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OZET

AMANTADININ RATLARDA HEPATIK iSKEMI REPERFUZYON
HASARINDA AKCIiGER VE KARACIGER UZERINDEKiI KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Iskemi/reperfiizyon hasar1, karaciger cerrahisinin olasi bir komplikasyonudur. N-Metil
D-Aspartat (NMDA\) antagonistlerinin gesitli doku ve organlarda, iskemi/reperfiizyon
(I/R) hasarma kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir. Biz bu ¢alismada, bir NMDA
antagonisti olan amantadinin ratlarda karaciger I/R hasar1 sonrasinda akciger ve

karaciger dokusu tizerindeki koruyucu etkilerinin arastirilmasini amagladik.

Etik kurul onay1 alindiktan sonra, agirliklar1 250-330 g. arasinda degisen toplam 24
adet wistar cinsi rat rastgele 4 gruba ayrildi. Gruplar; grup sham (Grup S, n=6), grup
amantadin (Grup A, n=6), grup iskemi/reperfiizyon (Grup I/R, n=6), grup
iskemi/reperfiizyon amantadin (Grup I/R-A, n=6) olarak adlandirildi. Anestezi
uygulanmadan Once tartilan tim ratlara 100 mg/kg ketamin, 15 mg/kg ksilazin
intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezileri saglandi ve abdominal bdlgeleri cerrahi
insizyondan Once tirag edildi. Grup S’de ratlara islem yapilmadan 15 dakika beklendi.
Orta abdominal insizyon yapild1 fakat karacigere herhangi bir miidahale yapilmadi.
Grup A’da amantadin 45 mg/kg i.p yolla verildi. islem yapilmadan 15 dakika
beklenildi. Orta abdominal insizyon yapild: fakat karacigere herhangi bir miidahale
yapilmadi. Grup I/R’de ratlarda yeterli anestezi derinligi sonrasinda 15 dakika
beklenildi. Ratlara orta abdominal insizyon yapilarak sol portal triaddaki yapilara 45
dakika siireyle atravmatik vaskiiler klemp uygulandi. 45 dakikalik iskemi siiresinden
sonra atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 2 saatlik reperfliizyon uygulandi.
Grup I/R-A’da amantadin 45 mg/kg i.p yolla uygulandi. Islem yapilmadan 15 dakika
beklenildi. Orta abdominal insizyon yapildi, sol portal triaddaki yapilara 45 dakika
stireyle atravmatik vaskiiler klemp uygulandi. 45 dakikalik iskemi siiresinden sonra
atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 2 saatlik reperfiizyon uygulandi. Deneyin
sonunda ratlar sakrifiye edilerek akciger ve karaciger doku ornekleri alindi. Akciger

ve karaciger dokularinda, malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve



katalaz (CAT) diizeyleri calisildi. Ayrica akciger ve karaciger dokusu histopatolojik

olarak incelendi.

Akciger dokusu MDA diizeylerinin Grup A’da Grup S’ye gore artmis oldugu Grup I/R
ve Grup I/R-A’da ise Grup S’ye gore azalmis oldugu saptandi. Grup I/R-A’da ise en
diisiiktii. Karaciger dokusu MDA diizeylerinin Grup I/R-A’da Grup S, Grup A, Grup
I/R’ye gore artmis oldugu saptandi. Ayrica Grup A ve Grup I/R’de Grup S’ye gore
azalmis oldugu gdzlendi. Akciger dokusu SOD diizeylerinin Grup i/R’de Grup S’ye
ve Grup A’ya gore artmis oldugu goriildii. Grup I/R-A’da ise Grup S, Grup A, Grup
I/R’ye gore artmis oldugu saptandi. Karaciger dokusu SOD diizeylerinin Grup I/R’de
Grup S’ye ve Grup A’ya gore artmis oldugu goriildii. Grup I/R-A’da ise Grup S, Grup
A, Grup I/R’ye gére artmis oldugu saptandi. Akciger dokusu CAT diizeylerinde Grup
A ve Grup I/R-A’da Grup S’ye gore artis varken Grup I/R’de CAT diizeyi en diisiikti.
Karaciger dokusu CAT diizeylerinde gruplar arasinda CAT medyanlari bakimindan
benzer bulundu. Ancak enzim diizeyleri agisindan hicbir grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

Histopatolojik incelemede; akciger dokusunda, Grup I/R’de nétrofil/lenfosit
infiltrasyon skoru Grup S’ye gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0,007). Alveol duvar kalinlasma skoru bakimindan istatiksel olarak anlaml fark
bulundu (p=0,006). Grup I/R’de alveol duvar kalinlasma skoru Grup S ve Grup A’ya
gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.008, 0.028; sirasiyla).
Notrofil/lenfosit infiltrasyon skoru bakimindan istatiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0,004). Grup I/R’de alveol duvar kalinlasma skoru Grup S ve Grup A’ya gore
istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.011, 0.040; sirasiyla).
Karaciger dokusunda, hepatosit dejenerasyon skoru bakimindan istatiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,004). Grup I/R’de karaciger hepatosit dejenerasyon skoru
Grup S ve Grup A’ya gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.03,
0.044; sirasiyla). Siniizoidal dilatasyon skoru bakimindan istatiksel olarak anlamli fark
bulundu (p=0,020). Grup I/R’de siniizoidal dilatasyon skoru Grup S’ye gére istatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,017). Piknotik ¢ekirdek skoru
bakimindan istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,009). Grup i/R’de piknotik



cekirdek skoru Grup S’ye gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0,006). Nekroza giden hiicre skoru bakimindan istatiksel olarak anlamli fark
bulundu (p=0,002). Grup I/R’de nekroza giden hiicre skoru Grup S, Grup A ve Grup
I/R-A’ya gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.010, 0.010,
0.010; sirastyla). PMN hiicre infiltrasyon skoru bakimindan istatiksel olarak anlaml
fark bulundu (p=0,050). Grup I/R’de PMN hiicre infiltrasyon skoru Grup S’ye gore
istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,044).

Bu calismada, denek sayisinin azligindan dolayr akciger ve karaciger dokusu
biyokimyasal degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak da akciger
ve karaciger dokusunun histopatolojik olarak I/R hasarindan etkilenmis oldugunu ve
bu hasarin amantadin kullanimiyla geri dondiiriilebildigini gézlemledik. Amantadinle
ile ilgili I/R hasarina bagli uzak organ hasar1 ¢alismalarmin sayis1 yetersiz olup bu

konuyla ilgili daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Iskemi/reperfiizyon, amantadin, akciger dokusu, karaciger

dokusu
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF AMANTADINE
ON LUNG AND LIVER TISSUE AFTER HEPATIC
ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY IN RATS

Ischemia/reperfusion injury is one of the potential complications of liver surgery. It is
very well known the fact that N-Methyl D-Aspartate (NMDA) antagonists protect
against ischemia/reperfusion (I/R) injuries in the various tissues and the organs. In
this study, we have aimed to examine the protective effects of amantadine, which is
known as an NMDA antagonist, on lung and liver tissues following liver I/R injury in

rats.

The total number of 24 Wistar rats weighting between 250-330 g randomly divided
into 4 groups after getting acknowledgement of the ethical commitee . The groups are
named as following; the group of Sham (Group S, n=6), the group of Amantadine
(Group A, n=6), the group of Ischemia/Reperfusion (Group I/R, n=6), and the group
of Ischemia/Reperfusion Amantadine (Group I/R-A, n=6). The all types of rats
identified above, which are weighted before putting the prcatice of anesthesia, got
anesthetized by injecting intraperitoneal 100 mg/kg ketamine and 15 mg/kg xylazine
and then the abdominal parts of their bodies are shaved before surgical incision. The
45 mg/kg of amantadine has been given with the way of intraperitoneal in the Group
A. It has been waited 15 minutes without doing any operations to the rats located in
the Group S. Median abdominal incision has been performed but no interventions has
been made to the liver. It has again taken 15 minutes following reaching the sufficient
surgical depth on the rats classified in the Group I/R. Having been implemented
median abdominal incision to the rats, the patterns placed on the left portal triad have
been exposed to the atraumatic vascular clamping during 45 minutes. Following the
45 minutes of ischemia duration, atraumatic vascular clamp is moved away and then,
reperfusion taken 2 hours time has been performed .The 45 mg/kg of amantadin in the
group I/R-A has been carried out with the way of the intraperitonel. It has been waited

for 15 minutes before exercising any procedure. Median abdominal incision has been
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performed and atraumatic vascular clamping has been done to the patterns on the left
portal triad through out 45 minutes. After 45 minutes of ischemia duration, atraumatic
vascular clamp moved away and 2 hours of reperfusion had performed. After the 45
minutes of ischemia duration, atraumatic vascular clamp is remowed away, and then
two hours reperfusion has been carried out. At the end of the experiment, the rats have
been sacrificed and lung and liver tissue specimens have been taken so as to be
analyzed. The levels of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) in lung and liver tissues have been studied. In addition to that
knowledge, lung and liver tissue have been investigated histopathologically. MDA
levels in the lung tissues have been found to be increased in Group A compared to
Group S, whereas Group I/R and Group I/R-A MDA levels decreased compared to
Group S. The Group I/R-A has the lowest level. MDA levels in the liver tissues in
Group I/R-A have been found to be increased according to Group S, Group A, Group
I/R. It has also been observed that MDA levels have gone down in Group A and Group
I/R as it is compared to Group S. SOD levels in the lung tissues have gone up in Group
I/R than the Group S and Group A. Moreover, in Group I/R-A, it has been found to
have increased when it has been checked against Group S, Group A, Group I/R. SOD
levels in the liver tisses have increased in the Group I/R compared to Group S and
Group A, while the levels of SOD in Group I/R-A have risen rather than Group S,
Group A, Group I/R. The CAT levels in the Group I/R were the lowest when there was
an increase in Group A and Group I/R-A compared to Group S at lung tissue CAT
levels. Liver tissue at CAT levels was similar in terms of CAT medians among the
groups, but there was no statistically significant difference among the groups in terms

of enzyme levels (p>0.05).

Histopathological examination of the lung tissue has revealed the fact that the
neutrophil/lymphocyte infiltration score in Group I/R was statistically and
significantly higher than the Group S (p=0.007). There was a statistically significant
difference in alveolar wall thickening score (p=0.006). The alveolar wall thickening
score in Group I/R was statistically and crucially higher than the Group S and the
Group A (p=0.008, 0.028, respectively). There was a statistically substantial

distinctness in neutrophil/lymphocyte infiltration score (p=0.004). The alveolar wall

Xl



thickening score in the Group I/R was statistically and outstandingly higher than the
Group S and the Group A (p=0.011, 0.040, respectively). There was a statistically
prominent difference in hepatocyte degeneration score in the liver tissues (p=0.004).
Liver hepatocyte degeneration score in Group I/R has been appeared statistically
higher than the Group S and the Group A (p=0.33, 0.044, respectively) in a certain
extent. There was also a statistically and chiefly difference in sinusoidal dilatation
score (p=0.020). The sinusoidal dilatation score in Group I/R was statistically
significantly higher than Group S (p=0.017).There has been a statistically significant
difference in terms of the pyknotic core score (p=0.009).In Group I/R, the pyknotic
core score was found statistically significantly higher than Group S (p=0.006). There
was a statistically significant difference in necrosis leading cell score (p=0.002). The
cell score of necrosis in Group I/R was found statistically significantly higher than
Group S, Group A and Group I/R-A (p=0.010, 0.010, 0.010, respectively). There was
a statistically significant difference in PMN cell infiltration score (p=0.050). PMN cell
infiltration score in Group I/R was found to be statistically and substantially higher
than the Group S (p = 0.044).

In this study, we have not determined a statistically significant difference between the
biochemical values of the lung and the liver tissues due to the insufficiency of the
number of the subject we have analzed so far now, and we observed that lung and liver
tissue was histopathologically affected by I/R injury and that this damage could be
reversed by amantadine usage. The number of studies on amantadine and I/R injury
remote organ injury is quite insufficient and there is extremely need for more studies

to be done.

Keywords: Ischemia/reperfusion, amantadine, lung tissue, liver tissue
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1.GIRiS

Hepatik iskemi/reperfiizyon (I/R); travma, transplantasyon, karaciger cerrahisi, sok
gibi durumlarda yaygin olarak goriilen ve yiiksek mortalite ile seyreden bir durumdur
(Pantazi et al. 2016). Karaciger rezeksiyonu ve karaciger transplantasyon cerrahisinde
I/R hasar1 morbidite ve mortalitenin ana nedenidir (Datta et al. 2013). Karaciger I/R
hasarinin mekanizmalarini anlamak ve bu duruma kars: stratejiler gelistirmek hepatik
rezeksiyon ve transplantasyon cerrahisinde akut komplikasyonlar azaltir. Karaciger
I/R hasarmmn derecesine bagl olarak serum karaciger enzimlerinden en sik aspartat
transaminaz (AST), alanin aminotrensferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve
serum glutamik-oksaloasetik transaminaz diizeyleri yiikselir (Datta et al 2013). Ik
karaciger hasar1 dogrudan hiicresel yaralanmaya neden olan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ile baslar ve ayn1 zamanda mikrovaskiiler etkilere yol agar. Artmis nekroz ile
artan apopitoz akut inflamatuar degisikliklere yol acar. Iskemi sirasinda hiicre ici ve
hiicre dis1 adenozintrifosfat (ATP)'nin tilkenmesi sonrasinda adenozin, hipoksantin ve
ksantin igeren ATP bozunma iiriinlerinde artis meydana gelir. Reperfiizyon sirasinda
oksidan yolaklarin aktive olmasiyla birlikte reperfiizyon hasarini hafifletmeye c¢alisan
baska yolaklar da aktive olur. Reperflizyonda ¢ok cesitli serbest oksijen radikalleri
(SOR) iiretilir. En fazla goriileni siiperoksit, hidrojen peroksit (H20.) ve peroksinitrit
gibi reaktif azot tiirlerinin artisidir (Datta et al. 2013).

