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IOK.......... Iskemik 6nkgullama

TNF-a..... Tumor nekroz faktbo

IL-6.......... interl6kin-6

ATP.......... Adenin trifosfat

COY......... Coklu organ yetmed#li

SiYs......... Sistemik inflamatuvar yanit sendromu
NO............ Nitrik oksit

NADH...... Nikotin amid dinUkleotid

MDA........ Malondialdehit

MPO........ Miyeloperoksidaz

AAH.......... Akut akciger hastafil
ARDS......Akut respiratuvar distres sendromu
ALT......... Alanin aminotransferaz

AST.......... Aspartat aminotransferaz
NF-xB...... Nukleer faktork B

cGMP ...... Siklik guanin monofosfat
CAMP....... Siklik adenin monofosfat

PKC.......... Protein kinaz C

HPLC......... High Performance Liquid Chromatography
LDH......... Laktat dehidrogenaz

CO........... Karbonmonoksit

KHHS...... Karacier histolojik hasar skoru



OZET

Karacigerin reperfizyon hasarinda uzak iskemik onkgullama ve direkt iskemik

onkosullamanin etkinli gi

Dr. Elvan Sahin, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi, Anezifyoloji ve Reanimasyon
AD., izmir.

Sok, kardiyak arrest, turnike uygulamalari, kagacin major cerrahileri ve
transplantasyon sonrasi ortaya cikabilen iskemerfépyon hasari hastalarda ciddi organ
yetmezliklerine neden olabilmektedir. Reperflizycasdrini azaltmak amaciyla kullanilan
yontemlerden biri iskemik onkallamadir. Bu amacla hem uzak hem de direkt iskemik
onkosullama uygulanabilir. Karagerin iskemi reperflizyon hasarinda uzak ve dirdiegnsk
onkosullamanin kagilastirildigi bir calsmaya rastlanmargtir. Bu deneysel c¢aimada,
ratlarda olgturulan karagier iskemi reperfizyon hasarina direkt ve uzak iskem
onkasullamanin etkileri kanlastiriimistir.

Her birinde yedi denek bulunan dort grup stluulmustur. Sham grubunda (Grup 1)
ratlarin batinlari acilng) protokol suresince bka islem yapilmadan beklengtir. Grup 2: 25
dk total karacgier iskemisi sonrasi 120 dk reperflizyon, Grup 3aadkcga uygulanan g
donglu iskemik oOnkgullama sonrasi karagerde iskemi reperfizyon, Grup 4: tek dongu
karacger iskemik o©nkegullamasi sonrasi iskemi reperflizyon gercgkiémistir. TUm
gruplarda ratlarin anestezi suiresit etutulmus, islem sonunda ratlar sakrifiye edilgni
karacger enzimleri icin kan, malondialdehid dizeyleri Wstopatolojik inceleme igin
karacger doku ornekleri alinngtir.

Serum AST-ALT dgerlerinin sham grubunda gr ¢ gruba goére anlamh gik
oldugu, Grup 3 de 4. ve 2. gruplara gore belirginsidii oldusu saptanngtir. Doku
malondialdehid duzeyleri sham grubunda anlamjiillbbulunmy, diger gruplar arasinda fark
saptanmamgtir. Karacger histolojik hasar skoru da benzgekilde sham grubunda ghr
gruplara gore ve 3. grupta 4. gruba gore anlanglikiolduzu saptanngtir.

Bu calsmada uzak iskemik onkollamanin AST-ALT seviyeleri ve Kkaragr
histolojik hasar skorunu iskemi reperfliizyon ve kliriskemik dnkgullamaya gore azalfi
gosterilmitir. Uzak iskemik 6nkgullamanin, kolay uygulanabilir noninvaziv bir klikni
yontem olabilecg, bu iki yontem arasindaki etkinlik ve etki mekamalari farklarini

arastirmak icin deneysel- klinik caimalara gereksinim olg kanaatine varilngtir



SUMMARY

Prevention of hepatic ischemi-reperfusion injury wih remote ischemic preconditioning
and direct ischemic preconditioning
Dr. Elvan Sahin, Dokuz Eylul University, Faculty of MedicineDepartment of
Anesthesiology and Reanimatidamir

The ischemia reperfusion (IR) injury that can ocafier shock, cardiac arrest, major
hepatic surgeries and transplantatamuld cause severe organ failures. One of the teshn
that can be used to prevent ischemi-reperfusiamynps ischemic preconditioning. Remote
and direct ischemic preconditioning could be usmdliis aspect. We could not find a study
that compares remote hepatic ischemic preconditgpmith direct ishemic preconditioning.
This present study compares the effect of remaodiedaect ishemic preconditioning in the rat
hepatic ischemi-reperfusion injury.

Four groups, each including seven rats were cordudn the sham group only
laparotomy was performed. In the ischemia repesfugiroup 25 minutes of total hepatic
ischemia was induced followed by 120 minutes oérgysion. The leg was subjected to three
cycles of ischemic preconditioning (IP) before hep@schemia reperfusion in the remote
IP+IR group. One cycle of hepatic ischemic prectoding was performed before hepatic
ischemia reperfusion in the direct IP+IR group. Teegth of the experiment groups were
same. At the end of the experiment rats were kilddabd and liver samples were collected.

Levels of AST-ALT were significantly lower in thdaam group when compared with
the other groups, in the remote IP+IR group levethe enzymes were significantly lower
compared with the direct IP+IR and IR groups. Ie tR, remote IP+IR and direct IP+IR
groups, malondialdehid levels were increased betettwere no difference between these
groups. The histological score of liver injury wsaignificantly lower in the sham group
compared with the other groups and it was alsafsigntly lower in the remote IP+IR group
compared with the direct IP+IR group.

This present study has shown that when AST-ALT leeand hepatic histological
score is considered, remote ischemic preconditgpnilecreased the hepatic ischemia
reperfusion injury. Remote ischemic preconditionimgotected liver from ischemia
reperfusion injury better than direct ischemic pratitioning according to the results of this

study.



GIRIS ve AMAC

Karacger ile ilgili cerrahi girgimler (Pringle manevrasi: hepatik arter ve portal venin
klempaji ) ve karager transplantasyonu (organ rezeksiyonundan reanagtgapilana kadar
gecen sguk iskemi suresi) gibi birgok durumda gecici olarekn akiminin durmasi ile
iskemi, kan dolaminin tekrar sglanmasi ile de reperfiizyon ghaaktadir.

Iskemi reperfiizyoniR), doku veya organa giden kan akiminda bir stieénzez veya
kesilme sonrasinda yeniden kanlanma olarak taniml&an akiminin tekrar BEmasi
dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar verekiledir. Bu olayiR hasari olarak
adlandirihrmaktadir.

Iskemi reperflizyon hasarinindan korunmak icigigle yontemler gektirilmistir.
Bunlardan biri, ilk kez 1986 yilinda Murry ve artarafindan kalpte tarif edilen iskemik
onkasullamadir {OK) (1). iskemik énkgullama, kisa iskemik epizodlari izleyen reperfiizyon
periyodlari ile dokunun arkadan gelen uzun susiemiye dayanikhgini artiran sirec olarak
tanimlanmgtir. Amag, endojen korunma mekanizmalarinin hareket#rilglegi bir refleksin
baslatiimasidir. Bir dger yontem uzakOK’ dir. Bir organa uygulanan iskemi reperfiizyon
epizodlarinin bgka bir organda iskemiye kar dayaniklilg artirmasina uzakiOK
denilmektedir (2). Ekstremite veya major organlaskemi reperfiizyonu farkli organlarda
hasara yol acar (3).

Karacierde uygulananOK’ nin, hepatositler ve siiniizoidal endotel hiicietke
reperfizyonla ortaya cikan inflamatuvar yaniti blaskgi 6ne sidrtlmektedir. Buslemin
hepatoselliler ve endotelyal hicre hasarinda azalA&P, karacger kan akimi ve
mikrosirktlasyon argin yanisira hepatik intraselliiler oksijenizasyoms de ilgkili oldugu
gOsterilmistir (4). Karacger igin 6nerilen direkiOK yénteminin, portal ven ve hepatik arterin
10 dk klemplenmesini takibeden 10 dk reperfuzyasu@l bildirilmistir (5,6). Bu yontem
kisitl sayida klinik cafmada da uygulangtir (7,8). UzakiOK’nin akciger, beyin, bobrek ve
iskelet kasindalR hasarini azaltici etkisi gosterikti (1,5,9,10). Ancak ekstremiteye
uygulananiOK’ nin karacger IR’ sine etkisini gosteren yalnizca bir deneysektaraaya
ulastlabilmigtir (11).

Deneysel karager IR modelinde IOK ydéntemlerinin (direkt, uzak) etkinlikleri
arasindaki farki agfiran bir calgmaya rastlanmargtir. Buradan yola cikarak kargeire
uygulanan direktiOK ile ekstremiteye uygulanan (uzakDPK' nin, karacger iR hasarina
etkilerini kagilastirmak amaclanntir.



