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OZET

Amag: Bu calismada karaciger iskemi reperfiizyonun (IR) neden oldugu hasarin,
birtakim biyokimyasal ve histopatolojik parametreler iizerinden degerlendirilmesi ve
Glikoprotein Ilb/Illa inhibitori olan, Tirofiban Hidroklorid (TH) uygulamasinin, bu
parametrelerde olusabilecek degisikliklere etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.

Yontem: Bu amagla Wistar Albino tiirii erkek sicanlarda, karaciger dokusunda
portal ven, hepatik arter ve safra yollarina 45 dakika iskemi, hemen sonrasinda 60
dakika reperfiizyon uygulandi. Gruplardan birine iskemiden 30 dakika dnce, baska
bir gruba reperfiizyondan 30 dakika once TH intraperitonel olarak verildi. Deney
sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve doku 6rnekleri alindi.

Bulgular:  Karaciger fonksiyonlarimi  degerlendirmek amaciyla serumda
aspartataminotransaminaz  (AST), alaninaminotransaminaz (ALT) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) seviyeleri olgiildii. Karaciger doku Orneklerinde katalaz,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) diizeyleri 0l¢iildii. Alinan karaciger
doku ornekleri Hemotoksilen Eosin ile boyandiktan sonra i1sik mikroskopunda
histopatolojik olarak incelendi. Serumda 6lgiilen AST, ALT ve LDH degerlerinde IR
sonucunda artis gozlenirken, TH verilen gruplarda bu parametrelerde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiis saglanmistir. IR gruplarinda doku diizeyindeki katalaz,
SOD ve GSH degerlerinde azalma gozlenmistir. TH verilen gruplarda ise antioksidan
degerlerinde IR gruplarma gore artis gdzlenmistir. Histopatolojik olarak IR hasarinin
gostergesi olan hepatoselliiler seviyedeki hasar, TH uygulamasi ile belirgin olarak
azalma gostermistir.

Sonug¢: Bu calismanin sonucuna dayanarak, TH tedavisinin karacigerde IR olaylar1
sonucu olusabilecek serbest radikal aracili hasar1 6nleyerek, morbidite ve mortaliteyi
azaltabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Karaciger, iskemi reperfiizyon, Tirofiban Hidroklorid,
antioksidanlar



ABSTRACT

Background and Aim: We aimed to determine the liver ischemia-reperfusion (IR)
damage via some biochemical and hystopathological parameters and aimed to
determine the effects of tirofiban hydrochloride (TH), an inhibitor of glycoprotein
I1b-111a, on the changes of these parameters in this study.

Methods: Forty-five minutes of ischemia and 60 minutes of reperfusion at liver,
portal vein, hepatic artery and biliary tract of Wistar Albino rats were performed.
Intraperitoneal TH was applied to rats in a group 30 minutes before the ischemia and
to another group 30 minutes before reperfusion. The rats were anesthetized and
decapitated at the end of the study to obtain blood and tissue samples.

Results: Serum aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
and lactate dehydrogenase (LDH) were analyzed to evaluate the liver functions.
Catalase, superoxide dismutase (SOD), and glutathione levels were analyzed in liver
tissue samples. Liver tissue samples were also analyzed under light microscope
hystopathologically after stained with hematoxylin eosin. Serum AST, ALT, LDH
levels were elevated in IR group, but a statistically significant decrease in these
levels were detected in the groups TH applied. Decreases were detected in tissue
catalase, SOD, and GSH analysis. Antioxidant values were decreased in IR groups
with statistically significant differences. At the other hand antioxidant values were
elevated in TH groups compared with IR groups. Hepatocellular damage as a marker
of hystopathologic IR damage was significantly lower after TH application.

Conclusion: As a result of this study, it is possible to suggest that, TH treatment can
reduce the mortality and morbidity risks by preventing the liver from free radical
damages after ischemia-reperfusion disorders.

Keyworlds: Liver, ischemia reperfusion, tirofiban hydrochloride, antioxidants

xi



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi reperfiizyon, hiicre ve doku seviyesinde hasar ile sonlanan olaylar
serisidir. Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin
saglanamamas1 ve ortaya ¢ikan arttk {riinlerin  dolasim  tarafindan
uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir (1). Reperfiizyon ise, iskemik dokudaki kan
dolasiminin yeniden olusturulmasidir (1). Damar yatagindaki kan akiminin azalmasi
ile olugan iskemi, en sik goriilen hiicre hasar seklidir. iskemi sonucu hiicrede protein
sentezi, hiicre membrani, hiicrenin genetik elemanlar1 ve oksidatif fosforilasyon
hasarlanmasina bagli pek cok histolojik ve biyokimsayasal degisiklikler meydana
gelmektedir. Organ yada dokunun tekrar oksijenlenmesi, yani reperfiizyon ile olusan
hasar, daha da artmaktadir (2).

IR tibbin bir ¢ok alaninda karsilagilan bir olaydir. Travma, organ
transplantasyonu, miyokard infarktiisii, inme, sok, yanik, sepsis ve daha bir ¢ok
klinik durumda iskemi reperfiizyon hasari goriilmesine ragmen, gelisim siireci
tartigmalart devam etmektedir. IR hasari, farkli organlarda farkli bigimde ortaya
cikmaktadir. Karaciger cerrahisinin morbiditesini etkileyen en onemli mekanizma
karaciger iskemisidir. Transplantasyonda, rezeksiyonda ve kanama olgularinin
kontroliinde hepatik pedikiil blokaj1 (pringle manevrasi) yaygin olarak
kullanilmaktadir.

TH, Glikoprotin Ilb/llla inhibisyonu yaparak trombosit agregasyonunu
onlemektedir. Klinikte miyokard enfarktiisiinde kullanim1 mevcuttur. Bu ¢alismada
TH’ in karaciger IR hasar1 iizerindeki koruyucu etkilerinin arastiriimasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemi Reperfiizyon Hasarimin Fizyopatolojisi

Iskemi; kan akiminin azalmasina bagl olarak organ ve dokunun yetersiz
perflizyonu sonucu, oksijen ve diger metabolitlerin dokuya ulasamamasi anlamina
gelir. Toksik metabolitlerin birikimi sonucu hiicre 6limii meydana gelmektedir.
Dokunun oksijen ihtiyacinin tekrar karsilanmasi ve toksik etkilerin azalmasi igin
hiicreye yeniden kan akiminin saglanmasi gerekmektidir. Reperfiizyon olarak
tanimlanan bu durum, dokuda paradoksal bir hasar olusturmaktadir (3).
Reperfiizyona bagli doku hasarinda, ortaya cikan serbest oksijen radikallerinin rolii
bliytiktiir. Proteinler, niikleik asitler, zar lipitleri deoksiriboniikleik asit molekiilleri

reperfiizyon hasarmna oldukg¢a duyarhdir (4).

Karacigerde hepatik arter ve portal venin klemplenmesi pringle manevrasi
olarak adlandirilir. Genis karaciger yaralanmalarinda, transplantasyonda ve karaciger
rezeksiyonlarinda kanama kontrolii saglamak i¢in uygulanmaktadir. Yapilan
karaciger rezeksiyonlarinda pringle manevrasinin 90 dakikaya kadar yapilabilecegini

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (5).

Iskemi siiresinde, kan akimmin kesilmesi ile dokuda metabolik ve yapisal
degisiklikler olusur. Hiicresel diizeyde oksidatif fosforilasyon azalir, adenozin
trifosfat ve kreatinin gibi yiiksek enerjili fosfat diizeyleri azalir (6). Enerji depolart
bosalir ve Na+ K+- ATPaz pompasi inhibe olarak hiicre igine Na* ve Ca™" iyonlar

birikir (7). Ca"™" iyon artisina bagh hiicrede sitotoksik etkiler goriiliir (8).

IR hasarinm fizyopatolojisi, birbirleriyle iliskli bir dizi hiicresel ve humoral

olaylar serisinden olusmaktadir (9,10).