Iskemi/reperfiizyon hasar1 kalp, beyin, karaciger, bobrek ve bagirsak gibi doku ve
organlarin O2'ye bagimli hiicrelerini etkiler. Bu hiicrelerin enerjisi mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon ile saglanabilir fakat tek basma anaerobik glikoliz ile
saglanamaz (Buja 2005, Jaeschke 2003, Mergenthaler et al. 2004). I/R hasar1, 6zellikle
major organ transplantasyon cerrahisi sonrasi organ islev bozuklugu veya fonksiyon
bozuklugunun baslica sebebidir. /R hasari, nakledilen organlarin uzun siireli
sagkalimm da kisitlamaktadir. Iskemik fazda anoksik hiicre yaralanmasi baskindur.
Azalan mitokondriyal ATP iretimi, hidrolazlarin aktivasyonu ile hiicresel iyon
dengesi ve hiicre membranlarinin gegirgenligi bozulur. Etkilenmis dokuda 16kositler
ve kompleman sistemi aktive olur. Reperfiizyon fazinda meydana gelen hiicre

yaralanmasi ya iskemik evrede baslatilmis olan hiicresel degisikliklerin bir sonucu ya



da inflamasyona bagli olabilir. Buna ek olarak hiicre i¢i sinyalleme kaskadlariin ve
apoptotik yollarin aktivasyonu gerceklesir (Groot and Rauen 2007).

N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptor blokerlerinin gesitli dokularda (beyin, bobrek,
myokard, iskelet kasinda) I/R hasarma kars1 koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir
(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Amantadin
bir NMDA reseptor antagonisti ajandir. Ancak karaciger I/R hasarinda amantadinin
akciger ve karaciger dokusunu nasil etkiledigine dair herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Calismamizda; amantadinin ratlarda olusturulan hepatik I/R hasarindan sonra akciger
ve karaciger dokusundaki etkisi biyokimyasal olarak dokuda Malodealdehit (MDA),
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) diizeyleri lizerinden degerlendirildi.

Histopatolojik hasar1 belirlemek i¢in dokular hematoksilen-eozin boyasi ile boyanip
151tk - mikroskobunda degerlendirildi. Akciger histopatoloji degerlendirmesinde
notrofil/lenfosit infiltrasyonu ve alveol duvar kalinlasmasinin derecelendirilmesi dort
nokta skorlama sistemi [Grade O (Hasar belirtisi yok), Grade 1 (hafif hasar), Grade 2
(orta hasar), Grade 3 (ciddi hasar)] kullanilarak yapildi. Karaciger dokusunun
histopatolojik degerlendirmesi ise Abdal-Wahhab tarafindan tanimlanmig olan "yar1
nitel degerlendirme" yontemi kullanilarak yapildi (Abdel-Wahhab et al. 1999) . Doku
hasar1; hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon, piknotik ¢ekirdek, nekroza
giden hiicre, parankimde polimorfoniikleer (PMN) hiicre infiltrasyon skorlamasi
[negatif (-) puan hi¢bir yapisal degisiklik olmamast; bir pozitif (+) puan, hafif derecede
yapisal degisiklik olmasi; iki (++) pozitif puan, orta derecede yapisal degisiklik
olmasi; ¢ pozitif (+++) puan, ciddi derecede yapisal degisiklik olmasi] ile

degerlendirildi.

Hastalarda istenildiginde hepatik I/R durumu olusturulamadigindan bu arastirma

konusunun hayvanlarda arastirilmas tercih edilmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 iISKEMi

Iskemi, arteriyel veya vendz kan akimmin azalmasina ya da tamamen kesilmesine
bagli olarak organlarin ve dokularin yetersiz perfiizyonu sonucu doku veya organlarin
oksijenden yoksun kalmasidir (Jennings and Reimer 1991). Azalan kan akiminin veya
hipoksinin dogrudan bir sonucu olarak mitokondriyal oksidasyon bozulur (Gonzalez-
Flecha et al. 1993). Anoksik hasarda mitokondriyal enerji tretimi, oksidatif
fosforilasyon ve dolayisiyla hiicresel enerji igeriginde bir azalma meydana gelir. Enerji
eksikligi yiiziinden dogrudan veya dolayli olarak hiicresel iyon dengesi bozulur,
hidrolazlar aktive olur ve hiicresel zarlarin gecirgenligi artar. Bu degisiklikler siral1 bir
diizende olusur. Hipoksik siire¢ ne kadar uzunsa bu degisiklikler o kadar fazladir.
Glikolitik hizdaki ve ATP tiikketimindeki artis zarar goren lizozomlardan hidrojen
(H")'nin serbestlestirilmesi nedeniyle sitozolik pH dogrudan azalmaktadir. Buna ek
olarak hiicresel iyon dengesi bozulur. Bunun sonucunda sitozolik sodyum (Na*) ve
kalsiyum (Ca*?) konsantrasyonlarinda artis meydana gelir ve sodyum-potasyum
ATPaz (Na-K ATPaz) pompasi inhibe olur. Sitozolik Ca*? konsantrasyonundaki artis
fosfolipazlar (6zellikle fosfolipaz A2) ve proteazlar gibi hidrolazlari aktive eder.
Hidrolazlar hasarlanma siirecini daha da artirir. Artan hiicre i¢ci Na*, ozmotik basing
artisina neden olur ve plazma membraninin bozulmasina katki saglar. Mitokondriyal
zar potansiyelinin kayb1 ve matriste Ca*? birikimi ile mitokondriyal gegirgenlik artis1
olusur. Gegis sirasinda sitozolik ATP, mitokondriyal ATPaz tarafindan (ters modda
calisan ATP sentaz) kullanilir ve bu da hiicresel ATP kalintilariin daha da
bozunmasina neden olur. Bu hasarlanma siirecine ek olarak sentez ve onarim da azalir.
Anoksik yaralanma sonucunda tipik olarak hiicre 6liimiiniin nekrotik (nonapoptotik)

bi¢imini temsil eden hiicre 6liimii gergeklesir (Groot and Rauen 2007).

Iskemik dokuya, hem hiicrelerin kendini yenilemesi hem de biriken toksik maddelerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Fakat, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda yalnizca iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara

neden olur (Zimmerman and Granger 1992). Reperfiizyon doneminde goriilen hasarda,



hiicre igine molekiiler oksijen girisi ile olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) basta
olmak tizere bircok mekanizma rol oynamaktadir. Siiperoksit anyonu, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali en iyi bilinen SOR tiirleridir. Bu tiirlerin olusumunda
difosfoniikleotid (NADPH) sistemi ve KO sistemi onemli rol oynamaktadir.
Reperfiizyon hasarina en hassas yapilar; zar lipidleri, proteinler, niikleik asitler ve
deoksiriboniikleik asitlerdir (Wilhelm 1990).

Reperfiizyon ile dokularda iskemik durumdan ¢ok daha agir bir hasar olusmaktadir.
Hasar1 tetikleyen en 6nemli faktoriin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu
diisiiniilmektedir (Semenza 2000, Girotti 1998). Iskemi sonrasinda, iskemik dokudaki
serbest radikallerin en 6nemli kaynagi KO enzimidir. Bu enzim “dehidrogenaz” ve
“oksidaz” aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda, KDH
enziminin Ca*? aracili bir proteaz katalizorliigiinde KO’ya déniisiimii; intestinal
dokuda 10 saniye, kalp kasinda 8 dk, karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde 30 dk
siirmektedir. Bu da degisik dokularin I/R hasarma neden farkli oranlarda yanit verdigi
konusunda tanimlayict olmaktadir. Ayrica hipoksantin ve ksantin oksidasyonu da
serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir (Grace 1994, Terzi ve ark. 2000, Ertan
ve ark. 2001).

2.2 REPERFUZYON

Iskemik dokudaki hiicrelerin kendini yenilemesi ve toksik maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in yeniden kan akimi gereklidir. Bu déneme reperfiizyon donemi adi
verilmektedir. Hem sicak hem de soguk iskemiyi takiben reperfiizyonla birlikte
inflamatuar yanit baslar. Bu inflamatuar siirece makrofajlar, endotel hiicreleri,
notrofiller, lenfositler, trombositler, parankimal hiicreler ve ayrica hiicresel olmayan
kompleman sistemi, kan pihtilasma kaskadi, ROS’lar, nitrik oksit (NO),
proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler, elementler, mediatorler dahil olur ve
mikrovaskiiler perfiizyon bozulur (Buja 2010, Jaeschke 2003). Inflamatuar siireg,
hasar gormiis hiicrelerin bilesenleri veya pargalanmis doku matrisi tarafindan
tetiklenebilir. ROS’lar; aktiflestirilmis makrofajlar, nétrofiller, endotel hiicreleri ve

trombositler tarafindan salgilanabilir ve ayrica hasarlanmig ve 6li hiicreler tarafindan



da salinirlar. Azalmig veya artmis NO, endotelin-1 olusumu ve kan koagiilasyonu
mikrovaskiiler perfiizyon bozukluklarina neden olabilir. Inflamatuar yanit sirasinda
serbest birakilan bilesiklerin birgogu ROS’lar, tiimér nekrozis faktor-o (TNF-a) ve
yiiksek konsantrasyonda NO hiicre toksisitesi olusturabilir ve bdylece hiicredeki
hasarin artigina neden olur. Cesitli sinyal yollarinin aktivasyonun [6rn; c-Jun N-
terminal kinaz veya niikleer faktor-kB (NF-kB), mitojen-aktive protein kinaz ailesinin
tiyelerinin aktivasyonu ve mitokondriyal apoptotik yolaklar (kaspazlar ve Bcl-2 ailesi
tiyeleri)] reperfiizyon fazinda hiicre hasarlanmasina karistigi bilinmektedir (Groot and
Rauen 2007).

2.3. KARACIGER iSKEMIi/REPERFUZYON HASARI

Hepatik I/R travma, transplantasyon, karaciger cerrahisi, sok gibi durumlarda yaygin
olarak goriilen ve yiiksek mortalite ile seyreden bir durumdur (Pantazi et al. 2016).
Karaciger rezeksiyonu ve karaciger transplantasyon cerrahisinde i/R hasar1 morbidite
ve mortalitenin ana nedenidir (Datta et al. 2013). iskemi siiresi ameliyat sirasinda
karacigerin oksijensiz kalabilme siiresi ile sinirlidir. Uzun siireli karaciger iskemisi
sonucunda oksidatif stres ve reperflizyon hasarmin inflamatuar komponentleri
meydana gelir. Bu komponentler hepatoselliiler hasara neden olur. Yakin ve uzak
organ disfonksiyonu, transplantasyon cerrahisi sonrasi greftin fonksiyon azligi ve
oliimiine de neden olabilir. Karacigerin metabolik fonksiyonlar1 diistiniilecek olursa
yaralanmanin Klinik etkileri, morbidite ve mortalitesi tahmin edilebilir. Bu nedenle
hepatik I/R hasarinin hiicresel ve molekiiler yollar1 daha iyi anlasiimaya calisiimis ve
caligmalar bu yonde Yyogunlasmistir. Bu konuda yapilan biitiin ¢aligmalar
mekanizmay1 anlamaya ve hasari azaltabilmek veya 6nlemek i¢in bir ¢oziim bulmaya
yoneliktir. I/R hasarina tolerans derecesi karaciger parankiminin énceki durumu ile de
yakindan iliskilidir. Kronik hastaligi mevcut olan karaciger, normal karacigeri olanlara
gdre I/R hasarmna daha duyarhidir. Yash karacigerler geng olanlara gore daha gok
etkilenirler (Jang et al. 2008, Yokoyama et al. 2007).

