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OZET

Karaciger iskemi Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Ratlarda Sugammadeksin
Farkh Dozlarimin Karaciger Uzerine Etkisi

Amag: Bu ¢alismanin amaci karaciger iskemi reperfiizyon hasari olusturulan
ratlarda sugammadeksin farkli dozlarinin karaciger lizerine etkisinin biyokimyasal ve
histopatolojik olarak arastirilmasidir.

Materyal metod: Bu calismada 36 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi.
Ratlar randomize sekilde her grupta 6 hayvan olmak lizere 6 gruba ayrildi. Gruplar
sham, kontrol, iskemi reperfiizyon (I/R)-sugammadeks 16mg/kg, I/R-sugammadeks
96mg/kg, I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+ sugammadeks 96mg/kg olarak
diizenlendi. Karaciger (I/R) modeli hepatik pedikiiliin klemplenmesi ile olusturuldu.
Biitiin ratlara anestezi sonrast kuyruk veninden 24G intraket ile damar yolu agildi.
Sham grubunda laparotomi sonrasi 30 dk beklendi ve sonrasinda 1ml intravenéz (IV)
serum fizyolojik (%0,9°luk NaCl) uygulandi. Kontrol grubu, I/R+sugammadeks
16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplarina 30 dk iskemi sonras1 240 dk
reperfiizyon uygulandi. Bu gruplara iskemi suresi sonunda toplam volum 1ml olacak
sekilde sirasiyla %0,9’luk NaCl, 16mg/kg ve 96mg/kg sugammadeks IV olarak
uygulandi. I/R-sugammadeks 16mg/kg ve 96 mg/kg gruplarinda laparotomi sonrasi
30 dk beklendi. Bu gruplara toplam volum 1ml olacak sekilde sugammadeks
sirastyla 16mg/kg ve 96mg/kg IV olacak sekilde uygulandi. Ilag uygulamasindan 240
dk sonra karacigerden doku oOrnekleri ve intrakardiyak kan ornegi alindi. Kan
orneklerinden biyokimya laboratuarinda AST, ALT, TAS, TOS, OSI, serum native
tiyol ve serum total tiyol diizeyleri ¢alisildi. Doku 6rnekleri histoloji laboratuarinda
hematoksilen eozin, VEGF ve TUNEL boyama ile degerlendirildi ve karaciger hasari
Suzuki  skorlamasi ile  degerlendirildi. Ayrica TUNEL ve VEGF
degerlendirmelerinde x40 objektif ile 20 alandaki + boyanan hiicreler sayildi. Buna
gore ortalama degerler elde edildi ve istatistiksel olarak incelendi.

Bulgular: Gruplar histopatolojik olarak degerlendirildiginde
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplart  kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda hematoksilen eozin ile boyanmada vakuolizasyon, siniizoidal
dilatasyon, apoptoz, nekrozda azalma; VEGF ile boyanmada ekspresyonda azalma ve

TUNEL ile boyanmada apoptozda azalma saptanmistir. Bu azalma



[/R+sugammadeks 96mg/kg grubunda I/R+sugammadeks 16mg/kg grubuna gore
anlamlidir (p<0,05). Suzuki skorlamasmna gore I/R+sugammadeks 16mg/kg ve
96mg/kg gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli olarak daha diisiik oldugu tespit
edildi (p<0,05). Suzuki skorlamasi agisindan I/R+sugammadeks 96mg/kg grubunda
[/R+sugammadeks 16mg/kg grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik skorlar elde
edildi (p<0,05). I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplarinda kontrol
grubuna gore VEGF ve TUNEL ekspresyonu anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p<0,05). Ayrica sugammadeks 96mg/kg grubunda sugammadeks 16mg/kg grubuna
gore ekspresyonda istatistiksel moalrak anlamli azalmaanlamli azalma bulundu
(p<0,05).

I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplarinda kontrol grubu ile serum
ALT diizeyi acisindan karsilastirildiginda sayisal olarak daha diisiik bulunmasina
ragmen anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Gruplar serum AST duzeyi
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplarinda kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplarinda kontrol grubu ile TAS
diizeyi agisindan karsilastirildiginda sayisal olarak daha yiliksek bulunmasina ragmen
istatistiksel ~olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). TOS duzeyi
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplarinda kontrol grubuna gore
beklenenin aksine sayisal olarak yiiksek Ol¢iilmiistiir ve istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmamustir (p>0,05). OSI diizeyi I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0,05).

Sugammadeksin 16mg/kg uygulandigi grupta I/R hasari {izerine serum native
tiyol degerini istatistiksel olarak anlamli derecede distirmiistir (p<0,05).
Sugammadeksin 96mg/kg uygulandigi grupta ise serum native tiyol degerinde
istatistiksel olarak anlamli diisiis bulunmamistir (p>0,05). I/R+sugammadeks
16mg/kg ve 96mg/kg gruplar ile kontrol grubu arasinda serum total tiyol diizeyi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Sonug: Calismamizda ratlarin histopatolojik incelenmesinde; iskemi
sonrast uygulanan sugammadeksin 16mg/kg ve 96mg/kg dozlarimin HE, VEGF VE

TUNEL boyamada vakuolizasyon, siniizoidal dilatasyon ve apopitoz/nekrozu



azalttigl; TUNEL, VEGF boyamalarda apopitotik hiicre sayist ve Suzuki skorlamasi
ile degerlendirildiginde iskemi sonrasi sugammadeksin 16mg/kg ve 96mg/kg
dozlarinda diisiik hasar skorlar1 elde edildigi ve histopatolojik olarak sugammadeksin
96mg/kg uygulanmasi ile daha olumlu sonuglar elde edildigi gosterilmistir.
Calisgmamizda degerlendirdigimiz biyokimyasal parametrelerde sugammadeksin
anlamli degisiklige yol agmadig1 gozlenmistir.

Anahtar  kelimeler:  iskemi/reperfiizyon, VEGF, TUNEL, alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, total oksidan seviye, total antioksidan

seviye, oksidatif stres indeksi, native tiyol, total tiyol, sugammadeks
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SUMMARY

Liver Ischemia Reperfusion Effect of Different Doses of Sugammadex on
Hepatic Damage in Rat-Produced Rats

Objective: The aim of this study is to investigate biochemically and
histopathologically the effect of different doses of sugammadex on the liver on rat
liver ischemia reperfusion injury induced rats.

Materials and Methods: In this study, 36 Wistar Albino rats were used. Rats
were randomly assigned 6 groups of 6 animals per group. Groups were treated with
sham, control, ischemia reperfusion (I/R)-sugammadex 16mg/kg, I/R-sugammadex
96mg/kg, I/R+sugammadex 16mg/kg and I/R+sugammadex 96mg/kg. The liver (I/R)
model was created by clamping the hepatic pedicle. All rats were anesthetized and
the vein was opened via a 24 G intrauterine route from the tail vein. Sham group was
waited for 30 minutes after laparotomy and 1 ml of intravenous (IV) saline (0,9%
NaCl) was applied. The control group received 240 min reperfusion after 30 minutes
of ischemia with I/R+sugammadex 16mg/kg and I/R+sugammadex 96mg/kg groups.
These groups were given 0,9% NaCl, 16mg/kg and 96mg/kg sugammadex 1V,
respectively, with a total volume of 1ml at the end of the ischemic period. I/R-
sugammadex 16 mg/kg and 96 mg/kg groups were waited for 30 minutes after
laparotomy. These groups were administered as sugammadex 16mg/kg and 96mg/kg
IV, respectively, with a total volume of 1ml. Tissue specimens from liver and
intracardiac blood samples were taken 240 min after drug administration. AST, ALT,
TAS, TOS, OSI, serum native thiol and serum total thiol levels were studied in the
biochemical laboratory from blood samples. Tissue specimens were evaluated by
hematoxylin eosin, VEGF and TUNEL staining in the histology laboratory and liver
damage was assessed by Suzuki scoring. Also in the TUNEL and VEGF evaluations,
x40 lens and 20 dots + stained cells were counted. Accordingly, mean values were
obtained and analyzed statistically.

Data: When histopathologically evaluated, I/R+sugammadex 16mg/kg and
96mg/kg groups showed less vacuolization, sinusoidal dilatation, apoptosis, necrosis

in the staining with hematoxylin eosin compared with the control group; Decrease in
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expression by VEGF and decrease in apoptosis by TUNEL were detected. This
decrease was significant in the group of I/R + sugammadex 96mg/kg compared to
that of I/R+sugammadex 16mg/kg group (p <0.05). According to the Suzuki score,
I/R+sugammadex was significantly lower in the 16mg/kg and 96mg/kg groups than
the control group (p<0.05). In terms of Suzuki scoring, I/R+sugammadex 96mg/kg
group was statistically lower than I/R+sugammadex 16mg/kg group (p<0,05). VEGF
and TUNEL expression was significantly lower in the I/R+sugammadex 16 mg/kg
and 96 mg/kg groups than the control group (p<0,05). In addition, there was a
statistically significant decrease in expressive statistical significance (p <0.05) in the
group of sugammadex 96mg/kg compared to the group of sugammadex 16mg/kg.

There was no statistically significant difference between groups
I/R+sugammadex 16mg/kg and 96mg/kg compared to the control group in terms of
serum ALT level even though it was found to be numerically lower (p>0,05). There
was no significant difference between groups in serum AST level I/R+sugammadex
16mg/kg and I/R+sugammadex 96mg/kg groups (p>0,05).

There was no statistically significant difference between groups
I/R+sugammadex 16mg/kg and 96mg/kg compared to the control group in terms of
TAS levels, although it was found to be higher numerically (p>0,05). TOS levels
were measured quantitatively higher than the control group in the I/R+sugammadex
16 mg/kg and 96 mg/kg groups and there was no statistically significant difference
(p>0,05). There was no statistically significant difference in the OSI level of
I/R+sugammadex 16mg/kg and 96mg/kg groups compared to the control group
(p>0,05).

In the group where sugammadex 16mg/kg was applied, it decreased
statistically significant serum native thiol value on I/R injury (p<0,05). There was no
statistically significant decrease in the serum native thiol value in the group receiving
sugammadex 96mg/kg (p>0,05). There was no statistically significant difference
between groups of I/R+sugammadex 16mg/kg and 96mg/kg and control group in
terms of serum total thiol level (p>0,05).

Conclusion: In the histopathological examination of rats in our study; doses
of sugammadex 16 mg/kg and 96 mg/kg administered post-ischemically reduced

vacuolization, sinusoidal dilatation and apoptosis/necrosis in HE, VEGF and TUNEL
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staining; when TUNEL was assessed by the number of apoptotic cells in VEGF
staining and Suzuki score, it was shown that low damage scores of sugammadex at
16mg/kg and 96mg/kg doses after ischemia were obtained and histopatologic
application of sugammadex at 96mg/kg resulted in more positive results. It has been
observed that the biochemical parameters we assessed in our study did not lead to
significant changes in sugammadex.

Keywords: Ischemia/reperfusion, VEGF, TUNEL aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, total antioxidant level, total oxidant

level, oxidative stress index, native thiol, total thiol, sugammadex
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1. GIRIS ve AMAC

Arter veya vendz kan akiminin azalmasi ya da tamamen durmasina bagl
yetersiz perfiizyon sonucu, doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi durumu
iskemi olarak tanimlanir. Iskemi organ ve dokularin yetersiz perfiizyonu sonucu
dokularin ihtiyac1 olan oksijen ve metabolik {irlinlerin karsilanamadigi; geri
doniistimlii ya da geri doniisiimsiiz hiicre hasaria yol agan patolojik bir durumdur
(1). Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan dolasiminin tekrar saglanmasidir.
Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi; dokunun oksijen ve diger
metabolik gereksinimlerini karsilarken dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar
verebilmektedir. Bu olay iskemi reperfiizyon (I/R) hasari olarak adlandirilmaktadir
(2). iskemi reperfiizyon hasari; travma, organ transplantasyonu, myokard infarktiisii,
inme, hipovolemik sok, sepsis gibi durumlarda meydana gelir (3).

Iskemi sonucu oksijenin azalmasi, Krebs déngusiiyle aerobik oksidasyonda
azalmaya ve hiicrede bulunan adenozin trifosfat (ATP) miktarinda diisiise neden olur.
Bu durum adenozin difosfat (ADP) ile fosfat birikimine ve Embden Meyerhoff

yolundaki anaerobik glikolizde artmayla sonuglanir. Laktik asit ve pirlivik asit
birikir. Laktat artig1 ve H" birikimi doku pH’sinda diismeye neden olur. Laktik asit

ve diisiik pH, protein parcalanmasi, enzim fonksiyonlarinda kayip, nikotinamid
dinukleotid fosfat (NADPH) rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest radikal
olusumu gibi iskemik hasar olusturan etkenlerin gelisimini arttirir (4).

ATP seviyesindeki azalma ile birlikte fosfolipit, protein, polisakkarit ve
niikleik asitlerin kendiliginden veya enzim kaynakli par¢alanmalarinin ardindan bu
yapt taslarinin yeniden sentezlenememesi nedeniyle hiicre biitlinliigli bozulmaya
baglar. Ayn1 zamanda hiicre igi Ca*? artmasma bagh fosforilaz, lipaz, proteaz ve
endoniikleaz enzim aktivasyonlar1 da bu par¢alanmaya katkida bulunur (4).

Iskeminin ciddiyetine ve siiresine gdére hiicre membraninin fizyolojik

biitiinliigi bozulmaya baslar. Iskeminin ilk etkiledigi yer mitokondridir. ATP

miktarindaki net azalma Na'/K™ ATPaz enzimini inhibe eder. Buna bagli olarak
hicre ici Na® ve su artist ile hiicrede sisme meydana gelir. Hiicre dist K" miktar

artar. Na*’un hiicre ici artist ile Na*/Ca*2 ve Na'/H* degisim sistemleri aktive olur.



Sonugta hicre icine Ca*2 ve HT akis1 baslar. Hiicre ici Na* artis1 membranda
depolarizasyon yaparak, gecici voltaj bagiml Ca*?2 kanallarinin agilmasina ve hiicre

ici Ca*2 miktarinin artmasina neden olur. Hiicre iginde Ca™?2 artmasi fosfolipazi

aktive eder ve fosfolipidlerin par¢alanmasina neden olur Arasidonik asit ortaya ¢ikar
ve bdylece serbest radikal olusturan siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollar1 aktive
olur (5).

Sitoplazmada artan serbest Ca*™2, Ca*2’a bagimli ATPaz enzimini aktive eder
ve hiicre i¢i ATP daha hizli tiiketilir. Yiksek Ca*2 seviyeleri mitokondri i¢ zarma

etki ederek oksidatif fosforilasyonu ve ATP yapimini azaltir. Yiksek Ca™2

seviyelerinin, proteaz aktivasyonu sonucu ksantin oksidaz enziminin iskemik dokuda
ortaya ¢ikmasinda, notral proteazlar ve lizozomal proteazlarin aktivasyonu ile hiicre
iskeletini olusturan protein yapilarin yikilmasi sonucu geri doniisiimsiiz hasarda rol
oynadiklari ortaya konmustur (4).

