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OZET

SIPAHI, A. Sicanlarda olusturulan deneysel karaciger iskemi reperfiizyon hasari
iizerine dekspantenol’iinkoruyucu etkisi arastirilmasi. Eskisehir Osmangazi Tip
Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, 2020 Bu ¢aligmanin
amaci ratlarda yapilacak karaciger iskemisi Oncesi ve iskemi sirasinda uygulanan
dexpanthenoliin iskemi ve reperflizyon hasar1 iizerindeki koruyucu etkisini
arastirilmasidir. Iskemi arteriyal veya vendz kanin eksiligi sonucu oksijen ve gerekli
maddelerinin organ ve dokulara istenilen diizeyde ulasamamasi ve perfiizyon azligi
olarak tanimlanir. Iskemi Reperfiizyon (I/R) hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger
hastaliklari, biliylik tiimor rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi miidahale, vaskiiler
rekonstriiksiyonlar ve hepatik transplantasyon sirasinda veya sonrasinda sik karsilasilan
bir durumdur. Dekspantenol, pantotenik asidin bir tiirevidir. Dekspantenol karacigerde
fosforilizayonlar sonrasi D-pantotenik aside doniisimii saglanir. Calismada Wistar
Albino cinsi 30 adet erkek 200-250 gr rat ile 3 grup olusturularak karaciger iskemisi
saglanmasi, iskemiden 30 dakika sonrasinda iskemi etkileri ve dekspantenol ajanin
reperfiizyon etkisinin saptanmasi amaglanmaktadir. 1. grupta iskemi yapilmaksizin
karaciger doku 6rnegi alinmasi planlandi. 2. grupta 45 dakika iskemi planlandi. 3. grupta
ise iskemiden 30 dk once ve reperfiizyondan hemen o6nce 500mg/kg dekspantenol
intraperitonel olarak verilmesi planlandi. Deney sonrasi servikal dislokasyonla
sakrifikasyon yapildi. Biyokimyasal parametreler AST ve ALT ig¢in sham grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artis (p<0.05), AST ve ALT i¢in p degeri deney
grubunda sham grubuna kiyasla anlamli azalma (p<0.01) ALP i¢in p degeri i¢in 3 grupta
da anlamh fark saptanmadi (p<0.1). Dekspantenol grubunun plazma TNF-a iL-1 ve iL-6
diizeyleri, sham grubunun diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulundu (p<0.01). Sonug olarak ¢alismamizda karaciger iskemi reperfiizyon modelinde
ortaya ¢ikan hasarin dekspantenol tedavisi sonrasi karaciger fonksiyon testlerinde ve
sitokin diizeyinde (iL-1, IL-6 ve TNF-a) kismen diizeldigini oksidatif stres
parametrelerinde azalmalarin izlendigi gozlense de primer I/R hasarinda etkinliginin

saptanmasi i¢in daha genis ¢apli caligmalar gerekmektedir.



ABSTRACT

SIPAHI, A. Investigation of the protective effect of dexpanthenol on experimental
liver ischemia reperfusion injury in rats. Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine, Medical Speciality Thesis in the department of General Surger, Eskisehir
2020. The aim of this study is to investigate the protective effect of dexpanthenol applied
before and during ischemia on ischemia and reperfusion injury in the rats. Ischemia
Reperfusion (I / R) damage can happen after hypovolemic shock, chronic liver disease,
major tumor resections, surgical intervention to hepatic trauma, vascular reconstructions,
and dextro-transplantation. Dexpanthenol is an alcohol derivative of pantothenic acid. It
turns into D-pantothenic acid in the liver. The study aims to determine ischemia effects and
reperfusion effect of dexpanthenol agent by forming 3 groups of 30 Wistar Albino type
male 200-250 gr rats. In Group 1, liver tissue sample was planned collected without
ischemia. In the second group, 45 minutes of ischemia was planned, 30 minutes before
ischemia and just before reperfusion, intraperitoneal serum physiologic application was
planned. In Group 3, it was planned to administer 500mg / kg dexpanthenol intraperitoneally
30 minutes before ischemia and just before reperfusion. Serum and tissue samples were
planned to be collected in the 45th minute following reperfusion in Groups 2 and 3.
Following the procedure, sacrification was planned with cervical dislocation. Significant
increase in biochemical parameters AST and ALT compared to the control group in the
sham group (p <0.05), p value for AST and ALT compared to the sham group in the
experimental group was significantky decreased (p <0.01) There was no significant
difference in 3 groups for p value for ALP (p <0.01). Plasma TNF-a IL-1 and IL-6 levels of
the dexpantenol group were found to be statistically significantly lower than the levels of
the sham group (p <0.01). As a result, liver dysfunction in the liver ischemia reperfusion
model and liver function tests after dexpanthenol treatment (IL-1, IL-6 and TNF-a) has been
observed that partial improvement and decreases in oxidative stress parameters, but larger

studies are required to determine its effectiveness in primary | / R damage.
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1.GIRIS

Iskemi, doku ya da ilgili organin vaskiilarizasyonun azalmasi veya tamamen
ortadan kalkmasi oksijen ihtiyacinin saglanamamasi olarak tanimlanir. Iskemi
Reperfiizyon (I/R) hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger hastaliklari, biiyiik timor
rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi miidahale, vaskiiler rekonstriiksiyonlar ve
hepatik transplantasyon sirasinda veya sonrasinda sik karsilasilan bir durumdur [1].
Iskemi, klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik goriilen tipidir. Dolayisiyla, beyin,
kalp, bobrekler ve karaciger basta olmak iizere pek ¢cok dokuda ve organda hayati
tehdit eden problemlere neden olur [2]. Iskemik bir alanda kan akimmin yeniden
saglanmasina ise reperfiizyon denir. Karaciger iskemisi goreceli olarak nadir goriilen,
ancak siklikla ge¢ tanm1 konulmasi nedeniyle yiliksek mortaliteye sahip olan bir
abdominal vaskiiler acil durumdur. Iskemik veya hipoksik karaciger hasari da
karacigerin oksijenlenmesinin yani kanlanmasinin azalmasi veya kesilmesi
durumunda ortaya ¢ikan doku hasar1 ile dogru orantili olarak mortaliteye neden
olabilmektedir. Ileri dénemde septik sok, multiorgan yetmezligi ve &lim

izlenebilmektedir [3].

Iskemi-reperfiizyon (I/R) sonrast dokularda mikrovaskiiler fonksiyon
bozuklugu gelisir. Mikrosirkiilasyonun biitiin segmentlerinde aktive olan endotel
hiicreleri daha fazla serbest oksijen radikalleri tliretir. Endotel hiicrelerinde siliperoksit
radikali inflamatuar mediyatorlerin ve sitokinlerin liretim ve salinimina Onciilikk
ederken, adezyon molekiillerinin biyosentezini de arttirir [4]. Bu mediatorlerin en
onemlileri TNF alfa ve IL-1B'dir. TNF-alfa, makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden
IL-1 biyosentezi ve salinimini indiikler. IL-1'in bilinen iki proinflamatuar tiirli vardir;
IL-1alfa ve IL-18. IL- 1 alfa; asil olarak hiicre zar1 ile ilgilidir ve etkisini hiicresel

kontak aracilig1 ile gosterir [5].

Ozellikle hepatik iskemi modellerinde, ortaya ¢ikan iskemik karaciger hasari
ve sonrasinda olusan reperfiizyon hasarinin minimalize edilmesi i¢in, bir¢cok calisma
yapilmig ve bir¢ok ajan kullanilmustir [6]. Fakat karaciger iskemi reperfiizyon

hasarmin hala tam olarak aydinlatilamamis olmast nedeniyle, klinikte karaciger I/R ile



iliskili hastaliklarin patofizyolojisinin anlasilmasi ve bu hastaliklar i¢in degisik tedavi

modalitelerinin ortaya konulmasi énemlidir.

