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OZET

LEVOSIMENDAN VE N-ASETILSISTEIN’NIN KARACIGER
ISKEMI/REPERFUZYON HASARINA OLAN ETKIiSININ DENEY HAYVAN
MODELINDE INCELENMESi

Bu calismada amacimiz ratlarda olusturulan karaciger iskemi/reperfiizyon
modelinde; bir inotropik ajan olan levosimendan ile bir antioksidan ve
glutatyonun 6ncist olan N-asetilsisteinin karaciger iskemi/reperflizyon
hasarina olan etkilerini incelemektir. 38 rat randomize 5 gruba ayrildi.
Gruplara iskemi oncesinde belirlenen miktar ve sirede serum fizyolojik, N-
asetilsistein, Levosimendan ve N-asetilsistein ile Levosimendanin yukleme
dozlar verildi ve inflzyon ¢calisma sonuna kadar devam etti. Hepatik pedikdil
atravmatik damar klembi ile ligate edildi ve 60 dk iskemi olusturuldu.
Sonrasinda klemp acildi ve 60 dk reperfuzyon saglandi. Deney sonrasi
alinan karaciger doku orneklerinden histopatolojik inceleme yapildi ve doku
MDA ve MPO bakildi. Alinan kan drneklerinden ise serum TNF-a, AST, ALT
ve MPO duzeyleri calisildi. Histopatolojik hasar skoru, plazma MPO, AST,
ALT, ve doku MPO degerleri ¢galisma gruplarinda kontrol grubundan anlamli
duguk bulundu. Calismamizin sonuglarina baktigimizda karaciger iskemi
reperflizyon hasarinda N-asetilsistein ve levosimendanin ayri ayri ve birlikte
kullanimi inflamasyon ve oksidatif stresi baskilayarak karaciger iskemi

reperflzyon hasarini azaltmakdadir.

Anahtar Kelimeler X Rat, oksidatif stres, inflamasyon,
antioksidan
Yazar : Hv. Tbp. Kd. Utgm. Serkan SUAKITICI

Danigsman : Prof. Tbp. Kd. Alb. Sezai OZKAN



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF
LEVOSIMENDAN AND N-ACETYLCYSTEINE ON LIVER
ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY

Our aim in this study, to examine effects of levosimendan, which is a
inotropic agent in phosphodiesterase inhibitors group and N-acetylcysteine
which is an antioxidant and glutathione precursor, on hepatic ischemia /
reperfusion in rat model. 38 rats were divided randomly into five groups.
Before ischemia normal salin, levosimendan, N-acetylcysteine,
levosimendan with N-acetylcysteine were given in calculated dose and
specified time for loading dose and infusion continued to end of the
study.Hepatic pedicle was ligated with atraumatic vascular clamp and
ischemia was induced in 60 minutes. After clamp was opened and 60
minutes reperfusion was performed. After the experiment, liver tissue
samples were taken, examinated about histopathological and tissue MDA
and MPO. Blood samples were taken from the serum, TNF-a, AST, ALT
and MPO levels were examinated. Histopathological and serum AST, ALT,
MPO and tissue MPO levels were found significantly decreased in the study
groups than control. Looking at the results of our study, N-acetylcysteine
and levosimendan reduce hepatic ischemia-reperfusion injury, when used

together or alone by suppression of inflammation and oxidative stress
Key Words . Rat, oxidative stress , inflammation, antioxidant
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1. GIRIS

Arter veya veno6z kan akiminin azalmasi yada tamamen durmasina
bagli yetersiz perfizyon sonucu, doku veya organlarin oksijen (O;)den
yoksun kalmasi durumu iskemi olarak tanimlanir. iskemi hiicresel enerji
depolarinin  bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesine bagh geri
donusumll veya donusumsuz hucre hasari olusturarak hucre olumuine yol
acmaktadir.

iskemi reperfizyon hasari (IRH), hipoksik organin tekrar
oksijenlenmesi ardindan ortaya cikan hucresel hasarlanmadir. Karacigerde
IRH ilk kez 1975'de Toledo-Pereyra ve arkadaslarinin deneysel olarak
gercgeklestirdikleri karaciger naklinde gozlenmistir. Nakledilen karacigerde
ilerleyici trombozis, konjesyon ve organ yetmezligi ile sonuglanan greft
nekrozu gelismigtir (1).

Karaciger iskemisi nakil cerrahisi disinda, travma, kanser, safra yolu
tikanmalari ve darliklari nedeniyle ameliyat edilen hastalarda, ayrica cerrahi
girisim olmaksizin bir hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben
olusabilmektedir. Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasarina yol agan
bircok mekanizma ile meydana gelir.

Karaciger IRH mikroskopik olarak incelendiginde santral nétrofil Iokosit
infiltrasyonu, boélgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon, sinuzoidler ve kilcal
damarlarda genisleme, bodlgesel hepatoselller vakuolizasyon, hepatosit
sismesi gibi degisiklikler gorular (2, 3).

IRH’'den sorumlu oldugu diisiiniilen patofizyolojik mekanizmalari bloke
edebilecegi dusundlen bircok hepatosit koruyucu ajan; allopurinol, a-
tokoferol, mannitol, dopamin, prostoglandin, aktive karbon hemoperfizyonu,
glukagon, melatonin, karnitin, klorpromazin, aprotonin, metilprednizolon,
deferoksamin, siklosporin, katalaz, aspartik asit, ubiquinon, trombosit aktive
edici faktér antagonistleri, adenozin trifosfat (ATP), verapamil, nifedipin,
stiperoksit dismutaz tanimlanmis ve bunlarin iRH Uzerine iyilestirici etkileri

deneysel iskemi/reperfiizyon (iR) modellerinde arastiriimistir (4).



N-asetilsistein (NAS)'in antioksidan 6zelligi ortaya konmustur. Sistein,
elektron vererek organik molekulleri indirgeyen, sulfur igerikli, thiol grubu bir
antioksidandir. Thiol grubu antioksidanlar myoglobin oxoferil kompleksini
etkili bir sekilde indirgerler. NAS glutatyon preklrsori ve analogu olarak
mukolitik, oksidatif stres kaynakli hastaliklar, ¢esitli solunum yolu hastaliklar
ve sepsiste koruyucu ve tedavi amagl kullaniimaktadir.

Levosimendan, akut ve dekompanze kalp yetersizliginin tedavisinde
kullanilan kardiyovaskdiler bir ilactir. Kontraktil proteinlerin kalsiyum (Ca**)a
duyarlih@ini artirarak pozitif inotropik etki saglarken, potasyum (K*) duyarl
ATP kanallarini agarak vazodilatasyon ve antiiskemik etki olusturur (5).

Biz bu calismamizda deneysel karaciger iskemi reperflizyon modeli
olusturarak NAS ve levosimendanin ayri ayri ve birlikte karaciger iIRH’a olan

etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karin boslugunun Ust tarafinda sag hipokondrium ve epigastriumdan
sol hipokondriuma kadar uzanan karaciger vicut agirhginin yaklasik %2’sini
olusturur. 1200-1600 gr arasinda degisen agirligi ile karaciger vicudumuzun
en buylk organidir. Karaciger “Glisson Kapsullu” adi verilen peritonla
ortaludur. Karaciger arka-alt boluminde hepatik venlere ve v.cava inferiora
yakin bolima peritonsuzdur ve buraya ciplak alan (bare area) olarak
adlandiriir. Karacigerin viseral ve diyafragmatik olmak Uzere iki yuzu
bulunur. Diyafragmatik ylz Ustte diyafram ile komsu iken viseral yuz; hepatik
fleksura, transvers kolon, duodenum, safra kesesi, mide ve 6zefagus ile
komsudur (6, 7).

Fransiz cerrah Couinaud’'un 1957 yilinda yapti§i fonksiyonel anatomi
tarifi karacigerin segmental anatomisi icin en uygun olanidir. Orta hepatik
venin bulundugu hat cantlie gizgisine uyamaktadir (ana fissur). Cantlie gizgisi
karacigeri iki ana loba ayirmaktadir. Sag karaciger lobu sag hepatik venin
bulundugu portal fissir ile anterior (anteromedial) ve posterior
(posterolateral) sektorlere ayrilmaktadir. Hepatik fisstrler sag karacigerdeki
sektorleri inferior ve superior segmentlere ayirmaktadir. Sol karaciger sol
portal fissur ile medial ve lateral sektorlere ayrilir. Bu tarife gbre posterior
sektdr segment 2’den, sol medial sektor segment 3 ve segment 4’ten, sag
anterior sektor segment 5 ve segment 8'den, sag posterior sektor ise

segment 6 ve segment 7’den meydana gelir (8) (Sekil 2.1.).



Sekil 2.1. Karaciger segmenter anatomik gorunumu (9).

Karacigerin kan akimi 100-150 ml/kg/dk’dir. Karacigerin arteriyel
beslenmesi trunkus c¢oliakusun bir dali olan ve a.hepatika kommunis'ten
cikan a.hepatika propria ile saglanir. A.hepatica propria hepatoduodenal
ligaman iginde vena porta ve koledok ile birlikte seyretmektedir. Porta hepatis
seviyesinde sag ve sol iki dala ayrilir. Vena portanin dallar ile birlikte
karaciger icinde dagilir. Hepatik arter karaciger kanlanmasinin %20’sini
saglarken oksijenlenmenin ise %50’sini saglar (7).

Karacigerin portal ve hepatik iki ana grup veni vardir. Portal ven;
splenik ven ve superior mezenterik venin pankreas boynu hizasinda
birlesmesi ile olugur. Hilusta sag ve sol iki dala, bazen de U¢ dala ayrilir.
Portal ven karaciger icinde segmentlere gore dagilir. Portal ven akimi,
karacigerin kanlanmasinin %80’ini saglarken oksijenlenmesinin ise %50’sini
saglar (10). Sentral venler birleserek vena hepatikalari olusturur. Sag hepatik
ven karaciger sag lobunun kanini v.cava inferior'a bosaltir. Sol hepatik ven



karaciger sol lobunun 2. ve 3. segmentlerinin kanini alir ve orta hepatik venle

birlestikten sonra v. cava inferiora dokulur (6, 8).

2.2. Karaciger Histolojisi

Hepatositler karaciger hdcrelerinin yaklasik %60-70’ini
olusturmaktadirlar. Hepatositler polihedral sekilli, 6-8 yuzeyi olan yaklasik
olarak 20-30 um caph hucrelerdir. Merkezi yerlesimli 1 yada 2 nukleolusa
sahiptirler. Fonksiyonu itibari ile bol miktarda endoplazmik retikuluma,
ribozom ve golgi cisimcikleri vardir. Olduk¢a fazla sayida mitokondri
bulundurmaktadirlar. Endoplazmik retikulum, ribozom organelinin varlig: ya
da yokluguna gore granulli ya da granulsuz olarak adlandiriimaktadir. Genel
olarak granulli formu protein sentezinden sorumludur. Granulstz formu
hepatositlerde 06zellikle safra yapimi, salgilanmasi ve toksik maddelerin
detoksifikasyonundan sorumludur (11).

Endotelial hucreler karaciger hacrelerinin  yaklagik  %20-30’unu
olusturmaktadir. Karaciger fonksiyonel Unitesindeki sintzoidler, endotel
hdcrelerinin bir araya gelerek baglanmasiyla olusturduklari tubuler yapilardir.
Endotel hucrelerinin arasindaki baglantilar genis porlar icermektedir. Disse
araligina gegen mayi, endotel hicreleri arasindan suzilerek ya da primer
endotel hdcrelerinin aktif transportu ile protein ve elektrolit transferiyle
olusturulmaktadir (12).

Epithelial kokenli hepatositler bir araya gelerek karacigerin en kuguk
yapisal birimi ve fonksiyonel Unitesi olan lobulleri olusturur. Lobuller yaklagik
0,7 x 2 mm boyutlarinda poligonal yapilardir. Lobuller birleserek loblari
meydana getirir. Karaciger lobullerinin sinirlarini belirleyen, hilustan organ
icine giren ve parankimi odaciklar seklinde bdlen glisson kapsuludur.
Segmentler ise icinde birden ¢ok lobul barindiran, sinirlarini vaskuler ana
dallarin belirledigi, cerrahi prosedur i¢cin 6énemli olan ve karacigeri topografik
olarak alanlara bodlen Unitelerdir. Lobduller arasindaki yakin komsuluga
ragmen her bir lobulin ¢evresinde bir portal bosluk bulunur. Bu bogslukta her
bir lobll icin 3—6 adet portal triad yer alir. Portal triad venul, arteriol ve safra

kanali icerir. Ek olarak lenfatiklerde bu portal boslukta yer alir (13).



Lobdlin ortasinda bir santral ven yer alir ve hepatositler bu venden
portal bosluga dogru bir veya iki kat hidcreden olusan isinsal bir dizilim
gosterir. Bu hepatosit dizileri arasinda kapiller ag igeren sinuzoidler bulunur
(Sekil 2.2.). Hepatositler ile kapiller endotel hiicreleri arasinda disse arahgi
bulunur. Hepatositlerin mikrovilluslari bu aralia uzanirken, kapiller endotel
yuziundeki porlarda bu arahga acilir. Bu 0zel porlu yapi sayesinde
hepatositler ile kapiller damarlar arasinda makromolekll transferi

gerceklesebilmektedir (13).
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Sekil 2.2. Karaciger lobul yapisi (14).

Vucudun retikuloendotelial sisteminin  onemli bir kismini kupffer
hicreleri olugturmaktadir. Karacigerin doku makrofajlaridir ve karaciger
sinuzoidlerinin  ylzeyini dosemektedirler. Karacigerin primer fagositer
hicreleri olma 06zelligi ile dolasimdan, barsaklardan ve kolonik floradan
dolasima katilan bakteri, viris ve endotoksinleri etkisiz hale getirirler (7).

Presinuzoidal Hiicreler ( ito Hiicreleri ), sinuzoidleri olusturan endotel

hicrelerinin - hemen altinda yer alir. Sinuzoidlerin kan akiminin



duzenlenmesine, kasilip gevseyerek katkida bulunurlar. Yapilan mikroskopik
bakilarda yag vakuollerince zengin oldugu igin A vitamini deposu olduklari
dusundlmektedir. Ayni zamanda kollajen Uretimi ve depolanmasindan da
sorumludurlar. Bu sebeple hepatit zemininde gelisen fibrozisten sorumlu
tutulmaktadirlar (15).

Karaciger sinuzoidleri ve disse araligi sinuzoidleri olusturan endotel
hicreleri ile hepatik lobuldeki 1sinsal dizilimli hepatositler arasindaki
interstisyel bosluga disse arali§i adi verilmektedir. Sinuzoidlerden kanin
gegisi esnasinda disse araligina plazma sivisi akmaktadir. Hepatik lobul
koselerindeki bag dokudan zengin olup iginde portal triadi bulunduran ve
kiernan araligi adi verilen bdlgede lenfatik damarlar mevcuttur. Disse
araligina gecgen plazma sivisi, hepatositlerin metabolik artiklari, yuksek
molekul agirlikl proteinler, kolesterol ve yag asitleri bu lenfatiklere drene
olmaktadir (16).

