon
Tircid hormonlan
Adrenal kortikal hommonlar

Inhibitor faktorler
Transforming growth faktdr-g
IL-1

Aktrvm

Inhibin

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF,), Interleukin—6 (IL-6), Hepatocyte Growth
Factor (HGF) ve Transforming Growth Factor-N (TGF-N)’nin hepatik rejenerasyonu
tetiklerken, Interleukin—1 (IL-1), Transforming Growth Factor- B (TGF-B) ve aktivin ise
baslamis olan rejenerasyonu bloke ederler(59, 61, 65, 70). Bunlarin yaninda dolayli olarak
insiilin, norepinefrin, gastrin, prostoglandin Ez, kalsiyum ve D vitamini gibi komitojen
maddelerin de temel mitojenler varliginda karaciger rejenerasyonu iizerine 6nemli etkileri
vardir(9, 59, 70). Hepatositlerin in vitro olarak HGF, Epidermal Growth Factor (EGF) ve
TGF-N biiylime faktorlerine tam cevap verebilmesi i¢in ortamda ilk olarak TNF, ve IL-6
sitokinleri ile sitotoksitite engelleyici diger ajanlara gerek vardir(3).
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1.4.4. Karaciger Rejenerasyonunu Aktive Eden Faktorler

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF): HGF karaciger rejenerasyonunun kontrol ve
diizenlenmesinde yiiksek diizeyde mitojenik etki ile 6nemli rol oynar(71). En ¢ok karaciger
ito ve kupffer hiicrelerinde olmak tizere akciger, dalak, plasenta, beyin gibi birgok dokuda ve
plazmada bulunan protein yapisinda bir biliylime faktoriidiir(72). Ayrica sistemik olarak
enjekte edilen HGF’iin karaciger tarafindan diger organlara gore daha fazla tutuldugu
goriilmiis(73). Bu molekiil hem in vitro hem de in vivo sartlarda biiylime faktorii olma
Ozelligini devam ettirir(74). Rekombinant HGF, primer kiiltiirde sigan ve insan hepatositleri
icin potansiyel bir mitojendir. HGF, parsiyal hepatektomi yapilan, kimyasal hasarli ve akut
hepatitli siganlarda daha fazla hasarin olusmasina engel olmak i¢in karaciger rejenerasyonunu
uyarir(75). %30 parsiyal hepatektomi yapilmis hayvanlarda, karacigere infiizyon ile ¢ok az
miktarlarda HGF ve TGF, verildiginde DNA sentezinde biiyiik artislar olmaktadir. Fakat ayni
uygulama hi¢ hasara ugratilmamis karacigerde bu sonuca neden olmaz(61l, 62).
Hepatektomiyi takiben bes dakika icinde tirokinaz aktive olur ve plazminojenin plazmine
dontigiimiinde rol alir. Plazmin matriks yikict metalloproteinazlart uyarir. Matriks yikimi
sonucu HGF salgilanir(9). Ratlarda hepatektomi sonrasi bir saat i¢inde plazma HGF
konsantrasyonu 20 katma ¢ikar(76). Insanlarda karaciger rezeksiyonunu takiben 1. ve 3.
giinler arasinda plazma HGF seviyesi maksimuma ulasir(77). Portal veni baglanmamis
sicanlarda hepatektomi sonrasi verilen HGF’tin hem hepatosit kitlesini hemde DNA sentezini
arttirdigl, portal veni baglanmis kontrol grubunda hipertrofi olmaksizin DNA sentezinin
arttig1 belirlenmistir(78). HGF gibi baz1 biiylime faktorlerinin en 6nemli kaynagi pankreasin
ekzokrin kismi oldugu i¢in, HGF parakrin mekanizmayla hepatositler iizerine etkilidir.
Pankreatektomi ile birlikte parsiyal hepatektomi uygulanmis deneklerin karacigerlerinin
rejenerasyonu ve iyilesmesinde gerileme olmaktadir(5). HGF’iin mitojen etkisi sadece
hepatositler ile sinirli olmayip farkl hiicre tipleri tizerine de benzer etkiler yapar(59).

TNF: TNF, ve TNFg olmak tizere iki formu vardir. TNF, baslica makrofajlardan salinan
klasik formdur ve kasektin olarak bilinir. TNFy ise lenfosit kaynaklhidir. Lenfotoksin-a olarak
anilir. Reseptorleri (TNFR, ve TNFR))) ve etki mekanizmalar1 aynidir. Birgok doku ve hiicre
tizerinde farkli etkilerinin oldugu bilinen bir proteindir. TNF, dogal ve kazanilmis bagisiklik,
hiicre regiilasyonu, farklilasma ve apopitoz siire¢lerinde 6nemli rollere sahip, polipeptid
yapida bir sitokindir. Basta makrofaj ve lenfositler olmak iizere ¢esitli immun ve somatik

hiicrelerde sentezlenir. TNF’iin ilk tarifi 1975’te Carswell tarafindan yapilmistir. Prohormon
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seklinde membrana entegre halde bulunur. Uyaranlara yanit olarak membrandéz TNF (m-
TNF), TNF donistiiriicii enzim (TACE) tarafindan yikilir ve matiir ve solubl form (s-TNF)
olusur. Olusan bu molekiillerin iigii bir araya gelerek aktif olan homotrimer yapiy1 olusturur.
TNF ekspresyonu uyari sonucu yarim saat i¢inde baslar, 90-120 dk arasinda pik yapar. Daha
sonra salinan IL-1 ve IL-6 TNF ekspresyonunu inhibe eder. Dort saat iginde TNF diizeyi
sifira diiser. TNF kosullara bagli olarak NF-xB (nuclear factor kappa binding ) tarafindan
aktivasyonlar1 diizenlenen hiicreler {izerinde promitojenik etkiye sahiptir(79). Genetik olarak
TNF, reseptor defektli sicanlarin parsiyel hepatektomiye yanitlarinin yavas ve eksik oldugu
goriilmiis(80). TNF ayn1 zamanda iNOS’un regiilasyonunda rol oynar, iINOS defekti bulunan
siganlarin karaciger rejenerasyonlarida defeklidir(81). TNF hepatositler igin direkt mitojen
degildir. HGF gibi direkt mitojenlerin mitojenik etkilerini arttirir. Hepatektomi sonrast TNF
plazma diizeyleri artar.

TNF inhibitorleri: Karacigerdeki farklt pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin arttirdigt
inflamatuar siire¢ ile karakterize bircok akut ve kronik karaciger hastalig1 fibrozis ve siroz
gelisimi ile sonuglanmaktadir. Bir¢ok alkolik hepatit gelisimi TNF, ile iliskilidir. Bu
hastaliklarin  tedavisinde anti-TNF ilaclarn  (Infliximab, Eternecept) kullaniminin
denenmesini akla getirmektedir. inflamatuar sitokinler akut ve kronik karaciger
hastaliklarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bunlarin proinflamatuar ajanlar (TNF antagonisti)
ve anti-inflamatuar sitokinlerle (IL-10, adiponektin) ile inhibisyonu bu gibi hastaliklarin
tedavisinde yeni bir gelisim olabilir(82) (Sekil- 11).

32



Treatment Strategies

liver injury

. . viruses, ethanol,
anti-TNF strategies toxins

endotoxin

l IL-10
/ suppresses inflammation
induction of pro-inflammatory : .
cytokines (IL-1a/B, IL-8) reduces MHC-I| expression

acute liver failure

suppresses [L-1a/P, TNFa
and IL-8 production
acute phase response decreases IL-2 release
holestasis
initiation of tissue repair
(TGF -= liver fibrosis)

N

adiponectin

portal & systemic
hemodynamic derangements

suppresses endotoxin
induced TNFa production

induces IL-1RA
induces IL-10

suppresses liver fibrosis

Sekil- 11: Karaciger hasarinda anti-TNF antikorunun etkinligi (Liver International -2006).

Anti-TNF Tlaclarin Etki Mekanizmalari: Anti-TNF monoklonal antikorlar (infliximab,
adalimumab) ve solubl TNF reseptorleri (etanersept, onersept ve lenersept) hem solubl hem
de membrana bagli TNF’leri baglamalar1 ve boylece onlarin fonksiyonlarini bloke etmelerine
Karsin etki mekanizmalar1 agisindan aralarinda énemli farklar oldugu gosterilmistir. Ornegin,
anti-TNF monoklonal antikorlar sadece TNF,’y1 bagladigi i¢in TNF, ve ona bagl sitokinlerin
aktivitelerini baskilarlar. Solubl reseptorler ise TNF,nin yani sira makrofajlar ve T
hiicrelerinden salgilanan lenfotoksin- o (LT- a ) veya eski adiyla TNFp’y1 da baglarlar. Diger
bir fark, anti-TNF monoklonal antikorlar TNF,’nin hem TNFR | hem de TNFR j, reseptoriine
baglanmasin1 Onleyerek her iki reseptoriinde fonksiyonunu bloke etmektedir. Solubl
reseptorler ise sadece bir reseptoriin Ozelliklerine sahip olacak sekilde diretilmektedir
(etanersept TNFy;, lenersept ise TNF; reseptorii gibi). Diger 6nemli bir unsurda, bu ilaglarin
membrana bagli TNF’lere baglanmada ve buna bagl gelisen reaksiyonlarda farkliliklar
olmasidir. Immiin yanit ve sitokin biyolojisini anlamakta reversibl ve irreversibl etki
kavramlar1 Onemlidir. Hiicre dis1 mesafede olan bir TNF,’nin soluble reseptér veya
monoklonal antikorlar ile baglanmasi i¢in affinitenin, IgG tipinin, soluble reseptorlerin TNFy

veya TNF, olmasmin onemi yoktur. Membrana bagli TNF, ile baglanma ise farklidir.
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Membrana bagli TNF, tam olarak aktif formda bir sitokindir. Prokiirséor TNF,, metalloproteaz
“TNF, Converting Enzyme (TACE)” tarafindan pargalanir ve TNF, olarak ortama salinir.
TACE makrofaj ve dentritik hiicrelerde eksprese olan bir enzimdir ve ¢ok gesitli
mekanizmalarla aktive olmaktadir. T lenfositlerinde ise TACE aktivasyonu etkin degildir. Bu
nedenle T hiicrelerinde sentez edilen TNF,’lar membrana bagli olarak kalir. Makrofajlarda
sentez edilenler ise TACE ile pargalanarak ortama salinirlar. Genel olarak CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinin membran TNF, eksprese ettikleri, makrofaj ve dentritik hiicrelerin ise TNF, y1
sekrete ettikleri bilinmektedir (Sekil- 12).

Dogal imminite Kazaniimig immanite

Sekil- 12. immiin sistemdeki farkli hiicrelerde TACE aktivitesine bagl olarak TNF,

ekspresyonu.

