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OZET

Amac: Bu calismada, karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 iizerine N- asetil sistein,

flumazenil ve deksmedetomidinin etkilerini karsilastirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontem: Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Calismalari
Etik Kurulunun (DEKAM) onay: ile gerceklestirildi. Agirliklar1 250-350 gr arasinda
degisen, Wistar -Albino tiirii toplam 40 erkek rat kullanild1 ve ratlar randomize olarak
bes gruba ayrildi. Denekler, genel anestezi ile uyutulduktan sonra, kuyruk veninden
Sham grubu ve Grup IR’de serum fizyolojik (SF), Grup F’de Flumazenil 1mg/kg, Grup
D’de deksmedetomidin 1ug/kg, Grup N’de N asetil sistein 150 mg/kg dozunda i.v
uygulandi. Sham grubunda SF enjeksiyonundan 15 dk sonra laparatomi yapildi. Iskemi
olusturulmadi. Diger gruplarda portal ven ve hepatik arter eksplore edilerek atravmatik
vaskiiler klemp yardimi ile iskemi uygulandi. 60 dakika sonunda klempler alindi ve
iskemi sonlandirildi. Reperfiizyon safhasi boylece baslayan ratlarin laparatomi
insizyonu kapatildi. Bu denekler 6 saat sonra, tekrar anestezi verilerek uyutuldu,
laparatomi tekrar edildi. Kan 6rnekleri biitiin gruplarda intrakardiyak alind1 ve 6tonazi
saglandi. Daha sonra karaciger doku ornekleri alindi. Karaciger iskemi reperfiizyon
hasarinin ve kullandigimiz ilaglarin, inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlere etkisini
degerlendirmek icin TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, antioksidan sistemlere etkisini
degerlendirmek i¢cin SOD, TAS, TOS ol¢iimleri yapildi. Ayrica AST, ALT, LDH
diizeyleri olciildii. Karaciger doku o6rneklerinden elde edilen kesitler hematoksilen eozin
ile boyandi. Preparatlar deney gruplarindan habersiz uzman bir histopatolog tarafindan,

karaciger IR hasar1 puanlama sistemi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: R grubunda AST, ALT, LDH, TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-10 diizeyleri diger
gruplardan anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05). Grup F’de AST, LDH ve IL-6
degerleri Sham grubu, Grup N ve Grup D’ye gore anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0,01). Gruplar arasinda OSI degerleri arasinda anlamli fark bulunamadi (p > 0,05).
Histopatolojik degerlendirme sonuclarina gore, IR grubunda vacuolizasyon, siniizoidal
dilatasyon, nekroz ve apopitoz, Sham grubu, Grup D, Grup F ve Grup N’den anlaml
olarak daha fazlaydi (p< 0,05). Sham grubunda Siniizoidal dilatasyon Grup N, Grup D
ve Grup F’den anlamli olarak daha azdi (p < 0,05).

Sonu¢: Bu calismada, karacigerde meydana gelen iskemi reperfiizyon hasarinin

patofizyolojisinde inflamatuar mekanizmalarin 6nemli bir rol oynadigi goriilmektedir.
Xi



Biyokimyasal veriler 1s1ginda, deksmedetomidinin ve NAC’in hasar iizerine etkili
oldugu, flumazenilin ise deksmedetomidin ve NAC’e gore daha az etkin oldugu
gosterilmistir.  Histopatolojik veriler, her ii¢ ilacin da IR hasarina olan etkisini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Deksmedetomidin, Flumazenil, Iskemi/ reperfiizyon, Karaciger,

N-asetil sistein.
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SUMMARY

Aims: In this study, we aimed to investigate and compare the impacts of N-acetyl

cysteine, flumazenil and dexmedetomidine on the hepatic ischemia reperfusion injury.

Materials and Methods: This study was performed with the approval of DEKAM.
Ranging in weight 250-350 g, Wistar-Albino type rats were used and a total of 40 male
rats were divided randomly into five groups. After general anesthesia, normal saline to
Sham group and the group IR also Flumazenil 1mg/kg to GrupF, dexmedetomidine
Ipg/kg to Group D, N acetyl cysteine 150 mg / kg to Group N dose was given from the
tail vein. Laparotomy was performed 15 min after injection of saline in the Sham group.
Ischemia didn’t occured in this group. Portal vein and hepatic artery were explored, and
ischemia applied with atraumatic vascular clamp. And clamps were terminated after 60
minutes of ischemia. Laparotomy incision was closed so that the starting phase of
reperfusion of rats. Anesthesia was given again to these rats after 6 hours and
laparotomy was repeated. Intracardiac blood samples were taken in all groups and
autenasia provided. Then, liver tissue samples were taken. We evaluated the effects of
hepatic ischemia reperfusion injury and the using drugs to the inflammatory and anti-
inflammatory cytokines. We measured the values of TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 for this
purpose. Hepatic ischemia reperfusion injury and the use of drugs, to evaluate the effect
of antioxidant systems, SOD, TAS, TOS was measured. AST, ALT, LDH levels were
measured. The liver tissue samples were stained with hematoxylin and eosin.
Preparations of the experimental groups were assessed by an unaware expert

histopatolog by using the scoring systemfor hepatic IR injury.

Results: Biochemical results are examined. AST, ALT, LDH, TNF-a, IL-6 and IL-10
levels in the Group IR were significantly higher then the other groups(p<0,05).
The value of AST, ALT, IL-6 were to be significantly higher in Group F than Group D
and Group N (p <0.01). There were no significant differences between the OSI values at
all groups (p> 0.05). According to the results of histopathological evaluation,
vacuolization, sinusoidal dilatation, necrosis and apopitosis in Group IR were to be
significantly higher than the Sham group, Group D, Group N and Group F (p <0.05).

Sinusoidal dilatation of the Sham group was significantly lower than Group D, Group F

Xiii



and Group N (p <0.05). Grade of in IR group was to be significantly higher than the
Sham group, Group D, Group F and Group N (P <0.05).

Conclusion:

In this study, inflammatory mechanisms seems to play an important role in the
pathophysiology of ischemia reperfusion injury occurring in the liver. Biochemical data
shows that dexmedetomidine was as effective as NAC in IR injury, flumazenil been
shown to be less effective than dexmedetomidine and NAC. Histopathological data

clearly shows the effect of both drugs at IR injury.

Key words: Dexmedethomidine, Flumazenil, ischemia / reperfusion, Liver, N-acetyl

cysteine.
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1. GIRIS ve AMAC

Kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi ile organin veya dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucu meydana gelen iskemi ve normal dolasim saglandiktan sonra olusan
reperfiizyon, giiniimiizde pek c¢ok ciddi klinik durumun nedenidir. Iskemi-reperfiizyon
(IR) hasar1 travma, organ transplantasyonu, myokard infarktiisii, inme, hipovolemik
sok, sepsis gibi sik karsilasilan ciddi klinik tablolarda meydana gelir. Dolayisiyla, beyin,
kalp, bobrekler, kas dokusu ve karaciger olmak iizere pek cok dokuda ve organda hayati

tehdit eden problemlere neden olur (1).

Iskemik donemde, oksijensiz kalan hiicrede cesitli metabolik degisiklikler meydana
gelir. Kan akiminin kesilmesi ya da azalmasi ile birlikte oksidatif fosforilasyon azalir.
Adenozin tri fosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi hiicrenin biitiin organellerinin enerji
kaynagi olarak kullandig1r yiiksek enerjili fosfatlarin sentezi azalir, anaerobik
metabolitler hiicrede birikir. Hiicre membranindaki ATP bagimli Na*/K* ve Ca**
pompalarimin ¢alismamasina bagh hiicre ici serbest Ca**, K*, Na* artisi, fosfolipaz
aktivasyonu, hiicre membran hasari, mitokondrial disfonksiyon ve iskemik siirecin
uzamastyla birlikte lizozomal enzim aktivasyonu ve sonugta apopitozis ile birlikte hiicre

Olimii meydana gelir (2).

Iskemik siirecten sonra, kan akimi yeniden saglanmasiyla reperfiizyon donemi baslar.
Bu donemde yiiksek O, konsantrasyonuyla birlikte dokudaki ve hiicredeki iskemik
donemde olusan hasar derinlesir. Reaktif Oksijen Uriinleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen

Uriinleri (RNS)’e baglh lipid peroksidasyonu, membran hasari, deoksiriboniikleik asid



(DNA) hasari, protein denatiirasyonu ve mitokondrial hasar meydana gelir. Inflamatuar
sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin sentez ve aktivasyonu artar. Zincirleme
inflamatuar reaksiyonlar devam eder ve 16kosit iliskili hiicre hasarin1 mikrosirkiilasyon
bozuklugu izler. Kan akimi tekrar saglanmasina ragmen, sirkiilasyon bozuklugu ve

hiicre hasar1 devam eder (3).

Karaciger IR hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger hastaliklari, biiyiik tiimor
rezeksiyonlar1, hepatik travmaya cerrahi miidahale, vaskiiler rekonstriiksiyonlar ve
hepatik transplantasyon sirasinda ve sonrasinda meydana gelebilir. Bu hasarin
mekanizmalarinin bilinmesi ve hasar1 azaltan Onlemler ve ilaclarin arastirilmasi
karaciger cerrahisinin basarisini artirmak, kronik karaciger hastaliklarinin hasarim

azaltabilmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (1).

Bu amacla, N- asetilsistein (NAC)’in hepatik IR hasari iizerine olan etkileri de pek cok

kez arastirilmis ve olumlu sonuglara ulasilmistir (4).

Deksmedetomidin, medetomidin’in D-enantiomeri olan yiiksek selektif, spesifik ve
giiclii bir a, adrenoreseptor agonistidir. Alfa- 2 adrenoseptorlerinin uyarilmasinin bazi
hayvan ve insan caligmalarinda antiinflamatuar etki gosterdigi, inflamasyon kontroliinii
artirabildigi, immuniteyi uyarabildigi bulunmustur. Ayrica deksmedetomidin’in
serebral, kardiyak ve renal IR hasarina karst koruyucu etkisi gosterilmistir. Fakat
literatiirde heniiz hepatik IR hasarina kars: etkileri konusunda bilgi mevcut degildir (5-

8).

Flumazenil, klinik kullanim i¢in onaylanmis ilk benzodiazepin antagonistidir.
Benzodiazepin reseptorlerine, agonistlere benzer bir sekilde ve konsantrasyona bagimli
olarak baglamir. Parsiyel agonist etkili bir antagonisttir. Flumazenil, K" iliskili ATP
(Karp) kanallar1 iizerinden oksidatif hasara karsi etkilidir. Literatiirde, noronal ve
kardiyak iskemi reperfiizyon hasarina karsi bu yolla olan etkisi gosterilmistir. Karaciger
iskemi reperfiizyon hasarinda Karp kanallarinin 6nemi bilinmektedir (9,10). Fakat
Flumazenilin karaciger tizerindeki muhtemel iskemi reperfiizyon hasarini 6nleyici etkisi

literatiirde heniiz mevcut degildir.

Bizim amacimiz, karaciger cerrahisi ve transplantasyonunda basariy1 etkileyen ciddi bir
problem olan IR hasart iizerine, NAC, deksmedetomidin ve flumazenilin etkilerini

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER ANATOMISI VE HISTOLOJISI
2.1.1. Karacigerin Makroskopik Anatomisi:

Karaciger, kahverengi kirmizimsi renktedir, yaklasik olarak 1.500 gr agirligindadir ve
bu da viicut agirliginin 1/ 35-40’11 olusturmaktadir. Anatomik olarak; abdomende, sag
hipokondriumu, epigastriumun biiyiilk kismin1 kaplayan ve ¢esitli varyasyonlarda sol
hipogastriuma da uzanan insan viicudunun en biiyiik glandidir. Diyaframa yaslanmis
olarak bulunur. Sag orta aksiller c¢izgide 7-11. kostalar arasinda yer alir. Yiiksek
vaskiilariteye sahip, kolayca lasere olabilen, siingerimsi bir yapiya sahiptir. Komsu
oldugu organlarin siirlarina uyum gosterir. Makroskopik olarak, superior, inferior ve

posterior olmak iizere ii¢ yiize sahip prizma seklindedir (11).

Karacigeri ¢evresindeki dokulara baglayan konnektif doku bantlar1 hepatik
ligamentlerdir. Bu bantlarin ¢ogu periton kivrimlarindan olusur (membrandz ligament
gibi). Bunun disinda fetal dokularin oblitere olmasiyla meydana gelen fibréz kordlar;
umbilikal ven (ligamentum teres ve round ligament) ve duktus venosus (ligamentum
venosum) mevcuttur. Biitiin bu ligamentler karacigeri komsu doku ve organlara
(hepatogastrik ve hepatoduedonal ligamentler gibi) bagladigi gibi, karin 6n duvar ve

diaframa da baglarlar (11).

Geleneksel ya da klasik anatomide, karacigeri dort ana loba “ sag lob, sol lob, kaudat ve
quadrat loblara” ayiran topolojik simgeler kullanilir. Superior yiizeyde karaciger

falsiform ligamentle sag ve sol loba ayrilir. Postero inferior yiizeyde ise portal ven, safra
3



kesesi, ligamentum venosum ve inferior vena cava karacigeri, sag, sol, kaudat ve

quadrat loblara bolen anatomik yapilardir (12).

Karacigerin fizyolojik anatomisi ise fonksiyonel, segmentel, modern ya da cerrahi
anatomi olarak adlandirilir. Burada siniflandirilan her bir segmentin kendi afferent kan
akimi, venoz ve bilier drenaj1 mevcuttur. Her bir segmentin, hepatik arter, portal ven ve

bilier kanali, ¢esitli varyasyonlar gosterebilmekle birlikte ayridir (12).

Fizyolojik anatomi, karaciger cerrahisinin planlanmasini kolaylastirir ve cerrahi basariy1
artirir. Cerrahi insizyonun, portal triad1 (portal ven, hepatik arter ve hepatik safra kanal)
yaralamasini biiyiik olasilikla dnler, mortalite ve morbiditeyi azaltir. En ¢ok kabul goren
“Couinaud’in segmentel anatomisi”dir. Burada karaciger sekiz segmente ayrilmistir.
Biitiin bu anatomik simiflamalara ragmen karaciger pek cok anatomik varyasyon
gosteren bir organdir. Gliniimiizde goriintilleme tekniklerinin gelismesiyle birlikte
Couinaud’in segmentel anatomisi gercege yakin bir sekilde ameliyat Oncesi ortaya

koyulabilmektedir (13).

Hepatikven

Orta hepatik ven
Sol hepatik ven

Umblikal ven
Hepatik Kanal

Vena cava inferior

Hepatik arter
Portal ven

Safra Safra
Kesesi Kanali

Sekil 1. Karacigerin segmental anatomisi (11).
2.1.2. Karacigerin Mikroskopik Anatomisi

Karaciger lobiilii:  Karacigerin en kiiciik fonksiyonel birimi lobiildiir ve lobiiliin asil
yapistm olusturan hiicreler ise hepatositlerdir. Ilk olarak 1954 yilinda Rappaport
tarafindan tanimlanmistir. Karaciger lobiillerinin sinirlarini, hilustan organ icine giren

ve parankimi odaciklar seklinde bolen glisson kapsiilii olusturmaktadir. Segmentler ise
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icinde birden cok lobiil barindiran, sinirlarimi vaskiiler ana dallarin belirledigi, karaciger

cerrahisi i¢cin 6nemli olan ve karacigeri topografik olarak alanlara bolen tinitelerdir (14).

Altigen seklindeki lobiiliin her kosesinde portal triad adi verilen, portal ven, hepatik
arter ve safra Kkanalikiilinden olusan bir {inite, merkezde ise vena centralis
bulunmaktadir. Glisson kapsiiliiniin merkeze dogru 1s1nsal sekilde uzanim gostermesiyle

asiniisler olusur (14).

Sekil 2. Karaciger lobiilii, portal lobiil ve karaciger asinusu (11).

Mikrosirkiilasyon: Karacigerde asinuslar {i¢ heterojen dolasim bolgesi igerir. Zon 1:
periportal, zon 2: orta ve zon 3: perisentral zonlardir. Zon 1: Sinuzoidlerin baslangi¢
bolgesidir. Oksijen ve besin acisindan zengindir. Zon 3: Oksijenden en fakir bolgedir,

kan akimi1 zon 1 ve 2 den sonra buraya ulasir (14).

Karacigerin substratlar1 kullanimi ve atik iiriinlerin ekskresyonu asinus ve onun

mikrovaskiiler mimarisi ile iligkilidir. Ure siklus enzimleri zon 1 ve 2 de lokalizedir.

Amonyak detoksifikasyonunda gorevli en Onemli enzimlerden glutamin sentetaz ise
Zon 3 de lokalizedir. Amonyak detoksifikasyonunda, karaciger asinusu igerisinde

yeterli kan akiminin bulunmasi bu agidan ¢ok onemlidir (14).



2.1.3. Karaciger Kan Akim

Karaciger splanknik kan akiminin merkezindedir ve ayrilmaz bir sekilde baglhdir.
Splanknik vaskiilaritede meydana gelen herhangi bir degisiklik hepatik kan akimim
etkiler. Hepatik arter ve portal ven yoluyla karaciger kardiyak outputun yaklasik

%25’1ni (1 gr karaciger dokusu i¢in 1ml kan voliimii) alir (14).

Karaciger’e kan akimini saglayan iki ana vaskiiler yap1 portal ven ve hepatik arterdir.
Portal ven karaciger kan akiminin %75-80’ini, hepatik arter ise %?20-25’ini
karsilamaktadir. Hepatik arterdeki kanin oksijen satiirasyonu normal insanda %96-98
civarinda olmasina ragmen, debisinin portal vene gore diisiik olmasi1 sebebi ile karaciger
oksijenasyonundaki payr portal vene gore daha diisiiktiir. Bu nedenle karaciger
oksijenasyonunun %60-70’inden portal ven, %30-40’1ndan ise hepatik arter sorumludur

(14,15).