Deneysel kanitlar karaciger reperfiizyon hasarinin iki farkli fazinin oldugunu

gostermektedir. Erken evre reperfiizyondan sonraki ilk 2 saati kapsar. Bu evrede ana



olay kuppfer hiicrelerinin aktivasyonudur (Jaeschke and Farhood 1991). Komplement
aktivasyonu ve CDs-T lenfositlerinin aktivasyonu kuppfer hiicrelerinin aktivasyonunu
saglayan faktorlerdir (Fondevila et al. 2003). Kuppfer hiicre aktivasyonu; yapisal
degisiklikler, vaskiiler ROS olusumu, TNF-a ve interlokin (IL)-1 gibi sitokinlerin
tiretilmesine yol agar (Lentsch et al. 2000, Liu et al. 2001). Bu ROS ve sitokinler,
endotel hiicreleri tizerinde dogrudan sitotoksik etkiye sahiptir ve hepatositlerde hiicre
membrani reseptdrlerinde degisikliklere ve sitokinlerin salinmasina neden olabilir. I/R
hasarinda TNF-a, karaciger yanitinda merkezi mediatorlerdendir. TNF-a diretimi,
vaskiiler endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikler ve
kemokinlerin {iretimini ve salimini uyarir ve nétrofiller aktive edilir. Aktive
notrofiller, ROS ve proteazlar reperfiizyon hasarinin geg¢ evresi boyunca indiiklenen
oksidatif stresten sorumludur (Jaeschke H. 2000, Matsuda et al. 1998). Son yillardaki
kanitlar kisa ve uzun siireli karaciger I/R hasarinda T lenfositlerinin de 6nemli
mediyatérler olabilecegini diisiindiirmektedir. Sistemik immiin baskilamanin I/R’ye
bagli hepatoseliiler hasar1 azalttigina dair kanitlar vardir (Matsuda et al. 1998, Suzuki
et al. 1993). CDs-T lenfositler reperfiizyonun erken evresinde karaciger siniizoidlerine
TNF-a ve IL-1 araciligi ile yapisirlar (Clavien et al. 1993). Bu T-lenfositleri, kupffer
hiicre aktivasyonunu artirabilir ve graniilosit koloni uyarici faktor ve interferon-Y gibi
maddelerin salinmasi yoluyla PMN hiicre aliminda hiicresel aracilar olarak gorev
yapabilir (Zwacka et al.1997).

2.4. KARACIGER ISKEMIi/REPERFUZYON HASARININ AKCiGER
DOKUSUNA ETKIiSi

Karaciger I/R hasari sonrasinda pulmoner komplikasyonlarin morbidite ve mortaliteye
etkisi 20 yildan fazla siiredir aragtirllmistir. Akciger hasarmin, transplantasyon
sirasinda dondr karacigerinin reperfiizyonu sonrasinda oldugu anlasiimistir.
Savunulan mekanizmalardan biri, TNF-o'nin reperfiizyona ugrayan kupffer
hiicrelerinden salinmasidir. Bu hiicreler pulmoner kilcal damarlar araciligr ile
etkilesime girer ve ICAM-1 ve E-selektin gibi adhezyon molekiillerinin ekspresyonu,
notrofillerin migrasyonuna ve daha sonra akciger hasarina yol acar (Colletti et al. 1995,
Colletti et al. 1998, Arkadopoulos et al. 2010). Perfiizyona ugramis karaciger

tarafindan sitokin tretimi, akcigerde lokal olarak sitokinlerin siirekli bir sekilde



tiretilmesini provoke eder (Arkadopoulos et al. 2010). Bir diger 6nemli mekanizma
ise; endotoksinin sistemik dolasima translokasyonudur. Karaciger rezeksiyonu
portosistemik bir sant olusturularak vaskiiler kontrol altinda yapildiktan sonra bakteri
translokasyonu belirgindir (Lemaire et al. 1999). Karaciger I/R’de oksidatif stres
stirekli olarak akciger hasarinin gelisimde o6nemli rol oynamaktadir. Akciger de
antioksidan enzimleri upregiile ederek oksidatif strese kars1 direng saglar. Bununla

birlikte eksojen antioksidanlar da 6nemli fayda saglar (Kalimeris et al. 2010).

2.5. ISKEMIi/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJiSi

2.5.1. Hiicresel Etkiler

Uzamis iskemi cesitli hiicresel metabolik degisikliklerle sonuglanir. Iskeminin
indiikledigi oksidatif fosforilasyonundaki azalmalar ATP de dahil olmak iizere enerji
acisindan zengin fosfatlarin yeniden sentezlenmesinde basarisizlikla sonuglanir. Na-K
ATPaz islevi bozulur ve bdylece Ca*™?, Na* ve su (H20) hiicre igine girer. Ayrica
adenin niikleotid katabolizmasi hipoksantin birikimi ile sonuglanir ve sonrasinda
O2’nin tekrar girmesiyle ROS’a doniisiir. Reperfiizyonda daha fazla hasarlanmaya yol
acan doku savunmasizligini arttiran proinflamatuar siire¢ baslar (Carden and Granger
2000, Maxwell and Lip 1997).

2.5.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Rolii

Iskemik dokularin reperfiizyonu sonrasinda olusan ROS’lar siiperoksit anyonlar (Oy)
hidroksil kokleri (OHY), hipoklorik asit (HOCI), H20> ve NO’dan tiiretilen
peroksinitrittir. iskemi sirasinda hiicresel ATP hipoksantin olusturmak iizere bozunur.
Normalde hipoksantin, ksantin dehidrojenaz ile oksitlenir. Ancak iskemi sirasinda
ksantin dehidrojenaz ksantin oksidaza doniistiiriiliir. Nikotinamid adenin diniikleotidi
(NAD") kullanan ksantin dehidrojenazdan farkli olarak ksantin oksidaz O kullanir ve
bu nedenle iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize edemez ve

boylece dokudan hipoksantin artar. Oz yeniden verildiginde reperfiizyon sirasinda



ksantin oksidaz ile hipoksantin reaksiyonu toksik ROS olusumuyla sonuglanir (Collard
and Gelman 2001).

Ksantin Dehidrogenaz
Ksantin + NADH + H*
Urik asit + NADH + H*

Hipoksantin + NAD" + H,O
Ksantin + NAD" + H20:

v

v

Ksantin Oksidaz

v

Hipoksantin + H2O, + 20>
Ksantin + H.O2 + 30;

Ksantin + Oz~ + H20>
Urik asit + 02" + H20>

\ 4

Reaktif oksijen tiirleri lipid peroksidasyonu ile hiicresel membranlara dogrudan zarar
veren giiclii oksitleyici ve indirgeyici ajanlardir. Ayrica ROS’lar plazma zarindaki
fosfolipaz A2'yi aktive ederek eikozanoid sentezi igin 6nemli bir 6ncii olan arasidonik
asidi olusturarak 16kosit aktivasyonunu ve kemotaksisini uyarirlar (Tromboksan A2
ve lokotrien B4). ROS ayrica 16kosit adhezyon molekiiliinii ve sitokin geninin

ekspresyonunu indiikler (Toyokuni 1999).

2.5.3. Kompleman Rolii

Iskemi/reperfiizyon; kompleman aktivasyonuna ve vaskiiler homeostazi degistiren
bir¢cok proinflamatuar mediatoriin olusumuna neden olur. Bunlardan anafilatoksinler,
C3a ve Cba ve tamamlayici bilesenler, iC3b ve C5b-9 ozellikle onemlidir. Bu
proinflamatuar mediatérlerin en giigliisit C3a'dan yaklasik 20 kat daha giiglii olan
CSa'dir. Cbha 16kosit aktivasyonunu ve kemotaksisini uyarmanin yanisira sitokinler,
monosit kemoatraktan protein 1, TNF-o, IL-1 ve IL-6'nin iiretimini indiikleyerek
inflamatuar cevabi artirabilir (Collard et al. 1999). C5b-9 ve iC3b ayrica vaskiiler
homeostaz1 bozabilir. C5b-9 16kosit adhezyon molekiilii transkripsiyonunu ve
ekspresyonunu arttirmak i¢in endotel NF-kB'yi aktive edebilir. Kompleman tarafindan
etkilenen endotelyal 16kosit adhezyon molekiilleri arasinda vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii-1, hiicre i¢i adezyon molekiilii 1 (ICAM-1), E-selektin ve P-selektin bulunur

(Collard et al. 1999). C5b-9 aym1 zamanda 16kosit aktivasyonunu ve kemotaksiyi,



endotel IL-8 ve monosit kemoatraktan protein 1 salinimini uyarir. Boylece
kompleman, vaskiiler homeostazi degistirerek ve lokosit-endotelyal yapismasini

arttirarak iskemik organa kan akisini tehlikeye atabilir (Collard and Gelman 2001).

2.5.4. Lokositlerin Roli

Iskemi/reperfiizyon; ldkosit aktivasyonu, kemotaksis, ldkosit endotel hiicresi
yapismasi Ve go¢ ile sonuglanir (Carden and Granger 2000, Panes et al. 1999).
Lokositin vaskiiler sistemle etkilesimi 16kositin endotel tizerinde yuvarlanmasi
aracilifryla bir dizi 5Snemli asamada gerceklesir. Ik adim olarak I/R ile artirilan endotel
P selektin yiizey expesyonu lokosit karsit reseptorii ile etkilesir. Bu baslangigtaki
diisiik afiniteli etkilesim, aralikli 16kosit-endotel baglanmasi, "yuvarlanma" olarak
ifade edilir. Sonraki adimda, 16kosit B2 integrinlerinin yapisal olarak sentezlenen
endotelyal hiicreleraras1 adezyon molekiilii 1 ile etkilesimi siki 16kosit yapismasina ve
yanal hareketin durmasina yol acar. Interstisyel bdlmeye 16kosit gocii endotel hiicre
birlesimleri boyunca yapisal olarak eksprese edilen trombosit endotel hiicre adezyon
molekiilii 1 tarafindan kolaylastirilir. Aktif 16kositler extravaskiiler boliime eristiginde
ROS, proteazlar ve elastazlari serbest birakir ve bu artmis mikrovaskiiler permeabilite,
6dem, tromboz ve parankimal hiicre 6liimii ile sonuglanir (Carden and Granger 2000,
Panes et al. 1999).

2.6. SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERI

Radikal, eslestirilmemis elektronlar1 igeren herhangi bir atom ya da biyomolekiil
olarak tanimlanir (Halliwell and Gutteridge 1999). Eslesmeyen bu elektronlar
kimyasal reaktiviteyi etkiler ve radikali karsilik gelen non-radikalden daha reaktif hale
getirir. Oz yasamu siirdiirmek igin en onemli biyolojik molekiil olmasina ragmen
yiiksek kullanilabilirligi nedeniyle SOR olusumunun ana kaynagidir. Biyolojik agidan
onemli radikaller; O2 ", OH ve NO’dur. Normal kosullarda, mitokondride metabolize
olan O2’nin yaklasik % 1-3'tt SOR’a dondisiir (Nohl et al. 2003). Bazi tiirler, O2 veya
NO metabolizmasi i¢in bulunurlar fakat eslesmeyen elektronlari igermediginden

dolayi radikal degildirler. Bu ara tiirler radikal tiirlerle birlikte sirasiyla ROS ve reaktif



nitrojen triinleri (RNS) olarak adlandirilir. Non-radikal ROS'un en 6nemli 6rnekleri
H>0> ve hipoklorik asittir. Non-radikal RNS'nin en 6nemli 6rnegi ise peroksinitrit
(ONOO)’tir (Ischiropoulos et al. 1992). Peroksinitrit, stiperoksit anyon ile NO {iretimi

eszamanli olustugunda olusur.

NO + 02" — ONOO

Siiperoksit olusumundan kaynaklanan doku toksisitesi, cesitli biyolojik molekiil tipleri
(lipidler, DNA, RNA, katekolaminler ve steroidler) ile dogrudan reaksiyona girmesine
ve ters reaksiyon ile H2O.'ye doniismesine dayanir (Cuzzocrea et al. 2001). Az
miktarda metal iyonu (demir (Fe) veya bakir), toksik radikal OH'yi iiretmek igin
Fenton reaksiyonu olarak bilinen sekilde H2O: ile tepkimeye girer (Sutton and
Winterbourn 1989). Bu radikal, proteinlerdeki ve karbonhidratlardaki kovalent baglari

pargalayabilir ve hiicre zarlarin1 yok edebilir.

