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OZET

Bu ¢aligmada karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 ilizerine magnezyum
stilfatin etkisini aragtirmay1 amacladik.

Calismamiz Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan Calismalar1 Etik Kurulu

onay1 alinarak gerceklestirildi.

Calismamizda 2-4 aylik 250-350 gram agirliginda Wistar Albino cinsi 32
disi rat kullanildi. Ratlar randomize edilerek dort gruba ayrildi. Kontrol(K)
grubunda sadece ratlarin batmni agildi. iskemi olusturulmadi ve diger gruplar kadar
beklendi. Magnezyum(M) grubuna sadece laparatomiden 20 dakika ©once 200
mg/kg magnezyum siilfat uygulandi. iskemi olusturulmadi ve diger gruplar kadar
beklendi. Iskemi reperfiizyon(IR) grubunda laparatomiden sonra 60 dakika kadar
karacigerde iskemi yapildi. Daha sonra 60 dakika reperfiizyon saglandi. iskemi
reperfuzyon ve magnezyum(IR+M) grubunda batin agilmadan 20 dakika dnce 200
mg/kg magnezyum siilfat uygulandi. Laparotomi yapildiktan sonra 60 dakika kadar
karacigerde iskemi olusturuldu ve daha sonra 60 dakika reperfiizyon saglandi.

Kan Ornekleri biitin gruplarda intrakardiyak olarak alindi. Biokimya
labaratuarinda alinan &rneklerden TAS, TOS, ALT, AST, TROPONIN | ve INR
calisgildi. Daha sonra karacigerden doku oOrnekleri alindi. Karaciger kesitleri
hemotoksilen eosin ile boyandi. Deney gruplarindan habersiz histoloji uzmamn
tarafindan histoloji labaratuarinda Ornekler incelendi ve karaciger iskemi

reperfiizyon hasari puanlama yapilarak degerlendirildi.



ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the effect of magnesium sulphate on
liver ischemia reperfusion injury.

Our work was carried out with the approval of Abant Izzet Baysal University
Animal Studies Ethics Committee.

In our study, 32 female Wistar Albino rats weighing 250-350 grams were
used for 2-4 months. The rats were randomly divided into four groups. In the control
group (K), only the rats” abdomen were opened and no ischaemia was formed and
waited until the other groups. Magnesium (M) group was administered 200 mg / kg
magnesium sulphate only 20 minutes before laparotomy and was not as ischemic. In
the group of ischemia reperfusion (IR), ischemia was performed in the liver for about
60 minutes after laparatomy. Then reperfusion was allowed for 60 minutes. Ischemia
reperfusion and magnesium (IR + M) group received 200 mg / kg magnesium
sulphate 20 minutes before the abdomen was opened. After laparotomy, ischemia
was induced in the liver for about 60 minutes and then reperfusion was allowed for
60 minutes.

Blood samples were taken intracardiac in all groups. TAS, TOS, ALT, AST,
TROPONIN I and INR were studied in the biochemistry laboratory. Tissue samples
were then taken from the liver. Liver sections were stained with hemotoxyline eosin.
The specimens were examined by a histologist unaware of the experimental groups
in the histology laboratory and evaluated by liver ischemia reperfusion injury

scoring.



SIMGELER ve KISALTMALAR

IR: Iskemi Reperfiizyon

ROS: Reaktif Oksijen Urtinleri
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ETC. Elektron Tasima Zinciri
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IFN-y: interferon Gama
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GIRIS ve AMAC

Iskemi kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi ile organin veya dokunun
yetersiz perflizyonu sonucu dokularin ihtiyaci olan oksijen ve metabolik triinlerin
karsilanamadigi patolojik bir durumdur. Reperflizyon bu iskemik dokudaki kan
dolagiminin tekrar saglanmasidir. Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden
baslamas1 dokunun oksijen ve diger metabolik gereksinimlerini karsilarken dokulara
iskemik hasardan daha fazla zarar verebilmektedir. Bu olay iskemi ve reperflizyon
(IR) hasar1 olarak adlandirilmaktadir. Iskemi-reperfiizyon (IR) hasari travma, organ
transplantasyonu, myokard infarktiisii, inme, hipovolemik sok, sepsis gibi sik
karsilasilan ciddi klinik tablolarda meydana gelir (1).

Iskemi durumunda hiicrelerde metabolik degisimler olusur. Iskemi sonucu
hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi ile hicre
6lim0 meydana gelebilir. Hiicrelerin oksijensiz kalmasi ile oksidatif fosforilasyon
azalir. Adenozintrifosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi yiliksek enerjili fosfatlarin sentezi
azalir, anaerobik metabolitler hucrede birikir. Hiicre membranindaki ATP bagiml
Na*/K* ve Ca*? pompalarmin galismamasma bagh hiicre ici serbest Ca*?, K*, Na*
artig1 olur. Fosfolipaz aktivasyonu, hiicre membran hasari, mitokondrial disfonksiyon
ve iskemik siirecin uzamasi ile geri doniisiimsiiz olarak lizozomal enzim aktivasyonu
ve sonugta apopitozis ile birlikte hiicre 6lumi meydana gelir (2).

Reperfuzyon, iskemiden sonrakan akiminin yeniden saglanmasiyla baslar. Bu
donemde yuksek O konsantrasyonuyla birlikte dokudaki ve hicredeki iskemik
donemde olusan hasar artar. Reaktif Oksijen Uriinleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen
Uriinlerine (RNS) bagh lipid peroksidasyonu, membran hasari, deoksiriboniikleik
asit hasari, protein denatiirasyonu ve mitokondrial hasar meydana gelir. Reperfiizyon
sirasinda  serbest oksijen radikalleri endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler
permeabilite ve doku 6demine neden olur. Aktive olan adezyon molekilleri ve
sitokinler sistemik inflamatuvar yaniti baslatabilir. Zincirleme inflamatuar
reaksiyonlar devam eder ve 10kosit iliskili hiicre hasarmi mikrosirkilasyon
bozuklugu izler. Doku iskemisi ile baslayan siire¢ reperfiizyonla inflamatuar yanit
olusturur ve kan akimi tekrar saglanmasina ragmen hucre hasar1 devam eder (3).

Karacigerde iskemi-reperfiizyon hasarina genellikle hemorajik sok, sepsisin

ge¢ donemi, karaciger transplantasyonu, biiylik bir travmaya yonelik cerrahi girisim



ve hepatik rezeksiyon sirasinda goriilmektedir (4). Rezeksiyon esnasinda kanamayi
azaltmak icin en bilinen yol karacigere gelen kan akimimi kesmek i¢in karaciger
pedikiiliiniin  klemplenmesidir ki bu islem Pringle manevrasi olarak bilinir.
Karaciger cerrahisinde kansiz bir alan saglanmasi i¢in Pringle manevrasi

uygulanmaktadir. Pringle manevrasi da potansiyel olarak tehlikeli hepatik parankim

iskemisine neden olur (5).

Sekil 3.1Karacigerin klemplenerek iskemi yapilmasi

Bu hasarin mekanizmalarinin bilinmesi ve hasar1 azaltan Onlemlerin ve
ilaglarinarastirilmasi, karaciger cerrahisinin basarisini artirmak ve kronik karaciger
hastaliklarinin hasarini azaltabilmek agisindan biiylik 6nem tasimaktadir (5, 6).

Magnezyum viicutta en ¢ok bulunan 4. katyondur. Baskin olarak hiicre igi
katyondur. Magnezyum kan mononikleer hiicreleri de iceren gesitli hiicrelerde
enzimatik reaksiyonlar, hiicre kanallari, reseptorler ve hiicre ici sinyal molekiilleri
lizerinde etkilidir. Iyon kanal dlzenleyicisidir. Hiicresel iyon dengesinin
korunmasina katkida bulunur. Hicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak diiz
kaslarda gevseme ve vazodilatasyon saglar. Magnezyum ayni zamanda endokrin
fonksiyonlar ve protein sentezi icin gereklidir (7).

Magnezyum sulfat (MgSQOa4) guclu bir anti-inflamatuar etkiye sahiptir ve
giiclii bir antioksidandir. Endotoksin bagimli inflamatuar molekil upregilasyonunu



inhibe eder. Magnezyum, L-tipi bir kalsiyum kanal blokeridir ve L-tipi kalsiyum
kanali bloke etmesi ile doku hasariyla ilgili kalsiyum asir1 yiikiinii azaltarak IR
hasarimi 6nlemede etkili olabilir (8-11).

Literatiir taramalarimizda rat karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde
magnezyum siilfatin koruyucu etkinligini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
tez calismasinin amaci; rat karaciger iskemi reperfiizyon hasart modelinde

magnezyum siilfatin koruyucu etkinliginin arastirilmasidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, insan viicudunda, toplam kdtlenin % 2'sini olusturan ¢ok yonlii ve
en biiyiik i¢ organdir. Kahverengi kirmizimsi renktedir, yaklasik olarak 1.500 gr
agirh@indadir ve bu da viicut agirhgmin 1/35-40’mi1 olusturmaktadir. Karaciger
benzersiz bir ¢ift kan kaynagi ile yaklasik toplam kalp debisinin % 30'una sahip
oldugundan, viicuttaki en vaskiler organdir.

Anatomik olarak; Kkaraciger karin boslugunun sag st tarafinda,

diyafragmanin hemen altinda, mide-bagirsaklarin iizerinde bulunur. Insan viicudunun
en blyuk bezidir. Diyaframa yaslanmig olarak bulunur. Sag orta aksiller gizgide 7—
11. kostalar arasinda yer alir. Elastikiyet yetenegi ¢ok azdir. ici de kanla dolu oldugu
icin travmalardan etkilenir ve cabuk yirtilabilir siingerimsi bir yapiya sahiptir.
Komsu oldugu organlarin sinirlarina uyum gosterir. Makroskopik olarak, superior,
inferior ve posterior olmak tizere Ug¢ ylze sahip bumerang seklindedir (12).
Karaciger cevresindeki organlara, hepatogastrik ve hepatoduedonalligamentlerle
tutunur. Ligamentum triangular ve coronoriumla da karin 6n duvar1 ve diafragmaya
baglanir. Diyafragmatik yiz lig. falciforme hepatis araciligi ile iki loba ayrilir. Bunun
disinda fetal dokularin oblitere olmasiyla meydana gelen fibroz kordlar; umblikal
ven (ligamentum teres hepatis) ve duktus venosus (ligamentum venosum) mevcuttur
(12).

Klasik anatomide, karaciger dort ana loba “ sag lob, sol lob, kaudat ve
quadrat loblara” ayrilir. Superior yiizeyde karaciger falsiform ligamentle sag ve sol
loba ayrilir. Posteroinferior ylizeyde portal ven, safra kesesi, ligamentum venosum ve
inferior vena cava karacigeri; sag, sol, kaudat ve quadrat loblara ayrimini saglar (13,
14).

Karacigerin fizyolojik anatomisi ise fonksiyonel, segmentel, cerrahi anatomi
olarak isimlendirilir. Varyasyonlart olmasina ragmen her bir segmentin kendi
afferent kan akimi, ven6z ve bilier drenaji mevcuttur (13, 14).

Ik defa 1957 senesinde Fransiz cerrah Couinaud tarafindan kendi vaskuler ve
biliyer drenajina sahip bagimsiz fonksiyonel segmentlerden olugmus bir karaciger
yapisi One siiriilmiis ve karaciger 8 segmente ayrilmistir. Gunimuizde Couinaud

siniflamasi tariflenen segmentlerin ayr1 ayr1 rezeke edilebiliyor olmasindan dolay:



onemini korumaktadir. Couinaud tarafindan tanimlanan karacierin segmental
anatomisine gore, karaciger orta hepatik ven tarafindan sag ve sol loba ayrilmaktadir.
Kaudat lob ise karacigerin posteroinferiorunda, sag ve sol lob arasinda ayr1 bir lob
olarak izlenmekte ve segment 1 olarak adlandirilmaktadir. Burada karaciger saat
yonunde sekiz segmente ayrilmistir. Biitin bu anatomik siniflamalara ragmen
karaciger pek ¢ok anatomik varyasyon goOsteren bir organdir. Giiniimiizde
goriintilleme tekniklerinin gelismesiyle birlikte Couinaud’in segmentel anatomisi

gercege yakin bir sekilde ameliyat 6ncesi ortaya koyulabilmektedir (15, 16).

Right Right

Posterior Anterior Left Medial Left Lateral
Section Section Section Section

(Viand Vi) (V and Vill) av) (tand 1)

- -7
~— — — — -

Middle
Hepatic Vein

Right
Hepatic Vein

Umbilical Fissure/
Ligamentum Teres

Sekil 2.1 Couinaud Segmental Anatomisi -

2.1.1Karaciger Kan Akimi

Vicudun en vaskiiler organi olan karacigerkalp debisinin yaklasik ticte birini
alir. Portal ven ve hepatik arter karacigere kan akimini saglayan iki ana vaskiiler
yapidir. Portal ven yoluyla karaciger sinuzoidlerine yaklasik dakikada 1050 ml kan
hepatik arter ile de dakikada 300 ml kan gelir. Boylece 1350 ml kan toplanir.
Karacigere giren portal vendeki basing 9-10 mmhg iken sinozoidlerin basinc1 2-4
mmhg ve karacigerden ¢ikan hepatik venlerin basinct 0 mmhg’dir. Splanknik
sirkuilasyon bu nedenle portal venden sintizoidlere dogrudur. Karacigerde kan akimi

yuksek ve vaskiiler direng diisiiktiir. Hepatik arterdeki kanin oksijen satiirasyonu



normal insanda %96-98°dir. Hepatik arter akim1 portal vene gore diisiik oldugu igin
karaciger oksijenasyonunun %60-70’inden portal ven, %30-40’indan ise hepatik
arter sorumludur (12, 17).
2.2Karaciger Histolojisi

Hepatositler karacigerin en kiigiik fonksiyonel birimi lobulin asil yapisini
olusturur. Bu model Rappaport tarafindan 1954 te tanimlanmistir. Poligonal veya
hekzagonal sekillidir, koselerinde Glisson tliggenleri, ortasinda vena sentralis vardir.
Koselerde genellikle 6 portal triad bulunur. Portal triad portal ven, hepatik arter ve
safra kanalikiiliinden olusan bir tinitedir. Kan akimi periferden merkeze dogrudur.
Safra akis1 merkezden perifere dogrudur. Yetigkin karacigerinde yaklasik 1 milyon
adet klasik karaciger lobiilii vardir (18).

Portal lobil: Bu ayrimda safra salgilanisi gozoniine alinmistir. Birbirine
komsu ii¢ klasik lobiiliin vena sentralis’lerini kose kabul eden iiggen seklindeki
sahanin i¢i portal lobuldiir. Lobuliin merkezi portal alan (Kiernan araligi)’dir. Bu
lobulde kan akimi merkezden perifere dogrudur. Safra akis yonii periferden merkeze
dogrudur. Bir bakima, portal lobuliin merkezi hepatositlerde salgilanan safranin
toplandigt merkezdir. Bu tir lobiil tanimi karacigerin ekzokrin fonksiyonunu
aciklamakta kolaylik saglar (18).

Glisson kapsiiliiniin merkeze dogru isinsal sekilde uzanim gostermesiyle
asiniisler olusturur. iki komsu klasik lobiil iginde aym hepatik arter ve vena porta
dalindan kanlanan hiicre gruplari hepatik asinus olarak tanimlanir. Karacigerde
asinuslar li¢ heterojen dolasim bolgesi igerir. Zon 1: periportal, zon 2: orta ve zon 3:
perisentral zonlardir. Zon 1: Siniizoidlerin baslangi¢ bolgesidir. Oksijen ve besin
acisindan zengindir. Zon 3: Oksijenden en fakir bolgedir, kan akimi1 zon 1 ve 2 den

sonra buraya ulagir (18, 19).