Karacigerde iskemi reperfiizyon hasari ilk kez 1975’te Toledo-Pereyra ve
arkadaslarinin deneysel olarak gerceklestirdikleri karaciger naklinde gozlenmistir.
Nakledilmis karacigerde konjesyon, ilerleyici tromboz, organ yetmezligi ile
sonuglanan greft nekrozu gelismistir. Karaciger iskemisi transplant cerrahisinden
baska, travma, kanser, safra yolu tikanmalar1 ve darliklar1 nedeniyle ameliyat edilen
hastalarda; ayrica cerrahi girisim olmaksizin bir hemodinamik veya kardiyojenik sok
periyodunu takiben de olusabilmektedir. Karaciger I/R hasar1 patofizyolojisi,
karaciger hasarma yol agan bircok mekanizmanin katilimindan meydana gelir.
Kupffer hicre aktivasyonu, reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) olusumu, sitokin ve
kemokin salgilanmasi, vazokonstriiksiyon, nitrik oksit ve endotelin dengesindeki
bozulma, nétrofil 16kositlerin toplanmasi, mitokondriyal gecgirgenligin degisiklige
ugramasi, kalsiyumun hiicre i¢ine dengelenmemis ge¢isi ve pH paradoksu gibi cesitli
hiicresel ve molekiiler etkilesimler s6z konusudur. Bu kompleks mekanizmalar hiicre
6liimiine, organ fonksiyon bozukluguna ve en sonunda da organ kaybina neden
olmaktadir (6).

Karaciger I/R hasarinin mekanizmalarinin bilinmesi ve hasar1 azaltan

Onlemlerin ve ilaglarin arastirilmasi, karaciger cerrahisinin basarisini artirmak ve



kronik karaciger hastaliklarinin hasarim1 azaltabilmek agisindan biiyiikk 6nem
tagimaktadir (7).

Bir siklodekstrin analogu olan sugammadeksin de nondepolarizan blogu
ortadan kaldirmada hizli ve giivenli bir ajan oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada ortaya
konmustur (8). Yeni bir ilag olmas1 nedeniyle I/R hasarindan koruma dahil birgok
calismaya konu olmustur. Serebral I/R hasari uygulanan ratlarda sugammadeksin
noroprotektif etkili oldugu ve iskemik hasar1 azalttig1 gosterilmistir (9).

Bu tez ¢alismasinin amaci; rat karaciger iskemi reperfiizyon hasart modelinde

sugammadeksin farkli dozlarinin koruyucu etkinliginin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger viicuttaki en biiyiik bezdir ve cildin ardindan en biiyiik organdir.
Yaklasik 1500gr agirligindadir ve yetiskin viicut agirliginin  yaklasik %2,5'ini
olusturmaktadir (1). Karaciger ¢ok damarsal bir organdir ve yiikksek kan akimi ve
diisiik vaskiiler dirence sahiptir (10, 11). Istirahat halindeyken toplam kalp debisinin
%25'ini alir. Stingerimsi yapida olmasi ile baraber travmalara duyarlidir (10). Alt
kaburgalarin kiriklar1 veya goglis veya ust karin delici yaralanmalar1 karaciger
hasarmin genel nedenidir (11).

Karaciger esas olarak karin sag {ist kadranda bulunur ve burada gogiis kafesi
ve diyafram tarafindan korunur. Karaciger, sagdaki 7-11. kostalarin arasindadir.
Karaciger, sag hipokondriyumun ve ist epigastriumun ¢ogunu kaplar ve sol
hipokondriuma da uzanir (11).

Karaciger, sag kostal marj1 takip eden keskin alt sinirtyla 6ne dogru ayrilmas,
disbiikey bir diyafram yiizeyi (anterior, superior ve bazi posterior) ve nispeten diiz
veya icbiikey bir i¢ organ ylzeyine (posteroinferior) sahiptir (10).

Karacigerin biiyilk kismi sag kostal marjininin altinda bulunur ve sag
diyafram, plevra, akcigerler, perikard ve kalpten ayrilir. Karacigerin digbiikey {ist
yiizeyi, diyaframimn kubbelerinin alt ylizeyine oturur. Posteroinferior veya visseral
olan i¢hlkey yiizeyi bitisik i¢ organlara oturur ve bu nedenle i¢biikey yiizeyde sekil
diizensizdir; 6zefagusun karindaki kismi, mide, duodenum, sag kolik flexura, sag
bobrek ve bobrek iistii bezi ve safra kesesi ile temastadir (10).

Karaciger lig. falciforme ile anterior abdominal duvara baglanir ve diyaframa
yapisik boliimii haricinde, karaciger neredeyse tamamen visseral peritonla cevrilidir.
Ek olarak lig. hepatogastricum ile mideye, lig. hepatoduodenale ile duodenuma
tutunur (12).

Portal damardan dakikada 1050 ml kan akist her dakikada karaciger
siniizoidlerine ve ayrica 300 ml hepatositlere hepatik arterden gelir, toplamda
yaklasik 1350 ml/dk, geri kalan kalp debisinin %25'idir (13).

2.1.1. Karacigerin loblan
Karaciger anatomik olarak sag ve sol lob olarak 2 ana ve sag loba dahil olan

kaudat ve kuadrat olarak 2 aksesuar loba ayrilmistir (10). Karaciger cerrahi olarak ise



8 loba ayrilmistir. Couinaud tarafindan tanimlanan karacigerin segmental anatomisi
portal ve hepatik damarlarin dagilimina dayanir. Her segmentin ortasinda portal
damarin bir dali (veya bir grup dallar1) ve cevresindeki bir hepatik ven bulunur.
Karacigerin her lobu dort bolimden olusur. Segmentler, soldaki lobda ters-dort
yonlu-1-4 ve sagda 5-8 olarak numaralandirilmistir. Segment 1 kaudat veya Spiget
lobudur. Sag ve sol loblar safra kesesi ve inferior vena cava (IVC)'nin sol tarafini
birbirine baglayan ana hepatik fissiir ile ayrilir (14). Smiflama 1957 yilinda yapilmig
olmasina ragmen Onemini korumasinin nedeni tariflenen loblarin ayri ayri rezeke

edilebiliyor olmasidir (15).

Sekil 2.1. Couinaud Segmental Anatomisi

2.1.2. Karaciger kan akimi

Karaciger, akcigerler gibi ¢ift kan kaynagina sahiptir. Karacigere kan tagiyan
kan damarlar1 hepatik arter (%30) ve portal ven (%70) seklindedir. Hepatik arter
karacigere oksijenlenmis kan getirir. Portal ven ise gastrointestinal sistemden emilen
sindirim urunlerinden zengin vendz kan getirir. Arteriyel ve portal kan hepatik ventz
sistem yoluyla sistemik dolagima bosalmadan 6nce hepatik siniizoidlerde karisir (10).

Arteriyel ve vendz kan, karaciger siniizoidleri vasitasiyla her bir karaciger
lobdllnin orta damarina iletilir. Santral damarlar sag ve sol karaciger damarlarina

akar ve bunlar karacigerin arka yiizeyini terk eder ve IVC i¢ine agilir (10).



2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson kapsuli)
ile ortiiliidiir. Hilumda organa portal ven ve hepatik arter girer. Sag ve sol hepatik
kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar klasik karaciger lobdlleri
arasinda sonlandiklar1 portal alanlara dek bag dokusu ile ¢evrilidir. Kapsulden koken
alan ince, bag dokusu duvarlari (septumlar) porta hepatiste karacigere giderek organi
lob ve lobiillere ayirir (16).
2.2.1. Karaciger lobull

Karacigerin temel islevsel birimi karaciger lobiilii olup, bu silindirik yap1
birka¢ milimetre uzunlugunda ve 0,8 ila 2 mm capinda poligonal yapilardir. Insan
karacigeri 50.000 ila 100.000 lobiil igerir. Lobiil yapisi esas olarak hepatositlerden
meydana gelir. Lobiiller birleserek loblart meydana getirir. Karaciger lobiillerinin
sinirlarint belirleyen, hilustan organ i¢ine giren ve parankimi odaciklar seklinde
bolen Glisson kapsiiliidiir. Segmentler ise iginde birden ¢ok lobiil barindiran,
siirlarint vaskiiler ana dallarin belirledigi, cerrahi prosediir i¢in 6nemli olan ve
karacigeri topografik olarak alanlara boélen tinitelerdir. Lobiiller arasindaki yakin
komsuluga ragmen her bir lobiiliin ¢evresinde bir portal bosluk bulunur. Bu boslukta
her bir lobl igin 3—6 adet portal triad yer alir. Her bir portal alanda bir veniil (portal
venin dali) bir arteriyol (hepatik arterin dali) bir kanal (safra kanalinin bir dal1) ve

lenfatikler bulunur (16, 17).



Hepatk Portal
arter dali ven dali

Sekil 2.2. Karaciger hepatik lobiil histolojisi

2.2.2. Hepatositler

Karaciger hiicrelerinin %60-70’ini olusturur. Polihedral 6 ya da daha fazla
hicreli ve 20-30 mikrometre ¢apindadir. Sitoplazmasi eozinofiliktir. Portal
triadlardan farkli uzakliklarda bulunan hepatositler yapisal, histolojik ve
biyokimyasal olarak farkliliklar gosterirler. Fonksiyonu itibari ile bol miktarda
endoplazmik retikulum, ribozom ve golgi cisimcikleri mevcuttur. Oldukca fazla
sayida mitokondri bulundurmaktadirlar. Her bir hepatositin yizeyi diger
hepatositlerin ylizeyi ve Disse araligi boyunca siniizoidlerin duvari ile temas
halindedir. iki hepatositin bitisik oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda safra
kanalikiilii olarak bilinen tiibliler bir aralik vardir. Hepatosit plazma proteinleri
(albimin, protrombin, fibrinojen, lipoprotein) sentezler, detoksifikasyon, safra
salgilanmasi, konjugasyon ve glukoneogenezde rol alir (16, 17).
2.2.3. Kuppfer hicreleri

Karaciger hiicrelerinin %15’ini olustururlar. Endotel hiicrelerinin Iimenine
bakan yiizeyinde bulunan doku makrofajlaridir. Baslica fonksiyonlar1 yash
eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek, immdanolojik olaylarla ilgili
proteinleri salgilamak ve kalin barsaktan portal kana gecen bakterileri ortadan
kaldirmaktir. Bu hiicrelerin ¢ogu fagositozda ¢ok aktif olduklari periportal lobiil
boliimlerinde yerlesmistir (16, 17).



Disse araliginda (perisiniizoidal aralik) ito hiicreleri olarak da bilinen yag
depolayici hiicreler yer alir. Bu hiicrelerde A vitamininden zengin lipit ¢okeltileri
bulunur. Saglikli karacigerde bu hiicreler retinoidlerin alinmasi, depolanmasi ve
salinmasi; bazi ekstraselliiler matriks proteinlerinin ve proteoglikanlarin sentezi ve

salgilanmasi; biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasi ve gesitli diizenleyici
maddelere (6rn. Prostoglandinler tromboksan A2) yanit olarak siniizoid liimen

¢apiin diizenlenmesi gibi iglevler goriir (16, 17).
2.3. Karacigerin Biyokimyasal ve Fizyolojik Fonksiyonlari

Karaciger, metabolizma oraninin yiiksek oldugu kimyasal olarak tepkimeye
giren biiylik bir hiicre havuzudur. Bu hiicreler, bir metabolik sistemden digerine
substratlar1 ve enerjiyi paylasir, viicudun diger alanlarina tasman ¢oklu maddeleri
isler ve sentezler ve sayisiz diger metabolik islevleri yerine getirir (17).
2.3.1. Kan depo islevi

Kan hacmi yaklasik 450 ml ile viicudun kan hacminin yaklasik %10’udur.
Sag atriyumdaki yiiksek basing karacigerde basing olusturdugunda, karaciger
genigler ve hepatik damarlarda ve siniislerde 0,5 ila 1 It ekstra kan depolanir.
Karaciger gercekte, hipervolemi durumunda degerli bir kan rezervuari olarak hareket
edebilen genis, genisletilebilir, vendz bir organdir ve kan hacminin azaldig
durumlarda fazladan kan temin edebilme yetenegine sahiptir (17).
2.3.2. Lenfoid doku olarak islevi

Karaciger siniizoidlerindeki gozenekler diger dokulardaki kilcal damarlara
kiyasla ¢ok gegirgen oldugu i¢in hem sivi hem de proteinlerin Disse bosluklarina
ge¢mesine izin verirler. Bu nedenle, karacigerden alinan lenf drenaji genellikle
plazma protein konsantrasyonundan biraz daha diisiik olan yaklasik 6 gr/dI'lik bir
protein konsantrasyonuna sahiptir. Buna ek olarak, karaciger siniizoid epitelyumunun
yuksek permeabilitesi, biiyiik miktarlarda lenf olusturmasina izin verir. Bu nedenle,
dinlenme kosullarinda viicutta olusan tiim lenflerin yaklasik yarisi karacigerde ortaya
¢ikar (17).
2.3.3. Kan temizleme islevi

Karaciger makrofaj sistemi, kan temizleme fonksiyonuna hizmet eder. Barsak
kilcal damarlarinda akan kan barsaklardan bir¢cok bakteri alir. Hepatik vendz

siniisleri birlestiren biiyiik fagositik makrofajlar olan Kupffer hiicreleri bu bakterileri



sintslerden gecerken etkili bir bicimde kandan temizler. Barsaklardan portal kana
giren bakterilerin yiizde 1'inden az1 karacigeri sistemik dolagima gegirmeyi basarir
(12).

2.3.4. Karacigerin metabolik islevleri

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

1. Glikojen depolanmasi

2. Galaktoz ve fruktozun glikoza cevrilmesi

3.Aglik  durumunda glukojenoliz ile postprandiyal donemde ise
glukoneogenez ile kan glukoz diizeyinin ayarlanmasi

4. Karbonhidrat metabolizmasinin ara {iriinlerinden bir¢ok kimyasal bilesigin
olusumu
b)Yag metabolizmasi

Viicudun c¢ogu hiicresi yag metabolize etmesine ragmen, yag
metabolizmasinin belirli yonleri esas olarak karacigerde goriiliir.

1. Diger viicut fonksiyonlar1 i¢in enerji tedarik etmek icin yaglh asitlerin
oksidasyonu: Notr yaglardan enerji elde etmek icin yag ilk once gliserol ve yag
asitlerine ayrilir. Yag asitleri daha sonra beta oksidasyon ile asetil koenzim A (asetil-
CoA) olusturan iki karbonlu asetil koklerine ayrilir. Asetil-CoA sitrik asit dongusune
girebilir ve yuksek miktarda enerjiyi serbest birakmak icin oksitlenebilir. Karaciger,
olugan asetil-CoA'nin tiimiinii kullanamaz; bunun yerine, iki asetil-COA
molekiiliiniin yogunlasmasiyla asetoasetik asit, hepatik hiicrelerden hiicre dis1 siviya
gecer ve daha sonra diger dokular tarafindan absorbe edilmek iizere viicuda taginan
olduk¢a ¢Oziiniir bir asit haline doniistiiriiliir. Bu dokular, asetoasetik asidi asetil-
CoA'ya doniistiiriir ve onu olagan sekilde oksitlestirir. Boylece karaciger, yaglarin
metabolizmasinin biiyiik bir boliimiinden sorumludur (17).

2. Biiyiik miktarlarda kolesterol, fosfolipidler ve ¢ogu lipoprotein sentezi:
Karacigerde sentezlenen kolesteroliin yaklagik yiizde 80'1 safra igine salinan safra
tuzlarma doniistiiriiliir; geri kalan kisim lipoproteinlerde tasinir ve kanda viicudun
doku hiicrelerine taginir. Fosfolipidler ayni sekilde karacigerde sentezlenir ve esas

olarak lipoproteinler igine tasinir (17).



