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OZET

Klinik uygulamalar i¢inde karacigerde iskemi-reperflizyon hasarmna genellikle
hemorajik sok, sepsisin ge¢ donemi, karaciger transplantasyonu, biiylik bir travmaya
yonelik cerrahi girisim ve hepatik rezeksiyon sirasinda rastlanmaktadir. Ketamin NF-
kB inhibisyonu ile IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini baskilar.
Bu deneysel calismanin amaci karacigerde I-R hasar1 olusturulmasina farkli dozlarda
ketamin uygulanmasinin antiinflamatuar etkilerinin arastirilmasidir.

Calismada agirlig1 150-200 gr. olan 18 adet Wistar-Albino disi rat kullanild:.
Grup 1’°deki (n=6) deneklere A. Hepatika propria serbestlestirildikten sonra klemp ile
askiya alinarak 30 dakika iskemi ardindan 4 saat reperflizyon islemi yapildi. Grup
2’deki (n=6) deneklere 30 dakika iskemi sonras1 2.5 mg/kg Ketamine IM., Grup
3’dekilere (n=6) ise ayn1 donemde 10 mg/kg Ketamine IM. Uygulandi, ardindan 4
saat reperflizyon saglandi. Tim deneklerden iskemi Oncesi, sonrasi ve
reperflizyondan sonra kan ornekleri alinarak MDA, AST, ALT, TNF-a , IL-6, IL-1p,
NO diizeyleri saptandi. Elde edilen veriler ortalama £+ SD olarak alindi. Tekrarlanan
Ol¢timler varyans analizi Posthoc-Tukey HSD testi ile (anlamli kabul edildi) grup i¢i
tekrarlanan Slgiimlerin degerlendirilmesi igin Wilcoxon testi kullanild1 ( P<0.005
anlamli kabul edildi).

TNF-a, IL-1B, IL-6 diizeylerinin tiim gruplarda iskemi Oncesi degerlerine
gore, iskemi sonrast donemde daha belirgin olmak iizere arttig1 gozlendi (P<0.05).
Reperfiizyon doneminde TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeylerinin Grup I ve II’ye gore
daha az arttig1 saptand1 (p<0.0 05). MDA, NO, AST ve ALT diizeyleri tiim gruplarda
iskemi Oncesi doneme gore, iskemi ve reperflizyon donemlerinde arttigi saptandi
(p<0.05) Ayn1 donem igerisinde MDA, NO, AST ve ALT diizeyleri incelendiginde
ketamin verilen gruplarda kontrol grubuna gore daha az arttig1 (p<0.005) saptandi.

Diisilk ve yiiksek doz ketamin verilen ratlarin karacigerinde ise 151k
mikroskobunda yapilan incelemede reperflizyon sonrasi anlamli olarak (p<0.05 )

daha az histopatolojik hasar saptandi. Karaciger Kupffer hiicreleri aktive
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olduklarinda bircok sitokinlerin salgilanmasma neden olurlar.  Calismamizda
karacigerde iskemi-reperflizyon hasar1 olusturulan deneklerde iskemi sonrasi ketamin
uygulanmasmin doza bagli olarak antiinflamatuar etki gosterdigi kanaatine

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ketamine, IL-1, IL-6 ve TNF-a, iskemi-reperfiizyon hasar1



ABSTRACT

DOSE-DEPENDENT ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF KETAMINE
ON LIVER ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY

In clinical practices, liver ishemia-reperfusion injury is generally encountered
in hemorrhagic shock, late stages of sepsis, liver transplantation, surgical
intervention to major trauma and hepatic resection. Ketamine suppresses IL-6 and
TNF-a, due to inhibition of NF-kB. Aim of this experimental study is the evaluation
of anti-inflamatuar effects of different doses of ketamine applications in liver I-R
njury.

We were used 18 Wistard-Albino rats weigthing 150-200 gr in this study.
After A. Hepatica propria was loose and suspended with clamp, ischemia for 30
minutes and reperfusion for 4 hours were applicated to the subjects in group 1 (n=6).
2.5 mg/kg Ketamine IM after ischemia for 30 minutes was given to the subjects in
group 2 (n=6), and in the same period 10 mg/kg Ketamine IM was given to subjects
in group 3 (n=6) and subsequently reperfusion was provided. Before and after
ischemia, and after reperfusion, blood samples were taken from all subjects and
MDA, AST, ALT, TNF-a, IL-6, IL-1B and NO levels were measured. The obtained
data were taken as mean +SD. Repeated measurements of analysis of variance were
made with Posthoc-Tukey HSD test((Significance for all comparisons was defined as
p<0.05), and Wilcoxen test was used for evaluation of repeated measurements in the
groups (Significance for all comparisons was defined as p<0.005).

According to pre-ischemic levels, post-ischemic TNF-a , IL-1 B and IL-6
levels were seen significantly increased in all groups (p<0.05). TNF-a, IL-1 B and
IL-6 levels were increased less in reperfusion period, when compared with groups I
and II (p<0.005). Acording to pre-ischemic period, MDA, NO, AST and ALT levels
were found increased in post-ischemic, reperfusion periods of all groups (p<0.005).
In the same period, when MDA, NO, AST and ALT levels were investigated, these
levels were found increased less in ketamine given groups, according to control
group.

Investigation with light microscope on low and high dose ketamine given
rats’livers showed significantly less histopathologic injury after reperfusion (p<0.05).
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When liver Kupffer cells are activated, they cause release of a lot of
cytokines. In our study, we concluded that dose-dependent manner applications of
ketamine to the subject with liver ischemia-reperfusion injury showed anti-
inflamatuar effect.

Keyword: Ketamine, IL-1f, IL-6 and TNF-a, Ischemia-reperfusion injury
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1. GIRIS

Yogun bakimda yatan ve/veya cerrahi girisim geciren hastalarda serbest
oksijen radikalleri ile sitokinlerin rol oynadig: iskemi-reperfiizyon hasari1 dnemli bir
sorundur. (1)

Iskemi organa gelen kan akimimnm yetersizligi ve dokunun bozulmus
perfizyonu olup dokularmm ihtiyact olan oksijen ve metabolik iriinlerin
karsilanamadig1 patolojik bir durumdur. Reperflizyon ise iskemik dokunun
oksijenlenmis kan ile perflize edilmesiyle hiicre homeostazinin yeniden
saglanmasidir (2).

Klinik uygulamalar i¢inde karacigerde iskemi-reperflizyon hasarina
genellikle hemorajik sok, sepsisin ge¢ donemi, karaciger transplantasyonu, biiyiik bir
travmaya yonelik cerrahi girisim ve hepatik rezeksiyon sirasinda rastlanmaktadir.
Major karaciger cerrahisinde Ozellikle karaciger yaralanmalar1 ve karaciger
timorlerinde peroperatif kan kaybi hem hastanin mortalitesi hem de morbiditesi
acisindan onemlidir. Bu nedenle kansiz bir alan saglanmasi i¢in Pringle manevrasi
uygulanir. Pringle manevrasi potansiyel olarak tehlikeli hepatik parankim iskemisine
neden olur (3, 4).

Karaciger iskemi-reperflizyon hasarmin iki ayr1 fazda oldugu gdosterilmistir.
Baslangi¢c fazi, reperfiizyonun ilk iki saatinde gercgeklesir ve kupffer hiicrelerinden
salinan reaktif oksijen metabolitleri bir dizi karmasik inflamatuar olaylar zincirini
baslatarak notrofilleri aktive eder. Aktive olmus noétrofillerde endotel hiicrelerine
yapisarak myeloperoksidaz, elastaz, kollajenaz gibi ¢esitli proteazlar ve serbest
oksijen radikalleri salinmasia ve hasarin daha da artmasina yol agarlar. Karacigerde
iskemi-reperflizyon sonucunda aspartataminotransferaz (AST) ve alaninamino
transferaz (ALT) diizeyleri artar ve bu artisin iskemi-reperflizyon sonucu olusan
serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi hasara bagli olabilecegi kabul
edilmistir. (5)

Oksidatif metabolizmanin ileri derecede hizlandig1 ve dolasimdaki kan
miktarinin veya dokulara kan akiminin azaldigi durumlarda artan serbest oksijen
radikalleri membranlar, enzimler, polisakkaritler ve niikleik asitler {izerine toksik etki
olusturarak doku hasarma yol agarlar (6). Iskemi-reperfiizyon sonrasi ortaya ¢ikan

sitokinler (interferon-gama (IFN-y), Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin 1
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beta (IL-1P) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS)) enzimini indiiklerler. Bir
kac saat icinde gen ekspresyonu gerceklesen iINOS 4-24 saat aktif kalir ve kalsiyum
kalmodulinden bagimsiz olarak, cNOS’dan 100 kat fazla miktarda NO salinimina yol
acar. INOS aracilig1 ile L-arginin L-sitriillin’e doniislirken nitrik oksit (NO) aciga
cikar. NO’in sitotoksik ekileri nonspesifiktir ve asir1 iiretimi konaga zararli olabilir
(.

Niikleer faktor kapa B (NF-kB) bir transkripsiyon faktoriidiir ve inflamatuvar
yanitta bircok genin ekspresyonundan sorumludur. NF-kB stoplazmada inhibit6re
(inhibitor kappaB) baglh olarak bulunur. IL-1B, TNF-a ve Lipopolisakkarit (LPS)
gibi uyarilar sonucu inhibitdriinden ayrilarak serbest NF-kB durumuna gecer.
Insandaki iNOS geni uyaricismmn iist bolgesinde NF-kB i¢in ¢ok sayida baglanma
yerleri mevcuttur (8).

IL-1B, TNF-a ve IL-6’nin lokosit aktivasyonunu, endotel hiicreleri ve
16kositler iizerindeki adezyon reseptorlerini artirict etkileri vardir. Inflamatuvar
cevapta anahtar rol oynayan TNF- a sitokin selalesini baslatarak immiin cevabi
koordine etmektedir. TNF- a ve IL-6’nin artmas1 adezyon molekiillerinin salinimina
ve lokositlerin perfiize olan dokuya gelmesine neden olarak hasarin artmasinda rol
oynarlarlar (8, 9).

Ketamin lipopolisakkarit ile olusan karaciger hasarmi, Hemoksijenaz-1 (HO-
1)’1 artirarak ve iNOS diizeyini diisiirerek oOnler. Ketaminin Lipopolisakkarit ile
olusan karaciger hasarinda hepatoprotektif etki gosterdigi, bu nedenle ketaminin
anestezi gerektiren sepsisli hastalarda ilk secilmesi gereken intravendz ajan
olabilecegi ortaya konmustur. Ketaminin endotoksin ile olusan TNF-a diizeylerini
baskiladig1 ve endotoksemik soktaki ratlarda mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (10,
11). Ketamin NF-kB inhibisyonu ile IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin
iretimini baskilar. Ketamin 16kositlerin reaktivitesini inhibe ederek antiinflamatuvar
etki gosterir (8, 9).

Bu ¢alismanin amaci; karacigerinde iskemi — reperfiizyon modeli olusturulan
ratlarda, diisiik ve yiiksek doz ketamin uygulamasmin karaciger hasarmna olan

etkisinin arastirilmasidir.



