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OZET

Amagc: Hepatik iskemi/l?eperft;zyon (I/R) hasan Uzerinde, fopikal hipotermi, metilprednizolon ve BN
52021"in etkinligini aragtirmak amaciyla planiand,

Durum Degerlendirilmesi: Karaciger, metabolizmasi yUksek oldugundan dolayi, iskemiye en hassas
organlardan biridir. Kompleks karaciger cerrahisinde, parankimal kanamayi azaltmakicin siklikla portal
friad okitizyonu veya Pringle manevrasi (PM) gerekll olmaktadir. I/R hasanndan dolay! karaciger
yetmezligi, karaciger carrahisi srasnda gorulen en ciddi problemdir,

Yontem: 50 adet Spraque-Dawley cinsirat, 10°arl 5 gruba ayrildi. Ratlaraketamin (50mg/kg) anestezisini
takiben, orta hat laparatomi uyguland. Grup 1(Sham)’de, hepatoduodenal ligaman dissekslyonu
yapild, ilag veriimedi, Grup 2 (I/R)’ de, 45 dk sUreyle PM'ni takiben 45 dk reperfUzyon uygulandi, ilac
veriimedi. Grup 3 (Toplkal hipotermi)‘de, 45 dk’lik PM stiresince fopikal hipotermi ve fakiben 45 dk
reperflzyon uygulandi. Grup 4 (Steroid) 'de, I/R' nailaveten Metilorednizolon (30 mg/kg) verildi. Grup
5(BN52021)'de.i/R'nailaveten, PM’ ndan 30 dk. dnce 100 mg/kg BN 52021 verildi, Kan dmekleri, ileun
ve karacigerden doku ¢rnekleri alind. ALT, AST, LDH, malondicidehid (MDA) (Karaciger ve ileumicin)
duzeyleriincelendi. Karaciger ve leum dokular histopatolojik olarak degerlendirildi,

Cikanmilar: i/R grubunun ALT, AST,LDH, ileal MDA, karaciger MDA seviyeleriveileal hasarskoru degerleri,
sham grubunkilere gére anlami derecede yUksek bulundu (p<0.0007). /R grubu ile hipotermi grubu
kiyaslandiginda; AST, ileal MDA ve ileal hasar skorlar acisindan anlamlifark yokiken (p>0.05), ALT, LDH
ve karaciger MDA’si anlamli derecede yiiksek bulundu (srastyla, p<0.0001,0.0001,<0.0001).1/R grubu
ile steroid ve BN 52021 gruplar kiyaslandigizaman; heriki grubun karacigerveileal hasar Uzerine anlamli
derecede koruyucu etkisi oldugu tespit edildi (p<0.0001).

Sonuglar: Topikal hipoterminin karaciger I/R hasarini czalthgl ancak ileal hasarda koruyucu etkisinin
olmadigitespit edildi. Metilprednizolon ve BN 52021°in. hem karacigeri/Rhasarnnive hem de splanknik
konjesyondan dolayiince barsakiarda olusan iskemik hasarn dnemli Slcude azalttiklann tespit ettik,

Anahtar kelimeler: Karaciger iskemi/reperflzyon hasar, topikal hipotermi, steroidler, PAF antfagonisti
SUMMARY
Thisstudy wasundertakento investigate the effectiveness of topical hypothermia, methylprednisclone

