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KISALTMALAR

ADP Adenozin difosfat

ALT Alanin aminotransferaz

AMP Adenozin monofosfat

AST Aspartat aminotransferaz

ATP Adenozin trifosfat

Ca'” Kalsiyum iyonu

CCPA 2-kloro-N(6)-siklopentil-adenozin
eNOS Endotelial Nitrik Oksit Sentaz
ERK “Ekstracelliiler signal regulated kinase”
I/R Iskemi reperfiizyon

ICAM Hiicre Ici Adezyon Molekiilii
iNOS Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
JNK jun N-terminal kinaz

K" Potasyum iyonu

LDH Laktatdehidrogenaz

MAP Mitojenle Aktive Protein

MDA Malondialdehid

MLA monofosforil lipid A

mPTP Mitokondrial permeabilite gecis porlari
Na* Sodyum iyonu

NFxB Niikleer Faktor kB

NO Nitrik Oksit

0’ Oksijen

ONOO- Peroksinitrit

PAF Trombosit Aktive edici Faktor
PCNA Prolifere Hiicre Niikleer Antijeni
PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase
PKC Protein Kinaz-c

Postcon Iskemik Sonkosullama

Precon Iskemik Onkosullama

RISK Reperfusion injury salvage kinase
ROS Reaktif Oksijen Radikalleri

SOR Serbest Oksijen Radikalleri
TNF-a Tiimor Nekroz Faktorii-a

VCAM Vaskiiler Adezyon Molekiilii




OZET

Deneysel Hepatik iskemi Reperfiizyon Hasarinin Onlenmesinde
Iskemik Sonkosullama ve Etkinligi
Dr. Baki AYDOGAN

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dal1, Inciralt: - IZMIR

Major karaciger cerrahisinde hepatik pedikiil klempaji (Pringle manevrasi) iskemi ve
reperfiizyon (I/R) hasari ile sonuclanmaktadir. Bu hasarin 6nlenmesinde, uzun iskemi oncesinde
bir veya birka¢ kez uygulanan kisa siireli iskemi ve reperfiizyon periyodlar1 olarak tanimlanan
“iskemik ©nkosullama” bugiin klinikte de uygulama sans1 bulmus etkin bir yontemdir. Iskemi
reperfiizyon hasarin1 dnlemeye yonelik son zamanlarda tarif edilen diger bir yontem, “iskemik
sonkosullama” dir. Uzun iskemiyi takip eden reperfiizyonun erken déneminde uygulanan kisa

stireli iskemi ve reperfiizyon periyodlart olarak tanimlanir.

Amacimiz, iskemik sonkosullamanin tek basina ve iskemik o©nkosullama ile birlikte
uygulandiginda hepatik iskemi reperfiizyon hasarin1 azaltmadaki etkinligini arastirmaktir.

Dort sicandan olusan sham grubu ve 14’er sicandan olusan iskemi reperfiizyon grubu,
iskemik Onkosullama grubu, iskemik sonkosullama grubu ve iskemik On+sonkosullama grubu
olusturuldu. Sham grubuna sadece hepatik pedikiil diseksiyonu uyguland. Iskemi reperfiizyon 60
dakika parsiyel hepatik iskemi sonras1 120 dakika reperfiizyon seklinde, dnkosullama 60 dakikalik
iskemi Oncesi 10 dakika iskemi, 10 dakika reperfiizyon seklinde, sonkosullama ise 60 dakikalik
iskemi sonrast iki dakikalik iskemi peryodlart arasinda sirayla 2,3,5 ve 7 dakikalik reperfiizyon
peryodlar seklinde saglandi. Gruptaki siganlarin yaris1 reperfiizyonun hemen sonrasinda erken
donemdeki etkilenmeyi degerlendirmek amaciyla sakrifiye edilirken kalan yaris1 da gec
donemdeki etkilenmeyi degerlendirmek amaciyla yedi giin sonra sakrifiye edildi. Serum karaciger

enzimleri, karaciger dokusunda malondialdehit ve doku 6rnekleri histopatolojik olarak incelendi.

Calismamizda literatiirden farkli olarak iskemik sonkosullama uygulanan grupta iskemi
reperfiizyon hasarinin 6ngoriildiigii gibi azalmadigini, aksine arttigim1 gozledik. Bu hasar
artisininin, iskemi reperfiizyon hasarin1 azaltmada altin standart olarak ifade edilen iskemik

onkosullama ile geriledigini gozledik.



SHORT HEAD AND SUMMARY

The Effects of Ischemic Postconditioning on a Rat Model of Hepatic Ischemia and
Reperfusion Injury
Baki AYDOGAN, MD.

Dokuz Eylul University Department of Surgery, Inciralti, Izmir - TURKEY

Hepatic pedicule clamping (Pringle maneuer) in major liver surgery results ischemia and
reperfusion (I/R) injury. The method of ischemic preconditioning which is composed of short
periods of ischemia and reperfusion may be used for several times for preventing I/R injury.
Recently, to prevent I/R injury another method, ischemic postconditioning, is proposed which is

the application of short periods of I/R during reperfusion after a period of long lasting ischemia.

The aim of this study is to evaluate the effects of ischemic preconditioning and
postconditioning on preventing the hepatic ischemia and reperfusion injury.

The study was designed in five groups: Group 1 (n=4), sham rats; Group 2 (n=14), hepatic
ischemia and reperfusion; Group 3 (n=14), ischemic preconditioning and hepatic ischemia group;
Group 4 (n=14), hepatic ischemia and ischemic postconditioning group; Group 5 (n=14), ischemic
preconditioning, hepatic ischemia and ischemic postconditioning group.

Ischemia and reperfusion was performed by 60 minutes hepatic ischemia following 120
minutes reperfusion; ischemic preconditioning was performed by 10 minutes ischemia and 10
minutes reperfusion before 60 minutes hepatic ischemia; and ischemic postconditioning was
performed by 60 minutes hepatic ischemia followed by 2 minutes ischemia periods and between
this periods in increasing duration of reperfusion (2, 3, 5 and 7 minutes) periods.

The protective effects on I/R injury was assessed in 2" hour and 7™ day of hepatic ischemia
and serum liver enzymes, liver tissue malondialdehite and histopatological analysis were carried

out.

In our study, we observed that ischemic postconditioning do not protect hepatic I/R injury;
moreover we observed an increase I/R injury with ischemic postconditioning. The effect of
ischemic preconditioning on hepatic I/R injury is superior to the effects of both ischemic

preconditioning and postconditioning.



GIRiS VE AMAC

Iskemi reperfiizyon, doku veya organa giden kan akiminda bir siire azalma yada kesilme
ve sonrasinda yeniden kanlanma olarak tamimlanmaktadir. Karaciger ile ilgili cerrahi
girisimler (travma sirasinda ve tiimor nedeni ile yapilan karaciger rezeksiyonlarinda kanama
kontrolu amacr ile gecici olarak yapilan Pringle manevrasi veya total vaskiiler klempaj ) ve
karaciger transplantasyonu (rezeksiyon sonrasi reanastomoz yapilana kadar gecen soguk
iskemi siiresi) gibi bir ¢ok durumda gecici olarak kan akiminin durmasi ile iskemi, kan
dolasiminin tekrar saglanmasi ile de reperfiizyon olusmaktadir. Reperfiizyonun
gerceklestirilmesi, iskemik dokularda, iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha fazla bir

hasara yol acabilmektedir. Bu olay iskemi reperfiizyon hasari olarak bilinir.

Iskemi reperfiizyon hasarindan dokuyu korumanin cesitli yontemleri tarif edilmistir.
Bunlardan ilki, ilk kez 1986 yilinda Murry ve arkadaslari tarafindan kalpte tarif edilen
iskemik ©nkosullamadir. Iskemik ©nkosullama, uzun siireli iskemi 6ncesi uygulanan kisa
stireli iskemi reperfiizyon periyodlar olarak tarif edilir. Amag, iskemi reperfiizyon hasarina
karst1 endojen korunma mekanizmalarinin harekete gecirildigi topyekiin bir korunma
refleksinin baslatilmasidir. iskemi reperfiizyon hasarina kars1 giiclii bir endojen korunma
olusturur. Ikincisi ise ilk kez 2002 yilinda Zhao ve arkadaslari tarafindan yine kalpte tarif
edilen iskemik sonkosullamadir. Iskemik sonkosullama, uzamis iskemi sonrasindaki
reperfiizyonun erken donemlerinde uygulanan kisa siireli iskemi ve reperfiizyon periyodlari
olarak tarif edilir. Iskemik ©nkosullama hem iskemi hem de reperfiizyon hasarina karsi
koruma saglarken, iskemik sonkosullama direkt olarak reperfiizyon hasarina karsi koruma
saglar. Bu iki yontemin iskemi reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkileri karacigerde de
gosterilmistir. Bulardan iskemik dnkosullama klinik uygulamaya gecmistir. Her iki yontemin
birlikte uygulandig durum ise sadece kalpte calisiimistir. Cok yeni uygulanan bu durumda
iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruma, ayr1 ayri uygulamalara esdeger bir koruma
saglanmistir. Her iki yontemin birlikte uygulanmasi karaciger modelinde calisilmamistir.
Ustelik iskemik sonkosullamanin hepatik iskemi reperfiizyon hasarina etkisi ise sadece birkac

calismada gosterilmistir.