2.3. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger tarafindan Uretilen safra, basta biluribin olmak Uzere safra
boyalari, safra asitlerinin bagh tuzlari, fosfolipidler, kolestrol, protein,
elektrolitler, su ve birgok metabolitin karisimindan meydana gelen sulu,
karmasik bir ¢ozeltidir. Osmolalitesi plazma gibi 300 mOsm/kg’'dir. Glnde
yaklasik olarak 600 ile 1000 ml arasinda safra salinimi olur. Safra asitleri,
karaciger tarfindan kolestrolden sentez edilir ve kolestrolin vucuttan atildigi
baslica yol safra ile olur.

Bagirsaklardan emilen pentoz ve heksozlar karacigerde vucuttaki en
onemli karbonhidrat depolama sekli olan glikojen haline getirilir. Bu da
glikojenez olarak adlandirlir. Tam tersine karaciger glikojeni pargalayarak
vucut icin gerekli glikozu saglayabilir. Bu igleme ise glikojenoliz adi
verilmektedir. Karaciger glikozu heksoz monofosfat Uzerinden c¢esitli
sekillerde kullanilan pentozlara donusturar.

Karaciger ayni zamanda yag asitleri ile nétral yaglari sentez ve
katabolize eden bir organdir. Yag asitleri 4 karbonlu keton cisimciklerine ve

aktif asetat gibi 2 karbonlu bilesiklere donusturulur. Benzer sekilde gliserol de



parcalanarak aktif asetata donusturalir. Kolestrol sentezi ve esterlestiriimesi
temel olarak karacigerde meydana gelen olaylardir. Karaciger fosfolipid ve
lipoproteinlerin de sentezinde ve pargalanmasinda da onemli rol oynar.

Karacigerde cgesitli proteinler aminoasitler kullanilarak sentez edilir.
Deaminasyon yoluyla aminoasitlerden seker ve yag asitleri de meydana
getirilebilir. Transaminasyon yoluyla azotlu olmayan bilesiklerden aminoasit
uretilebilir. Albumin ve globdlinin Uretildigi tek organ karacigerdir. Protein
metabolizmasinin son urind olan Urenin yapildigr en onemli yerlerden biridir.
Beta ve gamma globdlin gibi globinler de karacigerde Uretiltir.

Pihtilasmada rol oynayan proteinlerin ¢cogu karacigerde sentez edilir.
Bu pihtilagsma faktorleri fibrinojen, protrombin ve faktér V, VII, VI, 1X, X, Xl
ve XlI'dir. Protrombin, faktor VII, IX, ve X’nun yapimi i¢in K vitamini gereklidir.
Bununla birlikte karaciger kandaki plazminojen aktivatorlerini uzaklastirarak
kontrolsuz fibrinoliz olayina engel olur.

Vitaminlerin tamami karacigerde depolanir ve karaciger tarafindan
kullanilir. A, D, E, K, ve B12 vitaminlerinin de ana deposu karacigerdir.

Karaciger ayni zamanda vilcudun detoksifikasyon merkezidir.
Karaciger oksidasyon, rediksiyon, metilasyon, asetilasyon, esterifikasyon ve
konjugasyon gibi islemlerle, steroid hormonlar gibi i¢ kaynakh, ilag ve
kimyasal madde gibi digkaynakli bircok maddeyi yilkima veya degisime
ugratir.

Karaciger retiklloendoteliyal sistemin bir pargasi olan kupffer hicreleri
aracihigl ile bakterilerin ve diger artiklarin fagositoz yoluyla kandan
temizlendigi bir organdir.

Karacigerin yapilan kan akimi olgumleri, kalp dakika hacminin dortte
birinin karacigere gittigini ortaya koymustur. Bu da normal bir kigide dakikada
ortalama 1500 ml lik bir kan akimi anlamina gelir. Karaciger kan akiminin
yaklasik dortte biri a.hepatikalar tarafindan saglanir. Diger kismi ise vena
porta tarafindan saglanir. Vena porta i¢ basinci ortalama 7-10 mmHg
kadardir. A.hepatika icindeki basing ise, sistemik arteriyel basin¢ kadardir.
Karaciger sinuzoidlerinde ise basing, ortalama 4-8 mmHg’'ya kadar duser.

V.hepatikalardaki basin¢g 3-6 mmHg kadardir. V.cava igerisinde basing ise,



diyafragma diuzeyinde 2-5 mmHg kadardir. Bu basing farklari kanin kalp
yonunde akmasini saglar. Vena porta kaninin oksijen igerigi sistemik vendz

kana oranla daha yuksektir (17).

2.4. iskemi

Iskemi, arteriyel veya vendz kan akimi azalmasi veya tamamen
kesilmesi ile organ veya dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik Urtnlerin yine dolasim tarafindan
uzaklastirlamamasi olayidir (18, 19). iskemi, organi perflize eden kan
akimindaki azalmaya bagl olarak gelisen geri donusumlu veya donusumsuz
hicre hasarina yol acgabilir. Yine iskemi sonucu hicresel enerji depolarinin
bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikimi sonucu hicre olimu meydana
gelebilir (22, 23).

iskemi sirecinde dokudaki oksijen bagimli metabolik siirecler
calisamamakta ve oksidatif fosforilasyon yapilamamaktadir. Ayrica
mitokondrial elektron transport zinciri efektif calisamamaktadir. Anaerobik
mekanizmalarla glikoliz surecinde ATP Uretiimeye calisilir ve laktik asit
birikimi olur ve asidoz geligir. Hucrenin canhligini korumasi i¢in gerekli enerji
ATP ile saglanmaktadir. ATP Uretiminin yetersizligi ATP’nin adenin ve
hipoksantine kadar yikimi ile sonuglanmaktadir. Bu yikim beraberinde ROT
(reaktif oksijen tlrevleri)un olusumu ile sonuglanmaktadir. ATP’nin
yetersizligi ve sonucunda olugsan ROT, hicre hasarini olugturmaktadir (Sekil
2.3.) (20-23).
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Sekil 2.3. iskemide hiicresel degisiklikler

iskemi nedeniyle gerekli enerjinin saglanamamasi hiicre membraninda
bulunan ATP bagimli Na*/K* pompasinda iglev yetersizligine yol agarak K*'un
hiicre disina gikamasina ve sodyum (Na®) ve klor (CI) iyonlarinin hiicre igine
giremesine neden olur. Olusan iyon dengesizligi hlicre igerisinde izoozmotik
su birikimiyle akut hucre sigsmesine neden olur. Anaerobik glikoliz sonucu
olusan asidoz, karbondioksit (CO) birikimiyle olusan karbonik asit (H,CO3)
ile daha da derinlesir (24).
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ATP bagimh ¢alisan diger bir pompa ise ekstrasellller ve intrasellller
Ca'™u dengelemektedir. ATP metabolizmasi sonucunda, hiicre iginde
adenozin monofosfat (AMP) konsantrasyonunda artis olur. intraselliiler Ca™
artisi sonucunda proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olur.
Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik asit olusumu ile sonuglanir. Aragidonik
asit direk etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest radikal
olusumunu arttinir (18, 24) (Sekil 2.4.). Hucre igerisinde olusan bu sitotoksik
olaylar sonucunda ribozomlar granulli endoplazmik retikulumdan ayrilir.
Polizomlar monozomlara pargalanir ve protein sentezi azalir. Bu agsamadan
sonra iskemi hala devam ederse geri donusimsiz zedelenme ortaya ¢ikar.

++

Hasara, mitokondrilerde siddetli vakualizasyon ve matrikste Ca""’dan zengin

sekilsiz yogunluk birikimi eglik eder (24).

ZEDELEYIiCi AJAN

HUCRE

ENDOPLAZMIK
RETIKULUM

/ MITOKONDRI

+ Ca +H
Ca Ca

sitoplazmik Ca™ artigi

‘ ATPaz ‘ ‘ Fosfolipaz ‘ Endontikleaz

ATP azalmas Fosfolipid Membran ve hiicre Nitkleer kromatin
azalmas iskelet proteinlerinin hasari
parcalanmasi

Sekil 2.4. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik Ca™" artiginin sebepleri ve
sonuglari (24).
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Uzamis hipoksi; membran potansiyeli, iyon gecisi ve endotelyal
hicrelerin  iskelet yapisini  bozmakta ayrica intraselliler voliumu
arttirmaktadir.

Membran hasarinin potansiyel nedenleri (18) :

1. Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: iskemiye bagh Ca™ artigi ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu yikimin artmasina yol agabilir.

++

2. Hucre iskelet anormallikleri: Hucre ici Ca’un artmasi ile aktive olan
proteazlar hiicre ¢atisina zarar verebilirler.

3. Serbest oksijen radikalleri: indirgenmis O, tiirevleri hiicre membranina ve
elemanlarina zarar verirler. Serbest oksijen radikalleri iskemik dokularda,
Ozellikle kan akiminin duzelmesinden sonra artar ve buyuk olgude
reperflizyon sirasinda zedelenme alanina gelen polimorfonikleer I6kositler
(PMNL) tarafindan olusturuldugu disunulmektedir.

4. Lipid yikim dGrdnleri:  Fosfolipidlerin - pargalanmasi sonucu iskemik

hlcrelerde biriken bu triinler membranlar Gzerinde hasar olusturur.

2.5. Reperfuzyon

iskemik dokulara kan akiminin yeniden saglanmasi ile geri déntsiml
hasarlanan hucreler onarilirken, geri donusimsuz hasarlanan hacreler
etkilenmez. Bununla beraber iskemik hasarin sure ve siddetine gore birgok
hlcre nekroz ve apopitozis nedeniyle dlebilir.

Reperfuzyon, iskemiye yol acan etkeni ortadan kaldirir ve dokuya kan
akimini yeniden saglar. Bir yandan dokunun enerji dengesini diuzeltirken
diger taraftan metabolik artiklarin uzaklastirilmasina yardimci olur. Bununla
birlikte reperfizyon ayni zamanda iskeminin yarattigi hasari daha da
artirabilir.

Reperflzyon hasari; endotelyal faktorler, serbest oksijen radikalleri ve
notrofiller arasindaki iligki ile meydana gelir. Hasari asil tetikleyen olayin
endotel hucrelerindeki zedelenme oldugu tahmin edilmektedir. Tam olarak
mekanizmalari agik olmasa da iskemik dokularin yeniden kanlanmasinin

daha fazla hasar olusturabilmesi sdyle aciklanabilir:
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1. Kan akiminin yeniden saglanmasi ile etkilenen hucreler henltz kendi iyonik
cevrelerini tam olarak duzeltememigsken yuksek konsantrasyon kalsiyumla
kargi kargiya kalir ve artan hicre igi kalsiyum hucre butunligunun kaybina
neden olur.

2. Hasar gormus hucrelerin yeniden kanlanmasi iltihabi hicrelerin yeniden
bolgeye gelmesine neden olur. Bu hidcreler membran hasari yaninda
mitokondrial permabilite gegigini biraz daha artiran yuksek duzeylerde
serbest oksijen radikallerini aciga c¢ikartir. Etkilenmis fakat henliz yasayan
hicrelerde mitokondri hasari tam olmayan oksijen azalmasini ve bdylece
serbest radikal turevlerinin Uretiminin artmasini saglar. Bununla birlikte
iskemik olarak zedelenen hucrelerde antioksidan savunma mekanizmalari da
etkilenmistir (25).

Yapilan bir ¢alismada IR hasarinda sorumlu mediyatérlerin serbest
oksijen radikalleri (SOR) oldugu gosterilmisti. ReperflUzyonun baslamasi ile
reoksijenasyon sirasinda |lokosit, endotel ve parankim hicrelerinden serbest
oksijen radikalleri salinirlar. SOR’leri mitokondrilerdeki permabiliteyi bozar ve
hiicrenin ATP Uretimini engelleyerek hiicre 6limine neden olur. iskemik
hasar, parankim ve endotel hucrelerinden sitokinlerin ve adezyon
molekullerinin salinimi dokuya PMNL’leri ¢eker ve daha fazla hasara yol
acarlar (26).

Reperflizyonun saglanmasi ile birlikte sitotoksik olaylar serisi baslar.
Bu olaylari baslatan faktorlerin en 6nemlisi SOR'dir (33). Reperflizyon
sonucu dokuya kan ve O, saglanir. Dokuda iskemi suresince biriken
hipoksantin atilmaya calisilir. Oksijen varliginda ksantin oksidaz enzimi
aktive olarak SOR’ni olusturur (27) (Sekil 2.5.).

13
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Sekil 2.5. Reperfizyonda oksijen radikali olusumu (30).

2.5.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dig yorungelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron bulunduran molekillerdir. Son yillarda birgok hastalik olusumundaki
yapisal ve fonksiyonel bozukluklardan sorumlu tutulurlar. Oldukga aktif olan
bu molekuller, o6zellikle demir gibi gecis metallerinin varliginda ortaya
ciktiklarr gibi bircok agir metallere maruz kaliniminda ayrica metilmalonik
asid ve aminolevulinik asid gibi toksik maddelerin artigi durumlarinda da
miktarlar yUkselebilmektedir (28).

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem
de PMNL’ lerin hasarli dokuda birikmesine yol acar. Notrofil ve monositler
primer lizozomal granullerinde bir hemoprotein enzimi olan myeloperoksidaz
(MPO) igerirler. Notrofiller dolagimda bulunan PMNL’ lerin % 90’indan
fazlasini olustururlar. Dokuya gelen aktive PMNL’ ler MPO, elastaz, proteaz,

kollajenaz, laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarir. Bu
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enzimler dokudaki hasari arttirirken daha fazla radikal olusmasina neden olur
(29) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayh etkileri
(30).

Hucre ici molekullerin oksidasyonunun ¢ogunlugu iki elektronun
Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) veya Flavin adenin dintkleotid (FAD)
gibi uygun alicilara transfer edilmesi gseklinde olur. Son basamak olan
oksijenin suya reduksiyonu oksijene gugclu bir sekilde baglanan sitokrom c
oksidaz tarafindan katalizlenir. Bu islem sirasinda herhangi bir ara Urlin
olusmaz. Ancak oksijenin elektronik yapisi her defasinda bir elektron
eklenmesi ile rediksiyon olusturmaya yatkin oldugu igin ortaya ¢ikan oksijen

radikalleri hicresel hasara neden olurlar. Radikal oldukca etkin eslesmemis
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elektronu dis yoringesinde bulunduran bir molekll olarak tanimlanir. Bu
yorungeyi tamamlamak igin bagka bir molekulden bir elektronun koparildigi
zincirleme reaksiyonlara yol agar. Oksijene her defasinda elektron transfer
edilmesi superoksid anyonu, hidrojen peroksid ve hidroksil serbest radikali
olusumuna neden olur. Bunlar igerisinde hidroksil radikali lipid
peroksidasyonu ve diger toksik radikalleri olugturdugu igin en tehlikeli serbest
radikaldir. Hidrojen peroksid tek basina bir serbest radikal olmamasina
karsin, Fenton veya Haber-Weis reaksiyonlari yoluyla demir veya bakir
varliginda hidroksil radikali olusumuna yol acar (31, 32).

