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KISALTMALAR

ATP: Adenozin trifosfat

Ca++: Kalsiyum iyonu

eNOS: Endotelial NOS (eNOS)

ET: Endotelin

ETZ: Elektron Tasima Zincirinin

F : floriir

g: gram

GM-CSF : Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
H +: hidrojen iyonu

HFIP: heksafloroizopropanol

ICAM: Interseliiler hiicre adezyon molekiilii
IL-1: interlokin-1

iNOS: Indiiklenebilir NOS'un (iNOS)

IR : iskemi ve reperfiizyon

K+: potasyum iyonu

MAK: Minimum alveolar konsantrasyon
mg: miligram

ml: mililitre

MODS: Coklu organ disfonksiyon sendromu
Na +: sodyum iyonu

NO: Nitrik oksit

NOS: NO sentaz (NOS)

PDGEF: Platelet kaynakli biitylime faktorii
PRP: Platelet zengin plazma (PRP),

ROS: Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu
TGF -B1: doniistiiriicti biiytime faktorii (TGF) -p1
TIMP-4: Doku metalloproteaz-4 inhibitorii

TNF-a : Tumor nekroz faktori-alfa
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TNF-B : Timdr nekroz faktorii -beta

TRP: Membrandaki gecici reseptor potansiyeli
VCAM: Vaskiiler hiicre adezyon molekiili

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)



1.GIRIS

Iskemi ve reperfiizyon (iR), kan damarlarmmn kismen veya tamamen
okliizyonu ve ardindan kan akisinin tekrar saglanmast ile ortaya ¢ikar. Bu fenomen,
miyokardiyal iskemi, felg, travmatik veya hemorajik yaralanma, cerrahi ve
transplantasyonu kapsadigi diisiiniildiiglinde insan viicudunda belki de en sik
goriilen patolojidir. iskemi sirasinda, oksijen bulunmamasi nedeniyle aerobik
metabolizma azalir; asir1 serbest radikal olusumu ile karakterize olan reperfiizyon
sirasinda oksidatif hiicre hasari olusur.(1)

Karaciger rezeksiyonu ve karaciger transplantasyonu sirasinda kaginilmaz
bir iskemi periyodu gereklidir ve total vaskiiler okliizyon (Pringle manevrasi) en
yaygin kullanilan prosediirdiir. Kan akis1 tekrar saglandiginda reperfiizyon
meydana gelir ve IR hasar1 olusur.(2) Karaciger IR hasarmnin, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu, l6kosit migrasyonu ve aktivasyonu, mikrosirkiilasyon
anormallikleri, siniizoidal endoteliyal hiicre hasari, koagiilasyon kaskat
aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin salinmasina bagli Kupffer hiicre aktivasyonu
ve mitokondriyal disfonksiyon ile olustugu ¢esitli calismalar ile gosterilmistir.
Ancak IR nin tiim patofizyolojik siireci heniiz aydinlatilmamustir.(3)

Volatil anestezik olan sevofluran karaciger cerrahisi sirasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda sevofluranin, hem insanlarda hem de
laboratuvar hayvanlarinda beyin, kalp, bagirsak, akciger ve karaciger dahil olmak
iizere ¢esitli organlart veya dokular1 IR hasarma karsi koruyabildigini

gosterilmistir.(4) Volatil anesteziklerin sitoprotektif etkisi, iskemi oncesi (6n



kosullandirma), reperfilizyon ile birlikte (art kosullandirma) ve tiim cerrahi prosediir
boyunca baslatilabilir.(5) Sevofluranin IR hasarina kars1 koruma mekanizmalari
heniiz tamamen agiklanmis degildir.

Plateletler hiicresel proliferasyonu, farklilagmayi, kemotaksisi ve
anjiyogenezi uyardigi bilinen platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
donistiirticii biiyiime faktorii (TGF) -B1 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) gibi biiyiime faktorlerini yliksek miktarda igerir.(6) Platelet zengin plazma
(PRP), ilk olarak Marx ve ark. tarafindan 1998'de tanimlanmistir; plateletten zengin
slipernatanti izole etmek icin santrifiijlenen bir kan 6rneginden elde edilen, biiyiime
faktorleri bakimindan zengin otolog bir iiriindiir.(7,8) Plateletler IR hasarinin
modiilasyonunda anahtar bilesenlerdendir, tromboz aracilig1 ile endotel hasarinin
artmasina neden olduklarina dair bazi ¢alismalar mevcuttur.(9,10) Bu nedenle IR
hasarinda plateletlerin  roliiniin doku hasarmi arttirict  yonde oldugu
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, eksojen PRP uygulamasinin ROS ve
mitokondriyal depolarizasyonu azalttig1 in vitro ¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica
PRP’nin testis ve overde IR hasarim1 onledigine dair calismalar
bulunmaktadir.(6,11) PRP’nin karacigerdeki IR hasarina etkisi ise heniiz ortaya
konulmamustir.

Bu c¢alismada karacigerde IR hasar1 olusturulmus ratlarda, sevofluran

anestezisinin ve PRP uygulamasinin etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. KARACIGER

2.1.1.Karaciger Anatomisi

Karaciger, saglikli yetigkinlerin toplam viicut Kkiitlesinin %2 'sini ve
yenidoganlarin viicut kiitlesinin %5'ini olusturan, insan viicudundaki en biiytik i¢
organdir. Erigkinde yaklasik 1500gr agirhgindadir. Istirahat halinde kalp debisinin
%25’ini alir. Kirmizims1 kahverengi renklidir ve sag subkostal boslugun
tamamini(7.-11. kostalar arasindadir), epigastriumun cogunu ve sol subkostal
boslugun bir kismin1 kaplar. Digbiikey ist yiizeyi diyafragma ile komsudur.
Icbiikey posteroinferior veya visseral yiizeyi, i¢ organlarin izleri nedeni ile
diizensizdir; 6zofagusun abdominal kismi, mide, duodenum, sag kolik fleksura, sag
bobrek ve sag siirrenal bez ve safra kesesi ile komsuluk gosterir.(12,13)

Karaciger ligamentum(lig.)falciforme ile anterior abdominal duvara, lig.
hepatogastricum ile mideye, lig. hepatoduodenale ile duodenuma tutunur.
Diafragma ile komsulugu harig, tamamen visseral periton ile ortiiliidiir.(14)

Geleneksel anatomide sol, sag, kaudat ve kuadrat olmak tizere dort loba
ayrilir. Sag ve sol loblar safra kesesi ve inferior vena kava (IVK)'nm sol tarafini
birbirine baglayan ana hepatik fissiir ile ayrilmistir. Kaudat ve kuadrat lob ise sag
lobun aksesuar loblari kabul edilir. (12) Segmental (fizyolojik/fonksiyonel)
anatomi ise karacigeri kendine yeten, bagimsiz segmentlere ayirir. Her segment,
afferent kan kaynagi ve parankimden kan ve safranin bosaldigi kanallara
sahiptir.(15) Karacigeri 8 segmente ayiran bu yontem, Couinaud tarafindan 1957
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yilinda tanimlanmis olup, segmentlerin ayr1 ayri1 rezekte edilebilmesi sebebiyle,

giintimiizde giincelligini korumaktadir(Sekil 1).(16)

Sekil 1 Couinaud simiflamasina gore karaciger segmentleri(17)

Karacigerin hilusu (porta hepatis), afferent kan damarlarinin girdigi ve safra
kanallarmin karacigerden ¢iktig1 yerdir. Karaciger dual kan akimina sahip bir
organdir ve kanlanmasi, vena mesenterika Stiperior ve vena lienalis’in birlesmesi
ile olugan vena porta hepatis (%70) ve trunkus ¢oliakusun dali olan arteria hepatika
kommunisten ayrilan arteria hepatika propria(%30) tarafindan saglanir. Bu iki ana
vaskiiler yapi, sol ve sag portal ven ve sol ve sag hepatik arter olmak iizere ana
dallarina ayrilir. Bu vaskiiler dallar, hepatik stromay1 art arda dallara ayrilarak

gecer. Son dallar kanlarini karaciger siniizoidlerine (hepatik kapillerler) bosaltir.



Karaciger parankimini perfiize ettikten sonra bu kan, merkezi hepatik venlere
(terminal hepatik veniiller de denir) akar. Bu kiiciik veniiller birlesir ve sonugta
dogrudan IVK’ya baglanan sag ana, orta ve sol ana hepatik venleri olustururlar.(17)

Kemirgenler, insanlardan farkli olarak loblu karaciger yapisina sahiptir,
loblar tek tek baglanabilir ve ¢ikarilabilir. Rat karacigerinin safra yollar1 ve
vaskiilaritesine gore boliimleri; iki lob, dort sektor ve sekiz segmentten olusur. Sag
lob anterior (5. ve 8. segmentler) ve posterior (6. ve 7. segmentler) sektorlere; sol

lob lateral (2. ve 3. segmentler) ve medial (4. segment) sektorlere ayrilir.(18)

2.1.2 Karaciger Mikroskopik Yapisi

Karaciger hilumda kalinlagan ince bir bag dokusu olan Glisson kapsiilii ile
ortalidar. Hilumda organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol duktus
hepatikus ve lenfatikler ¢ikar. Bu damar ve kanallar, karaciger lobiilleri arasinda
sonlandiklar1 portal alanlara dek bag dokusu ile cevrilidir. Kapsiilden koken alan
ince, bag dokusu septumlar olusturarak porta hepatiste karacigere giderek organi

lob ve lobiillere ayirir.(19)

-Karaciger Lobiilii:

Karacigerin temel anatomik birimi olan karaciger lobiilii, u¢larinda dikey
olarak hizalanmus alt1 portal kanali ve merkezinde bir terminal hepatik veniilii olan
altigen bir prizmadir. Portal kanallar, bag dokusu matrisi, sinir lifleri, lenfatik

damarlar ve bir safra kanali ile portal ven ve hepatik arterin son dallarindan olusan



bir portal triad igerir. Her bir lobiiliin ¢evresi yaklagik 3 mm'dir ve birka¢ milimetre

uzunlugundadir. Insan karacigeri 50.000 ila 100.000 lobiil igerir.(17)

-Karaciger Asiniisii:

Karaciger asiniisii, karacigerin mikrovaskiiler fonksiyonel birimi kabul
edilir. 1950'lerde Rappaport tarafindan tanimlanan asiniis, bu hepatosit grubuna kan
saglayan terminal afferent portal ve arteryel damarlarin etrafindaki parankimdir.
Zon 1 periportal, zon 2 orta ve zon 3 perisentraldir. Zon 1 oksijen ve besinlerden
en zengin kanla perfiize olur ilen, Zon 3, Zon 1 ve 2’den ge¢mis olan kan ile perfiize
olur (kan Zon 1’den Zon 3’e, santral vene dogru akar). Bu tek yonlii akim diizeni
sayesinde, yiiksek miktarda vazoaktif metabolitler salgilasalar dahi parankimal

hiicreler kan akimini regiile edemezler.(17,20)

-Hepatositler :

Hepatositler, hepatik siniizoidler arasinda diizensiz plakalar halinde
diizenlenmis, yaklasitk 20 pm'ye 30 um boyutunda, polihedral parankimal
hiicrelerdir. Genellikle merkezi olarak yerlestirilmis bir kiiresel c¢ekirdege
sahiptirler ve hiicrelerin %?20'ye kadar iki ¢ekirdeklidir. Hepatositin ii¢ islevsel
yiizeyi vardir: bir kanalikiiler (salgl) ylizey; Dissé bosluguna bakan mikrovilli
siniizoidal (emici) ylizey ve baglanti kompleksleri disinda 6zel yiizey 6zellikleri
olmayan, birbirine yakin iki hiicre arasinda bir yiizey.(21)

-Kuppfer Hiicreleri:



Viicudun en biiyiik sabit makrofaj popiilasyonu olan Kupffer hiicreleri, tiim
karaciger hiicrelerinin yaklasik %15'ini olusturur. Fenestrali endotelyal hiicreleriyle
birlikte siniizoid duvarini olustururlar. Kupffer hiicreleri, toksik, yabanci ve enfektif
maddeleri kan dolagimindan uzaklastirarak ve yok ederek konake¢i savunmasinda

onemli bir rol oynar.(21)

-Hepatik Stellat Hiicreler(ito Hiicreleri):

Disse araliginin perisiniizoidal boslugunda hepatositler ve endotel hiicreleri
arasinda yer alan yildiz sekillli hiicrelerdir. Normal bir karacigerde, viicuttaki
toplam A vitamininin % 80'ini sitoplazmalarinda bol miktarda bulunan biiytik lipid
damlaciklar1 yoluyla depolarlar ve taginmasini diizenlerler.(21)

-Dissé araligi:

Siniizoidal liimendeki plazma, endotel hiicrelerindeki fenestrasyonlar ve
aralarindaki bosluklar yoluyla Dissé araligi ile iletisim kurar. Hepatositler boylece
plazma ile dogrudan temas eder. Hepatosit yiizeyi ¢ok sayida mikrovillus ile emilim
ylizeyini artirir ve sitoplazmasi, salgilama ve emilim i¢in genis bir yiizey alanina
sahip bir¢ok vezikiil ve vakuole sahiptir. Eksojen A vitamini depolayan yag iceren
Ito hiicreleri de Dissé aralifinda yer alir. Bu hiicreler genellikle bilyiime faktorleri,
sitokinler ve hiicre dis1 matris proteinleri salgilar. Alkolik karaciger hastalig1 gibi

bazi patolojik durumlarda fibrozis gelisimine katkida bulunabilirler. (21)



2.1.3 Karaciger Fonksiyonlar1

2.1.3.1. Kan depo islevi

Karaciger viicutta en ¢ok kanlanan organdir; dual kan akimi sayesinde kalp
debisinin yaklagik {igte birini(1 ml kan/lg karaciger dokusu) alir.(17) Hepatik
venler ve siniisler de dahil olmak iizere normal kan hacmi yaklasik 450 ml veya
viicudun toplam kan hacminin neredeyse% 10'udur. Karaciger genisleyebilen bir
organ oldugu i¢cin kan damarlarinda biiylik miktarlarda kan depolanabilir ve
rezervuar gorevi goriir. Sag atriyumdaki basing yiikseldiginde karacigerde geri
basinca neden olur ve karaciger genisler, hepatik venlerde ve siniislerde yaklasik

0.5 ila 1 litre ekstra kan depolanabilir.(22)

2.1.3.2. Kan temizleme islevi

Bagirsak duvarindan kaynaklanan kan bir¢cok bakteri barindirir. Karaciger
siniislerinde bulunan biiyiik makrofajlar olan Kuppfer hiicreleri araciligi ile, portal
kandaki partikiiller uzaklastirir. Portal kanda bulunan bakterilerin %]1’den azi

sistemik dolagima ulasabilir.(22)

2.1.3.3. Metabolik islevleri

Karaciger, proteinleri, karbonhidratlari, lipitleri ve diger bir¢ok bilesigi

metabolize eder ve sentezler.