Amacimiz hem iskemik sonkosullamanin tek basina, hemde iskemik Onkosullama ile
birlikte uygulandiginda hepatik iskemi reperfiizyon hasarina karst koruyucu etkisini

arastirmaktir.



GENEL BiLGILER

iskemi

Iskemi organlarin kanlanamamas1 yani oksijen ve besin maddelerinin dokulara yeterince
ulasamamas1 demektir. Iskemi, organ1 perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagl olarak
gelisen geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre zedelenmesine yol agar(8). iskemi sonrasinda
hiicrelerde pek cok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadir. Iskemi siiresince
dokunun oksijensiz kalis1 ile oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal fonksiyonlar bozulur.
Enerji kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) tiiketilir. Enerji eksikligi ile ATP’ ye bagiml
iyonik pompa fonksiyonlari bozulur. H", Na* ve Ca* gibi iyonlarin hiicre i¢i ve dis1 dengeleri
bozulur. Hiicre hacminin ve biitiinliigiiniin korunmasi1 giderek zorlagir. Iskemi sirasinda
adenin niikleotitinin yikimi da artar. Bu durum ise reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
prekiirsorii  hipoksantin’in hiicre i¢i birikimini artirir (9,10,11,12). iskemi aym1 zamanda
endotel hiicrelerinde bazi proinflamatuvar gen iirlinlerinin (I6kosit adezyon molekiilii,
sitokinler vb) ve biyoaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2 vb) sentezini artirirken, bazi
koruyucu gen iiriinlerinin (yapisal nitrik oksit sentaz (eNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve bu
enzimlerin iriinlerinin (nitrik oksit (NO), prostasiklin)) ekspresyon ve sentezini baskilar

(13,14).

Reperfiizyon

Geri doniistimsiiz hiicre hasarin1 onleyebilmek i¢in yeniden kan akiminin saglanmasi
gerekmektedir. Ancak iskemik dokunun tekrar kanlanmasi olarak adlandirilan reperfiizyonun
gerceklestirilmesi, iskemik dokularda, iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha fazla bir
hasara yol acabilmektedir (15).Reperfiizyonla birlikte ortam oksijenlenirken, hizla artan
reaktif oksijen radikalleri hiicredeki oksidatif stresi artirir (16). Basta makrofajlar olmak iizere
dolasim ve parankimdeki diger inflamatuar hiicrelerden reaktif oksijen radikallerinin yan1 sira
TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-12 ve CXC kemokinler gibi proinflamatuar sitokinler de ortama
salinir (17). Sitokinlerin de etkisi ile vaskiiler yatagi doseyen endotel hiicrelerinde adezyon
molekiillerinin ( ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin) ekspresyonu ve buna kosut olarak
notrofillerin endotel yiizeyine karsi olan ilgisi de artar. Endotele yapisan notrofiller daha sonra
hiicre araliklarindan parankime dogru ilerleyerek fagositoz ve lizozomal enzimlerin de

yardimui ile hasarin ilerlemesine yardimci olurlar (17). Reperfiizyon hasar1 lokal oldugu kadar,



sitokinler yoluyla uzak organlarda da inflamatuar yanmit1 indiikleyerek organ yetmezliklerine
neden olabilirler (17). Son yillarda T lenfositlerin de iskemi reperfiizyon hasarinda rol aldig:
ve T hiicre aktivitesinin engellenmesi ile (6rn. kalsiniirin inhibitorleri) iskemiyi takip eden
parankim hasarinin azaltilabildigi gosterilmistir (18). Ayrica stres ile aktive olan protein
kinazlardan c-jun N-terminal kinaz-1 (JNK-1), iskemi ve reperfiizyon sirasinda transkripsiyon
faktorlerini etkileyerek degisik proinflamatuar sitokinlerin indiiklenmesine ve hiicrede

apoptozun baslamasina neden olabilmektedir (19).

Karaciger ile ilgili cerrahi girisimler (travma sirasinda kanama kontrolu amaci ile gecici
olarak yapilan Pringle manevrasi veya total vaskiiler ekskliizyon, timor nedeni ile yapilan
karaciger rezeksiyonlarinda uygulanan gecici vaskiiler klemplemeler) ve karaciger
transplantasyonu (rezeksiyon sonrasi reanastomoz yapilana kadar gecen soguk iskemi siiresi)
gibi bir ¢cok durumda gegici olarak kan akiminin durmasi ile iskemi, kan dolasiminin tekrar
saglanmasi ile de reperfiizyon olugmaktadir. Ameliyat esnasinda kan kayiplarin1 ve ameliyat
sonrasi komplikasyonlar1 azaltmada karacigerdeki farkli damarlara ait kan dolagiminin gegici
olarak engellenmesi gerekebilmektedir (20,21). Kan akiminin geri donmesi karaciger
fonksiyonlarinda hafif bozulmadan organ yetmezligine kadar degisen aralikta reperfiizyon

hasarina yol acar.

Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi reperfiizyon hasari kompleks, multifaktoriyel bir patofizyolojik mekanizma
sonucu ortaya cikmaktadir. Doku hasari hem iskemi hem de reperfiizyon doneminde
olusmaktadir. iskemi ile ortaya cikan enerji yetmezligi; oksidatif stresin artmasina, lokal ve
sistemik bir inflamatuar yanitin tetiklenmesine neden olmaktadir. Iskemi ve reperfiizyon,
hiicreler ve dokularda iskeminin siiresine bagli olarak onemli gorevsel bozukluklara yol
acabilmektedir (22). Dokuya gelen kan akimi kesildiginde hiicresel fonksiyon bozukluklari,
hiicresel ve intersitisyel ddem ve son olarak da hiicrenin Oliimiiyle karakterize bir dizi
kimyasal olay tetiklenmektedir (23). Reperfiizyon ile enerji ihtiyaci tekrar saglanmakta ve
toksik metabolitler bolgeden uzaklastirilmaktadir. Bununla birlikte bu toksik metabolitlerin
tekrar genel dolagima karigsmasi metabolik asidoz, hiperkalemi, myoglobinemi gibi ciddi
problemlere neden olmakta ve bolgesel doku hasarinin daha da siddetlenmesine yol

acabilmektedir (24,25).



Iskemi reperfiizyon hasarinin hipotermik kosullarda (+4°C) normotermik kosullara gére
daha az olustugu bilinmektedir (26). Hipotermi, doku/organ metabolik hizim1 diisiirmekte ve
enerji ihtiyacin1 azaltmaktadir. Klinikte deneysel bulgular esliginde, tranplantasyon icin
secilen karacigerlerin aliciya implante edilene kadar gecen siire igerisinde hipotermik bir
soliisyon icerisinde bekletilmesi rutin olarak uygulanmaktadir. Hipotermi, transplantasyonda
karaciger saklanmasi icin gerekli olmakla birlikte reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan ve organ
icin zararli olaylarin devam etmesini ise engelleyememektedir. Sicak ve soguk iskeminin
karacigerde hasar olusturma mekanizmalar1 ve hedefleri farklilik gosterir. Soguk iskemiye
duyarli olan sinuzoidal endotel hiicreleri, reperfiizyonla birlikte endotel duvarindan ayrilarak
I6kosit ve trombositlerin sinerjistik saldirisi altinda apoptoza giderken mikrosirkiilasyonun da
bozulmasina neden olurlar (27).Soguk iskeminin aksine, sicak iskemi daha zor tolere

edilebilmekte ve hizla ilerleyen hepatosit nekrozuna neden olmaktadir (28,29).