TNF, nin aktif hale gelmesi i¢in trimerik yapi olusturmasi gerekir. Yapilan
calismalarda, membran TNF,’larinda trimerik yap1 olusturdugu ve bu nedenle membrana
bagli TNF,’larda aktif formda olduklar1 gosterilmistir. Membran TNF, hiicre-hiicre
iletisiminde 6nemlidir. Sitokinlere bagli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
hiicre dis1 boslukta yer alan soluble sitokinden daha ¢ok hiicre-hiicre arasi iletisim ile

aktivasyona sebep olan membran sitokinlerinin daha 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
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nedenle bir hastaligin anti-TNF ilaglar ile etkin tedavisi i¢gin membran TNF, aktivitesininde
baskilanmasi gereklidir. Solubl ve membran TNF,’larinin TNFR); reseptoriine ve dimerik
yapidaki solubl TNF reseptorii etanersepte baglanmasi hizli ve reversibldir. Monoklonal
antikor olan infliksimab ise membran TNF,’lar1 ile daha stabil bir kompleks olusturmaktadir.
Ayrica daha yiiksek afinite ile daha ¢ok sayida infliksimab molekiilii membran TNF,’larini
baglamaktadir. Bu nedenle membran TNF,’larinin etanersept ile baglanmasi infliksimab’a
gore daha diisiik afiniteli, reversibl ve buna bagli olarak biyolojik aktivite inhibisyonu daha
azdir. Yapilan in vitro ¢alismalarda membran TNF, eksprese eden hiicreler infliksimab ile
baglanmasi sonucu komplemana bagl hiicre lizisi veya antikora bagl sitotoksisite ile dliime
gittikleri gosterilmistir(83).

Etanersept: Rekombinant TNF, reseptor fiizyon proteinidir. TNF, ve TNFg‘ya baglanarak
reseptorlerine ulagmalarini engeller. 1998 yilinda romatoid artrit hastalarinda kullanilmak
tizere FDA onay1 almistir. Juvenil romatoid artrit, ankilozan spondilit, psoriatik artrit, kalp
yetmezligi, inflamatuar barsak hastaliklar1 kullanildig1 bazi durumlardir.

Infliximab: Anti-TNF, monoklonal antikordur. TNF, molekiiliiniin hem ¢oziinebilen hem de
transmembrandz formlara yiiksek afinite ile baglanir ve IL-1, IL-2 ve lokosit
aktivasyonunda 6nemli olan adezyon molekiillerinin {iretimini azaltir. Cok sayida in vitro
incelemede infliximab’in TNF,’nin fonksiyonel aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. %25
findik faresi + %75 insan antikorundan olusturulmustur (kimerik). 1998’de Crohn
hastalarinda kullanilmak tizere FDA onay1 almistir. Crohn hastaligi, iilseratif kolit, steroide
direngli akut karaciger hasari, GVHD, romatoid artrit, ankilozan spondilit ve
spondiloartropati, enterokutan ve rektovajinal fistiil tedavisinde kullanilir(84, 85).

Deneysel ¢alismalar: CCl, tarafindan indiiklenen karaciger fibrozisinin tedavisi(86).
Adalimumab: Rekombinant insan anti-TNF monoklonal antikorudur. Solubl TNF,‘ya
baglanarak ylizeydeki TNF; ve TNFy, reseptorlerine baglanmasin1 engeller. Romatoid artrit
tedavisinde kullanilir.

Lenersept: Rekombinant TNF, reseptoriidiir.

Talidomid: Sentetik glutamik asit derivesidir. TNF,‘nin RNA’simnin par¢alanmasini arttirir.
1998°de eritema nodozum leprozum tedavisinde kullanilmak iizere FDA onayr almistir.
Crohn hastaligi, romatoid artrit, kalp yetmezligi, aftoz iilserler, still hastalig1, diskoid lupus,

Behcet hastaligi, piyoderma gangrenozum, histiyositoz, sarkoidoz, multipl myeloma, kaposi
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sarkomu, AIDS’li hastalarda ortaya cikan enfeksiyonlar ve solid tiimorlerin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Anti-TNF flaclarin Yan Etkileri: Anti-TNF ilaglarm kullanimi esnasinda gesitli yan etkiler
saptanmistir. Genel ve firsatg1 enfeksiyonlar yan etkiler iginde ilk sirayr almaktadir.
Demiyelinizan hastalik, lupus benzeri klinik tablo, konjestif kalp yetmezligi ve o6zellikle

lenfoma olmak tizere maligniteler ise enfeksiyon dis1 yan etkileri olusturmaktadir.

IL-6: Kaynagi T ve B hiicreleri, makrofajlar, endoteliyal hiicreler, fibroblastlar,
hepatositlerdir. Akut travma ve stres sirasinda kan diizeyi yiikseldiginden dolay1 genellikle
sistemik inflamatuvar yanit veya postoperatif morbidite indikatorii olarak kullanilir.
Salgilanmasinda major etkiyi IL-1 ve TNF, saglar, 1L-4, IL-10 ve IL-13 tarafindan
baskilanir(87). Travmadan sonra 60 dakika iginde dolasimdaki diizeyi olgiilebilir, dort ile alti
saatte pik yapar ve dolagimda kalma siiresi 10 giine kadar uzayabilir. Ulastig1 kan diizeyi
direkt doku hasari ile baglantilidir. IL-1 ve IL-6, travma sirasindaki hepatik akut faz protein
yanitinin 6nemli mediatorleridir ve C-reaktif protein (CRP), fibrinojen, haptoglobulin, o1-
antitripsin ve kompleman yapimmi da arttirir. Saglikli bireylerde serum IL—6 diizeyleri
saptanmazken inflamatuvar olaylarda serum seviyeleri artar. IL-6 sicanlarda parsiyal
hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu uyaran énemli bir mitojen ve anti-apoptotik
faktordiir(3, 17). Rejenerasyon uyarisina cevap verirken, TNF, aktivasyonuyla etkinlik
kazanan IL-6, farkli hedef hiicre tipleri iizerine ¢ok yonlii biyolojik aktiviteler gosteren
pleiotropik bir sitokindir(88). Bu sitokin, hemapoietik sistem diizenlenmesinde, lenfosit
fonksiyonlarinda ve hiicre farklilasmasinda gorev alan onemli bir mediatordiir. Siganlarda
parsiyal hepatektomiden sonraki 24-48. saatler arasinda IL-6’nin serum konsantrasyon
seviyesi artar(59, 63, 89). IL-6’nin fizyolojik miktari rejenerasyon igin gereklidir ancak, fazla
IL-6 biliylime durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden
olabilir(90). Inflamator sitokinlerin 6nemli kaynagi kupffer hiicreleri(59) ve sinusoidlerdeki
endoteldir(91). Ayrica, TNF,, IL-6 ve HGF ile heparine baglh EGF’nin temel kaynagi,
karacigerdeki parankimal olmayan hiicreler de olabilmektedir(62). IL—6 sitokininin hepatosit
biiyiimesi tizerine etkisi otokrin mekanizma ile olabilir. Ayrica IL-6’nin karacigeri toksik
hasarlardan korumada da 6nemli rolii vardir(66).

Epidermal biiyiime faktorii (EGF): Hepatositlerde DNA sentezini uyardigi belirlenen ilk

faktordiir(92). Hepatosit kiiltiirlerinde mitojen etkisi kanitlanmigtir(9). Hepatektomi sonrasi
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artan noradrenalin uyaristyla submandibular bezlerden ve Brunner bezlerinden salinimi
artmaktadir(93). Amfiregiilin epidermal growth faktdr ailesinin bir iiyesi olup hepatektomi
yapilan ratlarda karaciger rejenerasyonunun erken fazina etkili bir erken-yanit biiyliime
faktorii oldugu goriilmiistiir(94).

STAT3. Hiicre dongiisiinde yer alan ve potansiyel transkripsiyon faktorlerinden olan Signal
Transducers Activators of Transcription (STATS3)’iin aktivasyonu IL—6 sitokininin serbest
kalmasmma ve EGF’nin uyarisina baghdir(3, 59, 66, 67). Bu a¢idan hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde IL—6 varlig1 olduk¢a 6nemlidir(91). Si¢anlarda parsiyal hepatektomiden sonraki
30 dakika ve iiciincii saatler arasinda STAT3’lin seviyesi yiiksektir. STAT3’lin hiicre
bliylimesi, farklilagmasi ve pek cok sistemde hiicrelerin Gi’den S fazina gecislerinde
onemlidir. Hepatositlerin Gi’den S fazina gecisinde, HGF ve TGF-N biiyiime faktorlerinin de
varhiginda STAT3z aktivasyonu gereklidir(59).

Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF, ): Karaciger rejenerasyonunun baslangig
sathasindan sonra rol oynadig1 disiiniilmektedir. EGF ile aynmi reseptdr iizerine etki eder.
Hepatosit kiiltiirlerinde DNA sentezini arttirmaktadir(92, 95).

Norepinefrin: ai-adrenerjik reseptorler yoluyla direkt EGF’yi arttirarak indirekt yoldan
karaciger rejenerasyonunu arttirir. Sempatik denervasyon ve ou reseptdr blokaji DNA
sentezini azaltmaktadir(9).

Insiilin: Porto sistemik sant sonucu gelisen karaciger atrofisi insiilin verilmesiyle
engellenebilmektedir(96). Primer mitojen olmamasina karsin hiicre kiiltirlerinde diger
biiytime faktorlerinin etkisini arttirmaktadir(9).

Hepatosit uyarict madde (HSS): 53 kilodalton agirliginda bir proteindir. Invitro ve invivo
olarak hepatotrofik etkisi vardir(97).

Seks hormonlarz: Hepatektomi sonrasi hepatositlerde Ostrojen reseptorleri artarken androjen
reseptodrleri azalmaktadir. Ostrojenin hiicre kiiltiirlerinde hepatosit bdliinmesini arttirict etkisi
vardir. Anti 0strojen bir ajan olan tamoksifenin invitro ve invivo karaciger rejenerasyonunu
azaltigi  gosterilmistir(92, 98). Buna karsin antiandrojenlerin  belirgin  bir etkisi
gosterilememistir(99).

GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér’in (GM-CSF), deneysel ¢alismalarda
hepatik rejenerasyonu arttirdigi, Kupffer hiicrelerinin diferansiyasyon ve proliferasyonunu

arttirdig1 gosterilmistir(100).
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Leflunomid: Leflunomid(L) yeni bir anti-inflamatuar ajan olup gii¢lii immiinomodiilator ve
anti-oksidan etkinliklere sahiptir. PH’de rejenerasyon, oksidatif stres {irlinlerince
baskilanmaktadir. Leflunomid gii¢lii anti-oksidan ve selektif immiinomodiilatér 6zelligi ile
yapilan deneysel ¢calismada ratlarda PH sonrasi karacigerin rejenerasyon kapasitesini arttirdigi
saptanmig(101).

Digerleri: Fibroblast biiylime faktorii (FGF), vaskiiler endotel biliylime faktorii (VEGF),
triityodotironin (Ts), retinoik asit, bazi ilaglar (barbiitratlar, diazepam, hipolipidemik ajanlar,
anti epileptik ajanlar), biiyiime hormonu, PGE2, siklosporin, FK506, vazopressin gibi
faktorlerin karaciger rejenerasyonuna olumlu katkilari oldugu bildirilmektedir(9, 97, 102, 103,

104).

1.4.5. Karaciger Rejenerasyonunu inhibe Eden Faktorler

TGF-p1: Bilinen en 6nemli rejenerasyon inhibitoriidiir. Ito hiicreleri tarafindan hepatektomi
sonras1 erken donemde salgilanir. Rejenerasyon devam ettigi siirece o2 makroglobuline bagl
inaktif formundadir. Zamani geldiginde aktive olarak rejenerasyonu sonlandirir(9). Bu
zamanlamayi etkileyen faktorler bilinmemektedir.

