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KISALTMALAR

ARE:Arilesteraz

ATP: Adenozin trifosfat

ATPaz: Adenozin trifosfataz
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GSH: Glutatyon
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HDKA: Hepatik doku kan akim1
ICAM-1: Intraselliiler adezyon molekiilii-1
IL: interldkin

IKB: inhibitér-KB

iNOS: Indiiklenebilir NO sentaz

I/R: Iskemi/reperfiizyon

iv: Intravendz

GSSG: Glutatyon siilfit

KAH: Kalp atim hiz1

K-ATP: ATP-duyarli potasyum kanali
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KC: Karaciger

MAK: Minimum alveolar konsantrasyon
MDA: Malondialdehit

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NO: Nitrik oksit

NF-KB: Niikleer transkripsiyon faktori- KB
OAB: Ortalama arter basinci

O,: Oksijen

PNL: Polimorfoniikleer 16kosit

ROM: Reaktif oksijen molekiilleri

SAB: Sistolik arter basinci

SOD: Siiperoksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikalleri

SpO,: Periferik oksijen satlirasyonu

TNF: Tiimor nekroz faktorii

VHAM-1: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1



1. GIRIS

Karaciger (KC) transplantasyonu, rezeksiyon cerrahisi ve travma cerrahisi
sirasinda kan akimimnin gegici olarak kesintiye ugratilmasi sik uygulanan bir
cerrahi prosediirdiir. Kesintinin sonlandirilmasi ile kan akiminin ve oksijenin (Oy)
tekrar temin edilmesini tanimlayan reperflizyon donemi, iskemik donemde
meydana gelen hiicresel dilizeydeki hasar1 kotiilestirmektedir. Bu fenomen
“iskemi-reperfiizyon hasar” (i/R) olarak bilinmektedir (1, 2).

Hepatik doku kan akim1 (HDKA) ile hepatositlere O, sunumu ve tiiketimi
arasindaki denge, karaciger metabolizmasi i¢in temel bir faktérdiir. HDKA’daki
azalma, hepatik enerji metabolizmasinin bozulmasina, oksidatif fosforilasyondaki
azalma ise adenozin trifosfat (ATP) diizeyinin azalmasina ve kalsiyum
homeostazisinin bozulmasina neden olmaktadir. ATP katabolizmasmin zararli
etkileri; serbest oksijen radikalleri, adezyon molekiilleri, endotelin ve tromboksan-
A, gibi birgok molekiiliin tiretimini arttirirken, es zamanl olarak sitoprotektif
molekiillerdeki azalma sonucu hepatik hiicre nekrozuna ve apoptozise neden
olmaktadir. Iskemi sonrasindaki reperfiizyon, aktiflesen Kupffer hiicrelerinden ve
notrofillerden inflamatuar yanit ile iligkili intraselliiler adezyon molekiilii-1
(ICAM-1), interlokin (IL)-1P, IL-8, tiimor nekroz faktorii (TNF)-a gibi bir¢ok
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikler. Uzamig iskemi donemlerinden
sonra doku reperfiizyonu ve oksijenin iskemik alana hizli girisi, Kupffer
hiicrelerinde serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin iiretimine neden olur. SOR,
Malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon iirlinlerinin olusmasina ve

reperfiizyona bagli doku hasarina neden olabilir.



Volatil anestetiklerden biri olan desfluran, biyotransformasyona direngli
bir ajandir ve sadece % 0,01-0,02°’si metabolize olmaktadir. Diger volatil
anesteziklerle karsilastirildiginda desfluran plazma ve dokularda daha az
solubiliteye sahiptir (3). hepatik kan akimini daha iyi korudugu ve daha az
toksisiteye sahip oldugu i¢in hepatobilier cerrahilerde Oncelikli olarak tercih
edilmektedir (4). Niikleer transkripsiyon faktorii-KB (NF-KB) aktivasyonunu
inhibe ederek hiicre koruyucu etki gosterir (5). Desfluran anestezisinin gesitli
calismalarda I/R hasarma karsi NF-KB'nin indiiksiyonu ve apoptozisin
azaltilmasi, 1s1 sok proteinlerinin indiiksiyonu, ATP sentezinde iyilesme,
mitokondride SOR olusumunda azalma, iskemi ile indiiklenen polimorfoniikleer
16kosit (PML) adezyonunun inhibisyonu, ICAM-1 aracili indiiklenebilir Nitrik
Oksit Sentazin artmis ekspresyonu, segici olarak aktive edilen mitokondriyal
ATP-duyarli potasyum kanali (K-ATP) kanallar1 araciligi ile koruyucu oldugu
gosterilmistir (6).

