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Ratlarda deneysel hepatik rezeksiyon modelinde
iskemi-reperfiizyon ile indiuklenen apopitozis ve hepatik
rejenerasyona graniilosit-makrofaj koloni stimule edici

faktorin etkileri

Role of granulocyte-macrophage colony stimulating factor on induced by ischemia-reperfusion
liver regeneration in the experimental hepatic resection model
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Amag:

Ratlarda deneysel hepatik rezeksiyon modelinde, Graniilo-
sit-Makrofaj Koloni Sitimule Edici Faktériin (GM-CSF) iskemi-
reperfiizyon ile tetiklenen apopitozis ve hepatik rejenerasyon
lizerine etkilerini arastirmak.

Yontem:

Calismada agirtigi 200-275 gram arasinda degisen, 50 adet rat
kullanildi. Her biri 10 rattan olusan 5 grup olusturuldu. Sham
grubu disindaki tim ratlara juguler vencz kateter yerlestirildi
ve operasyondan 1 saat 6nce SF infiizyonuna baslandi. Orta hat
insizyonla laparotomi yapildi. Sham grubundaki ratlar portal
diseksiyon sonrasi sakrifiye edildiler. Diger gruplardaki ratlara
30 dakika total iskemi yapilip, ardindan %70'lik karaciger rezek-
siyonu sonrasl klemp acilarak reperfiizyona birakildi. Kontrol
gruplarina operasyondan 60 dakika dnce 0.02 ml SF, calisma
gruplarina 1ug/kg GM-CSF SC verildi. Reperfiizyonun 2. ve 48.
saatlerinde relaparatomi yapilarak AST, ALT, LDH ve sFas 6l-
climleri icin vena cava inferiordan kan drnekleri alindi. Kalan
karaciger dokusu ¢ikarilarak tartildi ve rolatif karaciger agirligi,
MI, Fas IHK boyama ve MDA diizeyi icin doku 6rnekleri alindi.
Bulgular:

Roélatif karaciger agirliklari ve MI, GM-CSF verilen grupta 48. sa-
atte daha yiiksek bulundu (p<0.05). AST, ALT ve LDH diizeyleri 2.
saatte yiiksek degerlere ulasti, GM-CSF verilen grupta 48. saat-
te normale inmeye basladi. Hepatik MDA diizeyi GM-CSF verilen
grupta 2. saatte yiiksek, 48. saatte ise diger gruba gére daha
diisiik bulundu (p<0.05). sFas diizeyi ve Fas IHK boyama orani
sonuclari paralel idi, GM-CSF verilen grupta 2. ve 48. saatlerde
daha diisiik bulundu (p<0.05). iskemi-reperfiizyon hasarinin 2.
saatte yliksek oldugu, SF ve GM-CSF verilen gruplarda farkl
olmadigl, ancak GM-CSF verilen grupta 48. saatte anlamli di-
zelme oldugu gorildd.

Sonuc:

GM-CSF, Pringle manevrasini takiben %70 hepatik rezeksiyon
sonras! karaciger rejenerasyonunu morfolojik ve fonksiyonel
olarak artirmaktadir, reperfiizyonun ileri dsnemlerinde apopito-
zisi ve iskemi-reperflzyon hasarini azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler:

Iskemi-reperfiizyon, karaciger rezeksiyonu, apopitozis, Fas,
GM-CSF
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Karaciger ile ilgili cerrahi girisimler sirasinda iskemi ve iskemi-reper-
fiizyon (I-R) modeline uyan degisiklikler olmaktadir. Iskemik dénemde
hiicre hasar1 olurken, hipoksik periyodu izleyen reperfiizyon déneminde
bu hasar daha da artmaktadir (1). Karacigerdeki I-R hasart degisik meka-
nizmalarla agiklanmaya calisilmistir. Hasara neden olan faktorler; serbest
oksijen radikalleri (SOR), l0kosit migrasyonu ve aktivasyonu, siniizoidal
endotelyal hiicre hasari, mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler, koagtilasyon
sisteminin aktivasyonu olarak 6zetlenebilir (1-3).

Fizyolojik kosullarda pek cok sistemin homeostazisini saglayan, gen
kontroliinde, programlanmis fizyolojik 6liim bicimi olan apopitozis ilk
defa 1972 yilinda Kerr ve ark. (4) tarafindan tanimlanmistir. Deneysel ola-
rak olusturulan I-R'un beyin, miyokard ve bobrekte mitoz sonrasi ortaya ci-
kan hiicrelerde apopitozis artisina neden oldugu gosterilmistir. Bu dokular
I-R'un tetikledigi apopitotik yanitt degerlendirmeye fazla izin vermezken,
karaciger ve intestinal epitel apopitozisi degerlendirmek icin miikkemmel
organlardir (5, 6).

Apopitozisin 6nemi ¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da za-
rarli hiicrelerin yok edilisini saglamasindan ve organizmanin i¢ dengesinin
devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Apopitozis, geli-
simde rol oynadig: gibi gastrointestinal sistem, karaciger, epidermis gibi
devamli yenilenen dokularda da kendini gosteren bir stirectir (7). Apopi-
tozise karaciger patolojilerinde de siklikla rastlanilmaktadir. Son yillarda
karaciger hastaliklar1 ile apopitozisin birlikteligine ilgi artmustir. Etanol,
asetaminofen, safra tuzlary, sitotoksik ilaclar ve diger ajanlar nekroz ve/veya
apopitozis yoluyla karaciger hasarina neden olmaktadirlar (8).

