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OZET

DENEYSEL HEPATIK-ISKEMi REPERFUZYON MODELINDE LEVOSIMENDAN
INFUZYONUN KARACIGERE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr.Aygamm AHMETOVA, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Anesteziyoloji ve
Reanimasyon AD., izmir.

Amag: Iskemi-reperfizyon hasariin  hemodinamik  etkilerini  azaltmak icin
vazokonstriktdr/inotropik ilaclar kullamlimaktadir. Levosimendan inotropik ve vazodilator
etkilere sahip bir ilactir. Yapilan bazi deneysel calismalarda levosimendanin antiiskemik,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik  etkileri oldugu ve TNF-o'nin dizeylerinde azalma
sagladigi gosterilmistir.

Gere¢c ve Yontem: Bu caismada, rat karaciger iskemi-reperflizyon modelinde
levosimendanin  karaciger iskemi reperflizyon hasar1 Uzerine etkilerini  aragtirmak
amaclanmistir. Calismada 21 adet erkek Wistar rat kullamlmistir. Her birinde yedi denek
bulunan U¢ grup olusturulmustur. Sham grubunda (Grup 1) ratlarin batinlar agilmis, protokol
siresince baska islem yapilmadan beklenmistir. iskemi-reperfiizyon grubunda (Grup 2) 45 dk
total karaciger iskemisi sonrast 60 dk reperfiizyon, Iskemi-reperfiizyon+Levosimendan
grubunda (Grup 3) 45 dk total karaciger iskemisi siresince Levosimendan inflizyonu
uyguland: ve 60 dk reperflizyon sonrasi iskemi-reperflizyon gerceklestirilmistir. Tam
gruplarda ratlarin anestezi siiresi esit tutulmus, karaciger enzimleri AST, ALT icin kan ve
islem sonunda ratlar sakrifiye edildikten sonra histopatolojik inceleme icin karaciger doku
ornekleri alinmustr.

Bulgular: Serum AST, ALT degerlerinin, sham grubunda diger gruplara gore disik
oldugu, grup 2 ve 3 arasinda anlamli fark olmadigi saptanmustir. Karaciger histopatolojik
hasar skoru sham grubunda diger gruplara gore dusuk, levosimendan uyguladigimiz grupta
ise iskemi-reperflizyon grubuna gore disik oldugu saptanmustir.

Tartisma: Calismamizda levosimendanin, karaciger iskemi-reperfiizyon modelinde
doku hasarim azalttigi saptanmustir. Levosimendanin karaciger iskemi-reperflizyon hasarini
Onleyici etkisini arastirmak icin deneysel ve klinik calismalara gereksinim oldugu kanaatine
varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: karaciger iskemisi, reperflizyon hasari, levosimendan.



EFFECTS OF LEVOSIMENDAN ON EXPERIMENTAL
HEPATIC ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY
SUMMARY

Dr.Ayganim Ahmetova, Dokuz Eylil University, Faculty of Medicine, Department of
Anesthesiology and Reanimation, Izmir.

Purpose: Vasoconstrictor and inotropic drugs are used for attenuate the hemodynamic effects
of ischemia-reperfusion injury. Levosimendan is an inotropic and vasodilator drug. In
experimental studies, levosimendan displayed antiapoptotic, antiinflammatory and
antiischemic porperties and reduced serum TNF-a levels. We aimed to determine the role of
levosimendan to prevent ischemia—reperfusion damage in experimental model of hepatic
ischemia-reperfusion injury.

Material and Method: Twenty-one male Wistar rats were divided into 3 groups as Sham
(group 1), underwent only laparatomy, ischemia—reperfusion (group 2), underwent 45 min
total hepatic ischemia and 60 min reperfusion, and ischemia-reperfusion+levosimendan group
(group 3) underwent ischemia-reperfusion as the same in group 2 but additionally
levosimendan infusion was performed during ischemia period. The length of the experiment
was the same in the groups. At the end of the experiment blood (for determine the serum
serum aspartate transaminase and alanine transaminase levels) and liver samples (for
histopatologic scoring) were collected.

Results: Levels of serum aspartate transaminase and alanine transaminase were significantly
lower in the sham group compared to other groups but there was any difference between
group 2 and 3. The histopatological score of liver injury was significantly lower in the sham
group compared to the other groups and was also significantly lower in group 2 comparing
group 3.

Discussion: Present study showed that when hepatic histological scores are considered,
levosimendan protects liver from ischemia-reperfusion injury. The effects and mechanisms of
levosimendan in ischemia-reperfusion injury must be studied in clinical and experimental
studies.

K ey words. Hepatic ischemia, reperfusion injury, levosimendan



GIRIS ve AMAC

Gunlik uygulama icerisinde iskemi-reperfiizyon (IR) tibbin pek cok alamnda
karsilasilan bir olaydir. Kompleks karaciger yaralanmasi, travma sonucu, karaciger
transplantasyonu, timor ve kist cerrahisi esnasinda olusabilmektedir (5,7,8). Uygulanan
cerrahi esnasinda parankimal kanamay: azaltma ve cerrahi teknigi uygulama kolayligi
acisindan siklikla porta triadin klemp vasitasi ile sikistirilmast (“pringle” manevrasi) tercih
edilmektedir (5,11). Hepatik arter ve portal venin klempaj1 sonucu gegici olarak kan akiminin
kesilmesi ile iskemi, kan dolasiminin tekrar saglanmasi ile de reperflizyon olusmaktadr.

IR hasarinda amlodipin (40), verapamil (41) gibi Ca*? kanal blokerleri, mannitol,
anjiotensin converting (dondsturtict) enzim inhibitorleri  (ACE inhibitorleri), E-vit,
propranolol, N-asetilsistein gibi antioksidanlar, prostaglandin E2, aspirin ve prednizolon (39)
gibi antiinflamatuvarlar, allopirinol (44), adenozin, antiproteazlar gibi serbest radikal
inhibitorleri, eritropoetin (37) gibi ¢ok sayida koruyucu gjanlar denenmistir (1,3). Ayrica
iskemik 6nkosullama (4) ve hipotermi (1,12) gibi deneysel yontemler arastiril mistir.

Iskemi-reperflizyon hasarinin hemodinamik etkilerini engellemek veya azaltmak amaci
ile vazokongtriktor ilaglarla profilaksi onerilmektedir ve kalsiyum glukonat veya kalsiyum
klorir, efedrin, fenilefrin, epinefrin veya norepinefrin, amrinone, dopamin gibi
vazokonstriktdr/inotropik ilaglardan yararlamldig: bilinmektedir (8,53).

Inodilator etkinlige sahip olan Levosimendan ile yapilan birkag calismada ilacin
antiiskemik, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkiler gosterilmistir (19).

Deneysel karaciger iskemi-reperfiizyon modelinde ise Levosimendan etkilerini arastiran
bir calismaya rastlanmamistir. Buradan yola ¢ikarak iskemi boyunca verilen Levosimendan

inflizyonun karaciger IR hasarina etkilerini arastrmak amaglanmustr.



GENEL BIiLGILER

Gunlik uygulama icerisinde IR tibbin pek cok alaninda sik karsilasan bir olaydir.
Hepatik cerrahi uygulamalar1 anestezistlerin karsi karsiya oldugu yuksek riskli major
abdominal girisimlerin basinda gelmektedir (45). Karaciger ile ilgili cerrahi girisimler
esnasinda gegcici olarak kan akiminin durmasi ile iskemi, kan dolasimimin tekrar saglanmasi
ile de reperfiizyon olusmaktachr (1,2). iskemi reperfiizyon hasar1 6zellikle yandas karaciger
hastalig1 (yaglanma, fibrozis) olanlarda karaciger yetmezligine yol agabilir. Olusan hasar bu
bolgede sinirl kalmayip, aktive olan birgok mekanizma ile ortaya ¢ikan toksik drinler, basta
akciger olmak Uzere kalp, beyin, bobrekler gibi uzak organlarda hasar olusturur ve uzun
sireli yogun bakim izlemi gerektirebilecek c¢oklu organ yetersizligine (COY) neden
olabilmektedir (2,45).