andBN 62021 onischemic/reperfusion induceadliver injury. Theliveris one of the organs most vulnerable
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toischemia because ofiishigh merobolics‘ro’re. occlusionof the pon‘o\‘rr‘rod isoffen requiredin complex
hepatic surgery in orderfo decredse porenchymo\ pleeding. Liverfailure dueto 'rschemio-reperfus’ron
injuryisc serious problem during liver surgety: Fifty male Sprague- Dawley rafs (200-225g" were divided
into B groups each containind 10 rafs. Midline |aparafomy was fulfiled on allthe rats under ketamine
anesthesia. In group 1 (Sharm). ihe hepo’roduodenor Iigomen’r Wwas dissected without any drug
adrministrafion. In group 2 (/). The ischemia (for A5 mnin)/ reperfusion (for4d min) was performed and
recelvedno fur‘rherrreo‘rment. Ingroup 3 (Hypo’rherm'ro) thelschemid plus topical cooling (fordb min)
and reperfusion (for 45 min) was fulfiled. In ihe group 4 (Steroid). the 1/R was performed and
me’rh\riprednisolone (30 mg/kg) was odminisrered. Ingroup 5 (BN 52021, the [/Rwas performed and
BN 52021 (100mMd Jlg) was given before ischemia. Liver. ileum and plood samples (for MDA, ALT, AST,
LDHaond ileal rmucosdl injury score)were obtained. The levels of ALT,AST,LDH, MDAleal, hepafic) and
jlealinjury score ingroup [/Rwere srgn'rﬂconﬂy higherthan those of group sham (p<0.000 n.when group
{/Rwas comparad with group hipo‘rhermio,rhere were no signiﬁcon’r differences with regard to AST.
leal MDA andilealinjury score (p>0. O5),whereosleve\s of ALT,LDH andhepatic MDAwere sign'rﬂconﬂy
higher (p<0.000 1,0.0001 <0.0001, respec’r'wer\/).When group |/Rwas compared with group steroidand

roup BN 50021.ifwas defermined thatthose agents had s'rgnh"rcom protective effectson hepatic and
fleal injuries (,o<0.000 I. I was determined that topical hypo’rhermio decreased hepatic i/R Injury.
however had no proteciive effect on ileal injury. We determined that Merhy\prednisolone and BN
52021 decreased both hepatic |/Rand ileal injury dué fo splonchnic congestion.

Keywords: Hepatic ischernia/ reperfusion injury. topical hypo’rhermio, steroids, PAF antagonist

uygu\amalarmm etkinlikleri arastinldi. Ayn!
zamanda, portal sistemde olugan stazin ince
barsaklara etkisi incelendi

Karaciger kanserli hastalar igin hepatektom'l,
yaygin olarak kabul edilentedavi seklidir, pununla
beraberbazen karac’rgeryetmezlirgine sebepolan
postoperatif Karacigerfonksiyon bozukluklar hala
en buytk problemlerden biridir (1,2)- PM,
sp\anknik konjesyon ve hepatik qicak iskemiye
sebepolur. Portal konjesyon, iskemik karacigerde
reperflizyon hasarina sebep olur (3,4). Pek cok
aragtirmact, insan karacigerinin sicak iskemiyien
azindan 60 dakika ve bazen 90 dakikaya kadar
tolere edebildigini gostermig'lerd’rr (5). Sicak
‘ckemiden dolay! olugan karaciger hasar, bu
safhada baslar ve ilerler. Postoperatif karaciger
\/etmezligi geligme riski, hem ameliyat pncesi
yarolan karaciger hastahg hem de geri kalan
karaciger dokusunun miktartile orantlidir. Buyuk
karaciger ameliyat‘.armda, sicak ickemik hasar

Jninda reperfzyon hasarindan da sakiniimast
arzu edilir (6).

Karaciger /R hasarini azaltmak i¢in;
sdenozintrifosfal @, alloparinol (8), sicak ve
sopuk gibi vazodilatator ajanlar (9}, TCV-309,
CV-6209, \WEB2170 gibi Platelet aktive edici
faktor (PAF) antagonistleri (1 0-12), Prostaglandin
1 analoglan (10) snerilmigtir. Bu (;ahgmada,
karaciger yara‘ranmalarl ve tumorlerinin cerrahi
tedavisinde kagmilmaz olarak uygulanan PM’ NN
karaciger parank'rm'rnde olusturdugu I/R hasarnnin
Jzaltilabilmesi icin topikal hipotermi, metil-
prednizolon ve PAF antagonisti (BN 52021)