Karaciger artan fonksiyonel talebe bagli (hepatik rezeksiyon, fazla bes-
lenme, ciddi protein kaybi, gebelik vs) olarak hem hipertrofiye hem de
hiperplaziye ugrayarak biytir. Uyar: ortadan kalkinca karaciger, apopitozis
sayesinde fazla hepatositleri ortadan kaldirarak normal haline doner (8).

Blyime yanitinin baslamasi hepatositler ve non-parankimal hiicre-
ler, ekstra-selliiller matriks, endokrin, otokrin, parakrin ve nororegiilatuar
faktorler, SOR, metabolitler ve besinler arasindaki karmasik etkilesimler
sonucu olmaktadir. Karaciger kitlesinin yeniden olusumunu ve biiylimeyi
sonlandiran mekanizmalar son yillarda apopitozise dogru yonlenmektedir
9,10).



GM-CSF, 14 kDalton molekuler
agirhiginda olan, aktive T hiicrele-
ri, endotelyal hucreler, fibroblastlar,
endotelyal ve stromal hicreler ile
makrofajlar tarafindan sentez edilen
glikoprotein yapisinda bir biylime
faktoradir (11). Makrofaj, notrofil ve
eozinofillerde
makrofaj kemotaksisini, makrofajlar-
daki sitokin uUretimini artirmaktadir.
GM-CSF degisik hemopoetik hiicre-
lerin yasam surelerini, diferansiyas-

myeloproliferasyonu,

yonunu ve proliferasyonunu stimiile
eden bir sitokindir (11,12). in vitro
calismalarda TNF, IL-1, IL-3, IL-6, GM-
CSF gibi baz1 proinflamatuar sitokinle-
rin makrofaj ve notrofil apopitozisini
geciktirdigi gosterilmistir (12).

Modern cerrahide karaciger re-
zeksiyonlart  siklikla  yapilmaktadir.
Rejenerasyon esnasinda karacigerin
eski boyutlarmna ve fonksiyonlarina
ulagsmasi, rejenerasyonun sonlandi-
rdmasinda ve karacigerin yeniden
sekillenmesinde yararli olabilecegini
disiinerek anti-apopitotik bir biiylime
faktorii olan GM-CSF’u ¢alismamizda
kullandik.

Gere¢ ve Yontem

Deney diizeni

Calismada agirliklar: 200-275 gram
arasinda degisen, 50 adet Wistar-Albi-
no erkek rat kullanildi. Ratlar rando-
mize olarak her biri 10 rattan olusan
5 gruba (Sham, kontrol ve calisma
gruplarina) ayrddi. Calisma 6ncesinde
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurul onayi alindt.

Ratlar deneyden 1 hafta 6nce la-
boratuar kosullarina alinarak, 21°C’de
barindirild: ve standart rat yemegi ile
beslendi. Deneyden Onceki gece su
serbest olmak tizere ratlar 12 saat ag
birakildi. Butiin cerrahi islemler sabah
08:00-11:00 saatleri arasinda yapildi.
Intraperitoneal 50 mg/kg ketamin ve
10 mg/kg xylazine ile anestezi sagla-
nip, deney siresince spontan solu-
numa birakildi. Anestezi sonrasi ratlar
tartilarak kaydedildi.

Grup I (Sham): Hepatik manip-
lasyon ve portal triad diseksiyonu.

Grup II (Kontrol grubu, 2. saat):
%0.9 NaCl, subkiitan (SC) + 30 daki-
kalik total iskemi + parsiyel hepatek-
tomi + 2 saat reperfiizyon.

Grup III (Calisma grubu, 2.
saat): GM-CSF + 30 dakikalik total is-
kemi + parsiyel hepatektomi + 2 saat
reperfiizyon.

Grup IV (Kontrol grubu, 48.
saat): %0.9 NaCl SC + 30 dakikalik
total iskemi + parsiyel hepatektomi
+ 48 saat reperfiizyon. Bu gruptaki
ratlara sakrifikasyon yapilincaya kadar
gunde tek doz 0.02 ml %0.9 NaCl, SC
yapildt.

Grup V (Calisma grubu, 48.
saat): GM-CSF SC + 30 dakikalik total
iskemi + parsiyel hepatektomi + 48
saat reperfiizyon. Bu gruptaki ratlara
sakrifikasyon yapilancaya kadar giinde
tek doz 1 pug/kg GM-CSF, SC yapild:.

Cerrabhi islem

Laparotomiden 60 dakika Once
(plazma pik degerine ulasmasi icin)
1 pgkg GM-CSF (13) (recombinant
rat GM-CSF, Biosource International,
California, USA), kontrol gruplarina
da esdeger dozda 0.02 ml %0.9 NacCl,
SC verildi. Sham grubu hari¢ diger
gruplara ameliyattan 1 saat 6nce sag
juguler ven kateterizasyonu yapilarak,
major cerrahi girisim Oncesi siwvi rep-
lasmant (%0.9 NaCl 10 mg/kg/saat) ya-
pildi. Kateterizasyon igin 0.5x0.9 mm
(Braun, Melsungen, Germany) kateter
kullanildi. Aneztezi boyunca ve posto-
peratif ilk 24 saat buradan sivi replas-
manina devam edildi.