1. iskemi

Iskeminin neden oldugu patolojik sirecler sik karsilasilan ve yasamu tehdit eden
durumlardir (8). iskemi, arteriyel veya vendz kan akim azalmasi veya kesilmesine bagl
organ veya dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan
atik Urtinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamas: olarak tammlanir (1,5). Bu olay,
organ perfize eden kan akimindaki azalmaya bagli olarak gelisen geri donUsumli veya
donustimsiiz hicre zedelenmesine yol acar. iskemi sonucu hiicresel enerji depolarinin
bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikimi sonucu hticre 8lumi olusabilir (5,6). Reperflizyon
ise bu iskemik dokudaki kan dolasiminin ilaglarla veya mekanik midahalelerle yeniden
saglanmasidir. Reperflizyon sonucu olusan fonksiyonel bozukluklar organdan organa degisim
gostermekle birlikte, sok ve hipoperflizyon sirasinda pek ¢ok organda hasara yol agmaktadir
ve pek cok biyokimyasal olaylar kaskadinda degisiklikler olusmaktadir (5,8). Bu olay iskemi
reperflizyon hasari olarak bilinir ve metabolik, immunolojik ve vaskiiler olaylardan olusan
bir kompleks hasardir (14). Bir dokuda iskemi ve reperfliizyon sonucu olusan hasar, dokunun
aym toplam slirede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan hasardan daha fazladir
(1,6,13).

Karaciger reperflizyon hasari, sicak IR ve soguk-depolama reperflizyon hasari olarak
ayrilir. Sicak iskemi-reperfiizyon hasar1 daha cok karaciger cerrahisiyle ilgilidir. Soguk-
depolama reperfizyon hasar1 ise daha c¢ok nakil Oncesi organ korumasi esnasinda
olusabilmektedir (5,10). Pratikte daha gok sicak IR hasar ile karsilasabilmekteyiz.



Karaciger IR hasar1 mikroskopik olarak incelendiginde santral nétrofil I6kosit (NL)
infiltrasyonu, bolgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon, sinuzoidler ve kilcal damarlarda
genisleme, bolgesel hepatoselller vakuolizasyon, hepatosit sismesi gibi degisklikler gortnir
(8,54).

Karacigere yonelik sicak reperflizyonun erken safhalarinda endoteliyal hiicre sismesi,
arteriyollerde endotele bagimli dilatasyonun bozularak vazokonstriksiyon —olusmasi,
koagulasyon sisteminin aktivasyonu ve platelet agregasyonu, I16kosit infiltrasyonu sonucunda
mikrosirkiilasyonda bir yetersizlik gelisir. Intraseltler 6dem nedeniyle , sinusoidal endotel
hicreler ve Kupffer hiicresinde sisme meydana gelir (2,5).

Ikinci faz ise inflamatuvar sitokinler ve serbest oksijen radikallerinin Uretilmesi ile
ilgilidir. Iskemi reperflizyon sonucunda kupffer hiicreleri aktive olur ve bu hiicrelerden
proteazlar, tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve l6kotrienler (LT) gibi toksik mediyatorler
salinir (54).

Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur ve iskemik
dokularin reperfizyonu ile iskeminin siddetine ve siresine bagli olarak, bir kisim hicre
nekroz veya apoptozis ile 6lime gider (1).

Iskemi sonrasi hiicre hasariminin patogenezinde olasi hiicre 6demine baglh tekrar kan
akimin gerceklesmemesi fenomeni, Ca™ mun hiicre icine dengelenmemis gegisi ve oksijen
serbest radikallerinin  (superoksid (O2 ), hidrojen peroksid (H202), hidroksil (OH )
gruplarinin  reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikist sorumlu tutulmaktadir. Ancak, doku
hasarininda en 6nemli rolt, nétrofillerin oynadigi gosterilmistir (4).

S6z konusu IR hasarinda, temelde doku ddemi ve plazma proteinlerine  mikrovaskiler
permeabilite artis;, mikrovaskiler yatakta iskemi sonrasi endotel hiicrelerinden yada
makrofajlardan salinan interlokin ve sitokinlerin olusturdugu nétrofil akiimolasyonu ve
adheziyon molekillerinin bu hicrede ekspresyonunun artmas: ile trombosit agregasyonu
sonucu parankim yada dokuda revaskiilarizasyonun engellenmesi szkonusudur ( 2).

Iskemi sirasinda, serbest radikal olusumunu birgok olay kolaylastirir. iskemi Adenozin
trifosfat (ATP)’1n olusumunu onleyerek hiicre membraminda bulunan Na'/K* pompasinin
calismasi icin ATP depolarin tikenmesi sonucunda gerekli olan enerji saglanamaz ve
membran iyon dengesi bozulur. K* iyonlar: hiicre disina gikarken Na' ve CI” iyonlar: da hiicre
icine girerler. Anaerobik glikolizle ATP Uretilmeye calisilir, bu da laktik asit Gretimi ile
sonuclanir. Karbondioksitin birikimi karbonik asit (H.COs) Uretimi ile sonuglamr ve
asidozun artisgina yol acar (6). Kisa sireli iskemi sonrasinda ¢zellikle beyin hicrelerinde
ekstrasellller pH 7.3 ten 6.7’ e kadar diusebilmektedir. Adenin trifosfat bagimli calisan diger



bir pompa ise ekstraselliler ve intraselliler Ca™ u dengelemektedir. ATP metabolizmas
sonucunda, hicre iginde adenozin monofosfat (AMP) konsantrasyonunda artis olur.
intraselliler Ca*? artis1 sonucunda proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olurlar.
Fosfolipazlarin  aktivasyonu arasidonik asit olusumu ile sonuglanir. Arasidonik asit direk
etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest radikal olusumunu arttirir (1).

Anoksik veya iskemik kosullarda adenozinin ekstrasellller dizeyi artmaktadir. Bu
artis muhtemelen intraselliiler ATP nin yikilmasina baglidir. Iskemi sirasinda meydana gelen
ATP yikimu glikolizisi indiklemektedir. Glikolizis ise laktat olusumunu hizlandirmaktadir (1).

Uzamis hipoksi; membran potansiyeli, iyon gegisi ve endotelyal hicrelerin iskelet
yapisim bozmakta ayrica intraselliler volimi artirmaktadir. Bu degisiklikler enerji
depolarinin, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi bazi biyoaktif maddelerin yapiminin
azalmasi, endotelin ve tromboksan A, (TxA,) gibi maddelerin yapiminin artmas: ile
birliktedir (4).

Karaciger, parankimal hicreler (hepatositler), Kuppfer ve endotelial hicreler gibi
parankim dhis1 hticrelerden olusmaktadir. Hepatostler, ATP yikimi ve glutatyon azalmasina
bagli oksidatif stres ve serbest radikal olusumu gibi biyokimyasal ve fonksiyonel
degisikliklerin oldugu yerlerdir. Hepatik iskemi sonrasi reperfiizyonda Kuppfer hiicrelerinin
reaktif O, cesitlerinin ana kaynagi oldugu gosterilmistir. Ayrica Kuppfer hicrelerinin
makrofajlar icin karacigerde konak yeri oldugu ve TNF-a, iL-1, IL-6, platelet aktive edici
faktor (PAF) ve diger inflamatuvar medyatorleri Urettigi bilinmektedir. Bu medyattrlerin
Uretimi karaciger hasar1 olusumunda 6nemlidir (8).

Hepatik IR hasarimin molekiler mekanizmast ¢ok iyi bilinmemektedir. Sitokinler
normal hemostaziste ve hasara cevapta yapisal onem tasirlar. Sitokinler lober hepatik IR
sonrast Kuppfer hicrelerinden TNF-o salimmmin gugli sekilde aktive ederler. TNF-o
notrofillerin hidrojen peroksid, superoksid anyonlar yada diger toksik metabolitlerin Gretimini
bagslatir. Sonucta endoteliyal hiicrelerin notrofil tarafindan hasara ugratilmasini arttirir. iL-1,
bir makrofaj sitokini olarak septik sokta daha 6nemli role sahipken, TNF-o. muhtemelen IR
sonrast notrofilin endotele yapismasini hizlandirmaktadir, ancak iskemi sonrasi hepatik
lezyonlara PAF in spesifik fonksiyonu tam anlasilmamistir (17).