Karaciger Hepatik arter

Hepatik
venler

;‘{ W&t Miae;y)

Portal ven

Dalak i

Pankreas .
Superior

mezenterik
Ince
barsak

Sekil 3. Splanknik sirkiilasyon (11).

Hepatik fonksiyonel iinitenin dolasiminda ise ana yollar portal triadlardaki hepatik arter
ve portal venin dallaridir. Glisson kapsiiliiniin hemen altinda siniizoidlere dal verirler.
Portal ven basinci yaklasik olarak 6-10 mmHg, siniizoidlerdeki basing ise 2-4 mm
Hg’dir. Bu nedenle karacigerde kan akimi, basing farkina gore portal venden

siniisoidlere dogru devam etmektedir (11).



2.1.4. Karaciger Histolojisi

Hepatositler: Hepatositler polihedral sekilli, 6-8 yiizeyli, yaklasik olarak 20-30 pm
capl hiicrelerdir. Merkezinde 1 ya da 2 nukleolusa sahip olan merkezi yerlesimli
nukleusu mevcuttur. Fonksiyonu itibar1 ile bol miktarda mitokondri, endoplazmik

retikulum, ribozom ve golgi cisimcigine sahiptir (16).

Hepatositler karacigerin ana fonksiyonel hiicreleridir. Karaciger hiicrelerinin % 60-
70’ini olusturmaktadir. Bu hiicreler, karacigerin fonksiyonel {iinitesi igerisinde
periferden santrale dogru 1sinsal bir dizilim gosterirler. Bu dizilime ‘remark kordonlart’

ad1 verilmektedir (16).

Siniisoidal Endotelial Hiicreler (SEC): Karaciger hiicrelerinin yaklasik %20-30’unu
olusturmaktadir. Karaciger fonksiyonel iinitesindeki siniizoidler, endotel hiicrelerinin
bir araya gelerek baglanmasiyla olusturduklar1 tubuler yapilardir. Endotel hiicrelerinin
arasindaki baglantilar genis porlar icermektedir. Disse araligindaki mayi, endotel
hiicreleri arasindan siiziilerek ya da primer endotel hiicrelerinin aktif transportu ile

protein ve elektrolit transferiyle olusturulmaktadir (16).

Kupffer Hiicreleri: Kupffer hiicreleri, ilk olarak histopatolog C. Von Kupffer
tarafindan tanimlanmis doku makrofajlaridir. Dogal katil hiicreleri, dendritik hiicreler,
akut faz proteinleri ve kompleman faktorleri ile birlikte dogal bagisikligin 6nemli bir
bilesenidir. Non parankimal karaciger hiicrelerinin yaklasik %35’ini olusturan bu
retikiiloendotelyal sistem hiicreleri, kan damarlarinin endotelyal hiicrelerine ve
karaciger siniizoidlerinin liimenine yapisik olarak bulunurlar. Viicudun bakteri,
bakteriyel endotoksin ve mikrobiyal artiklarla temas etmesiyle ve bunlarin portal ven ya
da gastrointestinal sistem yoluyla karacigere ulagmasiyla ilk olarak kupffer hiicreleri

aktive olur (16).

Kupffer hiicreleri, iskemi-reperfiizyon hasari, asetaminofen toksisitesi, karaciger
fibrozu, portal hipertansiyon, non-alkolik  yaglh  karaciger ve  alkolik

karaciger hasar gibi pek ¢ok karaciger hasar ve hastaliginin patogenezinde yer alir (17).

Presiniizoidal Hiicreler (ito Hiicreleri): Siniizoidleri olusturan endotel hiicrelerinin
hemen altinda yer almaktadirlar. Siniizoidlerin kan akiminin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadirlar. Bu hiicreler A vitamini deposudur ayn1 zamanda kollajen iiretimi ve
depolanmasindan sorumludur. Bu sebeple hepatit zemininde gelisen fibrozisten sorumlu

tutulmaktadir (18).



Karaciger Siniizoidleri ve Disse Araligi: Siniizoidleri olusturan endotel hiicreleri ile
hepatik lobiildeki 1sinsal dizilimli hepatositler arasindaki interstisyel bosluga disse
aralig1 ad1 verilmektedir. Siniizoidlerden kanin gegisi esnasinda disse araligina plazma
difiize olmaktadir. Hepatik lobiil koselerindeki bag dokudan zengin “kiernan araligi’nda
portal triadin yaninda lenfatik damarlar mevcuttur. Disse araligina gegen plazma sivisi,
hepatositlerin metabolik artiklari, yiiksek molekiil agirlikli proteinler, kolesterol ve yag

asitleri bu lenfatiklere drene olur (19).

2.2. KARACIGERIN BiYOKIMYASAL VE FiZYOLOJiK FONKSiYONLARI

Karaciger, insan saghgi ile mutlak iligskili pek c¢ok biyokimyasal ve fizyolojik
mekanizmada rol alir. Oniki major ve 70 parsiyel fonksiyon ile karaciger insan

metabolizmasinda kritik bir oneme sahiptir (20).

Karacigerin major fonksiyonlari; karbonhidrat metabolizmasi, lipid ve lipoprotein
metabolizmasi, amino asit ve protein metabolizmasi, bilirubin metabolizmasi, safra
asitlerinin metabolizmasi, biyotransformasyon ve detoksifikasyon, asit-baz dengesi,
alkol metabolizmasi, hormon metabolizmasi, porfirin metabolizmasi, eser elementlerin

metabolizmasi ve vitamin metabolizmasidir (20).

Karbonhidat metabolizmast ile ilgili fonksiyonlar1 glikojenin depo edilmesi ve
glikojenoliz, glukoneogenez, glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve
fruktozun glukoza doOniistiiriilmesi, glukozun diger monosakkaritlere ve yaga
doniistiirilmesidir. Lipidler iizerinde, yag asitlerinin sentezi ve oksidasyonu, yag
asitlerinden trigliserid olusumu, fosfolipid, lipoprotein, keton cisimleri ve kolesterol
sentezi, safra asitlerinin ve tuzlarinin olusturulmasindan sorumludur. Aminoasit
metabolizmas1 ile ilgili fonksiyonlari, deaminasyon, transaminasyon, endojen
aminoasitlerin ve plazma proteinlerinin sentezi ve oleik asit, kreatinin, porfirin ve safra
asidi sentezidir. Bilirubin metabolizmas: ile 1ilgili fonksiyonlari; bilirubinin
olusturulmasi, hiicreye alinmasi, konjugasyonu ve atilimasidir. Karaciger, mikrozomal
oksidazlar ve sitokrom p450 sistemi ile ilagc metabolizmasi ve biyotransformasyonun da
en onemli merkezidir. Ayrica steroid yapidaki hormonlar karacigerde metabolize edilir

(20).



2.3 KARACIGERDE iSKEMi REPERFUZYON HASARI

IR hasari, arteryal ya da vendz kan akimmin azalmasina bagl uzamis iskemiye maruz
kalan dokularda ve organlarda, kan akiminin yeniden saglanmasi ile meydana gelir.
Doku ve hiicre zararina yol agan kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi en ¢cok oksijene
hassas dokular etkiler. Bu aerobik hiicreler enerji kaynagi olarak mitokondrial oksidatif
fosforilasyonu kullanirlar. Dolayisiyla aerobik metabolizmaya sahip tiim doku ve

organlar IR hasar1 icin potansiyel hedeftir (2).

Kan akiminin bozuldugu iskemik donemde hiicrede apopitozise kadar ilerleyebilen
degisiklikler meydana gelir. Beyin, kalp, bobrek ve karaciger basta olmak iizere pek cok
doku ve organ bu hasarin hedefindedir. Hepatik IR hasari, karaciger nakli, biiyiik
karaciger rezeksiyonu, abdominal travma cerrahisi ve hemorajik sok gibi sik karsilagilan

klinik durumlarda, mortalite ve morbiditeyi etkileyen 6nemli bir komplikasyondur (1).

On dokuzuncu yiizyilda yasamis olan iinlii cerrah Dr. James Hogarth Pringle, abdominal
cerrahi sirasinda ve karaciger travmasi ile iligkili kanamada hemostaz elde etmek i¢in
teknik gelistirmistir. Hepatik arter ve portal veni klempe ederek kan akimini engelleyen
bu teknik giiniimiizde de yaygin olarak kullanilmakta ve “Pringle manevrasi” olarak
bilinmektedir. Karaciger cerrahisi sirasinda, kanama kontrolii icin acil ya da planlanmis
cerrahi prosediir uygulanir ve portal triad klemplenir. Kanama kontrolii saglandiktan
sonra klempin kaldirilmasi ile birlikte kan akimi tekrar saglanir. Uzamis iskemi ve

arkasindan reperfiizyon ile karacigerde IR hasar1 meydana gelir (1,3).

Hepatobiliyer cerrahi alanindaki gelismeler ile karaciger nakli, biiyiik karaciger
rezeksiyonlari, onarilmadig taktirde 6liime neden olabilen masif hepatik kanamalara
miidahale gibi karmasik islemleri gerceklestirmek icin cerrahlar bu yontemi siklikla
kullanirlar. Fakat IR hasarinin 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni olmasi

kullanimim kasitlar (1).

Karaciger transplantasyonunda ise, dondrden alinan karaciger dokusunun saklanmasi
asamasinda soguk, aliciya nakledilmesi sirasinda ve sonrasinda ise sicak IR hasari

goriiliir (21).

Sadece intraoperatif kanama kontrolii i¢in uygulanan pringle manevrasi degil, sistemik
kan basicinin diigmesi, hipoksi, konjestif kalp yetmezligi, sepsis, kanama, travma ve

solunum yetmezligi de karacigerde IR hasarima yol agabilir (22,23).



Iskemi siiresi, ameliyat sirasinda karacigerin oksijensiz ve besinsiz kalabilme siiresi ile
sinirlanir. Uzun siireli karaciger iskemisi sonucunda oksidatif stres ve reperfiizyon
hasarinin inflamatuar komponentleri meydana gelir. Bu komponentler hepatoselliiler
hasara neden olur. Yakin ve uzak organ disfonksiyonu, transplantasyon cerrahisi sonrasi
graftin fonksiyon azligi ve Oliimiine de neden olabilir. Karacigerin metabolik
fonksiyonlar: diistiniilecek olursa, yaralanmanin klinik etkileri, mortalite ve morbiditesi
tahmin edilebilir. Bu nedenle hepatik IR hasarinin, hiicresel ve molekiiler yollar1 daha

iyi anlagilmaya ¢alisilmis ve bu yonde yogunlasilmistir (1).

Bu konuda yapilan biitiin ¢alismalar mekanizmay1 anlamaya ve hasar1 azaltabilmek
veya Onlemek i¢in bir ¢6ziim bulmaya yoneliktir. Bu amacla yapilan calismalarda,
karaciger cerrahisi sirasinda uygulanan iskeminin metodunun ve siiresinin uzunlugunun,
IR hasarinin derecesi ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Iskeminin kisa ve intermittant
uygulanmasi, siirekli uygulamaya gore daha az karaciger disfonksiyonuna neden
olmaktadir. Bu durum 06zellikle kronik karaciger hastaliklarindaki hasar1 aciklamak ve

onlem almak agisindan 6nemlidir (24).

IR hasarina tolerans derecesi, karaciger parankiminin 6nceki durumu ile de yakindan
iliskilidir. Kronik hastaligi mevcut olan karaciger, normal olanlara gore iskemi
reperfiizyon hasarma daha duyarhdir. Iskemi reperfiizyon hasarma Kkaracigerin
duyarliligim belirleyen diger faktorler ise yas ve cinsiyettir. Yaslt karacigerler genc
olanlara gore daha hassastir. Hayvan modellerinde erkek cinsin iskemiye daha hassas

oldugu gosterilmistir (25,26).

Karaciger IR hasarinmn klinik 6nemi sadece hasarin ilerlemesi ile birlikte goriilebilen
karaciger fonksiyon bozuklugu ve ilerleyici karaciger yetmezligi degildir. Splanknik
dolasimin merkezinde olmasi, biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarinin hayati dnemi
nedeniyle, karacigerde meydana gelen IR hasar1 akciger, kalp, bobrekler ve kan
hiicrelerinde uzak organ disfonksiyonuna neden olabilir. Karaciger transplantasyonu
sirasindaki IR hasari, primer greftin fonksiyon gormemesine, primer greft

disfonksiyonuna ve safra striktiirlerine neden olabilir (27- 29).
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2.4. KARACIGERDE iSKEMIi REPERFUZYON HASARI PATOFIZYOLOJiSi

Karaciger IR hasar1 ile birlikte cesitli hiicre tiplerini ve molekiiler mediatorlerini
ilgilendiren kompleks inflamatuar siirec baslar. Iskemik doénemde, kan akiminin
kesilmesi ya da azalmasi ile birlikte oksidatif fosforilasyon azalir. ATP ve fosfokreatin
gibi hiicrenin biitiin organellerinin enerji kaynagi olarak kullandig yiiksek enerjili
fosfatlarin sentezi azalir, anaerobik metabolitler hiicrede birikir. Hiicre membranindaki
ATP bagimli Na*/K* ve Ca** pompalarinin calismamasina bagh hiicre ici serbest Ca*?,
K", Na' artisi, fosfolipaz aktivasyonu, hiicre membran hasari, mitokondrial
disfonksiyon ve iskemik siirecin uzamasiyla birlikte lizozomal enzim aktivasyonu ve

sonugta apopitozis ile birlikte hiicre 6liimii meydana gelir (1).

Karacigerde iskemik hasardan sonra meydana gelen reperfiizyon hasari akut ve subakut
faz olmak iizere bifazik patern gosterir. Akut faz; reperfiizyon sonrasi 3- 6 saatlerde
serbest radikal olusumu, T-lenfosit ve Kupffer hiicre aktivasyonu, siniizoidal konjesyon,
hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterize hepatoseliiller hasar ile
iliskilidir. Subakut faz ise 18- 24. saatler arasidir ve masif nétrofil infiltrasyonu

sonrasinda genis nekrozla kendini gosteren geri doniisiimsiiz hasar olusur (30,31).

Bu nedenle tedavi edici girisimlerde, nétrofil aracili inflamasyon, doku nekrozu, organ
disfonksiyonunu Onlemek amaciyla, iskemi reperfiizyon hasarmin molekiiler ve

hiicresel basamaginda erken donemler yani akut faz hedef alinmalidir (31).

Hiicresel hasar iskemik siirecte baslar, reperfiizyonla birlikte artarak devam eder,
sonucta nekroz ve apopitozis ile birlikte hiicreyi oliime gotiiriir. Karaciger iskemi
reperfiizyon hasari inflamatuar bir siirectir ve buna araciik eden hiicresel

mekanizmalar, molekiiler mediatorler, reaktif oksijen ve nitrojen iiriinleri mevcuttur (3).
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Sekil 4: Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinin sistematik sunumu
2.4.1. Hiicresel Mekanizmalar

Iskemi asamasinda; Oksijen kaynaginin kesilmesi ve glikojen tiiketimi sonucu kupffer
hiicreleri, SEC ve hepatositlerde ATP iiretim eksikligi meydana gelir. Bunun sonucunda
ATP bagimli Na*- K plazma membran pompasi calisamaz ve hiicre i¢i Na* birikimini
hiicresel 6dem ve sislik takip eder. Kupffer hiicreleri ve SEC deki sislik, endotelin ve
tromboksan A2 gibi vazokonstriiktorlerdeki artis ve nitrik oksit gibi vazodilatorlerde

azalma ile birliktedir. Bu degisiklikler sonucunda siniizoidler daralir (32,33).

Iskemi sonrasinda, reperfiizyon ile birlikte daralmis olan siniizoidlerde notrofil ve
trombosit agregasyonu artar ve kan akimi baslamasina ragmen mikrosirkiilatuar kan

akimi bozulur, hatta baz1 alanlarda "no-reflow" meydana gelir, kan akisi olmaz (34).
Kupffer Hiicreleri:

Kupffer hiicreleri sinuzoidlerde daginik olarak bulunan retikuloendotelyel sisteme ait
onemli bir hiicre grubudur. Karacigerde bulunan bu makrofajlar, IR ile birlikte hiicresel

hasarin baglatilmasinda ve yayilmasinda kilit rol oynayan hiicrelerdir (35).

Kupffer hiicreleri iskemik fazda ve daha cok da reperfiizyon sirasinda aktive olurlar.
Aktivasyonlari ile birlikte, hasarda 6nemli rol oynayan ¢esitli araci molekiillerin sentez

ve aktivasyonunu artirirlar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri, timor nekroz faktor-
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a (TNF-a), interlokin- 1p (IL- 1B) ve interlokin- 6 (IL- 6) gibi proinflamatuar sitokinler
ve antiinflamatuar (IL-10, IL-13) sitokinler bunlardan bazilaridir (36).

Kupffer hiicreleri, karacigerde dogrudan veya uzak IR hasarin1 meydana getiren
kompleman sistemini, CD4 + T hiicreleri tarafindan interferon gama (IFN-y) ve national

killer (NK) hiicrelerinin iiretimini aktive ederler (37).

Yapilan calismalar ile reperfiizyonun erken evrelerinde belirgin bir sekilde olusan
kupffer hiicre aktivasyonu, morfolojik kanitlar ile gosterilmistir. Benzer sekilde
karacigerde reperfiizyon hasarinin kupffer hiicre aktivitesini baskilayan gadolinyum
klorid ve karbonmonoksid ile azaldig1 ve tersine kupffer hiicre aktivitesini arttiran lateks

partikiilleri ile de arttig1 bilinmektedir (38).