Caligmamizda sicanlarda deneysel karaciger iskemi reperfiizyon hasari
gerceklestirilip reperfiizyon sonrasi tedavi gruplarina farkli dozlarda dekspantenol
verilmesi planlanmistir. iskemi - reperfiizyon hasarinda IL 1 'in etkilerini antagonize
ederek boylece sitokinlerin uyarilmasi engellenecektir. iskemi sonucu hasarlanan
dokuda, reperfiizyon sonrasi hasarin artmasinin oniine gegilmesi hedeflenmektedir.
Calisma sonunda doku hasarinda meydana gelen degisiklikler , inflamasyonda bas rolii
oynayan TNF, IL-1 ve IL-6'nin degerleri ve kan serumda AST, ALT ve ALP degerleri
calisilacaktir.

Iskemi—reperfiizyon hasar1 etkiledigi dokularda yaptig: tahribat nedeniyle
tedavisi halen arastirilmakta olan ve 6nlemler konusunda daha ¢ok ¢alismalara ihtiyag

duyulan giincel bir sorundur.

Dekspanthenol diinyada iskemi-reperfiizyon hasarmi 6nlenmek igin gesitli
dokularda arastirilmaktadir. Bobrek, akciger dokusu, tiimére bagli hasarlarda
kulanimi mevcuttur [7-9]. Dekspanthenoliin insanlarda kullanimi agisindan FDA
onayl uzun yillardir vardir [10]. Degisik deneysel modellerde iskemi-reperfiizyon
sonrasinda dekspanthenol kullanimi ve bunun olusan hasari azalttig1 yoniinde yapilmis
caligmalar yaymlanmigstir. Rat testis, rat Gsefagus, rat ince bagirsak, rat bobrek
deneysel modellerinde olusan iskemi-reperfiizyon hasar1 ve bunun onlenmesi igin
cabalar halen siirmekte ve literatiirde yer almaktadir [11]. Fakat iskemi Oncesi
kullannm1 ve etkisi ile ilgili ¢alismalar saptanmamistir. Bu c¢alismamizda iskemi—
reperfiizyon olusmadan dnce uygulanacak dekspanthenoliin koruyucu etkisini ve ayni
zamanda reperflizyon sonrasi olusan hasarin azaltilmasi {iizerindeki etkisini

karsilastirmay1 deneysel karaciger iskemi modelinde ilk defa arastirmayi planladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger, viicutta hemoestazi saglama ve bir¢ok endokrin ve ekzokrin rollerde
rol oynar. Karacigerin fonksiyonlar1 vaskiiler rezervuar, filtre, metabolik,

detoksifikasyon ve sekretuvar gorevleri olarak 5 farkli alanda incelenebilir [12].

Vaskiiler rezervuar gorevi: Normalde hepatik venler ve siniisler i¢indeki 450
ml’lik kan rezervuarina gerektiginde ayrica 500-1000 ml kan daha dahil edilebilir. Bu

durum karacigerin genisleyebilen bir organ olmast ile iliskilidir

Filtre gérevi: Ince bagirsaklardan veya viicudun baska bir yerinden gelen
bakteri ve diger partikiiller hepatik vendz sintislerde yer alan fagositik makrofajlar olan

“’Kuppfer hiicreleri’’ ile temizlenmis olur [12].

Metabolik gorevi: Karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarinda karaciger
merkezi vazifeler tistlenir. Bununla birlikte glikojen, demir ve bakir, A, D ve B12

vitaminleri karacigerde depolanir [12].

Detoksifikasyon gorevi: Karaciger viicuttaki hormon veya minerallerin
fazlasinin detoksifikasyon veya biyotransformasyon tepkimeleri ile organizma igin

zararl veya artik maddeleri etkinsizlestirerek atilimini saglar [12].

Sekretuvar gorevi: Karacigerin gastrointestinal sisteme en onemli katkisi

safranin salgilanmasi ve sindirim sistemine tasinmasidir [12].

Dekspantenol, vitamin B grubu tiyesi olan pantotenik asit analog tiirevidir [13].
Pantotenik asid Roger J. Williams tarafindan tanimlanmistir ve maya formundaki
mantarlarin gelisiminde gerekli oldugu belirtilmistir [14]. Pantotenik asid, beta-alanin
ile pantoik asidin kovalent yapida bir amid bagi olustumasi ile olusur. En fazla
baklagiller ve kuru hububatlarda bulunmaktadir [15].



2.2. iskemi Reperfiizyon Hasar1
2.2.1. iskemi

Iskemi arteriyal veya vendz kanm eksikligi sonucu oksijen ve gerekli
maddelerinin organ ve dokulara istenilen diizeyde ulasamamasi, perfiizyon azlig1 ve
sonucunda meydana gelen atik maddelerin atilamamasi olarak tanimlanir. Majino ve
arkadaslarin ¢aligmasinda [16] iskemi sonucu olusan hasarin boyutu, oksijensizligin
derinligi ve iskemi arteriyal veya vendz kanin eksiligi sonucu oksijen ve gerekli
maddelerinin organ ve dokulara istenilen diizeyde ulasamamasi perfiizyon azlig1 ve
sonucunda meydana gelen atik maddelerin atilamamasi olarak tanimlanir. Iskemi
stiresi ile iligkili olarak hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin

birikmesinin nekroz olusumuna yol agtig1 izlenmistir [16].

Hiicrenin yasamsal fonksiyonlar1 bir denge iginde devam eder. Hiicreler
normalde yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek igin gerekli enerjiyi Adenozin
trifosfat (ATP) ile saglarlar[17, 18]. Bu dengenin saglanmasi i¢in gerekli ATP’nin
iskemi sonucu eksilmesi, hiicre zari membraninda Na*-K* pompasini1 ve Na*—Ca*™*

* ekstraselliier

ekschangini bozar, intrasellier Na* ve K* yiikselmesine , K
difiizyonuna sebep olur. Hiicre i¢inde Ca™ birikmesi iyon dengesizligine, hiicre i¢i
osmotik dengesizligine ve asidoz gibi durumlara neden olur. Sonrasinda hiicrelerde
histolojik degisiklikler baslar. Bunlar kromatin kiimelenmesi, piknozis, apopitozis ve

nekrozis gibi bulguladir [19, 20].

Orrenius ve ark. [21] ¢alismasinda doku ve organizma araciligiyla kisa iskemik
donemlerde olusabilecek hasarlar giderilirken, iskemik donemin uzamis oldugu

durumlarda nekroza varan tahribatlar meydana geldigi saptanmistir [21].

2005 yilinda F. Merhi-Soussi ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada[22] , IL-
l'in klasik inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini, 16kositlerin kemotaksisini,
makrofaj aktivasyonu arttirdigim ve endotel disfonksiyonu ve apoptozise neden

oldugunu ortaya koymuslardir.



2.2.2 Reperfiizyon

Dokuya veya organa gelen kan akimmin bozulmasina neden olan etkenin
ortadan kalkarak, tekrar kanlanmaya baslama durumuna reperfiizyon denir. iskemik
dokunun reperfiizyonu dokuda iskemi ile olusan hasardan daha ciddi bir hasara yol

acar

Iskemi reperfiizyon hasar1 (IRH), oksijenasyonu bozulmus dokudaki kan
akiminin yeniden saglanmasi sonucunda olusan, bir dizi patofizyolojik degisiklikler
olarak tanimlanmistir. Bu hasardan da hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile olusan
serbest oksijen radikal tiirevleri ve inflamatuar mediatorler basta olmak {izere birgok

mekanizma sorumlu tutulmaktadir [3, 19].