- Karbonhidrat metabolizmasi

Karbohidrat metabolizmasinda karaciger, biiyiikk miktarlarda glikojenin
depolanmasi, galaktoz ve fruktozun glukoza doniistiiriilmesi, glukoneojenez,
karbonhidrat metabolizmas1 ara iiriinlerinden bir¢ok kimyasal bilesigin olusumu

islevlerini yerine getirir.(22)

-Yag metabolizmasi:

Viicudun birgok hiicresi yagr metabolize etmesine ragmen, yag
metabolizmasinin belirli yonleri esas olarak karacigerde meydana gelir. Yag
metabolizmasinda karaciger, enerji saglamak iizere yag asitlerinin oksidasyonu,
bliylik miktarlarda kolesterol, fosfolipit ve ¢ogu lipoproteinin sentezi, proteinlerden
ve karbonhidratlardan yag sentezini gergeklestirir. Karacigerde sentezlenen
kolesteroliin yaklasik % 80'1, safraya salgilanan safra tuzlarina dontstiiriiliir; geri

kalan1 lipoproteinler ile diger doku hiicrelerine taginir.(22)

-Protein metabolizmast:

Karacigerin protein metabolizmasindaki onemli islevleri; aminoasitlerin

deaminasyonu, viicut sivilarindan amonyagin uzaklastirilmasi i¢in iire sentezi,

plazma proteinlerinin sentezi ve aminoasitlerin birbirlerine ve farkli bilesiklere



dontstiiriilmesidir. Karacigerin protein metabolizmasindaki islevinin kisitlanmast

halinde birkag giin igerisinde 6liim meydana gelir.(22)

-Vitamin Depolanmasi:

Basta A vitamini olmak {izere A,D,E,K ve B12 vitaminleri ve ferritin

halinde demir hepatositlerde depolanir.(17)

-Ferritin depolanmast:

Hemoglobindeki demir haricinde viicuttaki demir en biiyiik oranda ferritin
seklinde karacigerde depolanir. Hepatositler, demir ile tersinir sekilde birlesebilen
biiytik miktarda apoferritin proteinini igerir. Dolayisiyla viicut sivilarinda fazla
miktarda demir bulundugunda, ferritin olusturmak tizere apoferritin ile birlesir ve
ihtiyag duyulana kadar hepatositlerde depolanir, gerektiginde plazmaya salgilanir.
Boylece, karacigerin apoferritin-ferritin sistemi bir demir depolama ortaminin yani

sira bir kan demir tamponu gibi davranir. (22)

-Koagiilasyon maddelerinin sentezi:

Koagiilasyon kaskasinda fibrinojen, protrombin, hizlandirict globulin,

faktor VII ve diger birkag 6nemli faktor karacigerde sentezlenir ve K vitamini, bu
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maddelerin bir¢ogunun, 6zellikle protrombin ve Faktor VI, IX ve X’un olusumu

icin gereklidir.(22)

-Bilirubin metabolizmast:

Hemoglobin parcalanmasi ile olusan Hem metabolizmasinin son iiriinii olan
bilirubin, plazmada albiimine bagl olarak tasinir. Bilirubin, karacigerde
albtiminden ayrilip yaklasik %80°i glukuronik asitle, %10’u siilfatla birleserek
bilirubin glukuronat ve bilirubin siilfat olustururken, geri kalan %10’u ¢esitli
maddelerle birlestirilir, konjuge bilirubin olusur. Konjuge bilirubinin yaklagik
%350’si suda eriyen iirobilinojene cevrilir ve safraya salgisi ile atilir. Urobilinojenin
bir kismi barsak mukozasindan kana gecer. Kana gecen tirobilinojenin biyiik kismi
karacigerden tekrar barsaga atilirken, yaklasik yiizde 5°i de bobreklerden gegip

idrar ile atilir.(22)

-Detoksifikasyon islevi:

Karaciger ¢ok sayida 6zel yolaklara sahiptir ve sitokrom p 450(CYP450) ve

diger enzimleri kullanarak sistemik ve portal kandan kaynaklanan ksenobiyotikleri,

toksinleri, hormonlar1 ve diger maddeleri detoksifiye eder, kimyasal olarak

degistirilir ve/veya safrayla birlikte atilir.(17)
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2.2 iISKEMi REPERFUZYON HASARI

Iskemi ve reperfiizyon (iR), hipoksik bir dokuda oksijen dagitiminin
restorasyonu ile hiicresel hasarin belirginlestigi bir fenomendir.(23) iskemi
sirasinda doku ya da organin vaskiiler okliizyon ya da hipoperfiizyon nedeni ile
oksijenizasyonu bozulur, anaerobik metabolizma ortaya ¢ikar. Buna sebep olan
nedenin ortadan kalkmasi ile birlikte kanlanma ve oksijenizasyon tekrar
saglanir(reperfiizyon), ancak bu durum iskemi ile meydana gelen hasar1 daha ¢ok
artirir.

Iskemi tiirleri, iskeminin derecesine gére tanimlanabilir. Daha spesifik
olarak, total veya kismi iskemi, sirasiyla, kan damarmin limeninin tam veya
yalnizca kiigiik alanlarin okliizyonu olarak tanimlanir. Bir siire okliizyondan sonra
kan akis1 devam ettiginde reperfiizyon gercgeklesir. Reperflizyon, iskemik olaymn
sliresi ve kapsamiyla iligkili bir dizi patolojik degisikligi beraberinde getirir.(1)

Iskemi, iskeminin gerceklestigi sicakliga bagli olarak da sicak ve soguk
iskemi olarak siniflandirilabilir. Genellikle 37 © C'de sicak iskemi ve yaklasik 4—7
° C'de soguk iskemi olusur. Klinik olarak, trombotik iskemi, travma ve cerrahi
sirasinda sicak iskemi goriiliir, soguk iskemi ise organ transplantasyonlarinda daha
yaygindir. Sicak iskemi genellikle hiicre ve molekiiler yollara zarar verirken soguk
iskemi koruyucu olabilir ¢iinkii metabolik siiregler ve hiicresel adenozin trifosfat
(ATP) talebi daha diisiik sicakliklarda biiyiik 6l¢iide azalir. (1) Sicak ve soguk
iskemi arasindaki en énemli fark, soguk IR hasarina bazi hiicre gruplarinin daha

duyarli olmasidir. Endotel hiicreleri soguk iskemiye daha duyarlidir ve soguk
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saklamaya bagli olarak apoptoz ve mikrosirkiilasyonda bozulmalar ve trombozda
artis meydana gelir. Ayrica artan soguk iskemi siireleri, reperfiizyonda artmis
Kupffer hiicre aktivasyonu ve ROS ve sitokin tiretiminde artisa neden olur.(24)

Iskemi ile dokuda hipoksi meydana gelir ve hiicrede enerji ag181 meydana
gelir. Oksijen azalmasi ile mitokondride Elektron Tasima Zincirinin (ETZ) islevi
bozulur ve bu ATP iiretiminin azalmasina neden olur. Hiicre mitokondriyal ATP
tiretiminin azalmasiyla anaerobik metabolizmay1 artirir. Anaerobik metabolizma
sirasinda, hiicrelerde daha diisiik seviyede ATP ve antioksidatif ajanlar iretilir.
Ayrica anaerobik metabolizma ile laktik asidin retansiyonu metabolik asidozu
artirir.

ATP azalmasi nedeniyle hiicre yilizeyinde sodyum-potasyum pompalari (Na
+ -K + -ATPaz pompalari) ve kalsiyum pompalar1 (Ca2 + -ATPaz pompalari)
calisamaz; hiicre i¢inde sodyumun ve hiicre disinda potasyumun tutulmasina neden
olur. Hiicrelerdeki daha yiiksek sodyum seviyesi, sodyum-hidrojen degistirici
pompalarinin (Na + -H + pompalari) aktivitesini azaltir. Endoplazmik retikulum
tizerindeki kalsiyum pompalar1 (Ca2 + -ATPaz pompalari) da islevsiz hale gelir ve
bu da kalsiyum geri alimini sinirlar. Hiicre i¢i Ca2+ artis1 proteazlar, fosfolipazlar,
endoniikleazlar ve ATPazlar gibi ¢ok sayida enzimi aktif hale getirir; proteazlarin
aktivasyonu, hiicre iskeletinin ve fosfolipazlarin aktivasyonu hiicre zarinin
yapisinin bozulmasina, endoniikleazlarin aktivasyonu kromatin parcalanmasina,
ATPazlar ATP tiiketiminin hizlanmasina sebep olur. Hiicrelerde, hidrojen, sodyum
ve kalsiyum iyonlarmin birikmesi hiperosmolariteye neden olur, bu da

sitoplazmaya su akisina ve hiicre sismesine neden olur. Hidrojenin tutulmasi
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hiicresel pH"1 diisiirerek enzim aktivitesinin bozulmasina ve niikleer kromatinin
kiimelenmesine yol acar. Ribozomlarin ayrilmasi protein sentezini azaltir. (25)
Iskemi siiresi ve siddetine bagl olarak iki tiir hiicre hasar1 meydana gelir:

Geri doniislii ve geri doniissiiz hiicre hasari.

-Geri doniisiimlii hiicre hasari:

Birkag¢ dakikalik iskemi sirasinda yiiksek enerjili fosfat olan fosfokreatinin
ve ATP depolar1 bosalir, ve hiicre iyon pompalart gorevlerini yerine getiremez.
Ozellikle Na+, K+ ve Ca2+ iyon dengeleri bozulur. Hiicre i¢ci Na+ ve Ca2+
birikiminin sonucu olarak hiicresel sisme meydana gelir. Hiicresel ATP’nin
azalmasi ile ADP(Adenozin di-fosfat) ve AMP (Adenozin mono-fosfat) birikimi
meydana gelir. Artan AMP, fosforuktokinazi uyarir, anaerobik glikoliz artarak ATP
sentezi saglanir. Artan ADP ve AMP nin yikimu ile hipoksantin, hidrojen iyonu ve
inorganik fosfat hiicre i¢inde artig gosterir, asidoz artar. Normal sartlar altinda
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz aracili1 ile ksantine ve sonra ksantin de {irik
asite doniisiir. Iskemi sirasinda, Ca2+ artis1 ve proteazlarin etkisi ile ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniisiir. Ksantin dehidrogenaz substrat olarak
Nikotinamid diniikledotid(NAD) kullanirken, Ksantin oksidaz substrat olarak
oksijen kullanir; iskemi sirasinda oksijen bulunmamasi sebebiyle hiicrede
hipoksantin birikir. Reperflizyonla birlikte dokuya tekrar oksijen sunumu olur ve
ksantin oksidazin aktivasyonu ile dokuda ROS olusumu gerceklesir.(26) Serbest
radikallerin olusumu ile ribozomlar graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilir ve

protein sentezi azalir. Membran gegirgenligi artar, hiicre hatlar1 bozulur. Hiicreye
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oksijen sunumu saglanir ise bu degisiklikler diizelebilir, ancak iskemi devam ederse

geri dontligsiiz hasar gergeklesir.(27)

-Geri doniissiiz hiicre hasarti:

