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OZET

Amag : Bu calismada fikanma sanliginda periferik kan Ibkositleri ile Kupffer hlcrelerinin in vivo spesifik
uyariya karsi sentezledigi ve salgiladigl PAF dizeylerinin farkiihgl arastinimigtir,

Durum Degerlendirmesi : Son yillarda tikanma sarilidginda enflamatuvar reakslyonlarin olusmasinda
fosfolipidierden olusan yenienflamatuvar mediatérlerin roll tartisimaktadir, Bumediatérlerin basinda
immunolojik veya nonimmunolojik uyarima sonucu sentezlenen ve salinan trombosit aktive edici
faktdr (PAF) yer almaktadir,

Yéntem : 7 denekten(rat) olusan konfrol, sham, sarilik ve mannitollu sanlik gruplannda  karaciger
biyopsisi ve plazma drekleri alinmistir, Alinan drneklerde HPLC lle parifikasyon sonrasinda RIA yéntemi
ile PAF duzeyleri dlgalmstar,

Cikanmilar : Sanlikl ve mannitol verilmis sarilikl grupta saptanan doku ve plozma PAF dizeyleri kontrol
ve sham grubuna gdre anlamii olarak ylksek bulunmustur (p<0.001). Mannitol grubunda dizeyler
mannitolstiz sarliktan daha distktar,

Sonug : Bu ¢alismanin sonucu, mekanik fikanma sanligl nedeni ile opere edilecek veya tedavi
uygulanacak hastada immun inflamasyonun oldugu, preoperatif dbnemde bunun baskilanmasinin
girisim sonrasi seyri dizeltebilecegidir. Mannitol bir baskilama arcici olabilir.

Anahtar kelimeler : PAF, sarilik, karaciger, mannitol

SUMMARY

Platelet Activating Factor (PAF), is an unique phospholipid with a broad range of biological activities
that may berelevant in the development of inflammatory reactions. PAF has been suspectedto play
an important role in liver pathophysiology. In this study, in experimental jaundice model, PAF levels
were measured in liver tissue and plasma and possible effect of mannitol on this medictor. The
experimental model consisted of 7 rats of control group (CG), 7 rats of sham operation (§G), and 7
rats of obstructive joundice created by ligating common bile duct. The last group was mannitol
treated joundiced group (MJG) and all animails in this group recelved 20% mannitol in dose of 2 ml/
day, intraperitoneally, following common bile duct ligation. A week later all animals were sacrified
and collected plasma and liver tissue samples. PAF levels were measured by radioimmunoassay
technique. Liver tissue PAF levels (pg/mg tissue protein) were 72 + 18 inthe CG, 183 £51iInJG, 84 =
17 iInSG, and 124 + 36 in MJG. Plasma levels were 460+ 13, 1600 = 40, 560 + 19, and 1200 £ 23 insame
order respectively. In both sample types, MJG and JG values are significantly different from CG and
5G aswell. MJG levels are also different from JG. These results showed that plasma and liver tissue PAF
levels are increased in experimental obstructive jaundice; and activation of this mediator contribute
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to the ongoing liver injury. Mannitol may Improve or lesser this damage.

Keywords : PAF, jaundice, liver, mannitol

Sonyillardatikanmasariliginda enflamatuvar
reaksiyonlarin baslatilmasi ve skar olusumuna
kadar ilerleyen surecte, Kupffer hiicreleri veya
endotel hiicrelerinin membran yapisinda yer
alan fosfolipidlerden olusan enflamatuvar medi-
atorlerin rolleri vurgulanmaktadir. Bu media-
torlerin basinda immunolojik veya nonim-
munolojik uyarilma sonucu sentezlenen ve
salinan, 1-0-alkil-2-asetil-sn-glisero-3-fosfokolin
kimyasal yapisinda olan ve hiicre araciligi ile
yayilan sinyal transmisyonundan sorumlu olan
trombosit aktive edici faktor (PAF) yer almaktadir
(1,2,3). '

Tikanmasariliginin veyaendotoksinin uyarimi
sonucu bir yandan kompleman aktivasyonu ve
polimorfoniikleer |6kositlerin (PNL) kemotaksisi,

diger yandan karaciger parankimine infiltre olan :

PNL’ler nedeni ile endotel hiicrelerden PAF ve
diger enflamasyon mediatorleri salinimi baslar
(3). Enflamasyon zincirinin devami ile PNLler,
lizozomal enzimleri ile bakterileri ldiirtirken,
konakgiya zararl olacak siiperoksit radikaller;
de ortama salarlar (3,4,5,6). Hicre 6limi
sonrasinda ortaya ¢ikan toksik enflamatuvar
ajanlar parankime yayilarak hasan daha da
arttinirlar. Kaltur ortaminda da Kupffer ve
endotelial hiicrelerinden salinan PAF/in, hepatik
sinusoidal ve parankimal hiicreler arasindaki
iletisimi kolaylastirdigi gosterilmistir (4).