1.1 iskemi Reperfiizyon Hasari

1.1.1. Fizyopatolojisi (12, 13, 14)

Dokulara kan akimmin yetersizligi hiicre fonksiyonlarinin bozulmasma ve
hiicre 6limiine kadar giden olaylar1 tetiklemektedir. Oksijen hiicre zedelenmesinde
temel bir rol oynar (Sekil 1). Hipoksinin ilk zarar verdigi yer hiicrenin aerobik
solunumudur (mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu engeller). Adenozin trifosfat
(ATP) olusumu yavaslar ve durur. Ozellikle hiicre zarmin oubain duyarli adenozin
trifosfat aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol
acarak hiicre i¢i sodyum birikimi ve hiicreden potasyumun disar1 atilimina yol agar.
Hiicre i¢cine sodyum artisina su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme olusur.
Hiicresel ATP azlig1 adenozin monofosfat (AMP) artimi ile birliktedir. Hiicresel ATP
azlig1, Fosfofriiktokinaz enzimini uyarir, anaerobik glikoliz hizi artar glikojenden
ATP olusur ve hiicre enerji kaynaklari1 korunur. Glikoliz laktik asit ve fosfat
tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimi ile sonuclanir ve hiicre
ici pH azalir. Eger hipoksi devam ederse hiicre zar1 gecirgenligi artar ve
mitokondrinin  fonksiyonlar1 azalir. Hiicre yiizeyinde tomurcuklar olusur.
Sitoplazmada veya disinda organel zarlar1 gibi plazmadan kdken alan konsantrik
laminali myelin sekiller goriiliir. Bu sirada mitokondriler normal, sismis veya
gergekten yogunlagmustir; endoplazmik retikulumu genislemistir ve tiim hiicre

belirgin olarak sigmistir.

Iskemi

Mitokondri

- ATP
i
v
+ Na pompasi ! Glikolizis Diger
1 etkiler
P Car-, Hzo Ve ! Glikojen +pH Ribozomlarn
Ma-+ girigi ayriimasi
t K+ pompas l 1’*
MNikleer 4 Protein
kromatin sentexzi
Houcresel gisme kilmelesme
mikroviluslarimin
kayb Lipid
Kabarciklar depolanmasi

ER Sismesi

Sekil 1.iskemide hiicresel degisiklikler.



Bu bozukluklarin tiimii geri doniistimliidiir. Hipoksi devam ettigi siirece
hiicre 6limii gergeklesir.

Geri doniisiimsiiz zedelenme: Yapisal olarak mitokondri ve kristalarinda
asir1 vakuolizasyon, plazma zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda sisme ve 6zellikle
eger iskemik alan yeniden beslenirse hiicre ig¢ine yogun kalsiyum tutulumu ile
birliktedir. Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde gelisir.

Geri doniisiimsiiz zedelenme mekanizmalar; Geri doniistimsiizIigi
karakterize eden iki olay vardir. Birincisi mitokondrideki bozuklugun reperfiizyon ve
reoksijenizasyona ragmen diizeltilemeyisi (oksidatif fosforilasyon ve ATP yapiminin
gerceklesememesi) ve ikinci membran gorevlerinin ¢ok ciddi bozuklugudur.

ATP’nin giderek artan kaybi kritik bir noktadan sonra hiicre hasarinda 6nemli
rol oynar, fakat bu konu heniiz tartismalidir. Her ne kadar mitokondri yap1 ve
islevlerinde iskemik dokuda ¢ok sayida degisiklikler oluyorsa da deneysel olarak
hiicre dliimiine yol agan ATP’deki kayip kadar bu ayirt ettirici degisikliklerin de
sorumlu oldugunu g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi: Iskemik karacigerde, geri
doniisiimsiiz zedelenme membran fosfolipid kapsaminin belirgin azlig1 ile birliktedir.
Fosfolipid kaybinin nedeni iskemide sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun
uyarilmasiyla endojen fosfolipazlarin  aktivasyonu sonucu fosfolipidlerin
parcalanmasmin artisidir. Mitokondri ve endoplazma retikulumu i¢ine kalsiyum
atiklarinin birikimi ve sitozolik kalsiyumun artis1 oksijen kaybina neden olur.
Fosfolipidlerin siirekli kaybi1 ATP-bagimli fosfolipidlerin yeniden yapimi veya
doniisiimiine neden olur.

Hiicre iskelet anomalileri: iskemide hiicre iskeletinden hiicre membranimin
ayrilmasi hiicre sismesinde goriiliir, gerilme ve riiptiire karst membran duyarliligini
artirir. Hiicre iskelet proteinlerinin parcalanmasi hiicre i¢i proteazlarmin sitozolik
kalsiyum artistyla aktivasyonu sonucu olusur (Sekil 2).

Toksik oksijen radikalleri: ileri derecede toksik olan kismen oksijenasyonu
azalmig tlirevler hiicre membran ve diger hiicre yapilarinda zedelenmeye geri
doniisstiz hiicre zedelenmesinde hiicre membran zedelenmesinin temel etken
olduguna dair birgok kamit vardir. Iskemik dokuda artan boylesi oksijen radikalleri

kan akimi diizeldikten sonra reperfliizyon zedelenmesine neden olur. Toksik oksijen
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tirevlerinin biiyiik Ol¢iide reperflizyon sirasinda iskemi alaninda infiltre olan
polimorfoniikleer 16kositler tarafindan yapildig1 distiniilmektedir. Eger reperfiizyon
olusmaz ise Oldiiriicii iskemik zedelenme sonucgta gelisir, fakat toksik oksijen
tiirevleri goriilmez.

Lipid yikim iiriinleri: Iskemik hiicrelere membranlar iizerinde deterjan
etkisi olan fosfolipidlerin pargalanmasi sonucu katabolik iirtinler birikir. Bunun
sonucunda hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve ATP yapimimi engelleyerek
kritik bir noktadan sonra oldiiriicii olan membran zedelenmesine yol acar. Kalsiyum

hiicre 6liimiinde yapisal degisikliklerin potansiyel mediyatoriidiir.

Zedeleyici ajan

Endoplazmik
retikulum

Mitokondri

= _— L — =

% o4 ki 3
ATPaz Fosfolipaz Proteaz Endonikleaz

2 £ < o

'L o {L
ATP Fosfolipit Membran ve
azalmas: azalmasi hiicre iskelet

proteinlerinin
parcalanmasi

Sekil 2. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin kaynaklar1 ve

sonuglar.

1.1.2.Reperfiizyon

Iskemik dokulara kan akimmin yeniden saglanmasi ile geri doniisiimlii
hasarlanan hiicreler onarilirken, geri doniisiimsiiz hasarlanan hiicreler etkilenmez.
Bununla beraber iskemik hasarmn siire ve siddetine gore bircok hiicre nekroz ve
apopitozis nedeniyle Olebilir. Reperfiizyon, iskemiye yol acan etkeni ortadan
kaldirarak dokuya kan akimini yeniden saglar ve bir yandan dokunun enerji
dengesini diizeltirken diger taraftan metabolik artiklarin uzaklastirilmasma yardimci
olur. Ancak reperflizyon ayn1 zamanda iskeminin yarattig1 hasar1 daha da artirabilir.
Reperflizyon hasari; serbest oksijen radikalleri, endotelyal faktorler ve ndtrofiller

arasindaki iliski sonucu olusmaktadir. Hasar1 asil tetikleyen olayin endotel
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hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir. Tam olarak mekanizmalar1 agik
olmamakla birlikte iskemik dokularin yeniden kanlanmasinin daha fazla hasar
olusturabilmesi sdyle agiklanabilir: 1) Kan akiminin yeniden saglanmasi ile etkilenen
hiicreler heniiz kendi iyonik c¢evrelerini tam olarak diizeltmemisken yiiksek
konsantrasyondaki kalsiyumla kars1 karsiya kalir ve artan hiicre ici kalsiyum hiicre
biitiinliigiiniin kaybina neden olur, 2) Zedelenmis hiicrelerin yeniden kanlanmasi
iltihabi hiicrelerin lokal olarak yeniden bdlgeye gelmesine neden olur. Bu hiicreler
membran hasar1 yan1 sira mitokondrial permabilite gecisini biraz daha artiran yiiksek
diizeylerde serbest oksijen radikallerini agiga ¢ikarir. Etkilenmis fakat heniiz yasayan
hiicrelerde mitokondri hasar1 tam olmayan oksijen azalmasini ve bdylece serbest
radikal tiirevlerinin iiretiminin artmasini saglar. Bunun yam swra iskemik olarak
zedelenen hiicrelerde antioksidan savunma mekanizmalar1 da etkilenmistir (15).

Yapilan bir calismada iskemi-reperfiizyon ( I/R) hasarinda sorumlu
mediyatorlerin  serbest oksijen radikalleri (SOR) oldugu gosterilmistir.
Reperflizyonun baslamasi ile reoksijenasyon sirasinda 16kosit, endotel ve parankim
hiicrelerinden serbest oksijen radikalleri salinirlar. SOR’leri mitokondrilerdeki
permabiliteyi bozar ve hiicrenin ATP iiretimini engelleyerek hiicre 6liimiine yol agar.
Iskemik hasar, parenkim ve endotel hiicrelerinden sitokinlerin ve adezyon
molekiillerinin salinimma neden olarak dokuya polimorf niiveli 16kositleri (PMNL)
ceker ve daha fazla hasara yol acarlar (16).

Reperflizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katilan pek cok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu reaksiyonlarda rol alan baslica faktorler
ve enzimatik etkilesimler sunlardir.

1. Ksantin oksidaz yolu (XO): Postiskemik dokudaki serbest radikallerin
onemli bir kaynagidir. Iskemi boyunca ksantin dehidrogenaz (XHD) ksantin
oksidaza doniisiir ve dokuda birikir.

2. Nétrofil aktivasyonu: I/R sirasinda dokular ve birtakim medyatorler
kemotaktik ajan olarak davranir ve nétrofillerin hareketine neden olur. I/R kaynakli
mikrovaskiiler hasar nétrofillerin endotel ile etkilesimi sonucu olusmaktadir. iskemik
dokularda SOR iireten intraselliiller mekanizmalar aktive edilmis durumdadir, ancak
oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolayi fonksiyonel degildirler. Lokositlerin

aktive edilmesi SOR’nin {iretimine yol agmaktadir. SOR ayni1 zamanda apoptozisi
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indiiklemektedir. Proapoptotik Fas/CD95 reseptor aktivasyonu hiicre i¢i SOR
birikimi ve hiicre 6liimiiyle sonuglanir (15).

3. Trombosit aktive edici faktor (PAF): Membran fosfolipidlerinden
fosfolipaz A2 etkisiyle olusan PAF, endotel hiicrelerince iiretilirler. PAF
trombositlerin agregasyonu, sekil degistirmesi ve graniil iceriklerinin salinimima
neden olan bir mediyatordiir. Dokularin reperfiizyonu sonucu aktive olan 16kositlerin
adezyonunu (integrinlerde yapisal degisikliklere neden olarak) ve kemotaksisini,
l16kosit degraniilasyonu ile oksidatif reaksiyonlarmi arttirirlar (17).

4. Kompleman: I/R kompleman sistemini aktive eder ve aktivasyonlari ile
anaflatoksin, C3a ve C5a’nin uretimine neden olurlar. C3a ve C5a mast hiicrelerine
etki ederek histamin salgilamalarin1 saglar, bu yolla vaskiiler permabilite artis1 ve
vazodilatasyona yol agarlar.

Notrofiller lizerindeki etkileri ile kemotaksis, endotele adezyonun artisi, SOR
iretimi ve salinimiyla sonug¢lanir. Kompleman aktivasyonu IL-1B, IL-6 ve TNF-a
olusumunu uyararak inflamatuar cevabi gii¢lendirir (18).