GENEL BILGILER

Hepatik cerrahi uygulamalari anestezistleringk&ariya oldugu yiksek riskli major
abdominal gigimlerin bginda gelmektedir. Karager ile ilgili cerrahi girsimler (karacger
rezeksiyonlarinda kanama kontroli amaci ile geglarak yapilanPringle manevrasi veya
total vaskiler klempaj ) ve kargerr transplantasyonu (rezeksiyon sonrasi reanastomoz
yapilana kadar gecen @k iskemi suresi) gibi bircok durumda gegcici olatedn akiminin
durmasi ile iskemi, kan daleninin tekrar sglanmasi ile de reperfiizyon ghaktadiriskemi
reperfiizyon IR) hasari 6zellikle yandakaracger hastalii (yaglanma, fibrozis) olanlarda
karacger yetmezigine (8); hatta uzun sureli gan bakim izlemi gerektirebilecek ¢oklu organ
yetmezliklerine (COY) neden olabilmektedir (3,5,12)

I-iISKEM1

Iskemi, organlarin kanlanmamasi yani oksijen verbesaddelerinin dokulara yeterli
duzeyde ulgamamasi demektir. Bu olay, organi perfize edenakamindaki azalmaya Bha
sonrasi kan akiminin tekrargie@masi (reperfiizyon) paradoksal olarak iskemitigtardusu

zararlanmaya ek hasar giurur (13).

Iskemi-reperfiizyon IR) lokal-uzak etki ve komplikasyonlara neden olabilbazi
mekanizmalari tetikler (14)iskemik periyod suresince dokuda toksik serbest jaksi
radikalleri Uretilir. Reperflizyon sirasinda serbassijen radikalleri ve superoksit radikalleri
endotelyal hasar, artqamikrovaskiler permeabilite ve doku 6édemine nedinaktadirlar
(13,14). Ayrica aktive olan adezyon molekdilleri sigokinler sistemik inflamatuar yaniti

baslatabilir. Bu yanitladiR hasari olarak tanimlanir (14).

iskemi sirasinda hiicre membraninda bulunari/KNapompasinin ¢ajmasi icin
gerekli olan enerji sganamaz. Kiyonlari hiicre duna ¢ikarken Nave CI iyonlari da hiicre
icine girerler. Anaerobik glikolizle adenin trifeaf(ATP) Uretiimeye cajfilir, bu da laktik asit
dretimi ile sonuclanir. Karbondioksitin birikimi Kaonik asit (HCOs) Uretimi ile sonuclanir,
boylece asidoz artariki dakikalik iskemi sonrasinda oOzellikle beyin hélerinde
ekstraselliler pH 7.3 ten 6.7’ e kadarsdfiilmektedir. Adenin trifosfat igaml calsan dger
bir pompa ise ekstraselliller ve intraselliilefa dengelemektedirintraselliiler C¥ artss!

ile proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktivewlar. Fosfolipazlarin aktivasyonu ai@onik
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asit olumu ile sonuclanir. Aggdonik asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimlarihibe eder

ve serbest radikal gumunu arttirir (15).

Anoksik veya iskemik kgullarda adenozinin ekstraselliler dizeyi artmaktaBu
artis muhtemelen intraselliiler ATP’ nin yikilmasinasbdir. iskemi sirasinda meydana gelen
ATP yikimi glikolizisi induklemektedir. Glikolizigse laktat olgumunu hizlandirmaktadir
(16). Adenozin, A reseptorleri lizerinden sinaptik transmisyonu vesimaptik C&' un
geckini inhibe etmekte, Kiliskili glutamat salinmasini azaltmaktadir (9).

Uzamsg hipoksi; membran potansiyeli, iyon ggicve endotelyal hicrelerin iskelet
yapisini bozmakta ayrica intraselliler volimi wartaktadir. Bu d@siklikler ener;ji
depolarinin, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gilliazi biyoaktif maddelerin yapiminin
azalmasi, endotelin ve tromboksan dibi maddelerin yapiminin artmasi ile birlikte(s).

ll- REPERFUZYON

Klinik olarak IR hasari siklikla transplantasyon, iskemik seredskiiler olay §troke,

miyokard infarktiisisok/resusitasyon ve turnike uygulamalari sonrasgiaélmektedir (17).

Dolasim tekrar bgladiginda fazla miktardaki nikotin amid dindkleotid (NAD O; ile
reaksiyona girerek stperoksit glurur. Stperoksitler demir-stlfir proteinlerle reglona
girer ve serbest demir ga cikar. Mitokondrideki NO superoksitle, siperoldigmutazdan
uc kat daha hizlh reaksiyona girer. Bu reaksiyonusanda potent peroksinitrit serbest
radikali meydana gelir. Peroksinitrit, mitokondrddilesolunum zincirinde kompleks I,

kompleks Il ve superoksit dismutazi inhibe eden(15

Araidonik asitten olgan lokotrienler trombosit ve I6kositlerin, superibksse
I6kositlerin damar duvarina adezyonunu arttiri{@r13). inflamatuvar olaylarda salinan
timor nekroz faktor (TNF)JR hasarinda 6nemli yeri olan, mikrovaskiiler dis&ipéna
neden olur. Permeabilitedeki artproteinlerin interstisyuma ekstravaze olmasinaened
olmakta, bu da 6demle sonuclanmaktadir $&8kil bozuklgu olan, adezyona ve migrasyona
ugrayan lokosit sayisinddR sonrasi ¢ok buyik agtar oldusu gosterilmgtir (3,13,17).
Ayrica fonksiyonel kapiller damar sayisinda azabtitugu saptannstir (13,15) Sekil 1).
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Sekil 1: iskemi reperfiizyon sonrasi kapiller damardakigklikler (15)

Damar duvarindaki molektler ve biyokirsgh deisikliklerin akut inflamatuvar

yanitin karakteristik 6zellikleri oldiu gosterilmgtir (3).

Endotel bgmli olmayan vazodilatatorlere (nitroprussid) yamikorunmi olmasi
arteriyol diz kasinda fonksiyon bozufluolmadgini géstermektedir. Deneysel gahalar,
reperfizyon sonrasi endotelgomli NO’ yu inaktive eden superoksitin blyuk kagman
aktive olan lokositler oldgunu go6stermektedir. Endotelyal hiicrelerden ortaykarg
suiperoksit ve hidrojen peroksitin énemli bir kagn&santin oksidazdir. Bircok damar
yatasindaki endotel hicresi ksantin oksidazdan zengindskemi sirasinda biriken
hipoksantin, reperfiizyon sirasinda kan damarinaatek), geldiginde buyidk miktarda

suiperoksit ve hidrojen peroksit tUretimine nedenaltadir (3,18).
lll- KARAC IGER iSKEMIi-REPERFUZYONU

Normotermik iskemi, iskeminin suresimali olarak, oksijenize kan akiminin
baslamasi ile hepatoselliiler hasara neden olur. Migdilal, intestinal, renal ve hepatiR
modellerinde komplemanin d&® hasarinda rol oynagl gosterilmitir. Anaflatoksinler ve
membran attack complexgibi kompleman aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikan [@rin
karacgerde notrofil aktivasyonu, vazokonstriksiyon, miir@tilasyonda bozulma, vaskuler
permeabilitede agive hcre lizisi ile ilgkilidir. Komplemanin klasik yolunu Baca aktive
edenler IgG ve IgM antikor-antijen kompleksidir. Aga sitokinler, intrasellller proteinlerin
serbestlgmesi ve reaktif oksijen trtinleri kompleman aktivasynda rol oynuyor olabilirler
(29).
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Serbest radikaller hiicrede sarkolemma, sarkoplazmilkulum ve ekstraselller
kollajen matriks veya kontraktil proteinler gibi ganellerde bozukluklar, bunlari takiben
kalsiyuma bgli mekanizmalarda bozukluklar aturur. Serbest sitozolik kalsiyumun art
protein kinazlari, fosfolipazlari ve gkr yikici enzimleri aktive eder ve subsellller masa
artmasina yol agmaktadirsi Ca'? yilklenmesi, oksijen radikalleri ile flayan hasari arttirir
(20).

Oksidatif stres hicre membranlarinda lipid peraksydnuna neden olur vdiyen
konjugatlari ile malondialdehit (MDA) aga cikar (21)Serbest radikallerin en zararli etkileri
lipit peroksidasyonudur. Hiicre membrani poliansatigs asitleri ve fosfolipidlerden okur.
Serbest oksijen radikalleri lipit peroksidasyonunralatarak hiicresel hasara neden olur. Lipid
peroksidasyonu, lipid molekuliindeki iki ansatires lamasinda yer alan metilen grubundan
hidrojen atomunun ayrilmasi ile gf@yan kompleks bir zincir reaksiyonudur. Oksijeryier
aldigi yeni karbon merkezli lipid serbest radikalleripidl hidroksiperoksit veya lipid
peroksit'i olwturur. Ortaya c¢ikan lipid hidroperoksitler ve gdr konjuge lipid
hidroperoksitlerin diyenleri yapisal gigiklige usrayarak, alkanal, alkenel, hidroksialkenal,
malondialdehid (MDA) ve volatil hidrokarbonlari ig: bircok Grin0 olgturur. Lipid
peroksidasyonu hiicre hasarinda serbest radikallelimi aratiran calgsmalarda ilk olarak
incelenen reaksiyondur (22).