Kupffer hiicreleri, hepatik transplantasyon sonras1 yasanan IR hasarinda da énemli rol
oynar. Soguk iskemik siirecte bekler ve reperfiizyon ile birlikte aktive olurlar.
Reperfiizyon gerceklestikten sonra kupffer hiicrelerinde progresif olarak meydana gelen
patolojik degisiklikler iskemi-reperfiizyon hasarindaki biiyiik roliinii desteklemektedir

(39).
Notrofiller ve Siniizoidal Endotelyal Hiicreler:

Iskemi reperfiizyon hasarinda nemli bir role sahip olan nétrofiller reperfiizyonun erken

doneminde birikmeye baslarlar ve subakut donemde énem kazanirlar (40).

Karacigerde IR hasar1 ile birlikte sinusoidlerde nétrofil birikimi baslar ve bunun
sonucunda SEC de sisme, platelet adezyonu ve sinusoidlerde tikanma meydana gelir.
ROS nin salinmasi, NADPH oksidaz enzim aktivasyonu ve sitoplazmik vezikiillerde
bulunan bazi enzimlerinde ortama salgilanmasi ile birlikte hepatositlerde minimal

hasardan 6liime kadar giden mekanizma ilerler (40).

Bu kaskadi baglatan notrofillerin, SEC’e yapigsmasit adezyon molekiilleri araciligr ile
gerceklesmektedir. Notrofillerin yiizeyinde L-selektin ve B2-integrinler (CD11b/CD18),
SEC ve hepatositlerin yiizeyinde intraselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve
vaskiiler adezyon molekiilii -1 (VCAM-1) bulunur. L-Selektin, kan akimi kesildiginde
hiicreyi oliime gotiirebilecek notrofiller iizerinde bulunan bir reseptordiir, notrofiller
aktive oldugunda beta-integrin reseptorleri artar ve L-Selektinler membrana yayilir.
Hepatositler, SEC ve notrofillerin hiicre yiizey adezyon molekiillerinin aktive olmasiyla

birlikte hasar derinlesmeye baslar (40).
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ICAM-1, endotelyal hiicreler iizerinde bulunan immunglobulin ailesinden bir
molekiildiir ve beta-integrinlerin 6nemli bir parcasidir. Notrofillerin yapistigt bu
molekiil, notrofil aracili hasarin bir gostergesidir. ICAM-1 diizeyindeki artis TNF-a ve
IL-1 gibi proinflamatuar ve immunoregulatuar sitokinler tarafindan saglanmaktadir.
Dolayist ile IR hasarinda karacigerde TNF-a ve IL-1 ile birlikte ICAM-1 saliniminda

artis gozlenmesi beklenen bir sonugtur (41).

ICAM-1"1 hedef alan antikorlarla yapilan calismalarda siniizoidal veniillere 16kositlerin
yapismasinin azaldigi ve hepatik hasarin diizeldigi gosterilmistir. Yine L-Selektin ve
ICAM-1 diizeyleri eksik ratlarda daha az IR hasar1 oldugu gosterilmistir. Tersine, anti
ICAM-1 antikoru verilen ratlarda ortotopik karaciger transplantasyonunda ve yaglh

karacigerde IR hasarinda azalma gozlenmistir (41).

Ayrica karaciger transplantasyonunda, reperfiizyonun erken evrelerinde salinan ICAM-

I’in diizeyi ile akut rejeksiyon arasinda da bir iliski oldugu bilinmektedir (42).
Plateletler:

Plateletler karaciger rejenerasyonunda rol oynadiklari gibi IR hasarinda da hepatik
sinuzoidlere yapisarak transplante organda reperfiizyon siirecinde programli endotelyel

hiicre oliimiinii gerceklestirirler (43).
2.4.2. Humoral Mekanizmalar

Karaciger IR hasarinda etkili humoral faktorler iki ana gruptan olusur. Bunlar;

Komplemanlar ve Sitokinlerdir.
Komplemanlar:

Kompleman sistemi, membrana bagli ve c¢oziiniir durumda bulunan proteinlerden
olusur. Kompleman sisteminin ii¢ farkli yolla aktive oldugu bilinmektedir. Bunlar;
klasik, alternatif ve mannoz-baglayici lektin yollaridir. Her 3 yol da karacigerde IR

hasarinda aktive olur (44).

Iskemi reperfiizyon hasariyla birlikte kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda
proinflamatuar komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b,
monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1, TNF-0, IL- 1 ve IL-6 iiretimini uyararak

inflamatuvar yaniti aktive eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit
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adhezyon molekiilleri; VCAM-1, ICAM-1, E-selektin ve P-selektindir. C5b-9 ise
endotelde IL-1, IL-8 salgisini1 uyararak 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni
zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin

monofosfat1 (cGMP) azaltarak vaskiiler tonusu bozar (45).

Dolayisiyla komplemanlar; karacigerde iskemi reperfiizyonla birlikte, plazma
membraninda “membran atak kompleks” olusumunu artirarak, kemotaktik ajanlarin ve
proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini uyararak ya da notrofil ve kupffer hiicre

aktivasyonu ile hasar meydana getirirler (31,34).
Sitokinler:

Sitokinler, insan viicudunda degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele sahip
olan bir protein grubudur. Immun sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol ederek,
inflamatuvar cevaplar1 destekleyerek ve hematopoez olayim1 diizenleyerek bircok

fizyolojik cevapta 6nemli rol oynarlar (46).

Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi cesitli isimlendirme ve siniflandirma
sistemine gore yapilmistir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki fonksiyonel

benzerliklere etki mekanizmalarina dayanmaktadir (47).
Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir (47):
1) Dogal immiinite mediatorleri olan sitokinler;
a) Tip 1 interferonlar
b) TNF (Tumor nekroz faktor)
¢) Interlokin-1 (IL-1)
d) Interlokin-6 (IL-6)
e) Kemokinler
2) Lenfosit aktivasyonu, ¢cogalma ve farklhilasmasini diizenleyen sitokinler;
a) Interlokin-2 (IL-2)
b) Interlokin-4 (IL-4)

¢) Transforming Growth faktor (TGF)
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3) inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler;
a) Interferon-gama (IFN-v)
b) Lenfotoksin (Notrofil aktivatorii)
¢) Interlokin-12 (IL-12)
d) Interlokin-10 (IL-10)

Sitokinler IR hasarinda inflamatuar yamitin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde nemli role
sahiptirler. Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda sitokinler proinflamatuar ya da

antiinflamatuar rol oynarlar (46).
Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a):

Inflamasyon ve apoptozisde rol oynayan TNF-o, makrofaj/monosit, notrofil, aktive T
hiicreleri, NK (Natural killer), endotel hiicreleri ve mast hiicreleri tarafindan
tiretilebilmektedir. TNF-o kan akimimi ve vaskiiler endotel hiicrelerinin adhezyon
molekiil ekspresyonunu arttirarak notrofil ve monositlerin inflamasyon sahasina go¢iinii
ve makrofajlarin kemokin salgilamasini saglar. Hipotalamus iizerindeki etkisiyle ates,
karacigerden akut faz proteinlerinin yapiminda artis, kas ve yag dokusunda katabolik
aktivite artisina yol acar. Yiiksek konsantrasyonda kanda trombozise yol acar, miyokard

kontraktilitesini azaltir, vasodilatasyona neden olur ve kan basincini diisiiriir (48).

TNF-aq, hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerine baglanmasi ile hiicre i¢inde yer alan cok
sayida sinyal ileti mekanizmasini tetikler ve sonugta apoptoz, nekroz, anjiyogenez,

immiin hiicre aktivasyonu, diferansiyasyonu ve hiicre migrasyonunu uyarir (49).

Farkli hiicre tiplerinden inflamatuar ve immunmodulatér uyariya yanit olarak salinan
TNF-o, karaciger IR hasarmda da proinflamatuar sitokinlerin santral komponentidir.
Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilir, parakrin ve endokrin etkileri mevcuttur. Ayrica

karaciger IR hasari ile iliskili uzak organ hasarindan sorumludur (46).

TNF-a nin diizeyinin artis1 karaciger hasarim birlikte getirir. Endojen proinflamatuar ve
antiinflamatuar molekiiller TNF-a salinimimi artirir ya da azaltirlar. IL- 10, IL-6, NO
TNF-o saliimini azaltirken, PAF ve ROS ise artirir. Uretimi artan TNF-a, epitelyal
notrofil aktive protein 78 (ENA 78) olarak adlandirilan ve notrofil kemotaksisi ile

aktivasyonunda onemli rol oynayan kemokini ve kupffer hiicrelerinin ROS iiretimini
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uyarir, ICAM-1, VCAM-1 ve P-selektin gibi adezyon molekiillerini aktive eder
(50,51).

Interlokin- 1, Interlokin- 6 ve Interlokin- 10:

IL-1, hemen hemen tiim doku ve organ sistemlerinde etkili olan polipeptid yapida bir
sitokindir. IL-1 endojen pirojen, 16kositik endojen medyator, lenfosit aktive edici faktor,
katabolin, mononiikleer aktive edici faktor, hemopoietin-1, osteoklast aktivator faktorii

gibi ¢esitli isimler ile anilmaktadir (52).

Temel olarak monositler, makrofajlar, trombositler ve hasarlanmis endotel tarafindan
salmir. IL-1 akut ve kronik inflamasyonu indiikleyen pro-inflamatuar sitokinlerin
prototipi olup “prototipik alarm sitokini” olarak da adlandirilir. Immiinolojik ve

hematolojik yanitlarda ve ¢esitli savunma mekanizmalarinda gorev alir (53).

IL- 1, kupffer kaynakl1 bir sitokindir. Karacigede meydana gelen IR hasarindaki etkisi
kanitlanmistir. Hepatik IR hasarinda ROS iiretimini, nétrofil gocii ve adezyonunu artirir.
IL- 1, ROS iiretitiminin baglaticist olarak bilinir ki; IL- 1 reseptor antagonistleri, TNF-a

diizeyini diisiiriir ve hepatik IR hasarin1 azaltir (54,55).

IL-6, genis biyolojik faaliyetlere sahip pleiotropik bir sitokindir. Lenfoid ve non-lenfoid
hiicreler tarafindan iiretilir ve akut faz reaksiyonlari, inflamasyon, onkogenezis ve
hematopoezisde rol alir. IL-6, IL-1 gibi adrenokortikotropik hormon sentezini uyarir ve
noronal biiylime sentezini indiikler. Ayn1 zamanda hematopoetik hiicrelerin ve
embriyonik kok hiicrelerin gelisimini diizenler. IL- 6 eksik ratlarda lokositlerin
inflamasyon alanina goglerinin  engellendigi ve kronik mononiikleer hiicre
infiltrasyonunun yeterli olmadigr gosterilmistir. Bununla birlikte, oksidatif stres
gostergelerini azaltir, hepatik iskemi reperfiizyon hasarini azaltir, hepatoprotektiftir

(50,56,57).

IL- 10, baslangicta ki ad1 "sitokin sentezi inhibitor faktor" olan protein giiniimiizde IL-
10 olarak isimlendirilmistir. En 6nemli kaynaklar1 T helper hiicreler, monositler ve
makrofajlardir. Ayrica, dendritik hiicreler, B hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri, NK
hiicreleri, mast hiicrelerinin yanm sira notrofilik ve eozinofilik graniilositler de IL-10
sentez ederler. Kupffer hiicreleri ve T lenfosit kaynakli bir sitokindir. INF-y, IL- 1
diizeyini azaltir, sitokin iligkili notrofil gogiinii ve birikimini engeller ve antiinflamatuar

etki gosterir (58,59).
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IL-10’un inhibitor etkilerinin asil hedef hiicreleri monosit / makrofajlardir. IL-10,
monosit/ makrofajlarin ii¢ dnemli fonksiyonunu etkiler. Bunlar; immiin mediatorlerin

salinimi, antijen sunumu ve fagositozdur (60,61).

Aslinda, IL-10, monosit / makrofajlardan proinflamatuar mediatorlerin salinimini ve
lipopolisakkarit ve IFN-y tarafindan indiiklenen TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, G-CSF ve
GM-CSF salgilanmasini inhibe eder. Buna ek olarak, anti-inflamatuar salinimim artirir

(60)

Karacigerde, biitiin bu etkileri sonucunda IR hasarini azaltirlar, hepatosit

proliferasyonunu diizenlerler (58).

Tablo 1. Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda rol alan 6nemli sitokinler

Sitokinler Kaynak Hiicresi Mediator Etkileri Karacigere Etkileri

IL-1p Kupffer hiicreleri Hepatosit NO, iNOS || Hepatik iR hasarin1 1
iiretimini 1

ROS iiretimini 1

Lokosit  adezyon  ve

aktivasyonunu 7

IL-6 Kupffer hiicreleri GSH iretimini Hepatik IR hasarin |

Oksidatif stres gostergelerini | Pro-proliferatif etkilidir.

IL-10 Kupffer hiicreleri IL-1B | Hepatik IR hasarmi |
T lenfositler Sitokin iligkili nétrofil || Pro- proliferatif etkilidir.
goelinil |

Notrofil birikimini |

2.4.3. Serbest Oksijen ve Nitrojen radikalleri

Atom, proton ve notronlardan olusan cekirdek ve cekirdegin etrafinda donen
elektronlardan olusur. Elektronlar enerji seviyelerine gore orbitallere yerlesmislerdir.

Her bir orbitalde spinleri zit yonde iki elektron bulunmalidir. Serbest radikaller, bir ya
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da daha fazla ortaklanmamus elektron iceren atom veya molekiillerdir. Elektriksel olarak
pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya yiiksiiz olabilirler, yar1 omiirleri olduk¢a kisadir. Bu
tiir maddeler ortaklanmamis elektronlarindan dolay1r oldukca reaktiftirler. Radikal
olmayan maddeler ile reaksiyona girerek (rediikte veya okside ederek) yeni radikal

olusumuna yol acabilirler ve boylelikle zincir reaksiyonunu baglatirlar (62).

Iskemi reperfiizyonla iliskili karaciger hasarinin mekanizmasinda kismen ROS ve RNS
rol alir. ROS ve RNS nin {iiretiminin ve saliniminin artmasiyla birlikte endojen

antioksidanlarin tiikenmesi apopitotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii hizlandirir (63).
Serbest oksijen radikalleri

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge icinde
yiirlimesine baglidir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya ¢ikan endojen ve/veya eksojen
kaynakli faktorler hiicre hasarina yol acarlar. Bunlar icinde oksidatif stress farkli
patolojik durumlarin ortaya c¢ikmasi nedeniyle gittikce Onem kazanmakta ve

arastirmacilart bu yonde arastirma yapmaya yoneltmektedir (62).

Oksijen, aerobik yasam i¢in hayati 6neme sahiptir. Bununla birlikte inhale edilen O,’in
yaklasik %1-3’ii veya daha fazlasi, kimyasal bagda meydana gelen bir degisiklik ile
O,"" gibi, H;O, ve OH™ ROS’e doniistiiriiliir. Bu nedenle aerobik kosullarda hiicreler
her zaman ROS’in tehditi altindadir. Ancak hiicrenin sahip oldugu son derece giiclii
antioksidan sistemleri, herhangi bir istenmeyen etkisi baslamadan ROS’ ni tehlikesiz

tirlinlere doniistiiriir (64).

ROS iiretiminin artis1 veya antioksidan savunma sistemlerinin fonksiyon azligi ile
birlikte bu hassas denge bozulur , “oksidatif stres” meydana gelir. Selliiler fonksiyonlar
bozulur, membran lipoproteinlerinin ve DNA’nin oksidasyonu ile birlikte hiicre
Olimiine kadar giden reaksiyonlar ilerler. Kardiyovaskiiler disfonksiyon,
norodejeneratif hastaliklar, gastroduodenal patolojiler, vital organlarin metabolik
disfonksiyonlari, kanser ve erken yaslanma gibi ciddi patolojik durumlara neden olur

(62).
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En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri Sunlardir: (64)
1. O, (Siiperoksit) Radikali
2. H,0O; (Hidrojen Peroksit)
3. OH (Hidroksil Radikali)
4. Singlet Oksijen (O, 1))
Siiperoksit Radikali (O,")

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, H,O, kaynagidir. Oksitleyici
ve metal iyonlar1 rediikleyici etkisi vardir. Baz1 biyolojik molekiiller aerobik ortamda
oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olmaktadirlar. Mitokondrideki enerji
metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen oksijenin % 1-5 kadari
stiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir. Aktive edilen fagositik l6kositlerden bol miktarda
siiperoksit iretilerek, fagozom icine ve bulunduklar1 ortama verilmektedir.
Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu

da baslatmaktadir (64).

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir ve
siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksid radikalini
olusturabilmektedir. Bu radikal cok reaktif bir tiir olup, hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonunu baglatabilmekte ve antioksidanlar1 oksitleyebilmektedir (64).
Hidrojen Peroksit (H>O,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
siiperoksidlerin enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda
olugmaktadir. Oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, metal iyonlarinin varliginda
hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmasindandir. Hidrojen peroksit ozellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile ya da bakir ile tepkimeye girerek,
yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturmaktadir. Bu formdaki
demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri baslatabilmektedir. Bu tepkimeye Fenton reaksiyonu denir ve

sonucta OH<: radikali olusur (65).
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Hidroksil Radikali (OH")

Cok reaktif bir ajandir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da kullanilmaktadir. Fagositoz
ve ¢esitli enzimatik katalizlerde iiretilmektedir. DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar ile
etkilesebilmektedir. Ozellikle, arasidonik asitler gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden hidrojen atomunu ¢ikartmakta ve sonugta su olusumunu saglamaktadir.
Hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu

olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (62).
Singlet Oksijen (021)])

Oksijenin uyarilmis sekline ‘singlet oksijen’ denir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek bir oksijen
tiriidiir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini
olusturmakta ve hidroksil radikali kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baglatabilmektedir (62).