3. Proteinler ve karbonhidratlardan yag sentezi: Karbonhidratlardan ve
proteinlerden viicudun hemen hemen tiim yag sentezi karacigerde de gerceklesir.
Karacigerde yag sentezinden sonra, lipoproteinler i¢cinde depolanacak yag dokusuna
tasinir (17).
¢)Protein Metabolizmasi

1. Amino asitlerin deaminasyonu: Amino asitlerin deaminasyonu, enerji igin
kullanilmadan veya karbonhidratlara veya kati yaglara doniistiiriilmeden Once
gereklidir. Viicudun diger dokularinda, ozellikle de bobreklerde az miktarda
deaminasyon meydana gelebilir; ancak amino asitlerin karaciger tarafindan
deaminasyonundan ¢ok daha az 6nemlidir (17).

2. Viicut sivilarindan amonyak uzaklastirmak igin iire olusumu: Urenin
karaciger yoluyla olugmasi viicut sivilarindan amonyak giderir. Deaminasyon progesi
ile buylk miktarda amonyak olusur ve barsaklarda bakteriler tarafindan siirekli
olarak ilave miktarlar olusur ve sonra kan igine emilir. Bu nedenle karaciger iire
olusturmazsa, plazma amonyak konsantrasyonu hizla yiikselir ve hepatik koma ve
oliimle sonuglanir (17).

3. Plazma proteinlerinin olusumu: Esasen tiim plazma proteinleri, gama
globulinleri disinda, hepatik hiicreler tarafindan olusturulur ve tim plazma
proteinlerinin yaklasik yiizde 90'in1 olustururlar (17).

4. Cesitli amino asitlerin birbirine doniisiimii ve diger bilesiklerin amino
asitlerden sentezi (17)

d) Karacigerin diger islevleri

Vitamin depolanmasi: Karacigerde en ¢ok miktarda depolanan vitamin A
vitamindir; fakat blyuk miktarlarda D vitamini ve B12 vitamini de depolanir (17).

Ferritin depolanmasi: Kan hemoglobinindeki demir haricinde vucuttaki
demirin en biiylik orani ferritin seklinde karacigerde depolanir. Karaciger hiicreleri
apoferritin adi verilen ve demir ile ters cevrilebilir sekilde birlesebilen biiyiik
miktarda protein icerir. Dolayisiyla viicut sivilarinda fazla miktarda demir elde
edildiginde, ferritin olusturmak iizere apoferritin ile birlesir ve bagka bir yere ihtiyag
duyulana kadar hepatik hiicrelerde bu sekilde depolanir. Dolasan viicut sivilarindaki

demir diisiik bir seviyeye ulastiginda ferritin demirleri serbest birakir. Boylece,
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karacigerin apoferritin-ferritin sistemi bir demir depolama ortaminin yani sira bir kan
demir tamponu gibi davranir (17).

Koagulasyon maddelerinin sentezi: Pihtilasma siirecinde kullanilan
karacigerde olusan maddeler fibrinojen, protrombin, hizlandiric1 globulin, faktér VII
ve birkag baska onemli faktorii icerir. Bu maddelerin birgogu, 6zellikle protrombin
ve faktorler VII, IX ve X'in olusumu i¢in karacigerin metabolik siiregleri i¢in K
vitamini gerektirir. K vitamininin yoklugunda, tiim bu maddelerin konsantrasyonlari
belirgin bir sekilde azalir (17).

flac detoksifikasyonu: Karaciger ilaclari, hormonlar1 ve diger maddeleri
metabolize eder veya atilimini saglar. Benzer sekilde, endokrin bezler tarafindan
salgilanan hormonlarin birgogu karaciger tarafindan kimyasal olarak degistirilir ya da
karaciger tarafindan atilir (17).

Bilirubin  metabolizmasi:  Viicuttaki  bilirubinin ¢ogu  dokularda
hemoglobinin parcalanmasiyla olusur. Bilirubin dolasimda alblimine baglanir.
Bilirubin karacigerde plazma albiimininden ayrilip yaklasik %80°1 glukuronik asitle,
%10’u siilfatla birleserek bilirubin glukuronat ve bilirubin sulfat olusurken geri kalan
%10’u ¢esitli maddelerle birlesir. Bilirubin glukuronidin ¢ogu, safra kanallarindan
barsaga geger. Konjuge bilirubinin yaklasik %350’si suda eriyen {irobilinojene
cevrilir. Urobilinojenin bir kismi barsak mukozasindan kana emilir. Kana emilen
tirobilinojenin biiyiik kismi karacigerden tekrar barsaga atilirken yaklasik ytlizde 5’1
de bobreklerden gegip idrar ile atilir (17).

2.4. iskemi Reperfiizyon
2.4.1. Iskemi reperfiizyon tanim

Iskemi; arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasina bagli organ ve
dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden ve diger
metabolitlerden yoksun kalmasi seklinde tanimlanir (18). Trombolitik tedavi, organ
nakli, koroner anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi gesitli tibbi ve cerrahi
girisimler sirasinda goriilebilir (19). Iskemi, organi perfiize eden kan akimindaki
azalmaya bagli olarak gelisen geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre hasarina yol
acabilir. Yine iskemi sonucu hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik

metabolitlerin birikimi sonucu hiicre 6limud meydana gelebilir (20, 21).
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Lokalize bir hucresel metabolik bozukluk progesi olan iskemik hasar;
glikojen tiiketimi, oksijen temininin eksikligi ve adenosin trifosfat (ATP)
tilkenmesinden kaynaklanir. Ote yandan, reperfiizyon hasar1 dogrudan ve dolayli
sitotoksik mekanizmalar igerir (22).

Iskemik periyod siiresince dokuda toksik serbest oksijen radikalleri iiretilir.
Reperfiizyon sirasinda serbest oksijen radikalleri ve siiperoksit radikalleri endotelyal
hasar, artmis mikrovaskiiler permeabilite ve doku 6demine neden olmaktadir. Ayrica,
aktive olan adezyon molekdlleri ve sitokinler sistemik inflamatuar yanit1 baslatabilir.
Bu olay “I/R hasar1” olarak adlandirilmaktadir. I/R hasari hiicresel enerji depolarinin
bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hicre 6limine yol
agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir (23).

Reperfiizyon donemi, iskemik olayin ortadan kalkmasindan sonra kan
akimmin yeniden baslamasi olarak tanimlanir. Bu donemde hiicreye yeniden
saglanan yiiksek O2 konsantrasyonu, dokuda bir inflamatuar yanit1 baslatir. Hucre igi
ve hicre dist kompleks bir dizi olay, geri doniisimlii ve geri doniisiimsiiz hiicre
hasarina katkida bulunur (24).

2.4.2. Karaciger iskemi reperfiizyonu

Sok, hipovolemi gibi diisiik kan akimi durumlariyla, karaciger ile ilgili
cerrahi girisimler (Pringle manevrasi: Hepatik arter ve portal venin klempaj1) ¢esitli
cerrahi prosediirlerle iligkili veya nakil i¢in organ alimi sirasinda oldugu gibi bazi
klinik durumlarda ortaya cikabilir (23, 25). Karacigerde I/R yaralanmasi,
transplantasyon sonucunu etkileyen ©Onemli bir problemdir. Erken organ
yetmezliginin %]10'una neden olur ve hem akut hem de kronik rejeksiyon insidansini
arttirir. Ayrica, I/R hasari, marjinal karacigerlerin iskemik hasara daha duyarli olmast
nedeniyle transplantasyon i¢in mevcut olan karaciger yetersizligine katkida bulunur.
I/R hasarmnin olumsuz etkilerini asgariye indirmek, karaciger transplantasyonuna
basarili bir sekilde gegebilecek hasta sayisini 6nemli Olgilide artirabilir. Bununla
birlikte, su anda karaciger I/R hasarini 6nlemek i¢in mevcut herhangi bir tedavi
yoktur (25).

Karaciger I/R siireci, nihai karaciger yetmezligine yol agan bir olay kaskadi

ireten birbiriyle iligkili bir¢ok faktorii birlestirir. Kupffer hicrelerinin, PMNL'nin,
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endotel hiicrelerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin aktivasyonunun I/R hasarmin
patogenezinde kritik oldugu One suriilmektedir. Bu birbiriyle iligkili siireglerin nihai
sonuglar1, hepatoselliiler disfonksiyona neden olan yapisal doku degisiklikleridir
(25).

Reperfiizyondan sonra iskemik karacigerde goriilen histopatolojik
degisiklikler hiicresel sisme, vakuolizasyon, endotel hiicre parcalanmast ve PMNL
infiltrasyonunu icerir. Organ perflizyonunu azaltan anlamli mikrosirkiilatuar
degisiklikler olusur ve reperfiizyonun 48 saati icinde maksimum seviyelere ulasir.
I/R hasarindan kurtulabilen canli organlarda bu degisiklikler azalir ve karaciger
mimarisinin normallesmesi reperfiizyondan sonraki 2 hafta igcinde gorullr (25).

I/R hasarinm ilk sonucu, hiicre igi enerji metabolizmasini ve enzim
fonksiyonunu bozan doku anoksisi; ATP’nin tllkenmesine, hicre ic¢i sodyum
birikimine ve hiuicre ddemine neden olur. Reperflizyonda hiicrenin enerji durumu,
hiicre geri kazanimi i¢in Onemlidir. Reperfiizyon hiicrenin kurtarilimasina neden
olabilir; ancak RBC, PMNL ve trombositlerin ektraselltiler matrikse ve sintzoidlere
yapigmast ile ortaya ¢ikan, mikrodolasim bozukluklari gibi daha fazla yaralanmaya
neden olur (25).
2.4.2.1. Karaciger iskemi reperfiizyon fazlari

Karaciger I/R hasari, sicak ve soguk iskemi olarak kategorize edilebilir. Sicak
iskemi, karaciger kan akimmin gegici olarak kesildigi transplantasyon, travma, sok
ve elektif karaciger cerrahisi gibi durumlarda ortaya ¢ikar. Soguk iskemi ise
transplantasyon 6ncesi organ korunmasi sirasinda olusur (26).
2.4.2.1.1. Sicak iskemi reperfiizyon yaralanmasi

Sicak I/R hasari siireci, immiin yollarin aktivasyonunu igerir ve hepatoseliler
hasar baskindir. Sicak I/R hasari erken ve geg olarak 2 faza ayrilir (26).

Erken faz: Reperfizyonun ilk 2 saati igindeki fazdir ve Kupffer hiicre
kaynakl1 oksidan stres ile karakterizedir.

Geg faz: Reperflizyondan sonraki 6 ila 48 saati kapsar ve notrofil birikimi ve
hepatoselliiler hasar ile iliskilidir (26). Kupfter hiicre kaynakli oksidanlarin katkisina
ragmen, bu baslangi¢ faz1 sirasinda hasar derecesi, daha sonra gozlemlenenden ¢ok
daha azdir. Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu dahil olmak tizere, karaciger hasarinin

ilk faz1 sirasinda meydana gelen olaylar, nétrofillerin hepatik birikimi ile sonuglanan
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karmagik bir inflamatuar yolag1 baslatir. Notrofiller; oksidanlar ve proteazlari serbest
birakarak hepatositlere dogrudan zarar verir (27).

Kupffer hiicreleri, karacigerin yerlesik makrofajlaridir ve I/R hasarinmn en
erken asamalarinda yer alan anahtar hiicre tipleridir. Kupffer hicre Gretimi ve
stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit de dahil olmak tizere reaktif oksijen tlrlerinin
(ROS) salinmasi, akut hepatoseliiler hasara yol acar. Oksidatif stres sirasinda {iretilen
ROS, hiicre i¢i sinyal yollarina aracilik eden molekiiller olarak da islev gorebilir.
Yaralanmanin bu erken fazinda oksidan strese bagli hasar meydana gelse de, ROS
karacigerde nétrofil birikmesine yol acan inflamatuar yollart aktive eder. Stresli
karacigere diger bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu, sonucta, hasarin daha biiyiik bir
kisminin, erken oksidatif stresin kendisinden daha fazla olmasina katkida bulunur
(26).

Oksidan aracili hasarlara ek olarak, sitokinlerin ve kemokinlerin Uretimi de
I/R hasarmin lokal ve sistemik olarak patogenezinde énemli bir rol oynar. Kupffer
hiicreleri, ROS'un erken iiretimindeki rollerine ek olarak, bu aracilar1 da serbest
birakirlar. Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNFa) ve interlokin-1 (IL-1), I/R'de sistemik
olarak artmis olan en erken sitokinler arasindadir ve artmis seviyeler karaciger
reperfiizyonunun dakikalar1 iginde meydana gelir. Karaciger parankim hiicreleri
(hepatositler) iskemik stres sirasinda bu sitokinlerin salinimini diizenleyebilir. Sonug
olarak, serum TNFa ve IL-1'deki artis, I/R hasarmm nihai modeline ve lokal ve uzak
organ yaralanmasmna katkida bulunur. TNFa ve IL-1 inflamatuar sitokinlerin ek
salmimini tesvik ederler ve I/R sonrasi hasari artiran pozitif bir geri besleme dongusti
yaratirlar. Buna ek olarak, TNFa ve IL-1 ayrica, hasarin sonraki safhalarindan
sorumlu olan, karacigere notrofilleri ceken kemokinlerin ve adhezyon molekillerinin
uretimini reglle ederler (26).

Karacigerdeki kemokinler ve adezyon molekiillerinin iiretimi, notrofiller gibi
diger bagisiklik hiicresi tiplerini yaralanma bolgesine ceker. Bu molekillerin
salinmasi hasarli organ igindeki bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonunun neden
oldugu bir proinflamatuar duruma yol acar. Bu molekiiller ayrica, sistemik TNFa
seviyelerine cevap olarak akcigerler gibi uzak organlarda da iiretilir ve bu bolgelerde

benzer bir mekanizma ile yaralanmaya katkida bulunur (26).
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Kemokinler, karaciger dokusunda bir kemokin gradyani yoluyla
yaralanmanin iskemik alanlaria nétrofilleri gekmeye hizmet etse de, nétrofiller icin
kan akisindan yaralanma bolgelerine transmigrasyon i¢in 20 adhezyon molekiilii
gereklidir. Kan dolasimindaki notrofiller ve trombositler ile karacigerdeki endotelyal
hiicreler arasindaki ilk etkilesme, dolasimdaki kanda bu hiicrelerle etkilesime giren
endotelyal hiicre ylzeyi (zerindeki selektinler tarafindan aracilik edilir.
Trombositlerin selektinler yoluyla endotelyal hiicrelere yapigsmasi, sonugta trombosit
sekestrasyonuna ve karaciger hasarina katkida bulunur. Bununla birlikte, nétrofiller;
integrinlerin  (notrofiller ve diger 10kositler iizerinde eksprese edilen) ve
immunglobulinlerin (endotelyal hticreler Gzerinde eksprese edilen), daha O6nemli
hicre-hiicre etkilesimlerine, notrofil yapismasina ve iskemik yaralanma bolgelerinde
hepatik parankime ekstravazasyona yol acar. Karacigerdeki bu nétrofil birikimi, I/R
hasarinin ge¢ fazini isaret eder (26).