Sonug olarak karaciger parankim hasarlan-
masinin olusumunda enflamasyon zincirinin
calismaya baglamasi ile PNL kemotaksis ve
aktivasyonu sonrasinda, basta PAF olmak tizere
cesitli mediatérlerin sentez ve saliniminin anahtar
rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calismada; tikanma sarihiginda kan l6ko-
sitleri ile Kupffer hiicrelerinin in vivo spesifik bir
uyan olan tikanma sariligina karsi sentezledigi
ve salgiladigi PAF diizeylerinin farkliligi arasti-
rilmustir,

GEREC VE YONTEM

Budeneysel calismada 6 haftalik ve ortalama
agirliklar 118.46 + 1.72 grarasinda degisen 21
Sprague - Dawley tiirii erkek rat kullanilmistir.
Tiim denekler standart yem ve su ile beslenmis,
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cerrahi girisim 6ncesinde bir gece ac birakil-
mislardir.

Deney ve gruplar :

Grup 1(Sanlik-SG) (n =7): Bu gruptaki ratlarda
eteranestezisi sonrasinda orta hatkesisi ile girisim
yapilmig, daha sonra koledok kanal baglanip
kesilerek tikanma sariligi olusturulmustur.

Grup 2 (Sham - ShG) (n=7) : Bu grupta ise
laparatomi sonrasinda koledok kanali disseke
edilip askiya alinmis, daha sonra tekrar serbest
birakifarak karin kapatilmistir.

Grup 3 (Kontrol - KG) (n=7): Kontrol grubu
olan 3.grupta ise normal kosullarda beslenen 7
rat kullanilmigtir.

Grup 4 (Mannitol - MG)(n=7): Dis safra yolu
baglandiktan sonra 2 ml/giin %20 mannitol in-
traperitoneal olarak uygulanmistir.

Deney yapildiktan bir hafta sonra tiim ratlar,
eter anestezisi ile uyutularak sakrifiye edii-
mislerdir. Orta hat kesisi ile karin ve gogiis bos-
luklari agilarak intrakardiak 2 ml. heparinli kan
alinmigtir. Kan érnekleri +4 °C ve 1500 g’de 5
dakika sire ile santrifije edilerek plazmalari
ayrilmistir. Karaciger dokusundanda 1 cm? kadar
biyopsi érnekleri alinmis ve tampon solusyonu
(PBS = Phosphatebuffer saline) iginde korunarak,
kan ornekleri ile - 70 °C *lik derin dondurucuda
laboratuar alismasina kadar saklanmiglardir.

Karaciger dokusunda ve plazmada PAF élciimii:
Dokular ve kan ornekleri Amberlit XAD-2
kolonlari ile ayinldiktan sonra yiiksek basingl
likid kromatografi- HPLC (Waters 625 LC system
MA,USA) ile prifiye edilmistir. Her &rnekten
elde edilen kuru ekstrakt, 20 ul asetonitril /
metanol / fosforik asit (130: 5: 1.5) karisiminda
¢oziildikten sonra Silasorb Si 60 5u analitik
kolona (250x2.0 mm ID Alltech, USA) enjekte
edilmistir. Akig h1z1 0.2 ml/min, dalga boyu UV
detektdrde 210 nm dir Elusyon ve retansiyon
zamanlari sentetik 1 — 0 — hexadecyl - 2 - 0 -
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TABLO 1: DENEYDE ELDE EDILEN DOKU VE PLAZMA PAF DUZEYLERI
Rat K/PI K/D  Sh/PI Sh/D S/Pl S/D M/PI M/D
1 440 64 528 76 1538 172 1234 142
2 412 58 512 78 1586 178 1218 114
3 584 88 648 92 1656 190 1090 124
4 518 82 644 96 1698 206 1200 136
5 468 74 584 86 1616 190 1166 112
6 426 62 504 72 1546 178 1310 106
7 372 76 500 88 1578 166 1188 134
_rtalama 460413 72+18 560419 84+17 1600440 183+51 1200+23 124436

Degerler pg/mg doku protein ve pg/ml olarak verilmistir (K:kontrol, Sh:Sham, S: Sanik, M: Mannitol gruplarini

gostermektedir.

acetyl — sn - glycero- 3 - phosphocholine kulla-
nilarak saptanmistir. HPLC eluatlari 16-18
dakikalar arasinda UV detektér cikisindan
toplanip, kuruyuncaya kadar likitnitrojen altinda

evapore edilmis, RIA prosediri ile analiz:

edilinceye kadar tekrar -70 °C de saklanmistir.