Hepatik Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda bifazik bir gidis s6z konusudur. Hasarin erken
donemlerinde endotelin kaynakli bir vazokonstriksiyon ortaya c¢ikarken daha sonra NO
kaynakli bir vazodilatasyon gelismektedir. Reperfiizyonun erken safhasinda endotel hiicre
sismesi, vazokonstriiksiyon, siniizoidler i¢inde trombosit agregasyonu gelismekte ve hepatik
mikrosirkiilasyon bozulmaktadir. Endotelyal ve Kupffer hiicre sismesi; hiicreler aras1 6dem
sonucu, vazokonstriiksiyon ise NO ve endotelin arasindaki balansin bozulmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Siniizoidal liimende olusan daralma 16kosit akimindaki azalmaya, lokosit
endotelyal yapismanin artmasina ve lokostaza yol agmaktadir. Yapiskan lokositler siniizoidal
akimi bozmaktadir. Sonrasinda hipoksi artmakta, Kupffer hiicreleri ve notrofil aktivasyonu
olusmakta, sitokin ve serbest oksijen radikalleri (SOR) aciga ¢cikmakta, hepatik hasar daha da
artmaktadir. NO ile SOR arasindaki reaksiyon ¢ok zararl peroksinitrit (ONOO-) anyonlarinin
olusmasina, lipid peroksidasyonunda artisa, hiicresel harabiyet ve apoptozise yol agmaktadir.
Reperfiizyonun erken doneminde kan ve dokuda endotelin konsantrasyonu artmakta ve
karaciger kan akim1 azalmaktadir. Erken donemde NADPH seviyesinin diisiikliigiine ve fazla
miktarda arjinaz salinimina baghh NO diizeyleri diisiik seyretmektedir. Bu mekanizmada rol

alan mediyatorlerin arasindaki iliski bu mediyatorlerin transkripsiyonel regiilasyonu



asamasinda olmaktadir. iNOS''n aktivitesi endotoksin ve sitokinler tarafindan

diizenlenmektedir. Bu sitokinlerin bazilar tek baslarina ya da birlikte enzimi uyarmaktadir.

iNOS, sitokinler (TNF-a), kemokinler (epitelyal notrofil aktive edici protein) ve
adezyon molekiilleri (ICAM-1) kismen NF-kB ile kontrol edilmektedir. Karacigerde NF-kB
aktivasyonu proinflamatuar sitokinler ve adezyon molekiillerinin sentezini artirmaktadir.
Karacigerde iskemi-reperfiizyon hasar1 olustugu zaman p50/p65 heterodimer ve p50 homo-
dimer NF-kB kompleksi 1 saat i¢inde hizli bir sekilde aktive olmakta, 3 saat sonunda diizeyi
yiikkselmekte ve reperfiizyonun 5.saatinin sonunda azalmaktadir. Ayn1 zamanda iNOS mRNA
ekspresyonu reperfiizyondan sonraki 1 saatte aktive olmakta ve 5. saatin sonuna kadar artis
gostermektedir. Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda giincel goriis olarak oksidatif stres
sonucu NF-kB aktive olmakta bunun sonucu olarak iNOS gen aktivasyonu olugmaktadir.
Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda gelisen LPS endotoksemisinin yaptigi 6nemli bir
etkide, hiicresel bir mediyatdr ve transkripsiyon faktorii olan NF-kB aktivasyonuna yol
acmasidir. NF-xB basta LPS olmak {izere bazi inflamatuar sitokinler, serbest oksijen
radikalleri ve viriisler tarafindan aktive olabilmektedir. Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinda
LPS stimulasyonuna bagl artan TNF- gekspresyonu, serbest oksijen radikalleri, PAF; bir
transkripsyon faktorii olan NF-kB ve iNOS i¢in aktive edici bir uyaridir. TNF- gnin tiim
hiicrelerde ve immiinositlerde ylizeyde baglanabilecegi 15’e¢ yakin hiicre membran
reseptorleri vardir. Bu reseptorlere baglanip aktive olunca spesifik hiicresel cevap olugmakta
ve hiicre olimii gerceklesmektedir. TNF-o'nin esas olarak 2 tane spesifik transmembran
reseptorii bulunmaktadir. TNF-rl ve TNF-rIl. TNF-rI apopitozisi, sitotoksisiteyi, adhezyon
molekiil ekspresyonunu ve NF-xB aktivasyonunu saglamaktadir. Bir ¢ok hiicrede NF-xB
hiicre sitoplazmasinda inhibitor alt iinitesi olan IkB seklinde bulunmakta bu sekilde NF-
kB'nin hiicre niikleusuna gecisini ve gen ekspresyonu yapmasini Onlemektedir. Bazi
stimuluslar 6zellikle LPS; IkB nin fosforilizasyonuna ve degradasyonuna yol ac¢cmakta

boylece NF-kB hiicre niikleusuna gecerek gen ekspresyonunu baslatmaktadir.

Iskemi ve buna paralel olarak gelisen reperfiizyon hasarinin karacigerde, hiicresel
diizeyde ne olciide etki yaptiginin en iyi gostergeleri serum aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenez (LDH) gibi enzim aktiviteleri ve
histopatolojik degisimlerdir. Iskemi reperfiizyon hasari, hastalarda ve deney hayvanlarinda

oldukca karmagsik mekanizmalarla sistemik ve hemodinamik bozukluklara yol agmaktadir.



Bugiine kadar farkli cerrahi, farmakolojik ve genetik metodlar kullanarak iskemi ve
reperfiizyon hasarina karsi organlarin korunmasin1 amagclayan yiizlerce deneysel calisma
planlanmistir. Deneysel ortamda bagarili gibi goriinen calismalarin ¢ok azi klinikte uygulanma
sans1 bulmustur. Bunda iskemi reperfiizyon hasarinin tek bir basamak veya mediatoriin bloke
edilmesi ile Onlenemeyecek kadar karmasik olmasmin rolii biiyiiktiir. Bu tiirden bir
yaklasimin karsisinda organizma kendisine kolaylikla yan yollar yaratmakta ve reperfiizyonla
gelen oksidatif yiiklenmenin yanisira proinflamatuvarsitokinlerin ve kan hiicrelerinin
aktivasyonu ile giderek biiyiiyen iskemi reperfiizyon dizinini durdurma cabalar1 basarisiz

kalmaktadir.

Iskemik Onkosullama

Iskemik 6nkosullama hiicre veya dokularin iskemi ve reperfiizyona kisa siireli maruz
kalmas1 ve sonrasinda daha uzun siireli iskemi ile olugsan doku hasarinda belirgin olarak
azalma olusturan bir fenomendir(30). iskemik onkosullama ilk kez 1986 yilinda Murry ve
arkadaslar tarafindan kopek miyokardinda gosterilmistir. Arastirmacilar, kopek myokardinda
daha genis bir infarkt alan1 olusturmay:1 hedeflemisler ancak bu amagcla uzun siireli iskemi
oncesi ekledikleri birka¢ kisa iskemi ve reperfiizyon epizotunun, infarkti genisletmedigi,
aksine % 75 gerilettigini gézlemlemislerdir(30).Iskemik 6nkosullama, deneysel ve takip eden
klinik calismalarda iskemi reperfiizyon hasarina karst doku direncini artirdigi gosterilmis az
sayidaki yontemlerden biridir. Onkosullamadaki biyolojik kural, yaklasan bir tehlikeye karsi
hiicre savunma mekanizmalarinin dogal bir akis icinde, onceden ve topyekiin harekete
gecirilmesidir(31,32). Bu da asil tehditten 6nce, tehdit unsuruna benzer veya ondan farkl bir
ornek stresin uygulanmasi ile saglanmaktadir. Bu ornek stres, hiicredeki mekanizmalari
tetikleyecek ancak yaralamayacak kadar olmalidir. Tek bir hiicreden, genis canli
topluluklarina kadar dogada milyonlarca yildir uygulanmakta olan bu adaptasyon
mekanizmasi, canli tiirlerinin diinyadaki varliklarini  siirdirme yada siirdirememe

nedenlerinden de biri olmustur.

Miyokardiyal iskemik ©Onkosullamanin gosterilmesinden sonra yapilan calismalar bu
fenomenin beyin, spinal kord, iskelet kas1 ve karaciger gibi organlarda da olusabilecegini
bildirmektedir (33-36). Iskemik ©nkosullamay:r indiikleyebilmek icin gereken iskemik

tekrarlar tiire ve organ sistemine 0zgiillik gostermektedir(37). Sican, tavsan, kopek ve insan



kalbi i¢in literatiirde iskemik dnkosullama olusturan farkli sayida iskemik tekrar protokolleri
bulunmaktadir (30,38,39). Iskemik onkosullamanin erken doneminde olusan koruyucu etkinin
siiresi de tiire 0zgii olarak degisiklik gostermektedir. Kalpteki bu koruyucu etki tavsanda 30
dakikalik reperfiizyondan sonra sonlanirken(40) bu siirenin siganda bir saat(41), kopekte ise
iki saat oldugu bildirilmistir(42). Iskemik 6nkosullamanin ge¢ dénemdeki koruyucu etkisinin
ortaya c¢ikmasi icin gereken zamamin da tiirler arasinda farklihk  gosterdigi
diistiniilmektedir(43,44). Genel olarak erken donemdeki koruma, o©nkosullamanin
indiiklenmesinden itibaren 3 saatlik bir koruma donemini takiben 12-24 saatlik korumasiz bir
donem seklinde tanimlanirken ge¢ donem korumanin ise, dnkosullamanin indiiklenmesinden