GEREC VEYONTEM

Bucaligma Dicle Universitesi Deneysel Arag-
tirma Laboratuarmdayaprldr‘ Agrliklan 200-250
grolan 50 adet Spraque—Dawley cinsirat, 1 0'arh
5 gruba ayrildr. Ratlara ketamin (50 mg/kg)
anestezisini takiben, ortahat'raparatom'l uygulandt.
Grup 1 (Sham)'de, hepatoduodena\ ligaman
disseksiyonu yapildi, ilag verilmedi. Grup 2 (/R
de,45dk sureylePM' DI takiben 45dk reperflizyon
uyguiandr, ilag verilmedi. Grup 3 (Topikal hipo-
termi)’de, 45 di’ ik PM stiresince, + 4 C°de
sogutulmus Ringer laktat solusyonu ile topikal
hipotermi vetakiben45dk reperflizyon uygulandt.
Grup4 (Stero'ld)’de, 45 dk'lik ickemive 45 dk’lik
reperflzyon uygulandi. portal triad okluzyonundan
hemensonra, 30 mg/kg Metilprednizolon sodyum
siilsinat (Prednol [ Mustafa Nevzal) intravenoz
verildi. Grup 5(BN 52021)'de, 45 dkLik iskemive
45 dk'lik reperflizyon uygulandl. Portal triadin
okliizyondan 30 dk. 6nce 100 mg/kg BN 52021
(IPSEN International Ltd., London, UK) intraperi-
toneal verildi. Tam ratlar, 90. dk'da intrakardiak
kan aspirasyonu ile sakrifiye edildiler, karacigerve
terminal Jleundan doku ornekleri alindu. Serum
LDH, ASTve ALT diizeyleri incelendi. Karaciger
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ve terminal ileumdan alinan doku 6rneklerinde
MDA duzeylerine bakildi. Alinan dokulartiobarbi-
tiirik asit metodu yardimi ile % 1.15 Kcl ile 1/10
(@girhk/voltim) oraninda homojenize edildi ve
sonuglar nmol/gr doku agirhig olarak belirlendi,
ileum ve karacigerden histopatolojik inceleme
icinalinandokular, % 10formol ilefikse edildikten
sonra Hematoxilen & Eosin boyasi ile boyandi.
lleal hasar modifiye Chiu skorlama sistemi (13)
ile (0; normal, 1; desquamasyon ve villiislerin tist
ticte birinde nekroz, 2; villiislerin orta kismmin
progresifdékilmesi, 3; villiislerin alt ticte birinin
dokilmesive cryptal hiicrelerin nekrozu, 4; Kript
hiicrelerinin tgte ikisinin nekrozu, 5; basal
kriptalarin tamamen kaybi) degerlendirildi.

Istatistiksel analizler, SPSS 10.0 bilgisayar
programindayapildi. Coklu gruplararasi karsilastir-
malartek yonltvaryans analizi (Oneway ANOVA)
ile yapildi. Varyans analizi sonunda anlamlilik
bulundugunda, Post Hoc Bonferroni testi ile ikili
karsilagtirmalaryapildi. P < 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Veriler ortalama +
standart deviasyon olarak verildi.

SONUCLAR

PM’ ndan birkag dakika sonra, makroskopik
olarak ince barsaklarda, mezenterde ve dalakta
konjesyona ait bulgularin gelistigi; reperfiizyon
doneminde de bu bulgulanin tam olarak kaybol-
madig gbzlendi. Sham grubunda hicbir hepatosit
hasari ve siniizoidal genisleme tespit edilmedi.
I/R grubunda, lobiillerin periferinden midzonal
bolgeye dogruyayilan, hepatositlerde yaygin va-
kuolizasyon, siddetli konjesyon ve hepatositlerde
yeryernekroz alanlar gszlendi. Tedavi gruplarinda
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(hipotermi, steroid ve BN 52021) ise, periferden
santrale dogru hafifbirkonjesyon izlendi. Ancak
kismi hepatosit nekroz alanlari izlenmedi. Sham
grubundaileal hasar gériilmezken, en yogun hasar
I/R ve hipotermi gruplarinda ortaya cikti (Modifiye
Chiu skoru sirasiyla; 3.9 + 0.5 ve 3.6+ 0.5). Ste-
roid ve BN 52021 gruplarindaki hasar belirgin
derecede dtsmiistii (Modifiye Chiu skorusirasiyla;
2.4+0.6 ve 1.6+0.6) (Tablo 1).