IL-1: Sentezinin kaynagi makrofajlar, B ve T hiicreleri, NK hiicreleri, endoteliyal hiicreler,
epitelyal hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar ve dendritik hiicrelerdir. TNF, biyosentezini ve
salinimini indiikler. Bilinen iki proinflamatuvar tiirii vardir; IL-1, ve IL-1p. IL-1, asil olarak
hiicre zar ile ilgilidir ve etkisini hiicresel temas araciligiyla gosterir. Dolasimda bulunan IL—
1, IL-1,’ya gore daha fazla miktarlarda sentezlenir ve travmay takiben olusan karakteristik
degisiklikleri indiikler. IL-1’in etkileri TNF,’ya yakindir ve benzer fizyolojik ve metabolik
degisikliklere neden olur. TNF, ve IL—1’in proinflamatuvar etkileri sinerjistiktir. IL—1’in yar1
omrii alti dakika kadardir, bu nedenle akut travma veya hastalikta kanda tespit edilebilme
olasiligt TNF,’ya oranla daha diisliktiir. Ayrica IL-6 yapiminda artisa neden olarak akut faz
reaktanlarinin yapimini arttirir. IL—1 reseptdr antagonistleri (IL—1ra) olarak bilinen non-
agonist IL—1 tiirevleri de travma sirasinda salinir. Bu molekiil, reseptorlere baglanmak igin
IL-1 ile kompetisyona girer, reseptore baglandiginda ise belirgin bir etki goriilmez.
Inflamasyon ve travma sirasinda tespit edilebilen IL—lra’min gorevi IL-1 aktivitesinin

regiilasyonudur(105).
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1.5. Hepatoselliiler Zedelenmenin Degerlendirilmesi

Hepatoselliiler zedelenmeyle iligkili testler serum transaminazlari veya
aminotransferazlar1 olarak adlandirilan, aspartat aminotransferaz (AST, serum glutamik-
oksaloasetatik asit transferaz [SGOT]), alanin aminotransferaz (ALT, serum glutamik-piruvik
transaminaz [SGPT]) enzimleridir. AST karaciger disinda, iskelet ve kalp kaslarinda,
bobrekler, beyin, pankreas, akcigerler, 10kositler ve eritrositlerde bulunurken ALT esas olarak
karacigerde bulunur. ALT sitozolde, AST ise hem sitozolde hem de mitokondride yer alir.
Transaminazlar normal hiicre dongiisiinii yansitacak sekilde dolasimda az miktarda bulunur,
transaminazlardan zengin dokularda zedelenme durumunda serum diizeyleri yiikselir. Serum
transaminazlarinin hepatosit hasarin1 gostermede duyarliligt cok yiiksektir, etiyolojik
faktorden bagimsiz olarak karaciger zedelenmesinin siirdiigii tim durumlarda serum
seviyeleri yiikselir. Sadece fulminan seyirli hepatitlerde artik nekroze olacak yeterli miktarda
hepatosit kalmadiginda diizeyleri normal hatta diisiikk olabilir ki; bu koti prognoz

belirtisidir(106).

1.6. Serbest oksijen radikalleri ve Antioksidanlar
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,

normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO,), ozon (O,) ve azot dioksit (NO,’) , kimyasal

maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicrelerin lipid,

protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit

radikali (O, ") ve hidroksil radikali (OH’) sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik

retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid
peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin
etkisiyle proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplart ve diger aminoasit kalintilari okside olarak
yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur. Serbest oksijen radikallerinin tiim bu
etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur(Sekil- 13). Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve

serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin énemli bir nedenidir.
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Sekil- 13: Serbest oksijen radikallerinin etkileri sonucunda gelisen hiicre hasari

1.6.1. Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre

membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul
edilir.

Malondialdehid (MDA): Serbest radikal olusumunun en 6nemli patolojik sonug¢larindan biri,
lipid peroksidasyonudur. Serbest oksijen radikalleri (siiperoksit, hidroksi, peroksit, alkoksil
radikalleri) membran fosfolipidlerinin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
metilen grubundan bir hidrojen atomunu kopararak lipid peroksidasyonunu baslatirlar.
Peroksit radikali, lipid molekiilii ile lipid hidroperokside doniisiip komsu yag asidi
zincirlerinden bir hidrojen atomu ¢ikartarak reaksiyonun devamini saglar. Bu agsamada; MDA,
alkoller, etan, pentan gibi friinler olusur(107). MDA, lipid peroksidasyonunun bir
gostergesidir, proteinlerin aminoasit gruplariyla, fosfolipidlerle ve niikleik asitlerle arasinda
capraz baglar olusturarak etkisini gdsterir. Membran iyon transportunu, akiskanligini, enzim
aktivasyonunu ve deformasyon kabiliyetini bozar, bdylece sitotoksisiteye, mutajen

olusumuna, membran yikimina yol agar(108).
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1.6.2. Serbest radikallere kars: hiicresel savunma(antioksidanlar)

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in gelismis mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca

"antioksidanlar” olarak bilinirler(Sekil- 14). Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen

kaynakli olabilirler.
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Sekil- 14: Antioksidan savunma sistemleri

1.6.2.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki simnifa
ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Siiperoksit dismutaz (SOD), 2) Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST), 4) Katalaz (CAT), 5)
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, 6) Hidroperoksidaz.
Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Melatonin, 2) Seruloplazmin, 3)
Transferin, 4) Miyoglobin, 5) Hemoglobin, 6) Ferritin, 7) Bilirubin, 8) Glutatyon, 9) Sistein,
10) Metiyonin, 11) Urat, 12) Laktoferrin, 13) Albiimin.
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1.6.2.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak {izere
siniflandirilabilirler.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4
selenyum atomu igerir, tetramerik yapidadir. Glutatyon peroksidaz (glutatyon:H,O,

oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir enzim monomerik
yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger. Fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) membrana bagli en 6nemli antioksidan olan
vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi korur. GSH-Px'in fagositik
hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum
patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini onler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit
GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde diisiik
bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiiksek
bulunmustur.

Katalaz (CAT): Katalaz (H,02:H,0; oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi (H.O,) suya ve
oksijene parcalar. Graniilomatoz hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina
kars1 koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan hidrojen peroksidi (H,O;) hidroksil serbest

radikali (OH") olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirr.
Nitrik oksit (NO) : Nitrik oksit (NO ) hem fizyolojik hem patofizyolojik siireglerde Gnemli

bir role sahip serbest radikaldir. (NO ) sentezi bazi hiicrelerde bir reseptore bir stimiilatoriin

baglanmasina veya noronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir. Nitrik oksit

(NO ) muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-

arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) etkisiyle sentezlenir. Nitrik

oksit (NO) sentezinin insanda vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi, kan

basinc1 ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahip oldugu bilinmektedir.

Nitrik oksit (NO) vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir vazodilatatordiir.

Nitrik oksit sentaz (NOS) sinir dokuda, vaskiiler endotelde, trombositlerde ve diger dokularda
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bulunur. Nitrik oksit sentazin (NOS), néronal NOS (tip I, nNOS), endoteliyal NOS (tip I,
eNOS) ve indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) olmak iizere farkli lokalizasyon ve
diizenlenmeye sahip ii¢ izoenzimi vardir. Indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) normal sartlar
altinda bulunmaz. Inflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler
tarafindan indiiklenir ve uzun dénemde bol miktarda iiretilir. iNOS hepatositler, makrofajlar,

notrofiller, diiz kas hiicreleri, kondrositler gibi bir¢cok hiicre tipinde indiiklenebilir. iNOS

vasitasiyla olusturulan (NO.), antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik
konak savunma sisteminin énemli bir pargasidir.

Nitrik  oksid drilinlerinin  ve lipid peroksidasyonunun karaciger hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde rol aldiklari1 bilinmektedir, fakat bu yiiksek nitrik oksid
driinleri, lipid peroksidasyonu ve karaciger rejenerasyonu arasindaki iliski tam olarak
aydinlatilamamaistir. Daha onceki ¢aligsmalarimizda da gortildiigii gibi NOS inhibit6rii olan L-
NAME kullanilarak nitrik oksid inhibisyonu saglanan parsiyel hepatektomili rat grubunda

karaciger rejenerasyon oranlari kontrol grubuna gore daha diisiiktiir(109).

Nitrik oksidin (NO) oksidatif etkileri: Nitrik oksid (NO) Fe-S proteinlerinden demiri
cikararak yerine kendisi baglanir, bdylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu

mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar. Nitrik oksidin siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimiyle yarigmaya girmesi ve stiperoksit radikaliyle (O, ) etkilesmesi sonucu peroksinitrit

(ONOO ) olusur. Boylece nitrik oksidin fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya
¢ikar. Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur (110, 111,112,113).
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GEREC VE YONTEM

Calisma; Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuari’nda 2008 Ocak -Subat tarihleri arasinda Universite Yerel Hayvan Etik Kurulu
onayr almarak yapildi (B.30,2.4DU.0.06.00.00/124-HEK/2007/0029). Calismanin tiim
sathalarinda yerel etik kurulun 03 Ekim 2007 tarihli yonergelerine uygun hareket edildi.

1. 1. Deneysel Model

Calismada Ege Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi deneysel cerrahi laboratuarmda
tretilmis, agirligt 174- 270 gr arasinda degisen, 60 adet erkek Wistar-Albino tipi sigan
kullanildi. Deney siiresince siganlar 12/12 saat aydinlik ve karanlik 1giklandirmast olan, 1s1 22
+ 2°C ve nem orami %45-50 arasinda degisen otomatik olarak ayarlanmis odalarda
yasatildilar. Benzer deneylere baslangic kosullarima uygunluk saglanmasi amaciyla tim
hayvanlar deney Oncesinde bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyon siirecine
birakildi(58, 61, 64). Adaptasyon siirecinde siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart
sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Ardindan; denekler her biri 30 sigandan olusan kontrol
ve calisma gruplarmna randomize edildi. Daha sonra gruplar esit sayida denek igerecek
bicimde ii¢ ayr1 alt gruba ayrildi. Calismada Anti-TNFo monoklonal antikoru (Infliximab ®,
J&J) kullanimimnin karaciger rejenerasyonuna erken doénemde etkisini incelemek amaciyla
laparatomi ve parsiyel hepatektomi sonrasi siganlara Infliximab 24. ve 48. saatte 10
mg/kg/giin intraperitoneal olarak verildi. Kontrol gruplarma ise ayni islemlerden sonra
intraperitoneal 3 cc %0.9 NaCI(SF) enjekte edildi(114).

1.1. 1.Cahsma Gruplar

Grup | (Laparatomi + SF - 48 saat): Laparatomi yapilan siganlarda hepatik pedikiil ¢evresi
manipiile edildi ve operasyon sonrasinda periton igine 3 cC SF enjeksiyonu yapildi. Sicanlar
48. saat sonunda sakrifiye edildi (n=10).

Grup Il (PH + SF - 24 saat): Parsiyel hepatektomi sonrasinda periton igine 3 cc SF
enjeksiyonu yapildi. Siganlar 24. saat sonunda sakrifiye edildi (n=10).

