T.C.
GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

Dr. OGE TASCILAR

Vo003t

ANKARA, 1998



ICINDEKILER

GiRIS........... tereereeeererrnnnnnnnnnsrsoases ceeererererenne 1
GENEL BILGILER......c.ccccertreeeereennecereencecssenee 3
GEREC YONTEM........cceeeueneenen ceerrmnenes veeesenes 13
BULGULAR......ccceeeerereeeeeeennees teerrereeeeeeaanenens 21
TARTISMA SONUC........... veeessnennnns vereeeeeneeens 28
OZET.....ccoeeiieeeeeeeeerersrnrnnnneeereeeenensesessenessans 32

KAYNAKLAR.....ccccceteterirerisencecasennenacene coreecens 33



GIRIS VE AMAC

Iskemik &nkosullama, kisa siireli tekrarlanan iskemi ve reperfiizyon dénemlerinin
sonraki daha uzun siireli iskemi-reperflizyon hasarina karg1 koruyucu, indiiklenebilen giiglii
bir endojen mekanizmadir’'. Bu mekanizma miyokard®'; bobrek!**; iskelet kas’’®; beyin’?,
ve karacigerde®’ de gosterilmistir.

Uzun siire iskemik birakilacak bolgeyi besleyen damarlar kullamlarak yapilan
iskemik onkosullama (10) islemi (esas organ I0=EOi0) ile aym: orgamin baska damarla
beslenen diger bolgelerinin de iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarindan korunabildiginin

19 Buradan yola ¢gikan

bulunmastyla, 10'nin uzak bélgeleri de koruyabildigi ispatlanmgtir
Gho, barsaklarda ve bobreklerde olusturulan I0'nin miyokard I/R hasarim azalttigin
gostermisti’’. Bu yonteme uzak organ i0 (UOIO) adi verilmistir. Hepatik pedikiil
kullanilarak yapilan IO ile karacigerde olugan /R hasarin azaltildigt gosterilmistir®*.
Ancak miyokard i¢in kullanilmakta olan UOIO'nin karaciger igin uygulanabilirligi heniiz

bilinmemektedir(Sekil 1).

Organ koruma indiiksiyonu
ZAGER, 1984

Kalp koruma indiiksiyonu
Ayni alan
MURRY, 1986

Farkli alan, Ayni1 organ
PRZYKLENK, 1993

Bagka organ
Gho, 1eg6

. &
@ Karaciger /

Lioris-Carsi, 1983

Sekil 1 : iskemik dnkogullama ilgili yapilan galigmalarin semast



Bu ¢alismada amag, karaciger iskemi-reperfiizyon modelinde siiperior mezenterik
arteri kullanarak uzak organ iskemik onkogsullama (UOIO) yonteminin olast varligim
aragtirmak ve bu yontemi bilinen esas organ iskemik .6nkogullama (EOIQ) yontemi ile

kargilagtirmaktir(Sekil 2 ).

Kalp koruma indtiksiyonu Koruma
Ayni alan
MURRY, 1986

Farkh alan, Ayni organ
PRZYKLENK, 1993 ——-
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Baska organ /

Gho, 1896 =« 27277
Po- Ince barsak ———
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Bu caligma, 1998 < L%~, Karaclfer /

i L 7 Lioris-carsl, 1993

Sekil 2 : Iskemik 6nkosullama kalbe yada iskemik birakilan alana 6zgii degildir. Iskemik
onkosullamanin koruyucu etkisi iskemik birakilmayan diger bolgeler ve diger organlar igin
de gegerli olabilir. Biz ¢aligmamizda karaciger veya ince barsak 6nkosullamasinin

karaciger iskemi-reperflizyon hasarina etkisini aragtirdik.



GENEL BiLGILER

Tekrarlayan streslere karst doku adaptasyonu ya hipertrofi yada yamtlann
kaybolmasiyla sonuglandigi uzun zamandir bilinmektedir. Ancak bir hiicrenin saldiriya
kargi akut adaptasyon gostermesi ve tekrar fenotipik sakin duruma dénmesi yakin zamanda
gbzlemlenmigtir. Murray ve grubunun miyokardda ilk kez énkosullamay tariflemelerinden
bu yana bu giicli, endojen koruyucu stratejinin mekanizmalariyla ilgili gok detayh bilgiler
elde edilmistir’'. 1lk kez kopeklerde tespit edilen 6nkosullama insan iginde gegerlidir. Bu
konuda ilk kez Yellon ve arkadaslari tarafindan koroner bypass operasyonu gegiren bir
hastanin gegici bir iskemi sonrasi kalp ventrikiil kasi biopsisinde adenozin trifosfat
seviyelerinin ventrikiiler fibrilasyon sonrasi daha iyi korundugunun bulunmas: tizerine tarif
edilmistir'®®. Aynca Kloner ve Shook™, Ottani ve grubu®® ile Andreotti ve grubu?
birbirlerinden bagimsiz olarak miyokard infarktiisinden 24-48 saat onceki anginanin
koruyucu etkisini gézlemislerdir.

Onkosullamanin mekanizmalan1 aydinlatilmaya baglandik¢a iskemi digindaki
uyarimlarin da koruma olugturabildigi goriilmigtir. Stres hormonlari, adenozin ve
norepinefrin intraselliller kinazlani aktive ederek onkosullamanin erken fazlarim
aktiflestirebilmektedir. Hiicre dig1 sinyaller, hiicre igi ikincil mesajcilan ve tetikleyicileri
uyaran hiicre zarn reseptorlerini tetiklemektedir. Bu ilk kez Gross ve Auchamach tarafindan
onkosullamanin ATP-duyarl potasyum kanallan (Katp kanallari) tarafindan olugturuldugu
gosterilmistir’.

Murray ve grubu dnkogullama terimini iskemik saldiriya karst miyokardial endojen
koruyucu mekanizma olarak kullanmugtir”’. Uyaramin sekline gore adaptasyon igin gereken
siire farklidir. Endotoksin uyarimli miyokardial adaptasyon 24-72 saatte (ge¢ adaptasyon)
olurken, iskemi ile olugan klasik ©nkosullama (akut adaptasyon) dakikalar iginde
olugmaktadir. Bu gozleme gére mekanizmalarinin birbirinden farkli oldugu ortaya
¢ikmaktadir. Akut adaptasyonda savunma mekanizmalar1 émegin iyon transport sistemleri

iizerinden aktiflesirken, geg adaptasyonda yeni proteinler sentezlenmektedir®®**™,



Akut §nkosullama mekanizmalar

Reseptor-aracili sinyal iletimi

Onkosullamanin erken fazlarinda adenozin ve norepinefrin gibi iskemik stres
hormonlarinin protein kinaz C(PKC) izoformlarinin aktivasyonuna etki ettigine dair birgok
kamt bulunmaktadir’ %%

Fosfatidil 4,5-bifosfat ve diagilgliserolin(DAG) fosfolipaz C ile hidrolizlenerek
aktiflesmesinde, PKC ve kalsiyum-depo organellerinin roli vardir’®. Kalsiyum
homeostazisi birgok sinyal sistemleri tarafindan saglanmaktadir. Birgok hiicrede fizyolojik
yamtlarin siiresi, Ca?* konsantrasyonunun bazal seviyelere donmesinden ¢ok daha uzun
sirmektedir. Bu uzamanin kardiak 6nkosullamadaki fizyolojik 6nemi bilinmemektedir®™.
Bilindigi tizere, hiicre i¢ kalsiyum [Ca®"); arttik¢a bazi PKC izoformlarint aktive etmek igin
gerekli olan fosfolipid hidrolizi azalmaktadir’™. Bu yiizden kalsiyum oynamalar
onkosullamanin indiiksiyonunda goérev almaktadir®. Adenozinin etkisi sonucu Karp
kanallarinin  aktiflesmesi ile iskemik o©nkosullama-aracili adaptasyon olugmaktadir.
Deneysel caligmalar aktif Karp kanallanmn I/R hasani sirasinda Ca®* girigini
stnirlandirdigim gostermektedir.