12-24 saat sonra baglayip 3-4 giin sonra sona erdigi bildirilmektedir(45).
Onkosullama Mekanizmalar

Iskemik ©nkosullamanin deneysel olarak gosterilmesini takiben mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik pek cok calisma yapilmistir. Iskemik ©nkosullamada temel
miyokardial koruma yollarindan birinin artmis adenosin iiretimi ile beraber A1l reseptorlerinin
aktivasyonu oldugu gosterilmistir(46-48). Tavsan kalbinde tekrarlanan dozlarda (100 pg.kg-1)
spesifik Al agonisti 2-kloro-N(6)-siklopentil-adenozin (CCPA) ile 6nkosullama olusturulan
bir caligmada iskemi-reperfiizyon sonucu olusan infarkt alaninda %42’ lik bir azalma oldugu
bildirilmistir(49). Kalpte 6nkosullama fenomeninin olusumu sirasinda rol aldigi diisiiniilen
mediyatorler Sekil 1° de gosterilmistir. Kalpte, iskemi sirasinda endojen *NO {iretiminin
arttig1 bilinmektedir(50). *NO’nun kalbi reperfiizyon hasarindan korudugu(51-53) ya da
iskemik onkosullamanin gec fazinda infarktiis veya sersemleme’ye (stunning) kars1 korumada
onemli rol oynadigim1i gosteren calismalar bulunmaktadir(54-56). *NO’nun iskemik
onkosullamada miyokardin korunmasinda onemli bir rol oynayabilecegi deneysel olarak
sentezinin engellenmesi yoluyla da arastirilmistir. Iskemik onkosullamanin kopek kalbinde
olusturdugu antiaritmik etkisinin *NO sentaz (NOS) enzim inhibitorii NG-nitro-L-arjinin-
metil esteri (L-NAME) uygulamasi ile azaldig1 gosterilmistir(57). Artmis adenosin ve *NO
tiretimi, miyokardial korumada 6nemli role sahip protein kinaz C (PKC) translokasyon ve
aktivasyonuna da neden olmaktadir(47,58-60). PKC ve *NO’nun ATP’ye bagimhi K+
kanallarim1 (KATP) aktive ettigi gosterilmistir (61-63). Bu kanallar sarkolemmal ve
mitokondrial olmak iizere iki tiptir(64). Iskemi veya sonrasinda sarkolemmal Katp ’lerin
aktivasyonunun kalp kasinda aksiyon potansiyeli siiresinde kisalma ile birlikte hiicre icine

Ca™ girisinde ve intraseliler Ca™ asir1 yiiklenmesinde azalmaya neden oldugu



bildirilmistir63. Ancak kalpteki koruyucu fonksiyonun genel olarak mitokondrideki Ca*? asirt
yiilklenmesini Onleyen mitokondriyal Karp kanallart {izerinden oldugu goriisii agirlik
kazanmaktadir(63,66-68). Bu kanallarin aktivasyonu ile gelisen koruyucu mekanizma tam
olarak aydinlatilamamistir(69,70). PKC’nin ayn1 zamanda tirozin kinaz, mitojenle aktive olan
kinazlar (MAP- kinazlar) ve indiiklenebilen NO sentaz (iNOS) yolaklar1 iizerinden de
sarkolemmal ve mitokondriyal Karp kanallarinin ge¢ donemde ag¢ilmasina neden oldugu da
Oone sirilmistiir(71). Kalpte serbest oksijen radikallerinin erken ve ge¢c donem

onkosullamadaki koruyucu rolleri de arastirilmistir.

Izole sican miyositlerinde 2 kez 5’ er dakikalik anoksi ve reperfiizyon ile olusturulan
onkosullamanin O2 - iiretiminde ani bir artisa yol agtigi daha sonrada erken ve ge¢ donem
korumanin olustugu gosterilmistir (72). Kisa siireli miyokardial iskemiye yanit olarak
bradikinin saliverilmesinde artis oldugu bildirilmistir (73-75). Bradikinin’in endotel hiicreleri
tizerindeki B2 reseptorler araciligi ile iskemi reperfiizyon ile olusan aritmilere karsi koruyucu
etki olusturdugu diisiiniilmektedir.(76) Ancak bu korumanin B1 reseptorii araciligiyla

oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir (77).

Izole sigan kalbinde endotelin-1’in PKC ve KATP kanal aktivasyunu ile enfarktiis
alaninda azalma olusturdugu bildirilmistir(78). Sican ve tavsan kalbinde ufak dozda
lipopolisakkarit, endotoksin, monofosforil lipid A (MLA) 6n-muamelesi ile erken ve geg
donem koruma saglandigi bildirilmistir(79-82). Tavsan ve sican iskemi modellerinde ise
hiperterminin iskemi reperfiizyon hasarina kars1 24 saat sonra ge¢ donem miyokardial koruma

sagladig1 gosterilmistir (83,84).
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Sekil 1: Onkosullamanin kalpte erken ve ge¢c dénem koruma olusturan ana yolaklari

Hepatik iskemik Onkosullama

Major hepatik cerrahi, travma, sok ve transplantasyon esnasinda karacigerde olusan
soguk veya sicak iskemi reperfiizyon hasart ciddi morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir.
Karacigerin uzun iskemiye olan duyarliligi parankim kalitesi ve rezervine gore farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu nedenle, karacigerin sikemi reperfiizyon hasarindan korunmasini
saglamak icin farmakolojik ajanlarin yaninda cerrahi teknikler de denenmistir. Rutin klinik
uygulamalarda  karacigerin  kansizlastirllmast  Pringle = manevrast ile  kolaylikla
saglanabilmektedir. Bu islem, hepatoduodenal pedikiil etrafinin doniilerek karacigere giren
portal ve arteriyel kanin total okliizyonudur (total klempaj). Ayrica, karacigerin segmenter
anatomisi nedeni ile iskemiyi, total yerine karacigerin bir yarisinda yada, daha selektif

davranarak segmental diizeyde bile olusturmak miimkiindiir (parsiyel klempaj). Parsiyel



klempaj, geride kalan parankimin korunmasi i¢in biiyiik avantaj saglar. Ancak total klempajin
uygulanim kolayligina karsin, parsiyel klempaj islemleri teknik olarak zor ve zaman alicidir.
Karacigerin iskemi reperfiizyon hasarina karsi korunmasinmi saglayan cerrahi yontemlerden
biri de, tek ve uzun iskemi (siirekli klempaj) yerine aralikli iskemi ve reperfiizyon
uygulanmasi islemidir (aralikli klempaj). Bu zamanlamada, doniisiimlii olarak 15 dk iskemi
ve 5 dk reperfiizyonun en iyi korunmay1 sagladig: bildirilmistir(85).Aralikli klempaj yontemi,
hem parankim hasarin1 azaltabilme, hem de toplamda saglanan iskemi siiresini uzatabilme
avantajina  sahiptir. Buna karsiik deklempaj donemlerinde ciddi kan kayiplar

olusabilmektedir.

Karacigerde ilk iskemik oOnkosullama deneyleri 1993 yilinda Lloris-Carsi JM ve
arkadaslar1  tarafindan kedide yapilmis, iskemik ©Onkosullamanin iskemi reperfiizyon
sonrasinda olusan hasar1 azaltabilecegi bildirilmistir(86). Sonrasinda, Kume ve Hardy (35,88)
tarafindan da desteklenen sonuglar, konuya duyulan ilgiyi daha da arttirmis ve hepatik
iskemik Onkosullama, gerek deneysel gerekse klinik calismalarda uygulanmistir(89,1,90).
Farede, siirekli, aralikli ve Onkosullanmali hepatik pedikiil klempajlarinin sonuglari
karsilastirlldiginda, 75 dakikalik iskemi siiresinde ©Onkosullamanin sagladigi sagkalim
istiinliigiiniin, iskemi siiresinin uzamasi ( 120 dakika ) halinde aralikli klempaj lehine belirgin

olarak degistigi gosterilmistir(90).

Deneysel karaciger iskemi reperfiizyon modellerinde, 6zellikle de en sik kullanilan
denek olan sicanlarda, parsiyel hepatik iskeminin uygulanmasi Onerilmektedir. Bu yolla,
mezenterik konjesyon ve bunun caligma sonuclarina olabilecek istenmeyen etkisi 6nlenmekte,
iskemi reperfiizyon hasarinin izole olarak karaciger parankimindeki etkilerini arastirmak
miimkiin olmaktadir. Total hepatik iskemi ise yalnizca sagkalim analizi i¢in kullanilmalidir.
Sicanda hepatik iskemi reperfiizyon modelinde, orta ve sol loblara ait portal dallarin selektif
klempaji parsiyel hepatik iskemi saglarken, mezenterik kan akimi da kaudat ve sag lob

yoluyla drene olmay1 siirdiirmektedir (91).