Ozellikle;
e Serbest Oksijen Radikalleri
e Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)
e Kompleman sistemi
e Endotel hiicreleri olmak {iizere, dort ana faktor IR hasarinin nedenleri

arasinda yer almaktadir.
2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Elektronlar atom veya molekiil i¢inde siklikla eslenmis olarak bulunurlar.
Eslenmemis elektron tasiyan atom veya molekiillere serbest radikal denmektedir.
Mevcut halde reaktif olmayan olan bu radikaller elektron kayb1 ya da kazanci ile

reaktif hale gelirler (11).

Molekiiler oksijen (Oz), iki adet eslenmemis elektron iceren biradikal
molekiildiir. Biyolojik sistemlerle alakali serbest radikaller sunlardir (12);
o Stiperoksit anyonu (O3)
o Hidroksil radikali (OH")
o Peroksil radikali (HO5)
e  Singlet oksijen (*02)
o Nitrik oksit (NO)

Stiperoksit radikali, oksijene bir elektronun eklenmesi ile olusur. Siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan Hidrojen peroksit (H20,) ‘e indirgenir. H,O,  glutatyon
peroksidaz veya katalaz tarafindan toksik olmayan iiriinlere doniistiiriiliir. Metal

iyonlar varliginda ise, toksik hidroksil (OH") radikaline doniisiir (13).

2.1.1.1. Siiperoksit Radikali (O;)

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle
olusur. Siiperoksit radikali direk toksik etkili degildir. Geg¢is metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi ve hidrojen peroksit kaynagi olmasi temel 6nemini olusturur. Siiperoksit

radikali hem indirgeyici hem de oksitleyici 6zellige sahiptir (13).



o

0O, — Oy (siiperoksit radikali olusumu)

Sitc(Fes") + Oy — O, + Sitc(Fe,") reaksiyonunda oldugu gibi indirgeyici olarak
gorev alir.

Stiperoksit radikali epinefrin oksidasyonunda gorev alarak bir elektron alir ve
hidrojen peroksit’e (H,0;) indirgenir. Siiperoksit radikali Nitrik oksit (NO) ile
birleserek reaktif oksijen tiirli olan peroksinitrit’i (ONOQO") olusturur. Peroksinitrit,
nitrit (NO,) ve nitrat (NO3) gibi toksik tirtinlere doniisiir (14,15).

2.1.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksidin etraf molekiillerden bir elektron
almasiyla ya da molekiiler oksijenin etraf molekiillerden iki elektron almasiyla
olusan peroksitin iki proton (H) ile birlesmesiyle olusur. Esas olusumu peroksidin
(O7) dismutasyonu ile olmaktadir (16,17).

SOD
20, + 2H" — H,O,+ 0O

Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir (16-20).

H,O, gegis metalerinin  varliginda Fenton reaksiyonu ile, siiperoksit
radikalinin varhginda Haber-Weiss reaksiyonu ile, reaktif ve hasar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil (OH") radikalini olusturur (17,21,22).

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + OH (Fenton reaksiyonu)
H,0, + Fe”*— OH + OH  Fe** (Haber-Weiss reaksiyonu)

H,0, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan toksik olmayan iiriinlere
gevrilir (23).

CAT
2H,0; — 2H,0 + O,



GSH-Px

H>0, + 2 —-GSH,H,0 + GSSG

GSH-REDUKTAZ

GSSG + NADPH + H" — NADP"' + 2GSH

2.1.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidrojen peroksit” in Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarina ugramasi sonucu

hidroksil radikali olusur. Oldukga reaktif bir oksidan radikaldir. Hidroksi radikali

olustugu yerde yeni radikaller meydana getirerek, dokuda siddetli hasara yol
a¢cmaktadir (24,25).

Serbest radikallerin hiicresel hasari, {i¢ reaksiyon zemininde gelismektedir;

Lipit peroksidasyonu: Cok zincirli doymamis yag asitlerinden koken alan
hidroperoksitler, hiicresel diizeyde toksik etkinin en Onemli kismini
olusturur. Fosfolipitlerin zarlarindaki doymamis yag asidi zincirlerinin
parcalanmasi, hiicre zarinda bozulmalara neden olur. Bu olay genellikle
eritrosit, lizozom ve endoplazmik retikulum zarlarinda olusmaktadir (26,27).
Proteinlerin  oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri,
aminoasit yan zincirlerinde oksidasyon yaratarak, protein-protein baglarini
olusturur. Proteinlerdeki ana zincirleri okside ederek proteinleri parcalar.
Hiicresel diizeyde fonksiyon gosteren enzimlerin yapisinda bozulmalar
olusturur (26,27).

DNA hasari: Serbest oksijen radikalleri DNA’da timin bazi ile etkileserek
tek zincir kirilmalarina neden olur. Hiicrede enerji kaybi olur ve nekroz

seklinde 6liim gergeklesir (28,29).



2.1.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Yapilan  caligmalarda  nétrofillerin,  reperflizyonda  mikrovaskiiler
permabilitedeki artistan primer sorumlu oldugu gosterilmistir (30).
PMNL vyiiksek miktarda SOR iiretmektedir. IR hasarinda PMNL’ nin rol
aldig1 mekanizmalar su sekildedir (31):
e  Vaskiiler permabilitede artig
o SOR ve sitotoksik enzim salinimi
. Mikrovaskiiler okliizyon
. Sitokin salinimi
Lokositlerin aktivasyonu adhezyon molekiilleri tarafindan saglanmaktadir.
Selektinler adhezyon molekiilii olarak gorev alir. PMNL’ lerde yer alan P selektin,
glikoprotin 1 (PSGL-1) adl reseptorti ile etkilesime girer ve diisiik afiniteli 16kosit
endotel baglantisin1 olusturur. Beta 2 integrinler ( CD11a/CD18 ve CD11b/CD18),
16kosit adhezyon ve agregasyonunu gelistirmek iizere endotelde yer alan interselliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM 1) ile etkilesime girer. Trombosit endotel hiicresi
adhezyon molekiilii 1 (ICAM 1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim
sonucu l6kosit transmigrasyonu gergeklesir (32,33). Aktive I6kositlerin damar digina
cikmast ile kemotaksis baglar. Aktif hale getirilmis lokositler, su mekanizmalar
sayesinde dokuda yanit baglatirlar (33,34).
e Fosfolipaz A2 aktivasyonu
e SOR iiretimi
e Lizozomal enzim salinimi
Bu iriinler sayesinde enflamatuar uyaranin etkisi giiclenir. Hasar yapici etkeni
ortadan kaldirmak i¢in, bu enflamatuar yanit sonucu 6dem, tromboz, mikrovaskiiler
permabilitede artis ve parankim hiicre dliimii gerceklesir. Islev sonrasi 16kositler

apoptoza ugrayarak ortamdan uzaklastirilir (33).

2.1.3. Komplemanin Rolii

Kompleman sisteminin aktivasyonu sonucu, C3a, C5a, IC3b, C5b-9 olarak

adlandirilan proinflamatuar kompanentler olusur. Lokosit aktivasyonu anaflatoksin

olan C3a ve C5a tarafindan saglanmaktadir. C5b-9 endotelde IL-1a, IL8 ve MCP1



salgisin1 uyararak 10kosit aktivasyonunu ve kemotaksisini arttirir. Kompleman
tarafindan sentezi uyarilan 16kosit adhezyon molekiileri sunlardir (35-37);

e Vaskiiler adhezyon molekiili 1 (VCAM-1)

e Interselliiler hiicre molekiilii 1 (ICAM-1)

e E selektin

e P selektin
2.1.4. Endotelin Rolii

IR hasar1 olusumunda endotel hiicreleri 6nemli role sahiptir. Olusan oksidatif
stres, endotel hiicre aktivasyonuna ve bu hiicrelerde islev bozukluguna yol acar.
Endotel tarafindan mikrovaskiiler homeostazi saglayan endotelin (ET) ve nitrik oksit
(NO) iiretilir. NO, arteryel dolasimda ET’in vazokonstriiktor etkisini inhibe ederek
tersine gevirir. Vendz sistemde bunun tam tersi s6z konusudur. IR hasarinda
endotelin etkisi baskin gelir ve sonucta arterlerde vazokonstriksiyon, venlerde ise

vazodilatasyon olusur.

