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OZET

Ratlarda Karaciger Iskemi Reperfiizyon Modelinde Uzak iskemik On Kosullama ve Uzak Iskemik

On Kosullamaya Eklenen N-Asetil Sisteinin Etkilerinin Karsilastirilmasi

Dr.Ali ihsan UYSAL, DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, IZMIiR
Amac: Sok, kardiyak arrest, turnike uygulamalari, karacigerin major cerrahileri ve transplantasyonlar
sonrasi ortaya cikabilen iskemi reperfiizyon (IR) hasari hastada ciddi organ yetersizliklerine neden
olabilmektedir. Bu hasar1 énlemede uzak iskemik 6n kosullama (UIOK) ve farmakolojik 6n kosullama
etkinligi kamtlanmis yontemlerdendir. Bu ¢alismamin amaci deneysel rat karaciger IR modelinde tek
tarafl alt ekstremiteye uygulanan UIOK ve UIOK’ye farmakolojik &n kosullama olarak eklenen NAS’1n

etkilerinin karsilagtirilmasidir.

Gerec ve Yontem: DEUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra agirliklari 250-
300 g arasinda degisen 28 adet erkek Wistar albino rat yediserli 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara genel
anestezi altinda laparatomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseke edildi. Grup I (Sham,n=7) :Laparatomi
uygulandiktan ve hepatik pedikiil diseke edildikten sonra baska hi¢bir iglem yapilmadan batin kapatildi.
Grup II (IR,n=7): Karacigere 30 dk. total iskemi sonrasinda 4 saat reperfiizyon uygulandi. Grup III
(UIOK+IR,n=7): Sol arka bacaga uygulanan 3 déngii iskemik 6n kosullama sonrasi karacigerde IR
olusturuldu. Grup IV (UIOK+NAS+iR,n=7): 3 dongii UIOK ve ardindan intraperitoneal verilen 150
mg/kg NAS sonras1 karacigerde IR olusturuldu. Tiim gruplarda ratlarin anestezi siiresi esit tutuldu,
histopatolojik degerlendirme i¢in karaciger ¢ikarildiktan ve biyokimyasal degerlendirme (AST,ALT,
LDH) i¢in kan alindiktan sonra ratlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Karaciger histopatolojik hasar skoru Sham Grubunda diger gruplara gore anlamli olarak diisiik
bulundu (p< 0,01). Iskemi Reperfiizyon Grubundaki histopatolojik hasar skorlari UIOK+IR ve
UIOK+NAS+IR gruplarindan anlamli olarak yiiksek saptandi (p< 0,01). Uzak IOK+NAS+IR ve
UIOK+IR gruplari arasinda hasar skorlarinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,334). Biyokimyasal
parametrelerin (AST,ALT,LDH) diizeyleri karsilastirildiginda IR Grubu ile UIOK ve UIOK+NAS

gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Sonu¢: Bu deneysel calismada rat karaciger total IR modelinde UIOK ve UIOK+NAS’in IR hasarmi
histopatolojik olarak anlaml diizeyde azalttigi saptanirken UIOK+NAS ve UIOK gruplari arasinda
anlamh bir fark bulunmamustir. Biyokimyasal parametrelere gore karaciger IR hasarini azaltmada her iki

yontemin de etkinligi gosterilememistir

Anahtar Kelimeler: Karaciger, reperfiizyon, uzak iskemik 6n kosullama, N-asetil sistein



SUMMARY

The Effects of Remote Ischaemic Preconditioning and N-Acetyl Cysteine with Remote

Ischaemic Preconditioning in Rat Hepatic Ischaemia Reperfusion Injury Model

Dr.Ali fhsan UYSAL, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Dept. of Anaesthesiology, IZMIR

Background: Ischaemia reperfusion (IR) injury which can develope afier shock, cardiac
arrest, major hepatic surgeries, liver transplantation and toumiquet application may result in
severe organ failures. Remote ischaemic preconditioning (RIP) and pharmacological
preconditioning are the effective methods that can be used to prevent IR injury. The aim of this
study was to evaluate the effects of RIP and N-acetyl cysteine (NAC) with RIP in the rat hepatic
IR injury model.

Materials and Methods: After obtaining approval from the Instutional Ethics Committee, 28
Wistar albino male rats weighing approximately 250-300 g were divided into 4 groups.
Laparotomy and hepatic pedicle dissection were performed to all groups under general
anaesthesia. Group I (Sham, n=7): Laparotomy and hepatic pedicle dissection were performed
but nothing else was done. Group II (IR, n=7): After 30 minutes of hepatic pedicle occlusion, 4
hours of reperfusion was performed. Group III (RIP+IR, n=7): After 3 cycles of ischemic
preconditioning applied to left hind leg, hepatic IR was performed.Group IV (RIP+NAC+IR,
n=7): After 3 cycles of RIP and intraperitoneal administration of NAC (150 mg/kg), hepatic IR
was performed. Durations of anaesthesia were equal in all groups. All the rats were sacrificed
after blood samples were taken and liver was processed for conventional histopathology.

Results: The histopathological injury score of liver (HISL) was significantly lower in the sham
group compared with the other groups (p< 0.01). The injury score of IR group was significantly
higher than the RIP+IR and RIP+NAC+IR groups (p< 0.01). There was no significant difference
in HISL between the RIP+IR and RIP+NAC+IR groups. There were no significant differences in
biochemical parameters (AST,ALT, LDH) between the IR , RIP+IR and RIP+NAC+IR groups.

Conclusions: In the present study, it was demonstrated histopathologically that both RIP and
RIP+NAC decreased hepatic IR injury significantly but there was no significant difference between
RIP+IR and RIP+NAC+IR groups. According to the biochemical parameters, both methods could not
prevent IR injury.

Key words: Liver, reperfusion, remote ischaemic preconditioning, N-acetyl cysteine
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1. GIRiS VE AMAC

Iskemi reperfiizyon (IR), doku veya organa giden kan akiminda bir siire azalma veya
kesilme sonrasinda yeniden kanlanma olarak tanimlanir. Kan akiminin tekrar baglamasi
(reperflizyon) dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar verebilmektedir (1). Iskemik
periyod siiresince dokuda toksik serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretilir. Reperfiizyon
sirasinda  SOR ve siiperoksit radikalleri endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler
permeabilite ve doku Odemine neden olmaktadir (2,3). Ayrica aktive olan adezyon
molekiilleri ve sitokinler sistemik enflamatuvar yanit1 baslatabilir. Bu yanitlar IR hasar
olarak tanimlanir (3). Temel baslatic1 patofizyolojik etken doku iskemisi olmakla birlikte,

reperflizyon, enflamasyona yol agmaktadir (4).

Iskemi reperflizyon hasarindan korunmaya yonelik klinik ve laboratuvar ¢alismalar
siirmekle birlikte iskemik 6n kosullama (IOK) bu yontemlerin 6nde gelenlerinden
birisidir. Organlar kisa siireli iskemi ve reperflizyona maruz birakildiklarinda, ardindan
gelen uzun siireli iskemiyle olusan reperflizyonda hasar daha az olmaktadir. Bu durum
direkt IOK olarak adlandirilmaktadir (5). Bir organa uygulanan iskemi reperfiizyon
epizodlar1 baska bir organda iskemiye kars1 dayaniklilik saglamaktadir; bu yontem uzak
iskemik 6n kosullama (UIOK) olarak adlandirilir (6). Farmakolojik 6n kosullama ydntemi
de IR hasarindan korunma saglamaktadir ve bu amagla farkl: ilaglarin kullanildig1 birgok
calisma yapilmistir (7-13). N-asetilsistein (NAS) iizerinde en fazla ¢alisilan ilaglardandir.
Literatiirde NAS ile bircok 6n kosullama caligmas1 vardir ve ¢ogu arastirmada NAS ile

organ korunmasi saglandig1 gosterilmistir (14-22).

Literatiir taramalarimizda karacigerde IR hasarindan korunmak icin UIOK ve

farmakolojik 6n kosullamanin beraber yapildigi bir ¢alismaya rastlanmadi.

Bu tez ¢alismasinda, deneysel rat karaciger IR modelinde tek tarafli alt ekstremiteye
uygulanan UIOK ve UIOK’ye farmakolojik 6n kosullama olarak eklenen NAS’m

etkilerinin karsilastirilmasi amagland.