Fullerenol C60 (OH), fulleren'in suda ¢oziiniir bir analogudur ve yiizeyi 60
karbon atomundan olusan kiiresel bir molekiildiir. Biyolojik sistemlerde, anti-
timor, anti-inflamatuar ve hepatoprotektif O6zellikleriyle sonuglanan serbest
radikallerin temizleyicisi olarak hareket edebilir. in vivo ve in vitro ¢alismalar,
polihidroksillenmis fullerenlerin yiiksek antioksidatif 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Fullerene bagli antioksidan etki, ylizeydeki ¢ift @ baglarinin yeniden
diizenlenmesine baghdir. Bu yiiksek antioksidan etkinin yani sira, caligmalar
fullerenlerin radikal siipiiriicii etkisi aktivite, antigenotoksik etki ve ilaca bagh

toksisiteye karsi koruma gosterdigini bildirmistir (7, 8).



Bu c¢alismada ratlarda olusturulan hepatik /R modelinde desfluran
anestezisinin ve fullerenol C60’1n karaciger dokusu {izerindeki biyokimyasal ve

histopatolojik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 iskemi ve Reperfiizyon

[skemik  fazda, iskeminin temelini O, bagimli  hiicrelerin
(kardiyomiyositler, noronlar, hepatositler, renal tiibiiler hiicreler ve intestinal
epitelyal hiicreler) anoksik hasari olusturmaktadir. Anoksik hasar, mitokondriyal
enerji Uretiminin (ATP sentezi, oksidatif fosforilasyon) azalmasiyla baslar ve
boylece hiicresel diizeyde ATP eksikligi ortaya ¢ikar. Enerji eksikliginden dolay1
hiicresel iyon dengesinde bozukluk, hidrolazlarin aktivasyonu, hiicresel membran
permeabilitesinde artis gibi ¢esitli intraselliiler degisiklikler meydana gelir. ATP
degredasyonu, artmis glikoliz ve hasarlanmis lizozomlardan H+ serbestlesmesiyle
sitozolik pH diiser. Iyon dengesindeki bozukluga bagl sitozolik sodyum (Na+) ve
kalsiyum (Ca*®) konsantrasyonlar: artar. Ayni zamanda diisen pH’1 diizeltmek
amaciyla kompanzasyon mekanizmasi olarak Na'/K® adenozin trifosfataz
(ATPaz) aktivitesi azalir, Na*/Ca*? ters tagima sistemi ile Na*’a karsilik Ca**un
hiicre digina atilimi ve ayni1 zamanda patolojik porlarin olusumuyla plazma
membran1 gegirgenligi artar. Hiicre ici Ca*? artig1, fosfolipazlar (fosfolipaz Ay) ve
proteazlar (kalpainler) gibi hidrolazlar1 aktiflestirerek proteolizise neden olur.
Hiicre i¢i Na® artis1 da ozmotik ddeme neden olarak, plazma membraninin
parcalanmasi kolaylasir. Mitokondriyal permeabilite artar ve mitokondriyal
membran potansiyeli kaybolur. Tim bu olaylar neticesinde anoksik hasar,

nekrotik hiicre 6liimii ile sonuglanir (Sekil 1) (9).
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Sekil 1: iskemi Fazi (9)

Iskemik dokuda kan akiminin geri doniisiiyle enerji kaynagi yeniden
saglanarak toksik metabolitler uzaklastirilabilir. Ancak beraberinde toksik
metabolitlerin sistemik dolagima donmesi, ciddi metabolik olaylara neden
oldugundan; iskemi fazinda olusan hasar reperfiizyon fazinda daha da artar ve
ciddi doku hasar1 meydana gelebilir (10, 11).

Reperflizyonu takiben bir dizi inflamatuar yanit reaksiyonlar1 baglar

(Sekil2) (9).
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Sekil 2: Reperfiizyon Fazi (9)

Bu inflamatuar cevapta makrofajlar, endotelyal hiicreler, nétrofiller,
lenfositler, plateletler, parankimal hiicreler, kompleman sistemi, koagiilasyon
kaskadi, SOR, nitrik oksit (NO) ile proinflamatuar sitokinler rol oynar ve
mikrovaskiiler perflizyonun bozulmasina neden olmakta, bu nedenle de

reperfiizyon fazinda anoksik hasar halen olusmaya devam etmektedir (9).