Sicak I/R'de nétrofil aracili  yaralanma, oksidan ve proteazlasmis
mekanizmalarla gergeklesir. Notrofiller, proteazlari ve diger sitotoksik enzimleri
ekzositoz ile saliverir. Bu enzimler hiicresel membranlar1 ve matris bilesenlerini
bozar. Hiicre dis1 matrisin tahrip edilmesinden sorumlu enzimlerden biri olan notrofil
elastazin inhibisyonu, karaciger hasarinin azalmasina yol agar. Ek olarak, biiyiik
6lglide nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) oksidaz bagimli
yoldan ROS fiireten aktive edilmis ndtrofillerden hepatik parankimde 6nemli bir ROS
salim1 vardir. NADPH oksidaz aktivasyonu biiyiik 6l¢iide sliperoksit Uretimine neden
olur; bu da daha sonra bagka bir¢ok reaktif oksijen molekiilii haline doniistiiriiliir. Bu
oksijen radikalleri, parankimal hasara neden olur ve dogal antiproteazlarin deaktive

edilmesi yoluyla proteazlasmis yaralanmayi kolaylastirir.
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P-selectins, ICAM-1, integrins, IL-6, and IL-8 expression
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Sekil 2.3. Karaciger iskemi reperfiizyonunda inflamatuar yolak

2.4.2.1.2. Soguk iskemi reperfiizyon yaralanmasi

Soguk iskemi, sicak iskeminin aksine, sinizoidal endotelyal hicrelerin zarar
gobrmesi ve hepatositlere zarar vermekten ziyade mikrodolasimin bozulmasi ile
karakterizedir. Soguk I/R hasari, 6zellikle bir dondr greftinin saklandig1 ve soguk
depolamadan o©nce bir koruma c¢ozeltisi ile perfiize edildigi transplantasyon
ortaminda meydana gelir (26).

Soguk ve sicak I/R yaralanmasi arasindaki en 6nemli fark, soguk I/R’nin
karaciger greftindeki c¢esitli hiicresel alt kiimeler iizerinde belirli etkilere sahip
olmasidir. Spesifik olarak, endotel hiicreleri soguk I/R hasarma daha duyarlidir. Bu
soguk saklamaya bagli yaralanma, apoptoz ve pihtilasma nekrozu ile ortaya
cikmaktadir. Endotel hasarimin derecesi, reperfiizyondan sonra karacigerde
fonksiyonel bozulma ile korelasyon goésterir. Geri kalan canli endotel hiicreleri, daha
once belirtildigi gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonu ile I/R hasarina katkida
bulunur. Ek olarak, artan soguk iskemi sureleri, reperflizyonda Kupffer hicre
aktivasyonunun artmasiyla iligkilidir ve ROS ve sitokin iiretiminin artmasina neden
olur (26).

2.5. Serbest Radikaller
Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tastyan, ylksek enerjili, kisa 6miirli, kararsiz, molekiil agirligr diisiikk ve ¢ok etkin

atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (28, 29). Serbest radikaller
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eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolayr diger maddelerle kolaylikla
reaksiyona girebilirler. Elektronlarini giftler halinde (eslenik) bulunduran atomlar
veya molekiiller ise kararli bir yapiya sahip olduklarindan, baska molekiiller ile
reaksiyonlara girme egilimleri serbest radikaller kadar yiliksek degildir. Bu yiizden
kararlt yapida bulunan, eslenmemis elektronu bulunmayan ve diger maddeler ile
radikallerden daha zayif bir sekilde reaksiyona giren molekiiller nonradikaller olarak
tanimlanir. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli
olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen
tarleri (RNS) olarak isimlendirilir (29).

Oksijen serbest radikalleri veya daha genel olarak reaktif oksijen turleri
(ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS), normal hicresel metabolizma Gruntdur.
ROS ve RNS, hem zararli hem de yararh tiirler olarak ikili bir rol oynamaktadirlar.
ROS'un yararlt etkileri, diisiik/orta konsantrasyonlarda ortaya c¢ikar ve Ornegin
bulasic1 ajanlara karsi savunmada ve bir dizi hiicresel sinyal sisteminin islevinde
oldugu gibi, enfeksiyona kars1 hiicresel tepkilerde fizyolojik rolleri icerir. Diistik/orta
konsantrasyonlarda ROS'un faydali bir diger Ornegi, mitojenik yanitin
indiklenmesidir (30).

Serbest radikaller, organizmada aerobik solunum gibi fizyolojik durumlarda
olusabildikleri gibi, hava kirliligi (azot oksitler, ozon, kiikiirt dioksit, sigara dumant),
cesitli intoksikasyonlar (karbon monoksit, alkol, insektisitler, c¢esitli ilaglar),
hemorajik ve iskemik durumlar, alerji, enfeksiyonlar, radyoaktiviteye maruz kalma,
yaslanma ve stres gibi degisik bir¢ok nedenle de meydana gelebilmektedirler (31).

Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararli etkisi,
oksidatif stres ve nitrosatif stres olarak adlandirilir. Bir tarafta ROS/RNS asir1
tretimi ve diger tarafta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan eksikligi
oldugunda, bu biyolojik sistemlerde meydana gelir. Diger bir deyisle, oksidatif stres,
oksijen kullanan metabolik reaksiyonlardan kaynaklanir ve canlilardaki
prooksidan/antioksidan reaksiyonlarin denge durumundaki bozulmay: temsil eder.
Asirt ROS, hiicresel lipitlere, proteinlere veya DNA'ya normal islevlerini
engelleyecek sekilde hasar verebilir. Bu nedenle, oksidatif stres yaslanma siirecinin
yani sira bir takim hastaliklarda da rol oynar. Serbest radikallerin faydali ve zararh

etkileri arasindaki hassas denge, canli organizmalarin ¢ok 6nemli bir unsurudur ve

17



"redoks regiilasyonu" adi verilen mekanizmalarla basarilir. "Redoks regiilasyonu"
stireci, canlt organizmalari ¢esitli oksidatif streslerden korur ve redoks durumunu in
vivo kontrol ederek "redoks homeostazisini™ korur (30).

Serbest radikaller hidroksil, siperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit
radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (28).

Serbest radikaller hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat, lipitler, enzimler ve
diger molekiil gruplar ile reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini etkilerler.
Ekstraselliiler matrikste hyaluronik asit ve kollajen yapisinda degisiklik meydana
getirerek dokularda hasara neden olurlar. Membran yapisinda yer alan
fosfolipitlerdeki poliansature yag asitlerinin peroksidasyonu ile dogrudan hiicrelere
zarar vermektedirler. Ayrica lizozom ve mitokondrileri c¢evreleyen zarlarin
permeabilitesini artirarak pargalamaktadirlar. Viicutta her sey diizenli ¢aligirsa diisiik
diizeyde ortaya ¢ikan bu etkiler temizleyici enzimler ve antioksidan maddelerle

etkisiz kilinirlar. Bunlarin {iretimleri organizmanin temizleme olanaklarini astiginda
dokuda yikim baglar (32).

Baslica serbest radikaller ;

1. O2 (Siiperoksit Radikali)

2. H202 (Hidrojen Peroksit)
3. OH™ (Hidroksil Radikali)
4.10> (Singlet Oksijen)
5. Serbest Nitrojen Radikalleri
2.5.1. Stiperoksit radikali (02)
Oksijen molekiline bir elektron ilavesiyle O2 olusur. Serbest radikal

olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif degildir. Siiperoksitin iiretimi ¢ogunlukla

hiicrenin mitokondrisi iginde gergeklesir. Mitokondrideki enerji doniisiimii sirasinda
az miktarda elektron kacgaklar1 oksijenin O2 serbest radikaline doniisiimiine neden
olur ve gesitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar. Normalde oksijenin suya
dontstiiriilmesi  gerekirken, toplam elektronlarin %1-3’ti O2  olusturmak iizere

sizdig1 submitokondriyal parcaciklar {izerindeki Olcumlerde gosterilmektedir.
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Superoksit radikali, elektron transport sisteminde hem kompleks | hem de kompleks
I’te tretilir (29).
Stiperoksit radikali, siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile hidrojen peroksit

(H202)’e indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron igermedigi igin tek

basina radikal degildir (33).

Superoksitin hiicre i¢inde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.

1. H202 ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen
(102) olusturabilir.

02 + Hp0p ————=102 + OH + OH

2. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden

olur.

Oy + OH ——= 02+ OH"

3. SOD araciligi ile hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimii meydana gelir.

Oy +2H" =S92~  Hp02+02

2.5.2. Hidrojen peroksit (H202)
Kendisi bir serbest radikal olmayan fakat kararsiz yapisi nedeniyle siiperoksit

ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali ttrevi olan
hidroksil radikalini olusturmak {izere kolaylikla yikilabilen H202’in iiretimi,
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi katalizorligiinde olmaktadir (34).

Hidrojen peroksit (H202), suya indirgenebilir veya kismen hidroksil(OH")
radikaline indirgenebilir. OH™ olusumu, indirgenmis gecis metalleri ile katalize edilir

ve bu sure¢ O2" ile azaltilir ve bu siire¢ yayilir. Buna ek olarak, O2", her iki radikalin

difiizyon hiz1 ile kontrol edilen bir reaksiyonda nitrik oksit (NO) iceren diger
radikallerle reaksiyona girebilir. Urlin, peroksinitrit, ayn1 zamanda ¢ok gii¢lii bir
oksidandir. NO'dan tiiretilen oksidanlar son zamanlarda reaktif nitrojen turleri (RNS)
olarak adlandirilmaktadir (35).
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Hidrojen peroksit, nétrofillerin fagozomlarinda bulunan bir enzim olan

miyeloperoksidaz tarafindan hipoklordz asite (HOCI) doniistiiriiliir. Bu sirada gecis
metallerinin  oksidasyonu yoluyla da OH  olugsmasmna neden olarak ROS

molekiillerinin tiretilmesinde bir araci olarak rol oynar. Hidrojen peroksitin bir diger

onemli fonksiyonu da hicre ici sinyal molekull roliinli yerine getirmektir. Hidrojen
peroksit, O2’ye bir elektron ilavesiyle ya da O2’ye iki elektron eklenmesiyle de

dogrudan meydana gelir. Yukarida adi gegen mekanizmalar tarafindan iiretilen
hidrojen peroksit; katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler olarak
adlandirilan antioksidan enzim sistemleri tarafindan ortadan kaldirilir (29).

Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.
1. H202, katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik
olmayan {lirtinlere doniisiir:
a. 2H202 —AT ~ 2H70+02

b. H2O2+2GSH2 Ll g H20+GSSG
 ——

2. H202 gecis metallerinin varliginda toksik OH" radikaline doniisiir.
Fe*2+Hy0, —=——=> Fe™+OH +OH

2.5.3. Hidroksil (OH")
Hidroksil radikali, biyomolekuller ile daha glcli reaksiyona girmesinden

dolay1 biyolojik sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar verebilir. Hidroksil,

bilinen en reaktif radikaldir. Hidrojen peroksit, Fe*2 ve cu? veya diger geg¢is

elementleri varliginda indirgenerek OH ’ye dondistiiriiliir. Bu reaksiyona “Fenton

reaksiyonu” denir. Siiperoksit radikali Fenton reaksiyonu ile baglanti1 kurarak olusan

metal iyonlarinin yeniden kullanilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu iki reaksiyona
“Haber-Weiss reaksiyonu” adi verilir. Gegis metalleri boylelikle OH™ olugsmasinda
onemli bir rol oynarlar (29, 36).

Fet2 + HoOp CT/——= Fe™3 + OH + OH" (Fenton reaksiyonu)

02 + H20O2 C———= OH +OH +02 (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Oksidatif streste en olasi toksik reaktandir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Asirt
derecede reaktif olup sadece difiizyon ile sinirlandirilabildiginden ¢ok hizli bir
sekilde hem diisiik hem de yiiksek molekiil agirlikli bilesikleri hasara ugratabilir veya
degistirebilir (33). Hidroksil radikali biiyilk molekiil yapis1 ve elektronegativitesi
nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona

girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur (37).

NADP)YH Ksantuin oksidaz
D NADPLHI oksidaz
NADP) Mitokondnival ETS
O:A'
Supcroksiat
Diaismutaz
Fe'™' Fe'*
MPO
oH S F  H.O:; HOCT

Glutartvon

*eroksidaz

H.O H.O

Glutatvon Reduktiaz

Sekil 2.4. Serbest radikallerin doniigiim reaksiyonlari

2.5.4. Singlet oksijen (*02)

Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin enerji alarak var oldugu
orbitalden bagka bir orbitale gecis yapmasi veya kendi doniis yoniiniin aksi yoniinde
yer degistirmesi sonucu meydana gelmektedir. Yapisinda 2 adet ciftlenmemis
elektron tagir. Yiiksek reaktiviteye sahiptir. Singlet oksijen, doymamis yag asitleri ile
direkt olarak tepkimeye girmekte ve peroksi radikalinin (ROO.) olugmasina da neden
olmaktadir (38, 39).

2.5.5. NO (Nitrik oksit)

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi
ile olusur. Vaskiiler tonusun regilasyonunda, guanilat siklazi aktive eden NO major
rol oynar. Oksijen baglanan bolgeye kompetitif olarak baglanarak direkt olarak
sitokrom oksidazin inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. NO bazi durumlarda

bir antioksidan gibi davranir ve hiicreyi lipit peroksidasyonundan korur. Bununla
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birlikte stperoksit duzeylerinin arttigi durumlarda siiperoksitle reaksiyona girer ve

bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur (36).

Tablo 2.1. Serbest radikal kaynaklari

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar

Mitokondriyal ve endoplazmik | Iyonizan radyasyon (X-1s1n1)
retikulum  elektron  transport
zinciri

Notrofil ve makrofaj fagositoz | UV isinlari, sigara

sistemi
Ksantin oksidaz sistemi Hepatotoksinler (Karbon tetraklor(r )
Arasidonik asit metabolizmasi Ksenobiyotikler

Enzimatik olmayan reaksiyonlar Redoks siklusu yapan maddeler

Lenfosit, fibroblast ve endotelden | Kemoterapétikler
dizenleyici  molekdller olarak

salgilanma

Diger oksidazlar Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit,
ozon ve toluen gibi hava kirleticiler, kimyasal
maddeler

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar

tarafindan meydana getirilebilir. Serbest radikaller hiicrede ve gevrede siirekli olarak

uretilir (29).

2.5.6. Serbest radikallerin yararlar:

Serbest radikaller diisiik yogunlukta oldugu zaman yararli etkilerinden sz
edilebilmektedir. Diisiik yogunluktaki serbest radikaller enfeksiyonlara karsi
savunma, kanser hicrelerinin 6ldiralmesi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu gibi
savunma fonksiyonlariyla birlikte intraselliiler depolardan kalsiyum salinimi, tirozin
amino asidini fosfatlama aktivasyonu ve biylme faktori sinyallerinin aktivasyonu
gibi hiicresel sinyallerin aktivasyonunda rol oynamaktadir (29).

2.5.7. Serbest radikallerin zararlari

2.5.7.1. Lipitlere zararlar
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Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin (CDYA) oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak
bilinir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerler ve oldukga zararlidir (40, 41).

Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri ve lipit peroksit radikallerinin
(LOO-) olusmasi, ROS’un neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak
kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik
lipit peroksidasyonu" denir. Olusan lipit peroksit radikali bir baska CDYA ile
reaksiyona girerek kendisi lipit hidroperoksite doniisiirken tiriin olarak bir baska lipit
radikali olusur. Peroksit radikalleri zincir reaksiyonunu devam ettirir. Olusan lipit
hidroperoksit ge¢is metallerinin katalizi ile yikilip cogu zararl olan aldehitler olusur.
Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal’dir. MDA 6l¢iimii  ile lipit
peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir (40, 41).
2.5.7.2. Proteinlere zararlari

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken proteinlerin etkilenme
derecesini amino asit icerikleri belirler. Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiiller
serbest radikaller ile daha yliksek reaktiviteye sahip oldugundan triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitler iceren proteinler serbest
radikallerle daha kolay reaksiyona girer. Serbest radikaller, yapisal proteinlerin
fonksiyonunu ve enzim aktivitesini engelleyerek bir¢ok proteinin hasarina neden
olabilir. ROS ve RNS’nin neden oldugu protein oksidasyonu neticesinde, protein
hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede reaktif iiriinler meydana gelir. Bu
uriinler ile gecis metal iyonlarmin etkilesimi sonucunda da radikaller olusabilir.
Bununla beraber oksitlenmis proteinlerin birgogu, fonksiyonel olarak dogada
inaktiftir ve hizl1 bir sekilde uzaklastirilir. Fakat zaman ile kademeli olarak bir miktar
birikebilir. Boylece cesitli hastaliklarin yani sira yaghilik ile iliskili hasarlara da sebep
olur (29).