Iskeminin devam etmesi sonucu, membran gegirgenliginin bozulmasi ile
hiicre proteinler, koenzimler ve niikleik asitleri , enerji iretimi i¢in ihtiya¢ duydugu
yiiksek enerjili fosfatlar1 yitirir.(28) Hiicre i¢i asidoz, lizozomal membranlarin
bozulmasina ve sitoplazmaya gegen enzimler ile hiicre bilesenlerinin sindirimine
sebep olur. Hiicre 6limii gergeklesir ve diger hiicrelerce fagosite edilir ya da yag
asitlerine parcalanir. Mitokondriyal islev bozuklugunun reoksijenizasyon ile
diizelmemesi ve belirgin membran islev bozuklugu geri doniissiizliigii belirleyen
temel unsurlardir. Buna sebep olan en énemli unsur ise Ca2+ birikimidir. Iskemi
ile hiicre i¢inde biriken Ca2+ iyonlari, membran biitlinliigliniin bozulmasin1 takiben
daha cok birikir ve geri doniissiiz hasara neden olan mekanizmalari tetikler;
proteazlar ve fosfolipazlar1 aktive eder, fosfolipaz A2 aktivasyonu ile membran
fosfolipitlerinden arasidonik asit olusur ve arasidonik asit mitokondriyal enzimleri
direkt inhibe eder, serbest radikal olusumunu artirir. Morfolojik olarak hiicrede,
mitokondrilerin vakuolizasyonu, mitokondri matriksinde sekilsiz yogunlasmalar,
plazma membran yikimi, lizozomlarda sisme gozlenir. Mitokondriyal geri doniisii
olmayan degisiklikler 30-40 dakikalik bir iskemi siiresinde gézlenebilir. Membran
biitiinltiglinlin bozulmas1 ayrica hiicre i¢inde bulunan katalaz, siiperoksit dismutaz,

glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlrin kaybini artirir ve daha fazla ROS
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birikimine neden olur. Bu sebeple iskemi siiresinin uzamasi ile reperflizyon ile

olusacak serbest radikal hasar1 dogrudan iligkilidir. (26)

-Reperfiizyon:

Reperfiizyon asamasinda, iskemik dokuya kan akisi yeniden saglanir ve
hiicrelere yeniden oksijen sunulur. Oksijen sunumu ile birlikte, iskemik hiicrelerde
mevcut diisiik antioksidatif ajan konsantrasyonu nedeniyle ROS olusumu artar.
ROS, endotel disfonksiyonunu, DNA hasarini ve lokal inflamatuar tepkileri tesvik
eden oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres ve inflamatuar kaskat, daha sonra
bir sitokin firtinasina neden olarak hiicre 6liimiine neden olabilir. Reperfiizyon
asamasi dinamiktir ve birkag giin siirebilir.(25) Dolasimin saglanmasi ile dokuda
biriken proinflamatuar sitokinler ve toksik maddeler nedeni ile reperfiizyon agsamast

IR hasarinda uzak organ zedelenmesine de neden olur.

2.2.1 Karacigerde iskemi Reperfiizyon Hasari

Karaciger rezeksiyonu, hemorajik sok, abdominal travma ve diger cerrahi
miidahaleler esnasinda uygulanan kan kaybini azaltmaya yonelik teknikler,
karaciger IR hasarina neden olabilir. Cerrahi manevralari kolaylastirmak ve kanama
kontrolii i¢in hepatik kan akisinin gegici olarak bloke edilmesi gerekebilir. 1908'de
Pringle’n 6nerdigi, hepatik kanamalari engellemek icin hepatik pedikiiliin (hepatik
arter, portal ven ve ana safra kanali) tam klemplenmesi (Pringle manevrasi) halen

siklikla kullanilmaktadir.(29,30)
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Karaciger IR hasari, iskemi aracil1 hiicresel hasar1 ve ardindan karacigerin
reperflizyonu iizerine paradoksal bir alevlenmeyi iceren patolojik bir siirectir.
Karaciger IR hasari iki farkli tipte siniflandirilabilir: sicak ve soguk IR hasari.
Klinik ortamda farkliliklar olsa da, altta yatan patofizyoloji benzerdir. Sicak IR,
hepatoseliiler hasarla baslar ve karacigere kan akisinda gegici bir diisiis olabilecegi
karaciger transplantasyonu cerrahisi, sok ve travma sirasinda ortaya ¢ikar. Soguk
IR, karaciger transplantasyonu ortamina dzgiidiir ve hepatik siniizoidal hiicreler
tarafindan ve mikrosirkiilasyonun bozulmasi ile baslar. Her iki IR hasari steril,
lokal, dogal bagisiklik yanit1 ile iligkilidir. (31)

Karaciger IR hasar1, karaciger enzimlerinin yiikselmesine, safra darliklarina
ve greft disfonksiyonuna neden olur. Her ikisi de yiiksek mortalite ve morbidite
oranlarina sahip olan sistemik inflamatuar yanit sendromuna (SIRS) ve ¢coklu organ

disfonksiyon sendromuna (MODS) yol agabilir.(31)

2.2.2. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Patofizyolojisi

Karaciger IR hasari, bir¢ok farkli hiicre tipini, ¢ok sayida sinyal yolunun
etkilesimini igeren karmasik bir siirectir ve mekanizmasi, son yillarda ¢ok sayida
calisma yapilmasma ragmen hala tam olarak anlasitlamamistir.(31) Karaciger IR
hasar1 siirecinde yer alan faktorler ve yolaklar arasinda anaerobik metabolizma,
mitokondri, oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum asir1 yiiklenmesi, Kupffer hiicreleri

ve notrofiller, sitokinler ve kemokinler bulunur.(2)
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Iskemi sirasinda hepatositlerde meydana gelen hipoksi, mitokondriyal
enerji azalmasi ve ATP tilkkenmesine neden olur, hiicresel metabolizma aerobikten
anaerobige gecis yapar. ATP tilkenmesi ile glikoliz artisi, laktat birikimine, H+,
Na+ ve Ca2+ homeostazinda degisikliklere neden olur.(32) Ayrica iskemi ile
cAMP bagimli protein kinaz araciligi ile hiicrede cAMP artis1 meydana gelir, bu da
karbonhidrat metabolizmasinin kontroliinde yer alan anahtar enzimlerin
fosforilasyon/deregiilasyonuna yol agar.(33) Sonug olarak, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun azalmasinin eslik ettigi laktik asit ve keton cisimcikleri gibi asidik
metabolit birikimi meydana gelir ve bu, metabolik asidoza neden olarak dokular
ve hiicreler arasinda pH degerlerinin diismesine neden olur, hidrolitik enzimler
inhibe olur. Cesitli ¢alismalarda, bu degisikliklerin karaciger hiicrelerinde iskemi
hasarina kars1 6nemli koruyucu rol oynadigini géstermistir. Bununla birlikte, pH
paradoksu etkisi ile, pH degerleri reperfiizyondan sonra normale doner ve proteaz
ve fosfolipazlar gibi pH'a bagli enzim aktivasyonunu daha da arttirarak doku ve
organlar hasarini kotiilestirir.(2)

Intraseliiler asidoz(artan hiicre i¢i H+ konsantrasyonu), Na+/H+ degistirici
pompanin aktivitesini artirir ve bu hiicre i¢i Na+ konsantrasyonunun artmasina
neden olur. ATP'ye bagimli Na+/K+ degistiricinin aktivitesinin azalmasi, hiicre i¢i
Na+ konsantrasyonunu daha da artirarak hiicresel sisme ve 6liime neden olur. Bu
hiicresel sisme, siniizoidal liimenin daralmasina ve mikrosirkiilasyonda bozulmaya
yol agar. (34) Ayrica, intraseliiler Na+ artig1, Na+/Ca++ degistirici pompay1 uyarir,
Ca++ ‘un hiicre icine hareketine neden olur. ATP tiikenmesi nedeni ile Ca++-

ATPaz Kkanallarinin inhibe olmasi, endoplazmik retilkulumdaki ryanodin
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reseptorlerinin ve membrandaki gegici reseptdr potansiyeli (TRP) kanallarinin
aktivasyonu Ca++ artisina katkida bulunur. Asir1 artan sitozolik Ca++, fosfolipazlar
ve kalpainler dahil Ca++ bagimli enzimleri aktive eder ve apoptoza yol acar. Ayni
zamanda, artmis sitozolik Cat++ , mitokondriyal membranda Ca++ uniportlarini
aktive ederek mitokondriyal Ca++ konsantrasyonunu artirir; mitokondriyal
permeabilite degisim (MPT) porlarinin olusumunu indiikler ve nekroz ve apoptoza
neden olur.(31)

Nitrik oksit (NO) ve Endotelin (ET) iiretimi arasindaki dengesizlik de
sinlizoidal liimenin daralmasina ve mikrosirkiilasyon bozukluguna katkida
bulunur.(23) NO ve ET, stellat hiicrelerin kasilmasina neden olarak karaciger
sinlizoidleri i¢indeki kan akisini diizenlemede onemli bir role sahiptir. ET, stellat
hiicrelerin doza bagimli bir sekilde kasilmasina neden olurken, NO gevsemelerine
neden olur. Reperflizyon sonrasi plazma ET seviyelerinde bir artis ve buna eslik
eden NO plazma seviyelerinde bir diisiis vardir.(31,35) NO, birkag¢ izoformu
bulunan enzim NO sentaz (NOS) tarafindan L-arginin‘den sentezlenir. Normal
sartlarda karacigerde endotelial NOS (eNOS) mevcuttur ve diisiik miktarda bulunan
NO ile hepatik mikrosirkiilasyon diizenlenir. iskemi sonrasinda indiiklenebilir
NOS'un (INOS) uyarilmasi, asir1 miktarda NO iretilmesiyle, NO’dan reaktif
nitrojen deriveleri olusumuna neden olarak, karaciger IR hasarin1 kotiilestirir. (36)

IR sirasinda Kupffer hiicreleri aktive olur, ROS ve tiimor nekroz faktorii-
alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) dahil olmak iizere proinflamatuar sitokinlerin
salimimin gergeklestirir. (37) Sitokinler, adezyon molekiillerinin (interseliiler hiicre

adezyon molekiili-ICAM ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili-VCAM) ve
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kemokinlerin indiiksiyonu boyunca salinir, notrofil aktivasyonunu ve birikimini
destekler, boylece ROS ve proteazlari serbest birakarak parankimal hasarin
ilerlemesine katkida bulunur. Ek olarak IL-1 ve TNF-a, graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF), interferon gama ve TNF-p iireten CD4+ T lenfositlerin
dokuya gogiinii saglar ve aktive eder. Bu sitokinler, Kupffer hiicre aktivasyonunu
ve TNF-a ve IL-1 sekresyonunu giiclendirir ve notrofil aktivasyonunu ve
sinlizoidlere adezyonunu destekler. Platelet aktive edici faktor(PAF), notrofilleri
siiperoksit olusumu i¢in hazirlarken, l6kotrien B4, notrofil yanitinin

amplifikasyonuna katkida bulunur.(23)

2.3 Serbest Radikaller ve Antioksidan Mekanizmalar

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tastyan, yiiksek enerjili, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirhigi diisilk atom veya
molekiillerdir. (38) Serbest radikaller, eslesmemis elektron kaynakli kararsizliklari
nedeniyle diger maddelerle kolayca reaksiyona girerler. Eslesmis elektronlu ( dis
orbitalinde cift halinde elektron bulunan) maddeler ise serbest elektron tasiyan
maddeler kadar kolay reaksiyon egilimi gostermezler. Serbest radikaller oksijen
(reaktif oksijen tiirleri-(ROS)) ya da nitrojen (reaktif nitrojen tiirleri-(RNS))

kaynakli olabilirler. (39)

Serbest radikaller, normal hiicresel metabolizma iriinleri olmalarmin
yaninda, ilaclar ve intoksikasyon, radyasyon, glines 15181, hiperoksi ve sigara gibi

dis etkenlerle de ortaya ¢ikabilirler. ROS ve RNS, diisiik orta konsantrasyonlarda
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mikroorganizmalara kargi savunma sisteminin ve c¢esitli hiicresel sinyal iletim
sistemlerinin bir pargasidir. Mitokondriyal ve mikrozomal elektron transport
sistemleri, ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, monositler, makrofajlar,

notrofiller ve eozinofiller endojen serbest radikal kaynaklarindandir. (40,41)

Serbest radikallerin, potansiyel biyolojik hasara neden olan zararl etkileri,
oksidatif ve nitrosatif stres olarak tanimlanir. ROS/RNS asir1 liretimi ile birlikte,
enziatik ve enzimatik olmayan antioksidan etkinligin yetersiz oldugu durumda
meydana gelirler. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid
peroksit radikalleri gibi cesitli kimyasal yapilara sahiptir ve en Onemlileri
oksijenden olusan, reaktif oksijen radikalleridir. Oksidatif stres altinda
organizmada prooksidan/antioksidan reaksiyonlarda dengesizlik meydana gelir ve
asir1 ROS, hiicresel lipitlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde hasara neden olur.
Organizma bu etkileri 6nlemek ve oksidan/antioksidan dengesini saglamak adina

stirekli bir redoks regiilasyonu siirecindedir. (41)

2.3.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

-Stiperoksit radikali (O2")

Oksijen molekiiliine bir elektron ilavesiyle O  olusur. Genellikle
mitokondriyal enerji doniigiimii sirasinda, elektron transfer zincirinde, kompleks I
ve kompleks III’te olusur.(39) Siiperoksit radikali, siiperoksit dismutaz (SOD)
araciligi ile hidrojen peroksit (H20O2)’e indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis

elektron icermez ve tek basina radikal degildir.