2.2 Karaciger Iskemisi ve Reperfiizyonu
KC temel olarak dort tip hiicre icerir. Parankimal hiicreler veya

hepatositler karaciger kitlesinin %90’1m1  ve toplam hiicrelerin  %65’ini



olustururlar. Nonparankimal hiicrelerin, siniizoidal endotel hiicreleri, hepatik
stellat hiicreler ve Kupffer hiicreleri olmak {izere {ic major tipi vardir. Kupffer
hiicreleri, KC makrofajlaridir ve viicut makrofajlarinin %80’ini olustururlar(12).
Karacigerde I/R hasar1 ilk kez 1975’te deneysel KC transplantasyonu ¢alismalar
sirasinda Toledo-Pereyra ve ark (13) tarafindan bildirilmistir. Sonraki yillarda
Jaeschke ve ark (14-18) bir dizi ¢alisma yaparak /R hasarinin 2 fazi oldugundan
bahsetmislerdir. Baslangi¢ fazi (akut faz); reperfiizyonun ilk 6 saatidir ve Kupffer
hiicrelerinin baslattig1 oksidatif stres, serbest radikallerin olusumu ve T
lenfositlerle karakterizedir. Kupffer hiicrelerince hepatoselliiler hasara neden olan
SOR iiretimi ve salinimi bu donemde baslar. Reperflizyonun ilk birka¢ saatinde
Kupffer hiicreleri reperfiizyon hasarini olustururken, nétrofiller de siniizoitlerde
toplanmaya baslarlar (19). Geg¢ faz (subakut faz) ise; reperfiizyondan 6-24 saat
sonra olan masif nétrofil aktivasyonu ile karakterizedir (12). Iskemi fazinda enerji
eksikligi ve hiicre membran gegirgenligindeki artis nedeniyle Kupffer ve endotel
hiicrelerinde 6dem meydana gelir. Vazodilator etkili ve hepatositler ile endotel
hiicreleri iizerinde I/R hasarma kars1 koruyucu etkisi olan NO diizeyinin azalmasi
ve endotelin diizeyindeki artis nedeniyle vazokonstriiksiyon olusarak 16kositlerin
gecisine izin verecek sekilde sinilizoidal liimen daralir, iskemik karacigerin
reperfiizyon fazinda, mikrovaskiiler dolagimin kollapsindan dolayr iskemik
karaciger parankim alanlarinda diizelme olmaz. Bu durum “no-reflow (yeniden
akim yetmezligi)” olarak adlandirilmaktadir (20). Ayrica, Kupffer hiicrelerinin ve
nétrofillerin aktivasyonuyla iskemik hasarin siddetini arttiran TNF-a, IL-1, IL-6,

prostaglandinler, SOR [siiperoksit (O?) ve hidrojen peroksit (H.0,)] gibi



sitokinlerin sentez ve salinimi tetiklenmis olur. Salinan TNF-a ve IL-1,
notrofillerin endotel hiicrelerine baglanmasini saglayan ve hepatik endotel
hiicreleri yiizeyinde bulunan ICAM-1 ekspresyonunu arttirirlar. Artan ICAM-1
ekspresyonu akut karaciger rejeksiyonu ile iliskili bulunmus (21) ve ICAM-1’in
nétralizasyonunun uygulandigi ¢alismalarda I/R hasarinin siddetini azalttig:

gosterilmistir (22).

2.2.1 Patofizyoloji
2.2.1.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron iceren atom ya da molekiillerdir. Bu eslenmemis elektron nedeni ile
yarim ya da acik baga sahip olmasi serbest radikale kimyasal olarak reaktivite
ozelligi kazandirir (23). Pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da elektriksel olarak notr
olabilen serbest radikallerin reaksiyona girme olasiliklar1 elektriksel yiiklerine
baghidir (24). Serbest radikaller, hiicrenin normal aerobik metabolizmasi sirasinda
olusabildikleri gibi; antineoplastik ilaglar, anestezik maddeler ve aromatik
hidrokarbonlarin hiicre i¢indeki metabolizmasi sirasinda ve dis etkenlerin (1s1,
151k, radyasyon, hava kirliligi, sigara) etkisiyle de olusabilmektedirler. Yasam
stireleri olduk¢a kisa olmasina karsin, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle diger
molekiillerle kolaylikla elektron aligverisi yaparak onlarin kararli yapilarini bozar
(25). Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sirasinda

meydana gelirler (24). Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelmektedir:



Molekiiliin kovalent baginin homolitik kirilmasi sonucu bag yapisindaki

iki elektronun her birinin ayr1 atom {izerinde kalmasi
XeY— X'+Y
Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi1
X— X +e¢
Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi
X+e—» X

NO sentetaz tarafindan L-arjinin’den sentezlenen, birkac saniye gibi ¢ok
kisa yarilanma Omriine sahip bir serbest radikal olan NO, normal sartlarda
vaskiiler tonusta vazodilator etkisinin yani sira notrofil ve trombosit adezyonunu,
agregasyonunu ve aktivasyonunu smirlandirir (2). Ayrica, I/R hasarinda serbest
radikallere kaynak olusturmasi yoniinden onemlidir ve NO’dan iiretilen serbest
radikaller olan peroksinitrit ve NO radikali “reaktif nitrojen molekiilleri” olarak
tanimlanir. Peroksinitrit, endotelyal disfonksiyona neden olarak vazospazma ve
tromboza yol agar. Gelisen mikrovaskiiler disfonksiyon I/R hasarinin olusmasina
katkida bulunur (25). Aerobik organizmalarda oksijen molekiilii ortamda siirekli
bulundugu i¢in serbest radikaller daha siklikla “oksijen radikali” seklindedirler
(26). SOR, molekiiler oksijen ve oksijenin en stabil formu olan HO ile arasindaki
reaksiyonda {i¢ ara basamakta olusmaktadirlar. Bu ara formlar; O, , H,O, ve
hidroksil radikali (HO"), molekiiler oksijene birer elektron eklenmesi ile olusurlar.
Oksijen radikallerinin en reaktif formu hidroksil radikalidir. H,O, ve singlet