Sekil 2.2 Karaciger hepatik lobiil histolojisi

2.2.1. Hepatositler

Hepatositler cok yuzlidur, 6-8 yiizeyli, yaklagik olarak 20-30 um c¢apli
hicrelerdir. Yasla birlikte ¢ift ¢cekirdek sayist artar. Hepatositlerin yaklasik bes aylik
yasam siireleri vardir. Fonksiyonu itibart ile bol miktarda mitokondri, endoplazmik
retikulum, ribozom ve golgi cisimcigine sahiptir. Karaciger hiicrelerinin % 60-70’ini
olusturur. Bu hucreler karacigerin fonksiyonel iinitesi igerisinde periferden santrale
dogru 1sinsal olarak siralanir. Bu dizilime ‘remark kordonlari’ adi verilir. Siniizoid
duvar ile hepatositler arasinda dar bir aralik bulunur, buraya; Disse araligina
perisinlizoidal aralik ve subendotel aralik gibi isimler verilir. Hepatositlerin Disse
araligina bakan yiiz safra kanalciklar1 olusumuna katilir (18).
2.2.2. Sinlzoidal Endotelial Hucreler

Karaciger hiicrelerinin  yaklagik  %20-30’unu olustururur. Karaciger
fonksiyonel (Unitesindeki sintizoidler, endotel hicrelerinin bir araya gelerek
baglanmasiyla olusturduklar1 tubuler yapilardir. Endotel hiicrelerinin arasindaki
baglantilar genis porlar igermektedir. Hepatositlere islenen ve sentezlenen proteinler,
lipoproteinler ve diger bazi {irlinler yine ayni ylizeyden Disse araligina bosaltilarak
kan dolagimina verilir (18).

Disse araligi iginde bulunan yildizs1 hiicrelere Ito hiicreleri (perisiniizoidal
hlcre) hepatik yildizs1 hiicre (HSC) adi verilir. Bu hiicreler mezensimal orijinlidirler,

sitoplazmalarinda yag icerirler ve vitamin A’nin metabolizmasinda ve



depolanmasinda rol oynarlar. Saglikli karacigerde bu hiicreler retinoidlerin alinmast,
depo edilmesi ve salinmasi, bazi ekstraselliiler matriks proteinlerinin ve
proteoglikanlarin sentezi ve salgilanmasi, biiylime faktdrlerinin ve sitokinlerin
salgilanmasi ve ¢esitli diizenleyici maddelere (6rn. prostaglandinler, trombaksan A2)
yanit olarak siniizoid ¢apinin diizenlenmesi gibi islevler goriirler. Kollajen tiretimi ve
depolanmasindan da sorumludurlar. Bu sebeple hepatit zemininde gelisen fibrozisten
sorumlu tutulmaktadirlar (20).

2.2.3. Kupffer Hucreleri

Doku makrofajlar1 adiyla ilk olarak histopatolog C. Von Kupffer tarafindan
tanimlanmistir. Dogal bagisikligin 6nemli bir bilesenidir. Bu retikiloendotelyal
sistem hiicreleri nonparankimal karaciger hiicrelerinin yaklasik %35’ini olusturur ve
karaciger sinlizoidlerinin limenine vekan damarlarinin endotelyal hiicrelerine bitisik
olarak bulunurlar. Kupffer hucreleri viicudun bakteri, bakteriyel endotoksin ve
mikrobiyal artiklara temas etmesiyle ve bunlarin portal ven ya da gastrointestinal
sistem yoluyla karacigere ulasmasiyla aktif olurlar (18).

Kupffer hucreleri, iskemi-reperfiizyon hasari, asetaminofen toksisitesi,
karaciger fibrozu, portal hipertansiyon, non-alkolik yagl karaciger ve alkolik
karaciger hasar1 gibi pek ¢ok karaciger hasar ve hastaliginin patogenezinde yer alirlar
(212).

2.3. Karacigerin Biyokimyasal ve Fizyolojik fonksiyonlari

2.3.1. Karacigerin Kan Depo Islevi:

Normal bir karacigerin kan volumi 450 ml’dir. Karacigerin hepatik
venlerinde ve sinlslerinde sag atriyumda basing yiikseldiginde biiyiikk miktarlarda
kan depolanabilir. Kan hacmi azaldiginda ek kan saglama yetenegi olan, kan hacmi
asir1 sekilde arttiginda ise 6nemli bir kan deposu olabilen biiylik vendz bir organdir
(17).

2.3.2. Karacigerin Kan Temizleme islevi:

Barsak kapillerlerinden portal venlere akan kan barsaklardan birgok bakteriyi
de beraberinde karacigere getirir. Karacigere gelen bu kan vendz siniisler iginden
gecerken sintisoidleri déseyen Kupffer hiicreleri tarafindan son derece etkili bir
sekilde temizlenmektedir. Barsaklardan portal kana girerek karaciger i¢inden gegip

sistemik dolasima ulagmayi basaran bakterilerin sayis1 bu yiizden muhtemelen birden



fazla degildir (17, 22).
2.3.3. Karacigerin Metabolik Islevleri:

Bu metabolik islevler karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolizmasi, protein
metabolizmasi ve digerleri seklinde siralanmaktadir.
a) Karbonhidrat Metabolizmasi:

1-Kan glikozunun fazlasin1 kandan alip glikojen olarak depolamak ve kan
glikoz konsantrasyonu diismeye basladiginda da tekrar glikoz olarak kana verir
(glikojenoliz).

2-Galaktoz ve fruktozu glikoza gevirir.

3-Kan glikoz konsantrasyonunun normalin altina diismeye basladigi zaman
glikoneojenez yoluyla aminoasidleri glikoza cevirir.

4-Karbonhidrat metabolizmas ara iirlinlerinden bircok énemli kimyasal madde
olusturur (23).

b) Yag Metabolizmasi:

1-Yag asitlerinin oksidasyonu ile enerji saglamak; Karacigerde noétral yaglar
gliserol ve yag asitlerine ayrildiktan sonra beta oksidasyonla yag asitlerinden
asetilkoenzim A (asetil CoA) olusur. Olusan asetil CoA sitrik asit dongiisiine girerek
okside edilip biiyiikk miktarda enerji saglanir. Ayrica iki molekiil asetil CoA’nin
birlesmesiyle olusan ve cok kolay eriyen asetoasetik asit biitliin viicuda taginarak
dokular tarafindan tekrar asetil CoA’ya gevrilerek okside edilip enerji saglanir.

2-Kolesterol, fosfolipit ve lipoprotein sentezi; Karacigerde sentezlenen
kolesteroliin yaklasik yiizde 80’1 safra tuzlarina cevrilip safraya salgilanirken geri
kalan1 lipoprotenler i¢inde kanla tiim viicuda tasinirlar. Fosfolipitler de karacigerde
sentezlendikten sonra baslica lipoproteinler i¢inde taginirlar.

3- Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi; Karbonhidrat ve proteinlerden
yag sentezi bliyiik Ol¢lide karacigerde gerceklesir, sentezlenen yag lipoproteinler
igcinde yag dokusuna tasinirlar (23).
¢) Protein Metabolizmasi:

1-Aminoasitlerin  deaminasyonu; Aminoasitlerin, enerji i¢in kullanilmas,
karbonhidrat veya yaglara cevrilmesi icin Once karacigerde deaminasyonu
olmaktadir.

2-Ure olusumu ile amonyagm viicut sivilarindan uzaklastirilmas; Karacigerde



tire olusumuyla saglanmaktadir.

3-Plazma proteinlerinin olusumu; Gama globiilinlerin bir bolimii disinda
plazma proteinlerinin yaklasik yiizde 90’1 karacigerde yapilir.

4-Vicuttaki metabolik olaylar igin O6nemli bazi aminoasitlerin sentezi ve
aminoasitlerinden 6nemli kimyasal bilesiklerin olusturmasidir (23).

2.3.4. Karacigerin Diger Islevleri:
a) Vitaminlerin depo edilmesi;
Karacigerde en fazla A vitamini depo edilirken biylk miktarlarda D
vitaminive B12 vitamini de depo edilir.
b) Karacigerde demirin ferritin seklinde depolanmasi;

Viicutta demir hemoglobin disinda, normalde en biiyiik oranda karacigerde
ferritin seklinde bulunur. Ferritin vicut sivilarinda demir miktari arttigi zaman
karacigerde apoferritin ile birleserek bir daha kullanilmak tizere depo edilir.
¢) Kan pihtilasmasina etkisi;

Bircok koagulasyon faktorl karacigerde yapilir. Bu faktorlerden protrombin,
faktor VI, IX ve X’un olusumundaki metabolik olaylarda K vitamini gerekmektedir.
K vitamini yoklugunda bu faktorlerin konsantrasyonu ¢ok diiser ve pihtilasma
bozulur.

d) Biliriibin atihmina etkisi;

Hemoglobin yikimindaki son tiriinlerden biri olan bilirubin plazmada albumine
bagl olarak karacigere tasinir. Biliriibin karacigerde plazma alblimininden ayrilip
yaklasik yiizde 80’1 gliikkuronik asitle, yiizde 10’u siilfatla birleserek bilirubin
gliikuronat ve bilirubin siilfat olusurken geri kalan yiizde 10’u ¢esitli maddelerle
birlesir. Bilirubin bu sekilde hepatositlerden aktif transportla safra kanalciklarina
daha sonra da barsaklara salgilanir. Barsaklara gecen “konjuge” biliriibinin yarisi
bakteriler tarafindan suda kolay eriyen iirobilinojene cevrilir. Urobilinojenin bir
kismi barsak mukozasindan kana emilir. Kana emilen iirobilinojenin biiyiik kismi
karacigerden tekrar barsaga atilirken yaklasik yiizde 5’1 de bobreklerden ge¢ip idrar
ile atilir. Ayn1 zamanda bazi antibiyotikler (sulfonamid, penisilin gibi ), hormonlar
(tim steroid hormonlar ve tiroksin) ve diger maddeler (kalsiyum gibi) karaciger

tarafindan bilurubin atilim ile viicuttan uzaklastirilir (17, 24).
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2.4 Iskemi Reperfiizyon Hasar1
2.4.1. Karaciger Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Karaciger rezeksiyonu ve karaciger transplantasyonunda perioperatif kan
kaybimmi en aza indirgemek icin uygulanan Pringle manevrasi, hepatik IR hasari
olustursa da kaginilmaz olan bir gerekliliktir (25). Kan dolagiminin iyilestirilmesi ve
ardindan kan dolasimimin restorasyonu ile ortaya ¢ikan zararli etkiler topluca IR
yaralanmasi olarak bilinir ve bu durumun etkileri cerrahiden sonra karacigerin (greft)
fonksiyonel sonucunu dogrudan belirler (26). Hemorajik, kardiyojenik ve septik sok
gibi klinik durumlarda ortaya ¢ikan karaciger IR hasar1 genelde karaciger cerrahisi ve
transplantasyonunda yiksek mortalite ve morbidite ile seyreder (27). Karacigerde
iskemi sirasinda aktive olan Kuppfer hicreleri reperfiizyon sirasinda ROS ve
sitokinleri salgiladigindan endotelde ve hepatositlerde hasara yol agmaktadir (27-29).
Karaciger kan akiminin %70-80’1i portal venden, geri kalan kismi ise hepatik
arterden saglanmaktadir. iki afferentkan akimma ve glikojen depolarinin yiiksek
anaerobik metabolizma kapasitesine ragmen karacigerde hipoksik hasarlanma
olusabilmektedir (30). Pringle manevrasi, karacigerin genis yaralanmalarinda yapilan
onarimlarda, karaciger nakli ve karaciger rezeksiyonu sirasinda kanama kontrolii i¢in
yararl bir girisimdir. Ancak klempleme siiresinin uzun olmasi karaciger IR hasarina
neden olabilir (5, 31). Karaciger IR hasarinda 151k mikroskobik olarak incelendiginde
santral notrofil 16kosit (NL) infiltrasyonu, bolgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon,
sinlizoidler ve kilcal damarlarda genisleme, bolgesel hepatoseliiler vakuolizasyon,

hepatosit sismesi gibi degisiklikler goriiliir (18, 32).
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Sekil 2.3. Karaciger IR hasarinin fizyopatolojisi

Iskemi déneminde oksijen yoksunlugu, IR hasarinin baslica sorumlusu
degildir; karacigeri daha zararli reperfiizyon fazina yonlendirir. Reperflizyon fazi,
oksidatif / nitrosatif stres durumuyla karakterize edilir; bu, endojen antioksidan
savunma mekanizmalari, reaktif oksijen ve azot tiirlerinin toksik etkilerini (sirastyla
ROS ve RNS) etkin sekilde dengelemekte basarisiz oldugunda ortaya cikar (33).
Postiskemik reperflizyon esasen radikallerin baskin kdkeni temelinde ti¢ farkli alt
faza bolinebilir: hiperakut faz (mitokondri), akut faz (Kupffer hicreleri (KC) ve
kronik faz (notrofiller). ROS / RNS uretim sahasi, hiperakiit fazdan reperfiizyonun
akut ve kronik fazlarina gecisle mitokondriden vaskiler translokasyon yapar (34).
Ikinci asamalarda, KC'ler ve kemokinle uyarilmis notrofiller, sintisoidal endotel
hicrelerini (SEC'ler) yonlendiren glikokaliksin (GCX) kimyasal modifikasyonu ve
parcalanmasi yoluyla hepatik inflamasyon ve hasar derecesini arttirma potansiyeline
sahip ¢esitli reaktif tiirler iretir (35).GCX'in oksidatif bozunmasi, dolagimdaki
inflamatuvar hiicrelerin endotele yapigmasini artirir. Bu durum pihtilasma kaskadinin
aktivasyonunu ve mikrosirkiilasyonun bozulmasi gibi patofizyolojik sonuglara neden
olur (36). Bu sonuglarin hepatik IR sirasinda mevcut oldugu da gosterilmistir (37).

IR gibi patolojik kosullar altinda, mikrovaskiiler homeostazin hizli alt st
olmasi, genel bir inflamasyon durumu ve beraberinde karaciger fonksiyonunu

tehlikeye atan bir vazokonstriktif ortam yaratir (37). Sintzoidler vaskiler diz kas
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hiicrelerinden yoksun olduklar i¢in vaskiiler tonus, disse alaninda endotelyum (SEC,
KC) ve hepatik yildiz hiicreleri (HSC) kaplayan kontraktil hicre tipleri tarafindan
duzenlenir. Bu hiicreler basta SEC'ler ve HSC'ler tarafindan salinan nitrik oksit
(NO), karbon monoksit (CO) ve endotelin-1 (ET-1) gibi ¢esitli vazoaktif aracilara
tepki verirler (38). Karaciger, bagirsaktan tiiretilen bakterilerin siirekli akisi ile etkili
bir sekilde bas etmek i¢in KC’ler ve dendritik hiicreler (DC'ler) gorev alir.. KC'ler
SEC'ler arasinda tutulur ve mikrobik artiklarin temizlenmesini kontrol ederler. Buna
karsin DC'ler mikrodamarlarda hiicre 61umu belirtileri i¢in dolasabilirler (39). KC'ler
ve DC'ler surekli fizyolojik olarak c¢ekisir: KC'ler inflamatuvar uyaranlara tepki
olarak bagisiklik tepkileri uyandirir ve DC'ler inflamasyonun ¢ekim kuvvetine gore
KC'ler tarafindan verilen bagisiklik yanitlarini gosterir (40). Her iki hicre tipi
hepatik IR sirasinda aktive edilir ve sirasiyla timor nekroz faktorii o (TNF-a) ve
interlokin-10 (IL 10) gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasi yoluyla immdin
yanitt modiile eder ve ek immun efektdr hiicrelerin mobilizasyonu saglar (40).
2.4.2.Glikokaliks

Inflamatuvar hiicre tiplerinin siniizoidal bolluguna ragmen, fizyolojik kosullar
altinda endotel, luminal endotel yiizeyi iizerinde bulunan GCX olarak bilinen
koruyucu tabaka sayesinde homeostazi basariyla muhafaza eder. Yapisal olarak,
GCX, SEC'leri kaplayan ve vaskiiler duvardan yaklasik 0,5 um uzanan agir glikozile
edilmis proteinlerden (proteoglikanlar, PG) ince orgiilii bir ag icerir (41). GCX,
cesitli membrana bagli glikoproteinler ve ¢oziiniir plazma veya endotelden tiiretilen
bilesenlerle baglantili olarak, kan ile altta yatan endotel arasinda islevsel bir cardak
olusturan negatif yiiklii bir bariyer olusturur (42).
Glikokaksik fonksiyonlari

GCX'in boyutu ve bilesimi, GCX islevlerinin bolluguna uyar.GCX'in (~ 0.5
um) tahmini fonksiyonel boyutu, hiicresel adezyon molekullerinin endotel
yilizeyinden uzadig1 mesafeyi biiyiik Ol¢lide asar ve damar duvarinda trombositlerin
ve ldkositlerin yanlislikla birikmesini 6nler. Ornegin Endotel-nétrofil ve Endotel-
trombosit etkilesimlerinin temel reseptoriinii olusturan hiicreler arasi yapisma
molekili 1 (ICAM-1) dis membrandan 20 nm uzakliga kadar uzanir (43, 44). Bu
nedenle hem GCX'in enzimatik sindirimi hem de inflamasyon sirasinda GCX'nin

dokiilmesi, sonu¢ olarak c¢ok sayida endotel ylizey reseptoriinii acar ve lokosit ve
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trombositlerin endotel hiicrelerine yapismasina olanak saglar (45).