Iskemik 6nkosullama, deneysel hepatik iskemi reperfiizyon modellerinde, doku ATP
diizeyi, hepatik enzim sonuglar1 ve safra iiretimi acisindan belirgin iyilesma saglamistir (91).
Bu korumanin saglanabildigi en etkin zaman araligi, uzun iskemiden hemen Once
uygulanacak 10 dakika iskemi ve 10 dakika reperfiizyondur. Islem, bir mini Pringle

manevrast anlamina geldiginden, ek bir cerrahi diseksiyon, alet veya farmakolojik ajan



gerektirmemektedir. Farkli iskemi reperfiizyon siirelerinin birlikte uygulanmasi sonucu 10
dakika iskemi 10 dakika reperfiizyonla iskemik onkosullamanin optimum koruma sagladigi
saptanmis ve bu calismanin sonuclart kendinden sonraki tiim uygulamalara referans kabul
edilmistir(92). Ge¢misten biriken deneyimler adenozinin iskemik onkosullamada anahtar rol
oynadigini gostermektedir(93-99). iskemik ©nkosullamanin 10 dakikalik iskemi siiresi
boyunca tiiketilen hiicre i¢ci ATP, ADP ve AMP, ekstraselliilerde yiiksek miktarda adenozin
birikimine neden olmaktadir. Adenozin, nitrik oksit sentetaz indiiksiyonu ile NO seviyesinde
de artis saglar. Ancak, iskeminin 10-15 dakikadan daha uzun tutulmasi halinde adenozin
seviyesi diismeye, o ana kadar minimal diizeyde seyreden ksantin diizeyi de hizla yiikselmeye
baslar(92). Artan ksantin, reperfiizyonla birlikte yiiksek miktarda O, olusumuna neden
olmaktadir. Bu siiperoksid iyon (O;), adenozinin indiikledigi ve koruyucu etkisinden
yararlanilmasi beklenen NO’yu yine bir oksijen radikali olan ONOO ~ ‘e doniistiirerek
ortamdan uzaklastirir. Sonugta, 10-15 dakikadan daha uzun iskemilerde iskemik 6nkosullama

sartlar1 ortadan kalkmaktadir.

Karacigerde uygulanan iskemik Onkosullama, hepatositlerin ve siiniizoidal endotel
hiicrelerin hiicre i¢ci korunma mekanizmalarini harekete gecirmenin yaninda, reperfiizyonla
beraber gelisen inflamatuar cevabi azaltarak sistemik korunma da saglamaktadir. Ornegin,
iskemik Onkosullama veya adenozin agonistleri ile stimiile olan endotel hiicrelerine 16kosit
adezyonu azalmakta ve postiskemik notrofil infiltrasyonu gerilemektedir(100).iskemik
onkosullamanin, iskemi reperfiizyona cevap olarak gelisen Kuppfer hiicrelerinden TNF-a
salinimin1  ve karaciger kaynakli endotelin iiretimini engelleyerek, karacigerdeki
mikrovaskiiler disfonksiyonun Oniine gecebildigi goriilmistir (100,87,101). Buradaki
mekanizmanin NO iizerinden etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica akciger, ince barsak ve
pankreas gibi uzak organlarda, hepatik iskemi reperfiizyon sonrasi olusan P-selektin artigini
engelliyebilmektedir. Bu, uzak organlardaki oksidatif stresin diismesini ve mikrovaskiiler
bozukluklarin Onlenmesini saglamaktadir. P-selektine veya TNF- o’ya karsi antikorlarin
iskemi Oncesi uygulanmasi Onkosullamaya benzer etki gostermektedir. Bu da, P-selektin
artisinin  engellenmesinde, Kuppfer hiicrelerinden sistemik TNF- o salintminin inhibe
edilmesinin etkili oldugunu diisiindiirmiistiir (102). Iskemik ©nkosullamanin, TNF- o ve
intraselliiller adezyon molekiili 1 (ICAM-1) mRNA ekspresyonu iizerinde inhibitor etki
gostermesinde NFxB’ in baskilanmasi da rol oynamaktadir (103). Bu bulgu, reperfiizyon

asamasinda NFkB inhibisyonunun karacigerden inflamatuar sitokinlerin sentezini azalttigi



yoniindeki bilgi ile ortiismektedir(17). Son calismalarda, iskemik Onkosullama ile ksantin
oksidaz yolunun bloke edilebildigi, mitokondriyal fonksiyonlarin da korunabildigi
goriilmiistiir. Bunun sonucunda endotelin ve serbest oksijen radikallerinin iiretimi azalmis ve

reperfiizyon hasarina karsi direng artis1 saglanabilmistir (31,104,105).

Bugiin icin iki tip hiicre olimii tanimlanmaktadir: nekroz ve apoptoz (programli).
Karacigerdeki hiicresel yasam, reperfiizyonla birlikte harekete gecen sinyal ileti yollaria ve
hasarlanmanin siddetine bagli olarak nekroz veya apoptozla sonlanir (12). Farkli yollar
izleseler de, nekroz ve apoptoz ayni ortamda birlikte ilerleyebilmektedir. Normal sartlarda,
otokton makrofajlar tarafindan inflamatuar yamit gelismeksizin ortamdan uzaklastirilan
apoptotik hiicre fragmanlari, apoptozun siddetinde ve hizinda artis meydana geldiginde,
inflamatuar hiicre reaksiyonuna ve yaygin bir nekroza neden olabilmektedir. Bircok etken ile
tetiklenebilen apoptozda, kaspaz ve kalpein benzeri proteazlar etkin gorev alirken Bcl-2,
apoptotik sinyallere karsi hiicreyi koruyan 6nemli bir antiapoptotik molekiil olarak ortaya

cikmaktadir.

Iskemik ©nkosullamanin mitokondriyal fonksiyonlar1 korudugu gosterilmistir.
Onkosullama ile iyi korunan mitokondrilerin, diisiik diizey kaspaz-3 aktivitesi ve sitokrom c
salintmi gosterdigi saptanmis ve bu yolla hepatosit ve endotel hiicrelerinde apoptoza gidisin
engellenebildigi goriilmiistiir (31,106).Bu calismalarda, iskemik Onkosullamanin, apoptoza
giden yolda kaspaz aktivitesini bloke ederken kalpein diizeyini etkilemedigi buna karsilik

antiapoptotik molekiil olan Bcl-2 ekspresyonunu artirdigi goriilmiistiir.
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Iskemik Sonkosullama

Son zamanlarda iskemik sonkosullamanin da, iskemik Onkosullama gibi, iskemi
reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu bir yontem oldugu bildirilmektedir. Ik kez Zhao ve ark
tarafindan 2002’de yine kalpte tanimlanmistir(4,5). Iskemik sonkosullama uzamis iskemi
sonrasindaki reperfiizyonun erken donemlerinde uygulanan kisa siireli iskemi ve reperfiizyon
periyodlar1 olarak tarif edilir.(6) Iskemik ©nkosullama hem iskemi hem de reperfiizyon
hasarina kars1 koruma saglarken, iskemik sonkosullama direkt olarak reperfiizyon hasarina
karsi koruma saglar. Iskemik sonkosullamanin hepatik iskemi reperfiizyon hasarina karsi
koruyucu etkisi de gosterilmistir. (7) Ayrica iskemik sonkosullamanin iskemik 6nkosullama
ile birlikte uygulandiginda iskemi reperfiizyon hasarma kars1 koruyucu etkisi yine kalpte

calisilmis ancak heniiz karacigerde calisilmamustir.
Sonkosullama Mekanizmalart

Iskemik sonkosullama reperfiizyonun erken doneminde mekanik olarak dokunun
kanlanmasinin hidrodinamigini degistirir. Ayrica reperfiizyon hasarin1 azaltict endojen
mekanizmalar1 stimiile eder. Adenozin ve opioidler gibi ligantlar molekiiler yolaklar stimiile
eden proksimal tetikleyicileri etkilerler. Sonkosullama ayrica p38 ve JNK mitojen-aktive
protein (MAP) kinazlar gibi ¢esitli yolaklar1 inhibe eder, bdylece endotel hiicre hasari
azalir.Mitokondrial permeabilite gecis porlarint (mPTP) inhibe eder. Tablo 1°de 6zetlendigi
tizere sonkosullamanin kalp koruyucu mekanizmalar tetikleyiciler, mediatorler ve efektorleri
icermektedir.(116) Iskemik sonkosullama heniiz oncelikli olarak kalpte calisilmakta ve
koruyucu mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir. Altta yatan mekanizmalar serbest
oksijen radikallerin gelisiminin ve mitokondriyal kalsiyum asir1 saliniminin azaltilmasidir.
Ayrica, Yang ve arkadaglarni (113) tavsan iskemi reperfiizyon modelinde iskemik
sonkosullamanin, hiicreici sinyalleyici kinazlart (ERK 1/2 ,Akt), mitokondriyal Katp
kanallarim1 ve nitrik oksit salimiminmi tetikledigini gosterdiler.Benzer olarak, Tzang ve
arkadaslari, iskemik sonkosullamanin RISK yolag: ile uyum iginde prosurvival kinazlar
PI3K-Akt, eNOS, ve p70S6K’1 aktive ettigini gosterdiler.(114) Son olarak, Yang ve
arkadaslar1 ile Kin ve arkadaslar1 ise, iskemik sonkosullama mekanizmalarinin adenozin
reseptorlerini  de icerdigini gosterdiler.Bu yiizden iskemik Onkosullama ile iskemik

sonkosullama arasinda benzer 6zellikler vardir. Tablo 1’e bakiniz.