oksijen (O,), bu radikallere ek olan reaktif oksijen iriinleridirler ancak radikal



degildirler. Oy; degistirilmis oksijene doniisiirken, H,O,; demir ve bakir gibi metal

iyonlarin varliginda oksijen radikallerinin iiretimine neden olur. Bu iki reaktif

oksijen molekiili (ROM) de potansiyel olarak toksiktirler. Radikaller, serbest

elektronlarin1 diger bilesiklere verirler ve zincirleme reaksiyonlara, polimer

kirtlmalarina ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar (Sekil 3) (25, 27). Oksijen

tirevi bilesikler, radikal ve radikal olmayan bilesikler olarak iki gruba ayrilir

(Tablo 1)(27).
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Tablo 1: Oksijen Tiirevi Bilesikler

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil (HOM Hidrojen Peroksit (H203)
Alkoksil (RO Singlet Oksijen (02)
Peroksil (RO Ozon (01)
Siiperoksit (02 ) Hipoklorid (HOCT)
Nitrik oksit (NO) Hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO:) Peroksinitrit (ONOO)

Yasadigimiz gevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle

devaml1 bir radikal yapimi vardir. Subselliiler organeller, yapisal komponentler ve

sitoplazmik olusumlarin hepsi radikal olusumunda rol oynar (28, 29).

Organizmada

gosterilmektedir.

bulunan

oksijen

radikallerinin

kaynaklar1

Tablo

2’de
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Tablo 2: Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklar1(29)

Endojen Kaynaklar

Eksojen kaynaklar

Mitokondriyal  elektron  transport

Redoks potansiyelli maddeler

sistemi (paraquat, doksarubisin, alloksan)

Mikrozomal elektron transport sistemi | llac  oksidasyonlar1  (parasetamol,
karbontetrakloriir)

Kloroplast elektron transport sistemi Sigara

Endoplazmik retikulum ve niikleer

membran elektron transport sistemi

Iyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz, | Giines 15181
Triptofan  dioksijenaz,  Galaktoz

oksidaz, Siklooksijenaz,
Lipooksijenaz

Fagositik hucreler: Notrofiller, | Is1 soku

Monosit ve makrofajlar, Eozinofiller,

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlari

Okside glutatyon
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Organizmada cesitli reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikaller tim
hiicre bilesenleriyle etkileserek, kimyasal yapilarinda degisiklik olustururlar.
Boylelikle, metabolik ve yapisal degisikliklere neden olurlar ve hatta hiicre
Oliimiine de yol agabilirler. Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirilme
hizi arasindaki denge devam ettigi siirece organizma bu maddelerden
etkilenmemektedir (29). Normal saglikli kosullarda, SOR olusumu ve koruyucu
antioksidan mekanizmalarin bu olusan SOR’u organizmadan temizlemesi bir
denge halindedir. Iskemi, hiicrede enerji metabolizmasinda gorevli enzimlerde ve
direkt olarak da mitokondriyal mekanizmalarda degisiklik olustururken,
reperfiizyon ise yeniden oksijen temini ile durdurulamayan SOR iiretimine neden
olur (30). SOR, apopitozis ve hiicre nekrozunu uyarabilir. Yiiksek
konsantrasyonlara ulastiklarinda proteinleri ve lipitleri oksitleyerek DNA hasari
olustururlar. SOR’un neden oldugu hasar hiicresel fonksiyonlarin birgcok
basamaginda goriilmektedir. Bunlardan biri, doymamis yag asitlerinin SOR
tarafindan oksidasyonu ile direkt hiicresel hasara ve organel membraninda yapisal
hasara neden olarak otolitik enzimlerin salimmina neden olduklari lipid
peroksidayon mekanizmasidir. Hiicre fosfolipitlerine saldiran SOR’lar,
organellerin membraninda yapisal ve fonksiyonel geri doniisiimsiiz hasarlara yol
acarlar. Lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda membran akiciliginin
kaybolmasina, spesifik olmayan iyon gegirgenliginde artisa (K, Ca) neden olarak,
membranlardaki enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli olan tiyollerin okside olmasini
ve membran transport mekanizmasinin bozulmasini saglayarak membran

biitiinliiglini ve islevini bozar (23, 26). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan yan
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iirtinler biyolojik olarak aktif metabolitlerdir ve hasarin olusumunu devam
ettirirler (30). Bir lipid peroksidasyon yan tiriinii olan MDA, {i¢ ya da daha fazla
cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir ve Ol¢limii
tiyobarbitiirik asitle yapilmaktadir. SOR asir1 reaktif olduklarindan ve dmiirlerinin
mikrosaniyeler seviyesinde c¢ok kisa olmalari nedeniyle giliniimiizde bir¢ok
hastalikta (renal I/R hasari ve eklampsi) oksidatif stres biyobelirteci ve doku
hasarinin en iyi gostergesi olarak MDA o6lglimii yapilmaktadir (30, 31). Serum
MDA diizeyinin belirlenmesi, I/R hasarmin siddetini degerlendirmede yaygin
kullanilan geleneksel yontemlerden biridir, ancak duyarliligi ve 06zgilinligi

diistiktiir (32).