Miyawaki ve grubu adenozin A;-uyarimli 6nkosullama ile Ca®*" yiiklenmesinin
azaldigim 6ngormiglerdir. Adenozin A; aktivasyonu Karp kanallarimi agarak miyoziti
hiperpolarize etmekte ve Ca®* girigini azaltmaktadir. Boylece reseptor aracih iyon transport
sistemi, miyokardial I/R hasar: sirasinda homeostazisi saglamaktadir®.

Adenozin

Iskemik miyokardda adenozinin birgok vyararlarindan bahsedilmektedir™'%*,
Hipoperfiizyon durumunda adenozinin koruyucu etkileri, koroner arterde vazodilatasyonu
saglayarak gelen oksijen miktarini arttirmak ve negatif inotropik etki yaparak miyokardin
oksijen ihtiyacim1 azaltmakti®. Adenozin kardiak etkilerini A, ve A, reseptorleri
aracithiyla gostermektedir'’®, Adenozin A; reseptoriiniin farmakolojik antagonizmast
iskemik ©&nkosullamanin koruyucu etkisini ortadan kaldirmaktadir. Adenozin A,
reseptoriiniin adenozinle veya selektif adenozin A; reseptdér agonistleri ile uyarilmas: da
iskemik 6nkosullama gibi miyokardial I/R hasarim azaltic1 etki yapmaktadir. Adenozinle
olusturulan korumanin mekanizmasinda PKC ve Katp kanal aktivasyonu birgok hayvan

tiiriinde ve insanlarda rol oynamaktadir®®?!,



Norepinefrin

Onkosullamanin mekanizmalarinda a;-adrenoseptorlerinin  de yeri oldugu
gosterilmigtir’**®, Miyokardial stres norepinefrin sahmmina neden olmaktadir. Banerjee
ve arkadaslari norepinefrinin erken korumada reseptér-aracili sinyal iletiminde etkili
oldugunu bildirmislerdir’. Gergekten de onceki galigmalar katekolaminlerin barsak ve
karacierde stres swrasinda yararli metabolik  degisiklikler olusturdugunu
gozlemlemiglerdir'®'®?, Bunu destekleyen gozlemler sunlardir’.

i) Kisa streli, iskemi miyokardial adrenerjik néronlardan norepinefrin agifa
cikarmaktadir.

i) Iskemik onkogullamamn etkisi onceden rezerpin verildiginde tamamen
kaybolmaktadir.

iii) Eksojen norepinefrin verilmesi iskeminin koruyucu etkisini agiga ¢ikarir.

iv) Gegici iskemiden 6nce veya hemen sonra selektif al-adrenerjik bloker
verildiginde 6nkogullama ortadan kalkar.

v) Selektif al-adrenerjik blokaj eksojen norepinefrinin olusturdugu koruyucu etkiyi
kaldinir.

vi) Fenilefrin ile selektif a;-adrenerjik stimulasyonu iskemik 6nkosullamaya esit
diizeyde koruma olusturmaktadar.

Kalsiyum

Adenozin veya adrenerjik yollardan birisinin aktivasyonu PKC aktivasyonu ile
sonuglanir. Intraselliler Ca®**, PKC aktivasyonunda rol alan onemli intraselliler
sinyallerden birisidir. Kalsiyum homeostazisi birgok sinyal sistemleri tarafindan

9

saglanir”**?. intraselliller Ca®* yiiklenmesi 1/Ra bagli hiicre disfonksiyonu ve 6liimiin esas

106ITILI2  Hasarli miyositlerin postiskemik disfonksiyona  ve

nedeni sayilmaktadir
oliimciil hasardan yitksek [Ca®*}; sorumlu tutulmaktadir'*™''2. Ashraf ve grubu® kisa siireli
Ca®" paradoks yiiklenmesinin kalbi daha ciddi Ca?* yiiklenmelerinden korudugunu
gostermiglerdir. Gergekten de birgok farkli stresle baglatilabilen 6nkosullama(iskemi,
norepinefrin, adenozin) sonucu [Ca®']; seviyesi yiikselmektedir’ 51825,

i) Iskemik 6nkosullama verapamil ile engellenmektedir®

if) sarkoplazmik retikulumda ryanodine-duyarh Ca®" kanallarinin iskemi Oncesi
gegici olarak agilmasi global iskemi ve reperfiizyon hasan sirasinda kalpte olusan

fonksiyonel bozukluklari azaltmaktadir’®.



iif) Farmakolojik olarak [Ca®']; arttiriimasi PKC'yi aktive eder; bu iskemik
onkosulllamanin bilinen mediatoridiir’.

Buradan ¢ikan sonuca gore, preiskemik dénemde hiicre igi kalsiyum arttirilarak
sonraki reperfiizyon doneminde sinirsiz, asinn Kalsiyum girisi engellenmektedir.
Onkosullama mekanizmalarinin farmakolojik olarak uyarilmas: stratejilerinde Ca?* aracili
mekanizmalar da goz 6niinde bulundurulmalidir” .

Protein kinaz C

Eksojen uyaranlarla(adenozin, bradikinin, noradrenalin, asetilkolin, endotelin-1,

81118 jskemik 6nkosullama gibi miyokardial koruma saglamaktadir. Bu uyaranlar

opiatlar)
sonucu intraselliiler sinyaller guanozintrifosfat(GTP)-bagimli-protein-baglantili reseptorler
ve fosfolipaz C ve muhtemelen fosfolipaz D seklinde protein kinaz C ailesinin bir veya
birden fazla izozimlerini harekete gegirerek muhtemel hedef proteinlerin fosforilasyonunu
saglarlar’®. Bu hedef proteinler Karp kanallarinin agilmasini diizenler, ekto-5'-niikleotidaz1
aktiflestirirler veya "heat shock" proteinlerin agia ¢ikmasim saglarlar®®*. Ornegin
iskemik Onkosullama uyarimi verildiinde Karp kanallan agilmakta iken, bu kanallarin
blokaji iskemik onkosullamay: onlemektedir’’. Ancak mitokondrium, sarkoplazmik
retikulum veya niikleusdaki Karp kanallarinin spesifik blokeri olan dofetilide verildiginde
onkosullama etkilenmemektedir’. Kitakaze ve grubunun®® calismasina gore iskemik
onkosullama ekto-5'-niikleotidaz aktivitesini arttirmaktadir, protein kinaz C arttikga ekto-
S'-niikleotidaz aktivitesi de artmaktadir.
"-niikleotidaz

Kitakaze ve arkadaglar®**

yaptiklart ¢aligmalar sonucunda 5'-niikleotidazin akut
onkosullamanin mediatorii oldufunu gostermiglerdir. Bu ¢aligmalarda ekto-5'-
nitkleotidazin  engellenmesinin  iskemik oOnkosullamayr bozdugu, direkt olarak
uyarilmasinin ise korumay: baslattifi gozlemlenmistir. Ayrnica, PKC'nin aktivasyonu
sonucu olugan miyokardiyal korumanin ekto-5'-niikleotidaz-bagimli mekanizma oldugu
tespit edilmistir’>>**°. Hipotezlerine gore, ekto-5'-niikleotidaz gegici iskemi sirasinda
PKC-bagimli mekanizmayla aktiflestirilmekte ve bu artmig aktivite adenozin iiretimini
arttirarak K1p kanal bagimlh korumay: baslatmaktadir.



