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ONSOZ

Karacigerin iskemik reperfiizyon hasar1 gerek travma, myokard enfaktiisii,
sepsis, sok gibi beklenmedik durumlarda ya da karaciger transplantasyonu, karaciger
rezeksiyon cerrahisi gibi operasyonlarda planl olarak olusabilmektedir. Ozellikle
karaciger nakillerinden sonra bu hasarin planl bir sekilde 6niline gegilebilmesi nakil
yapilan graft fonksiyonunun sagliginda ve operasyonun basarisinda ¢ok Onem
tasimaktadir. Iskemi ve takiben reperfiizyonla gecen siirede karacigerde ve uzak
organlarda hasara sebep olan bir inflamatuar kaskad baslamaktadir. Sayet iskemi siiresi
uzunsa iskemik hasarin yarattig1 degisiklikler de hayati olabilmektedir. Bu ¢alismada
pregabalin’in karaciger iskemik reperfiizyon hasarini engellemedeki roliinii arastirmak
amaclanmigtir. Pregabalin bircok organda iskemik reperfiizyona bagli hasari
engellemede calisilmistir. Pregabalin 6n tedavisinin kaspaz bagimli apoptoz ve
inflamatuar markerlar ile oksidatif stres markerlarini azaltarak IR iistiinde néroprotektif

etkilerinin oldugu gosterilmistir.
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KISALTMALAR

ALT : Alaninaminotransaminaz

AST : Aspartataminotransferaz

DAMP : Hasar-iliskili molekiiler paternler
GABA : Gamma-aminobutirik asit

GSH : Glutatyon

HE : Hemotoksilen Eozin

HMGBL1 : High Mobility Group Box 1

IL : Interlokin

IR : Iskemi Reperfiizyon

KC : Karaciger

LDH : Laktat Dehidrogenaz

MAPK : Mitojen aktive protein kinaz
NAS : N-Asetilsistein

NO : Nitrik Oksit

NF-KB : Niikleer Faktor Kappa B

PAMP : Patojen-kaynakli molekiiler paternler
PMNL : Polimorf Niiveli Lokosit

SOD : Siiperoksit Dismutaz

SOR : Serbest Oksijen Radikali / Radikalleri
TLR : Toll like reseptor

TNF : Tiimor Nekrozis Faktor
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Giris

Karacigerin kan akiminin belirli bir siire boyunca kesilip iskemiye ugramasi ve
sonradan perfiizyonun tekrar devam etmesi sonucuyla ortaya c¢ikan hasar iskemik
reperfiizyon hasaridir. Karaciger transplantasyonu ve karaciger rezeksiyon cerrahisi,
kronik karaciger hastaligi ve karaciger kanseri olan hastalara sundugu artmis hayat
kalitesi ve siiresi sebebiyle dramatik oranda artmistir. Her iki cerrahi prosediirde de
karaciger bir siire iskemi reperfiizyon hasarina maruz kalmaktadir. Ayrica miyokard
enfarktiisii, travma, sepsis, sok gibi klinik durumlarda da yine karacigere gelen kan
akimi belirli bir stire bozulabilmektedir. Bu siire icinde karacigerde ve uzak organlarda
hasara sebep olan bir inflamatuar kaskad baslamaktadir. Sayet iskemi siiresi uzunsa

iskemik hasarin yarattigi degisiklikler de hayati olabilmektedir.

Amag

Karaciger cerrahisinin basarisini etkileyen en Onemli faktoriin iskemi
reperfiizyon hasar1 oldugu disiiniilmektedir. Pregabalin birgok organda iskemik
reperfiizyona bagli hasar1 engellemede calisilmistir. Pregabalin 6n tedavisinin kaspaz
bagimli apoptoz, ve inflamatuar ile oksidatif stres markerlarin1 azaltarak IR iistiinde
noroprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada pregabalin’in karaciger

iskemik hasarini engellemedeki roliinii arastirmak amacglanmaistir.

Vi



Yontem ve Geregler

40 adet Wistar-Albino 6-8 haftalik erkek sigan 5 gruba ayrildi ve kontrol grubu
disindaki 4 grubun hepsine 1 saat karaciger iskemisini takiben 2 saat reperfiizyon
uygulandi. Ik kontrol grubuna sadece laparotomi yapildi. Ikinci gruba herhangi bir
medikasyon verilmeden 1 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi. 3, 4 ve 5.
gruplara operasyondan 30 dakika once terapétik ajanlar uygulandi. 3. gruba iskemiden
30 dakika dnce 150mg/kg intraperitoneal NAS, 4. gruba 30mg/kg pregabalin ve 5. gruba
60mg/kg pregabalin uygulandi. Reperfiizyonun tamamlanmasinda sonra hayvanlardan
intrakardiyak kan 6rnekleri alindi. Daha sonra ise biyokimyasal ve patolojik ¢aligsmalar
i¢in doku 6rnekleri alindi. Tiim siganlardan iskemi 6ncesi ve sonrasinda kan 6rnekleri
almarak AST, ALT degerleri bakildi. Tiim gruptaki sicanlardan apoptozis belirtecleri
olarak kaspaz-3 ve bcl-2 ve bax ticari olarak mevcut olan ELISA Kitleri ile ¢aligildu.
Ayrica deney sonrasinda doku ornekleri histopatolojik inceleme ile iskemi agisindan

degerlendirildi.

Bulgular

60 mg pregabalin tedavisinin biyokimyasal belirteclerden AST degerlerine gore
N-asetilsistein tedavisinden ve 30 mg pregabalin tedavisinden iskemi reperfiizyon
hasarin1 engellemede belirgin sekilde {istin oldugu goriildii (p=0.0003). ALT
degerlerine gore pregabalin tedavisi ve N-asetilsistein iskemi reperfiizyonu inhibe
etmekte anlamli etkili olmakla birlikte pregabalin’in N-asetilsistein’e iistiin olmadigi
bulundu (p=0.0003, 0.004). Kan TNF-o degerleri incelendiginde, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda N-asetilsistein, 30 mg pregabalin, 60 mg pregabalin tedavilerinden
en iistiin olanin 60 mg pregabalin tedavisi oldugu bulundu (p=0.003, 0.01, 0.001). Kanda

bakilan NF-KB sonuglarina goreyse N-asetilsistein tedavisi pregabalin gruplarina iistiin

vii



bulunmakla birlikte pregabalin tedavisi de yiiksek anlamli derecede etkili bulunmustur
(p=0.001, 0.007). Dokudaki TNF-a seviyeleri de pregabalin tedavisinin etkili oldugunu

fakat N-asetilsistein’den iistiin olmadigimi gostermistir (p=0.011, 0.0003).

Sonuglar

Iskemi reperfiizyonun karacigerde hasara sebebiyet verdigi, hicbir tedavi
alinmadiginda bu hasarin ciddi olarak ortaya ¢iktig1 ve bu hasarin hem biyokimsal
belirteclerle kanda hem doku apoptoz ve inflamasyon belirteclerinde gorildiigii
bulunmustur. Ayrica N-asetilsistein tedavisinin literatiirle de uyumlu sekilde iskemi
reperflizyon hasarin1 engellemede etkili oldugu goriilmiistiir. Calisma grubumuz olan
pregabalin molekiiliiniin de iskemi reperfiizyon hasarini engellemede anlamli derecede

etkin oldugunu ve N-asetilsistein’e terapdtik tistlinliigiiniin olabildigi bulunmustur.
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ABSTRACT

Introduction

Ischemic reperfusion injury is the result of interruption blood flow to the liver
causing ischemia for a certain period of time and later continuation of the flow thus the
reperfusion. Liver transplantation and liver resection surgery increased dramatically due
to increasing the survey as well as quality of life in patients with chronic liver disease
and liver. In both surgical procedures, the liver is exposed to ischemia reperfusion injury
for a period of time. In addition, in clinical conditions such as myocardial infarction,
trauma, sepsis and shock, the blood flow to the liver may deteriorate for a certain period
of time. During this time, an inflammatory cascade starts causing damage to the liver
and distant organs. If duration of the ischemia is long, changes caused by ischemic injury

may increase mortality.

Aim

Ischemia reperfusion injury is thought to be the most important factor affecting
the success of liver surgery. Pregabalin has been studied to prevent ischemic reperfusion
injury in many organs. Pregabalin pretreatment has been shown to have neuroprotective
effects on IR by reducing caspase-dependent apoptosis, and inflammatory and oxidative
stress markers. The aim of this study was to investigate the role of pregabalin in

preventing liver ischemic injury.