21



Siiperoksit radikali; HoO3 ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet

oksijen (102), OH- ile tepkimeye girerek 102 olusturabilir.(42)

-Hidrojen Peroksit (H20>) :

Hidrojen peroksit, tek basina radikal olmayip, kararsiz yapisi nedeni ile

stiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek, en reaktif serbest radikal olan hidroksil

radikalini olusturmaktadir. H202 SOD enziminin katalizledigi ve siiperoksit

radikalinin 2 H+ ile reaksiyonu sonucu olusur.(43)
02 +2H*— H202 + O2
-Hidroksil radikali (OH") :

Bilinen en reaktif, biyolojik sistemlerle en gii¢lii reaksiyona giren ve en fazla

hasara neden olan, yar1 6mrii ¢ok kisa olan oksijen radikalidir. Hidrojen peroksit,
demir (Fe+2) veya bakir (Cu+) veya diger gecis elementleri varliginda indirgenerek

OHye doniistiiriilir. Bu reaksiyona “Fenton reaksiyonu” denir. Siiperoksit
radikali, Fenton reaksiyonu ile olusan metal iyonlarin1 indirger ve tekrar

kullanilmasinda 6nemlidir. Bu iki reaksiyon birlikte “Haber-Weiss reaksiyonu’nu

olusturur. Gegis metalleri béylece OH™ olusmasida énemli bir role sahiptirler.(39)
2.3.2 Reaktif Nitrojen Tiirleri

-Nitrik Oksit (NO") :
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Nitrik oksit, L-argininden NOS enzimi aracilif1 ile sentezlenir. Ug farkli
NOS enzimi mevcuttur: eNOS, nNOS ve normal sartlarda {iretilmeyen ancak
inflamasyon, enfeksiyon gibi durumlarda sitokinler ve endotoksinlerin sentezini
indiikledigi iINOS. eNOS ve nNOS’un katalizledigi NO iiretimi kalsiyum-
kalmodulin kompleksine bagimli iken, iNOS reaksiyonu Ca2+’dan bagimsizdir.

(26)

NO, vaskiiler tonusun regiilasyonu, platelet agregasyon inhibisyonu,
endotele 16kosit adezyonu engellenmesi, ROS temizenmesi, endotel hiicre
rejenerasyonu gibi bir¢ok fizyolojik olayda gorev alir. Ayrica iskemik dokularda
SOD enziminin aktivitesini artirarak H2O2 birikimini azalarak koruyucu etkide
bulunur. IR hasar1 sirasinda olusan endotel hiicre disfonksiyonu sonucu NO miktar1 azalir.
(26) NO ¢ogu zaman antioksidan davranmasmnin yaninda, siiperoksitin ¢ok arttig1
durumlarda siiperoksit ile tepkimeye girerek prooksidan olan peroksinitriti

olusturur.(44)

Serbest radikallerin hiicre ve dokularda , niikleotid yapili koenzimlerin
yikimi, DNA hasari, lipid peroksidasyonu, membranlarin yapisinda ve
fonksiyonlarinda bozulma, enzim aktivitelerinde, lipid metabolizmasinda
degisiklikler, mukopolisakkaritlerin yikimi, hiicrenin tiyol/disiilfit oranmnin
degismesi, tiyol bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, kollajen ve
elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerin oksidasyonu gibi zararli etkileri

mevcuttur.(26)
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2.3.3Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde elektron alici/oksidan
molekiillerdir. Oksidanlar hedefledikleri molekiillerden elektron alarak
molekiillerin yapilarin1 ve islevlerini degistirirler. Fizyolojik kosullar altinda,

serbest radikaller ¢ok sayida antioksidan mekanizma ile etkisiz hale getirilirler. (45)

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler;

1. Siiptirme etkisi (Scavenging): Oksidan molekiilleri daha zayif yeni bir
molekiile dontstirerek etkisizlestirirler. Antioksidan enzimler, mikromolekiiller,

trakeobronsial mukus bu yolla antioksidan etkinlik gosterir.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidan molekiillere, bir hidrojen
aktararak inaktive ederler. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu

sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarin1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,

seruloplazmin ve agir metaller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

(46)

Antioksidanlar endojen ya da eksojen kaynakli olabilirler. Endojen
antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik etkinlik gosterirler. A, C, E vitaminleri,
glutatyon, alfa-lipoik asit, koenzim Q-10, mineraller(bakir, ¢inko, selenyum),
kofaktorler(folik asit, albiimin, vitamin B1, Bz, Bs, B12) non-enzimatik antioksidan
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ornekleridir. SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-s-transferaz, glukoz-6-

fosfat dehidrogenaz enzimatik antioksidanlardir.(47)

Eksojen antioksidanlar; ilaglar, gidalar ve vitaminlerde dogal ve yapay
olarak bulunan antioksidanlardir. ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar;
troloks-C (vitamin E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (glutatyon
peroksidaz aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein), ksantin oksidaz inhibitorleri
(alloptirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), rekombinant SOD, NADPH
oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-
steroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium), sitokinler (TNF-a ve IL-1),
non-enzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), demir redoks
dongiisii inhibitorleri (desferoksamin), notrofil adezyon inhibitorleri, barbitiiratlar,

demir selatorleridir.(48)
-Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Stiperoksit dismutaz, metalloprotein yapidadir, insanlarda ekstraseliiler,
mitokondriyal ve sitozolik olmak {izere ii¢ formu mevcuttur. Siiperoksit

anyonunun, H202 ve O2'ye doniistligli reaksiyonu katalizler. Bu oksidatif strese

kars1 ilk savunma olarak kabul edilir. (44) SOD, lipit peroksidasyonunun

inhibisyonunda da gorev alir.(49)

09 +09 +2H* 520, Hy09+02

-Katalaz(CAT):
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Katalaz, yapisinda Fe*3 bulunduran ve 4 Hem grubundan olusan bir
hemoproteindir. Hiicrede baslica peroksizomlarda, daha az miktarda mikrozom ve
sitozolde bulunur. ki asamali bir reaksiyon olan, hidrojen peroksitin, su ve
molekiiler oksijene doniistliriildiigii reaksiyonun katalizoriidiir. CAT, siurh
glutatyon igerigi veya azalmis glutatyon peroksidaz aktivitesi oldugunda 6zellikle
onemlidir ve hiicrelerin oksidatif strese karst savunmasinda onemli rol

oynamaktadir. CAT aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yiiksektir.(44)

2H07 £ 2H70+02

-Glutatyon peroksidaz(GSH-Px):

Selenosistein igeren 4 alt birimden olusan glutatyon peroksidaz, H202 suya
cevrilirken, rediikte glutatyonun (GSH) yiikseltgendigi tepkimenin katalizoriidiir.
Okside olan glutatyon, glutatyon disiilfiilfit (GSSG) haline gelir ve glutatyon
rediiktaz varliginda takrar GSH’e indirgenir. (41) GSH-Px, fagosittik hiicrelerde
onemli fonksiyona sahiptir; solunum patlamasi sirasinda antioksidan etkinligi ile

hiicrenin zarar gdrmesini engeller. (49)

HoO2 + 2GSHePX GSSG + 2H20

ROOH + 2GSHZ2PX GSSH + ROH + Ho0

-Glutatyon-S Transferaz (GST) :
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Glutatyon konjugasyonu araciligi ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
yer alan ve endojen oksidan maddelere karsi antioksidan etkinlik gdsteren enzim
ailesidir. Onemli substratlar1 arasinda CYP450 enzimlerinin Katalitik etkileri
sonucu olusan polisiklik aromatik hidrokarbon bilesikler ve endojen antioksidan
maddeler  bulunur. (50) Glutatyonun lipid peroksidasyon {iriinlerine
konjugasyonunda, selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi ile 5nemli rol
oynarlar.(51) GST’ler insanda, alfa, mii, pi, teta ve zeta olmak iizere bes tipte

bulunmakadir.(52)

-Paraoksonazlar(PON):

[lk olarak bir organofosfat olan paraoksonu hidroliz eden PON1 enziminin
kesfi nedeni ile paraoksonaz olarak adlandirilan, PON1, PON2, ve PON3 olmak
lizere li¢ iiyesi bulunan enzim ailesidir. Esteraz aktivitesi gdsteren bu enzimler,
organofosfatlari, aromatik esterleri hidrolize ederler.(53) PON1 ve PON3 karaciger
ve bobrekte sentezlenir ve HDL yapisinda plazmaya geger; PON2 ise hemen hemen
tiim dokularda sentezlenir ve hiicre i¢i bir enzimdir. PON enzimi en fazla
karacigerde sentezlenir. Antioksidan 6zelliktedirler ve HDL yapisinda bulunmalari
nedeni ile anti-aterojen etkinlikleri gosterilmistir.(54) PON1, HDL yapisinda, LDL

ve makrofajlart oksidasyona kars1 korur, lipid peroksidasyonunu engeller. (55)

-Malondialdehit (MDA :

Serbest radikallerle gelisen hiicre hasarinin 6nemli mekanizmalarindan biri

lipit peroksidasyonudur. Malondialdehit(MDA), poliansatiire yag asitlerinin
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peroksidasyonu sonucu meydana gelir, tiyobarbitirik asit reaktif substans
(TBARS) olarak olgiilmektedir. Yag asiti oksidasyonunun spesifik ve kantitatif
belirteci olmamakla birlikte, lipid peroksidasyonu ile iyi derecede korelasyon
gosterir, oksidan stres Ol¢timlerinde kullanilir. Plazmada kolay tespit edilir ve

plazma ¢ozliniirliigii iyi oldugu i¢in idrarda da bulunabilmektedir.(44,56)

2.4. Platelet Zengin Plazma (PRP)

Plateletler, birincil olarak hemostazdaki rolleriyle bilinen, periferik kandaki
kiigiik, ¢ekirdeksiz cisimlerdir. Yara iyilesmesinin temel yonlerini baglatan ve
diizenleyen bir dizi protein, sitokin ve diger biyoaktif faktorleri igerirler.(57)
Platelet zengin plazma (PRP), ilk olarak Marx ve ark.(7) tarafindan 1998'de, platelet
acisindan zengin siipernatant1 izole etmek i¢in santrifiijlenen bir kan 6rneginden
elde edilen, insan ve hayvan kanindan tiiretilen benzersiz bir otolog ajandir.(11)
Spor hekimligi, dis hekimligi ve ¢ene cerrahisi, kulak burun bogaz, ortopedi, beyin
cerrahisi, oftalmoloji, tiroloji, kozmetik, kardiyovaskiiler ve maksillofasiyal cerrahi
gibi bir¢ok alanda kullanimdadir. (57)

PRP, plateletlerin a-graniillerinde bulunan ¢esitli biiylime faktorlerinin ve
sitokinlerin salinimi ile doku iyilesmesini potansiyel olarak artirabilir. Plateletlerde
tanimlanan temel sitokinler arasinda doniistiiriicii biiylime faktorii - B (TGF- B),
platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I,
IGF-II), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), epidermal biiytime faktorii, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve endotelyal hiicre bliyiime faktorii yer alir.