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi, komplemanin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu durum l6kosit adhezyon molekiillerinin ortamda artmasina neden
olur. Lokositlerin endotelle etkilesimi sonucu 16kosit transmigrasyonu baslamis olur

(34,38).
2.2. Antioksidanlar

Serbest oksijen radikallerinin meydana gelisini ve olusturduklar1 hasari

[

Oonlemede organizmayi koruyan ¢ antioksidan savunma mekanizmasi’’ vardir. Bu
sistem dort ayr sekilde caligmaktadir.
e Serbest oksijen radikallerini tutma, yok etme (siipiiriicii etki) (39,40).
e Serbest oksijen radikallerine hidrojen aktararak etkisizlestirme (41).
e Serbest oksijen radikallerini baglayip, zincirlerini kirarak etkisiz hale
getirmek (42).

o Serbest oksijen radikallerinin olusturduklar1 hasari onarmak (43).



2.2.1 Endojen Antioksidanlar
2.2.1.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar (44)

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz, Hidroperoksidaz, Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), Glutatyon S — Transferaz (GST), Mitokondriyal sitokrom oksidaz.
2.2.1.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar (45)

Transferrin, miyoglobilin, seriiloplazmin, hemoglobin, melatonin, ferritin,

bilirubin, sistein, metiyonin, iirat, glutatyon, albumin, laktoferrin.

2.2.2. Eksojen Antioksidanlar
2.2.2.1. Vitamin Aksojen Antioksidanlar

Alfa tokoferol (E vitamini), Askorbik asit, Beta karoten, Folik asit.
2.2.2.2. ila¢ Olarak Kullamlan Eksojen Antioksidanlar (46)
e NADPH, oksidaz inhibitorleri, (lokal anestezikler, adenozin kalsiyum

kanal blokerleri, nonsteroid antienflamatuar ilaglar)

o Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, tungsten)

o Rekombinant siiperoksit dismutaz
. Trolox C (vitamin C analogu)

o Demir redoks dongiisii inhibitorleri
o Barbitiiratlar

. Demir selatorleri

o Sitokinler (TNF ve IL-1)

2.2.3. Katalaz

Katalaz viicutta dogal olarak olusmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ile
kombine sekilde etkimektedir. Esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak da



<

sitozolde ve mikrozomal yapida bulunur. H,O, ° i pargalayarak su ve oksijen

olusturur. Boylelikle hidroksil serbest radikali (OH") olusumu 6nlenmis olur (47).

CAT
2H202 — 2H20 + C)2

2.2.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Dokular1 serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden koruyan bir
metalloenzimdir. Bakir-¢inko ve mangan igeren izoenzimleri vardir. Siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksite indirgenmesini saglar. Bu reaksiyonda hem oksidan
hem de antioksidan olarak rol oynar. Serbet oksijen radikallerinin olusturdugu hasara
karsi SOD, katalaz ve glutatyon enzim gruplariyla birlikte ¢alisan bir koruyucu
mekanizmadir. Olusan hidrojen peroksit, glutatyon ve katalaz tarafindan su ve
oksijene indirgenir. SOD’in, aerobik dokulari, siiperoksitin zararli etkirlinden
korudugu diistiniilmektedir (47).

SOD
20, + 2H" — H,O, + O

2.2.5. Glutatyon

Tripeptit yapidan olan ve bir¢cok hiicrede bulunabilen bir antioksidandir.
Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusur. Glutatyon hiicre zarinda
aminoasitlerin taginmasinda gorev alir. Koenzim olarak enzim yapisina katilir.
Proteinlerin siilfidril gruplarin1 koruyarak, toksik maddelerin etkilerinin ortadan

kaldirilmasinda gorev alir (48).
2.3. Karaciger

2.3.1 Karaciger Anatomisi

Karaciger viicudun en biiylik parankimal organmidir. Midklaviikiiler hatta 4.
Interkostal araliktan kosta kavsine kadar uzanir. Kisilerin yas ve boyutuna gore

degismekle beraber hacmi ortalama 1500 ml’dir. Yetiskin bir insanda karaciger



toplam viicut agirligmin % 2-3 ‘liinii olusturmasina karsin, organdan gegen Kan,
dakikada 1400-1500 ml olup, dolasimdaki kanmn % 25- 30 ‘u kadardir. Karacigere
kanin % 70-80 ‘i portal venden, geri kalan kismu hepatik arterden gelmektedir.
Karaciger hilusundan portal ven, hepatik arter ve sinirler girer, sag ve sol hepatik
kanallar ile lenfatikler ¢ikar. Karaciger, diyafragma ve arka yiizde, batinla temas

eden boliim disinda periton ile ortiliidir (49).

hepatic vein

portal vein

common
bile duct

Resim 1: KC vaskiiler yapis1 (portal hilus) (49)

2.3.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger hiicrelerinin % 65 ‘i hepatositlerden meydana gelmektedir. Ayrica
Kupffer denilen sinozoidal makrofajlar ve presinozoidal yildizsi hiicreler (ito

hiicreleri) bulunmaktadir.

Karacigerin lobiiler yapis1 3 gruba ayrilir. Koselerde Glisson liggeni, ortada
vena santralisten olusan altigen sekilli klasik karaciger lobiilii; ii¢ klasik karaciger
lobuliinlin vena sentralislerinin birlesmesiyle olusan portal lobiil ve interlobiiler

venlerden kanlanan hiicre gruplarindan olusan asiniis (50)
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2.4. Tirofiban Hidroklorid

Tirofiban, trombosit agregasyonunda yer alan major trombosit yiizey
reseptorli olan Glikoprotein IIb/Illa reseptorlerini reversibl olarak antagonize eden
bir non-peptit ajandir. Bu etkisi ile platelet agregasyonunun en temel asamasi olan,
fibrinojen ag1 olusumunu bloke eder. Bir c¢ok randomize kontrollii c¢aligmada
tirofiban’ 1n platelet agregasyonunu yiiksek oranda inhibe ettigi ve arteryel tromboz
olusumunu 6nledigi gosterilmistir (51,52).

Tirofiban’in yar1 6mrii yaklasik iki saattir. Tirofiban plazma proteinlerine pek
baglanmaz. Plazma konsantrasyonu sonrasinda biiyiik 6lgiide bobreklerden atilarak
temizlenir. Saglikli erigkinlerde tirofibanin plazma Kklirensi 213-214 ml/dk

arasindadir. Renal plazma klirensinin yaklasik % 40-70’ idir.

Resim 2 : Ticari Form

GP IIb/Illa reseptdr inhibitdrlerinin  kullanimi  i¢in  tek  mutlak

kontrendikasyon aktif kanamadir. Kanama daha ¢ok mukokiitandz bdlgelerde
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olabilir. Ozellikle en korkulan komplikasyon intrakraniyal hemorajidir. GP IIb/Illa
reseptOr inhibitdrlerinin bir diger yan etkisi ise trombositopenidir.

Tirofiban (AGGRASTAT Merck&Co Inc) inflizyon seklinde, Kkardiyoloji
Kliniklerinde, koroner arter hastalifi olan hastalarda anti-koagiilan olarak medikal
tedavide ¢ok sik kullanilmaktadir. Ozellikle akut koroner sendromlu, myokard
infarkttislic ve stent uygulanmis hastalarda kullanimi endikedir. Bir ¢ok kardiak

calismada (PRISM RESTORE) etkinligi kanitlanmistir (52).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvanlar ve Tedavileri

Calismamiza Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ ndan etik kurul izni alinarak baslanmistir. Mustafa Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (MKU-DAM) laboratuarinda
yapilan ¢alismamizda ,agirliklart 180-300 gr arasinda degisen 32 adet Wistar Albino

cinsi eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar rastlantisal olarak 4 gruba ayrildi.

Biitiin ratlar deney Oncesi sabit ¢cevre kosullar altinda standart rat yemi ve su
ile beslenerek 7 giin boyunca bekletilip ortama adapte olmalar1 saglandi. Ratlara 0.5
ml Ketamine (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer), 0.1 ml Ksilazin HCI ( Alfazyne % 2 20
mg/ml, Alfasan International) ile anestezi uygulandi. Sirt {istii pozisyonda karin
tilyleri temizlendikten sonra, karin cildi pavidon iyot ile silinerek cilt antisepsisi

uygulandi(Resim 3). Batin orta hattan laparatomi yapildi (Resim 4).