2.GENEL BiLGILER

Karaciger cerrahisi anestezistlerin karsi karsiya oldugu yiiksek riskli major abdominal
girisimlerin baginda gelmektedir. Karaciger ile ilgili cerrahi girisimler (karaciger
rezeksiyonlarinda kanama kontrolii amaci ile gecici olarak yapilan Pringle manevrasi veya
total vaskiiler klempaj ) ve karaciger transplantasyonu (rezeksiyon sonrasi reperflizyon olana
kadar gecen soguk iskemi siiresi) gibi bir¢ok durumda gegici olarak kan akiminin durmasi ile
iskemi, kan dolasiminin tekrar saglanmast ile de reperfiizyon olusmaktadir. Iskemi
reperflizyon hasar1 6zellikle yandas karaciger hastaligi (yaglanma, fibrozis) olanlarda
karaciger yetersizligine (23); hatta uzun siireli yogun bakim izlemi gerektirebilecek ¢oklu

organ yetersizligine (MOF) neden olabilmektedir (24-26).
2.1 iskemi

Iskemi, organlarm kanlanmamasi yani oksijen ve besin maddelerinin dokulara yeterli
diizeyde ulasamamasidir. Bu olay, organi perfiize eden kan akimindaki azalmaya bagh olarak
gelisen geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre zedelenmesine yol agar. Iskeminin neden
oldugu patolojik siiregler sik karsilasilan ve yasamu tehdit eden durumlardir (27). Iskemi
sonrast kan akimmim tekrar baslamasi (reperflizyon) paradoksal olarak iskeminin dokuda

olusturdugu hasardan daha fazla hasar olusturur (2).

Iskemi reperflizyon lokal-uzak etki ve komplikasyonlara neden olabilen bazi
mekanizmalar1 tetikler (3). Iskemik periyod siiresince dokuda toksik SOR iiretilir.
Reperfiizyon sirasinda SOR ve siiperoksit radikalleri endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler
permeabilite ve doku Odemine neden olmaktadir (2,3). Ayrica aktive olan adezyon
molekiilleri ve sitokinler sistemik inflamatuvar yanit sendromunu (S/RS) baslatabilir. Bu

yanitlar IR hasar1 olarak tanimlanir (3).

Iskemi sirasinda hiicre membraninda bulunan Na'/K* pompasinin ¢alismasi icin gerekli
olan enerji saglanamaz. K iyonlar hiicre disma ¢ikarken Na” ve CI iyonlar1 da hiicre icine
girerler. Anaerobik glikolizle adenin trifosfat (ATP) iiretilmeye calisilir, bu da laktik asit
iretimi ile sonuglanir. Karbondioksitin birikimi karbonik asit (H,COs3) tiretimi ile sonuglanir,
boylece asidoz artar. 1ki dakikalik iskemi sonrasinda 6zellikle beyin hiicrelerinde

ekstraselliiler pH 7.3’ten 6.7’ye kadar diisebilmektedir. Adenin trifosfat bagimh calisan diger



bir pompa ise ekstraselliiler ve intraselliiler Ca™ u dengelemektedir. intraselliiler Ca™ artisi
ile proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olurlar. Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik
asit olusumu ile sonuclanir. Arasidonik asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder

ve serbest radikal olusumunu arttirir (28)(Sekil 1).

Zedeleyici ajan

VAN TN

Mitokondri Endoplazmik
retikulum
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]

v ¥

ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endoniikleaz
[ | | b,
ATP Fosfolipit Membran ve ¢ Niklee ’ﬁ'
azalmasi azalmasi hiicre iskelet

proteinlerinin
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Sekil 1. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin sebepleri ve sonuglari (29).

Anoksik veya iskemik kosullarda adenozinin ekstraselliiler diizeyi artmaktadir. Bu artig
muhtemelen intraselliiler ATP nin yikilmasmna baghdir. iskemi sirasinda meydana gelen ATP
yikimi glikolizisi indiiklemektedir. Glikolizis ise laktat olusumunu hizlandirmaktadir (30).
Adenozin, A, reseptorleri iizerinden sinaptik transmisyonu ve presinaptik Ca’™ gecisini inhibe

etmekte, K iligkili glutamat salinmasini azaltmaktadir (31).

Membran hasarinin potansiyel nedenleri:

a) Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagh Ca'" artis1 ile endojen

fosfolipazlarin aktivasyonu yikimin artmasina yol agabilir.



b) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i Ca’ artmast ile aktive olan proteazlar hiicre ¢atisma

zarar verebilirler.

c¢) Serbest oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranma ve hiicre
elemanlarma zarar verirler. Ozellikle kan akiminin diizelmesinden sonra iskemik dokularda
artan serbest oksijen radikallerinin biiyiik 6lc¢lide reperflizyon sirasinda hasarli alana gelen

polimorf niiveli 16kositler (PMNL) tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir.

d) Lipid yikim tiriinleri: Fosfolipidlerin parcalanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken bu

iirlinler membranlar tizerinde hasar olusturur (32).

Membran hasarmin mekanizmalar1 ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan olaylarla

Ca"’nin bol miktarda hiicre i¢ine girmesidir (32).
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Sekil 2.iskemi reperfiizyon hasarmda goriilen olaylar dizisi (33).

Uzamis hipoksi membran potansiyeli, iyon gecisi ve endotelyal hiicrelerin iskelet yapisini
bozmakta; ayrica, intraselliiller voliimii artirmaktadir. Bu degisiklikler enerji depolarinin,
prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi bazi biyoaktif maddelerin yapiminin azalmasi, endotelin

ve tromboksan A, gibi maddelerin yapiminin artmasi ile birliktedir (24). (Sekil 2).

2.2 Reperfiizyon

Klinik olarak IR hasar1 siklikla transplantasyon, iskemik serebrovaskiiler olay (stroke),
miyokard enfarktiisii, sok/resiisitasyon ve turnike uygulamalari sonrasinda goriilmektedir
(34). Dolasim tekrar bagladiginda fazla miktardaki nikotin amid dintikleotid (NADH) oksijen

ile reaksiyona girerek siiperoksit olusturur. Siiperoksitler demir-siilfiir proteinlerle reaksiyona



girer ve serbest demir aciga ¢ikar. Mitokondrideki NO siiperoksitle siiperoksit dismutazdan ii¢
kat daha hizli reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda potent peroksinitrit serbest radikali
meydana gelir. Peroksinitrit, mitokondrideki solunum zincirinde kompleks I, kompleks II ve

stiperoksit dismutazi inhibe eder (28).

Arasidonik asitten olusan 16kotrienler trombosit ve lokositlerin, sliperoksit ise 16kositlerin
damar duvarmma adezyonunu arttirir (2,24). Enflamatuvar olaylarda salinan tiimdr nekrosis
faktor alfa (TNF-a), IR hasarinda énemli yeri olan mikrovaskiiler disfonksiyona neden olur.
Permeabilitedeki artis proteinlerin interstisyuma ekstravaze olmasma neden olmakta, bu da
O0demle sonuclanmaktadir (25). Sekil bozuklugu olan, adezyona ve migrasyona ugrayan
16kosit sayisinda, IR sonrasi ¢ok biiyiik artislar oldugu gosterilmistir (2,24,34). Ayrica
fonksiyonel kapiller damar sayisinda azalma oldugu saptanmistir (2,28) (Sekil 3).
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Sekil 3. Iskemi reperfiizyon sonrasi kapiller damardaki degisiklikler (KKH:Kirmizi Kan
Hiicreleri) (28).

Damar duvarindaki molekiiler ve biyokimyasal degisikliklerin akut enflamatuvar yanitin

karakteristik 6zellikleri oldugu gdosterilmistir (24).

Endotel bagimli olmayan vazodilatatorlere (nitroprussid) yanitin korunmus olmasi arteriyol
diiz kasmnda fonksiyon bozuklugu olmadigimi gostermektedir. Deneysel ¢alismalar,

reperflizyon sonrasi endotel bagimli NO’yu inaktive eden siiperoksitin biiyiikk kaynagmin



aktive olan Iokositler oldugunu gostermektedir. Endotelyal hiicrelerden ortaya c¢ikan
siiperoksit ve hidrojen peroksitin onemli bir kaynagi ksantin oksidazdir. Bircok damar
yatagindaki endotel hiicresi ksantin oksidazdan zengindir. Iskemi sirasmda biriken
hipoksantin, reperfiizyon sirasinda kan damarina tekrar oksijen geldiginde biiyiik miktarda

stiperoksit ve hidrojen peroksit tiretimine neden olmaktadir (24,35).
2.3 Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar

Normotermik iskemi, iskeminin siiresine bagl olarak, oksijenize kan akiminin baslamasi
ile hepatoselliiler hasara neden olur. Miyokardiyal, intestinal, renal ve hepatik IR
modellerinde komplemanin da IR hasarinda rol oynadif1 gosterilmistir. Anaflatoksinler ve
membran attack complex gibi kompleman aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikan {riinler;
karacigerde nétrofil aktivasyonu, vazokonstriksiyon, mikrosirkiilasyonda bozulma, vaskiiler
permeabilitede artma ve hiicre lizisi ile iliskilidir. Komplemanin klasik yolunu aktive
edenlerin baglicalar1 IgG ve IgM antikor-antijen kompleksidir. Ayrica sitokinler, intraselliiler
proteinlerin serbestlesmesi ve reaktif oksijen iiriinleri kompleman aktivasyonunda rol oynuyor

olabilir (36).