Bu sitokinler, hiicre proliferasyonu, kemotaksis, hiicre farklilagsmas1 ve
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anjiyogenezde 6nemli roller oynar (tablo 1). Ayrica plateletlerin dens graniillerinde

serotonin, histamin, kalsiyum, dopamin ve adenozin gibi biyoaktif molekiiller

bulunmaktadir.(57)

Tablo 1 Plateletlerin alfa-graniillerinde bulunan biyoaktif molekiiller (26)

Trombospondin-1

Genel Aktivite Kategorileri Spesifik molekiiller Biyolojik aktiviteler
Biiylime faktorleri TGF-B Matriks sentezini destekler
PDGF Kemoattraksiyon, hiicre proliferasyonu
IGF-1, 1l Hiicre ¢cogalmasi, matiirasyonu, kemik matris
sentezi
FGF Anjiyogenez, fibroblast proliferasyonu
EGF Hiicre ¢ogalmasi
VEGF Anjiyogenez
ECGF Endotel hiicre proliferasyonu, anjiyogenez
Adeziv proteinler Fibrinojen Kan pihtilasma kaskadi (fibrin piht1 olusumu)
Fibronektin Hiicre yiizey integrinlerine baglanir, hiicre
yapismasini, hiicre bliylimesini etkiler,
g6 ve farklilasma
Vitronektin Hiicre yapismasi, kemotaksis

Anjiyogenezin inhibisyonu

Pihtilagma faktorleri

Faktor V, faktor XI,
protein S, antitrombin

Hepsi trombin aktivasyonunda ve nihai fibrin
piht1 olusumunda rol oynar

Fibrinolitik faktorler

Plazminojen
Plazminojen aktivator
inhibit6ri

a-2 antiplazmin

Plazmin iiretimi (fibrinolize yol agar)
Plazmin iiretiminin diizenlenmesi

Plazmin inaktivasyonu

Proteaz ve antiproteazlar

TIMP-4*
Metaloproteaz-4
al-antitripsin

Matriks degradasyonunun diizenlenmesi
Matriks degradasyonu
Cesitli proteazlar1 ve enzimleri inhibe eder

Basit proteinler

Platelet faktor 4
B-tromboglobulin
Endostatinler

Anjiyogenezin inhibisyonu

Platelet aktivasyonu,

inhibisyonu

Endotel hiicre gbgli ve
inhibitorleri

anjiyogenezin

anjiyogenez

Membran glikoproteinleri

CD40 ligand

P-selektin

Inflamasyon, interlokinlerin sentezi ve
integrin  Uretimi; platelet-endotel hiicre
yapismasi, hiicre sinyallemesi, lokositler
iizerinde integrin aktivasyon molekiilii-1

(PECAM-1) modiilasyonu

Vaskiiler ~ hiicre = adezyon  molekiili,
l6kositlerin inflame dokuya baglanmasina ve
toplanmasina yardime1 olur

*TIMP-4, doku metalloproteaz-4 inhibitorii
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Plateletler, IR hasarmi1 modiile etmek i¢in anahtar bilesenlerden biridir. IR
hasar1 sirasinda plateletlerin endotele tromboz ile hasar vermekte rol oynadigina
dair baz1 arastirmalar vardir.(9,10) Bu nedenle IR hasarinda plateletlerin roliiniin
doku hasarini arttirict yonde oldugu degerlendirilmistir. Ancak, eksojen PRP
uygulamasinin ROS ve mitokondriyal depolarizasyonu azalttigi, ¢esitli antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir. Antioksidan 6zellik, temel olarak

a-graniillerinde bulunan sitokinler araciligi ile gerceklesmektedir. (58)

2.5 Sevofluran

Sevofluran, kimyasal formiilii florometil-2, 2, 2-trifloro-1-(triflorometil) etil
eter olan, potent, yanic1 ve patlayict olmayan, hos kokulu bir volatil anestezik
ajandir.(59) 1960’larda sentezlenmis ve 1990 yilinda ilk kez Japonya’da klinik
kullanim izni almistir Sevofluran, metil izopropil eterin yiiksek floriirlii bir
tirevidir.(60) Nispeten diistik ¢oziiniirliigii sayesinde hizli anestezi indiiksiyonu ve
derlenmeye izin verir. Minimal havayolu irritasyonuna sahiptir, bu durum
cocuklarda ve gerekli durumlarda eriskinlerde volatil indiiksiyon ajani olarak
kullanilmasimni saglar. Minimal kardiyak depresandir, aritmojenik degildir,
sempatik desarja ve tasikardiye neden olmaz. Serebral kan akimi lizerinde minimal
etkisi vardir. Giivenli doz aralif1 genistir. Yatkinligi olan kisilerde diger volatil
anestezikler gibi malign hipertermiye neden olabilir.(61)

Sevofluranin molekiil agirligi 200.05 g/mol, dansitesi 20°C’de 1.53 g/en??,
kaynama noktas1 760 mmHg’da 58.6 °C ve doymus buhar basinc1 20°C 'de 160 mm
Hg'dir. Bu degerler halotan, enfluran ve izofluran ile benzerdir. Kan:gaz

¢oziintrligi 0.69’dur. Sevofluranin minimum alveolar konsantrasyonu (MAK) %
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1.71 ve %?2.05 arasinda bildirilmektedir. Bu deger ¢ocuklarda %2.6,
yenidoganlarda 9%3.3’tlir(diger volatil anesteziklerde oldugu gibi eriskin
degerlerinden yiiksektir). Yasla birlikte MAK degeri diiser.(62)

Sevofluran, %1-5 oraninda metabolize olur. Karacigerde, temel olarak
sitokrom P450 (CYP) 2E1 enzimleri tarafindan biyotransformasyona ugrar ve
inorganik floriir iyonlar1 (F) ve heksafloroizopropanol (HFIP) ac¢iga ¢ikar. HFIP
florlanmus tirtinlerin %82 sini olusturur ve hizla glukuronidasyona ugrayarak iiriner
ekskresyonla atilir.(63) Sevofluran anestezisi sonrasi karaciger enzimlerinde
minimal yiikselme olabilir, ancak insanlarda HFIP iligkili toksisite gozlenmemistir.
Tekrarlayan maruziyet sonrasinda dahi insanlarda, yiikselen plazma F seviyeleri,
nefrotoksisite, renal konsantrasyon fonksiyonunda bozulma, mevcut bobrek
yetmezliginde kotiilesme ile iliskilendirilmemistir.  Pentafloroizopropenil
florometil eterin ('Bilesik A’- sevofluranin karbondioksit absorbanlar1 ile
reaksiyonundan kaynaklanan temel yan iiriin) neden oldugu nefrotoksisite, ratlarda
gosterilmis olup, insanlarda bu nedenle nefrotoksisite izlenmemistir.(63)

Sevofluranin organ sistemlerine etkisi diger halojenli eter inhalasyon
ajanlart ile benzerlik gosterir. Sevofluran, doza bagimli solunum depresyonu
yaratir, hipoksiye yanit olan solunum diirtiisiinii baskilar ve karbondioksit parsiyel
basincinda artmaya neden olur. Bronsiyal diiz kaslarda hafif bir relaksasyon yapar.
(62)

Sevofluran periferik vaskiiler direngte azalma ile ortalama arteryel basinci
diisiiriir, ancak normal anestezi idamesinde kardiak debi korunur. Daha yiiksek

konsantrasyonlarda, muhtemelen Ca++ kanallar tizerine etkisi ile, myokardiyal
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depresyona sebep olabilir. (64) Katekolaminlerin kalp iizerindeki aritmojen
etkilerine myokard sensitizasyonuna neden olmaz. Myokardiyal kan akimi iizerine
etkisi zayiftir, minimal koroner vazodilatasyona neden olur ancak bu izofluran gibi
“koroner ¢alma”ya sebep olmaz. Diger halojenli ajanlara gore daha diisiik kalp hiz1
gozlenir, myokardiyal oksijen tiiketiminin daha az olmasini, dolayisiyla
myokardiyal beslenmenin korunmasini saglar.(62)

Santral sinir sistemi {izerine etkileri diger halojenli ajanlarla benzerlik
gosterir; yiksek konsantrasyonlarda intrakraniyal basinci artirir, ancak bu 0.5-1
MAK araliginda s6z konusu degildir. Sevofluran anestezisi, konviilsif aktivite ile
iliskili degildir. (65)

Renal ve hepatik kan akimi korunur ve organ toksisitesi gozlenmemistir.
Sevofluran klinik olarak faydali olan kas gevsemesi ve kas gevseticilerin etkisinin

potansiyalizasyonunu saglar.(62)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlart Etik Kurulundan
01.02.2021 tarihli ve G.U.ET-21.003 numaral etik kurul onay:1 almarak Gazi
Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar

Merkezi’nde yapildi.

Calismada agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen 36 adet, 5 aylik disi Long
Evans rat kullanildi. Ratlarin 20-21°C sicaklikta, 12 saat gece 12 saat giindiiz
dongiisli saglanarak, beslenme ve su ihtiyaglar i¢in calisma baslangicina kadar

serbest beslenme uygulandi.

3.1 Gruplar ve Kullanilan Yontemler

Ratlar her grupta 6 tane olmak {izere, rastgele 6 gruba ayrildi.(tablo 2)

Tablo 2. Gruplarin Dagilhin

Gruplar Say1
Donér grubu (Grup D) 6
Kontrol grubu (Grup K) 6
Iskemi Reperfiizyon grubu (Grup IR) 6
Iskemi Reperfiizyon Sevofluran Grubu (Grup IR-Sevo) 6
Iskemi Reperfiizyon PRP Grubu (Grup IR-PRP) 6
Iskemi Reperfiizyon Sevofluran PRP Grubu (Grup IR-PRP-Sevo) 6
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Yapilan tiim cerrahi islemler anestezi altinda gergeklestirildi. Anestezi
uygulamasi intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamin hidrokloriir
(Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Alfazyne®
flakon %2, Ege Vet) karisimi ile saglandu. . Islem, bir 1sitma lambas altinda, ratlar
supin pozisyonda iken gerceklestirildi. Cerrahi islem uygulanan gruplarda, cilt
asepsisi saglanmasi ardindan, ratlara orta hat abdominal bolge insizyonu uygulandi,

ardindan porta hepatis eksplore edildi.

PRP hazirlamisi: Donoér grubundan alinan kan, EDTA’ tiiplere alinarak, 20 °C
1400 rpm’de 20 dakika santrifiigasyon uygulandi. Elde edilen siipernatan 1 ml’lik
enjektorler ile aspire edilip, IR-PRP ve IR-PRP-Sevo gruplarma intraperitoneal

uygulandi.

Donoér grubu (GR D): Bu gruptaki ratlardan PRP iiretmek i¢in abdominal aortadan

kan alind1, islem sonunda sakrifikasyon gerceklestirildi.

Kontrol Grubu (Gr K): Bu gruptaki ratlarda hepatik iskemi yapilmaksizin sadece
orta hat abdominal laparatomi yapilip kapatildi, islemden dort saat sonra anestezi
altinda abdominal kan alinmasi yontemi ile sakrifikasyon sonrasinda ratlarin

karaciger dokusu ¢ikartildi.

Iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr iR): Bu gruptaki ratlara orta hat abdominal

laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp konuldu, 120 dakika iskemi
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ve 120 dakika reperfiizyon sonrasi anestezi altinda abdominal kan alinmasi

yontemi ile sakrifikasyon sonrasinda ratlarin karaciger dokusu ¢ikarildi.

Iskemi-Reperfiizyon-Sevofluran Grubu (Gr IR-Sevo): Saydam yapili, gaz giris-
c¢ikis deligi bulunan kapali bir fanus i¢inde, basinglt oksijen tankindan akimdlger
ile oksijen ve standart volatil ajan vaporizatorii ile sevofluran bir hat yardimi ile
fanus icinde anestezi verildi. Iskemi periyodu ile birlikte minimum alveoler
konsantrasyon (MAK) ratlar icin 1 olacak sekilde, Sevofluran %2,3 oraninda
uygulandi. 120 dakika iskemi sonrasinda yine anestezi altinda 120 dakika
reperfiizyon sonrasi ratlara intraperitoneal uygulanan ketamin (50 mg/kg) ile
abdominal aortadan almman kan ile sakrifiye edilerek ratlarin karaciger dokusu

cikarildi.

Iskemi-Reperfiizyon-PRP Grubu (Gr IR-PRP): Bu gruptaki ratlarda, anestezi
sornasi, iskemiden 30 dakika énce PRP 1 ml intraperitoneal (IP) yolla uygulandu.
Ratlarda orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp
konuldu. 120 dakika iskemi ve 120 dakika reperfiizyon sonrasi, ratlara
intraperitoneal uygulanan ketamin (50 mg/kg) ile abdominal aortadan alinan kan

ile sakrifiye edilerek ratlarin karaciger dokusu ¢ikarildi.

Iskemi-Reperfiizyon-PRP-Sevofluran Grubu (Gr IR-PRP-Sevo): intraperitoneal
PRP 1 ml dozunda uygulandiktan 30 dakika sonra saydam yapili, gaz giris-¢ikis
deligi bulunan kapali bir fanus icinde, basin¢li oksijen tankindan akimdélger ile
oksijen ve standart volatil ajan vaporizatorii ile sevofluran bir hat yardimi ile fanus

icinde anestezi verildi. Iskemi periyodu ile birlikte MAK ratlar i¢in 1 olacak
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sekilde, sevofluran %2.3 oraninda kullanildi; 120 dakika iskemi sonrasinda yine
anestezi altinda iki saatlik reperfiizyon sonrasi ratlara intraperitoneal uygulanan
ketamin (50 mg/kg) ile abdominal aortadan alinan kan ile sakrifiye edilerek ratlarin

karaciger dokusu ¢ikarildu.

3.2 Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AD’nda yapildi. Rutin tespit islemleri yapilan karaciger parafin
bloklara alindi. S5p’luk kesitler Hematoksilen Eozin ile boyanip 151k mikroskobu ile
incelendi. Tiim 6rnekler deney gruplarindan habersiz olan ayn1 patolog tarafindan

degerlendirildi.

3.3 Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal inceleme Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
AD’nda yapildi. Karaciger dokularindaki oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu
degerlendirmek i¢in MDA, Katalaz, Glutatyon-s-transferaz ve Paraoksonaz

aktiviteleri Olciildii.
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Resim 1 Median laparotomi uygulamasi

Resim 2 Porta hepatis disseksiyonu uygulamasi
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Resim 3 Porta hepatisin klemplenmesi

3.4 Istatiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 20.0 bilgisayar programinda asagida
siralanan testler kullanilarak gerceklestirildi ve p<0.05 anlamli kabul edildi.
Bulgular ortalama + standart hata (SH) olarak verildi. Veriler Kruskal-Wallis
varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamlilik tespit edilen degiskenler, Bonferroni

diizeltmeli Mann-Withney U testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Isik mikroskopisinde; hidropik dejenerasyon gruplar arasinda anlamli
olarak farkli bulunmustur (p=0.008). IR grubunda kontrol grubuna gére hidropik
dejenerasyon daha fazla goriilmiistiir (p=0.001). Hidropik dejenerasyon IR-PRP ve
IR-PRPS gruplarinda IR grubuna anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.003,

p=0.009, sirasiyla), (Tablo-3, Resim 4-12).