5. Sitokinler: Reperfiizyon sonrasi dolagimda gozlenen IL-1p, IL-6 ve TNF-
o’nin hiicresel yaralanmada etkilerinin oldugu gosterilmistir. TNF-a, konake1
cevabmin olusumuna yol acan ilk ve en giiclii mediyatorlerden biridir. TNF-a
sentezinin kaynagi monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir. Kuppfer hiicreleri,
insan viicudunda bir arada bulunan en biiyiik makrofaj toplulugudur. i¢ organlardaki
cerrahi veya travmatik yaralanmalar, inflamatuar mediatérlerin ve akut faz
proteinlerinin yapimi gibi homeostatik cevaplarin olusumunda belirgin etkiye
sahiptir. Yar1 omrii 15-18 dk. olmasina ragmen, TNF — o’nin kisa siireli ortamda
bulunmas1 bile 6nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve
dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasma neden olur. TNF —a yapimi
ve aktivasyonunu engelleyen bir¢ok dogal mekanizma bulundugu gosterilmistir.
Dolasimdaki transmembrandz TNF reseptorlerinin (solubl TNF reseptorleri=sTNRF)
endojen inhibitorleri saptanmistir. Bu reseptorlerin kompotetif olarak dolasimda
bulunan TNF-a’yi sekestre ederek koruyucu rol aldiklari sanilmaktadir. TNF-a
ayrica, stres sirasindaki kas katabolizmasi ve kaseksi lizerine de dnemli etkileri olan

bir sitokindir. TNF—a’nin diger fonksiyonlar1 arasinda; koagiilasyonun aktivasyonu,



prostoglandin E2, trombosit aktive edici faktor, glukokortikoidler ve eikozanoidlerin
saliniminin artirilmasi sayilabilir (19).

6. Endotelyal faktorler:

A-Arasidonik asit metabolitleri:

a-Prostasiklin (PGI;):Endotel hiicrelerinden ayrilan vazoaktif ajandir. Giiclii
antiagregan ve vazodilatatordiir.

b-Tromboksan A, (TA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimiyla olusan
ikincil metabolittir. Trombositleri agrege eder ve vazokonstriiktdrdiir. Reperflizyon
srrasinda iiretimi giiclii bir sekilde uyarilir. I/R swrasmda endotele nétrofil
adezyonunu indiikleyen giiclii bir kemotaktikdir.

c-Lokotrien By (LT By): I/R boyunca endotelyal disfonksiyonda énemli rol
oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit metabolitidir. Notrofillerin
adezyonu ile SOR ve proteazlarin iiretimini artirirlar (20).

B-Nitrik oksit (NO): L-Arginin’in nitrik oksit sentetaz katalizorliglinde
oksidasyonu ile olusurlar. Endoteldeki bu enzimatik aktivite ayn1 zamanda PMNL,
makrofajlar, bobrekler, karaciger Kuppfer hiicreleri ve serebellar ndronlarda da
gortiliir. NO’in yarilanma omrii saniyelerle 6l¢iildiigli i¢in sadece tretildigi kaynagin
cevresindeki hiicreleri etkileyebilir. Kisa yar1 émrii NO’in etkilerinin esas olarak
sentez hizi tarafindan diizenlendigini kabul ettirmektedir. Sok ve travmada nitrat ve
nitrit metabolitleri ile dl¢iilen NO yiiksekliginin, diisiik sistemik vaskiiler direng ve
yiikselmis endotoksin diizeyleri ile iliskili oldugu kanitlanmistir (21).

Asirt miktarda tretilen nitrik oksitin organizma iizerinde bir¢cok zararh
etkileri vardir. Bu etkilerinin ¢ogunu enzimlerin demir-siilfiir merkezleriyle
etkileserek olustururlar. Mitokondriyel elektron transport zinciri enzimleri
merkezlerinde demir bulundururlar. NO bu enzimleri inhibe ederek mitokondriyal
solunumu durdururlar. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimini, adenozin
difosfat ribolizasyon mekanizmasiyla veya peroksinitrit olusumu mekanizmasiyla
inhibe ederler. Glikolitik olan bu enzimin inhibisyonu hiicresel enerji iiretimini
durdurur. Riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek Deoksi riboniikleik asit (DNA)
replikasyonunu engeller ve bdylece apopitozisi indiiklerler. Fazla miktarda tiretilen

NO hiicresel hasarin yani sira otokrin ve parakrin fonksiyonu ve bdlgesel kan



akimmda dagiliminin bozulmasina, barsak motilitesinde azalma ile permabilitesinde
artisa yol acarlar (22).

Doku dagilimindaki farkliliklar, kalsiyum iyonuna bagimlilik ve tiplerin
tagidiklar1 ozellikler agisindan NOS’m ii¢ izoformu vardir. Tipl (ncNOS) noral
NOS’u olusturur ve bunun enzim aktivitesi intraseliiler kalsiyum iyon artmasina
baghdir. Tip2 (iNOS) hepatosit, kardiyak miyositler ve respiratuar epitelyum gibi
bir¢ok hiicrede bulunan uyarilabilir bir enzimdir ve aktivitesi intraseliiler kalsiyum
iyon konsantrasyonuna bagl degildir. iNOS’un inflamasyondaki 6nemi endotel, diiz
kas hiicreleri ve makrofajlarda da bulunmasidir. Bunlar IL-1p, TNF-a ve interferon
gama ve gram negatif bakterilerin duvarindaki hiicrelerde bulunan lipopolisakkarit
tarafindan olusturulan mediatorler ile c¢esitli inflamatuar sitokinler tarafindan
uyarilmaktadir. Tip 3 (ecNOS ) primer olarak endotel icinde sentezlenmis aktivitesi
kalsiyum iyon diizeyine bagli NOS’dur. Splanknik hipoperfiizyon sitokinlerin
sentezini baslatir. Bu sitokinler IL-1B, IL-6, TNF-a ve IFN- gama olup iNOS
enzimini indiiklerler. Boylece NO iiretimi artar. iNOS normal sartlar altinda biitiin
hiicrelerde bulunmaz. iNOS ekspresyonu igin bazi proinflamatuar sitokinlerin
aktivasyonu gereklidir. iNOS sentezinin aktivasyonu transkripsiyonel diizeyde NF-
kB iizerinden gerceklesmekte ve patolojik siirecin baslangicindan kisa bir siire sonra
ortaya ¢ikmaktadwr. Bu durum iNOS aktivitesinin ve NO’in saptanmasinda
zamanlamanm Onemini gostermektedir. iNOS un indiiksiyonu sonucunda ortamda
konsantrasyonu artan NO siiperoksit anyonu ile birlikte peroksinitrat olusturur. Bu
madde cok etkili bir oksidan olup, hiicrelerin lipid ve protein komponentlerini
etkileyerek ciddi bir yikima yol agarlar. Bunun sonucunda DNA parcalanir,
mitokondriyal disfonksiyon gelisir ve apopitozis gergeklesir (21).

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran molekiillerdir. Son yillarda bir¢ok hastalik olusumundaki yapisal ve
fonksiyonel bozukluklardan sorumlu tutulurlar. Oldukga aktif olan bu molekiiller,
ozellikle demir gibi gecis metallerinin varliginda ortaya ¢iktiklar1 gibi bircok agir
metallere maruz kaliniminda ayrica metilmalonik asid ve aminoleviilinik asid gibi

toksik maddelerin artis1 durumlarinda da miktarlar1 yiikselebilmektedir (22).



Hiicre i¢i molekiillerin oksidasyonunun c¢ogunlugu iki elektronun
Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) veya Flavin adenin diniikleotid (FAD) gibi
uygun alicilara transfer edilmesi seklinde olur. Son basamak olan oksijenin suya
rediiksiyonu oksijene giiclii bir sekilde baglanan sitokrom c oksidaz tarafindan
katalizlenir. Bu islem sirasinda herhangi bir ara {irlin olugsmaz. Ancak oksijenin
elektronik yapis1 her defasinda bir elektron eklenmesi ile rediiksiyon olusturmaya
yatkm oldugu i¢in ortaya oksijen radikalleri hiicresel hasara neden olurlar. Radikal
oldukea etkin eslesmemis elektronu dis yoriingesinde bulunduran bir molekiil olarak
tanimlanr. Bu yoriingeyi tamamlamak i¢in baska bir molekiilden bir elektronun
koparildig1 zincirleme reaksiyonlara yol agarlar. Oksijene her defasinda elektron
transfer edilmesi siiperoksid anyonu, hidrojen peroksid ve hidroksil serbest radikali
olusumuna neden olur. Bunlar igerisinde hidroksil radikali lipid peroksidasyonu ve
diger toksik radikalleri olusturdugu i¢cin en tehlikeli serbest radikaldir. Hidrojen
peroksid tek basina bir serbest radikal olmamasina karsin, Fenton veya Haber-Weis
reaksiyonlar1 yoluyla demir veya bakir varliginda hidroksil radikali olusumuna yol
acarlar (23, 24).

Hiicredeki oksidatif iglemler genellikle elektronlar oksijene su olusturmak
amacl bir ara iirlin salinmaksizin transferi ile sonuglanmasina karsin, az miktarda
oksijen radikali elektron transfer reaksiyonlarindan kagarak olusurlar. Metal katalizi
reaksiyonlara OH radikali veya demir-oksijen tiirleri membrandaki ¢oklu doymamais
yag asidlerini etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden olabilirler. Bunun yani sira
reaktif aldehidlerde (MDA gibi triinler) ortaya ¢ikar. Sitokrom P 450 sistemi de
endoplazmik retikulumda oksijen radikallerini iiretebilirler. Oksijen radikalleri ayni
zamanda bakteriyel enfeksiyon gibi inflamasyon olaylar1 sirasinda hiicrelerde
iretilirler. Akut enfeksiyonda oksijen radikallerinin {iretilmesi ve bakterinin
oldiirtilmesi etkin bir igslem iken, uzamis infeksiyonlarda fagositlerin 6lmeye
baslamasina bagli salinan toksik oksijen radikalleri ¢evre hiicreleri de etkilerler.
Kozmik radyasyon, kimyasal madde, ilaglarin alinmas1 ve sigara kullanimi da reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina onciiliik ederler (23).

Reaktif oksijen tiirleri hiicrelerde bulunan her siniftan ana makromolekiillerle
etkilesip hasar yapabilirler. Plazma ve membranda bulunan fosfolipidler hidroksil

radikali ile coklu doymamis yag asidinden bir hidrojenin koparilmasi ile baslayan,
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bir serbest radikal zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonuna ¢ok duyarhdirlar.
Ortaya cikan lipid radikalleri, oksijen ile etkilesip lipid peroksi radikallerini ve
malondialdehit olustururlar. MDA suda ¢oziiniir bir molekiil olup kandaki diizeyleri
Olgiilebilir. Lipid peroksidasyonunun en O6nemli etkisi, membran gecirgenligini
artrrarak, kalsiyum ve diger iyonlarin hiicre i¢cine ge¢cmesi sonucu hiicrede sisme
meydana getirmesidir. Benzer bir gecirgenlik artig1 da hiicre organel membranlarinda
olur, iyon dagilim bozulur ve hiicre i¢i harabiyet meydana gelir. Oksijen
radikallerinin en 6nemli etkisi hem mitokondriyal, hem de cekirdekteki DNA’nin
hasarlanmas1 sonucu olusan mutasyonlardir. Ferr6z iyonlarinin nonspesifik olarak
DNA’ya baglanmas: hidroksil radikallerinin etkileyecegi bolgeyi belirleyebilir ve
sonucta sarmal kopabilir. Elektron transport zinciri toksik oksijen radikallerinin en
biiyiik kaynagi oldugundan, mitokondriyal DNA oksijen radikal hasarindan daha
fazla etkilenir. Niikleer DNA tamir mekanizmasi kadar aktif ve etkili olan koruyucu
histon tabakas1 yoluyla da hasardan korunurlar. Mitokondriyal DNA hasar1 enerji
metabolizmasin etkileyen mutasyonlarla sonucglanir (23, 24,25).