Iskemi/reperfiizyondan kaynaklanan karaciger hasarinda, azda olsa ROS ve RNS’nin
rolii vardir. Hepatik I/R sirasinda ROS, RNS iiretimi ve salinimi ile eszamanl olarak
endojen antioksidan tiikketimi ve apopitotik veya nekrotik hiicre 6liimiiniin oldugunun
kanitlar1 vardir (Bilzer et al. 1999, Rudiger and Clavien 2002). Karaciger I/R'de ROS
olusumunun Kkesin kaynaklar1 halen arastirilmakta olsa da, NAD®* oksidaz,
ksantin/ksantinoksidorediiktaz (XOR) sistemi ve mitokondrinin énemli rol oynadiklari
diistiniilmektedir (Fan et al. 1999). XOR karacigerde postiskemik oksidan stresin
baslica kaynagi olarak kabul edilmesine ragmen son ¢alismalar XOR'nin mitokondriye
kiyasla daha az rol oynadigin1 gostermektedir (Jaeschke 2002). Mitokondri, oksidatif
stres kosullart altinda siiperoksit iiretiminin 6nemli kisminin yapildigi yerdir. Bu
oksidatif stres membran ge¢irgenliginin bozulmasina ve hiicresel 6liime neden
olabilecek mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina yol agar (Nieminen et al.
1997). ROS ve RNS karaciger I/R hasarindan sonra viicudun inflamatuar cevabin
koordine eden sinyal iletim yollarinda 6nemli bir role sahip olabilir (Harada et al.
2003).
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2.7. ANTIOKSIDAN SiSTEM VE ENZIiMLER

Viicut kendini serbest radikallerin hasarindan korumak igin biiyiik antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bir antioksidan, diisiik kontsantrasyonlarda
mevcutken; okside olabilen bir substratla karsilastirildiginda, substratin
oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide geciktirir veya onler (Gutteridge et al. 1995). Endojen
antioksidanlar esas olarak kiigiik molekiil agirlikli, oksidatif hasarin baslamasini
Onleyen veya yayilimini sinirlayabilen, ROS ve RNS'yi detoksifiye eden maddelerdir.
Normal sartlarda redoks dengesi siki kontrol altindadir. Bununla birlikte ROS ve RNS
endojen antioksidan sistemlerin karsilayamayacagi diizeyde iiretildiginde oksidatif
stres olarak adlandirilan durum olusur (Sies 1991). Bu durum lipidlerin, proteinlerin,
karbonhidratlarin ve niikleik asitlerin hasar gérmesine neden olabilir. Hepatositler
yiiksek hiicre i¢i glutatyon konsantrasyonlarini igerdikleri i¢in ROS ve RNS hasarina
kars1 direnglidirler ve hiicre i¢i yiikksek konsantrasyonda glutatyon (GSH), SOD, CAT
ve lipid ¢oziintir antioksidanlar igerirler (Glatzounis et al. 2005). Bu antioksidan sistem
yasayan tlirlerin O2'nin zararli etkilerine maruz kalmaksizin Oyi enerji igin
kullanabilmesine izin verir. Antioksidan savunma sistemi dokudan dokuya ve
hiicreden hiicreye farklilik gosterir. Ayrica farkli organlarda farkli konsantrasyonlarda
antioksidanlar bulunur ve bu yiizden I/R'ye organ dayamklihginda degiskenlik
mevcuttur (Marczin et al. 2003, Vertuani et al. 2004).

Antioksidanlar heterojen bir molekiil ailesidir. Kokeni (dogal ya da sentetik), dogas1
(enzimatik ya da nonenzimatik), 6zellikleri (hidrofilik ya da lipofilik), mekanizmasi
(ROS'un katalitik olarak ortadan kaldirilmasi, metal selasyon) ve etki alani (hiicre igi,
hiicre zar1 ve hiicre dis1) dikkate alinarak gegmiste ¢esitli siniflandirmalar yapilmistir

(Glatzounis et al. 2005).

Hiicre i¢i antioksidanlar1 SOD, CAT, glutatyon peroksidaz ve rediiktaz enzimlerini
igerirken; tripeptit glutatyon, polipeptid tioredoksin, enzim hem oksijenaz (HO) ve
peroksidazlar peroksiredoksin ailesindendir (Glatzounis et al. 2005). SOD

stiperoksitin hidrojen peroksit (H202) ve O2‘ye bozunmasini katalize eder.
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Stiperoksid dismutaz farkli subseliiler lokalizasyonlar ile ayrilir ve tg¢ tip SOD
bulunmaktadir. Bakir ve ¢inko igeren maddeler sitozolde, manganez mitokondride ve
hiicre dig1 form genellikle matris bilesenleri ile etkilesen plazma membraninin dig

yiizeyinde bulunur.

Hidrojen peroksit iiriinii zayif bir oksidandir ve kismen kararlidir. Bununla birlikte
stiperoksitin aksine H2O> hiicre membranlarinda hizla dagilabilir ve Fenton denklemi

yoluyla Fe*? mevcudiyetinde toksik hidroksil iyonuna doniistiiriilebilir.

Fe*? + H,0; — Fe™ + OH + OH-

Uc ana sistem H20,'yi parcalayabilir. Bunlardan biri de hemoprotein CAT’dir. CAT
tim ana viicut organlarinda, ozellikle de karacigerde konsantre halde bulunur.

H202’nin O2’ye ve H20’ya parcalanmasini katalize eder.

2 H,02 — O2 + 2H20

Ikinci sistem glutatyon peroksidazlardan olusur. Bu grup hiicresel, gastrointestinal,
hiicre dis1 ve fosfolipidler olarak 4 farkli izoform igerir (Dufaure et al. 1996). SOD
tarafindan iretilen H202’nin GSH’in oksitlenmis formuna yani glutatyon disiilfid

(GSSG)’e oksidasyonu ile uzaklastirilmasinda énemli bir role sahiptirler.

2GSH + H,02 — GSSG + 2H20

Glutatyon rediiktaz da bu sistemde 6nemli bir enzimdir. NAD" fosfat1 kullanarak

GSSG’den GSH'n yenilenmesi yoluyla etkisini gosterir (Meister 1988).
Glutatyon neredeyse tiim hiicrelerde milimolar konsantrasyonlarda bulunan bir

tripeptidtir. Endojen antioksidan sistemin 6nemli bir bilesenidir. GSH'nin asil gorevi,

hiicre i¢i olusturulan peroksitleri azaltmak ig¢in glutatyon peroksidaza substrat
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olmaktir. GSH dogrudan ROS ve RNS'yi temizler. GSH, protein siilthidril gruplarinin
oksidasyonunun dnlenmesi ve bakir iyonlarinin selasyonunu 6nleme dahil olmak tizere
birgok diger metabolik siirecte rol oynar. GSH hiicre dis1 sivilarda ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur (Hanna and Mason 1992, Halliwell and Gutteridge 1999).

Uciincii  sistem indirgeyici esdegerleri kullanarak sirasiyla H202 ve alkil
hidroperoksitleri H>O’ya ve alkole indirgeyen peroksiredoksin ailesinin
peroksidazlarindan olusur. Bu esdegerler tioredoksin gibi tiol igeren molekiillerden
tiremistir. Bunlar sitoplazmada (peroksiredoksin |1 ve 1) ve mitokondride
(peroksiredoksin 111) bulunurlar (Kang et al. 1998, Seo et al. 2000).

Tioredoksin 6zellikle endoplazmik retikulum (ER)’de (tioredoksin 1) yogunlasmis bir
polipeptiddir ancak mitokondride de (tioredoksin 2) bulunur. Tioredoksin oksitlenmis
formdaki tioredoksin iginde disiilfit haline doniistiiriilen indirgenmis bigimde 2 bitisik
stilfhidril grubunu igerir. Buna ek olarak birden fazla protein ile redoks reaksiyonlarina
girebilir (Vertuani et al. 2004, Hirota et al. 2002).

Hem oksijenaz; hem'in biliverdine par¢alanmasini katalize eden, Fe iyonlar1 ve karbon
monoksite ayiran ER’de bulunan bir enzimdir. HO'nun ¢ izoformu tanimlanmastir.
Inflamasyon ve oksidatif stres kosullarinda yiiksek seviyede indiiklenebilir olan HO™,
oksidatif stres ve inflamasyon durumunda artabilen HO2 ve HO'tiir (Guo et al. 2001).
HO™ indiiksiyonu ile, hiicre ici serbest hem diizeylerini kontrol ederek, biliverdin
tireterek ve karbon monoksit salinimi ile mikrosirkiilasyonu iyilestirerek hiicreyi
oksidatif strese karsi korudugu gosterilmistir (Bauer and Bauer 2002).

Baslica hiicre dis1 antioksidan savunmalar metal baglayici proteinleri igerir (Betteridge
2000). Serbest metaller Fe ve bakir serbest radikal hasarmi artirir, lipid
peroksidasyonunu hizlandirir ve OH radikal olusumunu katalize edebilir. Metal
baglayici proteinler, bu metallerin non-reaktif durumda kalmasini saglayarak viicudu
olumsuz etkilere kars1 korumaktadir (Halliwell and Gutteridge 1990). Seruloplazmin
ve albumin bakir baglarken transferrin ve laktoferrin Fe baglar. Hemoglobin ve
miyoglobin normalde hiicre i¢i proteinlerdir. Bu proteinler H2O gibi biiyiik miktarda

oksidatif strese maruz kaldiklarinda hem ve Fe iyonlarmi salgilarlar ve lipit
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peroksidasyonunu tetikleyebilirler. Hemopeksin gibi haptoglobinler ve hem baglayici
proteinler olarak bilinen hemoglobin baglayicit proteinler, lipit peroksidasyonunu

uyaran bu maddelerin etkinligini azaltir (Gutteridge and Iron 1989).

Metal baglayici1 proteinlerin 6nemli koruyucu roliine ek olarak in vivo sentezlenen
cesitli diisiik molekiil agirlikli molekiiller de antioksidan 6zelliklere sahiptir (Ameset
al. 1981, Layton et al 1996). Bu maddelerin en énemlileri bilirubin, melatonin, lipoik
asit, koenzim Q, iirik asit ve melaminlerdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda tirik
asitin endojen antioksidan sistemde oOnemli bir rol oynadigi bildirilmektedir
(Glantzounis et al. 2005, Reyes and Leary 2003).

Cok sayida diyet bileseni in vivo antioksidan etkiler gosterir. En 6nemlileri insan
antioksidan sisteminin 6nemli bilesenleri olan hidrofilik askorbik asit (C vitamini) ve
lipofilik B-tokoferol (E vitamininin en aktif formu)’diir. Askorbat bir¢ok enzim igin
bir ko-faktor olarak in vivo olarak gereklidir. Bu enzimlerin en bilinenleri kollajenin
biyosentezinde rol oynayan prolin hidroksilaz ve lizin hidroksilazdir. Temel kimyasal
ozelligi indirgeyici bir madde gibi davranabilmesidir. Peroksil, O, OH, thyil, oksi-
stlfur kokleri ve peroksinitrit gibi cogu radikali temizleyebilir (Halliwell and
Gutteridge 1990, Birlouez-Aragon and Tessier 2003). Lipofilik B-tokoferol hiicre
membranlarinin lipid ¢ekirdegine dahil edildiginde oldukga etkili bir antioksidandir.
Reaksiyon basamaklarinin arasinda olusan peroksil radikallerini temizleyebilir ve bu

nedenle lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini kesintiye ugratabilir (Traber 1994).

Karotenoidler bitki dokularinda yayilmis bulunan bir grup renkli pigmenttir. Bunlar A
vitamini onciiliidiir ve insanlardaki A vitamininin ana kaynagidir. Antioksidan etkisini

serbest radikal temizleyicisi olarak gosterir (Liebler and McClure 1996).

Bitki fenolleri bir diger antioksidan gruptur. Bunlar tokoferoller, tokotriyenler,
flavonoidler, antosiyanidinler ve fenilpropanoidler’dir. Peroksil-radikal temizleyici
zincir bozucu olarak hareket ederek peroksidasyonu engellerler. Buna ek olarak ROS
ve RNS'yi tipki OH, ONOO-, hipoklorik asit ve metal selator gibi temizlerler (Rice-
Evans et al. 1997, Shahidi and Wanasundara 1992).
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2.8. N-METIL D-ASPARTAT ANTAGONIiIZMASI VE i/R HASARI

N-Metil D-Aspartat reseptor ailesi, iyonotropik voltaj ve ligand kapisina bagh
heterojen bir reseptér grubudur. NMDA reseptoriindeki iyon kanallar;, Ca*?nin
hiicrenin igine alinmasina izin vererek hiicre 6liimiine neden olur. Artmis intraseliiler
Ca*? konsantrasyonu ayrica serbest radikaller ve oksidanlarda artisa neden olur.
NMDA reseptdr antagonistlerinin I/R yolu iizerindeki koruyucu etkileri bildirilmistir
(Back et al. 2007). NMDA blokerleri gesitli dokularda (beyin, bobrek, myokard,
iskelet kasinda) I/R hasarma karsi koruyucu etkileri oldugu gdsterilmistir
(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002).

Memantin, aminoadantamin tiirevi, diisiik affiniteli ve yarismasiz NMDA agik kanal
blokeridir. Memantinin sinir sistemini /R hasarma kars1 korundugu uzun siiredir
bilinmektedir (Bakiri et al. 2008). Memantin siklikla alzheimer vakalarin tedavisinde
NMDA reseptor antagonisti olarak kullanilir. Yiiksek glutamat diizeylerinin neden
oldugu hiicre ici Ca*? birikiminin azaltslmas: yoluyla koruyucu etkisini gosterir
(Sonkusare et al. 2005).