Gec Onkosullamanin Mekanizmalar

Iskemi- reperfiizyon hasarina karsi endojen miyokardial koruma, akut ve ge¢
mekanizmalarla 6nkosullamamin erken ve ikinci penceresi olarak tamimlanmaktadir’.
Erken ve ikinci 6nkogullama farkli adaptasyon mekanizmalar ortaya koymaktadir® ¥,
Erken 6nkosullama dakikalar iginde olusur, gecicidir ve de novo protein sentezinden

119 74,84,85

bagimsizdir' °. Onkosullamamin ikinci penceresinin baglamasi igin saatler gereklidir

Ge¢ miyokardial adaptasyon veya korumamn ikinci penceresi gegici iskemi'?!,

endotoksemi’*, inflamatuar mediatorler’, hipertermi®® ventrikiiler "pacing"''® ve w-

S

adrenoseptér uyarimi® gibi etkilerden 24 saat veya daha uzun sire sonra agi3a

¢ikmaktadir. Endotoksin diginda interlékin-1, tiimér nekrozis faktor(TNF) ve endotoksinin
Lipid A pargas kardiyopreotektif etkileri uyarmaktadr''*2,

Hiicre zar1 sinyallerinin baglamasi ile olugsan miyokardial adaptasyon igin gerekli
olan ge¢ yanit mekanizmalan1 oldukg¢a karmagiktir. Geg¢ korumada gen transkripsitonu ve
sonra koruyucu miyoselliiler proteinlerin translasyonu olugmaktir®!.

Gergekten de son yapilan gahigmalar geg koruma igin protein sentezi gerekliligini
ortaya koymaktadir®™. Bu bulgulara goére bu iki farkli mekanizma paralel galigarak
miyokardial fonksiyonlann optimumda korumaya ¢aligmaktadir. Her nekadar farkli
mekanizmalar olsa da bazi 6zellikleri ortaktlr..Mei ve arkadaslann hem erken hemde geg
korumada Karp kanal aktivasyonunun gerekliligini gostermiglerdir™. Ayrica tek bagina
adenozinin ge¢ korumay: Karp kanallarinin reaktivasyonu ile uyardig: goriilmiistiir’. (Sekil
3)

Teknik

Esas organ onkosullama

Esas organ onkosullama (EOIO) i¢in kullamlan iskemi siireleri kesin siireler
olmamakla birlikte 2 ile 10 dakika arasinda deZigmektedir, fakat 6nkogullamay: olugturan
kesin bir siire heniiz saptanmamigtir*®**%*%!  iskemiyi takip eden reperflizyon siiresi de
aynt miktarda tutulmaktadir”!. Daha uzun siirelerde ise koruma etkisi kaybolmaktadir®,
Bazi c¢aligmalar bu korumanin 1 saatlik siire sonunda azalarak kayboldugunu gosterse de,
Koning ve grubunun® yaptig1 ¢aligmada bu etkinin ya hep/ya hig prensibiyle birdenbire
kaybolduguortaya konmugtur. Yirmidért saat sonra ortaya gikan ikinci pencere etkisinde de

62,71

aym oOzellikler tespit edilmigtir®™"". Bundan bagka tekrarlayan iskemi-reperfiizyon

105

sikluslarinin 6nkosullamanin koruyucu etki siiresini uzatmadify saptanmugtir . Kisaca,



esas organ onkosullama igleminde orgam besleyen damarlarin 10 dakikalik klempaj: ile
iskemi olusturmak, daha sonra esit siire i¢in klempi agmak yeterlidir.

Uzak organ onkogullama

Przylenk'® uzak bolge onkosullamasinin  miyokardin diger bolimlerini
korudugunu gostermesinden sonra Gho®>’ve ekibi iskemik oénkosullamamn uzak organda
yapilmasinin (barsak, bobrek) miyokardial iskemi reperflizyon hasarimi azalttigim
gostermigtir. Burada teknik olarak mezenter artere 15 dakika iskemi 10 dakika
reperflizyon uygulanmig ve takibeden 60 dakikalik miyokardial iskemi ve reperfuzyon

sonras! infarkt alaminin %50 azaldig1 gérilmiistiir.
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Sekil 3: Iskemik 6nkosullamanin muhtemel mekanizmalarinin semasi




10

Karaciger iskemi-reperfiizyon hasan

Karaciger kan akimi ciddi travma veya tiimor rezeksiyonlar sirasinda siklikla
kesilmesi gerekmektedir**>’2. Transplantasyon sirasinda da karaciger kaginilmaz olarak
komplet iskemiye maruz kalmaktadir. Karaciger kan akimi hemorajik sok, ciddi travma ve
sepsisin geg donemlerinde de azalmaktadir'?,

Iskemi-Reperfiizyon

Hepatik iskemi sirasinda gelisen birgok metabolik ve yapisal bozulmalarin
Onlenmesi ve duzeltilmesi igin reperfiizyon mutlak gereklidir. Ancak, iskemiye bagli
degisiklikler iskemi sonras: (reperflizyon déneminde) devam etmektedir. Béylece iskemik
olarak hasarli organlarda reperfizyon iki amaca hizmet etmektedir. Karacifer iskemi
reperfiizyon hasan ile ilgili birgok ¢aligmalar yapilmig ve lezyonlarin patogenezinde
reaktif oksijen tiirevlerinin ¢ok o6nemli oldugu gosterilmigtir®#4#»728695113,115121,134
Polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) birgok akut patolojik olayda mikrovaskiiler endotelyal
hasardan sorumlu santral mediatérdir’®'*., PMN'ler reperfiizyon hasarinda da sorumlu
ajanlar olarak tespit edilmigtir’®*%!!%126134 Ayrica PMN ve vaskiiler endotel arasinda
adezif etkilesimde rol alan sitokinler ve hiicre adezyon molekiilleri ile ilgili birgok ¢aliyma
yapilmistir®'Y(Sekil 4).

Hepatik iskemi ve reperfiizyon sirasinda serbest radikal olusumu

Karaciger; parankimal(hepatosit) ve nonparankimal(kupffer hiicreleri ve endotel)
hiicrelerden olugsmustur. Hepatosit, toksik oksijen metabolitleri tarafindan hasarlanan
hiicredir. Bu metabolitler adenozin trifosfat (ATP)in ytkimi* ve reperfiizyon sirasinda
indirgenen ikincil oksidatif stres sonucu olusan tiriinlerdir**®. Endotelyal hiicreler, PMN ve
hepatositler oksijen radikal tirevlerinin kaynagidir*****?°. Yakin zamanlarda yapilan
¢ahiymalar Kupffer hiicrelerinin karacier iskemi reperfiizyon hasarinda rol oynadigim

gostermektedir'>%%,
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ISKEMI REPERFUZYON
"no flow" *no-reflow" "re-flow-paradoks™
- Hipokst Hipoksinin uzamast Tekrar okstjenlenme
+Enerjiden zengin fosfatlarm ¢ *mikrovaskiiler hematokrit T + oksijen radikallerinin olusumu
¢ Sodyum/potasyum pompasiy  =>kan akaciligimind o mediatérierin salinim (sitokinler,
+Su ve iyonlann yer degistirmesiy =>mikrovaskiiler direng? eikozanoidler, proteazlar)
*Mikrovaskiiler hematokrit T *endotel hiicre sigmesi +PMN aktivasyonu
*Endotel hiicre sismesi =kapiller okliizyon =lipid peroksidasyon
*Interstisiyel 6dem *interstisiyel 6dem =membran biitiinliiZinin
bozulmasi
*pH =interstisiyel basingT =>endotel biitiinliiZiiniin kayb
=kapiller okliizyon =mikrovaskiiler permabilite arti T
*pH{
=kirmuz hiicre deformilitesi
=>kapiller tikanikhk
DOKU HASARI

Sekil 4: Mikrovaskiiler ve hiicresel hasarin iskemi ve postiskemik reperfiizyon
dénemlerindeki hasar mekanizmalan

Iskemi sirasinda ATP hipoksantine doner; ksantin dehidrogenaz(KD) ksantin
oksidaza(KO) cevrilir*”. iskemik organin tekrar kanlanmasiyla reoksijenizasyon saglanir.
KO hipoksantini ksantine gevirir ve bu iglem sirasinda siiperoksit anyon ortaya gikar. Bu
olay sonucu diger reaktif oksijen metabolitleri ortaya gikar*”. Hepatositler ve endotelde
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu da bu yolladir*®.