Grup A: Hayvanlarda kontrol amaci ile portal hilus eksplore edildi (Resim 5). 90
dakika sonra intrakardiyak kan ve karaciger doku 6rnegi alindi (Resim 6 ).

Grup B: (iskemi/Reperfiizyon grubu). Hayvanlar 45 dakika iskemi, ardindan 60
dakika reperfiizyona tabi tutuldu (Resim 7). Islem sonrasi intrakardiyak kan ve
karaciger doku 6rnegi alindi.

Grup C: Hayvanlara iskemide 30 dakika 6nce TH verildi. 30 dakika iskemi ve 60 dk
reperflizyon sonrast kan ve karaciger doku oOrnegi alindi. Uygulamalar sonrasi

bekleme siiresinde batin ipek siitur ile kapatildi (Resim 8).
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Grup D: Hayvanlara iskemi uygulanip, reperflizyonun 30 dk oncesinde tirofiban
hidroklorid intraperitonel olarak verildi. 60 dakika reperfiizyon sonrasi, kan ve
karaciger doku 6rnegi alindi.

Rezeke edilen karaciger dokusu aliiminyum folyo ig¢ine sarillarak — 85
derecede muhafaza edildi. Dondurulan Ornekler oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra
katalaz, SOD, GSH aktiviteleri 6l¢iildi. Almnan kan 6rnegi 4000 rpm’ de 5 dk
santrifiij edildi. Plazma — 20 derecede muhafaza edildi. Ornekler oda 1sisinda

¢oziildiikten sonra AST, ALT ve LDH degerleri 6l¢iildii.

Isik mikroskobu incelemesi icin her karacigerin sag lobu ayrildi ve doku
pargalart %10’ luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Dokularin birer kesit
yiizeyi orneklendikten sonra parafine gomiildii, karaciger dokularinin tiim yiizeyini
gosteren 4 mikrometre kalinlikta kesitler alindi ve hematoksien-eozin (HE) ile
boyandi. Karaciger dokusunda So6zen ve ark.larinin g¢aligmasina benzer sekilde
hepatositlerde vakuolizasyon, hipereozinofili, hepatositler arasi1 baglantilar, kanama,
nekroz ve polimorf niiveli l16kosit infiltrasyonu degerlendirildi ve patolojik olarak

skorlandi (53) (Tablo 1).

Tablo 1: Hepatik hasar gradelemesi

GRADE O Hafif ya da hi¢ hasar yok

GRADE 1 Hafif hasar; fokal niikleer piknoz ve sitoplazmik

vakuolizasyon

GRADE 2 Orta-agir hasar; yaygin niikleer piknoz, sitoplazmik

hipereozinofili ve interselliiler koprii kaybi

GRADE 3 Agir nekroz; hepatic kordonlarda ayrilma, hemoraji ve

noétrofil infiltrasyonu
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Resim 3: Pavidon iyod ile cilt antisepsisi

Resim 4: Laparatomi
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Resim 5: Portal hilus eksplorasyonu

Resim 6: intrakardiyak kan alinmasi
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Resim 7: Portal hilus blokaj1

Resim 8 : Batin kapama
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3.2. Biyokimya

3.2.1 Dokularda Homojenizasyon Islemleri

3.2.1.1 Dokularimin Cikarilarak Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi:

Jelli biyokimya tiipline aliman kan 6rnekleri 4000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda olusan serumlar daha sonra ¢alisilmak {izere -20 derecede
saklandi. Serum oOrneklerinden AST, ALT ve LDH parametreleri Biyokimya
otoanalizoriinde (Cobas Integra 800, Roche) spektrofotemetrik yontem ile ¢alisildi.
Dokular hemen soguk izotonik su ile yikandi ve aliiminyum folyeye sarilip -85°C

derin dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacagi zamana kadar saklandi.
3.2.1.2 Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler:

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu
ve HCl soliisyonu 50 / 39.9 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlandi. Tiim ¢aligmalarda

bu tampon kullanildi.

3.2.1.3 Homojenizasyonda Yapilan islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi:

Yas agirliklar1 0,5-0,9 gr olarak ayarlanan dokular, soguklugu muhafaza
edilerek temiz cerrahi makasla kii¢iik parcalara ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku
tizerine 2 ml Tris-HCl tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap icerisine

yerlestirilen cam tiipteki doku 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi.

Son hacim doku agirliginin 15 kati olacak sekilde tampon ilave edildi. Tekrar
homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenatin 1s1s1 artirilmadan
ependorf tiiplerine aktarildi ve tiliplerin iizeri numaralandi. Yas doku agirligi ve ilave

edilen tampon miktarlan kaydedildi.

Homojenatlar 3220 rpm / 30 dakika +6 °C sogutmali santrifiijde santrifiij
edilerek siipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH ve protein
tayinleri yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile (158)
vortexlenip cam tiipte 3220 rpm / 40 dakika +4°C’ de santrifiij edildi. Ustte olusan

etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini yapildi.

18



3.2.1.4. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz numunelerde protein

tayini (Lowry Metodu):
3.2.1.4.1. Deneyin Prensibi

Alkali ¢o6zeltide bakir-protein  kompleksi olusmaktadir. Bu kompleks
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve
koyu mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
reaktif sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10
da olusmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave
edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin)

reaktifi parcalanmadan 6nce rediiklenme olay1 gerceklesir.
3.2.1.4.2. Kullanmilan Kimyasallar:

CuSOy4, NasSitrat, Na;CO3, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi.
Kullanilan reaktifler:

A reaktifi: 0.5 gr CuSO,4.5H,0 ve 1 gr NasSitrat (susuz) 100 mL distile

suda ¢oziiliir.
B reaktifi: 20.0 gr Na,CO3 ve 4 gr NaOH, 1 L distile suda ¢oziiliir.

C reaktifi: 50.0 mL B ¢ozeltisine 1 mL A ¢ozeltisi ilave edilir (Taze
hazirlanmalidir). A ve B reaktifleri hazirlandiktan sonra, numune sayisina gore C

reaktifi hazirlanip bekletilmeden kullanilmalidir.

D reaktifi: (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): 1500 mL’ lik bir balon
jojeye 100 gr sodyum tungstat (Na;WO,.2H,0), 25 gr sodyum molibdat
(Na;M004.2H,0), 700 mL distile su, 50 mL %85 fosforik asitve 100 mL konsantre

hidroklorik asit (HCI) konulur. 10 saat geri sogutucu altinda yavasca 1sitilir.

19



Soguduktan sonra iizerine 100 gr lityum siilfat, 50 mL distile su ve 5 damla
brom ilave edilir (reaktifler asla teneffiis edilmemelidir). 15 dakika kaynatilarak
bromun fazlas1 ugurulur (bu kaynatma havalandirmali bir yerde agzi agik olarak
yapilir). Karisim soguduktan sonra 1 L’ lik balon jojeye aktarilir ve distile suile 1 L’

ye hacim tamamlanir.

Reaktif koyu renkli cam sisede 1-2 y1l oda 1sisinda muhafaza edilebilir. Elde
edilen reaktifin rengi normalde sar1 olur. Eger yesil renk olusmus ise reaktif
bozulmus demektir. Protein 6l¢iimiinde kullanilirken 1 / 1 (v / v) oraninda distile su
ile seyreltilmelidir. Bu metod biilire metodunun gelistirilmis sekli olup daha hassastir.

Buna Lowry metodu denilir.
3.2.1.4.3. Deneyin Yapihsi:
Agz1 kapanan mika 5 mL tiiplere,

Tablo 2: Lowry metodu

Lowry Metodu KOR tiipii NUMUNE tiipii
Numune (puL) - 10

Distile su (uL) 500 490

C reaktifi (uL) 2500 2500

D reaktifi (uL) 250 250

Karistirilir, 10 dakika beklenir.
Tiipler vortekslenir, 20-30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilir.