Ozellikle karbon-karbon cift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Bu
bilesiklerin basinda bilirubin, tokoferoller, fenoller, karotenler, DNA, kolesterol,
NADPH, triptofan, metionin, sistein ve histidin gibi bilesikler gelmektedir. Bilirubin,
karotenler, histidin, metionin ve bazi1 kimyasal bilesikler singlet oksijeni temizleyerek

ona bagh tepkimeleri inhibe edebilmektedir (62).
Serbest Nitrojen Radikalleri

Serbest nitrojen radikallerinden organizma i¢in en Onemlileri nitrik oksit (NO) ve
peroksinitritdir (ONOO<:). Nitrik oksit (NO) karacigerde énemli sinyal molekiil islevi
goren pluripotent gaz formunda bir serbest radikaldir. Bir atom azot ile bir atom
oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden
radikal tanimina uymaktadir. NO lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca
stabildir ve suda c¢oziiniir. Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik
degildir bir¢cok dokuda fizyolojik siireclerin kontroliinde yer alan onemli bir sinyal
molekiiliidiir. Norotransmisyon, immiin direng, apoptozis kontrolii gibi bir¢ok siirecte
rol alir. Biyolojik etkilerini hem gruplari, siilfidril gruplari, demir ve ¢inko gibi hedef
molekiillerde gosterir. NO endotel hiicresi, sinir hiicresi, makrofaj, trombosit, diiz kas
hiicresi ve bir¢cok hiicrede L-Argininden nitrik oksit sentetazlar (NOS) olarak

adlandirilan bir dizi enzim tarafindan sentezlenir (66).
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Karacigerde Nitrik Oksit Sentazin (NOS) 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde
uyarilabilen inflamatuvar NOS (iNOS, NOS-2) ve endotelyal yapisal NOS (eNOS,
NOS-3) en 6nemli olanlaridir. iNOS, genellikle inflamatuvar mediatorlere yanit olarak,
hepatositler ve Kupffer hiicreleri ve NL’ler gibi inflamatuvar hiicrelerden eksprese
edilir. eNOS, SEH icinde eksprese edilir, aktivitesi intraselliiler kalsiyum seviyelerine

bagimhidir (67).

Peroksinitrit (ONOO::) ise nitrik oksit ve superoksit anyonunun tepkimesi sonucu
meydana gelir. NO’in toksik etkileri peroksinitrit iiretimi ile baglantilidir. Peroksinitrit
birden fazla yolla hiicre hasarina neden olabilir. Bunlar; hiicrede lipid
peroksidasyonunun baslamasi, dogrudan mitokondriyal solunum zinciri enzimlerinin

inhibisyonu ve membran Na / K ATPaz aktivitesi inhibisyonudur (68,69)

Reperfiizyonun erken safhalarinda endotelin, hem plazma hem de Kkaraciger
parankiminde artar. Bu karacigere olan kan akimin azalmasi ile orantilidir.
Mikrodolagimdaki bozukluga oldukca giiclii bir vazokonstriktér olmasi nedeniyle de
katkida bulunur. Bunun yani sira reperfiizyondaki ilk birka¢ saat NO miktar1 diisiiktiir.
Bunun nedeni iskeminin ardindan hiicre ici NADPH ve O, (ki bunlar NO sentez
kofaktorleridir) diizeylerinin diisiik olmasidir. Bu sirada bol miktarda, L-arginin’i yikan

enzim olan arginaz salinir. L-arginin, NO biyosentezinin aminoasit substratidir (70).

Hepatik reperfiizyondan hemen sonra, greftten yiiksek miktarda arginaz salinir. Yeterli
NOS uyarimi 4-6 saati bulur. Daha sonraki donemlerde artmis endojen NO iiretimi,
koruyucu role sahip olmaktadir. iskemi reperfiizyon modeli uygulanan ratlara disaridan
L-Arginin verilmesi IR hasarim azaltmis, L-NAME (NOS’un spesifik olmayan
inhibitorii)  verilmesi ise hiicresel hasar1 ve mikrodolasimin bozulmasin

siddetlendirmistir (70).
Serbest Radikaller ve iskemi reperfiizyon hasari

Serbest radikaller, hiicresel lipid, protein ve DNA’da cesitli derecelerde hasara neden
olabilmektedir. Hiicre zarlarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmektedirler.
Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin yag asitlerinden hidrojen atomunu ¢ikarmak
icin yaptiklart atakla baglamakta ve zincir reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Hidroksil

radikali, fosfolipaz A2’yi stimiile ederek arasidonik asit salinimina yol agmaktadir.
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Arasidonik asitten de bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu

baglatabilmektedir (65).

Membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu, permeabilitede ve membran akigkanliginda
degisikliklere yol acmaktadir. Permeabilite 6zelliklerinin degismesi anormal Ca*
girisine yol acarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve oksidasyonla fosforilasyonun
ayrilmasina yol acabilmektedir. Sinir lifleri etrafindaki miyelin kilifi peroksidasyonu
(demiyelinizasyon) norolojik hastaliklara neden olabilmektedir. Akciger siirfaktaninin
peroksidasyonu ise atelektazi ve pulmoner disfonksiyona (ARDS) yol acabilmektedir

(65).

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga cikan iirlinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini onemli Ol¢iide etkilemektedirler. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve aminoasitleri igceren yapisal
proteinlerin oksidasyonu, membran permeabilitesinin artmasmna ve membrandaki

akiskanligin azalmasina neden olmaktadir (65).

Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekiillerdir. Serbest radikallerin etkisi ile
bu molekiillerin siilthidril gruplarinda hasar meydana gelebilmektedir. Protein
molekiillerinin yapisi1 degismekte ve oksidasyon reaksiyonlar1 sonucu biiyiik agregatlar
haline doniisebilmektedirler. Serbest radikaller, polipeptit zincirlerinde fragmantasyona
yol acabilirler. Bu sekilde oksidatif modifikasyon yolu ile sitozolik nétral proteazlar
kritik enzimlerin yikimin1 gerceklestirebilirler. Aromatik aminoasitler de oksidatif
ataklara ¢ok hassas molekiillerdir. Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenik yapida
degismeye ve proteolize hassasiyete neden olabilmektedir. Radikaller, enzim,
norotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina da neden

olabilmektedirler (63).

DNA iizerine etkileri; niikleik asitler, serbest radikallere bagh degisikliklere duyarlidir.
Reaktif oksijen tiirleri DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz
degisimlerine sebep olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir.
Hidroksil radikallerin DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz
delesyonlar1, zincir kirilmalarn gerceklesebilmektedir. Oksijen radikalleri, oksidatif
yarilma ile de DNA hasarima yol agabilmektedir. Ozellikle pirimidinler (timin) en hassas

yapilardir. DNA halatlarinin kopmasi, DNA ¢ift sarmali ayrilmas: sonucu hiicrede
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mutasyonlar ve Olim gelisebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan, 8-

hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), oksidatif DNA hasarimin bir gostergesidir (63).

Iskemi reperfiizyon hasarinda, reaktif oksijen ve nitrojen iiriinleri, proinflamatuar gen
ekspresyonu yaparak, TNF-a, IL-1, IL-8 ve selliiler adezyon molekiillerinin sentez ve
salinimunt artirirlar. Protein, lipid ve DNA hasarinin yaninda, direk etkisi ile apopitotik

ve nekrotik hiicre oliimiine neden olabilirler (63,71).
Antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek icin bircok savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu 6nleyen
veya serbest radikallerin temizlenmesini arttiran bu maddelere antioksidan maddeler
denilmektedir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu, reaktif oksijen ve
nitrojen uriinlerini inhibe ederek lipid peroksidasyonunu Onlerler. Aerobik hiicrelerde
pek cok antioksidan sistem bulunmaktadir. Bu antioksidanlar, naturel ya da sentetik,
enzimatik yada nonenzimatik, hidrofilik yada lipofilik olarak yada mekanizmalarina

gore ve aktivasyon gosterdikleri hiicre bolgesine gore siniflandirilabilirler (72).

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan antioksidanlar
olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar, siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise; bilirubin,
albumin, {iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin, transferrin, ferritin ve
glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar serbest radikallere karsi ilk savunma sistemini

olusturmaktadirlar (72).

Sekonder antioksidanlar, zincir kiric1i  reaksiyon ile serbest radikalleri
uzaklastirmaktadirlar. Bilirubin, E vitamini, C vitamini, B-karoten, iirik asit ve albumin
gibi maddeler bu smifta yer almaktadirlar. Lipid peroksidasyon zincirini kiran bir
antioksidan olan a-tokoferol hiicre zarinda bulunmaktadir. Askorbik asit suda erimekte
ve radikal toplayic1 olarak rol almakta, E vitamininin etkisini arttirmaktadir. Urik asit

ksantin oksidazi inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmaktadir (72).
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Enzimatik Antioksidanlar:

Siiperoksit Dismutaz (SOD):

0, + 0, +2H | SOD 0, + H,0,

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve siiperoksiti hidrojen
perokside ceviren, intraselliiler bir metalloenzimdir. Memeli hiicrelerinde SOD’1n bakir-
cinko ve manganez igeren iki formu vardir. Enzimin Cu-Zn igeren formu mitokondri i¢

membrani ve sitozolde, Mn iceren formu ise mitokondriyal matrikste bulunur (73).

SOD, “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilan tepkimeyi olusturur.
Ciinkii, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin gii¢lii bir baslaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol altinda
tutulmaktadir. Fakat son iirlinii olan H,0O, fenton reaksiyonu ile OH radikaline
doniisebilir. Bu nedenle SOD dan sonra tepkime katalaz yada glutatyon rediiktaz ile

devam etmelidir (72).

Hepatik iskemi reperfiizyon hasarindan koruyucu etkisi yaninda, 16semi, iskemi, hepatit,
miiskiiler distrofi, respiratuar distres sendromu, bobrek yetmezligi, Fankoni anemisi,
akciger enfeksiyonlar1 ve motor noron hastaliklar1 gibi serbest radikal aciga c¢ikaran

olaylarda ve hastaliklarda da koruyucu rol oynadigi diisiiniilmektedir (74).

2H,0, CAT > 2H,0 + O,

Katalaz peroksizomlarda bulunan bir enzimdir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene

Katalaz (CAT):

ayristirmaktadir. Katalaz yapisinda protoporfirin-IX, Fe (Hem) grubu icerir. Ozellikle

karacigerde olmak {iizere, kan, kemik iligi, bobrek ve miikoz membranlarda da yiiksek
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miktarda bulunmaktadir. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiiren tepkimeyi

katalizler (72).
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):

Glutatyon, biyolojik olarak iki ©6nemli yapiy1r (tiyol grubu ve vy-glutamin bagi)
bulundurur. Yapisindaki sisteinin tiyol grubundan ve yiiksek konsantrasyonundan
dolayr hiicre icinde Onemli bir antioksidan olan glutatyonun %99’dan fazlasi

indirgenmis formda bulunur (75).

GSH-Px, pek cok hiicrede sitozollerde bulunan tetramerik yapida bir enzimdir. Enzim
aktivitesinin %60-75’1 hiicrelerin sitoplazmasinda, %25-40’1 ise mitokondridedir.
Enzim aktivitesi eritrositler ve hepatositlerde ¢ok yiiksektir. Sitozol ve mitokondrilerde
SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit ve yag asidi hidroperoksitlerini ortadan
kaldirmaktadir. Ancak kapasitesi sinirlidir. Diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonunda

calismaktadir. Kofaktor olarak selenyum elementinin kullanir (62).

ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H,O

H,0, + 2GSH GSSG + H,0

Tepkime sonucunda olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktazin (GSSG-R) etkisi ile
tekrar glutatyona doniistiiriilir. Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ve baglica pentoz
fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamim

saglar (62).

Glutatyon peroksidaz fagositik hiicrelerde ©nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik
hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve

siddetli hiicre hasarina yol acar( 75).
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Total Antioksidan Seviyesi (TAS):

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagl olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara kars1 redoks
dengesini siirdiirebilmesinde kan dolasimi ¢ok o©nemlidir. Ciinkii antioksidanlarin

viicudun tiim boliimlerine tasinmasint ve dagitimini gerceklestirmektedir (76).

Total antioksidan kapasiteye en biiyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferin ve seruloplazmin,
irik asit, E vitamini, C vitamini gibi proteinler yaninda serbest radikalleri tutan zincir

kiric1 antioksidanlarda bulunmaktadir (77).

Albumin, {iirik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin
%85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin, glutatyon,
flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan sistemin komponentlerine
nazaran albumin, iirik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina baglhdir

(76,77).

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim icinde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina
yaptiklart etkinin toplamindan daha fazla bir etki olugsmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek
glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi
gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse
edilebilmektedir. Total antioksidan kapasitenin Ol¢iimii, antioksidanlarin tek tek
Olctimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu yiizden kanin antioksidan durumunu
saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan degerini veren

toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii yayginlagsmaktadir (76,77).
Total Oksidan Seviye (TOS)

Bilinen pek c¢ok metodla serum ya da plazmadaki oksidan molekiillerin
konsantrasyonlar1 ayr1 ayr Ol¢iilebilmektedir. Oksidan stresin arttigr durumlarda artan
bu molekiillerin oksidan etkileri birbiri iizerine eklenebilir. Ayrica tek tek Ol¢iimden
ziyade total Olctimiin daha pratik olacag diisiiniilerek tiim oksidanlarin durumunu
yansitabilecek bir yontem gelistirilmistir. Bu metodla in vitro TOS Ol¢limii

yapilabilmektedir (78).
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2.5. CALISMAMIZDA KULLANDIGIMIZ iLA(;LAR
2.5.1. N-asetil sistein

N-Asetilsistein (NAC), thiol molekiilii mukolitik bir ajan olup, esansiyel bir aminoasit
olan L-sisteinin N-asetillenmis tiirevidir. Glutatyon (GSH) ve L-sisteinin prokiirsoriidiir

(79).

O

Y—on

HS HMN
\

Sekil 5: NACin kimyasal yapis1

Molekiiler yapisi nedeniyle hiicre i¢ine hizla giren NAC, absorbsiyonundan sonra yine
hizla metabolize olur ve intraselliller GSH sentezinin dogrudan Onciisii olan sistein
meydana gelir. Bu sekilde oksidatif stres ve inflamasyon ile tiiketilmis intraselliiler
GSH havuzunu restore ederek bir antioksidan islevi goriir (80). Diger taraftan
hiicrelerde ve hiicre dis1 ortamda siilfidril kaynagidir. Bu sayede nitrik oksit sentaz
(NOS) aktivitesini ve dolayisiyla nitrik oksit diizeyini artirir. OH-, H,O, ve O2- gibi

reaktif oksijen radikallerinin direkt eliminasyonu ile de antioksidan etki gosterir (81).

NAC, antioksidan ozelligi ve SH grubu icermesi sonucu Niikleer Faktor-kB (NF-kB)
gibi ¢esitli proinflamatuar genlerin ve p38, ERK1 /2, SAPK / JNK, c-Jun ve c- Fos gibi
cesitli inflamatuar yollarin hiicre lehine diizenlenmesini saglar, TNF-a ve IL-8’in
salimimini, bu sitokinlerin gen ekspresyonunun transkripsiyonel safhasina miidahale

ederek azaltir, oksidatif hiicre hasarini ve inflamasyonu onler (82-84).

N-asetilsistein (NAC) asetaminofen zehirlenmelerinde yaygin kullanilan bir antidotdur.
Antioksidan olan NAC, asetaminofen intoksikasyonu disinda meydana gelen karaciger
hasarlarinda da etkilidir. SiklosporinA, Paraquat, kadmiyum ve sisplatin gibi ajanlarin

karaciger de dahil pek ¢ok dokuda sitotoksik etkilerini dnler (85-88).
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Karaciger transplantasyonunda reperfiizyon ile gelisen oksidan hasar da N-asetil sistein
ile anlaml1 derecede azaltilabilmektedir. Mevcut bilinen etkinlikleriyle N-asetil sistein,
karacigerde transplantasyon hasari, alkolizm, metal toksisitesi ve fibrozda oksidatif
strese karsi tedavi edici rol oynayabilir (4). Karaciger transplantasyonunda goriilen
oksidatif stres ve reperfiizyona bagli hasar NAC tedavisi ile 6nemli bi¢cimde azalmigtir

(89).

Karaciger transplantasyonunun soguk evresinde NAC tedavisi hepatosit apopitozunu,
yeniden 1sinma Oncesinde, onemli bicimde azaltir. Bu da transplantasyon basarisini

olumlu yonde etkiler (90).

Hepatit C virusu ve Hepatit B virusu karacigerde oksidatif stres olusturur ve NF-kB ve
STATS3 transkripsiyon faktorlerini aktive eder. NAC ise bu faktorleri elimine edebilir
(91,92).

NAC, sepsiste femoral, renal ve mezenterik alanda kan akimim diizeltir, viicut oksijen
ekstraksiyon yetenegini gelistirir, karaciger kan akimini ve fonksiyonlarin diizeltir (93).
TNF-a iiretimini ve kan laktat diizeyini azaltir (94). Septik soklu hastalarda NAC,
kardiak indeksi diizelterek hepatosplanik kan akimini artirir, IL- 8 diizeyini azaltir ve

yogun bakim kalis siirelerini kisaltir (95).

NAC’in antioksidan etki mekanizmalarindan bir digeri, doku ve organlarda yaygin
olarak bulunan endotel hiicreleri lizerine anti-apoptotik etki gdstermesidir. Ayrica, TNF-

a ve trombin ile iligkili hepatosit 6liimiinii de azaltir (96,97).