Serbest radikaller hiicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum, ekstraselliiler kollajen
matriks veya kontraktil proteinler gibi organellerde ve bunlari takiben kalsiyuma bagl
mekanizmalarda bozukluklar olusturur. Serbest sitozolik kalsiyumun artis1 protein kinazlari,
fosfolipazlar1 ve diger yikici enzimleri aktive ederek subselliiler hasarin artmasma yol

acmaktadir. Asirt Ca' yiiklenmesi, oksijen radikalleri ile baslayan hasar1 artirmaktadir (37).

Hiicre membranlarinin hasarlanmasi, hepatositlerin homeostazin1 bozarak apopitoz veya
nekroza neden olmaktadir (38). Mikrodolagimdaki bozuklugun sinuzoidal endotelyal hiicre
hasari, endotelin ve NO gibi vazodilatator-vazokonstriktor molekiiller arasindaki dengesizlige
bagli oldugu diistiniilmektedir (24,38).

Karacigerde IR hasan iki fazda meydana gelmektedir: 1) Erken Faz (0-2 saat): Ca’" artis1
ve SOR olusumu etkilidir. intraselliiler Ca™ diizeyi normal hepatosit fonksiyonunun devami
icin 6nemlidir. Hiicre igcinde Ca™" artis1, hepatosit hasarini baslatan erken mekanizmalardan
birisidir. Ayrica apopitoz ve nekroz yollarin1 da aktive etmektedir. Iskeminin ardindan

reperflizyonun hepatositlerdeki Ca™ miktarmi artirdig1 gosterilmistir. iskemi boyunca hiicrede
g1 g yu



Ca'" artis1 saptanmazken reperfiizyon sirasinda hizli bir Ca™" artis1 (reperfiizyonun birinci
dakikasinda Ca"" miktar iki katina ¢tkmaktadir) gozlenmektedir.

2) Geg Faz (648 saat): Notrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve trombositlerin karacigere
gocll ile enflamasyon yaniti uyarilmakta ve sinuzoidal kan akiminda degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Hepatositlerdeki hasar SOR ve ekstraselliiler sitokinler ile meydana gelmektedir
(38).

Karaciger iskemisini takiben sinuzoidal hiicre apopitozu reperflizyon sonrasinda hizla
ortaya ¢iktig1 (30 dk.), hepatosit apopitozunun ise 240 dk. reperflizyon sonrasinda olustugu
gosterilmistir (39).

Karacigerde IR hasari, akimin gegici olarak kesildigi karaciger rezeksiyonlarinda, karaciger
cerrahisinde intraoperatif kan kaybmi azaltmada ve karaciger transplantasyonunda ortaya
cikmaktadir (40). Karaciger transplantasyonunda, greft fonksiyon kaybmin en o6nemli
nedenlerinden biri IR hasaridir (25).

Karacigerdeki IR hasari kolestaz1 indiiklemekte, bu da erken ve genellikle gegici olarak
safra sekresyonunda azalmaya neden olmaktadir. Safra akimindaki bu degisiklikler artmis
alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri, karaciger
miyeloperoksidaz aktivitesi ve serum bilirubin degerleri ile beraberdir. Bu degisikliklerin 1-3
giin i¢inde geri doniistimlii olabilecegi bulunmustur (38).

Karaciger reperflizyonu sirasinda meydana gelen splanknik konjesyon sonucu barsak ve
dalaktan salman proenflamatuvar maddelerin sistemik dolasima karismasi ile karaciger ve
akciger hasar tetiklendigi gosterilmistir (39).

2.4 iskemi Reperfiizyon Hasarimmn Organ Sistemlerine Etkileri

Iskemik dokuda reperfiizyona yanit olarak ortaya c¢ikan hasar, diger organlart da
etkileyecek kadar ciddi olabilmektedir. Iskemi reperfiizyonun uzak organ etkileri siklikla
akciger ve kardiyovaskiiler sistemde goriilmekte; ayrica, SIRS veya MOF ile
sonu¢lanabilmektedir. Barsak, karaciger ve iskelet kasi reperflizyonu sonrasi ortaya c¢ikan
MOF un 6liime neden olabilecegi gosterilmistir (24). Iskemi reperfiizyon sonrasi1 goriilebilen
MOF, iskemik olaydan 24—72 saat sonra ortaya ¢ikan akciger yetersizligi ile baglamaktadir.
Akciger yetersizliginin akut akciger hasari gibi ilimli bir tablodan akut respiratuvar distres

sendromu (ARDS) gibi ciddi bir tabloya kadar degiskenlik gosterebilecegi belirtilmistir (24).



Kardiyak cerrahi sirasindaki IR hasari sistemik enflamatuvar yanit, miyokard ve akciger
endotel disfonksiyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (41). Alt ekstremitenin IR' sinden sonra
ARDS’nin ortaya cikabilecegi (42) ve solunum yetersizligini takiben hepatik, renal,

gastrointestinal, santral sinir sistemi ve kalp yetersizligi gelisebilecegi saptanmistir (24).

Transplantasyon sonrasit karacigerin fonksiyonel olamamasinin baslica nedenlerinden
birinin hizl1 gelisen akciger yetersizligi oldugu saptanmistir (43). Karaciger IR’si sonrasi
goriilen akciger yetersizliginin nedeninin karacigerden salinan sitokinler oldugu
disiiniilmektedir. TNF-o’ nin hem karaciger hem de akcigerde hasar olusturdugu
gosterilmistir (25,38). Ratlarda olusturulan normotermik karaciger IR modelinde akcigerlerde
interstisyel incelme ve 16kosit infiltrasyonu ile karakterize degisiklikler oldugu gosterilmistir.
Viicudun en biiyiik sabit makrofaj kaynag: olan Kupffer hiicreleri, IR sirasinda artan TNF-o’
nmn en Onemli kaynafidir (25). Ciddi hepatik IR hasarinda artmis Kupffer hiicre
aktivasyonuna baglt NO inhibisyonunun, akut akciger hasarina neden oldugu saptanmistir

(32).

Karaciger IR’si sonrasi pankreasta orta-ciddi diizeyde PMNL infiltrasyonu ve ciddi
interstisyel 6dem, barsakta epitelyal villuslarda bozulma, hemoraji ve mukozada nétrofil
infiltrasyonu saptanmistir (26) Barsakta perfiizyonun bozulmasmin endotelin ile iligkili
oldugu gosterilmistir (44). Enteral iskeminin intestinal mukoza bariyer biitiinliigiinii bozarak
enterik bakterilerin ve lipopolisakkaridlerin barsak liimeninden mezenterik lenf nodlarina ve
portal kan akimina gecmesine neden oldugu bulunmustur (24). Alt ekstremite IR' si barsak
mukozasindaki baglantilart bozarak endotoksemiye neden olabilmektedir. Endotoksinlerin
koagulasyon kaskatini, notrofilleri ve proenflamatuar sitokinlerin iiretimini aktive ettigi

gosterilmistir (38).

Ekstremite cerrahisinde kansiz alan saglamak icin kullanilan turnike, iskelet kasinda uzamig
iskemiye neden olmaktadir. Iskemik hasar kas disfonksiyonu, nekrozu, ciddi asidoz,
hiperkalemi ve miyoglobiniiri gibi birgok lokal ve sistemik postoperatif komplikasyonlara yol
acabilecegi gosterilmistir ( 18,45,46). Kas iskemisi sonras1 aktive olan adezyon molekiilleri ve
sitokinler SIRS’ 1 baglatabilmektedir. Aktive olan 16kosit ve sitokinlerin ana hedeflerinden biri

akcigerdir (3).