700 nm’ de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi okunur.
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3.2.1.4.4. Hesabi
Protein (mg/mL) = grafikten okunan deger x F
F (faktor) = standart hacmi (0.5 mL) / numune hacmi (0.010mL) = 50

Faktor, kullanilan numunenin miktaria gore degisir. Kullanilan numunenin
miktar degisikligi, distile su hacminde azaltma yapilarak tiiplere pipetlenir. Yani
standart hacim (numune + distile su) 500 uL’ dir.

3.2.1.4.5 Protein Standart Grafiginin Cizimi

Tablo 3: Protein standart grafiginin ¢izimi

Tiip KO (1 |2 |3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
numaralari R

(proplen

tiipler)

Standart protein
- 0.05(0.10/0.15|0.200.25|0.30 | 0.35| 0.40 | 0.45 | 0.50

cozeltisi (mL)

Distile su (mL) | 0.50 | 0.45|0.40/0.35|0.30|0.25|0.20 | 0.15|0.10 | 0.05 | -

C reaktifi (mL) | 250 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50 | 2.50

D reaktifi (mL) | 0.25 1 0.25{0.25|0.25/0.25|0.25|0.25{0.25|0.25|0.25| 0.25

Alt-iist ederek karistirilir, 10 dakika oda 1sisinda beklenir.
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Agz1 kapali olarak karigtirilir, 20-30 dakika 25 °C’ de bekletilir ve 700 nm’
de kore karst okunur. Daha sonra OD — konsantrasyon (mg protein/mL) grafigi

cizilir.

3.2.1.4.6 Protein Standart Grafigi

Sekil 2: Protein standart grafigi

Protein Standart Grafigi
E 0.2 SR RERSERRSRRAREEE
= s
S 0.15 y = 0,1847x gyut®
= 0.1 R2 = 0,9921

E] | ol
S g
2 o e
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
mg / mL

3.2.2. Biokimyasal Analizler
3.2.2.1. Katalaz (CAT)

Katalaz diizeyinin saptanmasi i¢in Aebi yontemi kullanildi (54). Hidrojen
peroksit (H,O,) 240 nm’de maksimum diizeyde absorbans verir. Deney ortamina
ilave edilen H,O,, katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmakta, bu ise kendini
ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde kendini gostermektedir.

Absorbanstaki bu azalma kendini katalaz enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir.

Kullanilan reaktifler :
e Fosfat tamponu ( Ph 7,50Mm)
o H,0, ¢cozeltisi : Absorbansi 0,500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,0;
li fosfat tamponu olup; yaklasik 300 mL Ph 7,50 Mm olan fosfat tamponu

renkli kaba aktarilir.
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Sfektrofotometre fosfat tamponuna gore sifirlanip, renkli kabdaki tampona 10-20 puL
hacimlerle H202 ilave edilir.
Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya kadar devam edilir ve aralarda karigtirilir.

Deneyin yapilisi :
Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna gore

stfirlanan kore karst H202 ¢ozeltisinin absorbansi 0.500° e ayarlandi.

Tablo 4: CAT enzim aktivitesi ¢alisilmasi

Kor (mL) Numune (mL)

Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0, ¢ozeltisi 0.01 2.99

Stipernatan - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir ve hemen
kiivet alt-list edilip absorbans okunur (i¢inizden 10 kadar sayarak standardize
ediniz). Absorbans azalmasi her 15 sn’ de bir defa olmak iizere 5 dakika siire ile
kaydedilir (Aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’ de bir kayit yapilir. Lineer azalma tespit
edilirse okuma bitirilebilinir). Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin

en yliksek (OD;) ve en diisiik (ODy) degerleri esas alinir.
Hesaplama
K ={[2.3 x log (OD;/ OD,)] / [0t (sn)}

K/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]
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3.2.2.2. Glutatyon

Dokudaki glutatyon tayini i¢in modifiye Paglia ve arkadaslarinin yontemi
kullanildi. Doku 6rnekleri homojenize edilip satrifiij edildikten sonra siipernatant,
NAH,PO, ve DTNB ¢ozeltisi ile karistirtlip, oda sicakliginda 5-10 dakika
bekletildikten sonradrneklerin absorbansi sfektrofotometrede kore karsi 340 nm
dalga boyunda Olciildii. Lineer aktivite azalisinin oldugu absorbans araliginin 1

dakikasi esas alinarak hesap yapildi.
3.2.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi; Sun ve arkadaslarinin
metoduna (55) ve Durak ve arkadaslarinin tarifledigi modifikasyona (56) gore tayin
metodu: ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tretilen siiperoksitin nitro blue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri (Oy)
ortamdaki NBT’ yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’ de
maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip
mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi
olmayip, mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli
olarak agik renk olusmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor) deger ile enzim bulunan

numune absorbans degerleri hesaba katilir.
Hesaplama:
Enzimin % inhibisyonu = (AbSys: — AbSnum) / Absys: X 100

Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar doku i¢in; U/mg protein, eritrosit i¢in; U/gr Hb, plazma i¢in;

U/mL olarak ifade edilir.
Stiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

- % Inhibisyon = [Absorbans kor (AK) - Absorbans numune(AN)] /
(AK) x 100
- % 50’ lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in;
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- %50 inhibisyon = (% Inhibisyon / 50) x 1 / 0.1 = U / mL = (AK-
AN)/AK x 20 = Spesifik aktivite (SA)

Birimi:
- Plazma i¢in: U/ mL

-Doku i¢in: SA / (mg protein / mL) = (U/mL) / (mg protein/mL) =U / mg
protein

Ornek Hesaplama: 0,3 mmol / L Xanthine : (M = m / [mw x V (L)] den; m = M x
mw x V(L) = 93/1000 x 152,1 x 4 x 10%> m = 1,825 mg alimr. 40 ml. d. suda
¢oziiliir.) Sonug: 0.00913 g/200 mL distile su.

Deneyin yapilisi tabloda gosterilmistir.

Tablo 5: Total-SOD deney metodu

Total-SOD DENEY METODU Yarim hacim cahsilirsa
Kor (mL) Numune (mL) Kor (uL) | Numune
(uL)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85 1425 1425
Extrakt (Etanol faz1) |- 0.10 - 50
Bidistile su 0.10 - 50 -
167 U/L XO 0.05 0.05 25 25
0.08 mM/L CuCl, 1 1 500 500

Kor tiipiine enzim ilavesi ile tilip altiist edilir ve inkiibasyon siiresi baslatilir.
25 °C’ de 20 dakika inkiibasyon sonu hemen; ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Distile

suya kars1 korden baslanarak numuneler 560 nm.” de okunur.
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3.3. istatiksel Analiz

Calisma sonrasi elde edilen veriler SPSS® paket programi (SPSS® 11.0 for
Windows®) kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirildi. Kaydedilen verilerin
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanip Anova (Analysis of Variences),
Turkey HSD ve Duncan testleri ile degerlendirildi. P < 0,05 degeri anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Biokimyasal Bulgular
4.1.1. AST Degeri

Gruplara ait AST sonuglari tablo ve grafikte gosterilmistir.

Kontrol grubunda AST diizeyi 127 [+ 28.75 UJ/L olarak cikti. IR grubunda AST
diizeyi artarak 443 + 20.30 U/L, iskemi oncesi TH verilen grupta 352 + 20.15,
reperfiizyon oncesi TH verilen grupta ise 337+ 13.16 U/L olarak ¢ikti.

Tablo 6: Gruplara ait AST ortalama degerleri

RATLAR AST (U/L) STANDART
SAPMA

Kontrol 127.25 +  28.75
IR 443.87 + 20.30
Iskemi ©ncesi TH 352.75 + 20.15
grubu
Reperfiizyon Oncesi 337.25 + 13.16
TH grubu
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Sekil 3: Gruplara ait AST ortalama degerleri grafigi

AST (U/L)

450 -~

400 A

350 A

300 ~

250 -

200 A

mAST (U/L)

150 ~
100 A

| ]

|

Kontrol

iskemi 6ncesi
ilag

reperfiizyon
oncesi ilag

IR grubu kontrol grubu ile karsilagturldiginda istatistiksel olarak anlamli fark

(p< 0.05) bulunmustur. Iskemi &ncesi ilag verilen grubta AST diizeyi kontrol

grubuna gore yiiksek olmakla birlikte , IR grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

yonden anlamli olarak daha diisiik saptanmistir (p < 0.05 ). Ayni sekilde reperfiizyon

oncesi ilag verilen grupta AST degeri kontrol grubuna gére yiiksek bulunmustur. IR

grubu ile karsilastirildiginda istatiksel yonden anlamli olarak daha diisiik saptanmistir

(p< 0.05). Iskemi oncesi ilag verilen grup ile reperfiizyon &éncesi ilag verilen grup

karsilastirildiginda istatiksel yonden anlamli bir fark bulunamamustir (p> 0.05) .