2. Reperflizyon Hasari

Reperfizyon hasari, belirli bir sire iskemiye maruz kalan dokularin tekrar perfiize
olmast sonucu mikrosirkilasyonda gorulen tikanmalar ve tekrar perfiize olan dokunun
nekrozu ile karakterize bir yaralanma olarak tanimlanmustir (10). Iskemik dokuda kan
akiminin yeniden saglanmasinin, enerji gereksiniminin yeniden yapilanmast ve toksik
metabolitlerin ortadan kaldirilmas: gibi yararl: etkileri olmaktadir (3). Iskemik bir dokunun
reperflizyonu, dokunun oksijen ve diger metabolik ihtiyaclarint karsilarken paradoksal olarak
dokularda hasar olusturur. Parks ve Granger (13), yaptiklar: deneysel calismada reperflizyon
ile olusan hasarin iskemi ile ortaya ¢ikan hasardan daha fazla oldugunu gostermislerdir.

Klinik olarak IR hasar: siklikla transplantasyon, iskemik serebrovaskiiler olay (stroke),

miyokard infarkttisl, sok/reslisitasyon ve turnike uygulamalar: sonrasinda gorilmektedir (3).

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri
surdlmustdr. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir .
Ozellikle;

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR) ,

2) Polimorf nuveli I6kositler (PMNL),

3) Kompleman sistemi,

4) Endotel hiicreleri olmak Uzere baslica dort faktor hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir

(6).

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR)
Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekildir. Olusan serbest
radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmus notrofil,
mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve
plazma membran: olarak sayilabilir. Olusan hidroksil radikali biytk molekdl yapisi ve
elektronegativitesi nedeni ile deoksiribonikleik asit (DNA), protein, karbonhidrat ve
lipitler gibi makromolekillerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden
olur (6).

2) Polimorf nuveli I16kositler (PMNL)
IR ile I6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve I6kosit endotel hiicre adhezyonu meydana
gelir. PMNL yuksek miktarda serbest oksijen radikalleri Gretme kapasitesine de
sahiptir. Iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolu ile ilgili mikrovaskler



okliizyon, SOR ve sitotoksik enzim salinmasi, vaskiler permeabilite artis1 ve sitokin
salinmasinda artis gibi bazi mekanizmalar ileri slrdlmustdr. Notrofillerin dokuya
gelebilmeleri icin gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve interlokin-1 (iL-1),
I6kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve prostaglandin (PG)
turleri vardir (1). Aktif l6kositler nukleer transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB)
aktivasyonuna ve tumor nekrozis faktor-o (TNF-o)’'in sentezine yol agar. Bunun
sonucu inflamatuvar mediyatorlerin salinmasini uyarirlar. Damar iginde olusturduklari
hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar endoteline
yapisarak mikrovaskiler tikanmaya neden olurlar. Arasidonik asitten olusan
|6kotrienler trombosit ve |6kositlerin, siperoksit ise I6kositlerin damar duvarina
adhezyonunu arttirrlar. Inflamatuvar olaylarda salinan TNF-a da, IR hasarinda
Oonemli yeri olan, mikrovaskiler disfonksiyona ve parankimal hiicre hasarina neden
olur (3). Permeabilitedeki artig proteinlerin interstisyuma ekstravaze olmasina neden
olmakta, bu da 6demle sonuglanmaktadir. Ayrica fonksiyonel kapiller damar sayisinda
azalma oldugu saptanmustir (3).

Yapilan calismalarda; notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile
reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon oldugu
bulunmustur. iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimi
dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde [6kosit tikaclarimin olusmasina ve sivi
filtrasyonunun artmasina, post-kapiller venillerde plazma proteinlerinin damar disina
sizmasina ve bdylece mikrovaskiler fonksiyonun bozulmasina neden olur.
Reperflizyonun baslangi¢c doneminde, mikrosirkilasyonun tim segmentlerinde aktive
edilmis endotel hicrelerinden fazla miktarda O2 olusurken NO olusumu ise azalir.
SUperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden
PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve |okosit-endotel hiicre
adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekdllerinin biyosentezinin artmasina neden
olur (6).

3) Kompleman sistemi

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolti tam olarak agiklanmamustr.
Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda C3a, C5a iC3b ve C5b-9
proinflamatuvar komponentlerden olusur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve I6kositleri
aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasi sonucunda Cba,
makrofaj inflamatuvar protein, TNF-a, IL-1 ve IL-6 Uretimini uyararak inflamatuvar

yanit1 artirir (6).



4) Endotel hiucreleri
IR hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri 6Gnemli role sahiptir. Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin - aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotdl,
mikrovaskiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO'yu Uretir. NO
arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine gevirme egilimindedir.
Venlerde ise bunun tersi soz konusudur. IR hasarinda endotelin/NO oram endotelin
lehine bozulur ve bunun sonucunda arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde
vazodilatasyon olur. Oksidatif stres sonucu kompleman aktive edilir; I6kosit adhezyon
molekllerinin Uretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1,
PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), biyime faktorleri, endotelin, NO ve Tx A2
salgilarlar. Deneysel calismalar, reperflizyon sonrasi endotel bagimli NO’ yu inaktive
eden stiperoksitin biyuk kaynagimin aktive olan |6kositler oldugunu gostermektedir

(6).
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3. Karaciger Iskemi-Reperfiizyon Hasari

Reperfiizyon, iskeminin siresine bagl olarak, oksijenize kan akimimin baglamas ile
hepatoselltler hasara neden olur. Miyokardiyal, intestinal, renal ve hepatik IR modellerinde
komplemanin iskemi-reperfiizyon hasarinda rol oynadigi gosterilmistir. Anaflatoksinler ve
kompleman aktivasyonu sonucu ortaya cikan drUnler; karacigerde ndétrofil aktivasyonu,
vazokonstriksiyon, mikrosirkilasyonda bozulma, vaskiler permeabilitede artis ve hticre lizisi
ile iliskilidir. Ayrica sitokinler, intraselliler proteinlerin serbestlesmesi ve reaktif oksijen

drdnleri kompleman aktivasyonunda rol oynuyor olabilirler (54).

Serbest radikaller hiicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum ve ekstrasellller
kollajen matriks veya kontraktil proteinler gibi organellerde bozukluklar, bunlari takiben
kalsiyuma bagli mekanizmalarda bozukluklar olusturur. Serbest sitozolik kalsiyumun artisi
protein kinazlari, fosfolipazlar: ve diger yikici enzimleri aktive eder ve subselliler hasarin
artmasina yol acar. Asiri Ca*? yiiklenmesi, oksijen radikalleri ile baslayan hasari artirir (1).
Oksidatif stres hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olur ve malondialdehit
(MDA) agiga cikar (5,11).

Hucre membranlarinin hasarlanmast hepatositlerin homeostazini bozarak apopitoz
veya nekroza neden olmaktadir (2).

Blyuk miktardaki serbest radikaller ve hizli kan akimi tromboz riskini artirir, bu da
karaciger hiicre hasarinin biylmesine neden olabilir (3). Mikrodolagimdaki bozuklugun
sinuzoidal endoteliyal hiicre hasar1 ve endotelin ve NO gibi vazodilatattr ve vazokonstriktor
molekiller arasindaki dengesizlige bagli oldugu distinilmektedir (6).

Karacigerde IR hasari iki fazda meydana gel mektedir:

1) Erken faz (02 saat); Ca" artis1 ve serbest O, radikallerinin olusumu etkilidir.
Intraselluler Ca" diizeyi normal hepatosit fonksiyonunun devam igin énemlidir. Hiicre icinde
Ca" artis1 hepatosit hasarim baslatan erken mekanizmalardan birisidir. Ayrica apopitoz ve
nekroz yollarim da aktive etmektedir. iskeminin ardindan reperfiizyonun hepatositlerdeki Ca’
miktarim  arttirchgr  gosterilmistir. iskemi  boyunca hiicrede Ca’ artis1  saptanmazken
reperfiizyon sirasinda hizli bir Ca’ artis1 gozlenmektedir.

2) Geg faz (648 saat); notrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve trombositlerin
karacigere gocu ile inflamasyon yanit1 uyariimakta ve sintizoidal kan akininda degisiklikler
ortaya cikmaktadir. Hepatositlerdeki hasar serbest O, radikalleri ve ekstraselltiler sitokinler ile
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meydana gelmektedir (5). Karaciger iskemisini takiben sinuzoidal hiicre apopitozu
reperflizyon sonrasinda hizla ortaya ¢cikmaktadir (9).