Fagositik hiicreler 6rnegin PMN ve kupffer hiicreleri de siiperoksit anyon ve
hidrojen peroksit iiretmektedir’>*®, Membran bagimli nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat oksidaz sistemi(NADPH) aktiflegmis fagositlerle oksijen radikalleri iiretimine
katkida bulunmaktadirlar®.

Notrofil

Reperfiizyon hasart PMN'lerin aktivasyonu, adezyonu ve diapedezi ile karakterize

129 Karaciger I/R caligmalarinda reperfiize dokuda

inflamatuar yamtla ¢ok yakin iligkilidir
PMN arttikga I/R hasarinin da arttigi goriilmiigtiir'2. PMN'lerin monoklonal antikorlarla
baskilanmasi hasan azaltmustir™. Suzuki yaptigi galigmada karaciger I/R sirasinda PMN
infitrasyon diizeyi ile karacifer fonksiyonel ve yapisal bozulmasinin iligkili oldugunu

gostermistir'’’. Aktiflesmis PMN'lerden toksik oksijen tiirevleri agiga ¢ikmakta ve



12

membranda lipid peroksidasyona neden olmaktadir'?’. Aynica aktif PMN'ler azurofil
graniillerden miyeloperoksidaz ve elastaz gibi birgok enzimler salgilamaktadir®>~>"'%,
Miyeloperoksidaz, tahrip edici etkisi yiiksek hipoklorik asit ve serbest oksijen ile indirekt
olarak doku hasarina neden olmaktadir’. Elastaz proteolitik bir enzimdir ve mikrovaskiiler
gecirgenligi arttirarak endotel hiicre ve ekstraselliller matriks arasina PMN'lerin go¢
etmesini saglar'?,

Sitokinler

Hepatik I/R hasarindaki molekiiler mekanizmalar hala iyi bilinmemektedir.
Sitokinler bir grup polipeptid mediattrlerdir ve normal homeostazisin pargas: degildirler,
ancak birgok patofizyolojik olaylarda biyolojik etkileri vardir’®. Timér nekrozis
faktor(TNF) ve Interlokin-1(IL-1) PMN'leri inflamasyon bolgesine geker*****’) ancak
sadece TNF respiratuar zincirleri direkt olarak uyararak reaktif oksijen tlirevi serbest
radikaller ve bunlarin metabolitlerinin olusmasini saglar*® ve vaskiiler endotel'in nétrofil

125 Bundan baska TNF'e maruz kalan endotel

aracili saldinsina kargt hassasiyetini arttirir
hiicreleri inflamatuar mediatérlerden IL-1 ve platelet aktive edici faktor(PAF)
salgilarlar®*?®. IL-1, makrofaj kokenli sitokindir ve septik okta mediator olarak nemli rol
oynar®. Aktiflesmis kupffer hiicreleri IL-1 salgilayarak endotelden diger sitokinlerin
salgilanmasim saglar'*'??. IL-1, TNF etkisiyle aktif PMN'ler tarafindan uretilmektedir'®.
IL-1, PMN'lerin inflame dokularda damar digina ¢ikmasini saglayan bilinen en giiglii
ajandir®®. Bu sitokinler genel inflamatuar yamt olusturarak PMN'lerin toplanmasim ve
aktivasyonunu saglar, boylece iskemi reperfiizyon sonrasi hepatik lezyonlara neden olur.
Kupffer hiicre-kokenli sitokinler (IL-1, TNF) hepatositlerde lokosit kemotaktik peptid IL-
8 iiretimine neden olarak PMN ve endotel aras: etkilegimlerin artmasim saglarlar'"’.

Hiicre adezyon molekiilleri

Tiim6r nekrozis faktor ve IL-1 endotel yiizeyinde hiicre adezyon molekiilleri denen
adezyon reseptorlerinin iiretimini uyararak nétrofillerin tutunmasim kolaylagtirirlar*™,
Yakin zamanda interselliller adezyon molekiili-1 (ICAM-1), vaskiller hiicre adezyon
molekiilii-1 (VCAM-1) ve endotelyal 16kosit adezyon molekiilii-1 (ELAM-1) gibi birgok
adezyon molekilii tanimlanmustir™. Adezyon molekiilleri yapilarina gére 3 major aileye
aynilir; selektinler, integrinler ve immiinglobulin siiperailesi®. Selektin ailesi E-
selektin(énceleri ELAM-1), P-selektin ve L-selektindir. Interselliiler adezyon molekiilii-1

ve VCAM-1 immiinoglobulin siiperailesine aittir®.



13

PMN'lerin endotele yapigmasinda esas olarak PMN-bagimli veya endotelyal
bagimli mekanizmalar veya herikisinin araci oldugu gosterilmistir®®. Deneyler reperfiizyon
hasarinda PMN-bagimli mekanizmalar1 desteklemekte ve intestinal iskemi sonrast mukozal
hasarin CD11/CD18 denilen glikoprotein kompleksine karsi gelistirilen monoklonal
antikorla 6nlenebildigini gostermektedir'’. Aynca Jaeschke ve grubu karacijer I/R
hasarinda PMN-bagimli mekanizmanin mevcudiyetini gostermistir’’. Reperfiize dokuya

1% Kiigiik veniiller boyunca

PMN infiltrasyonu birgok sirali mekanizmayla olmaktadir
endotele marjinasyon ve siralanma ile damar duvannda film adezyon olusur. Bu olaylan
diapedez ve daha sonra ekstravaskiiler dokuya gog izler'®. Selektinler, PMN'lerin aktive

109

endotelde ilk adezyonu veya siralanmalarini saglar™ . Nétrofil glikoprotein kompleksi

CD11/CD18 B; integrindir ve film adezyon isleminde 6nemli rolii vardir'%+1%.

Vedder ve grubu'?® ICAM-1 igin nétrofil ligand: olan nétrofil adezyon molekiili
CD18'e karst monoklonal antikor kullanarak sok veya resiissitasyon sonrasi reperflizyon
hasarindaki PMN yapigmasim1 6nlemiglerdir. Endotelyal ICAM-1'in B, integrinler gibi

transendotelyal gogte onemli rolii vardir'®

. Kritik adezyon fazinin engellenmesi ¢ok
spesifiktir ve PMN-aracili hasann azaltmak igin uygulanan nétrofil ablasyonu veya
antiinflamatuar ajanlardan daha avantajlidir. Anti ICAM-1 monoklonal antikorlarin
hepatik''*, miyokardial” ve spinal kord' iskemi-reperfiizyon hasarim énlemede yararlt
oldugu gosterilmistir. Bu bulgular endotelyal bagimli mekanizmalann I/R hasarindan
sorumlu oldugunu gostermektedir.