Reaktif oksijen tiirevlerinin en 6nemli intraselliiler kaynagi mitokondridir.
Olusan bu reaktif oksijen tiirevleri mitokondriyal DNA’ya zarar verir. Mitokondri
elektron transport sisteminde siiperoksid {reten iki bolgenin bulundugu
gosterilmistir. Elektron tranport sisteminde kullanilan oksijenin %1-2’si bu sekilde
siiperoksid olusumu ile sonuglanir. Glikozun aerobik solunumu ile yikilmasi
sirasinda, tiim anabolik ve katabolik slire¢lerde molekiiler diizeyde elektron kacislari
olur. Bu sirada bir miktar oksidan molekiiller ortaya ¢ikabilir (26,27).

Entoksikasyonlar, radyoaktivite, allerjik durumlar, travma, iskemi ve
hemoraji gibi durumlarda da elektron transport sisteminden kacgaklar olur ve oksidan
molekiiller olusur. Yine degisik mekanizmalarla hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarmin arttig1 durumlarda oksidan enzimler aktive olur ve ¢ok sayida
mediator ve oksidan madde olugmaya baslar (28, 29). Nétrofillerde hiicre zarlarinda
bulunan Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat-oksidaz (NADPH-oksidaz) enzimi
araciligiyla molekiiler oksijeni rediikte ederek siiperoksid radikali (O,)
olusturabilirler. Aktive olmus notrofiller ayni zamanda miyeloperoksidaz (MPO)
enzimi salgilayarak, hidrojen peroksit ve kloriir iyonlarindan hipoklorik asit (HOCL)

olugsmasmi katalize ederler. HOCL, giiclii bir oksidandir ve siilfidril grubu veya
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nitrojen iceren bilesikler ve DNA gibi bircok maddeyle kolayca reaksiyona
girebilirler (30).

1.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikal olarak ¢alisan molekiil veya bilesiklerdir. Cogu
antioksidan elektron vericidir ve serbest radikallerle reaksiyona girer ve su gibi
irlinler olustururlar. Antioksidanlar serbest radikallere baglanarak onlar1 inaktive
eder. Boylece antioksidanlar oksidatif strese karsi organizmay1 korur ve hiicrelere
zarar gormesini engellerler. Antioksidanlar:

1. Hiicre i¢i enzimler: Siiperoksid Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz

2. Endojen molekiiller: Glutatyon (GSH), Siilfidril gruplari, alfa lipoik asit,
COQ 10,tioredoksin

3. Esansiyel Besinler: Vitamin C, Vitamin E, Selenyum, N-asetil sistein (NAC)

4. Besinsel bilesikler: Bioflavinler, proantosiyanidler

Organizmay1 oksidatif stresten korumak icin biitiin hiicreler intraseliiler
antioksidanlara sahiptir. GSH hiicre i¢i antioksidan olarak ¢ok Onemlidir. GSH
diizeyini artirmak i¢in birka¢ yol vardir. Gastrointestinal sistemden verilebilir fakat
emilimi yeterli degildir. Sistein ise GSH {iretiminde baslica hiz kisitlayict
prekiirsordiir. NAC ise en 6nemli sistein yoneticisidir (31).

1.4. iNOS’ 1n Transkripsiyonel Regiilasyonu

INOS’mn transkripsiyonu farkli uyaranlarla indiiklenir. Belli bir uyariya karsilik
tiirler arasindaki NO {iretimi ve iINOS ekspresyonu arasindaki farkliliklar iNOS gen
transkripsiyonuna yol agan hiicre sinyal yollarindaki farkliliklar1 gésteriyor olabilir.
INOS indiiksiyonu i¢in ¢ogu insan hiicresi genellikle IFN gama, TNF-a ve IL-13’dan
olusan bir sitokin karigimina ihtiyag duyar. Sitokinler, iINOS promoterinin
maksimum transkripsiyonel aktivitesini elde etmek icin sinerjik calisirlar. iNOS
indiiksiyonu temel olarak transkripsiyonel diizeyde gerceklesir (32, 33).

Insan iNOS genindeki promoterin iist bdlgesi birgok hizlandirici alanlar
icerir. Bu alanlarla bir¢ok diizenleyici elemanlar olusturulur. Bu elemanlar NF-kB
bolgesi, IFN-y yanit elemani (gamma IRE) (34), gamma uyar1 bdlgesi (GAS),
aktivator protein-1 (AP-1) eleman (35) ve TNF-RE bdlgesinden olusur. TNF-a ve
IL-1B indiiklenmesini saglayan insan iNOS promoterinden 6nce yerlesmis olan

bircok NF-kB oOncii elemani insan karaciger ve akciger epitelyum hiicrelerinde
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bulunmustur (32). NF-kB sitoplazmada inhibitoriine (I kapa B) bagl olarak inaktif
bir sekilde durur. Farkli ajanlarla uyarilmasi inhibitoriin ayrilmasina ve serbest NF-
kappa B’nin niikleusa gegmesini saglar (36).

1.4.1. Nitrik oksit aracihgiyla olusan sitotoksisitenin mekanizmasi

NO’in etkilerini direkt ve indirekt olarak gosterebilir. NO’in diisiik
konsantrasyonda direkt, yiiksek konsantrasyonda indirekt etkisi mevcuttur. eNOS ve
nNOS tarafindan iretilen diisiik miktardaki NO, guanil siklazin hem grubundaki
demir ile etkileserek siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) enziminin liretimini aktive
ederek hizli gecici hiicresel yanita neden olur (37). Yiiksek diizeydeki iNOS
tarafindan tretilen NO ise tersine oksidanlarin iiretimini artirarak toksisiteye neden
olurlar. NO’in kimyasal reaktivitesi ve toksisitesi siiperoksitin olusturdugu diflizyon
sinirli reaksiyon ile peroksinitrit olusumuna baghdir. Siiperoksitin tiretimi NADPH
oksidaz tarafindan baglatilir, bu islem membrandaki sitozolik proteinlerin
translokasyonu ile olur. iNOS ve NADPH oksidaz farkli regiile edilse de bu sistemler
ayni inflamatuar uyarilar ile olusur (38). NO yiiksek konsantrasyonlarda endojen
stiperoksit dismutazlar i¢in sliperoksitlerle yaristig1 bilinen tek biyolojik molekiildiir.
Peroksinitrat sadece hiicreler yiiksek miktarda NO ve siiperoksit Ttrettiginde
olusmaktadir.

INOS, NO miktarint artiran temel faktordiir (39). Bunun yani sira nNOS
normal caligan aktive hiicrelerden peroksinitrat tiretimi i¢in yeterli miktarda NO
olusturabilir (40). NO derivelerinin hiicresel hedefleri: arasinda DNA, mitokondri,
proteinler ve yaglar yer almaktadir (41). NO kendi bagina giiclii bir oksidan olmadig1
gibi nitratlayici bir ajan da degildir. NO temel olarak reversible etkilesimlerle demir
merkezleri veya radikal kombinasyon reaksiyonlar1 ile yiiksek oranda reaktif
molekiiller olusturur. Peroksinitrat gibi bu ajanlar giiclii nitratlayicit ya da oksidan
ajanlardir (42). Peroksinitrat, bir cok biyolojik molekiille yavas reaksiyon gosterir ve
onun selektif oksidan olmasina neden olur. Protein tirozin kalintilarmnin peroksinitrat
tarafindan nitrasyonu—nitro tirozinin olusumuna yol acar. Bircok yapisal proteinler
tirozinden zengin oldugundan peroksinitratin hedefidir. Yapisal proteinlerin
modifikasyonu 6zellikle nitrasyonun patolojik hedef olmasinda onemlidir ve sadece

bir ka¢ degisimle hiicrenin normal fonksiyonel yapisi bozulur (39). Hiicre disinda
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olusturulan peroksinitrit, membranlardan gecebildigi i¢in hiicre dis1 veya hiicre i¢i
proteinlerle etkilesime gecebilirler.

Inflamatuvar olaylarda doku nitrasyonu, peroksinitrit iireten hiicre
bolgelerinde ve giiglii nitrotirozin immiin reaksiyonu olan makrofaj ve noétrofilden
zengin bolgelerde goriiliirler (43). Bunun yani sira bazi hiicresel sistemlerde de NO
hiicre korunmasini artirmistir (44). NO demir nitrozil kompleksleri olusturarak
oksidan hasardan hiicreyi korumakta, bdylece demirin prooksidan reaksiyonlarmin
katalizi i¢cin daha az miktarda bulunmasina neden olmaktadir (45). NO, NADPH
oksidazin inhibisyonu, OH iyonunun ya da stres regiilonlarmin uyarimi gibi yollarla
hiicre korunmasin1 artirirlar (46). NO’in  veya metabolitlerinin etkisi NOS
izoformlarmin lokalizasyonu, yapist ve c¢evre dokulardaki molekiillerin varligina
baghdir.

1.5. Karaciger Iskemik Hasan

Klinik olarak karaciger iskemi reperflizyon hasari siklikla transplantasyon,
iskemik serebrovaskiiler olay, miyokard infarktiisii, sok, resilisitasyon ve turnike
uygulamalar1 sonrasinda goriilmektedir (47). Kompleks karaciger yaralanmasi,
tiimorler, kist ve granulomlarm cerrahisi esnasinda parankimal kanamay1 azaltma ve
cerrahi teknigi uygulama kolayligi icin siklikla portal triadin klemplenmesi olan
pringle manevrast tercih edilmektedir. Karaciger ile ilgili cerrahi girisimler ve
karaciger transplantasyonu gibi bir¢ok durumda gecici olarak kan akimmin durmasi
ile iskemi, kan dolagiminin tekrar saglanmasi ile de reperfiizyon olugmaktadir.
Pringle manevrasi boyunca sicak iskemi siiresinin uzamasi karaciger perflizyonunu
bozarak hepatik nekroz ile sonuglanacak olaylar zincirinin baslamasma neden
olmaktadir. Pringle manevrast organizmada hemodinamik degisikliklere neden
olmaktadir. Bu manevra sonrasi splenik kanin porto-sistemik dolagima dénme
olanig1 vardir. Bu nedenle insanlarda portal triadin klemplenmesinden sonra denek
hayvanlarinda sik¢a goriilen kardiyovaskiiler kollaps goriilmez (48). Karacigerdeki
iskemi ve iskemi-reperflizyon hasarini azaltmak i¢in degisik metodlarda denenmistir.
Bunlar operasyon sirasinda aralikli portal triad klempaji yapilarak perfiizyonun
saglanmas1 (49) ve operasyon sirasinda karacigere topikal hipotermi uygulamasi
olarak sayilabilir (50). Karaciger tarafindan tolere edilebilen normotermik iskeminin

iist stiresi tam olarak bilinmemektedir. Gliniimiizde normotermik, elektif sartlarda
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yapilan hepatik cerrahide portal triad klempajinda sicak iskemi zamaninin 90
dakikaya kadar uzatilabilecegi kabul edilmektedir. Iskeminin 90. dakikasindan sonra
ise karacigerdeki degisikliklerin geri doniissiiz oldugu da c¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir (51), karaciger sicak iskemisini 30 veya 45 dakika takiben perfiizyon
olusturulan rat modelinde kupffer hiicrelerinden reaktif oksijen radikallerinin
saatlerce salindig1 gozlenmistir (52).