Hucre membranlarinin hasarlanmasi hepkion homeostazini bozarak apopitoz

veya nekroza neden olmaktadir (21).

Blyuk miktardaki serbest radikaller wall kan akimi tromboz riskini arttirir, bu da
karacger hucre hasarinin biyimesine neden olabilir (Rlikrodolasimdaki bozuklgun
sinuzoidal endotelyal hiicre hasari ve endotelilN@e gibi vazodilatatér ve vazokonstriktor

molekiller arasindaki dengespai bali oldugu distintlmektedir (3,23).

Karacierde IR hasari iki fazda meydana gelmektedir: 1) Erken (-2 saat); Ca
artisl ve serbest @radikallerinin olyumu etkilidir. Intraselltiler Cadiizeyi normal hepatosit
fonksiyonunun devami icin 6nemlidir. Hiicre icinda’Gartsi hepatosit hasarini fatan
erken mekanizmalardan birisidir. Ayrica apopitoznekroz yollarini da aktive etmektedir.
iskeminin ardindan reperfiizyonun hepatositlerdeki @éktarini arttirdgl gosterilmitir.
Iskemi boyunca hiicrede Caartsi saptanmazken reperfiizyon sirasinda hizli  bir
(reperfuzyonun birinci dk’ sinda Camiktari iki katina c¢ikmaktadir) Ca artsi
gOzlenmektedir.
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2) Geg faz (6—48 saat); notrofillerin, makrofajfgrienfositlerin ve trombositlerin karaere
gocu ile inflamasyon yaniti uyariimakta ve sintabittan akiminda dgsiklikler ortaya
citkmaktadir. Hepatositlerdeki hasar serbest r@dikalleri ve ekstraselltler sitokinler ile

meydana gelmektedir (24).

Karagier iskemisini takiben sinuzoidal hiicre apopitozperélizyon sonrasinda hizla
ortaya c¢ikmaktadir (30 dk). Hepatosit apopitozu B40 dk reperflizyon sonrasinda
gosterilmitir (25).

Karagterde IR hasari, akimin gegici olarak kesfdikaracier rezeksiyonlarinda,
karacger cerrahisinde intraoperatif kan kaybini azaltmaedaragier transplantasyonunda
ortaya ¢ikmaktadir (4). Karag@r transplantasyonunda, alinan kagadn fonksiyon kaybinin
en onemli nedenlerinden biRR hasaridir (5).

KaracigerdekilR hasari kolestazi indiiklemekte bu da erken vellijdaegecici olarak
safra sekresyonunda azalmaya neden olmaktadira Sfmindaki bu dgsiklikler artmig
ALT ve AST duzeyleri, karager miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ve serum hibim
degerleri ile beraberdir. Bu dssikliklerin 1-3 gun iginde geri dosumli olabilecgi
bulunmutur (24).

Karaciger reperfiizyonu sirasinda meydana gelen splanlaniekyon sonucu barsak
ve dalaktan salinan proinflamatuar maddelerin sigtedolsgima kargmasi ile karag@er ve
akciger hasari tetiklenmektedir (26).

Iskemi reperfiizyon hasarinin organ sistemlerine etleéri

Postiskemik dokuda reperfliizyona yanit olarak ori@kan hasar, ger organlari da
etkileyecek kadar ciddi olabilmekteditskemi reperfiizyonun uzak organ etkileri siklikla
akciger ve kardiyovaskuler sistemde gorilmekte ayrisgesiik inflamatuvar yanit sendromu
(S1YS) veya COY ile sonuclanabilmektedir. Barsalrdcger ve iskelet kasi reperfizyonu

sonrasi ortaya ¢ikan COY, 6lime neden olabilmek{&)i

Notrofiller siperoksit ve KD, ile CI" iyonlarindan hipoklorik asit owmunu katalize
eden MPO enzimini Uretmektedirler. Aktive notradill ise endotelyal bazal membrani
yikabilecek potent proteazlar tretmektedirlekemik alana gelen Iokositler aktive olarak
reperfiizyon ile dokama katilmaktadirlar.inflamasyon sirasinda ortaya cikan adezyon

molekillerinden P-selektin I6kosit/endotelyal hiucegkilesimini arttir (3,12,17). Aktive
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l6kositler IR iliskili uzak organ hasarinda rol almaktadirlar (3,82,2Jzak organlardakiR

hasarinin mekanizmaSekil 2’ de gdosterilmtir.

| LOKALIZE IR HASARI I
Sisterrak redator szhnar I

PAF,LTE4 / \mkmm

Htrofil aktivrasyrotig I Enclotel ademrotig I

02 202 \, E/P selektin

| Hatrofil- endotelral hiicre adsﬂnnu .l

| TUzak organ vasliider disfonksipom ve hasan

Sekil 2: iskemi reperfiizyon hasari sonrasi uzak organ hasaumu. PAF: Trombosit aktive
edici faktor,LTB,: Lokotrien B, O, ,H,0,: O, radikalleri (3)

iskemi reperflizyon sonrasi gorilebilen COY, iskemlkydan 24-72 saat sonra
ortaya cikan akger yetmezilgi ile baglamaktadir. Akcier yetmezigi akut akcger hasari
(AAH) gibi 1hmli bir tablodan akut respiratuvar siies sendromu (ARDS) gibi ciddi bir
tabloya kadar d@skenlik gosterebilir (3).

Kardiyak cerrahi sirasindakiR hasari sistemik inflamatuvar yanit, miyokard ve
akciger endotel disfonksiyonu ile gkilidir (27). Alt ekstremiteniniR' sinden sonra ARDS
ortaya cikabilmekte (28) ve solunum yetmgipi takiben hepatik, renal, gastrointestinal,

santral sinir sistemi ve kalp yetmeilgelisebilmektedir (3).

Transplantasyon sonrasi kategn fonksiyonel olamamasinin ¢h@a nedenlerinden
biri de hizh geljen akcger yetmezlidir. Karaciger IR’ si sonrasi gorulen akggr

yetmezlginin nedeninin karagerden salinan sitokinler olgu distintlmektedir. TNFe' nin
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hem karagier hem de akgerde hasar okurdusu gosterilmgtir. Ratlarda olgturulan
normotermik karagier IR modelinde akgerlerde interstisyel incelme ve lokosit infiltrasyo
ile karakterize dgsiklikler oldugu gdsterilmgtir. Vicudun en buyik sabit makrofaj kagna
olan Kupffer hiicreleri]R sirasinda artan TNF’ nin en énemli kagwhr (5). Ciddi hepatik
IR hasarinda artmiKupffer hiicre aktivasyonuna ga NO inhibisyonunun akut akger

hasarina neden oldu saptanngtir (11).

Karacier IR sonrasi pankreasta orta-ciddi dizeyde polimoKimsi lokosit
infiltrasyonu ve ciddi interstisyel 6dem, barsaldpitelyal vililerde bozulma, hemoraji ve
mukozada notrofil infiltrasyonu saptargtm (12). Barsakta perflizyonun bozulmasinin
endotelin ile ilgkili oldugu gosterilmgtir (23). Enterik iskemi intestinal mukoza bariyer
batunligund bozmakta, bu da enterik bakterilerin ve lipggaikaridlerin barsak limeninden
mezenterik lenf nodlarina ve portal kan akiminangesine neden olmaktadir (3). Alt
ekstremite IR' si barsak mukozasindaki ghantilari bozarak endotoksemiye neden
olabilmektedir. Endotoksinler koagulasyon kaskatimotrofilleri ve proinflamatuar
sitokinlerin tretimini aktive etmektedir (28).

Ekstremite cerrahisinde kansiz alaglamak icin kullanilan turnike, iskelet kasinda
uzams iskemiye neden olmaktadiiskemik hasar kas disfonksiyonu, nekrozu, ciddi @sid
hiperkalemi ve miyoglobiniri gibi bircok lokal vestemik postoperatif komplikasyona yol
acabilir (10,29,30). Kas iskemisi sonrasi aktivenohdezyon molekiilleri ve sitokinlei¥s’
yi baslatabilmektedirler. Aktive olan |6kosit ve sitokerin ana hedeflerinden biri agerdir
(14). Alt ekstremitedekiR hasari hepatik yetmegé neden olabilmektedir (28).

IV- ISKEMIK ONKO SULLAMA

Uzun bir iskemi doneminde afan hiicre hasarini azaltmak amaciyla iskemi 6éncesind
uygulanan kisa iskemi reperfliizyon periyodlari iskegnkosullama olarak tanimlanir (20).
Ik olarak, dort kisa iskemi reperfiizyon periyodurkiipek miyokardlarinda meydana gelen

iskemik hasari azalfiini gosterilmgtir (1).

iskemik onkgullamanin ilk olarak tanimlangh kalpte 40 dk’ lik tek bir iskemiyi
takiben ciddi bir ATP dgiisii ve hiicre 6lumi oldiu halde dort kez tekrarlanan 10 dk’ lik
iskemi reperflizyon periyodunuiR hasarini azal@g gosterilmitir. Bu koruyucu etkinin

mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birliktgotakien iskemi periyodlarinda ilk iskemi

16



dénemine gore ATP diisiinde azalma oldiu ayrica laktat, Hve NH; gibi zararl

maddelerin her perfluzyonla birlikte ortamdan uzstkiddigi gosterilmgtir (1).

iskemik énkgullamanin koruyucu etkileri iskemi surresi ve kaqgdiR yapildg ile
de iligkilidir. Kalpte 60 dk’ ya kadar iskemidéOK’ nin etkili oldusu, 90 dk Uzerindeki
iskemide etkisinin sinirlangh  gosterilmitir (31). Dongl sayist,IOK’nin  olusturdusu
korumanin etkingi ile ili skili bulunmustur. iskelet kasinda yapilan gahalarda tic dongu ile
en iyi sonug alinmtir (10).