Materials and Methods

40 Wistar-Albino 6-8 week old male rats were divided into 5 groups. 4 groups
other than the control group underwent hepatic ischemia for 1 hour followed by 2 hours
of reperfusion. Only laparotomy was performed in the first sham group. The second
group received 1 hour ischemia and 2 hours of reperfusion without any medication.
Therapeutic agents were administered to groups 3, 4 and 5, 30 minutes before the
operation. The third group received 150 mg/kg intraperitoneal adminestration of NAS,
fourth group received 30 mg/kg pregabalin and fifth group received 60 mg/kg
pregabalin. After completion of the reperfusion, blood samples were taken via
intracardiac route and after exsanguiation and decapitation tissue samples were taken
for biochemical and pathological studies. Blood samples were taken before and after
ischemia. Apoptosis was measured via caspase-3 and bcl-2 and bax by commercially
available ELISA kits. In addition, tissue samples were evaluated for ischemia by

histopathological examination.

Findings

60 mg pregabalin treatment was found to be significantly superior to N-
acetylcysteine treatment and 30 mg pregabalin treatment according to AST values for
preventing ischemia reperfusion injury (p=0.0003). According to ALT values,
pregabalin treatment and N-acetylcysteine were significantly effective in inhibiting
ischemia reperfusion but pregabalin was not superior to N-acetylcysteine (p= 0.004,
0.0003). When blood TNF-a values were examined, it was found that 60 mg pregabalin
treatment was superior to N-acetylcysteine, 30 mg pregabalin and 60 mg pregabalin
treatments when compared with control group (p=0.003, 0.01, 0.001). According to NF-

KB results, N-acetylcysteine treatment was superior to pregabalin groups, but



pregabalin treatment was found to be highly effective (p = 0.001, 0.007). TNF-a levels
in the tissue also showed that pregabalin treatment was effective but not superior to N-

acetylcysteine (p = 0.011, 0.0003).

Results

It has been found that ischemia reperfusion causes damage to the liver and this
damage might be irreversible when no treatment is given. This damage can be seen both
in biochemical markers as well as in blood and tissue apoptosis, inflammation markers.
In addition, N-acetylcysteine treatment was found to be effective in preventing ischemia
reperfusion injury in accordance with the literature. Our study group, pregabalin
molecule, was found to be significantly effective in preventing ischemia reperfusion

injury and could have a therapeutic advantage over N-acetylcysteine.
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GIRIS

Iskemi bir organin aldig1 arteryel kan akiminin herhangi bir sebeple sekteye
ugramasi, reperfiizyon ise kan akiminin tekrar saglanmasi olarak tanimlanmaktadir.
Iskemi sonucunda karsilanamayan oksijen ve ortaya ¢ikan metabolik iiriinler sonucunda
hiicre 6liimleri ve organ yetmezlikleri goriilebilir. Reperfiizyon ile dokudaki kan akimi
normale doniip gerekli enerji kaynaklari ve oksijen saglanabilmekle birlikte bu evrede
de serbest radikallerin yarattig1 ek hasarla mikrosirkiilasyon bozuklugu, takiben nekroz
ve hiicre 6liimii olmaktadir (1).

Karaciger transplantasyonu ve karaciger rezeksiyon cerrahisi, kronik karaciger
hastalig1 ve karaciger kanseri olan hastalara sundugu artmis hayat kalitesi ve siiresi
sebebiyle dramatik oranda artmistir. Her iki cerrahi prosediirde de kanama kontroliinii
saglayabilmek icin hepatik arter ve portal veni iceren hepatik pedikiiliin gegcici
klemplenmesi ile (Pringle manevrasi) karaciger bir siire iskemi reperfiizyon hasarina
maruz kalmaktadir (Sekil 1). Ayrica miyokard enfarktiisii, travma, sepsis, sok gibi klinik
durumlarda da yine karacigere gelen kan akimui belirli bir siire bozulabilmektedir (2). Bu
stire i¢inde karacigerde ve uzak organlarda hasara sebep olan iskemi ve reperfiizyona
bagli bir inflamatuar kaskad baslamaktadir. Iskemi siiresi uzunsa iskemik hasarm

yarattig1 degisiklikler de hayati olabilmektedir.



Karaciger

Sekil 1. Pringle manevrasi: Hepatik arter ve Portal veni okliide ederek
kanama esnasinda karacigerin arteryel ve vendz akimini kontrol eder.
Devam eden kanama durumunda kaynak olarak hepatik ven diistiniilmelidir.
*Yan L.N., Operative Techniques in Liver Resection. (2016) ‘dan
degistirilerek alintilanmustir.

Kupffer hiicrelerinin, mitokondriyal reaktif oksijen iriinlerinin, toll-like
reseptorlerinin, high mobility group box 1 (HMGBI) yolaginin ve otofajinin karaciger
iskemi reperfiizyon hasarinda rolleri gosterilmistir (3).

Hepatositlere oksijen saglanamadiginda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
bozulur ve ATP’nin azalmas hiicre i¢i elektrolit balansinin saglanamayip Ca*? artis1 ve
H, Na dengelerinin bozulmasiyla devam eder (4). Bu konuda yapilan son arastirmalar
iskemik reperfiizyon hasar kaskadinin hasarli veya 6len hiicrelerden salgilanan patojen-
kaynakli molekiiler paternlerinin (PAMPs) veya hasar-iligkili molekiiler paternlerinin
(DAMPS), bagisiklik sistemine ait hiicreler ve sinyal yolaklari tarafindan tanimasiyla
gerceklestigini gostermistir (5).

Serbest oksijen radikalleri iskemi reperfiizyon (IR) hasarinda ana rollerden birine

sahiptir. Bu radikaller sitokinleri, makrofajlar1 ve inflamatuar yolagin diger elemanlarini



aktive ederler. Yiiksek miktarlarda salgilandiklarinda direk hiicresel hasara da sebebiyet
verebilirler. Karaciger makrofajlart da (Kupffer hiicreleri) hem toll like reseptorleri 4
(TLR-4) tizerinden, hem de sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri iireterek bu iskemi
reperflizyon kaskadi iizerinde etkilidir (Sekil 2). Superoksit gibi reaktif oksijen tiirleri
vazodilatasyonda énemli role sahip nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek mevcut NO
seviyesinin diisiiriip bir yandan da daha reaktif hidroksil radikalleri olusturur. Bu
mekanizmalar aracilifiyla karaciger mikrosirkiilasyonu ve buradaki hepatositler ve
sinilizoidal endotel hiicreleri hasar goriir. Bu hasar nétrofil gocii, platelet agregasyonu ve
takiben degisen kapiller gecirgenlikle ilerler (6,7). Iskemi ve reperfiizyon, ayn1 zamanda
1s1 sok proteinleri ve niikleer faktor kappa B (NF-KB) gibi transkripsiyon faktorlerinin

araciligiyla hepatositlerde bir¢ok genin transkripsiyonunu da arttirdigi gosterilmistir (8).

CD4 T hticresi
Kompleman
HMGB1 I1L-23 S~ IL-17 | Notrofil
KUPFFER HUCRESI TNFa \
\ Adezyon \

molekiilleri
ENDOTELYAL
HUCRE

t

HEPATOSITLER

Sekil 2. Karaciger iskemi reperfiizyonu sonrasinda inflamatuar karaciger
hasarina sebep olacak olaylar.
* Konishi, et al. Gene expression. (2017) 'den degistirilerek alintilanmgtir.



I/R stresi kompleman, high-mobility group box 1 (HMGB1) ve IL-23 salinimina
sebep olur, bunlar da Kupffer hiicrelerini aktive eder ve TNF-a tiretimini indiikler. TNF-
a, endotel hiicreleri iizerindeki adezyon molekiillerini upregiile ederek ve hepatositler
tarafindan CXC kemokinlerinin ekspresyonunu indiikleyerek inflamasyon tepkisini
yayar. Ayn1 zamanda, CD4 T hiicreleri, karacigere gegici olarak gorevlendirilir ve CXC
kemokinleri ile adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonuna ek olarak karaciger
parankimine nétrofil birikimini de hizlandirir. Notrofiller daha sonra oksidanlar, ve

proteazlar ile direkt hepatosit hasarina sebep olabilirler.

Pregabalin gamma-aminobutirik asitin (GABA) yapisal bir analogudur.
Glintimiizde pregabalin diyabetik periferik noropatiye bagli ndropatik agrida,
postherpetik noraljide, anksiyete ve fibromiyalji hastalarinda kullanilmaktadir (9,10).