Grup Il (PH + SF + SF - 48 saat): Parsiyel hepatektomi sonrasinda ve operasyondan sonra
24. saat sonunda periton i¢ine iki kez 3 cc SF enjeksiyonu yapildi. Siganlar 48. saat sonunda
sakrifiye edildi (n=10).
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Grup IV (Laparotomi + Infliximab - 48 saat): Laparatomi yapilan siganlarda hepatik
pedikiil cevresi manipiile edildi ve operasyon sonrasinda periton igine Infliximab (10
mg/kg/giin) 3 cc SF ile diliie edilerek enjekte edildi. Siganlar 48. saat sonunda sakrifiye edildi
(n=10).

Grup V (PH + infliximab - 24 saat): Parsiyel hepatektomi yapilan siganlarda operasyondan
sonra periton i¢ine Infliximab (10 mg/kg/giin) 3 cc SF ile diliie edilerek enjekte edildi.
Sicanlar 24. saat sonunda sakrifiye edildi (n=10).

Grup VI (PH + infliximab + Infliximab - 48 saat): Parsiyel hepatektomi sonrasinda ve
operasyondan 24. saat sonunda periton igine iki kez Infliximab (10 mg/kg/giin) 3 cc SF ile
diliie edilerek enjekte edildi. Siganlar 48. saat sonunda sakrifiye edildi (n=10).

1.1.2. Cerrahi Islem
Anestezi: 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (4l/famin, Egevet Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. Sti )
ve 8 mg/kg xylazin (Alfazin, Egevet Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. Sti ) karigimi intraperitoneal

enjeksiyon yolu ile uygulandi. Anestezi uygulamasinin ardindan si¢anlar tartildu.

U

Resim-1: Denek hayvaninin karin bolgesinin hazirlanmasi ve laparatomi uygulanmasi.
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Karin cildi tras sonras1 povidone iodine ile temizlendi. Ust orta hat insizyonu ile
yapilan laparotomi sonrasinda (Resim- 1) siganlara Higgins ve arkadaslarinin tanimladiklar

metoda uygun olarak % 70’lik karaciger rezeksiyonu uyguland: (Sekil- 15) (37, 115, 116).

Sekil- 15: %70’ lik karaciger parankiminin rezeksiyon teknigi (Tannuri ACA, 2007)

Resim- 2: Rezeke edilen %70’lik karaciger boliimii

% 70’lik rezeksiyon karaciger yetmezliginin gelismedigi kritik sinir olmasi

nedeniyle tercih edildi(115, 116). Karacigerin orta ve sol lateral loblari portal hilusun
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disseksiyonunun ardindan 5/0 ipek ile baglanarak ¢ikarildi. Hemostaz denetlendikten sonra
karin katlar1 4/0 ipek (Sterisilk®) ile kapatildi.

Cikartilan karaciger dokusu tartilarak kaydedildi. Post-operatif 24. saatten itibaren
oral su ve diyet alimina izin verildi. 24 ve 48 saat siire ile yasatilan ve yukarida belirtilen
tedaviler uygulanan siganlara bu siirelerin sonunda tekrar laparotomi yapildi. Vena kava
inferiordan ortalama 6 ml kan alindi. Geriye kalan karaciger dokusu tiimiiyle ¢ikartildi, serum
fizyolojik ile hizli bir sekilde yikandi ve tartildi. Doku 6rnekleri patolojik incelemeler i¢in
formol iginde ve biyokimyasal parametreler i¢in Ependorf tiiplerine konularak soguk (-4C)
saklama kabinda hizla Biyokimya laboratuarina ulastirildi (Resim- 3). Kan o6rneklerinden

AST ve ALT parametreleri ¢alisildi.

Resim- 3: Hazirlanmis kan ve doku 6rnekleri
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1.2. Parametreler

1.2.1. Morfolojik Parametreler

Otopsideki karaciger agirhigindan parsiyel hepatektomi sonrasi kalan karaciger
agirlig ¢ikartildi ve bu degerin tiim karaciger agirligina orani hesaplandi. Elde edilen deger
100 ile ¢arpilarak karaciger rejenerasyon orani bulundu(5, 117, 118). Tiim karaciger agirhigi

sican agirhi@inin % 3,40 kabul edildi (119). Sonuglar % seklinde ifade edildi.

Dtopsit sirasindalki epatektommiden sonra kalan
Orog 1al Hepatekt 1 kal
. i karaciger agirhg  —  Karacigenn tahnum agirligs
Rejenerasyon Oram = x 100
(RO) Hepatektomi sirasinda alinan KC agirlig

1.2.2. Biyokimyasal Parametreler

Karaciger fonksiyon testleri: Karaciger hiicre harabiyetinde 6zellikle serum ALT aktivitesi
artar. Hiicre harabiyeti mitokondrilere kadar ilerlediginde serum AST aktivitesi de artar.
Alman kan 6rnekleri 1500 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek plazmalar1 ayrildi. Elde edilen
plazmalardan Abbott ARCHITECT AEROSET/C8000 cihazi kullanilarak AST ve ALT

parametreleri ¢aligildi.

1.2.3. Karaciger Doku Takibi, Immunohistokimyasal Uygulamalar ve Patolojik
Degerlendirme

Gonderilen tiim gruplara ait 6rneklerden kesit alinarak %10’luk nétral tamponlu
formalin sollisyonunda fiksasyon islemi uygulandi. Rutin doku islemi sonrasi hazirlanan
parafin bloklardan poly-L-lysin kapli lama 4 mikronluk kesitler alindi.
Immunhistokimyasal Boyama: Poly-L-lysin kapli lama alinan kesitler bir gece 37°C’lik
etiivde bekletildi. 2 -30 dk 56°C’lik etiivde bulunan ksilolde, 15 dk oda sicakligindaki ksilolde
deparafinize edildi. Azalan oranlarda alkol serilerinde rehidrate edildi. Kesitler onceden
hazirlanmis olan pH: 7.2 olan phosphate-buffered-saline (PBS) soliisyonunda 5 dk bekletildi.
Endojen preoksidaz aktivitesinin bloke edilmesi icin, kesitlere %3’liikk hidrojen peroksit
(H20,) damlatilarak 5 dk bekletildi. Kesitler 5 dk PBS soliisyonunda yikandi. Sitrat Buffer
(pH: 6.0) soliisyon dolu kaplara yerlestirilerek mikrodalga firinda 750 watt’da 5 dk, 500

watt’da 2x5 dk siire ile inkiibasyon islemi yapildi. Bdylece antijenin acgia ¢ikartilmasi
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saglandi. Kaynatmadan sonra kesitler oda 1sisinda sogumaya birakildi. Kesitler 5 dk PBS
sollisyonunda yikandi ve kurulandi. Her bir kesitin {izerine primer antikor soliisyonu (BrdU)
dokuyu tamamen ortecek sekilde damlatildi ve 1 saat bekletildi. Kesitler 5 dk PBS
soliisyonunda yikanarak baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Biotine baglayici sekonder
antikor eklendi ve 10 dk bekletildi. Kesitler 5dk PBS soliisyonunda yikandi ve kurulandi.
Kesitlere Streptovidin Peroksidaz soliisyonu damlatilarak 10 dk beklendi. Kesitler 5 dk PBS
soliisyonunda yikandi. Renk verecek goriintiiyii saglamak amaci ile Diaminobenzidin
tetraklorid (DAB) damlatildi ve kahve renk gozlenene kadar beklendi. Cesme suyunda 5 dk
yikandi. Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyanma yapildi. Cesme
suyunda 5 dk yikandi. Dehidratasyon igin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda alkol
serilerinden gegirildi ve ksilolde saydamlastirma sonrasi balsam ile kapatildi. Boyanan
kesitler 151k mikroskobunda(Olympus, BX51, Tokyo, Japan) degerlendirildi.
Degerlendirmede en yogun boyanma gdsteren odaklar tespit edilerek, her bir 6rnek icin 50
biiyiik biiyiitme alanindaki (50’lik biiyiitme) toplam boyanan hiicre sayisi ve tiim 6rneklerde
ortalama boyanma saptandi1(120, 121,)

1.3. Yontemler

1.3.1. Dokularin homojenizasyonu

Dokular proteaz inhibitorii, PMSF(100 mikrog/ml), aprotinin(1 mikrog/ml), 0.001
EDTA, 0.01 M Tris-HCL, 0.1 M NaCl igeren lysis tamponu (PN 7.6) ile +4 derecede polytron
homogenizer(B. BRAUN, Germany) kullanilarak homogenize edildi. MDA ve GSH

hesaplamalarinda tiim doku homojenati kullanildi. Daha sonra homojenat 14.000 rpm de +4

°C de 10 dk siireyle santriifiije edildi. Elde edilen karisim CAT, GSH-PX, NO.(nitrit+nitrat),
IL-6 ve IL-4 6lgtimlerinde kullanildi.

Katalaz (CAT) aktivite ol¢iimii: Doku homojenatinda katalaz aktivite Ol¢timiinde Aebi
yontemi kullanildi(122). Karisim 50 mM fosfat tamponu(Ph: 7.0), 10 mM H,0; ve eritrosit
lysate ile hazirlandi. H,O;’ nin indirgeme orani oda 1sisinda spektrofotometrede 240 nm’de 30
saniyede saptandi. Katalaz aktivitesi U/g yas doku basina hesaplandi.

Interlokin 6 tayini (IL- 6): Doku homojenatinda IL- 6 diizeylerinin dlgiimlerinde rat ELISA
kiti (IBL Co. Ltd.Gunma, JAPAN) katalog ve kod numarasi sirasiyla (17196 ve OC-615)
kullanild1. Test sonuglar1 bioelisa reader EIx800 standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

Sonuglar pg/g yas doku basina verildi.
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Interlékin 4 tayini (IL- 4): Doku homojenatinda IL-4 diizeylerinin dlgiimlerinde rat ELISA
kiti (Immunotech, Beckman Coulter Company, USA) katalog ve kod numarasi sirasiyla
(IM1981 ve 46B) kullanildi. Test sonuglari bioelisa reader EIx800 standart egrisi kullanilarak
hesaplandi. Sonuglar pg/g yas doku basina verildi.

NO (nitrit+nitrat) tayini: NO (nitrit+nitrat) Navarro-Gonzalves tarafindan bahsedilen

modifiye cadmium-indirgeme metodu kullanilarak analiz edildi(123). Nitrit iretimi

siilfanilamidin diazotizasyonu ve naftiletilen daimine baglanmasi ile olmaktadir. NO.
(nitrit+nitrat) Sl¢limii icin 400 mikrol 6rnek 80 mikroL 30% ZnSO4 soliisyonu eklenerek
denatiire edildi, daha sonra +4 °C 20 dk siireyle 10,000 X g santrifiije edildi. Ik énce glisin-
NaOH tamponu i¢indeki CuSO4 soliisyonu kullanarak Cd graniillerini aktive ettik. Daha
sonra 100 mikroL deproteinize Ornek ve standars eklendi. Bu reaksiyonla nitrat, nitrite
indirgendi. Bu indirgenme Kkatalitik enzim veya Cd kullanilarakda gerceklestirilebilir.
Omnekler spektrofotometrik olarak microplate reader kullanilarak ve KNOjz standart egrisine
kars1 otomatik olarak olgiilerek tahlil edildi. Sonuglar mikroM/L olarak verildi.

MDA tayini: Dokuda MDA yapimi ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu tayini Ohkowa
yontemine gore yapildi(124). MDA’nin TBA’da var olan renkli bilesik formlar1 532 nm da
absorbans olglimiiyle saptanabilmekte. Absorbanslar Shimadzu UV- 160 spektrofotometre ile
Olctildii. Standart olarak 1,1°,3,3’-Tetracthoxypropane kullanildi ve sonuglar nmol/g yas doku
basina verildi.