Bilesik olarak, agir siilfatlanmis GAG ( Glikoz aminoglikan) zincirleri, GCX
lizerinde, sirasiyla, elektrostatik 6zellikler ve boyut temelinde GCX boyunca plazma
molekiillerinin gegisi i¢in bir elek gorevi goren, GCX'in yiiksek molekiil yogunlugu
ile bir negatif yiik olusturmaktadir (46). Sonug¢ olarak, GCX vaskiiler gegirgenligin
onemli bir regulatoradir (47). GCX vaskiiler limen ile interstisyel bosluklar
arasindaki sivi  dengesini saglar (48). GCX zarar gordiigiinde plazma
makromolekullerinin engellenmeden ekstravazasyonu, 6rnegin izole edilmis guinea
domuz kalplerinin IR sirasinda goriildiigi gibi interstisyel 6dem ile sonuglanir (49).

Mikrovaskiiler homeostazin saglanmasinin bir pargasi olarak GCX, pihtilasma
kaskadinin, Ozellikle doku faktorl yol inhibitéri ve antitrombin enzimlerini
baglayarak ve regiile ederek trombozu onler (50, 51). Hiperglisemi ile GCX’in
bozulmasiyla gozlemlenen koagiilasyon aktivasyonu GCX’in trombomodiilator
fonksiyonunu gosterir (52). GCX’ in fonksiyonlar1 sadece birincil ve ikincil
hemostaz ile sinirli degildir, biiyiime faktorii aktivitesinin kontroliinde ve lipid
metabolizmasinda da etkin rolii vardir (53).
2.4.3.Hepatik IR Fazlar

Hepatik IR, kan dolasiminin durdurulmasi ve ardindan kan dolasiminin
restorasyonundan sonra yeniden oksijenasyona ugramasi nedeniyle anoksi siiresini
kapsar. Reperfiizyon asamasi kabaca ROS / RNS'min kdkeni temelinde ii¢ farkl

zaman araligina boliinebilir.

Hiperakut reperfizyon fazi (~ ilk 30 dakika) sirasinda, iskemik hasarla
vurgulanan parankimal hiicreler, oksijen tiiketerek, hicre ici ROS / RNS (retimine
yakit kazandirir. Takip eden oksidatif / nitrosatif stres, onkotik veya apoptotik hiicre
6limune yol agar, bunun sonucunda hasara bagli molekiiler kaliplar (DAMP'ler)
olarak bilinen belirli hiicresel unsurlar dolasima birakilir (34).

Akut reperfiizyon fazinda (yaklasik 30 dakika ila 4 saat), DAMPler KC'ler
tarafindan taninir ve bu KC'ler daha sonra kronik reperfiizyon fazinda (> 4-6 saat)
notrofillerin akini veya aktivasyonunu tetikleyen bir dizi immunojenik sinyali serbest
birakir. Hem KC'ler hem de notrofiller hepatik IR hasarini arttiran ¢esitli ROS / RNS
uretir (34, 54, 55).

Hiperakut reperflizyon asamast ROS / RNS'ye bagli parankim hasari,
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reperflizyonun en erken donemlerinde subseliller seviyeden kaynaklanir.
Mitokondriyumda Krebs siklusundan tiireyen NADH, elektron tasima zincirinde
(ETC) ardisik dort redoks proteini boyunca tasinan ve sonugta O2'yi H>O'ya
indirgemek i¢in kullanilan bir proton ve iki elektron Uretmek icin NAD" 'ya
oksitlenir. Ortaya ¢ikan proton gradiyenti ATP'nin mitokondriyal {iretiminin
arkasindaki itici glicl olusturmaktadir (55).

Intramitokondriyal indirgeme ortami ve Oz bollugu, oksidatif fosforilasyon
sirasinda ETC'den elektron sizintis1 nedeniyle siiperoksit anyon olusumunu (O2)
desteklemektedir (56). Normofizyolojik kosullar altinda, tiiketilen O2'nin ~% 1-2'si
O2"'ye doniistiiriiliir. IR sirasinda bu oran hizlica yiikselir. iskemi sirasinda oksidatif
fosforilasyonun durdurulmasi, kan akiginin restorasyonu ve Oz arzinin saglanmasi
tizerine hizla okside olan NADH'nin birikmesine yol acar. Reperfiizyonun baslangici,
reperfiizyonun ilk ~ 10 dakikasinda reaktif hiperemi yoniinde egilim gosterir.
NADH'nin asir1 oksidasyonunu, elektron sizintisi besler ve mitokondriyumda oksijen
uretir (57-59). Ozolusumu ve Ozkonsantrasyonu arasinda dogru orantili iliski
gorilir. NO de mitokondride bulunur. Ayrica ETC'nin nitrit (NO2) rediktaz
aktivitesi NO'nun mitokondriye diflizyonu veya bir mitokondriyal NOS izoformunun
varhigr ile agiklanir (60, 61). O ve NO'nun bir arada bulunmasi, normoxia —
anoxia — normoxia rejimine maruz birakilan sigan karacigeri mitokondrilerinde
tirozin tortularinin nitrozasyonunda belgelenen artis ile kanitlandig1 gibi, peroksinitrit
/ peroksinitrous asidin (ONOO™ / ONOOH) mitokondrial olusumunu miimkiin kilar
(62).

Mitokondriyal oksidatif / nitrosatif stresin gesitli zararli sonuglar1 vardir.
Birincisi, ROS / RNS, ETC'nin ¢ogul komplekslerini geri doniisiimsiiz olarak
oksitleyerek ATP'nin Uretimini durdurur (63, 64). ETC'nin ayrilmasi yoluyla ROS
iiretimini daha da arttirir. ikincisi, mitokondriyumdan koken alan ROS / RNS,
protein sentezini ve hiicre islevini zayiflatarak mitokondriyal ve niikleer DNA'y1
okside eder (65, 66). Ugiincii olarak, sadece mitokondriada bulunan bir stiperoksit
dismutaz (SOD) alt tip olan MnSOD'un RNS'ye bagh tirosin nitrasyonu, enzimi
inaktive eder ve bdylece intramitokondriyal savunma kapasitesini Oz'ye karsi
zayiflatir (67). Bunun sonucunda ROS / RNS dretimi membranda gozenek

acilmasiyla baglatilan mitokondriyal gecirgenlik gecisinin (MPT) baslangici
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vasitasiyla hiicre Oliimiine yol acar (68). Mitokondriyal membranin sismesi,
mitokondriyal membranin kopmasi ve mitokondriyal igerigin sitoplazmada
sizdirilmasi sonucunda meydana gelen ozmotik dengesizlik hiicrenin artik enerjisine
bagli olarak apoptotik veya onkotik hiicre Oliimiinii tetiklemektedir. Hiperakut
reperflizyon asamasinda, hiicresel hasar ilk olarak SEC'lerde ve hepatositlerde
belirgindir. Bu egilim akut reperflizyon evresinde devam etmektedir (69). Sigan
karacigerlerinde 1 saatlik iskemi sonrasinda 1 saatlik reperfiizyon sonrasinda,
SEC'lerin % 22'sinde ve hepatositlerin %12'sinde onkotik nekroz bulgular
goriilmiistiir (70, 71). Bu ¢alismalar topluca, hiperakut faz sirasinda mitokondriyal
ROS / RNS iiretimindeki artisin hepatik IR'nin sonraki evrelerinde yaklasmakta olan
doku hasari igin 6nemli bir prekiirsor olayr oldugunu tasdik etmektedir (34).

Akut ve kronik reperfiizyon fazi oksidatif / nitrosatif stresin bir sonucu olarak
apoptoz veya nekrozdan gecgen hcreler, steril bir inflamatuvar yaniti tetikleyen ve
hasar iliskili molekiiler madde (DAMP) olarak bilinen immdinojenik hcresel
bilesenleri serbest birakir (72).

Serbest kalan DAMP'ler kompleman sistemi ile Toll-benzeri reseptér 4 (TLR-
4) vasitasiyla DC’ler ve KC’ler gibi karacigere ait hiicreler tarafindan temizlenir (73,
74).

Bu reseptorlere DAMP ligasyonunun akis asagisindaki olaylar,
proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12, 1L-18) ve kemokinlerin
indUklenen Gretimi yoluyla iltihap durumunu daha da guglendirir (75-77). TNF-a ile
kimalatif olarak CD4+ T hicrelerinin ve nétrofillerin kemoatraksiyonunu veya
aktivasyonunu provoke eden DC'ler ve KC'ler tarafindan uyarilir (78, 79). Aktif
notrofiller, hiicre hasarini indiiklemek i¢in olduk¢a donanimlidir, zira bunlar biiyiik
miktarda ROS / RNS uretirler. Ayn1 zamanda depolama graniillerinden bir dizi
protein indirgeyici enzim salgilarlar. Oksidatif ve nitrosatif stres, inflamatuvar
cevapla birlikte, akut ve kronik reperflizyon evrelerinde hepatik mikrovaskiiler
homeostaz (zerinde belirgin bir etkiye sahiptir (37). Sirkilasyonun postiskemik
olarak restorasyonu, kismen paradoksal olarak, ROS / RNS'nin asir1 (retimine
atfedilebilen "no reflow fenomeni” olarak bilinen yerel perfuzyon defisitlerini
beraberinde getirir (80).

Normalde, mikrovaskiler homeostaz, perflizyon taleplerine gore hepatik kan
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akigin1 diizenleyen vasodilatatOrler (NO, CO, prostasiklin) ve vazokonstriktorler
(ET-1, tromboksan A2) arasindaki dinamik denge ile yonetilir (37). Karaciger
mikrovaskiiler sisteminde reaktif tiirlerin gereksiz sekilde {iretilmesi, bu sinyal
molekiilleri arasindaki dengeyi vazokonstriktif bir hale getirir ve boylece hepatik kan
tedarikini sinirlar (81). Ustelik, vazokonstriksiyon, kemokinlerle uyarilmis lokositler
ile damar capt arasinda biylikliik agisindan bir uyumsuzluga, sonugta lokosit
tikanmasina ve vaskiiler disfonksiyonun daha da artirilmasina yol agar(34).
KronikFaz (6-48 saat):

Kronik faz karacigere goc eden nétrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve
trombositlerin inflamasyon yaniti ile uyarilmaktadir Bu durum siniizoidal kan
akiminda degisikliklere sebep olmaktadir. Hepatositlerdeki hasar ROS/RNS ve
ekstraselliler sitokinler ile meydana gelmektedir (33, 54). Karaciger IR hasarinin
erken fazinda endoteliyal hiicre sismesi, vazokonstriksiyon, koagiilasyon sisteminin
aktivasyonu, platelet agregasyonu ve Iokosit infiltrasyonu  sonucunda
mikrosirkiilasyonda bir yetersizlik gelisir (82). Vazokonstriiksiyon; NO ve ET
dengesindeki bozulma sonucu ortaya ¢ikar. Siniizoidal liimen daralir, bunu takiben
NL’nin dolasim hizi yavaglar. NL’nin endotel ile temas siiresi artar ve bdylece
I6kostazis gergeklesir. Bu durumda sinuzoidal ag dolasimi engellenir. Bu da
hipoksiyi uzatir. Ardindan Kupffer hiicreleri ve NL’ler aktive olur, inflamatuvar
sitokinler ve ROS/RNS ortaya ¢ikar ve hepatik hasar daha da siddetlenir (83).
Hepatik IR hasari modellerinde komplemanin da IR hasarinda rol oynadigi
gosterilmistir. Anaflatoksinler ve kompleman aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikan
uriinler; karacigerde NL aktivasyonu, vazokonstriksiyon, mikrosirkiilasyonda
bozulma, vaskiiler permeabilitede artis ve hiicre lizisi ile iligkilidir (84). Serbest
oksijen radikalleri hiicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum ve ekstrasellller

kollajen matriks veya kontraktil proteinler gibi organellerde, bunlari takibende Ca*?’a

bagl mekanizmalarda bozukluklar olusturur. Serbest sitozolik Ca*?’

un artig1 protein
kinazlari, fosfolipazlar1 ve diger yikicit enzimleri aktive eder ve subselliiler hasarin
artmasma yol acar. Asir1 Ca*? yilklenmesi, oksijen radikalleri ile baslayan hasari

artirir (85).
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Sekil2.4. Hiicre Zedelenmesi

2.4.4. Karaciger Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Olusum Mekanizmalari
2.4.4.1. pHParadoksu

Iskemi sirasinda, anaerobik glikoliz ve adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi
nedeniyle pH diiser. Bu olusan metabolik asidoz hepatositlerde nekrotik hiicre
Olimiiniin baslamasina karst koruyucu islev goriir. Ancak iskemik hiicrelerde
reperflizyonla birlikte pH’nin normale donmesi latent pH bagimli proteazlar1 ve
fosfolipazlar1 aktive ederek hiicre 6liimiine neden olur. Bu fenomen “pH paradoksu”

olarak adlandirilir (86).

2.4.4.2.No reflow fenomeni

Glikojen tiiketimi ve oksijen arzi eksikligi sonucu olusan iskemik evrede,
Kupffer hicreleri, sinizoidal endotel hicreleri ve hepatositlerde ATP dretim
eksikligi olusturmaktadir. ATP eksikligi ile sodyum / potasyum ATP'ye bagimh
plazma membran pompasi (Na* / K™ adenosin trifosfataz ) ve ardindan hiicre igi Na*
birikimi, 6dem ve sisme olusturur (87). Kupffer hiicre ve SEC sismesi,
vazokonstriktor endotelin ve tromboksan A2'de bir artis ve vasodilator nitrik oksit de
bir azalma ile birlikte sinuzoidal daralmaya neden olur (88). Buna ek olarak,
reperfuzyonda siniizoidlerde notrofillerin ve trombositlerin artmasi ile yapisarak
toplanir. Sonug, "no-reflow" olarak bilinen, tam kan akimi bulunmayan bazi alanlar
da dahil olmak iizere, reperfiizyonda mikro dolasimdaki kan akiminda énemli azalma

olusturur (89).
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2.4.4.3.Hucrelerin etkilesimleri

Kupffer hiicreleri karacigerde bulunan makrofajlardir. IR hasarinda hiicresel
hasarin ve Oliimiin baglatilmas1 ve g¢ogaltilmasinda 6nemli bir rol oynarlar (90).
Kupffer hiicreleri iskemik faz sirasinda ve hatta reperfiizyon sirasinda daha aktif hale
gelirler. Aktiflestirildiklerinde 6zellikle de reaktif oksijen tirleri (ROS) timor
nekroz faktoru-a (TNF-o) ve interlokin-1f (IL-1B) dahil olmak (zere
proinflamatuvar sitokinler dretirler (91). Bu ROS/RNS ve sitokinlerin yaygin etkisi
IR hasarinin baglatilmasi ve yayilimidir. Ana rolil, reperfiizyonda dolasan nétrofilleri
ise almak ve etkinlestirmektir. Buna ek olarak, CD4+ T lenfositlerini uyararak
aktiflestirir. Hiicre ylizey adezyon molekdllerinin ekspresyonuna yol acan SEC'leri
harekete gecirir ve zararlarina katkida bulunur (78). Hepatositleri ROS Uretmeye
tesvik eder ve hasarlarina katkida bulunur ve SEC'lere platelete yapismasini uyarir
(92, 93). Kupffer hiicreler, karacigerin direkt veya uzak IR yaralanmasi sirasinda
tamamlayic1 sistem tarafindan aktive edilir (21). EK CD4+ T hicreleri ve dogal
oldurucu T hicreleri tarafindan iiretilen interferon-y (IFN-y) tarafindan ek Kupffer

hiicre aktivasyonu saglanir (94, 95).
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Sekil2.6. Immun sistemin aktivasyonu ve hiicre hasar1 SEC:sinozoidal endotel hiicre.