Karacigerdeki IR hasar1 kolestazi indilklemekte bu da erken ve genellikle gegici olarak
safra sekresyonunda azalmaya neden olmaktadir. Safra akimindaki bu degisiklikler artmis
ALT ve AST duzeyleri (8), karaciger miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ve serum bilirubin
degerleri ile beraberdir (5). Bu degisikliklerin 1-3 giin icinde geri dontsimli olabilecegi
bulunmustur.

Karaciger reperflizyonu sirasinda meydana gelen splanknik konjesyon sonucu barsak
ve dalaktan salinan proinflamatuvar maddelerin sistemik dolasima karismast ile karaciger ve
akciger hasari tetiklenmektedir (26).

4. iskemi Reperfiizyon Hasarin Organ Sistemlerine Etkileri

Iskemi sonrasi dokuda reperfiizyona yanit olarak ortaya ¢ikan hasar, diger organlar: da
etkileyecek kadar ciddi olabilmektedir. Iskemi-reperfiizyon hasarin uzak organ etkileri
siklikla akciger ve kardiyovaskiler sisstemde gorulmekte ayrica sistemik inflamatuvar yanit
sendromu (SIYS) veya yuksek mortalite oramna sahip ¢oklu organ yetersizligi (COY) ile
sonuglanabilmektedir. Barsak, karaciger ve iskelet kasi reperflizyonu sonrasi ortaya gikan
COY, dlime neden olabilmektedir (2,3).
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5. Levosmendan

Levosimendan, troponin C (TnC)’ ye yuksek baglanma afinitesi olan,
(R)-[[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-0kso-3-piridazinil)-fenil] hidrazono) propandinitril]
yapisinda, kapali formilt C14 H12 N6 O olan, pyridazinone - dinitrile turevidir (Sekil 2),
CAMP ve hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunu artirmaksizin kalbin kontraksiyonunu arttiran,
inotropik ve vazodilator etkilere sahip bir ilactir (19,48).

Sekil 2: Levosimendanin kimyasal yapisi (19).

Levosimendan kalp yetersizliginin akut alevlenmesinin kisa donem tedavisi icin
gelistirilmis, miyokardin Ca*?a duyarliligini artiran ve vazodilator etkiye sahip yeni bir
inotropik ajandir. Teorik olarak bu ajan, hiicre ici Ca? ve cAMP diizeylerini artirmaksizin,
Troponin-C'ye baglanarak kontraktil proteinlerin Ca™a duyarliligim artirarak kardiyak
performansi iyilestirir (19). Ayrica, levosimendan fosfodiesterazi (PDE) selektif olarak inhibe
eder. Diger Ca™ duyarhlastiricilarin FDE inhibisyonu terapotik dozlarda izlenirken,
levosimendanin bu etkisi yalmzca terapttik dizeyin Uzerindeki dozlarda izlenmektedir
(27,31). Levosimendan miyosit ve damar duvarlarindaki ATP bagimli K* kanallarim agarak,
sistemik vaskiler yatakta vazodilatasyona, miyokardiyal onyik ve artyikte azalmaya neden
olmaktadir. Levosimendanin K-ATP kanal agici etkisi ilacin iskemiye karsi koruyucu etkileri
olmasini da saglamaktadir (19,27,29).
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Tablo 1: Levosimendamn mekanizma ve farmakolojik etkileri (33)

Etki yeri Etki mekanizmasi | Farmakolojik etki Terapotik etki

Kardiak Troponin-C-Ca | Kalsiyuma Pozitif inotropik etki | —Ejeksiyon

kompleksi duyarlilig: artirir Fraksiyonda artis
—Antistunning

Sarkolemmal Hiperpolarizasyon | Tum vaskiler —Preload ve

Kate kanallarim aktive yataklarda afterload’ da diisme

eder vazodilatasyon —Antiiskemik

(koroner ve — Perflizyonda artis

periferik damarlarda) | —Noréhumoral

duzelme
Kalp hiicrelerinde Iskemi— Onkosullama, —Kardioprotektif
mitokondriyal reperfiizyon antiapoptotik etki
Kate kanallar: aktive hasarinda —Antiiskemik etki
eder mitokondriyal —Uzun vadeli yarar

koruma

Sirekli sabit dozda inflizyon yapildiginda kararli duruma 4. saatte ulasir; ancak daha
hizl1 etki istendiginde yukleme dozu infiizyonu ile plazma doruk konsantrasyonuna 12 dk
sonra ulasilir. Levosimendamin yarilanma 6mri 1 saattir. Sadece kiguk bir kismi (~% 4)
plazmada serbesttir, > %90 plazma proteinlerine baglanr. Karaciger ve barsaklarda
metabolize edilir, ekskresyon yoluyla karaciger ve bobreklerde elimine edilir, 1/3'U idrarla,
130 fegesle atilir. Ancak, barsaktaki bakteriler fegesteki metabolitlerin bir kismin
rediksiyonla aromatik bir amin olan aktif OR-1855 metabolitine dondstirdrler.
Levosimendan dozunun yaklasik % 5'i dnce aktif bir metabolit olan OR-1855'e, daha sonra
da daha aktif olan OR-1896'ya asetile edilir. OR-1896'nin olusumu yavastir ve doruk

konsantrasyona inflizyonun kesilmesinden 1-2 guin sonra ulasir; % 40'1 plazma proteinlerine
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baglanmir ve yarilanma omri yaklasik 80 saattir. Bu yizden levosimendamin farmakolojik
etkileri ilacin kesilmesinden sonra bir haftaya kadar devam eder.

Seyreltme islemi %5 glukoz ¢ozeltisi ve %0.9 NaCl ile yapilir, intravendz inflizyon
ile uygulanir. Levosimendan icin baslangicta onerilen tedavi dozu 10 dakikada 6-24 pg/kg
yuklemeyi takiben 24 saat boyunca 0.05-0.2 ng/kg/dk dan 24 saatlik surekli inflzyondur.
Hemodinamik etki yikleme dozu verildikten 5 dakika sonra baslamaktadir ve pik etkisine 10-
30 dakika sonra ulasmaktadir. Bobrek yetersizligi ve karaciger sirozu gibi durumlarda
OR-1896 aktif metabolitin etkisi arttigindan yarilanma 6mrii uzamaktadir (19,27,28).

Levosimendan’in ventrikil dolusu yada ¢ikis yolunu etkileyen belirgin mekanik
obstriksiyon, ciddi bobrek yetersizligi (kreatinin klirensi < 30 ml/dk), ileri derecede karaciger
yetersizligi, ciddi hipotansiyon (sistolik kan basinct < 85 mm Hg) ve tasikardi (kalp hizi
>120/dk) ve "torsade de pointes’ Oykusl bulunan hastalarda kullamlmamas: gerektigi
bildirilmistir. En sik gorilen yan etkileri bas agrisi, hipotansiyon, bulanti, sersemlik, tasikardi,
miyokard iskemisi, atriyal fibrilasyon, ekstrasistol ve ventrikll tasikardisidir (19,27,28).

Levosimendan, hiicre ici kalsiyum ve siklik adenozin monofosfat (CAMP) diizeylerini
artirmaksizin, Troponin-C'ye baglanarak kontraktil proteinlerin kalsiyuma duyarliligin
yikselterek  kardiyak performanst iyilestirir.  Pozitif  inotropik  etkisi  kalsiyum
konsantrasyonuna bagimlidir. Sistolde Troponin-C’' nin N-terminal ucuna baglanip, kalsiyum-
Troponin-C baglantisim  stabilize eder. Buna karsin, kalsiyum konsantrasyonu ve
sensitizasyonu diyastolde azaldig: icin diyastolik relaksasyonun etkilenmedigi yada iyilestigi
ileri strdlmustdr (19,27).

Levosimendan rutinde kullanilan diger inotropik ajanlardan farkl: olarak kalbin oksijen
tuketimini, hicre i¢i kalsiyum duizeyini, apopitozisi ve aritmi riskini artrmadan miyokardin
kasiilma gucunu artirir. Levosimendamin miyokardiyal kontraktiliteyi artirmadaki asil etki
mekanizmas: sitoplazmik kalsiyuma kardiyak Troponin-C'nin duyarliligint artirmasina
dayanir. Levosimendan vaskiler diiz kas hiicrelerindeki ATP duyarli potasyum kanallarinin
acilmasim saglayarak arteriyel ve vendz dilatasyona neden olur. Bu etki mekanizmasi
koroner, pulmoner ve sistemik vazodilatasyondan sorumludur (19,27,33).