Ketamin, NMDA reseptoriinii non-kompetetif sekilde bloke eden yaklasik 50 yildir
kullanilan i.v bir anestezik ilagtir (Sinner and Graf, 2008, Domino et al. 1965). Volatil
anesteziklere kiyasla belirgin bigimde farkli bir anestezi sekli ile sonuglanan bir dizi
anestetik etki iretir. "Disosiyatif anestezi” olarak adlandirilan bu durum iyi
tanimlanmustir. Diisiik konsantrasyonlarda psikotomimetik etkileri iceren hipnoz, daha
yiiksek dozlarda sedasyon ve biling kaybi, yogun analjezi (veya anti-nosisepsiyon,
artmig sempatik aktivite, azalmisg solunum yolu tonusu ve solunumun baskilanmamasi
gozlenir. 1980'lerin ortalarindan ise ketaminin NMDA reseptor blokajina neden
oldugu bulunmustur (MacDonald et al. 1987). Bununla birlikte yapilan yeni ¢aligmalar
ketaminin genis bir yelpazede farkli molekiiler etkiler sergiledigini ve Kklinik
yararliliginin akut ve kronik agri da dahil olmak tizere genis bir yelpazede
kullanildigin1  gostermistir (Hirota 2006, Duman et al 2012). Ketamininin ayni
zamanda I/R hasarinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Guzman-De et al.
2010, Camara-Lemarroy et al. 2009).
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2.9. AMANTADIN

Amantadine Immediate Release (IR) 1966 yilinda Asya influenzasina kars1 koruyucu
bir ajan olarak Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanip kullanilmaya baslayan bir
ilactir (Hubsher et al. 2012). 1969'da Schwab ve arkadaslar1 amantadin hidrokloriiriin
motor semptomlar iizerindeki olumlu etkisini kesfetti ancak antidiskinetik etkisini
kesfetmek 30 yildan fazla zaman aldi. Daha sonra yapilan ¢alismalar amantadin IR ’nin
antidiskinetik etkisini géstermistir. Bununla birlikte bu etki kontrollii, randomize, uzun
stireli klinik galismalarda genis bir sekilde incelenmemistir (Schwab et al. 1969, Ory-
Magne et al. 2014). Levodopa kaynakli diskinezi (LID) tedavisinde amantadin
kullanimu ile ilgili farkli kilavuz onerileri bulunmaktadir (Pahwa et al. 2006, Fox et al.
2011). Amerikan noroloji akademisi yonergeleri amantadinin LID tedavisinde
"muhtemelen etkili" oldugu sonucuna varmig fakat buna karsin Hareket Bozukluklari
Dernegi'ne ait ¢alisma amantadin IR'nin diskinezi tedavisinde "etkili" oldugunu
bildirmis (Pahwa et al 2006, Fox et al 2011). LID'nin azaltilmasinda amantadinin etki

mekanizmasi bilinmemektedir.

Amantadinin giivenli doz araligi belirlenmistir (Symmetrel and Ford 2009). Her ne
kadar ¢ogu parkinson hastasi giinde 200 mg amantadin IR ’yi (amantadin HCI, 162 mg
amantadine esdeger) tolere edebilsede, yiiksek dozlarda 300 mg/giin (243 mg
amantadine esdeger) veya daha yiiksek dozlarda, 6zellikle merkezi sinir sistemi
olaylarinda (uyku bozukluklar1 dahil) yan etkilerin artmis olmas1 amantadin IR'nin

rutin kullanimini sinirlar (Symmetrel and Ford 2009).

Amantadin, glutamaterjik reseptor tiirii olan NMDA reseptoriiniin (Ki 5 10 1M) non-
kompetitif antagonistidir (Farnebo et al. 1971, Danysz et al. 1997). Amantadinin ayrica
antikolinerjik (agiz kurulugu, triner retansiyon, kabizlik vb.) etkileri de vardir
(Metman et al. 1999). Etki mekanizmasi hala tam olarak anlagilmamasina ragmen
amantadin dopamin salinimini artirip pre-snaptik néronlardan geri alinimini geciktirir,
ayni zamanda post-sinaptik reseptorlerin konformasyonunu arttirir ve gesitlendirir
(Karl et al. 1999). Eksitator bir norotransmitter olan glutamatin serbest

birakilmasindan kaynaklanan sekonder hasara kars1 koruma saglayabilir (Kraus and
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Maki 1999). Travmatik beyin hasarinda biling durumunun iyilestirilmesi ve ajitasyonu

azaltilmak i¢in etkisi siirlidir.

Literatiirde karaciger I/R hasarindaki etkisini arastiran bir calisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar Etik Kurulu tarafindan, G.U.ET-
17.021 kod numaras1 ve 14/04/2017 tarihli etik onay1 alan bu ¢alisma, Sakarya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig: tarafindan 2017-40-02-006 kod
numaras: ile desteklenmeye uygun bulunmustur. Calismamiz Gazi Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)’inde Haziran-2017’de gergeklestirildi.

3.1. DENEK SECIMi

Calismada 24 adet 250-330 g agirliginda Wistar cinsi eriskin erkek ratlar kullanilda.
Ratlar, arastirma baslangicina kadar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda
barindirilarak ortama adaptasyonlari saglandi. Denekler 1s1k ve sicakligi standardize
edilmis ortamda birakildi. Standart sigan gidasi (pellet yemi) alan hayvanlara sivi ve

yem kisitlamasit uygulanmadi.
3.2. YONTEM

Ratlar rastgele dort gruba ayrildi. Gruplar Grup Sham (Grup S, n=6), Grup Amantadin
(Grup A, n=6), Grup Iskemi/Reperfiizyon (Grup i/R, n=6), Grup Iskemi/Reperfiizyon
Amantadin (Grup I/R-A, n=6) olarak adlandirildi.

Anestezi uygulanmadan once tartilan tiim ratlara 100 mg/kg ketamin (Ketalar 1mL =
50mg, Pfizer, istanbul, Tiirkiye), 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio %2, Bioveta, Cek
Cumbhuriyeti) intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezileri saglandi ve abdominal

bolgeleri cerrahi insizyondan once tiras edildi (Resim 1).
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Resim 1. Ratin tiraglanmasi

Is1 kaybinin ve hipoterminin engellenmesi amaciyla 1sitict blanket ve 1s1
monitdrizasyonu igin de rektal termometre kullanildi (Resim 2). Yeterli anestezi kriteri
olarak agrili uyarana yanitsizlik saglandiktan sonra kuyruk veninden 24 Gauge (G)
kaniil (IV Flon Ar-Es, izmir, Tiirkiye) ile intravendz (i.v) kaniilasyon yapild1 (Resim
3). Anestezi idamesinde ratlara diizenli araliklarla i.p ketamin enjeksiyonu uygulandi.

Grup S’de ratlarda yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v kaniilasyon yapildiktan
sonra islem yapilmadan 15 dakika beklendi. Orta abdominal insizyon yapildi fakat

karacigere herhangi bir miidahale yapilmadi (Resim 4).

19



Resim 2. Isitica blanket

Resim 3. Kuyruk veni kaniilasyonu
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Resim 4. Orta abdominal insizyon

Grup A’da ratlarda yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v kaniilasyon yapildiktan
sonra amantadin (Amantadine hydrochloride, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) 45 mg/kg i.p yolla verildi. islem yapilmadan 15 dakika beklenildi. Orta

abdominal insizyon yapildi fakat karacigere herhangi bir miidahale yapilmadi.

Grup I/R’de ratlarda yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v kaniilasyon
yapildiktan sonra 15 dakika beklenildi. Ratlara orta abdominal insizyon yapilarak, sol
portal triaddaki yapilara 45 dakika siireyle atravmatik vaskiiler klemp uygulandi
(Resim 5). Bu parsiyel hepatik iskemi metodu ile sag ve kaudat loplarda portal
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dekompresyon saglanabildi ve mezenterik ven6z konjesyon engellenmis oldu. 45
dakikalik iskemi siiresinden sonra atravmatik vaskiiler Klemp uzaklastirildi ve 2 saatlik

reperfiizyon uygulandi.

Resim 5. Karaciger diseksiyonu ve klempleme

Grup I/R-A’da ratlarda yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v kaniilasyon
yapildiktan sonra amantadin 45 mg/kg i.p yolla uygulandi. islem yapilmadan 15
dakika beklenildi. Orta abdominal insizyon yapildi, sol portal triaddaki yapilara 45
dakika siireyle atravmatik vaskiiler klemp uygulandi. 45 dakikalik iskemi siiresinden

sonra atravmatik vaskiiler kKlemp uzaklastirildi ve 2 saatlik reperfiizyon uygulandi.

22



Tiim gruplardaki ratlara anestezi baslangicindan itibaren 195 dakika sonunda karaciger

ve akciger doku 6rneklemeleri igin 6tenazi uygulandi.

3.3. HOMOJENIiZASYON

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda, doku
homojenizasyonu i¢in — 80 °C*de muhafaza edilen akciger 6rnekleri buz iizerinde yag
ve bag dokular1 uzaklastirilarak kiigiik parcalara ayrildi. Ornekler tartildi ve son
konsantrasyonu 100 mg doku/mL olacak sekilde soguk fosfat tamponu (pH 7.4, 50
mmol/L) i¢eren cam tiiplere konuldu (Resim 6) . Homojenizasyon islemi mekanik
homojenizator (Isolab, Laborgerate GmbH, Germany) buz iizerinde yapildi ve isolab
homojenizasyon cihazi kullanildi (Resim 7). Elde edilen homojenat 10.000 g’de, 4°C,
10 dk santrifiij edilerek debrisler ve diger partikiillerinden ayrildi. Ttim parametreler

santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlardan ¢alisildi (Resim 8).

Resim 6. Hazirlanan doku homojenatlari

23



Resim 7. Doku homojenatorii

Resim 8. Doku siipernatantlari
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3.4. LiPID PEROKSIDASYON DURUMUNUN ANALIiZi

Lipid peroksidasyon diizeyini belirlemek i¢in doku MDA parametresi kullanildi.
MDA diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd, Wuhan, China) yéntemi
ile olciildii. Kite ait dl¢iim ici varyasyon katsayis1 (CV) <%10 idi. Olgiimler iiretici
firma protokollerine uyularak otomatik ELISA analizériinde (Triturus, Grifols, Spain)

yapildi. Elde edilen sonuglar diliisyon faktori ile ¢arpilarak sonuglar hesaplandi.

3.5. ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN ANALIiZi

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda doku SOD, CAT
diizeylerinin tayini igin Kitler proje kapsaminda alind1 ve laboratuvara teslim edilerek

Ol¢timleri yapildi.

Siiperoksir Dismutaz, CAT diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd,
Wuhan, China) yontemi ile 6l¢giildi. Kitlere ait 6lgim igi varyasyon katsayis1 (CV)
<%10 idi. Olgiimler iiretici firma protokollerine uyularak otomatik ELISA
analizoriinde (Triturus, Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen sonugclar diliisyon faktorii

ile carpilarak sonuglar hesaplandi.

3.6. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Alinan akciger ve karaciger doku 6rnekleri %10 formaldehit soliisyonu igerisinde +4
derecede muhafaza edildi. Dokular Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Histoloji ve Embriyoloji Klinigi laboratuvarinda hematoksilen-
eozin boyasi ile boyanip 151k mikroskobunda degerlendirildi. Akciger histopatoloji
degerlendirmesinde nétrofil/lenfosit infiltrasyonu ve alveol duvar kalinlagsmasimin
derecelendirilmesi dort nokta skorlama sistemi [Grade O (Hasar belirtisi yok), Grade 1
(hafif hasar), Grade 2 (orta hasar), Grade 3 (ciddi hasar)] kullanilarak yapildi.
Karaciger dokusunun histopatolojik degerlendirmesi ise Abdal-Wahhab tarafindan
tanimlanmis olan "yari nitel degerlendirme" yontemi kullanilarak yapildi (Abdel-

Wahhab et al. 1999). Doku hasari; hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon,
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piknotik c¢ekirdek, nekroza giden hiicre, parankimde PMN hiicre infiltrasyon
skorlamas1 [negatif (-) puan higbir yapisal degisiklik olmamasi; bir pozitif (+) puan,
hafif derecede yapisal degisiklik olmasi; iki (++) pozitif puan, orta derecede yapisal
degisiklik olmast; ti¢ pozitif (+++) puan, ciddi derecede yapisal degisiklik olmasi] ile

degerlendirildi.

3.7. istatiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics 23 programina aktarilarak yapildi. Calisma verileri
degerlendirilirken sayisal degiskenler i¢in merkezi egilim olgiilerinden minimum,
maksimum, medyan ve ceyreklikler arasi genislik degerleri verildi. Kategorik
degiskenler icin frekans dagilimlar: verildi. ikiden fazla grup arasinda fark olup
olmadigina kruskal wallis testi ile bakildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda incelenen toplam 24 denekten olusan 4 gruba ait ratlarin agirliklar
karsilastirildiginda agirlik medyanlariin benzer oldugu saptandi (p=0,962) (Tablo 1)
(Sekil 1).

Tablo 1. . Ratlarin Agirhiklari, [Medyan+IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup I/R Grup I/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P

Agirhk  288,50+42,25  284,00+40,25  285,00+43,00 286,00+44,25

Q) (251-324) (275-328) (257-321) (262-322) 0,962
350,00
288,50 284,00 285,00 286,00
300,00
8 250,00
&
=~ 200,00
=
»ap 150,00
©
©
& 100,00
50,00
0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 1. Ratlarin Agirhklar:
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Gruplara ait akciger dokusu MDA diizeyleri Tablo 2 ve Sekil 2°de verilmistir. MDA
diizeylerinin Grup A’da Grup S’ye gore artmis oldugu Grup I/R ve Grup I/R-A’da ise
Grup S’ye gore azalmis oldugu saptandi. Grup I/R-A’da ise MDA diizeyi en diisiiktii.
Fakat gruplar arasinda MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,232).