Aktive edilmis SEC'ler, hepatositler ve nétrofiller hiicre ylizeyi yapisma
molekiillerini olusturur. Notrofiller Uzerinde, SEC'ler ve hepatosit yuzeyinde
hlcresel adezyon molekili-1 (ICAM-1) ve vaskuler adezyon molekilii-1'e (VCAM-
1) L-selektin ve P2-integrinler (CD11b / CD18) yapisir (96). Bununla birlikte,
karaciger IR hasarinda, siniizoidlerde erken notrofil birikim esasen siskin, daralmais,
trombositlere  yapisan  siniizoidlerin  mekanik  olarak  sikistirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Aktive edilmis ve hasar gdrmiis hepatositlerin kemokinlerine
yanit olarak, siniizoidal olarak biriken nétrofiller, SEC ile benzeri partikullerini
baglamak ve endotele parankime ge¢cmek icin yuzeyde eksprese edilen adezyon
molekiillerini kullanirlar. Noétrofiller iizerindeki CD11b / CDI18'in hepatositler
uzerindeki ICAM-1 ve VCAM-1'e baglanmasi, azaltilmis nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz sistemi vasitasiyla ROS/RNS uretiminin
arttirilmasim1 ve ayni zamanda c¢esitli enzimleri iceren sitoplazmik vezikiillerin
degrantlasyonunu tetikler. Hiicre dis1 matriksi ve 6li hepatositleri pargalamakta ve
yasayabilir hepatositlere de zarar vermektedir (96).

Karaciger lenfositlerin tiim alt tiplerini yerlesik hiicreler olarak igerir. Bunlar,
B hicreleri, CD8+ ve CD4+ T hiicreleri (konvansiyonel T lenfositleri), dogal
oldiirticti T (NKT) hiicreleri ve yd T hiicreleridir(alisitimamis T lenfositleri). CD4+ ve

daha az oranda NKT lenfositleri karaciger IR hasarinda 6énemli bir rol oynar (97).
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CDA4+ hiicreleri, IR sonrast herhangi bir nétrofil birikiminden 6nce reperflizyonun
ilksaatinde karacigerde birikir (98). Karacigere alinir ve gesitli Kupffer hiicresi tiirevi
urlnler tarafindan aktive edilir. Bunlar arasinda kemokinler, ROS, sitokinler ve
matriks metalloproteinaz bulunur (78, 99, 100). CD4+ hiicreleri, postiskemik
karacigere notrofil aliminda 6nemli katkida bulunur (98). CDA4+ lenfositleri,
kemotaktik ajan IL-17 'nin Uretimi yoluyla ndtrofil birikimini uyarir. Ek olarak
CD4+hucreleri IFN-y, TNF-a ve IL-1 tretmek icin Kupffer hiicrelerini aktive eder ve
hepatositleri kemokinler Uretir (94, 98). Dolayisiyla CD4+T lenfositleri ve Kupffer
hiicreleri karsilikli olarak birbirlerini aktive eder (78). Hepatik CD4 + hiicresi alimini
ve aktivasyon postiskemisinin nihai sonucu mikrovaskiler perfiizyon defekti ile
hepatosit ve SEC hasarina neden olur (100). NKT hiicreleri, CD4+ hiicrelerine
benzer bir zaman 6l¢eginde iskemi Oncesi karacigere alinir ve etkinlestirilir (98).
NKT hucresi aktivasyonu, hepatositlerde ve antijen sunan hticrelerde eksprese edilen
CDI1d antijen sunan molekiillerle etkilesime baghdir. Karacigerde CD1d, NKT
hiicrelerine kendiliginden veya yabanci glikolipid antijenleri sunar. Aktive edilmis
NKT hiicreleri dogrudan karacigere zarar verebilir ve daha sonra Kupffer hiicresi ve

hepatosit aktivasyonu ile birlikte IFN-y iiretebilirler (95, 101).

2.4.4.4. Serbest Oksijen ve Nitrojen radikalleri

Oksijen yasamin devami i¢in vazgegilmez bir elementtir. Oksijen, enerji
tiretimi i¢in kullanildiginda, hem reaktif oksijen tiirlerinin hem de reaktif nitrojen
tiirlerinin olusumuna sebep olmaktadir ve serbest radikaller viicudun normal oksijen
kullanimi sirasinda mitokondri tarafindan siirekli tretilmektedir. Enerji Uretimi
sonucu olusan bu serbest radikaller lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin
yapisinda degisiklik meydana getirebilir. Yar1 Omiirleri oldukca kisa elektriksel
olarak pozitif yikli, negatif yUkli yahut yikstiz atom veya molekillerdir. Serbest
radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan ve diger maddelerle kolaylikla
reaksiyona girebildiklerinden dolayr oldukca reaktiftirler. Radikal olmayan
maddeleri rediikte veya okside ederek yeni radikal olusumuna yol agabilirler ve
bdylelikle zincir reaksiyonunu baslatirlar (102).

Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakl
olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen

tirleri (RNS) olarak isimlendirilir. Karacigerin iskemi reperfiizyonla iliskili hasarinin
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mekanizmasinda ROS ve RNS rol alir. ROS ve RNS nin iiretiminin ve saliniminin
artmastyla birlikte endojen antioksidanlarin tiikenmesi apopitotik ve nekrotik hiicre
Oliimiini hizlandirir (103).

Serbest oksijen radikalleri:

Endojen veya eksojen kaynakli faktorler ile oksijen biokimyasal
reaksiyonlarda hiicre hasari yapan molekiilere doniisebilmektedir. Bunun yanisira
hiicrelerde gerceklesen metabolik reaksiyonlar icin gerekli olan oksijenin %901
mitokondride oksidatif fosforilasyon sirasinda kullanilir. Kullanilan bu oksijenin %1-
3’1 mitokondrilerde O2", H2O2 ve OH™ gibi ROS’e doniistiiriiliir. Bu nedenle aerobik
kosullarda hiicreler her zaman ROS’in tehditi altindadir. Ancak hiicrelerin sahip
oldugu antioksidan sistemleri, ROS’un zararli etkileri baslamadan etkisiz hale
doniistiirtr (104).

ROS iiretiminin artig1 veya antioksidan savunma sistemlerinin fonksiyon azligi
ile birlikte bu hassas denge bozulursa, “oksidatif stres” meydana gelir. Hiicresel
fonksiyonlar bozulur, membran lipoproteinlerinin ve DNA’nin oksidasyonu ile
birlikte hiicreyi 6lime goétirebilir. En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri Sunlardir:
(104)

Tablo 1. Reaktif oksijen tirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 02 Hidrojen peroksit H20,
Hidroksil OH- Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromdoz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen O,
Hidroperoksil HOy» Ozon Os
Lipid peroksil LOO:
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Tablo 2. Reaktif nitrojen tiirleri (15)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO;

Nitrojen dioksit NO Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO-
Dinitrojen tetroksid N204
Dinitrojen trioksid N203
Peroksinitrit ONOOr
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO2*
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ROONO

Superoksit Radikali (O27)

Stperoksit radikali O, molekilune bir elektron alarak indirgenmesiile meydana
gelmektedir. Canlilarda olustugu ilk gosterilen oksijen radikalidir. Serbest radikal
olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif degildir. Siiperoksit’in iiretimi ¢cogunlukla
hiicrenin mitokondrisi i¢inde gergeklesir. Superoksit radikali kendisi direkt olarak
zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Superoksit radikalinin fizyolojik
bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO™ ) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen
trd olan peroksinitrit (ONOO™ ) meydana gelir. Baz1 biyolojik molekiiller ile
aerobik ortamda oksitlenirken  stiperoksit yapimima neden olmaktadirlar.
Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir. Aktive edilen fagositik
l6kositlerden bol miktarda siiperoksit iiretilerek, fagozom i¢ine ve bulunduklari
ortama verilmektedir. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimi, daha
reaktif turlerin olusumunu da baslatmaktadir (104).

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri sitoplazmaya goére daha
asidiktir ve siperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksid

radikalini olusturabilmektedir. Bu radikal ¢ok reaktif bir tiir olup, hiicre zarlarinda
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lipid peroksidasyonunu baglatabilmekte ve antioksidanlari oksitleyebilmektedir
(104).
Hidrojen Peroksit (H202) :

Hidrojen peroksit (H202), molekiler oksijenini ¢evresinden 2 elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusur. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi,
stperoksidin (O2") dismutasyonu ile olur. Bu reaksiyon, radikal olmayan Grinler
meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir
ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. Metal iyonlarinin
varliginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmasindan dolayioksitleyici bir
tdr olarak bilinir. H2O2 membranlardan gegebilen uzun 6miirlii oksidandir. Hidrojen
peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) kapsamina
girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe?* veya diger
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O2")
varhiginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur. Bu formdaki demir cok gucli
oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baslatabilmektedir. Hidrojen peroksit, nétrofillerin fagozomlarinda
bulunan bir enzim olan miyeloperoksidaz tarafindan hipoklordz asite (HOCI)
doniistirilir. Hidrojen peroksidin bir diger 6nemli fonksiyonu da hiicre igi sinyal
molekili rolini yerine getirmektir (105).

Hidroksil Radikali (OH"):

Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten olugsmaktadir. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma omrii ¢ok kisadir. Fagositoz ve cesitli enzimatik
katalizlerde tretilmektedir. Ozellikle DNA’nm piirin ve pirimidin bazlar ile
etkileserek oksidatif hasara yol agar. Arasidonik asitler gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden hidrojen atomunu c¢ikartmakta ve sonugta su olusumunu
saglamaktadir. Hidroksil radikali ile lipit peroksidasyonu hiicre membraninin,

akiskanligini ve gecirgenligini bozarak hiicre membranina zarar verebilir (102).
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H202 + Cu'/Fe™? 7 OH + OH + Cu*?/Fe*® Fenton reaksivonu

Cu?Fe™ + 0z~ > Cu'/Fe? + 02

02 + H202 > OH-+ OH + O2 Haber-Weiss reaksiyonu

Singlet Oksijen (O21]):

Yapisinda eslesmemis elektron olmasada serbest radikallerin reaksiyonunu
baslatmasi agisindan 6nemlidir. Reaktivitesi ¢ok yiksek bir oksijen tiri olan singlet
oksijen, oksijenin bir elektronunun daha yiksek enerji ile uyarilmasiyla olusur.
Singlet oksijen hicre membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan
reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol agar (102).

Singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglar o6zellikle karbon-karbon gift
baglaridir. Bu bilesiklerin basinda bilirubin, tokoferoller, fenoller, karotenler, DNA,
kolesterol, NADPH, triptofan, metionin, sistein ve histidin gibi bilesikler
gelmektedir. Bilirubin, karotenler, histidin, metionin ve bazi kimyasal bilesikler
singlet oksijeni temizleyerek ona bagli tepkimeleri inhibe edebilmektedir (102).
Serbest Nitrojen Radikalleri :

Nitrik oksit (NO) ve peroksinitritdir (ONOQ). Serbest nitrojen radikallerinden
organizma igin en Onemlileridir. NO, L-Arginin’in nitrik oksit sentetaz (NOS)
katalizorliigiinde oksidasyonu ile olusurlar. Endoteldeki bu enzimatik aktivite ayni
zamanda NL, makrofajlar, bobrekler, karaciger Kuppfer hiicreleri ve serebellar
noronlarda da gorilir. NO’in yarilanma 6mrii saniyelerle ol¢iildiigi icin sadece
tiretildigi kaynagin c¢evresindeki hiicreleri etkileyebilir. NO lipofilik 6zellikte olup,
oksijensiz ortamda oldukga stabildir ve suda ¢o6ziiniir. Diger radikallerden farkli
olarak diisik dozlarda toksik degildir, bircok dokuda fizyolojik streglerin
kontroliinde yer alan 6nemli bir sinyal molekdltdar. Nitrik oksit (NO) karacigerde
onemli sinyal molekiil islevi géren pluripotent gaz formunda bir serbest radikaldir.
Asirt miktarda iiretilen nitrik oksitin organizma tizerinde bir¢ok zararli etkileri vardir.
Bu etkilerinin ¢ogunu enzimlerin demir-siilfiir merkezleriyle etkileserek olustururlar.
Mitokondriyel elektron transport zinciri enzimleri merkezlerinde demir
bulundururlar. NO bu enzimleri inhibe ederek mitokondriyal solunum zincirini

durdururlar. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimini, adenozin difosfat
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ribolizasyon mekanizmasiyla veya peroksinitrit olusumu mekanizmasiyla inhibe
ederler. Glikolitik olan bu enzimin inhibisyonu hticresel enerji tretimini durdurur
(106).

Karacigerde Nitrik Oksit Sentazin (NOS) 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlarin
icinde uyarilabilen inflamatuvar NOS (iNOS, NOS-2) ve endotelyal yapisal NOS
(eNOS, NOS-3) en 6nemli olanlaridir. iNOS, genellikle inflamatuvar mediatorlere
yanit olarak, hepatositler ve Kupffer hiicreleri ve NL’ler gibi inflamatuvar
hlcrelerden eksprese edilir. eNOS, SEC icinde eksprese edilir, aktivitesi intraselltler
kalsiyum seviyelerine bagimlidir (107).

02" ve NO’nun peroksinitrit (ONOQO") olusturmak tizere birlesebildigini ve
peroksinitroz asitin (ONOOH) biyolojik olarak aktif hidroksil radikalinin (OH")
kaynagi oldugu gosterilmistir. NO’in toksik etkileri peroksinitrit iiretimi ile
baglantilidir. ONOO”nin  mitokondri  elektron transportunda olusturdugu
degisiklikler peroksinitritin sitotoksik etkisinin de aslin1 olusturur. Peroksinitrit
hiicrede lipid peroksidasyonunun baslamasi, dogrudan mitokondriyal solunum zinciri
enzimlerinin inhibisyonu ve membran Na / K ATPaz aktivitesi inhibisyonu ile hasar
verir (108, 109).

Reperfuzyonun erken sathalarinda endotelin, hem plazma hem de karaciger
parankiminde artar. Bu karacigere olan kan akimin azalmasi ile orantilidir.
Mikrodolasimdaki bozukluga oldukga giiclii bir vazokonstriktor olmasi nedeniyle de
katkida bulunur. Bunun yani sira reperflizyondaki ilk birkag saat NO miktar
diisliktiir. Bunun nedeni iskeminin ardindan hiicre ici NADPH ve Oz (ki bunlar NO
sentez kofaktorleridir) diizeylerinin diisiik olmasidir. Bu sirada bol miktarda, L-
arginin’i yikan enzim olan arginaz salinir. L-arginin, NO biyosentezinin aminoasit
substratidir (110).

Hepatik reperflizyondan hemen sonra, greftten yiiksek miktarda arginaz salinir.
Yeterli NOS uyarimi1 4-6 saati bulur. Daha sonraki donemlerde artmis endojen NO
iretimi, koruyucu role sahip olmaktadir. iskemi reperfiizyon modeli uygulanan
ratlara disaridan L-Arginin verilmesi IR hasarini azaltmis, L-NAME (NOS’un
spesifikolmayan inhibitorii) verilmesi ise hiicresel hasar1 ve mikrodolagimin

bozulmasini siddetlendirmistir (110).
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2.4.4. Serbest Radikaller ve Iskemi reperfiizyon hasari

Serbest Radikallerantioksidan savunma mekanizmasiin kapasitesini astiklari
zaman cesitli bozukluklara yol agarlar. Lipit, karbonhidrat, protein ve DNA gibi
biyomolekiilleri hedef alirlar (111).

2.4.4.1. Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu
doymamig yag asitlerinin (CDYA) oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerler ve oldukga zararlidir.

Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO") olusmasi, ROS’ nin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir dzelligi olarak
kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik
lipid peroksidasyonu” denir. Olusan lipid peroksil radikali bir baska CDYA ile
reaksiyona girerek kendisi lipid hidroperoksite doniisiirken {iriin olarak bir bagka
lipid radikali olusur. Peroksil radikalleri zincir reaksiyonunu devam ettirir. Olusan
lipid hidroperoksit ge¢is metallerinin katalizi ile yikilip ¢ogu zararli olan aldehitler
olusur. Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya c¢ikan cesitli aldehitlerden en iyi
bilinenleri Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal *dir. MDA &lglimii ile lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir (112, 113).