Ust orta hat insizyon ile laparoto-
mi yapddi. Karacigerde I-R modeli icin
portal triad diseke edildi. Bu islem igin
mikrovaskiiler klemp (Harvard Appa-
ratus, Inc. Hollinston, MA, USA) kul-
lanildi. Galisma ve kontrol gruplarin-
daki ratlara 30 dakikalik total iskemi
sonrast %70 karaciger rezeksiyonu uy-
guland: (14, 15). Higgins ve ark. (14)
tanimladiklar1 yontemle, orta ve sol
lateral loblar vena kavaya birlesim ye-

rinden 4/0 ipek ile baglanarak %70’lik
karaciger rezeksiyonu gerceklestirildi.
Cikartilan karaciger dokusu tartilarak
kaydedildi. Rezeksiyon yapildiktan son-
ra mikrovaskiiler klemp acilarak, sak-
rifikasyon stireleri doluncaya kadar
reperfiizyona birakild.

Deney sitreleri dolan ratlara rela-
paratomi yapilarak inferior vena kava-
dan 4 ml kan ve karaciger dokusundan
ornekler alinarak -80°C'de saklandi.
Ayrica histopatolojik degerlendirme
icin karaciger 6rnegi formol ile tespit
edilerek saklandu.

Parametreler

1.Rolatif karaciger agirhig: :
Otopsideki karaciger agirligindan par-
siyel hepatektomi sonrast kalan kara-
ciger agirligt cikartildi ve bu degerin
tim karaciger agirligina orani hesap-
land:. Elde edilen deger 100 ile carpi-
larak karaciger rejenerasyon orani bu-
lundu (16). Tam karaciger agirligs rat
agirliginin %3,44 kabul edildi (17).
Sonuclar % seklinde ifade edildi.

Rolatif karaciger agirligi= [Otopsi-
deki karaciger agirligr- (tim karaciger
agirhigi-rezeke edilen karaciger agich-
g1)/tim karaciger agirligi] x100 (16).

2. Karaciger enzimleri : Serum-
larda AST, ALT, LDH diizeyleri Konelab
60i (Thermo Clinical Labsystems, Es-
poo, Finland) otoanalizator cihazinda
olgutldu ve IU/L olarak birimlendirildi.

3. Hepatik MDA diizeyi : Calis-
ma gini oda sisinda ¢oziilen doku
orneklerine 2 cc serum fizyolojik ek-
lendi ve Virsonic 100 (Virtis Company
Inc., New York, USA) ultrasonik ho-
mojenizator yardimiyla homojenize
edildi. Ust fazdan alinan numunenin
absorbanslart spektrometri (Shimadzu
Corporation, Japan) ile 532 nm dalga
boyunda o6lciildi. Hazirlanan standart
¢ozeltiden MDA degerleri nmol/ml ola-
rak hesaplandi. MDA degerleri doku
protein degerlerine boliinerek nmol/g
protein olarak ifade edildi (18).

4. Serumda sFas diizeyi: Quanti-
kine®, mouse soluble Fas immunoas-
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Tablo 1: Karacigerde olusan iskemi-reperfiizyon hasarina ait histopatolojik
degisikliklerin derecelendirilmesi (Suzuki skorlamasi] (20).
Derece Siniizoidal konjesyon Vakuolizasyon Nekroz
0 Yok Yok Yok
1 Az Az Basit hiicre nekrozu
2 Orta Orta 0-30%
3 Fazla Fazla 30-60%
4 Cok fazla Cok fazla > %60

say, (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
USA) kiti kullanilarak ELISA yontemi
ile serum sFas diizeyi olgiildi ve pg/ml
olarak ifade edildi.

5.Mitotik indeks (MI): %10’luk
formol icinde saklanan karaciger Or-
nekleri parafin bloklara gomiilerek, 5-

7 mikron kalinliginda kesitler alindi ve
Hematoksilen-Eosine (H&E) boyasi ile
boyandilar. MI; mitozun en fazla oldu-
gu 30 sahadaki mitotik hepatositlerin
ve total hepatositlerin sayist bulundu
ve her 1.000 hiicreye orani seklinde
ifade edildi (19).

6. Histopatolojik analiz: H&E
boyas: ile boyanan preparatlar 1sik
mikroskopu altinda degerlendirildi.
I-R hasarina bagli karacigerde olusan
histopatolojik degisiklikler icin Suzuki
skorlamasi kullanildi (20) (Tablo 1).

7. Fas immiinobistokimyasal
(IHK) boyama: Spesmenlerden ke-
sitler alinarak, yapistirict madde ola-
rak poli-L-lizin ile kaplanmis lamlar
uzerine alindi. Primer antikor olarak
fare monoklonal antikor olan Fas
(CD95/APO-1) (Dako Corporation,
Carpinteria, USA) 1:10 diliisyonda kul-
landd1. Primer antikor uygulandiktan
sonra 1 saat 37°C’lik etiivde bekletildi.
IHK boyamada streptavidin-biotin kiti
(Dako Corporation, Carpinteria, USA)
kullanilarak avidin-biotin-peroksidaz
metodu uygulandi. Pozitif kontrol
olarak Fas (CD95/APO-1) i¢in normal
ince barsak mukozasi kullanildi.