Ratlardan reperfiizyon sonrasi alinan kan
omeklerinde; ALT, AST, LDH, ileal MDA, karaciger
MDA seviyeleri veileal hasarskoruen yiiksek [/R
grubunda idi. I/R grubundaki degerler, sham
grubuna gére anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.00071).1/R grubuile hipotermi grubu kiyas-
landiginda; AST, ileal MDA ve ileal hasar skorlar
acisindan anlamli fark yok iken (p > 0.05), ALT,
LDH vekaraciger MDA'si anlamli derecede yiiksek
bulundu (sirasiyla p<0.0001, <0.0001,
<0.0007). Budegerler, hipoterminin karaciger i/
R hasarina yarar oldugunu, ancak ileal hasar
tizerinekoruyucu etkisinin olmadigini gostermek-
tedir. I/R grubu ile steroid ve BN 52021 gruplari
kiyaslandigi zaman; her iki tedavi grubunun
karacigeri/Rve ileal hasariizerineanlaml derecede
koruyucuetkisi oldugu tespitedildi (0 < 0.0007).
Tedavi gruplar (hipotermi, steroid ve BN 52021)
kendi aralarinda kiyaslandigi zaman her birinin
farkli diizeylerde koruyucu etkinligi oldugu tespit
edildi (p<0.05) (Tablo 1, 2, Sekil 1, 2).

TARTISMA
Portal triachn oklizyonu ile karaciger kan

akiminin durdurulmasina PM denir ve buytik
karacigeryaralanmalarinda, intrahepatik hemostaz

TABLO 1: GRUPLARDAKI LABORATUVAR DEGERLERI VE HISTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER

Grup 1 Gryp 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(Sham) (I/R) (Hipotermi) | (Steroid) (BN 52021)
ALT(IU/L) 22241.7 | 520+2.8 | 500#3.1 | 420+1.8 270%5.2
AST(IU/L) 180t2.2 | 440+4.8 | 435+2.7 | 400+3.2 22045.1
LDH(1U/L) 630£3.7 | 94043.1 | 920+2.5 | 800+3.1 680+3.3
ileum-MDA(nmol/g) 5.5+0.1 | 23+2.5 2241.8 19+1.3 1042
Karaciger-MDA(nmol/g) 3.550.1 | 2242.5 18+1.8 11+1.4 8+1.2
ifeum Chiu skoru 0 3.940.5 | 3.6£0.5 | 2.440.6 1.6£0.6
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TABLO 2: GRUPLAR ARASIISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Gruplar arasr p ALT AST LDH MDA- MDA- ileal

kiyaslama ileum Kc skor

Sham & IR p | <0.0001[<0.0001] <0.0001| <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
i/R & Hipotermi| p [ <0.0001| >0.05 | <0.0001| >0.05 | <0.0001| >0.05
i/R & Steroid p | <0.0001] <0.0001| <0.0001] <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
i/R & BN 52021 p | <0.0001| <0.0001| <0.0007| <0.0007 [ <0.0001 | <0.0001
Hipotermi | & Steroid D <0.0001| <0.0001| <0.0001] =0.005 | <0.0001 | <0.0001
Hipotermi [& BN 52021 p <0.0001] <0.0001| <0.0001| <0.0001 | <0.0007 [ <0.0001
Steroid & BN52021 p | <0.0001| <0.0001| <0.0001] <0.0001] =0.002 | =0.026

saglamak ve parankimal kanamayi azaltmak igin
aralikl ve stirekli olarak uygulanabilir (14,15).
Normotermik sartlarda karacigerin, iskemiyi 15-
20 dakikatolere edebilecegine inanilirdi. Huguet
ve arkadaslar (2,5) saghkli insan karacigerinin
normotermik iskemiyi 60-90 dakikayakadartolere
edebileceginibuldular.