2.4.4.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1t CDY A ‘den daha az hassastirlar. Aminoasit
iceriklerine gore proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi
degisir. Doymamis bag ve kiikiirt bulunan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitler igeren proteinler serbest radikallerden daha kolay
etkilenirler. Bu etki sonucunda ozellikle sulfur radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida
disiilfit bagi bulunan immiinoglobdlin G (IgG) ve albumin gibi proteinlerin tersiyer
yapilar1 bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin ROS
ireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik  hidroksilasyona

ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli
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oranda zarar gorirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,") veya

hidrojen peroksitle (H2O2) reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (114).

2.4.4.3. Karbonhidratlara Etkileri

Hidroksil radikali glukoz, mannitol ve deoksi sekerlerle dogrudan reaksiyona
girer. Monosakkaritlerin oksidasyonuyla peroksitler, H2O2 ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve capraz baglar yapma
ozelliginden dolay1 hiicrede zararli etkilere yol agarlar (115).

2.4.4.4. DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerle niikleotidlerin etkilesmesi sonucu DNA zincirinde kirilma
ve mutasyonlar olusabilir. DNA hasarinin biiyiikliigli serbest radikallerin polimeraz
enzimi ile reaksiyona girerek DNA’nin onarilmasini engellemesi ile iliskilidir. Bu da
hicre 6lumu veya mutasyonla sonuglanabilir. Serbest radikaller, hicresel lipid,
protein ve DNA’da ¢esitli derecelerde hasara neden olabilmektedir. Hiicre zarlarinda
bulunan CDYA’ nin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona

girerek peroksidasyona ugrayabilmektedirler (115).

2.5. Antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir
Oksijen radikalleri (superoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve peroksi
radikaller), hidrojen peroksit ve tekil oksijen gibi reaktif non-radikal oksijen trleri,
karbon, nitrojen ve siilfiir radikalleri gibi ¢esitli reaktif molekiillerin hiicresel ve
cevresel olusumu oksidatif strese yol agmaktadir.

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi etkilerin giderilmesi icin
vicut, savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidan savunma sistemi adi verilen
savunma sistemi, fizyolojik veya cevresel olarak meydana getirilen serbest oksijen
radikallerini ortadan kaldirmaktadir.

. Vcutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek i¢in bircok savunma mekanizmalari
bulunmaktadir (116).

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan

antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar,
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stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz glutatyon transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise;
bilirubin, albumin, {irik asit, a-tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin, transferrin,
ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar serbest radikallere karsi ilk savunma
sistemini olusturmaktadirlar (116).

Sekonder antioksidanlar, zincir kirici reaksiyon ile serbest radikalleri
uzaklastirmaktadirlar. Bilirubin, E vitamini, C vitamini, B-karoten, Urik asit ve
albumin gibi maddeler bu smifta yer almaktadirlar. Lipid peroksidasyon zincirini
kiran bir antioksidan olan a-tokoferol hiicre zarinda bulunmaktadir. Askorbik asit
suda erimekte ve radikal toplayici olarak rol almakta, E vitamininin etkisini
arttirmaktadir. Urik asit ksantin oksidazi inhibe ederek serbest radikal olusumunu

azaltmaktadir (116).

2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar:
2.5.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD):

02+ 02+ 2H ), + H0:

SOD, siiperoksit anyon radikali (O27°nin, daha az reaktif olan H20’e
indirgenmesini katalize eder. Bir radikal Uzerine direkt olarak hareket eden tek
enzimdir. Hidrojen iyonu kullanir ve oksijen iretir. Toksik ve reaktif olan Oz ’ni
stiptirerek hiicreleri korur. Kesin 6zgiilliige sahip olan bu enzim kofaktor olarak Cu,
Zn, Mn ve Fe’i kullanir. Intraselliiler olarak Cu-Zn SOD olarak sitozol ve niikleusta
yer alir. Mitokondriyal matriks ve nikleusta ise Mn-SOD olarak yer alir. SOD,
substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve slperoksiti hidrojen
perokside ceviren, intraselliler bir metalloenzimdir. (117).

SOD, “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilan tepkimeyi
olusturur. Ciinkii stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmin gii¢lii bir
baslaticisidir. Bu sistem sayesinde huicresel kompartmanlardaki stiperoksit diizeyleri
kontrol altina alinmaktadir. Ancak H202 son driin olarak fenton reaksiyonu ile OH
radikaline doniisebilir. Bu nedenle SOD’dan sonra tepkime katalaz ya da glutatyon

rediktaz ile devam etmelidir (116).
2.5.1.2.Katalaz :

2H,0, ey’ H,0 + O

H202’1 suya ve oksijene doniistiirerek siipiiren bir diger enzim katalazdir. Tetramerik
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yapida olan katalaz, yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. En
yilksek oranda karaciger ve eritrositlerin peroksizomlarinda lokalize olmustur.
Ozellikle karacigerde olmak iizere, kan, kemik iligi, bobrek ve milk6z membranlarda
da yiksek miktarda bulunmaktadir (116).

2.5.1.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):

Glutatiyon peroksidaz (GSH-Px), H2O. ve lipid peroksitleri suya ve lipid
alkollere etkili bir sekilde indirgeyen vepek ¢ok hiicrede sitozollerde bulunan
tetramerik yapida bir enzimdir ve sirasiyla glutatyonu glutatyon disilfite okside
eder. Glutatyon, biyolojik olarak iki 6nemli yapiy1 (tiyol grubu ve y-glutamin bagi)
bulundurur. Yapisindaki sisteinin tiyol grubundan ve yiksek konsantrasyonundan
dolayr hiicre icinde Onemli bir antioksidan olan glutatyonun %99’dan fazlasi
indirgenmis formda bulunur. Yapisinda indirgenmis glutatyon bircok biyokimyasal
yolaklar i¢in indirgeyici esdegerleri saglayarak vaskiiler hiicrelerin hiicre i¢i redoks
halinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yeterli GPx aktivitesi veya
glutatyon seviyelerinin olmamasi durumunda, hidrojen peroksit ve lipit peroksitler
detoksize degildir ve sirasiyla gecis metalleri (Fe?") ile OHradikallerine ve lipid
peroksil radikallerine doniistiiriilebilir. GSH-Px / glutatyon sisteminin, diisiik seviyeli
oksidatif stresde 6nemli bir savunma oldugu disiintilmektedir (118).

Enzim aktivitesinin  %60-75’1 hiicrelerin  sitoplazmasinda, %25-40’1 ise
mitokondridedir. Enzim aktivitesi eritrositler ve hepatositlerde ¢ok yuksektir. Sitozol
ve mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit ve yag asidi
hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Ancak kapasitesi sinirlidir.  Diisiik
hidrojen peroksit konsantrasyonunda calismaktadir. Kofaktor olarak selenyum

elementini kullanir (102).
H,0; + 2GSH E—) GSSG + H,0

ROOH + 2GSH ey GSSG + ROH + H20

Tepkime sonucunda olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktazin (GSSG-R)
etkisi ile tekrar glutatyona doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediktaz enzimi ve baslica pentoz

fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamini
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saglar (102).

Glutatyon peroksidaz fagositik hicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir.
Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, serbest radikal peroksidasyonu sonucu,
fagositik hcrelerin zarar goérmesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan
strese karst en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen

peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agar (102).

2.5.2.Total Antioksidan Seviyesi (TAS):

Reaktif oksijen tirleri (ROS), metabolik ve fizyolojik sireclerde retilir ve
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar yoluyla onlar
uzaklastiran organizmalarda zararli oksidatif reaksiyonlar meydana gelebilir. Bazi
kosullar altinda oksidanlarin artis1 ve antioksidanlardaki azalma Onlenemez ve
oksidatif veya antioksidan denge oksidatif duruma dogru kayar. Sonug¢ olarak,
100'den fazla bozuklukta temel rol oynayan oksidatif stres gelisir (119).

Farkli antioksidan molekiillerin ayr1 olarak Olgiilmesi pratik degildir ve

antioksidan etkileri ilave oldugundan, bir numunenin toplam antioksidan kapasitesi
Olgilir ve buna total antioksidan kapasite denir. TAS’yi 6lgmek igin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde, genellikle, deneyde bir tir radikal Gretilir
ve radikale karsi antioksidan aktivitesi Olgliliir. En yaygin olarak kullanilan
kolorimetrik yontemler ABTS (3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat) molekilinin
spektrofotmetrik oOlglimleri ile antioksidan numunenin bilesenleri tarafindan
temizlenmesine dayanir. Kontrol antioksidani, hidrofilik vitamin E analogu olan
Trolox'dur (120).
Plazmadaki antioksidan molekullertotal antioksidan kapasiteye en biiyiik katkiy
sunar. Plazmada bilirubin, transferin, seruloplazmin, urik asit, E vitamini, C vitamini
gibi proteinler yaninda serbest radikalleri tutan zincir kirici antioksidanlarda
bulunmaktadir (121).

Albumin, iirik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan
kapasitenin %85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin,
glutatyon, flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan sistemin
komponentlerine nazaran albumin, Grik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla
olmasina baglhdir (119, 121).

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Genel olarak bu
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maddeler sinerjist olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek
baslarina yaptiklart etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu
sinerjizme Ornek glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferoliin yeniden
aktiflesmesini saglamas1 gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki
artis ile kompanse edilebilmektedir. Total antioksidan kapasitenin Olgimd,
antioksidanlarin tek tek Slglimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu yiizden
kanin antioksidan durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin
toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite Olcimi

yayginlasmaktadir (119, 121).

2.5.3.Total Oksidan Seviye (TOS)

Bilinen pek ¢ok metodla serum ya da plazmadaki oksidan molekdllerin
konsantrasyonlar1 ayr1 ayri Olgiilebilmektedir. Oksidan stresin arttigi durumlarda
artan bu molekiillerin oksidan etkileri birbiri iizerine eklenebilir. Ayrica tek tek
Olciimden ziyade total Ol¢limiin daha pratik olacagi diisiiniilerek tiim oksidanlarin
durumunu yansitabilecek bir yontem gelistirilmistir. Bu metodla in vitro TOS

Ol¢limi yapilabilmektedir (122).

2.5.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total oksidanlarin, total antioksidanlara bolinmesiyle elde edilen oransal bir
indekstir. OSI’nin yiiksek olmas1 oksidatif stresin arttigini gosterir.

Total Oksidatif Stres (TOS)
Oksidatif Stres Indeksi (OSI)= -m-mmmmmmmmmmmmmm e
Total Antioksidan Seviye (TAS)

2.6. Magnezyum Farmakokinetigi

Magnezyum viicutta en sik bulunan dordiincii, intraselliiler alanda en sik
bulunan ikinci katyondur (123). Magnezyumun absorbsiyonu esas olarak ince
barsaklarda olur. Absorbsiyon ya aktif transport ya da sadece yuksek konsantrasyon
durumunda diflizyonla gerceklesir. Enteral absorbsiyondan sonra serumda yarilanma
omri 4-5 saattir. Intravendz uygulamadan sonra plazma yarilanma émrii 5 —10
dakika olarak bildirilmistir. Magnezyum atilimi biiylik oranda bobreklerden olur.
Safra yolu ve ter bezleri ile atilim orani azdir. Total viicut magnezyumunun
%1’inden daha azi serum ve eritrositlerde bulunur. %53’ti kemiklerde, %27’si

kaslarin intraselliiler komponentlerinde ve %19 kadar1 da yumusak dokulardadir.
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Serum magnezyumu total viicut magnezyumunun yaklasik %0,3’linii igerir ve ii¢
farkli durumda bulunabilir. %62’si iyonize, %33’ii proteine; dzellikle albumine bagl
ve %S5’1 sitrat ve fosfat gibi anyonlarla kompleks haldedir (124).

Magnezyum hemoostazisinin hormonal regilasyonu net degildir. Magnezyum
metabolizmasinin regiilasyonundan paratiroid hormon (PTH), kalsitonin, D vitamini,
instlin, glukagon, epinefrin, antiditretik hormon (ADH), aldosteron ve seks
hormonlara etkilidir. PTH ve D vitamini intestinal absorpsiyonu arttirir. PTH renal
reabsorpsiyonu ve kemige geri alimi kolaylastirir. Insiilin magnezyumun selliiler
alinimini arttirir, glukagon renal reabsorpsiyona yardim eder (125). Klinik ¢aligmalar
viicuttaki magnezyum miktarinin yas ile degistigini gostermistir. Dokulardaki
magnezyum orani bebeklikten erigkin doneme gegiste iki katina ¢ikmaktadir. Diinya
Saglik Teskilati (WHO) giinliik magnezyum ihtiyacin1 300 mg olarak belirlemistir.
Bu ihtiya¢ hamilelik, emzirme ve siddetli stres altindaki kisilerde artmaktadir(124).
Referans Degerler: Serumda Erigkinlerde: 1,8 -2,6 mg/dl, Cocuklarda: 1,7 — 2,1
mg/dl, Yenidoganlarda: 1,5 — 2,2 mg/dl.

2.6.1. Magnezyum Farmakodinamigi

Magnezyumun hticresel fizyolojik 6zelliklerinin basinda enerji metabolizmasi
ve niikleik asit sentezini de iceren 300’den fazla enzimatik reaksiyonda kofaktOr
olarak onemli rol oynamasi gelir (124). Membran ve membran pompasindaki
hareketi magnezyum membran Ca?* ATP’az ve Na*-K*ATP’azin aktivasyonuna
katilarak depolarizasyon ve repolarizasyon fazlarinda transmembranal iyon
degisimine katilarak saglar. Magnezyum eksikligi ATP’az pompasinin aktivitesinin
bozulmasina neden olarak intraselliiler ATP’ nin azalmasin1 ve hiicre iginde Na* ve
Ca?*’un yiikselmesini ve K"’ unda diismesini saglar. Intrastoplazmik organellerde ve
hiicre memraninda stabilizasyonda rol alir. Iyon kanallarmdaki rolii farkli iyon
kanallarinda diizenleyici olmasidir. Diisiik intraseliler magnezyum konsantrasyonlari
potasyumun hiicreyi terketmesine izin verip, kondiiksiyon ve hiicresel metabolizmay1
degistirir. Magnezyum ayrica sarkoplazmik retikulum ve potansiyel ‘L tipi’ Ca®*
kanallarmi etkiler. Kompetetif antagonist hareket Ca?* cikisina karsi gerceklesir.
Sarkoplazmik kanala dayali Ca?* aktivasyonunu inhibe ederek Ca?** un sarkoplazmik
kanaldan kagmasmi engeller. Burasi, Ca?"’un esas intraseliler depo yeridir.