2.5.7.3. Karbonhidratlara zararlar
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Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve
karbon atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal
uretirler. Bunlar hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarma yol
acar (29).
2.5.7.4. DNA’ya zararlarn

Reaktif oksijen tiirleri ve RNS, DNA ile etkilesime gecgerek oksidatif hasara

yol acar. DNA, OH" gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir.

Bu serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek seker parcasindan hidrojen
atomlarinin kaybina veya ilavesine sebep olabilir. Ozellikle, pirimidinin C4-C5 cift
bag1 hidroksil radikalinin saldirilarina karsi ¢ok hassastir. Bu saldirilar sonucunda
timin  glikol, wurasil glikol, {ire kalintisi, 5-hidroksideoksidridin,  5-
hidroksideoksisitidin ve hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar Grtinleri meydana
gelir. Benzer sekilde piirinler, hidroksil radikal saldirilarina karsi hassastir. Serbest
radikal saldirilart ayrica poli sentetaz enziminin (ADP-riboz) aktivasyonuna neden
olur. Bu enzimin aktivasyonu programlanmis hiicre Oliimiine ve DNA’nin
par¢alanmasina yol agar. Bu islemler, elektron transport zincir fonksiyonlarim
bozarak NAD+ seviyelerini hiicresel diizeyde tlketir (29).
2.6. Antioksidanlar ve Savunma Mekanizmalari

Biyolojik sistemlerde elektron alici molekiiller serbest oksijen radikalleridir.
Serbest radikallerin aktif oksijen turevlerine oksidanlar denir. Oksidanlar hedef
molekiillerin yapilarim1 ve islevlerini onlardan elektron alip degistirirler. Oksidanlar
hicre zarlarmi ve DNA, RNA gibi genetik materyali ve gesitli enzimatik olaylar1 da
etkiler ve iskemi ve reperflizyon sirasinda hiicre hasarina yol agarlar. Cesitli
antioksidanlar, organizmayr oksidanlarin zarar verici etkilerinden Kkorur.
Organizmada oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengesizlik, asir1 miktarda
serbest oksijen iiretilmesinden kaynaklanir. Oksidan ile antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmas: ile oksidatif stres olusur. Oksidatif stresin, bircok lokal ve
cevresel materyalin olusumunda ve ilerlemesinde rolii oldugu gosterilmistir (42).

Fizyolojik kosullar altinda, ROS {iretimi ¢ok sayida anti-Serbest radikal
sistemi tarafindan kontrol edilir koruyucu mekanizmalar gibi davranirlar (43).

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlar: etkisiz hale getirirler;
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1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir molekiile
dontstiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler, mikromolekiiller, trakeobronsial
mukus bu yolla etki eder.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarint kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seruloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar
(44, 45).

Tablo 2.2. Antioksidan maddelerin siniflandirilmasi

Endojen antioksidanlar Ekzojen antioksidanlar
Enzimatik Nonenzimatik
antioksidanlar antioksidanlar
Slperoksit Glutatyon | Koenzim Q10 a-Tokoferol Ksantin oksidaz
dismutaz (SOD) (Vitamin E) inhibitorleri
(allopdirinol,

oksipurinol, pterin
aldehit, tungsten)

Katalaz Bilirubin Selenyum B-karoten NADPH oksidaz
(Vitamin A) inhibitorleri
(adenozin, lokal
anestezikler,
kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuar

ilaclar)
Glutatyon Melatonin a-lipoik asit Askorbik asit Rekombinant
peroksidaz (Vitamin C) sliperoksit dismutaz
Glutatyon Urik asit Transferrin Folik asit Notrofil adezyon
rediiktaz (Vitamin B9) inhibitorleri
Albumin Seruloplazmin | Barbittratlar Sitokinler (TNF ve

IL-1)

2.6.1. Enzimatik endojen antioksidanlar
2.6.1.1. Suiperoksit dismutaz (SOD)
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Ilk olarak McCord ve Fridovich tarafindan 1969'da kesfedilmistir (46).

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir.
Yiksek derecede reaktif superoksit anyonun O2'ye ve daha az reaktif tur H2O2'ye

bozunmasini katalize eder. Metalloprotein yapisindadir ve insanlarda hiicre igi,
mitokondriyal ve sitozolik olmak {izere ii¢ sekilde bulunur (36).
SOD superoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirtir (47).
Superoksit dismutazin diger bir fonksiyonu dehidratazlari (dihidroksi asit
dehidrataz, akonitaz, 6-fosfoglukonat dehidrataz ve fumarazlar A ve B) serbest

radikal siiperoksitle inaktivasyona karsi1 korumaktir (47).

Oy +02 +2H" sob_ Hx072+ 0>

2.6.1.2. Katalaz (CAT)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirildi. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olugmus bir

hemoproteindir (36).

Katalaz, esas olarak hiicresel peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomda bulunan ve iki asamali bir reaksiyonla hidrojen peroksitin suya ve
molekdler oksijene reaksiyonunu katalize eden bir hicre i¢i antioksidan enzimdir.
Hidrojen peroksiti ¢ikararak dolayli olarak SOD ile hidrojen peroksit haline getirilen
stiperoksit radikallerini detoksifiye eder. Enzim ayrica peroksidaz aktivitesine
sahiptir ve organik peroksitler ve hidrojen vericileriyle suya ve organik alkollere
tepki verir. Katalaz ylksek duzeyde oksidatif stres icin ¢ok etkilidir ve hucreleri,
hiicrede {iretilen hidrojen peroksitten korur. Enzim, smirli glutatyon icerigi veya
azalmig GPX aktivitesi durumunda 6zellikle 6nemlidir ve hiicrelerin oksidatif strese
kars1 toleransin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir Katalaz aktivitesi eritrosit,

karaciger ve bobrekte yogundur (36, 48, 49).
2Hp02 K& 2H20+0p

2.6.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu

yukseltgerken H202’i de suya cevirir ve boylece membran lipitlerini ve hemoglobini
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oksidan strese karst korur (30). Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi

saptanmistir. Bunlardan biri aktif bolgesinde selenyum igeren selenyuma bagimli
glutatyon peroksidazdir. Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, H2O2 ve organik

hiperoksitlere kars1 etkilidir. Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz ise
daha ¢ok organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde faaliyet gosterir (21-25).

Bu metabolize etme raksiyonlar1 sirasinda glutatyon (GSH), hidrojen verici olarak
hareket ettiginden dolayr H2O2 ve hidroperoksitler indirgenirken glutatyon okside

olur (25). Okside glutatyon, glutatyon disulfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz enzimi

varliginda okside glutatyon rediikte glutatyon haline geri indirgenir
GSH-Px

H202 + 2GSH  — GSSG + 2H20

ROOH +2GSH ~————=~.  GSSH+ROH+H20

GSH-Px’1in fagositik hiicrelerde de Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal etkisi
ile fagositik htcrelerin zarar gérmesini dnler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese
karsi en etkili antioksidandir GSH-Px, E vitamini yetersizliginde membrani

peroksidasyona kars1 korur (37, 50, 51).

2.6.1.4. Glutatyon rediktaz (GSH-R)

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
doniistimiinii katalize eder. Enzim NADPH bagimlidir. Hem sitoplazmada hemde

mitokondride bulunur (52, 53).

GSH-R
2GSSG + NADPH + H* =—> 2GSH + NADP

2.6.2. Nonenzimatik endojen antioksidanlar
2.6.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH, hucreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre igindeki en Onemli
antioksidan bilesiktir. Hiicrede en fazla tiyol igeren bilesiktir. Karaciger basta olmak

tizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Sentezde y-glutamil
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sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizordir. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
stlfhidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur;
bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu
da saglar. GSH eritrositleri, 10kositleri ve irisi oksidatif strese karst korumada hayati
Oneme sahiptir. Spermatogenez ve sperm olgunlagsmasinda 6nemli rol oynadigi,
influenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T lenfositlerin, PMNL’lerin ve sitokinlerin
aktivasyonu icin gerekli oldugu ve immiin sistemin Onemli bir elemani olarak
fonksiyon gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin
oksidatif strese yol agtigin1 ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari,
kistik fibrozis, orak hicreli anemi, AIDS, kanser, koroner arter hastaligi, SVO,
diyabet gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (37, 54).
2.6.2.2. Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E yagda eriyen c¢ok giicli bir antioksidandir; hiicre zan
fosfolipitlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden
koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil
radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger.
Selenyumun organizmadan kaybim1 Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacini azaltir. Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve
vitamin E ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin
yayilmasini ve tiimoriin biiyiimesini 6nledigi gosterilmistir (37, 39).
2.6.2.3. Vitamin C (Askorbik asit)

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢6ziinen en gucli antioksidan molekdldir.
Insanlarda sentez edilmediginden diyetle alinmasi gerekir. Organizmada kolayca
dehidroaskorbik aside oksitlenebilir. O2", HO", singlet oksijen ile kolayca reaksiyona
girerek onlarn etkisizlestirir. Yesil renkli taze sebze, meyve ve turunggiller 6nemli C
vitamini kaynaklaridir (37, 39).

C vitamini antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gdsterir. Askorbik asit
proteine bagli ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali

olusturmaya uygun ferr6z demire doniistiirtir. Bu 6zelliginden dolay1r vitamin C,
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serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalizorii veya bir prooksidan olarak
degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigi,
yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir.
Vitamin C’nin fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmistir (37, 39).

Fe+3 + Vit C——=> Fe+2+ Vit C + 2H"

2.6.2.4. Karotenoidler

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve OH’, alkoksil ve peroksil radikalleriyle direkt

olarak etkileserek antioksidan gorev gordiigii ve lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonunu 6nleyebildigi saptanmustir. (37, 39).
2.6.2.5. Urik asit

Urik asit; singlet oksijen, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI icin guclu bir
temizleyicidir ve endojen bir antioksidan olarak kabul edilir (37, 39).
2.6.2.6. Melatonin

Melatonin, memelilerde basta pineal bezde Sentezlenip salgilanan bir
hormondur. Sentezinin diizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyisle
karanlhiga baghdir. Jetlagda tedavi olarak kullanilmakla beraber melatoninin kanseri
onleyici etkileri, hiicresel hasarin onarmmindaki rolii ve bagisiklik sistemini
destekleyici etkileri oldugu da gosterilmistir (37, 39).

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek,

O2" radikalini HyO,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres

esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir.
Oksidatif hasarmn rol oynadigi I/R dahil pek ¢ok deneysel modelde (yamk hasari,
ulser ve ilag toksisiteleri, timor olusumu gibi) melatoninin olumlu etkileri
gosterilmigtir. Yaslanma ile birlikte melatonin {iretiminin azalmasi yaslanma ve
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde artan oksidan hasarin ve melatonin
yetersizliginin 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (37, 39).
2.7. Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Dokular enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar tarafindan oksidatif

miicadeleye karsi korunmaktadir. Oksidatif stres prooksidanlar ve antioksidanlar
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arasindaki denge prooksidanlar lehine degistiginde ortaya ¢ikmaktadir (55).
Plazmada antioksidanlar birbiri ile etkilesim i¢inde bulunurlar ve genel olarak bu
maddeler sinerjist olarak c¢alismaktadirlar. Ayrica bir antioksidandaki azalma
digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir (56-58).

Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin
toplamindan daha fazla bir etki olusturulmus olur ve bu da total antioksidan kapasite
(TAS)’yi olusturur. Farkli antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlari
laboratuarlarda ayr1 ayri Olgiilebilir; ancak Ol¢limler zaman alici, masrafli ve
karmasik teknikler gerektirir. Bu sebepten dolayi, bir numunenin toplam antioksidan
yaniti Ol¢iiliir ve bu toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam antioksidan aktivite,
toplam antioksidan gug, toplam antioksidan durum olarak da adlandirilabilir (57).

2.8. Total Oksidatif Stres (TOS)

Farkli oksidan tiirlerinin serum (veya plazma) konsantrasyonlari
laboratuarlarda ayr1 ayri olgiilebilir; ancak Ol¢iimler zaman alici, emek gerektiren,
masrafli ve karmasik teknikler gerektirir. Farkli oksidan molekiillerinin ayr1 ayri
Olgllmesi pratik degildir ve oksidatif etkileri birbirine eklenebildiginden bir
numunenin toplam oksidan etkisi 6l¢tlebilir. Buna total oksidatif stres veya total
oksidan status/seviye denir (59).

2.9. Tiyoller

Civaya baglandiklar1 icin merkaptanlar olarak da adlandirilan tiyoller karbon
atomuna siilfiir ve hidrojen atomunun baglanmasi ile olusan siilfidril (-SH) grubunu
iceren organik bilesiklerdir. Plazma tiyol havuzunun c¢ok biiyiik bir kismini temel
olarak albimin ve diger proteinlerden olusurken, kiigiik bir kismini da sistein,
sisteinil glisin, glutatyon, homosistein ve gama-glutamilsistein gibi diisiik molekiil
agirlikli tiyollerden olugmaktadir (60). Tiyoller oksidanlar tarafindan oksidasyon
reaksiyonuna ugrayabilir ve disiilfit baglar1 olusur. Olusan disiilfit baglari tekrar tiyol
gruplarina rediiklenebilir, bdylece dinamik tiyol/distlfit hemoztazisi strdurulr.
Dinamik tiyol/distlfit denge durumu, antioksidan savunma, detoksifikasyon,

apoptozis, enzim aktivitelerinin diizenlenmesinde transkripsiyon ve hicresel sinyal
iletimi mekanizmalarinda (reseptorler, tasiyicilar, Na*-K* kanal1) kritik rollere

sahiptir. Tiyol gruplart antioksidan olarak, disiilfit baglari ise oksidan olarak

degerlendirilmektedir ve normal sartlarda tiyol gruplar1 azalirken disiilfit baglarinin
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miktarmin artmasi beklenmektedir. Anormal tiyol/disiilfit denge diizeyleri DM,
kardiyovaskiiler hastalik, kanser, romatoid artrit, kronik bobrek yetmezligi,
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, multiple skleroz, karaciger hastaliklar1 gibi
cesitli hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir. Tiyol ve disilfit metabolitlerinin
Olcumi HPLC, kitle spektrometre, immiunoessey, miseller elektrokinetik kapiller
elektroforezis, MR spektroskopi ile yapilmaktadir (61).

Gilnumuzde tiyol ve distlfit metabolitlerinin 6lgiimiinde kullanilan HPLC,
kitle spektrometre, immiunoessey, miseller elektrokinetik kapiller elektroforez, MR
spektroskopi gibi yontemler klinik uygulamasi zor ve uzun siiren yontemlerdir.
Yasamsal Oneme sahip olan tiyol/disulfit dengesinde, Erel ve Neselioglu’nun
gelistirdigi yeni otomatik Ol¢clim yontemiyle her iki degisken diizeyi, ayr1 ayr1 ve
toplam olarak olculebilmekte ve hem bireysel hem de bitinsel olarak
degerlendirilebilmektedir. Gelistirdikleri bu yontem kolay, ucuz, pratik, tam
otomatik ve ayni zamanda opsiyonel olarak manuel spektrofotometrik bir tahlil
olarak kullanilmig ve plazma tiyol/disiilfit homeostazini1 gostermistir (60).