Tablo 2: Parametrelerin karsilastirilmasi.
Sham Kontrol GM-CSF
(XxSD) (XxSD) (XxSD) F P! P? P? P*
Rolatif 00 2.saat 00 00 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.05°
agirlik 1266
(%) (8.saat | 22.85:2.54 33.89+1.92 p<0.05 p<0.05 | p<0.05 | p<0.05°
AST 85.8+3.3 2.saat 1345+42.3 1451.7£36.0 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05°
(lu/1) 48.saat | 733.7+13.3 269.4+6.3 5774 | 5<0.05 p<0.05 p<0.05 | p<0.05°
ALT 58.3+2.9 2.saat 964.0+£20.0 1199.8+17.6 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05°
(lu/u) 48.saat | 358.4:18.3 181.6:9.2 | 11087 | 1<005 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05°
LDH 865.3+17.6 2.saat 4239.6+38.5 4195.2+26.8 p<0.05 p<0.05 p>0.05 p<0.05°
(Iu/L) 48.saat | 2035.7+47.1 153719.9 | 23644 | p<005 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05°
MDA 31.743.9 2.saat 154.1+2.3 183.7+2.3 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05°
(nMol/g 1967
protein) 48.saat 100.7£4.9 59.7+3.3 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05°
= 34.9+3.5 2saat | 303.7+35 215.9+2.9 p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05
(pg/dl) 48.saat | 106.6:2.0 64.0+2.2 15157 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05°
M 00 2.saat 00 00 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.05°
(%) 48.saat 7.20+1.03 12.0£1.25 582 p<0.05 p<0.05 p<0.05 | p<0.05°
Fas 1.5:0.7 2.saat 19.542.1 12.0¢1.5 p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05°
[HK
(%) 48.saat 7.2+1.03 41212 267 p<0.05 p<0.05 p<0.05 | p<0.05°
P 1:Sham ve kontrol grubunun karsilastirmasi
P 2 : Sham ve calisma grubunun karsilastirilmasi
P 3 : Kontrol ve calisma grubunun karsilastirilmasi
P4 : 2. ve 48. saatteki degerlerin karsilastirilmasi
[P 4a kontrol grubunun, P4b calisma grubunun)
IHK : iImmiinohistokimya
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Tablo 3: Suzuki skorunun karsilastirilmasi.

Sham Kontrol GM-CSF
(median) (median) (median) E pi p2 pa P
Suzuki 0 2.saat 2.0 (1-3) 2.5(2-3) . p<0.05 | p<0.05 | p>0.05 | p>0.05°
sl 48.saat | 1.5(1-2) 0.5 (0-2) p<0.05 | p>0.05 | p<0.05 p<0.05°

P 1: Sham ve kontrol grubunun karsilastirmasi

P 2 : Sham ve calisma grubunun karsilastirilmasi
P 3 : Kontrol ve ¢calisma grubunun karsilastirilmasi
P4 : 2. ve 48. saatteki degerlerin karsilastirilmasi (P4a kontrol grubunun, P4b calisma grubunun)

IHK degerlendirme 30 biiyik bu-
yiutme sahasindaki sFas ile boyanmig
hiicre sayist ve total hepatosit sayist
bulundu ve her 1000 hiicreye oran
seklinde ifade edildi (21).

Istatistiksel Degerlendirme

Veriler ortalama =+ standart sapma
(X+£SD) ve median (min.-max.) olarak
gosterildi. Gruplarin ve histopatolojik
degerlerin karsilastirdmasinda Post-
Hoc Sheffe (ANOVA) ve Mann-Whitney
U testleri kullanildi. Istatistik; Statis-
tical Package for the Social Sciences
(SPSS) for Windows (11.0 version)
programinda yapildi. P<0.05 deger-
leri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Sonuclar

1. Rolatif Karaciger Agwrhg
Sonuclar: ikinci saatte kontrol ve ¢a-
lisma grubunda rolatif karaciger agir-
liklarinda artma tespit edilmezken 48.
saatte artig tespit edildi. 2 grup karsi-
lastirildiginda GM-CSF verilen grupta,
SF grubuna gore daha belirgin artis
saptand1 (p<0.05) (Tablo 2).

2. AST, ALT ve LDH Sonuclart:
AST, ALT ve LDH degerleri karsilasti-
rildiginda Sham, kontrol ve GM-CSF
gruplarinda anlamli farklilik saptan-
mistir (p<0.05). AST, ALT ve LDH
degerlerinin 2. saate hem SF hem de
GM-CSF verilen grupta belirgin pik
yaptigt, 48. saatte belirgin olarak diis-
meye basladigi gozlendi. Ancak 48.sa-
atte 2 grup karsidastiriddiginda, 2. saa-
tin aksine GM-CSF verilen grupta AST,
ALT ve LDH degerlerinin daha fazla

normale yaklastigi gozlendi (p<0.05)
(Tablo 2).

3. MDA Sonuclar:: Sham, kont-
rol ve calisma gruplarinda saptanan
MDA degerleri karsilastirildiginda
tiim gruplar arasinda anlamli farkldik
saptandi (p<0.05). MDA degerlerinin
2. saatte pik yaptigi, GM-CSF verilen
grupta bu pikin daha yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.05). MDA degerle-
rinde 48. saatte dusiklik gozlendi.
Ancak 2. saatin tersine, GM-CSF veri-
len grupta MDA degerleri daha disik
bulundu (p<0.05) (Tablo 2).