Karacigeri sogutma metodlari; genel viicut
sogutmasi, hipotermik perfiizyon, ekstrakorporal
sogutma ve topikal sogutma ile yapilabilir (15).
Karacigerin iskemik hasarini en aza indirmek ve
oksijentiiketimini azaltmak i¢in uygulanan hipo-
termik karaciger perfiizyonu, karaciger metaboliz-
masini baskilamak amaciyla yapilir (14,16).
Topikal hipoterminin, portal triadin okliizyonun-
dan 15ve 30dakikasonrakaraciger parankiminde
ATP seviyesi iizerinde anlamlikoruyucu biretkisi

bulunmustur (14). Patel ve arkadaglarmin (17)
yapmisolduklari deneysel hepatik I/R modelinde,
topikal hepatik hipoterminin, karaciger hiicre
nekrozunu ve nétrofil infiltrasyonunu engelledigi,
TNF-alfadiizeyini azaltarak akciger hasarinakars
koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Karacigertransplantasyonlarinda, +4°C’den
dahadiistik 1si, parankimal hiicrelerini ve reperfiiz-
yon hasarindan sintizoid hticrelerini korur (18).
Genis karaciger rezeksiyonlarisirasinda, hipoter-
mik karaciger perfiizyonu ve topikal hipotermi‘den
hangisinin tercih edilecegitartismalidir. Ohyave
arkadaslar (6) % 75lik karacigerin rezeksiyonu
yapilan kopeklerde yaptiklar ¢alismada; topikal
hipoterminin sintizoidal endotel hiicrelerindekoru-
yucu etkiye sahip oldugunuve hipotermik perftiz-
yonun ise hem karaciger parankiminde hem de

i

im Hipotermi

BLDH
BALT
mMAST

Steroid BKS2021

Sekil 1: [/R sonunda alinan kan érnekleri
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BN 52021

Sekil 2: ince barsak ve karaciger dokusunda MDA degerleri (nmol/g doku)

karaciger sintizoidlerinde koruyucu etkiye sahip
oldugunu tespit ettiler. Bizim calismamizda,
topikal hipotermigrubundaALT, LDH vekaraciger
MDA degerleri, /R grubunun degerlerine oranla
anlami derecedediisik bulundu ve topikal hipo-
terminin, karaciger hasarinda koruyucubiretkisinin
oldugu kanaatine varldi. Ancak topikal hipoter-
minin, ince barsaklarda ortaya ¢ikan iskemik
degisikliklerde faydaly olmadig tespit edildi.
Steroidler; lizozomal membranlar vehiicreleri
stabilize ederek hepatositleri koruyabilir. Ayrica
iskemi sirasinda salinan dolagimsal toksinlerin,
kardiovaskiiler sistem lzerine olan etkilerinide
engelleyebilirler. Portal triadin okltzyonundan
dnceverilen meti!prednizolonun,tav.ganlarm sag-
kalim oran!anmamrdlgmlvurgulayanlargai:§ma!ar
(19,20)yaninda, ratlarda portaltriad okltizyonun-
danénce vesonra metilprednizolon verilmesinin,
karacigerparankimindeadenozin niikleotid kon-
santrasyonunda veya protein sentezinde ve kan
akiminda hicbir etkisinin olmadigini gésteren
calismalardavardir (21). Reperfiizyon esnasinda
protein sentezinin, steroid alan hayvanlardadaha
hizli bir§eki!detamiredildjgi belirlenmistir (14).
Eidelmanve arkadaslari (14), tek baginametilpred-
nizolon hepatik ATP seviyelerinde koruyucu etkisi-
nin olmadigini, ancak topikal hipotermi ve ste-
roidin beraber uygulanmasinin karaciger ATP
seviyelerindeanlamli derecede koruyucubiretkiye
sahipoldugunu belirlediler. Pachterve arkadasla-
rnin(22) 411 karacigertravmaly hastalardan elde
ettikleri sonuclar, yaygin kanama nedeniyle PM
uygulanan karaciger travmal; hastalarda, topikal
hipotermi ve intravensz steroidlerin parankimal
hasarda koruyucu etkilerinin olduguyéniindeydi.
Wangvearkadaslarinin (23) yapmisolduklari de-
neysel hepatik I/R modelinde, prednizolon’un is-
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kemiden 30 dk énce verilmesiylekaraciger hiicre-
lerinde koruyucu biretki ortayacikardigini tespit
ettiler. Buetkiyi interlskin-beta ve timornekrotizan
faktér-alfa (TNF-alfa) tiretiminin baskilanmasi ve
calpain mu aktivasyonu voluyla olusturmustur.
Calismamizda, PM éncesinde iv.metilprednizolon
verilmesinin, hepatik ve ileal hasar iizerinde
hipotermigrubunak:yas!adahafazla koruyucu hir
etkisinin oldugunu tespit ettik.