Pregabalin karaciger enzimleriyle etkilesime girmez ve %95'1 bobreklerden atilir.

Son ¢alismalarda pregabalin’in bir¢ok farkli organda iskemik reperfiizyona baglh
hasar1 engellemedeki rolii calisilmistir. Pregabalin 6n tedavisinin kaspaz bagimli
apoptoz, ve inflamatuar ile oksidatif stres markerlarin1 azaltarak IR {istiinde
noroprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir. Peristatik dolagim bozukluguna 6zgii
kisir dongiilerin kirilmasi organin transplantasyon sonrasi perfiizyonunu iyilestirir.
Daha iyi perfiizyon ve mikrovaskiilatiiriin daha fazla korunmasi, erken ve ge¢ donemde
transplante edilen organin yap1 ve fonksiyonlarini korur, “reperflizyon hasarini” azaltir.
Pregabalin’in HMGBI1 yolagi ve kazpaz enzimlerinin aktivasyonunu bloke etmesi
araciligiyla karaciger iskemik hasarini engellemede bir roliiniin olmasi karacigerin
iskemiye maruz kalacagi durumlarda terapdtik olarak kullanimina olanak saglayacaktir.
Bu sebeple ¢aligmamizda pregabalin’in karaciger iskemik hasarmi engellemedeki

roliinii arastirmak amaglanmuistir.



GENEL BIiLGIiLER

a. Karaciger anatomisi

Karacigerin kan akimi ¢ift kaynaktan oldugu i¢in 6zeldir. Oksijen miktar1 diisiik fakat
metabolitlerden zengin kani getiren portal ven ile oksijenden zengin olup karacigere
erisen oksijenin %50’sini getiren hepatik arter tarafindan saglanmaktadir. Fakat buna
ragmen hepatik arterin akiminin kesilmesi durumunda kolleteral akim ve portal venden

devam eden akim ile genellikle karacigerde bir sorun gériilmemektedir.

Karaciger sag ve sol yarim loblara boliinmektedir ayrica vaskiiler veya safra
dagilimima gore de 8 ayr1 segmente boliinebilir. Sag ve sol karaciger loblar1 simetrik
degildir ve sag karaciger genellikle 2/3 olarak toplam karacigerin biiytik kismini kapsar.
Kalan 1/3 sol lobu igerirken aynm1 zamanda yaklasik %1 oranda kaudat lob
bulunmaktadir. Sag karaciger lobu ayrica anterior ve posterior Sektorlere ve sol
karaciger lobu lateral ve medial sektorlere boliinebilmektedir. Bu boliinmelere gore
inferiorda kalan segment V ve superiorda kalan segment VIII sag anterior kisimda yer
almaktadir. Inferiorda segment VI ve siiperiorda segment VII ise sag posterior karaciger
lobuna denk gelmektedir. Segment II ve III ise sol lateral karacigerde bulunmaktadir.

Ug ana hepatik damar yapis1 bulunmaktadir.

Sag hepatik ven, sag karacigeri (segment V’den VIII’e kadar) drene eder, orta
hepatik ven segment IV i drene eder ve sol hepatik ven, segment II ve III’ii drene eder.
Sol hepatik ven segment II ve III arasindan sol lateral karacigeri transvers olarak
kateder. Orta hepatik ven ana hatti olusturur ve sol ve sag karaciger loblar1 arasindaki
boliinmeyi yapmaktadir. Sag veya sol hepatektomi bu plandan yapilmaktadir. (Sekil 3)

Kaudat lob ise, embriyolojik olarak farkli bir anatomik tiniteden olustugu i¢in, kendi



vendz drenaji mevcuttur ve kisa venler ile direkt olarak vena kava inferiora

dokiilmektedir.

Wedge rezeksiyon

Sag anterior
segmentektomi

Segmentektomi

Sag genisletilmis
hemihepatektomi (sag
trisegmentektomi)

Sol hepatektomi

Sag hepatektomi Sol genigletilmis

hemihepatektomi

Sekil 3. Karacigerin anatomik rezeksiyon tipleri
*Curley, S. Overview of hepatic resection. In: UpToDate (2019) 'den
degistirilerek alintilanmustir.

Hepatik parankimin mimarisi ise diger organlardan ayrilmaktadir. Bu yapiy1
anlatmak i¢in iki model sunulmustur, lobiil modelinde terminal hepatik ventilleri hepatik
mikro dolasimin merkezi kabul edilmistir. Terminal portal venler ve hepatik veniiller
siniizoidler arasinda birlesir. "Lobiil" modeli, terminal hepatik veniilleri hepatik mikro
dolasimin merkezi olarak kabul ederken, "asiner" modelde ise bu hepatik veniilleri ¢cevre

olarak tanimlamistir. Asiner modelde portal triad adi altinda bir bolgeye kan



beslemesinin ve onu bosaltan safra kanalinin hepsi portal triad olarak bulunmaktadir.

Hepatik bir arteriyol, bir hepatosit ve terminal veniiliin dallar1 bir asiniisii meydana

getirmektedir.

b. Iskemi ve reperfiizyon

Iskemik reperfiizyon hasarinda onemli bir ayrim ise bu asiniislerin konumlarina gore

farkli derecelerde besin ve oksijen mikro sirkiilasyonuna maruz kaligidir. Asinuslarin

merkezi olan periportal zon 1, ¢evresindeki periveniiler zon 3 ve arada kalan bolge ise

zon 2 olarak tanimilanmistir. Zon 1 en yiiksek oksijen ve metabolitlere ulasirken, zon 3

ise dolagim degisikliklerine en maruz kalan alandir (Sekil 4)
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Sekil 4. Heksagonal karaciger lobulil

*W. B.Saunders. 1999 den degistirilerek alintilanmugstir.



Hepatik oksijen degisimi, karacigeri perfiize eden kanin oksijen igerigine ve
toplam hepatik kan akisi ile iligkilidir. Kan akiminin sekteye ugradigi durumlarda
adaptif mekanizma olarak hepatositler tarafindan oksijen ekstraksiyonu artmaktadir.
Kan akiginin otoregiilasyonundaki mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte hepatik
arteriyolleri ¢evreleyen diiz kas hiicreleri kan akisinda énemli rol oynamaktadir. Portal
vendz akimda ise otoregiilatér kontrol yoktur. Kan akiminda azalmayla adenozin
konsantrasyonu siniizoidal kan akimina gore belirlenir ve sintizoidal limendeki
kontraksiyonla birlikte buradaki kan dolasimi bozulunca nitrik oksit ve endotelin
dengesi de bozulmaya baslar. Kan dolasimi1 azaldik¢a anaerobik metabolizma artisi,
adenozin trifosfat (ATP) iiretiminde azalma, mitokondriyal hasar, nétrofil birikimi,
nétrofillerden kemokin ve Kupffer hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT),
TNF-a, IL-1gibi proinflamatuvar sitokinlerin salimimi, adezyon molekiilleri ve
vazoaktif ajanlarin iretimi, intraseliiler kalsiyum birikimi gergekleserek iskemik
reperfiizyon hasarmi olusturmaya baslar. Iskemik reperfiizyon hasar1 erken nakil
basarisizliklarinin yaklasik %10’unu olusturur ve akut ve kronik rejeksiyona sebep

olabilir (11).

Karaciger iskemik reperfiizyon hasarinda inflamatuvar bir kaskat baglamakta ve
bunda nétrofil infiltrasyonunun temel etmenlerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi
ve takiben reperfiizyonda gelisen hasarda, patojen iliskili molekiiler modellere (PAMP)
benzer sekilde, hasar iliskili molekiiler modeller (DAMP) endojen molekiilleri salinir.
High mobility group box 1 (HMGBI), deoksiriboniikleik asit (DNA), ATP, iire,
mitokondrial formil peptitler ve S100 proteinleri DAMP molekiilleri arasinda
bulunmaktadir. Bu molekiiller ¢esitli bagisiklik reseptorleri tarafindan algilanir ve
bagisikligin ilk aktivasyonunda onemli rol oynarlar, Kupffer hiicrelerini uyararak
kemokin, sitokin ve ROT gibi medyatorlerin salinimi arttirirlar. Reperfiizyon fazinda

fazla sayida nétrofil gorevlendirilmesi ve aktivasyonu olur. Kemokinler reperfiizyonu



takiben notrofillere giiglii bir sekilde kemoatraktan olarak etki etmeye baslar ve notrofil
birikimi gergeklesir. Notrofil temelli karaciger hasar1 birkag evrede gerceklesir,
oncelikle notrofil aktivasyonu olur, sonra bu hiicrelerin damarsal yapilardan buraya
yonlendirilmesi, transendotelyal go¢ baslar ve son olarak da parankimal hiicrelerle

iletisim neticesinde ROT ve proteaz salinimi gergeklesir (12).