4. sFas Sonuclar:y: Sham, kont-
rol ve calisma gruplarinda saptanan
sFas degerleri karsilastirdldiginda tiim
gruplar arasinda anlaml farkliik sap-
tandt (p<0.05). sFas degerlerinin 2.
saatte pik yaptigi, GM-CSF verilen
grupta bu pikin daha distk oldugu
tespit edildi (p<0.05). sFas degerleri
48. saatte dusik olarak gozlendi. Bu
degerlerin GM-CSF verilen grupta, SF
verilen gruba gore daha diisiik oldugu
gorildi (p<0.05) (Tablo 2).

5. Mitotik Indeks (MI) Sonucla-
r2: Sham ve 2 saatlik gruplarda birkac
hiicrede mitoz goriildi, ancak MI ola-
rak anlam ifade etmedi. MI degerleri
48. saatte belirgin olarak yiiksek idi. 2
grup karsilastirildiginda GM-CSF gru-
bunda daha yiiksek bulundu (p<0.05)
(Tablo 2).

6. I'R Hasarma Bagh Gelisen
Hepatik Hasarin Degerlendirme
Sonuclari: Sham grubunda karaciger
hiicre hasarinin olmadigr gozlendi.
Kontrol ve ¢alisma gruplarinda 2. saat-

te 6nemli histopatolojik degisiklikler
meydana geldi. Ozellikle portal alan
etrafinda nekroz, ileri derecelerde si-
niizoidal konjesyon ve vakuolizasyon
gozlendi. GM-CSF verilen grup ile SF
verilen grup arasinda histopatolojik
degisiklikler acisindan anlamli fark
gozlenmedi (p>0.05). Bu degisiklik-
ler reperfiizyonun 48. saatinde diizel-
meye basladi. Ancak GM-CSF verilen
grupta, SF verilen gruba gore histo-
patolojik hasarin daha belirgin azalma
gosterdigini saptadik (p<0.05). Sham
ile GM-CSF verilen grup arasinda an-
laml1 fark yoktu (p>0.05) (Tablo 3).

7. Fas IHK Boyama Sonuclart:
Fas isaretlenme oranlar karsiastirilmis
ve 2.saatteki GM-CSF ve kontrol grup-
lart ile sham grubu arasinda anlaml
farklilik tespit edilmistir (p<0.05). SF
verilen grupta 2. saatteki Fas isaretlen-
me orani, GM-CSF verilen gruba gore
dahafazlaidi (p<0.05). Reperfiizyonun
48. saatinde rejenerasyonun artmast ile
birlikte Fas isaretlenmesi de azalmustir.
GM-CSF verilen grupta boyanma daha
az idi (Tablo 2).

Tartisma

Komplike karaciger yaralanmala-
rinda, karaciger timorleri veya kistleri
icin yapilan hepatik rezeksiyon sirasin-
da ortaya ¢ikan kanamayi kontrol et-
mek, morbidite ve mortalite acisindan
oldukca 6nemlidir. Cerrahi teknigi ko-
laylastirmak, bir ¢ok cerrah icin aras-
tirma konusu olmustur. ilk kez 1908
yilinda Hogarth Pringle tarafindan tarif
edilen portal triadin klempe edilmesi
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bu yontemlerden biridir. Bu yontem
Pringle manevrast olarak adlandirdir
(22). Pringle manevras: uygulandi-
g1 zaman vena mezenterika siiperior
yolu ile olan gastrointestinal sistemin
(mide, duodenum, jejunum, ileum)
vendz drenaji engellenmektedir. Bu
durumda sadece karaciger iskemisi
degil, ayn1 zamanda gastrointestinal
sistemde de bir ven6z obstriiksiiyon
modeli olusmaktadir. Suzuki ve ark.
(20), yaptiklar: calismada bu durumu
engellemek amaciyla Pringle manev-
rast Oncesi kateter ile portosistemik
sant (portanin c¢ekal dali ile juguler
ven) uygulamislardir. Biz calismamiz-
da gastrointestinal sistem gollenmesi-
ni engellemek ve sonuclar1 daha fazla
etkilememek icin total iskemi stiresini
30 dakika ile sinirh tuttuk.

Aminotransferazlardan AST ve ALT,
akut hepatoselliiler hasarin en iyi se-
rum gostergeleridir. ALT baslica kara-
cigerde bulunur ve AST’ye gore daha
ozguindir. Serumda laktat dehidroge-
naz (LDH) artmas: spesifik olarak ka-
raciger fonksiyon bozuklugunu goste-
ren bir bulgu degildir, hiicre hasarint
yansitmaktadir. Bu enzimler parankim
hasarinin oldugu dénemden itibaren
yiikselmeye baslar. Enzimlerin serum
degerlerindeki yiikselme hepatosel-
Liler hasarin boyutlarini yansitir (23).
Delva ve ark. 60-90 dakikalik iskemi
sonrast AST ve ALT diizeylerinin artti-
gin1 ve 7. giin normale yakin seviyele-
re geldigini bildirmislerdir (22). Bizim
calismamizda GM-CSF kullanimi ile
hepatik fonksiyonlar daha hizli yeri-
ne gelmis ve hiicresel hasarin dizeyi
azalarak, rejenerasyon daha hizli gelis-
mistir.