Basta kalp (1) olmak tzere akgr (5,14), karager (4,32), kas (29,10), bébrek (33),
medulla spinalis (34), beyin (9,35) ve barsakla(@8) IR hasarinin azaltiimasind®K
aragstiriimis ve etkili oldygu saptannstir.

Iskemik 6nkosullamanin mekanizmasi

Hepatik iskemik dnkgullama ilk olarak 1993’ te Lloris-Carsi ve ark. aAndan rat
karacgerinde uygulanmtir. Portal triadin bgdakika klemplenmesinden sonra uygulanan 10
dk’ lik reperfiizyon sonrasi 90 dk’ lik iskemiyi thken ygam sirelerinde agtive karacger
enzim duzeylerinde azalma gostergn(@d). Takip eden calmalarda da benzer sonuglar
bulunmutur (37).

Hepatik IOK’ nin hepatoselliler hasarda (18,32), T&K5,38) ve IL-6 saliniminda
(38), lokosit- endotel hiicre etksieninde (17), endotelyal hiicre hasarinda, hepaiilsell
apopitozda (39), uzak organ hasarinda (12) azakrdoku ATP dizeyinde (16,37), periferik
karacger kan akiminda, mikrosirkilasyonda (40), hepatikaiselliler oksijenizasyonda

artma sgladig1 gosterilmstir.

Karacigerde hasar gostergesi olarak AST, ALT dulzeyleri higtolojik inceleme
kullanildiginda 90 dk’ ya kadar uzayan iskemide 10 dk iskertakiben yapilan 10 dk’ lik
reperfiizyonun uygulangh tek donguiOK’ nin etkili ve yeterli oldgu savunulmstur (31).
Klinik bir calismada ise klasik olarak 60 dk kabul edilen guvenkksimal karager

normotermik iskemi suresiniiOK ile 120 dk’ ya kadar uzatilabilegiegGsterilmitir (41).

Karacierdeki IOK’' nin adenozin (17,31,32,42), protein kinaz C (9K43-45), NO
(31,32,40), 1ss0k proteinleri (46), tirozin kinazlar (47), mitojeaktive protein kinazlar (45),
oksidatif stres (48,49), nukleer faktB (NF-xB) (50) ve apopitoz kaskatinin dizenlenmesi
(39,51) ile ilskili oldugu disundlmektedir. $ekil 3)
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Adenozin gibi cgitli mediyatorler ve ikincil mesajci sistemlerintalasyonu ileilOK’
nin etkisi gorulmektedir (52). Bu hemenslagian etki birkag saat icinde sona ermekte, ancak
24 saat sonra koruyucu proteinlerin uyarilmasi (B8) yeni bir koruma sistemi ortaya
cikmakta ve etkisi 48—72 saat surmektedir (54).

Onkasullamanin hem cGMP hem de cAMP diizeylerinde sartneden oldgu
gosterilmi, bu nedenle dBOK’ da tetikleyici bir rolleri olabilecgi distintlmitir (55).

DokudaiOK sonrasi ATP’ nin stabil kalgh, adenozin, ksantin ve inozinin ise aiti
bulunmutur (18). Baka bir deneysel ¢aimada isdOK grubunda reperfiizyon sonrasi ATP’
de hizh bir arty oldugu saptannsgtir (37).

Glikolizis ve ATP yikiminin, bunun sonucunda datéalolusumununiOK ile azaldgi
bulunmuytur. ATP miktarinin korunmasi azalgpATP kullanimi ile ilgilidir, bu dalOK’ nin

enerji koruyucu mekanizmalari tetiklghi disindirmektedir (16).

Rat ince barganda, IOK’ nin lokositlerin inflamasyon alanina yonelmesgnetkili
olan P-selektinin arini ve boylece notrofil adezyonunu onl@dbulunmutur (36). Bir
deneysel ¢caymadaiR sonrasi karagerdeki P-selektin diizeyinde ggiklik olmadigi ancak
diger organlarda (akger, mide, pankreas, ince barsak ve kolon) duzeyamtg, MPO
aktivitesinin ise hem karagér hem de djer organlarda ar@i ve IOK' nin bu artsi
engelledgi saptanmgtir. iskemik ©nkgullama uzak organlardaki hasari, TNF aracili P-
selektin aryini bloke ederek dnlemektedir (1Zekil 3).

Tam olarak netignemekle birliktelOK etki mekanizmasinda en ¢ok adenozin, PKC,

Istsok proteinleri ve NO Uzerinde durulmaktadir (4).
Adenozin:

Adenozin,IOK’ da hem tetikleyici hem de mediyator olarak goy@ptii disinilen
ekstrasellller bir molekildiiskemi sirasinda ATP adenozine yikilir (4). Hem ade@nhem
de NO vaskiiler endotelde sentez ediliriiRe periyodlari sirasinda vaskiler ve interstisyel
kompartmana salinirlar (32). Adenozin |okosit ademynu, notrofil ve platelet fonksiyonunu,
serbest radikal ohwumunu inhibe eder ve adezyon molekdlleriningsalaunu azaltir (4,17).

Potent bir vazodilatatér olan adenozin ayni zaraaeddotelyal hlcrelerden NO
sentezini uyarmaktadir (32). Ancak, kisa yarilaninat ve belirgin kardiyovaskuiler yan

etkileri klinik uygulamayi sinirlamaktadir (17).
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Adenozinin IOK’ daki etkinligini saptamak icin yapilan deneysel galalardaiR
uygulanan deneklere adenozin vegildde reperflizyon sonunda kargmi kan akiminin
arttigl gosterilmitir. Ayni amaglaiOK uygulanan deneklere adenozin yikiminda rol alan
adenozin deaminaz (ADA) verilginde karagier kan akimininOK grubundakilerden daha

disUk oldusu bulunmutur (31).

Adenozinin Al reseptorleri miyokardda bulunurken A®septorleri karager
yerlesimlidir. A2 reseptorii bloke edildi zamaniOK’ nin rat karagierindeki koruyucu
etkisinin kalktgl gdsterilmgtir (31,32,42). A2 reseptor aktivasyonun sintzoidatotelyal
hiicrelerde cAMP diizeyini arttigg bunun dalOK’ nin koruyucu mekanizmalarindan biri
oldugu gosterilmgtir (42). A2 reseptor antagonisti verigiiide hepatikiOK’ nin hemen
ardindan meydana gelen NO dizeyindeki artmayi ghlsdptanmgtir (31).

o Adenozin AZ reseptiri Endotelyal NO
—_— P —_—
10K Oksidatif stres sentaz

Hiicre memhbrani
K-ATP kanal

Fosforilasyon

PKC Mitokondriyal K- ATP
Tirozin kinaz kanah
Diger kinazlar

cGMP bhagimh
mekanizmalar

Niikleus

Antioksidanlar
HO sentaz
Isi sok proteinleri

r

linflamatuar yanit —_— iskemiye
LMikrosirkillatuar hasar artmig
{Hiicre hasan tolerans

LUzak organlarda oksidatif stres
ATP” nin korunmasi

Sekil 3: IOK’ nin mekanizmasi. PKC: Protein kinaz C, NO: NKitoksit, NF«B:nikleer
faktor kB (4)
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Protein kinaz C (PKC):

Iskemik Onkegullama sirasinda PKC aktive olmaktadir. Protein akinC’ nin
kardiyoprotektif etkileri mevcuttur ayrica aktivasyy NO sentaz gibi proteinlerin sentezini
arttirmaktadir (13).

Yapilan deneysel ¢amalarda, izole edilngirat hepatositlerindekiOK’ nin koruyucu
etkisinin PKC, seleritrin ile inhibe edilginde ortadan kalkgini gosterilmgtir (13,43,44).

Is1 sok proteinleri:

Isi sok proteinleri hipertermi ve iskemi sonrasi anttgosterilen intraselliler stres
proteinleridir (4). Rat karagerinde iskemik hasara toleranssitle Is1 sok proteinleri ile
ili skilendirilmistir (56,57). Ishikawa ve ark (46) isgoku Onkgullamasi yapilan rat
karacgerlerinde, 1ssok proteinlerinin iskemi sirasinda mitokondriyal mgran buttnlgina
koruduklarini, reperfiizyon sirasinda ise yuksekrjginéosfatlar olusturduklarini béylece

iskemik toleransa katkida bulunduklarini saptdendir.
Nitrik oksit (NO):

Nitrik oksit, NO sentaza g NADPH ile L-arjininin L-sitrullin’ e dongumu ile
ortaya cikan fizyolojik bir maddedir. Hepatik milsicktilasyonu diizenlemede NO’ nun roll
vardir (58). Platelet agregasyonunu inhibe ederpdiator tonusu korur ve hem notrofil hem
de trombositlerin vaskuler endotele adezyonunu bmhieder (13). Adenozin gkili
vazodilatasyonun en o©Onemli mediyatoérinin NO gldu gosterilmgtir  (32). Rat
karacgerindeki IOK’ nin NO’ in endotelin tzerindeki inhibitor etkigle iliskili oldugunu
belirtiimistir (4).