2.5 Iskemik On Kosullama

Uzun bir iskemi doneminde olusan hiicre hasarini azaltmak amaciyla iskemi Oncesinde
uygulanan kisa iskemi reperfiizyon periyodlar1 10K olarak tanimlanir (38). ilk olarak, dort
kisa iskemi reperflizyon periyodunun kopek miyokardinda meydana gelen iskemik hasari

azalttig1 gosterilmistir (47).

Iskemik &n kosullamanin ilk olarak tanimlandig1 kalpte 40 dk.lik tek bir iskemiyi takiben
ciddi bir ATP diisiisii ve hiicre 6liimii oldugu halde dort kez tekrarlanan 10 dk.lik iskemi
reperfizyon periyodunun IR hasarmi azaltigi gosterilmistir. Bu koruyucu etkinin
mekanizmas1 tam olarak aciklanamamakla birlikte takip eden iskemi periyodlarinda ilk iskemi
donemine gore ATP diisiisinde azalma oldugu ayrica laktat, H' ve NH; gibi zararh

maddelerin her perfiizyonla birlikte ortamdan uzaklastirildig1 gésterilmistir (47).

Iskemik 6n kosullamanin koruyucu etkileri iskemi siiresi ve ka¢ dongii IR yapildig: ile de
iliskilidir. Kalpte 60 dk.ya kadar iskemide IOK nin etkili oldugu, 90 dk. iizerindeki iskemide
etkisinin siirlandign gosterilmistir (48). Doéngii sayisi, IOK’nin olusturdugu korumanin
etkinligi ile iliskili bulunmustur. Iskelet kasinda yapilan calismalarda iic dongii ile en iyi

sonug¢ almmistir (45).

Bagta kalp (47) olmak iizere akciger (3,25), karaciger (40,49), kas (45,46), bobrek (50),
medulla spinalis (51), beyin (31,52) ve barsaklarda (53) IR hasarinin azaltilmasinda IOK

arastirllmis ve etkili oldugu saptanmustr.

Hepatik IOK ilk olarak 1993’te Lloris-Carsi ve ark.(54) tarafindan rat karacigerinde
uygulanmigtir. Koti RS ve ark. (40) portal triadin bes dakika klemplenmesinden sonra
uygulanan 10 dk.lik reperflizyon sonras1 90 dk.lik iskemiyi takiben yasam siirelerinde artis ve
karaciger enzim diizeylerinde azalma gosterdigini bildirmislerdir. Takip eden ¢alismalarda da
benzer sonuglar bulunmustur (55). Hepatik IOK’ nin hepatoselliiler hasarda (35,49), TNF-o
(25,56) ve interlokin-6 (IL-6) salinnminda (56), lokosit-endotel hiicre etkilesiminde (35),
endotelyal hiicre hasarinda, hepatoselliiler apopitozda (57), uzak organ hasarinda (26) azalma
ve doku ATP diizeyinde (30,54), periferik karaciger kan akiminda, mikrosirkiilasyonda (58),

hepatik intraselliiler oksijenizasyonda artma sagladigi gosterilmistir.
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Karacigerde 90 dk.ya kadar uzayan iskemi dncesinde 10 dk. iskemi 10 dk. reperfiizyon
seklinde uygulanan tek dongii IOK’nin etkili oldugu hasar gostergesi olarak AST, ALT
diizeyleri ve histopatolojik inceleme kullanilarak gosterilmistir (29). Klinik bir ¢alismada ise
klasik olarak 60 dk. kabul edilen giivenli maksimal karaciger normotermik iskemi siiresinin

IOK ile 120 dk.ya kadar uzatilabilecegi gdsterilmistir (59).

Karacigerdeki IOK’nin adenozin (34,48,49,60), protein kinaz C (PKC) (61,62), NO
(49,50,58), 1s1 sok proteinleri (63), tirozin kinazlar (64), mitojen-aktive protein kinazlar (62),
oksidatif stres (65,66), niikleer faktér kB (NF-xB) (67) ve apopitoz kaskatinin diizenlenmesi
(57,68) ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir. Adenozin gibi ¢esitli mediyatdrler ve ikincil
mesajc1 sistemlerin aktivasyonu ile IOK etkili oldugu gdsterilmistir (69). Bu hemen baslayan
etki birka¢ saat i¢inde sona ermekte, ancak 24 saat sonra koruyucu proteinlerin uyarilmasi ile
(70) yeni bir koruma sistemi ortaya ¢ikmakta ve etkisi 48—72 saat siirmektedir (71).On
kosullamanin hem siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) hem de siklik adenozin monofosfat
(cAMP) diizeylerinde artisa neden oldugu gésterilmis, bu nedenle de IOK’de tetikleyici bir

rolleri olabilecegi diisiiniilmiistiir (72).

Dokuda IOK sonrast ATP’nin stabil kaldigi, adenozin, ksantin ve inozinin ise arttig
bulunmustur (35). Baska bir deneysel ¢alismada ise IOK grubunda reperfiizyon sonrasit ATP’
de hizl bir artis oldugu saptanmistir (55). Glikolizis ve ATP yikiminin, bunun sonucunda da
laktat olusumunun IOK ile azaldigi bulunmustur. ATP miktarnin korunmasi azalmis ATP
kullanimi ile ilgilidir, bu da IOK’nin enerji koruyucu mekanizmalar tetikledigini

disiindiirmektedir (30).

Tam olarak netlesmemekle birlikte {OK etki mekanizmasmda en ¢ok adenozin, PKC, 1s1

sok proteinleri ve NO iizerinde durulmustur (4) (Sekil 4).
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Adenozin A2 reseptarii Endotelyal NO
—_— —_—
1OK Oksidatif stres sentaz

Hiicre membram
K-ATP kanali

Fosforilasyon

PKC " | Mitokondriyal K- ATP
Tirozin kinaz kanali
Diger kinazlar

NO & cGMP haiimh
mekanizmalar

Antioksidanlar
NO sentaz
Isi sok proteinleri

r

Linflamatuar yanit — & | iskemiye
LMikrosirkiilatuar hasar artmig
{Hiicre hasan tolerans

Uzak organlarda oksidatif stres
ATP’ nin korunmasi

Sekil 4. Iskemik 6n kosullamanin mekanizmasi (PKC: Protein kinaz C, NO: Nitrik oksit, NF-
«kB: Niikleer Faktor kB) (4).

2.6 Uzak iskemik On Kosullama

Bir organa uygulanan iskemi reperfiizyon epizodlart baska bir organda iskemiye karsi
dayaniklilik saglamaktadir; bu yéntem UIOK olarak adlandirilir (6). Uzak IOK ilk olarak
1993’ te kalpte gosterilmistir (73). Deneysel ve klinik arastirmalar kalbe uygulanan IOK nin
kalp disinda akciger ve diger organlarda IR hasarmni azalttigini gdstermistir (74,75)
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Cheung ve ark. (41) kardiyak cerrahi geciren cocuklarda, alt ekstremiteye uygulanan
IOK’nin (beser dk.lik dort déngii) miyokard fonksiyonuna etkilerini arastirmislar ve UIOK
grubunda miyokard fonksiyonunun daha iyi, miyokard hasarinin ise daha az oldugunu
bildirmislerdir.Bagka bir ¢alismada kisa periyodlar halindeki ekstremite iskemisinin

miyokarddaki enfarkt alanini1 %50 oraninda azalttig1 gosterilmistir (74).

Renal arter IOK’si ile miyokarddaki koruyucu etkinin arastirildig1 bir ¢alismada olusan
koruyucu etkinin adenozin reseptdr antagonisti ile ortadan kalktigr bulunmustur (2). Uzak
[OK’nin mekanizmasinda adenozin, bradikinin, norepinefrin ve ATP bagimli K* kanallarinmn

rol oynadig: diisiiniilmektedir (74).

Kharbanda ve ark. (74) yaptiklar1 deneysel caligmada alt ekstremiteye uygulanan beser
dk.lik dért dongii IOK nin, miyokard iskemisi sonrasi ejeksiyon fraksiyonundaki azalmayi
belirgin olarak oOnledigi ve miyokard enfarkt alanmi anlamli olarak kiiciilttiiglini

bulmuslardir.

Harkin ve ark.(76) bilateral, Olguner ve ark. (3) ise tek tarafli uygulanan alt ekstremite

IOK 'nin akcigerde olusan IR hasarini engelledigini gostermislerdir.