Sekil 2.1: iskemi hasarindaki mekanizmalar
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Dokuya gelen kan akimi azaldiginda veya tamamen kesildiginde dokunun
oksijenlenmesi ve buna bagli aerobik metabolizma sayesinde elde edilen enerji tiretimi
de bozulur. Fakat hiicrenin enerji gereksinimi ve tiiketimi devam etmektedir. Boylece
aerobik yol inaktif oldugu i¢ini anaerobik metabolizma ile enerji liretimine gerek duyar

ve sonucunda laktik asit birikir

Kan akiminin normal oldugu fizyolojik durumlarda hipoksantin, nikotinamid
adenindintikleotid varliginda ksantin dehidrogenaz (XD) enzimi aracilig ile iirik aside
cevrilir. Bu reaksiyonda nikotinamid adenindiniikleotid okside formu elektron alicisi
olarak davranir. Kan akiminin azaldig1 durumlarda ise hiicrenin enerji metabolizmasi
da etkilendigi i¢in hiicrenin kalsiyum (Ca*™") dengesi de bozulur. Hiicre iginde olusan
bu Ca™ fazlaligi XD’1, ksantin oksidaz (XO) formuna doniismesine neden olur [17,
23].

Reperfiizyon sonrasinda dokuda kan akiminin baslamasiyla Oz hizlica artmaya
baslar. Hipoksantin, iskemide olusan XO nun katalizledigi bir reaksiyonla iirik aside
cevrilir. Fakat bu reaksiyonda iskemik ortamda serbest kalan elektronlar molekiiler O>
aktarilir, boylece molekiiler O siiperoksid radikaline (O2) ve hidrojen peroksid
(H202)’e doniistir [24, 25] endotel hiicrelerinde siiperoksid anyon radikali H2O»,
hidroksil radikali (OH") ve hipoklorit asit (HOCL) gibi diger O2 metabolitlerinin agiga

¢ikmasina neden olur [18, 19].

Ote yandan toksik maddelerin artis1 siirerken, antioksidan mekanizma ile bu
maddelerin uzaklastirllmasinda gérev alan ajanlarin olumsuz etkilenmesi, hiicrenin

olusacak hasar karsisinda kendini savunamaz hale gelmesine sebep olur [26].

I/R hasari, hipovolemik sok, kronik karaciger hastaliklari, bilyiik timor
rezeksiyonlari, hepatik travmaya cerrahi miidahale, vaskiiler rekonstriiksiyonlar ve
hepatik transplantasyon gibi durumlarda sik karsilasilan bir durumdur [27]. Genel
anlamda yapilan cerrahi islemlerin tamami1 esnasinda doku ve organlarin iskemisi ve
beraberinde bir reperfiizyon siireci vardir [2]. Bu vakalar sonrasi olusan hipovolemi
ile iskemi hasar1 olusurken reperfiizyon hasari ise yeniden canlanma ile meydana

gelmektedir.

Iskemi sonucu eger hiicrede kalic1 hasar olugmadiysa, hiicresel homeostazis ve

enerji depolar1 geri kazanilmis olur [28].



2.2.2.1 Karaciger I/R hasari

Iskemi reperfiizyon hasari, hiicrelerin bir kismini geri déniisiimsiiz olarak
nekroza ugratirken, bazi hiicrelerin yasayabilme olanaklari vardir. Iskemi siiresince
mevcut durumu itibariyle yasayabilen hiicreler, reperfiizyon fazinda normal
fonksiyonlarimi yeniden elde edebilirler veya nekroza ugrayarak hiicre digina atilirlar
[29]. Istenilene en yakin reperfiizyon sartlarinda iskemiye maruz kalan biitiin
hiicrelerin yeniden normale dénme oran1 azdir. Bununla birlikte, I/R hasarindan sonra
normale donen kimi hiicrelerin uzun bir siire sonra nekroza ugradigini bildiren

caligmalar da vardir [30].

Biiytlik karaciger rezeksiyonu, hemorajik sok, abdominal travma cerrahisi ve
karaciger nakli gibi klinik tablolarda, hepatik I/R hasar1 mortalite ve morbiditeye yol
acan ¢ok 6nemli bir komplikasyondur [31].

Yapilan ¢alismalarla cerrahi miidahale i¢in pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Dr.
James Hogarth Pringle [32], abdominal cerrahi esnasinda ve karaciger travmasi ile
alakali kanamada hemostaz saglayabilmek adma “Pringle manevrasi” diye
adlandirilan hepatik arter ve portal veni klempleyerek kan akimin1 durduran teknigi
gelistirmistir. Bu sekilde karaciger cerrahisi esnasinda, acil veya planli cerrahi
prosediir tatbik edilir ardindan portal triad klemlenir. Bu sekilde kanama kontrolii
saglanir ardindan klempin kaldirilmasiyla dolasim yeninden saglanir. Uzamis iskemi

ve sonrasinda reperfiizyon ile birlikte karaciger I/R hasar1 olusur [33, 34].

Karaciger transplantasyon durumunda ise, vericiden alinan karaciger
dokusunun muhafazas1 sathasinda soguk I/R, alictya nakledilmesi esnasinda ve
sonrasinda ise sicak I/R hasar1 goriiliir [35]. Karaciger transplantasyonlar1 ve masif
karaciger rezeksiyonlarimin bir komplikasyonu olarak karsimiza IR hasar1 cikar.
Karacigerde I/R hasarmin tek sebebi intraoperatif kanama kontrolii amaciyla yapilan
pringle manevrasi degildir. Hipoksi, sepsis, travma, sistemik kan basincinin diismesi,
konjestif kalp yetmezligi ve solunum yetmezligi de I/R hasarinin olugsmasina neden
olabilir [36, 37].



2.2.2.2 Karacigerde I/R Hasar1 Patofizyolojisi

Karaciger I/R hasari ile beraber baz1 hiicre tiplerini ve molekiiler mediatérlerini
ilgilendiren kompleks inflamatuar siire¢ baslar. iskemik dénemde, kan akimimin
kesilmesi ya da azalmasi ile birlikte oksidatif fosforilasyon azalir. ATP ve fosfokreatin
gibi hiicrenin biitiin organellerinin enerji kaynagi olarak kullanildig: yiiksek enerjili
fosfatlarin sentezi azalir, anaerobik metabolitler hiicrede birikir. Hiicre
membranindaki ATP bagimli Na*/K* ve Ca*? pompalarinin ¢alismamasina bagl hiicre
ici serbest Ca*2, K*, Na' artis1, fosfolipaz aktivasyonu, hiicre membran hasari,
mitokondrial disfonksiyon ve iskemik siirecin uzamasiyla birlikte lizozomal enzim

aktivasyonu ve sonugta apopitozis ile birlikte hiicre 6liimii meydana gelir [38].

Karacigerde iskemik hasardan sonra meydana gelen reperfiizyon hasar1 akut ve
subakut faz olmak iizere bifazik patern gosterir. Akut faz; reperfiizyon sonrasi 3- 6
saatlerde serbest radikal olusumu, T-lenfosit ve Kupffer hiicre aktivasyonu, siniizoidal
konjesyon, hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterize hepatoseliiler
hasar ile iligkilidir. Subakut faz ise 18-24. saatler arasindadir ve masif notrofil

infiltrasyonu sonrasinda genis nekrozla kendini gosteren geri doniisiimsiiz hasar olusur

[39, 40].

Bu nedenle tedavi edici girisimlerde, noétrofil aracili inflamasyon, doku
nekrozu ve organ disfonksiyonunu dnlemek amaciyla, iskemi reperfiizyon hasarinin

molekiiler ve hiicresel basamagindaki akut faz hedef alinmalidir [40].

Hiicresel hasar iskemik siirecte baslar, reperfiizyonla birlikte artarak devam
eder, sonugta nekroz ve apopitozis ile birlikte hiicreyi 6liime gotiiriir. Karaciger iskemi
reperflizyon hasar1 inflamatuar bir silirectir ve buna aracilik eden hiicresel

mekanizmalar, molekiiler mediatorler, reaktif oksijen ve nitrojen {irtinleri mevcuttur

[34].