Tablo 1: Onkosullama ve sonkosullamadaki tetikleyiciler, medyatorler ve efektorler

Olay Onkosullama Etki/mekanizma Sonkosullama Etki/mekanizma
Tetikleyiciler
G-protein bagh
reseptorler
Adenozin Evet[92,93] Iskemi 6ncesi A, A; | Evet [14,27,51,94] Reperfizyonda
aktivasyonu Aop, Az
aktivasyonu
Opioidler Evet[53] PI-3- kinaz Evet [37] Bilinmiyor
aktivasyonu, mKrp
kanallar1 agilmasi
X Hay1r[95] GCPR-PKC-mK 1p Evet [37] Bilinmiyor
aktivasyonu[53]
0, Evet [95] Evet [37] Bilinmiyor
Bradikinin Evet [96] Bilinmiyor
Doku faktorii ? Evet [46] PAR1
/trombin(PART1) aktivasyonu
Guanil siklaz Evet Evet [27,32] NO' hedefi
Medyatorler
e-NOS-NO
Sinyalleme Evet [97] Mitokondrial Evet [17,32,35] K atp kanallarinin
kaynak, mPTP acilmasi?
kapanmasi
Anti-inflamatuar | ? Muhtemelen [10,12] | PMN azalmasi ve
endotelial hiicre
aktivasyonu
Siiperoksit Evet [98]
anyonlar
Sinyalleme Evet [97,99,100] | Artmis mitokondrial | Muhtemelen Mitokondrial?
ROS
Oksidatif Evet [100] Evet [12,13] Azalmg iiretim;
“patlama” [10,12,13,41]
artmis endojen
antioksidanlar[33]
Protein kinaz C Evet Katp kanallarin Evet [27] Bilinmiyor
fosforilasyonu;
kinazlarin
aktivasyonu
PI-3-kinaz Evet Artmis eNOS Evet [28,101,102]; Bilinmiyor [27]
aktivitesi, anti- Hayir [26]
apoptotik yolaklar
ERK 1/2 Hayir Evet [15,102]
GSK-3p Bilinmiyor
P70S6K
K rp kanallari Evet ROS, RKC,,
fosforilasyon
Mitokondrial Evet [99] ROS stimulasyonu, Evet [15,19] Bilinmiyor
kinazlar lehine
aktivasyon
Sarkolemmal Evet; Hayir Hayir [19]
Efektorler
mPTP Evet Evet Kapanma, artmig

kalsiyum
rezistansi [20,79]




Sonkosullama

() (+/-) (+)

Serbest radikaller (+)PI-3K-Akt Adenozin
Sitokinler (-) P38 ve JNK Nitrik oksit
Doku faktérii (+) ERK 1/2 Opioidler
Hlcre-hUcre etkilesimi (+) Protein kinaz C
(+) KaTp kanallari (-) mPTP

Sitokrom ¢

Mitokondri

L

(-) Hacre 6lGma

Sekil 3: Sonkosullamanin kardiyak korumada gorev alan hiicreici ileti yollar1 ve etkileri

Hepatik Iskemik Sonkosullama

Hepatik iskemik sonkosullama, kalpteki calismalarin ardindan ilk kez Kai Sun ve
arkadaslari tarafindan sicanda 2004°de ¢alisilmistir.(7) Sicanlarda 60 dakikalik hepatik iskemi
sonrast ikiser dakikalik iskemi peryodlar: arasinda 2,3,5 ve 7 dakikalik reperfiizyon peryodlari
seklinde sonkosullama uygulanmistir. Bu sekilde tarif edilen hepatik iskemik sonkosullama
ile reperfiizyon sonrasi hepatoselliiler apoptozisin azaltilabildigi gosterilmistir. Wang N ve
arkadaslar1 da sican karaciger transplantasyon modelinde donor karaciger greft implantasyon
sonrast reperfiizyonun erken doneminde sonkosullama uygulayarak iskemi reperfiizyon

hasarinin azaltilabildigini gostermislerdir.(117)



GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari ve Cerrahi Islem

Deneysel islemler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nin ameliyathane, denek ve barmak imkanlar1 kullanilarak yapilmistir. Siganlar,
oda sicakliginin 21+1°C oldugu ve 12 saat aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi odalarda,
ticerli gruplar halinde kafeslerde barindirilmistir ve standart laboratuar diyeti ve istedikleri

kadar igebilecekleri su ile beslenmislerdir.

Calismada 200-300 gr agirhiginda, 60 adet Wistar tipi erkek sican denek olarak
kullanildi. Tiim sicanlara 100 mg/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar ®) ve 10 mg/kg
dozda ksilazin (Alfazyne ®) kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi
saglandi. Supin pozisyonda orta hat karin kesisi ile miidahale edildi. Mikro damar klemp
kullanarak, karacigerin orta ve sol loblarina giden portal ven, hepatik arter ve safra kanalini
iceren hepatik pedikiil klemplenerek parsiyel hepatik iskemi olusturuldu. Iskemi siiresi 60
dakika tutuldu. Bu siire sonunda klemp agilarak karaciger 120 dakika reperfiize edildi.
Sicanlarin yaris1 120 dakikalik reperfiizyon sonunda kardiyak punktiir yontemi ile sakrifiye
edildi. Biyokimyasal ve histolojik incelemeler i¢in kan ve karaciger doku ornekleri alindi.
Kalan yarist ise, ge¢ donem etkilenmeyi degerlendirmek amaciyla klemp alindiktan sonra
batin kapatilarak 7 giin sonra sakrifiye edilip kan ve karaciger doku ornekleri alindi.Iskemik
onkosullama 60 dakikalik iskemi 6ncesinde 10 dakika iskemi, 10 dakika reperfiizyon seklinde
kisa aralikli tek bir periyodla saglandi. Iskemik sonkosullama ise 60 dakikalik iskemi
sonrasinda reperfiizyonun hemen basinda ikiser dakikalik iskemi periyodlar1 arasinda 2,3,5 ve
7 dakikalik reperfiizyon seklinde kisa aralikli dort periyodla saglandi. Ardindan reperfiizyon

siiresi toplamda yine 120 dakikaya tamamlandi.

Alinan kan 6rneginde aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
laktatdehidrogenaz (LDH) ve total bilirubin ¢alisildi. Karaciger doku ornegi ise karacigerin
iskemi uygulanan orta ve sol loblar1 eksize edilerek saglandi. Bir kismi —80 C°, diger bir
kismi da histolojik inceleme icin % 10 formalin i¢inde saklandi. Bu dokularda iskemi
reperfiizyon hasarina bagl nekroinflamatuvar aktivite histopatolojik olarak derecelendirildi ve
oksidatif stres gostergesi olan lipid peroksidasyon diizeyi i¢in de malondialdehid (MDA)

calisildi. 7 giin sonra sakrifiye edilen sicanlarda hepatik rejenerasyon gostergesi olarak,



karaciger doku orneklerinde prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) immundokukimyasal

boyama yapildi.
Deney Gruplan ve Protokol

1. grup (Sham grubu): Sicanlara (n:4), hepatik pedikiil diseke edildikten sonra bagka bir

miidahale yapilmadan iskemi reperfiizyon grubundaki siire kadar bekletildi.

2. grup /R (Iskemi reperfiizyon grubu): Siganlara (n:14), 60 dakika iskemi sonrasi 120

dakika reperfiizyon uygulandi.

3. grup Precon +I/R (Iskemik 6nkosullama grubu): Sicanlara (n:14), 10 dakika iskemi

sonrasi 10 dakika reperfiizyon seklinde iskemik Onkosullama, sonra iskemi reperfiizyon

grubundaki gibi uzun siireli iskemi reperfiizyon uygulandi.