Levosimendamin miyokardiyal iskemi-reperfiizyon modellerinde kardioprotektif
etkilerin oldugu gosterilmistir (33). Ayrica kardiak indeksi, sol ventrikil end-diastolik volimu
ve gjeksiyon fraksiyonu artirir. Gastrik mukozal kan akimi, kreatinin klirensi, idrar debisini
artirr. Pulmoner vazodilator potensi oldugu da gogerilmistir. ARDS ve septik sok
modellerinde pulmoner arter basinci, pulmoner kapiller wedge basinci ve pulmoner vaskiler
rezistansi azalttigi gosterilmistir. Levosimendan renal medulla ve korteks, intestinal ve
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hepatik vaskiler direnci azaltarak bu organlarin kan akimin artirir (19,27,33). Septik sok ve
septik miyokardiyal disfonksiyonda levosimendamin faydali olabilecegi dustnilmektedir
(28,58).

Bazi calismalara ragmen levosimendanin karaciger iskemi-reperflizyon hasarinda
antiiskemik etkileri hakkinda galisma yoktur.
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GEREC ve YONTEM

Deney; Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltess (DEUTF) Deney Hayvam
Arastirmalar1 Etik Kurulundan alinan izin ile gergeklestirildi. Calismamiz 21 adet erigkin
erkek Wistar-Albino rat (200250 gr) kullamlarak DEU Multidisipliner Deney Hayvanlar:
Laboratuart’ nda gerceklestirilmistir. Deney hayvanlari, calisma baslangicina kadar
adaptasyonlarinin saglanmasi igin 12 saat aydinhik - 12 saat karanlik ortamda tutulmus,
standart yiyecek ve suyla beslenmislerdir.

Cerrahi igslemden Onceki 12 saat boyunca sadece su i¢melerine izin verilmistir.
Anestezi, intraperitoneal 80 mg/kg vicut agirligina ketamin (Ketalar®, Pfizer Pharma
GMBH, Germany) ve 10 mg/kg xylazine hidrochloride (Alfazine®, % 2, Alfasan
International, 3440 AB, Woerden, Holland) ile saglandi, gerektiginde dozlar tekrarlandh.
Denekler biyokimyasal tetkikler icin total kan hacimleri toplandiginda sakrifiye olmuslardir.

1. Monitorizasyon

Anestezi altinda sag inguinal bolgeye femur basina paralel olacak sekilde 2 cm
genisliginde insizyon uygulanarak femoral arter disseke edildi ve heparinize serum fizyolojik
(100 U/mL) siv1 ile yikanmis 26 gauge kanll (Bigakcilar, Istanbul, Tirkiye) yerlestirildi.
Kantlin proksimal ucu basing transdiiserine (MLT844 Physiological Pressure Transducer,
Interlab LTD, istanbul, Turkiye ) baglanarak ortalama arter basinglar1 kaydedildi. Damar yolu
olarak tum ratlarin kuyruk veni kullamldi. Sivi ve ilag uygulamalar: igin 26 gauge kantl
(Bigakcilar, istanbul, Turkiye) ratlarin kuyruk venine yerlestirildi.

2. Deney gruplari ve protokol

Uc grup olusturulmustur.
Grup 1 ( Sham, n=7): Laparotomi sonrasi hepatik pedikil gorildikten sonra midahale
yapilmadan Grup 2 ve 3 siiresi kadar (105 dk) anestezi altinda bekletilmistir.
Grup 2 ( Iskemi-reperfliizyon, iR, n=7): Laparatomi sonrasinda karacigere 45 dakika total
iskemi sonrasinda 1 saat reperfiizyon uygulanmustir.
Grup 3 ( Iskemi-reperfiizyon+Levosimendan grubu, iR+L, n=7): Laparatomi sonrasinda
karacigerdeki 45 dakikaiskemi stiresince Levosimendan inflizyon uygulamas: sonras 1 saat
reperflizyon uygulanmustur.
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Grup 3 (IR+L) deneklerine 10 dk 12 pg/kg yikleme sonras: iskemi siresince 0.2
po/kg/dk levosimendan inflzyonu (21,24), diger gruplara aynt hacimde SF inflzyonu
baslandi. Gruplara uygulanan sivi miktar1 10 mL/kg/saat’tir. Klemp agildigi anda inflizyon
sonlandirildi. Tam gruplarda toplam calisma sireleri esit tutulmus, kan ve doku ornekleri
calisma sonunda alinmustir.

3. Deneysel iskemi —reperfiizyon yontemi

Deneklerin vicut sicakliklarim 36.8-37.5C° arasinda tutmak amaciyla calisma
siresince operasyon masasi 1sitilmis, ortam 1sis1 sabit tutulmustur. Ratlara deney boyunca
% 100 oksijen insufle edilmistir.

Supin pozisyonda orta hat karin kesisi ile midahale edilmis, atravmatik damar klempi
ile hepatik pedikil sikistirilarak karacigere giden portal ven ve arter akimi engellenmistir
(Resim 2). Klemp uygulanmadan 6nce intravaskiler koagulasyonu 6nlemek amaciyla
intraven6z 150 1U/kg heparin uygulanmustir (20). Y eterli okliizyon hepatik arterde pulsasyon
olmamasi ve dokunun soluklasmast ile dogrulanmustir (Resim 3). Iskemi amagli 45 dakikalik
klempaj sonrasinda bir saat reperfiizyon saglanmistir (Resim 4).

Resm 1: Normal karaciger dokusu.
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Resm 2. Atravmatik damar klempi ile portal ven ve hepatik arter akimin kesilmesi.

Resm 3. Ratin total klempgj ile karaciger kan akiminin kesilmesi (—» ).
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Resm 4: Ratin klempaj sonrasinda 1 saatlik reperflizyon donemi

Deneklerin 10 dakika stabilizasyon siresi sonunda bazal (klemp dncesi) (0), 10 dk-lik
Levosimendan infiizyon sonu (1), iskeminin 15. (2), 30. (3), 45. dakikasi (4), reperflizyonun
15. (5), 30. (6), 45. (7) ve 60. dakikasi (8) OAB degerleri kaydedildi.

Calisma sonunda, anestezi altindaki ratlarin sag atriumundan enjektor ile kan 6rnegi
alinmis ve daha sonra karaciger cikarilmistir. Kan ornekleri santriflj edilip -20 derecede
saklanmistir. Doku oOrnekleri sivi nitrojende dondurularak -80 derecede depolanmustir.
Karaciger dokusunda histolojik karaciger hasari, plazmada AST, ALT duzeyleri
degerlendirilmistir.

4. Biyokimyasal Parametrelerin Olclimii

Kan alimin takiben serum 6rnegi, kan pihtilastiktan sonra 3000 rpm’ de 10 dakika
santrifije edilmesiyle elde edilmis, serum drnekleri dlcimler yapilana kadar -20 C°’ de
saklanmustir. Serum AST, ALT seviyeleri, DEUTF Hastanesi Biyokimya L aboratuary’ nda
Olculdi ve degerler U/L olarak degerlendirildi. AST ve ALT yontemleri icin Abbott
Diagnostics Architect ¢16000 analizorinde kendi kitleri ile galisild.

20



5. Karaciger Hucre Histolojisinin Degerlendirilmes

Histomorfolojik incelemeler

Karaciger dokusu 1sik mikroskobik inceleme icin %10’ luk formaldehit soltisyonunda 24-
48 saat fikse edildikten sonra fiksatifin uzaklastirilmas: amaciyla 1 gece akarsu altinda
yikandi. Dehidratasyon igin sirasiyla %70, %80 ve %96’ lik etil alkol serilerinde 20’ ser
dakika; ardindan 3 farkl: aseton serisinde 20’ ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30" ar
dakika iki farkli ksilene tabi tutulduktan sonra 1'er saatlik 2 kez parafin ile immersiyonu
saglandi. Daha sonra dokular parafin bloklar icerisine gémuldi. Rotary mikrotom (RM 2255,

Leica) araciligi ile 5um’lik (Feather S35) parafin kesitler alindi.