Hucredeki oksidatif islemler genellikle elektronlarin oksijene su
olusturmak amacl bir ara Urln salinmaksizin transferi ile sonuglanmasina
karsin, az miktarda oksijen radikali elektron transfer reaksiyonlarindan
kacarak olusur. Metal katalizi reaksiyonlara OH radikali veya demir-oksijen
turleri membrandaki ¢oklu doymamis yag asidlerini etkileyerek lipid
peroksidasyonuna neden olabilir. Bunun yani sira reaktif aldehidlerde
(malondialdehit gibi Urlnler) ortaya c¢ikar. Sitokrom P 450 sistemi de
endoplazmik retikulumda oksijen radikallerini Uretebilirler. Oksijen radikalleri
ayni zamanda bakteriyel enfeksiyon gibi inflamasyon olaylari sirasinda
hicrelerde Uretilir. Akut enfeksiyonda oksijen radikallerinin Uretilmesi ve
bakterinin éldurilmesi etkin bir islem iken, uzamis infeksiyonlarda fagositlerin
olmeye baslamasina bagli salinan toksik oksijen radikalleri ¢gevre hucreleri de
etkiler. Kozmik radyasyon, kimyasal madde, ilaclarin alinmasi ve sigara
kullanimi da reaktif oksijen turlerinin olusmasina 6nculuk eder (31).

Reaktif oksijen tlrleri hicrelerde bulunan her siniftan  ana
makromolekullerle etkilesip hasar yapabilir. Plazma ve membranda bulunan
fosfolipidler hidroksil radikali ile coklu doymamis yag asidinden bir hidrojenin
koparilmasi ile baslayan, bir serbest radikal zincir reaksiyonu olan lipid
peroksidasyonuna ¢ok duyarldirlar. Ortaya ¢ikan lipid radikalleri, oksijen ile
etkilesip lipid peroksi radikallerini ve malondialdehit (MDA) olustururlar. MDA
suda ¢o6zundr bir molekul olup kandaki duzeyleri dl¢ulebilir.

Lipid peroksidasyonunun en onemli etkisi, membran gegirgenligini

artirarak, kalsiyum ve diger iyonlarin hicre igine gegmesi sonucu hicrede
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sisme meydana getirmesidir. Benzer bir gegirgenlik artisi da hicre organel
membranlarinda olur, iyon dagihmi bozulur ve hucre ici harabiyet meydana
gelir. Oksijen radikallerinin en 6nemli etkisi hem mitokondriyal, hem de
cekirdekteki deoksiribonukleik asit (DNA)'in hasarlanmasi sonucu olusan
mutasyonlardir. Ferroz iyonlarinin nonspesifik olarak DNA’ya baglanmasi
hidroksil radikallerinin etkileyecegi bolgeyi belirleyebilir ve sonugta sarmal
kopabilir. Elektron transport zinciri toksik oksijen radikallerinin en buyuk
kaynadi oldugundan, mitokondriyal DNA oksijen radikal hasarindan daha
fazla etkilenir. NUkleer DNA tamir mekanizmasi kadar aktif ve etkili olan
koruyucu histon tabakasi yoluyla da hasardan korunurlar. Mitokondriyal DNA
hasari enerji metabolizmasini etkileyen mutasyonlarla sonuclanir (31-33).

Reaktif oksijen tlrevlerinin  en o6nemli intraselliler kaynagi
mitokondridir. Olusan bu reaktif oksijen tlrevleri mitokondriyal DNA'ya zarar
verir. Mitokondri elektron transport sisteminde superoksid uUreten iki bolgenin
bulundugu gosterilmigtir. Elektron tranport sisteminde kullanilan oksijenin
%1-2’si bu sekilde slUperoksid olusumu ile sonuclanir. Glikozun aerobik
solunumu ile yikilmasi sirasinda, tum anabolik ve katabolik sureclerde
molekuler diuzeyde elektron kagislari olur. Bu sirada bir miktar oksidan
molekuller ortaya c¢ikabilir (34).

Entoksikasyonlar, radyoaktivite, allerjik durumlar, travma, iskemi ve
hemoraji gibi durumlarda da elektron transport sisteminden kagaklar olur ve
oksidan molekuller olusur. Yine degisik mekanizmalarla hucre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarinin arttigi durumlarda oksidan enzimler aktive olur ve ¢ok
sayida mediatér ve oksidan madde olusmaya baslar (35,36). Nétrofillerde
hicre zarlarinda bulunan Nikotinamid adenin dinUkleotid fosfat-oksidaz
enzimi aracihgiyla molekuler oksijeni redikte ederek superoksid radikali
olusturabilir.

Aktive olmus noétrofiller ayni zamanda MPO enzimi salgilayarak,
hidrojen peroksit ve klorur iyonlarindan hipoklorik asit (HOCL) olugmasini
katalize ederler. HOCL, gugclu bir oksidandir ve sulfidril grubu veya nitrojen
iceren bilesikler ve DNA gibi bircok maddeyle kolayca reaksiyona girebilir
(36).
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Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen turlerinin olusmasina

yol agan endojen ve ekzojen kaynaklar bulunmaktadir (37).

Endojen kaynaklar:
. Mitokondriyal ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri
. Notrofil fagositoz sistemi
. Ksantin oksidaz sistemi
. Arasidonik asit metabolizmasi
. Enzimatik olmayan reaksiyonlar

. Lenfosit, fibroblast ve endotelden dizenleyici molekuller olarak salgilanma

~N O 0o B~ W N

. Diger oksidazlar
Ekzojen kaynaklar:
. lyonizan radyasyon (X-isini )
. Hepatotoksinler (Karbon tetraklorar )
. Ksenobiyotikler
. Redoks siklusu yapan maddeler

. Kemoterapdétikler (Adriamisin )

oo O b W N -

. Hava kirliligi, UV 1ginlari, sigara

IRH sonrasinda olugan serbest radikaller, viicudun mevcut enerji
uretim kaskadindaki oksidasyon-reduksiyon tepkimelerinin bir numarall
substrati olan Oy'nin radikalleridir. Metabolizmanin geregi olarak O,
mitokondrilerde sitokrom oksidaz sistemi ile elektronlari kaybederek H,O ve
COs; 'ye indirgenmektedir. Bu oksidatif metabolizma ile vicudun eneriji ihtiyaci
ATP’lerde depolanmaktadir. Bu reaksiyonlar sirecinde elektron kacgaklari
olabilmekte ve serbest radikaller fizyolojik stregte de olusabilmektedir (38).
Mevcut antioksidan enzimler fizyolojik slregte detoksifikasyon igin
yeterlidirler ancak IRH detoksifikasyon kapasitesini astigi icin ROT hasari
gorulmektedir. ROT olusumunda diger bir kaynak inflamatuvar hucrelerdir
(nétrofil, NK hiicre, makrofaj). inflamatuvar hiicreler bakteriyel ve viritik
hicrelerin lizisinde bu radikalleri kullanir. Nétrofiller ROT sentezi igin MPO

aktivitesini kullanir.
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ROT’lar hicrelere 4 ana mekanizma ile zarar verirler:
1. Membran lipid peroksidasyonu yaparak
2. Nonperoksidatif mitokondrial hasar yaratarak
3. DNA hasari yaratarak
4. Proteinlerde sulfidril gapraz baglarini olusturarak (12, 37, 39, 40).

2.5.2. Nitrik Oksit (NO) ve Endotelin (ET)

Endotelin vaskiler endotel kaynakli 21 aminoasitten olusan bir
vazokonstruktor polipeptiddir. Yapilan ¢alismalarda ET’nin 3 izotipi tespit
edilmistir ve farkh dokularda farkli miktarlarda sentezlenmektedir. NO
genellikle inflamasyon sirecinde nétrofiller, hepatositler, kupffer hiicreleri gibi
inflamatuvar hicrelerden sentezlenirler. Gulgli vazodilatator molekdllerdir.
NOS tarafindan L-Arjinin’den sentezlenmektedir. Tip1 n-NOS (ndronal), tip2
i-NOS (indUklenebilen), tip3 e-NOS (endotelial) olmak Uzere Ug izotipi vardir.
IR sirecinde etkin olan formu tip2 i-NOS’dur ve bunun sentezinin
dizenlenmesinde NF-kf etkilidir (41-43).

2.5.3. Sitokinler

Sitokin salgilanmasi kendi kendini denetler ve dizenler. Sitokinler
hedef hicrede membran reseptorlerine baglanarak etki ederler. Sitokinler,
inflamasyona verdikleri yone gore proinflamatuvar ve antiinflamatuvar olarak
iki ana gruba ayrilirlar. Proinflamatuvar sitokinler inflamasyonun
baslangicinda salinirlar, inflamasyonu agreve ederler, diger yardimci
sitokinlerin salinimi arttirirlar ve inflamatuvar hiicreleri aktive ederler. immiin
cevabin baslamasi ve sirdiiriilmesi icin gereklidirler. insan immiin cevabinda
temel proinflamatuvar sitokinler TNF-a ve IL-1’dir. Proinflamatuvar yardimci
sitokinler ise IL—6 ve IL-8'dir. Antiinflamatuvar sitokinler ise inflamasyonun
daha sonraki evrelerinde ve iyilesme surecinde salinirlar. Bunlar IL—4, 1L-10,
IL-11, IL-13'dur (44-46). Sitokinler etkilerini, gen ekspresyonunu
dizenleyerek gosterirler ve hlcrede sentezlenen maddelere yon verirler.
Kemik iligi Gzerine hematopoietik etkileri vardir. ilk etapta hiicre hasar ile

birlikte Kupffer hicrelerinin aktivasyonu ile TNF-a , IL-1 ve IL-6 sentezlenir
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(47, 48). TNF-a ve IL-1, IL-8 sentezini uyarir ve adezyon molekulleri sentezini
arttinr  (49-52). Yapilan c¢alismalarda, ratlarin karacigerinde iskemi-
reperflizyon sonrasi TNF-a Uretimi kontrol grubuna gore daha fazla tespit
edilmistir (53). TNF-a, IL-1 salinimini arttirr ve IL— 1 de noétrofillerden
serbest radikal salinimini tetikler (54). IL-1 ile TNF-a’nin inflamatuvar
mekanizmalar Uzerine sinerjistik etkileri vardir ve birbirlerinin etkilerini
potansiyalize ederler. IL—1’in yarilanma oémrlu 6 dakikadir ve kisa yarilanma

omru kandaki tespitini zorlagtirmaktadir.

2.5.4. Kemokinler

Kemotaktik sitokinler kemokin olarak adlandirilmaktadir. Kuguk
molekdl agirlikli (5-15 kD) bilesiklerdir. Akut ve kronik inflamasyonda
sitokinlerin yardimiyla salgilanirlar. Anjiojenik ozellikleri ile
neovaskularizasyona sebep olmaktadirlar. inflamasyonun kroniklesmesi
surecinde oldukcga fazla etkinlige sahiptirler. Platelet faktor—4, CINC (sitokinle
indUklenen noétrofil kemocgekicisi), MIP1-2 (makrofaj inhibitér protein), MCP—
1.2.3 (monosit kemogekicisi) bunlardan birkagidir (55).

2.5.5. Adezyon Molekulleri
inflamasyon siirecinde adezyon; adezyon molekiillerinin sentezlenmesi, kan
akiminin yavaslamasi, I0kositlerin vaskuller endotel hicrelerine affinitelerinin
artmas! ile olusmaktadir. Bu aktivasyonda sitokinler, kemokinler, lipid
mediatorler rol oynamaktadir. ICAM-1, ELAM-1, VCAM-1, selektinler,
integrinler bunlardan bazilaridir. ELAM-1 aktivasyonu TNF-a ve IL-1
salimimi ile artar. ICAM-1 IR modelinde siniizoidal endotel hiicrelerinden
sentez edilmektedir. Sentezleri, TNF-a ve IL—1 sitokinleri ile artar (56). IR
sonras! doku mikrosirkilasyonu yavaslar, inflamatuvar mediatorlerden ICAM-
1’in noétrofildeki karsiligi olan L-Selektin I6kosit membranindan tomurcuklanir

ve ICAM-1 ile birleserek I6kosit adezyon ve migrasyonunu gergeklestirir (57).
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2.5.6. Lipid Mediatorler (Arasidonik Asit Metabolitleri)

Arasidonik asit poliansatire bir yag asiti olup hicre membranindaki
fosfolipidlerde bol miktarda bulunmaktadir. Hicre membran fosfolipidlerinden
fosfolipazlarin aktivasyonuyla arasidonik asit sentezlenir ve lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ile katalizlenen iki ana yolaga yonelir. Arasidonik asit
siklooksijenaz yolaga girerse prostaglandin G2 ve prostaglandin H2
olusmaktadir. PGH2 c¢ok labil bir bilesiktir ve hemen stabil formlara déntisme
egilimindedir. PGH2 bulundugu dokuya gore farkli formlarda bulunabilir.
Ornegin plateletlerde TXA2, vaskiler endotelial hiicrelerde PGI2 formunda
bulunur. TXAZ2 platelet agregasyonunu artirir ve vazokonstriksiyona sebep
olur. PGI2 platelet agregasyonunu baskilar ve vazodilatasyon olusturur. Bu
iki mediatoér dolasimda denge halindedir. Siklooksijenaz yolak nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglarla baskilanabilmektedir. Lipooksijenaz yolak daha
ziyade notrofillerde kullaniimaktadir. Lipooksijenazlarin katalizledigi tepkime
ile AA’ten 5-HPETE sentezlenmektedir. 5-HPETE'den de I6kotrienler
sentezlenmektedir. Lokotrienler guclu kemotaktik ajanlardir,
vazokonstruktordurler ve vaskuler permeabiliteyi artirarak doku o6demine

sebep olurlar (58).

2.5.7. Notrofiller

Lokositlerin %60-70’ini olugturmaktadirlar. Enfeksiyon ve inflamasyon
halinde bu oran %90-95'lere kadar yikselmektedir. Nétrofiller iR hasarinda
kilit rol oynarlar. Reperfuzyonun erken donemlerinde sitokinler ve lipid
mediatorlerle aktive olan nétrofiller hasara ugramis bolgelerde toplanir. Bu
toplanma sitokin ve kemokinlerin tetikledigi adezyon molekullerinin
sentezindeki artisla saglanmaktadir. Notrofillerden salgilanan oksidazlar,
elastazlar ve proteazlar doku ve endotel hicre hasarini daha da
artirmaktadir. Noétrofillerdeki ROT sentezini myeloperoksidaz ve NADPH
katalizlemektedir (58).
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2.5.8. Kupffer Hiicreleri

Retikiloendotelial  sistemin  karacigerde bulunan hucreleridir.
Dolagsimdaki monositlerden koken almaktadirlar. Karacigerde fonksiyonel
unitede sinuzoidal endotelin hemen ustinde Ilumene bakar sekilde
dizilmektedirler (59). Tipik doku makrofajlaridir. Hepatik iskemi-reperfuzyon
modelinde reperfizyonla birlikte IL-1 ve TNF-a ilk Kupffer hucrelerinden

salgilanmakta ve hasari baslatmaktadir (60).