Magnezyum, kalsiyum kanal blokeri olup, Ca?* kanal aktivitesini diizenler ve modiile
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2*ynda belirlenen

eder. Bu oOzellikleri hipomagnezemi sirasinda hiicre i¢i Ca
yiikkselmeyi agiklar. Enzimatik aktivasyon ig¢in hucre i¢i serbest magnezyum
fosforilizasyon ve adenozin trifosfat (ATP)’yi igeren yiizlerce enzimatik reaksiyonda
gerekli bir mineraldir. Hicre icindeki inorganik fosfat ve ATP serbest magnezyumu
azaltir, ATP’nin adenozin difosfat (ADP)’ye donilismesini ise artirir. Aslinda
magnezyum ATP’nin distaki iki fosfat grubuyla etkilesip, enzimatik substrat
olusturur. Hucre i¢i magnezyum eksikligi, yiiksek enerjili fosfat baglarini ve glukoz
metabolizmasini ilgilendiren pek ¢ok enzimin fonksiyonunun bozulmasina neden
olur. Magnezyumun NMDA(N-Metil-D-Aspartat) reseptorleri tzerindeki inhibitor
etkisi ve vazodilatator prostoglandinlerin iiretimini arttirmasi serebral vazodilatasyon
saglar ve bu sekilde hastalarda antikonviilzan etkinlik gelisir (125, 126).
2.6.2. Magnezyumun Sistemler Uzerindeki Etkileri
Magnezyumun Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Magnezyumun sinir sistemi iletiminde 6nemli rol oynadigi; bunu da esas
olarak N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerindeki voltaja bagimli kapilarda
antagonist etki ile yaptigi disiiniilmektedir. Son zamanlarda NMDA reseptor
antagonizmasinin, santral sinir sistemini iskemik hasardan korudugu iizerinde
durulmaktadir. Diisiik serum Mg?* degerleri migren, depresyon ve epilepsi gibi
nérolojik hastaliklarla iliskilidir. N6ronal Mg?* konsantrasyonlari, NMDA reseptorii
eksitabilitesinin diizenlenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir. NMDA reseptorleri
eksitator sinaptik iletim ve noronal plastisite i¢in gereklidir ve bu nedenle gelisimsel
plastisite, 6grenme ve hafizada 6nemli bir rol oynamaktadir (127). Inhibitor
norotransmitter GABA da Mg?* ile regiile edilir. Ekstraseliiler Mg?*, hiperpolarize
noronal hiicrelerde olusan GABA A reseptorlerini uyarir. Santral sinir sistemindeki
Mg?* konsantrasyonlar1 diisiik oldugunda, GABA A reseptdrleri daha az uyarilir
(128). Travmatik beyin hasart (TBI) ve spinal kord yaralanmasi (SKY) olan
hastalarda Mg?* eksikligi diizenli olarak bulunur. Azalmis BOS Mg?* seviyeleri hem
TBI siddetine katkida bulunan oksidatif stres (ROS, NO) ve lipid peroksidasyonunu
artirr  (126). Hayvan deneylerinde, Mg?* algilayici fonksiyonun yami sira
sensorimotor/motor islevini  gelistirdigi  gorilmistir (129). Birgok hayvan
calismasinda, iskemik hasarin, hasarlanmaya yakin zamanda verilen magnezyum ile

azaldig1 gosterilmistir (130). Stipheli inmede 12 saat icinde MgSOa4 verilmesi ile
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belirgin bir yarar izlenmemistir. Benzer olarak MgSOs tedavisinin kardiak arrest
sonrast ndrolojik sonuglar ve yasam siiresini degistirmedigi gosterilmistir. Son
calismalarda NMDA reseptor antagonistlerinin postoperatif agri1 tedavisinde rolii
oldugu, NMDA reseptor antagonizmasinin nosiseptif uyar1 sonrasi santral
sensitizasyonu inhibe ettigi tizerinde durulmaktadir (125).
Magnezyumun Periferik Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Kalsiyum ve magnezyumun kaslar izerinde zit etkisi vardir. Hipomagnezemi
kontraksiyonu stimule ederken, hipokalsemi relaksasyonu indikler. Magnezyum
noromuskuler bileskede presinaptik alanda kalsiyumun girisini bloke eder ve
postsinaptik alanda asetilkolinin etkisini azaltir. Magnezyum primer olarak periferik
sinirlerde sinaptik alanda norotransmitterlerin salinimini etkiler; boylece lokal
anesteziklerin etkisini potansiyelize ettigi diistiniilmektedir (131, 132).
Motor Son Plak

Magnezyumun 2,5 mmol/L’den yiiksek seviyelerinde doza bagli olarak
periferik sinir sisteminde ndrotransmitter saliniminin presinaptik inhibisyonu gelisir.
Bu etkinlik presinaptik ucta memran kanallarinda Ca?* ile yarigmasina bagldur.
Noromuskiiler kavsakta magnezyumun 5 mmol/L ve iizerinde olmasi ile onemli
derecede presinaptik noéromuskiler blokaj ortaya cikar. Sonugta, magnezyum
nondepolarizan kas gevseticilerin etkisini arttirmaktadir ve ‘Lambert—Eaton
Sendromu’ ya da ‘Myastenia Gravis’ gibi hastaliklarda agir kas gii¢siizligiinun
gelisimine neden olabilmektedir. Bununla beraber magnezyum nondepolarizan kas
gevseticilerin etki baslama siirelerinde belirgin bir azalmaya neden olmamaktadir.
Magnezyum ve depolarizan kas gevseticiler arasindaki etkilesim ise daha az nettir.
MgSOs4 ile tedavi edilen hastalarda fasikilasyon gelismemis ve genellikle
magnezyum nondepolarizan grupta oldugu gibi depolarizan kas gevseticilerin de
aktivitesinin artisina neden olmustur. Magnezyum ile uzun sureli tedavi gérenlerde
stiksinilkolin  blokajinda artma izlenebilmekle beraber, akut hipermagnezemi
durumlarinda ayni durum sézkonusu degildir. Preeklamptik hastalarda kolinesteraz
seviyelerinde azalma, siiksinilkolin aktivitesinin artmasina yol agabilir ancak
magnezyumun, bu fenomen (zerinde etkisi bulunmamaktadir. Magnezyum,
stiksinilkoline bagh kas agrilarmin insidansinda ve agirliginda azalma saglayabilir
(131, 133).

35



Otonom Sinir Uglari

Magnezyumun vagal sinir u¢ ve otonomik ganglionlardaki etkileri tam
bilinmemektedir. Magnezyum konsantrasyonu 2.5 mmol/L nin tizerine ¢iktiginda
adrenerjik sinir uglarindan ve adrenal medulladan katekolaminlerin saliniminda
progresif bir inhibisyon ortaya ¢ikar. Daha yiiksek seviyelerde de ganglionik blokaj
geligir (131).
Magnezyumun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Kalp ve damar sistemi islevinde Mg?*'nin 6nemli bir rolii hayvan ve insan
calismalarinda bildirilen 6nemli bir vazodilatator etkidir. Hayvan g¢aligmalarindan
elde edilen sonuclar, Mg?" ile indiklenen vazodilatasyonun NO sentezinin
dizenlenmesinden kaynaklanmasina ragmen insan faaliyeti NO aktivitesinden
bagimsiz olarak gosteriyor (134, 135). Dahasi, Mg?* eksikligi, endotel hiicrelerinde
Ozellikle oksidatif strese neden olur ve reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa ve
sitotoksisiteye neden olur (136). Miyokardiyal aksiyon potansiyelinin 2. ve 3.
evrelerinde esas olarak onemlidir, bu etki K ve Ca®* kanallarina etki eder. Faz2'de,
Mg?* Ca®" asin yiiklenmesini ve hiicre toksisitesini onlemek igin L-tipi
Ca?*kanallarim inhibe eder (137).
Hiicredeki yilksek Mg?* eNOS aktivitesini arttirir ve vazokonstriktdr endotelin-1'in
sentezini azaltir. Diisiik Mg?* ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda, endotel
NFkB aktivitesinin artmasiyla belirginlesen siirekli bir inflamasyon hali gelistirir.
NFkB, IL-1 de dahil olmak Uzere sitokinler ve proinflamatuar transkripsiyonunun
ana regulatoridir. Bu inflamanin bir sonucu olarak, damar duvarlari monositleri ve
vaskiler diiz kas hicrelerinde ¢ogalmasini ve tasinmasini saglar. Bu islemler diisiik
Mg? kosullarinda matris metalloproteaz 2 ve 9un artan ekspresyonu ile
kolaylastirilir. Sonug olarak diisiik Mg?* konsantrasyonlar1 bu nedenle ateroskleroz,
vaskiiler bulgular veya tromboz ile sonuclanabilir (126). Magnezyum, Ca?*
antagonizmasi ile myokardiyal kasilma giiciiniin azalmasma neden olur. izole
edilmis kalplerde ekstraseliiler magnezyumun artmasi kasilma giiclinde azalmaya
neden olurken; hayvan ve insanlarda hipermagnezemi ve kardiyak depresyonun
klinigi arasindaki iliski daha az nettir. Izole kalplerde, magnezyum bradikardiye
sebep olur. Bununla beraber, ‘invivo’ ortamda magnezyum ile vagal asetilkolin

salimiminin inhibisyonu ile siklikla hafif bir tasikardi ortaya ¢ikabilir. Magnezyum
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antiaritmik ajanlara direncli ventrikiler aritmileri iceren ciddi aritmilerde etkilidir.
Magnezyum adrenalin uygulanmasi ile iliskili aritmilerin kontroliinde propranolol ile
esdeger, verapamilden ise daha glclu etkilidir. Bupivakaine bagh gelisen aritmilerde
de etkili olabilmektedir (131).
Magnezyumun Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Akciger fonksiyonundaki Mg?* roll U¢ seviyede agiklanabilir: 1) Mg?* giiclii
bir vazodilatator ve bronkodilator etkiye sahiptir; 2) Mg?* asetilkolin (ACh) ve
histamin salmimmin1 diizenler; ve 3) Mg?* anti-inhalator ajan olarak gorev yapar (126).
Astimlilarda magnezyumun bronkodilatdr etki mekanizmasi muhtemelen birden
fazla farkli mekanizma ile olmaktadir. Bunlar; magnezyum iyonunun diz kas
kasilmalarinda inhibitor bir etkiye sahip olmasi mast hucrelerinden histamin
salinmasi ve kolinerjik sinir uglarindan asetilkolin salinmasina aracilik eder (138,
139). Mg?*, kronik obstriiktif akciger bozuklugu (KOAH) ve kistik fibroz gibi gesitli
akciger hastaliklarinin altinda yatan hava yolu inflamasyonunu azaltabilir (140).
Magnezyum hiicresel seviyede kalsiyum iyon transportunun diizenlenmesiyle in vitro
brons diiz kaslarinda gevsemeye sebep olmustur. Bir diger ¢aligmada kalsiyum kanal
blokerlerinin egzersizde bronkokonstriktor cevabi korelttigi gézlenmistir (139).
Histamin, metakolin ve magnezyumun etkisininde kalsiyum kanal blokorleriyle
benzer oldugu saptanmustir (141). Magnezyum ayni zamanda solunum kaslarinin
fonksiyonunu da etkilemektedir. Diisiik magnezyum konsantrasyonunda solunum
kaslarmin giici azalirken, magnezyum verilmesiyle solunum kaslarinin giictiniin
artabilecegi goriilmistiir (142). Baz1 yayinlarda da prostaglandin ve izoprenaline
bagli damar diiz kas gevsemelerinin magnezyum aracili olabilecegi ifade
edilmektedir (142).
2.6.2.5. Magnezyumun Genitouiriner Sistem Uzerine Etkileri

Magnezyumun gestasyonel proteindrik hipertansiyon tedavisindeki roli iyi
bilinir. Ayrica giiclii bir tokolitik ajandir ve prematiir dogumun tedavisinde
kullanilmaktadir. Bobreklerde vazodilator etkilidir ve ditiretik etkinligi mevcut
olmakla beraber bu amaglarla klinikte kullanilmamaktadir (131).
Magnezyumun Iskelet Kas Sistemi Uzerine Etkileri

Magnezyum major etkisini motor son plakta gosterir, bununla beraber kasin

kendisinde minor kalsiyum antagonist 6zellikler ortaya ¢ikar. Malign hiperterminin
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tedavisinde bir miktar faydasi olabilse de bu etkisi azdir ve klinik olarak biiyiik bir
anlami yoktur (131).
Magnezyumun Pihtilasma Mekanizmas1 Uzerine Etkileri

Magnezyum trombosit adezyonu, agregasyonu ve tromboksan salinimini
azaltir. Vaskiiler endotelde antiagregan etki gosterir. Trombin olusumunu geciktirir
ve pihtilasma zamanini uzatir. Normalin Gzerindeki (3- 4 mmol/L Uzerinde)
magnezyum  konsantrasyonlarmin  trombosit agregasyonunu inhibe ettigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda serum diizeyi 3 mmol/L ise tromboelastograma
yanstyan bir etkinin olmadigi, 3-7 mmol/L arasi minimal bir etki gortildugi, 7

mmol/L Uzerinde ise kanama diyatezine yol agabilecegi gosterilmistir (143).

2.6.3. Magnezyum Uygulama Endikasyonlari

Magnezyumun laksatif ve antiasit tedaviden organ transplantasyonunda
sitoprotektif etkiye kadar pek ¢ok yararliligi teorik olarak mevcuttur. Magnezyumun
obstetri ve kardiyolojide yararliliginin ispatlanmis olmasi bu alanlarda daha ¢ok
kullanimmna yol ag¢mustir (125). Feokromasitoma cerrahisi  esnasindaki
hipertansiyonun kontrol altina alinmasina yardimci olmasi, antiaritmik ve
antiagregan Ozelliginin olmasi, reperflizyon hasarin1 Onleyici etkisinin olmasi,
bronkodilator etkiye sahip olmasi, anestezik ve analjezik ilaglarin kullaniminda
azalma yapmas1 gibi nedenlerle son yillarda anestezi ve yogun bakimda kullanimi
dikkati cekmektedir (144).
2.6.4. Magnezyumun Anestezide Kullanimi

Magnezyum son yillarda anestezi uygulamalarinda da dikkat ¢eken bir
ajandir. Gegen yiizyilin baslarinda magnezyumun santral sinir sistemindeki depresan
ozelligi dikkate alinarak genel anestezik etkinliginin olabilecegi giindeme gelmistir
(123). Cesitli galigmalarda anestezi idamesine MgSO4’ 1n eklenmesi ile anestezik
ilaglarin potansiyelize oldugu ve kullanilan anestezik madde miktarinda azalmaya
yol actigr gosterilmistir (145). MgSOs’in 6nemli etkisi motor sinir ucundan
asetilkolin salimimini1  Onleyerek noéromuskiiler ilaglarin etkisini potansiyelize
etmesidir (146). Indiiksiyonda MgSOs uygulanmasinin endotrakeal entiibasyona
kars1 gelisen tasikardi ve hipertansiyonda hemodinamik kontrol amaciyla

uygulanmakta olup adrenal medulladan katekolamin salinimini olumlu yo6nde
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etkiledigi diisiiniilmektedir (131). Ayrica feokromasitoma cerrahisi esnasindaki
hipertansiyonun kontrol altina alinmasina yardimcit olmasi, antiaritmik ve
antiagregan Ozelliginin olmasi, reperfiizyon hasarini Onleyici etkisinin olmasi,
bronkodilator etkiye sahip olmasi, anestezik ve analjezik ilaglarin kullaniminda
azalma yapmas1 gibi nedenlerle son yillarda anestezi ve yogun bakimda kullanimi
dikkati cekmektedir (144).

Obstetrik Anestezide Kullanimu:

Preeklampside ve eklampside magnezyumun tokolitik, antikonvilzan ve
hipotansif 6zelliklerinden faydalanilir. Bu vakalarda néromuskiiler monitorizasyon
yapilmalidir. Magnezyum kullanan preeklamptik hastalarda siksinilkolin ile blok
siiresinde uzama gelisebilir, ancak bu durum kolinesteraz azalmasi ile de iligkili
olabilecegi i¢gin net olarak tanimlanamamaktadir (131).

Feokromositoma Cerrahisi:

Magnezyumun katekolamin salinimini inhibe etmesi, antiadrenerjik aktivitesi
feokromositoma cerrahisinde giderek daha fazla kullanimmna yol ag¢maktadir.
Magnezyum oOzellikle katekolaminlerin indirekt olarak salgilandigi anestezi
indiksiyonu, entiibasyon, cerrahi stimulasyon gibi durumlarda etkili, tGmor
rezeksiyonunda tiimorden katekolamin salgilanmasina daha az etkilidir (131).
Kardiyovaskuler Anestezi:

Kardiyak cerrahi sonrasinda hipomagnezemi orani yiiksektir ve diisiik serum
magnezyum seviyeleri artmis atriyal fibrilasyon ile iligkilidir. Magnezyumun
membranlar  lizerindeki stabilizan etkisi kardiyak ritm  bozukluklarinda
kullanilabilirligini saglar. En Onemli endikasyonu torsades de pointes’tir. Fakat
digital toksisitesine bagli ventrikiiler aritmilerde de endikedir. Kritik hastalarda
magnezyum, akut atriyal tasiaritmilerde amiodarondan daha etkilidir (125).
Magnezyum fazla miktarda Ca®“’un hiicreye girisini inhibe ederek negatif
kronotropik etki ile sinus frekansini azaltarak kalp atim hizini diistiriir. Magnezyum,
kalp yukinu ve kardiyak oksijen tiiketiminin azalmasini periferik direngte azalma ve
sinus frekansinda azalma ile saglarken, oksijen sunumunu arttirir (koroner
dilatasyon). Magnezyum, sinus diigiimiiniin ritmik refrakter peryodunun uzamasina
neden olarak ritmik uyarilar1 inhibe eder. Ayrica atriyoventrikiiler ileti zamanini

uzatir. Dijital kullaniminda hipomagnezemi sik izlenir (146). Magnezyum, kardiyak
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operasyonlarda uzun yillardir kardiyoplejik soliisyonlarin komponenti iginde yer
almaktadir ve oOzellikle reperfiizyon sirasinda iskemik myokardiyumu korudugu
distiniilmektedir. Magnezyumun vazodilatér ve antiaritmik o6zellikleri ile major
vaskiler operasyonlarda aortaya kros-klemp konuldugu sirada kullanilabilirligi
diistiniilmektedir. Ayrica iskemi sonrasi normal dokularda patolojik olaylara aracilik
eden NMDA reseptorlerini antagonize ederek suprarenal aortik anevrizmalarin
onarimu sirasinda spinal kordu koruyucu etki gosterebilir (131).