4.1.2. ALT Degeri

Gruplara ait ALT degeri tablo ve grafikte gosterilmistir.

Kontrol grubunda ALT diizeyi 62 = 10.08 U/L olarak 6l¢iildii. IR grubunda ALT
diizeyi artarak 388 + 20.38 U/L , iskemi Oncesi ilag verilen grupta 318 + 20.39 U/L,

reperfiizyon dncesi ilag verilen grupta ise 307 + 23.3 U/L olarak ol¢iildii.
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Tablo 7: Gruplara ait ALT ortalama degerleri

RATLAR ALT (U/L) STANDART
SAPMA
Kontrol 62.50 + 10.08
IR 388.37 + 20.38
Iskemi 6ncesi TH grubu 318.75 + 20.39
Reperfiizyon oncesi TH 307.87 + 23.3
grubu
Sekil 4: Gruplara ait ALT ortalama degerleri grafigi
ALT (U/L)

400 -~ 1

350 -

300 - ‘

250 -

200 1 mALT (U/L)

150 -

100 -

50 -

0
Kontrol i/R iskemi &ncesi reperfiizyon
ilag oncesi ilag
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Iskemi 6ncesi ilag verilen grubta ALT diizeyi kontrol grubuna gére yiiksek
olmakla brlikte, IR grubu ile karsilastirldiginda istatiksel yonden anlamli olarak
daha disiik saptanmistir (p < 0.05). Aym sekilde reperfiizyon Oncesi ilag¢ verilen
grupta ALT degeri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. IR grubu ile
karsilagtirildiginda ALT diizeyi istatiksel yonden anlamli olarak daha diisiik
saptanmugtir ( p< 0.05). Iskemi 6ncesi ilag verilen grup ile reperfiizyon dncesi ilag
verilen grup karsilastirildiginda istatiksel yonden anlamli bir fark bulunamamustir

(p> 0.05).
4.1.3. LDH Degeri

Gruplara ait LDH degerleri tablo ve grafikte gosterilmistir.

Kontrol grubunda LDH diizeyi 760 + 122.92 IU/L olarak &l¢iildii. IR grubunda bu
deger artarak 3812 + 183.75 IU/L , iskemi Oncesi ilag verilen grupta 3017 + 250.40
IU/L , reperfiizyon Oncesi ilag verilen grupta ise 2815 +244.07 IU/L olarak olgiildii.

Tablo 8: Gruplara ait LDH ortalama degerleri

RATLAR LDH (IU/L) STANDART
SAPMA
Kontrol 760.00 + 122.92
IR 3812.12 + 183.75
Iskemi 6ncesi TH grubu 3017.62 + 250.40
Reperfiizyon oncesi TH 2815.62 + 244.07
grubu
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Sekil 5: Gruplara ait LDH ortalama degerleri grafigi

LDH (1U/L)

4000 -
3500

3000 -

2500 -~

2000 -+

m LDH (1U/L)

1500 -+
1000 -+

500 -~

O T T T T
Kontrol i/R iskemi &ncesi  Reperfiizyon
ilag oncesi ilag

Iskemi oncesi ilag verilen grupta LDH diizeyi, kontrol grubuna gére yiiksek
olmakla birlikte IR grubu ile karsilastirildiginda istatiksel yonden anlamli olarak
diigik bulunmustur (p < 0.05). Aym sekilde reperfiizyon 6ncesi ilag verilen grupta
LDH diizeyi kontrol grubuna gére yiiksek olarak 6lgiildii.Bu deger IR grubu ile
karsilagtirildiginda istatiksel yonden anlamli olarak diisiik saptanmistir (p< 0.05).
Iskemi ©Oncesi ilag verilen grup ile reperfiizyon oncesi ilag verilen grup
karsilagtirildiginda, reperflizyon oncesi ilag verilen gruptaki LDH diizeyi daha diisiik
olmakla birlikte istatiksel yonden anlamli bir diistikliik saptanmamustir (p > 0.05).

4.1.4. Katalaz Degeri
Gruplara ait katalaz degerleri tablo ve grafikte gosterilmistir.

Kontrol grubunda katalaz diizeyi 0.681 + 0.095 k/g protein, olarak &lciildii. I/R
grubunda 0.365 £ 0.069 k/g protein iken, iskemi oncesi ila¢ grubunda 0.434 + 0.084
k/g protein, reperfiizyon Oncesi ilag grubunda ise 0.522 + 0.078 k/g protein olarak

Olciilmiistiir.
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Tablo 9: Gruplara ait katalaz ortalama degerleri

RATLAR KATALAZ (k/g protein) STANDART SAPMA
Kontrol 0.681
+ 0.095
IR 0.365
+ 0.069
Iskemi 6ncesi TH grubu 0.434
+ 0.084
Reperfiizyon oncesi TH 0.522 + 0078
grubu
Sekil 6: Gruplara ait katalaz ortalama degerleri grafigi
KATALAZ (k / g protein)
0,7
0,6 A
0,5 1
0,4 -
0,3 - B KATALAZ (k / g protein)
0,2 1
0,1 -
0 T
Kontrol iskemi Reperfuzyon
oncesiilag  Oncesiilag

32



Istatistiksel olarak degerlendirildiginde; IR grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda CAT degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir diigme
gozlenmistir (p<0.05). Reperfiizyon oncesi TH verilen grup ile IR grubu
karsilastirildiginda; reperfiizyon 6ncesi TH grubunda CAT degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir yiikselme gozlenmistir (p<0.05). Iskemi oncesi TH verilen grup
ile IR grubu karsilastirildiginda; iskemi oncesi TH grubunda CAT degerlerinde
yiikselme gozlenmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptanmamistir

(p>0.05).

4.1.5 Siiperoksit Dismutaz Degeri
Gruplara ait SOD degeri tablo ve grafikte verilmistir.

Kontrol grubunda SOD diizeyi 0.668 + 0.131 U/mg protein olarak olgiildii. IR
grubunda 0.448 + 0.061 U/mg protein iken, iskemi oncesi ila¢ grubunda 0.457 +
0.115 U/mg protein , reperfiizyon 6ncesi ilag grubunda 0.514 + 0.048 U/mg protein

olarak olguldii.

Tablo 10: Gruplara ait SOD degerleri

RATLAR SOD STANDART SAPMA
(U/mg protein)
Kontrol 0.668 + 0.131
IR 0.448 + 0.061
Iskemi dncesi TH grubu 0.457 + 0.115
Reperflizyon oncesi TH 0.514 + 0.048
grubu
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Sekil 7: Gruplara ait SOD ortalama degerleri grafigi

SOD (U mg/ protein)

0,7 -

0,5

0,4 -
0,3 - M SOD (U mg/ protein)
0,2 A
0,1 A

Kontrol iskemi Reperfuzyon
Oncesiilag  ©ncesiilag

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde; IR grubu ile kontrol grubu
degerlendirildiginde SOD degerlerinde IR grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir (p<0.05). Reperfiizyon dncesi TH verilen grup ile IR grubu
karsilastirildiginda, reperfiizyon oncesi ilag grubunda SOD degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir yiikselme gdzlenmistir (p<0.05). Iskemi &ncesi ilag verilen grup
IR grubu ile karsilastirildiginda SOD degerlerinde yiikselme gdzlenmekle beraber,
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05).