2.6. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Organizmanin fizyolojik ya da patolojik sureglerinde gorulen,
metabolizma dahilinde ya da patolojik safhada Urettigi ROT’u elimine etmeye
yarayan savunma mekanizmalaridir. iki ana grubu vardir. ilk grup serbest
radikal olusumunu engellemekte, ikinci grup ise olusan serbest radikalleri
detoksifiye etmektedir. intraselliler ya da ekstraselliiler olabilmektedirler.
ROT olusumunu dénleyen antioksidanlar SOD, katalaz, mitokondrial sitokrom

oksidaz, glutatyon peroksidazdan olusmaktadir (60).

2.6.1 Superoksit Dismutaz (SOD)

Patolojik ya da fizyolojik suregte, metabolizma sirasinda ya da hipoksi
sonrasinda, ortamdaki O, konsantrasyonundaki ani artisla birlikte O,'den
ksantin oksidaz enzimiyle slperoksit (O,) sentezlenmektedir. Siperoksit,
superoksit dismutaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla hidrojen peroksit
(H20>) Uretmektedir.

0O, +0, +2H SOD H>O, + O

SOD aktivitesi hiicre éGmrinin sonuna dogru azalmaya baglamaktadir. Bu
sebeple apopitozis mekanizmasinda rol oynadigi duasunulmektedir. SOD
enzimi kofaktér olarak metal iyonu tasimaktadir ve bu metal iyonunun

cesidine gdére 3 ana enzim tanimlanmistir. insanda 2 tipi mevcuttur. Sitozolik
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ve mitokondrial tipleri bulunmaktadir. Sitozolik tipinin yapisinda Cu ve Zn
iceren dimerik bir form bulunmaktadir (Cu-Zn SOD). Mitokondrial tipinde de
tetramerik formda Mn bulunur (MnSOD). Prokaryotlarda bulunan Fe igeren

bir izomer daha tanimlanmistir (61).

2.6.2. Katalaz

Dort adet hem grubu igeren hemoproteindir. Eritrositler katalaz
enzimini yuksek miktarlarda bulundurmaktadir. Katalaz enzimi antioksidan
etkinligin %98’inden fazlasini karsilamaktadir. Hidrojen peroksidi suya ve
oksijene indirger. Katalaz enzimi 2 ana mekanizma kullanir: Birincisi oksidatif
stresin dusuk oldugu dénemlerde peroksidatik reaksiyon, ikincisi ise oksidatif
stresin yuksek oldugu dénemlerde katalitik reaksiyondur (62).

Peroksidatif mekanizma;

H,0, + AH, | KATALAZ 2H,0 + A

Katalitik mekanizma;

2H,0, KATALAZ 2H,0 + O,

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz

Hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tetramerik
yapidadir. DoOrt selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Tepkime
sonucunda okside glutatyon (GSSG) olusmaktadir. Enzim aktivitesinin %60-
75’i hlcrelerin  sitoplazmasinda, %25-40'1 ise mitokondridedir. Enzim
aktivitesi eritrositler ve hepatositlerde ¢ok yiiksektir. intraselliiler lipidleri
peroksidasyondan koruyan en onemli enzimdir. Ayrica hlicre membraninda
olusan lipid peroksidasyonunda da etkilidir. ROT maruziyeti sonrasi

membranda fosfolipid hidroperoksitler olusur ve bunlari alkole indirgeyerek
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membran butunligunu korur. Bu enzime de fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilir (63-65).

H,0, + 2GSH GSH-Px > GssG + H,0

ROOH + 2GSH GSH-Px GSSG + ROH + H,0

Tepkime sonucunda olusan okside glutatyon, glutatyon rediktazin (GSSG-R)

etkisi ile tekrar glutatyona donusur.

GSSG + NADPH+H GSSG-R 2GSH + NADP™

2.6.4. Sitokrom Oksidaz

Oksidatif fosforilasyonun son basamagidir ve elektron transport
zincirinde bulunur. Bu mekanizma fizyolojik bir mekanizmadir ve ATP
uretiminde etkindir (66).

40, + 4H'+ de SITOKROM OKSIDAZ H,0

2.7. Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasari

Klinik olarak karaciger IRH siklikla transplantasyon, iskemik
serebrovaskuler olay, miyokard infarktlsl, sok, resusitasyon ve turnike
uygulamalari  sonrasinda goérulmektedir (67). Kompleks karaciger
yaralanmasi, timorler, kist ve granulomlarin cerrahisi esnasinda parankimal
kanamay! azaltma ve cerrahi teknigi uygulama kolayligi icin siklikla portal
triadin klemplenmesi olan pringle manevrasi tercih edilmektedir. Karaciger ile

ilgili cerrahi girisimler ve karaciger transplantasyonu gibi birgcok durumda
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gecici olarak kan akiminin durmasi ile iskemi, kan dolagsiminin tekrar
saglanmasi ile de reperfuzyon olusmaktadir.

Pringle manevrasi boyunca sicak iskemi suresinin uzamasi karaciger
perfuzyonunu bozarak hepatik nekroz ile sonucglanacak olaylar zincirinin
baslamasina neden olmaktadir. Pringle manevrasi organizmada
hemodinamik degisikliklere neden olmaktadir. Bu manevra sonrasi splenik
kanin porto-sistemik dolagima dénme olanadi vardir. Bu nedenle insanlarda
portal triadin klemplenmesinden sonra denek hayvanlarinda sikga gorulen
kardiyovaskuler kollaps gorulmez (68). Karacigerdeki iskemi ve IRH’|
azaltmak igin degisik metodlarda denenmistir.

Bunlar operasyon sirasinda aralikl portal triad klempaji yapilarak
perfizyonun saglanmasi (69) ve operasyon sirasinda karacigere topikal
hipotermi uygulamasi olarak sayilabilir (70). Karaciger tarafindan tolere
edilebilen normotermik iskeminin dst siuresi tam olarak bilinmemektedir.
Gunumuzde normotermik, elektif sartlarda yapilan hepatik cerrahide portal
triad klempajinda sicak iskemi zamaninin 90 dakikaya kadar uzatilabilecegi
kabul edilmektedir. iskeminin 90. dakikasindan sonra ise karacigerdeki
degisikliklerin geri donussuz oldugu da gesitli calismalarda gosterilmistir (71),
karaciger sicak iskemisini 30 veya 45 dakika takiben perflizyon olusturulan
rat modelinde kupffer hlcrelerinden reaktif oksijen radikallerinin saatlerce
salindigi gézlenmistir (72).

Karacigerdeki IRH'a yol agan fakt6rler oksijen radikalleri, l6kosit
migrasyonu ile aktivasyonu, endotelyal hicre hasari, mikrosirkilasyondaki
duzensizlikler ve koagulasyon sisteminin aktivasyonu olarak oOzetlenebilir.
Serbest radikaller hicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum ve
ekstraselliler kollajen matriks veya kontraktil proteinler gibi organellerde
bozukluklar, bunlar takiben kalsiyuma bagli mekanizmalarda bozukluklar
olusturur. Serbest sitozolik kalsiyumun artigi protein kinazlari, fosfolipazlari
ve diger yikici enzimleri aktive eder ve subselliler hasarin artmasina yol
acar.

Asiri Ca™ yuklenmesi, oksijen radikalleri ile baglayan hasari artirir.

Oksidatif stres hticre membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olur ve
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MDA agiga cikar (73). MDA lipid peroksidasyonunun en dnemli gostergesidir.
ROT’un en onemli etkisi hicre zari hasaridir. Bu hasari membran yapisinda
bulunan lipidleri perokside ederek géstermektedir. ilerleyici hasar sonrasi
savunma mekanizmalar yetersiz kaldiginda hucre zari pargalanir ve hucre
olumu gercgeklesir. Lipid peroksidasyonu lipid molekulleri arasindaki iki
ansature bag arasinda yerlesmis metilen grubundan H atomunun gikariimasi
ile lipidlerin denatire olmasidir. Olusan lipid peroksit, oksijen varliginda
peroksit ve hidroperoksite, sonra da daha kararli bir molekul olan MDA kadar
yikilir (74). Hicre membranlarinin hasarlanmasi hepatositlerin homeostazini
bozarak apopitoz veya nekroza neden olmaktadir (75).

Buyuk miktardaki serbest radikaller ve hizli kan akimi tromboz riskini
artirir, bu da karaciger hicre hasarinin buylimesine neden olabilir (76).
Mikrodolagimdaki bozuklugun sinuzoidal endoteliyal hicre hasari ve
endotelin ve NO gibi vazodilatator ve vazokonstriktér molekiller arasindaki
dengesizlige badli oldugu dusundlmektedir (77).

Karacigerde IRH iki fazda meydana gelmektedir:

1. Erken faz (0-2 saat); Ca'™ artisi ve serbest O, radikallerinin olusumu
etkilidir. intraselliler Ca™ diizeyi normal hepatosit fonksiyonunun devami igin
dénemlidir. Hicre icinde Ca’™ artisi hepatosit hasarini baslatan erken
mekanizmalardan biridir. Ayrica apopitoz ve nekroz yollarini da aktive eder.
iskeminin ardindan reperfiizyonun hepatositlerdeki Ca™ miktarini arttirdig:
g6sterilmistir. iskemi boyunca hiicrede Ca™ artisi saptanmazken reperfiizyon
sirasinda hizli bir Ca™" artisinin oldugu gérilmektedir.

2. Geg¢ faz (648 saat); notrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve
trombositlerin karacigere gocgu ile inflamasyon yaniti uyarimakta ve
sinlzoidal kan akiminda degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Hepatositlerdeki
hasar serbest O, radikalleri ve ekstraselluler sitokinler ile meydana gelir (22).
Karaciger iskemisini takiben sinuzoidal hicre apopitozu reperflizyon
sonrasinda hizla ortaya gikmaktadir (77).

Karacigerdeki IRH kolestazi indiiklemekte bu da erken ve genellikle
gegcici olarak safra sekresyonunda azalmaya neden olmaktadir. Safra

akimindaki bu degisiklikler artmig ALT ve AST duzeyleri, karaciger MPO
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aktivitesi ve serum bilirubin degerleri ile beraberdir. MPO IR modelinde
olusan PMNL hasarinin en dnemli parametrelerinden biridir. Yapisinda -hem-
grubu ihtiva etmektedir. PMNL’nin hasardaki etkinligi, sentezledigi superoksit
radikallerinden kaynaklanmaktadir. MPO enzim aktivitesi de suUperoksit
radikali olusumunu katalizleyen enzimdir ve NADP’yi kofaktor olarak
kullanmaktadir. Yapilan model c¢alismalarda ve inflamasyonda MPO
aktivitesinin arttigi gosterilmistir (19, 78).

insan hepatositlerinde reperfiizyon sonrasi lipid peroksidasyonu ve
buna bagl olarak siddetli hasarin olugsmasi igin yaklasik 2.5 saatten uzun bir

hipoksi donemine gereksinim duyuldugu tahmin edilmektedir (79).

2.8. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Tedavi

Deneysel calismalarda IRHI énleyen veya sinirlayan birgok tedavi
sekli vardir. Bunlarin klinik pratikte kullanimlari sipheli sonuglar vermektedir
veya insan calismalarinda kullanilmamaktadir. iRH’1 azaltmada kombine

stratejilerin etkinligini bulan g¢alisma sayisi azdir.

2.8.1. iskemik Onkosullama (i0OK)

Dokunun ciddi IR 6éncesi, kisa sireli IR periyotlarina maruz
birakilmasidir. 1986 yilinda Murry ve arkadaglari kopek miyokardini dort kisa
periyot iR'ye maruz birakmis ve daha uzun siireli iskemi periyotlarinda iR'ye
onceden maruz kalanlarin, kalmayanlara gore iskemiyi daha iyi tolere ettigini
gostermistir. Bu ¢alismanin sonucunda 6nkosullama (preconditioning) tanimi
ileri strdlmustir (80). [IOK periyotlarinin sayisi ve siresi arttikca
koruyuculugu da artar (81).

IR hasarinin énlenmesi icin iIOK yaninda farmakolojik 6nkosullama da
(FOK) uygulanabilmektedir. Bu amagla antioksidanlar, nitrik oksit, glutamin,
glisin ve enteral beslenme tedavileri gibi bircok madde deneysel olarak uzun
suredir uygulanmaktadir (82).
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2.8.2. Antikompleman Tedauvi

Kompleman sisteminin aktivasyonunun engellenmesi ile IRHnin
azaldigi bircok hayvan calismasinda gdsteriimistir. insan Cs spesifik
antikorunun kardiyopulmoner bypass ile koroner bypass ameliyati
gegirenlerde kompleman aktivasyonunu, lokosit aktivasyonunu, myokard
hasarini, kan kaybini ve kognitif disfonksiyonu anlamli olarak azalttig
gosterilmistir (83). Ancak antikompleman tedavinin insanda kullanimi

hakkinda yeterli klinik veri yoktur.

2.8.3. Antilokosit Tedavi

Lokositlerin neden oldugu IRH’1 engellemeyi amaclayan deneysel
tedaviler; inflamatuvar mediatér salinimi veya reseptér baglanmasi, I6kosit
adezyon molekulu sentezi veya |0kosit endotel adezyonunun inhibisyonu
uzerine odaklanmigtir. PAF, histamin, LoOkotrien B4, ve TNF-a gibi
inflamatuvar mediatorlerin sentezinin veya reseptor dizeyinde etkilerinin
engellenmesi ile IRH'da fayda saglanmistir. Aspirin, glukokortikoidler, altin,
D-penisilamin gibi antiinflamatuvar ilaglar 16kosit adezyon molekulu sentezini
veya sitokin olusumunu azaltirlar. Bu modellerin insanlardaki klinik

kullanimina ait bilgiler henuz yetersizdir (18).

2.6.4. Antioksidan Tedavi

IRH sonucu olusan oksidatif stresi azaltmak igin antioksidan tedaviler
veya farkli ekzojen ydontemler kullaniimaktadir.

Antioksidanlar iki sinifa ayrilirlar:
1. Koruyucu antioksidanlar; zincirleme reaksiyonun baslama hizini
dusurarler.
2. Zincir bozan antioksidanlar, zincirleme reaksiyonun ilerlemesini engellerler.