Karaciger I{OK’sinin bdbrek iskemisi iizerine etkileri arastiran deneysel arastirmada, IOK
uygulanan hayvanlarda lipid peroksidasyonunun uygulanmayanlara gére daha diisiik oldugu
bulunmustur (50). Bu olumlu etkinin NO ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (32). Uzak
IOK’nin miyokard koruyucu etkisinin muhtemelen otonom sinir sistemi ve/veya hormonal
faktorler ile oldugu belirtilmistir (69). Iskelet kasmin IOK’sinde salinan opioidler tiim iskelet
kaslarin1 koruyan bir etkiyi tetiklemektedir. Iskelet kasma benzer sekilde, mezenter arter
okliizyonu ile saglanan miyokarddaki koruyucu etkinin naloksan ile ortadan kalktig1

gosterilmistir (46).

Kanoria ve ark.(32) rat bacagna uygulanan ti¢ dongii 10 dk. iskemi 10 dk. reperflizyon
seklinde yaptiklari UIOK’nin karaciger IR hasarma etkisini inceledikleri ¢alismalarinda iki
saat reperfiizyon sonunda IR grubunun ortalama arter basinglart ve periferik oksijen
saturasyonlarmin (FiO, arttirilmis olmasina ragmen) UIOK grubuna kiyasla anlamli olarak

daha diisiik oldugunu bulmuslardir.
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2.7 Farmakolojik On Kosullama

Farkl1 bir¢cok farmakolojik ajanin farkli noktalarda sinyal yolaklarini aktive ettigi ve
boylece IOK yi taklit ettigi gdzlemlenmistir (77). Bu gézlemler IOK ’nin sagladig etkileyici
korumanin terapotik ajanlarla da saglanabilecegi diisiincesini olusturmustur (78,79).

IR hasarida amlodipin (7), verapamil (8) gibi Ca"" kanal blokerleri, mannitol,
anjiotensin doniistliriicii ~ enzim (ACE)  inhibitorleri, E-vit, propranolol, NAS gibi
antioksidanlar, prednizolon (9), aspirin, prostaglandin E2 gibi antienflamatuvarlar ve
allopiirinol (10), adenozin, antiproteazlar gibi serbest radikal inhibitorleri, eritropoetin (11)
gibi ¢cok sayida koruyucu ajan farmakolojik 6n kosullamada denenmistir (12,13).

N-asetilsistein iizerinde en fazla ¢aligilan ilaglardandir. N-asetil sistein dogal bir aminoasit
olan L- Sisteinin N-asetillenmis tiirevidir. Asetil sistein mukolitik bir ajan ve sistein
proglutatyan yapisinda olan serbest radikal tutucu endojen bir antioksidandir (80). Oksidatif
streste glutatyon havuzunu bir glutatyon prekiirsorii olarak besler,glutatyon redoks siklusu,
endoteli korumada iyi bir defans sistemi saglar (81). N-asetil sistein glutatyon iceren bir
asetillenmis siilfidril grubudur. Antioksidan 1s1 koruyucu ve mikrodolasimi iyilestirici etkileri
calismalarda gosterilmistir (81). Asetilsistein, akciger ve karacigerde glutatyon sentezine
sistein verici olarak katilir ve glutatyon sentezini artirir, bununla beraber SOR’y1 baglayarak
hiicre koruyucu gorev yapar (82). Parasetamol (asetaminofen ) zehirlenmelerinde karaciger
harabiyetini azaltici etkisi vardir. Parasetamol karacigerde metabolize edilirken az bir bolimii
sitokrom P50 enzim sistemi ile reaktif ara metabolite doniislir ve glutatyonla baglanarak
idrarla atilir. %50 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Eliminasyon yar1 6mrii 6,25 saattir
(82). Solunum yoluna ait enfeksiyon hastaliklarinda koyu kivamli mukusun atilmasimi
kolaylastirmasi nedeniyle akcigerde oksidatif hasarin 6nlenmesinde kullanilmaktadir (82).

Literatiirde NAS ile yapilan bir¢cok 6n kosullama ¢aligmasinda organ korunmasi saglandigi
gosterilmistir (16-22). Smyrniotis ve ark.nmn (19) 28 rat lizerinde yaptig1 calismada NAS’in

karaciger IR hasarmi azalttig1 karaciger fonksiyon testleri ve histopatolojisi ile gdsterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1
alindiktan sonra Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calismada agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 28 adet Wistar albino cinsi
eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar arastirma baslangicina kadar oda sicakliginda (21-22 °C )
% 40-60 nisbi nemde 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik ortamda tutulup standart pellet yemi
ve suyla beslendi. Cerrahi islemden 12 saat Oncesinden itibaren sadece su i¢melerine izin

verildi.
3.1 Anestezi Uygulamasi

Anestezi intraperitoneal (i.p.) 50 mg/kg ketamin ( Ketalar flk., Pfizer Pharma GMBH,
Germany) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne % 2, Alfasan International, Holland)
ile saglandi. Gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in ketamin (yar1 dozda,
25 mg/kg) refleks yanitlara (pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-pedal refleks,palpebral ve

korneal refleksler) bakilarak tekrarlandi.

3.2 Deney Gruplari ve Protokol
Grup I (Sham, n=7) : Laparotomi sonrasi anestezinin 65.dk.sinda hepatik pedikiil diseke
edilip baska bir girisim yapilmadan ratlar 270 dk. daha anestezi altinda bekletildi.Boylelikle

en uzun ¢alisma grubu siiresi kadar (335 dk., Grup 1V) anestezi siiresi saglanmis oldu.

Grup II (iR, n=7): Laparotomi sonrasi anestezinin 65.dk.sinda karacigere 30 dk. total

iskemi ve sonrasinda dort saat reperflizyon uygulandi.

Grup III (UIOK + iR, n=7): Laparatomi sonrasinda sol arka bacaga 10 dk. iskemi ve 10
dk. reperflizyon ii¢ dongii uygulandiktan 5 dk. sonra Grup II’deki islemler tekrarlanda.

Grup IV (UIOK + NAS + iR, n=7): Laparatomi sonrasinda sol arka bacaga 10 dk. iskemi
ve 10 dk. reperfiizyon ii¢ dongili uygulandiktan sonra anestezinin 60.dk.sinda 150 mg/kg NAS
(Asist amp 300 mg/3 ml amp, Hiisnii Arsan Ila¢ Sanayi, Tiirkiye) i.p. verildikten 5 dk. sonra
Grup II’deki islemler tekrarlandi.

Grup I’de hepatik pedikiiliin diseksiyonuna, Grup II’de iskemiye 65.dakikada baslamadaki

amac; Grup III ve IV’deki 6n kosullama siiresine esitlemek ve bdylelikle tiim gruplarda
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anestezi siiresinin (335 dk.) ayni olmasmi saglamakti. Kan ve doku 6rnekleri reperfiizyon

sonunda alindi.

Grup I I

0 335 dk
Grup II I | O | | |

0 60 5 iskemi(30dk.) reperfiizyon (240 dk) 335dk
Grup 111 | 1 O | |

0 UIOK 60 5 iskemi (30dk) reperfiizyon (240 dk) 335dk
Grup IV | | O | | |

0 UIOK 60 NAS iskemi(30 dk.) reperfiizyon(240 dk) 335dk
Sekil 5. Deney protokoliiniin sematik goriiniimii.
3.3 Deneysel Calisma Modeli

Tim ratlar anestezi uygulamasindan sonra operasyon masasina sabitlenerek supin
pozisyonda abdomen orta hat insizyonu ile agildi, karaciger agiga ¢ikarildi ve hepatik pedikiil
diseke edildi. Ratlar1 hipotermiden korumak i¢in caligma siiresince operasyon masasi 1sitici
bir lamba ile 1sitild1 ve rektal viicut sicakligr 37-37,5 °C arasinda tutuldu. Dehidratasyonu
onlemek amaciyla subkutan serum fizyolojik soliisyonu 3 ml/kg/sa uygulandi. Bekleme

stireleri boyunca batin 1slak steril tamponlar ve cerrahi pens ile kapatildi. (Resim 1)
Deneysel karaciger iskemi reperfiizyonu ve uzak iskemik on kosullama yontemi

Total karaciger iskemisi, atravmatik mikrovaskiiler klemp ile hepatik pedikiil sikistirilarak
karacigere giden portal ven ve arter akimi engellenerek saglandi (Resim 1). Yeterli okliizyon

karacigerde solukluk olusmasi ile dogrulandi .
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Resim 1. Ratin karaciger kan akiminin kesilmesi.