4.1.6. Glutatyon Degeri
Gruplara ait GSH degerleri tablo ve grafikte gosterilmistir.

Kontrol grubunda GSH diizeyi 0.313 + 0.005 U/g protein olarak ol¢iildii. IR
grubunda GSH diizeyi 0.261 £+ 0.003 iken U/g protein, iskemi 6ncesi ilag grubunda
0.283 + 0.001 U/g protein, reperfiizyon dncesi ilag grubunda ise 0.343 + 0.001 U/g

protein olarak ol¢iildii.
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Tablo 11: Gruplara ait Glutatyon ortalama degerleri

RATLAR GSH STANDART
(U/g protein) SAPMA
Kontrol 0.313 + 0.005
IR 0.261 + 0.003
Iskemi 6ncesi TH grubu 0.283 + 0.001
Reperfiizyon oncesi TH 0.343 + 0.001
grubu
Sekil 8: Gruplara ait Glutatyon ortalama degerleri grafigi
GLUTATYON (U/g protein)
0,35 - |
03 - |
0,25 A
0,2 A
0,15 - B GLUTATYON (U/g protein)
0,1 -
0,05 ~
0 T
Kontrol i/R iskemi Reperfiizyon
Oncesiilag  ©ncesiilag
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Istatistiksel olarak degerlendirildiginde; IR grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0.05). Reperfiizyon &ncesi TH verilen grup ile IR grubu
karsilagtirildiginda, GSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme
gdzlenmistir  (p<0.05). Iskemi oncesi TH verilen grup ile IR grubu
karsilastirildiginda GSH degerlerinde artma gozlenmekle beraber, istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark gozlenmemistir. (p>0.05). Reperfiizyon dncesi TH verilen gruptaki
GSH yiikselmesi, iskemi oncesi TH verilen grubu gore istatistiksel olarak daha
anlamlidir (p<0.05).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunun histopatolojik incelemesinde hepatositlerin intakt ve
sinuzoid ile karaciger parankiminin normal morfolojik yapida oldugu goriildii
(Resim 9). IR grubunda hepatositlerde vakoulik dejenerasyon, hepatik kordonlarda
ayrilma, hemoraji, belirgin hipereozinofili ve piknozis saptand: (Resim 10). Iskemi

Oncesi ila¢ verilen grup ile reperflizyon Oncesi ilag verilen grupta azalmis hasar

bulgularina rastlandi (Resim 11-12).

Resim 9: Kontrol grubu; hepatositler —normal morfolojik  yapida
(Hematoksilen&Eozinx100).
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Jnificatior —— 4 . < » 4 [ b B > .
Resim 10: IR grubu; hepatositlerde vakuolik dejenerasyon(v), piknoz (p), hepatik
kordonlarda ayrilma (ka), hemoraji (h), hipereozinofili (he)
(Hematoksilen&Eozinx200)

"\.. fioafonga:35s, - 2 G5 E 0 Y’ 3 - N ' 5 e Dy g R L aooum B

Resim 11 : Iskemi 6ncesi Tirofiban Hidroklorid verilen grupta azalmis hasar
bulgular1 (Hematoksilen&Eozinx100).
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Resim 12: Reperfiizyon 6ncesi tirofiban hidroklorid verilen grupta azalmis hasar bulgular

(Hematoksilen&Eozinx100)

Tablo 12: Hepatik hasar skorlamasi

RAT 0 1 2 3
Hasar Hafif Orta-agir | agir
yok hasar

Kontrol 8
%100

IR 2 6

(%25) (%75)

Iskemi 6ncesi TH grubu | 3 5
(%37.5) | (%62.5)

Reperfiizyon oncesi TH 6 2

grubu (%75) (%25)
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e IR grubunda 6 karaciger dokusunda (%75) orta-agir hasar, 2 karaciger
dokusunda (%25) hafif hasar olustu. iskemi oncesi ilag verilen grupta, 5
karaciger dokusunda (%62.5) hafif hasar, 3 karaciger dokusunda (%37.5)
hasar olusmanustir. Istatiksel olarak iskemi- reperfiizyon grubu, iskemi

Oncesi ilag verilen gruba goére anlamli derecede patolojiktir (p = 0.003).

e IR grubunda 6 Kkaraciger dokusunda (%75) orta-agir hasar, 2 karaciger
dokusunda (%25) hafif hasar olustu. Reperflizyon 6ncesi ilag verilen grupta
2 karaciger dokusunda (%25) orta-agir hasar, 6 karaciger dokusunda (%75)
hafif hasar olustu. Istatiksel olarak iskemi reperfiizyon grubu anlaml

derecede patolojik bulundu (p=0,046).

e Iskemi &ncesi ilag verilen grupta 5 karaciger dokusunda (%62.5) hafif hasar,
3 karaciger dokusunda (%37.5) hasar saptanmadi. Reperfiizyon oncesi ilag
verilen grupta 2 karaciger dokusunda (%?25) orta-agir hasar, 6 karaciger

dokusunda (%75) hafif hasar olustu.

Istatiksel olarak perfiizyon dncesi grup, iskemi dncesi ila¢ grubundan farklidir

(p=0,029).

Sonug olarak, TH verilen gruplarda IR grubuna gore, iskemik hasarda anlamli

olarak azalma saglanmistir.
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5. TARTISMA

Dokuya giden kan akimini gegici olarak kesilmesi ve sonrasinda kan akiminin
yeniden saglanmas ile karekterize olan IR hasari enflamatuar bir cevabin

baslamasiyla karekterizdir.

Hiicrede oliim veya organda fonksiyon bozuklugu seklinde sonlanan bu
durum, bir takim  patolojik hadiseler serisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
caligmalarda esas roliin reperflizyon sonucu olusan mekanizmalarda oldugu
gosterilmistir. Karacigerde iskemiye enden olan olaylarin basinda Kkaraciger
rezeksiyonu, travmaya bagli hasar,ve hemorajik sok gelmektedir. Major karaciger
cerrahisi esnasinda kan kaybi mortalite ve morbidite hiz1 acisindan onemli
oldugundan, karacigerin vaskuler izolasyonu ile kan kayb1 en aza indirilmelidir. IR
hasarmin  mekanizmas1 komplekstir ve karaciger hasarinda oksijenden tureyen
serbest radikallerin bu degisikliklerin ana nedeni oldugu dusunulmektedir (57).
Jeaschke ve ark. karaciger IR hasarinmn iki fazdan olustugunu belirtmislerdir (58-60).

Baslangi¢ fazi; kupffer hiicrelerinin rol oynadigi oksidatif stresten olusur ve
reperfiizyonun  ilk iki saatinde gergeklesir. Enflamatuar cevabin baglamasi
notrofilleri aktive ederek, SOR salinimina aracilik eder. Dawson ve ark. hiicre
icinde, mitokondrinin en dnemli SOR kaynagi oldugunu belirtmislerdir (61). Serbest
oksijen radikalleri, polimorf niiveli I6kositler (PMNL), kompleman sistemi ve
endotel hiicreleri hasar mekanizmasindan sorumlu faktorlerdir.

Doku hasarmin tetiklemesi ile gelisen biyokimyasal olaylarda, antioksidan sistem
yetersiz kalmaktadir. Iskemik dokuda, oksidanlara bagli olarak iskemi siiresince

glutatyon miktarinin azaldigi ve SOD, CAT gibi enzimlerin inaktivasyonunun

40



hizlandig1 ve buna bagl olarak hiicrelerin, reperfiizyon sonucu olusan SOR

etkilerine kars1 daha duyarli oldugu rapor edilmistir (62).

KC transplantasyonunda, rezeksiyonda kanama kontrolii saglamada pringle
manevrasi sik kullanilmaktadir. Olusan KC hasarin1 6nleme konusunda bir ¢ok ajan

denenmis ve koruyucu etkileri saptanmustir.

Calismamizda karaciger hilus blokaji (pringle manevrasi) yapilarak IR hasari
olusturuldu. Glikoprotein [lb/llla inhibisyonu yaparak platelet agregasyonunu

azaltan TH’ in, bu hasar {izerindeki olasi koruyucu etkileri incelenmistir.