A: DIREKT iSKEMiK ONKO SULLAMA

Direkt iskemik onkeullama, iskemi uygulanacak organa uzun sureli iskéncesi

kisa sureli iskemi reperflizyon periyodlarinin uyaurhasidir.

Arka bacak kas arterlerinin klemplenmesi ile uygala 3 dongii 10’ ar dk’ IkR’ nin,
takip eden uzun iskemi sonrasi g@o kas nekrozunu %44-62 oraninda azaltti
gosterilmitir. Bu koruyucu etkilerine g@men IOK’ nin, uzayan operasyon zamani ve

tekrarlayan klemplemeler sonrasi damarin hasarlanska nedeniyle klinikte bu yontem
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uygulanmamaktadir. Bu nedenle turnike ile noninvd@K uygulamasi giindeme gektii
(29).

Karacierde direktiOK ti¢ fakli yontemle uygulanabilir; 1) $dob diizeyinde hepatik
arter ve portal venin klemplenmesi (5,12,16,1833),,2) Sol lob diizeyinde hepatik arter ve
portal venin klemplenmesi (17,21,51), 3) Kapggee girs yerinde hepatik arter ve portal
venin klemplenmesi Rringle manevrasi) (7,8). Bircok hayvan modelinde mezédater
konjesyondan korunmak icin portal kan akimi palsyyarak kesilmektedir, ancak bu yontem
klinik kullanimla uyumlu dgildir (11).

Hepatektomi geciren hastalarda dirdkdK’' nin etkilerinin aratirildiginda, 10K
uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda cesisfgsi, kan kaybi ve sistemik arteryel
basinclari arasinda fark gozlenmgmincakiOK grubunda karagerde reperfiizyon hasarinin
kontrol grubuna gore daha az ofdusaptanmtir (7). Bagka bir klinik calsmada iskemi
suresi uzadikgBOK’ nin etkisinin daha belirgin oldiu gosterilmgtir (8).

iskemik periyod siresinin déOK’' da 6nemli oldgu ileri sirilmektedir. Uzun
karacger (90 dk) iskemisi 6ncesinde iki,d.0, 15, 20, 30 dk’ lik iskemiyi takiben 10 dkkh
reperfiizyon periyodlari ildOK olusturulmustur. On ve 15 dk iskemi gruplarinda iskemik
hasar belirgin olarak azalghken, 20 ve 30 dk’ lik iskemilerde adenozinin yluksa#nasina
ragmeniOK’ nin koruyucu etkileri goriilmengiir. Bu sonuglOK’ daki uzun iskemi siiresinin

koruyucu etki olgturmadgini disindtrmigtur (18).
B: UZAK iSKEMIK ONKO SULLAMA

Bir organa uygulanan iskemi reperfiizyon epizodbagka bir organda iskemiye kar
dayaniklilik sglamaktadir; bu yontem uzdlOK olarak adlandirihr (2). UzalOK ilk olarak
1993’ te kalpte gosterilrgiir (59). Deneysel ve klinik agarmalar kalbe uygulanalfOK’ nin
kalp dsinda akgger ve dger organlarddR hasarini azalffini gostermtir (60,61).

Cheung ve ark (27) kardiyak cerrahi geciren coadldaalt ekstremiteye uygulanan
IOK’ nin (dort dongl bger dk’ lik) miyokard fonksiyonuna etkilerini agtarmislar ve uzak
IOK grubunda miyokard fonksiyonunun daha iyi, miyak&asarinin ise daha az ojguu
bulmulardir. Bagka bir calsmada kisa periyodlar halindeki ekstremite iskennisin

miyokarddaki enfarkt alanini %50 oraninda azalgyosterilmgtir (60).
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Renal arteiOK ile miyokarddaki koruyucu etkinin agtarildigl bir calsmada olgan
koruyucu etkinin adenozin reseptdr antagonistioiteadan kalkgl bulunmytur (2). Uzak
IOK’ nin mekanizmasinda adenozin, bradikinin, narefiin ve ATP bgimh K* kanallarinin

rol oynadgl disundlmektedir (60).

Kharbanda ve ark. (60) yaptideneysel camada alt ekstremiteye uygulanary ok’
hk dort dongiiiOK' nin miyokard iskemisi sonrasi ejeksiyon fraksiyindaki azalmayi

belirgin olarak onledii ve miyokard infarkt alanini anlamli olarak ka¢aguni bulmuytur.

Harkin ve ark (62) bilateral, Olguner ve ark (14gitek tarafli uygulanan alt

ekstremitd OK’ nin akcigerde olganiR hasarini engellegini gostermglerdir.

Karacier IOK’ sinin bobrek iskemisi izerine etkileri gaan deneysel agarmada,
IOK uygulanan hayvanlarda lipid peroksidasyonunugulanmayanlara gére dahasdld
oldugu bulunmytur (33). Bu olumlu etkinin NO ile gkili oldugu disinulmektedir (11).
Uzak IOK’ nin miyokard koruyucu etkisinin muhtemelen odom sinir sistemi ve/veya
hormonal faktorler ile oldgu belirtilmistir (52). iskelet kasinilOK’ da salinan opioidler tim
iskelet kaslarini koruyan bir etkiyi tetiklemektediskelet kasina benzgekilde, mezenter
arter oklizyonu ile gsganan miyokarddaki koruyucu etkinin naloksan iléadan kalkig

gosterilmitir (29).

Kanoria ve ark.” larinin (11) rat bagaa uygulanan ¢ dongu 10 dk iskemi 10 dk
reperflizyonseklinde yaptiklari uzakOK’nin karacger IR hasarina etkisini inceledikleri
calsmalarinda iki saat reperflizyon sonunélR® grubunun ortalama arter basinglari ve
saturasyonlari (Fi@arttiriimi olmasina rgmen) anlamli olarakOK grubundan daha glik

olarak bulunmsgtur.
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GEREC ve YONTEM

Calsma; DEUTF Deney Hayvani Ayarmalari Etik Kurulu izni alindiktan sonra, 28
adet egkin erkek Wistar-Albino rat (200-300 gr) kullandgér DEU Multidisipliner Deney
Hayvanlari Laboratuar’ nda gerceftielmistir. Deney hayvanlari, ¢ama balangicina
kadar adaptasyonlarininganmasi icin 12 saat aydinlik- 12 saat karanlikroda tutulms,

standart yiyecek ve suyla besleglmidir.

Cerrahi glemden 12 saat Once sadece su igmelerine izinnvgtil. Anestezi,
intraperitoneal ketamin 80 mg/kg (Ketal@j ve 5 mg/kg ksilazin (Romp@®) ile sglanms,
gerektginde dozlar tekrarlanmstir. Denekler biyokimyasal tetkikler icin total kdracimleri

toplandginda sakrifiye olmglardir.

Deney gruplar ve protokol

Dort grup olgturulmustur.
Grup 1 (sham, n=7). Laparotomi sonrasi hepatik pedikitllglilkten sonra mudahale
yapilmadan Grup 3 suresi kadar (210 dk) anestendal bekletilmgtir.
Grup 2 (iskemi-reperfiizyoniR, n=7): Laparatomi sonrasinda kagace 25 dk total iskemi
sonrasinda 2 saat reperflizyon uygulatimi
Grup 3 (Uzak iskemik 6nkgullama + iskemi reperfiizyon, IOK+IR, n=7): Sol arka baga
Uc dongu, 10 dk iskemi ve 10 dk reperfiizyon uygulanbes dk sonra Grup 2 dekglemler
tekrarlanmgtir.
Grup 4 (Direkt iskemik 6nkeullandirma + iskemi reperfiizyon,iOK +R, n=7): Bu grupta
karacgere 10 dk iskemi 10 dk reperfiizyon uygulandiktag die sonra Grup 2 dekglemler
tekrarlanmgtir.

Tam gruplarda toplam c¢ama sureleri gt tutulmus, kan ve doku drnekleri ¢aia

sonunda alinngtir.