Iskemik dokuda ortaya c¢ikan
SOR’nin bir¢ok zincirleme reaksiyon
sonucunda lipid peroksidasyonuna
neden oldugu bilinmektedir. MDA
doku, kan ve viicut sivilarinda 6lgle-
rek lipid peroksidasyonunun bir gos-
tergesi olarak kullanilmaktadir Doku
iskemisi uygulanan bir ¢ok deneysel
calismada kan ve dokuda MDA di-
zeylerinin yiikseldigi ve bu degerle-
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rin birbirleriyle korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (24, 25). Calismamizdaki
MDA sonuclari, I-R ile birlikte ortaya
¢ikan SOR’nin, GM-CSF’iin de reper-
fiizyonun baslarindaki katkisiyla, lipid
peroksidasyonunu artirmis olabilece-
gini gostermektedir. Reperfiizyonun
ileri asamalarinda anti-apoptotik et-
kileri, immin sistemin regiile edilme-
sine olumlu katkist, hepatosit onarim
fonksiyonlarini artirmast nedeniyle
GM-CSF1in karacigeri I-R hasarindan
koruyabilecegi ve rejeneratif aktivi-
teye katkida bulunabilecegi seklinde
yorumlanabilir

Caglikulekgi ve ark. (13) deneysel
tikanma sardigi modeli olusturup,
GM-CSF uygulayarak RES fonksiyon-
larinin 6nemli ol¢ide dizeltildigini
gostermislerdir. Yine baska bir calis-
mada tikkanma sariliginda GM-CSF
uygulanmasi ile immiin parametrele-
rin diizeltilebilecegi deneysel olarak
gosterilmistir (26). Groopman ve ark.
(27) AIDS’li hastalarda 14 giin sire ile
giinde tek doz GM-CSF kullaniminin
notropeniyi engelledigini bildirmek-
tedirler. Ancak AIDS’li hastalarda ya-
pilan bir diger calismada, GM-CSF’iin
notrofil apopitozisini inhibe etmesi-
nin fagositik fonksiyonlara yararli et-
kisinin yaninda, anormal inflamasyon
sonucu akciger dokusundaki yikimin
ARDS riskini artirabilecegini ileri stir-
mektedirler (12).

Calismamizda 2. saatte kontrol
ve calisma grubunda 6nemli histopa-
tolojik degisiklikler meydana geldi.
Ileri derecede siniizoidal konjesyon,
vakuolizasyon ve portal alan etrafinda
da nekroz gozlendi. GM-CSF verilen
grupta 2. saatteki histopatolojik de-
gisiklikler, SF verilen gruptan farkli
degildi. Bu degisiklikler reperfizyo-
nun ileri donemlerinde dizelmeye
basladi. Reperfiizyon hasart 48.saatte
anlamlt sekilde azalma gosterdi. iske-
mi ve daha sonra reperfiizyonun kara-
ciger hiicrelerinde olusturdugu histo-
patolojik degisiklikler, reperfiizyonun
ileri asamalarinda GM-CSF etkisiyle

azalmaktadir. GM-CSFin Kkaraciger

uzerine hucresel hasarin daha hizli
diizelmesinde rol oynadigini disin-
dirmektedir. GM-CSF verilip 48 saat
reperfiizyon yapilan grupta histopa-
tolojik hasarin sham grubu ile fark
gostermemesi (p>0.05) GM-CSF’iin
histopatolojik hasar tizerindeki olum-
lu etkisini gostermektedir.

Sileri ve ark. pirivat uygulanmasi
ile hepatik I-R hasarinin azaltilmasini
gosteren bir ¢alisma yapmuslardir. Bu
calismada reperfiizyonun 2. saatinde
hasarin maksimum oldugu, 48. saa-
tinde ise diizelme gosterdigi bildiril-
mektedir. Ayrica apopitozisin goster-
gesi olan DNA fragmantasyonunun
ve TUNEL pozitif hiicre sayisinin yine
2. saatte en yliksek degerlere ulastigi,
48. saatte ise belirgin azalma gosterdi-
gi bildirilmektedir. Ayni ¢alismada IR
hasarinda SOR ve apopitozisin 6nemi
de vurgulanmaktadir (28). Bulunan
degerler calismamizin sonuclar ile
paralellik gostermektedir.

Karaciger rejenerasyonu hepatosit-
lerin, matriks yapilarin ve endotelyu-
mun kombine hipertrofi ve hiper pla-
zisi ile ortaya cikar. Karaciger agirligi-
nin (voliim) parsiyel hepatektomi ile
azaldigi durumlarda kalan karaciger
dokusunda parankimal ve non-paran-
kimal hiicrelerde biiyime olur. Paran-
kimal hiicrelerde DNA replikasyonu
baslar ve bunu non-parankimal hiicre-
lerin DNA replikasyonu izler. Parsiyel
hepatektomiden sonra 8 hafta icinde
karaciger agirlig1 viicut 6lciisi icin op-
timal seviyeye ulasir (29).