4. grup I/R+Postcon (Iskemik sonkosullama grubu): Sicanlara (n:14), 60 dakika iskemi

sonrasl, ikiser dakikalik iskemi aralarinda 2, 3, 5, 7’ser dakikalik reperfiizyon periyodlari

seklinde iskemik sonkosullama uygulandi.Ardindan reperfiizyon 120 dakikaya tamamlandi

5. grup Precon+I/R+Postcon (Iskemik 6nkosullama + sonkosullama grubu): Siganlara

(n:14), tarif edildigi gibi iskemik Onkosullama, ardindan 60 dakika iskemi, sonra yine tarif

edildigi gibi iskemik sonkosullama uygulandi. Ardindan yine reperfiizyon 120 dakikaya

tamamlandi.
Sham
4 Hepatik pedikiil doniildii

IR |

60 dk. T 2 saatR
Precon+I/R BN

10dk.I 10dk. R 60 dk. I 2 saat R

VR+Postcon [ N W W W

60 dk. I RIRTI RI 2 saatR
Precon+VR+ [N I W W W
Postcon 10 dk. 1 10 dk. R 60 dk. I RIRTI RI 2 saat R

Sekil 4: Deney gruplarinda uygulanan iskemi reperfiizyon periyodlari
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Biyokimyasal ve Patolojik Degerlendirme
Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Kan alimini takiben serum ornegi, kan pihtilastiktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santrififje edilmesiyle elde edildi. Serum oOrnekleri Ol¢iimler yapilana kadar -21 C°de
saklandi. Serum AST, ALT, LDH ve total bilirubin seviyeleri, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuari’nda “Roche p modiiler otoanalizor sistemi”

kullanilarak olciildii.
Karaciger Dokusunda MDA Olciimii

Karaciger doku orneklerinde MDA derisimi Ohkawa ve arkadaslarinin tarif ettikleri
yontem kullanilarak saptanmistir (118). Yontem, MDA’nin tiyobarbitiirik asitle yaptigi
kompleksin kolorimetrik olarak Ol¢iimii esasina dayanmaktadir. Doku homojenizati
hazirlamak i¢in alinan karaciger dokusu % 0.9’luk NaCl ile yikanmip, kurulandi. Doku
ornekleri ependorf tiipiine konarak — 80 C° ‘de saklandi. Dokularin izotonik KCI ¢ozeltisinde
cam homojenizator kullanilarak homojenizasyonu ( 1:10, w/v) sonras1 elde edilen homojenat
analizde kullanildi. Homojenatlara tiyobarbitiirik asit, sodyum dodesil siilfat ve asetik asd
eklendi. Kaynar su banyosunda 60 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler sogutularak
tizerlerine n-butanol-piridin eklendi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantin absorbansi 532 nm’de kore karst olgiildii. Elde edilen absorbans degerleri
deneyde standart olarak kullanilan tetra etoksi propan (TEP) absorbans degerleri ile
karsilastirilarak konsantrasyon saptandi ve gram yas doku basina nanomol olarak ifade edildi

( nmol/g yas doku).
Karaciger Hiicre Histolojisinin Degerlendirilmesi

Karaciger ornekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji
Laboratuari’nda incelendi. %10’luk formalinde fikse edilmis ve parafine gomiilmiis olan
karaciger orneklerinden 5 um’lik kesitler alinarak, hematoksilen eozin ile boyandi. Karaciger
doku ornekleri hepatosit hasari yoniinden incelendi. Hiicre histolojisindeki degisimler
konjesyon, nekroz, sitoplazmik vakuolizasyon ve eozinofili, niikleer piknozis ve inflamatuar
hiicre yogunlugu yoniinden, bir patolog tarafindan kor olarak degerlendirildi. Hepatosit hasari,
0: hasar yok yada minimal hasar, 1:hafif hasar ,2:orta hasar, 3:siddetli hasar seklinde

derecelendirildi.



Resim 4. Normal karaciger parankimi Resim 5. Hafif karaciger parankim hasari
(Hematoksilen Fosin Bovama) X40 biiviitme (Hematoksilen Eosin Boyama) X40 biiyiitme

Resim 6.0Orta karaciger parankim hasari Resim 7. Siddetli karaciger parankim hasari
(Hematoksilen Eosin Boyama) X40 biiyiitme (Hematoksilen Eosin Boyama) X40 biiyiitme



Immundokukimyasal Boyama ve Degerlendirme

Sican karaciger dokusunu ornekleyen parafin bloklardan, Poly-L-lizin kapli lamlara
Sum kalinliginda kesitler hazirlandi. Mitotik aktiviteyi belirlemek i¢in prolifere hiicre niikleer
antijeni (PCNA) (DAKO 1/100) kullanarak, streptavidin-biotin immunperoksidaz yontemi ile
immunboyama yapildi. Oda sicakliginda en az 24 saat bekletilen kesitler, ksilolde 20 dakika
bekletilerek deparafinize edildikten sonra, %96’lik alkolden, %70’lik alkole dek inen alkol
serilerinden gecirilerek rehidratasyon saglandi ve TRIS solusyonunda yikandi.Kesitler iizerine
%3’liik hidrojen peroksit damlatilarak, bes dakika beklendi ve endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi ve yine TRIS solusyonuna alindi. Buradan kesitler mikrodalga firina aliarak bes
dakika kaynatildi, antijenin aciga ¢ikmasi saglandi.Oda 1sisinda sogumaya birakilan kesitler
tizerine dokuyu cevreleyecek miktarda (50-100ul ) primer antikorlar damlatild: ve 30 dakika
bekletildi.Daha sonra TRIS’de yikanarak, ayn1 miktarda biotinize sekonder antikor damlatild:
ve 10 dakika beklendi. Tekrar TRIS’ de yikanan kesitlere, streptavidin peroksidaz solusyonu
damlatilarak, 10 dakika beklendi ve TRIS’de yikandi. Kromojenik reaksiyon icin, daha

onceden hazirlanan 3.3-diaminobenzidin (DAB) damlatildi.

Resim 8. Immundokukimyasal (PCNA) boyama



PCNA ile immundokukimyasal boyama yapilan tiim kesitler grup oOzelliklerinden
habersiz bir patolog tarafindan degerlendirildi. Kiiciik biiylitmede en yogun boyanma ve en az
boyanma gosteren alanlar secilerek biiyiik biiyiitme alanlarinda sayildi. Toplamda 1000 hiicre
sayllarak bu alanlarda bariz niikleer boyanma gosteren hiicreler mitotik aktif olarak

degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Tiim parametrik veriler ortalama * standart hata olarak belirtildi. Gruplar arasi
ortalamalarin karsilagtirilmasinda tek yonli ANOVA ve Tukey’s testi kullanilirken,
histopatolojik verilerin degerlendirilmesinde Mann-Witney U testi uygulandi. P degeri <0.05

istatiksel anlamli kabul edildi..



BULGULAR

Iskemi reperfiizyon sonrasi erken déonem serum enzim sonuclar1 degerlendirildiginde,
iskemik sonkosullama grubunda (IR + Postcon) olusan parankim hiicre hasarinin, yalnizca
iskemi reperfiizyon grubunda (I/R) olusan hasara oranla anlamli derecede yiiksek oldugu
saptandi  (Tablo 2). Birlikte uygulandiginda (Precon+l/R+Postcon) ise iskemik
onkosullamanin, sonkosullamanin verdigi hasar1 etkin bir sekilde azalttigi gozlendi. Tek
basina iskemik onkosullamanin (Precon + IR), iskemi reperfiizyon hasarimi azalttigi ancak

aradaki farkin istatistiksel anlam kazanmadig1 saptandi

Iskemi reperfiizyon sonras1 erken donemde karaciger dokusunda olusan oksidatif stresin
(MDA) degerlendirilmesinde gruplar arasi fark gozlenmedi (Tablo 3). Parankim hasarinin
histopatolojik derecelendirilmesi sonucu sham grubu disindaki calisma gruplar1 arasinda

anlaml fark saptanmadi (Tablo 4).

Iskemi reperfiizyon sonrasi yedinci giin verileri degerlendirildiginde, serum enzim ve
karaciger doku MDA diizeyleri, parankim hiicre hasarinin histopatolojik derecelendirilmesi
acisindan gruplar arast anlamli fark tespit edilmedi (Tablo 5-7). Hepatik rejenerasyonun
gostergesi olarak hepatositlerdeki mitotik aktivitenin degerlendirilmesinde, sham disinda tiim
gruplardaki aktivitenin artti§i ancak bu gruplarin kendi aralarinda anlamli fark bulunmadig:

saptandi (Tablo 8).



Tablo 2: Erken donemde serum karaciger enzim ve T.bilirubin diizeyleri

Gruplar ALT T. Bil.
n (mg/dl)
Sham 7916 5521 975184 0,1+0,01
I/R 962+160 * 1103402 ° 5361404 0,120,08
Precon+I/R 955+101° 899+160 * 52984978 * 0,120,00
I/R+Postcon 15914150 *° 2193+489*" | 5988+1410° 0,1+0,01
Precon+I/R+Postcon |  1098+162 *° 1029£140*° | 5884+1163* 0,120,00
“: p< 0.05 vs sham, * : p< 0.05 vs I/R, ©: p<0.05 vs I/R+Postcon
Degerler ortalamat standart hata olarak verilmistir.
Tablo 3: Erken donemde karaciger dokusunda MDA diizeyleri
Gruplar MDA
( nmol/g yas doku )
Sham 167+4,95
I/R 194+16,63
Precon+I/R 207+15,23
I/R+Postcon 193+12,35
Precon+I/R+Postcon 191£17,05

Degerler ortalamat standart hata olarak verilmistir.