Tablo 2. Akciger Dokusu MDA Diizeyleri, ng/mg [Medyan+IQR (en az — en
¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/R Grup I/R-A P
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA 3,224+1,31 3,38+0,80 2,92+0,15 2,62+1,03 0,232
(2,28-4,02) (2,79-3,84) (2,73-3,27) (1,64-3,48)
3,38
3,50 3,22
2,92

- 3,00 2,62
£
5 2,50
=
"= 2,00
(]
>
9 1,50
=]
T
< 1,00
o
2 g,50

0,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 2. Akciger Dokusu MDA Diizeyleri
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Gruplara ait karaciger dokusu MDA diizeyleri Tablo 3 ve Sekil 3’de verilmistir. MDA
diizeylerinin Grup I/R-A’da Grup S, Grup A, Grup I/R’ye gére artmis oldugu saptandi.
Ayrica Grup A ve Grup I/R’de Grup S’ye gore azalmis oldugu gozlendi. Fakat gruplar
arasinda MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,138).

Tablo 3. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri, ng/mg [Medyan+IQR (en az —en
¢ok)]

Grup S Grup A Grup I/R Grup I/R-A p
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
MDA 0,58+0,15 0,44+0,22 0,51+0,22 0,69+0,21 0,138
(0,44-0,69) (0,31-0,70) (0,46-0,87) (0,55-0,81)
1,00
0,90
%D 0,80 0,69
SN
% 0,70 0,58
.‘:’ 0,60 0,51
% 0,50 0,44
[J]
N 0,40
2 0,30
g 0,20
0,10
0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 3. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu SOD diizeyleri Tablo 4 ve Sekil 4’de verilmistir. SOD
diizeyleri Grup I/R’de Grup S’ye gore diisiiktii. Grup S, Grup A ve Grup I/R-A’da
Grup I/R’ye gore SOD diizeylerinin yiiksek oldugu saptandi. Ancak gruplar arasindaki
SOD diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,568).

Tablo 4. Akciger Dokusu SOD Diizeyleri, pg/mg [Medyan=IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/R Grup I/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
3,85+1,89 3,76+0,92 2,93+2,06 3,55+0,47
SOD (2,45-4,91) (2,92-5,00) (1,22-4,73) (3,09-3,98) 0,568
3,85
4,00 3,76 3,55
3,50
= 2,93
€ 3,00
<
oo
£ 2,50
E“ 2,00
>
8
B ) 1,50
©
[a)
o 1,00
n
0,50
0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 4. Akciger Dokusu SOD Diizeyleri
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Gruplara ait karaciger dokusu SOD diizeyleri Tablo 5 ve Sekil 5’de verilmistir. SOD
diizeylerinin Grup I/R’de Grup S’ye ve Grup A’ya gére artmis oldugu goriildii. Grup
I/R-A’daise Grup S, Grup A, Grup I/R’ye gére artmis oldugu saptand:. Fakat gruplar
arasinda SOD diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,082).

Tablo 5. Karaciger Dokusu SOD Diizeyleri, pg/mg [Medyan+IQR (en az —en
¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grup I/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
SoD 0,19+0,31 0,240,10 033£022  0,7440,19  gggo
(0,09-0,53) (0,18-0,35) (0,10-1,16) (0,11-0,93)

1,00

0,90
— 0,74
w ’
2 0,80
5 0,70
Q.
= 0,60
9 0,50
>
& 0,40 0,33
Hes |

0,24

2 0,30 0,19
8 0,20

0,10

0,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 5. Karaciger Dokusu SOD Diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu CAT diizeyleri Tablo 6 ve Sekil 6°de verilmistir. Grup A
ve Grup I/R-A’da Grup S’ye gore artis varken Grup I/R’de CAT diizeyi en diisiiktii.
Gruplar arasinda CAT medyanlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p=0,497).

Tablo 6. Akciger Dokusu CAT Diizeyleri, pg/mg [Medyan+IQR (en az — en
¢ok)]

Grup I/R-
A P
(n=6)

Grup S Grup A Grup i/R
(n=6) (n=6) (n=6)

CAT 4,43+0,89 4,66=1,2 4,02+1,17 4,52+1,20

(3,41-5,88) (4,02-6,94) (3,18-6,66) (4,02-6,94) 0,497

4,66

4,60 4,52
®5 4,50 4,43

4,10 4,02

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 6. Akciger Dokusu CAT Diizeyleri
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Gruplara ait karaciger dokusu CAT diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 7°de verilmistir.
Gruplar arasinda CAT medyanlar1 bakimindan benzer, istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p=0,641).

Tablo 7. Karaciger Dokusu CAT Diizeyleri, pg/mg [Medyan=IQR (en az —en
¢ok)]

Grup S Grup A Grup I/R Grup I/R-A p
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

11,60+0,93 11,37+1,22 11,71£1,17 0.641

11,39+1,21 )
(10,96-12,57) (10,65-12,15) 5.97-15.48) (11,03-12,01)

CAT

2o 11,60 11,37 11,39 11,71
— 12,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 7. Karaciger Dokusu CAT Diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu nétrofil/lenfosit infiltrasyon skoru diizeyleri Tablo 8 ve
Sekil 8’de verilmistir ve gruplar aras1 degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p=0,005). Grup I/R-A ve Grup A’da nétrofil/lenfosit infiltrasyon skoru
Grup I/R’ye gore diisiiktii fakat anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Grup 1/R’de
notrofil/lenfosit infiltrasyon skoru Grup S’ye gore istatiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p=0,007).

Tablo 8. Akciger Dokusu Nétrofil/Lenfosit infiltrasyon Skorlar1 [Medyan+IQR
(en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grup I/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
infiltrasyon 0,00£1,00°  1,00£1,00  2,00£1,00  1,00£1,00 (g5
skoru (0-1) (0-1) (1-3) (1-3) '

"p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

3,00
2,50
S 2,00
o
2 2,00
(7,]
[ =
S 1,50
® 1,00 1,00
S
=)
= 1,00
£
0,50
0,00"
J
0,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

"p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda
Sekil 8. Akciger Dokusu Nétrofil/Lenfosit Infiltrasyon Skorlari
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Gruplara ait akciger dokusu alveol duvar kalinlasma skoru diizeyleri Tablo 9 ve Sekil
9’da verilmistir. Buna gére gruplar arasinda alveol duvar kalinlasma skoru bakimindan
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,006). Grup I/R’de alveol duvar kalinlasma
skoru Grup S ve Grup A’ya gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0.008, 0.028; sirastyla). Grup I/R-A’da alveol duvar kalinlasmas1 Grup I/R’ye gore
diisiik ancak istatiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 9. Akciger Dokusu Alveol Duvar Kalinlasma Skorlar:1 [Medyan+IQR (en
az — en ¢ok)]

Grup S GrupA  Grupi/R Grup I/R-A P
(n:6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alveol
duvar . .
almiasme 0% 1,90 O3y 200100 Moy 0,006
skoru (1-3)

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

3,00

2,50
2,00

2,00
1,50

1,00
0,50"

0,50

0,00"
J

Alveol duvar kalinlasmasi skoru

0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda
Sekil 9. Akciger Dokusu Alveol Duvar Kalinlasma Skorlari
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Gruplarda elde edilen akciger doku preparatlarinin yapilan histopatolojik incelemeleri
Resim 9,10,11,12°de verilmistir. Grup S’de normal akciger dokusu yapist gézlendi
(Resim 9). Grup A’da akciger dokusundaki nétrofil infiltrasyonu gézlendi (Resim 10).
Grup I/R de genis nétrofil infiltrasyonu ve siddetli sekilde artmis alveoler duvar
kalinhig1 gdzlendi (Resim 11). Grup I/R-A’da kapiller konjesyon, ndtrofil infiltrasyonu

ve artmis alveoler duvar kalinlig1 artis1 gézlendi (Resim 12).

i«i«, alveoler septum kalinlagsmasi; a, alveoller; tb, terminal bronsiol; rb, respiratuvar bronsiol; sa, saccus
alveolaris (alveol kesesi); da, ductus alveolaris (alveol kanali)

Resim 9 Grup S’de normal akciger dokusunun yapisi, hematoksilen-eozin; A-
X40; B-X100; C-X400.
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3L, alveoler septum kalinlasmasi; a, alveoller; b, bronsiol; tb, terminal bronsiol; sa, saccus alveolaris (alveol
kesesi); da, ductus alveolaris (alveol kanal1); pa, kan damar arter duvart (pulmoner arter dallari)

Resim 10 Grup A’da akciger dokusundaki notrofil infiltrasyonu, hematoksilen-
eozin; A-X40; B-X100; C-X400.
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$, pulmoner damar kalinlagmas, 3, alveoler septum kalinlagmast; a, alveoller; b, bronsiol; tb, terminal bronsiol;
tb, respiratuvar bronsiol; sa, saccus alveolaris (alveol kesesi); da, ductus alveolaris (alveol kanalt); pa, kan damari
arter duvari (pulmoner arter dallari); inf,Inflamasyon; con, kapiller konjesyon

Resim 11 Grup I/R’de genis nétrofil infiltrasyonu ve siddetli sekilde artms
alveoler duvar kalinhgi, hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400.
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3L, alveoler septum kalinlagsmast; a, alveoller; b, bronsiol; sa, saccus alveolaris (alveol kesesi); da, ductus
alveolaris (alveol kanal1); pa, kan damari arter duvari (pulmoner arter dallar1); con, kapiller konjesyon

Resim 12 Grup I/R-A’da Kkapiller konjesyon, notrofil infiltrasyonu ve artmis
alveolar duvar kalinhgx artisi, hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400.
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Gruplara ait karaciger dokusu nétrofil/lenfosit infiltrasyon skoru diizeyleri Tablo 10
ve Sekil 10’da verilmistir. Buna gore gruplar arasinda nétrofil/lenfosit infiltrasyon
skoru bakimindan istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,004). Grup i/R’de alveol
duvar kalinlasma skoru Grup S ve Grup A’ya gore istatiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p=0.011, 0.040; sirastyla). Grup 1/R-A’da nétrofil/lenfosit
infiltrasyon skoru Grup I/R’ye gore diisiik ancak istatiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05).

Tablo 10. Karaciger Dokusu Infiltrasyon Skorlar1 [Medyan+IQR (en az —en
¢ok)]

Grup S Grup A _Grup Grup I/R-
_ L I/R A p
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Infiltrasyon 0,00+£1,00°  0,50+£1,00°  2,00+1,00
skoru 1) 1) ay PO 0004
*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

3,00

2,50
> 2,00
2 2,00
[7,]
[ =
S 1,50
© 1,00
= 1,00
.= 0,50

0,50

0,00
0,00
Grup S Grup A Grupi/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

Sekil 10. Karaciger Dokusu infiltrasyon Skorlar
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Gruplara ait karaciger dokusu hepatosit dejenerasyon skoru diizeyleri Tablo 11 ve
Sekil 11’de verilmistir. Buna gore gruplar arasinda hepatosit dejenerasyon skoru
bakimindan istatiksel olarak anlaml1 fark bulundu (p=0,004). Grup I/R’de karaciger
hepatosit dejenerasyon skoru Grup S ve Grup A’ya gore istatiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu (p=0.03, 0.044; sirasiyla). Grup I/R-A’da karaciger hepatosit
dejenerasyon skoru Grup I/R’ye gére diisiik ancak istatiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05).

Tablo 11. Hepatosit Dejenerasyon Skorlari [Medyan£IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grupi/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
Hepatosit * .
dejenerasyon 0,00+1,00 1,00+1,00 2,00+1,00 1,00+0,00 0,004
skoru 1 1) (1-3) (0-2)
*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda
3,00

2

o

< 2,50

c 2,00

o

> 2,00

o

e

S 1,50

) 1,00 1,00

o

+ 1,00

(7]

S

2 0,00

0,00
Grup S Grup A Grupi/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup /R ile karsilastirildiginda

Sekil 11. Hepatosit Dejenerasyon Skorlari
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Gruplara ait karaciger siniizoidal dilatasyon skoru diizeyleri Tablo 12 ve Sekil 12°de
verilmistir. Buna goére gruplar arasinda siniizoidal dilatasyon skoru bakimindan
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,020). Grup I/R’de siniizoidal dilatasyon
skoru Grup S’ye gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,017).
Grup I/R-A ve Grup A’da siniizoidal dilatasyon skoru Grup I/R’ye gore diisiiktii fakat
anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 12. Karaciger Dokusu Siniizoidal Dilatasyon Skorlar1 [Medyan+IQR (en
az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grupi/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Siniizoidal .
Dilatasyon 0,00+1,00 0,50+1,00 2,50+2,00 1,00+1,00 0,020
Skoru (0-1) (0-2) (1-3) (0-2)

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

3,00
2,50

N
Ul
o

N
o
o

1,50
1,00

1,00
0,50

0,50

Sinlizoidal dilatasyon skoru

0,00"

0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

Sekil 12.Karaciger Dokusu Siniizoidal Dilatasyon Skorlar:
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Gruplara ait karaciger piknotik ¢ekirdek skoru diizeyleri Tablo 13 ve Sekil 13’de
verilmistir. Buna gore gruplar arasinda piknotik ¢ekirdek skoru bakimindan istatiksel
olarak anlaml1 fark bulundu (p=0,009). Grup i/R’de piknotik cekirdek skoru Grup S’ye
gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,006). Grup i/R-A ve Grup
A’da piknotik ¢ekirdek skoru Grup I/R’ye gore diisiiktii fakat anlamli bir fark yoktu
(p>0,05).