Koruyucu antioksidanlar, ROOH ile reaksiyona giren katalaz ve
peroksidazlari ayrica dietilen triamin penta asetat ve etilen diamin tetraasetat
gibi metal iyonlarini selatlayan bilesikleri igerir. Zincir bozan antioksidanlar ise

fenoller ve aromatik aminlerdir (84).
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2.9. Levosimendan

Levosimendan, troponin C (TnC)'ye ylksek baglanma afinitesi olan,
(R)-[[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-okso-3-piridazinil) fenil] hidrazono)
propandinitril] yapisinda, kapali formuli C14 H12 N6 O olan, pyridazinone -
dinitrile tarevidir (Sekil 2.7.), cAMP ve hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
artirmaksizin kalbin kontraksiyonunu arttiran, inotropik ve vazodilator etkilere
sahip bir ilagtir (85, 86).

Sekil 2.7. Levosimendan kimyasal yapisi (85).

Levosimendan kalp yetersizliginin akut alevlenmesinin kisa donem

++y

tedauvisi icin gelistiriimis, miyokardin Ca"’a duyarliigini artiran ve vazodilator
etkiye sahip yeni bir inotropik ajandir. Teorik olarak bu ajan, hiicre igi Ca™ ve
cAMP duzeylerini artirmaksizin, Tn-C’ye baglanarak kontraktil proteinlerin
Ca'™a duyarhh@ini artirarak kardiyak performansi iyilestirir (38). Ayrica,
levosimendan fosfodiesterazi (PDE) selektif olarak inhibe eder. Diger Ca™
duyarhlagtiricilarin ~ PDE  inhibisyonu terapotik dozlarda izlenirken,
levosimendanin bu etkisi yalnizca terapétik dizeyin Uzerindeki dozlarda

izlenmektedir (87, 88). Levosimendan miyosit ve damar duvarlarindaki ATP
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bagimli K* kanallarini agarak, sistemik vaskiler yatakta vazodilatasyona,
miyokardiyal onyuk ve artyukte azalmaya neden olmaktadir. Levosimendanin
K-ATP kanal agici etkisi ilacin iskemiye karsi koruyucu etkileri olmasini da
saglamaktadir (85, 87, 89)

Tablo 2.1. Levosimendanin mekanizma ve farmakolojik etkileri (90)

ETKI YERI ETKi MEKANIZMASI FARMAKOLOJIK TERAPOTIK ETKI
ETK
Kardiyak troponin-C- | Kalsiyum duyarhlig Pozitif inotropik v Ejeksiyon
Ca kompleksi arttinr etki fraksiyonunda artig
v Antistunning
Sarkolemmal Karp Hiperpolarizasyon Tim vaskiiler v Preload ve after
kanallarini aktive yataklarda load’da diisme
eder vazodilatasyon v Antiiskemik
(koroner ve v Perfiizyonda artis
periferik v" Noérohumoral diizelme
damarlarda)
Kalp hiicrelerinde iskemi-reperfiizyon Onkosullanma, v' Kardiyoprotektif etk
mitokondriyal Kyrp hasarinda mitokonriyal | Antiapoptotik v" Antiiskemik etk
kanallarini aktive koruma v" Uzun vadeli yarar
eder

Surekli sabit dozda infizyon yapildiginda kararli duruma 4. saatte
ulagir; ancak daha hizl etki istendiginde yukleme dozu infuzyonu ile plazma
doruk konsantrasyonuna 12 dk sonra ulagilir. Levosimendanin yarilanma
Omru 1 saattir. Sadece kugik bir kismi (~% 4) plazmada serbesttir, > %90
plazma proteinlerine baglanir. Karaciger ve barsaklarda metabolize edilir,
ekskresyon yoluyla karaciger ve bobreklerde elimine edilir, 1/3’0 idrarla, 1/3’G
fecesle atilir. Ancak, barsaktaki bakteriler fegesteki metabolitlerin bir kismini
aktif OR-1855 metabolitine
donuagturdrler. Levosimendan dozunun yaklasik % 5’i 6nce aktif bir metabolit
olan OR-1855’e, daha sonra da daha aktif olan OR-1896'ya asetile edilir.

inflzyonun

reduksiyonla aromatik bir amin olan

OR-1896'nin  olusumu vyavastir ve doruk konsantrasyona
kesilmesinden 1-2 gun sonra ulasir; % 40’1 plazma proteinlerine baglanir ve
yarilanma omru yaklagik 80 saattir. Bu yuzden levosimendanin farmakolojik

etkileri ilacin kesilmesinden sonra bir haftaya kadar devam eder.
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Seyreltme islemi %5 glukoz c¢ozeltisi ve %0.9 NaCl ile yapilr,
intravendz infuzyon ile uygulanir. Levosimendan icin baglangigta onerilen
tedavi dozu 10 dakikada 6-24 mcg/kg yuklemeyi takiben 24 saat boyunca
0.05-0.2 mcg/kg/dk dan 24 saatlik strekli infizyondur. Hemodinamik etki
yukleme dozu verildikten 5 dakika sonra baglamaktadir ve pik etkisine 10-30
dakika sonra ulagsmaktadir. Bobrek yetersizligi ve karaciger sirozu gibi
durumlarda OR-1896 aktif metabolitin etkisi arttigindan yarilanma omri
uzamaktadir. Levosimendan’in ventrikil dolusu yada c¢ikis yolunu etkileyen
belirgin mekanik obstriksiyon, ciddi bobrek yetersizligi (kreatinin klirensi < 30
ml/dk), ileri derecede karaciger yetersizligi, ciddi hipotansiyon (sistolik kan
basinci < 85 mm Hg) ve tasikardi (kalp hizi>120/dk) ve "torsade de pointes"
Oykusu bulunan hastalarda kullanilmamasi gerektigi bildirilmigtir. En sik
gorulen yan etkileri bas agrisi, hipotansiyon, bulanti, sersemlik, tasikardi,
miyokard iskemisi, atriyal fibrilasyon, ekstrasistol ve ventrikil tasikardisidir
(85, 87, 91).

Levosimendan, hiicre i¢ci Ca™™ ve cAMP dizeylerini artirmaksizin,
TnC’ye baglanarak kontraktil proteinlerin kalsiyuma duyarlihgini ylkselterek
kardiyak  performansi iyilestirir.  Pozitif inotropik etkisi  kalsiyum
konsantrasyonuna bagimhdir. Sistolde TnC’nin N-terminal ucuna baglanip,
kalsiyum-TnC badlantisini  stabilize eder. Buna karsin, kalsiyum
konsantrasyonu ve sensitizasyonu diyastolde azaldigi icgin diyastolik
relaksasyonun etkilenmedigi yada iyilestigi ileri sUralmustar (85, 87).

Levosimendan rutinde kullanilan diger inotropik ajanlardan farkli olarak
kalbin oksijen tuketimini, hucre ici kalsiyum duzeyini, apopitozisi ve aritmi
riskini artirmadan miyokardin kasilma gucunu artirir. Levosimendanin
miyokardiyal kontraktiliteyi artirmadaki asil etki mekanizmasi sitoplazmik
kalsiyuma kardiyak TnC’nin duyarlihdini artirmasina dayanir. Levosimendan
vaskuler duz kas hucrelerindeki ATP duyarli potasyum kanallarinin
acllmasini saglayarak arteriyel ve venoz dilatasyona neden olur. Bu etki
mekanizmasi koroner, pulmoner ve sistemik vazodilatasyondan sorumludur
(85, 87, 90).
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Levosimendanin miyokardiyal IR modellerinde kardioprotektif etkilerin
oldugu gosterilmistir (90). Ayrica kardiak indeksi, sol ventrikil end-diastolik
volimu ve ejeksiyon fraksiyonu artirir. Gastrik mukozal kan akimi, kreatinin
klirensi, idrar debisini artirir. Pulmoner vazodilator potensi oldugu da
gOsterilmigtir. Akut respiratuar distress sendromu ve septik sok modellerinde
pulmoner arter basinci, pulmoner kapiller wedge basinci ve pulmoner
vaskuler rezistansi azalttigi gosterilmistir. Levosimendan renal medulla ve
korteks, intestinal ve hepatik vaskller direnci azaltarak bu organlarin kan
akimini artirir (85, 87, 90). Septik sok ve septik miyokardiyal disfonksiyonda

levosimendanin faydali olabilece@i dustunulmektedir (91, 92).

2.10. N-Asetilsistein

NAS beyaz kristal toz halinde olup 104-110°C’de erir. Molekul agirhgi
163 gr/mol olup molekul formuli CsHgNO3S'dir (Sekil 2.8). Az miktarda
hidrojen sulfir aciga ¢ikarmasina bagl olarak hafif kikurtsi kokudadir. Suda
ve diger ¢ozucllerde % 22 oraninda ¢6zulur. Fizyolojik kosularda pH’si
stabildir.

NAS L-sistein aminoasidinin N-asetil derivesidir. NAS bir glutatyon
prekursorudur. Glutatyon ise eksojen ve endojen sitotoksik maddelerin ve
oksidan radikallerin hucreye zarar vermesini Onleyen glisin, glutamat ve
sistein aminoasitlerinden olusan tripeptid bir antioksidandir (93). NAS
gunumauz tibbinda en ¢ok mukolitik 6zelligi dolayisiyla kullaniimaktadir. NAS
bu mukolitik etkiyi yapisindaki serbest sulfudril (tiol) grubunun disulfid baglari
agmasiyla ve mukus viskositesini azaltarak meydana getirir. Yine yapisindaki
sulfidril gruplari ile, OH gibi reaktif oksijen radikalleriyle etkileyerek serbest
radikalleri temizlemekte ayrica lipid peroksidasyonunu da azaltabilmektedir.

GSH major serbest radikal giderici bir ajandir. Bir GSH preklrsori
olan NAS’In serbest radikalleri detoksiye edebilmesinin anlasiimasi son
yilllarda bu ajanin klinik kullanimini yayginlastirmistir (94). NAS, serbest
radikalleri ve reaktif elektrolitleri detoksifiye eder. NAS ayrica ortamdaki H,O,

dizeyini azaltarak H,O.'nin zararh etkilerinden hlcreyi korur. Toksik
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radikallere kargi NAS'In koruyucu etkisi, GSH biyosentezini arttirmasi ve
GSH prekursoru olmasi nedeniyledir (95).
GSH prekursora olan NAS, antioksidan etkisini 3 sekilde gosterir;
1. Serbest radikallerle dogrudan reaksiyon,
2. Intraseliiler GSH seviyesini artirarak,

3. Karacigerde GSH sentezini artirip, kan yoluyla transportunu saglayarak.

SH

H;C

=

OH

Sekil 2.8. N-asetilsistein kimyasal yapisi

Tedavide Kullanimi:
1. Akciger hastaliklari tedavisinde: Sekresyon viskozitesini azaltarak
mukolitik etki gosterir. Produktif dksurikle seyreden solunumsal hastaliklarda
kullanihr (94, 96). NAS'In %10-20 lik solUsyonlari trakeobronsial sistemde
tikag olusturan sekresyonlari agmak igin bolus seklinde endotrakeal tupten
verilebilir. Akut ve kronik bronsit, kardiovaskuler sistem hastaliklari gibi
temelinde oksidatif stresin yer aldigi hastaliklarda NAS ile tedavi edilenlerin
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atak siddetleri anlamli olarak azalmig, ortalama hastane kalig ve tedavi
sureleri belirgin bicimde kisalmistir (97).
2. Parasetamol toksisitesi: Yuksek doz parasetamol GSH'’yi baskilayip
alkilleyici bilesiklere donusup veya karaciger hucre membranina hasar
vererek hucre nekrozuna neden olur. NAS reaktif parasetamol
metabolitlerinin tukettigi mitokondrial ve sitozolik GSH depolarini doldurarak
etkisini gosterir.
3. Kistik fibroz ve mekonyum ileusu: NAS igeren sollsyonlar oral yada rektal
enema uygulamasi seklinde 06zellikle kistik fibrozlu hastalarin ince
barsaklarinda  olusan  mekonyum ileusu  olgularinda  basariyla
uygulanmaktadir (94, 98).
4. Septik sok: Deneysel calismalarda NAS’In hepatosplanik kan akimini
arttirdigi izlenmistir. Septik sokta hicre i¢i antioksidan GSH’nin azaldigi ve
bunun hucre membrani oksijen radikallerine kargi bir zafiyet ortaya c¢ikardigi
tespit edilmistir. Septik sokta NAS'In oksijenizasyonu ve statik akciger
kompliyansini 24 saatte arttirdigi, bu durumun mortaliteye bir etkisi olmadigi
fakat mekanik ventilator gereksimini kisaltarak erken taburcu olma imkani
sagladigi bildirilmigtir (99).
5. Antidot olarak kullanim: Altin, kobalt ve diger agdir metaller,
karbontetrakloriir, halotan, arsenik, metimerklr, asetaldehid, interferon,
kumarin, bromobenzen, doxurubisin ve naftalin zehirlenmelerinde antidot
olarak kullanimaktadir (94, 98).
6. Kardiovaskuler sistem Uzerine etkisi: Kiguk damarlarda direkt
vazodilatator etki yapar. Ayrica pozitif inotrop ve glcli vazodilatotor etkileri
vardir (100). Sepsisli hastalarda kardiyak fonksiyonlari diuzelttigi ve gastrik
pH’In azalmasini dnledigi gosterilmigtir (101).
7. Diger klinik kullanim alanlari: Siklofosfamid ile olusan hemorojik sistitte
NAS’In thiol grular sistide yol agan akrolenin aldehid gruplari ile reaksiyona
girerek toksik molekulleri notralize eder.

Nefrolitiyazis ve sistinuri proflaksisinde diyetle alinan sistini daha ¢ok
¢Ozunur sistin disulfid haline getirerek yarah etkileri goriimustir (94). NAS

yuksek dozlarda mutajenik metabolitlerin aktivasyonunu engeller. Bu etkisi ile
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karsinogenezisin farkli evrelerinde farkli mutajen ve karsinojenlere kargi
koruma saglayabilir (102).

Yan etkileri:

NAS’In toksisitesi son derece nadir goérulur. Anaflaksi, Urtiker ve

bronkospazm gibi asiri duyarlilik reaksiyonlari gelisebilir (94).
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3. MATERYAL VE METOD
Deneysel cgalismamizda Wistar-albino cinsi, saglikli, eriskin,16-20
haftalik, erkek, 250-300 gr agirhginda ratlar kullanildi. Ratlar deney
hayvanlari laboratuarlarinda ortam 1sis1 20-22 C° olacak sekilde ve 12 saat
gece, 12 saat gunduz olan sirkadien ritimde tutuldu. Calisma protokolu ve
deneysel metod Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 87.2012.mar protokol kodu ile onay alindiktan sonra calisma

yapildi. Calismamizda 38 adet rat rasgele olarak 5 gruba ayrildi.

3.1. Gruplar

Grup | ( Sham Grubu, Yalanci opere, n=6 ): Bu gruptaki hayvanlara
genel anestezi altinda sadece laparatomi yapildi ve IR siiresi (130 dk) kadar
beklendi. Calisma sonunda karaciger ¢ikarilarak doku ornegi elde edildi ve
sag atriumdan kan 6rnegi alindi. Yuksek doz anestezik ile 6tanazi uygulandi.
Bu siire zarfinda iR uygulanmadi.