2.2.1.2. inflamatuar Mediyatorler
2.2.1.2.1 Sitokinler

Spesifik reseptorlerine baglanarak inflamatuar ve immiinolojik yanitta
gorevli diizenleyici proteinler olan sitokinler; lokdsitler, endotel hiicreleri ve
hemen hemen tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan sentezlenirler ve hem otokrin
hem de parakrin 6zellik gosterirler (30). Sitokinler, I/R hasarinda inflamatuar
cevabin hem baglatilmasinda hem de devaminda Onemli role sahiptirler (2).
Sitokinler esas olarak proinflamatuar, antiinflamatuar ve her iki o6zelligi de
tastyanlar olarak 3 gruba ayrilmislardir. TNF-a, proinflamatuar bir sitokindir,
homotrimerik yapida bir transmembran proteini olarak iretilir ve makrofajlar
(karacigerde Kupffer hiicreleri), endotelyal hiicreler, nétrofil graniilositler ve B-

lenfositler tarafindan aktiflestirilir (33, 34). TNF-o; septik sok, reperflizyon
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donemi sonrasindaki olaylarda ve ¢oklu organ yetmezligi durumlarinda kritik role
sahiptir. 1L-1, IL-6, IL-8 ve monosit kemotaktik protein-1 ekspresyonuna neden
olur (30). Kendi basma lokosit aktivasyonunu ve kemotaksisini saglamakla
birlikte karaciger tarafindan SOR iiretimini tetikler (2). Diger bir sitokin olan IL-
I’in insanlarda normal homeostazinda herhangi bir fonksiyonu bulunamamistir.
Giiglii kemotaktik bir ajandir ve endotel hiicrelerinde ICAM-1 ve vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ekspresyonunu arttirarak inflamatuar siiregte rol
oynar (30). Ayrica, karacigerde TNF-a sentezini ve SOR iiretimine neden olan
notrofil goglini uyarir (2). Hem lenfoid hem de non-lenfoid hiicrelerce iiretilen
IL-6, inflamasyonda akut-faz cevabini diizenler (30). Giiglii bir kemokin olan IL-
8’in, iskelet sisteminde, miyokardiyal ve renal I/R hasarinda anlamli diizeylerde
oldugu gosterilmistir. Lokositlerde ve endotel hiicrelerinde sentezlenir.
Inflamasyon sonrasinda IL-1 ve TNF-a tarafindan ve hipoksik sartlarda endotel
hiicrelerindeki NF-KB’nin uyardig: transkripsiyonla iiretimi attirilir. IL-8, notrofil
kemotaksisi ve adezyonu fonksiyonunun yani sira ndtrofillerden salinan
proteolitik enzimlerin degraniilasyonuna da neden olur. Oksidatif patlamadaki bu

roliinden dolay1r SOR’larin iiretimini arttirmis olur (30).

2.2.1.2.2 Niikleer Faktor-KB (NF- KB)

Ik kez 1986 yilinda K zayif zincir gen aktivasyonunu saglayan bir
transkripsiyon faktorii olarak B-lenfositlerde bulunan NF-KB’nin, sonraki
caligmalarda sitokinler, endotoksinler, SOR ya da radyasyon ile uyarilabilen

bircok hiicrede bulundugu gosterilmistir (35-37). Inflamatuar faktdrlerin
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diizenlenmesinde temel transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan NF-KB’nin
primer formu p50 ve p65 molekiillerinden olusan bir heterodimerdir ve
sitoplazmada inhibitor-KB (IKB) proteini ile birlikte bagl olarak inaktif halde
bulunur. Aktive Kupffer hiicrelerinden iiretilip salinan TNF-a ve IL-1B gibi
inflamatuar sitokinlere cevap olarak defosforile haldeki IKB fosforillenir ve bagh
olarak bulundugu NF-KB’den ayrilarak NF-KB {izerindeki inhibitor etki kalmis
olur. Aktiflesen NF-KB, sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek DNA’ya baglanir ve
hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir (38).