Deneysel uzak iskemik 6nkgullama yéntemi

Sol arka bacak kasik bolgesinden elastik bandajcthieninde ve 30 cm boyunda) ile
cepecevre basing uygulanarak ¢ dongu halinde 1B8kdimi olyturulmus takiben 10 dk
reperfiizyona izin verilngtir (11). Kan akiminin kesilmesi lazer akimélceager Flo BPM2,
Vasamedic, USA) ile dgulanmstir (Sekil 4-5).
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Sekil 4. RattalOK 6ncesi bacak akiminin lazer akimélgerle gostersi

Sekil 5. Ratin bacak kan akiminin kesgithin lazer akimdlgerle gosterilmesi
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Deneysel iskemi — reperfiizyon ve direkt iskemik éndsullama yontemi

Supin pozisyonda orta hat karin kesisi ile midaleaiémis, mikro damar klempi ile
hepatik pedikil siktirilarak karagiere giden portal ven ve arter akimi engelleimiDirekt
onkosullama amaciyla 10 dk iskemi 10 dk reperfiizyon gkliestirilmi stir. Sonrasinda uzun
iskemi olarak 25 dk’lik klempaj ve ardi sira ikissdooyunca reperfiizyon @anmstir. (Sekil
6)

Sekil 6. Ratin karagier kan akiminin kesilmesi

Deneklerin vicut sicakhklarini 36.8-37.5° Garasinda tutmak amaciyla cata
suresince operasyon masasi Isiggjmartam isisi sabit tutulngtur.

Calsma sonunda, anestezi altindaki ratlarig agriumundan enjektor ile kan Gghe
alinms ve daha sonra karger cikariimgtir. Kan ornekleri santrifilj edilip -20 derecede
saklanmgtir. Doku 6rnekleri sivi nitrojende dondurularakO-&erecede depolangtr.
Karaciger dokusunda MDA duzeyleHigh Performance Liquid ChromatograpkfiPLC) ve
histolojik karacger hasari, plazmada AST, ALT duzeylergddendirilmistir.

Biyokimyasal Parametrelerin Olgiimii

Kan alimini takiben serum orgie kan pihtilgtiktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santrifije edilmesiyle elde edilgi serum Ornekleri Olcimler yapilana kadar -20 C°de

25



saklanmgtir. Serum AST, ALT seviyeleri, DEUTF Hastanesi &kymya Laboratuari’nda
“Roche Cobodntegra 800 (Amerika)” kullanilarak olglrgtiir.

Karaciger Dokusunda HPLC Yontemi ile MDA Olcumii

Doku homojenizati hazirlamak icin alinan kagacidokusu % 0.9’ luk NaCl ile yikanip,
kurulandi. YUz mg doku 6rge900 uL %1.15 KCI de homojenize edildi. Santriflij sonras
2.8 mmol/L BHT, %8,1 SDS, 8 g/L TBA + Asetik ak#rigsimi ile islemlenen drnekler 95
°C’de 1 saat bekletilip buz Uzerindegstuldu. Ortama butanol: piridin (15:1) eklendi,1 dk
vortekslenerek kagtirildi. Renkli tst (organik) faz kucuk tuplererad ve 10,000 rpm’de 5-
10 dakika santriftj edildi. 150-4,6 mm, C18 100-%Macherey-Nagel) 6zelliklere sahip
kolon kullanildi. Mobil faz i¢in: KHPQ,, 0,68059/500 mL %30 metanol (0,01 MK,HPO;,
0,8709¢g/500 mL %30 metanol (0,01MErecek bicimde hazirlandi. Mobil fazin gikuzi 0,8
mL/ dk, enjeksiyon hacmiL, kolon firini sicaklg 30 °C olacaksekilde hazirlandi. Floresan
detektdriun eksitasyon dalga boyu 515 nm, emisydgadboyu ise 553 nm olarak ayarlandi.

Sonuclar daha 6nce calan standartlara gore gerlendirildi
Karaciger Hucre Histolojisinin Degerlendirilmesi

Karaciger ornekleri DEUTF Hastanesi Patoloji Laboratuatanincelendi. %10’ luk
formalinde fikse edilmi ve parafine gomulmiolan karagier drneklerinden Bepm’lik
kesitler alinarak, hematoksilen eozin ile boyarmtaraciger doku ornekleri hepatosit hasari
yonunden incelendi. Hicre histolojisindeki gdgmler konjesyon, nekroz, sitoplazmik
vakuolizasyon ve eozinofili, nikleer piknozis vélamatuar hiicre ygunlugu yonunden, bir
patolog tarafindan kor olarak ghkrlendirildi. Deserlendirmede DEUTF Patoloji AD
tarafindan gegtirilen Karacger Histolojik Hasar Skoru (KHHS) kullanildi. KHH&®: hasar
yok ya da minimal hasar, 1:hafif hasar, 2:orta ha3giddetli hasageklinde derecelendirildi
(70).

Istatistik: Gruplar arasi dgerlendirmeler tek yonlii varyans analizi ve KrusWélis test,
histopatolojik veriler X ve Mann-Whitney U testleri ile katastirilmis, p <0.05 istatistiksel

olarak anlaml kabul edilrgiir.
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Calisma gruplarinin sematik gérinimda

Grup | => | |
0dk 210
Grup l1=>
(l) mo 210I
Cruplll=> " o T — |
d RI RI R©®65 1 90 210
Grup IV=> [ N | |
0 OB R65 I 90 210
[ =>Iskemi

R => Reperflzyon

Grup | => Sham, n=7
Grup Il =>Iskemi- reperfiizyoniR), n=7

Grup lll => Uzak iskemik dnkgullama ve iskemi reperfiizyon {OK+iR), n=7
Grup IV => Direkt iskemik 6nkgullama ve iskemi reperfiizyon {(DK+IR), n=7
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BULGULAR

DEUTF Deney Hayvani Laboratuvar’ nda gerceitden calsmaya toplam 28 rat
dahil edilmitir. UzakiOK + IR grubunda indiiksiyon sonrasi 6len bir ratsga dsi kalmis,
diger denekler protokolt tamamlagtir.

Plazma AST, ALT ve doku MDA duzeyleri grafiklerdetalama+ standart sapma
olarak gosterilmtir.

AST:

Sham grubunda AST derleri, diger ¢ gruba oranla anlaml olaraksdk izlendi
(p<0.05). iskemi reperfiizyon grubu IOK + IR ile kasilastirildiginda belirgin yiiksek
(p<0.05) saptanan AST gerleri, DIOK + IR ile kagilastirildiginda anlamli fark gorulmedi.
UzakiOK + IR ile DIOK + IR kasllastirildiginda AST’ nin UOK + IR lehine anlamli djilk
oldugu belirlendi (p<0.05)Sekil 7) .

3500 -

3000 - *

2500 - *

2000 - Sham
|(3 HIR
< UIOK+IR

4 b3
1500 ]-# B DIOK+IR
1000
500
-
0 |
Sham IR UIOK+IR DIOK+IR

Sekil 7: PlazmaAST deserleri. *: p<0.05 sham ile katastirildiginda, #:p<0.09R ve DIOK
+ IR ile kagilastinidiginda
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ALT:

Plazma ALT duzeyleri sham grubundaeh 3 gruba oranla anlaml gik bulundu
(p<0.05).iskemi reperfiizyon grubui@K + IR ve DIOK + IR ile kagllastirildiginda; UOK
+ IR’ ye gore anlamh yiiksek ALT derleri (p<0.05) elde edilirken, IOK + IR ile anlamli
fark saptanmadi. IiDK + IR grubunda ALT dgerleri DIOK + IR grubuna oranla anlamli
dUstk bulundu (p<0.05)Sekil 8).

2500
2000 - >
b3

1500 ~ M Sham
: B IR
< UIOK+IR

1000 -+ *'l'# B DIOK+IR

500
0 [
Sham IR UIOK+IR DIOK+IR

Sekil 8: Plazma ALT dgerleri. *: p<0.05 sham ile kaitastirildiginda, #: p<0.09R ve DIOK
+ IR ile kasilastiriidiginda
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MDA
Karacier dokusunda MDA dgerleri sham grubunda gir 3 gruba oranla anlaml
disiik (p<0.05) saptanirkedR, UIOK + IR, DIOK + IR gruplar arasinda anlamli fark

bulunmadi.

2.5
3
F3
2 *
1.5 + Sham
<
a W IR
= '|' UIOK+IR
1 B DIOK+IR
0.5 -
0
Sham IR UIOK+IR DIOK+IR

Sekil 9. Karaciger dokusunda MDA dgerleri. *: p<0.05 sham ile kawtastirildiginda

Karaciger histolojik hasar skoru (KHHS);

Sonuglar ortanca, minimum ve maksimum olarak sungtion. KHHS sham grubunda
diger 3 gruba oranla anlaml gik izlendi (p<0.05)IR grubunun WOK + IR ve DOK + IR
ile arasinda fark saptanmazkeriQK + IR grubunda DOK + IR’ ye oranla KHHS anlamli
olarak az bulundu (p<0.05). Gruplarin Olympus DRFéponya) ile elde edilen mikroskobik
goruntuleriSekil 10’ dadir.

GRUPLAR HISTOLOJIK SKOR
Sham 1(0:1)*
IR 2(1:3)
UIOK +1R 1(1:2)#
DIOK + IR 3(1:3)

Tablo 1. Karacger parankim hiicre hasari gelendirmesi. *: p<0.05R, UIOK+IR,
DIOK+IR ile kasilastirildiginda, #: p<0.05 DOK + IR ile kagilastirildiginda
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Sekil 10: Karacger hasarinin mikroskobik gorinimu; A; Normal kagaciparankimi (400X,
H&E) (Sham grubu), B; Derece 1 hiicre hasari (40BI&F) (Uzak iOK+IR grubu), C:
Derece 2 hiicre hasari (400X, H&E) (DireldK+IR grubu), D; Derece 3 hiicre hasari,
konfluan nekroz alani (200X, H&EJR grubu)
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TARTI SMA

Iskemi reperflizyon hasari kargei travmalari, karager rezeksiyonu ve kardgir

transplantasyonu sonrasi ortaya ¢ikabilen klinfkpbdoblemdir.