1.5.1. Karaciger Iskemisinin Patofizyolojisi

Iskemik donem siiresince dokuda toksik serbest oksijen radikalleri iiretilir.
Reperflizyon sirasinda serbest oksijen radikalleri ile siiperoksit radikalleri, endotelyal
hasar, artmis mikrovaskiiler permabilite ve doku 6demine neden olmaktadir.Ayrica
aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler sistemik inflamatuar yaniti
baslatabilirler. Bu olaylar zinciri I/R hasar1 olarak adlandirilmaktadir (53).

Karacigerdeki iskemi-reperflizyon hasarna yol acan faktorler oksijen
radikalleri, 10kosit migrasyonu ile aktivasyonu, endotelyal hiicre hasari,
mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler ve koagiilasyon sisteminin aktivasyonu olarak
ozetlenebilir. Iskemi-reperfiizyon sonucunda kuppfer hiicreleri aktive olur ve bu
hiicrelerden proteazlar, TNF-a ve l6kotrienler gibi toksik mediyatorler aciga ¢ikar.
Bunun yan sira aktive olmus kuppfer hiicrelerinin prostoglandin ve tromboksonlar1
da salgiladig1 bilinmektedir. Reperfiizyon sirasinda kuppfer hiicrelerinden salinan
serbest radikallerde agir parankimal hiicre hasarina neden olurlar (54). Serbest
oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunu baglatarak hiicresel hasara neden olurlar.
Hiicre membranlarinin hasarlanmasi hepatositlerin homeostazini bozarak apopitozis
veya nekroza neden olmaktadir (55). Hepatositlerin serbest radikal olusumunu
sinirlayabilme, radikal olusumlar1 nétralize edebilme ve zarar gormiis hiicresel
elemanlarin1 tamir edebilme gibi koruyucu mekanizmalarada sahip oldugu
varsayilmaktadir. Karaciger reperfiizyonu sirasinda olusan splanknik konjesyon
sonucu bagirsak ve dalaktan salinan proinflamatuar maddelerin sistemik dolasima
karismas ile birlikte karaciger hasari tetiklenmektedir. Ayrica sistemik inflamatuar
yanit sendromu veya ¢oklu organ yetmezli§i ortaya cikabilmektedir (56). Insan
hepatositlerinde reperflizyon sonrasi lipid peroksidasyonu ve buna bagl olarak
siddetli hasarm olusmasi icin yaklasik 2.5 saatten uzun bir hipoksi donemine

gereksinim duyuldugu tahmin edilmektedir (57).
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1.5.2. Karacigerde nitrik oksit olusumu

Hepatik I/R hasarinda énemli rol oynadig1 diisiiniilen iki NOS formu yer
almaktadir. Endotelyal NOS (eNOS) siniisoidler ve diger epitelyumal hiicrelerde
yapisal olarak bulunmaktadir ve aktivitesi intraselliiler kalsiyum diizeyleri ile
yakindan iliskilidir (58). Indiiklenebilir NO (iNOS) hepatositler tarafindan
olabilecegi gibi siklikla inflamatuar mediyatdrlere bir cevap olarak kuppfer hiicreleri,
notrofiller gibi imflamatuvar hiicrelerce de salmabilirler (59). Karacigerde NF-kB
aktivasyonu proinflamatuar sitokinler ve adezyon molekiillerinin sentezini
artirmaktadir. Oksidatif stres hem lipid peroksidasyonuna, hem de NF-kB araciligiyla
doku hasarinin biliylimesine neden olmaktadir. iNOS aktivite acisindan intraselliiler
kalsiyum ile NF-kB diizeylerinden bagimsizdir ve NO iiretimi anlaminda eNOS
formuna gore patofizyolojik yonden daha 6nemli goriinmektedir (60).

Karaciger icerisinde siniisoidal epitel hiicrelerinden saliman bazal bir NO
diizeyi vardir ve bu eNOS aktivitesi kaynakli NO akima olan cevapla artis gosterir
(58). Hepatositler ve kuppfer hiicreleri IL-1p’e cevap olarak yiiksek
konsantrasyonlarda NO sentezi yaparlar. Kuppfer hiicrelerince IL-1p’e karsi
sentezlenen TNF-a hepatositlerden NO iiretimini destekler (61). Her iki hiicrede NO
iretimi NF-kB aktivasyonu ile gelisen iNOS sunumunun sonucudur (62).

Nitrik oksit, NF-kB inhibisyonu ile iNOS gen transkripsiyonunu inhibe
edebilir. Hepatositlerden NO {iretimini azaltan prostoglandin E2, NO’nun
makrofajlardan sentezini de etkilemektedir (63). IL-1B ve TNF-a’nm hepatik I/R
sirasinda arttig1 bilinmektedir ve hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda da IL-13
antagonistleri ve anti-TNF-a antikorlar1 verilmesi halinde I/R hasarmin azaldigi
goriilmiistiir (64).

1.6. Fensiklidinler, Ketamin

Fensiklidinler, fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle, klinik etkileri bakimindan,
diger intravendz (iv) anesteziklerden oldukga farkli bir grup olustururlar. Ketaminin
etkisi ile gelisen katalepsi, hafif sedasyon, amnezi ve analjezi ile karakterize tabloya
“dissosiyatif anestezi “ ad1 verilmektedir. Corssen ve ark tarafindan ilk kez 1966°da
klinik olarak uygulanan ketamin, bu grubun halen tek ve yaygin olarak kullanilan
ilacidir. Ketamin, suda eriyen tuz olup, berrak, renksiz ve oda 1sisinda stabil bir

soliisyon halindedir. Soliisyonun pH’si 3.5-5.5’tur. Ketamin yagda erirligi yiiksek
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oldugu i¢in 6nce beyin ve kanlanmasi fazla olan dokulara gider. Hiicre zarlarini
kolaylikla gecer, yayilimi dolasgim zamanma bagl olarak hizhidir. Karacigerde
mikrozomal emzimlerce yikilir ve yikim diriinleri bobrekler ile atilir. Yikim
driinlerinden biri olan norketamin hipnotik etkili olup, ketaminin 1/3-1/51
etkinliktedir. Bu, bilincin donmesinden sonra goriilen uzun siireli sersemlik ve tam
uyanamamay1 agiklar. Uygulamadan sonra ilk olarak beyindeki assosiyasyon yollar1
bloke olur. Bundan sonra retikiiler aktive edici ve limbik sistemler etkilenir.
Talamokortikal sistem deprese olurken, limbik sistemin aktivasyonu sonucu, beynin
bu bolgesi “dissosiye* olmaktadir. Bu nedenle ketaminin yaptig1 anesteziye
“dissosiyatif anestezi” denilmektedir. Olduk¢a kuvvetli analjezik etkisi vardir.
Santral etki yaninda, spinal kord arka boynuz noronlar1 iizerinde de etki yapar.
Opioid reseptorlerine baglandigina ait veriler de bulunmaktadir. Bu etkileri nedeniyle
intratekal veya epidural olarak da analjezik amagla kullanilmistir. Ketamin
subanestezik, yani 0.5 mg/kg’dan az dozlarda intramiiskiiler (im) olarak
uygulandiginda, biling kaybi1 olmaksizin analjezi saglar. Kan basincini yiikseltici
etkisi, serebrovaskiiler hastalik hikayesi, hipertansiyon veya belirgin kardiyak
dekompansasyonu olan hastalarda zararli olabilir. Yiiksek orandaki dozlarindan veya
agir opioid premedikasyonundan sonra, solunum depresyonu gelisebilir. Intrakranial
ve intratekal basingta artma yapabilir. Visseral analjezi saglamaz. Abdominal veya
torasik cerrahide diger anestezikler ile kombine edilmelidir. Bulant1 ve kusma siklig1
tiyopentalden fazladir. Psikomimetik etkiler, ilacin dozu, verilis sekli, girisimin tipi,
hastanin yasi, cinsiyeti ve kisiligine bagli olarak degisen siklik ve siddette olup,
ketamin kullanimini sinirlayan en 6nemli yan etkilerindendir. Bunlar indiiksiyon ve
ozellikle uyanma sirasinda psikomotor aktivite ile birlikte veya tek basma
goriilebilirler. Psikomotor etkiler, gérsel halliisinasyonlar ve deliriuma kadar degisik
sekillerde olabilir. Erigkin yas grubu ile kadinlarda daha sik goriiliir. Premedikasyon
yapilmamis olmasi1 veya premedikasyonda atropin, droperidol kullanilmasi, hizli
enjeksiyon, hastanin tam uyumadan veya ayilma devresinde stimiilasyonu insidansi
artirr.  Ayillma doneminde gorsel ve isitsel wuyarilarin algilanma @ ve
degerlendirilmesinde degisiklik olmaktadir. Bu etkiler, diazepam veya lorazepam ile
onlenebilir veya kontrol altina almabilirler. Diger iv anestezikler gibi, indiiksiyonda,

tek basma anestezik olarak, diger sistemik ajanlarla veya bdlgesel anestezi ile
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kombine edilerek kullanilabilir. Ozellikle bebek ve cocuklarda, terapétik, diyagnostik
islemler veya tekrarlanan basit cerrahi islemlerde cok degerlidir. Psikiyatrik
bozukluklar, epilepsi, hipertroidi, kontrol edilmemis hipertansiyon, anstabil anjina
pektoris, intraokiiler veya intrakraniyal basimcin arttig1 durumlarda kullanilmamalidir
(65).

Yapilan calismalarda ketaminin doz bagimli olarak TNF-oa, IL-6 ve IL-8
dretimini baskiladigi gosterilmistir (8,9). Ketamin lipopolisakkarit ile olusan
karaciger hasarmi, Hemoksijenaz-1’1 artirarak ve iNOSdiizeyini diisiirerek Onler.
Ketamin lipopolisakkarit ile olusan karaciger hasarinda hepatoprotektif etki
gosterdigi, bu nedenle ketaminin anestezi gerektiren sepsisli hastalarda ilk se¢ilmesi
gereken anestezik ajan oldubilecegi ortaya konmustur. Ketamin endotoksin ile olusan
TNF-a diizeylerini baskilar ve endotoksemik sok modeli olusturulan ratlarda
mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (8). Ketamin NF-kB inhibisyonu ile IL-6 ve TNF-
o gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini baskilar. Ketamin lokositlerin

reaktivitesini inhibe ederek antiinflamatuvar etki gosterir (9).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu caligma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay: alindiktan
sonra, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUDAM) labaratuvarmda
gerceklestirildi. Calismamiza agirligi 150-200 gr. olan 18 adet Wistar-Albino cinsi
disi rat kullanildi. Calismada, Deneysel ve Diger Bilimsel Amagclar icin Kullanilan
Vertebrali Hayvanlarin Korunmasi i¢in Avrupa Antlasmasi etik hiikiimlerine uyuldu
ve en az sayida rat kullanilmaya dikkat edildi. Denekler 12 saat giin 15181 alan ve
havalandirma tertibat1 bulunan odada (22-24°C, %70-75 nem) tutuldu. Ratlarin
standart labaratuvar yemi ve su ile beslenmesi saglandi. Deneyden 12 saat Once
yemleri kesildi ve sadece su almalarina izin verildi.