Karaciger I/R hasarinda aktiflesen NF-KB kemokinlerin, ICAM-1 gibi
proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunda énemli rol oynar. Bu yiizden, NF-
KB aktivasyonunun durdurulmasinin karaciger i/R hasarini azaltabilecegi ve belki
de durdurabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, NF-KB yolagi hem pro- hem de
antiapopitotik yolaklar1 diizenlemektedir. Inflamasyonun invivo diizenlenmesi
sirasinda NF-KB’nin inhibisyonu es zamanli olarak apopitozu da inhibe ettiginden
inflamatuar cevabin uzamasma neden olur. Ciinkii 16kositlerin apopitozu
inflamasyonun azalmasinda 6nemlidir. Yani, NF-KB’nin inhibisyonunun I/R

hasarinda zit etki de olusturdugu diisiiniilmektedir (39).

2.2.1.3 Kompleman (C) Sistemi

Kompleman sistemi, solubl ve membrana bagli olmak iizere 35 proteinden
olusur. Bu proteinler; antikor-bagimli klasik yol, antikor-bagimsiz alternatif yol
ya da mannoz-baglayici lektin/mannoz-baglayici lektin iligkili serin proteaz yolu

olmak tizere ii¢ farkli yol ile aktiflestirilirler (27). Aktif haldeki protein direkt
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olarak membran atak kompleksinin olusumunu ve depolanmasini tetiklerken,
indirekt olarak da kemotaktik ajanlarin ve proinflamatuar sitokinlerin {iretimini
uyarir. Bir¢ok organ sisteminde yapilan caligmalarda, reperfiizyon doneminde
kompleman sisteminin lokal aktivasyonuna rastlanmistir (12, 27). I/R hasar
olgularinda komplemanlar erken donemde aktifleserek anafilatoksin (C3a ve C5a)
ve membran atak kompleksi (C5b-9) gibi biyolojik olarak aktif potent inflamatuar
komplemanlarin = salinimin1  saglarlar. C5a, Ozellikle lokal ve sistemik
inflamasyonun giiclii mediyatorlerinden biridir. C5a; ndtrofil aktivitesini ve
agregasyonunu, kemotaksisi, sitotoksik aktiviteyi ve SOR’un ve proteazlarin
salinimini uyarir. Ayrica, eozinofiller, bazofiller, monositler/makrofajlar ve
mikroglial hiicreler i¢in gii¢lii kemotaktik etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda, ICAM-1
ve VCAM-1 upregiilasyonunu saglar. Normal fizyolojik sartlarda,
komplemanlarin aktivasyonu bazi diizenleyici proteinlerce (C1 inhibitor, C4
baglayic1 protein, Faktor H ve I) kontrol edilir. Fakat, immiin kompleks
hastaliklarinda, otoimmiin hastaliklarda (sistemik lupus eritematozus, otoimmiin
artrit, multipl skleroz), anjiyoodem, hiperakut greft reddi, vaskiilitler, sepsis,
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklar ve iskemiye bagli hasarlanan
organlarda bu kontrol mekanizmasi bozulmakta ve kompleman sistem elemanlari
aktif kalmaktadirlar (28).

Kompleman sisteminin karaciger I/R hasarindaki rolii ilk kez Jaeschke ve
ark(18) tarafindan 1993’te komplemanlar1 inhibe ederek yaptiklari galismada
reperfiizyon sonras1t Kupffer hiicrelerindeki oksidatif stresi azalttigi ve noétrofil

birikimini durdurdugu gdsterilmistir. Yine hepatik /R modeli olusturulmus
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ratlarda Cba-reseptor antagonisti kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada doku

hasarmin azaldigi ve yasam oranlarinin arttigi gosterilmistir (19).

2.2.1.4. Serbest oksijen radikalleri

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve neden olduklar1 hasari
onlemek icin viicutta birgok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” olarak adlandirilirlar.
Antioksidanlar, SOR’nin iretimini durdurarak, uzaklastirilmasini ya da
notralizasyonunu kolaylastirarak ya da oksidasyona ugramis hasarli dokuyu
onararak etki gosteritler (30). Iyi bir antioksidan; spesifik olarak serbest
radikalleri yok etmeli, redoks metalleri ile selasyon yapmali, diger
antioksidanlarla iletisim halinde olmali, gen ekspresyonu iizerinde pozitif etkileri
olmali, emilmis halde hazir bulunmali, dokularda ve biyolojik sivilarda yeterli
diizeyde bulunmali, akéz ve/veya membran domainleriyle birlikte ¢aligsmalidir.
Antioksidanlar 2 grupta siniflandirilirlar:

a) Enzimatik Antioksidanlar; Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz.

b) Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: C vitamini, E vitamini,
karotenoidler, tiyol antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin ve lipoik asit), natural
flavanoidler, melatonin. SOD; oksijen tiiketen tiim organizmalarda bulunan bir
metalloproteindir ve substrati olan siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii saglar.

18



20,+2H° SOD_ H,0,+ 0,
H0, —— "OH

Bu reaksiyon spontan olarak da meydana gelebilir. SOD ile
katalizlendiginde reaksiyon hiz1 4000 kat artar. Insanlarda SOD’nin ii¢ tipi vardr:

SOD-1; Cu-Zn SOD: Sitoplazmada bulunur.