2.5.2. Flumazenil

O Ly

Sekil 6: Flumazenilin kimyasal yapisi
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Flumazenil (Anexate, Romazicon), klinik kullanim i¢in onaylanmis ilk benzodiazepin
antagonistidir. 1979  yilinda  sentezlenmistir, midazolam ve diger klasik
benzodiazepinlerden molekiil yapisi olarak tek farki fenil grubunun yoklugu ve yerine
karbonil grubunun gelmis olmasidir. pH 7.4 'de orta lipid ¢oOziiniirlik gosterir.
Flumazenil ile yapilan klinik oncesi farmakolojik calismalarda benzodiazepin reseptor
ligandlarina yiiksek afinite, biiyiik 6zgiilliik ile baglanabildigi saptanmistir. Flumazenil,
benzodiazepin reseptorlerine, agonistlere benzer bir sekilde ve konsantrasyona bagimli
olarak baglanir. Parsiyel agonist etkili bir antagonisttir. Flumazenil minimal intrinsik
aktiviteye sahiptir yani benzodiazepin reseptor agonist etkileride vardir fakat cok
zayiftir. Doza bagimli olarak merkezi sinir sistemi depresyonu (bilin¢ kaybi, solunum

depresyonu), uyku hali ve unutkanlik yapabilir (98).

Diger benzodiazepinler gibi karacigerde metabolize olur; hizla plazmadan temizlenir.
Bilinen metabolitleri, N-desmetilflumazenil, N-desmetilflumazenil asit ve flumazenil

asittir. Metabolitleri idrarla atilir (98).
Benzodiazepin reseptorleri santral ve periferik olmak iizere ikiye ayrilir.

Santral benzodiazepin reseptorleri, santral sinir sisteminde GABA-A reseptorlerinin alfa
subiinitine baghdir. Benzodiazepin agonistlerinin  anksiyolitik, antikonvulsan,
antispazmodik, sedatif-hipnotik 6zellikleri vardir ve bu 6zellikler ¢cogunlukla santral

benzodiazepin reseptorleri ile iliskilidir (99).

Periferik benzodiazepin reseptorleri (PBR) farmakolojik, anatomik, striktiirel ve
fizyolojik olarak santral benzodiazepin reseptorlerinden ayrilir (99). PBR iceren
dokular; pineal bez, adrenal bezler, tiikriik bezleri gibi glandular ve sekretuar dokular,
bobrekler, myokard dokusu, beyin ve karacigerdir. PBR cogunlukla mitokondri dig
membraninda bulunur, bunun disinda bazi hiicrelerin plazma membraninda, bazi kanser
hiicrelerinin ¢evresinde tespit edilmistir( O’Beirneet al., 1990 Hardwick et al., 1999)
PBR, hiicrede kritik roller oynar. Bunlardan bazilari, immunomodulasyon, streroid

iretimi ve apopitozdur (99,100).

Sedasyon ve genel anestezide kullanilan benzodiazepinlerin etkilerinin geri
dondiiriilmesinde, yiiksek dozda benzodiazepin kullanildiginda antagonist olarak
kullanilan Flumazenil, IV uygulamayi takiben 1- 5 dakika icinde etki gosterir. Bununla
birlikte eliminasyon yar1 émrii 1 saat civarindadir. Benzodiazepin asir1 dozuyla komaya

girmis olgularda 10 mg IV dozunun 1- 2 dakika i¢inde etki gosterdigi saptanmistir. Kisa
30



etki siirelidir; etkisi 3- 5 saat siirer. Benzodiazepin zehirlenmelerinde tekrarlayan

dozlarda verilmesi gerekebilir (98).

Flumazenil, akut ve kronik karaciger disfonksiyonu ile iligkili, beyin fonksiyonlarindaki
bozukluk olan hepatik ensefalopatide etkindir. Hepatik ensefalopatide oksidatif stresin
rolii yadsinamaz. Hayvan ¢alismalarinda, amonyum asetata maruz kalan ratlarda, beyin
ve karacigerde glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinin
onemli bicimde azaldig1 goriilmiistiir. Amonyaga maruz kalan ratlarda submitokondrial
partikiillerde siiperoksit diizeyleri yiiksek bulunmustur. Lipid peroksidasyonundaki
artisinda gosterilmesi ile hiperamonyeminin oksidatif hasara yol agtigi gosterilmistir

(101,102).

Flumazenil, Karp kanallar1 iizerinden oksidatif hasara karsi etkilidir. Literatiirde,
noronal ve kardiyak iskemi reperfiizyon hasarina karsi bu yolla olan etkisi gosterilmistir
ve karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda Karp kanallarinin 6nemi bilinmektedir (103-
105). Fakat Flumazenilin karaciger iizerindeki muhtemel iskemi reperfiizyon hasarini

onleyici etkisi literatiirde heniiz mevcut degildir.
2.5.3. Deksmedetomidin

Deksmedetomidin (4-[1-(2,3-dimethyl phenyl) ethyl]-3Himidazole), medetomidin’in D-
enantiomeri olan yiiksek selektif, spesifik ve giiclii bir a-2 adrenoreseptor agonistidir.
a2 adrenoseptdr agonistlerin prototipi olan klonidin, anestezik ve analjezik ilaglarin
gereksinimini azaltir. Ancak a-2 adrenosptorlere karsi orta derecede selektif ve parsiyel
agonist olmasi, yarilanma omriiniin uzun olmasi ikinci kusak agonistlerin gelistirilmesi

ihtiyacini dogurmustur (106).

Sekil 7: Dexmedetomidinin kimyasal yapisi.

Dexmedetomidin viicutta hizli bir sekilde dagilima ugrar, karacigerde konjugasyon (%

41), n-metilasyon (% 21) veya konjugasyonu takip eden hidroksilasyon ile metabolize
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olur. Idrar ve feges ile atilir. Deksmedetomidin % 94 oraninda proteine baglanir, kan ve
plazma arasindaki konsantrasyon orani 0.66dir. Dagilim yar1 6mrii (t1/2) yaklasik 6 dk,
eliminasyon yar1 omrii (t1/2) ortalama 2 saat ve kararli durum dagilim hacmi ortalama

118 litredir. Klirensinin tahmini degeri yaklasik 39 L/saat’ tir (106).

Alfa-2 adrenoreseptorler membrana G proteinleri araciligi ile baglanirlar. Hiicre icinde
adenilat siklaz enziminin inhibisyonu ve iyon kanallarinda meydana getirdikleri
degisiklikler iizerinden etki gosterirler. Insan viicudunda o2 adrenoseptérlerin ii¢ subtipi
bulunur. Bunlar; 02A, o2B, a2C dir. 02A adrenoreseptorler genellikle periferik

dokularda, a2B ve a2C ise beyin ve omurilikte bulunurlar (106).

Deksmedetomidin, terapotik dozlarda, respiratuar sisteme Onemli bir depresif etki
yapmadan, anksiyolitik, hipnotik, sedatif, analjezik ve anesteziye destek ozellikleri olan
bir ajandir. Intraoperatif ve yogun bakim iinitesinde anestezik ve sedatif amagla
kullanilir. Dexmedetomidin ile sedasyon elektroensefalogram ve serebral kan akim

paternine gore dogal uyku ile biiyiik benzerlik tasir (107-109).

Dexmedetomidin, sempatik ganglionlardaki -2 agonistik etkisi ve buna bagh

sempatolitik etkileri sonucu doza bagimli olarak kan basincini azaltir (110).

Alfa- 2 adrenoseptorlerinin uyarilmasinin bazi hayvan ve insan calismalarinda
antiinflamatuar etki gosterdigi bulunmustur (111,112). Periferik a- 2 adrenoseptor
agonistleri immuniteyi uyarabilir (113,114). Merkezi sempatolitik ve kismi

parasempatik etkileri inflamasyonun kontroliinii artirabilir (115).

Sedatiflerin immun sistem {izerine olan etkilerinin bilinmesi, bagisiklik sisteminin
terapotik maniiplasyonuna olanak saglar. Otonom sinir sisteminin stimiilasyonu, immun
yanitt baskilar; eldeki veriler sempatik sinir sisteminin aktivasyonunun immun
disfonksiyon ile iligkili oldugunu gostermektedir. Dexmedetomidin gibi sempatolitik bir

sedasyon ajani ile sempatik sinir sistemi suprese edilir, immun sistem desteklenir (116).

Dexmedetomidin, sempatik uyariyr azaltir ve N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptorleri
ile iligkili iyon kanallarini inhibe ederek nekrotik hiicre 6liimiinii azaltir, antiapopitotik
proteinler olan bcl-2 ve Mdm-2 konsantrasyonlarini arttirir. Ayn1 zamanda makrofaj ve
monositler tarafindan {iiretilen sitokinlerin yol actig1r endotoksemide olusan inflamatuar

yanit1 baskilayici 6zellik gosterirler (113,117).
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Alfa- 2 adrenoseptor uyarisi inflamasyonun kendisi ile birlestiginde antiinflamatuar etki
daha artar. Ratlarda yapilan kapsamli calismalarda, o- 2 adrenoseptor agonisti olan
dexmedetomidinin, giiclii antiinflamatuar etkisi ile TNF-a ve IL-6 seviyesini diisiirdiigii
ve mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir. Nitekim dexmedetomidin ve midazolam,
dexmedetomidin ve propofol kombinasyonlar1 kullanilan yogunbakim hastalarinda

inflamatuar sitokin diizeylerinde azalma goriilmiistiir (5,111,112,118).

Dexmedetomidinin invivo ve invitro ¢alismalarda serebral iskemi reperfiizyon hasarina
karst koruyucu etkisi gosterilmistir. Noroprotektif etkisini, o-2A reseptorlerinin
aktivasyonu yolu ile gostermektedir. Caligmalar dexmedetomidinin noroprotektif
etkisinin proapoptotik ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengenin modulasyonu
veya iskemik hasara karst Onleyici etkileri ile olabilecegini gostermektedir. o-2A
adrenoseptorlerin ~ stimiillasyonu ile plazma katekolamin diizeylerini azaltir,
vasodilatasyon ve noral koruma meydana getirirler, travmatik beyin hasarinda

intrakranial basing ve serebral kan akimi {izerine olumlu etkileri vardir (118- 122).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Calismalar1 Etik Kurulunun
08.12.2010 tarihli ve 10/98 sayili onay1 ile Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM) yapildi. Biyokimyasal analizler
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, patolojik incelemeler

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

Calismada agirliklart 250-350 gr arasinda degisen, Wistar -Albino tiirii toplam 40 erkek
rat kullanildi. Standart plastik kafeslerde ayni ortamda tutulan ratlar, standart rat yemi
ve su ile beslendi. Ratlarin bulundugu ortam, ortalama 24 + 2°C olacak sekilde 1sitild1
ve klima ile havalandirildi. Ratlarin bulunduklar1 oda 12 saat aydinlik (07°°-19°°) ve 12
saat karanlik (19°°-07°°) olacak sekilde sirkadien ritimde tutuldu.

Calismada kullanilacak 40 rat randomize olarak bes gruba ayrildi. Ratlarin hepsinin

agirlign hassas tarti ile tespit edildi ve kullanilacak ilaglar agirliklarina gore hazirlandi.

Calismada kullanilan Wistar -Albino tiirii erkek ratlara laparatomiler Oncesi anestezi
icin, intraperitoneal olarak 90 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar) ve 10 mg/kg xylazin

(Rompun) kombinasyonu kullanildi.

Bu calismada deneklere, genel anestezi ile uyutulduktan sonra, iskemi uygulanmadan
once, kuyruk veninden serum fizyolojik ya da calismada kullanilacak uygun dozda ilac

enjekte edildi (Sekil 8).

Ila¢ enjeksiyonundan 15 dakika sonra karin on duvarindaki tiiyler tras edildi. Daha

sonra orta hattan yaklasik 3-4 cm’lik insizyon ile laparotomi yapildr (Sekil 9). Karin
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icindeki organlar goriiniir hale geldikten sonra, kontrol grubu disindaki gruplarda Portal
ven ve Hepatik arter eksplore edildi ve atravmatik vaskiiler klemp ile karacigerin sol ve
orta lobuna giden kan akimi kesildi. Boylece segmental (70%) ve non-lethal hepatik
iskemi meydana getirildi (Sekil 10,11). Atravmatik vaskiiler klemp yardimi ile 60
dakika iskemi uygulandi. Bu sirada agikta kalan abdomen 1lik serum fizyolojik ile
1slatilmig spang ile ortiildii. 60 dakika sonunda klempler alindi ve iskemi sonlandirildi

(Sekil 12).

Resim 1: Anestezik maddelerin ve ilaglarin uygulanisi
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Resim 2: Cerrahi yontem

Resim 3: iskemi icin kullanilan klips
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Resim 4: Portal triad

Resim 5: Iskemi sonrasi cerrahinin sonlandirilmasi

Reperfiizyon sathasi boylece baslayan ratlarin laparatomi insizyonu 3/0 atravmatik ipek

stitiir ile kapatildi.

Bu denekler 6 saat sonra, tekrar anestezi verilerek uyutuldu, laparatomi tekrar edildi.
Kan 0rnegi intrakardiyak alind1 ve 6tonazi saglandi. Daha sonra karacigerden sol lobdan

doku 6rnegi alindi.

Alinan kan 6rnegi, calisilacak olan biyokimyasal parametreler i¢in, serum ve plazma

elde etmek tizere CBC ve biyokimya tiiplerine alindi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiije
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edildi, serum ve plazma drnekleri epandorf tiiplere alindi. Olgiimler yapilana kadar -20

C°’de sakland.
Calismada, ratlar her grupta 8 denek olacak sekilde, rasgele 5 gruba ayrildi.

Sham GRUBU: Bu gruptaki ratlara genel anestezi altinda sadece laparatomi yapildi.
Iskemi olusturulmadi. Diger gruplarda uygulanan iskemi siiresi gézoniine almarak 60
dakika sonra laparatomi kapatildi ve bu gruptaki ratlarda da 6 saat sonra genel anestezi

uygulamasi tekrarlandi. Kan ve karaciger doku 6rnegi alindi.

GRUP iR: Bu gruptaki ratlara genel anestezi altinda laparatomi yapildi. Karacigerin sol
ve median lobuna giden portal ven ve hepatik arter goriildii. Atravmatik vaskiiler klemp
ile 60 dakika iskemi uygulandi. iskemi sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. 6 saat

sonra tekrar genel anestezi uygulanan ratlardan kan ve karaciger doku ornekleri alindi.

GRUP F: Bu gruptaki ratlara genel anestezi sonrast kuyruk veninden Flumazenil
Img/kg dozunda verildi. 15 dakika sonra laparatomi yapilan ratlarda, portal ven ve
hepatik artere avaskiiler klemp kullanilarak, 60 dakika karaciger iskemisi olusturuldu.
Iskemi sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. 6 saat sonra tekrar genel anestezi

uygulanan ratlardan kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

GRUP D: Bu gruptaki ratlara genel anestezi sonrasi kuyruk veninden dexmedetomidin
Ipug/kg dozunda verildi. 15 dakika sonra laparatomi yapilan ratlarda, portal ven ve
hepatik artere avaskiiler klemp kullanilarak, 60 dakika karaciger iskemisi olusturuldu.
Iskemi sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. 6 saat sonra tekrar genel anestezi

uygulanan ratlardan kan ve karaciger doku ornekleri alindi.

GRUP N: Bu gruptaki ratlara genel anestezi sonrast kuyruk veninden N asetil sistein
150 mg/kg dozunda verildi. 15 dakika sonra laparatomi yapilan ratlarda, portal ven ve
hepatik artere avaskiiler klemp kullanilarak, 60 dakika karaciger iskemisi olusturuldu.
Iskemi sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. 6 saat sonra tekrar genel anestezi

uygulanan ratlardan kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

Karaciger doku ornekleri sol lobdan, %10’ luk formalin iceren kaplara alindi.
Dokulardan alinan kesitler, parafin bloklara gémiildii ve bu orneklerden 4-5 um’lik
kesitler alinarak, hematoksilen eozin ile boyandi. Preparatlar deney gruplarindan

habersiz uzman bir histopatolog tarafindan, 50-100 biiyiitmede 151k mikroskobunda
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incelendi. Karaciger IR hasari puanlama sistemi kullanilarak sitoplazmik vakuolizasyon,

siniizoidal dilatasyon ve hiicre nekrozu degerlendirildi (123). (Tablo 2)

Tablo2: Karaciger IR hasar1 puanlama sistemi

Karaciger hasari histopatolojik ozellikleri Puanlama Puanlanmanin yorumlanmasi
Sitoplazmik vakuolizasyon 0 Yok

1 Nadiren

2 Bazi lobiillerde

3 Pek cok lobulde

4 Yaygin
Sinusoidal dilatasyon 0 Yok

1 Nadiren

2 Sik- periveniiler

3 Sik- periveniiler midzonal

4 Yaygin- panlobule
Hiicre nekrozu 0 Yok

1 1-2 apopitotik hiicre

2 >3 apopitotik hiicre

3 1-2 fokal nekroz alani

4 >3 fokal nekroz alani
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3.1 KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
3.1.1 AST, ALT, LDH analizi

Serum AST, ALT ve LDH diizeyleri hazir kitler kullanilarak kalorimetrik yontemle

Olctilmiistiir.
3.1.2 TNF-0., IL-6, IL-1p analizi

TNF-a tayini icin Biosource Invitrogen Immunoassay Rat TNF-a elisa kit (Katalog no:
KRC3011, USA), IL-6 tayini icin Biosource Invitrogen Immunoassay Rat IL—6 elisa kit
(Katalog no: KRC 0061, USA), IL-1p tayini icin Biosource Invitrogen Immunoassay
Rat TL-1PB elisa kit (Katalog no: KRC0012, USA) kullanildi. TNF—-a, IL-6, IL-1f
Ol¢iimii i¢in birim pg/ml kabul edildi.

