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OZET

iskemi- reperfiizyon hasari karaciger , transplantasyon cerrahisinin
6nemli morbidite ve mortalite nedenidir. Bu hasari 6nlemede birgok ajan
kullanilmis ve halen kullaniimaktadir. Bu calismada karaciger iskemi-
reperflizyon hasarinin engellenmesinde sitidin-5'-difosfat kolin (CDP-C),
oktreotid (OC) ve enoksaparin (ENP) sodyum’un biyokimyasal ve
histopatolojik etkileri arastirnimistir.

Calismada 72 adet disi “wistar albino” rat kullanildi. 12’ ser denekli 6
gruptan grup A’ ya (sham) sadece laparatomi uygulandi. B grubuna
laparatomi’yi takiben 30 dk hepatik iskemi ve 2 saat reperfizyon uygulandi. C
grubuna standart iskemi reperfiizyon surecinden 2 saat 6nce 600 umol / kg
intraperitoneal CDP-C; D grubuna standart iskemi reperflizyon siirecinden
24 saat ve 2 saat 6nce 25 pg / kg subkutan OC, E grubuna yine standart
iskemi reperfiizyon surecinden 24 saat ve 2 saat 6nce 1,5 mg / kg subkutan
ENP, F grubuna standart iskemi reperflzyon sirecinden 24 saat ve 2 saat
once, 25 ug / kg subkutan OC ve 1,5 mg / kg subkutan ENP kombine
uygulandi. Reperflizyon sonunda karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek
icin serumda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
laktat dehidrogenaz (LDH) ve y-glutamil transferaza (y-GT) bakildi. iskemi-
reperflizyon hasari basta olmak Gzere genel inflamatuvar yaniti yansitan
proinflamatuvar bir sitokin olan TNF- a alinan serum 6rneklerinde 6lguldi.
Ratlarin karacigerlerinden alinan doku o6rneklerindeki patolojik degisiklikler
incelendi.

CDP-C uygulanan grupta AST, ALT, LDH ve y-GT seviyeleri en
yiksek bulundu. Ozellikle OC grubunda tim degerler I/R grubuna gére
anlamli olarak disik (p<0,001) bulundu.Bu grupta hepatik nekroza da
rastlanmad..

Karaciger I/R hasarinda hlcresel degisikliklerin stabilize edilmesi ve
inflamasyonun baskilanmasinda OC’nin tek basina uygulanmasi CDP-C,
ENP ve OC+ENP kombinasyonundan anlamli olarak etkin bulundu. CDP-C

ve ENP’nin belirgin etkinlikleri gértlmedi.



Anahtar Kelimeler:Karaciger, iskemi-reperflizyon, sitidin-5'-difosfat

kolin, oktreotid, enoksaparin sodyum.
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SUMMARY

Biochemical and Histopathologic Influences of Cytidine-5’-diphosphate
Choline, Octreotide and Enoxaparin Sodium on Prevention of Hepatic

Ischemia-reperfusion Injury

The ischemia-reperfusion (I/R) injury is an important cause of
mortality and morbidity in liver transplantation surgery. There have been
various therapeutic agents used to prevent this injury. In this study the
biochemical and histopathologic influences of cytidine-5’-diphosphate choline
(CDP-C), octreotide (OC) and enoxaparin sodium (ENP) on prevention of
hepatic ischemia-reperfusion injury were investigated .

72 female w.a. rats were used in this study.The animals were
randomly divided into six groups.In the first group (Sham, group A), only
laparatomy was performed. Second group (I/R group, group B) was
subjected to 30 min of hepatic ischemia and 2 hours of reperfusion. in group
C (CDP-C group), 600 umol/kg CDP-C was administered intraperitoneally,2
hours before ischemia-reperfusion period. In D, E, and F groups, octreotid
(OC) 25ug/kg; enoxaparin sodium (ENP) 1,5 mg/kg, and OC+ENP
combination(respectively) administrated subcutaneously 24 h and 2 h before
I/R injury respectively. Serum aspartat amino transpherase (AST), alanine
amino transpherase (ALT), lactate dehidrogenase (LDH) and y-glutamyl
transpherase (y-GT) levels were measured to evaluate the liver damage after
reperfusion. A proinflammatory cytokine; serum TNF-a levels were also used
as a marker of inflammatory response. The histopathological examination
was performed on the tissue samples of rats’ livers.

The AST, ALT, LDH and y-GT levels were found to be highest in the
group C (CDP-C group) except group B. All parameters in OC group were
significantly lower than the other medicated groups, and also there was not
hepatic necrosis (p<0.001) .

Conclusion; OC administration is significantly more effective than
CDP-C, ENP or ENP+OC combination against liver I/R injury.

v



Keywords: Liver, ischemia-reperfusion, citydin-5’diphosphate colin,

octreotide, enoksaparine sodium.



GIRIiS

iskemi (1), dokularin oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin
dolagim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik Grlnlerin dolagim
tarafindan dokulardan uzaklastinlamamasi olarak tanimlanir. Reperfizyon
(R) iskemik dokuda yeniden kan dolasiminin saglanmasidir. iskemi
reperfizyon (I/R) hasari ise, belli bir stre iskemik halde kalmis dokulara
yeniden kan dolasimi saglanmasinin ardindan bu dokularda meydana gelen
hasardir.

Bir dokuda I/R sonrasi ortaya ¢ikan hasar, dokunun ayni toplam
stUrede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olugsan hasardan daha
fazladir (1). Ozellikle karaciger, kalp, akciger, bdbrek, barsaklar ve beyin
gibi organlardaki doku ve hucreleri etkilemektedir. I/R hasari, bagta genel
cerrahide uygulanan karaciger rezeksiyonlari, transplantasyon cerrahisi
olmak Uzere sok, yanik, sepsis, pankreatit, kemoterapi, serebrovaskiler
yada kardiyovaskiler olaylar ve travmada gérilebilen ve sonuglari énemli
morbidite ve mortalite nedeni olabilen bir durumdur. Birgok organda ayrintili
arastirmalara ragmen henlz I/R hasarinin fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu hasarda polimorf ntveli I6kosit aktivasyonu, serbest
oksijen radikallerinin olusumu, endotel ve kompleman sistemi baglica rol
oynayan komponentler oldugu bilinmektedir (2). Sonucta lokal ve sistemik
inflamatuvar cevabi baslatan bu olay lokal yada uzak organlarda degisik
derecelerde hasar olusturabilmektedir.

Karacigerde iskemik hasar, genellikle major rezeksiyonlarda ve sok
benzeri klinik durumlarda gbézlenen sicak iskemi, transplantasyon sirasinda
gbzlenen soguk iskemi seklinde ortaya cikarken, reperfizyon hasari,
karaciger transplantasyonu ve hepatik rezeksiyon esnasinda uygulanan
pringle manevrasi ( portal venin klemplenerek karacigere gelen kan
akiminin durdurulmasi) veya hemorajik sok sonrasinda gérilen hepatik
fonksiyon bozuklugu veya yetmezlikten sorumludur. Karaciger I/R hasari
kompleks ve multifaktoriyel etkenlere baglidir. I/R hasarinda hepatositler

gibi parankimal hicreler ve kupffer hlcreleri, sintizoidal endotelyal htcreler,



lipid depolayan ito hdcreleri gibi parankimal olmayan hicreler yer almakta
olup bu hiicrelerin hasara verdikleri yanit iskemi tipine gére degisiklik
gostermektedir. Sintizoidal endotelyal hiicrelerin soguk iskemiye cevabi
daha belirgin iken, hepatositler sicak iskemiye daha duyarlidir. I/R hasarinin
temel bilesenleri, hiicresel aktivasyon ve sitokin salinimi, adhezyon molekdl
ekspresyonu ve mikrosirkllatuvar fonksiyon bozuklugudur (3).