Hematokslen-Eozin Boyamasi

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi icin 30 dk. 60°C’lik ettivde birakildi. Ardindan ilki
20 dk. (etivde) diger ikisi 10'ar dakikalik ¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi icin 2 degisim absoll alkol ve %96’ dan %70’ e azalan alkol serilerinden
geciridi, kesitler distle su ile ¢calkalandiktan sonra 10 dk. Hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 10 dk akarsuda yikanan kesitler, 2 dk. Eozin
(01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan
sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absoli alkol serilerinden gecirilen kesitler
seffaflastirma amaciyla 20’ser dk U¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildh.

K araciger hiicre hissomorfolojisinin degerlendirilmesi:

Boyama isleminden sonra elde edilen kesitler 1s1ik mikroskopik olarak incelendi (Olympus
BX-50 Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen goruntuler yuksek resoliisyonlu bir kamera
(Olympus DP-70, Japonya) iceren bilgisayara aktarilarak digital olarak fotograflar: cekildi.

Cekilen digital fotograflar digital gorint analiz programi (UTSCSA; Image tool version 3,0)
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ile degerlendirildi. Karaciger doku ornekleri hepatosit hasar1 yoninden incelendi. Hucre

histolojisindeki degisimler, konjesyon, nekroz, sitoplazmik vakuolizasyon ve eozinofili,

nikleer piknozis ve inflamatuar hicre yogunlugu yoninden 1sik mikroskobunda

degerlendirildi. Karaciger Histolojik Hasar Skoru (KHHS) kullanildi. KHHS;
0: Hasar yok ya da minimal hasar,
1: Hafif hasar,
2: Orta hasar,
3: Siddetli hasar seklinde derecelendirildi (45).

Skorlama tiim gruplarda yediser 6rnek tzerinden yapild.

6. istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda fark oldugu saptamak igin Kruskal-Wallistest uygulandi. Fark saptandiginda

ise farkin nerden kaynaklandigim degerlendirmek icin ikili karsilastirma amaciyla Mann-

Whitney U testi kullanldi, p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

7. Calisma Gruplarimin Sematik Gorandm

Grup | => |

0 dk 105 dk
Grup Ill=> I ’

0 dk TSKEMY (45 dK) REPERFUZYON (60 dk) 105 dk
Grup Il1=> !

0 dk  JSKEMI (45 dk) REPERFUZYON (60 dk) 105 dk

Levosimendan inflizyonu

[ =>iskemi

R => Reperfiizyon

Grup|l => Sham, n=7

Grup Il => Iskemi-reperfiizyon (I/R), n=7

Grup |11 => iskemi-reperfiizyon + Levosimendan (I/R+L), n=7
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BULGULAR

DEUTF Deney Hayvam Laboratuvar’ nda gerceklestirilen calismaya toplam 21 rat
dahil edilmistir.

1. Ortalama Arteriyel Kan Basinclari

Gruplarin bazal OAB degerleri arasinda fark bulunmadi. Grup 2 (IR)’in OAB’dagrup 1

oranla, iskeminin 45.dakikasinda (p:0.007) ve reperfiizyonun 45. ve 60.dakikalarinda anlamli

dusts (p:0.001 ve p:0.026) saptanmustir. Grup 3 (I/R+L)’ in OAB-larimin sham grubuna gore,

10.dk levosimendan yiklemesi (p:0.011), iskeminin 15.dakikasi (p:0.004) ve reperflizyonun
15. ve 45.dakikasi (p:0.038 ve p:0.011) sonrasinda belirgin azaldig: izlendi. Grup 3 OAB-1
degerlerinde, grup 2 (I/R) OAB-a gore, 10.dk levosimendan vyiklemesi (p:0.026),

reperfizyonun 15.dk (p:0.038) sonrasinda belirgin azalma, 60.dk (p:0.017) sonrasinda ise
artmaizlendi (Tablo 1).

Tablo 2: Ortalama Arteriyel Kan Basinci Degerleri (mmHg): mediyan (minimum-

maksimum)
GRUPLAR Bazal Y iiklemenin iskemi iskemi iskemi Reperfiizyon Reperfiizyon | Reperfiizyon Reperfiizyon
10.dakika 15.dakika 30.dakika 45.dakika 15.dakika 30.dakika 45.dakika 60.dakika
Grup 1 (sham) | 87(75-92) | 87(81-92) 94 (88-104) 91 (76-102) 93 (88-97) 90 (81-105) 89(86-97) 91 (86-98) 91 (78-95)
Grup 2 (IIR) 85(78-98) | 83(78-95) 90(76-93) | 89(85-99) 88(78.00) * | 90 (81-108) 90 (8596) | 84 (78-86) * | 80 (64-83) *
Grup3(R+L) | 80(7380) | gy 7> g3 1 | e5(s089 T | E610D | 8ELW) | o go.ony TF | 86609 | g5(g2.00)T | 86(7801) F

*; p<0.05: grup 1ile karsilastirildiginda

T; p<0.05: grup 1ile karsilastirildiginda

T; p<0.05: grup 2 ile karsilastirildiginda
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2. Biyokimyasal Degerler
Calismamizda elde edilen karaciger fonksiyon testlerinin sonuclari grafiklerde

gosterilmistir.

AST:

1600,00
1200,00
800,00

400,00

0,00

1 2 3
Gruplar

Grafik 1. Plazma AST duzeyleri (U/L)
Calismamizda Grup 1 denekleri plazma AST degerlerinde, diger iki gruba oranla
anlaml1 fark saptanmad: . Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda da ayni sekilde AST

degerlerinde anlaml: fark saptanmadh (Grafik 1).

Tablo 3: Plazma AST duizeyleri, U/L; mediyan (minimum-maksimum)

Grup Plazma AST (U/L)
Grup 1 (Sham) 434 (160-883)
Grup 2 (I/IR) 557 (236-1197)
Grup 3 (//IR+L) 774 (260-1414)
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ALT:
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Grafik 2: Plazma ALT duizeyleri (U/L)
*: p<0.05: grup 1ile grup 2 ve 3 karsilastirildiginda

Sham grubunda diger gruplara oranla plazma ALT degerlerinde anlamli diistikl ik bulundu
(p:0.004 ve p:0.001) (Grafik 2).

Tablo 4: Plazma ALT duizeyleri, U/L; mediyan (minimum-maksimum)

Grup Plazma ALT (U/L)
Grup 1 (Sham) 82 (59-102) *
Grup 2 ({/IR) 526 (87-1337)
Grup 3 (//R+L) 870 (288-1580)

*: p<0.05: grup 1ile grup 2 ve 3 karsilastirildiginda



3. Karacigerin Isik Mikroskobik Bulgulary

Karaciger dokusunun H&E boyasiyla boyanmis kesitlerinin incelenmesi ile gruplar
arasinda farkli sonuglar oldugu gozlendi (Sekil 3A,B,C,D). Grup 1 (sham)’e ait karaciger
kesitleri incelendiginde, klasik karaciger lobullnin ortasinda vena sentralis, vena sentralisden
1s1nsal bigimde perifere dogru uzanan hepatosit kordonlari ve bu kordonlarin arasinda yer alan
sintizoidler izlendi. Sintzoidler normal yapida ve genislikte gozlendi. Hepatositlerde nukleus
yuvarlak ve cogunlukla 6kromatik, sitoplazma ise eozinofilik boyandi. Siniizoidlerde endotel
hicrelerinin nukleuslar: ise yassi ve koyu boyanmis olarak godzlendi. Endotel hticrelerinin
arasinda ya da limene bakan ylzinde tutunmus olarak endotel hiicrelerinden daha biiyuk,
nukleuslar: oval ve soluk boyanan Kupffer hiicrelerine rastlandi. Portal alanlarda, vena porta,
arteria hepatika, safra duktusu ve lenfatik damar normal olarak gdzlendi. Sham grubuna ait

kesitlerde herhangi bir hticre infiltrasyonu gozlenmedi (Sekil 3A).
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Sekil 3A,B,C,D: Karaciger dokusu 1 (Sham) (A), 2 (i/R) (B,C) ve 3 (I/R+L) (D) gruplarina
ait genel gorunttler (H&E)
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Grup 2'ye ait karaciger kesitleri incelendiginde, hepatosit hiicre kordonlarimn

bitinlGgt  bozulmus, sindzoidlerde dilatasyon, mononiklear hicre infiltrasyonu ve

hepatositlerde fokal nekroz goruldi (Sekil 4 E,F, 5 G,H).