Xu ve ark. (30), yaptiklar1 deney-
sel calismada parsiyel hepatektomi
sonrast safra sekresyonu ve karaci-
ger rejenerasyonu arasindaki iliskiyi
karsilastirmislar ve %75 hepatektomi
yaptiklari ratlarda 3. glin sonunda
rezeksiyon sonrasi karaciger agirligin-
da %108.8 oraninda artis oldugunu
gostermiglerdir. Bu ¢alismada da 48.
saatte SF verilen grupta rolatif kara-
ciger agirligr ortalama degerleri (%)
22.85+2.5 iken, GM-CSF uygulanan
grupta 33.89+1.92 bulunmustur. Bu
fark anlamlidir (p<0.05). Buradan



GM-CSFin morfolojik olarak kara-
ciger rejenerasyonuna pozitif etkili
oldugu sonucunu c¢ikarmaktayiz. Bu
calismada rejenerasyon orani litera-
tirle karsilastirildiginda oldukg¢a du-
sik gorilmesinin nedeni, rejeneras-
yon orani hepatektomi 6ncesi agirliga
gore ifade edilmesidir. Xu ve ark. (30)
calismasinda ise sonuclar hepatekto-
mi sonrast kalan agirliga oranlanarak
ifade edilmistir.

Normal kosullarda karacigerde hig
mitoz gorilmezken, toksik ya da non-
toksik (parsiyel hepatektomi) olaylar
karsisinda mitotik aktivitede artis olur.
Mitotik hiicrelere parsiyel hepatekto-
mi sonrast 24 ve 48. saatlerde sik ola-
rak rastlanmaktadir (19,31). Laconi ve
ark. (31) %70 hepatik rezeksiyon yap-
tiklar1 ratlarda mitotik hiicre sayisinin
hepatektomi sonrasi 24 ve 48. saat-
lerde 72 ve 144. saatlere oranla daha
yiksek oldugunu gosterdiler. Selzner
ve ark. (19) tarafindan yapilan calis-
mada hepatektomi sonrasi mitotik
indeks 24. saatte %02, 48. saatte %03
oraninda bulunmustur. Calismamizda
2. saatte mitoz ¢ok nadir goriildi, an-
cak MI olarak anlam tasitmadi. GM-CSF
verilen gruptaki MI, 48. saatte kontrol
grubuna gore daha yiiksek idi. Bu da
GM-CSF1in karacigerde hepatositler
uzerine anti-apopitotik etkisinden do-
lay1 rejenerasyonu artirict etkisi oldu-
gunu dustindiirmektedir.

Apopitozis kontrol ve diizenlen-
me asamasinda oOlim reseptorleri,
adaptdr molekiiller, caspase kaskadi,
mitokondri ve Bcl-2 ailesinin dahil
oldugu olim sinyalleri ile baglantiy:
saglayan cesitli proteinler vardir (32).
Caspase aktivasyonunun tetiklenme-
sinde iki 6nemli uyart yolu vardir. Biri
mitokondri bagimli, digeri ise TNF re-
septor-1 (TNFR-1) ve Fas molekiilii ile
iliskili 6lam reseptorleridir (32, 33).
Fas ile Fas-L etkilesimi hiicre 6liim re-
septorlerinin sinyal yolunu anlamada
muhtemel en basit senaryodur. Fas
(CD95/APO-1), TNFR-1 ve onlarin bag-
lantit oldugu ligandlarin uyarilmast
sonucu indiklenir. Kendine dogal

olarak bagli bulunan ve 6liim bolgele-
ri (Death Domain) adi verilen TRADD
(TNFR-1 Associated Death Domain) ve
FADD (Fas Associated Death Domain)
ile etkilesime girer. Bu 6liim bolgeleri
procaspase 8’i aktiflestirerek hiicre-
de hizla 6liim ile sonuclanan sinyal
kompleksinin ortaya ¢ikmasina, caspa-
se dizisinin aktivasyonuna ve apopito-
zise yol agar (32,33). Hepatositler Fas
reseptorleri (CD95) tasidiklari, CD95
stimiilasyonuna olduk¢a duyarlidir.
Bir tek CD95’in uyarilmasi apopitozis
indiiksiyonuyla hiicre 6liimiine neden
olabilir (8,34). Calismamizda hepato-
sitlerdeki apopitozisi gostermek ama-
ctyla THK olarak Fas boyamast yaptik.

[HK olarak Fas reseptorlerinin bo-
yanmasi sonucu elde edilen bulgular
iskemi ve reperfiizyonun ilk saatlerin-
de, I-R hasarina bagli apopitozisin bas-
latiddigini, ancak reperfiizyonun 48.
saatinde apopitozisin anlamli oranda
distigiini  gostermektedir. Fas IHK
boyama sonuglar, GM-CSF verilen
ve 48 saat reperfize edilen grupta
kontrol grubuna gore belirgin azalma
gostermesi (p<0.05) GM-CSF’un anti-
apopitotik etkisini ve apopitozisin
engellenmesiyle karaciger rejeneras-
yonundaki olumlu etkilenmeyi goster-
mektedir. Rejenerasyon ve apopitozis
48. saatten sonra degerlendirilseydi
ratlarda rejenerasyonun son buldugu
noktada (7-10. giinler) apopitozisin
artmasi beklenebilirdi.