Kapal1 zarf usiilii yontemle randomize edilen olgular 3 gruba (n=6) ayrildi.
Tiim deneklerin anestezisinde Xylazine (Romphun® Bayer-Istanbul) 5-10 mg/kg
intraperitoneal ve eter inhalasyonu uygulandi. Tim gruplardaki hayvanlar
reperflizyon peryodunun sonunda, Aorta Abdominalis kesilmek suretiyle
hipovolemik sok olusturularak sakrifiye edildi.

2.1. Cerrahi Teknik

Ameliyat masasma alinan denekler ortiim ve aritim isleminden sonra batin
katlar1 agilarak karaciger ve A. Hepatika propria ortaya konuldu. Grup 1’deki
deneklere A. Hepatika propria serbestlestirildikten sonra klemplenerek 30 dakika
iskemi ardindan 4 saat reperfiizyon islemi yapildi.

Grup 2’deki (n=6) deneklere 30 dakika iskemi sonrasi 2.5 mg/kg Ketamine
(Ketalar ®, 50 mg/ml Eczacibasi-Istanbul)IM., Grup 3’dekilere ise ayn1 ddnemde 10
mg/kg Ketamine IM. uygulands, ardindan 4 saat reperflizyon saglandi.

Tim deneklerden iskemi Oncesi, sonrasi ve reperflizyondan 4 saat sonra
kuyruk veninden kan ornekleri almarak MDA, AST, ALT, TNF- a IL-6, , IL-1B, ve
NO diizeyleri saptandi. Biyokimyasal analiz yapilincaya kadar ornekler derin
dondurucuda sakland.

2. 2. Biyokimyasal analiz

Deneklerin plazma MDA diizeyleri yiiksek performansh likit kromotografisi
(HPLC) yontemi ile 515 nm eksitasyon, 553 nm emisyon dalga boyunda C-18 (125
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nm X 4 mm) kolonu kullanilarak akis hiz1 1 ml/dk. hizinda yapildi. Elde edilen
veriler mmol/L olarak degerlendirildi.

TNF-a, IL-1B, IL-6 diizeyleri ise ELISA yontemi ile ticari kitler (invitrogen
corporation 542 Flynn Road Camarillo, CA 93012 USA) kullanilarak kit icerigine
uygun olarak ¢aligildi. Elde edilen veriler pg/ml olarak degerlendirildi.

Nitrik oksit diizeylerinin degerlendirilmesinde nonspesifik reaksiyonlarin
oniine gecebilmek icin drnekleri 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat
konsantrasyonlarmi saptandi. Plazmada nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan
sonra Qriess reaksiyonu ile belirlendi. Totalnitrit (nitrit+nitrat) konsantrasyonu
modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile tayin edildi (66). pH 9.7 glisin
tamponunda bakir kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune siipernatanti ile
90 dakikalik inkiibasyona birakilarak nitratin rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit;
siilfanilamid ve buna bagli N naftiletilen diamin diazolizasyonuyla reaksiyon sonu
olusan pembe bir rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede mmol/lt orani
degerlendirildi.

Serum AST, ALT diizeyleri ise otoanalizérde Olciildii. Sonuglar U/l olarak
degerlendirildi.

Doku &rnekleri Firat Universitesi Hastanesi Patoloji laboratuvarida
incelendi. %10’luk formalinde fiske edilmis ve parafine gomiilmiis olan karaciger
orneklerinden 5 p’luk kesitler alinarak, hematoksilen eozin ile boyandi ve 151k
mikroskobunda degerlendirildi. Hiicre histolojisindeki degisimler konjesyon, nekroz,
sitoplazmik vakiolizasyon, eozinofili, niikleer piknozis ve inflamatuar hiicre
yogunlugu yoninden bir patolog tarafindan kor olarak degerlendirildi.
Degerlendirmede Karaciger Histolojik Hasar Skoru (KHHS) kullanildi (KHHS; 0:
hasar yok veya minimal hasar, 1:Hafif hasar, 2: Orta hasar, 3: Siddetli hasar) (67).

2.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel incelemede SPSS 15.0 programi kullamldi. Elde edilen veriler
ortalama+SD olarak alindi. Gruplar arasi karsilastirma varians analizi Posthoc-Tukey
HSD testi ile (p<0.05 anlamli kabul edildi) grup i¢i tekrarlanan Ol¢iimlerin
degerlendirilmesi i¢gin Wilcoxon testi kullanildi (p< 0.005 anlamli kabul edildi).
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3. BULGULAR

Malondialdehit diizeylerinin tiim gruplarda iskemi 6ncesi doneme gore,
iskemi ve reperflizyon sonrasi donemlerde arttigi saptandi (p<0,05). Aynm1 déonem
icerisinde MDA diizeyleri incelendiginde ketamin verilen gruplarda kontrol grubuna

gore daha fazla arttig1 saptandi (Sekil 3).

MDA (mmol/1)

o

Iskemi dncesi iskemi sonrasi reperfilzyon sonrasi

@ mida:kontral grubu
W midda:dosik doz ketarmin verilen grup

O mdayiksek doz ketamin werilen grup

*p<0,05 iskemi 6ncesi donemle karsilastirildiginda her grup igin n=6

Sekil 3. Serum MDA diizeyleri

Karaciger enzimlerinden AST tiim gruplarda iskemi Oncesi doneme gore,
iskemi ve reperflizyon donemlerinde artmis oldugu saptandi. Diisiikk doz ketamin
verilen grupda reperflizyon sonrast AST diizeyleri kontrol grubuna gore daha az
artmis ancak, istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir. Yiiksek doz
ketamin verilen grupta da AST diizeyi kontrol grubuna gore daha az artmis, fakat

istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4).
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*p<0,05 iskemi 6ncesi donemle karsilastirildiginda her grup igin n=6

Sekil 4. Serum AST diizeyleri
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Karaciger enzimlerinden ALT tiim gruplarda iskemi oncesi doneme gore,
iskemi ve reperflizyon donemlerinde artmis oldugu saptandi (p<0,05). Diisiik doz
ketamin verilen grupta reperflizyon sonrast ALT diizeyindeki artis kontrol grubuna
gore anlamli olarak daha diisiik saptandi (p<0.005), fakat yiiksek doz ketamin verilen

grupta ALT diizeyi diger gruplara gore daha fazla artmistir (Sekil 5).
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*p<0,05 iskemi oncesi donemle karsilastirildiginda, #p<0,005 ayni dénem igerisinde kontrol grubuyla
kargilastirildiginda. Her grup igin n=6

Sekil 5. Serum ALT Degerleri

TNF-a diizeylerinin tiim gruplarda iskemi oncesi degerlerine gore, iskemi
sonrast donemde daha belirgin olmak lizere arttig1 gozlendi (p<0,05). Reperfiizyon
doneminde yiliksek doz ketamin uygulanan deneklerde TNF-a diizeylerinin Grup 1

ve 2’ye gore anlamli olmak tizere daha az arttig1 saptandi (p<<0,005) (Sekil 6).
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karsilastirildiginda. Her grup igin n=6

Sekil 6. Serum TNF-a diizeyleri
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IL-6 diizeylerinin tiim gruplarda iskemi oncesi degerlerine gore, iskemi
sonrast donemde daha belirgin olmak {izere arttig1 gozlendi (p<0,05). Reperfiizyon
doneminde yiiksek doz ketamin uygulanan deneklerde 1L-6 diizeylerinin Grup 1 ve

2’ye gore anlamli olmak {izere daha az arttig1 saptand1 (p<0,005) (Sekil 7).

30000 -

25000

20000

15000 "/I
P
10000 =

5000

J_

T T
iskemi oncesi iskemni sonrasi reperflzyon sonrasi

pg/ml

=4—|L-6 Kontrol grubu
~8—|L-6 Dusiik doz ketamin verilen grup
——|L-6 Yiiksek doz ketamin verilen grup
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kargilastirildiginda. Her grup igin n=6

Sekil 7. Serum IL-6 diizeyleri

IL-1B diizeylerinin tiim gruplarda iskemi Oncesi degerlerine gore, iskemi
sonrast donemde daha belirgin olmak lizere arttig1 gozlendi (p<0,05). Reperfiizyon
doneminde yliksek doz ketamin uygulanan deneklerde IL-1f diizeylerinin Grup 1 ve

2’ye gore anlamli olmak {izere daha az arttig1 saptand1 (p<0,005) (Sekil 8).
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Sekil 8. Serumda IL-1p diizeyleri
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Total nitrit diizeyleri tiim gruplarda iskemi 6ncesi doneme gore, iskemi ve
reperflizyon donemlerinde artmis oldugu saptandi. Diisilk doz ketamin verilen
grupda reperfiizyon sonrasi total nitrit diizeyleri kontrol grubuna gore daha az artmas,
fakat istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir. Yiiksek doz ketamin verilen
grupta da total nitrit diizeyleri kontrol grubuna gére daha az artmis fakat istatistiksel

acidan anlamli bir fark saptanmamuistir (Sekil 9).

025

02 * *

.
(93]

L)

005

iskemi oncesi iskemi sonrasi reperfuzyon sonrasi

p MO Kontral grubu
m MO Dosik doz ketamin venlen grup

OMNO Yiksek doz ketamin verilen grup

*p<0,05 iskemi oncesi donemle karsilastirildiginda her grup i¢in n=6

Sekil 9. Serum NO diizeyleri
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Tablo 1. Iskemi dncesi ve iskemi ve reperfiizyon sonrasi alinan serum MDA, AST,

ALT, TNF-a, IL-6, IL-1B ve NO diizeyleri

MDA (mmol/lt) Iskemi 6ncesi Iskemi sonrasi Reperfiizyon sonrasi
Kontrol 12+0,78 22,83+1,07 27,47+2,07
Diisiik doz ketamin 17,00+2,31 28,94+5,20 36,25+4,43
Yiiksek doz ketamin 18,18+0,98 28,12+0,98 38,75+1,74
AST(U/L)

Kontrol 135+28,31 338,16+£71,99 466,17+138,92
Diisiik doz ketamin 119,66+48,88 233,66+22,30 274,17+45,97
Yiiksek doz ketamin 114+38,87 266,66+28,40 262,67£121,06
ALT(U/L)

Kontrol 47+9,09 105,83+42,62 246,33+86,37
Diisiik doz ketamin 56+10,56 90,16+9,04 145+31,57
Yiiksek doz ketamin ~ 52,66+21,01 143,33+£29,82 262+57,11
TNF-o(pg/ml)

Kontrol 12,57+1,83 2665,52+38,76 1300,04+57,87
Diisiik doz ketamin 12,79+2,66 1922,37+64,76 1156,96+42,89
Yiiksek doz ketamin 13,27+£2,95 1435,36+50,86 689,83+66,84
IL-6(pg/ml)

Kontrol 107,61+7,58 3374,51+68,78 3738,02+48,29
Diisiik doz ketamin 107,48+0,79 2679,24+203,69 3085,96+246,00
Yiiksek doz ketamin 111,42+5,97 2180,70+48,96 2500,14+57,60
IL-1B(pg/ml)

Kontrol 19,39+3,33 3120,98+80,64 3815,03+60,18
Diisiik doz ketamin 23,02+2,74 2715,19+£175,10 3121,33+64,54
Yiiksek doz ketamin 19,29+3,198 2279,80+89,69 2755,16+86,22
NO(U/L)

Kontrol 0,2 £0,31 0,09+0,09 0,32+0,30
Diisiik doz ketamin 0,18+0,19 0,05+0,07 0,09+0,12
Yiiksek doz ketamin ~ 0,02+0,01 0,07+0,07 0,10+0,14
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Karacigerde nekroz, inflamasyon ve konjesyon 1. grupta belirgin olarak

gortinmektedir (Sekil 10).