Tablo 4: Erken donemde karaciger parankim hiicre hasar1 degerlendirmesi

Gruplar Histopatolojik derecelendirme

Sham 0 (0:0)
/R 2 (2:3)°
Precon+I/R 2 (1:3)°
I/R+Postcon 2 (2:3)°
Precon+I/R+Postcon 2 (1:3)°

*: p< 0.05 vs sham

Degerler ortanca ( minimum: maksimum ) olarak verilmistir.




Tablo 5: Ge¢ donemde

serum karaciger enzim ve T.bilirubin diizeyleri

Gruplar ALT LDH T. Bil.
n un (mg/dl)
Sham 4216,5 28+3.4 360182 0,120,02
I/R 107£9,1 51+4.4 1091+188 0,1+0,01
Precon+I/R 248+8.,9 65%7,8 23214513 0,120,04
I/R+Postcon 118+12,8 56x7.4 14114371 0,1+0,01
Precon+I/R+Postcon 109£7,0 54+4.8 13294245 0,120,00
Degerler ortalamat standart hata olarak verilmistir.
Tablo 6: Ge¢ donemde karaciger dokusunda MDA diizeyleri
Gruplar MDA
( nmol/g yas doku )
Sham 118%+7,0
I/R 15918,1
Precon+I/R 178%+14,1
I/R+Postcon 156£7,9
Precon+I/R+Postcon 154+8.,8

Degerler ortalamat standart hata olarak verilmistir.

Tablo 7: Ge¢ donemde karaciger parankim hiicre hasar1 degerlendirmesi

Gruplar Histopatolojik derecelendirme

Sham 0 (0:0)
I/R 1 (1:2)
Precon+I/R 1 (1:2)
I/R+Postcon 1 (1:2)
Precon+1/R+Postcon 1 (1:2)

Degerler ortanca ( minimum: maksimum ) olarak verilmistir.

Tablo 8: Ge¢ donemde rejenerasyonun degerlendirilmesi

Gruplar Immundokukimyasal degerlendirme

Sham 1+0,0

I/R 1243,8*
Precon+I/R 14+6,1°
I/R+Postcon 1143,3%
Precon+I/R+Postcon 13+4,3%

*: p< 0.05 vs sham

Degerler ortalamat standart hata olarak verilmistir.




TARTISMA

Iskemi reperfiizyon hasar1 karaciger travmalari, karaciger rezeksiyonu ve karaciger
transplantasyonu sonrasi ortaya cikabilen klinik bir problemdir. Karaciger ile ilgili cerrahi
girisimler (travma sirasinda kanama kontrolu amaci ile gegici olarak yapilan Pringle
manevrasi veya total vaskiiler klempaj, timor nedeni ile yapilan karaciger rezeksiyonlarinda
uygulanan gecici vaskiiler klemplemeler), organ transplantasyonlari (rezeksiyon sonrasi
reanastomoz yapilana kadar gecen soguk iskemi siiresi) gibi bir ¢ok durumda gegici olarak
kan akiminin durmasi ile iskemi, kan dolagiminin tekrar saglanmasi ile de reperfiizyon
olusmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasar1 kompleks, multifaktoriyel bir patofizyolojik
mekanizma sonucu ortaya cikmaktadir. Doku hasari hem iskemi hem de reperfiizyon

doneminde olusmaktadir.

Karacigere ait sol ve orta loblar1 besleyen hepatik arter, portal ven ve safra kanalinin
klempe edilmesiyle parsiyel hepatik iskemi ve takiben de reperfiizyon olusturulmasi hem

karaciger cerrahisinde hem de laboratuar hayvan deneylerinde siklikla kullanilmaktadir.

Karacigeri iskemi reperfiizyon hasarindan koruma yontemleri olan onkosullama ve
sonkosullamanin hiicre hasarini azaltic1 etkileri deneysel modellerde gosterilmis hatta
onkosullama klinik uygulamada yer almistir. iskemik ©nkosullama hiicre veya dokularin
iskemi ve reperfiizyona kisa siireli maruz kalmasi ve sonrasinda daha uzun siireli iskemi ile
olusan doku hasarinda belirgin azalma olusturan bir yontemdir. Hepatik onkosullamada en
etkili koruyucu siire, iskemi Oncesi tek siklus seklinde 10 dakika iskemi ve 10 dakika
reperfiizyon uygulanmasidir. Sonkosullama ise yeni bir yontem olup daha cok kalpte
calistlmigtir. Iskemik sonkosullama uzamis iskemi sonrasindaki reperfiizyonun erken
donemlerinde uygulanan kisa siireli iskemi ve reperfiizyon periyodlar1 olarak tarif edilir.
Kalpte bugiin i¢in en etkili koruyucu siire, reperfiizyon oncesi ii¢ siklus halinde 30 saniye
iskemi ve 30 saniye reperfiizyon uygulamasidir. Heniiz, literatiirde, hepatik sonkosullamanin
calisildigi sadece iki caligma vardir. Karaciger icin tarif edilen sonkosullama siiresi,
reperfiizyon oncesi ikiser dakikalik iskemi periyodlar1 arasinda 2 ,3 ,5 ve 7’ ser dakikalik

reperfiizyon periyodlar1 seklindedir.(7)

Gerek iskemik Onkosullamanin gerekse iskemik sonkosullamanin iskemi reperfiizyon
hasarin1 azaltic1 etkileri ayr1 ayr1 uygulamalarla gosterilmistir. Bugiin i¢in literatiirde her iki

yontemin birlikte aynm1 anda uygulandigi sadece ii¢ calisma vardir. Ucgii de kalp modelinde



calisilmistir. Bunlardan biri, bu iki yontemin birlikte uygulanmasinin ayr1 ayr1 uygulamalara
gore daha etkili koruma sagladigini gostermis,(113) diger ikisi ise birlikte uygulamanin ek bir
koruma saglamadigini, ayr1 ayr1 uygulamalara esdeger bir koruma sagladigini

gostermistir.(114,116)

Hepatik iskemi reperfiizyon hasarinin hiicresel diizeyde en iyi goOstergeleri arasinda
AST, ALT, LDH gibi baz1 karaciger enzim aktivitelerinin belirlenmesi , oksidatif stres
gostergesi olarak karaciger dokusunda MDA tayini ve karaciger dokusuna ait (morfolojik)

histopatolojik degerlendirmeler sayilmaktadir (107-109)

Calismamizda Oncelikle iskemi reperfiizyon uygulamasiyla karaciger hiicre hasari
olusturduk. Bu hasar artigin1 6nce ayr1 ayr1 uyguladigimiz iskemik onkosullama ve iskemik
sonkosullama yontemleri ile azaltabilecegimizi ardindan bu yontemlerin birlikte
uygulanmasiyla hasar artisin1 daha etkin azaltabilecegimizi diisiindiik. Ancak iskemik
onkosullama ile hasar azaltilmasina ragmen istatiksel anlamlilik kazanmadi. Iskemik
sonkosullama uygulanan grupta ise iskemi reperfiizyon hasar1 beklendigi gibi azalmad,
aksine artt1. Her iki yontem birlikte uygulandiginda ise, iskemik sonkosullama uygulanan

gruptaki hasar artisi istatiksel anlamli olarak geriledi

Calismamizda literatiirden farkli olarak iskemik sonkosullama uygulanan grupta iskemi
reperfiizyon hasarinin 6ngoriildiigii gibi azalmadigini, aksine arttigini tespit ettik. Bu hasar
artisininin, iskemi reperfiizyon hasarini azaltmada altin standart olarak ifade edilen iskemik

onkosullama ile geriledigini tespit ettik.



SONUC VE ONERILER

Hepatik iskemi reperfiizyon hasarin1 onlemek amaciyla onerilen ve klinik uygulamada

da yerini bulan “iskemik 6nkosullama” etkin bir korunma yontemidir.

Bu calismanin sonuglari, son zamanlarda tarif edilen ve hepatik iskemi reperfiizyon
hasarina kars1 iskemik 6nkosullamaya esdeger bir koruma sagladig iddia edilen iskemik son-
kosullamanin bu etkiyi gostermedigini, beklenin aksine karaciger iskemi reperfiizyon hasarini
artirdigin1  gostermistir. Bu yontemin uygulanma sekli (iskemi reperfiizyon periyodlarin
sayisi, siiresi ve baslama zamani) acisindan daha kapsamli deneysel calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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