Lipid Peroksidasyon

Biyolojik sistemlerde, doymamig yag asitlerinin serbest radikal oksidasyonu lipid

182338 1ipid peroksidasyon reaksiyonuna en duyarl

peroksidasyon olarak adlandirilir®
bilesikler, membran fosfolipidlerinin yapisinda yer alan doymami§ uzun zincirli yag
asidleri(PUFA), 6zellikle aragidonik asid ve dekosohekzaenoik asiddir. Bu nedenle lipid
peroksidasyonunun yol agti51 en énemli hasar hiicre membraminda gergeklegir™®,
Membranlarin zedelenmesine neden olan lipid peroksidasyon, hiicrelerde iki
mekanizmayla hasar olusturmaktadir, membranlarin anatomik biitinligiiniin bozmas: ve
tiretilen toksik bilesiklerin iiretildigi yerden diffiizyonla diger yerlere ulagtinlarak hasar
meydana getirmesi bu mekanizmay1 olusturur. Yogun sekildeki peroksidasyon, biyolojik
membranlarda, membran akicihifinin kaybolmasina, spesifik olmayan iyon gegirgenlifinde

artisa (K", Ca*? gibi) neden olarak, membranlardaki enzimlerin aktiviteleri igin gerekli olan
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tiollerin okside olmasini ve membran transport mekanizmasimn bozulmasini saglayarak
membranlarn biitiinligini ve islevini bozar®*,

Aldehit ve malondialdehid (MDA) gibi lipid peroksidasyon sonucu olusan driinler
diffuzyonla olugtuklan yerden salinirlar. Toksik olan aldehidler birgok hiicre fonksiyonunu
ve enzimi inhibe ederek hasar olustururlar®. Doku hasarimin gostergesi giiniimiizde lipid
peroksidasyon ol¢limii olarak kabul edilmekte, MDA, alkanlar, lipid hidroperoksitler, dien
konjugatlann gibi urinlerin Slgimii  lipid peroksidasyonun gostergesi olarak
kullanilmaktadi®®4>*7%%,

Glutatyon

Glutatyon glutamat, sistein ve glisinde olugan bir tripeptiddir ve reaktif oksijen
metabolitlerine karst viicuttaki en onemli savunma sistemidir’”®®. Hiicre igerisinde
nonenzimatik olarak kolayca okside olabilen siilfidril gruplarina sahiptir’’. Glutatyon
(GSH) redoks siklusu endojen antioksidan olarak membran lipid peroksidasyonunu
onler*!. Lipid peroksidazlarla girdigi reaksiyon sonucu oksitlenmis olan (GSSH) hiicreler
i¢cin toksiktir ve bu yiizden NADPH'a bagimli glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar
glutatyona (GSH) indirgenir'®’. Iskemi reperflizyon deneylerinde siklikla oksijen

11'51’65’127. iskemi

radikallerinin hiicre igi etkilerini gozlemlemek igin kullanilmaktad
reperfiizyon sirasinda agia ¢ikan GSSH doku ve plasmada GSH'a gore ¢ok az miktarlarda
bulunmaktadir. GSSH (okside glutatyon)'in iskemik hasar degerlendirmelerinde GSH'a
gére ¢ok daha sensitif oldugu ve GSH ile tespit edilemeyen degisimleri ¢ok daha iyi

yansitabildigi gosterilmistir®'.



15

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Aragtirma laboratuvarinda
gergeklestirildi. Caligmada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlan
yetistirme bolimiinden agirliklann 175-250 g arasinda degisen, her iki cinsten 40 adet
Wistar sigan kullanildi. Siganlar deney oncesi gida ve su alimlari serbest birakildi.
Siganlar randomize olarak 3 gruba ayrildi.
Gruplar

1. Kontrol karaciger sol lob iskemi(90 dakika iskemi-180 dakika reperflizyon)
(n=10)

2. Aym organ IO(Karaciger pedikiili 10 dakika iskemi-10 dakika reperfiizyon) +
karaciZer sol lob iskemi(90 dakika iskemi-180 dakika reperfiizyon) (n=15)

3. Intestinal 10 (Siiperior Mezenterik Arter 10 dakika iskemi-10 dakika
reperflizyon) + karaciger sol lob iskemi (90 dakika iskemi-180 dakika reperfiizyon) (n=15)
(Sekil 5, 6),(Resim 4,2,%),

Median lob

Sa{j lateral lob

Hepatik portal ven Safra kanal

Sekil 5: Sigan karaciger anatomisi

Uygulanan Operasyon
Tiim hayvanlar karn cildi tragim1 takiben intramiiskiiler olarak 50 mg/kg dozda
ketamin (Ketalar, Eczacibagt AS.) anestezisi uygulanarak semisteril kosullarda orta hat

laparotomi yapild1.
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Birinci grup hayvanlarda porta hepatis ortaya kondu, sol ve median loba giden arter
ve ven 90 dakika boyunca atravmatik mikrovaskiiler klemp (vascu-stattsIl, midi diiz 1001-
532; Scanlan Int., Minn., USA) ile klempe edildi. Daha sonra 180 dakika boyunca
reperflizyona birakildi. Reperflizyon sonrasi hemen doku ornekleri alindi.

Ikinci grupta karaciger sol ve median lob damarlan bulundu ve iskemik
onkosullama iglemi igin 10 dakika iskemi 10 dakika reperfiizyon yapildi. Onkosullama
sonrast yine ayni damarlar kullanilarak 90 dakika iskemi 180 dakika reperfiizyon yapildi.

Islem sonras1 doku érnekleri alindi.

Grup 1
90’ - 180'
iskemi-reperfuzyon
.Grup 2
10°10' 90°- 180"

iskemi-reperfiizyon

-
- ince barsak Grup 3

-

10'10° 90°- 180"
iskemi-reperfiizyon

Sekil 6: Deney gruplarina uygulanan 6nkogullama ve iskemi/reperfiizyon islemleri
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Ugiincii grupta ince barsaklar sol tarafa yatirildi. Siperior mezenterik arter aorta
cikisinda klempe edildi. Bu islem sirasinda siiperior mezenterik artere 10 dakika iskemi 10
dakika reperfiizyon uygulandi. Daha sonra karaciger sol ve median loba 90 dakika iskemi
180 dakika reperfiizyon yapildi. Islem sonrast doku ornekleri alindi.

Siganlardan alinan karaciger dokusu patoloji i¢in %10'luk formaldehit igerisine
kondu. Biyokimyasal inceleme igin ayrilan karaciger serum fizyolojik ile yikandiktan
sonra aliminyum folyoya sarilarak stvt azotta donduruldu ve deney giiniine kadar

-70°C'deki derin dondurucuda sakland:.

Resim 1: Median ve sol loba giden damarlarin arka tarafina yerlestirilmis siyah lastik

goriilmektedir.



A (&

Resim 3: Uzak organ onkosullama i¢in kullanilan siiperior mezenterik arterin aorta

¢tkiginin arka tarafina kirmizi lastik yerlestirilmistir.