Siniizoidal dilatasyon gruplar arasinda anlaml olarak farkli bulunmustur
(p=0.025). IR grubunda kontrol grubuna gore siniizoidal dilatasyon daha fazla
gdriilmiistiir (p=0.002). Siniizoidal dilatasyon IR-PRP ve IR-PRPS gruplarinda IR
grubuna anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.019, p=0.019, sirasiyla), (Tablo-

3, Resim 4-12).

Nekroza giden hiicre gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur
(p=0.015). IR grubunda kontrol grubuna gére nekroza giden hiicre daha fazla
griilmiistiir (p=0.001). Nekroza giden hiicre IR-PRP ve IR-PRPS gruplarinda IR
grubuna anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.006, p=0.025, sirastyla), (Tablo-

3, Resim4-12).

Parankimde MN hiicre infiltrasyonu gruplar arasinda anlamli olarak farkl
bulunmustur (p=0.045). IR grubunda kontrol grubuna parankimde MN hiicre
infiltrasyonu daha fazla goriilmiistiir (p=0.005). Parankimde MN hiicre
infiltrasyonu IR-PRP ve IR-PRPS gruplarinda IR grubuna anlamli olarak diisiik

bulunmustur (p=0.035, p=0.035, sirasiyla), (Tablo-3, Resim 4-12).
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Piknotik ¢ekirdek gruplar arasinda benzer bulunmustur (p=0.108), (Tablo-

3, Resim 4-12).

Tablo 3 Rat karaciger dokusu histopatolojik bulgulari [Ort + SH]

infiltrasyonu

Grup K Grup iR | Grup iRS | Grup IRPRP | Grup p**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) IRPRPS
(n=6)

Hepatosit dejenerasyon 0.33+0.21* | 1.67+£0.33 | 1.00+£0.26 | 0.50+0.22* 0.66+0.21* 0.008
Siniizoidal dilatasyon 0.33+£0.21* | 1.50+0.34 | 0.83+0.17 | 0.67+£0.21* 0.67+0.21* 0.025
Piknotik cekirdek 0.33+£0.21 1.00+0.00 | 0.67+0.21 | 0.33+0.21 0.50+0.22 0.108
Nekroza giden hiicre 0.17+0.17* | 1.17+0.17 | 0.67£0.21 | 0.33+0.21* 0.50+0.22* 0.015
Parankimde MN hiicre | 0.17+0.17* | 1.33+0.21 | 0.67£0.33 | 0.50+0.22* 0.50+0.34* 0.045

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*»<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda

Resim 4 :Kontrol grubu histopatolojik goriintiisii
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VS: Santral ven, e:endotel hiicresi, H: hepatosit, k: Kupffer hiicresi, S: sintizoid

™
HL

Resim 5: iR grubu histopatolojik goriintiisii

HL: hepatik lobiil, HA: hepatik arter,VS: vena sentralis, PV: portal ven,H: hepatosit, k: Kupffer
hiicre hiperplazisi, e: endotel hiicresi, S: siniizoid, *: siniizoid dilatasyonu

Resim 6 IR grubu histopatolojik goriintiisii

Parankimde konjesyon ve inflamasyon, siniizoidlerde dilatasyon izlenmektedir. HL: hepatik lobiil,
VS: vena sentralis, *: siniizoid dilatasyonu,H: hepatosit, k: Kuppfer hiicresi, e: endotel hiicresi, inf:
inflamasyon, conj: kapiller konjesyon, dej: hepatosit ve vena Sentralis dejenerasyonu(sentrlobiiler
hasar), | | : parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu
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Resim 7: IR-S grubu histopatolojik goriintiisii

HL: hepatik lobiil, VC: vena sentralis, H: hepatosit, k: Kupffer hiicre hiperplazisi, e: endotel
hiicresi, S:siniizoid, *: sinilizoid dilatasyonu, | |: Parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyon

Resim 8: IR-PRP grubu histopatolojik gériintiisii

HL: hepatik lobiil, VC: vena sentralis, H: hepatosit, k: Kupffer hiicresi, E: endotel hiicresi,
S:siniizoid, *: siniizoid, | |: Parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu, conj: konjesyon, dej:
hidrofilik dejenerasyon
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Resim 9: iR PRP grubu histopatolojik goriintiisii

HL: hepatik lobiil, VC: vena sentralis, H: hepatosit, k: Kupffer hiicresi, e: endotel hiicresi,
S:siniizoid, *: siniizoid dilatasyonu, |: Hepatositler , conj: konjesyon, inf: inflamasyon

Resim 10: iR PRP-S grubu histopatolojik goriintiisii

HL: hepatik lobiil, VC: vena Sentralis, H: hepatosit, k: Kuppfer hiicresi, e: endotel hiicresi,
S:siniizoid, *: siniizoid, |: Parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu
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Resim 11: IR PRP-S grubu histopatolojik goriintiisii

HL: hepatik lobiil, VC: vena sentralis, H: hepatosit, k: Kupffer hiicresi,, S:siniizoid, *: siniizoid
dilatasyonu, |: Parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu

Resim 12: iR PRP-S grubu histopatolojik goriintiisii

VC: vena sentralis, H: hepatosit, k: Kupffer hiicresi, E, e: endotel hiicresi, S:siniizoid, *: siniizoid
dilatasyonu, **: Nekrotik-apopitotik goriiniim, p: Piknotik ve hiperkromatik ¢ekirdekler, N:
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cekirdek, n: ¢ekirdekeik, |: Parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu dej: hidrofilik
dejenerasyon

Gruplar (karaciger dokusu) MDA diizeyi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.005). MDA diizeyi iR
grubunda K grubuna gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p=0.001). MDA diizeyi
IR-PRP ve IR-PRPS gruplarinda IR grubuna anlamli olarak diisiik bulundu

(p=0.001, p=0.020, sirasiyla), (Tablo 4).

Gruplar (karaciger dokusu) CAT enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.048). CAT enzim
aktivitesi IR grubunda K grubuna gore anlaml artmis olarak tespit edildi (p=0.005).
CAT enzim aktivitesi IR-PRP ve IR-PRPS gruplarinda iR grubuna anlamli olarak

azalmis bulundu (p=0.026, p=0.038, sirasiyla), (Tablo 4).

Benzer sekilde gruplar (karaciger dokusu) PON enzim aktivitesi agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamh fark vardi (p=0.038). PON
enzim aktivitesi IR grubunda K, IR-PRP ve IR-PRPS gruplara gore anlaml diisiik

olarak tespit edildi (p=0.023, p=0.030 p=0.035, sirasiyla), (Tablo 4).

GST ise gruplar arasinda benzer bulundu (p=0.), (Tablo 4)
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Tablo 4 Rat karaciger dokusu oksidan durum parametreleri [Ort + SH]

Grup K Grup IR Grup IRS | Grup IRPRP | Grup p**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) IRPRPS
(n=6)

MDA 4.72+40.27* 8.24+1.30% 6.37+0.53 | 4.59+0.32% 5.87+0.33* | 0.005
(nmol/mL)
CAT 1105.66+£379.8 | 3085.40+£793.8 | 1792.24£32 | 1558.98+277.7 | 1670.34£299 | 0.048
(IU/mg.pr | 8* 2 1.64 9% 25%
0)
GST 2437+4.67* 37.24+7.85 29.85+2.12 | 35.06+4.85 30.62+4.67 | 0.460
(1U/mg.pr
0)
PON 1.11+0.18* 2.19+0.27 1.38+0.54 | 1.16+0.19* 1.19+0.30 0.038
(IU/mg.pr
0)

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlihik diizeyi p< 0.05

*n<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Karaciger rezeksiyonu, hemorajik ve hipovolemik sok, travma ve diger
cerrahi miidahaleler sirasinda karacigerde IR hasari olusabilmektedir. (30)
Karaciger IR hasarmi olusturan mekanizmalarin bilinmesi, bu hasara karsi
onlemlerin ve IR hasarini azaltici ydntemlerin arastirilmasi, karaciger cerrahisi
nedeni ile olusabilecek olasi karaciger yetmezligi, kronik karaciger hastaliklari,
uzak organ hasarlarinin engellenebilmesi ve azaltilabilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir. Bu hasar1 azaltmak amaciyla iskemik 6n kosullandirma, hipotermi,
antioksidanlar, serbest radikal inhibitorleri, anestezik ajanlar gibi farmakolojik ve
fiziksel yontemler arastirilmistir(66,67)

Karaciger IR hasarinda, oksidatif stres ve hiicre hasarmin derecesi, iskemi
zamanma ve iskemi yiizdesine baghdir. Patofizyolojik mekanizmalari, farkl
morbidite, mortalite ve patoloji bulgular ile iligkili parametreleri incelemek igin,
zaman ve doku genisligi ile iliskili bircok karaciger IR hasar1 kemirgen modelleri
kullanilmaktadir. Karaciger IR hasarinin incelenmesi sirasinda, 6zellikle karaciger
transplantasyon modellerinde daha uzun soguk iskemi siireleri ile, 30-180 dakika
arasinda degisen iskemi ve degisken reperfiizyon siireleri ile deney modelleri
olusturulmaktadir. Iskemiye ugrayan doku genisligi ve iskemi siiresinin artmasi ile
mortalite artmakla birlikte, cogu ¢alismada belirlenen IR siiresi sonrasinda étenazi

uygulamaktadir. (68) Gonzales-Flecha ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada, kisa
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stireli (60 dakika) sicak iskemi siiresi sonrasinda reperflizyon saglandiginda,
karaciger oksijen tiiketiminin kontrol seviyelerine dondiigii geri doniislii hiicre
hasarmi gozlemlenmistir. Ayni ¢alismada, uzun siireli(120-180 dakika) iskemi
stireleri sonrasi reperfiizyon saglanmis ve hidrojen peroksit ve singlet oksijende
kararlt durum konsantrasyonlarina gore iki kat artis ve antioksidan enzimlerin
aktivitesinde %50 azalmanin eslik ettigi geri dOniigsliz hiicre hasari
gozlemlenmistir.(69) Uzun siireli(120 dakika ve lizeri) total karaciger iskemisi,
asir1 hasar1 temsil eder, iskeminin yikici etkilerinin gézlemlenmesine izin verir.(70)
Calismamizda uzun stireli iskemi siiresi ile yliksek dereceli hasar olusumunu
amaglayarak, 120 dakika iskemi-120 dakika reperfiizyon deney modelini
olusturduk ve IR hasarim gézlemledik.

Histolojik olarak endotelyal hiicre bozulmasi, hiicresel sisme,
vakuolizasyon, nétrofil infiltrasyonu ve hepatoseliiler nekroz gibi histopatolojik
degisiklikler, karaciger IR hasarin1 karakterize eder.(71) Karaciger hasarina
agirlikli olarak nekrozun neden oldugu belirtilse de, apopitoz ve otofajiye baglh
hiicre 6liimii de benzer derecede hasara katkida bulunmaktadir.(72) Obert ve
ark. nin yaptiklari, farelerde hemorajik sok ile olusturulan karaciger IR modelinde
endoplazmik retikulum stres On kosullandirmasini inceledikleri ¢alismada;
hematoksilen eozin ile boyanan preparatlarda, bazal ve kontrol gruplarinda
herhangi bir belirgin degisiklik mevcut degil iken, hemorajik sok uygulanan
gruplarda santral venden sentrifugal yayilan hiicre O6liim alanlarimi
gbzlemlemistir.(72) Jesus-Silva ve ark.’min domuzlarda heparinin hipovolemik

sokta karaciger ve bdbrek iizerine etkilerini inceledikleri calismada, IR hasarinm
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olusturdugu mikroskobik bulgular olarak, siniizoidlerde konjesyon ve eritrosit
mevcudiyeti, heterokromatik ¢ekirdekler gozlemlenmistir. (73) Guo ve ark.’nin,
parsiyel hepatik iskemi olusturulan farelerde yapmis oldugu, gastrin salgilayan
reseptor antagonisti RC-3095’in koruyucu etkilerini gostermeyi hedefleyen
calismalarinda, karaciger IR’un ciddi konjesyon, lobiiler dem ve hepatoseliiler
nekroza neden oldugu gosterilmistir. (74) Li ve ark. fareler tizerinde fisetinin
karaciger IR hasarina karst koruyucu etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda,
hematoksilen eozin ile boyali preparatlarin Suzuki siniflamasina gore incelenmesi
sonucu, IR gruplarinda dokunun konjesyon, hiicre ¢ekirdek boyutlarinda
diizensizlik ve portal alanlarda inflamatuvar infiltrasyon ile belirgin hasara
ugradigini belirtmislerdir.(75) Calismamizda 1sik mikroskopisinde; IR grubunda
kontrol grubuna kiyasla, hidropik dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon, nekroza
giden hiicre ve parankimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu gibi apoptotik ve
nekrotik degisiklikler literatiirle uyumlu olarak daha fazla goriilmiistiir. IR-PRP ve
IR-PRPS gruplarinda ise IR grubuna gore istatistiksel anlamli olarak daha diisiik
goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda histopatolojik bulgularimiz, karaciger IR
hasarinin etkilerini 6nlemede PRP ve PRP ile sevofluran uygulamasinin etkili

olabilecegini diistindiirmektedir.