PAF, farkl hiicrelerin membranlarindan kéken
alanve giiclii enflamatuvar etkiye sahip endojen
lipid mediatériidiir. PAF; endotel hasarina, plate-
let agregasyonuna, damarsal gecirgenligin
artmasina, kan hiicrelerinin fark, tiplerinin asiri
infiltrasyonuna, sitokinlerin vesuperoksitanyonla-
rn sahmmmasebepolur(]0,24-26). PAF; akciger,
beyin, mide, bobrekler, kalp, ince bagirsaklar gibi
pek cokorganin iskemikdurumundaortaya cikabilir
(11,24). PAF’ in, hem direk hemde TNF-alfa ve
interldkin-8 grubundan bir sitokin olan CINC
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant)
artisi yoluyla nétrofilleri aktive ettigi tespit edjl-
mistir (27).

PAF antagonisti olan WEB21 70%in plazma
ALTdlizeyinde, hepatosit nekrozunda ve nétrofil
infiltrasyonunda azalma ile karaciger hasarin
azalttlgl‘[espitedilmi§tir(12). BN52021 ise Ginko
Biloba agacindan elde edilen giclibir PAF anta-
gonistidir (24). Karacigerfskemi-reperfﬂzyon hasa-
ndaBN52021'in preoperatifverilmesiile; damar-
sal hasar gosteren piirin niikleozid fosforilaz
enziminde ve parankimal hasari gosteren ALT de
anlamlibirazalmave de safra dretiminde anlaml
bir artig tespit edilmistir (26). PAF antagonisti
BN52021"in, damarokliizyonlu karaciger rezeksi-
yonlarindaveorganlarin muhafazasinda uygulana-
bilacegi bildirilmistir (24). Galismamizda, preope-
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ratif BN 52021 uygulamasi, hem karaciger /R ha-
sarint hem de ileumdaki iskemik hasari dnemli
olciide azaltmistir.

Klinikte hipoterminin uygulanisi oldukgakolay
ve ucuzdur, santral vilcutisist monitérize edildigi
stirece hicbirriski de yoktur. Sonug olarak, topikal
hipoterminin, karaciger hasariniengelledigi, ancak
ileal hasarda etkisinin olmadigini tespit edildi.
Sistemik steroid ve PAF antagonisti uygulamasinin,
karaciger I/R hasarini 6nemli dlgtide azalttigi ve
PM'nin olusturdugu retrograd géllenmeninneden
oldugu ince bagirsaklarda iskemik degisiklikleri
de azalttiklari gorilmistr.
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