Yogun Bakim:

Kardiyak aritmiler, solunum yetmezligi, neonatal pulmoner hipertansiyon ve
tetanoz tedavisinde yeri bulunmaktadir (124). Magnezyum insulin igin ikincil haberci
gibi fonksiyon gordiigiinden serum magnezyum konsantrasyonunun azaldigi
durumlarda insulin rezistansi artar. Tetanozda kardiyovaskiler instabiliteyi azaltmak
ve katekolamin salinimini inhibe etmek amaciyla yiiksek doz MgSOs inflizyonu
Onerilmektedir. Ancak tek basina yetersiz kalindiginda sedasyon ile birlikte
uygulanmalidir (144).

Perioperatif Analjezi:

Postoperatif analjezi amag¢li magnezyum adjuvan olarak kullanilmaktadir
(132). Analjezik etkinin temeli magnezyum tarafindan Ca?* kanallarinin bloke
edilmesi ve NMDA reseptorlerinin inhibisyonu ile olmaktadir. Kalsiyum kanal
blokerlerinin hayvanlarda antinosiseptif etkileri oldugu bilinmektedir. NMDA
reseptor antagonistleri de periferik nosiseptif stimiilasyona bagli santral
sensitizasyonun indiksiyonunu Onleyebilir. Magnezyum opioid turt analjeziklerin
kullanimlarin1 ve yan etkilerini azaltmaktadir (125). Ayrica degisik cerrahi, medikal
ve kronik agrili durumlarda, agrinin siddeti ile magnezyum konsantrasyonu arasinda
ters iliski oldugu gosterilmistir (147). Yapilan c¢alismalarda magnezyumun
indiksiyon oncesi 30-60 mg/kg dozlarinda bolus ve intraoperatif donemde 8-20
mg/kg/saat dozlarinda infiizyon seklinde verilmesi ile daha iyi bir hemodinamik
stabilite sagladigi, perioperatif donemde anestezik, analjezik ve ndromuskiiler bloker
ihtiyacin1 azalttigt ve daha konforlu bir derlenme donemi sagladigi gosterilmistir
(146).
2.6.4.Magnezyumun anti-inflamatuvar etkisi

Magnezyum, dogal bir kalsiyum antagonisti ve guc¢lu bir L-tipi kalsiyum
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kanali inhibitoriidiir (11). Dahasi, MgSO4'un belirli anti-inflamatuvar kapasiteye
sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin, endotoksin verilmesinden sonra inflamatuvar
sitokinlerin {iretimi, magnezyum ecksikligi diyeti ile beslenen sicanlarda 6nemli
derecede artmustir (148). MgSQO4, aymi zamanda, endotoksin ile tedavi edilen
hiicrelerdeki inflamatuvar yanitlar1 bastirmistir (149). Ek olarak, MgSO4'tin NF-xB
aktivasyonu bastirdigi  bildirilmistir.  MgSO4'Un in  vitro endotel hiicresi
aktivasyonunu inhibe ettigi ve MgSO4'iin niikleer faktor kappa B'nin (NFkB) niikleer
translokasyonunu azalttig: tespit edilmistir (149). NFkB, IL-1 de dahil olmak (izere
sitokinler ve proinflamatuvar transkripsiyonunun ana regilatériidiir. Diisiik Mg?* ile
indiiklenen oksidatif stres kosullarinda, endotel NFkB aktivitesinin artmasiyla

belirginlesen siirekli bir inflamasyon hali gelistirir (126).

Magnezyum dogal bir kalsiyum nantagonisti olarak hareket ettigi i¢in, hiicre
dis1t magnezyum miktarinin azalmasi, hiicre i¢i kalsiyumun artmasina ve hiicre dist
magnezyumdaki bir artisin zit etkiye sahip olmasinin olasili§ini ortaya koymaktadir.
Bu nedenle, magnezyumun hiicre dis1 konsantrasyonunun arttirtlmasi yararl anti-
inflamatuvar etkiye sahip olabilirken, hiicre disi magnezyum konsantrasyonundaki

bir azalma ile fagositik hiicre aktivasyonuna katilabilir (150).
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3.GEREC VE YONTEM

Deney; Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi (AIBU) Deney Hayvani
Aragtirmalar1 Etik Kurulundan alinan izin ile gergeklestirildi. Calismamiz 32 adet
eriskin disi Wistar-Albino rat (250-350 gr) kullanilarak AIBU Multidisipliner Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’'nda gergeklestirilmistir. Deney hayvanlari, c¢alisma
baslangicina kadar adaptasyonlarinin saglanmasi ig¢in 12 saat aydinlik - 12 saat
karanlik ortamda tutulmus, standart yiyecek ve suyla beslenmislerdir. Cerrahi
islemden 6nceki 12 saat boyunca sadece su igmelerine izin verilmistir.

Ratlarin hepsinin agirligi hassas tarti ile tespit edildi ve kullanilacak ilaclar
agirliklarina gore hazirlandi.Anestezi, intraperitoneal 90 mg/kg viicut agirligina
ketamin (Ketalar®, Pfizer Pharma GMBH, Germany) ve 10 mg/kg xylazine
hidrochloride (Alfazine®, % 2, Alfasan International, 3440 AB, Woerden, Holland)
ile sagland1, gerektiginde dozlar tekrarlandi. Ilag enjeksiyonundan 15 dakika sonra
karm 6n duvarindaki tiiyler tras edildi. Ratlar 4 gruba ayrilarak incelendi:

Grup 1 (kontrol grubu (K) n=8):

Laparotomi sonrasi hepatik pedikiil goriildiikten sonra miidahale yapilmadan
Grup 3 ve 4 siiresi kadar (140 dk) anestezi altinda bekletildi.

Grup 2 (Magnezyum (M) grubu n=8)

Anestezi sonrast 200 mg/kg magnezyum sulfat intraperitoneal uygulandi. 20
dakika beklendikten sonra batin agildi. Laparatomi sonrasi hepatik pedikiil
goriildiikten sonra miidahale yapilmadan Grup 3 ve 4 siiresi kadar (140 dk) anestezi
altinda bekletildi.

Grup 3 ( Iskemi-reperfiizyon (IR) n=8):

Anestezi sonrast 20 dakika beklendikten sonra batin agildi. Laparatomi
sonrasinda karacigere 60 dakika total iskemi sonrasinda 60 dakika reperfiizyon
uygulandi.

Grup 4 ( Iskemi-reperfiizyon+magnezyum grubu (IR+M) n=8):

Anestezi sonras1t 200 mg/kg magnezyum siilfat intraperitoneal uygulandi. 20
dakika beklendikten sonra batin agildi. Laparatomi sonrasinda karacigere 60 dakika
iskemi sonras1 60 dakika reperfiizyon uygulandi.

Deney gruplar ve Protokol

Magnezyum gruplarina batin agilmadan 20 dakika o6nce 200 mg/kg
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magnezyum sulfat intraperitoneal uygulandi. Orta hattan yaklasik 3-4 cm’lik
Insizyon ile laparotomi yapildi. Karin i¢indeki organlar gortinlr hale geldikten sonra,
kontrol grubu ve magnezyum grubu disindaki gruplarda portal ven ve hepatik arter
eksplore edilerek atravmatik vaskiler klemp ile karacigere giden kan akimi kesildi.
Atravmatik vaskiiler klemp yardimi ile 60 dakika iskemi uygulandi. Yeterli okliizyon
hepatik arterde pulsasyon olmamasi ve dokunun soluklagmasi ile dogrulandi. 60
dakika sonunda klempler alindi ve iskemi sonlandirildi. 60 dakika reperflizyon
saglandi. Daha sonra ratin sag atriyumundan intrakardiyak kan ornegi alindi Kan
ornekleri ile aspartataminotransferaz (AST) ve alaninamino transferaz, protrombin
zamani (PT,INR) troponin I, total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite
(TOS) ¢alisilmasi igin santrifilj edildi. Karaciger ¢ikarilarak histopatolojik inceleme
icin 6rnek alindi. Hemotoksilen eozin boyasi ile boyandi ve karaciger hasar skoru

degerlendirildi.

Biyokimyasal Parametrelerin Olgiimi

Kan alimimi takiben serum 6rnegi, kan pihtilastiktan sonra 3000 rpm’de 10
dakika santrifiije edilmesiyle elde edildi. Serum 6rnekleri 6l¢timler yapilana kadar -
20 C°’de saklandi. Serum AST, ALT, troponin ve INR seviyeleri, AIBU Hastanesi
Biyokimya Laboratuari’nda olgiildii ve degerler ALT ,AST U/L; Troponin pg/ml
olarak AIBU Architect C8000 ile galisildi. INR AIBU KOAG SYMEX ile 6lciildi.
Total Oksidan Status (TOS) analizi

Total Oksidan Status analizi icin, Total Oksidan Status Kiti (Rel Assay
Diagnostics) ve Olympus AU 400 biyokimya oto analizérii kullanildi. Birimi pmol
H.O2 Eqv. / L dir.
Total Antioksidan Status (TAS) analizi

Total Antioksidan Status analizi icin, Total antioksidan ticari kiti (Rel Assay)
ve Olympus AU 400 biyokimya otoanalizorii kullanildi. Birimi Trolox equivalent/L
dir.
OSI (Oksidatif stres indeksi) hesaplanmasi:

Organizmadaki oksidan/antioksidan dengeyi gosteren deger hesaplanirken
numunelerin total oksidatif stres degerleri yiizde cinsinden total antioksidan status

degerlerine oranland1 ve OSI degerleri elde edildi. OSI= 100 * TOS (umol/ L H205)

43



/ TAS (uMol/L Trolox) hesaplanda.
Karaciger Hiicre Histolojisinin Degerlendirilmesi
Histomorfolojik incelemeler

Karaciger dokusu 1sik mikroskobik inceleme i¢in %10’luk formaldehit
solusyonunda fikse edilip 24 saat bekletildi. Doku takip serilerinden gegirilmesi igin
trimleme yapilarak kasetlendikten sonra fiksatifin uzaklagtirilmas: amaciyla 1 gece
akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon igin sirasiyla %70, %80 %96’lik ve %100 lik
etil alkol serilerinde birer saat tutuldu. Seffaflastirma amaciyla birer saat iki farkli
ksilene tabi tutulduktan sonra 2-3’er saatlik sure de 2 kez parafin ile immersiyonu
saglandi. Daha sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary mikrotom
(RM 2255, Leica) araciligi ile 4pm’lik (Feather S35) parafin kesitler alindi.
Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 45 dk. 60°C’lik etiivde birakildu.
Ardindan ilki 20 dk. (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e
azalan alkol serilerinden geciridi, kesitler distle su ile ¢alkalandiktan sonra 5 dk.
Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklagtirilmasi 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 Absoll alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla
20’ser dk ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatilda.

HE ile boyanan Kkaraciger doku ornekleri hepatosit hasari yoninden 1s1k
mikroskobu ile 40x objektiflerle en az 10 alan incelendi. Hicre histolojisindeki
degisimler yonlinden 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Dokular skorlama
tablosundan yararlanilarak sitoplazmik vakuolizasyon, sinozoidal dilatasyon ve hicre
nekrozu yonunden her biri 0-4 aras1 puanlama yapildi (26). Skorlama tim gruplarda

sekiz ornek iizerinden yapildi.
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Tablo 3.1.Karaciger histopatolojik hasar skorlamasi

Karaciger hasar histopatolojik Puanlama Puanlamanin Yorumlanmasi
gostergesi

Yok
Nadiren
Bazi lobiillerde
Pek cok lobdilde
Yaygin
Yok

ii
Nadiren “
ii

o

Sitoplazmik vakuolizasyon

Sinusoidal dilatasyon Sik-perivendiler

Sik-periveniler midzonal
Yaygin panlobiile

Yok
1-2 apopitotik hiicre
>3 apopitotik hiicre
1-2 fokal nekroz alanmi
>3 fokal nekroz alani

Hucre nekrozu

ARIWONRFRPIOIR|WIN|IFPIOIRWIN|EF

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme i¢in Statistical Package of Social Sciences 24(SPSS
24.0,Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Verilerin normallik testleri Shapiro-
Wilks analizi ile yapildi. ALT, OSI normal dagilimi oldugundan One Way Anova
testi uygulandi. Diger verilerin analizinde Kruskal-Wallis varyans analizi uygulandi.
Gruplarin ikili karsilagtirmalart i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak tiim veriler
ortalama + standart sapma (ort + ss) olarak gosterildi. Istatistiksel olarak p< 0,05

degeri anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR
Biyokimyasal Degerlendirme Sonuclari

Gruplarin birbilerine gore istatiksel olarak p degerleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplar arasi p degerleri,

ALT AST | TROPONIN INR TAS TOS OSI
K-M 0,306 0,250 0,749 0,248 0,142 0,949 0,949
K-IR | 0,002 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,003
K- 0,002 0,002 0,009 0,063 0,085 0,002 0,002
IR+M
M — 0,002 0,002 0,003 0,004 0,009 0,004 0,004
IR
M — 0,002 0,002 0,013 0,245 0,338 0,009 0,006
IR+M
IR - 0,406 0,035* 0,064 0,009* | 0,259 0,565 0,565
IR+M

K: kontrol M: magnezyum IR: iskemi- reperfuzyon IR+M: iskemi reperflizyon ve magnezyum
*:IR+M grubunun IR grubuna goére p<0,05
K ve M gruplar iskemi reperfiizyon uygulanmadigi icin IR ve IR+M gruplariyla
birebir karsilastirildiginda anlamli fark ¢ikmasi bekledigimiz bir tablodur. K ve M
deney gruplarmin uygun sekilde yapildigin1 da gostermektedir. IR+M grubunu IR
grubuna gore karsilastirdigimizda AST ve INR biokimya degerlerinde anlamli fark
gorilmiistiir.
Ortalama ALT Degerleri

Ortalama serum ALT diizeyleri K grubunda 58,1+13,3 IU, M grubunda 49.2
+12,7 IU, IR grubunda 717,1+344,9 1U, Grup IR+M de 561,4+307,1 IU olarak
Olglldi. IR+M grubu IR grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi(p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p;0,406’dr.
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ALT Ortalamalari
800 717.1
700
600 561,4
500
2 400
300
200
100 58.1 49.2
o — e 0
K M IR IR-M
MK M IR EIR-M

K:kontrol, Mg: Magnezyum, IR: Iskemi Reperfiizyon IR-Mg: Iskemi reperfiizyon Magnezyum
*Gruplar arasi karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.1.ALT Ortalamalari

Ortalama AST Degerleri

Ortalama serum ALT diizeyleri K grubunda 158,2+25,2 IU, M grubunda 182.2
+42,7 1U, IR grubunda 1280,3% 666,2 1U, Grup IR+M de 713 +309,8 IU olarak
Olculdi. IR+M grubu IR grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu.(p<0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0,035’tir.