PON’lar antioksidan etkileri olan; 6zellikle organofosfatlar ve soman-sarin
gibi norotoksik bilesiklerin detoksifikasyonunda ve lipid peroksidasyonunun
engellenmesinde gorev alirlar. PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere 3 gruba ayrilan

bir enzim sistemidir. PON1 ve PON3 karacigerde sentezlenir. PON1 enzimi,
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kolinesteraz inhibitorii olan paraoksonu ve diger organofosfatlari hidrolize eder.
PONTV’in, tiikketime bagl olarak inflamasyon ve enfeksiyon durumlarinda azaldigi
gosterilmistir.(76) Oksidatif stresin arttigi hastaliklarin - 6nlenmesi ya da
tedavisinde, PON enzimlerinin serum seviyelerinin artirilmasinin  faydali
olabilecegi Onerilmistir.(77,78) Trocha ve ark. ratlarda karaciger IR hasar ile
olusan oksidatif stres {lizerine sitagliptinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda,
PON aktivitesinin IR ile belirgin olarak azaldigini kaydetmislerdir. (79)

Lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu IR hasarinin patogenezinde
yer alan, membran hasar1 ve geri doOniigsiiz protein hasarindan sorumlu
mekanizmalardir. (80) Poliansatiire yag asitleri, 6zellikle linoleik ve arasidonik asit,
lipid peroksidasyonunun 6nemli hedefleridir; ROS varliginda otokatalitik bir zincir
reaksiyonu  olustururlar ve  lipid  hidroperoksidazlart  olusur.  Lipid
hidroperoksidazlari ise gecis metallerinin varliginda gesitli biyolojik siireclerde ve
sinyal iletim yollarinda yer alan reaktif aldehitlere doniisiirler. Reaksiyona giren
lipitlerin tiirline gére MDA, trans-4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve diger aldehitler
olusur. (81) Wang ve ark., ratlarda karaciger IR hasarina neferin maddesinin
etkilerini incelemis, 30 dakika iskemi ve 6 saatlik reperflizyon uygulanan gruplarda
lipid peroksidasyonunun énemli bir gostergesi olan MDA ’nin kontrol grubuna gére
belirgin arttigini gostermistir.(82)

GST, insanlarda bir¢ok dokuda bulunan ve genis antioksidan aktiviteye
sahip olan bir enzimdir. Indirgenis glutatyonun, siilfidril grubu araciligiyla
noétralizasyonu ile detoksifikasyon gerceklestirir ve olusan bilesikler suda ¢oziiniir

halde bobrekler araciligi ile atilir. GST ksenobiyotikler ve elektrofilik endojen
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bilesiklerin detoksifikasyonu araciligt ile DNA, RNA ve proteinler gibi
makromolekiillerin alkilasyonunu 6nler. (76,83) insan karacigerinde, mikrozomal
GST yiiksek miktarda eksprese edilmektedir; in vitro rat mikrozomunda gosterilen
sitozolik GST aktivitesi ise lipid peroksidasyonunun, dolayisiyla MDA
diizeylerinin azalmasi ile sonug¢lanmustir. (84) Eren ve ark. mantar zehirlenmesi ile
acil servise bagvuran hastalarda oksidatif stres belirteclerini incelemis ve mantar
zehirlenmesi olan hastalarda karaciger hasarina eslik eden, PON enzim
aktivitesinde azalma, GST’de ise artis gozlemlemislerdir. (76) Chouker ve ark.,
toplam 75 hasta tizerinde yaptiklari prospektif randomize ¢aligmalarinda karaciger
rezeksiyonu sirasinda IR hasarinda, karacigerde yiiksek sitozolik konsantrasyonlara
sahip olan a-GST’nin IR hasar1 icin erken bir belirteg olabilecegini, a-GST
degerlerinin belirgin olarak Pringle manevras: siiresi ile iligkili oldugunu
gostermistir.(85)

Katalaz, hidrojen peroksidin su ve oksijene doniistiigii reaksiyonu
katalizleyerek hiicrenin ROS’a karst savunma sistemlerinde yer alan
oksidorediiktaz enzimdir.(2) Tavsanlarda yapilan spinal kord IR hasarinin
arastirildigi bir ¢alismada, IR ile katalaz seviyelerinde belirgin artis oldugu
gosterilmistir.(86) Aydin ve ark., ratlarda parsiyel hepatektomi sonrasi doku
rejenerasyonuna PRP, dekspantenol ve timokinonun etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, PRP’nin doku rejenerasyonuna olumlu ya da olumsuz etkisi
olmadigini; ancak iglerinde MDA, katalaz ve glutatyonun bulundugu oksidasyon
parametrelerinde PRP uygulanan grupta belirgin derecede azalma oldugunu

gostermislerdir.(87) Calismamizda IR grubunda MDA ve katalaz aktivitelerinde
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artts, PON aktivitesinde azalma, GST seviyelerinde ise anlamli degisiklik
olmadigini tespit ettik. GST disindaki biyokimyasal parametrelerde PRP ve PRP-
sevofluran uygulamasi ile istatistiksel anlamli olarak diizelme kaydedildi. Bu
bulgular PRP ve sevofluran uygulamalarinin karaciger IR hasarmi iyilestirmede

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Halojenli volatil anesteziklerin IR hasarina karsi koruyucu olduklari
onerilmektedir; 6n ve ard kosullandirma ile apoptozis siireci lizerine olustugu
diisiiniilen bu koruyucu etkinin mekanizmalar1 arastirilmis ve farkli hipotezler 6ne
stiriilmiistiir.(88) Koroner sistemde postiskemik notrofil adezyonuna, izofluran,
sevofluran ve halotan anestezilerinin etkilerini arastiran bir c¢alismada, volatil
ajanlarla uygulanan genel anestezinin IR hasarinda dénemli yeri olan nétrofillerin
endotele adezyonunu azalttign ve IR hasarma karsi koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir. (89) Izole edilmis kobay kalbi iizerinde yapilan bir bagka calismada
sevofluran ile 6n kosullandirmanin mitokondriyal ATP sentezinde artisa ve ROS
olusumunda azalmaya neden olan redoks bagimli bir mekanizma ile IR hasarinda
iyilesme oldugu oOnerilmistir.(90) Ratlarda yapilan karaciger IR hasarina kars:
sevofluran ile 6n kosullandirmanin koruyucu etkilerinin arastirildigi bir baska
calismada ise, sevofluranin hepatik endoteliyal glikokaliksi heniiz tamamen
aydinlatilamayan mekanizmalar ile korudugu gosterilmistir.(4) Cavalcante ve ark.
sevofluranin ratlarda karaciger IR hasar1 {izerinde etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda,l saatlik iskemi ve 4 saatlik reperflizyon uygulamis; sevofluran

uygulanan grupta mitokondriyal fonksiyonun korundugunu, ALT, AST
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seviyelerinin belirgin olarak diisiik oldugunu, IR sonrasi koagiilatif nekrozu
azalttigini; dolayistyla sevofluranin mitokondriyal fonksiyonu korumasi araciligi
ile karaciger IR hasarinda koruyucu etkisi oldugunu; ayrica pulmonar vaskiiler
permeabilitede de diizelme kaydedildigini vurgulamislardir.(91) Xu.G. ve ark.,
karaciger IR ile indiiklenen karaciger ve akciger hasarina sevofluran
onkosullandirmasinin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada 30 dakikalik %70 iskemi
ve 60 dakikalik reperflizyon uygulamis, sevofluran grubuna ise iskemiden 30
dakika oOnce sevofluran ile Onkosullandirma gergeklestirmiglerdir. MDA
seviyelerinde IR ile artma ve sevofluran uygulamasi ile azalma tespit etmislerdir.
Ayrica karaciger ve akcigerde gerceklesen IR’a bagl histolojik degisikliklerde
sevofluran grubunda azalma tespit etmislerdir. (92) Xu,Z. ve ark. karaciger IR
hasari ile olusan degisikliklerde sevofluran ve propofoliin etkilerini inceledikleri
calismada, ratlarda 60 dakikalik %70 iskemi ve 120 dakika reperfiizyon sonrasi,
MDA, SOD ve NO seviyelerinde belirgin artis ve hem sevofluran (%3 sevofluran,
21/dk, IR boyunca), hem propofol gruplarinda anlamli azalma tespit etmislerdir.(93)
Sevoflurani ayrica karacigerde uzak organ IR hasarinin engellenmesinde de etkili
olabilecegi Onerilmistir; Rancan ve ark. domuzlarda yaptiklar1 akciger lobar
transplantasyonu uyguladiklari ¢alismalarinda, sevofluran uygulamasinin, akciger
IR hasarina baglh olusan karaciger hasarmin azaltilmasinda etkili oldugunu
gostermislerdir.(94) Bu calismalarin aksine, ¢alismamizda karaciger IR hasarini
onlemekte tek basma sevofluran uygulamasimin histolojik ve biyokimyasal

parametreler lizerinde anlamli etkisi olmadigini saptadik.
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PRP, ozellikle muskiiloskeletal hastaliklar, cilt hastaliklari, dental
prosediirler olmak {izere bircok hastaligin tedavisinde lokal olarak
kullanilmaktadir. Literatiirde bdbrek, testis, over gibi organlarda IR hasarini
arastiran ¢alismalarda PRP intraperitoneal alana ya da organ kapsiiliine lokal olarak
uygulanmustir. (6,11,95) Martin-Solé ve ark.’nin bobrekte IR hasarini arastirdiklart
caligmalarinda, PRP subkapsiiler olarak parenkime diffiiz sekilde lokal uygulanms,
ancak elde edilen sonuclarla kapsiiler organa uygulanan PRP’nin iskemiyi
artirabilecegi fikri 6ne siirtilmiistiir.(95) Hesami ve ark. PRP’nin kronik karaciger
hasarina etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda ratlara PRP’yi subkutan yolla,
Aydin ve ark. ise PRP’nin karaciger rejenerayonu lizerindeki etkisini arastirdiklari
calismalarinda PRP’yi intraperitoneal uygulamislardir.(87,96) Bu c¢alismada PRP

intraperitoneal yolla uygulanmistir.

Deney modellerinde uygulanacak PRP’nin elde edilmesinde deney hayvani
donor gruplari, insan kan dondrleri kullanilabilir ya da deney prosediirii
uygulanacak hayvanlardan kan alinarak PRP elde edilebilir. Bir deney hayvam
sakrifiye edilmeyecek ve sivi replasmani uygulanmayacak ise alinabilecek kan
miktari total kaninin %10’u ile sinirlidir. Alinan kan miktar1 %30’u gececek olur
ise deney hayvanimin hipovolemiye maruz kalmamasi igin 06zel bakim
gerekmektedir. (97) Domuz ve tavsan gibi, rat ve fareye gore daha biiyiik hayvanlar
tizerinde deney uygulanirken, deney prosediirii uygulanacak hayvanlardan ayni
zamanda PRP i¢in kan alinmasi tercih edilmektedir.(98,99) Toplam kan voliimii
eriskin hayvanda 55-70 ml/kg(97) olan ratlarda deney prosediirii olusturulurken;

deney prosediirii olusturulacak hayvanlarda hemodinaminin  bozulmasi,
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ponksiyonun yaratacagi stres ve inflamasyon, elde edilecek PRP miktar1 ve
sonuglarin etkilenmesi endiseleri ile dondr hayvan kullanim1 yaygin olarak tercih
edilmektedir.(6,87,96,100) Bu ¢alismada, PRP elde etmek i¢in dondr hayvan grubu
olusturulmus ve PRP elde etmek icin dondr hayvanlarin tiim kani alinarak

sakrifikasyon uygulanmistir.

PRP, otolog ya da allojenik kanin antikoagiile edilerek 1 ya da 2 asamali
santrifligasyonu ya da aferez yontemi ile elde edilmektedir. (101) Tamimi ve ark.
PRP olusturmak i¢in uygulanan ¢ift ve tek santrifiigasyon yOntemlerini
karsilastirmis; cift santrifiij ile daha yliksek platelet konsantrasyonlarina ulagsmak
miimkiin iken, tek santrifiij ile de yeterli platelet sayilarina ulagilabildigini; tek
santrifiij yonteminin, daha kolay uygulanabilir olmasi ve plateletlerin biitiinliigiiniin
daha korunabilir olmas1 nedeni ile daha siklikla uygulanan ¢ift santrifiij yontemine
tercih edilebilecegini belirtmislerdir. (101) Bu nedenlerle bu g¢alismada PRP elde

etmek i¢in tek santrifiij yontemi kullanilmistir.