2.10. Cahismada Kullanilan Etken Maddeler
2.10.1. Ksilazin

Ksilazin merkezi sinir sistemindeki a2 adrenerjik reseptorleri uyarip,

norepinefrin salinimin1 bloke ederek sedasyon, analjezi ve kas gevsemesi saglar.
Antihipertansif olarak 1962 yilinda Almanya’da sentezlenmistir; ancak giiniimiizde
daha ¢ok sedasyon amaciyla kullanilmaktadir (62, 63).

Sempatik etkiyi azaltip parasempatik etkiyi artirmasi kalp hizinda %50-60
azalma, kalp debisi, kan basinci ve solunum frekansinda diismeye neden olur. Ayrica
ksilazinin kalp blogu, bulanti, kusma, gastrointestinal sistemde atoni ve gaz birikmesi
gibi yan etkileri bulunmaktadir (63).

Suda eriyebilir ve presipite olmadan ketamin soliisyonu ile karistirilabilir.
Siklikla deney hayvanlarinin anestezisinde IV veya IM olarak ketamin ile birlikte
yaygin olarak kullanilir (63).

2.10.2. Ketamin

Tum santral sinir sisteminde spinal korddaki polisinaptik refleksleri ve beynin

secilmis bolgelerinde eksitator norotransmitterlerin etkilerini inhibe eden pek ¢ok

etkisi vardir. Fonksiyonel olarak talamusu (duyusal impulslari retikiiler aktive edici
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sistemden serebral kortekse iletir) limbik korteksten (duyularin farkinda olunmasi ile
iliskilidir) disosiye eder. Beynin bazi noronlari inhibe olsa da digerleri eksite olur.
Klinik olarak bu disosiyatif anestezi durumu hastalarin suurlu gibi goriinmesine
ancak duyusal inputu degerlendirememesine ve buna yanit verememesine yol agar.
Ketamin bir NMDA reseptor antagonistidir (64).

Ketamin fensiklidin analogudur. Ketamin 0zellikle sempatik stimulasyon
yapma egiliminin yararli oldugu durumlarda (hipovolemi, travma) intraventz
anestezi indiiksiyonu i¢in kullanilir. Intravendz yol bulunamadiginda, ketamin
cocuklarda ve koopere olmayan erigkinlerde intramuskuler genel anestezi
indlksiyonu i¢in yararhidir. Ketaminin subterapotik dozlari bile halusinojenik etki
yapabilir; fakat klinik uygulamada boyle olmaz. Cilnki bircok hasta amnezi ve
sedasyon i¢in kii¢iik bir doz midazolam almis olacaktir (64).

Ketamin oral, nazal, rektal, subkutan ve epidural olarak uygulanabilir; fakat
klinik pratikte IV veya IM olarak uygulanir. Dagilim yarilanma Oomri 10-15
dakikadir (64).

Ketamin karacigerde birgok metabolite doniisiir. Bunlardan norketaminin
anestezik aktivitesi mevcuttur. Karaciger tarafindan yiiksek oranda alinmasi
ketaminin goreceli olarak kisa eliminasyon yar1 Omriinii agiklar (2 saat).
Biyotransformasyon tiriinleri ise bobreklerden atilir (64).

Diger cogu anestezikten farkli olarak ketamin o&zellikle hizli bolus
uygulamadan sonra arteriyel kan basinci, kalp hizi ve kalp debisini artirir.
Bronkodilator etkilidir. Serebral oksijen tliketimi serebral kan akimi ve kafa igi
basincini artirir (64).

2.10.3. Ketamin ve ksilazin

Ketamin/ksilazin, laboratuar hayvanlarinda cerrahi anestezi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir ilag kombinasyonudur. Ratlarda ketamin/ksilazin karigimi
intraperitoneal 80/12mg/kg verildiginde 2-4 dk igerisinde mikemmel sedasyon ve
gevseme saglar ama analjezi tutarsizdir, kas gevsemesi saglamaz. Baslica avantaji
kardiyopulmoner fonksiyonu artirmasidir, genis bir emniyet marj1 ile IM verilebilir.
Basglica dezavantajlari; kas tonusunu arttirmasi, titreme ve hatta tonik klonik
konvilsiyonlara, salivasyonda belirgin bir artisa neden olmasidir. Tiirler ve bireyler

arasinda cevapta genis varyasyonlara neden olmasi yine dezavantajlarindandir (63).
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2.10.4. Sugammadeks

Modifiye y-siklodekstrin  olan sugammadeks, cerrahi  prosedrleri
kolaylastirmak i¢in genel anestezi sirasinda indiiklenen noromiiskiiler blokajin
tersine cevrilmesi icin belirtilen ilk selektif néromuskdler blokér baglayici ajandir.
Sugammadeksin etki mekanizmasi, neostigmin ve edrofonyum gibi yaygin olarak
kullanilan reversal ajanlardan farklidir (65).

Sugammadeks molekiil baglayici bir ajandir ve asetilkolinesteraz veya baska
bir reseptdr sistemi Uzerinde herhangi bir etkisi yoktur. Bu nedenle rezidiel
noromiiskiiler blokajin geri ¢evrilmesi amaciyla antikolinerjik ilag kullanimina gerek
kalmamakta ve bu ilaglarin yan etki olasiliklart ortadan kalkmis olmaktadir (66).
y-siklodekstrin lipofilik i¢ yiiz ve hidrofilik dis yiize sahiptir; dolayisiyla suda
¢oziinebilir ve hidrofobik ilaglar icin hidrofilik tasima ayrica hidrofilik ilaglarin
gecirgenligini  artirarak  etki ~ gosterebilmektedir.  Siklodekstrinler  siklik
oligosakkaritlerdir ve steroidler gibi lipofilik molekilleri enkapstile edebilirler.
Boylece enkapsiile ettikleri maddeleri suda eriyebilir hale getirip hizlica idrar yoluyla
atilabilmelerini saglarlar (67).

Sugammadeks etkisini steroid yapili néromuskiler blokor ajanlarla 1:1
oraninda cok sik1 kompleksler olusturarak gosterir.
(rokuronyum>vekironyum>pankironyum).  Sugammadeks,  siiksinilkolin  ve
benzilizokinolon grubu nondepolarizan néromdaskdler blokorlere karsi etkisizdir;
clinkii bu ilaglar ile birlesme kompleksleri olusturamaz. Bu yilizden, eger
noromiskiiler blok sugammadeks ile geri dondirilmiisse ve yeniden bir
noromiiskiiler blokaj saglanmasi ihtiyaci ortaya ¢ikmissa, benzilizokinolon grubu bir
blokor kullanilmasi onerilir (68, 69).

Sugammadeks, rokiironyumu igine alip sararak inaktive eder. Bu olaya
“enkapsiilasyon” adi verilir. Serbest rokuronyum molekullerini 1:1 oranda yuksek
affinite ile selektif olarak baglar. Her bir yan zincirin sonundaki negatif yUkli
karboksil gruplari, rokiironyumun pozitif yiikli nitrojen atomlar1 ile iliskisi
elektrostatik baglanmayr arttirir.  Igerdigi polar hidroksil gruplari nedeniyle
hidrofobik kavitesi ve hidrofilik bir dig yilizii vardir. Hidrofobik etkilesimle
siklodekstrin kavitede ilac1 hapseder, hidrofilik dis ylizeyi sayesinde suda ¢6ziinebilir

bir kompleks olusturur. Rokiironyum ile olusturulan néromiiskiiler blok sirasinda,
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sugammadeksin 1V uygulanmasi serbest rokiironyum molekiillerinin plazmadan hizla
uzaklastirilmast ile sonuglanir. Bu durum, kalan rokiironyum molekiillerinin
noromuskiiler kavsaktan plazmaya hareketine sebep olan bir konsantrasyon
gradiyentine yol agar. Sonugta rokiironyumun néromuskiiler kavsakta azalmasiyla
noromuskiiler blokaj sonlanir. Boylece sugammadeks, baglayici bir ajan gérevi goriir
(70, 71).

Rokironyum sugammadeks kompleksinin stabilitesinde molekiiller arasi
kuvvetlerin etkilesimleri (Van der Waals baglar1), termodinamik (hidrojen baglari)
ve hidrofobik etkilesmeler rol oynar (71).

Sugammadeks, 1-16 mg/kg doz araliginda dogrusal farmakokinetik 6zellikleri
gosterir. Tek doz sonrasi sabit durum dagilim hacmi 1-141t’dir. Sugammadeks ve
sugammadeks rokironyum kompleksi, plazma proteinlerine veya eritrositlere
baglanmaz. Sugammadeks esasen idrarla degismeden ilag olarak atilir; eliminasyon
yaritlanma Omri 1,8 saattir. Rokuronyumdan sonra sugammadeks uygulamasi,
rokuronyumun plazma konsantrasyonunu arttirir, eliminasyon yarilanma Omriinii
%30 kisaltir ve idrar atitlimimi 2-3 kat arttirir. Bununla birlikte bu degisiklikler
noromuskiiler blok seviyesinde bir artis ile baglantili degildir (72).

Noromiiskiiler blokajin tersine donme zamani, yasl hastalarda geng eriskin
hastalardan daha yavastir; Bununla birlikte, yasli hastalarin ¢ogunlugunda (%75,5)
<4 dk igerisinde geri donisiim saglanmistir. 0,6 mg/kg rokuronyumu takiben 2
mg/kg dozda sugammadeks alan bebekler, ¢ocuklar, ergenler ve erigkinlerde
noromiiskiiler blokajin ortadan kalkmasi igin ortalama siire <1,9 dakika idi. Normal
bobrek fonksiyonu olan hastalar ile ciddi bobrek yetmezligi olan hastalar arasinda, 2
mg/kg dozunda sugammadeksin etkinligi farkli degildi. Altta yatan kalp veya akciger
hastaliginin, sugammadeksin etkinligi iizerinde herhangi bir etkisi yoktur (72).
Sugammadeksin hemodinamik parametreleri, solunumu, kan pihtilasmasini veya
termoregulasyonu etkiledigi gosterilmemisti. Yiiksek dozlardan sonra metalik aci tat,
ag1z kurulugu, aPTT de kisa siireli ancak klinik olarak anlamsiz uzama goriilmiistiir

(73, 74).
Morbid obez (BMI>30kg/m2) hastalarda sugammadeks, ayarlanmis veya

hatta ideal bir viicut agirligina gore hesaplanmalidir (74).
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Sugammadeks, serotonin tip 3 reseptorlerini (ondansetron ve bu gruptaki
diger ilaglar1) dogrudan etkileyen ilaglarla, ranitidin ve verapamille uyusmaz. Bu
nedenle, bu ilaglar karistirilmamali, intravendz hattin durulanmasindan sonra
ugulanmalidir (74).

Kreatin klerensi <30ml/dk yapilan ¢alismalarda 2mg/kg ve 4mg/kg dozlarda
sugammadeks kullanilmis olup sugammadeks ya da sugammadeks-rokironyum
kompleksinin atilimi gecikmistir; bununla birlikte bu hastalarda néromiskiler

blogun yeniden olusmasina dair herhangi bir isaret goriilmemistir (75, 76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Secimi

Bu calismada Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuari’ndan temin edilen, agirliklart 220-260 gr
arasinda degisen 36 adet erigkin Wistar Albino tipi disi rat kullanildi. Deney
hayvanlari, ¢caligma baslangicina kadar adaptasyonlarinin saglanmasi i¢in 12 saat
aydinlik-12 saat Kkaranlik ortamda tutulmus; standart rat yemi ve suyla
beslenmislerdir. Cerrahi islemden 6nceki 12 saat boyunca sadece su igmelerine izin
verilmistir. Deneklere yapilacak islemler konusunda Abant Izzet Baysal Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu’nun 15.11.2017 tarih ve 2017/48 sayili onayi
alindi. Deneyler Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalari
Laboratuari’nda gergeklestirildi.

3.2. Anestezi Uygulamasi

Calismaya dahil edilen biitiin ratlara deneye baslangic asamasinda ayni
anestezi indiksiyonu uygulandi. Anestezi 90mg/kg ketamin (Ketalar ®, Pfizer
Pharma GMBH,Germany) ve 10mg/kg ksilazin HCI (Alfazyne®, %2, Alfasan
International, 3440 AB, Woerden, Holland) ile IM enjeksiyon yolu kullanilarak
saglandi.

3.3. Deney Gruplar

Grup 1 (sham grubu n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-ksilazin anestezisi
sonras1 sadece laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu yapildi. 30 dk
sonra, 1ml %0,9°luk NaCl IV olarak uygulandi. Sonrasinda 240 dk anestezi altinda
bekletildi. Sonrasinda karaciger dokusu Ornegi alindi ve torakotomi yapilarak
intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.

Grup 2 (kontrol grubu n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-ksilazin anestezisi
sonrasi laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu yapildi. Atravmatik
buldog klemp ile hepatik pedikiil sikistirilarak karaciger iskemisi olusturuldu. 30 dk
iskemi sonrasi, buldog klemp kaldirild1 ve 1ml %0,9’luk NaCl IV olarak uygulandi.
240 dk reperflizyon sonrasi karaciger dokusu 6rnegi alindi ve torakotomi yapilarak
intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.

Grup 3 (I/R-sugammadeks 16mg/kg n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-

ksilazin anestezisi sonrasi laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu
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yapildi. Hepatik pedikil diseke edildikten 30 dakika sonra sugammadeks 16mg/kg
IV olarak uygulandi. 240 dakika sonra karaciger doku 6rnegi alindi ve torakotomi
yapilarak intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.

Grup 4 (I/R-sugammadeks 96mg/kg n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-
ksilazin anestezisi sonrasi laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu
yapildi. Hepatik pedikil diseke edildikten 30 dakika sonra sugammadeks 96mg/kg
IV olarak uygulandi. 240 dakika sonra karaciger dokusu 6rnegi alindi ve torakotomi
yapilarak intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.

Grup 5 (i/R+sugammadeks 16mg/kg n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-
ksilazin anestezisi sonrasi laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu
yapildi. Atravmatik buldog klemp ile hepatik pedikiil sikistirilarak karaciger iskemisi
olusturuldu. 30 dk iskemi sonrasi, buldog klemp kaldirild1 ve sugammadeks 16mg/kg
IV olarak uygulandi. 240 dk reperfiizyon sonrasi karaciger dokusu 6rnegi alindi ve
torakotomi yapilarak intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.