Olusan iskeminin ilk édnemli sonucu doku hipoksisine yanit olarak
hucre igindeki enerji metabolizmasi ve enzim fonksiyonlarindaki meydana
gelen degisikliklerdir. Hicresel oksidatif fosforilasyonda azalma ile birlikte
ATP ve fosfokreatin gibi ylUksek enerijili fosfatazlarin sentezinde yetmezlik
go6rulir.Hicre membranindaki ATP bagimh  Na® / K" iyon pompasinin
fonksiyonu bozulunca, hiicre icine Na* ve su girisi olur. Hicre icine
meydana gelen bu akim sonucu kupffer hicreleri ve sinlzoidal endotel
hiicrelerinde ddem meydana gelir (4). Hicre ici Ca*® hepatositlerde hiicre
ici ve disi hormonlarin, bayime faktérlerinin, safra asitinin ve diger iyonlarin
dizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir (5).

iskemide artan sitozolik Ca*® hiicre membranindaki fosfolipazlari
aktive ederek membran yapisindaki bozulmayi artirir. iskemi sirasinda
adenin nukleotid katabolizmasi sonucu ATP indirgenerek hucre iginde
hipoksantin birikir. Hicrelerde sisme, lizozomal bozulma ve mitokondriyal
gecirgenlik ile karakterize bu durum hepatosit ve diger hicrelerde, hlcre
6lim0 6ncesinde gelismektedir.

Karaciger I/R hasarinin erken ve ge¢ dénem olmak Gzere iki dénemi
oldugu gorulmektedir. Erken dénem reperflizyonun ilk 4 saatlik kismi olup,
bu dénemde kupffer hicre aktivasyonu gortlmektedir. Aktive olmus kupffer
hicrelerinden TNF- a, IL- 1 gibi proinflamatuvar sitokinler ile reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) Uretimi ve salinimi gerceklesir (6). IL- 6 ve IL- 12 gibi
diger interl6kinlerde olaya katilirlar. IL- 6 ve TNF- a, iskemik alanda
interselliler adezyon molekalinid (ICAM-1) ve vaskuller hlcre adezyon
molekdlini (VCAM-1) eksprese eder. Endotelyal hiicrelerden salinarak
artan bu interselliler adezyon molekilleri ge¢ dénem |I/R hasarinin

Oncdleridir. Reperfiizyondan 6 saat sonra |/R hasarinin ge¢ dénemi baslar.



Bu dbnemde nétrofil aktivasyonu izlenir. Notrofiller, sinldzoidal ve
postsintzoidal venlllerde toplanarak endotel hicrelerine yapisirlar.
Notrofillerden ROR ve proteaz Uretim ve salinimi ile karaciger parankim
hasari olusur. (3, 7, 8 ) ( Sekil- 1).

Hepatositler

Endotel hiicreleri
(EC)

Limende daralma 4——

.

GMS-CSF

AET
INF, TNFR
¥ho
PAF
LTB4
CD4 + T-hiicre l ERERT
GMS-CSE Nirofil aktivasyonu Kemokinler TNE-c.
@ ve toplanmasi 4 IL-1

Nimrofiller

Sekil- 1: iskemi — reperfiizyon hasar patofizyolojisinin igerdigi mekanizmalar.

iskemide gelisen hipoksi, ATP iretiminde azalma yapar. Enerjinin  azalmasi
membrandaki aktif tasiyici pompalari hasarlar. Hicre i¢i osmotik basing ve
elektrolit dengesizligi sonucunda KC ve EC sisme olur. Bu da sinuzoidal
[limende daralma vyapar. Ayni zamanda ET ve NO arasindaki dengesizlik
sonucunda gelisen vazokonstriksiyon daralmayi arttirir. Mikrosirkilasyondaki
bozukluk nétrofil aktivasyonunu ve bélgeye yigilmini saglar. KC’'den salinan TNF-
a ve IL-1ile ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu saglayarak endotel-nétrofil
etkilesimi saglanir. Béylece nétrofillerden proteaz ve ROR salinarak hiicre hasari
meydana gelir. KC, kupffer hiicre; EC, endotel hiicre; ET, endotelin-1; NO,
nitrik oksit.

I/R hasarinda bir diger énemli nokta, mikrosirkilasyonda meydana
gelen degisimlerdir. Sinlzoidal endotel hiicrelerinde ortaya cikan hasar,
sindizoidal Iimendeki daralma ile birlikte vazoaktif maddelerin olusturdugu
vazokonstriksiyona bagh olarak da ortaya ¢ikar. Perflizyonun azalmasi ile

birlikte nétrofillerin bu bdlgede toplanmasi sintizoidlerde daralmayi baglatan



nedenlerdir (9). Nitrik oksit (NO) ve endotelin-1 (ET) yine I/R hasarinda rol
oynayan iki 6nemli vazoaktif ajanlardir. NO, L- arjininden nitrik oksit
sentetaz (NOS) aracihdl ile meydana gelir (10). NO, sinlzoidlerde ve
presinizoidal bélgede vazodilatasyona neden olmaktadir (11, 12). Bunun
yaninda trombozu, trombosit adezyonunu, I6kosit toplanmasi ve
inflamatuvar mediyatérlerin salinimini énlemektedir (13, 14). NOS'in,
endotelyal ve indiiklenebilir (INOS) olmak Ulzere karacigerde 2 formu
mevcuttur. Endotelyal NOS aktivitesi Ca*™® bagimlidir. indiklenebilir NOS ise
Ca*® bagimsiz olarak hepatositlerden, kupffer hiicrelerinden ve endotel
hiicrelerinden sentezlenir. Olusan NO yagda ¢6zlnebilen bir molekdlddir.
Fizyolojik durumda karacigerde sadece endotelyal NOS mevcuttur. Hepatik
perflizyon icin diisiik seviyelerde NOS (retimi gergeklesir. INOS hem
koruyucu hem de toksik etkiler igerir. I/R'da INOS mRNA ekspresyonu,
reperflizyonun 1. saatinde bagslar ve 5. saatte ylksek seviyelere ulasir (15).
NO ve slperoksit anyonunu birbirine baglayarak, peroksinitrit Gretir ve bu
madde ile toksik etkilerini olusturur. Peroksinitrit, lipid peroksidasyonunu
baslatir ve ATP bagimh Na* / K" iyon pompasini inhibe eder (16, 17) .
Endotelin- 1 ise endotelden sentezlenir ve vazokonstriksiyon yapar. Bunlar
sinuzoidal yatakta vaskuiler tonusu etkilemektedirler. Reperfizyonun erken
déneminde NO salinimi azalir ve endotelin- 1 artar. Bu vazoaktif ajanlar
arasindaki dengenin bozulmasi I6kosit birikimi ile beraber limende daralma
ile sonuglanir.

iskemi fazinda meydana gelen hiicresel degisiklikler reperflizyonun
erken dobénemindeki hicresel hasardan sorumludur. Reperflizyonda
meydana gelen hlcre hasarinda ise reseptérler ve mitokondriyal apoptozise
neden olan yollar etkili basamaklardir (Nukleer faktér- kB ve c- Jun N
terminal kinaz). Hlcre hasarini tetikleyen mekanizmalar bu basamaklar
Uzerinden ilerlemektedir (18). ROR, nuUkleer faktdér- kB (NF- kB) gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive ederken, aktive olan NF- kB ise INOS,
sitokinler (TNF-a) ve adezyon molekdllerinin (ICAM-1) sentezini artirir (19).

Hepatik I/R hasari sonucu superoksid anyonlari (Oz"), hidroksil

radikalleri (OH™) ve hidrojen peroksit (H>O.) reaktif oksijen radikallerini



olusturmaktadir. Hipoksantin normal bir igleyiste ksantin dehidrogenaz
aracihgi ile ksantine dénasirken, iskemi durumunda ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaza dénlsur. iskemi sirasinda ksantin oksidaz oksijeni substrat
olarak kullanamadigindan, hipoksantinin ksantine déniisimi katalizlenemez
ve seviyesi artar (20, 21). Doku reperflze oldugunda ksantin oksidaz
birikmis olan hipoksantini toksik olan reaktif oksijen radikallerine (ROR)
donastarar (Sekil- 2).

NAD(P)H Oksidaz

Ksantin oksidaz "y — Superoksit FEU Fe3+
02 7‘@ 02 H202——==="_ OH-
o o NADP+
Hipoksantin Ksantin 2GSH r j

Ksantin Urik asit 2H+ 02
H202 glutatyon glutatyon
peroksidaz rediktaz
Katalaz
D GSSG NADPH+
W \J] .
2H20+02 2H20

Sekil- 2: Serbest oksijen radikali olusumu ve temizlenmesi. Glutatyon redlktaz,
glutatyon peroksidaz araciligi ile hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) dénlisimind
katalizler.