Rengin siddeti test ve standarttaki TNF- o , IL-6 ve IL-1p’nmin konsantrasyonuna
baghdir.

3.1.3 interlokin- 10 analizi

Serum IL-10 analizi RayBio rat IL-10 elisa kit (Katalog no: ELR-IL10-001)
kullanilarak ol¢iildii. ELISA pleytlerinde IL-10’a spesifik poliklonal antikorlarla kapl
kuyucuklara konsantrasyonu bilinen IL-10 standartlar1 ve serum ornekleri konuldu.
Birinci inkiibasyondan sonra, pleyt yikanarak, biyotin konjugat eklendi. ikinci
inkiibasyondan sonra baglanmayan biyotin konjugatlar yikama ile uzaklastirildi.
Yikamadan sonra streptavidin- HRP enzimi eklendi. Baglanmayan enzimde inkiibasyon
ve yikamadan sonra ayristirildi. Daha sonra, substrat solusyonu renk reaksiyonu
olusturmak icin eklendi. IL-10 bulunan 6rneklerde yogunluga bagli olarak renk degisimi
gozlendi. Ornekler ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu, standart

yardimiyla hesaplama yapilip sonuglar pg/ml cinsinden verildi.
3.1.4 SOD analizi

Superoksit dismutaz diizeyi CAYMAN ticari kiti ile ( CAYMAN, Chemical Company,
USA) calisildi. Analizin prensibi, ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksid
radikallerinin tetrazolium tuzlariyla dl¢iilmesi esasina dayanir. SOD’nin Cu/Zn, Mn ve

Fe iceren her {i¢ tipini de ol¢ebilir.

40



3.1.5 Total Oksidan Status (TOS) analizi

Total Oksidan Status analizi i¢in, Total Oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics) ve
Olympus AU 400 biyokimya otoanalizorii kullanildi.

Birimi pmol H202 Eqv. / L dir.
3.1.6 Total Antioksidan Status (TAS) analizi

Total Antioksidan Status analizi i¢in, Total antioksidan ticari kiti (Rel Assay) ve

Olympus AU 400 biyokimya otoanalizorii kullanildi.
Birimi Trolox equivalent/L dir.
OSI (Oksidatif stres indeksi) hesaplanmasi:

Organizmadaki oksidan/antioksidan dengeyi gosteren deger hesaplanirken numunelerin
total oksidatif stres degerleri yiizde cinsinden total antioksidan status degerlerine

oranland1 ve OSI degerleri elde edildi.

OSI= 100 * TOS (umol/ L H202) / TAS (uMol/L Trolox) hesaplandi.

3.2.ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin gii¢ analizi icin “Baykara B, Tekmen I, Pekcetin C, Ulukus C, Tuncel P,
Sagol O, Ormen M, Ozogul C. The protective effects of carnosine and melatonin in
ischemia-reperfusion injury in the rat liver. Acta Histochem 2008; 111:42-51.”
kullanildi. a=0,05, gii¢: %80 olacak sekilde her bir grupta 8’er rat bulunmasi uygun
goriildii. Arastirmadan elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 (Statistical
Package for Social Sciences for Windows) ve SigmaStat 3.5 istatistik paket programi ile
analiz edildi. Verilerin normallik testleri Shapiro-Wilks analizi ile yapildi. ikiden fazla
nicel degiskenlerin karsilastirmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi ve Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Coklu karsilastirma testlerinden Tukey, Tamhane ve Student-Newman-

Keuls testleri uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. BIYOKIMSASAL DEGERLENDIRME SONUCLARI

4.1.1. Ortalama AST Degerleri

Ortalama serum AST diizeyleri kontrol grubunda 103+7,3 IU, IR grubunda 25744418
IU, Grup D’de 299+56 1U, Grup F’de 867163 IU, Grup N’de 262463 IU olarak
olciildii (Tablo 3, Grafik 1). IR grubunun AST degeri, Sham, Grup D, Grup F, Grup N
den anlaml1 olarak daha yiiksekti (p< 0,001). Grup F’ nin AST degeri, Grup D, Grup N
ve Sham grubundan anlamli olarak yiiksekti (p < 0,001). Sham, D ve N gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p> 0,05).

AST
30000 2574,7
25000
20000 1
:J o
= P .
1500,0 - e e
BE7.5
1000,0 s . o
o ' 7993 2628
0,0 4 T T T il
Sham Grup iR Grup D GrupF Grup M

Grafik 1: AST diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilagtirildi. + p<0,01 Grup F ile karsilagtirildi.
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4.1.2 Ortalama ALT Degerleri

Ortalama serum ALT diizeyleri Sham grubunda 60+14 IU, iR grubunda 2060+576 IU,
Grup D’de 201+£54 IU, Grup F’de 438+73 IU, Grup N’de 110£25 IU olarak olciildii
(Tablo 3, Grafik 2). IR grubunun ALT degeri Sham grubu, Grup D, Grup F, Grup
N’den anlaml1 olarak daha yiiksekti (p< 0,001).

ALT
25000 e
20000 4~
5 15000 |
1000,0 +~ *
* x 4382 *
5000 + 50,0 2015 110,2
00 r T T T T T
Sham Grup iR Grup D GrupF Grup N

Grafik 2: ALT diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilastirildi.
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4.1.3. Ortalama LDH Degerleri

Ortalama serum LDH diizeyleri Sham grubunda 998+209 IU, iR grubunda 105043222
IU, Grup D’de 2009+139 IU, Grup F’de 4192+460 IU, Grup N’de 1715+275 IU olarak
olciildii (Tablo 3, Grafik 3). IR grubunun LDH degeri, Sham grubu, Grup D, Grup F,
Grup N’den anlaml olarak daha yiiksekti (p < 0,001). Grup F’'in LDH degeri Grup D,
Grup N ve Sham grubundan anlamli olarak yiiksekti (p < 0,01).

LDH

120000 10504,0

100000 1~

80000 +

60000 1

U

20000 + @ *+
" oog0

20000 1

0,0 + . . . . d
Sham GrupiR GrupD GrupF Grup N

Grafik 3: LDH diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilagtirildi. + p<0,01 Grup F ile kargilagtirildi.

Tablo 3: AST, ALT, LDH diizeyleri

AST ALT LDH
Ort+s.s5 Ornt+ss Ort+s.s
Sham 1035 £+ 73 =4 GO0 £ 140 = 9980 + 20908 =4
Grup iR 25747 £ 4186 20608 + 5766 105040 + 32222
Grup D 2093 + 561 =4 2015 543 = 20080 £1393 =
Grup F 8675 + 1632 = 4382 + 734 = 41923 £ 4601 =
Grup N 2628 + 631 =3 1102 + 250 = 17152 £+ 2752 =

*p = 0,001 Grup IR ile karsilagtinld
+p < 0,01 Grup F ile karsilastinld
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4.1.4. Ortalama TNF-o Degerleri

Ortalama serum TNF-a diizeyleri Sham grubunda 9,58+0,48 pg/ml, IR grubunda
42,20£11,58 pg/ml, Grup D’de 13,67+1,87 pg/ml, Grup F’de 18,03+6,31 pg/ml, Grup
N’de 12,67+1,42 pg/ml olarak olciildii (Tablo 4, Grafik 4). IR grubun TNF-a degeri,
Sham grubu, Grup D, Grup F, Grup N’den anlaml olarak daha yiiksekti (p< 0,001).

Diger gruplar arasinda anlamli fark yoktu.

Tablo 4: TNF-a diizeyleri

THNF-o

Ort+s.5.
Sham 958 + 0,48 *
Grup iR 4220 + 1158
Grup D 1367 £ 187 *
Grup F 18,03 + 6,31 =
Grup N 1267 = 142 *

* p=0,0011R grup ile karsilagtinld

TMNF-o

50,00 42,20
40,00 +

30,00

pg fm
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Sham Grup iR GrupD GrupF Grup N

Grafik 4: TNF-a diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilastirildi.
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4.1.5 Ortalama IL-6 Degerleri

Shapiro-Wilks analizine gore nonparametrik olan IL-6 degerleri ortanca olarak
hesaplandi. Serum IL-6 diizeyleri Sham grubunda 10,90 (8,98- 11,49) pg/ml, IR
grubunda 46,95 (37,26-51,53) pg/ml, Grup D’de 9,25 (8,98-9,64) pg/ml, Grup F’de
20,55 (15,06-24,84) pg/ml, Grup N’de 7,99(6,73-11,10) pg/ml olarak ol¢iildii (Tablo 5,
Grafik 5).

IR grubunun IL-6 degeri, Sham, Grup D, Grup F, Grup N’den anlamli olarak daha
yiiksekti (p< 0,01). Grup F’in IL-6 degeri, Grup D ve Grup N’den anlamli olarak daha
yiiksekti (p < 0,01).

Tablo 5: 1L-6 diizeyleri

IL-6
Ortanca
Sham 10,90 (8,98-11,49) *+
Grup iR 46,65  (37,26-51,53)
Grup D 9,25 (8,98-9,64) *+
Grup F 20,55  (15,06-24,34) *
Grup N 7,99 (6,73-11,10) *+
* p=0,01Grup iR ile kargilastinld
+ p < 0,05 Grup File karsilastinldi
IL-6
46,65
50,00
2000 +
—1 *
£ 3000 20,55
& e 4 -
2000 -+ 10,90 9,25 7 9+9
o -3 -
0,00 'f-'.'.' T T T T i""'
Sham Grup iR Grup D GrupF Grup M

Grafik 5: IL-6 diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilastirildi. + p<0,01 Grup F ile kargilagtirildi.
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4.1.6 Ortalama IL-1p Degerleri

Ortalama serum IL-1B diizeyleri Sham grubunda 9,58+2,82 pg/ml, IR grubunda
26,69+3,26 pg/ml, Grup D’de 13,35+2,95pg/ml, Grup F’de 11,56£2,18 pg/ml, Grup
N’de 12,95+3,11 pg/ml olarak ol¢iildii (Tablo 6, Grafik 6).

IR grubunun IL-1p degeri, Sham, Grup D, Grup F, Grup N’den anlaml olarak daha
yiiksekti (p< 0,001) .

Tablo 6: 1L-1p diizeyleri

IL-1B
Ort+s.5.
Sham 958 + 282 *
Grup iR 26,69 £ 326
Grup[] 1335 £ 2495 *
GrupF 11,56 + 218 *
GrupN 1285 £+ 311 *
* p=0,001Grup IR ile kargilagtinld
IL-1p
26,60
30,00 1
25,00
— * * *
C 20,00 4 . = 13,35
= 11,56
@ 1500 - 9,58
10,00 +
5,00 7
0,00 '1"" T T T T T
Sham Grup iR Grup D GrupF Grup M

Grafik 6: IL-1 B diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile kargilagtirildi.
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4.1.7 Ortalama IL-10 Degerleri

Shapiro-Wilks analizine gore nonparametrik olarak kabul edilen IL-10 degerleri ortanca
olarak hesaplandi Ortalama serum IL-10 diizeyleri Sham grubunda 409,0 (218,81-
470,22) pg/ml, IR grubunda 2208,0 (1406,50-3660,49 pg/ml, GrupD’de 1367,48
(1233,11-1718,58) pg/ml, Grup F’de 1259,12 (834,33-1484,52) pg/ml, Grup N’de
465,89 (374,86-895,01) pg/ml olarak olciildii (Tablo 7, Grafik 7).

IR grubunun IL-10 degeri, Sham grubu, Grup D, Grup F, Grup N den anlaml olarak
daha yiiksekti (p < 0,05). Grup D ve Grup F’de IL-10 degeri Sham grubu ve Grup
N’den anlaml olarak daha yiiksekti (p < 0,01).

Tablo 7: 1L-10 diizeyleri

IL- 10
Ortanca
Sham 409,54 {218,8-470,2) *+
Grup iR 2208,40 (1406,5-3660,5)
Grup D 1367,48 (1233,1-1718,6) *
Grup F 1259,12 (834,3-1484,5) *
Grup N 465,89  (374,9-895,0) 3
* p=0,01Grup iR ile kargilastinld
+ p < 0,05 Grup F ve Grup File karsilastinld
IL-10
e L 2208,40
2000,00 L *
— y SRS 1259,12
£ 150000 +
Bo . T ay +F
100000 40854 465,89
0,00 +- : : : | r’”
Sham Grup iR GrupD GrupF Grup N

Grafik 7: IL-10 diizeyleri. * p<0,001 Grup IR ile karsilagtirildi. + p<0,01 Grup F ile kargilagtirildi.
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4.1.8 Ortalama SOD Degerleri

Ortalama SOD diizeyleri Sham grubunda 0,33%£0,19 U/ml, IR grubunda 0,42+0,14
U/ml, Grup D’de 0,57+0,18 U/ml, Grup F’de 0,71+0,32 U/ml, Grup N’de 0,75+0,32
U/ml olarak 6l¢iildii (Tablo 8, Grafik 8).

Grup N SOD degeri Sham grubundan anlamli olarak daha yiiksekti (p< 0,05). Diger

gruplar arasinda anlaml fark yoktu.

Tablo 8: SOD diizeyleri

sS0D
Ornt+ss.
Sham 033 + 0,19
Grup IR 042 + 014
Grup D 057 = 0,18
Grup F 071 + 0,32
Grup N 075 = 0,32 *

* p=0,05 Sham grubu ile karsilastinldi

S0D
*
. 071 0,75
080 +
0,57

060 +
0 ! 042
c p 033
3 040 1

020 +

0,00 'f"f T T T T '|""

Sham Grup iR GrupD GrupF Grup N

Grafik 8: SOD diizeyleri.
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4.1.9 Ortalama TAS Degerleri

Ortalama TAS diizeyleri Sham grubunda 0,87+0,29, IR grubunda 1,28+0,34, Grup D’de
1,13£0,14, Grup F’de 1,29+0,21, Grup N’de 1,24+0,16 olarak 6l¢iildii. Sham grubunun
TAS degeri, IR ve F gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p< 0,05). (Tablo 9,
Grafik 9)

Birimi, Trolox equivalent/L dir.

TAS

1,28 = 1,24
1,40 v -

1,20 -"f_
100 77
0,80 ,
0,60 -
0,40
0,20 e": -

0,87

0,00 'faf T T T T '|J"
Sham GrupiR GrupD GrupF Grup N

Grafik 9: TAS diizeyleri. * p<0,05 Sham grubu ile karsilastirildi.

4.1.10 Ortalama TOS Degerleri

Ortalama TOS diizeyleri Sham grubunda 10,25+1,57, IR grubunda 35,27+20,00, Grup
D’de 23,28+6,12, Grup F’de 23,27+11,21, Grup N’de 27,23£17,04 olarak olciildii. IR
grubunun TOS degeri, Sham grubundan anlamli olarak daha yiiksekti (p< 0,05). (Tablo
9, Grafik 10)

Birimi umol H202 Eqv / L dir.
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TOS
*

35,27
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- 27,23
30:00 4 23,28 25,2?
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10:00 J"’ -
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Sham Grup iR Grup D GrupF Grup N

Grafik 10: TOS diizeyleri. * p<0,05 Sham grubu ile karsilastirildi.

4.1.11 Ortalama OSI Degerleri

Ortalama OSI diizeyleri Sham grubunda 1335,8+572,0, IR grubunda 2649,4+1367,0,
Grup D’de 2060,2+505,1, Grup F’de 1810,1+744,9, Grup N’de 2191,7+1237,3 olarak
Olciildii. Gruplar arasinda OSI degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir (p >

0,05) .

Birimi, pmol/ L H202 / pMol/L Trolox dur.

osi

26494

30000 1

2191,7

25000 2060,2

20000 +

1500,0

1000,0

5000

0,0 'I"'" T T T T i""
Sham Grup iR Grup D GrupF Grup N

Grafik 11: OSI diizeyleri.
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Tablo 9: TAS, TOS, OSI diizeyleri.

TAS TOS 0si
Ort+5.5. Ort+s.5. Ort+s.5.
Sham 087 £029 10,25 + 157 13358 = 5720
Grup IR 128 £+ 034 = 38,27 £ 2000 = 26494 + 13670
Grup D 113 £ 0,14 2328 £ 612 20602 + 5051
Grup F 129 + 021 = 2327 + 11,21 18101 + 7449
Grup N 124 + 016 27,23 + 17,04 21917 + 12373

* p <0,05 Sham grubu ile karsilastinld

4.2. HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Histopatolojik incelemelerde tiim gruplarda vakuolizasyon, siniisoidal dilatasyon,
apopitoz ve nekroza bakildi. Sham grubunda normal histopatolojik goriiniim elde edildi
(Resim 1). IR grubundaki ratlarin hepsinde vakuolizasyon ve siniizoidal dilatasyon
gozlendi. Nekroz ve apopitoz sadece bu grupta gozlendi (Resim 2, 3, 4). Grup D, Grup
F, Grup N’de degisen derecelerde siniizoidal dilatasyon goriildii (Resim 5,6,7).
Vakuolizasyon ise IR grubu disinda sadece Grup D ve Grup F’de gozlendi (Resim 7).

Resim 6: Sham grubunda histopatolojik incelemede normal goriimiimdeki hepatositler

ve siniizoidler (HE, X100).
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Nl L

Resim 7: IR grubunda siniizoidal dilatasyon (HE, X100).

Resim 9: IR grubunda siniizoidal dilatasyon, apopitoz ve vakuolizasyon (HE, X400).
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Resim12: IR+F grubunda siniizoidal dilatasyon ve vakuolizasyon (HE, X100).
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4.2.1.Vakuolizasyon (VAC):
Nonparametrik olan VAC degerleri ortanca olarak hesaplandi.