Sekil 10. I.Grupta karacigerdeki degisiklerin histolojik goriiniimii (Hemotoksilen
eozin x200)

2. grupta karacigerde nekroz, inflamasyon ve konjesyon belirgin olarak 1. gruba

gore azalmistir (Sekil 11).

Sekil 11. II. Grupta karacigerdeki degisiklerin histolojik goriiniimii (Hemotoksilen
eozin x200)
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Grup 3’ de inflamsyon, konjesyon ve nekroz grup 1° e gore belirgin olarak daha azdir

(Sekil 12).

Sekil 12. III. Grupta karacigerdeki degisiklerin histolojik goriiniimii (Hemotoksilen
eozin x200)

Karaciger doku ornekleri hepatosit hasar1 yoniinden incelendi. Hiicre
histolojisindeki degisimler konjesyon, nekroz, sitoplazmik vakualizasyon, eozinofili,
niikleer piknozis ve inflamatuvar hiicre yogunlugu yoniinden bir patolog tarafindan
151k mikroskobunda (Olympus BXS51 japan) degerlendirildi ve bir skala olusturuldu
(Tablo 2) .

Tablo 2. Karacigerdeki degisiklerin histolojik derecelendirme skalasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Konjesyon 1,83 1,17 1,17
Nekroz 1,83 1,83 1,67
Stoplazmik-vakuolizasyon 2,00 1,25 1,67
Eozinofili 1,83 1,08 1,00
Niikleer pikroz 1,00 0,83 0,83
inflamatuar hiicre yogunlasmasi 2,00 1,67 1,00
0: yok, 1: minimal, 2:orta, 3:ileri, 4: Siddetli 1,74 £0,38 1,30 £0,37 1,27 0,36

Histopatolojik incelemede sonug olarak diisiik doz ve yliksek doz ketamin

verilen gruplarda kontrol grubuna gore daha az hasar saptanmistir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Doku perflizyonunun bozulmasi veya kan akiminin kesilmesi sonucu gelisen
patolojik olay iskemi olarak adlandirilir ( 68, 69). Reperfiizyon ise, iskemik dokunun
kan ile perfiize edilmesi ve ardindan hiicresel hemostazin yeniden saglanmasidir (68,
69,70). Iskemik dokuda oksijen yoklugunda anaerobik metabolizma ile enzim
kinetikleri bozulmaya baslar ve laktik asidoz gelisir. Reperflizyon hasar1 sonucu
olusan fonksiyon bozuklugu organdan organa degisiklikler gostermekle beraber,
hasardan oksijen radikallerinin sorumlu oldugu belirlenmistir (54). Klinik
uygulamalar i¢inde karacigerde iskemi-reperflizyon hasarmna genellikle hemorajik
sok, sepsisin ge¢ donemi, karaciger transplantasyonu, bliyiik bir travmaya yonelik
cerrahi girisim ve hepatik rezeksiyon sirasinda rastlanmaktadir (3, 4).

Sepsiste karaciger hem inflamasyonun kaynagidir, hem de hedefidir. Sepsis
sirasinda zit etkilere sahip iINOS ve HO-1 karaciger tarafindan daha fazla tretilir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bir anestezik madde olan ketaminin sepsis
sirasinda antiinflamatuar etkisi oldugu goriilmiistiir (8, 70).

James ve ark. (71) yaptiklar1 caligmada saline, isofluran inhalasyonu ve
intraperitoneal ketamin (70 mg/kg) ile anestezi olusturmuslardir. Ratlarin bir saat
sonra serum karaciger enzimleri ile iINOS ve HO-1 diizeylerine bakmislardir.
Calismalarmmda LPS’in anlamli bir sekilde serum AST diizeyini, iNOS ve HO-1’in
karacigerde reaktivitesini arttirdigini saptamiglar ve ketamin verilen grupta
lipolisakkaritin neden oldugu karaciger hasarinin azaldigini gézlemlemislerdir.
Bizim ¢alismamizda karacigerde iskemi-reperflizyon hasari olusturulan deneklerde
iskemi sonras1 ketamin uygulamasinin doza bagl olarak antiinflamatuvar etki
gosterdigi kanaatine varildi.

Sun ve ark. (8) yaptig1 bir caligmada Ketamin iNOS’ u azaltmis, HO-11
artirmig, ayrica TNF-a, IL-6 gibi inflamatuar sitokinleri baskilamis, antiinflamatuar
bir sitokin olan IL-10" u artwrmustir. Ratlara anestezi amaciyla saline, isofluran
inhalasyonu ve intraperitoneal ketamin (70 mg/kg) uygulanmis, lipopolisakkarit (20
mg/kg) verilerek sepsis olusturulan ratlarda 5 saat sonra karacier enzimlerine ve
INOS ile HO-1 diizeylerine bakilmistir. IL-10 antiinflamatuar etkisini HO-1" i

artrrarak yapiyor ve bu calismada HO-1’in inhibe edilmesi IL-10 ‘un etkisini
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azaltmistir. Boylece ketaminin koruyucu etkisini IL-10"u ve HO-1" 1 artirarak iNOS

diizeyini diisiirerek gosterdigini saptamiglardir.

Zahler ve ark. (72) yaptiklar1 ¢alismada kiiltiir ortamindaki insan umblikal
ven endotel hiicrelerini 2, 5 ng/ml TNF-a ile 4 saat siireyle stimiile etmisler ve farkli
konsantrasyonlarda ketamin uygulayarak (0,5-1-3 pmol) sitokin diizeyleri ile
adezyon molekiillerinin endotelyal ekspresyonunu arastirmislardir. TNF-o’nin
belirgin bir sekilde adezyon molekiillerinden ELAM-1 ve ICAM-1"1 ve sitokinlerden
IL-6 ile IL-8’1 artirdigini gostermislerdir. Lokositlerin aktivasyon markir1 olan
CD11B, endotelyal hiicrelerde TNF-a uygulamasi sonras1 %70 artarken, 0,5 ve 5
mikro mol ketamin verilen gruplarda endotelyal CD11B’nin sirasiyla %47 ve %44
oraninda arttigini saptamuglardir. Arastirmacilar ketaminin antiinflamatuar etkisini,
birincil olarak l6kosit reaktivasyonunu inhibe ederek gosterdigini saptamislardir.

Deneysel ve klinik ¢alismalar I/R hasarinda NO’in 6nemi iizerinde dururken,
erken dénem I/R’da NO olusumu ile ilgili tartismali sonuglar bildirilmistir. Serum
NO konsantrasyonu bazi ¢alismalarda yiiksek (73), bazilarinda degismemis (74),

bazilarinda da diisiik bulunmustur (75).
Nakashima ve ark. (76) yaptiklar1 ¢aligmada, inflamatuvar siire¢ sirasinda NO

iretiminin yalnizca bakterilerin ve timor hiicrelerinin 6ldiiriilmesi ile ilgili degil,
ayn1 zamanda normal dokularda da harabiyet yaptigini ve septik sokta vaskiiler
yatakta refrakter kollapsa neden oldugunu bildirmisglerdir. NO’in yiiksek iiretimi
viicut i¢in zararli olmasina karsin, NO iiretiminin tam inhibisyonunun NO’in denge
saglayici etkisi nedeniyle yararli olmadigi sonucuna varmislardir.
Deneysel c¢alismamizda NF-kappa B inhibitorii, genel anestezik madde olan
ketaminin doza bagl olarak karacigerde I/R hasarina dnleyici etkisini arastirmak igin
kullanildi. I/R sonras1 diisiik ve yiiksek doz ketamin kullandigimiz deneklerde
anlamli bir farklhilik goriilmedi, fakat serum total nitrit miktarlarinin ketamin
verilmeyen deneklere gore daha az arttigini saptadik.

Iskemik dokularin reperfiizyonu, hizla reaktif oksijen metabolitlerini
iretmekte bunlarda NF-kappaB’yi aktifleyerek doku reperflizyon hasarini
artirmaktadir. NF-kappa B bir transkripsiyon faktoriidiir ve inflamatuvar yanitta

bircok genin ekspresyonundan sorumludur. NF-kappaB stoplazmada inhibitoriine
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bagli olarak bulunur. IL-1B, TNF-a ve Lipopolisakkarit gibi uyarilar sonucu I kapa B
alfa spesifik kinaz araciligiyla fosforillenir ve proteozomlarla parcalanir. I kapa B
alfa’nin pargalanmasit NF-kappa B’nin aciga ¢ikmasma neden olur. Serbest kalan
NF-kappa B niikleusa transloke olur ve spesifik promoter elemanlara baglanarak gen
transkripsiyonunu baglatir. NF-kappa B proinflamatuar sitokinler, kemokinler,
immiinreseptorler, hiicre adezyon molekiilleri, akut faz proteinleri ve iNOS igin
hedef genlere etki eder. NF-kappa B’nin aktivasyonu inflamatuar yanitta etkili pek
cok iirlinlin genetik transkripsiyonunda artisin koordine edilmesine yol acgar. Bu
iriinlerle NF-kappa B arasinda pozitif feed-back mekanizmasi vardir ve bdylece
lokal inflamatuar yamitlar artirilir ve siireklilik kazanir. I/R hasarinda NF-kappa
B’nin aktiflenmesiyle karaciger, kalp, akciger gibi pek ¢ok organ zarar gormektedir.
Reperflizyon swrasinda transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu doku nekrozu ve

apoptozisle sonuclanir (77).

Ketamin NF-kappaB inhibisyonu ile TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini baskilar. TNF-a sitotoksik etkisi yaninda, inflamatuar
reaksiyon ve inflamasyonun regiilasyonunda da 6nemli bir role sahiptir (78). Kupffer
hiicreleri karacigere yerlesik doku makrofajlaridir. Aktive olduklarinda birgok
sitokinle beraber, TNF-a da salgilarlar. Sitokinler hipermetabolizma, karacigerin
akut faz cevabi ve proliferatif/apopitoz kaskadinin mediyatorleridir. Travma sonrasi
pro ve anti-inflamatuar sitokinler homeostazi saglamak amaci ile sentezlenip
salgilanirlar (79). Klinik ¢alismalarla da gosterilmistir ki pro-inflamatuar sitokinler
multiorgan yetmezligine neden olabilirler (80). Notrofiller, inflamasyonda ve
travmalarda serbest oksijen radikalleri ve birtakim lizozomal enzimler
salgilamaktadir. Ek olarak notrofiller uyar1 aldiginda TNF-o ve miyeloperoksidaz da
salgilarlar (81).