Immiin sistemdeki tiim hiicreler patern tanima reseptdrlerini eksprese eder ve
DAMP'lar1 tanir. Toll-benzeri reseptorleri (TLR'ler), DAMP reseptorlerinden birisidir.
Karacigerdeki tiim hiicre tiirlerinde TLR bulunmaktadir ve DAMP'lar algilayarak, bu
reseptorler, reperfiizyonu takiben enflamatuar bir tepkiye neden olmaktadirlar. TLR
uyarilmasi niikleer faktor-kappa B yolagmin aktive olmasiyla sitokinlerin ve
kemokinlerin iiretimine yol agar ve daha fazla 16kosit gorevlendirilmesine sebep olur.
Bu endojen ligandlardan biri olan DNA, hasar gérmiis hepatositlerden salinir ve TLR9'a

baglanarak, daha fazla nétrofil aktivasyonunu tesvik eder.

c. Pregabalin

Pregabalin, kimyasal olarak gama-aminobiitirik aside benzerlik tasiyan ve analjezi,
antiepilepsi, diyabetik noropati, nevralji ve kompleks bolgesel agri sendromu dahil
olmak tizere ¢esitli klinik durumlarda, 6zellikle de nérojenik agriy1 kontrol etmek i¢in
kullanilmakta olan bir ilagtir (13). Etki mekanizmasi olarak pregabalin GABA
reseptorlerine baglanmaz ve glutamat ve noradranelin gibi ¢esitli nérotransmiterlerin
salmimin1 azaltir. Bunu voltaj kontrollii kalsiyum kanallarinin a26 alt iinitesine

baglanarak presinaptik sinir uglarinda Ca?* akisini azaltarak saglar.

Son c¢aligmalarda ise pregabalin’in iskemik reperfiizyona bagl hasari
engellemedeki rolii galigilmistir. Pregabalin 6n tedavisinin kaspaz bagimli apoptoz, ve

inflamatuar ile oksidatif stres markerlar1 azaltarak IR iistinde noroprotektif etkilerinin



oldugu gosterilmistir (14). 50 sican iizerinde yapilan ¢alismada, spinal kord hasari
yaratilarak pregabalin tedavisinin etkisi incelendiginde, spinal mikroglia ve astrositlerin
tedavi alan grupta daha az oldugu gosterilmistir. Pregabalin tedavisi ile kaspaz-3 ve
fosforile edilmis p38 mitojen active protein kinazin (MAPK) azalan {iretimi ayrica
astrosit proliferasyonunun azaldig gortilmiistiir (14). Baska bir ¢alismada ise gegici orta
serebral arter tikanikligi/reperfiizyonunun yaratilmasini takiben, reperfiizyondan 30-90
dakika sonra intraperitoneal pregabalin enjeksiyonu uygulanmis ve tikaniklik sonrasi 24
saatte iskemik penumbrada ndronal 6liim, enfarkt voliimii ve ndérolojik defisitlerde
azalma oldugu gorilmiistir (15). Bu etkiyi antanogizma ile kalsiyum kontrolli

proteolizi azaltarak yaptig1 gosterilmistir.

Periferal sinir hasar1 yaratilarak pregabalinin etkisinin incelendigi bir baska
deneysel modelde, histopatolojik, fonksiyonel ve molekiiler veriler, aksonotez ve
anostomoz gruplarinda 30 mg / kg pregabalin tedavisinin, sinir rejenerasyonunu
iyilestirdigini ve antiinflamatuar sitokin TGF-21'i aktive ederek periferik sinir

yaralanmalarinda siyatik fonksiyonel indeksi arttirdigini gostermistir (16).

Bagka bir ¢alismada ise hiperglisemi modelini takiben serebral iskemi
yaratilmistir. Pregabalin ile tedavi edilen siganlar, daha gelismis norolojik fonksiyon
(skorda %31 azalma), daha diisiik enfarktiis biiyiikliigii (%33 oraninda), daha az
apoptotik hiicre (% 63 oraninda) ve daha diisik HMGB1, TLR4, p-NF-kB ekspresyon
seviyeleri gostermistir (17). Ayrica bcl-2, bax ve kaspaz 3 seviyelerinde de diisiis

gorilmiistiir.

Pregabalin molekiiliiniin hangi dozunun daha efektif olabilecegi de arastirilmis
ve iskelet kasi lizerinde yapilan iskemik reperfiizyonda pregabalin 50mg ve pregabalin
200mg calisilmis, her iki dozun da iskemik hasar1 engellemede etkin olmakla birlikte

200mg pregabalin iyi daha iyi sonuglar alindig1 belirtilmistir (18).
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Pregabalinin  farmakolojik etkileri incelendiginde, plasma proteinlerine
baglanmadigr ve neredeyse tamamen degismemis olarak bobreklerden atildigi
goriilmiistiir. (19) Hepatik metabolizmaya ugramamasi1 ve karaciger sitokrom p450
sistemi gibi enzimlerle iliskiye girmemesi 6zellikle karaciger yetmezligi, rezeksiyonu,

nakli gibi klinik durumlarda da kullanilabilmesi agisindan da olumlu bir 6zelliktir.

Pregabalinin uygulanacagi yontemi secerken daha dnce pregabalin kullanilarak
yapilan c¢aligmalar ve si¢anlarda farmakolojik ajanin uygulama yontemlerinden
biyoyararlanimini degerlendiren ¢alismalar g6z Oniine alinarak intraperitoneal olarak

sollisyonun uygulanmasina karar verildi (20).

d. Sicanlarda karaciger iskemi reperfiizyon modeli

Sicanlarda iskemik reperfiizyon hasart modelinin incelenmesinde agirlikli olarak
kullanilan yontem parsiyel iskemik hasarinin hepatik arter ve venin atravmatik klip ile

klemplenmesiyle olusturulmasi seklindedir (21)

Ayrica klinigimizde daha 6nce Prof. Dr. Ertugrul Goksoy danismanliginda
yiiriitiilmiis tez calismalarinda kullanilmis olan iskemik reperfiizyon modeli ayn1 sekilde

kullanilmistir. (22-25)

Pregabalin’in spinal kord hasarinda HMGB1/TLR-4 yolagi ve kazpaz
enzimlerinin aktivasyonunu bloke etmesi ayni yolak iizerinden karaciger iskemik
hasarini1 da engellemede bir roliiniin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Karaciger {izerinden
metabolize olmayan ve ayni zamanda analjezi ve kompleks agr1 kontrolii amaciyla
kullanabilen bu molekiiliin, karacigerin iskemiye maruz kalacagi durumlarda terapotik

olarak kullanimi incelenebilir.
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GEREC ve YONTEM

Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan (HADYEK) 2018/25
sayill onay1 ve Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan
TTU-2018-31521 proje koduyla fon alinarak projeye baslanmustir. Istanbul Aziz Sancar
Deneysel Arastirma Enstitiisii’'nden 40 adet Wistar-Albino 6-8 haftalik erkek sican

temin edildi ve deneyler burada gerceklestirildi.

a. Deney gruplari

40 hayvan 5 gruba ayrildi ve kontrol grubu disindaki 4 grubun hepsine 1 saat karaciger
iskemisini takiben 2 saat reperfiizyon uygulandi. ilk kontrol grubuna sadece laparotomi
(sham) yapildi ve iskemi yapilmaksizin batin kapatildi. Ikinci gruba herhangi bir
medikasyon verilmeden 1 saat iskemi ve takiben 2 saat reperfiizyon uygulandi. 3, 4 ve
5. gruplara operasyondan 30 dakika Once terapotik ajanlar uygulandi. 3. gruba
iskemiden 30 dakika dnce 150mg/kg intraperitoneal NAS, 4. gruba 30mg/kg pregabalin
ve 5. gruba 60mg/kg pregabalin uyguland1 (Sekil 5).
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Deney Gruplarn { Protokol

Grup 1 (sham/kontrol) (n=8) E

Grup 2 (iskemi — reperfiizyon sadece grubu) (n=8) -
saat

¥ 1

Grup 3 {NAS grUbU) (n:SI] ak Gnce i ']
e | @setsteni | 25aat]

Grup 4 (Pregabalin 30mg grubu) (n=8) 30 dak ance

30me PGB

Grup 5 (Pregabalin 60mg grubu) (n=8) 22“2&;& l 50 dok ickemi I 2 ol I

Tablo 1. Deney Gruplart

60 dak iskemni 2 saat

b. Pregabalin siispansiyonunun hazirlanmasi

Pregabalin’in IV formu bulunmadigi igin suspansiyon hazirlandi. Pregabalin
karacigerde metabolize olmayip %95’den fazla oranda bobrekten atilan bir molekiildiir.
Deney hayvanlarinin ortalama agirligi 250 gram civarindaydi. Pregabalin gruplarindaki
dozlar mevcut literatiir taramasiyla uyumlu olacak sekilde iki ¢aligma grubu i¢in 30
mg/kg ve 60 mg/kg olarak secilmisti (16). Daha yiiksek Pregabalin dozlarinda periferik
o0dem oldugu ve efektivitenin azaldigi belirtilmistir bu sebeple en sik kullanilan bu iki

doz sec¢ilmistir.