Iskemi gelisiminde akut trombotik lezyonlar énemli bir yer tutar. Trombiis
olugmasi i¢in mevcut bir aterosklerotik plagin riiptiire olmasi veya endoteliumun
erode olmasi gerekmektedir. Trombosit adezyonu ve agregasyonu trombiis
olusumunda ilk basamaktir (63).

Glikoprotein 1Ib/Illa reseptorleri, trombositlerin membranlarinda bulunur.
Aktive trombositlerin yiizey reseptorleri araciligiyla fibrine baglanarak olusturduklari
trombosit-fibrin kompleksi normal hemostazin saglanmasi i¢in gereklidir. Bununla
beraber pro-agregan ve pro-trombotik unsurlarin  varliginda tromboz olarak
adlandirilan intravaskiiler trombiis olusumuna neden olurlar (64).

GP IIb/llla inhibitorleri, giicli bir trombosit inhibitéri grubudur. GP Ilb/llla
inhibitorlerinin temel etki mekanizmasi trombositten zengin arteriyel trombiis iginde
trombosit agregasyonunu durdurarak trombiisiin ilerlemesini 6nlemesi ve trombosit

tikacinin ayrismasini saglamasidir (64).

Klinikte Tirofiban Hidroklorid, koroner arter hastaliginda, antikoogualan
olarak infiizyon seklinde kullanilmaktadir. Ozellikle stent trombozunda etkin
oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Literatiirde Tirofiban Hidroklorid’in IR hasari
tizerindeki etkinligini gosteren sinirh sayida ¢alisma mevcuttur. Kardiyoloji
Kliniklerinde intravendz infiizyon seklinde kullanilan TH’in, 6zellikle iskemi
hasarinda kullanilabilecek optimal dozu hakkinda literatiirde yeterli bilgi mevcut
degildir. Biz intraperitonel olarak 0.25 mg/ cc dozu intraperitonel olarak etkinligini

gostermeye calistik.
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IR hasar1 sonrasi karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek icin farkl
teknikler kullanilmigtir. Giincel olarak en ¢ok kullanilan AST, ALT ve LDH
tayinidir.

Yabe ve ark. (65) IR uygulanmis karaciger iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
serum AST ve ALT degerlerinin arttig1 ve bu artisin iskemi reperfiizyon sonucu
olusan serbest radikallerin dokuda olusturdugu hasara bagli olabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Inglot ve ark. (66) Kkaraciger iizerindeki IR calismasinda hepatositlerde
nekroz, sinuzoidal genisleme ve PMNL infiltrasyonu gozlemislerdir. Yine ayni

seride serum AST ve ALT degerlerinde artma gozlemislerdir.

Yildirrm ve ark. (67) ise, ratlarda KC IR sonrast serum AST ve ALT
degerlerinde artma gozlemlemislerdir.

Calismamizda, karaciger hasarmin gostergeleri olan AST, ALT ve LDH
diizeylerinin, TH verilen gruplarda anlamli olarak diisiik ¢iktigr goriilmiistiir. Bu

durum bize TH’ in karaciger doku hasarin1 anlamli olarak azalttigin1 gostermektedir.

KC IR hasarinda yapilan histopatolojik incelemelerde hepatositlerde vakoulik
dejenerasyon, hepatik kordonlarda ayrilma, hemoraji, belirgin hipereozinofili

piknozis, nekroz, sinuzoidlerde genisleme gozlenir.

Crockett ve ark.lar1’ nin (68) yaptig1 bir ¢alismada karaciger IR uygulanmus
grupta sinuzoidal konjesyon, hepatoselliiler nekroz, sitoplazmik vakuolizasyon ve

notrofil infiltrasyonu gézlenmistir.

Calismamizda, kontrol grubunun doku o&rnekleri histopatolojik olarak
incelendiginde, hepsinin normal morfolojik yapida oldugu goriildii. IR grubunda
yapilan incelemede literatiire benzer sekilde hepatositlerde vakoulik dejenerasyon,
hepatik kordonlarda ayrilma, hemoraji, belirgin hipereozinofili ve piknozis saptandi.
TH verilen gruplarda, karaciger doku orneklerinde, IR ile olusan hasarin, TH

uygulamasi ile belirgin olarak azaldig1 goriildii.

Yiiksek GSH diizeyi hiicrede canliligin bir belirteci olarak kabul edilir. GSH

diizeyinin diigmesi fonksiyon bozuklugu ve mitokondrial hasarin gostergesi olarak
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kabul edilir. Karaciger IR hasari boyunca doku GSH seviyesinin azaldig
gosterilmistir. Bu durum GSH’ un reaktif oksijen molekiillerinin nétralize edilmesi
icin kullanilmasindan  kaynaklanmaktadir. Bir ¢ok c¢alismada eksojen verilen
GSH’un hiicre i¢i GSH seviyelerini artirdigt ve oksidatif hasar1 engelledigi
gosterilmistir. Glutatyon oksidatif yaralanmalarda major koruyucu etkilidir (69).

Zaidi ve ark. (70) siganlarin immobilizasyonunun beyinde oksidatif strese
neden oldugunu, bunun ise SOD aktivitesindeki ve GSH diizeyindeki azalis ve lipit

peroksidasyonundaki artis ile ger¢eklestirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda IR grubunda GSH diizeyinde kontrol grubuna gére anlamli
olarak diisme gozlenmistir. Reperflizyon  Oncesi TH verilen grupta, GSH
degerlerinin anlamli olarak tekrar yiikseldigi gozlenmistir. Iskemi 6ncesi TH
uygulanan grupta ise, GSH diizeyinde yilikselme saglanmakla beraber istatistiksel
olarak anlam kaydedilmemistir. Reperfiizyon oncesi TH uygulamasinin, GSH
seviyesini anlamli olarak artirmasi, dokuyu iskemik hasardan daha etkin olarak

korudugu seklinde yorumlandi.

Somuncu S ve ark. (71) tavsan over modeli iizerinde yaptiklari IR hasarinda,

CAT ve SOD enzim diizeylerinde azalma kaydetmislerdir.

Calismamizda IR grubunda doku SOD diizeylerinde, kontrol grubuna gore
literatlire paralel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir. Reperfiizyon oncesi TH
uygulanan gruplarda SOD diizeyinde IR grubuna gore anlamli bir artma
gdzlenmistir. Iskemi dncesi TH uygulamasmin SOD seviyelerini yiikselltigi ancak bu

yiiksekligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.

Reperfiizyon oncesi TH uygulamasinin, SOD diizeyini anlamli olarak
yiikseltmesi, dokuda reperfiizyon sonrasi olusan SOR miktarini azaltarak, tiiketilmesi
gereken antioksidan diizeyini, iskemi oncesi TH uygulanan gruba gore daha anlamli

olarak arttirdig1, seklinde yorumlanmaistir.

Calismamizda IR grubunda CAT degerlerinde, kontrol grubuna goére anlamli
bir azalma gozlenmistir. Literatiir ¢calismalar1 bu azalmay:1 destekler niteliktedir.

Reperfiizyon éncesi TH uygulanan gruplarda CAT diizeyinde IR grubuna gore
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anlamli bir artma gozlenmistir. GSH ve SOD degerlerinde oldugu gibi, iskemi 6ncesi
TH verilen grupta CAT degerlerinde IR grubuna gére artma gdzlenmistir. Ancak bu

artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmustir.
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6. SONUC

Karaciger dokusunda olusan IR hasarinda serum biyokimyasal
parametrelerden AST, ALT ve LDH degerlerinde doku zedelenmesine bagli olarak

artma meydana gelmektedir.

Iskemiden &nce ve reperfiizyondan énce TH uygulanmasi , dokuda olusan

hasar1 azaltarak, AST,ALT ve LDH degerlerinde azalma saglamaktadir.

Iskemiden &nce ve reperfiizyondan énce TH uygulamasi, olusan hasari
azaltmakta ve SOR yikimi i¢in kullanilacak olan GSH, CAT ve SOD seviyelerini

arttirmaktadir.

Tirofiban Hidroklorid klinkte trombosit agregasyon inhibitorii olarak
kullanilmakla beraber; karaciger hiicresini, IR hasarma karst korudugu,

calismamizda gosterilmistir.
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