2.2.3 I/R Hasarinda Rol Oynayan Faktérler

I/R hasarinin etyogenezi hakkinda birgok faktér iizerinde durulmus ve ¢ok
miktarda ¢alisma yapilmistir Bunlar karmagik hiicresel, hiimoral diziler seklindedir

[41]. Baslica su sekilde siralanabilir:
1- Serbest Oksijen Radikalleri
2- Hiimoral mekanizmalar-Kompleman Sistemi ve Sitokinler

3- Hucresel mekanizmalar

2.2.3.1 Serbest oksijen radikalleri

Atomlarin i¢indeki elektronlar igerdikleri ¢ekirdek etrafinda ciftler halinde
hareket ederler. Bir veya daha fazla ¢ifti olmayan eslenmemis elektron bulunduran
atom veya molekiile serbest radikal denir [25, 42]. Solunum kaynagi olarak oksijen
tilketen canlilarda serbest radikallerin kaynaginin oksijen tiirevi radikaller oldugu

diistiniilmektedir.

Normal viicut hemoestazinda serbest radikaller, miitemadiyen iiretilmekte
olup, bunun neticesinde hiicre zar1 fosfolipidlerinin oksidasyonu, hiicre zari
proteinlerinde, karbonhidrat ve niikleik asit molekiillerinde hasara neden olmaktadir
[24, 43].

Serbest radikaller, hiicresel lipid, protein ve DNA’da ¢esitli derecelerde hasara
neden olabilmektedir. Hiicre zarlarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona

ugrayabilmektedirler [42, 44].

Reperfiizyon sonrasinda, iskeminin yikici etkisine bagli Yitirilen bazi
fonksiyonlarin geri gelmesi saglanirken, bir taraftan da iskemik dokuda serbest oksijen
radikallerin olusumu hizlanir ve hasarin siddeti daha fazla artar. Serbest oksjien
radikalleri hiicre zedelenmesine dort yolla neden olur. Hiicre zar1 yag asitlerinin
peroksidasyonu, oksijen bagimsiz mitokondriyal yikim, DNA sentez mutasyonlar1 ve

proteinlerin kovalent tutucu baglarini etkiler [24, 25].



-10-

I/R hasari, arteriyal veya vendz kanin eksikligi sebebiyle uzamis iskemi
tablosunun organ ve dokularda, dolasimin tekrar saglanmasi ile olusur. Bu durum en
fazla mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu enerji kaynagi olarak kullanan, oksijene
kars1 duyarli aerobik hiicrelere etki eder. Bu sebeple aerobik metabolizmay1 kullanan

organ ve dokularda I/R hasarmin meydana gelme olasilig1 daha yiiksektir [33].
2.2.3.2 Humoral inflamatuar Yamtta kompleman sistemi Sitokinler
Komplemanlar:

Kompleman sistemi, membrana bagli ve ¢Ozinir durumda bulunan
proteinlerden olusur. Kompleman sisteminin ¢ farkli yolla aktive oldugu
bilinmektedir. Bunlar; Kklasik, alternatif ve mannoz-baglayici lektin yollaridir. Her 3

yol da karacigerde I/R hasarinda aktive olur [45].

Insan viicudunda olusan cesitli hastaliklar ve travmalar sonucunda hasarlanan
dokular1 ve mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak igin gelisen olaylar zincirine
inflamatuar yanit denir. Bu koruyucu olay meydana gelirken es zamanli olarak hasarl
doku yaninda normal dokularin da ortadan kaldirilmasi s6z konusudur. Normal
dokulara da zarar veren inflamatuar cevap aslinda bir¢ok immiin olay ve hastaligin
patogenizini olusturmaktadir [46, 47]. Dogal immiinite mediatorleri olan sitokinlere

ornek olarak;
a) TNF (Timor nekroz faktor)
b) Interlokin-1 (IL-1)
¢) interlokin-6 (1L-6) verilebilir
Sitokinler yapisina gore ikiye ayrilir;

Tip 1 Sitokinler; Reseptorleri ile yapisal benzerlikler gosteren grubudur.
Hematopoetin reseptorleri olarak da isimlendirilirler. Bunlar; interlokin-2 (IL-2),
interlokin-3 (IL-3), interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-7 (IL-7), interlokin-9 (IL-9), interlokin-11 (IL-11), interl6kin-13 (IL-13),
interlokin-15 (IL-15), graniilosit koloni stimiilan faktor (G-CSF) gibi proteinlerdir
[46].
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Tip 2 Sitokinler; Bu grup da reseptorleri ile yapisal benzerlikler gosterirler. Bu grupta
interferon (TNF)-a, IFN-f, IFN-y ve interlokin-10 (IL-10) bulunur [46].

Sitokinleri gruplandirmanin diger bir yolu basit CD4+ T hiicrelerinin (Th
hiicreleri), Th 1 ve Th 2 olarak adlandirilan 2 alt T helper (Th) hiicre grubuna
farklilagmastyla taninmasi olabilir. Th 1 hiicreleri potent proinflamatuar sitokinler olan
IFN-y ve lenfotoksin (TNF)-a ile IL-2 iiretir. Th 2 hiicreleri I1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10, IL-13"1 iretir. Bu nedenle Th 1 sitokinler siklikla proinflamatuar, buna karsilik
Th 2 sitokinler antiinflamatuar olarak adlandirilir[46, 47].

2.2.3.3 Hiicresel mekanizmalar

Iskemi asamasinda; oksijen kaynaginin kesilmesi ve glikojen tiiketimi sonucu
kupffer hiicreleri, stinosoidal endotel hiicreler (SEC) ve hepatositlerde ATP iiretim
eksikligi meydana gelir. Bunun sonucunda ATP bagimli Na*-K* plazma membran
pompasi c¢alisamaz ve hiicre i¢i Na* birikimini hiicresel 6dem ve sislik takip eder.
Kupffer hiicrelerive SEC’deki sislik, endotelin ve tromboksan A2 gibi
vazokonstriiktorlerdeki artis ve nitrik oksit gibi vazodilatorlerde azalma ile birliktedir.

Bu degisiklikler sonucunda siniizoidler daralir [4, 48].

Iskemi sonrasinda, reperfiizyon ile birlikte daralmis olan siniizoidlerde nétrofil
ve trombosit agregasyonu artar ve kan akimi baglamasina ragmen mikrosirkiilatuar kan

akimi bozulur, hatta baz1 alanlarda "no-reflow" meydana gelir, kan akisi olmaz [49].

2.3 Antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek i¢in bircok savunma mekanizmalar
bulunmaktadir. Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu
Onleyen veya serbest radikallerin temizlenmesini arttiran bu maddelere antioksidan

maddeler denilmektedir [50].

Hiicrelerde ve ekstraselliiler sivida SOR’nin olusturdugu hasari1 engellemek
icin gelisen savunma mekanizmasina antioksidan savunma denir. Endojen ve eksojen

antioksidan ajanlar mevcuttur. Endojen antioksidan ajanlar; Glutatyon(GSH),
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glutatyon peroksidaz (GSHPx), katalaz ( CAT), siiperoksid dismutaz (SOD) ve
glutatyon rediiktazdir (GR) [51, 52].

Bu maddeler normal biyokimyasal olaylar sirasinda olusan serbest radikalleri
notralize edebilirler. Hiperoksijenizasyon, iskemiden sonra reperfiizyon, dokularda
reaktif oksijen radikalleri maruz kalma ve benzeri hallerde oksidatif/antioksidatif
metobolizma balansi etkilenirse antioksidif koruma kompleksleri yeterli gelmemeye
baslar sonugta hiicrede toksik madde yogunlugu artar. Bu da hiicrelerin zedelenmesi

ve Oliimiine yol agar [42, 53].

Glutasyon(GSH): Bir¢ok hiicrede bulunan GSH hiicre zarinda aminoasitlerin
tasinmasinda rol alirken ayni zamanda koenzim olarak enzim yapisina katilir.
Proteinlerin siilfidril yapilarin1 koruyarak, toksik maddelerin etkilerinin ortadan

kaldirilmasini saglar [53, 54].