Agirlik basina doz hesabi yapildiginda hayvan basina 7.5 mg pregabalin diistiigii
hesaplanmigtir. Ticari olarak mevcut olan pregabalin iriinii 75 mg pregabalin
icermektedir ve bunun icerisinde ek katkilar da mevcut olmaktadir. Suda ¢6ziiniir olmasi
sebebiyle 1 tableti 10 ml %0.9 fosfatli salin araci soliisyonu igerisinde ¢oziilmiistiir.
Daha sonra suspansiyonun 7.5 mg Pregabalin dozu icerecegi sekilde her si¢ana 1 ml

intraperitoneal enjeksiyon verilmistir. (75mg/10 = 7.5mg).
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Ikinci grup iginse Pregabalin 60mg/kg olacak sekilde 75 mg’lik iki tablet 10

ml’lik salin igerisinde ¢6ziildiikten sonra 1 ml olarak her sigana verilmistir.

Oral alim yerine biyoyararlanimin daha yiiksek olmas1 ve bir kerede daha hizhi
plazma konsantrasyonuna ulasilmasina olanak saglamasi ayrica hepatik metobolizmaya

ugramamasi sebepleriyle intraperitoneal rotadan verilmesi tercih edilmistir.

C. Deney diizenegi

Deney diizenegimizde anestezi ile uyutulan sicanlar 1sitict bir pad yapistirilmis olan
operasyon tahtasi iizerine flaterlerle sabitlendi ve 1sitici bir lamba ile laparotomi
sonrasindaki reperfiizyon siiresi olan 2 saat boyunca viicut 1silarin1 diismemesi saglandi

(Sekil 6,7).

Sekil 5. Deney diizenegi
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Sekil 6. Laparotomi

Operasyonda iskemi ve reperfiizyon siireleri kronometre araciligiyla 6l¢iiliip not
edildi ve iskemi amaciyla yapilan hemihepatik klempaj sonrasinda sicanlarin median

lob ve sol lateral lob renk degisimi goriilmistiir (Sekil 8).

Sekil 7. Hepatik arter, ven klempaj1 sonrasinda karaciger renk degisimi

15



Iskemi oncesinde alinan kan ornekleri kuyruk veninden elde edilirken, her
hayvan i¢in Oncelikle 1 saat iskemi sonrasinda 2 saatlik reperfiizyonun
tamamlanmasindan sonra hayvanlardan intrakardiyak kan 6rnekleri alindi ve bu sekilde

cksanguinasyon ile sakrifikasyon gerceklesti.

Takiben biyokimyasal ve patolojik ¢alismalar i¢in doku 6rnekleri alindi. Doku
ornekleri beyin, karaciger, akciger ve bobreklerden alindi. Bu dokular sivi nitrojende
hizli dondurularak daha sonra -80 derecede saklandi. Ayrica alinan tiim kan 6rnekleri
3000 rpm ile santrifiij edildikten sonra serum oOrnekleri etiketli eppendorf tiiplere

konularak toplu olarak ¢alisilmak {izere -80 derecede donduruldu.

d. Biyokimyasal analizler

Tim sicanlardan iskemi Oncesi ve sonrasinda serum AST ve ALT degerlerinin
incelenmesi igin ticari olarak mevcut Rat AST(Aspartate Aminotransferase) ELISA Kit
ve Rat Alanine Aminotransferase (ALT/GPT) ELISA Kitleri kullanilmistir. Iskemi
oncesi almman kan ornekleri kuyruk veninden elde edilirken, iskemi sonrasi ornek
intrakardiyak elde edildi. Tiim gruptaki siganlardan apoptozis belirtegleri olarak kaspaz-
3 ve bcl-2 ve bax ticari olarak mevcut olan ELISA Kkitleri ile ¢aligildi. Bcl2 igin DAKO
marka 1S61430-2 BCL2 Oncoprotein [124] FLEX RTU 6mL, Bax igin
THERMO/Pierce marka MA5-13994 Bax [2D2] C.Lig. 0.5mL (1:50-100), ve kaspaz 3
icin CellSignaling marka CST 9664T Caspase-3 [SA1E] Conc. 0.02mL (1:400) kitleri

kullanilmistir.

e. Doku analizleri

Doku homojenizasyonu ve biyokimyasal analizler i¢in tiim gruplardaki siganlarin

karacigerleri ve diger dokular 1 saat iskemi ve sonrasinda takip eden 2 saat reperfiizyon
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neticesinde ¢ikarilmistir. Bu karacigerler -80 “C’den ¢ikarilarak agirliklar1 hassas terazi
(Dikomsan, FGH) ile olgiilecek ve 2 ml’lik ependorflara alinmustir. Uzerlerine
agirliklar1 (mg) kadar boncuk (bead) ve agirliklarinin 4 kat1 kadar taze hazirlanmig PBS
eklenerek homojenizasyon cihazinda (Next Advance Bullet Blender Storm 24) 3 dk.
boyunca homojenize edildi. %20’lik hazirlanan doku homojenatlart 1,5 ml’lik
ependorflara alindi. Ependorflar 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra elde

edilen siipernatantta biyokimyasal parametreler ¢alisilda.

f. Histolojik inceleme

Deney sonrasinda alinan karaciger dokusu formdl fiksasyonu, takibi ve hematoksilen ve
eosin boyamasi Tissue-tek Prisma Plus makinesi ile boyanma sonrasinda histopatolojik
olarak incelendi. Ayrica kaspaz 3 boyanmasi ise Ventana benchmark XT Thc makinesi
araciligiyla yapildi. Karaciger spesimenleri, modifiye Suzuki kriterlerine gore kor
gruplandirilarak 1s1k mikroskopunda iskemik hasar agisindan degerlendirildi ve hem

Suzuki hem de kaspaz boyama agisindan skorlandi1 (Sekil 9).

SKOR KONJESYON VAKUOLIZASYON NEKROZ
0 Yok Yok Yok
1 Minimal Minimal Tek hiicre nekrozu
2 Az Az -30%
3 Orta Orta -60%
4 Ciddi Ciddi >60%

Sekil 8. Suzuki skorlamasi
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9. Istatiksel analiz

Istatistiksel analiz icin IBM SPSS Statistics version 17.0 software programi
kullanilmigtir  (IBM  Corporation, Armonk, NY, USA). Kategorik verilerin
degerlendirilmesinde X? ya da Fisher’m kesin testi kullanildi. Gruplar arasindaki
ortalama farklarin analizi i¢in tek- yonli ANOVA testi yapildi. Post hoc hangi gruplarin
farklilik gosterdigini anlamak i¢in Tukey testi kullanildi. Stirekli degiskenlerin 6ncesi-
sonrasi ortalamalarinin karsilagtirmasinda bagimli gruplar t testi kullanildi. Kategorik
degiskenler say1 ve yiizde, siirekli degiskenler ortalama + standart sapma olarak sunuldu.

p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Sicanlardan iskemiye baslamadan 6nce alinan kan ve 1 saat iskemiyi takiben 2
saat reperfiizyon sonrasinda alinan kan 6rneklerinde AST, ALT, TNF-a, NF-KB ve IL-
6 degerler1 ve deney tamamlandiginda tiim dokularin alinmasiyla yapilan doku
biyokimyasal incelemelerinde TNF-a, NF-KB ve IL-6 degerleri ve ayrica dokularin

histolojik inceleme sonuclar1 degerlendirildi.