Hicre membraninda lipid peroksidasyonu ile birlikte ndkleer ve
mitokondriyal DNA hasari meydana getiren reaktif oksijen radikalleri bu
sekilde direkt hlicre hasarina yol acarken ek olarak I6kosit aktivasyonu ve
kemotaksisi de uyarirlar. Antioksidan olarak bilinen maddeler reaktif oksijen
radikalleri Uretiminde rol oynayan bazi enzimlerin etkilerini sinirlayarak
oksidatif hasari 6nleyebilirler. Farkli organlarda farkli konsantrasyonlarda
bulunan bu antioksidan maddeler mekanizmalarina (ROR temizleyen veya
ROR katalizleyerek ortadan kaldiran), orjinlerine (dogal yada sentetik),
degisik Ozelliklerine (lipofilik veya hidrofilik) ve etki ettikleri bdlgelere (hicre

ici, membran ve hiacre digl) gbre siniflandiniabilirler (22). Ksantin



oksidorediktaz (XOR) ve mitokondri ROR Uretiminde ana intrasellliler
kaynaklar iken, kupffer hicreleri ve aktive olmus nétrofiller reperflizyon
fazinin ana ekstraselliler ROR kaynaklaridir. Katalaz, Glutatyon
peroksidaz ve Superoksid dismutaz (SOD) ise ana intrasellller antioksidan
enzimlerdir (23) .

I/R hasar ile ilgili literatire bakildiginda hasari énleme ya da hasar
olustuktan sonra bunu sinirlandirmakla ilgili ¢ok degdisik calismalarin
yapildigi, uygulanan farkli etki mekanizmasina sahip maddelerin yine farkh
sonuglar ortaya c¢ikardigr gortlmektedir. Literatirde 6zellikle santral sinir
sisteminde uygulandidinda I/R hasarini azalttigi degisik calismalarda
gbsterilmis  sitidin-5'-difosfat kolin, didsik molekdl agirhkli (DMAH) bir
heparin olan enoksaparin sodyum ve bir somatostatin sentetik analogu olan
oktreotid ile ilgili calismalar bulunmaktadir (32, 33, 43, 44).

Sitidin- 5’ - difosfat kolin (CDP- kolin) viicudumuzda endojen olarak
sentezlenen polarize bir molekll olup,nikleotid yapidadir. Vicuda disaridan
verildiginde ¢esitli fizyolojik ve farmakolojik etkiler olugturabilmektedir. Cok
saylida deneysel modelde bu etkiler ortaya konmus, bu calismalardan
yararlanilarak ginimizde 6zellikle kafa travmalari, stroke, serebrovaskuler
hastaliklar gibi doku iskemisi ve hipoksisi ile seyreden durumlarda klinik
kullanimi Onerilmektedir (50, 51 , 52) . Fosfotidilkolin (FK) Okaryotik
hucrelerde hicre membraninin en dnemli fosfolipididir (24). Fosfotidilkolin
sentezi 2 yol Uzerinden meydana gelmektedir. Bunlardan birincisi ve esas
olan sitidin - 5' - difosfat kolin (CDP- kolin) yoludur. Bu yol 3 asamadan
olusmaktadir ve 1956 yilinda Eugene Kennedy ve Weiss tarafindan
tanimlanmigtir (25). Bu basamaklarin ilkinde kolin, kolin kinaz (CK) enzimi
ile katalizlenerek fosforile olur ve ortaya fosfokolin ¢ikar. ikinci basamakta
sitidin trifosfat (CTP) ile sitidil transferaz (CT) enzimi araciligi reaksiyona
girerek CDP- kolin sentezlenir. Ugiincli basamakta ise CDP- kolin,
kolinfosfotransferaz (CPT) enzimi aracih@i ile diagilgliserol ile birlesir ve
fosfotidilkolin olusur. CDP- kolin sentezi fosfotidilkolin sentezinin hiz
sinirlayici basamagi olup, c¢esitli tedavilerle kolin, sitidin gibi 6n maddelerin

verilmesi ile CDP- kolin miktarinin artinlabildigi durumlarda veya dogrudan



CDP- kolin verilmesi ile fosfotidil kolin sentezinde artis olabilmektedir (26).
Bu da CDP- kolin verilerek hicre membranlarinin onarilmasi veya
yenilenmesi anlamina gelmektedir. Normal kosullarda Kennedy yolaginda
yon fosfotidilkolin sentezine giden yonddr. iskemik veya hipoksik kosullarda
yon tersine dénerek fosfotidilkolin yikilir ve serbest yag asitleri olusur. Hlcre
membraninda  fosfotidilkolin  igerigi azalirken serbest yag asiti
konsantrasyonu artar.

iskemik ve hipoksik kosullarda disaridan CDP- kolin veriimesi halinde
membran fosfotidil kolin sentezini artirarak yolagin isleyisini normale
cevirmek mUmkin olabilir. Karacigerde I/R hasarinda literatiirde CDP- kolin
kullanilan bir ¢alisma olmasa da , cesitli serebral I/R modellerinde CDP-
kolin tedavisi ile serbest yag asitlerinin azaldidi ve fosfotidilkolin diizeylerinin
korundugu buna bagll néronal yasam sirelerinde artis, nérolojik defisitlerde
azalma saptandigi rapor edilmigtir (51, 53). Yine CDP— kolinin iskemik beyin
dokusunda fosfolipaz A2 aktivasyonunu engelleyip bu yolla arasidonik asit,
ROR ve Lipid peroksidasyonunu azaltarak ve indirgenmis glutatyonu
artirarak fosfotidilkolin diizeylerini koruyabildigi gosterilmigtir (27).

Fosfotidilkolin sentezinin alternatif sentez yolu ise karacigerde
fosfotidiletanolamin N - metiltransferaz (PEMT) enziminin katalizledigi
fosfotidiletanolaminden (PE) fosfotidilkoline olan ddénisim yolu olan
metilasyon yoludur. Hepatik fosfotidilkolin sentezinin esas olarak bu yol
aracihgi ile saglandigi bilinmektedir. Fosfotidiletanolamin N - metiltransferaz
(PEMT) enzim eksikligi olan farelerde kolinden fakir diyetle yapilan
calismalarda, hepatik fosfotidilkolin sentezinin azaldigi ve sonucta siddetli
karaciger hasari ortaya ¢iktigi gosterilmigstir (28).

Dastk molekdl agirlikh heparinler , heparinin kanama, 16kopeni gibi
kullanimini kisitlayici yan etkileri olmayan, plazma proteinleri ve endotel
hicrelerine baglanmayan farmakolojik ajanlar olup, biyoyararlanimlar
oldukga yuksektir. Enoksaparin sodyum bu grubun bir Uyesi olarak halen
kullaniimaktadir. Daha énce DMAH’lerin karaciger iskemi- reperflizyon
hasarindaki etkilerini direkt olarak arastiran literatirde yer alan herhangi

bir calisma olmamakla birlikte, DMAH’lerin karaciger toksisitesini azaltan



yine hepatik fibrozisi ile hepatosit nekrozunu azaltan etkisini gdsteren
calismalar mevcuttur (54). Yine inflamatuvar barsak hastaliklarinda etkili
olabilecedini destekleyen trombositoz ve hiperkoagllasyon sonucu
olusabilecek iskemik  komplikasyonlari  azaltabilecek  antikoagulan
mekanizmasi, ayrica nétrofil géclni inhibe ettigi ve proinflamatuvar sitokin
dretimini azalttigi, reaktif oksijen radikali dretimini engelledigi, damar
gecirgenligini artirdigi saptanan antiinflamatuvar etki hipotezini savunan
calismalar da mevcuttur (29).