Gutatyon peroksidaz (GSHPXx): Oksidatif hasarin azaltilmasinda aktif rol
oynayan, lipit peroksidasyonunu onleyen ve serbest radikallerin hiicre iginde
detoksifikasyonunu saglayan en onemli endojen mekanizmadir. GSHPx enzimi
sitoplazmik bir enzimdir. Bu enzim glutatyondan ayirarak H>O2’yi suya doniistiiren,
intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiglii thiol bilesigidir. H2O2'yi detoksifiye
eder sonucta da su ve okside glutatyona doniisiir. GSHPX'in antioksidan aktivitesini
gostermesi i¢in ortamda yeterli konsantrasyonda glutatyon rediiktaz, GSH ve

nikotinamid adenindiniikleotid bulunmasi gerekir [17, 24].

Katalaz (CAT): CAT, %20 oraninda sitoplazmada, %80 oraninda
peroksizomlarda bulunan yapisinda hemoprotein igeren bir enzimdir. H2O2'nin olusum
hizinin yiiksek oldugu durumlarda 2 molekiil H2O2' yi suya doniistiirerek katalitik
reaksiyonla ortamdan uzaklastirir. Her bir aktif merkezde bir hem grubu igerir ve

tetramerik yapidadir [52, 55].

Katalaz reaksiyon sirasinda bir molekiil H.O2’ye elektron vericisi, digerine de
elektron alicis1 olarak gorev yapar. CAT aktivitesinin artmasi H20; iiretim hizi

artmasiyla dogru orantilidir. Bu da asir1 H20: iiretimi sirasinda glutatyon kaybini

onler. CAT O tarafindan inhibe edilir [25, 56].
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Siiperoksid dismutaz (SOD): SOD enzimi serbest radikalleri organizmada ilk
karsilayan antioksidandir. Metalloprotein yapisinda bir enzimdir. Okaryotik
hiicrelerde dort farkli sekli bulunur. SOD’1n gorevi Oz radikalini metabolize etmek ve
daha zararl olan hidroksil radikalinin olusumunu engellemektir. Bunu da O radikalini
H202’ye ve molekiiler O2’ye donistiirerek yapar. Hidrojen peroksit, Fenton
reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonlari ile ¢ok daha reaktif olan OH™ radikaline
dontigmektedir. Burada da ikinci savunma sistemi CAT ve GSHPx enzimleri devreye
girer [25, 57].

Glutatyon rediiktazdir(GR):Hem sitoplazmik sivida hemde mitokondride
bulunmaktadir. Okside glutatyonun (GSSG) hiicreyi oksidanlara karsi koruyabilme
ozelligi yoktur. Hiicre elektron kaynagi olarak nikotin amid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)’1 kullanan GSH rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla GSSG tekrar
indirgenmis GSH’a ¢evrilerek SOR ile reaksiyona girdikleri diisiiniilmektedir. NO

olusumuna yol actiklari ileri stirtilmiistiir [51, 58].

2.4 Dekspantenol

Dekspantenol, vitamin B grubu iiyesi olan pantotenik asit analog tiirevidir [13].
Pantotenik asid Roger J. Williams tarafindan tanimlanmistir ve maya formundaki
mantarlarin gelisiminde gerekli oldugu belirtilmistir. Pantotenik asid, beta-alanin ve
pantoik asidin kovalent yapi igeren amid bagi olusturmasi ile olusur. En fazla
baklagiller ve kuru hububatlarda bulunmaktadir [15].

Dekspantenol (butanamide, provitamin B5), COH19NO4 kimyasal yapisinda
olup, IUPAC ismiyle (2R)-2,4dihydroxy-N-(3-hydroxypropyl)-3,3-
dimethylbutanamid olarak gosterilmistirdir. Diger bir adlandirma sekli de pantotenil
alkoldiir [59]. Pantotenik asidin sadece dekstrorotator izomeri biyolojik aktiviteye
sahiptir. Dekspantenol interstisyel dokularda pantotenik asitin en sabit hali olan
tirevidir ve pH’1 9,5 civarindadir. Dekspantenol yagda ¢oziinmezken, suda ve alkolde

¢Oziindligi gortilmistiir [13, 60]

Dekspantenol, karacigerde fosforilizasyonlar sonrasi D-pantotenik aside

doniisimii saglanir [13]. Hiicrelerde adenozin trifosfat (ATP) sentezini yani enerji
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iretimini artirarak rediikte glutatyon (GSH) igeriginin fazlalagmasina neden olur [61,
62]. Pantotenik asit, pek c¢ok esansiyel hiicresel olaylarin primer mekanizmalar
acisindan elzem bir kofaktor olarak sayilan koenzim A’nin bilesiminde rol oynar,
sentezini artirir. Koenzim A, asetil-Coenzim A olarak karbonhidrat sentez ve
yikiminda , asetilcolin (ACh) yapiminda, kolesterol metobolizmasinda, bobrekiistii
korteksindeki steroid yapidaki hormanlarin metobolizmasinda, ilag ve diger bir ¢ok
antibiyotik yapilandirilmasi ve yitkiminda karacigerdeki primer asetilasyonunda ve
onlarin tiaminin de rol aldig1 anti oksidatif olaylar reaksiyonlarin yapilandiriimasinda,
siiksinil koenzim A formatina doniigserek sitrik asid siklusunda ve hem yikiminda hem
sentezinde onemli proktetif etkilerde gorev alir [63, 64]. Literatiirde pantotenik asidin
deneysel olarak gama radyasyonun zararli etkilerini dokularda azalttig1, ultraviole ile
indiiklenen apopitoza Karsi hiicreleri korudugu ve ayrica timor hiicrelerindeki lipit
peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir [9, 11, 65]. Uzun yillardir zaten oral, lokal
veya parenteral kullaniminda dekspantenoliin yara iyilesmesi iizerine olumlu etkileri

gecmis literatiirlerde gosterilmistir [61, 64, 66].

Sekil 2.2: Pantotenik asit yapisi

CH; o
|

CH, —C— CH—— C—NH —CH, —CH, —COOH
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Sekil 2.3: Dekspantenoliin yapisi
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Pantotenik asidin deriden emilimi iyi degildir. Ancak dekspantenolun, deriden
emilimi iyidir ve hizlica karacigerde pantotenik aside formuna gevrilir. Kesilmis
insan derisi ile in vivo olarak yapilan caligmalarda dekspantenoliin deri yolu ile
emilimi gdsterilmistir. Buna gore dekspantenol canli epidermis i¢ine girer. Topikal
uygulama ¢alismalarinda insan sagli deri, sa¢ kil kokii hiicreleri, tirnak keratin
dokulari, deri tabakalarinda pantotenik asidin artmis konsantrasyonlari bulunmustur
[13, 67]. Dekspantenoliin kullanimin sakincali bulundugu haller, hemofili ve benzeri
trombofilik bozukluklar , kitle timoér nedenli ileus ve paraben sensitivitesi gibi
durumlardir [67].

Dekspantenol %2-5’1ik oranlarini igeren pomad, merhem veya sivi haldeki
formlarinda kutanéz ve mukoza kaynakli lesionlarda tedavi amagh kullanilmaktadir.
%?2’lik dekspantenol preparatlar1 FDA tarafindan ¢esitli dermatozlarda veya siddetli
kasintiyr gidermede kullanimini onaylamaktadir. Dekspantenol sistemik olarak da

eriskinlerde 250-500 mg dozlarda kullanilmaktir [13].

Dekspantenol sican ve memeli canlilarda oral ya da parenteral yolla
verildiginde dokuda PA’e doniistiiriiliir. PA, rediikte glutatyon (GSH), Koenzim A
(CoA) ve hiicredeki ATP sentezinde artisa neden olur [64-66]. Bu GSH ve glutatyon
bagimli peroksidazlar iskemi reperfiizyon hasarinda goriilen oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonuna karsi en 6nemli koruyucu sistemlerdir [9, 62, 68]. Antiinflamatuar
sistemde etkinligini noétrofillerden salinan myeloperoksidaz enziminin salinimim
azaltarak yaptig1 diisiiniilmektedir. Lipid peroksidasyonuna Kkarsi koruyucu etkisinin
Koenzim A diizeylerindeki artisin yaninda fosfolipid yapimini artirarak da

gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma Eskisehir Osmangazi Tip Fakiiltesi Deney hayvanlar etik
kurululun (HADYEK) 741-1/2019 kayit numaral protokol izniyle ESOGU deney
hayvanlari arastirma merkezinde (TICAM) yapilmustir.