Total glutatyon (GSH) aktivite tayini: Doku 6rneklerindeki total glutatyon miktar1 protein
¢okeltisi i¢in metafosforik asit ve renkli olusumlar i¢in 5.5’dithiobis (2-nitrobenzoic acid)

kullanilarak hesaplandi(125). GSH miktarinin hesaplanmasi igin standart egri kullanildi.
1.3.2. istatistiksel analiz

Gruplar tek yonlii varyans analizi ile kiyaslandi. Gruplar arasi tek tek kiyaslamalar

i¢in post-hoc testler kullanildi, p degeri 0,05 altinda ise aradaki fark anlamli kabul edildi.
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SONUCLAR

Calismaya alinan ratlarda mortalite ile karsilasilmadi. Laparotomisi yenilenen
ratlarin karin i¢i eksplorasyonlarinda olagandist postoperatif degisiklikler gozlenmedi.

Cikartilan karaciger dokusunun incelenmesi sonucu elde edilen bulgular asagida belirtilmistir:

1.1. Biyokimya incelemeleri

AST ve ALT: Grup V’in (PH + infliximab - 24 saat) AST ve ALT degerleri diger tiim
gruplarin AST ve ALT degerlerinden daha yiiksekti (p<0,05; Grafik 1A ve 1B).

CAT: Grup V'in (PH + infliximab - 24 saat) katalaz degeri diger gruplarin katalaz degerlerine
oranla en yiiksekti. Ayrica grup I1l'iin (PH + SF + SF — 48 saat) katalaz degeri diger gruplar
arasinda en diisiiktii. (p<0,05; Grafik 2A).

GSH: Grup V’in (PH + Infliximab — 24 saat) ve grup VI’min (PH + infliximab + infliximab —
48 saat) GSH diizeyleri tiim diger gruplarin GSH degerlerinden diisiiktii (p<0,05; Grafik 2B).
MDA: Grup Ill'’iin (PH + SF + SF — 48 saat) MDA degeri tiim diger gruplarin MDA
degerlerinden yiiksekti (p<0,05; Grafik 2C).

NO. : Gruplar arasinda fark yoktu (p>0.05; Grafik 2D).

IL- 4: Grup II'nin (PH + SF — 24 saat) IL- 4 degeri tim diger gruplarin IL- 4 degerlerinden
yiiksekti (p<0,05; Grafik 3A).

IL- 6: Grup III’in (PH + SF + SF — 48 saat) IL- 6 degeri tiim diger gruplarin IL- 6 degerlerine
gore en diisiiktii. Ayrica grup V’in (PH + Infliximab — 24 saat) IL- 6 degeri diger tiim
gruplarin IL- 6 degerlerinden yiiksekti (p<0,05; Grafik 3B).

1.2. Histopatolojik Degerlendirme

BrdU ile izlenen rejenerasyon orani; grup [V’iin (Laparatomi + infliximab — 48
saat), grup V'in (PH + infliximab — 24 saat), grup VI'min (PH + infliximab + infliximab — 48
saat) degerleri SF verilen tiim kontrol gruplarina oranla belirgin olarak daha yiiksekti. Ayrica
grup IV’iin (Laparatomi + infliximab — 48 saat) BrdU degeri tim gruplarin BrdU
degerlerinden yiiksekti (p<0,05; Grafik 4).
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1.3. Rejenerasyon Voliimii (%)

Rezeksiyon yapilan gruplarda agirlik hesaplamalari ile ortaya ¢ikarilan voliimetrik

rejenerasyon oranlari arasinda gruplar arasinda fark saptanmadi (p>0,05; Grafik 5).

Grafik- 1: * V. grubun AST (A) ve ALT (B) degerleri yiiksekti (p<0,05).
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Veri tablosu- 4: Gruplarin AST, ALT (U/L) degerleri

v

V

VI

AST

326,90+139,5

1357,50+339,1

897,60+72,4

266,50+31,2

2620+449.4

748,80+154,4

ALT

124,504+54.,4

1017,90+£371,6

874,40+114,8

101,60+5,7

2507,70+424,3

616,20+£149,6

52




Grafik- 2: (A) ~ V. grubun katalaz degeri diger gruplara oranla yiiksekti. © 111. grubun katalaz
degerleri 1., V. ve VI. gruplardan diisiiktii. (B) ~ V. ve VI. gruplarin GSH degerleri L, 111. ve
IV.gruplardan diisiiktii.  11. grubun GSH degerleri I11. ve IV. gruptan azdi. (C) ~ 1. grubun

MDA degeri VI. gruptan yiiksekti. (D) NO degerleri incelendiginde gruplar arasinda fark

I
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Veri tablosu- 5: Katalaz (U/gr yas doku), GSH (mg/g yas doku), MDA (nmol/g yas doku),

NO (nmol/g yas doku)

| T 1 ; Y; Vi
Katalaz | 30.8322.1 | 2712615 | 1635217 | 2446521 | 572537 | 30,6424.8
GSH 053203 | 722407 | 991203 | 985202 |4.92:08 |5,0620.6
MDA 0,080,0 | 0,0820.0 | 0.10£0,0 | 0,08£0,0 | 0,0720,0 | 0,06£0,0
o 0.1320,0 | 0,0920,0 | 0,10£0,0 | 0,13£0,0 | 0,1000,0 | 0,06£0,0
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Grafik- 3: (A) " II. grubun IL-4 sonuglar1 IV. ve VI.gruptan yiiksekti. (B) ~ I1l. grubun IL-6
degerleri II. ve V. gruplarin IL-6 degerlerinden disiik, © V. grubun IL-6 degeri I. gruptan

yiiksekti.
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Veri tablosu- 6: IL-4, IL-6 (pg/g yas doku)

v

\Y

VI

IL-4

658,45+46,8

923,30+210,0

781,71£118,3

458,37+39,5

705,80+54,4

347,22+30,4

IL-6

4233,33+964,8

12406,66+4264.6

1500+191,6

8500+980,0

15033,33+2148.6

10113,33£1988, 7
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Grafik- 4: " IV., V. ve VI. grubun BrdU degerleri diger gruplardan yiiksekti. T Ayrica; IV.

grubun BrdU degeri digerlerine oranla daha fazlaydi.
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Veri tablosu- 7: BrdU/50 HPF
Denek no. /|| 1 I v \% VI
Grup
1 150 300 280 600 400 500
2 200 180 200 700 470 480
3 250 420 380 630 450 530
4 140 450 380 650 460 490
5 260 370 400 750 470 550
6 210 260 300 680 480 540
7 220 380 290 640 450 500
8 180 320 300 730 510 530
9 200 340 330 700 500 570
10 270 410 370 850 480 600
Ortalama+SE | 208+13,8 | 343+£25,7 | 323+19,3 | 693+22,8 | 467£9,6 529+11,9
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Resim- 4: Tim gruplarda, hepatositlerde BRDU ile niikleer pozitif boyanma gosteren
hiicrelere 6rnekler ( anti-BRDU), 1- I. grup (x200), 2- 1l.grup (x200), 3- Ill.grup (x200), 4-
IV. grup (x200), 5- V. grup (x200), 6- V1. grup (x200)
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Grafik- 5: Voliimetrik rejenerasyon oranlari agisindan gruplar arasinda fark yoktu.
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Veri tablosu- 8: Rejenerasyon oranlari (%)
Denek no. /|1l Il \% VI
Grup
1 0,9756 1,0155 1,0155 1,0325
2 1,0912 1,0980 1,2088 0,8770
3 1,1420 1,1952 1,1746 1,0991
4 1,0470 1,1520 1,0991 1,1405
5 0,9790 1,0915 1,2088 0,9900
6 1,3360 1,2085 1,0750 1,0840
7 1,1116 0,9175 1,2305 0,9900
8 0,9382 0,9577 0,9730 1,0711
9 1,0300 0,9985 1,0130 1,1204
10 0,9875 1,2255 1,1671 0,9560
Ortalama+SE | 1,0638+0,03670 | 1,0856+0,03492 | 1,1165+0,02972 | 1,0361+0,02614
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TARTISMA

Bir organin parcasinin eksilmesi veya hasar gormesinden sonra doku kiitlesini
yeniden tamamlayabilme yeteneginin varli@i rejenerasyon olarak tanimlanmustir(3).
Karaciger, sahip oldugu rejenerasyon kapasitesi ile diger organlardan ayr1 bir 6zellik sergiler.
Rejenerasyon, igerisinde proinflamatuar sitokinlerin, hormonlarin, transkripsiyon faktorlerinin
ve oksidatif stres tirtinlerinin rol oynadigi komplike bir siirectir(4).

Karaciger rezeksiyonlar1 glinimiizde sik uygulanan cerrahi prosediirlerdendir. En
stk uygulanim alan1 gastrointestinal sisteme ait tiimorlerin karaciger metastazlari, kist hidatik
olup, travmada ve Kkaraciger nakillerinde kacinilmaz hale gelen bir cerrahi tedavi
secenegidir(4). Karaciger rejenerasyonundaki diizenleyici mekanizmalari, meydana gelen
mikro ve makro c¢evre degisiklikleri ve bunlarin birbirleriyle iligkilerini tam olarak
bilmemekteyiz. Kesin olarak bildigimiz karacigerin rejenerasyona ne zaman baslayacagini ve
ne zaman duracagini  bildigidir(3). Karaciger dokusunun kaybi rejenerasyonu
baglatmaktadir(9). Biiylimenin durmasini saglayan hassas nokta ise viicut kiitlesi ile karaciger
kiitlesi arasindaki iligkidir. Karaciger, viicudun fonksiyonel ihtiyaglarin1 karsilayacak,
metabolizmay1 gergeklestirecek biiyiikliige erisince biiyiime durmaktadir(33, 34, 35). ilging
olarak transplantasyon sonrasi aliciya gore biiyiik bir karaciger dokusu nakli yapildiginda
optimal karaciger/viicut kiitle orani saglanana dek karaciger kiitlesi azalmaktadir. Karacigerin
onemli doku kayiplarinda hiicreler arasi etkilesim ve karmasik bir medyatoér agi sayesinde
kendisini onarabilme yetenegine sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur(37,
65). Karaciger rejenerasyonu ile ilgili caligmalarin ¢ogunda deney hayvanlarinda 6nceden var
olan hasarli karaciger tizerinde ¢alisilmis ya da kimyasal maddeler kullanilarak veya parsiyel
hepatektomi yapilarak karacigerde hasar olusturulmustur. Sicanlarda her bir karaciger
lobunun tiim karaciger loblarinin toplam kiitlesine oranlarini belirterek parsiyel hepatektomi
calismalarinda kullanilan modeli agiklamislardir(64). Toplam karaciger kiitlesine gore sag lob
%38, sol lob %30, kuyruk lobu %8 ve iki parcali olan quadrat (dortgen) lob ise %10 oraninda
bir kiitleyi igermektedir. Siganlarda yapilan parsiyel hepatektomi arastirmalarina en uygun
model olarak karacigerin %68-70’ lik bir kisminin rezeke edilmesi oldugu belirtilmistir(58).