AST degerleri iskemi Oncesi ve reperfiizyon sonrast 5 grup arasinda
karsilastirildiginda, higbir tedavi almayan 2. grupta tedavi 6ncesi ortalama AST degeri
41.38 (£5.04) iken, iskemi sonrasi bunun 49.53'e (£6.83) yiikseldigi bulundu. NAS
tedavisi alan 3. grupta iskemi Oncesi ortalama AST 37.55 (£1.76) iken reperfiizyon
sonrasinda 36.97 (£1.54) bulundu. 30mg Pregabalin tedavisi alan 4. grupta iskemi
oncesi 38.91 (£2.12) olan ortalama AST degeri, reperfiizyon sonrasi 38.64'e (+2.14)
geriledi. 60m pregabalin tedavisi alan 5. grupta ise iskemi Oncesi ortalama AST degeri

38.36’iken (£3.06) reperfiizyon sonrasinda 34.84 (+2.60) bulunmustur.

Eslestirilmis t-testi ile her grubun kendi i¢inde iskemi Oncesi ve reperfiizyon
sonrast AST degerleri karsilastirilarak anlamli fark var mi1 diye incelendi. 2. grup yani
herhangi bir tedavi almayan grupta iskemi dncesi ve reperfiizyon sonrasi p degeri 0.021
bulundu. 5. grup olan 60 mg pregabalin tedavisi uygulanmis grupta da p degeri 0.024

olarak anlamli bulundu.

Gruplar arasindaki AST deger farkliligin anlamli olup olmadigina bakmak i¢in
oncelikle ANOVA testi yapildi. AST degisimi agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugu goriildii (p=0.0003). AST degerlerindeki farki yaratan gruplari bulmak
amaciyla post-hoc test yapildi. Tukey testine gore higbir tedavi almadan iskemi ve

reperfiizyon hasarma maruz kalan grup NAS ve pregabalin tedavi gruplariyla
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karsilastirildiginda, NAS alan 3. grupla p degeri 0.009, pregabalin 30mg alan 4. grupla
p degeri 0.013 ve pregabalin 60mg alan 5. grupla p degeri 0.0003 idi. 60mg pregabalin
alan 5. grupla tedavi almayan kontrol grubu 2. grup arasinda AST degerleri arasinda

anlamli bir fark oldugu goriildi (p=0.0003).

AST sonuglar1 degerlendirilerek iskemi reperfiizyon hasarinin tedavi alan
gruplarda daha az goriildiigli ve tedavilerin etkin oldugu sonucuna varilmaktadir. 2.
grupla pregabalin 60 mg alan 5. grup arasindaki farkin p degeri 0.0003 olarak yiiksek
derecede anlamli bulunmustur. 4. grup 30 mg pregabalin tedavisi ile 2. grup arasindaki
farkin p degeri 0.013 olarak anlamli bulunmustur ve bu deger 3. grup olan NAS tedavisi
grubunun p degeri olan 0.009’dan yiiksektir. P degerlerindeki farkliliklara bakildiginda
istatiksel olarak en yiiksek derecede anlamli farkin 60 mg pregabalin grubu, daha sonra

NAS grubu ve en son olarak pregabalin 30 mg tedavi grubundan oldugunu gérmekteyiz.

ALT degerleri iskemi Oncesi ve reperfiizyon sonrast 5 grup arasinda
karsilastirildiginda, NAS alan 3. grupta iskemi 6ncesi ALT ortalamasi 15.37 (+1.65)
iken sonrasinda 11.57'ye (+£1.96) gerilemistir. 30mg pregabalin alan 4. grupta iskemi
oncesinde 16.68 (£7.92) olan ALT ortalamasi, sonraki Olgiimde 12.73'e (£1.83)
gerilemistir. 60mg pregabalin alan 5. grupta ise iskemi 6ncesi 11.50 (£1.14) olan ALT

degeri sonraki dl¢limde 10.59'a (+0.95) gerilemistir.

Eslestirilmis t-testi ile gruplarin kendi i¢indeki iskemi Oncesi ve reperfiizyon
sonrasindaki ALT degerleri karsilastirildiginda 3. grup ve 5. grupta anlaml fark oldugu
goriildii. NAS tedavisi alan 3. grupta p degeri 0.0003, 5. grup olan 60 mg pregabalin

tedavisi alan grupta ise p degeri 0.004 idi.

5 grubun Ol¢iim degisimlerinin Kkarsilastirilmasinda tek-yon ANOVA testi

kullanildi. ALT degisimi agisindan gruplar acisindan anlamli fark bulunamadi.
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Tim gruplardan iskemi 6ncesi kuyruk veninden alinan ve reperfiizyon sonrasi
intrakardiyak alinan kanlardan bakilan TNF-a, NF-KB ve IL-6 degerleri incelenmistir.
Reperfiizyon sonrasinda 2. gruptaki ortalama TNF-a degeri 67.32 iken tedavi alan grup
3,4 ve 5'te ortalama degerler sirasiyla 49.16, 46.19 ve 46.08 bulunmustur. Benzer sekilde
tedavi almayan 2. gruptaki reperfiizyon sonrasindaki ortalama NF-KB degeri 1.55 iken,
tedavi alan grup 3,4 ve 5'teki ortalama degerler sirasiyla 0.88, 0.88 ve 0.87 olarak daha
diisiik bulunmustur. IL-6 degerlerine bakildiginda da ayni sekilde 2. gruptaki ortalama
deger 2.34 iken, 3,4 ve 5. gruplarda sirasiyla ortalama degerler 1.68, 1.49 ve 1.54 olarak

bulunmustur.

Eslestirmeli t-testi kullanilarak tek baslarina TNF- a, NF-KB ve IL-6 iskemi
oncesi ve reperflizyon sonrasi degerlerinin istatiksel anlamli olup olmadiklarina bakildi.
TNF-a kan degerleri iskemi dncesi ve reperfiizyon sonrasinda karsilastirildiginda p
degerleri grup 2 i¢in 0.006, grup 3 i¢in 0.017, grup 4 i¢cin 0.0004 olarak anlaml1 bulundu.
NF-KB iskemi oncesi ve reperfiizyon sonrasi degerleri karsilastirildiginda p degerleri
grup 2’de 0.044, grup 3’te 0.0004 olarak anlamli bulundu. IL-6 iskemi 6ncesi ve
reperfiizyon sonrasi degerleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi.

TNF-a, NF-KB ve IL-6 degerlerinin iskemi dncesi ve reperfiizyon sonrasi farki
gruplar arasinda ANOVA testiyle karsilastirilarak istatiksel anlamlilik aragtirildi. TNF-
a ve NF-KB degerinin gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik gosterdigi goriildii

(strastyla p=0.0003, p=0.001).

Bu istatiksel farkliligin hangi gruplar arasinda kaynaklandigini bulabilmek
amaciyla posthoc test olarak Tukey testi yapildi. TNF- o degeri, 2. grupla 3,4 ve 5.
gruplar arasinda karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulundu (sirasiyla p

degerleri 0.003, 0.01, 0.001). NF-KB degeri, 2. grupla tiim gruplar arasinda anlamli
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farklilik gosterdi (grup 1,3,4 ve 5’e gore sirastyla p degerleri = 0.012, 0.001, 0.006,
0.007).

Doku TNF-a, NF-KB ve IL-6 degerleri incelendiginde tedavi almayan grup
2'deki ortalama TNF-o, NF-KB ve IL-6 degerlerinin diger gruplara gore en yiiksek
oldugu goriildii. Grup 2,3,4 ve 5 ortalama TNF-a degerleri sirasiyla 87.13, 66.23, 73.53,
ve 71.59 olarak bulundu. Ayn1 sekilde NF-KB ve IL-6 ortalamalar1 da tedavi gruplari
olan 3, 4 ve 5. gruplarinda grup 2'ye gore daha diisiik bulundu. IL-6 ortalamasi grup
2,3,4 ve 5 i¢in sirastyla soyleydi: 2.14, 1.72, 1.72 ve 1.67. Pregabalin 60 mg olan 5.

grupta en diisiik oldugu goriildii.

5 grubu kendi aralarinda karsilagtirmak i¢in ANOVA testi yapildi ve TNF-a ve
IL-6 degerleri agisindan gruplar arasindan anlamli fark bulundu. TNF-a icin ANOVA
testi p degeri 0.0003 ve IL-6 icin ANOVA testi p degeri 0.046 olarak bulundu. Gruplar
arasinda bu farkin nereden kaynaklandigin1 bulmak icin post hoc test yapildi. Tiim
gruplar Tukey testi ile TNF-a ve IL-6 sonuglariyla karsilastirildi. TNF-o degerleri tiim
gruplar arasinda karsilastirildigina hi¢ tedavi almayan 2. grup diger tiim gruplara gore
anlaml farklilik gosterdi. TNF-a degerleri agisindan 2. grup, 3. grupla p =0.0003 ¢ok
yiksek anlamlilik, 4. grupla p =0.033 anlamlilik ve 5. grupla p= 0.011 anlamlilik
gosterdi. IL-6 degerleri tiim gruplar arasinda karsilastirildiginda Tukey testinde gruplar

arasinda anlamli fark bulunamadi.