Oktreotid, immunmodulatoér 6zellikleri olan dogal peptid yapida bir
somatostatin analogudur. Biyolojik etkisi ayni, yart émri daha uzundur.
Somatostatinin intestinal motiliteyi, ilag ve besin emilimini, vaskdiler
kontraktiliteyi ve hicre proliferasyonunu inhibe edici etkileri mevcuttur .
Ratlarda somatostatinin antiinflamatuvar etkinligini arastiran deneysel
calismalar incelendiginde, endotoksin, IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a ’nin
azalmasini ve neredeyse normal degerlerine ddnmesini saglayabildigi
gosterilmistir. Oktreotidin uygun sekilde vazodilatasyon yaparak intestinal ve
kolonik kan akigini artirabildigi, intrapankreatik olarak yeniden kan
dagilimini sagladigi ve pankreas hucrelerinin salgiladigi hormonlarin
dolagimini artirdi§i bildirilmistir. insanlarda yapilmis baska bir deneysel
calismada, =zayiflayan  mikrosirkilasyonun  postkapiller  venullerde
noétrofillerin  staz ve agregasyonuna, artmig damar permeabilitesine,
arteriyoler perfizyonunun bozulmasi ve sonunda iskemi-reperflizyon
hasarina benzeyen bir tablonun gelismesine neden oldugu gdsterilmistir.
Endoteliyal  hicrelerle  nétrofillerin - karsilikli - etkilesimi,  vaskuller
endoteliyumdaki adhezyon molekdllerinin  uyariimasina ve nétrofiller
tarafindan Uretilen serbest oksijen radikalleri ile birlikte vaskller endotelde
hasara neden olur.Bu durum ise kapiller limeninde daralma, obstriksiyon
ve kapillerlerin fonksiyonunun bozmasi ile sonuglanir.

Oktreotid uygulanan ve uygulanmayan olgularin karsilastirlldigi bir
calismada, oktreotid uygulananlarda post kapiller  venullerdeki
degisikliklerin, uygulanmayan gruba gbére anlamh olarak azaldig

bildirilmistir.  Oktreotidin  endoteliyal hicrelerle nétrofillerin - karsilikh



etkilesimini azaltarak, postkapiller vendllerde nétrofil adheziyonunu 6nledigi
bdylece de koruyucu bir etki yaptigi gértlmastir. Oktreotidin prostasiklin
(PG-I) dlzeyini  azaltarak eikosanoid  Uretimini de azalttigi ve

vazokonstraktif  |6kotrienlerin sentezini baskiladigr goértlmagsttr (38, 39).



GEREC VE YONTEM
Deney Hayvanlari

Bu calismaya ayni yas ve yaklasik agirlikta (250- 300 gr), Uludag
Universitesi Deney Hayvani Yetistirme ve Arastirma Merkezinde yetistirilen
ve standart sartlarda uygun isi, rutubet ve havalandirmasi olan odalarda 12
saat aydinlk / 12 saat karanlik periyodunda , diyet ve su ile beslenen 72
adet disi wistar- albino rat alinmistir. Calisma Uludag Universitesi Hayvan
Bakim ve Kullanim Komitesi Etik Kurulunun izni ile (Karar No:28.11.2006/1)
ayni merkezde gergeklestirilmigstir.

Deneysel Protokol

Her grupta 12 adet rat olacak sekilde 6 farkli grup olusturuldu.
Calismadan 2 saat dnce standart diyet kesilerek sadece su almalarina izin
verildi. TUm deney gruplarinda ratlar, intramuskdaler (i.m) 5 mg / kg Xylazin
(Romphun) ve 50 mg / kg Ketamin (Ketalar) anestezisi altinda deney
masasina alindi. Steril sartlarda, cilt tragl yapiimaksizin, batina orta hatta 4

cm’ lik insizyon ile standart laparotomi uygulandi (Sekil- 3).

Sekil- 3: Laparatomiyi takiben karacigerin normal gérinimu
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Karacigere giden portal ven, hepatik arter ve ana safra kanalindan
meydana gelen hepatoduodenal ligaman vaskuller klemp ile klemplenerek
30 dk sureli total hepatik iskemi olusturuldu. Karaciger ylzeyinde iskemi ile
olusan renk degisikligi gbzlendi (Sekil- 4).

Sekil- 4: iskemiyi takiben karaciger yiizeyinde olusan renk degisimi

iskemi dénemini takiben vaskiiler klemp acilarak , 2 saatlik bir zaman
periyodunu iceren reperflizyon fazina gecildi. Lapararomi esnasinda zorunlu
kaybedilen siviyl yerine koymak amaci ile vicut agirhginin %5’ i oraninda
serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edilerek , cilt stapler
(APPOSE ULC 35 W, Auto Suture *) ile kapatildi. Sham grubuna (Grup A)
sadece standart laparatomi uygulandi. Grup B (I/R) olgularina standart
laparatomi sonrasinda tarif edilen iskemi- reperfliizyon prosedirt uygulandi.
Grup C’ de yer alan ratlara hepatik iskemi olugturmadan 2 saat dnce
Sitidin- 5’- difosfat kolin (CDP- Kolin) (Cytidine- 5 ' - diphosphocholine
Sodium Salt hydrate 1g, Fluka Biochemika Italy) 600 pymol / kg dozda
intraperitoneal (i.p) uygulanarak, I/R periyoduna sokuldu.D grubunda vyer
alan ratlara preoperatif 24 saat 6nce ilk dozu ve preoperatif 2 saat énce
ikinci dozu olmak U(zere Oktreotid (Sandostatin ampul 0,1 mg / 1ml,
Novartis) 25 pg/ kg subkutan (s.c) uygulanarak, I/R periyoduna sokuldu. E

grubundaki ratlara yine preoperatif 24 saat énce ilk dozu ve preoperatif 2
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saat dnce ikinci dozu olmak lzere enoksaparin sodyum (Clexane 6000 anti-
Xa IU, Aventis) 1,5 mg / kg / (s.c)

periyoduna sokuldu. Son olarak Grup F’ de yer alan ratlara yine preoperatif

uygulanarak yine ayni sekilde I/R
24 saat Once ilk dozlari ve preoperatif 2 saat 6énce ikinci dozlari olmak
Uzere Oktreotid 25 pg / kg (s.c) ve enoksaparin sodyum 1,5 mg / kg (s.c)
kombine olarak uygulandi ve takiben I/R periyoduna alindi.

BOtin gruplara 2 saatlik reperflizyonu takiben tekrar laparatomi
uygulandi. Tam ratlarin karaciger sol loblari patolojik inceleme amaciyla
%10 formalin solisyonuna alinarak saklandi. I/R slrecinde ratlar devamh
olarak anestezi altinda tutuldular. Bu iglemleri takiben tim ratlar kardiyak
pankgir ile sakrifiye edilirken, 5 ml kan érnegi biyokimyasal analiz i¢in alinip
saklandi ve deney sonlandirildi (Tablo-1).

Tablo- 1: Gruplara gére uygulanan deneysel protokoller

Uygulanan Uygulanan | R
Madde Prosediir (dk) (saat)
GRUP Laparatomi - -
A
GRUP Laparatomi
B 30 2
iskemiden 2 saat 6nce 600 pmol / kg
GRUP CDP-Kolin intraperitoneal (i.p) 30 2
Cc
GRUP Oktreotid iskemiden 24 saat ve 2 saat 30 2
D once 25ug / kg / (s. ¢)
GRUP Enoksaparin iskemiden 24 saat ve 2 saat 30 2
E sodyum once 1,5mg/kg/ (s.c)
Oktreotid iskemiden 24 saat ve 2 saat énce
GRUP + Octreotid 25 ug / kg / (s. ¢) +
F Enoksaparin Enoksaparin 1,5 mg/ kg / (s. c) 30 2
Sodyum
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Biyokimyasal Analizler