18
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Lipid peroksit dl¢iim teknigi

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii malondialdehittMDA) diizeyi, 1,1,3,3-
tetraethoksipropann standard olarak kullanildig1 tiyobarbitiirik asit(TBA) testi ile
belirlendi. TBA testi, "TBA reaktive substance" olarak nitelendirilen lipid peroksitlerin
(MDA) TBA ile girdigi reaksiyon sonucunda olugan pembe renkli maddenin
konsantrasyonunun kalorimetrik olarak 6lgiilmesi prensibine dayamr(Uchiamal978).
Deneyin yapilisi
-Ayrnlan karaciger dokularindan bir boliimii tartilarak 1:9(agirlik: hacim) oraminda %1.15
soguk KCl soliisyonu ile homojenize edildi.
-0.5 ml homojenat, 3 ml fosforik asit ve 1 ml TBA soliisyonu ile kanigtinldiktan sonra 45
dakika kaynayan su banyosunda bekletildi.
-Tupler hizla sogutulduktan sonra 4 ml n-butanol eklendi ve 3500 rpm'de 10 dakika
santrifuj edilerek n-butanol fazi ayrildi.
-Spektrofotometre de 535 ve 520 dalga boyunda supernatantin absorbans: dl¢ulda.
-Standart olarak 0.5 ml 0.5 nmol tetraethoksipropan numune gibi ¢aligilds.

Iki absorbans degeri arasindaki fark nmol/gr biriminde doku malondialdehit(MDA)

miktan olarak belirlendi.

Karaciger dokusunda Glutatyon tayini

Doku glutatyon tayini Ellman'in(Ellman1959) tanimladigi doku stilfidril miktan
tayinine gore yapildi. Alkali ortamda p-nitrofenil disilfitin alifatik tiyol bilesikleri ile
reaksiyonu sonucunda her mol tiyol bagina olugan p-nitrofenol anyonunun miktarnm élgme
esasina dayanir.
Deneyin yapilisi
-Elde edilen karaciger dokusu 6érneklerinden bir bélimii 5:1(hacim/agirlik) oraninda 0.5 M
metafosforik asit ile dilue edilip homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra 3500 rpm'de
10 dakika santrifuj edilen siipernatanda glutatyon tayini yapildi.
- 2.4 Ellman reaktifine 0.2 ml siipernatan, 0.3 ml fosfat tamponu, 0.1 ml distile su
eklenerek 410 nm'de kore karsi absorbans degeri 6l¢iildi.
- siipernatanda Lowry yontemi ile protein tayini yapildi.
Glutatyon miktarimmol GSH/mg protein olarak verildi.
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Histopatolojik inceleme

Yapilan ¢aligmada tiim gruplardaki hayvanlardan alinan karaciger dokular1 %10'luk
formalinle tespit edildi. Parafin bloklama yapilarak 4p'luk kesitler alindi ve hematoksilen-
eozin ile boyandi. Histopatolojik degisiklikler siniizoidal, konjesyon, kupffer hiicre
hiperplazi-hipertrofisi, inflamasyon. Parankimde hepatositlerde vakuolizasyon, hidropik
dejenerasyon, belirgin atrofi, nekroz (Zon III periveniiler), fokal nekroz alanlar1 Zon 3'te
degerlendirildi. Ayrica portal inflamasyon ve terminal hepatik veniil ile portal vende
endotelialitis varligi aragtirildi. Bulgular yayginlifi ve agirlifina gore semikantitatif
derecelendirildi. Grade I-hafif (1), Grade II- orta (2) ve Grade HlI-siddetli (3) olarak
degerlendirildi.. Tim vakalarin grade ortancalan alinarak diger gruplarla istatistiksel olarak

kargilagtirilda.

Sonuclann analizi
Deney sonucunda elde edilen veriler ortalama ve standart hatasi ile (Ort+= SEM)
verildi. Gruplar aras: verilerin degerlendirilmesinde Mann Whitney U testi kullanildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli, p<0.001 ise ileri derecede anlaml1 olarak kabul edildi.
Patolojik degerlendirmede tiim gruplarin gradeleri tek yonlii Kruskal Wallis
varyans analizi ile kargilagtiniidi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Glutatyon, lipid peroksit (malondialdehit, MDA) degerleri ve istatistiksel
degerlendirmeleri:
Glutatyon

Grup 1 (0.729+0.20) ve Grup 2 (0.557+0.23) ile Grup 2 (0.557+0.23) ve Grup 3
(0.368+0.08) doku glutatyon diizeyi agisindan kargilastinldifinda aralarinda istatistiksel
olarak bir farka rastlanmamigtir. Ancak 3. grubun doku glutatyon diizeyi (0.368+0.08) 1.
gruba gore (0.729+0.20) istatistiksel olarak anlamli gekilde digiik bulunmugtur (p<0.05)
(Sekil 7).

Sekil 7:Doku glutatyon diizeylerinin gruplara gére dagilimi.
* p<0.05 (grup 3 ile grup 1 arasinda)
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Lipid Peroksit(MDA)

Grup 1 (1.391+0.24) ve Grup 2 (2.155+1.26) ile Grup 2 (2.155+1.26) ve Grup 3'iin
(2.44520.78) doku MDA diizeyleri kargilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamlihk
bulunmadi. Ancak Grup 3'iin doku MDA diizeyi 1. gruba gére istatistiksel olarak ileri
derecede anlamli gekilde yiiksek bulundu(p<0.001, Sekil 8).

Sekil 8: Doku MDA diizeyleri
* p<0.001 (grup 1 ve grup 3 arasinda)
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Patoloji

Yapilan incelemede agirlikli olarak nekroz (Zon III periveniiler), atrofi (Zon I
periveniiler), ve endotelialitis (santral ven) parametrelerinde 1. grupta 2. ve 3. gruba gore
anlamh fark saptandi (p<0.05).
Siniizoidal konjesyon: Gruplar arasi fark gozlenmedi (Resim 4).
Atrofi: Grup 1 ve grup 3 arasinda fark gozlenmektedir (p<0.001). Diger gruplar arasi
istatistiksel incelemede anlamhi fark gozlenmesede grup 1 ve grup 2 arasinda fark
gorilmektedir (Resim 5).
Siniizoidal inflamasyon: Gruplar arasi fark gozlenmedi (Resim 6a).
Endotelialitis: tim gruplarda gruplar arasi fark gozlendi (p<0.05) (Resim 6b).
Vakuolizasyon: Sadece grupl ve grup 3 arasinda anlaml: fark gézlendi (p<0.05).
Kupffer hiperplazisi: grup 1 ve grup 2 arasinda anlamh fark gostermektedir (p<0.05).
Grup 1 ve 3 arasinda istatistiksel anlamli fark gézlenmezken grup 2 ve grup 3 arasinda
istatistiksel olarak fark gozlendi (p<0.05) (Resim 7).
Hidropik dejenerasyon: Gruplar arasi fark géstermemektedir,
Nekroz: Grup 1 ile grup 3 arasinda iststistiksel olarak fark gézlendi (p<0.05). Grup 1 ve
grup 2 arasinda da istatistiksel anlamli olmasa da degerlendirme yapildiginda fark
gozlenmektedir (Resim 8).

Portal inflamasyon: Gruplar arasi istatistiksel fark gézlenmedi.

Bu sonugla 1. gruptan farkli olarak énceden iskemik énkosullama uygulanan 2. ve
3. gruplar 1. gruba(kontrol) gore iskemiye daha direngli olduklar histopatolojik olarak
saptandi (Tablo 1).

Toplam hasar degerlendirmesi (maksimum 30) bakimindan 1. grupta hasar derecesi
(18/30) %60 iken grup 2'de (12/30) %40, grup 3'te ise (12/30) %40 olarak bulundu.