PRP, a-graniillerinde bulunan biiyime faktorleri ile etkinlik
gostermektedir. PRP’nin eksojen aktivasyonu, PRP elde edildikten sonra, trombin,
kalsiyum kloriir, kollajen, dondurma/¢ézdiirme dongiisii gibi  yOntemler
kullanilmast ile o-graniillerin degraniilasyonu saglanarak, pihtilagmanin
tetiklendigi ve sonucunda PRP’nin jellesmesini saglayan ve klinik pratikte
uygulama kolaylig1 saglayabilen bir yontemdir. Ancak o-graniillerdeki biiyiime
faktorlerinin  dokuya ulagsmadan salinmasi, bu faktorlerin dokuda islev

gosteremeden yikanmasi endisesini birlikte getirmektedir. Bu nedenle PRP’nin
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verildigi dokudaki otolog kollajen ile temasin degraniilasyon saglamasina ve
dokuda daha uzun siire biiyiime faktorlerinin etkinlik saglamasma giivenilen,
aktivasyon kullanilmayan PRP kullanimi mevcuttur.(102) da-Silva ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada PRP’nin aktivasyon ya da dondurulmasi ile biiyiime
faktorlerindeki degisiklikleri arastirmislar; PRP hazirlanmasi sirasindaki standart
fiziksel etkilerin de degraniilasyonu tetikleyerek etkinlik sagladigini, trombin,
kalsiyum kloriir gibi bir ajanlar ile aktivasyonun PRP uygulamasinda kritik
olmadigini, benzer biiyime faktorii konsantrasyonlari  Ol¢iimleri ile
onermislerdir.(103) Bu c¢alismada PRP uygulamasi 6ncesi eksojen aktivasyon

yontemleri kullanilmamustir.

PRP’nin, IR hasari iizerine etkileri daha dnce over, testis, bobrekler iizerinde
calistlmistir. Bakacak ve ark., PRP’nin ratlarda over IR hasarma etkisini
arastirdiklar1 caligmada, randomize segilen 12 rattan elde edilen kanin
santrifiigasyonu sonrasi elde ettikleri PRP’yi 3 saatlik iskemiden 30 dakika once
intraperitoneal olarak uygulamislardir. TOS(total oksidan durumu), TAS(total
antioksidan durumu), OSi(oksidatif stres indeksi),VEGF ve histolojik veriler
incelenmis, PRP uygulanan gruplarda anlamli olarak oksidatif stres belirteglerinde
azalma, peritoneal VEGF diizeylerinde artig gézlemlenmisler ve over torsiyonunun
detorsiyon operasyonlarinda lokal PRP kullaniminin doku hasarina olumlu etkisi
olabilecegini 6nermislerdir.(6) Sekerci ve ark. ratlarda testis IR hasarma PRP’nin
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, 4 saatlik iskemi siiresini takiben PRP’yi
testis dokusuna intraparankimal uygulamus, iR hasari ile doku MPO ve Kaspaz 3

aktivitelerinde ve MDA seviyelerinde artis, GSH seviyesi ve SOD aktivitesinde ise
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azalma gozlemlemislerdir. PRP uygulamasi ile GSH seviyesi disindaki
biyokimyasal parametrelerde anlamli diizelme oldugunu, ancak MPO ve MDA nin
yine de kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu kaydetmislerdir.(11) Martin-Solé ve
ark. PRP’nin ratlarda renal IR hasarina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 45
dakikalik iskemi stiresinin 30. dakikasinda PRP’yi subkapsiiler uygulamislar ve
reperfiizyon sonrasi 7. giinde sakrifikasyon ve dokularda histopatolojik, serumda
biyokimyasal incelemeleri uygulamislardir. 7 giinliik siiregcte renal kan akimini
ultrasonografik incelemeyle degerlendirmislerdir. Beklediklerinin aksine renal kan
akimi, histopatolojik parametreler, serum kreatinin ve iire seviyeleri
incelendiginde, hepsi istatistiksel anlamli olmamakla birlikte PRP grubunda
kotiilesme saptamiglardir. Bu sonucun PRP uygulama yeri, zamani, hazirlanma
yontemi ve saklama sartlar1 gibi parametrelerden etkilenmis olabilecegi goz oniinde

bulunduruldugunda, daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.(95)

PRP’nin karaciger IR hasar {izerindeki etkileri ile ilgili bilinen bir ¢aligma
heniiz yapilmamistir. Ancak PRP’nin karaciger dokusu tizerinde iyilestirici etkileri
farkli birkag ¢alismaya konu olmustur. Saif-Elnasr ve ark., ratlarda gama-radyasyon
aracilig1 ile olusturulan karaciger hasari ilizerinde PRP ve/veya diisiik molekiiler
agirlikli kitosanin etkilerini incelemisler; PRP uygulamasi ile, radyasyona ugramis
dokuda artmis bulunan MDA seviyelerinde gerileme ile belirlenen lipid
peroksidasyonunda azalma, ve antioksidan parametrelerde (GSH, TAS) diizelme
saptamiglardir.(100) Hesami ve ark. ratlarda karbontetrakloriir (CCl4) ile
indliklenen karaciger hasarinda PRP’nin koruyucu etkilerini arastirdiklar

caligmalarinda, CCIl4’iin endoplazmik retiikkulumda membran lipitlerinin
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peroksidasyonuna yol a¢masi sonucu MDA seviyelerinde yilikselme ve PRP
uygulamasi ile PRP uygulanan ratlarda MDA seviyelerinde belirgin azalma
gozlemlemisler ve PRP’nin CCl4 ile indiiklenmis karaciger hasarina kars1 koruyucu
etkisi olabilecegini onermislerdir. Ayn1 zamanda, CYP enzimleri ile detoksifiye
edilen CCl4’iin uygulanmasi sonucu, GSH seviyelerinde azalma olup, PRP
uygulamasi ile bu azalmanin 6niine gegildigini; PRP’nin, karaciger hastaliklarinda
antiapoptotik, antifibrotik ve karaciger rejenerasyonundaki etkileri sebebiyle etkili
olabilecegini dnermislerdir.(96) Calismamizda karaciger IR hasari olusturulmadan
once PRP ve PRP-sevofluran uygulanan ratlarda, IR grubuna gore biyokimyasal
parametreler olan MDA miktar1 ve katalaz aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldigi, PON aktivitesinin ise anlamli sekilde arttig1 saptanmistir. GST de
ise anlamli degisiklik gozlemlenmemistir. Ayn1 zamanda mikroskobik bulgularda
saptanan IR ile olusan hiicresel bozulmanin, PRP ve PRP-sevofluran uygulanan
ratlarda anlamli olarak daha diisiik oldugu goézlemlenmistir. Bulgularimiz PRP ile
PRP ve sevofluran anestezisi birlikteliginin, karacigerde olusabilecek IR hasarini

azaltabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada, ratlarda karacigerde iskemi reperflizyon hasari
olusturulmus, uygulanan PRP’nin ve sevofluran anestezisinin iskemi reperfiizyon
hasari lizerine etkisi aragtirilmistir. Literatiirde sevofluran anestezisinin karaciger
IR hasarina etkisini arastiran ¢alismalarda, sevofluran anestezisinin IR hasarini
azaltic1 yonde etkileri oldugunu gosteren bulgular mevcuttur. Bu ¢alismada, diger
calismalarin aksine tek basina sevofluran anestezisi uygulamasinin karaciger IR
hasari iizerinde anlamli etkisi saptanmamistir. Bununla birlikte sevofluran
anestezisi ve PRP’nin birlikte uygulanmasi ile karacigerdeki IR hasarmm anlaml
sekilde azaltilabilecegi gosterilmistir.

Iskemi reperfiizyon olusturulmadan dnce uygulanan PRP’nin karacigerde
IR hasarini azaltic1 yonde etkisi oldugu gosterilmistir. Literatiirde daha 6nce
PRP’nin karacigerdeki IR iizerindeki etkisini arastiran baska bir ¢calisma
bulunmamaktadir. Bu calismada elde edilen bulgularin daha genis randomize

kontrollii calisma gruplari ile desteklenmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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8. OZET

KARACIGERDE iSKEMi REPERFUZYON OLUSTURULMUS
RATLARDA PLATELET ZENGIN PLAZMA (PRP) VE
SEVOFLURAN ANESTEZISIiNIiN ETKILERI

Bu calismanin ana amaci, karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 lizerinde
PRP uygulamasinin ve sevofluran anestezisinin etkilerinin histopatolojik ve
biyokimyasal parametreler ile arastirilmasidir.

Calismada 36 adet Long Evans tiirii rat kullanildi ve 6 gruba ayrilds. Ilk
grup (grup D) donér grubu olup, PRP olusturmak amaci ile abdominal aortadan
kan alind1 ve sakrifiye edildi. Kontrol grubuna (grup K) abdominal laparotomi
uygulandi ve islemden 2 saat sonra karaciger dokusu alind1 ve ratlar sakrifiye
edildi. Grup IR, Grup IR-Sevofluran, Grup-PRP, Grup IR-PRP-Sevofluran
gurplarinda, abdominal laparotomi sonrasi porta hepatis eksplore edildi ve
klemplendi; 2 saat iskemi ardindan 2 saat reperfiizyon uygulandi. Grup IR-PRP ve
Grup IR-PRP-Sevofluran grubuna iskemi uygulanmadan 30 dakika 6nce
intraperitoneal PRP uygulandi; Grup IR-S ve Grup IR-PRP-S gruplarina iskemi
ve reperflizyon siiresince sevofluran %2,3 Sevofluran anestezisi uygulandi.

Karaciger doku ornekleri 151k mikroskobunda Hematoksilen-Eosin (H&E) ile
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boyanarak incelendi; biyokimyasal inceleme igin doku drneklerinde MDA,
Katalaz, Glutatyon-s-transferaz ve Paraoksonaz degerleri 6l¢iildii.
Histopatolojik incelemede, karaciger parenkiminde hidropik dejenerasyon,
siniizoidal dilatasyon, parenkimde mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve nekroza
giden hiicre sayis1 IR-PRP ve IR-PRP-S gruplarinda iR grubunda IR grubuna
gore anlamli olarak diisiik saptandi. Piknotik ¢ekirdek degerlendirmesinde ise
gruplar aras1 anlamli fark saptanmadi. Doku 6rneklerinde 6l¢iilen, MDA diizeyi
ve katalaz enzim aktivitesi, IR-PRP ve IR-PRP-S gruplarinda IR grubuna gére
anlamli olarak daha diisiik; PON enzim aktivitesi anlamli olarak daha yiiksek
bulundu. GST aktivitesinde ise gruplar aras1 anlaml1 fark bulunmadi. IR-
sevofluran grubunda ise bulgularda, iR grubuna gére anlamli fark bulunmadi.
Bu bulgular ile PRP uygulamasinin, karacigerde deneysel olarak
olusturulan IR hasarmnin engellenmesinde etkili olabilecegi sonucuna varildi.
Klinik uygulamalara bu PRP kullaniminin aktarilmas1 amaci ile daha fazla

randomize, kontrollii deney ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Karaciger, Iskemi Reperfiizyon Hasar1, Platelet Zengin

Plazma (PRP), Sevofluran
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9. SUMMARY
THE EFFECTS OF PLATELET-RICH PLASMA (PRP) AND
SEVOFLURAN ANESTHESIA IN RATS WITH ICHEMIA

REPERFUSION IN THE LIVER

The main purpose of this study is to investigate the effects of PRP
application and sevoflurane anesthesia on liver ischemia-reperfusion injury with
histopathological and biochemical parameters.

In the study, 36 Long Evans rats were used and divided into 6 groups. The
first group (group D) is the donor group, and blood was taken from the abdominal
aorta and sacrificed in order to create PRP. Abdominal laparotomy was performed
in the control group (group K), liver tissue was removed and the rats were
sacrificed 2 hours after the procedure. In Group IR, Group IR-Sevoflurane,
Group-PRP, Group IR-PRP-Sevoflurane groups, the porta hepatis was explored
and clamped after abdominal laparotomy; 2 hours of ischemia and 2 hours of
reperfusion was applied afterwards. PRP was administered intraperitoneally 30
minutes prior to ischemia to IR-PRP and IR-PRP-Sevoflurane groups and 2.3%
sevoflurane anesthesia was administered to IR-S and IR-PRP-S groups during
ischemia and reperfusion. Liver tissue samples were examined under the light

microscope by staining with Hematoxylin-Eosin (H&E); Malondialdehyde,
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Catalase, Glutathione-s-transferase and Paraoxonase values were measured in
tissue samples for biochemical analysis.

In the histopathological examination, hydropic degeneration, sinusoidal
dilatation, mononuclear cell infiltration and necrosis in the liver parenchyma were
found to be significantly lower in the IR-PRP and IR-PRP-S groups compared to
the IR group. There was no significant difference between the groups in the
evaluation of the pycnotic core. MDA level and catalase enzyme activity
measured in tissue samples were significantly lower in IR-PRP and IR-PRP-S
groups compared to IR group; PON enzyme activity was found to be significantly
higher in both groups compared to IR group. There was no significant difference
between the groups in GST activity. In the IR-S group, there was no significant
difference in the findings compared to the IR group.

With these findings, it was concluded that PRP application may be
effective in preventing experimentally induced IR damage in the liver. More
randomized, controlled trials and clinical studies are needed to apply this use of

PRP to clinical practice.

Key words: Liver, Ischemia Reperfusion Injury, Platelet Rich Plasma (PRP),

Sevoflurane
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