Deneysel karager IR modellerinde, total (11) veya parsiyel iskemi g@ntemleri
kullanilabilmektedir. Parsiyel iskeminin daha azzewterik konjesyona neden offluancak
bu yontemin uygulama zogunun yani sira klinik kgallan tam yansitmagl ©ne
surulmektedir. Hemodinamik stabilite bozulmadananaslwturulan total karager iskemi
suresi en az 25 dk olarak saptagtmi(11). Bu cakmada klinik uygulamalara yakigii
nedeniyle 25 dk’ lik total iskemi suresi segigtir

Iskemi reperfiizyon sonunda glm serbest radikaller lipid peroksidasyonuna yol
acarak diyen bilgkleri ve MDA acga cikarmaktadir (21). HepatiR hasarinda son gasér
oksidatif stres sonucunda NEB aktive olarak iINOS gen aktivasyonuna yol agmagfi).
Karacgerde NFkB aktivasyonu proinflamatuar sitokinler ve adezyomolekdllerinin
sentezini artirmaktadir. Oksidatif stres hem liperoksidasyonuna, hem de MB-
aracilglyla doku hasarinin biyimesine neden olmaktadir.

KaracigerdekiIR hasari kolestazi indikleyerek safra sekresyongegici azalmaya
neden olmaktadir. Safra akimindakiggelikler ALT-AST duzeyleri, karagier MPO
aktivitesi ve serum bilirubin gerlerinde artmayla sonuglanmakta; 1-3 gun icindeniate
donmektedir (24). HepatikR hasarinin, hiicresel etki diizeyinin en iyi gostlng serum
AST, ALT, laktat dehidrogenez (LDH) gibi enzim akteleri ve histopatolojik d&simlerdir
(3,7). iskemi reperflizyon hasari, hastalarda ve deney hégwada oldukca karngek
mekanizmalarla sistemik ve hemodinamik bozukluklgoh agcmaktadir. Karageri iskemi
reperflizyon hasarindan koruma yéntemlerinden otpatik iOK ilk olarak Lloris-Carsi ve
ark. (4) tarafindan rat kargeirinde uygulanmgi ve IR hasarini azaltmada etkili olgiu

gosterilmitir.

iskemik énkgullamanin etki mekanizmasi tam olarak aciklanargammakla birlikte;
adenozin (31), NO (32), HSP (46), PKC (13) duzeyimitsi, ATP yikiminin azalmasi (18),
P-selektin artinin 6nlenmesi (36), bu @sikliklerin sonucunda da l6kosit adezyon,

migrasyonunun azalmasi ve mikrodotain korunmasi bu mekanizmalardan bazilaridir.

Karacger IR hasarinin engellenmesinde direkdDK’ nin etkinligini belirleyen
faktorlerin bainda onkgullamada uygulanan iskemi siresi ve dongu sayisgaldigi
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vurgulanmaktadir (18). Bedk iskemi, 10 dk reperfizyon (64); @k iskemi, 30 dk
reperfiizyon (65); 15 dk iskemi, 20 dk reperfuzyb@)( 30 dk iskemi, 30 dk reperfiizyon (13)
gibi farkli iskemi ve reperfiizyon siireld®K olusturmak icin kullaniimgtir. Peralta ve ark
(18) tek dongl 10 dk’ lik iskemiyi takiben 10 dKIreperflizyonun karager IR hasarini
azaltan etkili ve yeterli direKIOK yontemi oldgunu bildirmilerdir. Takip eden deneysel ve
klinik calismalarin ¢@u karacger direktiOK’ sinda 10 dk’ lik tekiR periyodunu standart
kabul etm§ ve uygulamgtir (5-7,11,12). Bu ¢cajmada bir kez 10 dk’ IKR periyodu ile
direkt IOK gerceklstirilmistir. Bununla birlikte deneysel etkigi gosterilmi bu yontemin
klinik uygulamalarda kanamay artirabilgceendisesi bulunmaktadir. Belghiti ve ark (41)
direkt iOK uyguladiklari hastalarda karger rezeksiyonu sirasinda kan kaybinin anlamli
olarak daha fazla olgunu bildirmglerdir. Beyin 6lumu gercekyenis karacger donérinde
uygulanan direktiOK’ nin kalbe ventz donii azaltacg, azalan kan akiminin da zaten
mevcut olan metabolik ve nérohormonal bozukluklataha da kotuktirebilecesi
savunulmgtur (11). Azoulay ve ark (66) da yaptiklari klingalismada, benzegekilde direkt
IOK’ nin erken dénemdiR hasarini azal@tini ancak karager transplantasyonunda etkisinin

yeterli olmadgini vurgulamglardir.

Bu calsmada direkiOK uygulanan grupta AST - ALT, MDA diizeyleri ve KHHda
IR grubuna gore bir fark saptanmatm Gerceklgtirilen bircok deneysel ¢agimada direkt
IOK’ nin gerek total gerekse parsiyel kagmri iskemisi sonrasinda AST-ALT diizeylerini
azalttgl gosterilmitir (5,12,18,32). Karager iskemisindelOK’ nin koruyucu etkilerini
gosteren bu caimalarin aksine, direHOK’ nin % 50-70 hepatektomi uygulamalarinda etkin
olmadgini bildiren klinik ve deneysel agmrmalar bulunmaktadir (8,65). Pacheco ve ark (64)
bizim calsmamiza benzeyekilde, hepatik pedikil kan akimini keserekstleduklari direkt
IOK’ nin AST ve ALT deerlerini IR grubuna gore dgstirmedigini saptamglardir. Ayrica
iskemi suresinin 40 dk’ dan az olmasinin diréRK’ nin koruyucu etkilerini géstermekte
yetersiz kaldil bildirilmistir (8,67). Bu verilere dayanarak kullagdniz 25 dk’ ik iskemi
siiresinin direkiOK grubunda hasari engelleyici etkiyi ortaya koydman disiundiik.

Ik olarak Pryzklenk ve ark. tarafindan uzakta uggahniOK’' nin diger koroner
arterlerin perflizyonunu iyilgirdigi gésterilmi ve bu olay uzakOK olarak adlandiriingtir
(59). Klinik ve deneysel ¢aimalarda uzakOK’ nin miyokard dginda akager (5), bobrek
(33), iskelet kasi (10) ve barsaklarda (36) danethdusu bulunmutur. Olguner ve ark (14)
tek tarafli arka bacakR’ si dncesinde turnike yontemiyle uygulanKdK’ nin akcigerde

|6kdsit infiltrasyonu ve lipid peroksidasyonunu etigdigini gostermglerdir. Harkin ve ark
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(62) domuzlarda bilateral alt ekstremite iskemiscésinde gercekjdrilen IOK’' nin IL-6
duzeyi, dolaimdaki I6kosit sayisi, pulmoner 6dem ve solunummgligi bulgularini
azaltarak akger hasarini engelleglni saptamglardir.

Uzak IOK’ nin IR hasarini azaltmaktaki etkisini gosteren busgedlar karagier IR
hasarindan korunmada noninvaziv bir yontem anaygiindeme getirngiir. Uzak IOK’ nin
karacpere direkt bir stres uygulamad#R hasarindan korumada etkili ve kolay bir yontem
olabilecgi savunulmgtur (68,11). Lai ve ark (68) rat kargerinin parsiyel iskemisi
oncesinde femoral arter kan akimini mikrovaskiléemiple keserek alt ekstremiteye
uyguladiklari 4 dongiiOK’ nin karacger hasarini azaltmada etkili oiglinu bulmglardir.
Normalde, Kupfer hicrelerinde bulunan gk proteini ailesinden Hem oksijenaz, hemi
biliverdin ve karbonmonoksite (CO) dastirir. Intraselliler iletici olarak ¢cafan CO, NO
gibi vazodilatér etkilidir. Argtirmacilar stres altinda karger parankim hicrelerinin de Hem
oksijenaz salgilagini ve uzakiOK’ nin parankim hiicrelerini aktive ederdR hasarini

engelleyici etkiyi ortaya ¢ikargini ileri sirmiglerdir.

Kintscher ve ark (61) gecici iskemi glururken damar kan akimini direkt kesmek
yerine noninvaziv turnike uygulamasinin uzd®K’ da alternatif yontem oldiunu
bildirmislerdir. Saita ve ark (1L0O)R hasarini engelleyen en etdi®K yonteminin (¢ kez 10
dk iskemi ve 10 dk reperfuzyaogeklinde olmasi gereldini bildirmislerdir. Kanoria ve ark
(11) klinik uygulamaya daha yakin olglunu digtindtkleri total karager iskemi modelinde
uzakIOK’ nin etkinligini arastirmislardir. Arastirmacilar ti¢ déngi uygulanan uzBBK’ nin
serum transaminaz gerlerini dstrdigind, hepatik kan akimini arttiggini ve periferik Q
saturasyonunu yukselitni belirlemislerdir. Calsmamiza temel olan bu gtamada karag@er
IR’ sinde ilk kez noninvaziv turnike yontemiyle akstremitd OK’ si olusturulmustur.