Grup 6 (I/R+sugammadeks 96mg/kg n=6): Bu gruptaki ratlara ketamin-
ksilazin anestezisi sonrasi laparotomi uygulandi ve hepatik pedikiil diseksiyonu
yapildi. Atravmatik buldog klemp ile hepatik pedikiil sikistirilarak karaciger iskemisi
olusturuldu. 30 dk iskemi sonrasi, buldog klemp kaldirild1 ve sugammadeks 96mg/kg
IV olarak uygulandi. 240 dk reperfiizyon sonrasi karaciger dokusu 6rnegi alindi ve
torakotomi yapilarak intrakardiyak kan alindi. Ratlar bu yontemle sakrifiye edildi.
3.4. Deneyin Yapilisi ve Orneklerin Alinmasi

Bu ¢alismada, 36 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Hayvanlar, rastgele ve
her grupta 6 rat bulunacak sekilde 6 esit gruba ayrildi. Anestezi indiiksiyonu yapilan
ratlar gruplarina gore tek tek cerrahi igleme hazirlandi. Her rat, supin pozisyonda
cerrahi diizenege sabitlendi, karin 6n duvar tiiylerden arindirildi ve batikonla silindi.
Yaklagik 3cm’lik insizyon sonrasit batin organlari goriiniir hale geldi ve hepatik
pedikil diseke edildi. Ilgili gruplarda atravmatik vaskiiler klemp ile hepatik pedikiil
sikistirllarak 30 dk iskemi uygulandi. Karaciger iskemisi hepatik arterde pulsasyon
olmamasi ve dokunun soluklasmas ile dogrulandi. Iskemi uygulanan gruplara 30 dk
iskemi sonrasi; iskemi uygulanmayan gruplara ise hepatik pedikiil diseke edildikten
30 dk sonra gruplara gore toplam hacim 1ml olacak sekilde onceden belirlenmis

ilaglar (16mg/kg sugammadeks, 96 mg/kg sugammadeks ve %0,9’luk NaCl) kuyruk

37



veninden yerlestirilmis olan 24G intraket ile uygulandi. Sonrasinda ratlar 240 dk
boyunca gozlendi. Gereken ratlarda tekrar anestezi uygulandi. Bekleme siireleri
boyunca batin 1slak steril tamponlar ile kapatildi.

240 dk bekleme siiresi sonrasinda tiim hayvanlara goglis 6n duvari orta hat
insizyonu ile torakotomi yapildi. Agiga cikan kalpten Scc enjektor ve 21 Gauge
enjektdr ignesi kullanilarak intrakardiyak kan alindi. Deney sonunda hayvanlar
eksanguinasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Islem sonunda alinan kan drnekleri santrifuj edilerek serumlarma ayrildi ve bu
serum Ornekleri daha sonra alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, total

oksidatif stres, total antioksidan kapasite, oksidatif stres indeksi, total tiyol ve native
tiyol ¢aligilmak iizere biyokimya laboratuarinda -80°C’de saklandi.

Almman karaciger doku Ornekleri histopatolojik olarak incelenmek amaciyla
histoloji laboratuarina %10 formalin soliisyonu igerisinde teslim edildi.
3.5. Histolojik degerlendirme
Alinan karaciger dokular1 %10’luk formalin ile 24 saat fikse edildi ve rutin
doku takibi sonrasi parafine gomiildi. Parafin bloklardan 4um kalinliginda kesitler
alindi. Alian kesitlere dokunun histolojik yapis1 hakkinda bilgi edinilebilmesi ve
skorlama yapilmasi i¢in Mayers’in hematoksilen-eozin (HE) boyamasi uygulandi.
HE uygulanan kesitlerde bir histoloji uzmani tarafindan Suzuki skorlamasi yapildi.
(Tablo 3.1). Apoptotik hucrelerde DNA fragmantasyonunu tespit etmek igin,
TUNEL (Millipore “ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit)
metodu uygulandi. Hematoksilen ile zit boyama uygulanan kesitlerde ve 1s1k
mikroskobu kullanilarak x40 objektif ile 20 alandaki boyanan hiicreler sayildi.
Incelemelerde Nikon eclipse 80i 151k mikroskobu ve NIS-Elements D3.2 programi
kullanildi. Immunohistokimyasal olarak vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin
ekspresyonunu degerlendirmek i¢in VEGF (1:250 dilution; Abcam, Cambridge, UK,
ab46154) kullamldi. Immunohistokimyasal VEGF ve TUNEL degerlendirmelerinde
x40 objektif ile 20 alandaki + boyanan hiicreler sayildi. VEGF’i eksprese eden
hiicrelerin yiizdesi, immiinohistokimyasal boyamanin yogunluguna ve boyanan

hiicrelerin yiizdesine bagli olarak semikantitatif olarak siniflandirildi.
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Bu siniflandirmaya gore;

Grade 0; hucrelerin %0-24'iinde diisiik yogunluklu boyanmast,

Grade 1; hiicrelerin %25-49'unda diisiik veya orta yogunlukta boyama,

Grade 2; hiicrelerin %50-74'linde orta veya gucli boyanma

Grade 3; hicrelerin %75-100tinde kuvvetli yogunluklu boyama olarak
degerlendirildi.

Tablo 3.1. Hepatik iskemi/reperfiizyon hasarinin degerlendirmesi i¢in Suzuki

skorlamasi
Sinuzoidal
Skor ) Vakuolizasyon Nekroz
konjesyon
0 Yok Yok Yok
Tek hiicre
1 Hafif Hafif
nekrozu
2 Orta Orta 900-30
3 Yiksek Yiksek %30-60
4 Ciddi Ciddi >%60

3.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Deney sonunda intrakardiyak olarak alinan kan ornekleri 4000 rpm’de
santrifiij edilip serumlarina ayrildi. Serum 6rnekleri daha sonra ¢alisilmak iizere -
80°C’de muhafaza edildi. Uygun laboratuar kitleri elde edildiginde dondurulmus
serum Ornekleri asamali olarak ¢ozdiriildii. Alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) duzeyleri Architect c4000 (Abbott, Chicago, IL,
ABD) otoanalizérunde olculdi. Serum Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve serum
Total Oksidan Seviyesi (TOS) duzeyi, ticari kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
Tirkiye) kullanilarak Architect c4000 (Abbott, Chicago, IL, ABD) otoanalizériinde
Olculdi. Total Oksidan Seviyesi(TOS)/Total Antioksidan Seviyesi(TAS) seklinde
boltnerek oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. Serum native tiyol diizeyi (-SH)
ve total tiyol dlzeyi (-SH + -S-S-), ticari Kkiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
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Tiirkiye) kullanilarak Architect c4000 (Abbott, Chicago, IL, ABD) otoanalizoriinde
olculdu.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences
24(SPSS 24.0, Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Verilerin normallik testleri
Shapiro Wilks analizi ile yapildi. Normal dagilim gdsteren serum native tiyol ve
serum total tiyol icin One Way Anova testi uygulandi. Dagilim1 homojen gruplar igin
Tukey testi, heterojen gruplar icin Games-Howel testi yapildi. Biyokimyasal
incelemede ALT, AST, TAS, TOS, OSIi, total ve native tiyol diizeyi; histolojik
incelemede VEGF, TUNEL ve Suzuki skoru normal dagilmadigindan Kruskal Wallis
varyans analizi yapildi. Gruplarin ikili karsilastirmalari igin Mann-Whitney U testi
kullanilarak tiim veriler ortalama + standart sapma (ort £ ss) olarak gdsterildi.

Istatistiksel olarak p< 0,05 degeri anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari

Gruplar ALT degeri agisindan degerlendirildiginde sham grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile karsilastirildiginda her iki grup
ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir  (p>0,05).
[/R+sugammadeks 16mg/kg grubu ile I/R+sugammadeks 96mg/kg grubu kendi
aralarinda  karsilagtinldiginda aralarinda  istatistiksel olarak anlamli  fark
bulunmamistir (p>0,05). Ancak sugammadeks uygulanmasinin ALT degerinde

diisiise yol actig1 goriilmiistiir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Gruplarin ortalama ALT degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler £SS
Sham 6 78,1+16,2
ol € 758,8+682,1°
I/R-Sugammadeks 6 68,2+25,9
16mg/kg
I/R-Sugammadeks 6 252,5+43
96mg/kg
[/R+Sugammadeks 6 431,1+417,9
16mg/kg
I/R+Sugammadeks 6 525,8+565,6
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.1. ALT degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama AST degerleri

Gruplar AST degeri agisindan Karsilastirildiginda sham grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile karsilastirildiginda her iki grup
ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir  (p>0,05).
[/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05)
(Tablo4.2, Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplarin ortalama AST degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler £SS
Sham 6 392+79

Kontrol 6 1284,3+904,7°

I/R-Sugammadeks 6 316+136,3
16mg/kg

I/R-Sugammadeks 6 575,5+438,7
96mg/kg

[/R+Sugammadeks 6 1388+1203,3
16mg/kg

[/R+Sugammadeks 6 771,3+663,6
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.2. AST degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama TAS Degerleri
Gruplar TAS degeri acisindan degerlendirildiginde sham grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
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ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplar karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0,05). I/R+sugammadeks 16mg/kg ve
[/R+sugammadeks 96mg/kg gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmalarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0,05). Ancak sugammadeksin TAS

degerinde artisa yol agtig1 gézlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Gruplarin ortalama TAS degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerlerSS
Sham 6 1,45+0,07
Kontrol 6 2,040,752
I/R- Sugammadeks 6 1,41+0,34
16mg/kg
I/R- Sugammadeks 6 2,12+1,21
96mg/kg
I/R+ Sugammadeks 6 3,15+1,03
16mg/kg
I/R+ Sugammadeks 6 3,16+0,93
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.3. TAS degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama TOS Degerleri

Gruplar TOS degeri agisindan karsilastirildiginda sham grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmugstur (p<0,05). Kontol grubu
ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96 mg/kg gruplari ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli  fark  bulunmamistir  (p>0,05). [/R+sugammmadeks 16mg/kg ve
[/R+sugammadeks 96mg/kg gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Ayrica sugammadeksin TOS degerinde
beklenenin aksine ylikselmeye neden oldugu gozlenmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).
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Tablo 4.4. Gruplarin ortalama TOS degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 12,3451

Kontrol 6 29 6+102

I/R- Sugammadeks 6 12,1+3,9
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 24,9420
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 49.3+31,5
16mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 50,5+11,4
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.4. TOS degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama OSI Degerleri

Gruplar OSI degeri agisindan degerlendirildiginde sham grubu ile kontrol

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
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ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli  fark  bulunmamistir  (p>0,05). [/R+sugammadeks 16mgkg ve
[/R+sugammadeks 96mg/kg gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Ayrica sugammadeksin
16mg/kg ve 96mg/kg dozlarinin da OSI degerinde beklenenin aksine artisa yol agtig1
gozlenmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarn ortalama OSI degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler£SS
Sham 6 8,5+3,4

Kontrol 6 14.7+2 22

I/R- Sugammadeks 6 8,6+2,8
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 11,4+6,8
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 15,4+9
16mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 16,6+4,1
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.5. OSI degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama serum native tiyol degerleri

Gruplar serum native tiyol degeri acisindan karsilastirildiginda sham grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Kontrol grubu, I/R+sugammadeks 16mg/kg grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmustur (p<0,05). I/R+sugammadeks 96mg/kg grubu ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).
[/R+sugammadeks 16mg/kg grubu ile I/R+sugammadeks 96mg/kg grubunun kendi
arasinda karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05)
(Tablo 4.6, Sekil 4.6).
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Tablo 4.6. Gruplarin serum native tiyol ortalamalar:

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 168,5+34

Kontrol 6 220,7+57,5%

I/R- Sugammadeks 6 180,6+15,6
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 203,1+22,9
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 114,3+332P
16mg/kg

[/R+ Sugammadeks 6 253 6+45,2°
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
mevcut (p<0,05).
c: I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
mevcut (p<0,05).

c: I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.6. Serum native tiyol degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ortalama serum total tiyol degerleri

Gruplar serum total tiyol degeri agisindan degerlendirildiginde sham grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Kontrol grubunun I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg
gruplart ile karsilastirilmasinda her iki grupla da arasinda anlaml fark bulunmamigtir
(p>0,05). I/R+sugammadeks 16mg/kg ile I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplarmin
kendi aralarinda Kkarsilastirilmasinda da istatistiksel olarak anlamli  fark

bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.7, Sekil 4.7).
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Tablo 4.7. Gruplarin serum total tiyol ortalamalar

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 132,8452,7

Kontrol 6 107,1471,32

I/R- Sugammadeks 6 170+28,5
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 157,4+26,9
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 135,3456,5
16mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 87+51,3
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

Sekil 4.7. Serum total tiyol degerlerinin gruplara gére dagilimi

51




Histolojik Degerlendirme Bulgular:

Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda, sham grubunun Suzuki skor
ortalama degeri, diger tiim gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (Her grup i¢in p<0,05). Dolayisiyla sham grubunda en az beklenen
Suzuki skoru istatistiksel olarak da gosterilmistir. Kontrol grubunun Suzuki skorlama
degeri 1/R+sugammadeks 96mg/kg ve 16mg/kg gruplan ile karsilastirildiginda her
iki grupla istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Sugammadeks
96mg/kg grubu ile sugammadeks 16mg/kg grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda
Suzuki skorlamasi degerinde azalma sugammadeks 96mg/kg grubunda istatistiksel
olarak daha fazla olarak degerlendirildi (p<0,05) (Tablo 4.8, Sekil 4.8).

Tablo 4.8. Gruplarin Suzuki skoru ortalamalari

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 0,08+0,1

Kontrol 6 2,3+0,22

I/R- Sugammadeks 6 0,1+0,1
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 0,1+0,1
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 1,0+03P
16mg/kg

[/R+ Sugammadeks 6 1,3+020P¢
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark mevcut (p<0,05).
c: I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg grupalri arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark mevcut (p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplar ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark mevcut (p<0,05).

c: I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut
(p<0,05).

Sekil 4.8. Suzuki skorunun gruplara gére dagilimi
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Hematoksilen Eozin ile boyama

A) Sham grubu (HE x scale bar 100 um), B) Kontrol grubu (HE, scale bar 50 ym), C) I/R-
Sugammmadeks 16mg/kg (HE x scale bar 100 pm), D) i/R- Sugammmadeks 96mg/kg (HE x scale
bar 100 pm), E) I/R+ Sugammmadeks 16mg/kg (HE, scale bar 100 um), F) I/R+ Sugammmadeks
96mg/kg (HE scale bar 100 um)

Sekil 4.9. Gruplara ait HE ile boyanan dokularin kesitleri
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HE boyama sonucunda elde edilen kesitlerde sham grubunda karaciger
dokusuna ait gorunttler genel olarak normal izlendi. Kontrol grubunda ise yaygin
olarak orta derecede konjesyonla beraber siniizoidlerde dilatasyon, bazi alanlarda
polimorfonikleer 16kosit infiltrasyonunda artis, nekrotik hepatositler ve
vakuolizasyon mevcuttu. I/R-sugammadeks 16mg/kg ve I/R-sugammadeks 96mg/kg
gruplarina ait kesitlerde nadir alanlarda hafif derecede I6kosit birikimi gorilse de
genel olarak sham grubuna benzer normal histolojik yap1 izlendi. I/R+sugammadeks
16mg/kg grubunda kontrol grubuna goére daha diizenli hepatosit kordonlari, azalmis
dilatasyon, konjesyon ve nadir nekroz goriildii. I/R+sugammadeks 96mg/kg
grubunda ise iskemi ve reperfliizyon hasarinin daha fazla geriledigini ve beraberinde
diisiik skorlama degeri goriildii. Bu durumda HE boyamada sugammadeksin I/R
hasarinda iyilestirici etkinligi oldugu histopatolojik acidan gosterilmistir. Iskemi
sonrast uygulanan 96mg/kg sugammadeksin etkinligi 16mg/kg’a gore daha fazla

bulunmustur.

TUNEL metodu ile boyama

TUNEL degerlendirmelerinde x40 objektif ile 20 alandaki + boyanan
hiicreler sayildi. Buna gore ortalama degerler elde edildi.