Ratlardan alinan 5 ml kan érnekleri, 2000 devirde (NUve- NF 1000 R,
Sogutmali santrifij ) 10 dakika santriflj edildi. Elde edilen  serum
Ornekleri -80° C de (HETO- Derin dondurucu) saklandi. Karaciger hasarini
belirlemek icin toplanan serum o&rneklerinde aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) , gama-
glutamil transferaz (y- GT) degerleri 6lclldi. Yine organ yetmezliklerinin
temel patojenik 6zelligi olan genel inlamatuvar yaniti yansitan
proinflamatuvar bir sitokin olan timodr nekrotizan faktdér alfa (TNF-a)

seviyeleri degerlendirildi.
Histopatolojik Analiz

I/R periyodu sonrasinda alinan ve %10’ luk formolde karaciger sol
lob doku &rnekleri, doku gémme cihazinda (Shandon Histocentre 3 Thermo
Electron Corporation, Pittsburgh, USA) parafin ile blok haline getirildi. 1u
kahnhkta kizakli mikrotom (Leica SM2000R Microtome, Leica Instruments
GmbH, Germany) ile kesilerek Hematoksilen- Eosin (H- E) ile boyand. Isik
mikroskobu altinda Santral ven dilatasyonu, sinlzoidal konjesyon,
hepatositlerdeki dejenerasyon ve nekroz incelendi. Hasari
derecelendirmede, gbdzlenen her parankimal degisiklik igin yUzdelik dilim
belirlendi. Buna gére %50'den daha ylUksek oranda degisiklik gbzlenen

durumlar giddetli, bu degerin altindakiler ise hafif olarak yorumlandi.

istatistikler Analiz

Biyokimyasal ve histopatolojik sonuglarin istatistiksel
degerlendirimeleri Uludag Universitesi Biyoistatistik ~ Anabilim Dali
tarafindan SPSS for Windows Ver. 13.0 istatistik paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Gruplarin parametrelere gére tanimlayici

istatistikleri ortalama , standart sapma, ortanca (medyan); kategorik veriler
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ise siklik ve ylizde olarak (n, % ) sunuldu. Istatistiksel analizler Pearson ki-
kare testi, Kruskal Wallis Test yardimi ile ve bu parametrelerin birbirlerine
ustanlikleri  Mann- Whitney U Test ile hesaplandi. p-degeri <0.05
oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Karacigerin I/R hasarini gosteren Biyokimyasal Parametreler

Sadece laparatomi uygulanan grup A’ da olcilen AST en dislk

degeri 186 U/ L olarak bulundu. Laparatomi ile birlikte I/R uygulanan grup
B'de ise en disUk AST degeri 1464 U/ L olarak 6lclldi. Grup C, grup E,
grup F'de ortalama AST degerleri 1500 IU/ L’ nin UGzerinde saptandi.

Ozellikle iskemiden 24 saat ve 2 saat &nce oktreotid uygulanan ve daha

sonra I/R prosedirine sokulan grup D’ de ortanca AST degerinin 1221 IU/ L

ve minimum AST degerinin 187 U/ L oldugu, bu degerlerin grup A’ ya en

yakin degerler oldugu bulundu. Enoksaparin sodyum verilen grup E ile

Enoksaparin sodyum ile Oktreotidin birlikte verildigi grup F AST degerleri

acisindan Kkarsilastirildiginda ise kombine grup F de AST degerlerinin

belirgin olarak daha disik oldugu goérialmektedir. (Sekil-5)
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Sekil- 5: AST'nin gruplara gére ortalama degerleri

Karaciger iskemi reperflizyon hasarinin daha spesifik bir géstergesi

olan ALT degerlerine bakildiginda, AST ile paralellik gdsteren degerler

oldugu goérulmektedir. Fakat ALT acisindan grup A ile diger gruplarin

ortalama degerleri arasindaki oranin azaldigi saptanmistir. Grup A’ da ALT
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degerleri 81-267 1U/ L arasinda degismektedir. Gruplar genel olarak
degerlendirildiginde grup D’ de ALT degerlerinin diger gruplara gére grup A’
ya en yakin degerde oldugu g6rilmektedir. Bunun yaninda grup C' de
ortalama ALT degeri diger gruplara gore en yiksek deger olan 3353.75IU/ L
olarak 6lgulmastar. Yine enoksaparin sodyum verilen grup E ile enoksaparin
sodyum ile oktreotidin birlikte verildigi grup F'nin ALT ortalama degerleri
acisindan karsilastinldiginda ise kombine grup F de ALT ortalama
degerlerinin % 52.1 oraninda daha disuk oldugu gérilmektedir (Sekil-6).
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Sekil- 6: ALT’nin gruplara gére ortalama degerleri

LDH degerlerinde ise sham grubu (Grup A) ile diger gruplarin
karsilastiriimasinda sadece oktreotid kullanilan grup D ile aralarinda anlamli
fark olmadigi,diger gruplar ile anlamli fark oldugu saptandi. LDH icin grup
A’da median deger 943,50 IU / L iken, grup B’ de 4874 IU / L dlgUlmustar.
Yine grup D’de LDH icin median deger 1208 IU/L olarak 6lgulmus,oktreotid
ve enoksaparin sodyumun birlikte kullanildigi grup F de ise median deger
1987,5 U/ L olarak &lgtlmustar. Bu iki grup degerlendirildiginde grup D’de
grup F'ye gbére LDH degerleri istatistiksel olarak anlaml olacak sekilde
disik bulunmustur (p=0,002) (Sekil-7).
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Sekil- 7: LDH’ in gruplara gére ortalama degerleri

Gama- glutamil transferaz &lgimleri tim gruplarda normal sinirlar
icinde bulunmus (0-50 IU / L) ve istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p=0,427) (Sekil-8).
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Sekil- 8: Gruplara gore ortalama y-GT (IU / L) deg@erleri

Calismamizda karaciger iskemi reperflizyon hasari yaninda genel
inlamatuvar yaniti yansitan proinflamatuvar bir sitokin olan timaor nekrotizan
faktor alfa (TNF- a) seviyeleri de arastinlmis ve en ylUksek ortalama
degerler grup C’ de (287,96 pg / ml ) saptanmistir. Grup A’ da TNF- a
degerleri 48,4-63,2 pg / ml olarak él¢timustir. Oktreotid uygulanan grup D’
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de TNF- a degerleri grup A’ ya gbre yuksek olmakla birlikte diger gruplara

oranla daha disUk olarak bulunmustur (Sekil-9).
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Sekil- 9: TNF-a ortalama degderlerinin gruplara gére dagilimi

AST, ALT, LDH ve TNF- a degerlerinde gruplar arasinda yapilan

istatistiksel analizde anlamlihk mevcuttu. Tablo-2" de gruplardaki ortalama

deger + standart sapmalari (SS) gosterilmigtir.

Tablo-2:Gruplara gére biyokimyasal parametrelerin ortalama degerleri (xSS)*

AST(IULL) ALT(IU/L) LDH(IUIL) (L';fm‘f)
GrpA | 261,6%59.9 111,6551.4 978,74253,8 55,19+4,7
GrpB | 20615%4937 1891,745160 | 48280111469 | 27324316
GrupC | 3246,611207,7 | 3353,722458,8 335218751 287,9425.9
GrupD | 1313319023 1001,24691.,6 1205314274 | 184,3%26 1
GrupE | 2600512247 | 24687%14405 | 2844312021 | 261,2:40,4
GrupF | 1544,5:6858 1297,01675,6 | 2026,51697,7 | 220,3£28,2

o-degeri 0<0,001 0<0,001 0<0,001 0<0,001

*Kruskal Wallis test

Oktreotid verilen grup D ile enoksaparin sodyum verilen grup E
arasindaki karsilastirmada AST, ALT, LDH ve TNF- a dederlerinin tamami

icin istatistiksel anlamlihk oldugu géruldi. Buna karsin grup D ile grup F
karsilastinldiginda sadece LDH ve TNF- a degerlerinde grup D lehinde
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anlamli farklihk oldugu gérildi. Grup E ile grup F’ nin karsilastiriimasinda
ise sadece AST ve TNF- a degerlerinde grup F lehine anlamh farklilik
bulundu. (Tablo-3)

Tablo-3: Gruplar arasindaki istatistiksel veriler*

GRUP AST ALT LDH TNF-a
A-B p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
A-C p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
A-D p<0,001 p<0,001 p=0,089 p<0,001
A-E p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
A-F p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
B-C p=0,024 p=0,114 p=0,004 p=0,266
B-D p=0,003 p=0,001 p<0,001 p<0,001
B-E p=0,242 p=0,242 p=0,001 p=0,551
B-F p=0,007 p=0,010 p<0,001 p<0,001
C-D p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
C-E p=0,160 p=0,630 p=0,347 p=0,060
CF p<0,001 p=0,002 p=0,001 p<0,001
D-E p=0,020 p=0,010 p=0,003 p<0,001
D-F p=0,291 p=0,178 p=0,002 p=0,004
E-F p=0,045 p=0,060 p=0,114 p=0,017