Iskemik  6nkgullamanin  uzak organlardaki koruyucu etkisini  agykn
mekanizmalarin lzanda NO ve adenozin gelmektediskemi reperfiizyon éncesinde uzak
IOK uygulanan deneklerin plazma NO diizeyinin gutt, bunun da artan kargeir kan akimi
ve azalmy karacger hasariyla ikkili oldugunu ileri surtlmgtir (11). Takaoka ve ark (2)
deneysel ¢caymalarinda uzadOK sonrasinda adenozin diizeylerinin grthh ve koruyucu
etkilerin adenozin reseptorleri Gzerinden olabifgeebelirtmislerdir. Endojen opioidler ve
ATP bgimli K* kanallari da uzakOK’ da rol oynayan mekanizmalar arasindadir. Adaliso
ve ark (29)iOK’ nin kas opioid reseptorlerini aktive ¢itii, erken dénemde notrofil
akiimilasyonunu azalini bildirmislerdir. Kharbanda ve ark. (60) uzdlOK’' nin ATP
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bazimh K* kanallarini aktive etini, IR sirasinda gercekden endotelyal hasari sinirlayarak

doku yaralanmasini azafitni gostermglerdir.

Bu ¢alsmada, serum AST-ALT gerleri uzakiOK grubunda, gerekR gerekse direkt
IOK grubuna oranla anlamli giik bulunmgtur. Kanoria ve ark (11) uzalOK grubunda
AST deserlerinin IR grubundan farkli olmamakla beraber ALT gdderinin belirgin
azaldgini saptanglardir. Calsmada bulunan sonuglar Lai ve ark (68) ve Kanorianke(11)
elde ettgi sonuclar ile uyumludur. Ulabildigimiz kaynaklarda karager IR hasarinda direkt
ve uzakiOK etkisini kagilastiran bir aratirmaya rastlanmartir. Calsmamiz, uzakOK’ nin
hepatik iskemi reperfiizyonda AST-ALT ghrlerini direktiOK’ ya oranla belirgin azalggini
saptayan ilk drnektir.

Karacierin histopatolojik incelemelerindéR sonrasi parenkim boyunca yaygin
hepatosit nekrozu, hepatik sinuzoidlerde konjesy@molimorfonikleer l6kosit infiltrasyonu
izlenmektedir (5). Deneysel karger transplantasyonu yapilan bir galada, gesialanlarda

hepatositlerde koagulatif nekroz, notrofil infilsygonu ve hemoraji saptangtir (6).

Karacgerin histopatolojisi 0zellikle konjesyon, nekroz vmflamatuar hicre
yogunlugu acisindan incelenginde, KHH skorunun sham grubundaseli 3 gruba oranla
belirgin olarak diik oldusu saptanngtir. iskemi reperfiizyon grubu iléOK gruplari
arasinda fark olmamakla birlikte, uza®K grubunda KHH skorunun direkOK grubuna
gore daha diilk bulundgu belirlenmitir. Cescon ve ark (69) direkOK’ nin histopatolojik
bulgulari  dgistirmedigini gostermglerdir. Isik mikroskobu ile yapilan histolojik
deserlendirmeler semikantitatif skorlamalar olarak klabdilmektedir (14). Bununla birlikte
bu calsmada uzakOK’ nin KHHS vyi direktiOK’ ya oranla daha iyi baskilagisonucuna

varilmistir.

Bu argtirmada, sham grubundagdr ¢ gruba gore lipid peroksidasyonu gostergesi
olan MDA duzeylerinin anlaml olarak giik oldusu ancakiR, uzakiOK ve direkt IOK
gruplari arasinda fark olmaglisaptanmgtir. Pacheco ve ark (64) sirotik karger modeli
olusturduklari ¢algmalarinda lipid peroksidasyon urtnleri (MDA) ve ASLT diuzeylerinde
IR ve IOK gruplarinda fark bulamasgiardir. Kirk dk’ lik uzun iskemi suresinin yetersiz
oldugunu,IOK’ nin bu nedenle etkisini gosteremgidionucuna varmglardir. Darilmaz ve ark
(70) da benzersekilde iskemi suresinin kisa olmasinin MDA duzeyldeki artgl

gostermeyebileggni bildirmislerdir. Bu calsmadaki 25 dk’ ik uzun iskemi siresi yeterli
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MDA olusumuna yol acamam olabilir. iskemi reperflizyon agarmalarinda lipid
peroksidasyonu urdnlerinin, karger enzimlerine oranla daha az duyarli, sonug elde

edilmesi gu¢ parametreler olglubildirilmistir (22).

Ulasilabildigimiz kaynaklarda karager IR hasar modellerinde direkOK ile uzak
IOK nin farklarini argtiran bir calsmaya rastlanmargtir. Reperfiizyon hasarinin kendisi
kadar engellenmesini gayan mekanizmalar da oldukca kaktir. iskemik 6nkgullamanin
etkinligi yaklasik iki dekat dnce gdsterilmesinegraen aracilik eden yolaklar hala tam olarak
anlasilamamstir. Son bilgiler karagier direktiOK sinin P13/Akt yolu ildR hasarini azalg
yonundedir (63). Argiirmacilar, Akt fosforilasyonununiOK tarafindan arttirimasinin
proapopitotik faktorlerde aktivasyon azalmasi ve-®~down regulasyonuyla sonuclargl)
ayrica serbest oksijen radikallerinin Akt aktivasyoa glik ettigi bildirilmi stir. Uzak IOK’
da NFxB aktivasyonunun miyokardd&® hasarini engelleyici rolii olgu 6ne surilmektedir
(71). Gerek direkt gerekse uzad®K' da benzer mekanizma ve yolaklarin gecerli gldu
disunulebilir. Onceki argtirmalardaiR hasarinda anahtar rol oyngadoelirlenen NF«B’ nin
(3,50) uzak IOK’ nin karacger IR hasarinda etkidini aratiran bir calymaya
ulasilamamstir. Calsmamizda NFReB ve serbest oksijen radikalleri teknik nedenlerle
deserlendirilememgtir. Uzak 10K, karacger iskemi reperfiizyonunda dahagyn NFxB
inaktivasyonuna veya daha az serbest oksijen radikgumuna yol a¢ngiolabilir.

Bu calsmada uzakiOK' nin hepatik IR hasarinda AST-ALT derleri ve KHH
skorunu azaltg gosterilmitir. Direkt IOK’ ya gore daha etkin bulunan bu yontem katexi
IR hasarindan korungtur. Iskemik énkgullamanin etkinkini gosteren ve bu ¢camada yer
almayan serbest oksijen radikalleri, MB-gibi mekanizmalar iki yontem arasindaki farki
aciklayabilir. Bu nedenle ayrintili deneysel galalarin arttirlimasi gerekmektedir.

Direkt organa uygulananiOK’ nin vital organ cerrahilerinde kolayca
uygulanamayada, birincil olarak hedef organin guvegihi tehlikeye atabilec#, ikincil
olarak IOK’ nin cerrahi siireyi ve kanamayi artirabilgicbildiriimektedir (68). UzakiOK,
karacperde ek stres ofturmadan, operasyon sirasinda cerrahi sure veya klagbini
arttirmaksizin, kolaylikla uygulanabilir noninvazoir klinik yéntem olabilir. Bu ¢cabmada
direkt IOK' nin etkinlii gosterilememitir. Bununla beraber karagr iR hasarini 6nlemede
son donemde oldukca popiler olan bu iki yontemkinggini ve etki mekanizmalarini

karsilastirmak icin deneysel- klinik ¢calmalara gereksinim oldw kanaatine varilngtir.
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SONUC ve ONERLER

Direkt IOK ile uzak IOK’ nin karacger IR hasarina etkilerinin katastirildigi bu
calsmada uzakiOK’ nin karacger iR’ u sonrasi, AST-ALT dgerlerini ve KHH skorunu
belirgin olarak azaltin bulunmugtur. Direkt IOK grubundaJR grubu ile kagilastirildiginda

anlamh bir fark gézlenmertir.

Sham grubunda MDA gerleri diger ¢ gruba gore anlamli olaraksdl bulunmu;
IR, uzakiOK+IR, direktiOK+IR gruplari arasinda fark saptanmgimi

UzakiOK’ nin direktiOK ile kasilastirildiginda karagier IR hasarini énlemede daha
etkili oldugu gosterilmitir. Karaciger gibi vital organlara direkiOK uygulamasi hedef
organin giivengiini tehlikeye atabilegé ile ilgili gorusler olmasi uzakOK’ y1 6n plana

cikarmaktadir.

Major karacger ameliyatlarinda, cerrahi sireyi uzatmadan vearmagek hasar
olusturmadaniR hasarini énlemek icin uzdlOK’ nin uygulanabilir bir yontem olabilege
disunulmektedir. Ayrica bu iki yontemin etki mekaniZara ve etkinlikleri acisindan
farklarinin ortaya konaga deneysel ve klinik ¢almalara gereksinim olgw sonucuna

variimistir.
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