Dokularin histolojik incelemeleri sonrasinda gruplar igerisinde Suzuki skorlarina
bakildiginda, tedavi almayan grup 2'de %62.5 oraninda Suzuki 2 skoru oldugu ve %37.5
oraninda Suzuki 1 skoru oldugu goriildii (Sekil 9-11). NAS tedavisi alan grup 3'te %25
oraninda Suzuki 1, %62.5 oraninda Suzuki 2 ve %12.5 oraninda Suzuki 3 skoru
goriilmiistiir. Pregabalin 30 mg alan 4. grupta %50 oraninda Suzuki 1, ve %25'er Suzuki
2 ve 3 skorlar1 oldugu goriildii. Pregabalin 60 mg alan 5. grupta ise %12.5 Suzuki 1,

%50 oraninda Suzuki 2 ve %37.5 oraninda Suzuki 3 skorlar1 oldugu goriildii.
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Gruplar arasinda Suzuki skor dagiliminin istatiksel olarak Fisher testi ile

incelendiginde p degeri 0.134 bulundu ve anlamli olmadig1 goriildii.

Dokularda bcl-2 icin yapilan c¢aligmalarda muhtemel kitten kaynaklanan
boyamadaki hata sebebiyle anlamli inceleme yapilmadi ve boyamalar
degerlendirilemedi, bu yilizden sonuglar ¢alismaya dahil edilmedi. Dokularda kaspaz
seviyelerine bakildi ve 0,1 2 olarak skorlandi. Grup 1’de %62.5 oraninda 0 skoru, %12.5
oraninda 1 ve %25 oraninda 2 skoru oldugu goriildii. Grup 2°de %87.5 oraninda 0,
%12.5 oraninda 1 skoru oldugu goriildii. Grup 3’te %62,5 oraninda 0, %37,5 oraninda
1 skoru oldugu goriildii. Grup 4’te %75 oraninda 0 skoru, %25 oraninda 1 skoru oldugu

gorildi. Grup 5’°te ise %50 oraninda 0 skoru, %50 oraninda 1 skoru oldugu goriildii.

Gruplar arasinda kaspaz skoru dagilimimin istatiksel anlamlilig1 Fisher testi ile

incelendiginde p degeri 0.362 olarak anlamli bulunmadi.

KONTROL GRUBU 3. GRUP 4. GRUP 5. GRUP
2. GRUPLA
KARSILASTIRILDIGINDA
P DEGERI
KANDA AST 0.009 0.013 0.0003
KANDA TNF-a 0.003 0.01 0.001
KANDA NF-KB 0.001 0.006 0.007
DOKUDA TNF-q 0.0003 0.033 0.011

Tablo 2. Sonuglarin kargilastiriimasi
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Sekil 9. Hematoksilen eozin boyama ile 151k mikroskopi 40X
biiylitme. Agik renkli alanlar (zon 3’e uyan alanlar) sis- hasarl
alanlar

Sekil 10. Hematoksilen eozin boyama ile 151k mikroskopi 400x
biiyiitme. Arter-ven ve safra duktuslar iceren portal alan, duktal
plate’deki hepatositlerde fokal nekroz ve apoptoz goriilmekte.
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Sekil 11. Hematoksilen eozin boyama ile 11k mikroskobu 400x
biiyiitme. Portal alan ¢evresinde genis nekroz, ¢ati ¢cokmesi.
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TARTISMA

Karaciger iskemik reperflizyon hasari bir¢ok klinik durumda karsimiza ¢ikan bir
sorun olup sadece karacigeri degil, akciger, bobrekler, bagirsaklar, adrenal bezler ve
pankreas dahil tiim viicudu etkileyen bir kaskadi icermektedir (26). Bu ¢alismamizda
daha once iskelet kasi, spinal kord, ve serebral hasar iizerinde etkileri calisilmis
pregabalin molekiiliiniin karaciger iskemik reperfiizyon hasarin1 engellemede etkisini
calismayr amagladik (9,10,14,18). Yapilan c¢alismalara benzer sekilde bizim
calismamizda da pregabalin molekiiliiniin karaciger iskemik reperfiizyon hasarim

engellemede etkin oldugunu gordiik.

Higbir tedavi almadan operasyon gegiren kontrol grubu 2. grupta, reperfiizyon
tamamlanip deney sonrasinda alinan kan oOrneklerindeki AST degerlerinin iskemi
oncesinde alinan Orneklere gore yiikselis gosterdigi goriilmiistiir. 1 saat boyunca
gerceklesen iskemi ve takiben 2 saatlik reperfiizyon sonrasinda AST degerlerindeki bu
artis bekledigimiz sekilde karaciger hasarinin gergeklestigini ve deneysel modelin
literatlirle ve klinigimizin bu konuda yaptig1 onceki calismalarla paralel etkinligini

gostermektedir (22-25,27).

Karacigerde iskemi reperfiizyon hasari basta si¢can ve fare olmak iizere tavsan,
kopek, domuz gibi bircok hayvan deneysel modelinde calisilmis olup 6zellikle
pregabalin ¢aligmalariyla da paralel ilerleyebilmek ve operasyonda manipiilasyonun
daha kolay yapilabilmesi amaciyla bizim ¢alismamizda da siganlar secilmistir. Iskemi
reperflizyon hasarini engellemede bir¢ok yontem ve molekiil denenmis olup bunlardan
biri de sicak iskeminin etkilerini azaltmaya yonelik iskemik on kosullandirma yoluyla
hasar1 engellemedir (21,28). Ayrica organin alinmasimi takiben gergeklesen soguk
iskemi hasarin1 gidermek i¢in muhafaza esnasinda organi korumaya yonelik kullanilan

prezervasyon sivilarimin fonksiyonunu iyilestirmeye yonelik de birgok ¢aligma yapilmis
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ve bu sivilara eklenen molekiillerin terapétik etkisi arastirtlmistir (29-31). Ayrica
muhafazay1r ve organin alinmasindan sonra gerceklesen hasari minimuma indirmek
amaciyla domuzlarda yapilan bir ¢alismada hipotermik, oksijenli ve taginabilir bir
perfiizyon makinesi iskemi ve reperfiizyon hasarini engellemede basarili sonuclar

gOstermistir (32).

Iskemi ve takip eden reperfiizyon ile ger¢eklesen hasarm molekiiler mekanizmasi
cok incelenmis ve DAMP ile PAMP molekiillerinin agiga ¢ikip PRR reseptorlerine
baglanmasiyla baslayan kaskat ile karacigerin dogal bagisiklik mekanizmasinin
kompleks sinyal mekanizmalarinin bu hasara sebep oldugu ortaya konulmustur (33). Bu
konuda en g¢ok ¢alisilan ve belirlenen DAMP molekiillerinin ve PRR reseptdorlerinin
basinda HMGB1 molekiilii ve TLR-4 reseptorii gelir. HMGB1 siRNA tedavisi alan
farelerde yapilan bir ¢alismada, %60-70 oraninda niikleer HMGB1 ekspresyonunda
azalmanin hepatik iskemi reperfiizyon hasarini azalttigi, hepatik TLR4, TLR2, RAGE,
TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP-1 ekspresyonunun azaldigini gostermistir (34). Ayrica
ekstraselliiler HMGB1 oranin1 azaltarak bu molekiiliin RAGE reseptorii ile birlesmesini
engelleyen ajanlarin da iskemi reperfiizyonu engellemede etkili oldugu goriilmiistiir
(35,36). Ayrica HMGB1’in TLR-4 reseptorii lizerinde ve TLR-4 ile birlikte NF-KB
yolagmin tizerinden iskemi reperfiizyon hasarinda etkili oldugu birka¢ ¢alismada
gosterilmistir (37-39). TLR-4 reseptér antagonizmasmin kullanilarak HMGBI
salimiminin azaldig1 ve bu etkilesimin engellenmesiyle iskemik reperfiizyon hasarinin
azaldig1 gorilmistiir (40). Pregabalinin siganlardaki hiperglisemik beyin hasart ve
norotoksisiteyi engellemedeki roliinii arastiran bir calismada da pregabalin tedavisi alan
sicanlarda diisiik seviyede HMGB1, TLR4, NF-KB , IL-1, ve TNF- a ekspresyonu ve
gelismis norolojik sonuglar goriilmiistiir (17). Bizde ¢alismamizda HMGBI ile baslayan

kaskadin karaciger iskemik reperfiizyonunda etkin bir yolak olmasi ve pregabalin
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molekiiliiniin bu yolaga etkili olmasi1 sebebiyle pregabalinin daha 6nce hi¢ ¢alisilmamis

bir etkisi olarak karacigerdeki bu hasar1 engellemedeki roliinii arastirmak istedik.