Grup Il ( iskemi/Reperfiizyon + Salin Grubu, Kontrol grubu, IR+S,
n=8 ): Bu gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda laparatomi yapildi ve 60
dk iskemi sonrasi, 60 dk reperfliizyona alindi. iskemi baslamadan 10 dk 6nce
intravendz salin inflizyonuna baslandi ve IR siiresince inflizyona devam
edildi. Calisma sonunda karaciger ¢ikarilarak doku érnegi elde edildi ve sag
atriumdan kan 6rnegi alindi. Yiksek doz anestezik ile 6tanazi uygulandi.

Grup Il ( iskemi/Reperfiizyon + N-asetilsistein Grubu, IR+NAS,
n=8 ): Bu gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda laparatomi yapildi ve 60
dk iskemi sonrasi, 60 dk reperfiizyona alindi. iskemi bagslamadan 10 dk énce
150 mg/kg NAS yukleme dozu 10 dakika intravendz inflizyon ile uygulandi.
IR sliresince 20 mg/kg/saat NAS inflizyona devam edildi(135, 138). Calisma
sonunda karaciger cikarilarak doku ©Ornedi elde edildi ve sag atrium
enjeksiyonu ile kan ornegi alindi. Yuksek doz anestezik ile 6tanazi uygulandi.

Grup IV (iskemi/Reperfiizyon + Levosimendan Grubu, iR+L, n=8):
Bu gruptaki hayvanlara genel anestezi altinda laparatomi yapildi ve 60 dk
iskemi sonrasi, 60 dk reperfiizyona alindi. iskemi baglamadan 10 dk dnce 12

mcg/kg levosimendan 10 dakika yukleme dozu intravenoz inflzyon ile
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uygulandi. IR siiresince 0,2 mcg/kg/dakika levosimendan inflizyona devam
edildi (103). Calisma sonunda karaciger ¢ikarilarak doku 6rnegi elde edildi ve
sag atrium enjeksiyonu ile kan 6rnegi alindi. Yuksek doz anestezik ile 6tanazi
uygulandi.

Grup V (iskemi/Reperfiizyon + N-asetilsistein Grubu +
Levosimendan Grubu, iIR+NAS+L, n=8): Bu gruptaki hayvanlara genel
anestezi altinda laparatomi yapildi ve 60 dk iskemi sonrasi, 60 dk
reperfiizyona alindi. iskemi baglamadan 10 dk dnce 12 mcg/kg levosimendan
+ 150 mg/kg NAS 10 dakika yukleme dozu intraven6z infuzyon ile uygulandi.
IR suresince 0,2 mcg/kg/dakika levosimendan ve 20 mg/kg/saat NAS
inflizyonuna devam edildi. Calisma sonunda karaciger cikarilarak doku
ornegi elde edildi ve sag atrium enjeksiyonu ile kan 6rnegi alindi. YUksek doz
anestezik ile 6tanazi uygulandi.

Calismadaki butin hayvanlara esit miktarda sivi intraven6z yoldan verildi.

Calisma gruplarinin sematik gorunimu

Grup 1 (Sham) (Yalanci opere)

Anestezi

uygulamasi
Kateterizasyon

Stabilizasyon

Laparatomi

0 dk 10 dk 70 dk 130dk

Grup 2 (iR+S) (Kontrol Grubu)

Anestezi
uygulamasi 5 3 ISKEMI REPERFUZYON
[=
Kateterizasyon S g
Stabilizasyon g 5 % 0,9 NaCl infiizyonu
X £
Laparatomi I

o
o
=~

10 dk 70 dk 130dk
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Grup 3 (iR+NAS)

Anestezi

uygulamasi ISKEMI REPERFUZYON

Kateterizasyon

N-asetilsistein infiizyonu

10 dk 70 dk 130dk

Stabilizasyon

N-asetilsistein
yuklemesi

Laparatomi

o
o
=~

Grup 4 (iR+L)

Anestezi

uygulamasi ISKEMI REPERFUZYON

Kateterizasyon

. levosimendan infiizyonu
Stabilizasyon

Levosimendan
yiiklemesi

Laparatomi I
0dk 10 dk 70 dk 130dk
Grup 5 (iIR+L+NAS)
Anestezi
uygulamasi 5 5 = iISKEMI REPERFUZYON
) c 5 9
Kateterizasyon ) » E
Stabilizasyon % e 2 N-asetilsistein + levosimendan
S g 3 infiizyonu
Laparatomi @ =
0dk 10 dk 70 dk 130dk

3.2. Anestezi ve Cerrahi Prosedur

Deneysel calisma, GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Laboratuvarinda gergeklegtirildi. Tum sicanlar
operasyon Oncesi 8 saat sure ile a¢ birakildi. Deneyde kullanilacak tum
siganlar yapilacak islemler dncesinde tartilarak vicut agirliklar kaydedildi.
Cerrahi iglem ve IR siresince ratlara genel anestezi uygulandi. Anestezi
intraperitoneal ketamin 100 mg/kg ve klorpromazin 5 mg/kg kombinasyonu ile
saglandi. Deney suresi uzun oldugu igin baslangic dozunun 1/3'G 1 saat
aralarla idame olarak tekrarlandi.

Bu ¢alisma esnasinda hayvanlar genel anestezi ile uyutulduktan sonra
sag juguler venden cutdown yontemi kullanilarak 26 G anjiocat ile damar yolu
acildi (Resim 3.1.). intravaskiiler koagiilasyonu engellemek igin 150 1U/kg
heparin intravendz uygulandi. Karin 6n duvarindaki tuyleri tras edildi. Tras

sonrasinda cilt %10’luk povidon-iyot solusyonu ile temizlendi (Resim 3.2.).
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Orta hat insizyonu ile cilt ve cilt-alti dokular gecildi, karaciger goruldu ve
laparatomi tamamlandi (Resim 3.3.). Grup I'deki cerrahi islem sadece
laparatomiyi icermekte idi. Laparatomi sonrasi 130 dakika beklendi ve yuksek
doz anestezi ile 6tenazi uygulandi. Grup I, Ill, IV, V'de laparatomi sonrasinda
cekum, hayvanin sol 6n ayagina dogru c¢ekilip barsak batin digina alinacak
sekilde traksiyon uygulandi ve karaciger inferiorunda ve ince barsak
mezosunun retroperiton baglantisinin oldugu bdlgede portal ven eksplore
edildi (Resim 3.4.). Grup I, lll, IV, V’e hesaplanan miktarda serum fizyolojik,
NAS, levosimendan ve NAS ile levosimendan’nin yukleme dozlari 10
dakikada infuzyon ile verildikten sonra portal ven ve hepatik arter total olarak
atravmatik mikrovaskdler klemp ile klemplendi (Resim 3.5.). Gruplara gore
hesaplanan miktarda serum fizyolojik, NAS, levosimendan ve NAS ile
levosimendan intravendz olarak esit miktarda sivi verilecek sekilde hazirlandi
ve IR siiresince verildi.

Toplam c¢alisma stresi (130 dakika) tim gruplarda ayni tutulmustur.
Deney sonunda karaciger c¢ikarilarak doku érnegi elde edildi ve sag atrium
enjeksiyonu ile kan drnegdi alindi. Otanazi yiiksek doz tiyopental ile yapildi.

Deney sonrasi alinan karaciger doku orneklerinin bir kismi Patoloji
Laboratuvarinda histopatolojik olarak incelenmek Gzere %10’luk formaldehit
solUsyonu igerisine kondu. Geri kalan kismi ise Biyokimya Laboratuvarinda
dokuda inflamasyon belirteci (MPO) ve oksidatif stres belirteci (MDA)
bakilmak Uzere ependorflara kondu. Alinan kan oOrnekleri yine Biyokimya
laboratuvarinda inflamasyon belirtegleri (TNF-a ve MPQO) ve karaciger
fonksiyon testleri (AST, ALT) bakilmak Gzere serumlara ayrildi. Tim &érnekler

-80 C° derecede muhafaza edildi.
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Resim 3.1. Cutdown ile juguler katater yerlestiriimesi

Resim 3.2. Cilt hazirhgi
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Resim 3.3. Anterior laparotomi

Resim 3.4. Pedikul eksplorasyonu ve ligasyonu
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Resim 3.5. Ligasyon sonrasi karaciger

3.3. Biyokimyasal Olgiimler

Dokuda oksidatif stres elirteci olarak MDA ve inflamasyon belirteci
olarak MPO, serumda inflamasyon belirteci olarak TNF-a ve MPO, karaciger
fonksiyon testleri olarak da AST, ALT dlgimu yapildi.

Dokular analiz i¢in derin dondurucudan c¢ikarilarak ¢ozlinmesi
saglandiktan sonra 4 ml serum fizyolojik ile karistirilarak homojenizator ile
homojenize edildi. Daha sonra drnekler 2500 rpm hizinda 20 dakika santrifij
edildi ve serumlari ayrild1.

Elde edilen tum serumlar her parametre i¢in uygun kitlerde Elisa
yontemi ile cahlgildi. Yikama iglemi pasteur marka LP35 mikroplaka
yikayicida yapildi. Kitler 450 nm filtrede okutuldu. Okuma iglemi CIOM marka
CA-2000 mikroplaka okuyucuda yapildi.

Karaciger dokusunda oksidan parametrelerin analizi ile elde edilecek
sonuglarin standart olarak ifade edilebilmesi igin ek olarak doku protein
dizeyleri de olguldu. Elde edilen MDA ve MPO degerleri protein basina

oranlanarak duzeltildi.
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3.4. Histopatolojik inceleme

Tum histopatolojik degerlendirmeler gruplari bilmeyen bir patolog
tarafindan gergeklestirildi. Histopatolojik inceleme igcin %10’luk formaldehit
solisyonunda bekletilen boébrek dokularindan parafin bloklar hazirlandi. Bu
parafin bloklardan mikrotom yardimi ile kesitler alinarak hematoksilen eozin
(H+E) ile boyandi. Histopatolojik inceleme 11k mikroskobu ile yapildi.

iRH'a bagh karacigerde olusan histopatolojik degisiklikler igin Suzuki
skorlamasinda bakilan konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz duzeylerine
bakildi (104) (Tablo 13).

Tablo 3.1. Karaciger hasar skorlamasi (104).

Derece Sinuzoidal konjesyon Vakuolizasyon Nekroz

Yok (-) Yok (-) Yok (-)

Basit hiicre
Az (+) Az (+)
nekrozu (+)

Orta (++) Orta (++) 0-30% (++)

Fazla (+++) Fazla (+++) 30-60% (+++)

Cok fazla (++++) Cok fazla (++++) >0060 (++++)

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler
icin IBM SPSS 20.0, verileri de@erlendirilirken tanimlayici istatistiksel
metotlari (frekans sayimi, yuzde, ortalama, standart sapma, medyan)
kullanild. istatistiksel analizler Kruskal Wallis H test ve Mann Whitney U test
kullanilarak degerlendirildi. istatistiksel anlamllik 0.95 dénem diizeyinde p

degerinin 0.05’ den kugluk olmasi durumunda kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskop Bulgulari

Karaciger dokusunun histopatolojik olarak incelenmesinde deney
gruplari arasinda farkli mikroskobik gérinumler ortaya ¢ikti.

Grup I’ de, hepatositler ve portal alanlarin yapilari normal gérunimde
izlendi. Hepatositler, vena sentralis ¢cevresinde i1sinsal tarzda yerlesmis hlicre
kordonlari seklinde bulunuyordu. Aralarinda bulunan sinuzoidler normal
geniglikte ve yapida goézlendi. Stoplazmik vakuolizasyon ve parankimal
nekroz izlenmedi (Resim 4.1.). Sinuzoidal konjesyon, 4 (%66,7) tane (-), 2
(%33,3) tane (+) ve ortalama skor 0,33+0,52 olarak bulundu. Stoplazmik
vakuolizasyon, 6 (%100) tane (-) ve ortalama skor (-) olarak bulundu. Hicre

nekrozu, 6 (%100) tane (-) ve ortalama skor (-) olarak bulundu.

Resim 4.1. Grupl, Karaciger parankimi (100X, H&E)
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Grup IlI'de, hepatosit hucre kordonlarinin butinligu bozulmus,
karaciger parankimi icinde rastgele dagiimig, hepatosit nekroz alanlari
izlendi. Parankimal alanlarda nétrofil infiltrasyonu, sinuzoidlerde ¢ok fazla
konjesyon, ¢ok fazla stoplazmik vakuolizasyon ve iskemik nekroza 6zgu
soluk boyanan, mumyalagmis hepatositler gozlendi (Resim 4.2.) (Resim
4.3.). Sinuzoidal konjesyon, 3 (%37,5) tane (++), 2 (%25) tane (+++), 3
(%37,5) tane (++++) ve ortalama skor 3+0,93 olarak bulundu. Stoplazmik
vakuolizasyon, 2(%25) tane (+), 3 (%37,5) tane (+++), 3 (%37,5) tane (++++)
ve ortalama skor 2,88+1,25 olarak bulundu. Hucre nekrozu, 2 (%25) tane (-),
2 (%25) tane (+), 2 (%25) tane (++), 2 (%25) tane (+++), icin bitln skorlar 2

tane idi ve ve ortalama skor 1,5+1,2 olarak bulundu.

Resim 4.2. Grup Il, Karaciger parankimi (100X, H&E)
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Resim 4.3. Grup II, Agir nekroz (400X, H&E)

Grup lIl'te karaciger parankiminde izole basit hiicre nekrozu disinda
hepatosit hasarina rastlanmadi. Sinuzoid genislemesi IR grubuna gére
oldukga azalmig, orta duzeyde konjesyon ve orta dlizeyde stoplazmik
vakuolizasyon goézlendi (Resim 4.4.) (Resim 4.5.). Sinuzoidal konjesyon, 2
(%25) tane (+), 4(%50) tane (++), 2 (%50) tane (+++) ve ortalama skor
240,76 olarak bulundu. Stoplazmik vakuolizasyon, 2 (%25) tane (-), 5
(%62,5) tane (+), 1 (%12,5) tane (++) ve ortalama skor 0,88+0,64 olarak
bulundu. Hicre nekrozu, 5 (%62,5) tane (-), 2 (%25) tane (+), 1 (%12,5) tane

(++) ve ortalama skor 0,5+0,76 olarak bulundu.
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Resim 4.4. Grup lll, Fokal nekroz (400X, H&E).