* Gruplar arasi kargilagstirma( Mann-Whitney U test)

Grup A ile grup D kargilastirildiginda sadece LDH' da istatistiksel
olarak anlamh bir fark saptanmadi (p=0,089). Diger biyokimyasal
parametreler icin bu iki grup arasinda anlamli fark olmasina ragmen
(p<0,001), diger gruplarla karsilagtirildiginda sham grubuna (Grup A) en
yakin degerler grup D’de saptanmistir.
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I/R Hasarindaki Histopatolojik Parankimal Degisiklikler

Karaciger dokularinin incelenmesinde, grup A'da %16,6 , I/R
uygulanan grup B ile oktreotid uygulanan grup D’de %58 oraninda
sindzoidal konjesyon gb6zlenirken, grup A disindaki diger gruplarda
dokularin tamamina yakininda sintzoidal konjesyon mevcuttu. Santral ven
dilatasyonu ise grup B’ nin tamaminda siddetli dilatasyon seklinde g6zlendi.
Grup A’ da 3, oktreotid kullanilan grup D’ de sadece 2 adet karaciger
dokusunda siddetli olmayan santral ven dilatasyonu saptanirken, grup D’ ye
ait diger dokularda santral ven dilatasyonu hi¢ yoktu. Hepatosit
dejenerasyonu grup A ve D’de hi¢ gbzlenmezken, A grubunda 3, D
grubunda 2 karaciger dokusunda hidropik dejenerasyon gd6zlendi.Grup
B’de %66.6, C'de %50, grup F’ de %25, oraninda hepatosit dejenerasyonu
gbzlenmistir. Grup B’ de dokularin tamaminda nekroz gézlenirken, grup D’
de karaciger nekrozu A grubuna benzer sekilde hi¢cbir dokuda gdzlenmedi.
CDP- kolin kullanilan C grubunda ise %40’ 1 siddetli nekroz olmak Uzere %
83,3 oraninda nekroz saptandi. Karaciger dokusundaki santral ven
dilatasyonu, sintzoidal konjesyon, hepatosit dejenerasyonu ve nekroz
varligina bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamhlik saptanmistir
(Tablo-4).

Tablo-4: Karaciger dokusunda gézlenen degisikliklerin gruplara gére dagiimi*

Santral ven Sintizoidal Hepatosit
; ; ; Nekroz
dilatasyonu konjesyon dejenerasyonu
Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok
Grup A 3 9 2 10 0 12 0 12
Grup B 12 0 7 5 8 4 12 0
Grup C 8 4 12 0 6 6 10 2
Grup D 2 10 7 5 0 12 0 12
Grup E 6 6 12 0 8 4 9 3
Grup F 5 7 11 1 3 9 10 2
p degeri * =0,001 <0,001 <0,001 <0,001

* Kolmogorov-Smirnov Test
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Santral ven dilatasyonu yéninden A grubu ile sadece I/R olusturulan
grup B arasinda, grup A lehinde anlamli farklilik vardi (p<0,001). B grubu
ile grup D arasinda (p<0,001),grup B ve E arasinda (p=0,014), grup Bile F
arasinda (p=0,019), sirasi ile D,E,F gruplari lehine istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi. Grup A ile grup D santral ven dilatasyonu agisindan
degerlendirildiginde A grubunda 3, D grubunda 2 adet santral ven
dilatasyonu saptandi ki istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0,05).
Sham grubunda parankimal degisiklik orani deney sonrasinda %10,4 iken,
grup B’de %81.2 , grup C'de %75 oktreotid kullanilan grup D’ de %18,7’dir.
Tek bagina enoksaparin sodyum verilen grup E'de %72.9 olan parankimal
hasar orani,kombine grup F'de %64.5 olarak Olgulmustir. Tum gruplar
degerlendirildiginde grup D’ de genel olarak ve 0&zellikle de siddetli
parankimal hasarin belirgin olarak az oldugu gérilmektedir (Tablo-5).

Tablo-5: Gruplar arasindaki parankimal degisiklikler

Santral ven Siniizoidal Hepatosit
. . . Nekroz
dilatasyonu konjesyon dejenerasyonu
Grup 1* p>0.05 p=0.089 p>0.05 p>0.05
Grup 2** p<0.001 p=0,683 p=0,038 p<0.001
Grup 3##%* p=0.089 p=0.027 p>0.05 p<0.001

*Sham grubu ile Oktreotid arasinda Pearson ki-kare test
**1/ R grubu ile Oktreotid grubu arasinda Pearson ki-kare test
***Oktreotid grubu ile kombine grup arasinda Pearson ki-kare test

Oktreotid kullanilan grupta I/R sonrasi olusan hasarin ¢cogu %50’nin
altinda saptanmis,yine kombine grupta buna yakin sekilde hasarin ¢ogu
%50’nin altinda bulunmustur (Sekil- 10).

21



O %b0'den fazla
degisiklik

B %50 veya daha az
degisiklik

Sekil- 10: Parankimdeki > % 50 degisikligin gruplara gére dagilimi

I/R grubunda gbézlenen genislemis santral ven ve komsulugundaki
yaygin nekroz alanlari hasar igin patognomoniktir (Sekil-11).

Sekil- 11: I/R grubunda gdzlenen parankimal degisiklikler
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Mikroskobik incelemesi yapilan karaciger alanlarinda tim gruplarda
sinlizoidal konjesyon mevcuttu. Grup C ve grup E’ de dokularin tamaminda
belirgin sinGizoidal konjesyon saptandi (Sekil- 12).

Sekil -12: CDP-kolin uygulanan grupta ciddi sinlizoidal konjesyon

Hepatositlerde I/R hasarinda meydana gelen degisiklikler parankimal
degisikliklerin degerlendiriimesinde en &6nemli roli oynamaktadir.
Parankimal degisiklikler icinde ise geri donUsumsiz hasari asil olarak
hepatosit dejenerasyonu ve nekroz gbéstermektedir. Sham grubu (grup A)
ve oktreotid kullanilan grup D’de hepatosit dejenerasyonu gézlenmemistir.
Ozellikle enoksaparin sodyum kullanilan grupta belirgin yagl dejenerasyon
dikkati cekmistir (Sekil- 13).

23



Sekil- 13: Enoksaparin sodyum uygulanan grupta yagli dejenerasyon

Grup C de dokularin tamamina yakininda belirgin nekroz
gbzlenirken, Ozellikle grup D’de minimal hidropik dejenerasyon diginda
herhangi bir nekroz alani izlenmemistir (Sekil- 14).

Sekil- 14: Grup D’de I/R hasarindan korunmus karaciger dokusu
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TARTISMA VE SONUG

Dokulara gelen kan akiminin kesilmesi ile baglayan iskemi ve bunu
takiben revaskullarizasyon ile olugan reperflzyon sireci hicre 6lUmu ile
baslayip organ fonksiyon bozukluguna kadar uzanabilen patolojik
reaksiyonlar dizisine yol acmaktadir. Arastirmalar bu tablonun ortaya
clkmasinda esas roli reperflzyon fazinin oynadigini gdstermektedir.
Olusan fonksiyon bozuklugu organdan organa degisim gdsterirken , I/R
hasarindan esas olarak oksijen radikallerinin sorumlu oldugu saptanmistir.

Reperflizyonun ilk fazi kupffer hicrelerinin esas rol aldigi oksidatif
stresle karakterize dénemdir. Salinan reaktif oksijen radikalleri inflamatuvar
streci baslatip, nétrofillerin aktivasyonuna neden olurlar. Endotel
hicrelerine yapisan noétrofiller myeloperoksidaz, elastaz, kollajenaz gibi
proteazlar ile stperoksit radikallerinin salinimina yol agarlar. Hicrede en
Onemli suUperoksit radikali kaynaginin mitokondri oldugu ve oksijen
radikallerinin nétrofillerin aktivasyonunu uyararak hepatosit 6limune yol
actiklar gosterilmistir (30) .