Karacigerdeki farkli pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin arttirdigi inflamatuar

slire¢ sonucunda bir¢cok akut ve kronik karaciger hastaligi, fibrozis ve siroz gelisimi ile
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sonuclanmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisinde anti-TNF ilaclarin (Infliximab, Eternecept)
kullaniminin denenmesini akla getirmektedir. Inflamatuar sitokinler akut ve kronik karaciger
hastaliklarinda énemli rol oynamaktadir. Bunlarin pro-inflamatuar ajanlar (TNF, antagonisti)
ve anti-inflamatuar sitokinler (IL- 10, adiponektin) ile inhibisyonu bu gibi hastaliklarin
tedavisinde yeni bir gelisim olabilir(17). Gilinlimiizde anti-TNF, ilaglarmin kullaniminda
klinik endikasyonlar1 genisletmeye yonelik ¢aligmalar hizla devam etmektedir.

Anti-TNF, monoklonal antikorlar1 (infliximab, adalimumab) ve solubl TNF
reseptorleri (etanersept, onersept ve lenersept) hem solubl hem de membrana bagli TNF’leri
baglamalar1 ve boylece onlarin fonksiyonlarini bloke etmelerine karsin etki mekanizmalar:
acisindan aralarinda dnemli farklar oldugu gosterilmistir. Ornegin, anti-TNF, monoklonal
antikorlar sadece TNF,’y1 bagladigi i¢in TNF, ve ona bagh sitokinlerin aktivitelerini
baskilarlar. Solubl reseptorler ise TNF,’nin yani sira makrofajlar ve T hiicrelerinden
salgilanan lenfotoksin , (LT ,) veya eski adiyla TNFy’y1 da baglarlar. Diger bir fark, anti-TNF
monoklonal antikorlar TNF,’ nin hem TNFR; (55 kDa; p55) hem de TNFR; (75 kDa; p75)
reseptoriine baglanmasini Onleyerek her iki reseptoriinde fonksiyonunu bloke etmektedir.
Solubl reseptorler ise sadece bir reseptoriin 6zelliklerine sahip olacak sekilde iiretilmektedir
(etanersept TNF p75, lenersept ise TNF p55 reseptorii gibi). Olasilikla bu iki reseptoriin
immiin sistemdeki fonksiyonlari farklidir. Diger 6nemli bir unsurda, bu ilaglarin membrana
bagli TNF’lere baglanmada ve buna bagl gelisen reaksiyonlarda farkliliklar olmasidir. Hiicre
dis1 mesafede olan bir TNF, 'nin soluble reseptdr veya monoklonal antikorlar ile baglanmasi
icin affinitenin, IgG tipinin, soluble reseptdrlerin p75 veya p55 olmasmin 6nemi yoktur.
Membrana bagli TNF, ile baglanma ise farklidir. Membrana bagli TNF, tam olarak aktif
formda bir sitokindir. Prokiirsér TNF, , metalloproteaz “TNF, Converting Enzyme (TACE)”
tarafindan parcalanir ve TNF, olarak ortama salinir. TACE makrofaj ve dentritik hiicrelerde
eksprese olan bir enzimdir ve ¢ok ¢esitli mekanizmalarla aktive olmaktadir. T lenfositlerinde
ise TACE aktivasyonu etkin degildir. Bu nedenle T hiicrelerinde sentez edilen TNF,’ lar
membrana bagli olarak kalir. Makrofajlarda sentez edilenler ise TACE ile pargalanarak
ortama salinirlar. Genel olarak CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin membran TNF, eksprese
ettikleri, makrofaj ve dentritik hiicrelerin ise TNF,’y1 sekrete ettikleri bilinmektedir. TNF, nin
aktif hale gelmesi igin trimerik yapi olusturmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalarda, membran
TNF,’larinda trimerik yapi olusturdugu ve bu nedenle membrana bagli TNF,’larda aktif

formda olduklar1 gosterilmistir(83). Membran TNF, hiicre-hiicre iletisiminde o6nemlidir.
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Sitokinlere bagli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin patogenezinde hiicre disi boslukta yer
alan soluble sitokinden daha ¢ok hiicre-hiicre arasi iletisim ile aktivasyona sebep olan
membran sitokinlerinin daha 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle bir hastaligin anti-
TNF, ilaglar ile etkin tedavisi i¢in membran TNF, aktivitesininde baskilanmasi gereklidir.
Solubl ve membran TNF,’larnin TNFR; reseptorine ve dimerik yapidaki solubl TNF
reseptOrii etanersept’e baglanmasi hizli ve reversibldir. Monoklonal antikor olan infliksimab
ise membran TNF,’lar1 ile daha stabil bir kompleks olusturmaktadir(84). Ayrica daha yiiksek
afinite ile daha ¢ok sayida infliksimab molekiilii membran TNF,’larin1 baglamaktadir. Bu
nedenle membran TNF,’larinin etanersept ile baglanmasi infliksimab’a gore daha diisiik
afiniteli, reversibl ve buna bagli olarak biyolojik aktivite inhibisyonu daha azdir(85).

Parsiyel hepatektomi sonrasi geride kalan karaciger dokusunda rejenerasyonun ilk
giinden itibaren basladigi gosterilmistir(11). Karacigerin 2/3’nin kaybindan sonra iki hafta
icinde fonksiyonel karaciger iyilesmesi tamamlanmaktadir(12). Parsiyel hepatektomiden
sonra 24 saat i¢inde aktif hiicre replikasyonu baglar ve organin ilk agirligina erisinceye kadar
devam eder. Ik 10 giin i¢inde énemli dl¢iide rejenerasyon olusur ve bu olay dért ile bes
haftada tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha
¢ok yeni lobiiller olusmasi ve artik lobiillerin genislemesi seklinde olur(37, 38). Serum
transaminazlarinin hepatosit hasarmmi gostermede duyarliligi ¢ok ytksektir, etiyolojik
faktorden bagimsiz olarak karaciger zedelenmesi siirdiigii tiim durumlarda serum seviyeleri
yiikselir. Karacigerde hiicre yikimini gosteren en giivenilir parametrelerden birisi ALT
diizeyidir. Arastirmalarda hiicre zarinin gegirgenligindeki degisimlerin, hiicrelerin sentezleme
faaliyetlerinin ve hiicrelerde meydana gelebilecek nekroz gibi ¢cogu hasarin gostergesi olarak
karacigerdeki aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT) gibi enzimlerin
plazmadaki miktarlarinin 6nemi bildirilmistir(126). Oksidatif stres ¢alismalarinda antioksidan

olarak glutatyon (GSH), katalaz (CAT) , lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesinde

malondialdehit (MDA), nonspesifik konak savunma sisteminin 6nemli bir pargast olan NO.
degerlerinin belirlenmesi, bununla birlikte karaciger rejenerasyonunda onemli rol oynayan
IL-4 ve IL- 6 sitokinleri(127) ile hepatositlerin boliinerek ¢ogalmalarina iliskin indekslerin
cikarilmasi karacigerde rejenerasyonun durumu hakkinda bilgi verebilmektedir(60).
Calismamizda siganlar {izerinde olusturdugumuz %70’lik hepatik rezeksiyon
modelinde Anti-TNF, monoklonal antikoru olan infliximab’in hepatik rejenerasyon siireci

tizerine  etkilerini  inceledik. Rejenerasyon sirasinda  hepatosit  fonksiyonlarinin

60



degerlendirilmesi amaciyla bazi karaciger enzimlerinin serum seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Tim
gruplarda yapilan %70 hepatektomi ALT ve AST diizeylerinin yiiksek olmasinda etken
olmustur. Grup II (PH + SF — 24 saat) ile grup V’in (PH + infliximab — 24 saat) AST ve ALT
degerleri diger gruplarm AST ve ALT degerlerinden yiiksekti, ayn1 zamanda grup 11 (PH +
SF + SF — 48 saat) ile grup VI'min (PH + Infliximab + infliximab — 48 saat) AST ve ALT
degerlerinde azalma hepatektomi ile baglayan karaciger hasarlanmasinin zaman igerisinde
diizelmesi olarak yorumlanabilir. Grup | (Laparatomi + SF — 48 saat) ile grup IV’in
(Laparatomi + Infliximab — 48 saat) AST ve ALT degerleri en diisiik diizeylerde kalmistir.
Hou, ve ark. tarafindan yapilan bir ¢caligmada %70’lik parsiyel hepatektomi sonrasinda belirli
araliklarla siganlarin tiim karacigeri almip karacigerdeki agirlik artis1 tespit edilerek
iyilesmeye bakilmistir. Bunun yaninda karaciger enzimlerinin serum seviyelerine bakilarak
hepatositlerin fonksiyonel durumlari tespit edilmistir. Sonugta, parsiyel hepatektomi yapilmis
olan kontrol gruplarinda AST ve ALT serum seviyeleri baslangicta yiiksek iken 72. saatte
normal degerlerine gelmis ve Kkaracigerde iyilesme oldugu goriilmiistiir(65). %70 parsiyel
hepatektomiden 14 giin sonra %30 oraninda karaciger rezeksiyonu ile ikinci bir parsiyel
hepatektominin yapildigi bir ¢caligmada da serum AST ve ALT seviyelerinin 72 saat sonra
normal diizeye geldigi bildirilmistir (91). Siganlarda %70 parsiyel hepatektomi yaninda %50
pankreatektomi yapan Furuta, ve ark. ise arastirmalarinda AST ve ALT serum seviyelerinin
72. saatte normal degere distiigiinii gostermislerdir(128). Li, ve ark. parsiyel hepatektomiden
sonraki 72. saatte serum ALT seviyesinin kontrol hayvanlart ile ayni oldugunu
saptamiglardir(129). Hepatositlerde olusabilecek fonksiyon bozuklugunun genel olarak AST
ve ALT enzimlerinin serumda artmasina gore degerlendirilebilecegi de bildirilmistir(91). Bu
bilgiler ve arastirmalar dogrultusunda yaptigimiz ¢alismada enzim seviyelerinde gormiis
oldugumuz diizelme sonucunda hepatositlerde fonksiyonel olarak bir iyilesmenin oldugunu
diistinmekteyiz.