Calismada Wistar Albino cinsi 30 adet erkek 200-250 gr rat le 3 grup
olusturularak karaciger iskemisi saglanmasi, iskemiden 30 dakika sonrasinda iskemi
etkileri ve dekspantenol ajanin reperfiizyon etksinin saptanmasi amaglanmaktadir. Bir
gecelik aghigr takiben (sadece su igmelerine izin verilerek), 60 miligram/kilogram
intramuskuler ketamine (Ketalar;Parke-Dawis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve 10
mg/kg xylazine (Rompun; Bayer AG,Leverkusen,Almanya) kullanilarak 200-250
gram agirhigindaki 30 adet Wistar Albino tiirii siganlara anestezi verilmistir. Cerrahi
sirasinda hayvanlarin spontan olarak solumalar1 saglanmistir. Viicut sicakliklarinin
37°C derece civarinda tutulabilmesi igin bir 1sitic1 lamba kullanmilmistir. Iskemi portal
ve hepatik arter kompleksi askiya alinmak suretiyle planlanmistir. Dehidratasyonu

engellemek igin subkutan 10 ml ringer laktat verilmesi planlanmustir .

Sekil 3.1: Wistar albino cinsi siganlar
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Deney gruplan

30 adet wistar albino cinsi rat (Sekil 3.1); kontrol, sham, deney grubu olmak

iizere 3 gruba ayrild1.

1. grup kontrol grubu (n:10) iskemi yapilmaksizin doku ve kan 6rnekleri alinan
grup, 2. grup sham grubu (n:10) iskemiden 30 dakika 6ncesi intraperitonel 500 mg/kg
SF uygulamasi takibinde 45 dakika iskemi ardindan reperfiizyon ve hemen
reperfiizyon esnasinda tekrar 500 mg/kg SF uygulamasi 45 dakika reperfiizyon
sonrast doku ve kan 6rneklenmesi yapilan grup 3. Grup deney grubu ( n:10) iskemiden
30 dakika oncesi intraperitonel 500 mg/dekspantenol uygulamasi takibinde 45 dakika
iskemi ardindan reperfiizyon ve hemen reperfiizyon esnasinda tekrar 500 mg/kg
dekspantenol uygulamasi 45 dakika reperfiizyon reperfiizyon sonrast doku ve kan

orneklenmesi yapilan grup.

Tablo 3.1: Deney gruplari

GRUPLAR Denck Sayvis

Kontrol grubu 10

Sham Grubulserum fizyolojik grubu (45 dk. I/ 45 dk. R 10

Diekspantenal IfR grubul4s dik. 1/ 45 dk. R 10
TOPLAM a0

Deneysel ¢alisma modeli

Deneklerin anestezisi 60 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Ksilazin verilerek
sagland1 (Sekil 3.2). ve gerektiginde idame doz uyguland. Ilac enjeksiyonundan 15
dakika sonra karin 6n duvarindaki tiyler tras edilerek karin cildi povidon iyot ile
silinerek cilt antisepsisi uygulandi Orta hattan yaklagik 3-4 cm’lik insizyon ile
laparotomi yapildt (Sekil 3.3). Karin i¢indeki organlar goriiniir hale geldikten sonra,
kontrol grubu disindaki gruplarda portal ven ve hepatik arter eksplore edilerek ve
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atravmatik vaskiiler klemp ile karacigerin sol ve orta lobuna giden kan akimi kesildi
(Sekil 3.4). Boylece segmental ve oldiiriicti etkisi olmayan hepatik iskemi meydana
getirilmis oldu. Atravmatik vaskiiler klemp yardimi ile 45 dakika iskemi uygulandi.
Iskemi ile karaciger yiizeyinde olusan renk degisikligi gozlendi (Sekil 3.7) Bu sirada
acikta kalan abdomen 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmis spang ile ortiiliip 45 dakika
sonunda klempler alinarak iskemi sonlandirildi. Batin kapatilip 45 dakikalik
reperfiizyon siiresi sonrast 5 ml kan kan ornegi intrakardiyak alindi ve sonrasinda
deneklere servikal dislokasyon ile Otenazi saglandi. Calisma sonucunda alinan
karaciger dokularinin bir kismi1 gen ekspresyonu ¢aligmalari i¢in -80°C’de saklanmak

iizere kriyo tiipler igerisine alindi.

Sekil 3.2: Anestezik maddeler
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Sekil 3.3: Laparotomi

Sekil 3.4: Hepataduodenal ligament ile portal ven ve hepatik arterin klemplenmesi.

=




Sekil 3.6: Normal karaciger dokusu
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Biyokimyasal analizler

Yapilan uygulamalar neticesinde biyokimyasal olgiimler i¢in kan ornekleri
kardiyak delme yapilarak alindi. Siganlardan 4 ml kan biyokimya tiipiine alindi. Alinan
kan 6rnekleri, 3000 rpm'de 10 dk. oda sicakliginda santrifiije edildikten sonra -20°C’de
saklandi. Laboratuvarda 4000 devirde 10 dk. santrifiij edildi. Serumlar ependorf
tiipiinde -86°C’de saklandi. Karacigerde meydana gelen hasari tespit edebilmek i¢in
elde edilen orneklerde aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
alkalen fosfotaz (ALP) seviyeleri mikro ELISA cihazinda belirlendi. Plazmadaki
timor nekrotizan faktdr alfa (TNF-a), interlokin 1(IL-1) ve interlokin 6 (iL-6)
diizeyleri ise BD BioSciences firmasindan alinan fare TNF-a ELISA kiti ve fare IL-6
ELISA kiti ile belirlendi.

RNA izolasyonu

Iskemi Reperfiizyon deneyi sonras1 -80°C' de saklanan si¢an karaciger dokular1
lizis soliisyonu ile pargalanip homojenize edildi daha sonra RNA izolasyonu Primer

HPLC 200 nMol PRMR-H kiti kullanilarak protokoliine uygun olarak yapildi.

Homojenizasyon ve RNA izolasyonu asagidaki sekilde gerceklestirilmistir;

1. 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii icindeki yaklasik 25 mg donmus karaciger dokusu
iizerine 600 pl Lysis Buffer (igcinde P-mercaptoethanol bulunan) ekleyip 1 adet ¢elik
bilye konuldu ve 4 dk boyunca dokularin pargalanmasi (QIAGEN, TissueLyser LT,

Germany) saglandi.

2. Dokular homojenize olmus sekilde yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1
ve 3 dk, 10000 rpm de santrifiij (Sigma 3-30 K, Germany) edildi. Santrifiij sonunda

iist faz yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindu.
3. Lizata 600 pl %70 etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

4. 2 ml toplama tiip i¢indeki RNeasy spin column igine 700 pl 6rnek pipetlendi. 15 sn,
>8000 devirde santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz atild1.

5. Ornegin geri kalan1 i¢in bir énceki adim tekrarland.
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6. RNeasy spin column’a 700 pl RW1 buffer eklendi. 15 sn, >8000 devirde santrifiij

edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildu.

7. RNeasy spin column yeni bir toplama tiipline yerlestirildi ve {izerine 500 pl RPE

buffer eklendi. 15 sn, >8000 hizda santrifiij edildi. Alt faz atild1.

8. RNeasy spin column’a 500 ul RPE buffer eklendi. 2 dk, >8000 devirde santrifiij

edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildi.

9. RNeasy spin column yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrenin kurumasi i¢in 1

dk, 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

10. RNeasy spin column yeni 1,5’lik mikrosantrifiij tiipe yerlestirildi. Uzerine 50 pl
RNase-free water eklendi. 1 dk, >8000 devirde santrifiij edildi.