Sekil 4 E,F: Karaciger dokusu grup 2'ye ait H& E ile boyanmis kesit goruntileri; hiicre
kordonlarinin bitinltgl bozulmus, sinizoidlerde dilatasyon (= ), mononiklear hiicre

infiltrasyonu ve hepatositlerde fokal nekroz (—p ) goruld.

Sekil 5 G,H: Karaciger dokusu grup 2'ye ait H&E ile boyanmis kesit gorintdleri;
sintizoidlerde dilatasyon, mononiklear hiicre infiltrasyonu (= ). Portal alanda dilatasyon ve

monontklear hiicre infiltrasyonu (=> ).
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Grup 3 e ait karaciger kesitleri incelendiginde, hepatosit hticre kordonlarimin biitinlGgi
grup 2 ye gore daha diizenli, siniizoidlerde daha az derecede dilatasyon, daha az mononiiklear
hiicre infiltrasyonu ve hepatositlerde daha az dejenerasyon gorildi. Ayrica bazi bolgelerde

nadir olarak fokal nekroz gozlendi (Sekil 61,J).

Sekil 6 1,J: Karaciger dokusu IR+L grubunda ise hepatosit hiicre kordonlarimn biitinl g
kontrole gore daha dizenli, siniizoidlerde daha az derecede dilatasyon; portal alan normale

yakin goriinimde (= ).

4. Karaciger Histolojik Hasar Skoru (KHHYS):

2,25+

1,50

0,00

1 2 3
Gruplar

Grafik 3: Gruplarda KHH Skor bulgulari
*: p<0.05; grup 1ile grup 2 ve 3 karsilastirildiginda
T; p<0.05; grup 2 ile 3 karsilastirildiginda
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KHH Skoru grup 1'de diger 2 gruba oranla anlamli disik izlendi (p<0.05). IR+L

grubundaise KHHS iR grubuna gére anlaml olarak diistik bulundu (p<0.05).

Tablo 5: Gruplarda KHH Skor bulgulari; mediyan (minimum-maksimum)

GRUPLAR HISTOLOJIK SKOR
Grup 1 (Sham) o~

Grup 2 (I/IR) 2,14 (1-3)

Grup 3 (I//R+L) 1,14 (1-2) t

*: p<0.05; grup 1ile grup 2 ve 3 karsilastirildiginda
t; p<0.05; grup 2 ile 3 karsilastirildiginda

30



TARTISMA

Iskemi-reperflizyon hasar1 karaciger travmalari, karaciger rezeksiyonu ve karaciger
transplantasyonu sonrasi ortaya gikabilen klinik bir problemdir (5). Cerrahi esnasinda ortaya
cikan kanamay1 kontrol altina alabilmek morbidite ve mortalite agisindan énemli oldugu icin,
karacigerin vaskiler izolasyonu ile kan kaybi en aza indirilmelidir (11,53).

Karaciger cerrahisi esnasinda parankimal kanamay: azaltma ve cerrahi teknigi
uygulama kolaylig1 agisindan siklikla portal triadin klemp vasitasi ile sikistirilmas: (“ pringle”
manevras)) uygulanmaktadir (8,11). Pringle manevrast ilk defa 1908 yilinda Pringle
tarafindan tarif edilmistir. Pringle manevrasi esnasinda hepatik arter ve portal venin klempaj1
yapiimaktadir (53). Gegici olarak kan akiminin kesilmesi ile iskemi, kan dolasimimin tekrar
saglanmasi ile de reperfizyon olusmaktadir. Pringle manevrasi karaciger perflizyonunu
bozarak ciddi hemodinamik degisikliklere ve tehlikeli hepatik parankim hasarina sebep
olabilmektedir (11). Hepatik arter ve portal venin klempaj1 uygulandiginda iskemik dénemde
hiicre hasar1 olurken, reperfizyon doneminde bu hasar daha da artmaktadir (53). Ayrica
cerrahi girisim olmadan da bir hemodinamik veya kardiyojenik sok (3,4), dissemine
intravaskiler koagulasyon (5,6), kanser nedeniyle uygulanan kemoterapi, endotoksemi
(10,16), travma ve yank (15), pankrestit, abdominal kompartman sendromu sonucunda bu
durum olusabilir. Karaciger hem iskemi hem reperflizyon esnasinda hiicre hasarina oldukga
hassas bir organdir ve bu durum fonksiyonel yetmezlikle sonuglanabilmektedir.

Karacigerdeki IR hasar1 kolestaz: indiikleyerek safra sekresyonunda gecici azalmaya
neden olmaktadir ve safra akimindaki degisiklikler ALT, AST duzeyleri ve serum bilirubin
degerlerinde artmayla sonuclanmaktadir. Bu degerlerin artist 1-3 gin icinde normale
donmektedir. Hepatik IR hasarinin, hiicresel etki diizeyinin en iyi gostergeleri serum AST,
ALT, laktat dehidrogenez (LDH) gibi enzim aktiviteleri ve histopatolojik degisimlerdir
(10,11).

Deneysel karaciger IR modellerinde, total veya parsiyel iskemi yontemleri
kullanlabilmektedir. Hemodinamik stabilite bozulmadan hasar olusturulan total karaciger
iskemi suresi en az 25 dk olarak saptanmustir. Deneysel calismalarda belirtilen en uzun sicak
iskemi siiresi 90 dakika iken kabul edilebilir sicak iskemi siiresi yaklasik 60 dakikadir (11,53).
Calismamizda klinik uygulamalara yakinligi nedeniyle 45 dk’lik total iskemi siresi

secilmistir.
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Karaciger iskemi-reperflizyon hasarindan sorumlu tutulan birkag mekanizma
mevcuttur. Acgiklanan tim mekanizmalar birbiriyle iliskilidir ve bu nedenle tek tek

mekanizmalar ve medyatorlerle koruyucu bir etkinlik saglamak oldukga zordur.

Iskemi-reperflizyon hasarini azaltmak amaciyla birgok ajan ve yontem ile birgok
calismalar yapilmistir. Hasari 6nlemek amaciyla hepatik kan akimin artirilmast ve
inflamatuvar olaylarin kontrol altina alinmasi glinimizde giderek 6nem kazanmaktadir.
Vaskiler okllizyonlar Uzerine pek cok calisma yapilmistir. Serbest radikal ve notrofil
inhibitorleri, antioksidanlar, dnkosullama, hipotermi gibi fizyolojik, farmakolojik ve yapisal
tedavi prensipleri denenmistir (1,2,12). Ancak halen ideal bir gjan bulunamamustir.

Inotrop ve vazodilator 6zelliklerine sahip olan Fosfodiesteraz inhibitorlerin intestinal
ve hepatosplenik kan akimini artirdigi ve hepatosplenik organlari korumada olumlu etkileri
goserilmistir. Tip 111 Fosfodiesteraz inhibitorleri ile hepatik sinisoidal endotel hiicrelerinin
korunmasi, hiicre ici kalsiyum duzeyinin regilasyonu, platelet agregasyonun inhibisyonu,
antiinflamatuvar etki ve notrofil kaynakli reaktif oksijen radikallerin salimmnin inhibisyonu

gibi mekanizmalarla agiklanabilecegini distnilmektedir (53).

Kigik ve ark. (53) tarafindan, Levosimendan benzeri inotrop ve vazodilator etkilere
sahip olan tip 111 Fosfodiesteraz inhibitort ( PDE 111 inh.) olan Amrinon ile yapilan deneysel
calismada, iskemi-reperfiizyon grubuna gore Amrinon grubunda karaciger hasarimin gerek

morfolojik, gerekse fonksiyonel olarak azalmis oldugu gosterilmistir.