PAF RIA Prosediirii: Kurutulmus 6rneklerden
kantitatif PAF 6lgiimii spesifik PAF (3H) scintilla-
tion proximity assay kit (TRK-990, Amersham
Life Science, UK) kullanilarak yapilmistir.
Analizden énce tim ornekler kit working assay
bufferile coziiliip vortex edilmistir. Tim érnekler
cift calisilmustir. PAF élcimii RIA kiti ile iginde
bulunan prosediire gore yapilmigtir. Reaksiyon
sonunda olusan serbest 3H isaretli PAF dlctimleri
likit sintilasyon sayacinda gergeklestirilmistir.
Sonuclar pg/mgdoku olarak degerlendirilmistir.

istatistik analizler “ttest” kullanilarak vapilmis,
p <0.001 degerleri anlamh kabul edilmistir.

SONUCLAR

Karaciger dokusunda 6lcilen ortalama PAF
diizeyleri (pg/mg doku protein) kontrol grubunda
721418 iken, sarilikli grupta 183 +51, sham
grubunda ise 84 + 17 olarak bulunmustur. Man-
nitol grubunda bu deger 124 + 36 “dir.

Plazma diizeyleri ise ayni sira ile gruplarda
460+ 13, 1600+40, 560+19 ve 1200+ 23
olmustur. Sarilikli grupve mannitol grubunda
saptanan doku ve plazma PAF diizeyleri kontrol
ve sham grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Mannitollu ve
mannitolsuz sarilik gruplarinin degerleri de
anlamlilik derecesi daha az olmak tzere ( p<

0.005) birbirinden farklidir.
Gruplarda saptanan PAF diizeyleri Tablo 1'de
ayrintili olarak belirtilmistir.

TARTISMA

PAF-basta lokositler olmak tizere RES hicre-
lerinin ve mast hiicreleri ile eosinofil [6kositlerin
membranlarindan salgilanan giicli bir otakoid
medyator olup immin reaksiyonun ve infla-
masyonun tim asamalarina etkisi gésterilmistir
(2,3,4). Karacigerdeki PAF1in Kupffer hiicre-
lerinden salindigi ancak hepatositler izerine de
etkili oldugu, ayrica leukotrien (LT) metabo-
lizmasini indikleyerek inflamasyonu baslattig
in vivo ve in vitro olarak gosterilmigtir (7,8,9).
Hepatositlerle karsilasan eksojen [3H]alkyl-PAF,
hizla [3H]lyso-PAF haline dontsiir ve ilk bes
dakikaicinde plazma mebraninin dis ylizeyinde
hizla miktari yiikselir. Cok az bir kismi hiicre
icine girer ve aktif degildir. in vitro olarak da
kanmitlanan bu bulgu, PAF In ortama salindigini
veya ortamda bulundugunu, 6lcilen PAF'in da
aktif PAF oldugunu gostermektedir. Yapisal PAF
antagonistleri de hepatositten salgilanan PAF’I
bloke ettigi ve ortamda hi¢ PAF kalmadiginin
gosterilmesi de(8,9) hepatositlerin spesifik olarak
PAF ile iligkisinin kanitidir. Koken olarak ayrica
endotel hiicresi ve makrofajlardan salgilanabilir.
Ancak seckin PAF reseptorleri hepatosit
ylizeyinde oimayip sadece Kupffer hiicrelerinde
gosterilmistir (9,10). Bubulgular, PAF’in hepatosit
kaynakli oldugu ve Kupffer hiicresine etki etmek
tizere programlandigini kanitlamaktadir.
Metabolik builiski, normal ve sarilik gibi patolojik
olaylarda degisiklikler oicterir,

345




Coker A, ve Arkadaslan

LTB4 ve peptid LT'ler PAF etkisi ile ortaya
cikar ve birbirlerinin etkisini giclendirirler.
Hiiseyinov ve ark.nin daha dnceki calismalarinda
infeksiyoz ve immuninflamatuar reaksiyonlarda
LTB4 salgilandigi, bu salgilanmanin immun
olaylarda PAF etkisi ile oldugu gosterilmistir. Bu
ayni zamanda peptid LT salinimininda nedenidir.
LTB4 ve PAF ikisi birden cok giicli kemotaktik
etki gosterirler. infiltre olan lokositler de, basta
notrofil ve makrofaj olmak tzere ya degranule
olarak ya da PAFIn yaptig gibi hiicre icinde
aktive olarak hiicre hasarina neden olurlar.