Uzak IOK amaciyla turnike etkisi i¢in, etkinligi perflizyon sintigrafisi ve laser akim 6lgerle
gosterilmis olan yontem kullanildi (11,80). Bu amagla ratin sol arka bacagi kasik bolgesinden
elastik bandaj (1 cm eninde ve 30 cm uzunlugunda) ile ii¢ kez cepegevre dolanarak sikildi. Ug
dongii halinde 10 dk. iskemi olusturulup takiben 10 dk. reperfiizyon saglandi. Kan akiminin
kesilmesi lazer akimdlger (Laser Flo BPM?2, Vasamedic, USA) ile dogrulandi. (Resim 2,3)

Resim 2. Ratta bacak kan akiminin lazer akimoélgerle gosterilmesi
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Resim 3. Ratin bacak kan akiminin kesildiginin lazer akimolgerle gosterilmesi.

Tiim gruplarda total ¢aligma siiresi sonunda biyokimyasal ¢alismalar i¢in anestezi altindaki
ratlara sternotomi yapilip sag atriyuamundan enjektor ile kan Omegi alindi, daha sonra
histopatolojik inceleme i¢in karaciger ¢ikarildi ve ratlar eksanguinasyon ile (kardiyak
puncture) sakrifiye edildi. Doku 6rnekleri % 10’luk tamponlu formaldehid i¢inde fikse edilip

karaciger hasar1 histolojik olarak degerlendirildi.

3.4 Karaciger Histopatolojisinin Degerlendirilmesi

Karaciger doku omekleri DEUTF Histoloji AD Laboratuvarinda incelendi. Isik
mikroskopik inceleme i¢in %10’luk tamponlu formaldehid soliisyonunda 24-48 saat fikse
edildikten sonra fiksatifin uzaklastirllmasi amaciyla bir gece akarsu altinda yikandi. Doku
ornekleri dehidratasyon i¢in sirasiyla % 70, % 80 ve % 96’lik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika ve ardindan ti¢ farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla
30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutulduktan sonra iki kez birer saatlik parafin ile
immersiyonu saglandi. Daha sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary
mikrotom (RM 2225, Leica,Kodln,Almanya) araciligi ile Sum’lik (Feather S35) kesitler alindi.
Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk. 60°C’lik etiivde birakildi. Ardindan ilki 20
dk. (etiivde) diger ikisi onar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Kesitler daha sonra
rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve % 96’dan % 70’e azalan alkol
serilerinden gegirilip distile su ile g¢alkalandiktan sonra 10 dk. Hematoksilen (01562E,

Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan,
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boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dk akarsuda yikanan kesitler, 2 dk. Eozin
(01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan
sonra sirasiyla % 70, % 80, % 96 ve 2 seri absolii alkol serilerinden gecirilen kesitler
seffaflastirma amaciyla 20’ser dk. iic degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

Boyama isleminden sonra elde edilen kesitler 151k mikroskopik olarak incelendi (Olympus
BX-50, Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen goriintiiler yiiksek rezoliisyonlu bir
kamera (Olympus DP-70, Tokyo, Japonya) igeren bilgisayara aktarilarak digital olarak
fotograflar1 cekildi. Cekilen digital fotograflar digital goriintii analiz programi (UTSCS4;
Image tool version 3,0) ile degerlendirildi. Karaciger doku ornekleri hepatosit hasari
yoniinden incelendi. Hiicre histolojisindeki degisimler; konjesyon, nekroz, sitoplazmik
vakuolizasyon ve eozinofili, niikleer piknozis ve enflamatuvar hiicre yogunlugu yoniinden 151k
mikroskobunda degerlendirildi. Degerlendirmede karaciger histopatolojik hasar skoru
(KHHS) kullanild1 (83). Skorlama KHHS ye gore;

0: Hasar yok ya da minimal hasar,

1: Hafif hasar,

2: Orta hasar,

3: Siddetli hasar seklinde derecelendirildi

3.5 Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Reperfiizyon sonunda kan alimmi takiben Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda, serum ornekleri kan pihtilastiktan sonra 3000 rpm’de 10 dk. santrifiy
edilmesiyle elde edildi ve Ol¢limler yapilana kadar -20 C°’de saklandi. Serum AST, ALT,
laktik dehidrogenaz (LDH) seviyeleri, DEUTF Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda
“Cobos Integra 800, Roche, USA ” cihazi kullanilarak 8l¢iildii.

3.6 Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences 15 (SPSS
15.0,Chicago, IL,USA) programi kullanildi. Verilerin analizinde Kruskal-Wallis varyans
analizi uygulandi. Gruplarin ikili karsilagtirmalar1 i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak tiim
veriler ortalama + standart sapma (ort + ss) olarak gosterildi. Istatistiksel olarak p< 0,05

degeri anlaml1 kabul edildi.
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4.BULGULAR
Dokuz Eyliil

Universitesi

Multidisipliner

Deney Hayvanlan

Laboratuvarinda

gerceklestirilen caligmaya toplam 28 rat dahil edildi ve tiim denekler ¢alismay1 tamamladi.

Calisma gruplarinin serum AST, ALT, LDH diizeyleri ile KHHS degerleri Tablo 1’de;

istatistiksel anlamliliklarinin karsilagtirilmast Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 1. Gruplara ait AST, ALT, LDH diizeyleri ve histopatolojik hasar skorlari

Histopatolojik
AST ALT LDH Hasar Skoru
Grup I (n=7)
138,4+30,0 50,0+9,7 775,1£110,5 0,00+0,00
(Sham)
Grup II (n=7)
) 1034,7+£521,0 834,24427,6 | 1840,4+1144,0 2,284+0,48
(IR)
Grup III (n=7)
. 1081,8+227,5 | 1203,6+297,8 | 2035,0+352,7 1,2840,48
(UIOK+IR)
Grup IV (n=7)
. , 1703,8+1145,3 | 1237,4+540,5 | 3147,7£1556,8 1,00+0,57
(UIOK+NAS+IR)
p° 0,005* 0,001* 0,005* <0.001*

*p< 0,05: Gruplar arasinda anlamli fark

*Kruskal Wallis testi.
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Tablo 2.Gruplarin AST, ALT, LDH, histopatolojik hasar skoru degerlerinin istatistiksel

anlamliliklarinin (p* degeri) karsilagtirilmasi.

IR UIOK+IR UIOK+NAS+IR

Sham 0.018% 0,0003* 0,002*

AST iR 0,886 0,406
UIOK+IR 0,775

Sham 0,018% 0,003* 0,002*

ALT iR 0,086 0,064
UIOK+IR 0,475

Sham 0.11 0,003* 0,003 *

LDH iR 0,775 0,085
UIOK+IR 0,153
Histopatolojik | Sham 0.001* 0.001* 0,002*
Hasar Skoru | IR 0,006* 0,003*
UIOK+IR 0,334

*p< 0,05: Gruplar arasinda anlamli fark.

"Mann Whitney U testi.

4.1.Karaciger Histopatolojik Hasar Skoru (KHHS)

Sham (0,00£0,00), IR (2,28+0,48), UIOK+IR (1,28+0,48 ) ve UIOK+NAS+IR (1,00+0,57 )
gruplart incelendiginde Sham Grubu histopatolojik hasar skorlar1 IR, UIOK+IR,
UIOK+NAS+IR gruplarindan anlamli olarak diisiik bulundu (p< 0,01) (Tablo 1). Iskemi
reperfiizyon grubu ile UIOK+IR ve UIOK+NAS+IR gruplarinmn skorlar1 karsilastirildiginda
IR grubunda anlamli yiikseklik saptanirken (p< 0,01) , UIOK+IR ve UIOK+NAS+IR gruplar
arasinda anlamh fark saptanmadi (p=0,334) (Tablo2).

Karaciger dokusunun H-E boyasiyla boyanmis kesitlerinin incelenmesi ile gruplar arasinda
farkli hiicresel degisikliklerin oldugu gozlendi. Sham grubuna ait karaciger kesitleri
incelendiginde, klasik karaciger lobiiliiniin ortasinda vena sentralis, vena sentralisden 1sinsal
bigimde perifere dogru uzanan hepatosit kordonlar1 ve bu kordonlarin arasinda yer alan
sinlizoidler dikkati ¢ekti. Siniizoidler normal yapida ve genislikte gozlendi. Hepatositlerde

niikleus yuvarlak ve cogunlukla 6kromatik, sitoplazma ise eozinofilik boyandi. Siniizoidlerde
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endotel hiicrelerinin niikleuslar1 ise yassi ve koyu boyanmis olarak izlendi. Endotel
hiicrelerinin arasinda ya da liimene bakan yiiziinde tutunmus olarak endotel hiicrelerinden
daha biiyiik, nukleuslar1 oval ve soluk boyanan Kupffer hiicrelerine rastlandi. Portal alanlarda,
vena porta, arteria hepatika, safra duktusu ve lenfatik damar normal olarak gozlendi. Sham
grubuna ait kesitlerde herhangi bir hiicre infiltrasyonu gézlenmedi (Resim 4).