Resim 4.5. Grup lll, Orta duzey vakuolizasyon (400X, H&E).
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Grup IV'te parankim biitiinliginin korundugu IR grubundan oldukga
azalmig daha az sayida sinuzoid geniglemesi, az sayida stoplazmik
vakuolizasyon ve hucre infiltrasyonu, az sayida da basit hicre nekrozu
g6zlendi (Resim 4.6.) (Resim 4.7.). Sinuzoidal konjesyon, 3 (%37,5) tane (-),
4 (%50) tane (+), 1 (%12,5) adet (++) ve ortalama skor 0,75+0,71 olarak
bulundu. Stoplazmik vakuolizasyon, 6 (%75) tane (-), 1 (%12,5) tane (+),
1(%12,5) tane (+++) ve ortalama skor 0,5+1,07 olarak bulundu. Hicre
nekrozu, 6 (%75) tane (-), 2 (%25) adet (+) ve ortalama skor 0,25+0,46 olarak
bulundu.

Resim 4.6. Grup 1V, Hafif konjesyon ve hafif vakuolizasyon (400X, H&E).
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Resim 4.7. Grup IV, Basit hucre nekrozu (400X, H&E).

Grup V’te karaciger dokusu, pek ¢ok alanda sham grubuyla benzerlik
gostermekteydi. Hepatosit kordonlari oldukga dizgun seyirli, sinuzoidler
normal gapta, az konjesyon izlenmedi (Resim 4.8.) ( Resim 4.9.). Sinuzoidal
konjesyon, 4 (%50) tane (-) 3 (%33,3) tane (+), 1 (%12,5) tane (++) ve
ortalama skor 0,63+0,74 olarak bulundu. Stoplazmik vakuolizasyon, 6 (%75)
tane (-), 1 (%12,5) tane (+), 1(%12,5) tane (++) ve ortalama skor 0,3810,74
olarak bulundu. Hlcre nekrozu, 7 (%87,5) tane (-), 1 (%12,5) tane (+) ve

ortalama skor 0,13+0,35 olarak bulundu.
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Resim 4.8. Grup V, Minimal vakuolizasyon ve minimal konjesyon (400X,
H&E).

Resim 4.9. Grup V, dizgun seyirli hepatosit kordonlari, sinuzoidler normal
capta, (200X, H&E).
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Sinuzoidal konjesyon ortalama skoru en dusuk deger Grup | igin
0,33%0,52 olarak ve en yuksek deger Grup II'de igin 3+0,93 bulundu. Gruplar
arasindaki farkllik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Stoplazmik
vakuolizasyon ortalama skoru en dusuk deger Grup | icin 00 olarak ve en
yuksek deger Grup Il i¢in 2,88+1,25 bulundu. Gruplar arasindaki farkhlik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Hiucre nekrozu ortalama skoru
en dusuk deger Grup | icin 00 olarak ve en ylksek deger Grup Il icin
1,5+1,2 bulundu. Gruplar arasindaki farkhlik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.001) (Tablo 4.1.). Konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz
ortalama skor degerleri gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundugu icin gruplar ikili olarak istatistiksel olarak karsilastirildi (Tablo 4.2.)
(Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Gruplara ait karaciger hasar skorlari

Gruplar GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUPS
Skorlar 0 1 20 3 |01 2 3 a4 o123 of1] 2 ]3] o|l1]|2 3
()] @) ()| G| ()] () | () [ () | () | () [(3) | () [ () | ) | ()| () [ ()| ) | (1) | (#4) | (#49)
skor | 4| 2 ol o0 |0]|o0 3 2 3 o242 [3]a]1 0 | 4] 3] 1 0
KONJESYON
orsD 0,33£0,52 31093 24076 0,75£0,71 0,63£0,74
Skor | 6| O ol o |02 0 3 3 2|51 ] 0 |6|1] o0 16| 1] 1 0
VAKUOLIZASYON
ort£sD 040 2884125 0,88:0,64 051,07 0,3840,74
Skor | 6| O ol o |22 2 2 o |52 1|o|6l2]0]o0o|7|1]|o0 0
NEKROZ
ort£sD 010 1,541,2 052076 0,25:046 0,13£0,35

Tablo 4.2. Gruplara ait karaciger hasar skoru istatistiksel analizi

Gruplar 1-2 1-3 1-4 15 23 2-4 2-5 3-4 3-5 4-5

KONJESYON p* <0.001** <0.001* 0.25 0.46 0.046* <0.001** <0.001* 0.01** 0.01** 0.69

VAKUOLIZASYON p* <0.001* 0.01* 0.20 0.20 0.01* <0.001** <0.001* 0.12 0.11 0.94

p* 0.01* 0.11 0.20 0.39 0.08 0.02** 0.01** 052 024 054
NEKROZ

*:Mann Whitney U; **:Istatistiksel anlamlilik mevcut.

51



* L
RaY
3 -
2,5 1
7 mGrup |
)
- Kk B GRUPII
m
€15 1 Grup Il
=
£
5 , | B GRUP IV
B Grup V
0,5 -
0
KONJESYON VAKUOLIZASYON NEKROZ

* Grup Il ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamhlik mevcut.
** Grup Il ile Grup I, IV, V arasinda istatistiksel anlamlilik mevcut.

Sekil 4.1. Gruplara goére karaciger hasar skor dagihm grafigi

4.2. Biyokimyasal degerler

4.2.1. Serum AST ve ALT
Karaciger fonksiyon testleri olan AST ve ALT acisindan gruplar
degerlendirildi. AST agisindan en dusuk deger Grup | igin 37,05+23,99 olarak
ve en yuksek deger Grup Il igin 101,13+14,91 bulundu. Gruplar arasindaki
farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01). ALT acisindan en dusuk
deger Grup | 31,4815,12 ve en yuksek deger Grup Il 77,61£22,18 bulundu.
Gruplar arasindaki farklihk istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0.01)

(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Gruplarin serum AST, ALT dagilimi

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

37,05+£23,99

101,13+14,91

57,18+11,2

52,14+11,95

48,53+14,88

31,48+5,12

77,61£22,18

35,19+6,93

32,34£10,15

52

33,81+5,62




AST ve ALT degerleri gruplar arasi farkllik istatistiksel olarak anlamli
bulundugui igin gruplar ikili olarak istatistiksel olarak karsilastirildi, Grup Il nin
AST ve ALT ortalamasinin diger bitlin gruplarda yiksek olusu istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.05) (Tablo 4.4.) (Sekil 4.2.) (Sekil 4.3.)

Tablo 4.4. Gruplarin serum AST, ALT istatistiksel analizi

1-2 1-3 1-4 1-5 2-3 2-4 2-5 3-4 3-5 4-5

p* 0.003* 0.071 0.071 0.121 0.001** 0.001** 0.001** 0.294 0.115 0.563

p* 0.005** 0.302 0.245 0.519 0.002** 0.003** 0.002** 0.834 099 0.674

*:Mann Whitney U; **:istatistiksel anlamlilik mevcut.

120 -

100 -+

80 - B Grupl

B GRUPII

Grup Il

U/L
3

mGRUPIV

W Grup V
40 -+

20

AST

* Grup Il ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamhlik mevcut.

Sekil 4.2. Serum AST dagilim grafigi

53



80 -

70 A

60 +

B Grup |
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B GRUPII

Grup Il

U/L
I
o

B GRUP IV
30 1 HGrup V

20 A+

10 A

ALT

* Grup Il ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamhlik mevcut.

Sekil 4.3. Serum ALT dagilim grafigi

4.2.2. Serum TNF-a ve MPO

Elde edilen serum drneklerinden inflamasyon belirtecleri olan TNF-a
ve MPO calisildi. TNF-a deg@eri en disuk Grup I’ de 176,67+56,15, en yuksek
Grup II' de 245,88+62,12 bulundu. Gruplar arasindaki farkhlik istatistiksel
olarak anlamh bulunmadi (p=0.23). MPO (kan) en dustuk Grup I' de
7,6410,63, en yuksek Grup II' de 24,25+6,05 bulundu. Gruplar arasindaki
farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Tablo 4.5.)

Tablo 4.5. Gruplarin serum TNF-a ve MPO dagilimi

176,67+56,15 | 245,88+62,12 | 220,5+45,02 211,13+£51,35 210,88+86,41

7,64+0,63 24,25+6,05 14,24+2,83 11,95+5,36 11,18+3,53
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MPO (serum) degeri ortalamasi igin Grup I’ in ortalamasinin Grup I, I
ve IV’ den dlsuk olusu, Grup Il ‘nin MPO ortalamasinin diger butin gruplarda
yuksek olusu, Grup Il Gn ortalamasini Grup V' den yuksek olusu istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). TNF-a degeri, gruplarin birbiri ile yapilan alt
istatistiksel incelemesinde de anlamli bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.6.) (Sekil
4.4))

Tablo 4.6. Gruplarin TNF-a ve MPO Istatistiksel Analizi

1-5 2-3 2-4 2-5 3-4 3-5

0.07  0.09 0.27 0.52 0.25 0.21 0.19 0.29 0.46

MPO (KAN) p* 0.002** 0.002** 0.010* 0.156 0.002** 0.005** 0.001** 0.093 0.040**

*:Mann Whitney U; **:istatistiksel anlamlilik mevcut.

25 7

B Grup |
HGRUPII

Grup Il

ngfml

HGRUPIV
10
W Grup V

MPO (SERUM)

* Grup Il ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamhlik mevcut.
** Grup V ile Grup Ill arasinda istatistiksel anlamlilik mevcut.

Sekil 4.4. MPO (SERUM) dagilim grafigi
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4.2.3. Doku MDA ve MPO

Doku MDA ve MPO agisindan gruplar degerlendirildi. Dokuda MDA
deg@eri en dusuk Grup I' de 23,43+4,07, en yuksek Grup II' de 88,02+9,03
bulundu. Gruplar arasindaki farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.01). Dokuda MPO degeri en dustk Grup I' de 833,25£16,3, en yuksek
Grup II' de 1911,8+623,9 bulundu. Gruplar arasindaki farkhlik istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.01) (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. Gruplarin doku MDA ve MPO dagilimi

23,43+4,07 88,02+9,03 36,27+21,92 33,92+29,53 36,68+35,56

833,25+£16,3 | 1911,8+623,9 | 1344,1+433,28 | 1396,47+424,98 | 1203,91+448,12

Doku MDA ve MPO gruplararasinda farklilik istatistiksel olarak anlamh
oldudu icin gruplar ikili olarak karsilastirildi. Dokuda MPO degerinin Grup | ‘in
diger butun gruplarda dusuk olusu, Grup II' nin diger gruplardan ylksek olusu
istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0.05). Dokuda MDA degerinin Grup Il
‘de diger gruplardan yuksek olusu istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05) (Tablo 4.8.) (Sekil 4.5.) (Sekil 4.6.).

Tablo 4.8. Gruplarin Doku MDA ve MPO istatistiksel Analizi

1-2 1-3 1-4 1-5 2-3 2-4 2-5 3-4 3-5 4-5

* 0.002** 0.002** 0.002**  0.020** 0.012** 0.012** 0.012** 0.563 0.294  0.401

mpo P
VDA PP 0002% 0916 009 0094 0002 0002 0.002% 0916 0529 0.294

*:Mann Whitney U; **:istatistiksel anlamlilik mevcut.
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* Grup II'de istatistiksel anlamlilik mevcut.
Sekil 4.5. Doku MPO dagilim grafigi
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* Grup II'de istatistiksel anlamlilik mevcut.

Sekil 4.6. Doku MDA dagilim grafigi
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5. TARTISMA

Calismamizda rat iskemi reperflizyon modelinde levosimendan ve
NAS'In ayri ayri ve birlikte karaciger iIRH'ye olan etkisini arastirdik.
Levosimendan ve NAS’In serum AST, ALT, MPO, doku MPO ve MDA
duzeyini ve karaciger histopatolojik hasar skorunu anlaml dizeyde azalttigini
bulduk.

Karaciger iskemi reperflizyon modellerini inceledigimizde %20, %50,
%70, %100 hepatik iskemi kullanan modeller tespit ettik. Hemodinamik
stabilite bozulmadan hasar olusturulan total(%100) karaciger iskemi suresinin
en az 25 dk oldugu saptamislardi. Deneysel ¢alismalarda belirtiien en uzun
sicak iskemi suresi 90 dk iken kabul edilebilir sicak iskemi suresi yaklasik 60
dk olarak belirtilmisti (73, 105).

Daha once yapilan calismalarda parsiyel iskemi modelerinin tam
iskemi klinigiyle ortugsmedigi yonundeki elestiriler goz 6nunde bulundurulmus
ve modelimizde total iskemi wuygulamasi tercih edilmistir. Kendi
olusturdugumuz modelde klinik uygulamalara yakinligi, kabul edilebilir olusu
ve gesitli yayinlarda da bildiriimesi nedeniyle total sicak iskemi suresi 60 dk
olarak belirlenmis ve uygulanmigtir. Yalanci opere grup ile iskemi
reperflizyon uyguladigimiz grup karsilastirildiginda hem histopatolojik,
hemde biyokimyasal olarak anlaml fark tespit ettik. Total karaciger iskemisi
olusmasi igin 60 dk’hk klemp suresinin yeterli oldugunu dustunuyoruz.

IRH’y1 azaltmak amaciyla birgok ajan ve yoéntem ile bir gok galisma
yapiimigtir. Hasari onlemek amaciyla hepatik kan akimin artiriimasi ve
inflamatuvar olaylarin kontrol altina alinmasi glinimuizde giderek 6nem
kazanan tedavi yontemlerindendir. Antioksidanlar, serbest radikal ve noétrofil
inhibitorleri, iskemik dnkosullama, hipotermi gibi fizyolojik, farmakolojik ve
yapisal tedavi prensipleri karaciger hasarini azaltmak veya onlemek igin
denenmistir (18, 75, 105, 106). Ancak halen ideal bir ydntem bulunamamistir.

Calismamizda antiiskemik ve antiinflamatuar 6zelligi daha Once
gosterilmis (87, 107), agirlikh olarak inotrop ve vazodilatator 6zelliginden

dolayl kalp yetmezliginde kullanilan ve bir fosfodiesteraz inhibitdri olan
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levosimendan ile akciger, karaciger ve bobrek dokularina ait deneysel iskemi
reperfUzyon modellerinde, meydana gelen doku hasarini énlemede etkili
oldugu bulunmus NAS’In (108-113)

Byrka-Owczarek ve ark. (114) bagirsakta NAS'in etkinliginin zayif
oldugunu belirtmiglerdir. Karacigerin sicak ya da soguk iskemisinin etkilerinin
azaltiimasinda NAS'’in genellikle etkili oldugu dusunulirken, Chavez ve ark.
(115) deneysel karaciger iskemisi sonrasi reperfizyon hasarini énlemede
NAS'I etkisiz bulmuglardi. Montero ve ark. (110) NAS'In karaciger
reperfuzyon hasarinda higbir yarari olmadigini bildirmislerdir. Yine Mojzis ve
ark (116) NAS’In iskemi reperfuzyon temelinde olusan mide mukozasi
hasarini daha da artirdigini ortaya koymuslardir.