Tablo 13. Karaciger Dokusu Piknotik Cekirdek Skorlar1 [Medyan+IQR (en az —
en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/R Grup I/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Piknotik N
Cekirdek 0,00+0,00 0,50+1,00 1,50+1,00 1,00+1,00 0.009
Skoru (0-1) (0-1) (1-3) (0-1) '

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

N
[=)
o

1,50

1,50
1,00

1,00

Piktonik ¢ekirdek skoru

0,50

0,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda
Sekil 13. Karaciger Dokusu Piknotik Cekirdek Skorlar

43



Gruplara ait karaciger nekroza giden hiicre skoru diizeyleri Tablo 14 ve Sekil 14’de
verilmistir. Buna gore gruplar arasinda nekroza giden hiicre skoru bakimindan
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,002). Grup I/R’de nekroza giden hiicre
skoru Grup S, Grup A ve Grup I/R-A’ya gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p=0.010, 0.010, 0.010; sirastyla).

Tablo 14. Karaciger Dokusu Nekroza Giden Hiicre Skorlar1 [Medyan+IQR (en
az —en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/R irup /R- 0
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Nekroza
giden 0,00+£0,00*  0,00+0,00*  1,50+1,00
hiicre (0-1) (0-1) (1-3) 0,000,00% 0,002
(0-1)
skoru
*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda
3,00

=}

S 2,50

<

(7,]

[))

5 2,00

2 1,50

g 1,50

e]

‘o0

c 1,00

N

o

E 0,50

. 0,00 0,00 0,00
' Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup /R ile karsilastirildiginda
Sekil 14. Karaciger Dokusu Nekroza Giden Hiicre Skorlari
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Gruplara ait Karaciger PMN hiicre infiltrasyonu skoru Tablo 15 ve Sekil 15°de
verilmistir. Buna gore gruplar arasinda PMN hiicre infiltrasyon skoru bakimindan
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,050). Grup I/R-A ve Grup A’da PMN hiicre
infiltrasyon skoru Grup I/R’ye gére diisiiktii fakat anlaml1 bir fark yoktu (p>0,05).
Grup I/R’de PMN hiicre infiltrasyon skoru Grup S’ye gére istatiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu (p=0,044).

Tablo 15. Karaciger Dokusu PMN Hiicre Infiltrasyonu Skorlar1 [Medyan+IQR
(en az —en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grupi/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
PMN
h
in‘}fﬁiasyon 0,5041,00* 1,0041,00  2,00+1,00 1,00£1,00 0,05
u (0-1) (0-2) (1-2) (0-2) 0
skoru

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

3,00

2,50
2,00

2,00

1,50
1,00 1,00

1,00
0,50*

0,50

PMN hiicre infiltrasyonu skoru

0,00
Grup S Grup A Grupi/R Grup i/R-A

*p<0,05; Grup /R ile karsilastirildiginda
Sekil 15. Karaciger Dokusu PMN Hiicre infiltrasyonu Skorlari
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Gruplarda elde edilen karaciger doku preparatlarinin yapilan histopatolojik
incelemeleri Resim 13,14,15,16’da verilmistir.

' | Y - A
VC, vena sentralis; «— —hepatositler; k, kupffer hiicre hiperplazisi; c, dikaryotik hepatosit; *, siniizoid dilatasyonu ;con,
kapiller konjesyon; er, eritrosit

Resim 13 Grup S’de karaciger dokusunun yapisi, hematoksilen-eozin; A-X40;
B-X100; C-X400.

Grup S’den alinan histolojik kesitte klasik karaciger lobiiliiniin vena sentralisinden
uzanan hepatosit hiicre kordonlar1 1sinsal yapida olup siniizoidler, karaciger genel
yapisi ve Ozellikleri normal goriinlimdeydi. Diizenli hepatosit kordonlar1 homojen
dagilimda olmakla birlikte yer yer vena sentralis konjesyonu ve siniizoid dilatasyonu
ile minimal hiicresel degisiklikler g6zlendi. Baz1 bolgelerde portal alanlarda ¢ok hafif

nonspesifik iltihabi hiicreler ve sinilizoidlerde hafif genigsleme goriildii (Resim 13).
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VC, vena sentralis; « —, hepatositler; *, siniizoid dilatasyonu; er, eritrosit

Resim 14 Grup A’da karaciger dokusunun yapisi, hematoksilen-eozin; A-X40;
B-X100; C-X400.

Grup A’da alinan karaciger dokusu kesitinde klasik karaciger lobiiliiniin yapisi,
siniizoidlerin dizilimi yer yer diizensizlik gostermekteydi. Vena sentralis ¢evresindeki
hepatosit kordonlar1 ve hepatosit biiylikliikleri agisindan genel yap1 ve ozellikleri
kontrol grubuna benzerlik gostermekteydi. Parankim hiicrelerinin siniizoide komsu
bolgelerinde vakuoler yapilar dikkat ¢ekti. Yer yer vena sentralis konjesyonu ve
sinlizoid dilatasyonu ile minimal hiicresel degisikliklere rastlandi. Bazi bolgelerde
portal alanlarda ¢ok hafif nonspesifik iltihabi hiicreler, sintizoidlerde hafif genisleme
ve hepatositlerde hafif derecede hidrofilik dejenerasyon goriildii. Hepatosit
sitoplazmalarinda diizensiz yapidaki, yaygin dagilim gésteren bazofilik alanlar dikkati
cekti (Resim 14).
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VC, vena sentralis; « —, hepatositler; k, kupffer hiicre hiperplazisi; *, siniizoid dilatasyonu; con, kapiller
konjesyon

Resim 15 Grup I/R’de karaciger dokusunun yapisi, hematoksilen-eozin; A-
X40; B-X100; C-X400.

Grup 1/R’den alian preparatta belirgin sekilde hepatosit dejenerasyonu, siniisoidal
dilatasyon, piknotik ve hiperkromatik ¢ekirdekli hiicreler, yer yer fokal nekroz
alanlar1 ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu, kupffer hiicre hiperplazisi, inflamasyon,
konjesyon, periferal hepatositlerde sisme, vena sentralis ¢cevresindeki hepatositlerde
ise nekrotik ve apopitotik goriiniim ve dejeneratif degisiklikler, portal alanda ve vena

sentralislerde genisleme, vazokonjesyon ve yer yer kanamali alanlar dikkati ¢ekti
(Resim 15).
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VC, vena sentralis; < —, hepatositler; nec, hepatositlerde nekrotik ve apopitotik gériiniim; K, kupffer hiicre
hiperplazisi, c, dikaryotik hepatosit; *, siniizoid dilatasyonu; inf,inflamasyon; er, eritrosit

Resim 16 Grup I/R-A’da karaciger dokusunun yapisi, hematoksilen-eozin; A-
X40; B-X100; C-X400.

Grup I/R-A’ya ait karaciger doku kesitlerinde vena sentralis cevresindeki
hepatositlerde nekrotik ve apopitotik gériiniim, kupffer hiicre hiperplazisi, piknotik ve
hiperkromatik ¢ekirdekler, siniizoid dilatasyonu, inflamasyon ve konjesyon
goriilebilmektedir (Resim 16).
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5. TARTISMA

Akut karaciger I/R hasari, ozellikle karaciger cerrahilerinde sol portal triaddaki
yapilara gegici olarak klemp konulmasiyla olusmaktadir. Deneysel olarak rat
karacigerinde iskemi olusturmak i¢in Young ve arkadaslar1 "murine modeli"ni
tamimlamiglardir. Buna gore; sol lateral ve mediyan karaciger loblarmin portal
dolasimin1 saglayan portal venin ve hepatik arterin atravmatik vaskiiler klemp
kullanarak kan akimini durdurmuslardir (Young et al. 2001). Biz de ¢alismamizda
ratlarda hepatik iskemi olustururken bu yontemi uyguladik. Bu parsiyel hepatik iskemi
metodu ile es zamanlh olarak kaudat ve sag lateral loblarda intestinal (mezenterik)

vendz konjesyonu engellemis olduk.

Iskemi/reperfiizyon sonras1 hem iskemik alanda lokal hasar olusmakta hem de iskemik
alan disindaki uzak organlarda hasar olusabilmektedir. Uzak organ hasarinda akciger
hedef organ durumunda olup klinik olarak biiyiikk 6nem tasimaktadir (Fantini and
Conte 1995). Karaciger I/R hasarinin bobrek, kalp ve akciger gibi uzak organlara zarar
verebilecegi gosterilmistir (Behrends et al. 2008, Nielsen et al. 1997, Peralta et al.
2002). Hasar goren karaciger dokusu yikici proinflamatuar sitokinler ve O2’den olusan
SOR’leri dolasima birakir ve uzak organlarda daha fazla hasara neden olur (Jiang et
al. 2007). Colletti ve arkadaslar1 karaciger I/R hasarinm akciger fonksiyon bozuklugu
ile iligkili oldugunu gostermistir (Colletti et al. 1995). Akciger dokusunda; 6dem,
intraalveoler kanama ve endotelyal aktivasyon siklikla goézlenir (Knittel et al. 1999).
Bu nedenle biz de bu galismamizda karaciger I/R hasarmin uzak organ etkilerini

saptamak amaciyla akciger dokusunda inceleme yaptik.

Iskemi/reperfiizyon hasarinin gesitli mekanizmalar1 arasinda O, toksisitesi ve serbest
radikal iiretimi &nemli rol oynamaktadir (Carden and Granger 2000). I/R hasar
sonrasinda oksidan tretimi, kompleman aktivasyonu, Ilokosit-endotel hiicre
adhezyonu, transendotelyal 16kosit gogii, trombosit-Iokosit salinimi, 16kosit
toplanmasi ve mikrovaskiiler gegirgenligin artmasi ve bunlara bagli olarak lokal,

sistemik inflamasyon gibi bir¢ok reaksiyon olusmaktadir (Carden and Granger 2000).
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Literatiirde I/R hasar1 ¢alismalainda, I/R hasarma karst koruyucu etkisi oldugu
diistiniilen ¢ok sayida ajan kullanilmistir. SOD, CAT, mannitol, allopurinol, vitamin
E, N-asetilsistein, Fe bilesikleri, anjiyotensin doniistiiricii enzim inhibitorleri veya
kalsiyum kanal antagonistlerinin I/R hasarina kars1 korunmada antioksidan etkinligi
oldugu gosterilmistir (Maxwell and Lip 1997).

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun son irinidiir ve yiiksek seviyesi
postiskemik dokuda serbest radikal olusumunun bir gostergesidir (Takhtfooladi at al.
2013). Serbest radikallerin artmas1t MDA'nin fazla tiretilmesine neden olur. MDA 'nin
yiikselmesi karaciger I/R hasari ile iliskili bulunmustur ve hasarin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir ( Kireev et al. 2013, Draper and Hadley 1990, Dalle-
Donne et al. 2006). Biz de ¢alismamizda lipid peroksidasyon diizeyini tayin etmede
akciger ve karaciger dokusunda MDA diizeylerini arastirdik. Literatiirde karaciger I/R
hasar1 ile ilgili yapilmis calismalarda, I/R hasari sonrasinda MDA seviyelerinin
yiikseldigi ve antioksidan ajan uygulamasi sonrasinda ise MDA seviyesinin azaldigi
bildirilmistir (Takasu et al. 2017, Osman et al. 2017, Aydin et al. 2014, Bayramoglu
ve ark. 2015,). Takasu ve arkadaslar1, karaciger I/R’de giiclii bir antioksidan olan
Dimetil Fumarat'n (DMF) kemirgen karaciger iizerindeki etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, I/R hasar1 sonrasinda MDA diizeyinin arttigini, DMF tedavisi ile MDA
diizeylerinin anlamli oranda distiigiinii bildirmisler (Takasu et al. 2017). Benzer
olarak; karaciger I/R hasar1 olusturulan ratlar; iskemik &nkosullama, lisonopril veya
verapamil tedavisi uygulanan ratlarla karsilastirdiginda I/R hasarinda serum AST,
ALT ve MDA diizeylerinde belirgin yiikselme oldugunu ve sonug olarak da lisinopril
veya verapamil ile farmakolojik 6nkosullamanin karaciger I/R hasarma kars1 daha
fazla koruma sagladigi bildirilmistir (Osman et al. 2017) . Aydin ve arkadaslari, MDA
diizeylerinin karaciger I/R hasarinda hem plazmada hem de karaciger dokusunda
belirgin sekilde arttigin1 ve Hypericum Perforatum tedavisi ile reaktif oksidatif
tirtinlerinin temizlenmesine bagli MDA diizeyinin azaldigini bildirmislerdir (Aydin ve
ark. 2014). Bayramoglu ve arkadaslarinin yaptigi benzer bir calismada da karaciger
I/R hasarinda Lycopen tedavisinin hasara bagl artan MDA diizeyini belirgin bir
sekilde azalttig1 gdsterilmistir (Bayramoglu ve ark. 2015). Literatiirde karaciger I/R
hasarinda akciger doku MDA diizeylerinin ¢alisildigt bir calismaya rastlamadik.
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Sadece bir ¢alismada alt ekstremite I/R hasar1 modelinde akciger dokusunda MDA
diizeyinin arttig1, lipid emiilsiyon uygulamasiyla MDA diizeyinin azaldigini1 ve bunun
akciger hasarma karsi bir koruma saglayabilecegini diistinmiisler ancak akciger
dokusunda MDA diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulamadiklarini bildirmisler
(Xia et al. 2017). Bizim calismamizda ise; karaciger I/R hasarmdan sonra hem
karaciger hem de akciger doku MDA diizeylerinde artis beklememize ragmen aksine
kontrol degerinden daha diisiik bulduk. I/R hasar1 sonras1 amantadin verdigimizde ise
karaciger dokusunda MDA diizeyinde artis olurken akciger dokusunda azaldigini
tespit ettik. Bu tezathigin literatiirdeki diger karaciger I/R calismalarinin hemen
hepsinde MDA ’nin serumda, bizim galismamizda ise dokuda MDA diizeyi bakilmasi

ile ilgili oldugunu diistiniiyoruz.