Iskemi reperflizyon grubunda ise hepatosit hiicre kordonlarinin biitiinliigii bozulmus,
sinlizoidlerde dilatasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve portal alanda dilatasyon
goriildii. Ayrica bazi bolgelerde yaygin fokal nekroz gozlendi (Resim 5).

Uzak IOK + IR Grubunda hepatosit hiicre kordonlarmnm biitiinliigii IR’ye gére daha
diizenli, sinlizoidlerde daha az derecede dilatasyon, daha az mononiikleer hiicre infiltrasyonu
ve hepatositlerde daha az dejenerasyon goriildii. Ayrica baz1 boélgelerde nadir olarak fokal
nekroz gozlendi (Resim 6).

Uzak IOK + NAS + IR Grubunda hepatosit hiicre kordonlarinin biitiinliigii IR ’ye gére daha
diizenli, sinlizoidlerde daha az derecede dilatasyon, daha az mononiikleer hiicre infiltrasyonu
ve hepatositlerde daha az dejenerasyon goriildii. Ayrica baz1 bolgelerde nadir olarak fokal
nekroz gdzlendi. Uzak IOK + IR Grubuna gore karaciger dokusu daha iyi korundugu goriildii
(Resim 7).
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Resim 4. Sham Grubuna ait H-E ile boyanmis karaciger dokusu kesit goriintiileri (X20,X40).
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Resim 5. Iskemi Reperfiizyon Grubuna ait H-E ile boyanmus karaciger dokusu kesit

gorintiileri (X20,X40). Hiicre kordonlarinin biitiinliigii bozulmus, siniizoidlerde dilatasyon,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (*), eritrosit ekstravazasyonui—p) ve hepatositlerde
fokal nekroz ( = ) goriildii.
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Resim 6.Uzak iskemik On Kosullama + iskemi Reperfiizyon Grubuna ait H-E ile boyanmus
karaciger dokusu kesit goriintiileri (X20,X40).Hepatosit hiicre kordonlarinmn biitiinliigii IR
gore daha diizenli, sinlizoidlerde daha az derecede dilatasyon ( => ),; portal alan normale

yakin goriinlimde =), azalmis hepatositlerde fokal nekroz (wap ) gdzlendi
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Resim 7. Uzak Iskemik On Kosullama +NAS+ Iskemi Reperfiizyon Grubuna ait H-E ile
boyanmig karaciger dokusu kesit goriintiileri (X20,X40). Siniizoidlerde daha az derecede
dilatasyon; portal alan normale yakin gériiniimde (F>),nadir hepatositlerde fokal nekroz ().
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4.2. Biyokimyasal Parametreler (AST, ALT, LDH )

Sham Grubunda AST degerleri diger lic grupla karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik
saptandi (p< 0,05). Iskemi Reperfizyon Grubu AST degerleri ile UIOK+IR ve
UIOK+NAS+IR gruplart AST degerleri arasinda anlamli fark saptanmadi (sirastyla p=0,886;
p=0,406). Uzak IOK Grubu ve UIOK+NAS+IR Grubu AST degerleri karsilastirildiginda
anlamli fark bulunmadi (p=0,775).

Sham Grubunda ALT degerleri diger ii¢ grupla karsilastirildiginda anlamli olarak diistik
saptandi (p< 0,05). Iskemi Reperfiizyon Grubu ALT degerleri ile UIOK+IR ve
UIOK+NAS+IR gruplart ALT degerleri arasinda anlaml fark saptanmadi (sirasiyla p=0,086;
p=0,064). Uzak IOK Grubu ve UIOK+NAS+IR Grubu ALT degerleri karsilastirildigida
anlamli fark bulunmadi (p=0,475).

Sham Grubunda LDH degerleri UIOK+IR ve UIOK+NAS+IR gruplart ile
karsilastirildiginda anlamli  olarak diisiik saptanirken (p< 0,01) IR Grubu ile
karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi (p=0,11). Iskemi Reperfiizyon Grubu LDH
degerleri ile UIOK+IR ve UIOK+NAS+IR gruplart LDH degerleri arasinda anlaml fark
saptanmadi (sirastyla p=0,775; p=0,085). Uzak IOK grubu ve UIOK+NAS+IR grubu LDH
degerleri karsilastirildiginda anlaml fark bulunmadi (p=0,153).
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S.TARTISMA

Bu deneysel ¢alismada rat karaciger total IR modelinde UIOK ve UIOK’ye eklenen
NAS’m karaciger IR hasarmi histopatolojik olarak anlamli diizeyde azalttigi gosterildi.
Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, KHHS nin UIOK+NAS+IR grubunda
UIOK+IR grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi.

Iskemi reperfiizyon hasar karaciger travmalari, rezeksiyonu ve transplantasyonu sonrasi
ortaya cikabilen klinik bir problemdir. Dokuya reperflizyonla enerji temini saglanir ve toksik
metabolitler uzaklastirilir. Ancak toksik metabolitlerin sistemik dolasima dénmesi ciddi
metabolik sonuglara yol agar ve reperflizyon lokal doku hasarini arttirir. Reperfiizyonla aktive
olan birgok mekanizma ile ortaya ¢ikan toksik tiriinler, basta akciger olmak iizere kalp, beyin,
bobrek gibi uzak organlarda hasar olusturur ve wuzun siireli yogun bakim izlemi
gerektirebilecek MOF’a neden olabilmektedir (24,84).

Bu ¢alismada kolay temin edilebilmesi, deneysel IR ve UIOK modellerinin kullanildig: ve
NAS’ 1n doku koruyucu etkinliginin incelendigi ¢alismalarda daha ¢ok rat kullanilmis olmasi
nedeniyle deney hayvani olarak rat secildi (19,84-86).

Karacigerdeki IR hasar1 kolestazi indiikleyerek safra sekresyonunda gegici azalmaya neden
olmaktadir. Safra akimindaki degisiklikler ALT-AST diizeyleri, karaciger miyeloperoksidaz
(MPO) aktivitesi ve serum bilirubin degerlerinde artmayla sonuglanmakta; 1-3 giin iginde
normale donmektedir (38). Hepatik IR hasarinim, hiicresel etkilerinin en iyi gostergeleri serum
AST, ALT, LDH gibi enzim aktiviteleri ve histopatolojik degisimlerdir (24,87). Bu nedenle
calismamizda IR hasari gostergeleri olarak ALT, AST, LDH ve histopatolojik hasar skoru
kullanilmistir.

Deneysel karaciger IR modellerinde, total (30) veya parsiyel iskemi (25) ydntemleri
kullanilabilmektedir. Parsiyel iskeminin daha az mezenterik konjesyona neden oldugu ancak
bu yontemin uygulama zorlugunun yani sira klinik kosullar1 tam yansitmadigi one
siriilmektedir. Hemodinamik stabilite bozulmadan hasar olusturulan total karaciger iskemi
siiresi en az 25 dk. olarak saptanmistir (32,84). Bu ¢aligmada klinik uygulamalara (Pringle
manevrasi) yakinligi nedeniyle 30 dk. total iskemi siiresi secildi.

Bu calismada 30 dk. total iskemi sonrasinda karaciger hasarinin olustugu biyokimyasal ve
histopatolojik yontemlerle gdsterilmistir. iskemi reperflizyon grubundaki histopatolojik ve
biyokimyasal (AST-ALT) degisikliklerin Sham Grubundan anlamli olarak farkli olusu IR

modelinin dogru uygulandigin1 gostermektedir. Calismamizda; Sahin ve ark.nin (84)
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sonuglarina benzer sekilde UIOK uygulanan gruplarda IR grubuna gére KHHS’nin daha
diisiik bulunmas1 UIOK modelinin dogru uygulandigin1 diisiindiirmektedir.

IIk olarak Pryzklenk ve ark. (73) tarafindan uygulanan UIOK’ nin koroner arterlerin
perflizyonunu iyilestirdigi gosterilmistir. Uzak IOK’ nin miyokard disinda akciger (25),
bobrek (50), iskelet kas1 (45) ve barsaklarda (53) da etkin oldugu bulunmustur. Olguner ve
ark. (3) tek tarafli arka bacak IR’si oncesinde turnike ydntemiyle uygulanan UIOK’nin
akcigerde 10kosit infiltrasyonu ve lipid peroksidasyonunu engelledigini gdstermislerdir.
Harkin ve ark. (76) domuzlarda bilateral alt ekstremite iskemisi 6ncesinde gerceklestirilen
IOK’nin IL-6 diizeyi, dolasimdaki 16kosit sayisi, pulmoner ddem ve solunum yetersizligi
bulgularini azaltarak akciger hasarini engelledigini saptamislardir.