Masahiro ve ark. (135) rat myokard iskemi reperfizyon modelinde
NAS’In degisik doz ve uygulama sekillerinin iskemi reperfuzyon hasarina
etkisini inceledikleri bir ¢galismada oklizyondan 30 dk o6nce baslanan 150
mg/kg/saat NAS inflzyonun, oklizyondan 30 dk énce yapilan 150 mg/kg
bolus NAS’tan daha dusik MPO seviyesi oldugunu bumuslardi ve enfarkt
alanini daha iyi sinirladigini gostermiglerdi. NAS kan konsantrasyonunun
Ozellikle erken reperfuzyon donemde surdurulmesinin NAS'in yararli etkilerini
gorebilmek icin 6nemli oldugunu belirtmiglerdi. Bagka bir c¢alismada
Cuzzorea ve ark. (138) 45 dk splenik arteryel oklizyon ve 60 dk reperflizyon
uyguladiklari hayvan c¢alismasinda reperfizyondan 5 dk énce 20 mg/kg NAS
bolus ve 20 mg/kg/saat influzyon uygulamislar ve NAS’In MPO ve MDA
dizeylerini azaltigini bildirmiglerdi. Baska bir ¢alismada Lee ve ark. (134)
ratlarda NAS'In parsiyel hepatektomi sonrasi iskemi reperfizyon hasarina
etkisini arastirdiklari bir galismada parsiyel hepatektomi sonrasinda 30 dk
iskemi 60 dk reperfizyon uygulamiglardi. NAS’In parsiyel hepatektomi
sonrasi uygulanan iskemi reperflizyon hasarinda enzimatik ve morfolojik
olarak iyilesme sagladigini belirtmiglerdi.

Biz calismamizda NAS’1 10 dk yukleme dozunu 150 mg/kg, idame
inflzyon dozunu 20 mg/kg/saat olarak belirledik ve uyguladik. Calismamizda

NAS doku MDA ve MPO dizeylerinde anlamh bir azalma saglamis ve
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histopatolojik olarak da karaciger iskemi reperflzyon hasar skorunu anlaml
azaltmigtir.

Levosimendan igin onerilen klinik doz 6-24 mcg/kg bolus sonrasi 24
saat 0,05-0,2 mcg/kg/dk inflzyon olarak verilmektedir. Pik etkisine ulagsmak
icin 10-30 dk gerekli oldugu belirtiimektedir (87).

Ayganim ve ark. (117) levosimendanin karaciger iskemi reperfizyon
hasarina etkisine baktiklari bir calismada 45 dk total iskemi sonrasi 60 dk
reperflizyon uygulamiglardi. Ayni calismada levosimendani iskemi dncesi 10
dk 12 mcg/kg/dk dozunda yukleme ve 45 dk iskemi suresince 0,2 mcg/kg/dk
inflzyon seklinde uygulamislardi. Levosimendanin hucresel etki duzeyinin
goOstergeleri olan serum AST, ALT degerlerini karsilastirmiglar ve AST ve
ALT degerlerinde anlamli fark olmadigini bulmuslardi. Histopatolojik skor
degerlendirmesinde levosimendan uygulanmasinin karaciger hasarini
histopatolojik duzeyde azaltigini belirtmiglerdi. Calismamizda levosimendan
infizyonuna reperflizyon slresince de devam edildi. Levosimendan verilen
grupta serum AST, ALT degerlerinin ve histopatolojik hasar skorunun anlamh
azaldigini tespit ettik.

IRH'nin hasarinin tespiti ve hasar seviyesinin élgiimi icin ¢esitli hasar
skorlama sistemleri tanimlanmistir. Bu skorlama sistemleri, hlcre hasar
safhalarindaki doku degisikliklerini icermekte ve bulgunun seviyesine gore
puanlanmaktadir. Her ne kadar goreceli de olsa, mevcut doku hasarini en
somut ortaya koyan ydontem histopatolojik incelemedir.

Crockett ve ark. (139) yaptigi calismada, karaciger iR uygulanmis
grupta sinuzoidal konjesyon, sitoplazmik vakuolizasyon, hepatosellller
nekroz ve notrofil infiltrasyonu gozlemis ve ALT dizeylerini yliksek olarak
bulmuslardir. Inglott ve ark. (140) IR uygulanmis karaciger dokusunda
polimorfonukleer hicre infiltrasyonu, hepatosit nekrozu, sinuzoidal genisleme
ile ALT ve AST diizeylerinde artis saptamiglardir. Peralta ve ark. (141) IR
uygulanmis karaciger dokusunda yaygin hepatosit nekrozu , hemoraji,
notrofil infiltrasyonu, apopitotik hlicre sayisinda artis ile ALT ve AST duzeyi

yukselmesi bulmuslardir.
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Calismamizda gruplar histopatolojik olarak sinuzoidal konjesyon,
stoplazmik vakuolizasyon ve hicre nekrozu yonunden suzuki hasar skoru
(104) ile degerlendirdik. En az hasar skorunu NAS ve levosimendanin birlikte
kullaniimasi sonrasi tespit ettik.

IRH sonrasinda karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin degisik
yontemler kullanilabilirse de bugun igin bunlarin en ¢ok kabul goreni hicresel
etki duzeyini en iyi gosteren ve en c¢ok kullanilanlari AST, ALT ve LDH
aktivitesi tayini ile histopatolojik degisimlerin incelenmesidir (73, 112).

Yabe ve ark. (113) karacigerde IR sonucunda AST ve ALT
diizeylerinin artirdigini ve bu artisin IR sonucu olusan serbest radikallerin
dokuda meydana gettirdigi hasara bagli olabilecegini ileri sirmuslerdir. Baska
bir calismada iskemik kalplerde levosimendanin Amrinon’a gére daha gugli
bir inotropik etki gosterdigi bulunmustur ve bu etkinin fosfodiesteraz inhibe
edici 6zelligine ek olarak kalsiyuma duyarliligi artirici 6zelligine bagh oldugu
disundlmustir (136). Kiaguk ve ark. (105) 1 saat total karaciger iskemisi
sonrasi 2 saat reperflizyon modelinde amrinon uygulamasinin serum AST,
ALT ve LDH degerlerinin disurdigunt ve histopatolojik olarak hasari
azalttigini belirtmislerdir.

Calismamizda levosimendan ve NAS'In ayri ayri ve birlikte serum
AST, ALT degerlerine etkilerini, serum fizyolojik verilen grupla karsilastirdik.
NAS ve levosimendanin ayri ayri ve birlikte kullanildidi gruplarda serum AST,
ALT duzeylerini serum fizyolojik verilen gruba gore anlamh duzeyde dusuk
bulduk. Birlikte kullanilan grupta AST, ALT dizeyleri daha dusuk bulunsa da
bu fark anlaml degildi.

MPO, inflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL 1, IL 8 ve IFN-gama) ve
adezyon molekulleri nétrofil adezyonunu gdsterir ve inflamasyon belirteci
olarak kullanilir (49-55).

Hucresel savunma sisteminin  %60-70’lik bir kismini olusturan
PMNL’lerin vicut savunmasinda oOnemli etkinligi mevcuttur. PMNL'lerin
savunma mekanizmalari arasinda myeloperoksidaz enzim aktivitesi ile

olusturduklari ROT hasari bulunmaktadir. Aktive olmus ve inflamasyon
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bdlgesine c¢ekilmis olan PMNL’lerin olusturmus oldugu hasar miktari,
inflamasyon bolgesindeki MPO duzeyi ile dl¢ulebilmektedir (19, 78).

IR sonucu olusan serbest radikallerin en énemli hedef yapilarindan
birisi de lipidlerdir. Bazi arastirmacilar lipid peroksidasyonun iskemi
reperflUzyon hasarinda anahtar rol oynadigini belirtmiglerdir (128). Serbest
oksijen radikalleri goklu doymamig yag asitlerinden bir hidrojen atomu alarak
lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonugta hidroperoksitler olusur. Bu
reaksiyonlar sonucunda hucre membrani akiskanligini vyitirir ve membran
batdnltgd bozulur. Bu durum hucre fraksiyonlarinin ¢cevreye saliverilmesine
ve hiucre olumune yol agar. Diger taraftan gevreye salinan bu subsellller
yapilar inflamatuvar olaylari tetikler ve hasari daha da agirlastirir (129).
Malondialdehit oksidatif stress belirteci olarak dokuda bakilan lipid
peroksidasyonu son driinidiir ve SOR olusumunun iyi gdstergesidir. IRH
sonucu artan SOR ve hidrojen peroksidin, lipid peroksidasyonu ve protein
hasarini baslatarak hicre apoptozisi ve doku nekrozuna yol acgtigi ve lipid
peroksidasyonu sonucu MDA, TBARS acgiga ciktigi bildirilmistir (130).

Katircioglu ve ark. (132) tavsan spinal IR modelinde, iskemi éncesi 12
mcg/kg 10 dk levosimendan yuklemesini takiben 30 dk iskemi suresince 0,2
mcg/kg/dk inflzyon uygulayip 24 saat reperflUzyon sagladiklar
calismalarinda, Tarlov skoru ve MDA degerlerini kontrol grubuna gore
anlamli duzeyde dusuk bulmuslardir. Spinal kord iskemi reperflizyon
hasarinda levosimendan grubunda daha iyi histopatolojik sonuglar elde
etmislerdir.

Ozkaya ve ark. (131) iskemi ©ncesinde baglatilan levosimendan
infizyonunun barsaklarda nétrofil birikimini, lipid peroksidasyonunu ve
histolojik hasar skorunu azaltigini belirtmislerdir. Sener ve ark. (133)
karaciger iskemi reperfuzyon modelinde NAS ve melatoninin ayri ayri ve
birlikte doku MDA duzeylerini disturdigunid doku MPO aktivitesini azalttigini,
ikisinin birlikte kullanildiginda sinerjist etki ile iskemi reperflizyon hasarini
daha fazla azaltabileceklerini belirtmislerdir.

Calismamizda lokal inflamasyon belirteci olarak doku MPO ve sistemik

inflamasyon tespiti igin serum TNF-a ve serum MPO duzeylerine baktik ve
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gruplarin  inflamasyon ve oksidatif strese etkilerini karsilastirdik.
Levosimendan ve NAS’in ayri ayri ve birlikte verildigi gruplarda doku MDAy,
serum ve doku MPO seviyelerini serum fizyolojik verilen gruptan anlamh
derecede  dustk bulduk. Calisma gruplarini  kendi aralarinda
karsilagtirdigimizda anlamli bir fark gérmedik. NAS ve levosimendanin ayri
ayri ve birlikte, inflamasyonu baskilama ve oksidatif stresi azaltmada olumlu
etkileri vardir. Fakat oksidatif stresi dnlemede ve inflamasyonu baskilamada
birbirlerine Ustunltklerinin olmadigini sdyleyebiliriz.

TNF-a makrofajlardan salinir ve o6nemli bir aktivator sitokindir.
Sitotoksik etkisinden baska, inflamatuar reaksiyon ve inflamasyonun
regulasyonunda da o6nemli rollere sahiptir. Kupffer hicreleri karacigere
yerlesik doku makrofajlaridir. Aktive olduklarinda bir ¢ok sitokinle birlikte
TNF-a da salgilarlar. Ayrica sitokinler hipermetabolizma, karacigerin akut faz
cevabi ve prolifertif/apopitoz kaskadi da yer alan mediyatorlerdir. Travma
sonrasi pro- ve anti-inflamatuar sitokinler homeostazi saglamak igin
sentezlenip salgilanirlar. Klinik c¢alismalarla pro-inflamatuar sitokinlerin
multiorgan yetmezligine sebep olabilecedi gosterilmistir. Pro-inflamatuar
sitokin etkilerine ve reseptorlerine yonelik yapilmis bir ¢ok calisma olsada
yapilarl henuz tam olarak aydinlatilamamigtir. Noétrofiller, inflamasyonda ve
travmalarda serbest oksijen radikalleri ve birtakim lizozomal enzimler
salgilarlar. Bu duruma ek olarak nétrofiller uyar aldiginda TNF-a ve
miyeloperoksidaz da salgilarlar. Notrofillerin inflamatuar barsak hastaligi,
romatoid artrit, kanser ve reperfuzyon hasarinda, hasardan sorumlu major
ajanlar oldugu dugsunulmektedir. (118-126) TNF-a’'nin daha ¢ok iltihabi
olaylarda 6nemli rol oynadigi, enfeksiydoz ajan varliginda veya doku
hasarinda 4-8 saat icinde TNF artigi gézlenip 16-24 saatte en Ust dlzeye
ulastigr ve uyaranin devamliligina gore saliniminin devam ettigi bildirilmistir
(127).

Yapilan bazi deneysel calismalarda levosimendanin kardiyoprotektif,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik (87, 107), antiiskemik ve antitrombositik

(137) etkileri gosterilmistir. Levosimendanin immuno-inflamatuvar yanit
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uzerine yararh etkileri oldugu ve TNF-a’'nin plazma duzeylerinde anlaml bir
azalma sagladigi gosterilmigtir (107).

Calismamizda gruplarin serum TNF-a dlzeyleri serum fizyolojik
verilen  kontrol grubunda en yuksek, NAS ve levosimendanin birlikte
uygulandigi grupta en dusuk idi. Gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Toplam ¢alisma suremizin 130 dk olmasi ve bdlgesel bir iskemi
olusturmus olmamizdan dolayi gruplarda serum TNF-a seviyesinde anlamli
fark tespit edemedigimizi distnduk. Sistemik inflamasyon belirteci olarak
kullanilan TNF-a’ nin kisa sureli iskemi reperfuzyon modellerinde hasari
degerlendirmede uygun bir belirte¢ olmadigi bunun yerine bdlgesel
inflamasyon belirteci olarak kullanilan doku TNF-a seviyelerinin iskemi

reperflizyon hasarinda daha degerli bilgiler verecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUG

Bu calismada ratlarda deneysel karaciger iR modelinde levosimendan
ve NAS’'In ayri ayri ve birlikte karaciger iskemi reperfizyon hasari Uzerine
etkisi karsilastinlmig ve ©On tedavi olarak uygulanmasinin etkisi
sorgulanmigtir.

iskemi 6ncesinde baglatilan levosimendan ve NAS inflizyonu; ayri ayri
ve birlikte inflamasyonu ve oksidatif stresi baskilamiglardir. inflamasyon ve
oksidatif stres ile olusacak hucre ve doku hasarini azaltmiglardir.

Karaciger histopatolojik hasar degerlendirmemizde NAS ve
levosimendan ayri ayri ve birlikte karaciger sinuzoidal konjesyonu,
stoplazmik vakuolizasyonu ve hlcre nekrozunu azaltmistir.

Levosimendan ve NAS’In karaciger iskemi reperfuzyon hasarinda
birbirlerine Ustunlukleri olmadigi gorulmustur.

Hastada iskeminin baslangi¢c zamanini bilmek ¢ok zor olabilir.
Aragtirma sonuglarinin  klinikte destek bulabilmesi icin uygulamanin
baglatiima zamanini, suresini, uygulama seklini ve en etkin dozlari irdeleyen

ileri deneysel ¢alismalara gereksinim oldugu kanaatine vardik.
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