47



AST Ortalamalari

1400 1280
1200
1000

800 713 *

2
600
400
182
200 158.2
N .
K M IR IR-M
MK EM IR EIR-M

K:kontrol, M: Magnezyum, IR: iskemi Reperfiizyon IR-M: iskemi reperfiizyon Magnezyum
*QGruplar aras1 karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.2.AST Ortalamalari

Ortalama Troponin | degerleri

Ortalama serum troponin | diizeyleri K grubunda 412,8+488,6 pg/ml, M
grubunda 483,69 +429,8 pg/ml, IR grubunda 23629,51 +21716,27 pg/ml, Grup
IR+M de 2898,9+2946,0 pg/ml olarak 6lciildi. IR+M grubu IR grubuna gore
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi(p>0,05). Hesaplanan
istatistiki deger p:0,064 dr.
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Troponin Ortalamalari
25000 23629
20000
_ 15000
£
B,
Q.
10000
5000 3448 7898
0
K M IR IR-M
MK M MIR HIR-M

K:kontrol, M: Magnezyum, IR: iskemi Reperfiizyon IR-M: iskemi reperfiizyon Magnezyum

*QGruplar arasi karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.3. Troponin Ortalamalari

Ortalama INR degerleri

Ortalama serum INR duzeyleri kontrol grubunda 0,81+0,77, M grubunda 0,86 +0,76
,IR grubunda 1,71 £0,55 , Grup IR+M de 0,94+0,17 olarak 6l¢uldi .IR+M grubu IR
grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu( p<0,05).
Hesaplanan istatistiki deger p:0,009 dur.
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INR Ortalamalari

1,71

0,94*

K M IR IR-M

MK EM MIR HIR-M

K:kontrol, M: Magnezyum, IR: Iskemi Reperfiizyon IR-M: iskemi reperfiizyon Magnezyum
*QGruplar aras1 karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.4.INR Ortalamalar1

Ortalama TAS degerleri

Ortalama serum TAS duzeyleri K grubunda 1,53+0,47 Trolox equivalent/L ,
M grubunda 1,76 +0,46 Trolox equivalent/L, IR grubunda 2,96 +0,92 Trolox
equivalent/L, Grup IR+M de 2,40+1,09 Trolox equivalent/L olarak ol¢uldi . IR+M
grubu IR grubuna goére Kkarsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi( p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0,225 dir.
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TAS Ortalamalari

3.5

2.96

=
"

[EEN

Itrolox equivalant/L

o
w

o

K M IR IR-M

MK EM MIR ®IR-M

K:kontrol, M: Magnezyum, IR: Iskemi Reperfiizyon IR-M: iskemi reperfiizyon Magnezyum

*Gruplar arasi karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.5.TAS Ortalamalari

Ortalama TOS degerleri

Ortalama serum TOS dlzeyleri kontrol grubunda  3,42+1,34 Trolox
equivalent/L, M grubunda 5,13 +5,43 Trolox equivalent/L, IR grubunda 28,90
116,14 Trolox equivalent/L ,Grup IR+M de 20,49+13,51 Trolox equivalent/L olarak
Olculdi. IR+M grubu IR grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi( p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0,565’tir.
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TOS Ortalamalarni

35

30 28.9
< 25
E, 20.49
.g 20
=1
o
@ 15
xX
o
o
510

5.13
5 3.42
0
K M IR IR-M
HK M MIR ®IR-M

K:kontrol, Mg: Magnezyum, IR: iskemi Reperfiizyon IR-Mg: Iskemi reperfiizyon Magnezyum

*QGruplar aras1 karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.6.TOS Ortalamalari

Ortalama OSI degerleri

Ortalama serum OSI diizeyleri K grubunda 2,24+0,87, M grubunda 2,60
+1,88 , IR grubunda 9,38 £3,99 , Grup IR+M de 8,28+3,68 olarak olculdi . IR+M
grubu IR grubuna gore karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi( p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0,565 dir.
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OSI Ortalamalari

029
J700

=
o

O KB N W B U1 O N 0 ©

K M IR IR-M

HK EM MIR ®IR-M

K:kontrol, Mg: Magnezyum, IR: Iskemi Reperfiizyon IR-M: Iskemi reperfiizyon Magnezyum
*QGruplar aras1 karsilastirma p < 0.05

Sekil 4.6.0SI Ortalamalar1

Histopatolojik Degerlendirme Sonuclar:

Histopatolojik incelemelerde tim gruplarda vakuolizasyon, sinizoidal
dilatasyon, apopitoz ve nekroza bakildi. Kontrol grubunda normale yakin
histopatolojik goérunim elde edildi M grubunda sinozoidal dilatasyon izlendi. IR
grubunda sitoplazmik vakuolizasyon, sinozoidal dilatasyon, apoptoz ve hicre
nekrozu gozlendi. IR +M grubunda da apoptoz ve hiicre nekrozu ve sinozoidal

dilatasyon izlendi.
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Sekil 4.7. Karaciger hasarinin mikroskobik goriiniimii; A; Normal karaciger

parankimi (10X, H&E) (K grubu), B; Sinozoidal dilatasyon (10X, H&E) (M grubu),
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C; Apoptoz (10X, H&E) (IR grubu), D; Sinozoidal dilatasyon (20X, H&E) (IR
grubu) E; Nekroz (20X, H&E) (IR grubu), F; Sinozoidal dilatasyon (20X, H&E)
(IR-M grubu)
Vakuolizasyon :

Nonparametrik olan VAC degerleri ortanca olarak hesaplandi.
Ortalama serum VAC degerleri K grubunda (0,0+0,0), M grubunda (0,0+0,00), IR
grubunda(0,850+,89), Grup IR+M de (0,28+0,48) olarak hesaplandi IR+M grubu IR
grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi( p>0,05).

Hesaplanan istatistiki deger p:0,196’dr.

Sekil 4.8.VAC Ortalamalari

N
VAC
ORTALAMALARI
\r/
K: O M: 0 IR: 0,85 IR+M: 0,28
S—r”’ Se—r”’ S—r’ S

Sindizoidal Dilatasyon :

Nonparametrik olan Sid degerleri ortanca olarak hesaplandi.
Ortalama Sid degerleri K grubunda (0,0+0,0), M grubunda (0,42+0,52), IR
grubunda (1,520+,48), Grup IR+M de (1,52+1,25) olarak hesaplandi. IR+M grubu
IR grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi(
p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0,774 dr.
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Sekil 4.9.SID Ortalamalari

—~
SID
ORTALAMALARI
<
—~~ A~ A~ A~
K: O M: 0,42 IR: 1,28 IR+M: 1,52
~ ~ ~ ~

Nekroz ve Apopitoz:

Nonparametrik olan nekroz apopitoz degerleri ortanca olarak hesaplandi.
Ortalama Nekroz Apopitoz degerleri K grubunda (0,0+0,0), M grubunda (0,0+0,0),
IR grubunda (3,850%,3,7), Grup IR+M de (2,14+1,34), olarak hesaplandi. IR+M

grubu IR grubuna goére karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi( p>0,05). Hesaplanan istatistiki deger p:0.19 dur.

Sekil 4.10.Nekroz ve Apoptoz Ortalamalari

N
NEKROZ APOPTOZ
ORTALAMALARI
\I./
K: O M: 0 IR: 3,85 IR+M: 2,14
S S S S
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5. TARTISMA
Karacigerde iskemi-reperfiizyon sonucunda aspartataminotransferaz  ve
alaninaminotransferaz duizeyleri artar. Bu artisin iskemi-reperfiizyon sonucu olusan
serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi hasara bagli olabilecegi kabul
edilmistir (4).

Dufour ve ark (151)’nin karaciger hasarinin tanisinda ve monitorizasyonunda
laboratuvar testlerinin 6nemini gosteren ¢alismasinda, transaminazlarin (AST, ALT)
hepatosit hasarin1 gostermedeki duyarliligi vurgulanmustir. Seeto ve ark. (152)
yaptiklar1 ¢alismada, aminotransferaz duzeylerinin en fazla iskemik ve toksik
karaciger hasarinda yiikseldigini tespit etmisler. Hemostatik parametrelerdeki
degisiklikler, major hepatik rezeksiyon sonrasinda sik karsilagilan bir durumdur.
Iskemi reperfiizyonu takiben diizenleyici proteinlerin ve inflamatuar mediatorlerin
sentezinin bozulmasi nedeniyle, pihtilasma dengesi bozulmaktadir (153). Bizim
calismamizda da karacigerde hiicre hasar1 ve yikimini gosteren en giivenilir
parametrelerden olan serum ALT, AST ve INR ‘ye bakildi. AST ve INR
degerlerinin IR+M grubunda IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak

azaldig1 goriildii. ALT degerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

Parekh ve ark nin yaptigi bir ¢alismada, akut karaciger yetersizligi gelisen
hastalarin  %74’tinde serum troponin I'm  yiikseldigini tespit etmisler (154).
Calismamizda Troponin I degerine de bakildi. IR+M grubunun IR grubuna gére
Troponin | degerinin istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Kandis ve ark.(155) yaptiklari caligmada karaciger IR hasarinda TAS
dizeylerinde diistis ve TOS diizeyinde artis oldugunu tespit etmisler. Tiifek ve ark.
(156) da; karaciger, akciger ve bobrek dokularinin karsilastirdiklar ¢alismalarinda,
IR grubunda daha ylksek TOS degerleri ve daha diisiik TAS degerleri bulmuslardir.
Bizim ¢alismamizda da, oksidatif stres seviyesini belirlemek icin TAS ve TOS
degerleri dlgiildii ve OSI hesaplandi. Calismamizda IR+M grubunun IR grubuna gore
karsilastirildiginda TAS degeri ¢alismalarin tersine diisiik bulunmustur. TOS degeri
ise diger caligmalardaki sonuglara uygun olarak daha diisiik bulunmustur. Buna baglh
olarak OSI degerleri, IR*M grubunun IR grubuna goére karsilastirildiginda daha

diisiik bulunmustur. Bu da oksidatif stresin orantisal olarak IR+M grubunda daha az
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oldugunu gosterir.

Karaciger cerrahisinin en O6nemli komplikasyonlarindan biri intraoperatif
kanamadir. Bu problemin ¢6zumiunde ¢esitli vaskiiler okliizyon teknikleri
kullanilmaktadir. Nakajima Y ve ark.(157) nin karaciger rezeksiyonunda kanama
kontroliinde kullanilan cerrahi tekniklerini ve Bilt ve ark.(158)nin ise karaciger
cerrahisindeki vaskuler klemp tekniklerini arastirdigi retrospektif calismalarda,
vaskiiler okliizyon tekniklerinin kullanim sikliklar1 gosterilmektedir. Bu tekniklerden
hepatik vaskiiler klemp teknigi, karacigere giren ve c¢ikan kan akiminin total
okliizyonuna dayanirken, Pringle manevrasi karacigere giren kan akiminin
engellenmesi amaciyla portal triada uygulanmakta ve bu teknik daha fazla
Onerilmektedir. Yine Gurusamy ve ark.(159) elektif karaciger rezeksiyonu igin
vaskiiler okliizyon metodlarin1 komplikasyonlar1 yoniinden karsilagtirmis ve hepatik
vaskiiler klemp tekniginin, portal triad klemp teknigine goére hemodinamik
gostergelerde daha tahrip edici degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir. Bizde
deneysel calismamizda, karacigerde iskemi olusturmak i¢in portal triad klempleme
teknigini kullandik.

Deneysel karaciger IR modellerinde, total veya parsiyel iskemi yontemleri
kullanilabilmektedir. Hemodinamik stabilite bozulmadan hasar olusturulan total
karaciger iskemi suresi en az 25 dk olarak saptanmistir. Deneysel calismalarda
belirtilen en uzun sicak iskemi siiresi 90 dakika iken kabul edilebilir sicak iskemi
stiresi yaklagik 60 dakikadir (29). Caligmamizda klinik uygulamalara yakinlig
nedeniyle 60 dk’lik total iskemi siiresi secilmistir.

Magnezyum siilfat (MgSO4) gucli bir anti-inflamatuar etkiye sahiptir ve gucli
bir antioksidandir. Endotoksin bagimli inflamatuvar molekiil upregiilasyonunu inhibe
eder. Magnezyum, L-tipi bir kalsiyum kanal blokeridir ve L-tipi kalsiyum kanali
bloke etme, doku hasariyla ilgili kalsiyum asir1 yiikiinii azaltarak IR hasarini
Onlemede etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir(8-11). Magnezyum siilfatin farkli organ
IR hasari tedavilerinde farkli dozlarda kullanildig: ¢aligmalar bulunmaktadir. Ming-
Chang ve ark.(10)bilateral alt ekstremite IR hasarina bagli akciger zedelenmesinde
reperfuzyondan hemen sonra 100 mg/kg intraven6z magnezyum siilfat vermisler ve
IR hasarina baglh akut akciger hasarinin azaldigini gostermislerdir. Kaptanoglu ve

ark.(9 )intrauterin IR hasarinda magnezyum siilfatin fetal deride koruyucu etkilerini
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arastirdiklar1 calismalarinda, ratlara IR hasarindan 20 dakika &nce 600 mg/kg
magnezyum sulfat intraperitoneal olarak vermisler ve magnezyum siilfatin koruyucu
etkisini gostermislerdir. Hwang ve ark.(160) spinal kord iskemik hasarinda
magnezyum siilfatin koruyucu etkisini aragtirmislardir. Ratlar 3 gruba ayrilmis, 30
mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg magnezyum sulfat cerrahiden 30 dk 6nce ve 10 dk
stireyle infiizyon seklinde verilmistir. Magnezyum siilfatin bu dozlarda spinal kord
iskemisinde koruyucu etkisi gOsterilememistir. Akan ve ark.(8) 200mg/kg
magnezyum siilfat intraperitoneal verilmistir. Bizim ¢alismamizda magnezyum sulfat
iskemiden 20 dakika 6nce 200 mg/ kg intraperitoneal olarak uygulanmstir.
Iskemi-reperfiizyon hasarmin tespiti ve hasar seviyesinin 6l¢iimii i¢in cesitli
histopatolojik hasar skorlama sistemleri tanmimlanmistir. Bu skorlama sistemleri,
hiicre hasar safthalarindaki doku degisikliklerini incelemekte ve bulgunun seviyesine
gore puanlamaktadir. Selzner ve ark.(87) hiicrenin oksijensiz kalmasiyla meydana
gelen ATP eksikliginin, hiicre memranindaki Na-K pompa yetmezligine neden
oldugunu ve hiicre i¢i Na birikimiyle SEC’lerde dilatasyon meydana geldigini,
kompleks mekanizmalarla hasarin ilerledigini, sinuzoidlerde akimin kayboldugunu
ve sonugcta hicrenin apopitoz ve nekroza gittigini gostermislerdir. Bu nedenle pek
cok aragtirmact hepatik IR hasarinda meydana gelen patofizyolojik degisiklikleri ve
tedavi etkinliklerini bu mekanizma tizerinden arastirmislardir (26). Bu arastirmalarda
en sik bakilan parametreler vakuolizasyon, siniizoidal dilatasyon ve apopitoz/
nekrozdur. Biz de ¢alismamizda IR hasarimi belirlemek ve kullandigimiz ilaglarin
hasar iizerine etkinliklerini histopatolojik yonden aragtirmak igin vakuolizasyon,
sinuzoidal dilatasyon ve apopitoz / nekroz parametrelerini kullandik. Bu deneysel
calismada karaciger iskemi reperfiizyon olusturulan ratlarda magnezyum siilfatin
IR+M grubunu IR grubuyla karsilastirdigimizda gére IR hasarmin histopatalojik
duzeyde vakuolizasyon, sinozoidal dilatasyon apopitoz ve nekroz agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Histopatolojik incelemede karaciger hasar
skorunu degerlendirirken apoptoz ve nekroz ortalamalarmin IR+M grubunun IR

grubuna gore karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goriildii.
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6.SONUC

Bu denecysel calismada karaciger iskemi-reperfiizyon olusturulan ratlarda,
iskemiden Once verilen magnezyum siilfatin karaciger IR hasarina etkileri, ALT,
AST, INR, Troponin I, TAS, TOS degerleri ve histopatolojik incelemeyle
degerlendirilmistir. Ratlarin histopatolojik incelenmesinde; magnezyum siilfatin
IR+M grubunda IR grubuna gore nekroz ve apoptozu azalttigi goriildii. Karaciger
hasarinin degerlendirmesinde AST ve INR biokimya sonuglarinin IR+M grubunu IR
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildii. Iskemi-
reperflizyonun klinik tedavisinde rutin olarak yer almayan magnezyum siilfatin erken
donem uygulanmasinin karaciger hasarimi1 azaltabilcegini diisiinmekteyiz. Bu
sonucun daha kapsamli deneysel ve klinik c¢alismalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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