Buradan, her iki 6nkosullama yénteminin de karaciger iskemi reperfiizyon hasarini
%33 oraninda azalttif tespit edildi (Sekil 9).
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Tablo 1: Gruplann histopatolojik degisikliklerinin derecelendirilmesi(gradelemesi)

. Grup 1 Grup 2 Grup 3 .
Siniizoidal konjesyon 2 2 2
Kupffer hiperplazi/hipertofi 3 2 3
Siniizoidal inflamasyon 3 2 2
Vakuolizasyon 1 1 0
Hidropik dejenerasyon 1 1 1
Nekroz(Zon III periveniiler) 1 0 0
Atrofi 2 1 1
Fokal nekroz 2 2 1
Endotelialitis 1 0 1
Portal inflamasyon _2 1 1 .
Toplam 12, 12/30

ﬁ‘ s
.
“LEEY

.
S
G

Sekil 9: Gruplann toplam histolojik gradeleme skorlarinin yiizdeleri.



Resim 5: Periveniiler hepatositlerde kayip, atrofi, siniizoidal inflamasyon,

endotelialitis, grup 1, (HEx200)
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Resim 6a: Periveniiler belirgin siniizoidal inflamasyon, nétrofil agregatlari, grup 1,

(HEx200).

Resim 6b: Ayn: alamin buyiik bilyiitmesi, santral vende hafif derecede endotelialitis,

grup 1, (HEx400).



Resim 7: Kupffer hiicre hipertrofisi/hiperplazisi, grup 2, (HEx400).

Resim 8: Periveniiler alanlarda iskemik nekroz, grup 1, (HEx100).

27
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TARTISMA VE SONUC

Yaklasgtk 10 yildir literatiire iskemik oOnkosullama yontemi olarak gegen bu
fenomen, organizmanin giniimiize kadar farkedilmemis olan bir savunma mekanizmasidir.
Ik kez kardiyoloji klinik uygulamalan sirasinda farkedilen énkogullamanin mekanizmalari
deneysel modellerle aydinlatiimaya galisilmigtir®>”. Onkosullamamn sadece kalbe 6zgii
olmadig1 ve bobrek™?; karaciger®’; beyin®? ve iskelet kasi’™® gibi organlarda da varlig:
gosterilmigtir. Yontem olarak onkosullama ile korunmas: istenen bolgeye Onkosullama
yapilmaktayd1. ilk kez Przylenk'® aym orgamin onkosullama yapilmayan diger
bolgelerinin de korunabildigini kesfetmis, ardindan Gho®® uzak organda yapilan
onkosullamamin kalbi korudugunu géstermistir.

Kalp diginda karaciSerin de cerrahi uygulamalar agisindan(rezeksiyon,
transplantasyon) iskemi reperfiizyon hasarimin sikhikla goézlendigi bir organ olmasi
nedeniyle 6nkosullamamin en fazla incelendigi ikinci organ olmugstur®®$:1%%132  Ancak
simdiye kadar butin g¢aligmalar da karacier i¢in ayni organ Onkosullama
kullanilmugtir 061100132

Bu ¢aligmada ilk kez kalp i¢in gegerli olan uzak organ énkosullamasinin koruyucu
etkisinin karaciger i¢in gegerliligi ve esas organ dnkosullama yontemi ile de kagilagtirarak
aralanindaki farklar arastirilmigtir.

Onceleri karacigerin kalict hasar oluymadan iskemiye en fazla 15-20 dakika

122 Ancak deneysel hepatik iskemi galigmalan bu geri

dayanabilecegi diigiinilmekteydi
donisii olmayan stirenin siganlar i¢in 60-120 dakika, babun ve domuzlar i¢in 90-120
dakika oldugunu tespit etmislerdir'*’. Hepatik rezeksiyon yapilan hastalarda da 65
dakikaya kadar iskemik kalan karacierin sorunsuz geriye dondiigii bildirilmigtir’®*.
Karaciger iskemik hasan konusunda daha 6nceden yaptigimiz 6ngaligmalarda 45 dakikalik
iskemi siiresi ile 1gtk mikroskopunda ayird edilebilecek diizeyde yeterli degisiklik
gbzlemlemedik, bu yiizden literatiire de uygun olarak 90 dakikalik iskemi siiresini
kullandik. Daha kisa siireli iskemi uygulandifinda elektron mikroskopik inceleme daha
aydnlatici olabilecegi bildirilmektedir'?.

Karaciger iskemi-reperflizyonununda hasar ve koruma mekanizmalarini incelemek

122 Gegmigte total karaciger iskemisi ve/veya

i¢in birgok deneysel modeller kullanilmigtir
portosistemik ant modeli siklikla kullamlmaktaydi'??. Ek olarak degisik derecelerde

parsiyel iskemi olusturarak bolgesel karaciger iskemi modelleri de kullamlmustir'®.
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Giiniimiizde artik kullanilan en uygun metod mezenterik venéz konjesyon olusturmadan
uygulanabilen karaciger iskemi-reperflizyon modelidir. Boylece mezenterik vendz dolagim
bozulmadan ve dolayisiyla barsaklarda konjesyon-iskemi olusturmadan izole karaciger
iskemi-reperfiizyon hasari daha iyi degerlendirilebilmektedir'*.

Onkosullama islemi ile literatiir uygulamalan farkhilik gosterse de, karaciger icin
uygulanan onkosullama genellikle 10'ar dakikalik iskemi reperflizyon siklusu seklindedir.
Bunun yamnda S'er dakikalik uygulamalarda mevcuttur®. Bobrekte yapilan bir
onkosullama ¢aligmasinda 4 dakika iskemi 11 dakika reperfiizyon modeli kullamlmig ve
basarili bir koruma elde edilememistir*®. Burada muhtemelen korumay: uyaracak siddette
yeterli bir iskemi siiresi saglanamamigtir. Ayrica bobrek gibi dolasan kanin %25'ini alan
bir organ i¢in 4 dakika yetersiz kalmis olabilir.

Onkogsullama organlara gore degisebilmektedir. Iskelet kasi ile yapilan bir
¢aligmada’® iki siklus olmak iizere 30 dakika iskemi ve 10 dakika reperfiizyonla ancak
koruma saglanabilmigtir. Biz de ¢alismamizda esas organ onkosullamasi igin bilinen ve
uygulanan 10'ar dakikalik iskemi reperfiizyon yontemini(grup 2 i¢in) segtik. Gho'nun kalp
i¢in yaptig1 caligmay1 omek alarak mezenterik artere bir kez 10'ar dakikalik iskemi ve
reperflizyon(grup 3) uyguladik ve uzak organ karacifer i¢in koruma saglamay1 basardik®.
Caligmamizda her iki yonteminde hasan yaklagik %33 oraminda azaltmig olmasi
yontemimizin karaciger igin uygunlugunu géstermektedir.

Karaciger iskemi ve reperfizyonu sirasinda olusan hasarin ¢ogu reperflizyon
déneminde olmaktadir'”. Bu dénemde hem dolagimdan gelen, hem de dokudaki
makrofajlar(kupffer hiicresi) karaciger hasan olusturmaktadir*®®. Yapilan galigmalarda
reperfiize dokuda PMN miktan arttikga I/Rhasarimin artti1 gorilmistiir'??. Caligmamzda
yapilan patolojik incelemede endotelialitis(PMN infiltrasyonu)  parametresinin
grade'lerinde kontrol grubunun diger gruplara gore belirgin fark gostermis olmas: ve
kontrol grubundaki doku hasarinin giddetinin fazlalig: buna baglanmstir.

Histolojik incelemede kullanilan her parametre iskemi ve reperflizyon sirasinda
karaciger dokusunda olusan hasarin ayrintili incelenmesinin bir gostergesidir.