11. RNA verimini arttirmak i¢in RNeasy mini column’a 20 ul daha RNase-free water
eklendi. 1 dk >8000 devirde santrifiij edildi. Elde edilen RNA'larin kalite ve miktar
tayini (Thermo Scientific, Multiskan Go) yapildi. RNA diliisyonu gergeklestirildi.
RNA’lar -80°C’ de saklandi.

CDNA sentezi

Elde edilen RNA’lar, cDNA sentezi kiti (WizPure™ qPCR Master (SYBR)
10ML W1711-10B) ve BIO-RAD, T100, Thermal Cycler cihaz1 kullanilarak reverse
transkripsiyon yontemiyle cDNA’ya doniistiiriildii.

cDNA eldesi i¢in bir tiipte 10 [il revers transkripsiyon karigimi hazirlandi.
cDNA sentezinde kullanilan karisim:

*10X RT Buffer 2 pl

*DNTP Mix 0.8 pl

*10X RT Random Primers 2 ul

*Reverse transcriptase 1ul

*RNase free water 4.2 pl
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Toplam 20 |il olacak sekilde 10 yl RNA + 10 ul cDNA sentez karigima ile birlestirilerek
asagidaki kosullarda cDNA eldesi gergeklestirildi.

25°C 10 dk

37°C 120 dk

85°C 5 dk

cDNA oOrnekleri tizerine 90 pl Nuclease-free water eklenerek sulandirildi. Elde edilen
cDNA’lar -20°C’de sakland.

Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz IBM SBSS siiriim 21 programui ile yapildi. Nicel
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk W testi ile arastirildi.
Ikigrubun tanimlayici istatistiksel yontemleri ve normal dagilan nicel verileri igin t-
testi, normal dagilim gdstermeyen nicel verileri i¢in Mann Whitney-U testi kullanild1
Gruplara ait belirtici istatistikler ortalama + standart sapma ya da median (Q1-Q3)

olarak gosterildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

Biyokimyasal Sonug¢lar

Eskisehir Osmangazi Universitesi TICAMDA yapilan deneysel ¢alismaya
total olarak 30 sigcan kabul edildi ve tiim ratlar calismay1 komplikasyonsuz bitirdi.
Calismamizda elde edilen biyokimyasal parametrelerin sonuglari tablolar halinde ve
karaciger fonksiyon testleri, Eliza ve PCR calismalar1 tablolar ve sekiller seklinde

aciklandi.
Karaciger Fonksiyon Testleri

Biyokimyasal parametrelerden AST, ALT seviyelerinde sham grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli artis (p<<0.05), deney grubunda sham grubuna kiyasla
istatiksel olarak anlamli azalma saptandi (p<<0.01) ALP seviyelerinde ise kontrol grubu
ve dekspantenol grubunda ise anlamli bir fark saptanmadi. Kontrol grubunda deney
grubuna gore AST, ALT diizeylerinde anlamli azalma oldugu saptandi (p<0.001).
Sham grubu ile kiyaslandiginda kontrol grubunda ALT ve AST degerlerinde anlamli
bir azalama saptand1 (p<0.01). Reperfiizyon sonrasi1 ALP degerlerinde 3 grupta da

anlaml bir fark gézlenmedi.

Tablo 4.1: AST, ALT ve ALP i¢in medyan ve standart sapma degerleri

AST ALT ALP

MEAN sD MEAN sD MEAN 5D

Kontrol 110,5 3,027 Kentrol | 502 6,579 Kontrol | 203,3 20,683

4 4
sham | 392, 143805 [ o (1769 | 72529 || sham | 1924 | 26883

Deney | 5468 | 374,937 | | popey | 192 187,600 | | peney [ 1903 51,776
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Tablo 4.2: AST Medyan degerleri ve standart sapma degerleri

e00
S00
400
=ulu}
200

o

Komtrol Sham D

mhAearns WS

* p<0.001 ** p<0.01

Tablo 4.3: ALT Medyan degerleri ve standart sapma degerleri

ALT
250
200
150
100
50
0 . E—
Kartrol Sham Dex
Wmidean ® 5D

* p<0.001 * * p<0.01
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Tablo 4.4: ALP Medyan degerleri ve standart sapma degerleri

ALP

250
200

150

50

Kantrol Sham Dex

midean 50D

Plazma TNF-a iL-1ve iL-6 Diizeylerine iliskin Bulgular

TNF-a ,IL-1 ve IL-6 diizeyleri sham grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede artis saptanmustir (p<0.001). Dekspantenol grubunun plazma TNF-a IL-1 ve
IL-6 diizeyleri, sham grubunun diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmus (p<0.01); dekspantenol grubunun plazma TNF-a, iL-1 ve IL-6
degerlerinde kontrol grubuna istatiksiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p<0.1).
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Tablo 4.5: Kontrol, sham ve dekspantenol gruplarinin IL-1, IL-2 ve TNF-a

degerlerin medyan ve standart sapma degerleri.

IL-1 IL-6 TNF-a
Mean 50 ‘l Mean sb Mean 50
Kontrol 1,02 u_mmgs;g‘lxnntrnl 1,03879687]0,27420395 Kontral  |1,04954707 | 0,31586572
Sham 17,90 ﬁ,?zzsusz‘lsham 70,4930496{31,3092956/] Sham 75,7450574| 38,3140435)
Dex 2,67 2.56524501"%1 22,7645078{30,5734775/ Dex 30,5771065)71,6173062

Tablo 4.6: IL-1 Medyan degerleri ve standart sapma degerleri

IL-1

100.00

10.00

1.00

0.10

0.01

0.00
Dex

Kontrol

Y p<0.001 Yk p<0.01
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Tablo 4.7: IL-6 Medyan degerleri ve standart sapma degerleri

IL-6

1000 ) . ¢ ok

100

10

01
Kontrol

Y P<0.001 Yk p<0.01
Tablo 4.8: TNF-a Medyan degerleri ve standart sapma degerleri
TNF-a
1000 * Kk
100
10
1
0.1

Kontrol

s p<0.001 Y% p<0.01
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5.TARTISMA

Hepatik iskemi modellerinde ortaya c¢ikan iskemik karaciger hasari ve
sonrasinda olusan reperfiizyon hasarini 6nleme veya minimalize edilmesi konusunda
farkll birgok ajan kullanilarak deneysel calismalar yapilmistir. Bu ¢aligsmalar biiyiik
oranda antioksidan ve antiinflamatuar maddelerin etkilerini incelemek amaciyla
hazirlanmistir. Bu durum olusan hasarin antioksidan ve antiinflamatuar maddeler

kullanilarak azaltilabilinecegini gostermektedir.

Uygulanan iskemi ve reperflizyon siireleri agisindan, deneysel modellerde
farkli uygulamalar bulunmaktadir [69]. Y1ldiz ve ark. [70] Karaciger hasar1 igin gerekli
stirenin 45 dakika iskemi sonras1 bir saatlik reperfiizyon oldugunu ifade etmislerdir.
Intraperitonal timokionun karaciger iskemi reperfiizyon iizerine etkisini arastirmis.
Uygulama 45 dk iskemi, 60 dk reperfiizyon ile saglanmistir. Kim ve ark. [71] yaptiklar
arastirmada 60 dk iskemi 45 dk. reperfiizyon ile olusturduklar1 karaciger iskemi
reperfiizyon modelinde propofoliin etkisini gostermislerdir. Caglikiilekgi ve ark. [72]
calismasinda melatonin etkisini arastirmak tizere 45 dk. iskemi ve 45 dk. reperfiizyon
stiresi ile olusan hepatik iskemi reperfiizyon tablosu iizerinde ¢alismislardir. Yapilan
bu ¢aligmada da bu verilerden yola ¢ikarak hepatik 45 dk. iskemi ve 45 dk. reperfiizyon

planland1 ve deneysel model bu ¢er¢evede uygulandi.