Uzak IOK’ nin IR hasarin1 azaltmaktaki etkisini gosteren calismalar karaciger IR
hasarindan korunmada noninvaziv bir ydntem arayisini giindeme getirmistir. Uzak {OK’ nin
karacigere direkt bir stres uygulamadan IR hasarindan korumada etkili ve kolay bir yontem
olabilecegi savunulmustur (32,88). Lai ve ark. (88) rat karacigerinin parsiyel iskemisi
oncesinde femoral arter kan akimini mikrovaskiiler klemple keserek alt ekstremiteye
uyguladiklar1 4 dongii IOK’ nin karaciger hasarin1 azaltmada etkili oldugunu bulmuslardir.
Kiintscher ve ark (75) ge¢ici iskemi olustururken damar kan akimini direkt kesmek yerine
noninvaziv turnike uygulamasinin UIOK’ de alternatif yontem oldugunu bildirmislerdir. Saita
ve ark. (45) IR hasarin1 engelleyen en etkili IOK yonteminin ii¢ kez 10 dk. iskemi ve 10 dk.
reperflizyon seklinde oldugunu bildirmislerdir. Kanoria ve ark. (32) klinik uygulamaya daha
yakin oldugunu diisiindiikleri total karaciger iskemi modelinde UIOK’ nin etkinligini
arastirmislar ve ii¢ dongii uygulanan UIOK’ nin serum transaminaz degerlerini diisiirdiigiinii,
hepatik kan akimini arttirdigmi  ve periferik oksijen satiirasyonunu yiikselttigini
saptamiglardir. Bu calismada, literatiirde (32,45) ve klinigimizde daha Once yapilan tez
calismalarinda (84,86) etkinligi gosterilmis olan alt ekstremiteye lic dongii seklinde turnike
uygulamas ile yapilan UIOK ydntemi kullanildi.

Abu-Amara ve ark. (89) karaciger iskemisi Oncesinde alt ekstremiteye alti kez dorder
dakika uyguladiklar1 UIOK’ nin karaciger hasarmni azalttigini gostermislerdir. Sahin ve ark.
(84) on dakikalik ii¢ dongii alt ekstremite UIOK’ nin karacigeri IR hasarindan biyokimyasal

ve histopatolojik olarak korudugunu bildirmislerdir. Calismamizda da bu arastirmacilarin
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sonuglarma benzer sekilde UIOK’ nin karaciger IR’si sonrasi KHHS’yi anlamli olarak

azalttigini saptadik.

N-asetilsistein, akciger ve karacigerde glutatyon sentezine sistein verici olarak katilir ve
glutatyon sentezini artirmakta, bununla beraber serbest oksijen radikallerini baglamakta ve
muhtemel hiicre hasarin1 Onleyerek, koruyucu gorev yapmaktadir (82). Bu calismanin
hipotezinde UIOK ile beraber NAS kullaniminin daha iyi organ korumasi saglayacagi
disiintildii. Bu uygulama karaciger rezeksiyonu ve karaciger transplantasyonu oncesinde

kolay uygulanabilmesi ve klinige katki saglayabilecegi icin tercih edildi.

Tek basma NAS uygulamas: ile organ korunmasi saglandigi bilinmektedir (16-22).
Smyrniotis ve ark.” nin (19) yaptig1 ¢alismaya gére NAS’m (0,3 mg/g i.v.) karaciger IR
hasarini1 azalttig1 karaciger fonksiyon testleri ve histolojisi ile gdsterilmistir. Galhardo ve ark
( 17) hepatik iskemi dncesi NAS (150 mg/kg, i.v.) uyguladiklar ratlarda karaciger dokusunda
nekroz, apopitoz ve mikrovezikiiler yaglanmanin IR grubuna gore azaldigini bulmuslardir.
Sehirli ve ark.(22) renal iskemi 6ncesi NAS (150 mg/kg, i.p.) uyguladiklar ratlarda oksidatif
hasarmn azaldigin1 gostermislerdir. Ancak bu ¢alismacilardan farkli olarak Ghosh ve ark. (14)
ile Bauman ve ark. (15) kopeklerde yaptiklar1 ¢alismalarda iskemi dncesi verilen NAS’ 1n
(150 mg/kg, i.v) karaciger IR hasarin1 azalttigm1 saptayamamuslardir.

Calismamizda karaciger total iskemisi 6ncesi UIOK uygulanmasini takiben NAS (150
mg/kg, i.p.) verilen grubun KHHS’si IR grubuna gére anlamli olarak daha diisiik bulundu.
Uzak IOK+NAS grubunun hasar skoru UIOK grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik
olmakla birlikte bu fark anlamli bulunmadi. Denek sayisinin daha fazla olmasi durumunda bu
farkin anlamlilik kazanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz biyokimyasal parametrelerden AST ve ALT diizeyleri tiim
gruplarda Sham Grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. LDH diizeylerinde Sham
Grubuna goére UIOK ve UIOK+NAS gruplarinda anlamli, IR Grubunda ise anlamli olmayan
bir yiikseklik saptandi. Biyokimyasal parametrelerin (AST,ALT,LDH) diizeyleri ag¢isindan
IR Grubu ile UIOK ve UIOK+NAS Gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamasi koruyucu
etkinligin biyokimyasal olarak gosterilemedigine isaret etmektedir.

Calistigimiz biyokimyasal parametrelerin karacigere sensitif olmakla birlikte spesifik

olmayip kas hasar1 gibi gesitli organ hasarlarinda da yiikselebildigi gosterilmistir (90-92).
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Histopatolojik olarak IR Grubu ile UIOK ve UIOK+NAS gruplari arasinda saptanan anlamli
farkin biyokimyasal sonuglarla desteklenememesinin nedeni kullanilan turnike ile meydana
gelen kas hasarina bagli olabilir. Ayrica biyokimyasal parametreler deney sonunda aldigimiz
serum Orneklerinde calisilmas1 yerine karaciger hasarina daha spesifik olan karaciger
dokusunda calisilsayd1 gruplar arasi farkin daha dogru bir gostergesi olabilirdi (93).
Biyokimyasal analizlerin serum 6rneklerinden yapilmasi bu ¢alismanin kisitliligidir.

Uzak IOK karacigerde ek stres olusturmadan , operasyon sirasinda cerrahi siire ve kan
kaybim1 arttirmaksizin  kolaylikla uygulanabilen noninvaziv bir yontem olabilir.
Ulasabildigimiz kaynaklar ve literatiir taramasinda, karaciger IR modellerinde daha iyi organ
korunmasi saglayacagim diisiindiigiimiiz UIOK ile birlikte NAS uygulamasiyla ilgili bir
calismaya rastlamadik. Bu calisma modeli, karaciger rezeksiyonu ve karaciger
transplantasyonu oncesinde kolay uygulanabilecegi ve klinige katki saglayabilecegi nedeniyle
tercih edildi.

Bu ¢alismada UIOK ve UIOK ile birlikte uygulanan NAS’1n karaciger IR hasarini anlamli
olarak azalttig1 histopatolojik olarak gosterildi. Her iki yontem arasinda histopatolojik olarak
anlaml bir fark saptanmamakla beraber UIOK+NAS grubunda KHHS daha diisiik bulundu.
Karaciger IR hasarmni azaltmada her iki ydntem arasinda biyokimyasal parametreler

(AST,ALT,LDH) acisindan fark gdsterilemedi.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak; bu deneysel calismada rat karaciger total IR modelinde UIOK ve
UIOK+NAS’ 1n IR hasarin1 histopatolojik olarak anlamli diizeyde azalttigi saptanirken
UIOK+NAS ve UIOK gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Biyokimyasal parametreler (AST,ALT,LDH) agisindan karaciger IR hasarin1 azaltmada her
iki yontemin de etkinligi gosterilemedi.

Major karaciger ameliyatlarinda, cerrahi silireyi uzatmadan ve organa ek hasar
olusturmadan IR hasarmni &nlemek icin UIOK’ nin ve UIOK+NAS’ 1n uygulanabilir
yontemler olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu iki yontemin etki mekanizmalar ve
etkinlikleri acgisindan farklarinin ortaya konacagi deneysel ve klinik caligsmalara gereksinim

oldugu sonucuna varildi.
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