NAS tedavisi g¢alismamizda medikal kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Pregabalin tedavisinin, literatlirde oksidatif hasar1 engellemede ve 6zellikle karaciger
iskemi reperfiizyona dair hayvan ¢alismalarinda bircok kez etkinligi gosterilmis NAS’e
Ustiinliigiiniin ~ karsilastirilmast ~ amaglanmigtir.  NAS  tedavisinin,  glutatyon,
malondialdehid, serum alanin aminotransferaz seviyeleri, histopatolojik degisiklikler,
kaspaz-3 aktivitesi, reperfiizyon sonrasi apoptoz ve reaktif oksijen pargalarina bagl
endoplazmik retikulum stresi seviyelerinde diisiis ve inhibisyona sebep oldugu
gosterilmistir. (41-43) Bizim calismamizda da NAS tedavisi iskemi Oncesi ve
reperfiizyon sonrasindaki AST ve ALT degerleri ile TNF-a istatiksel anlamli diisiis
gostermistir. Ayrica NAS tedavisi alan grupta dokularda bakilan TNF-a ve NF-KB

seviyelerinde istatiksel anlamli bir diislis bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda NAS ile karsilastirmali olarak pregabalin tedavisi 6zellikle
AST sonuglari lizerinden degerlendirildiginde, p degerlerindeki farkliliklarda istatiksel
olarak en yiiksek derecede anlamli farkin 60 mg pregabalin grubu, daha sonra NAS
grubu ve en son olarak pregabalin 30 mg tedavi grubundan oldugunu gérmekteyiz. ALT
degerleri de AST degerlerine benzer sekilde tedavi gruplarinda gerileme gostermistir.
ALT degerlerinde ise NAS alan gruptaki degisim ¢ok yiiksek derecede anlamli ve 60
mg pregabalin alan gruptaki degisim yiiksek derecede anlamli olarak bulunmustur. Bu
sonuglar bize pregabalin molekiiliniin NAS’e istiinliigiiniin olabildigini ve farkli

yolaklar tizerinden etki ediyor olabilecegini diigiindiirmiistiir.

Kan 6rneklerinden alinan TNF-a, NF-KB ve IL-6 degerleri oncelikle iskemi
oncesi ve reperfiizyon sonrasi almanlar kanlar arasindaki farklilik agisindan
incelendiginde ayn1 doku degerlerinde oldugu gibi tiim belirtecler icin tedavi almayan

2. grupta ortalamalar 3,4 ve 5. gruplara gore fark ortalamasi daha yiiksek bulunmustur.
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Kan 6rneklerinden alindan bu sonuglar incelendiginde 6zellikle TNF-a sonuglarinin tiim
gruplar arasinda 5. grup olan 60 mg pregabalin tedavisi alan grupta en anlamli farklilik
gosterdigi bulunmustur. 60 mg pregabalin, 30 mg pregabalin ve kontrol NAS tedavisine
istiin  bulunmustur. NF-KB degerleri sonuglar1i TNF-o sonuglarini  birebir
desteklememis, NAS tedavisini, pregabalin 30 mg ve pregabalin 60 mg tedavisinden
daha anlamli bulmustur, fakat pregabalin tedavisinin NF-KB sonuclarinda gerileme
etkisi oldugu yine dogrulanmistir. IL-6 sonucglar1 ise pek bir istatiksel deger

tasimamisgtir.

Deney sonunda alinan dokular histolojik olarak incelenmis ve mikroskop altinda
iskemi reperfiizyon hasar1 konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz seviyelerine gore
puanlanarak Suzuki skor toplami belirlenmistir. Gruplar arasinda Suzuki skorlar1 Fisher
testi ile incelendiginde dagilimin istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Daha sonra
kaspaz seviyelerine bakilip kaspaz acisindan 0,1 ve 2 olarak skorlanan spesimenlerde
Fisher testi ile skor dagiliminin istatiksel anlam1 incelendiginde p degeri 0.362 olarak
anlamli bulunmadi. Bu sonuglarin altta yatan sebebi diislintildiigiinde hematoksilen
eozin ve immiinhistokimyasal boyamalar otomatize makineleler araciligiyla yapildigi
icin insana dayali bir hata diisiinilmemektedir. Tiim dokular ayni patoloji uzmani
tarafindan ve kor olarak incelendigi i¢in dokularin degerlendirmesinde de gézlemciye
bagli bir yonelim diisiiniilmedi. Biyokimsal testlerde belirteclerde yiikselme olmasina
ragmen histolojik olarak benzer hasarlarin goézlenmemesi hasarin heniiz doku
seviyesinde yerlesmemis olmasina ve toplam deney siiresinin bunu gosterecek kadar

uzun olmamasina baglanabilir.

Sonug olarak yara iyilesmesinde de olumlu etkilerinin oldugu gosterilen (44),
karaciger lizerinden metabolizmaya ugrayarak karacigere ek bir yiik olusturmayan,
ayrica abdominal cerrahiden sonra si¢anlarda kognitif fonksiyonlarin diigmesini

engellemede rolii oldugu gosterilen (45) pregabalin molekiiliiniin iskemik reperfiizyon
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hasarini engellemede olumlu etkisi oldugu goriilmiis ve daha ileri calismalarla en etkin
doz ayarinin ve hangi yolaklar lizerinden bu etkinin tam olarak gergeklestiginin
arastirilmasiyla klinik olarak da kullanilmasinin arastirilmas1 gerektigi kararina

varilmustir.
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SONUC

Sigcanlarda iskemi reperfiizyon modelini 1 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon
olarak uyguladigimiz deneyimizde, hicbir terapotik ajan vermedigimiz kontrol
grubuyla, medikal kontrol olarak N-asetilsistein tedavisi ve 30 mg ile 60 mg pregabalin
tedavisi alan gruplari karsilastirdik. Sonug¢larimiz incelendiginde, iskemi reperfiizyonun
karacigerde hasara sebebiyet verdigi, hi¢bir tedavi alinmadiginda bu hasarin ciddi olarak
ortaya c¢iktig1 ve bu hasarin hem biyokimsal belirteclerle kanda hem dokuda ortaya
ciktigi, N-asetilsistein tedavisinin iskemi reperfiizyon hasarmi engellemede etkili

oldugu literatiirle uyumlu sekilde ortaya konulmustur.

Calisma hipotezimiz olan pregabalin molekiiliiniin etkinligi ve hangi dozda daha
etkin oldugu incelendiginde ise, 60 mg pregabalin tedavisinin biyokimyasal
belirteglerden AST degerlerine gore N-asetilsistein tedavisinden ve 30 mg pregabalin
tedavisinden iskemi reperfiizyon hasarini engellemede belirgin sekilde iistiin oldugu,
ALT degerlerine gore pregabalin tedavisinin N-asetilsistein’e {istiin olmadig: fakat
anlamli derecede etkili oldugu, kan TNF-a degerlerine gére 60 mg pregabalin
tedavisinin N-asetilsistein tedavisi ve 30 mg pregabalin tedavisinden belirgin sekilde
istiin oldugu, NF-KB sonuglarima gore NAS tedavisi pregabalin gruplarina iistiin
bulunmakla birlikte pregabalin tedavisi anlamli derecede etkili bulunmus, dokudaki
TNF-a seviyeleri de pregabalin tedavisinin etkili oldugunu N-asetilsistein’den {istiin

olmadigini1 gostermistir.

Bu sonuclara gore pregabalin tedavisinin karaciger iskemi reperfiizyon hasarin
engellemede etkili oldugu, N-asetilsistein’e belirli parametreler iizerinden
degerlendirildiginde tistilinliik gosterdigi, 60 mg pregabalin tedavisinin 30 mg pregabalin
tedavisinden daha iistiin oldugu goriilmiistiir. Daha ileri ¢alismalarla pregabalinin hangi

yolaklar iizerinden nasil etkili oldugunun arastirilmasi gereklidir.
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