Agirlikli kalp yetersizligi olan hastalarda kullamlan, diger inotrop ve vazodilator gjan
olan Levosimendan ile bircok deneysel iskemi-reperfiizyon modeli calismalar1 yapilmstir.
Asil etki mekanizmas: sitoplazmik kalsiyuma kardiak Troponin-C’ nin duyarliligint artmasina
dayanir. Bu inotropik etki sirasinda hicre ici kalsiyum dizeyinin artmamast en dnemli
Ozelliktir. Ayrica vaskiler diz kas hucrelerindeki ATP duyarli potasyum kanallarinin
acilmasim saglayarak arteriyoler ve vendz dilatasyona neden olur. Bu etki mekanizmasiyla
koroner, pulmoner, portal ve sistemik vazodilatasyondan sorumludur (19). Levosimendan
miyokarcin oksijen tuketimini artrmadan kardiyak kontraktil performansta iyilesme,
vazodilatasyon, kalbin hem ©Onylk hem de ardylUkini azaltarak anti-iskemik etkiler
gostermektedir (27,28). Levosimendan, pimobendan ve milrinonun kalp debisinin bélgesel
dagilimina etkileri deneysel olarak arastirilms, ilaglarin hemodinamik etkileri benzer
bulunmakla birlikte, levosimendanin ince barsak ve karaciger kan akimim artirdigi
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belirlenmistir (59). iskemik kalplerde Levosimendamn Amrinon'a gore daha guclii bir
inotropik etki gosterdigi bulunmustur ve bu etkinin fosfodiesteraz inhibe edici 6zelligine ek

olarak kalsiyuma duyarliligi artirici 6zelligine bagli oldugu dustinulmustdr (55).

Y apilan baz1 deneysel calismalarda levosimendanin kardiyoprotektif, antiinflamatuvar
ve antiapoptotik (27,30), antiiskemik ve antitrombositik (23) etkileri gosterilmistir.
Levosimendanin immuno-inflamatuvar yanit Gzerine yararli etkileri oldugu ve TNF-o’nin

plazma diizeylerinde anlamli bir azalma sagladigi gosterilmistir (30).

Yakut ve ark. (25) deneysel renal IR hasar1 esnasinda levosimendanin histolojik skor
(tibller nekroz, atrofi, hidropik dejenerasyon) ve lipid peroksidasyonunu azalttigini,
proinflamatuvar sitokinler ve apoptotik mediyatorleri dustrerek antiinflamatuvar ve
antiapoptotik 6zellik gosterebildigini belirtilmislerdir.

Levosimendan K-ATP kanallarim agarak koroner vazodilatasyon yaparak
kardiyoprotektif etki gostermektedir. Yapict ve ark. (24) soguk kardiyoplejik arrest
uygulanmis  deneysel miyokardiyal hipotermik iskemi-reperflizyon hasar1 Uzerine
levosimendanin  antiiskemik  6zelliklerini  arastirmislar  ve doku malondialdehid ve
miyeloperoksidaz enzim aktivitesini distk olarak saptamislardir.

Laf¢t ve ark. (20) yaptiklari calismada spinal kord hasari Uzerine levosimendanin
antiiskemik ozelliklerini arastirmiglar ve vazodilator, trombosit agregasyon inhibitori ve
sitoprotektif 6zellikleri bilinen prostasiklin analogu olan ilioprost ile benzer etkileri oldugunu
saptamiglardir. Bu galismada ilioprost ve levosimendan gruplarinda kontrol grubuna gore
dahaiyi histopatolojik ve norolojik sonuglar gosterilmistir.

Baska benzer bir calismada Katircioglu ve ark. (21) tavsan spinal IR modelinde, iskemi
oncesi 12 pg/kg 10 dk levosimendan yiklemesini takiben 30 dk iskemi slresince 0.2
po/kg/dk inflizyon uygulayip 24 saat reperfiizyon sagladiklar: ¢alismalarinda, Tarlov skoru ve
MDA degerlerini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde disik bulmuslardir. Spinal kord
iskemi reperflizyon hasarinda levosimendan grubunda daha iyi histopatolojik sonuclar elde
etmislerdir. Levosimendanin PDE 111 inhibisyonu yaptigi, PDE |1l enzim inhibitorlerinin
inflamatuvar ~ sitokinlerin  baskilanmasina  yol actigi  bildirilmistir.  Bu calismada
levosimendanin spinal IR hasarina kars: koruyucu oldugunu ve bu koruyucu etkinin kan
akimim arttirmasi, K-ATP kanallarim agmasinin yamsira PDE I11 enzimini inhibe etmesine
bagl1 olabilecegini belirtmislerdir.
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Levosimendan icin  Onerilen klinik dozu 6-24 pg/kg bolus sonrasi 24 saat 0.05-0,2
po/kg/dk infizyon olarak bildirilmistir (27). Hafif ve orta siddette karaciger bozuklugunda
levosimendan inflizyonu sonrasi ilacin farmakokinetik etkilerinin degismedigi gosterilmistir
ama OR-1896 ve OR-1855 metabolitlerin aktivitesi uzayacagindan dikkatli doz ayarlanmasi
yapilmas: onerilir (26).

Biz, levosimendan uyguladigimiz grupta laparotomi 6ncesi hepatik arter ve portal ven
klemplenmeden 6nce 10 dakika boyunca 12mcg/kg dozunda Levosimendan ile yikleme
uyguladik. Hepatik pedikil serbestlestirildikten sonra klemp yardimiyla uygulanan 45
dakikalik total karaciger iskemisi boyunca 0.2mcg/kg/dk dozunda Levosimendan inflizyonu
sirdurduk. Klemp agildigi anda inflizyon sonlandirildi ve 1 saat reperflizyona izin verildi.
Y Ukleme dozu verildikten sonra 10-30 dakika icinde etki pik yapar ve miyozit ve vaskiler
diz kas hiicrelerinde ATP bagimli potasyum kanallarini agarak sistemik vaskiiler yatakta
vazodilatasyona yol acarak hipotansiyona neden olur (19,31). Bolus sonrast 10.dk sonra
baglayan ve iskeminin 15. dk-ya kadar devam eden OAB de azalma beklenen bir sonugtur.
Klempaj kaldirildiktan sonra 15 dk., 45 dk. (sham grubuna gore) ve 60 dk. (grup 2'ye
gore)’ larda OAB-larinda anlaml1 bir diisUs izlendi.

Hepatik IR hasarinin, hicresel etki diizeyinin gostergeleri olan serum AST, ALT
degerlerini karsilastirirken AST degerlerinde gruplar arasinda herhangi fark saptamadik. ALT
degerlerinde ise sham grubunda diger gruplara gore anlamli fark saptadik, ancak iskemi
uyguladigimiz ve levosimendan verdigimiz gruplar arasinda anlamli fark saptamadik.

Histopatolojik degerlendirmede mikroskopik incelemede kontrol grubunda hepatosit
bitinlGgt  bozulmus, sindzoidlerde dilatasyon, mononiklear hicre infiltrasyonu ve
hepatositlerde hidrofik dejenerasyon ve bazi bolgelerde fokal nekroz gozlendi. IR+L
grubunda ise iR grubuna gore hepatosit hiicre kordonlarinin bitunligli daha diizenli,
sinizoidlerde daha az derecede dilatasyon, daha az mononiklear hiicre infiltrasyonu ve
hepatositlerde hidrofik dejenerasyon goruldi. Fokal nekroz da bazi bélgelerde daha nadir
olarak gozlendi. istatistiksel olarak levosimendan uygulanan iskemi-reperfiizyon grubundaki
hasar skoru kontrol grubuna gére daha iyi sonuclar vermistir.

Bu ¢alisma levosimendanin karaciger iskemi-reperfiizyon hasarint engellemede etkisini
sorgulayan ilk arastirmadir. Sonug olarak, sicanlarda yapilan deneysel karaciger iskemi-
reperflizyon modelinde Levosimendan uygulanmas: karaciger hasarini histopatolojik diizeyde
azaltmistir.  Arastirmamizin - sonuglari, Levosimendanmin  karaciger iskemi reperflizyon
hasarindaki muhtemel koruyucu roliiniin daha genis deneysel ve klinik calismalarla
desteklenmesi gerektigi kanaatini dogurmustur.



SONUC VE ONERILER

Bu deneysel calismada rat karaciger iskemi-reperfiizyon modelinde, 6n tedavi olarak
verilen levosimendanin total klempaj sonucu olusan iskemik karaciger hasar Gizerine etkileri,
ALT-AST degerleri ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

AST ve ALT degerlerinde IR ve IR+L gruplar arasinda anlaml: fark saptamadik. Bu
calismada biokimyasal olarak TNF-o diizeyi ¢alisilamamustir.

Levosimendan, histopatolojik olarak iskemi-reperflizyon hasarini azaltmstir.

Iskemi-reperfiizyonun klinik tedavisinde rutin olarak yer almayan levosimendanin

erken dénem uygulamasi karaciger hasarini azaltabilir.

Bu sonucun deneysel ve klinik galismalar ile desteklenmesi ve arastirmalarin devam
edilmesi uygun olacaktir.
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