SOD-2; Mn-SOD: Mitokondride bulunur ve antitimér aktivitede etkindir.

SOD-3; ES-SOD: Ekstraselliiler sivida bulunur.

Heparin ve heparin siilfat gibi glikozaminoglikanlara afinitesi ytiksektir.
Memeli dokularinda regiilasyonu primer olarak sitokinlerce saglanir (40). Oksijen
kullanim1  yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi artmaktadir. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan siiperoksit anyonu {iretimi artmasina
ragmen SOD sayesinde intraselliiler siiperoksit seviyesi diisiik tutulur. SOD
enziminin hiicre dis1 aktivitesi oldukg¢a diisiik seviyededir (41). SOD fagosite
edilmis bakterilerin hiicre i¢inde dldiiriilmesinde de gorev alir. Hiicreyi, 6zellikle
DNA’y1 radyasyonun iyonizan etkisine karsi koruyucu ozellik gostermektedir
(42). Katalaz (CAT= H,0, oksidorediiktaz), biitiin memeli hiicrelerinde genellikle
kan, kemik iligi, karaciger peroksizomlar1 ve diger dokularin subselliiler
organellerinin i¢ kismida bulunur. CAT, aktif merkezinde 4 hem grubu igeren
tetramerik yapili bir hemoproteindir. Hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya
parcalamakla gorevlidir. Peroksidaz aktivitesinin yani sira bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan ya da elektron

alicist olarak kullanabilir.
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Katalazin indirgeyici aktivitesi, HO metil ve etil hidroperoksitler gibi
kiiglik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitleri ise etkilemez
(40, 43). Tiyol grubu antioksidanlardan biri olan glutatyon; tripeptit yapida olup
sitozol, ¢ekirdek ve mitokondride yiiksek oranda bulunur. Glutatyonun rediikte
formu GSH (glutatyon); okside formu GSSG (glutatyon disiilfit)’dir. GSH
cekirdekte DNA yapim ve onarimi i¢in gerekli olan siilthidril proteinlerinin
rediikte durumunun siirdiiriilmesinde gorev alir (40). Bir bagka antioksidan enzim
olan glutatyon peroksidaz hiicrelerin daha ¢ok sitozollerinde bulunur ve hem H,0,
hem de organik peroksitlerin rediiksiyonunu saglayarak membran lipidlerini ve
hemoglobini oksidatif hasara kars1 korur. Selenyum (Se)-bagimsiz (glutatyon-S-
transferaz, GST) ve Se-bagimli (GPx) olmak iizere iki formu vardir. insanlarda 4
farklt GPx bulunur ve bunlarin hepsi peroksitlere iki elektron ekleyerek selenolleri
(Se-OH) olustururlar.  Selenoenzimler, antioksidan Ozellikleri  sayesinde
peroksitleri Fenton reaksiyonu araciligiyla elimine ederler. GPx’in aracilik ettigi

katalitik reaksiyonun substratlart HO ve organik peroksit ROOH’dir (40).

GPx
2G5H + Ha0y  —— GSSG + 2H.0

GPx
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidaz, fagositik hiicrelerde onemli gorevlere sahiptir.

Eritrositlerde GPx oksidatif strese karst en etkin antioksidandir. GPX
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aktivitesindeki azalma, HO’nin artmasina ve siddetli hiicre hasarmna neden olur
(44). Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesi sirasinda oksitlenen
glutatyon (GSH), baslica pentoz fosfat yolundan saglanan nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADPH) ve GPx enzimleri yardimiyla indirgenerek

reaksiyonlarin devamlilig1 saglanir.

Glutatyon rediiktaz

GSSG+NADPH+H™ » GSH+NADP

C vitamini (askorbik asit); akciger, gbz gibi viicudun akoz sivilarinda
bulunun gii¢lii bir antioksidandir. E vitamini ve karotenoidlerle birlikte calisir.
Membranlarda ve lipoproteinlerde olusan a-tokoferol radikalini yeniden o-
tokoferol formuna doniistiiriir. Her ne kadar yiiksek riskli popiilasyonda C
vitamininin diigiik serum diizeylerinde gastrik metaplazi veya kronik gastrit gibi
prekanseréz lezyon riskinde artis goOsterdigi belirtilse de, membranlari
oksidasyona karst koruduguna inanilmaktadir. Son zamanlardaki in vitro
calismalara gore; C vitaminin plazmada redoksaktif demir veya bakir ve H,0,
varliginda doz bagimli olarak lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etKi
gosterdigi  belirtilmistir. E vitamini, yagda eriyebilen bir antioksidandir.
Insanlardaki en aktif formu olan a-tokoferol, hiicre membranina bagl bulunur ve
lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etki gosterir. Antioksidan reaksiyon
sirasinda o-tokoferol, bir labil hidrojeni lipid veya lipid peroksil radikaline
vererek kendisi a-tokoferol radikaline doniisiir. Olusan bu {iriin ise C vitamini

tarafindan tekrar a-tokoferole geri ¢evrilir.
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2.3 Antioksidanlar