Bir calismada GM-CSFtin Bcl-2 ai-
lesinin anti-apoptotik tiyesi olan Bcl X
ve karaciger rejenerasyonunun erken
doénemlerinde 6nemli olan acil-erken
gen c-myc seviyesini artirarak etki et-
tigi bildirilmistir. Bcl-2 tiim6rogenezi-
se oncilik etmek icin 6nemli bir gen
olan c-myc ile iliski halindedir. Ayrica
bu calismada JAK-2 (Janus Kinase),
MEK (Kinase 1) ve ERK (Extracellular
signal-regulated kinase) bu antiapop-
totik etki mekanizmasinda 6nemli rol-
ler iistlenmektedir (35).

Iskemi, ardindan parsiyel hepatik
rezeksiyon yapilip, 2. saatte sakrifiye
edilen ratlarda serum eriyebilir Fas di-

zeylerinden elde edilen sonuglar Fas
IHK boyama sonuclartyla tamamen
paraleldir ve  GM-CSFlin apopitozi-
si azaltarak rejenerasyon uzerindeki
olumlu etkilerini desteklemektedir.

Taira ve ark. (10) ratlarda parsiyel
hepatektomi sonrast PCNA isaretlen-
me oraninin karaciger rejenerasyonu-
nun 1-3. glnler arasinda pik yaptigini
gostermiglerdir. Ayni c¢alismada Fas
ve Fas ligandin maksimal diizeyinin
3-5. ginlerde oldugu gorilmistir.
Apopitozisin gostergesi olan TUNEL
pozitif hiicre sayisinin 1 hafta sonra
yiikseldigini tespit etmislerdir. Fas ile
TUNEL pozitif hiicre saydarinin tam
ortismeyen bu iliskisi Fas sistemin sa-
dece apopitozisi artirmadigini, Fas sis-
teminin rejenerasyonu hem baslatici,
hem de sonlandirict rollerinin oldugu
seklinde yorumlamuslardir. Calisma-
mizda rejenerasyonun basladig: ilk
saatlerde sFas diizeyinin sham grubu-
na gore daha yiiksek oldugu, rejene-
rasyonun en yiiksek dizeye ulagsmaya
basladig: 48. saatte ise azaldigi tespit
edildi. Elde edilen bu sonuclar Taira
ve ark. (10)’nin sonuglartyla paralellik
gostermektedir ve Fas reseptorlerinin
rejenerasyonu baslatici ve durdurucu
rollerinin oldugu yoniindeki yorumu
desteklemektedir.

Ratlarda ekzojen olarak uygulanan
GM-CSE, pringle manevrasini takiben,
%70 hepatektomi sonrast karaciger
rejenerasyonunu gerek morfolojik,
gerekse fonksiyonel olarak artirmis,
ileri donemde ortaya cikan I-R hasari-
na bagl hepatik hasart azaltmistir. Bu
calismada hepatik hasarin azalmasi ve
rejenerasyonun artmast GM-CSF’un
anti-apopitotik etkisinden kaynaklan-
digin1 disiindiirtmektedir. Ancak bu
calismada gosterilmemekle Dbirlikte
GM-CSFiin RES fonksiyonlarini diizel-
tici ve immuin sistemi destekleyici etki-
lerinin de katkis1 olabilir. Bu nedenle
GM-CSEF, cerrahi sonrasi karaciger re-
jenerasyonunun  hizlandiridmasinda
etkili olabilecek bir ajan olarak umut
vermektedir.
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Summary:

Role of granulocyte-macrophage colony stimulating factor on apoptosis induced by
ischemia-reperfusion and liver regeneration in the experimental hepatic resection
model

Purpose: The aim of the study is to investigate the effects of Granulocyte-Macrophage Colony Stimulat-
ing Factor (GM-CSF) on ischemia-reperfusion induced apoptosis and hepatic regeneration in a partially
hepatectomized rat model.

Materials and Methods: Fifty rats were used and they were divided into five groups, each including ten
rats. A juguler vein catheter placed to all except sham group and normal saline infusion was started 1
hour before operation. A midline laparotomy performed. Sham group rats were sacrified after portal
dissection. Total ischemia performed to the other groups, after 70% hepatectomy the occlusion opened
for reperfusion of the remnant liver. Before the operation (60 min.) 0.02 ml normal saline was given to
control groups and 1 pg/kg GM-CSF was given to study groups subcutaneously administered. Blood
samples were collected from v cava inferior for AST, ALT, LDH and sFas levels at the 2nd and 48th hours
of reperfusion with performing relaparotomy. Remaining liver tissues were resected and weigthed.
Relative liver mass, malondialdehyde (MDAJ, mitotic index and Fas immunohistochemical (IHC) staining
evaluations from tissue samples were performed.

Results: Mitotic index and relative liver weigths at GM-CSF group were significantly higher at 48th hour
(p<0.05). ASTALT ve LDH levels were increased at 2nd hour. However these levels were decreased in
the study group at the 48th hour. Hepatic MDA level was high at 2nd but lower at 48th hour than other
groups. sFas level and Fas IHC stainings were similar. But they were lower at 2nd and 48th hours in the
GM-CSF group (p<0.05). Ischemia-reperfusion injury was high at 2nd hour and but there was no differ-
ence between saline and GM-CSF groups. However the injury decreased significantly at 48th hour, at
the study group.

Conclusions: GM-CSF, increases liver regeneration both morphologically and functionally after Pringle
maneuver and partial hepatic resection. This application also decreases apoptosis and ischemia-reper-
fusion injury at the advanced stages of reperfusion.

Key Words: Ischemia-reperfusion, hepatic resection, apoptosis, Fas, GM-CSF
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