Enfeksiyonlu hastalarda da ‘sentezlenen
PAE'In 6nemlimiktari hiicreicinde kalmaktadir.
PAFIn onemli miktarinin hiicre icinde kalmasi
diger intakt hiicrelerin ve mjkrovaskiler yatak
endotel hiicrelerinin hasarlanmasinaneden olabi-
lir. Budainflamatuarreaksiyonun siiregelmesine
neden olan faktérlerden birsidir. Bu nedenle
tikanma sanihiginda lokositler ve Kupffer hiicre-
lerinin membran fonksiyonlarinin bozuldugu,
hepatositten salinan PAF artigi ile Kupffer hiicresi

uzerine etki ile ortaya ¢iktigi séylenebilir. Tikan-
ma sariliginda karacigerde olan metabolik degi--

sikliklerin debaglangici PAF ve indikledigi infla-
masyon olabilir. Bizim ¢alismamizda karaciger
hucre dokusunda PAF diizeylerinin kontrol gru-
bundan anlamli olarak yiiksek bulunmasi, tikan-
masarihgindakaracigerde immiin bir inflamasyo-
nun meydana geldigini dustindiirmektedir.

Nitekim Chao ve ark, karaciger zararlanmasi
ve yangisinda PAF'in major otakoid sinyal
yanitlarinda onemli rol oynadigini kanitla-
muslardir (10). Zhouve Chao, birhaftalik ttkanma
sariliklarinda dokuda normalin 6 misli PAF
konsantrasyon artist oldugunu, serumda ise
bunun degismedigini gostermislerdir (10,14).
Bu vazarlar, PAFin lokal Gretiminin sorumlusu
olarak da Kupffer hiicresi ile, portal endotoksin
iligkisini gostermektedirler. O halde calisma-
mizda 6l¢lilen PAF duzeyleri, karaciger dokusu
icin Kupffer hiicresi kaynakli, serumigin endotel
ve makrofaj kaynakhdir.~,

O zaman tikanma sariliklarindaolasi karaciger
doku zararlanmasinda PAF antagonistlerinin
vararli olacagidistintlebilir. Ancak teorik olarak
olasi gbziiken bu distnce deneysel olarak
kanitlandigr gibi (9) in vivo ortamlarda
gerceklesememektedir. Verilen antagonistler PAF
reseptdrleri yerine periferde yer alan benzo-
diazepin reseptorleri tarafindan yakalanmakta
ve etkisi azalmaktadir. Bu nedenle PAF
antagonistlerinden ancak selektif olanlarl veya
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bu etkiyi baska mekanizmalarla énleyen manni-
tol gibi ajanlar kullanmak (11) daha dogru
olacaktir. Mannitolun buradaki etki mekanizmasi
glutatyon rezervlerini zenginlestirmek olabilir .
Glutatyonun hepatositleri peroksidatif zararlan-
madan korudugu daha énce gésterilmistir (12).
Mannitolun ayrica bilindigi gibi; iskemi -
reperflizyon ya da infeksiyon gibi etkenlerle
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri tizerine
scavenger etkisi bulunmaktadir (16,17,18). Bu
etkilerini hicre sismesini engelleyerek “no-
reflow” fenomeni ile ya da “potentistatic”
mekanizma ile yapmaktadir. Ayrica Meade ve
ark (15) akut bilier ttkanmalarda karaciger
hasarinin daha gok iskemi reperfizyon benzeri
oldugunu, kronik tikanmalarda ise inflamatuar
mekanizmalarin daha gecerli oldugunu goster-
mistir (15).

Bucahismaninklinige uyarlanabilecek sonucu
ise, mekanik tikanma sarihig nedeni ile opere
edilecek veyatedavi uygulanacak hastada immun
inflamasyonun oldugu, preoperatif dénemde
bunun baskilanmasinin girisim sonrasi seyri
diizeltebilecegidir.
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