Literatlre bakildiginda I/R hasari ile ilgili daha ¢ok tek ajanli olmak
Uzere , kombine deneysel rejimlerin de kullanildidi ¢alismalari  gérmek
mUumkinddr. Amag¢ iskemi- reperflzyon sdrecinin  multipl hasar
mekanizmalarini inhibe etmek ya da bunu tetikleyen inflamatuvar ve toksik
mediatdrlerin olusmasini engelleyerek hasari azaltmak veya ortadan
kaldirmaktir.

Ayrica, farmakolojik ajanlarin disinda én iskemi uygulamalarinin
iskemiye olan toleransi artirdigi goérilmektedir. Bu anlamda uygulanan
aralikli klemp yéntemi(15 dk. Iskemi ve 5 dk. reperflizyon gibi) ya da iskemik
hazirhk (uzun sdreli iskemi periyodu 6ncesi 10 dk. iskemi ve 10 dk.
reperflzyon gibi) uygulamalarinin hepatik mikrosirkilasyon (zerine direkt

uzun sareli iskemiye gbre daha olumlu etkileri gosterilmigtir.
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Calismamizda I/R sonrasinda karaciger dokusunda meydana
gelen degisiklikler biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendiriimis,
Sitidin -5'- difosfat kolin (CDP- C) gibi daha 6nce santral sinir sisteminde I/R
hasarini azalttigi yapilan calismalarda gbésterilen bir ajan yaninda yine
karacigerde sitoprotektif etkinligi gosterilmis oktreotid ile dolagimdaki yani
mikrosirkilasyon alanindaki trombositoz ve hiperkoagulasyon olaylarinda
antikoagulan etki yaninda,nétrofil gbé¢ind inhibe edip proinflamatuvar sitokin
dretimini azaltan enoksaparin sodyum’un ayri ayri ve kombine olarak hasar
karsisindaki etkileri arastiriimigtir.

I/R hasari sonrasinda karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin
farkh yontemler kullanilabilirse de buglin bunlarin en ¢ok kabul gbéren ve
kullanilanlari AST, ALT ve LDH aktivitesi 6lcimleridir. Karaciger hasarinda
bu enzim dizeylerinin arttigi bilinmektedir. Karacigerde meydana gelen I/R
hasari sonucunda AST ve ALT dlzeylerinin arttigi ve bu artisin iskemi
reperflzyon sonucu olugsan serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi
hasara bagh olabilecegi ileri surilmektedir (31) .

Sitidin-5’- difosfat kolin® in (CDP- kolin), &zellikle santral sinir
sisteminde meydana gelen /R hasarinda koruyucu etkisi birgok
calismalarda goésterilmistir (27, 56, 58). TNF-a ve IL-1, fosfolipaz A2
sentezini artirarak fosfotidilkolin’in hidrolizine ve fosfokolin sitidiltransferaz
aktivitesini azaltarak fosfotidilkolin sentezinin inhibisyonuna neden olurlar
(32). lIskemik kosullarda Sitidin -5- difosfat kolin’in fosfokolin
sitidiltransferaz aktivitesini artirarak fosfotidilkolin sentezini uyardigi ve
fosfolipaz A2 aktivasyonunu engelleyerek fosfotidilkolin  dizeylerini
koruyabildigi gosterilmistir (33) .

Ozellikle santral sinir sisteminde iskemi ve hipoksi durumunda doku
koruyucu ajan olarak gosterilen Sitidin — 5’ — difosfat kolin’in yapilan farkl
calismalarda uygulama dozu (50, 100, 250, 500 pg / kg) ve uygulama
yollarinin ( oral, intravendz , intraperitoneal ) farkli oldugu go6rulmektedir.
Karaciger I/R hasarini azalttigina dair literatirde herhangi bir c¢alisma
olmamakla birlikte transient serebral iskemide yapilan

calismalarda, sitidin-5’- difosfat kolin’ in fosfolipaz A2 aktivasyonunu
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engelleyerek hasara neden olan hidroksil radikallerinin (OH™) Uretimini
azalttigi saptanmistir (34, 35). Yine orta serebral arter okliizyonu uygulanan
ratlarda sitidin-5’- difosfat kolin’ in kaspaz-3 aktivitesini azaltarak ve fokal
serebral iskemide sitidin -5’- difosfat kolin  kullaniminin  Bcl-2
ekspresyonunu arttirarak apoptotik hicre 6liumuni azalttigi gésterilmistir
(36).

Bizim calismamizda, karacigerde |/R éncesi uygulanan 600 p mol /
kg /i.p Sitidin-5'- difosfat kolin’in (grup C) santral sinir sisteminde iskemi
reperflizyon hasarinda meydana getirdigi koruyuculugun aksine, doku
hasarinin  spesifik ve nonspesifik gostergeleri olan biyokimyasal
parametrelerden 06zellikle karaciger iskemi reperfizyon hasarinin daha
spesifik bir géstergesi olan ALT ve TNF-a degerlerinin grup A (Sham) ve
B (Laparatomi+ I/R) g6z 6ndne alindiginda oldukca yiksek seyrettigi
gorulmektedir. Yine karaciger parankim yapisindaki patolojik degisikliklerin
grup A ve B ile karsilastinldiginda grup C’ de belirgin olarak daha ¢ok
oldugu gorilmastar. Literatirde daha dnce karaciger I/R hasarinda yapilmis
benzer bir caligma olmamakla birlikte , PEMT enzim eksikligi olan farelerde
kolinden fakir diyetle yapilan caligsmalarda , AST ve ALT degerlerinin
kolinden fakir diyetle beslenen grupta anlamh olarak daha ylksek oldugu
g6ralmastdr (25) .Bizim calismamiza aldigimiz wistar-albino ratlarin ¢calisma
Ooncesinde PEMT eksikligine sahip olup olmadiklari bilinmemektedir.

ikinci 6nemli nokta, sitidin-5'- difosfat kolin’'in uygulanma zamanidir.
Yine karaciger digi I/R hasari modellerinde genel olarak iskemiden sonra
uygulandiginda koruyucu etkinin géruldaga gdésterilmistir. Bu konu ile ilgili
yapilan bir calismada transient bilateral karotid arter iskemisinden 60 dk
sonra baslayip 7 gun sure ile intraperitoneal olarak uygulanan 250 mg /kg
/gin  Sitidin-5- difosfat kolin’in tek basina yada nimodipin gibi bir baska
ajan ile konbine kullanimi sonucunda , iskemi sonrasi tedavide néroprotektif
etkili oldugu g0sterilmistir (37). Karacigerde haraplanan fosfotidilkolinin
iskemi sirasinda yeniden Uretimi , ancak PEMT enziminin katalizledigi fakat
hicbir zaman yeterli dizeye ulasamadigi metilasyon yolu ile saglanmaya

calisilacaktir. Bu nedenle calismamizda Sitidin-5’- difosfat kolinin iskemiden
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2 saat Once intraperitoneal olarak uygulama amacimiz, iskemi 6éncesi
dénemde dokudaki dlzeyini artirip, fosfotidilkolin sentezini artirmaktir.
Ancak elde ettigimiz biyokimyasal ve histopatolojik veriler I/R hasar
O6ncesinde  Sitidin -5’- difosfat kolin uygulamasinin dokuyu koruyucu
etkisinin ortaya ¢cikmadigini gostermistir.

Karaciger I/R hasar Uzerine Sitidin-5'- difosfat kolin uygulamasina
literatirde Ornek tegkil edebilecek bir calisma olmadigindan dolayi
sonuglarimizla ilgili olarak yorum yapabilmek igin bu ajanin,uygulama sekli ,
dozu ve uygulama zamani ile ilgili daha fazla deneysel ¢alismalara ihtiyag
oldugunu séylemek mimkundur.