Gruplar TUNEL boyama agisindan degerlendirildiginde sham grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplar ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). I/R+sugammadeks 16mg/kg
ve 96mg/kg gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda TUNEL + boyanma orani
istatistiksel olarak I/R+sugammadeks 96mg/kg grubunda daha az olarak bulunmustur
(p<0,05).
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Tablo 4.9. Gruplarin TUNEL ile + boyanmasina gore ortalama degerleri

Gruplar Hayvan sayisi(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 1,2+0,2

Kontrol 6 10,3+0,52

I/R- Sugammadeks 6 1,4+0,4
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 1,4+0,6
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 7.9+0,7P
16mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 4,620,6°¢
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplar ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark mevcut (p<0,05).

c: [/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut
(p<0,05).
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Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark mevcut (p<0,05).

C:

[/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut

(p<0,05).

Sekil 4.10. TUNEL + boyanma degerlerinin gruplara gore dagilimi
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A) Sham grubuna ait + boyanma, B) Kontrol grubunda + boyanan hiicre sayisinda artig(ok), C) I/R-
sugammadeks 16mg/kg ve D) I/R- sugammadeks 96mg/kg gruplarinda az sayida + boyanma, E) I/R+
sugammdeks 16mg/kg ve F) I/R+ sugammadeks 96mg/kg grubuna ait azalmis + boyanma goriilmekte
(ok)(scale bar 50 pm).

Sekil 4.11. Gruplara ait TUNEL + boyanan dokularin kesitleri

Immiinohistokimyasal olarak TUNEL metodu uygulanan kesitlerde; kontrol
grubunda + boyanan apoptotik hiicre sayisinda sham grubuna gére artis goriildii. I/R-
sugammadeks 16mg/kg ve I/R-sugammadeks 96mg/kg gruplarinda ise apoptotik
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hiicre oram1 sham grubuna benzer degerlerde izlendi. Ayrica /R sonrasi
sugammadeks uygulanan gruplarda kontrol grubuna goére + boyanan apoptotik hiicre
sayisinda azalma oldugu ve I/R+sugammadeks 96mg/kg grubunda bu azalmanin
daha fazla oldugu tespit edildi. Bu durumda TUNEL boyamada sugammadeksin I/R

hasarinda iyilestirici etkinligi oldugu histopatolojik agidan gosterilmistir.
VEGF ile boyama
VEGF degerlendirmelerinde x40 objektif ile 20 alandaki + boyanan hicreler

sayildi. Buna gore ortalama degerler elde edildi.

Tablo 4.10. Gruplarin VEGF ile + boyanmasina gore ortalama degerler

Gruplar Hayvan say1si(n) Ortalama degerler+SS
Sham 6 0,008+0,01

Kontrol 6 2.4+0,32

I/R- Sugammadeks 6 0,02+0,05
16mg/kg

I/R- Sugammadeks 6 0,02+0,03
96mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 1,8+0,09"
16mg/kg

I/R+ Sugammadeks 6 1.2+1 70C
96mg/kg

n:hayvan sayisi, degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplari ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark mevcut (p<0,05).
c: [/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut

(p<0,05).
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a: Sham grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut (p<0,05).

b: Kontrol grubu ile I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg gruplar ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark mevcut (p<0,05).

c: I/R+sugammadeks 16mg/kg ve 96mg/kg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcut
(p<0,05).

Sekil 4.12. VEGF + boyanma degerlerinin gruplara gére dagilimi

Gruplar VEGF boyama agisindan degerlendirildiginde sham grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
ile de I/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). I/R+sugammadeks 16mg/kg
ve I/R+sugammadeks 96mg/kg gruplar1 kendi araalrinda karsilastirildiginda VEGF +
boyanma orani istatistiksel olarak I/R+sugammadeks 96mg/kg grubunda daha az

olarak bulunmustur (p<0,05).
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A) Sham grubu (scale bar 100 pm), (B) Kontrol grubunda + boyanma yogunlugunda artis (scale bar
100 pm), C) I/R- sugammadeks 16mg/kg (scale bar 100 um) ve D) I/R- sugammadeks 96mg/kg (scale
bar 50 um )uygulanan gruplarda sham grubuna benzer olarak diisiik oranda + boyanma, (E) I/R+
sugammadeks 16mg/kg ve F) I/R+ sugammadeks 96mg/kg ait azalmis + boyanma goriilmekte (scale
bar 50 um).

Sekil 4.13. Gruplara ait VEGF + boyanan dokularin kesitleri

Immiinohistokimyasal olarak VEGF uygulanan gruplarda; genel olarak
hepatik triad ve santral ven cevresindeki hiicrelerde eksprese edildigi goriildi.
Kontrol grubunda yaygin olarak VEGF ile + boyanmanin artmis oldugu goruld.
Bununla beraber I/R-sugammadeks 16mg/kg ve I/R-sugammadeks 96mg/kg
uygulanan gruplarda ise VEGF ekspresyonunun sham grubuna yakin oldugu goriildii.
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[/R+sugammadeks 16mg/kg ve I/R+sugammadeks 96mg/kg uygulanan gruplarda
belirgin olarak azaldig1 gozlendi. Bu azalma I/R+sugammadeks 96mg/kg uygulanan

grupta daha fazlayd.
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5. TARTISMA

Sok, hipovolemi gibi diisiik kan akimi durumlanyla, karaciger ile ilgili
cerrahi girisimler, ¢esitli cerrahi prosediirlerle iligskili veya nakil i¢in organ alimi
sirasinda oldugu gibi baz1 klinik durumlarda karacigerde I/R hasar1 ortaya ¢ikabilir
(23). Bu hasarin mekanizmalarimin bilinmesi ve hasar1 azaltan onlemler ve ilaglarin
arastirilmast  karaciger cerrahisinin  basarisim1  artirmak, kronik karaciger
hastaliklarinin hasarini azaltabilmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. I/R hasarimni
azaltmak amaciyla bir¢ok ajan ve yontem ile bircok c¢alisma yapilmistir.
Antioksidanlar, serbest radikal ve noétrofil inhibitorleri, iskemik Onkosullanma,
hipotermi gibi fizyolojik, farmakolojik ve yapisal tedavi prensipleri karaciger
hasarini azaltmak veya Onlemek i¢in denenmistir (77, 78). Ancak halen ideal bir
yontem bulunamamustir.

Karaciger hasarinin tanisi ve takibinde karaciger fonksiyon testleri 6nem arz
etmektedir. Yabe ve ark. (79) karacigerde I/R sonucunda AST ve ALT diizeylerinin
artigin1 ve bu artisgin I/R sonucu olusan serbest radikallerin dokuda meydana
getirdigi hasara bagli olabilecegini ileri stirmiislerdir. Kiguk ve ark. (77) 60 dk
karaciger iskemisi sonrast 120 dk reperflizyon modelinde amrinon uygulamasinin
serum AST, ALT ve LDH degerlerini diislirdiigiinii ve histopatolojik olarak hasari
azalttigim belirtmislerdir. Aslan ve ark. (80) yaptiklar1 ¢aligmada pentoksifilinin I/R
hasarinda serum transaminaz seviyelerini diigiirdiiglinii gdstermislerdir. Ayganim ve
ark. (81) ise karaciger iskemi reperflizyon hasarinda levosimendanin etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda AST ve ALT degerlerinde istatsitiksel olarak anlaml
diislis saptamamislardir. Bizim g¢alismamizda sugammadeksin her iki dozunun da
ALT degerinde diisiise yol agtigi; ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 gorildi. AST degerinde ise sayisal olarak diislise yol agmadigi ve bu
durumun istatistiksel olarak anlamli olmadig: goruldi.

Yildiz ve ark. (82) yaptiklar1 ¢aligmada nigella sativa (¢orek otu) nin
karaciger I/R hasarinda oksidatif stresi belirgin derecede azalttigini bulmuslardur.
Vali ve ark. karaciger I/R modelinde beta vulgaris rubra (pancar) nin TAS degerinde
artisa neden oldugunu gostermislerdir (83). Kandis ve ark. (84) yaptiklar1 ¢alismada
karaciger I/R hasarinda urtica dioica (1sirgan otu) nun TAS diizeylerinde diisiis ve

TOS duzeyinde artisa neden oldugunu gostermislerdir. Saglik A. ve ark. ratlarda
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hepatik iskemi olusturmus ve N-asetilsistein, flumazenil ve deksmedetomidin
oksidatif hasar Uzerine etkilerini arastirmiglardir. Histopatolojik olarak iyilesme
sagladiklarini istatistiksel olarak kanitladiklari ilag gruplarinda TAS, TOS ve OSI
acisindan anlaml1 bir fark saptamamislardir. Bu sonucu I/R hasarinda inflamatuar
stireclerin daha etkili olabilecegine ve dl¢lim tekniklerinin zorluguna baglamislardir
(85). Bizim g¢alismamizda da sugammadeksin her iki dozunun da TAS degerini
artird181; ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gdzlendi. TOS ve OSI
degeri de beklenenin aksine yiiksek olgiilmiis olup bu degerler de istatistiksel olarak
anlamli degildi.

Ivanov ve ark. yaptiklar1 calismada tiyol disilfit diizeyi ile serebral iskemi
arasinda korelasyon saptamislardir (86). Venkataiah ve ark (87) diyabetik ratlar
izerine yaptiklar calismalarinda alloksanin tiyol disiilfit seviyelerinde anlamli artisa
yol actigini gozlemlemislerdir. Chroni ve ark. (88) tikanma sariliginin beyin iizerine
etkisini inceledikleri bir ¢aligmada tiyol disiilfit seviyelerini kullanarak oksidatif
stresi gozlemlemislerdir. Bizim ¢aligmamizda da sugammadeksin serum native tiyol
ve total tiyol seviyeleri tizerine anlamli etkisi gézlenmemistir.

Yapilan calismalar incelendiginde karaciger I/R modellerinde genel olarak
30- 60 dk iskemi ve sonrasinda da 30-60 dk reperfiizyon yapildigi goriilmektedir
(79). Gonul ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, karaciger iskemi siiresini 1 saat ve
reperflizyon suresinin de 4 saat seklinde uygulamislardir (89). Zhou ve ark. (90) 30
dk Kkaraciger iskemisi, 24 saat reperfizyon uyguladiklart karaciger I/R
caligmalarinda; bobrek ve akcigerde deksametazonun koruyucu etkilerini
arastirmuglardir. Sonug olarak; TNF-a ve IL-1pB diizeylerinde sham grubuna gore I/R
grubunda artma, I/R+deksametazon grubunda ise I/R grubuna gore azalma oldugunu
gormiislerdir. Kapan ve ark. ¢alismalarinda ratlarda 30 dk karaciger iskemisi, 30 dk
reperfiizyon uygulamislardir. Bu ¢alismada bdbrek dokusunda TAS diizeyinin; I/R
grubunda sham grubuna gore anlamli olarak arttigini gézlemlemislerdir (91). Biz de
calisjmamizda 30 dk iskemi sonrasi 4 saat reperfiizyon uyguladik ve I/R hasari
olustugunu gozlemledik.

Kip ve ark. (92) yaptiklari ¢alismada sugammadeksi diisiik (16mg/kg) ve
yiiksek (96mg/kg) olarak iki farkli dozda wuygulamiglardir. Yiiksek doz

sugammadeksin bobrek dokusuna zararini biyokimyasal ve histopatolojik olarak
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gostermislerdir. Ozbilgin ve ark. (9) sugammadeksin serebral iskemi reperflizyon
hasarindaki etkinligini arastirmiglar ve sugammadeksi 16mg/kg ve 100mg/kg olarak
iki farkli dozda uygulamislardir. Calismanin sonucunda her iki dozun da
noroprotektif etkili oldugunu gostermislerdir. Biz de literatlirdeki bu ¢alismalar1 goz
onunde bulundurarak ¢aligmamizda sugammadeksi 16mg/kg ve 96mg/kg dozlarinda
uyguladik.

[/R hasarinin tespiti ve hasar seviyesinin degerlendirilmesinde cesitli
imminohistokimyasal — yontemler kullanilmaktadir.  Selzner ve ark. (93)
calismalarinda I/R hasar1 olan ratlardaki karaciger Kesitlerinde HE boyama ile
vakuolizasyon, sintizoidal dilatasyon, apoptoz ve nekrozda artis tespit etmislerdir.
Eryilmaz ve ark. (94) neupogenin karaciger dokusu lizerine etkisini arastirdiklar
calismalarinda HE boyama ile neupogenin fokal nekroz, portal inflamasyon,
apoptozda ve nekrozda azalmaya yol actigin1 géstermislerdir.

HE ile yapilan bu incelemeden farkli olarak Kasahara ve ark. (95) insan
karaciger dokusunda TUNEL yontemini kullanarak boyama yapmislardir. Karaciger
hasar1 ile TUNEL + boyama arasinda korelasyon oldugunu gostermislerdir. Shi ve
ark. (96) da karbon tetrakloriiriin karaciger hiicre DNA’sina yaptigi hasari
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda TUNEL yontemi ile, karbontetraklorir uygulanan
ratlarda karaciger hiicresinde apaptozisin arttigin1 gostermislerdir.

Giires ve ark. (97) karaciger I/R hasarinda papaverinin etkisini inceledikleri
bir ¢alismada Suzuki skorlamasi kullanarak papaverin uygulanan grupta karaciger
hasariin anlamli olarak daha diisiik oldugunu gostermislerdir.

Bizim c¢alismamizda da HE boyamada sugammadeksin vakuolizasyon,
sinizoidal dilatasyon, apoptoz ve nekrozda azalmaya yol agtigi; bu azalmanin
sugammadeksin uygulandigi her iki dozda da daha fazla oldugu g6zlenmistir.
Sugammadeks uygulanmasinin I/R  hasarinda VEGF ile boyanmada DNA
ekspresyonunda azalma ve TUNEL ile boyanmada da apoptoziste azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Her iki boyama yontemlerinde de sugammadeksin 96mg/kg
etkinligi 16mg/kg’a gore daha fazla oldugu goézlenmistir. Sugammadeksin daha
diisitk Suzuki skorlarma neden oldugu ve 96mg/kg uygulanan dozunun daha etkin

oldugu gozlenmistir.
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Calismanmizda sugammadeksin I/R hasari iizerindeki histopatolojik iyilestirici
etkisinin biyokimyasal parametlere gore daha net bir sekilde tespit edilmis olmasi,
I/R hasarinda inflamatuar siireglerin daha yaygin ve etkin oldugunu gosterebilir.
Bununla birlikte histolojik inceleme yontemlerine kiyasla biyokimyasal 6l¢iimlerin
daha komplike ve zor olmasi, oksidatif stres, antioksidan kapasite, native tiyol ve
total tiyol seviyelerinin, iskemi ve reperfiizyonunun siiresine ve canli organizmanin
metabolizmasina dogrudan bagli olmasimin sonuglar1 etkilemis olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC

Calismamizda ratlarin histopatolojik incelenmesinde; iskemi sonrasi
uygulanan sugammadeksin 16mg/kg ve 96mg/kg dozlarimin HE, VEGF VE TUNEL
boyamada vakuolizasyon, sinlzoidal dilatasyon ve apopitoz/nekrozu azalttigy,
TUNEL, VEGF boyamalarda apopitotik hiicre sayisi ve Suzuki skorlamasi ile
degerlendirildiginde iskemi sonrasi sugammadeksin 16mg/kg ve 96mg/kg dozlarinda
diisiik hasar skorlar1 elde edildigi ve histopatolojik olarak sugammadeksin 96mg/kg
uygulanmasi ile daha olumlu sonuglar elde edildigi gosterilmistir. Calismamizda
degerlendirdigimiz biyokimyasal parametrelerde sugammadeksin anlamli degisiklige

yol agmadigi gézlenmistir.
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