IR grubunun VAC grade’i 2,5 (2-3), Sham 0,0 (0,0-0,0), Grup D 0,00 (0-1), Grup F
0,00 (0,0-1), Grup N 0,00(0,0-0,0)’den anlamli olarak daha yiiksekti (p< 0,05). (Tablo
10, Grafik 12)

Tablo 10: VAC diizeyi

VAC GRADE
Ortanca
Sham 0,00 (0,0-0,0) *
Grup iR 2,50 (2,0-3,0)
Grup D 0,00 (0,0-1,0) *
Grup F 0,00 (0,0-1,0) *
Grup N 0,00 (0,0-0,0) *
* p =0,01 Grup iR ile kargilastinld
VAC grade
250
250
2,00 +
150 4+~
100 -
- = * * *
050 0,00 0,00 0,00
0,00 ¥ T T T T f
Sham Grup iR GrupD GrupF Grup N

Grafik 12: VAC diizeyi

4.2.2 Siniizoidal Dilatasyon (Sid):
Nonparametrik olan Sid degerleri ortanca olarak hesaplandi

IR grubunun Sid Grade’i 4,0 (3,00-4,00), Sham grubu 0,0 (0,0-1,00), Grup D 1,00(1,00-
1,00), Grup F 1,00(1,00-2,00), Grup N 1,50 (1,00-2,00)’den anlamli olarak daha
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yiiksekti (p < 0,01). Sham grubu Sid grade’i Grup D, Grup N ve Grup F’den anlaml
olarak daha diisiiktii (p < 0,05). (Tablo 11, Grafik 13)

Tablo 11: Sid diizeyi

S5ID_GRADE
Ortanca
Sham 0,00 (0,0-1,0) *
Grup iR 4,00 (3,0-4,0)
Grup D 1,00 {1,0-1,0) *+
Grup F 1,00 {1,0-2,0) *+
Grup M 1,50 {1,0-2,0) *+

* p=0,01 IR grup ile karsilastinldi
+ p = 0,01 Sham grup ile karsilastinld

4,00
3,50 1
300 +
2,50
200 77
150 1
1,00 17
050
0,00 ¥

Sid_grade

GrupiR GrupD

GrupF Grup N

4.2.3.Nekroz ve Apopitoz:

Grafik 13: Sid diizeyi

IR grubunun nekroz grade puanlan (0,83%1,17), Sham grubunda (0,0+£0,0), Grup D’de

(0,0£0,0), Grup F’de (0,0+£0,0), Grup N (0,0+0,0)’den anlaml1 olarak daha yiiksekti. (p<
0,05) (Tablo 5)
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5. TARTISMA

Calismamizda, NAC, flumazenil ve deksmedetomidinin, karaciger IR hasarinin
inflamatuar mekanizmasinin mediatorleri olan sitokinleri azalttiklari, flumazenil ve
deksmedetomidinin antiinflamatuar olarak bilinen IL-10 diizeyini artirdiklari, dolayisi
ile degisen derecelerle ve mekanizmalarla antiinflamatuar etkinlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Bu ¢alismada, endojen antioksidan enzim olan SOD diizeyini, sadece NACin
anlamli bir sekilde yiikseltmis olmasi, TAS ve TOS arasindaki dengeyi gosteren OSI
degerinin hicbir grupta degismemesi, hepatik IR hasarinin patofizyolojisinde
inflamatuar mekanizmalarin daha onemli olabilecegini gostermektedir. Calismamizda

kullanilan ilaglar, histopatolojik gostergeleri anlamli bir sekilde diizeltmistir.

Calismamiz, kullandigimiz biyokimyasal ve histopatolojik verilere gore, NAC,

flumazenil ve deksmedetomidinin hepatik IR hasarini azalttigin1 gostermektedir.

IR hasari, arteryal ya da vendz kan akiminin azalmasina bagli uzamis iskemiye maruz
kalan dokularda ve organlarda, kan akiminin yeniden saglanmasi ile meydana gelir.
Abu-Amara ve ark (46), kan akiminin azalmasi ya da kesilmesinin en ¢ok oksijene
hassas dokulart etkiledigini belirtmislerdir. Kan akiminin bozuldugu iskemik dénemde,
hiicrede apopitozise kadar ilerleyebilen degisiklikler meydana gelir. Beyin, kalp, bobrek

ve karaciger basta olmak iizere pek cok doku ve organ bu hasarin hedefindedir.

Karaciger cerrahisinin en onemli komplikasyonlarindan biri intraoperatif kanamadir. Bu
sorunun kontroliinde ¢esitli vaskiiler okliizyon teknikleri kullanilmaktadir. Nakajima Y

ve ark (124) nin karaciger rezeksiyonunda kanama kontroliinde kullanilan cerrahi
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tekniklerini ve Bilt ve ark (125) nin ise karaciger cerrahisindeki vaskiiler klemp
tekniklerini arastirdigi retrospektif calismalarda, vaskiiler okliizyon tekniklerinin
kullanim sikliklar1 gosterilmektedir. Bu tekniklerden hemi hepatik vaskiiler klemp
teknigi, karacigere giren ve ¢ikan kan akiminin total okliizyonuna dayanirken, Pringle
manevrast karacigere giren kan akiminin engellenmesi amaciyla portal triada
uygulanmakta ve bu teknik daha fazla Onerilmektedir. Yine Gurusamy ve ark (126)
elektif karaciger rezeksiyonu i¢in vaskiiler okliizyon metodlarini, komplikasyonlari
yoniinden karsilagtirmis ve hemihepatik vaskiiler klemp tekniginin, portal triad klemp
teknigine gore hemodinamik gostergelerde daha tahrip edici degisikliklere neden
oldugunu bildirmislerdir. Bizde deneysel ¢alismamizda, karacigerde iskemi olusturmak

icin portal triad klempleme teknigini kullandik.

Liacuna ve ark (127), karaciger IR hasarinda, inflamatuar sitokinlerin iiretilmesi ve
koruyucu mekanizmalarin stimiilasyonunun pik seviyeye ulagsma siiresini arastirdiklari
caligmalarinda 60, 90, 120 dakika iskemi uygulamislar ve 60. dakikada sinyal mediatorii
olan niikleer faktor-kf nin pik seviyeye ulastigini belirtmiglerdir. Jin ve ark (128),
hepatik IR hasar1 sonrasinda karaciger ve akcigerde, NF-kp’nin aktive ettigi sinyal
molekiilleri iizerine NAC etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda iskemi siiresini 60
dakika olarak kullanmislardir (72,129,130). Bamboat ve ark (131) karaciger IR
hasarinda IL-10 sekresyonundaki degisiklikleri arastirdiklar1 deneysel ¢alismada, Jha ve
ark (132) hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda antioksidan ve antiapopitotik sinyalleri
arastirdiklar1 ¢alismada 60 dk. iskemi uygulamiglardir. Bizde calismamizda, birbirine
baglantili hasar mekanizmalarinin ¢alisabilmesi, gerekli iskeminin saglanabilmesi igin

60 dakika vaskiiler klemp uygulamay: tercih ettik.

Iskemi reperfiizyon hasarinin mekanizmalarinin, inflamatuar ve hiicresel yonlerinin
arastirildig1 calismalarda reperfiizyondan sonraki erken donemde ilk 2 saatte, kupffer
hiicreleri tarafindan, TNF-q, IL-6, IL-1 ve eikonosoidler gibi proinflamatuar sitokinlerin
salindigr ve ROS’nin arttig1, ge¢ fazda ise reperfiizyon sonrasi 6- 48 saat arasinda,
notrofil aracili inflamatuar mekanizmalar ile karakterize, komplemanlarin, sitokinlerin,
kemokinlerin salinmasi ve bunu takiben endotelin aracili vazokonstriiksiyon ve
trombosit agregasyonuyla birlikte, mikrosirkiilasyon bozuklugunun siddetlendigi,
apopitoz ve nekroza giden siirecin bagladigi belirtilmistir (63,133-135). Teoh ve ark
(136), hepatik IR hasarinin mekanizmalarimi arastirdiklar1 calismalarinda, bu iki faz

arasinda “intermediet faz”” oldugunu ve bu zaman aralifinin oksidatif stres, kemokin ve
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sitokinlerin pik yaptigi donem oldugunu bildirmislerdir. Guo ve ark (137), tavsanlar
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, 60 dakika iskemi olusturduktan sonra reperfiizyonun 0.5,
2, 6, 12, 24. saatlerinde hepatik mikrovaskiiler akimi belirlemek amaciyla tomografi
kullanmiglardir. Bu calismada hepatik akimin en fazla 6. saatte arttifi, 12. ve 24.
saatlerde ise giderek azaldigi goriilmiistiir. Aym1 ¢alismada hepatik hasarin gostergesi
olarak kullanilan aminotransferaz diizeylerinin, hepatik akim indeksi ile korele olarak
yiikseldigi gosterilmistir. Bizde, deneysel rat calismamizda iskeminin ortadan

kaldirilmasi ile baslayan reperfiizyon siiresini 6 saat olarak belirledik.

Dufour ve ark (138)’nin karaciger hasarinin tanisinda ve monitorizasyonunda
laboratuvar testlerinin dnemini gosteren ¢alismasinda, transaminazlarin (AST, ALT) ve
LDH’1n hepatosit hasarin1 gostermedeki duyarliligi vurgulanmistir. Seeto ve ark (139),
aminotransferaz diizeylerinin en fazla iskemik ve toksik karaciger hasarinda
yiikseldigini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada iskemik ya da toksik karaciger hasar1 olan
vakalarin %90’ 1nda aminotransferazlar, %80’inde ise LDH ve bilirubin diizeyi yiiksek
olarak ol¢iilmiistiir. Yirmibesoglu ve ark (140) hepatik IR hasar1 olusturduklar1 ratlarda
endotelin-1 inhibitorii olan lisinopril kullanmis ve karaciger hasarin1 ve ilacin hasara
etkisini ALT diizeyi ile degerlendirmistir. Zeng ve ark (141), Kkaraciger
transplantasyonunda goriilen IR hasarina karst hemoksigenaz-1 etkilerini arastirdiklar:
calismada hepatik hasar gostergesi olarak aminotransferazlart kullanmistir. Bizim
caligmamizda da karacigerde hiicre hasar1 ve yikimini gosteren en giivenilir
parametrelerden olan serum ALT, AST ve LDH diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Sham grubu ile
IR grubu arasinda AST, ALT, LDH diizeyleri arasindaki anlamli fark bize deneysel
modelimizde olusturdugumuz karaciger hasarin1 gostermektedir. Ancak AST,ALT,
LDH hasar1 gostersede, inflamatuar mekanizmalar iizerine olan etkiyi gostermekte
yetersizdir. Bu nedenle, Karaciger IR hasarmin inflamatuvar etkilerini ve kullanmis
oldugumuz ilaglarin hasarin patogenezinde onemli rol oynayan mekanizmalar iizerine
olan etkilerini arastirmak i¢in inflamatuvar sitokinlerin ve antiinflamatuvar olarak
bilinen IL-10’un serum diizeylerini olctiik. Hatano ve ark (142), viral hepatit, alkolik
hepatit, IR hasari, fulminan karaciger yetmezligi, kolestatik karaciger hasar1 ve kanser
de dahil olmak iizere pek cok karaciger hastaliginin, hepatositlerde meydana gelen
apopitoz ile baglantili oldugunu ve apopitotik mekanizmalarda TNF-a nin 6nemli bir rol
tistlendigini bildirmistir. TNF-a’nin kronik hepatit B ve C infeksiyonlarinda da rol
aldig1 disiiniilmektedir. Osawa ve ark (143) hepatosit hiicre Kkiiltiirlerinde yaptiklari
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calismada, X- ray ile indiiklenen ve immediate early response factor-1 (IEX-1) olarak
isimlendirdikleri proapopitotik bir genden bahsetmislerdir. Hepatik hasarla birlikte
meydana gelen TNF-a diizeyindeki artisin bu geni indiikledigini ve boylece apoptotik
yolaklarin aktive olarak hepatik hiicrelerde apoptozisin arttifin1  gostermislerdir.
Feldstein ve ark (144), alkolik olmayan steatohepatitli hastalarla yaptigr klinik
calismalarinda TNF-a reseptorlerinin ekspresyonun arttigint ve buna bagl olarak
oksidatif stres ve artmis apoptozis reseptor aktivasyonun bu hastaliktaki hepatoselliiler
hasara neden oldugunu gostermislerdir. Streetz ve ark (145) yaptiklar1 in-vitro bir
calisma ile TNF-o reseptorlerinin TNF-o sinyal yollar1 ile etkilesiminin inhibe
edilmesiyle apoptozisin engellenebilecegini ve bdylece karaciger hasarinin
azaltilabilecegini gostermislerdir. Veal ve ark (146), lipopolisakkaritlerle TNF-a
stimiilasyonunu arttirarak olusturduklar1 invitro karaciger hasarinda, karacigeri
koruyucu bircok  0Ozelligi oldugu bilinen S-adenosylmethionine’in  hepatik
makrofajlardan TNF-o salinimini azaltarak bu etkiyi sagladigin1 gostermislerdir. Bizim
calismamizda da serumda inflamatuar siirecin ve apoptozisin parametresi olan TNF-a
diizeyinin, IR grubunda sham grubuna gore anlaml olarak yiikselmis olmas1 olusturulan
IR hasarinin, inflamatuar ve apopitotik mekanizmalar1 aktive ettigini gostermektedir.
Ayrica uyguladigimiz NAC, deksmedetomidin ve flumazenil gruplarinda TNF-a
diizeyinin IR grubuna goére diisiik olmasi bu ilaclarin karaciger IR hasarinda etkili

olabilecegini gostermektedir.

Kato ve ark (55) hepatik IR hasarinda, inflamatuar mekanizmalarin ve hasarin
ilerlemesinden notrofil gociiniin sorumlu oldugunu ve TNF-a ile IL-lin bu hasar
mekanizmasinin mediatorii oldugunu bildirmislerdir. Bu deneysel calismada IL reseptor
blokorleri  kullanilmis, histopatolojik incelemede karaciger dokusunda notrofil
birikiminde azalma goriilmiistiir. Ayrica IL-1 reseptor antagonisti verilen grupta,
transkripsiyon faktorii, NF-xf ve kemokinlerin azalmis ekspresyonu, makrofaj
inflamatuar protein-2’nin azalmis aktivasyonu goriilmiistiir. Calismamizda, IR grubuna
gore ilaglarimizi uyguladigimiz gruplarda IL-1B diizeylerinin daha diisiik olmasi

kullandigimiz ilaclarin karaciger IR hasarinda etkin olduklarim gostermektedir.

Coelho ve ark (147) hepatik IR hasari iizerine poliansatiire yag asitlerinin etkilerini
inceledikleri calismalarinda, ratlarda IR hasar1 olusturmus ve poliansatiire yaglarla

zenginlestirilmis diyet uygulanan grupta AST, ALT, TNF-a diizeylerindeki azalmaya
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paralel olarak IL-6 diizeyinde de azalma tespit etmislerdir. Tagawa ve ark (148)’nin
calismasinda “concanavalin A” ad1 verilen toksik maddeyle iliskili hepatotoksisitede IL-
6 nin bifazik artis gosterdigi bildirilmistir. Dinant ve ark (58) ise IL-10’un hepatik IR
hasarinda hepatosit proliferasyonuna etkilerini incelemisler ve histopatolojik olarak
nekroz, vakuolizasyon ve inflamasyonu degerlendirilmistir. Calismalarinda, diger
sitokinler lizerine inhibitor etkisi bulundugu bilinen IL-10 un, nekroz ve apopitozu
belirgin bir sekilde azalttigi, parsiyel karaciger rezeksiyonlarindan sonra rejenerasyonu
artirabilecegini ve hepatik IR hasarina karsi koruyucu olabilecegini belirtmislerdir.
Bizim calismamizda Sham grubu ile IR grubu arasinda IL-1, IL-6, IL-10 diizeyleri
arasindaki anlamli farklilik, deneysel modelimizde sitokinlerle iliskili inflamatuar
mekanizmalarin calistigin1 gostermektedir. Ayrica deksmedetomidin ve flumazenil
uygulanan grupta IL-10 diizeylerinin yiiksek olmasi karaciger IR hasarinda koruyucu

etkilerinin olabilecegini diistindiirmektedir.