[/R hasar1 sonrasi karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek igin farkli
teknikler kullanilmistir. Giincel olarak en ¢ok kullanilan AST, ALT ve ALP tayinidir.
Yabe ve ark. [73] yaptig1 deneysel karaciger IR hasar1 olusturduklari ¢alismada serum
AST ve ALT degerlerinin yiikseldigini ve I/R sonrasi meydana gelen serbest
radikallerin dokuda meydana getirdigi hasarin bu degerlerin yiikselmesine sebep
olabilecegini idda etmislerdir. Inglot ve ark. [74] yaptig1 karaciger iizerindeki IR
calismasinda serum AST ve ALT degerlerinin artis gosterdigini tespit etmislerdir.
Bunun yan1 sira hepatositlerde nekroz, sinuzoidal genisleme ve PMNL infiltrasyonu
gozlemiglerdir. Yildirim ve ark. yaptigi [75] bir diger ¢alismada ise sicanlarda
Karaciger IR sonrasi serum AST ve ALT degerlerinde artma gézlemlemislerdir. Bizim
calismamizda, karaciger hasarinin gostergeleri olan biyokimyasal parametrelerden

AST, ALT, ALP bakildi.
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Yildirim ve ark. yaptigi [75] calismada dekspantenoliin deneysel olarak
sicanlarda olusturulan testis I/R hasarinda lipid peroksidasyonunu ve testiste meydana
gelen hasar1 hem erken donemde hem de 60 giinliik izlemde azalttigini gostermislerdir.
Calismalarinda, ratlarda detorsiyone donem oncesi 500 miligram/kilogram
dekspantenol verilen grupta, sham, torsiyone+detorsiyone, torsiyon+SF+detorsiyone
ve 250 miligram/kilogram dekspantenol verilen ratlara gore kan MDA diizeylerinin
anlamli olarak diisiikk bulmuslardir. Ceylan ve ark. yaptig1 [76] ¢alismasinda kostik
0zofagus yaniklarinda dexpanthenol ve Y-27632 maddelerin striktur {izerinde
etkilerini arastirdiklart ¢alismada dekspantenolle tedavi edilen gruplarda MDA
diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli oranda diistik oldugu goriilmiistiir. Chen ve
ark. yaptig1 [77] ¢calismada dekspantenoliin SOD {izerinden etki gosterek takralimusun

I/R hasar1 tizerinde olumlu katkilar1 oldugu deneysel caligmalarla gosterilmistir.

Ratlarda testisin saat yoniiniin tersine 180 derece dondiirerek 4 saat
bekledikleri bir modelde dekspanthenoliin lipid peroksidasyonunu azaltarak serum
MDA diizeylerini diislirdiiglini ve antinflamatuar etkinligini  gdsterdigini
saptamiglardir. Bu bulgularin1 histolojik olarak da desteklemislerdir [78]. Rat
Osefagusuna 90 saniye sodyumhidroksit uygulayarak yapilan deneysel yanik
modelinde intraperitoneal olarak verilen dekspanthenoliin lipid peroksidasyonunu
Onleyerek ve koenzim A yapisina katilarak kolestrol yapimini artirdigt bunun
sonucunda doku iyilesmesini hizlandirdigi  gésterilmistir.  Aymi  galismada
dekspanthenoliin hidroksiprolen yapimini azaltarak 6sefagusta striktiir olusumunu

azalttig1 gosterilmis ve 6zefagusta striktiir olusumunu azaltabilecegini diistiniilmiistiir

[76].

Dekspantenoliin ve trombositten zengin plazmasin biiyilk boyutlu
hepatektomilerde rejenerasyonu hizlandirdigi, olasi iskemik etkileri azaltig

saptanmustir [79].

Iskemi aninda dekspantenol verilen gruplarda lipid peroksidasyonunu azaltarak
ve nétrofillerden salinan myeloperoksidaz enzimini azaltip bu sayede de I/R hasarmi
azalttig1 saptanmustir [80]. Rat bobrek I/R deneysel modellerinde 1 saat iskemi 23 saat
reperfiizyon saglanan bir modelde, iskemi dncesinde iskemi esnasinda ve reperfiizyon

esnasinda verilen dekspantenoliin etkinligi karsilastirildiginda dekspantenoliin lipid
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peroksidasyonunu azalttigi bunun yaninda hiicre i¢ci ATP diizeylerini artirip buna
paralel olarak glutatyon diizeylerini de artirarak SOR hasarin1 engelledigi 6ne
stiriilmiistir. Ayn1 ¢alismada dekspantenoliin etkinliginin en fazla oldugu grubun
reperfiizyon esnasinda verilen hayvanlar oldugu gosterilmistir [7]. Intestinal iskemi—
reperflizyon hasar1 ve bunun 6nlenmesi i¢in ¢alismalar halen devam etmektedir.
Ozdemir ve ark. yaptign [81] c¢alismasinda dekspantenolii hipoksik nekrotizan
enterokolit modelinde dekspentenolii hipoksi aninda kullanmiglardir. Bu ¢alismada
hem histoljik hem de biyokimyasal olarak dekspantenolle tedavi edilen grupta I/R
hasarint azaltigi yonde veriler mevcuttur. Ayni calismada dekspantenoliin SOR
hasarin1 azaltici etkisini lipid peroksidasyonunu azaltarak, notrofillerden salinan MPO
enzim salinimi engelleyerek ve glutatyon diizeylerini artirarak yaptig diisiiniilmusttir.
Altintag ve ark. [7] rat bobrek iskemi reperfiizyon modelinde verdikleri iskemi 6ncesi
verilen dekspantenoliin etkinliginin reperfiizyon esnasinda verilene gore daha diisiik

oldugu saptamustir.

Bizim iskemi reperfiizyon deneysel modelimizde de iskemi oncesi 500 mg/kg
dozda intraperitoneal yolla ihtiva edilen dekspantenoliin ve iskemi sonrasinda 6ncesi
500 mg/kg dozda i.p yolla verilen dekspantenoliin IL 1 ve IL 6 ve TNF alfa
diizeylerinde ise reperfiizyon sonrasinda dekspantenol verilen grupta serum fizyolojik
verilen gruplara gore diisiik bulunmustur. Calismamizda ise iskemi Oncesi ve
reperfiizyon esnasinda verilen dekspantenoliin iskemik hasar1 bir miktar azaltigi
kuvvetli bir anti oksidan etki gosterdigi saptanmistir. Ozellikle sham grubuna kars
istatiksel olarak anlamli derecede yararli bulundu ve Kkontrol grubuna gore de tedavi
grubunda istatiksel olarak fark yoktu. Dekspantenol ajaninin pek ¢ok calismada
gosterildigi gibi antioksidan etkisi yiiksek ve iskemi hasarini azalict yonleri olsa da
karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda kullanimi i¢in daha genis ¢apli ¢alismalara

ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda karaciger iskemi reperfiizyon modelinde ortaya
¢ikan hasarin dekspantenol tedavisi sonrasi karaciger fonksiyon testlerinde ve sitokin
diizeylerinde (IL-1, IL-6 ve TNF-a) kismen diizeldigini oksidatif stres
parametrelerinde azalmalarm izlendigi gozlense de primer I/R hasarinda etkinliginin

saptanmasi i¢in daha genis ¢apli ¢alismalar gerekmektedir.

Calismamizda anlamli ¢ikan sonuglarla dekspantenoliin iskemi reperfiizyon
hasarii onleyici etkisi tam olarak gosterilemese de koruyucu ve tedavi edici etkisi

bizim ¢alismamizda oldugu gibi literatiirde degisik modellerde gosterilmistir.

Bu deneysel modelde ortaya ¢ikan sonuglarin anlamli biyokimyasal verilerle ve
sitokin diizeylerinde desteklenmesi nedeniyle ¢alismamizin ileride yapilacak
arastirmalar i¢in bir baslangi¢ noktasi olacagina inanmaktayiz . Dekspantenoliin hizli
ulasilabilir, ucuz intravenéz formu bulunan bir ilag olmasi avantaj olarak elimizde
bulunsa da bu ilacin insanlarda 6zellikle I/R hasar1 &ncesinde kullanimiyla ilgili bir

cok genis kapsamli ¢aligsmaya ihtiyag vardir.
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