Stiperoksit dismutaz enzimi, SOR’lerin temizlenmesinde antioksidan enzim olarak
onemli rol oynamaktadir. Literatiirde I/R hasarinda SOD diizeyi ile ilgili iki farkli
goriis yer almaktadir (Fakouri et al 2017, Sezen ve ark. 2016, Kapan ve ark 2009) .
Bunlardan ilkinde; I/R hasarinda doku ve serum &rneklerinde SOD aktivite
diizeylerinin kontrol gruplarina goére azalmis oldugu ve bu disiisiin oksidan
mekanizmalarin baskin halde olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Fakouri et
al 2017, Sezen ve ark. 2016). Fakouri ve arkadaslari, testikiiler I/R hasarinda testis
dokusu SOD etkinliginin 6nemli 6lglide azaldigini, folik asid uygulamasi ile SOD
aktivitesinin istatistiksel olarak anlaml1 derecede arttigini bildirmislerdir (Fakouri et al
2017). Benzer sekilde, diabetik ratlarda olusturulan karaciger I/R hasar1 modelinde
hem karaciger ve hem de bobrek dokusunda SOD enzim aktivitesinin azaldigi,
deksmedetomidin uygulamasiyla SOD diizeyinin arttig1 gésterilmistir (Sezen ve ark.
2016). Diger goriiste ise; I/R hasarinda SOD aktivite diizeylerinin artmis oldugu
gosterilmis ve bu artisin oksidatif stres durumundaki stresi bastirabilmek igin bir cevap
oldugu savunulmustur (Kapan ve ark 2009). Kapan ve arkadaslari, si¢anlarda
olusturduklar1 aort /R modelinde hasari takiben akciger dokusu SOD aktivitesinde
anlamli derecede artis oldugunu ve eritropoetin uygulamalar1 sonrasinda ise anlamli
miktarda azalma oldugunu go6zlemlemislerdir (Kapan ve ark 2009). Bizim
caligmamizda ise; karaciger dokusu SOD diizeylerinin ikinci goriisle kismen uyumlu

oldugunu gordiik. Yani karaciger dokusunda /R sonrasinda SOD aktivitesinde artis
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olmas1 ancak amantadinin SOD aktivitesini azaltmayip hatta daha da arttirmas1 bize
amantadinin karaciger dokusu tizerinde antioksidan etkisinin olmadigini diistindiirdii.
Ancak akciger dokusu SOD diizeylerine baktigimizda ise; birinci goriise benzer, yani
I/R sonrasinda SOD aktivitesinde azalma oldugunu ve amantadin uygulamasryla SOD
aktivitesinin arttigin1 gérdiik. Bu durum bize uzak organ iizerinde amantadinin oksidan

mekanizmalara kars1 koruyucu etkisi oldugunu diistindiirdii.

Bir diger antioksidan enzim grubu olan oksidorediiktazlar, en 6nemli Serbest radikal
temizleyici sistemlerden biridir ve hiicre koruyucu rol oynarlar. CAT da bu antioksidan
enzimlerden biridir. CAT, H,O, yikimimi Kkatalize eder ve CAT’in yiiksek kan
diizeyleri antioksidan etkinligi gosterir. Farkli dokularda yapilan I/R ¢alismlarinda I/R
hasarindan sonra CAT diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (Ghasemnejad-Berenji et al.
2017, Sézen ve ark. 2011, Fouad et al. 2009, Inal ve ark. 2006). Hepatik I/R hasari
caligmalarinda glutamin, deksametazon, allopurinol ve pentoksifilin gibi ajanlar
kullanilarak CAT aktivitesinin arttig1 ve buna bakarak bu ajanlarm hepatik /R
hasarina kars1 koruyucu etkisi olabilecegi bildirilmistir (S6zen ve ark. 2011, Fouad et
al. 2009, inal ve ark. 2006). Literatiirde I/R modellerinde uzak organ CAT diizeylerine
bakilmis bir ¢alismaya rastlamadik. Bizim g¢alismamizda da bu caligmalara benzer
olarak Karaciger dokusunda I/R hasar1 sonrast CAT enzim aktivitesinin azaldigini,
amantadin uygulamas: ile arttigin1 hem karaciger hem de akciger dokusunda gordiik.
CAT enzim aktivitesindeki bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmamasinin

denek sayisinin azligiyla iliskili oldugunu diisiiniiyoruz.

N-metil-D-aspartat reseptorii; membran Kkalsiyum kanali olarak islev goren,
baglangicta merkezi sinir sisteminde tanimlanan glutamat reseptor ailesinin bir
tiyesidir (de Resende et al. 2015). Enterik sinir sisteminde NMDA reseptorlerinin
varligr uzun siiredir bilinmektedir (Liu et al. 1997). Glutamat salinim: ve NMDA
reseptdr aktivasyonu sinir dokusunda inflamatuar yanitlarin uyarilmasiyla iliskilidir
(Bolton and Paul 2006). Sican akcigerinde NMDA aktivasyonunu takiben doku
hasarina neden olan NO ve diger ROS diretimlerinin oldugu, sinir dokusunda
proinflamtuvar sitokinlerin arttig1 bildirilmistir (Said et al. 1995, Chang et al. 2008).

NMDA antagonistlerinin, cesitli organ ve dokularda I/R hasarma kars1 koruyucu
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etkileri oldugu bildirilmistir (Ke et al. 2016, Guzman-De et al. 2010, Camara-
Lemarroy et al. 2009) Ke ve arkadaslarinin 104 adet rat ile olusturdugu siyatik sinir
I/R  modelinde bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801'in sistemik
enjeksiyonunun TNF-o'nin aktivasyonunu inhibe ettigi, hiicre infiltrasyonunu ve
demiyelinizasyonu hafiflettigi, INOS ve NO aktivitesini azalttigi ve boylelikle rat sinir
sistemini I/R hasarina kars1 koruyabilecegi ortaya konmustur (Ke et al. 2016). Camara-
Lemarroy ve arkadaslarinin ratlarda olusturdugu intestinal I/R modelinde serum AST,
LDH, TNF-a, MDA ve P-selektin seviyelerinin yiikseldigi, anjiotensin Il diizeyinin
ve serumda toplam antioksidan kapasitenin azaldigi, barsak mukozasinda ciddi
hasarlanma oldugu ve ketamin uygulamasiyla bu degisikliklerin anlamli olarak

diizeldigi bildirilmis (Camara-Lemarroy et al. 2009).

Amantadin bir diger NMDA reseptdr antagonisti ajandir. Literatiire baktigimizda I/R
hasart modellerinde amantadin ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlamadik.
Ancak; amantadinin noroprotektif etki mekanizmasi ile ilgili olarak ratlardan elde
edilen hippokampal Kkesitlerde kortikosteron ile indiiklenen CA3-CAl yolaginin
anormal glutamaterjik sinaptik iletiminde amantadinin oksidatif stresi azalttigi ve bunu
antioksidan ozellikteki SOD ve CAT aktivitelerini diizenleyerek olusturdugunu
bildiren tek bir calismaya rastladik. Ayrica bu ¢alismada amantadinin noéroprotektif
etkisini hiicre igine Ca*? girisini azaltarak ve apopitozisi dnleyerek yaptigini 6ne
strilmistiir (Xiao et al. 2017). Biz de, amantadinin bir NMDA antagonisti olmasi
sebebiyle I/R hasarma kars: koruyucu etkisi olabilecegini diisiinerek bu calismayi
planladik ve elde ettigimiz SOD ve CAT diizeylerine baktigimizda karaciger I/R
hasarinda da hem karaciger hem de akciger dokusu iizerinde koruyucu etkisi

olabilecegini diisliniiyoruz.

Hepatik I/R hasari, karacigerde ve uzak organlarda hasara neden olmaktadir.
Karacigerde histopatolojik olarak; hepatik kordlarda pargcalanma, kanama, PMN hiicre
infiltrasyonu, hepatosit nekrozu, vendéz tromboz, kupffer hiicrelerinin hiperplazisi,
portal ven dilatasyonu oldugu gosterilmistir (Osman et al. 2017). Diyabetik ratlarda
olusturulan karaciger I/R hasar1 sonrasinda ise; hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal

dilatasyon, piknotik ¢ekirdek, nekrotik hiicre ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunun
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daha fazla oldugu bildirilmistir (Sezen ve ark. 2016). Bizim c¢alismamizda da
karaciger dokusunda hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon, piknotik ¢ekirdek
ve PMN hiicre infiltrasyonu oldugu, nekroza giden hiicre sayisinda artis oldugu ve

amantadin verildiginde ise bu degisikliklerde azalma oldugunu gordiik.

Akciger hasart; karaciger I/R’sinden sonra goriilen en ciddi komplikasyondur. Akciger
hasarmin patogenezi karaciger kaynakli sitokin salinimini ile iliskilendirilmis ve TNF-
a’nin hem hepatositler tizerinde hem de akciger dokusu iizerinde zararli etkileri oldugu
disinilmistiir (Colletti et al. 1989, Coletti et al. 1990). Palladini ve arkadaslari, akut
karaciger I/R hasarimin sadece iskemik karaciger bolgesinde degil akciger ve bobrekte
de histolojik hasar olusturmakla birlikte akcigere bagli MMP aktivitesini de arttirdigini
bildirmislerdir (Palladini et al. 2014). Benzer sekilde hepatik I/R hasari sonrasi
akcigerde nekroz, iflamatuar hiicre, kanama ve mikrosteatozun anlamli olarak arttigini
bildirilmistir (Canedo et al. 2012). Sahin ve arkadaslari, karaciger I/R hasarinda
akciger dokusunda kanama, interstisyel konjesyon, inflamatuar hiicre birikimi ve
alveolar septa kalinlagsmasi gibi histopatolojik degisiklikler gozlemlemisler ve
deksmedetomidin uygulamasi sonrasinda bu degisikliklerin azaldigini bildirmislerdir.
Bu veriler sonucunda sitokin iiretiminin modiilasyonunun, deksmedetomidinin anti-
inflamatuar etkilerinin mekanizmalarindan biri olabilecegi ve hepatik I/R ile olusan
akciger hasarin1 6nlemede faydali olabilecegini 6ne siirmislerdir (Sahin ve ark 2017).
Diger calismalarla uyumlu olarak biz de /R sonrasinda akciger dokusunda
notrofil/lenfosit infiltrasyonu ve alveolar duvar kalinlasmasinda anlamli derecede artis

oldugunu, amantadin uyguladigimizda ise tiim bu degisikliklerin azaldigini gérdiik.
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6. SONUC

Sonug olarak; bir NMDA antagonisti olan ve noroprotektif etkileri gosterilmis olan
amantadinin; akciger ve karaciger dokusu MDA ve SOD diizeylerinde
bekledigimizden farkli sonuglar elde etmis olsak da, CAT enzim aktivitesinin daha
once yapilan calismalar1 destekler nitelikte olmasi ve 6zellikle histopatolojik
incelemelerde hipotezimizi destekler sonuglar elde etmemiz bize amantadinin
karaciger I/R hasarinda hem karaciger dokusu hem de akciger dokusu iizerinde
koruyucu etkisi olabilecegini diisiindiirtiyor, Calismamizdaki en 6nemli limitasyon
gruplardaki denek sayisinin az olmasidir. Literatiirde amantadinle ile ilgili I/R hasar
calismas1 bulunmamasi sebebiyle bu konuyla ilgili daha ileri arastirmalara ihtiyag

vardir.
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