Hepatik IR hasarinin patofizyolojisini arastiran calismalar, hasarin tedavisi icin yol
gosterici olmuglardir. Tedaviye yonelik en sik kullanilan farmakolojik stratejiler,
antioksidanlar, anti-inflamatuar ilaglar ve vasodilatorlerdir. Glantzounis ve ark (72)
antioksidan maddelerin bu amagla kullanilmasinin, ROS ve RNS nin iiretimini azaltip
endojen antioksidanlarin desteklenmesine yonelik oldugunu gostermislerdir. Bu amacla,
antioksidan etkisi bilinen melatonin Rodriguez ve ark (149) tarafindan hepatik IR
hasarinda kullanilmis ve etkili oldugu gosterilmistir. Sener ve ark (150) melatonin ve
NAC kullandiklar1 calismalarinda ilaclarin tek baslarina hepatik IR hasari iizerine etkili
olduklarinmi ve birlikte kullanildiklarinda sinerjistik etki gostererek hasarda daha belirgin
bir azalma meydana getirdiklerini gostermislerdir. Bu c¢alismada ilaglarin etkisi
antioksidan ozelliklerine baglanmistir. Wheeler ve ark (151), antioksidan bir enzim
oldugu bilinen SOD’1n hepatik IR hasarin1 azaltigim gostermislerdir. Yabe ve ark (152)
farelerde yaptiklari arastirmada hepatik IR olusturmuslar ve rekombinant SOD ve
katalaz kullanmislardir. Hepatik IR hasarinda SOD’mn sadece ROS iiretimini
azaltmadigini aym1 zamanda ICAM-1 in ekspresyonunun inhibisyonu ile notrofil
akiimiilasyonunu azalttigin1 gostermislerdir. ~ Selektin, siklooksijenaz-2 ve proteaz
inhibisyonu, sitokin (TNF-a ve IL-1) ve kemokin blokaji, steroidler, takrolismus ve
siklosporin gibi kalsinorin inhibitorleri, m-TOR inhibitorii olan rapamisin kullanimi gibi
cesitli antiinflamatuar stratejiler arastirilmis ve IR hasar1 iizerine olumlu etkileri
gosterilmistir (153-155). Mitokondriyal gegirgenligin artisinin inhibitorleri (siklosporin
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A, trifluoperazin), anti-Fas ya da anti-Fas ligand antikorlari, antiapoptotik proteinler
(Bcl-x (L)) ve kaspaz inhibitorleri gibi cesitli antiapoptotik stratejiler incelenmis,
faydali etkileri goriilmiis fakat, klinik kullanimi karsinojenik potansiyelleri nedeniyle
sinirlanmastir (156-158). Biitiin bu ¢alismalar, kullanilan ilaglarin etkinligi ile beraber,
etki mekanizmalar1 konusunda da bilgi vermektedir. Hepatik IR hasarmin énlenmesinde
ve tedavisinde  anti-inflamatuar ve antioksidan 0zelligi bilinen NAC siklikla
arastirilmus, cesitli yontem ve dozlarda kullanilmistir. Hepatik IR hasarinda NACin
etkilerini arastiran deneysel calismalar, c¢ogunlukla ilaci iskemi Oncesinde
uygulamislardir. Nakano ve ark (159) yaptiklari ¢calismada, hepatik hasar olusturmus ve
NAC’in iskemi Oncesi donemde verildiginde siniizoidal hiicrelerde oksidatif strese karsi
etkili oldugunu, fakat reperfiizyon doneminde verilen NAC’in hasar iizerine olumlu
etkilerinin kayboldugunu gostermislerdir. Sadowska ve ark (160) arastirmalarinda ,
NAC’in anti-inflamatuar ve antioksidan ozelliklerinin ilacin kullanim dozu ile iligkili
oldugunu, iv 150 mg/kg dozda anti inflamatuar ve antioksidan etkilerinin
goriilebildigini belirtmislerdir.  Glantzounis ve ark (161) ile Fusai ve ark (130)
tavsanlarda NAC’i 150mg/kg i.v yolla kullanmiglar, Galhardo ve ark (162) ise farelerde
olusturduklar1 iskemi Oncesi 150mg/kg i.v NAC kullanmiglardir. Bizde calismamizda

NAC’1 iskemi Oncesinde, i.v yolla 150 mg/kg dozunda kullandik.

Calismamizda kullandigimiz diger ilaclar, deksmedetomidin ve flumazenil, daha once
hepatik IR hasari iizerine etkileri arastirilmamis ajanlardir. Dexmedetomidinin, renal,
serebral ve kardiyak IR hasarinda kullanimina iliskin ¢alismalar mevcuttur. Curtis ve
ark (163)’nmin deneysel calismasinda, ratlarda renal IR hasari olusturulmus ve
dexmedetomidin ile S(+)-ketaminin renal IR hasarindaki etkileri karsilastirilmistir. Bu
calismada dexmedetomidin i.v lug/kg dozunda kullanilmistir. Gu ve ark (164) ise
dexmedetomidinin IR hasarina kars1 etkilerini arastirdiklar1 calismada, ilacin iskemi
oncesi ya da sonras1 uygulanmasinin IR hasaria kars1 ilacin etkinligini degistirmedigini
gostermislerdir. Rivo ve ark (165)’'min tavsan kalbinde olusturduklari IR hasarma
Flumazenilin etkilerini arastirdiklart ¢alismada 0,05 mg/kg Flumazenil iskemi Oncesi
kullanilmistir. Goulenok ve ark (166) meta-analitik ¢alismalarinda siroz hastalarinda
meydana gelen hepatik ensefalopatide i.v 1mg/kg dozunda flumazenilin
elektroensefalogramda ve norolojik skorda iyilesmeye neden oldugunu gostermislerdir.
Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda daha 6nce kullanilmamis olan flumazenil ve

dexmedetomidin, c¢alismamizda iskemi Oncesinde, i.v yolla uygulanmistir. Sinirl
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literatiir bilgileri 1s18inda flumazenilin i.v 1mg/kg, deksmedetomidinin i.v 1pg/kg

dozunda kullanilmasina karar verilmistir.

Iskemi-reperfiizyon hasarimin tespiti ve hasar seviyesinin olgiimii icin cesitli hasar
skorlama sistemleri tanimlanmustir. Bu skorlama sistemleri, hiicre hasar sathalarindaki
doku degisikliklerini incelemekte ve bulgunun seviyesine gore puanlanmaktadir. Her ne
kadar goreceli de olsa, mevcut doku hasarin1 en somut ortaya koyan yOntem
histopatolojik incelemedir. Bizim¢alismamizda da, IR hasarini ve ilaglarin hasar iizerine
etkilerini arastirmak histopatolojik baki yapilmistir. Giovanardi ve ark (167) karaciger
iskemi reperfiizyon hasarindaki temel mekanizmanin mitokondriyal hasar oldugunu
gostermislerdir. Abu-amara ve ark (46) uzaktan onkosullamanin karaciger IR hasarina
etkilerini arastirdiklart caligmada, mitokondrial hasarin immunohistokimyasal ve
histopatolojik degisiklikleri {izerine 6nkosullamanin etkilerini arastirmiglardir. Pek cok
calismada mitekondrial hasarin bir gostergesi olan vakuolizasyonun anoksik donemde
arttig1 gosterilmistir. Bunlardan Li ve ark (168) vakuolizasyon olusumunda ikinci bir
meknizmadan s6z etmislerdir. Bu mekanizma reperfiizyonla meydana gelen yiiksek
sinlizoidal kan basincidir. Selzner ve ark (32) hiicrenin oksijensiz kalmasiyla meydana
gelen ATP eksikliginin, hiicre memranindaki Na-K pompa yetmezligine neden
oldugunu ve hiicre ici Na birikimiyle SEClerde dilatasyon meydana geldigini, kompleks
mekanizmalarla hasarin ilerledigini, sinuzoidlerde akimin kayboldugunu ve sonucta
hiicrenin apopitoz ve nekroza gittigini gostermislerdir. Bu nedenle pek cok arastirmaci
hepatik IR hasarinda meydana gelen patofizyolojik degisiklikleri ve tedavi etkinliklerini
bu mekanizma iizerinden arastirmislardir(123). Bu arastirmalarda en sik bakilan
parametreler vakuolizasyon, siniizoidal dilatasyon ve apopitoz/ nekrozdur. Bizde
calismamizda IR hasarin1 belirlemek ve kullandigimiz ilaclarin  hasar iizerine

etkinliklerini histopatolojik yonden arastirmak i¢in bu parametreleri kullandik.

NAC’in IR hasarmna etkilerini inceleyen calismalar, asetaminofen intoksikasyonunda
kullanilan NACin, ilaca bagl fulminan karaciger yetmezliginin onlenmesinde hayati
role sahip oldugunun goriilmesi ile birlikte karaciger rezeksiyonu ve
transplantasyonunda meydana gelen IR hasarinin azaltilmasi ve 6nlenmesi icin de klinik
ve deneysel calismalarda kullamilmistir. Nakano ve ark (159) rat karacigerinde
olusturduklart iskemi reperfiizyon modelinde, NAC’in hepatosit i¢in sistein kaynagi
oldugunu ve karaciger kupffer hiicreleri iizerine koruyucu etkileri oldugunu

gostermiglerdir. Daha sonraki calismalarda NAC’in iskemi reperfiizyon hasarinin
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gostergeleri olan transaminazlarin serum diizeylerini anlamli olarak diisiirdiikleri ve
TNF-a gibi inflamatuvar siiregte rol alan sitokin diizeyleri iizerine faydali etkileri
gosterilmistir(160). Tavsanlar iizerine yapilan calismalarda ozellikle IR hasarinin geg
doneminde meydana gelen hepatik mikrosirkiilasyon yetmezligi iizerine NAC’in olumlu
etkilerini bildirilmistir (161). Ancak NAC’1n, karacigerde meydana gelen IR hasarinda
etkisiz oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Bunlardan Chavez- Cartaya ve ark
(169)’nin  olusturdugu deneysel modelde, NAC iskemi Oncesi intramuskuler
olarakuygulanmistir. Belki de bu c¢alismada uygulama yolunun farkli olmasi etkin
sonuc¢lar almamalarina neden olabilir. Ge¢ fazda goriilen mikrosirkiilasyon yetmezligi,
histopatolojik degisikliklere yol agmaktadir (130,161). Calismanizda IR grubuna goére
anlamli olarak azalan hasar derecesi, calismamizda da mikrosirkiilasyonun ve

dolayisiyla histolojik bulgularin NAC tarafindan diizeltildigi sonucunu gosterir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz ilaclardan biri olan NAC, yillardir hepatik IR
hasar1 igin arastirilmis ve kullanilmus bir ilactir. Bizim ¢alismamizda da IR hasar
tizerine olumlu etkileri histolojik ve biyokimyasal verilerle desteklenmigtir. Fakat
calismamizin asil Onemi, karaciger hasarinda etkin oldugu goriilen bu ilacin, daha
onceden karacigerde iskemi reperfiizyon hasarinda kullanilmamis olan dexmedetomidin

ve flumazenilin etkileri ile karsilastirilmasidir.

Jin ve ark (170)’nin ratlar iizerinde olusturduklar1 hepatik IR hasarinda, antiapopitotik
bcl-2’nin prognostik onemi vurgulanmistir. Dahmani ve ark (119) dexmedetomidinin,
caspaz-3 adi1 verilen proapopitotik molekiiliin ekspresyonunu azalttigini, Engelhard ve
ark (117) ise tavsanlarda olusturduklari serebral iskemi modelinde, dexmedetomidinin
iskemi reperfiizyon hasarina karst koruyucu etkisini gostermislerdir. Bu calismada,
dexmedetomidinin noroprotektif etkisinin proapopitotik ve antiapopitotik proteinler
arasindaki dengenin modulasyonuna veya iskemik hasara karsi 6nleyici etkilerine bagl
olabilecegi gosterilmistir. Calismamizda, dexmedetomidinin, karaciger IR hasarinda IR
grubuna gore anlamli bir sekilde, histopatolojik ve biyokimyasal parametrelerde
iyilesmeye neden oldugu goriilmiistiir. Dexmedetomidinin karacigerde IR hasar iizerine
etkinlik mekanizmasi net olmamakla birlikte, proapopitotik ve antiapopitotik molekiiller
araciligl ile etkisini gostermis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Gu ve ark (171) bobrek
proksimal tubulus hiicreleri ile yaptiklar invitro calismada, peroperatif meydana gelen

bobrek IR hasari iizerine dexmedetomidinin etkilerini arastirmislardir. Histopatolojik,
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immiinohistokimyasal ve biyokimyasal verilere dayanilarak, dexmedetomidinin renal
iskemi reperfiizyon hasarina karsi, bobrek korumasi amaciyla, profilaktik ya da
terapotik olarak kullanilabilecegi sonucuna ulamiglardir. Taniguchi ve ark (5), ratlarda
olusturdugu endotoksik sok modelinde, a- 2 adrenoseptor agonisti olan
dexmedetomidinin, giiglii antiinflamatuar etkisi ile TNF-a ve IL-6 seviyesini diisiirdiigii
ve mortaliteyi azalttigi gosterilmistir. Calismamizda da deksmedetomidinin
antiinflamatuar etkisi gosterilmis ve TNF-o ve IL-6 seviyesi IR grubuna gére diisiik

bulunmustur.

Wang ve ark (172) ile Murata ve ark (173) Karp kanallarinin agilmasiyla birlikte,
iskemik siirecte meydana gelen, mitokondriyal Ca*> birikiminin azaldigim ve iyon
kanalindaki bu degisikligin anti-apopitotik etkinlik gosterdigini bulmuslardir. Karp
kanallarinin agilmasi ile kardiyak iskemik hasardan korunma arasindaki iliski
gosterilmistir. Iskemi-reperfiizyon hasarmin bilinen patofizyolojik mekanizmalarinin
disindaki, Karp kanallar1 ve IR arasindaki baglant1 pek ¢cok iskemik mekanizmanin ve
ilacin, hasardaki etkinliginin aydinlatilmasinda yardimci olmustur. Dexmedetomidinin
iskemi reperfiizyon hasarina karsi kullamildigr bazi calismalarda, etki mekanizmasi
arastiritlmis ve Katp kanallart tizerinde durulmustur. Ishiyama ve ark (174) kopeklerde
yaptiklar1 invivo calismada, deksmedetomidinin Karp kanallar iizerine etkili oldugunu
ve serebral kan akimi degisikliklerini bu kanallar {izerinden olusturdugunu
gostermislerdir. Yamazaki ve ark (175) domuzlar iizerinde olusturduklari karaciger IR
modelinde, Karp kanal acicisi olarak nicorandil kullanmis ve ilacin IR hasarina kars1
hepatik koruma olusturdugunu bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizdaki karaciger IR
hasar iizerine dexmedetomidinin olumlu etkisinin muhtemel mekanizmalarindan biride,
Karp kanallarinin acilmasi ve hepatik korumaya katki saglamasi olabilir. Fakat daha net

veri ve bilgiler i¢in ileri ¢calismalar gerekmektedir.

Flumazenilin, akut ve kronik karaciger disfonksiyonu ile iligkili, beyin
fonksiyonlarindaki bozukluk olan hepatik ensefalopatide etkin oldugunun goriilmesi ve
hepatik ensefalopatide oksidatif stresin roliiniin bilinmesi ilacin bu yondeki etkisinin
arastirtlmast merakint dogurmustur. Kosenko ve ark (102), amonyum asetat
uyguladiklar ratlarda, flumazenil kullanimu ile birlikte, beyin ve karacigerde glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinin 6nemli bicimde

azaldigim gormiislerdir. Zhang ve Yao (9), flumazenilin kardiyomiyositlerde hiicre
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Olimiini azalttigint rapor etmislerdir. Rivo ve ark (176) calismalarinda tavsanlara
uygulanan rejyonel myokardial iskemi ve sonrasinda olusturulan reperfiizyon hasari
tizerine flumazenil ve midazolamin etkileri Kkarsilastinlmistir ve flumazenilin
postiskemik hidroksil radikalleri olusumunu ve infakt sahasimi azalttigi gosterilmistir.
Bu calismada iskemik peryottan dnce flumazenil kullanimi ile kardiyoprotektif etkiler
elde edilmistir. Flumazenilin kardiyomyositler tizerindeki bu olumlu etkileri adenozin,
asetilkolin, Karp kanallari, ROS ve protein kinaz C gibi ¢ok sayida paralel endojen
sinyal yollar ile ilgili goziikmektedir. Benzodiazepinlerin etkileri temelde ozellikle
santral sinir sisteminde lokalize reseptorler iizerinde goriiliirken, periferal benzodiazepin
reseptorleri diye anilan ve ozellikle kalp ve karaciger gibi periferik dokularda bulunan
reseptorlerde goriilmektedir. Leducq ve ark (177), SSR180575 diye anilan ve kalbi IR
hasarina kars1 koruyan bir spesifik periferal benzodiazepin antagonisti gdstermislerdir.
Ayrica, bu calismalarinda mitokondrideki benzodiazepin reseptorlerinin identifiye
edilmislerdir. Hai ve ark (105) yaptiklar1 calismada, Karp kanallar acicisi olarak
tanimladiklar1 nikorandil adli ilac1 karacigerde olusturduklar1 iskemi reperfiizyon
hasarina karst kullanmiglardir. Nikorandilin karacigerdeki olumlu etkilerini rapor
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda flumazenil, IR grubunda gosterdigimiz hasara karsi
etkin bulunmustur. Hasarin gostergesi olarak kullandigimiz aminotransferazlar ve LDH

diizeylerini anlaml bir sekilde azaltmistir.

Calismamiz, kullandigimiz biyokimyasal ve histopatolojik verilere gore, NAC,

flumazenil ve deksmedetomidinin hepatik IR hasarini azalttigin1 gostermektedir.
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6. SONUCLAR

. Hepatik IR hasarinda, cesitli mekanizmalarla etkinlik gosteren NAC, bizim

calismamizda da hasar iizerine etkili bulunmustur.

. Deksmedetomidin, karaciger IR hasarinda ilk kez kullanilmis, biyokimyasal ve

histopatolojik olarak etkin bulunmustur.

. Flumazenil, karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda biyokimyasal ve

histopatolojik olarak etkin bulunmustur. Fakat NAC ve deksmedetomidine gore

daha az etkili oldugu soylenebilir.

. Total antioksidan denge ile total oksidan denge arasindaki oran olan OSi’nin
Sham grubu ve IR grubu arasinda anlamsiz olmasi, hepatik IR hasarinda
oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin patofizyolojideki dnemini
sorgulamamiz gerektigini gostermistir. Bu konuda ileri calismalar, hepatik IR

hasarinin tedavisindede yol gosterici olabilir.

. Calismamizda, NAC, deksmedetomidin ve flumazenil, R grubunda ki
histopatolojik hasar1 (vakuolizasyon, siniizoidal dilatasyon ve apopitoz/nekroz )

gore anlamli olarak azaltmistir.

. Calismamiz, kullandigimiz biyokimyasal ve histopatolojik verilere gore, NAC,

flumazenil ve deksmedetomidinin hepatik IR hasarin1 azalttigin1 gostermektedir.
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