Taniguchi ve ark. (82) endotoksemi olusturduklar1 ratlara diisiik doz (5
mg/kg/saat), orta doz (10 mg/kg/saat) ve yliksek doz (20 /mg/kg/saat) ketamin
uygulayarak endotoksemik soktaki ratlarda sitokin cevabi ve mortaliteyi
incelemisler; 10 mg/kg/saat (orta doz) ketamin verilen ratlarda TNF-o diizeyi 2.

saatin sonunda anlamli olarak diger gruplardan daha az artmistir, IL-6 diizeyleri orta
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ve yiiksek doz ketamin verilen gruplarda 2. saatin sonunda anlamli olarak daha diisiik
oldugu saptanmistir ve sonugda ketaminin doz bagimli antiinflamatuvar etkisi
oldugunu ortaya koymuslardir. Bunun yani sira ¢ok yiiksek dozlarda boyle bir
etkinin olmadigmi da saptamiglardir. Calismamizda benzer sekilde ketaminin doza
bagl olarak (Grup 2 ve 3’de) sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve IL-1B) salmimini
baskiladigini saptadik.

Taniguchi ve ark. (83) endotoksemi sirasinda ketaminin orta ve diisiik
hipotermide etkisini aragtirmislar; Endotoksin injeksiyonundan iki saat sonra biitiin
gruplarda TNF-o diizeyi artmis fakat ketamin verilen normotermik/endotoksemik
ratlarda ve hipotermik (33-35°C) /endotoksemik ratlarda diger gruplara gore anlaml
olarak TNF-a ve IL-6‘y1 daha diisik saptamiglardir. Ayni ¢alismada
normotermik/endotoksemik ve hipotermik (30-32°C) endotoksemik ratlara ketamin
verilmis ve bu gruplarda TNF-a ve IL-6 diizeyi anlaml1 olarak diger gruplardan daha
diisiik oldugunu ortaya koymuslardir.

Bizim calismamizda da reperfiizyon doneminde yiiksek doz ketamin uygulanan
deneklerde IL-6 diizeylerinin Grupl ve 2’ ye gore daha az arttig1 saptanmustir.

IL-1B ve TNF-a endotelde bir grup degisikligi stimiile eder. Bu degisiklikler;
adezyon molekiillerinin artmig disa vurumu, bazi sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin sekresyonu, eikozanoidlerin ve nitrik oksitin (NO) sentezlenmesi ve
endotel trombojenisitesinin artmasidir. Lokositler toksik oksijen iriinler ve
proteolitik enzimler salgilayarak endotelyal hasar olusturabilirler (72).

Weigand ve ark. (9) endotoksemi sonrasi ketaminin CD18, CD62L
ekspresyonunu ve notrofillerin serbest oksijen radikali {iretimine insanlarda in vitro,
IL-6 iretimine etkisini incelemisler. Ketamin CD18 ve CD 62L ekspresyonunu ve
notrofillerden serbest oksijen radikallerinin salinimini inhibe etmistir. Bu ¢alismada
ketaminin yiiksek dozlarda IL-6 salmimini baskiladigin1i ve histupatolojik
incelemede, diisiik doz ve yiiksek doz ketamin verilen gruplarda kontrol grubuna
gore daha az histopatolojik hasar saptanmistir ve bunun en 6nemli nedenlerinden
birinin ketaminin notrofil fonksiyonlarini inhibe etmesine ve reperflizyon hasarinin

daha az olugsmasina bagli olabilecegi kanaatine varilmistir.
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Ketamin notrofil aktivasyonunu ve notrofil-endotel iligkisini inhibe eder.
TNF-a endotel hiicrelerindeki adezyon molekiillerini (ELAM-1 ve ICAM-1) ve IL-6
ve IL-8 salinimma neden olur. Ketamin l6kositlerin endotele adezyonunu engeller.
Ketaminin nétrofillerin fagositik fonksiyonunu baskiladigi goriisii tartismalidir (84).

Markus ve ark. (85) yaptiklar1i bir g¢aligmada ketaminin insanlarda
endotoksinin stimiile ettigi IL-6 artisina, CDI18, CD62L ekspresyonuna ve
notrofillerden serbest oksijen radikallerin iiretimine etkisini arastrmiglardir.
Arastirmacilar ketaminin 200 mikro mol ve daha yliksek konsantrasyonlarda CD18,
CD62L ekspresyonunu, notrofillerden serbest oksijen radikallerinin salinimini ve
endotoksinin stimiile ettigi [L-6 salinimin1 inhibe ettigini géstermislerdir.

I/R hasar1 sonrasinda karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek icin degisik
yontemler kullanilabilirse de bugiin i¢in bunlarin en ¢ok kabul géren ve en ¢ok
kullanilan AST, ALT diizeylerinin degerlendirilmesidir. Karaciger hasarmda bu
enzimlerin aktivitesinin arttig1r bilinmektedir (86). Karacigerde iskemi-reperflizyon
sonucunda ALT ve AST diizeylerinin artirdigimi ve bu artisin iskemi-reperfiizyon
sonucu olusan serbest radikallerin dokuda meydana getirdigi hasara bagh
olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Carmen ve ark. (87) yaptiklar1 deneysel calismada TNF-o.’nm /R sonrasi
karaciger ve akcigerdeki hasarda oynadigi rol arastwrilmistir. 250-300 gr.
Agirhigindaki Wistar Albino cinsi ratlarda (n=6) iirethane (10mg/kg intraperitoneal)
ile genel anestezi saglamislardir. Karacigerde iskemi olusturmak icin laparatomi
sonrast portal ven ve hepatik arter klemp ile baglanmistir. Karaciger hasarinin
degerlendirilmesinde AST ve ALT’ nin plazma diizeylerine bakilmistir, 90 dakika
iskemi ve 90 dakika reperfiizyon sonrast AST, ALT degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda arttigmi saptamuglardir. Godalinyum klorid verilerek kupffer
hiicrelerinden TNF-o. salmimi baskilanan ratlarda ise AST ve ALT diizeyleri I/R
sonrasina gore diisiik saptanmustir.

Calismamizda ketaminin, TNF-a. gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini
baskilayarak gosterdigi hepatoprotektif etkiyi arastirdik. Calismamizda I/R sonrasi
plazma AST ve ALT diizeylerinin arttig1 saptandi, ketamin verilen gruplarda

reperflizyon sonrast AST diizeylerindeki artis kontrol grubuna gore daha diisiik
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saptand1 fakat anlamli bir fark saptanmadi. ALT diizeyi ketamin verilen gruplarda
reperflizyon sonrast kontrol grubuna gore daha disiik saptandi. Sonug¢ olarak
ketaminin karaciger dokusunu reperfiizyon hasarindan doza bagl olarak korudugu
kanaatine varildi.

Strieter ve ark. (88) yaptiklar1 hayvan deneyinde TNF-a’ nin antiinflamatuvar
etkilerini arastirmiglar. Sonug olarak TNF-a’ nin baskilanmasmin organ hasarmi ve
mortaliteyi azalttig1 kanaatine varmislardir.

Inflamatuvar mediatér olarak rol oynayan TNF-o’nm akut pankreatit
gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Guice ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada
pankreatit olusturulan ratlara anti TNF antikorlar1 verilerek plazma TNF-a diizeyi ile
mikrovaskiiler permabilite arasindaki iliski incelenmistir. TNF-a diizeyinin
baskilanmasi ile birlikte hiicrelerin fagositik aktivitesi, diger sitokinlerin salinimi ve
permabilite artigina bagli 6demin azaldigini saptamislardir (89).

I/R sirasinda transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu ¢ok sayida doku tipinde
gozlenmis bir olaydwr. Reperfiizyon sirasinda transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu doku nekrozu ve apopitozisle sonuglanir. Ketaminin iINOS
ekspresyonunu, adezyon molekiil formasyonunu ve SOR tarafindan indiiklenen
apopitozis aktivasyonunu Onledigi gosterilmistir (77).

Calismamizda iNOS inhibisyonunun apopitozis aktivasyonunu O6nledigi
hipotezinden yola ¢ikarak niikleer faktor kapa B inhibitorii olan ketamin kullanildi.
Biitiin ratlarmn karacigerinde 4 saatlik reperflizyon sonrasi 1sik mikroskobunda
inceleme sonucu histopatolojik hasar saptandi; fakat, diisiik ve yiiksek doz ketamin
verilen ratlarim karacigerinde ise reperflizyon sonrast anlamli olarak daha az
histopatolojik hasar saptandi. Ketaminin HO-1’1 artrarak ve iNOS diizeyini
disiirerek karaciger dokusunu korudugunu diisiiniiyoruz.

I/R sonucu olusan serbest radikallerin en 6nemli hedef yapilarmdan biri de
lipidlerdir. Lipid peroksidasyonu bazi arastirmacilar tarafindan I/R hasarinda anahtar
olarak kabul edilmektedir (87). Lipid Serbest oksijen radikalleri coklu doymamis yag
asitlerinden bir hidrojen atomu alarak lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonugta
hidroperoksitler olusur. Bu reaksiyonlar sonucunda hiicre membrani akiskanligini

yitirir ve membran biitlinligli bozulur. Bu durum hiicre fraksiyonlarinin g¢evreye
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saliverilmesine ve hiicre Olimiine yol acar. Diger taraftan g¢evreye salman bu
subselliiler yapilar inflamatuvar olaylar: tetikler ve hasar1 daha da kotiilestirir (88).
Dokuda lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak farkli metodlar kullanilmaktadir.
Bu metodlarin en ¢ok kullanilanlardan biri de dien konjugatlar1 olan malondialdehit
tayinidir. Li ve ark. (90) Godalinium klorid ile karaciger Kupfer hiicrelerinden AST,
ALT, TNF salmimni inhibe ederek mitokondrial MDA olusumunu baskilamislar ve
sonugta karaciger hiicre apopitozisinin azaldigini saptamislar. Calismada 100 tane
disi Wistar Albino rat kontrol ve c¢aligma grubu olarak ikiye ayrilmis.
Reperfiizyondan 0.5, 1, 6, 12 ve 24 saat sonra serum AST, ALT, TNF-a ve
mitokondriyal MDA diizeylerine bakilmis. Serum ALT 0,5, 1, 6 ve 12 saat sonra
Godalinyum verilen grupta kontrol grubuna gore daha diisiik, AST seviyeleri 6. ve
12. saatlerde kontrol grubuna gore daha diisiik, MDA diizeyleri reperflizyonun 6, 12
ve 24. saatlerinde kontrol grubuna gore daha diisiik, reperfiizyon sonrasi TNF-a
diizeyleri kontrol grubuna gore daha diisiik saptanmistir. Godalinyum ile ALT, AST
ve TNF-o’ nm salmiminin baskilanmasi, mitokondrial MDA olusumunu azalttig:
kanaatine varmiglardir.

Bizim ¢alismamizda, ketamin doza bagl sitokinlerin saliimini baskilamistir;
fakat, reperflizyon hasarinda MDA artisin1 6nlemedigi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak; klinik uygulamalar i¢inde karacigerde iskemi-reperfliizyon
hasarma genellikle hemorajik sok, sepsisin ge¢ donemi, karaciger transplantasyonu
bliylik bir travmaya yoOnelik cerrahi girisim ve hepatik rezeksiyon sirasinda
rastlanmaktadir. Karaciger Kupfer hiicreleri aktive olduklarinda birgok sitokinlerin
salgilanmasina neden olurlar. Calismamizda karacigerde iskemi-reperflizyon hasari
olusturulan deneklerde iskemi sonrasi ketamin uygulanmasmin doza bagli olarak

antiinflamatuar etki gosterdigi kanaatine varildi.
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