Karaciger doku 6rneklerinde ise lipid peroksidasyon (MDA) ve antioksidan (CAT,
GSH) aktiviteleri incelenmistir. GSH ve MDA diizeylerine bakildiginda infliximab verilen
hepatektomili gruplarda anlamli bir diistikliik oldugu izlenmistir. Buna ek olarak; antioksidan
aktivitede (CAT) yine anlamli ve belirgin bir artis tespit edildi. Parsiyel hepatektomiden kisa
bir siire Once verilen antioksidan maddelerin SOR’ni toplayarak karacigerde lipid
peroksidasyonunu engelledigi ve karaciger rejenerasyonunu iyi yonde etkiledigi

bildirilmistir(130). Bu bilgiler 15181inda, infliximab uygulamasinin teorik olarak karacigerdeki
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lipid peroksidasyon siirecini etkilemenin yaninda serbest oksijen radikallerine yonelik
fizyolojik yanitt da regiile ettigini fark etmekteyiz. Spekiilasyonumuzun temel dayanagi
infliximab verilen parsiyel hepatektomili 24 saat grubunda ortaya ¢ikan belirgin katalaz
yiiksekligidir. Ayrica prognostik 6zelligi oldugu bilinen IL- 6’da bu grupta en yiiksek noktaya
ulasmis ve daha sonra (48. saatte) dengelenmistir. Bu yanit1 infliximab kullanimindan ¢ok
rezeksiyonun tetikledigi siirece baglamaktayiz. Ciinkii; rezeksiyon yapilmayan laparatomi
gruplarinda katalaz degerleri arasinda fark yoktu. Benzer sekilde sitokin yanitta (IL- 4 ve IL-
6) rezeksiyon yapilmayan gruplar arasinda fark yoktu. Infliximab kullanimini diger bir bakis
acistyla, karaciger hasar1 yoniinden inceledigimizde de kontrol grubuna ve hatta diger SF
verilen parsiyel hepatektomili 24 ve 48 saat gruplarina oranla daha belirgin bir hasar
olusmadigin1 gozlemekteyiz (AST, ALT diizeyleri degerlendirilerek). Ancak; grup V’in (PH
+ infliximab — 24 saat) karaciger doku hasarinin ilk 24 saatte iist noktaya ulastigi ve bu
stirecin 48. saatte dengelendigi gozlenmektedir. Bu durum karaciger rejenerasyonu sirasinda
ortaya ¢ikan sitokin yaniti, lipid peroksidasyonu ve hepatosit proliferasyonu arasindaki

karmagik etkilesimin infliximab tarafindan etkilendiginin kanitidir.
NO igin ise siireci daha farkli inceleme =zorunlulugu vardir. Hepatosit

proliferasyonunda parodoksik etkileri oldugu bilinen ve geliskili etkileri tartisilan NO , zararh

etkilerinin yaninda rejenerasyon siirecinin en 6nemli basamaklarmi da regiile etmektedir.
Shoen ve ark. yaptiklart ¢alismada remnant karacigerdeki artmis vaskiiler akimin NO

araciligiyla hepatosit proliferasyonunu tetikledigi anlagilmistir(131). Bununla birlikte NO
bilinen en giiclii serbest radikallerden biri olup hiicre membran hasarina da yol agtigi

tartismaya agik olmayan bir sekilde bilinmektedir(132). Daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada
da NO.’ in inhibisyonu ile rejenerasyona olumlu ve olumsuz birgok faktoriin eklendigini
izledik(123). Bu nedenle g¢alismamizdaki gruplarin NO. diizeyleri arasinda fark olmamasi
NO.’ in suprafizyolojik etkilerinden ve inhibisyondan kaynaklanabilecek celiskili

durumlardan uzakta oldugumuzu gostermektedir. Yine de; ¢alismamizda serbest NO. diizeyini
degil, nitrat ve nitrit parametrelerini inceledigimizi hatirlayarak o6l¢iilii ¢ikarimlar yapmak
zorunday1z.

Tiim aerobik canlilar metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese

maruz kalirlar. Viicutta olusan H202, O: gibi serbest radikaller daha toksik metabolitlere
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doniiserek 6zellikle DNA, lipidler ve proteinler gibi hedeflere saldirirlar ve metabolik olaylar1
bozarlar(133). Ancak organizma bu reaktif ajanlari noétralize edebilen bir¢ok savunma
mekanizmasina sahiptir. ‘Antioksidan savunma sistemi’ adi verilen bu sistemin en 6nemli
komponenti glutatyondur. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreyi oksidatif hasara karsi korumaktadir. Karaciger I/R hasar1 boyunca hepatik GSH
konsantrasyonunun hizla azaldigi gosterilmistir. Bu durum GSH’un reaktif oksijen
molekiillerinin notralize edilmesi i¢in kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bir¢ok ¢alismada
eksojen verilen GSH’un hiicre i¢i GSH seviyelerini artirdigi ve oksidatif hasar1 engelledigi
gosterilmistir. Glutatyon oksidatif yaralanmalarda major koruyucu etkilidir(134).

Yukarida da animsatildigi gibi GSH eskiden beri bilinen antioksidan 6zellikli yanit
parametresi olmasina ragmen deneysel modellerde gegerliligini hala siirdiirmekte olan 6nemli
bir gdstergedir(135). Ilging bigimde; rezeksiyonsuz laparatomili SF ve infliximab verilen 48
saat kontrol gruplarinda GSH diizeyleri anlamli oranda yiiksek bulunmustur, ama bu
yiiksekligin infliximab’dan kaynaklanmadigir goriilmektedir. Bu gruplara yapilan sham
operasyonunun genel olarak tetikledigi bir siirece bagli GSH yanitinin ortaya ¢iktigi
diistintilebilir. Rezeksiyon gruplarinin GSH sonuglari ise diger parametreler ile (CAT, MDA,
NO) yorumlandiginda daha anlamli degerlendirmelere zemin hazirlamaktadir. Ayrica kontrol
gruplarinda, AST ve ALT diizeyleriyle algilanabilecegi gibi belirgin bir karaciger hasari
yoktur. Bu nedenle GSH yiiksekliginin cerrahi prosediirle iligkisi daha net bigimde
yorumlanabilir. Bilindigi gibi GSH, strese ve zamana bagli olarak diizeyi artan bir
parametredir(135). Bu nedenle, grup Il (PH + SF — 24 saat) ile grup III’in (PH + SF + SF —
48 saat) GSH degerlerindeki artig istatistiksel olarak anlamli olmasa da dikkat ¢ekicidir. MDA
diizeyindeki artis da bu gruplarda GSH ile paralellik gdstermektedir. S6z konusu sonuglar
oksidatif strese verilen yanitin zamana gore bi¢imlendigini diisiindiirmektedir. Rezeksiyon
yapilan infliximab gruplarinda ise ilgi ¢ekici bir farklilik vardir. Grup V (PH + infliximab —
24 saat) ile grup VI'nin (PH + infliximab + Infliximab — 48 saat) GSH diizeyleri diisiik
kalmis, MDA diizeyleri de infliximab verilen gruplara oranla yiikselmemistir. Hatta,
infliximab kullanim1 sonrasi 48. saatte bile GSH degerleri seviyelerini korumustur.
Sonuglarimiz kabaca grup VI’da (PH + infliximab + infliximab — 48 saat) oksidatif stresin
artmadigr seklinde yorumlanabilir. Bu yorum genel bir bakis acisini yansitsa da grup V’in
(PH + infliximab — 24 saat) katalaz yiiksekligi ile birlikte degerlendirildiginde anlamli bir

etkiyi diisiindiirmektedir. Katalaz SOR i¢in ¢ok Onemli bir siipiiriiciidiir ve infliximab
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kullanim1 sonrasi ilk 24 saatte ¢ok yiiksek degerlere ulagsmistir. Elbette ki infliximab katalazi
tek bagina arttirma 6zelligine sahip degildir. Ancak; oksidatif stres {izerindeki olumlu etkisi de
acikca gorilmektedir.

Proinflamatuar yanitin karaciger rejenerasyonundaki 6nemi bilinmektedir(136).
Sitokin yaniti rejenerasyonun her asamasinda etkili olmaktadir. Ozellikle IL- 6 karaciger
rejenerasyonunda 6nemli rol oynamaktadir(88). Siganlarda parsiyal hepatektomiden 24 saat
sonra IL- 6 sitokin seviyelerinde yiikselme oldugu ve 48 saat sonra en yiiksek seviyeye
ulastigi, 72. saatte ise kontrol grubu hayvanlarinda belirlenmis olan normal seviyeye diistiigii
bildirilmistir(88, 137). Bununla birlikte Scotte, ve ark. karaciger rejenerasyonu devam ettigi
stirece normal olarak IL- 6 iiretimi olmadigin1 ve sadece baslangigta IL- 6 tretildigini ifade
etmislerdir(138). Ayni1 yazarin yapmis oldugu baska bir ¢alismada da IL- 6 serum seviyesi
parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 24 saatte en yiiksek degerde iken sonraki saatlerde
diiserek normal seviyeye geldigi belirtilmistir. Goriildigi gibi ayni gruplarin ¢alismalari
arasinda bile c¢eliskiler ortaya c¢ikabilmektedir. Yine de kupffer hiicrelerini etkileyen
faktorlerin IL- 6 salinimu ile iliskisi net olarak bilinmemektedir. Bu konuda Kaya ve ark.
yaptig1 bir ¢alismaya gore parsiyal hepatektomiden sonraki 24- 48 saatler arasinda IL- 6
serum seviyesinin en yiiksek diizeyine ulagmaktadir. Ayni arastirmacilar karaciger kupffer
hiicrelerindeki IL- 6 varligin1 belirlemisler ve IL- 6’nin rejenerasyon igin gerekli oldugunu,
ancak; fazla miktarda IL- 6’nin biiyiime durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun
bozulmasina neden olabilecegini ifade etmislerdir(90).

Arastirmacilar karaciger rejenerasyonunun baslatilmasinda IL- 6’nin iiretimini
uyararak diizenlenmesini saglayan sitokinin TNF, oldugunu gostermistir(3, 63, 89).
Calismamizda grup V’te (PH + infliximab — 24 saat) IL- 6’nin karaciger doku seviyesi diger
tim gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek olarak 6l¢iildii. Bu nedenle
IL- 6 serum seviyesinin TNF, seviyesi ile yakindan ilgili oldugunu ve karaciger rejenerasyonu
acisindan TNF, ve IL- 6 sitokinlerinin birlikte degerlendirilebilecegini diisiinmek
miimkiindiir. Yukarida da belirtildigi gibi; IL- 6’nin rejenerasyon siirecine belirgin katkisi
vardir ancak hasarlanmanin kontrol altinda oldugu (geriye kalan karaciger dokusunun
kanlanmaswin iyi oldugu) durumlarda etkisini gostermektedir. Tiberio ve ark. tarafindan
yapilan ¢ok yeni bir ¢alismada, Ozellikle sirotik karaciger iizerinde yapilan rezeksiyon
sonrasinda uygulanan IL- 6 tedavisinin rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi

bildirilmistir(139). Bu bakis acisi ile sonuglarimizi inceledigimizde en yiiksek IL- 6 diizeyinin
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grup V’te (PH + infliximab — 24 saat), en diisiik diizeyin ise grup III’te (PH + SF + SF — 48
saat) oldugunu goriiyoruz. Infliximab’in olumlu etkisini sitokin yamiti anlaminda
diisiindiirebilecek en etkili sonuglar bu gruplardakilerdir. Ayrica; grup VI’da (PH +
infliximab+ infliximab — 48 saat) da yiiksek sonuglar elde edilmistir. Bunun aksine grup
[II’in (PH + SF + SF — 48 saat) IL- 6 degerlerinin grup II’ye (PH + SF — 24 saat) oranla ¢ok
diisiik oldugunu gérmekteyiz. infliximab tedavisinin farkli mekanizmalarla IL- 6 diizeyini
arttirdigini diistinmekteyiz.

Saglikli isleyen bir inflammatuar siirecin ayrilmaz parcast T hiicrelerinin saglikli
aktivasyonudur. Bu siirecte IL- 4’tin T hiicreleri arasinda baglant1 saglayict rolii oldugu
bilinmektedir. Karaciger hasarlanmasi1 sonrasi ortaya c¢ikan rejenerasyon siirecinde de bu
durum ¢ok farkli degildir. Ancak; IL- 4 aktivitesinin olumlu ve olumsuz siiregleri bir arada
etkiledigi de goriilebilmektedir. Ozellikle karaciger transplantasyonu sonrasinda rejenere
olmasi beklenen parsiyel greftlerde rejenerasyonun durmasindan ve apopitozisin
baslamasindan sorumlu olan bagimsiz faktdrlerden birinin de IL- 4 oldugu ortaya ¢ikmistir
(140). Benzer sekilde; kadavradan yapilan karaciger transplantasyonundan sonraki akut
allogreft rejeksiyonu siirecinde de —biiyiik olasilikia T hiicresi aktivasyonuna bagl olarak —
IL- 4 ekspresyonunda artis oldugu bildirilmektedir(141).