Bu parametreler yapisal olarak gozle gorilir sekilde gruplar arast farki belirgin olarak
ortaya koymaktadir. Bu parametreler dogrultusunda 6nkosullama gruplarinda(grup2 ve
grup 3) kontrol grubuna gore yaygin nekroz gozlenmemigtir. Ayrica atrofi, fokal nekroz,

endoteialitis ve siniizoidal inflamasyon kontrol grubunda iskemi grubuna goére daha fazla
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gozlenmigtir. Iskemi reperfiizyon hasarindan sorumlu kupffer hiicre hiperplazisi ve
siniizoidal inflamasyon kontrol grubunda grup 2'ye gore anlaml farklidir. Bu incelemeye
gore endotelialitisin onkogullama gruplarindaki azlif1 korumanin bu parametre tizerinden
etki edebildigini diisiindiirtmektedir.

Patolojik skorlama total olarak degerlendirildiginde ise énkogullama yapilan iki
grup arast fark olmadif goérilmektedir. Buradan UOIO ile EOIO'min karacigeri esit
diizeyde koruyabildigi ortaya c¢ikmaktadir. Ancak her iki grup arasinda kupffer
hiperplazisi, vakuolizasyon ve endotelialitis parametrelerinde istatistiksel anlaml farklar
tespit edilmis olmasi bu iki yontemin etki mekanizmalarinda farkliliklar olabilecegini
disiindiirmektedir. Nitekim Gho® tarafindan yapilan caligmada, ganglion blokeri
hekzametonyumun mezenterik arter ile yapilan uzak organ 6nkogullamanin kalbi koruyucu
etkisini bozdugu gorilmiigtiir. Buradan da uzak organda koruma olusumunda noéral yollarin
etkin olarak rol aldig: bildirilmektedir. Bu mekanizma da heniiz aydinlatilamamstir.
Bundan bagka ayn1 organ farkli bélgedeki 6nkosullamay1 hekzametonyum etkilememistir.
Kalp gibi zengin sinir aglar1 olan karaciger i¢in de bu néral yollar s6z konusu olabilir.

Hiicre i¢i antioksidan sistemlerden birisi olan glutatyon I/R ¢aligmalarinda
parametre olarak kullamilmaktadir’%*'*’, Bu caligmada kontrol grubu ve grup 2 arasinda
ve Onkosullama gruplarinin (grup2 ve grup 3) arasinda istatistiksel fark saptanmamustir.
Kontrol grubu ve grup 3 arasinda ise istatistiksel anlamli fark saptanmigtir(p<0.05).
Buradan iskemi reperflizyon sirasinda doku glutatyon diizeyinde kontrol grubu ve grup 2
arasinda fark olmadig, patolojik inceleme sonuglar g6z oniine alindiginda ortaya ¢ikan
korumay1 glutatyondan bagka faktorlerin de etki etmis olabilecegi diisiiniiimektedir. Okuda
ve grubunun® karaciger (90 dakika iskemi) iskemi-reperfiizyon hasart ile ilgili yaptigt
¢aligmada, serbest oksijen radikali olusumunun ¢ok diisiik oldugunu ve oksidatif stres
durumlarina glutatyonun major intraselliller defans sistemi olarak katiimadigini
gostermigtir. Yine kardiyak iskemik onkosullama yapilan bir galigmada, antioksidan
savunma sistemlerinin 6nkosullama mekanizmalanna etki etmedigi, korumanin bagka
faktorler iizerinden olabilecegi gosterilmistir'®. Doku lipid peroksit(MDA) diizeyleri ile
yapilan degerlendirmelerde de iskemik dokularda olusan fonksiyonel ve yapisal
degisikliklerle MDA diizeyleri arasinda iliski saptanmamigtir'®. Caliymamzda
onkosullama gruplarinda patolojik incelemede nekroz agisindan belirgin fark saptamirken

grup 1 ve grup 2 arasinda lipid peroksit diizeyi agisindan fark saptanmamustir.
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Iskemik 6nkosullama ile dokular kisa siireli de olsa kalict hasarlar olusmadan
iskemi ve reperflizyona maruz kalmaktadir. Kullandigimiz biyokimyasal parametreler
fonksiyonel degisimleri, histopatolojik degerlendirme ise yapisal etkilenmeleri
gostermektedir. Onkosullama olarak kullamlsa bile, dnkogsullamanin olusturdugu dokudaki
minimal travma nedeni ile doku lipid peroksit diizeyleri gruplar aras: farklar gostermekte
yetersiz kalmig olabilir. Yine, 6nkogullama ile yapisal korunma bulundugu halde
glutatyonun diizeylerinde belirgin fark go6zlenmemesi, bu parametrenin O6nkosullama
caligmalarinda tek bagina yeterli olamayacagimin gostergesi olabilir.

Sonug olarak, karacigerde iskemik oOnkosullama ister aym organda ister uzak
organda olsun karaciger iskemi-reperfiizyon hasarim histopatolojik olarak %33
oraninda azaltmaktadir. Burada uzak organ kullanmanin avantaji ve klinik uygulamasi,
transplantasyon veya rezeksiyonlar sirasinda onkogullama i¢in aymi organda baska bir
isleme gerek kalmadan yapilabilmesi veya bacak gibi iskelet kaslar1 denenerek aym etki
olusuyorsa bunlarin kullaniimas: seklinde olabilir. Klinik ¢aligmalarla da desteklendiginde,

bu ¢aligmamn karaciger cerrahisine katkilan olacaktir.
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OZET

Iskemik énkosullama, kisa siireli tekrarlanan iskemi ve reperfiizyon doénemleri ile
sonraki daha uzun siireli iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu, indiiklenebilen giiglii
bir endojen mekanizmadir. Bu mekanizmanin varlifi miyokard, bobrek, iskelet kasi, beyin,
ve karacigerde gosterilmistir. Uzak organda yapilan iskemik onkosullama da miyokardial
iskemi reperflizyon hasarim1 azaltmaktadir. Buradan yola gikarak bu g¢aligmada mezenterik
arter veya karaciger pedikiili kullanarak olusturulan iskemik 6nkogullama yontemierinin
karaciger iskemi reperflizyon hasarim dnleyici etkilerini aragtirild:.

Hepatik pedikiilde (HA) 10 dakika iskemi, 10 dakika reperflizyon yapilarak
iskemik 6nkogullama olusturdu. Daha sonra karaciger sol ve median lobunda 90 dakika
iskemi 180 dakika reperfiizyon yapildi. Diger bir grup siganda iskemik 6nkosullama iglemi
icin mezenterik arter (MA) kullamld: ve iskemi reperflizyon hasan karacigerin aymi
loblarinda(sol ve median) calisildi. Iskemi reperflizyon hasar degerlendirmesinde, doku
glutatyon (GSH) ve doku lipid peroksit (MDA) diizeyleri galisildi. Ayrica tiim hayvanlarda
histopatolojik inceleme yapilarak hasar diizeyleri skorlandirildi.

Doku GSH diizeyleri, MA ile 6nkogullama yapilan gruplarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diigiik bulundu(p<0.05). Diger gruplar aras istatistiksel anlamh
fark g6zlenmedi. Doku MDA diizeyi kontrol grubuyla MA grubu arasinda istatistiksel
anlamlh yikseklik gozlenirken(p<0.001), diger gruplar arasi istatistiksel anlamli fark
gozlenmedi. Histopatolojik incelemede, kontrol grubunda %60 oraminda hasar tespit
edilirken 6nkogullama yapilan her iki grupta da hasar orant %40 diizeyindeydi. ‘

Sonugta, iskemik onkosullama igin HA veya MA kullanimi ile karacier iskemi
reperfizyon hasan heriki yontemle de %33 oraminda azalmaktadir. Kalp cerrahisinde
basariyla kullailan bu yontem, karacifer operasyonlarinda da (rezeksiyon,

transplantasyon) yararl olabilir.
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