Karaciger I/R hasari Uzerine olduk¢a kisitli sayida ¢alisma bulunan
bir baska ajan Oktreotid’'dir. Oktreotid’ in hicre koruyucu etkileri deneysel
calismalarda cesitli hasar tiplerinde tanimlanmistir. Literatlrde hipoksik
iskemi ve reperflizyon modelinde somatostatin ve oktreotid’ in hlcrenin dis
membrani ve mitokondri membranina verilen zarari azaltarak karaciger
Uzerine hidcre koruyucu etkilerinin ortaya ciktigini  bildiren g¢alismalar
mevcuttur (40). Yine Oktreotid’ in koruyucu etkisinin glukoz metabolizmasi
degisikliklerinden bagimsiz oldugunu ortaya koyan calismalar mevcuttur
(41). Buna karsin karacigerde sicak iskemi reperflizyon modeli olusturulan
bir baska calismada , okitreotidin hepatoselliler enerji reservlerini
artirdigi,koruyucu  etkinin  endokrin  sekresyonlarin  sonucu oldugu
saptanmigtir (42) .

Karaciger I/R hasari uygulanan bir baska calismada kontrol grubu
ile karsilastirildiginda AST, ALT, LDH degerlerinin oktreotid verilen grupta
anlaml bir sekilde dusik oldugu ve saptanmigtir (43). Yine ayni ¢alismada
soguk iskemiden 48 saat sonra somatostatin ve oktreotid kullanilan
gruplarda kontrol grubuna gbre karaciger hucrelerinde daha az oranda
vakuolizasyon , sisme ve rUptir ile birlikte iskemik hasar daha hafif olarak
saptanmistir.

Bizim calismamizda adi gegen calismalara benzer sekilde grup A
(Sham) ve B (Laparatomi+l/R) ile diger gruplar karsilastirildiginda AST,
ALT, LDH , TNF-a degerlerinin  oktreotid grubunda belirgin olarak daha
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disik oldugu saptandi. Yine oktreotid ile birlikte enoksaparin sodyum
kullanilan grup F ile sadece oktreotid kullanilan grup D karsilastinidiginda
okterotid kullanilan grupta LDH degerlerinin ilgili literattr verileri ile benzer
sekilde anlamli olarak daha dugik oldugu saptanmistir (p=0,002)(41) .
TNF-a degerleri de literatirdeki bir bagska calismaya benzer sekilde
oktreotid grubunda sham grubuna en yakin degerde bulunmus, kombine
grup F’ ye gore ise anlamli olarak daha distk bulunmustur (p=0,004) (44) .

Oktreotid uygulanan grupta histopatolojik dederlendirme yapildiginda
sham grubu ile oktreotid grubu arasinda santral ven dilatasyonu (p>0,05),
sinGzoidal konjesyon (p=0.089) , hepatosit dejenerasyonu (p>0,05), nekroz
(p>0,05) gibi parankimal degisiklikler agisindan anlamh fark olmadidi ve
oktreotidin belirgin koruyucu etkisinin oldugu gorilmektedir. Oktreotid ve
kombine grup karsilastirildiginda ise sintzoidal konjesyon (p=0,027) ve
hepatosit nekrozu (p< 0,001) acisindan oktreotid grubunun anlamli olarak
daha fazla koruyucu etkisinin oldugu saptanmistir.

Elde edilen bu veriler her nekadar oktreotidin etki mekanizmasini
aydinlatmada vyeterli dedilse de , degisik calismalarda da belirtildigi gibi
koruyucu mekanizmanin (Anti-inflamatuar , immuinomodulatér, endokrin
sekresyonlar Uzerine olan etkileri) multifaktdriyel  olabilecegini
disUnduirmektedir.

Oktreotid kullanilan gruptaki sonuclarimiz literatirdeki sonuclarla
paralellik gbstermektedir. Genis bir kullanim spektrumu olan oktreotid’ in
iskemi reperflizyon hasarinda da artik deneysel calismalardan 6te, klinik
uygulamalarda da yer almasi beklenebilir.

Literatirde DMAH ile ilgili yapilan ¢alismalar direkt karaciger ile ilgili
degildir. Ozellikle inflamatuvar barsak hastaliklarinda meydana gelen
hiperkoagulasyon durumlarinda iskemik komplikasyonlara karsi DMAH
kullaniminin yeri oldugu belirtiimektedir.Yine heparinin nétrofil gdg¢ind
inhibe ettigi ve proinflamatuvar sitokin Gretimini azalttigi bilinmektedir (45).
Ayrica TNF-a ile indUklenmis I6kosit gécl ve adezyonunu azaltir (46).
Reaktif oksijen radikallerinin olusumunu da engeller.Bir baska calismada

ven6z trombozis olusturulan ratlarda DMAH’in (deltaparin, enoksaparin,
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nadroparin) ven duvarindaki erken nétrofil infiltrasyonunu azaltarak akut
inflamasyonu azalttig1 gosterilmigtir (47). Heparinlerin potent antiinflamatuar
etkilerinin P-selectin ve L-selectin blokaji ile oldugu ispatlanmistir (48). Bu
Ozellikleri nedeni ile bu gruptan bir ajan olan enoksaparin sodyum hem tek
basina hem de bir kombinasyon icinde uygulanmaya deger bulundu.

Galismamizda elde edilen sonuglar grup B (Laparatomi+ I/R) ile
enoksaparin sodyum kullanilan grup E karsilastirildiginda sadece LDH
degerinde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu (p=0,001) diger
parametreler agisindan belirgin fark olmadidi gértlmuistir.Ayni grupta
histopatolojik acidan yapilan degerlendirme sonucunda %75 oraninda
nekroz ve 2/3 oraninda hepatosit dejenerasyonu saptanmistir. Kombine
grup F’de ise AST (p=0,007), ALT (p=0,010), LDH (p< 0,001) TNF-a
(p<0,001) degerlerinin tamaminin Laparatomi+ I/R uygulanan gruba gére
anlamli olarak disitk oldugu saptanmigstir.Ayrica hepatosit
dejenerasyonunun bu grupta 1/4 oranina geriledigi go6ralmektedir.
Enoksaparin sodyum kullaniminin tek basina istatistiksel olarak belirgin bir
koruyuculuk saglamadigini gézlemledik. Ancak kombine grupta koruyucu
etki belirgin olarak daha fazlaydi. En iyi koruyucu etki ise tek bagina
oktreotidin kullanildigr grupta gézlendi.

Sonug olarak bu calismada, I/R hasarinda etkinligi gézlenmis farkl
ajanlarin  bu etkinlikleri dogrulanmig olurken, bizim incelemek Uzere
etkinligini arastirdigimiz (Oktreotid + Enoksaparin sodyum)
kombinasyonumuzun sinerjik etkisinin  bulunmadidi goézlendi. Farkl
kombinasyonlarin olasi sinerjik etkileri arastirilmaya deger bir alan olarak

gelecekteki calismalara acgiktir.
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Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini yogurarak bana
aktaran , tez hazirlama asamasinda tim destegini aldigim ve minnettar
oldugum basta Prof.Dr.Yilmaz OZEN ve Anabilim Dali baskanimiz
Prof.Dr.ismet TASDELEN olmak Ulzere tim Genel Cerrahi AD &gretim
dyelerine en icten tesekklr ve stkranlarimi sunarim.

Calismalarim sirasinda en basindan beri destegini esirgemeyen,vefa
borcum oldugunu bildigim degerli hocam Prof.Dr.Omer YERCi'ye tim
Genel Cerrahi AD arastirma gorevlisi arkadaslarima,abim Uzm.Dr.Ersin
OZTURK’e sonsuz tesekkiirler.

Hayatim boyunca yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen annem
ve babama sonsuz tesekkurler.

Bana hayatin anlamli olmasini saglayan degerli esim Selma SEN’e

ve kizim Selenay ile oglum Kutalp’e sonsuz sevgi ve tesekkurler.
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OZGECMIS

3 Subat 1975 tarihinde Yunanistan'in Gimdlcine sehrinde dogdum.
ilkdgrenimimi Bulatkdy Ilkokul’'unda, orta ve lise 6grenimimi Bursa Yildirim
Beyazit Lisesi’nde tamamladim.1992 yilinda girmeye hak kazandigim Gazi
Universitesi Tip Fakiltesinden 1999 yilinda mezun oldum.2003 yilinda
Tipta Uzmanlik Sinavini kazanarak Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi AD’da genel cerrahi ihtisasina basladim.Evliyim,bir kiz ve bir oglum

var.
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