Calismamizda IL- 4 diizeylerindeki farkliliklarin, infliximab kullaniminin en
azindan rejenerasyonun erken doneminde sitokin yanitini dengelemesine bagli oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu yaklagimimizin temel dayanagi infliximab verilen ve verilmeyen parsiyel
hepatektomili 24 saat gruplari arasindaki farktir. Grup V’in (PH + Infliximab — 24 saat) IL- 4
degerleri hafif ylikselmekle birlikte diger gruplara oranla fark anlamli degildir. Grup II’de
(PH + SF — 24 saat) ise en yiiksek degerler ile karsilasmaktayiz. Yine de; bu farkin karaciger
hasarin1 etkileyecek diizeyde oldugunu sdylemek giictiir, ¢linkii bu grubun karaciger
fonksiyon testlerinde ve oksidatif stres parametrelerinde belirgin artis olmamistir. IL- 4’iin
oksidatif stresi dengeleyici rolii oldugu bilinmektedir ve bu da siireci etkilemis olabilir(142).

Parsiyel hepatektomi ile olusturulan hasarlarda alinan karaciger kiitlesi ile
hepatektomiden belirli bir zaman sonra alinan tim karacigerin kiitleleri degerlendirilerek
karaciger rejenerasyon oranlari hesaplanabilmektedir(5, 117). Li, ve ark. si¢anlarda 2/3
parsiyel hepatektomiden 48 saat sonra kalan karaciger agirliklarinin iki katina ¢iktigini ve 7—
10 giin iginde de tam agirhiga ulastigini bildirmislerdir(129). Yapmis oldugumuz ¢alismada

parsiyal hepatektomiden 24. ve 48. saatte rejenere olan karaciger agirliklar1 arasinda gruplar
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arasinda anlamli farklililk saptanmadi. Tang, ve ark. arastirmalarinda %068 parsiyal
hepatektomiden 24, 48, 72 saat ve 8 giin sonra rejenerasyon oranlarini tespit ederek bu oranin
zamana gore yiikseldigi sonucuna ulasmislardir(5). Calismamizda gruplar arasi rejenerasyon
oranlarinda anlamli bir artisin  saptanamamasinin, c¢alisma siiresinin  48. saatte
sonlandirilmasina bagli oldugu goriisiindeyiz. Ancak; hiicre proliferasyonu anlaminda
yaptigimiz incelemede cesaret verici sonuglar ortaya cikmistir. Dokularin histopatolojik
incelemesinde kullanilan bromodeoksiuridin maddesi, mitotik hiicrelerin
deoksiriboniikleikasit’ine katilarak boliinen ve daha sonra boliinmeye devam eden hiicreleri
isaretlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu nedenle, BrdU hepatosit proliferasyonunun ve
dolayisiyla karaciger rejenerasyonunun monitorizasyonu ic¢in en degerli parametrelerden
biridir(143). Calismamizda; BrdU ile izlenen rejenerasyon oranlart infliximab verildikten
sonra hem sadece laparatomi yapilan hem de parsiyel hepatektomi uygulanan tiim gruplarda
yiiksekti. Ilging bir nokta da, sadece infliximab verilen grupta bile —hasar olmaksizin-
proliferasyonun tetiklendiginin gozlenmesidir. Bu grupta hiicresel diizeyde hasarin ortaya
ciktigini diisiindiiren bir parametre de yoktur(bkz. diisiik AST ve ALT degerleri). Ancak,
ozellikle GSH degerleri rezeksiyon yapilan gruplarla paralel olarak yiikselmis ve
karacigerdeki bazi fizyolojik mekanizmalarin tetiklendigini gostermistir. Bundan dolayr bu
gruptaki BrdU yiiksekligini hasarsiz ve iyi kanlanan bir karacigerde ortaya ¢iktig1 icin dogal
karsiliyoruz ve calismamizin temel hipotezinde yer almadigi i¢in, rezeksiyon gruplar ile
birlikte degerlendirilmemesi gerektigini diisliniiyoruz.

Rezeksiyon gruplarinda ise durum farklidir. Infliximab verilen parsiyel
hepatektomili 24 ve 48 saat gruplarmin BrdU degerleri verilmeyenlere oranla yiiksektir.
Infliximab’in en net etkisi bu iki grup iizerinde goriilmektedir. Ozellikle sitokin yanit1 (IL- 6
diizeyleri) ve oksidatif stres parametreleri ile birlikte degerlendirdigimizde infliximab
kullaniminin karaciger rejenerasyonunu ilk 48 saatte olumlu yonde etkiledigini goriiyoruz.
Bilindigi gibi deneysel modellerde rejenerasyonun volumetriye yansimasi i¢in ge¢mesi
gereken siire 8 giline kadar uzamaktadir(5). Bu nedenle; infliximab’in siireci dogru yolda
tutmak i¢in yararli bir tedavi oldugunu, en azindan ilk 48 saat icin, sdyleyebilmekle birlikte
ilerleyen safhalardaki etkisi i¢in yorum yapmamizin dogru olmayacagi kanisini tasiyoruz.
Calismamizdaki verileri genel olarak degerlendirdigimizde, infliximab tedavisinin karaciger

rejenerasyonunda yeni ve umut verici bir kullanim alan1 bulabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda, deneysel karaciger rezeksiyon modelinde elimizdeki; hiicre hasari,
sitokin yaniti, oksidatif stres ve histolopatolojik degerlendirme parametrelerine baktigimizda
infliximab tedavisinin erken donemde rejenerasyona olumlu katkilarinin oldugu
goriisiindeyiz.

Bu goriisiimiizii desteklemek amaciyla ve giincel tedavide kullanima gegis siireci

icin daha ayrintili deneysel ve klinik ¢alismalarin yapilmasina gereksinim vardir.
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ANTI-TNF, MONOKLONAL ANTIKOR TEDAVISININ KARACIGER
REZEKSIYONU SONRASI REJENERASYON SURECINE ETKISI

OZET
Amac: Ratlarda, Anti-TNF, monoklonal antikoru (Infliximab) kullanimmin hepatik
rezeksiyon modelinde karaciger rejenerasyonuna erken déonemde etkilerini arastirmak.
Materyal ve Metot: Calisma Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Deneysel
Cerrahi Laboratuari’nda 2008 Ocak-Subat tarihleri arasinda Universite Yerel Hayvan Etik
Kurulu onay1 alinarak yapildi. Calismada agirligi 174-270 gram arasinda degisen, 60 adet
erkek Wistar-Albino rat kullanildi. Ratlar, kontrol (n= 30) ve infliximab (n= 30) grubu olmak
tizere iki ana gruba esit olarak ayrildi. Daha sonra her biri kendi igerisinde; laparatomi grubu
(n= 10), karaciger rezeksiyonundan 24 saat sonra sakrifiye edilen grup (n= 10), karaciger
rezeksiyonundan 48 saat sonra sakrifiye edilen grup (n= 10) olmak iizere 3 alt gruba ayrildi.
Laparatomi ve %70’lik karaciger rezeksiyonu sonrasi 24 ve 48. saatte ¢alisma grubundakilere
intraperitoneal infliximab, kontrol gruplarina ise intraperitoneal 3 cc % 0,9 NaCl enjeksiyonu
yapildi. Rezeke edilen yas karaciger agirliklar tartilarak kaydedildi. Ratlar 24 ve 48 saat
sonunda vena kava inferiordan kan oOrnekleri alindiktan sonra sakrifiye edilerek kalan
karaciger dokusu c¢ikartilarak tartildi. Alinan kan orneklerinden aspartat aminotransferaz,
alanin aminotransferaz olgtimleri yapildi. Alnan doku 6rneklerinden katalaz, interlokin 6,
interlokin 4, nitrik oksit, malondialdehid, total glutatyon o6lgiimleri yapildi. Morfolojik
rejenerasyon parametresi olarak rolatif karaciger agirhigi kullanildi.  Histopatolojik
degerlendirme ise bromodeoxyuridine isaretlemesi ile yapildi.
Bulgular: 24. ve 48. saatler sonunda infliximab verilen ve kontrol gruplari arasinda rolatif
karaciger agirligi ve nitrik oksit degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
Aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, katalaz, malondialdehid, glutatyon,
interlokin 4 ve interlokin 6 parametrelerinde gruplar arasinda 24 ve 48. saatte istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi (p<0.05). Ayrica 24 ve 48. saatlerde bromodeoxyuridine ile
isaretlenme oranlar1 tiim infliximab verilen gruplarda kontrol gruplarina gore yiiksek olup bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Sonuc¢: Anti-TNF, monoklonal antikoru olan infliximab, karaciger rezeksiyonu sonrasinda
gerek histolojik gerekse fonksiyonel olarak karaciger rejenerasyonunu arttirmaktadir.
Yapilacak ileri calismalarla infliximab’in klinik uygulamada kullanimi disiintilebilir.

Anahtar kelimeler: Anti-TNF, monoklonal antikoru, infliximab, karaciger rejenerasyonu.
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THE EFFECT OF ANTI-TNF, MONOCLONAL ANTIBODY THERAPY ON
REGENERATION PROCESS AFTER LIVER RESECTION

ABSTRACT

Aim: To assess the effect of infliximab, anti-TNF, monoclonal antibody, on the early period
of liver regeneration in experimentally hepatectomized rats.

Materials and Method: This experimental study has been performed in Experimental
Surgery Laboratory at Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine between
January and February 2008. Sixty male Wistar-Albino rats, weighting between 174-270 g
were used in the study. Rats were divided into two major groups; control (n= 30) and
infliximab (n= 30) groups. Each group divided into three subgroups; laparotomy group (n=
10), hepatic resection and sacrification after 24 hours group (n= 10), hepatic resection and
sacrification after 48 hours group (n= 10). After laparotomy and %70 liver resection,
intraperitoneal infliximab enjection to the study groups and 3 cc 0.9 % NaCl enjection to the
control groups has been done. After the liver resection the resected liver tissues were
weighted. Rats were sacrificated after the blood samples were collected from vena cava
inferior and remaining liver tissues were resected and weighted. Serum aspartate transaminase
and alanine transaminase were measured. From the speciments of tissue catalase, interleukin
6, interleukin 4, nitric oxide, malonyldialdehyde, total glutathion were measured. Relative
liver weight was used as a morphological parameter for liver regeneration. Histopathologic
assessment has been performed to determine bromodeoxyuridine.

Results: There were statistically significant differences between infliximab and control
groups in aspartate transaminase, alanine transaminase, catalase, malonyldialdehyde, total
glutathion, interleukin 4 ve interleukin 6 at 24 and 48 hours (p<0.05). However, there were no
statistically significant differences between infliximab and control groups in nitric oxide and
relative liver weight parameters at 24 and 48 hours (p>0.05). Bromodeoxyuridine labeling
index were significantly higher in infliximab group for each time period (p<0.05).
Conclusion: The anti-TNF, monoclonal antibody infliximab, improves both histological and
functional liver regeneration after liver resection. With further studies, clinical
implementation should be considered.

Key words: Anti-TNF, monoclonal antibody, Infliximab, liver regeneration.
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