Serbest radikaller tarafindan canli viicudunda meydana gelen oksidatif
stresi bertaraf etme amaci ile kullanilan en etkili savunma silah1 antioksidanlardr.
Genel ozellikleri arasinda hiicrelerde olusabilecek hasarlarini durdurabilme ya da
engelleyebilme ve serbest radikal gruplarini ortadan kaldirma gibi aktivitelere
sahiptir. Antioksidanlarin iiretimi viicut tarafindan sentezlenebildigi gibi disaridan
da alinabildigi goriilmiistiir. Bu baglamda canli savunma mekanizmalar1 giicli
antioksidanlar varliginda hastaliklara yakalanma ihtimali minimum seviyede
seyretmektedir. Koruyucu 0Ozelliklerini ise canli hiicrelerde metabolizma
gerceklesirken son {iriin ya da toksik ozelikteki iiriin olusumu sirasinda
tretilmekte olan serbest radikal gruplarim1 pargalayarak gostermektedir.
Antioksidan molekiilleri genel olarak hiicre igerisinde toksik ozellikteki son veya
ara Uriinlerden olusan serbest radikal gruplarini bertaraf ederek koruyucu rolde
sergileyebilirler. Antioksidanlar, ekzojen ve endojen kokenli olup endojen
antioksidanlar da enzimatik ve non-enzimatik olarak iki gruba ayrilmaktadir

Tablo(3) (45).

Tablo 3: Enzimatik Ve Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

ENZIMATIKLER ENZIMATIK OLMAYANLAR
SOD Karotenoidler (B-Karoten, Likopen)
GPx Vitaminler (A, C, E)
Glutatyon Rediiktaz Polifenoller (Fenolik Asitler, Flavonoidler)
CAT Glutatyon
Methemoglobin Rediiktaz Nikotinamid adenin diniikleotit NADH")
Glutatyon S-Transferaz (GST) Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH")
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Antioksidan aktiviteye sahip olup ancak enzimatik 6zellik gostermeyen
antioksidanlar arasinda nanopartikiiller, anestezik ajanlar, melatonin, transferrin,
a-lipoik asit, iirik asit, bilurubin, koenzim Q10, selenyum, glutatyon ve selenyum

sayilabilmektedir.

2.3.1. Nanopartikiiller

Boyutu 1 nm ile 100 nm arasinda olan malzemeler nanoparcacik olarak
isimlendirilirler ve hacimsel olarak kendilerinden daha biiyiikk olan malzemelere
gore daha farkli ve daha {istiin olarak kabul edilebilecek 6zellikler tasimaktadirlar.

Fulleren tiirevleri, altin, platin ve seryum oksit (CeO2) gibi antioksidan
nanopartikiiller etkili birer serbest radikal tutucudur. Bu nanopartikiiller
norodejeneratif, kardiyovaskiiler, inflamatuar hastaliklar ve kanser gibi oksidatif
stres ile ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanim potansiyeline sahiptir (46).

Parcacik nano boyuta kiiciiliirken, boyutlar1 azaldik¢a yiizey/hacim orani
giderek artar. Bu nedenle kiitle ve 1sisal iletim davranislar1 yigin yapilara gore
daha basarilidir. Boyutlar1 arasindaki farklilik materyallerin mekanik, optik,
elektriksel, manyetik Ozelliklerini etkiledigi gibi kimyasal reaktifliklerini de
etkiler. Boyutlarinin ¢ok kiigiik olmasi nedeniyle nanopartikiiller, canl
organizmalara niifuz etme, i¢inde hareket edebilme ve varsa zararli organizmalara

zarar verebilme yetenegine sahiplerdir (47).
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2.3.1.1 Fullerenol C60

Fullerenol C60, fulleren'in suda ¢Oziintir bir analogudur ve polianyon
nanopargaciklart olusturur. C60 fulleren, yilizeyi 60 karbon atomundan olusan
kiiresel bir molekiildiir ve biyolojik sistemlerde, anti-tiimor, anti-inflamatuar ve
hepatoprotektif 6zellikleriyle sonuglanan serbest radikallerin temizleyicisi olarak
hareket edebilir. in vivo ve in vitro ¢alismalar, polihidroksillenmis fullerenlerin
yiiksek antioksidatif ozelliklere sahip oldugunu goéstermistir. Fullerene bagh
antioksidanin etki, ylizeydeki ¢ift = baglarinin yeniden diizenlenmesine baghdir.
Bu yiiksek antioksidan etkinin yani sira, ¢alismalar fullerenlerin radikal siipiiriicii
aktivite, antigenotoksik etki ve ilaca bagl toksisiteye karsi koruma gosterdigini

bildirmistir (7, 8).

2.4. Genel anestezi yontemleri
Giliniimiizde inhalasyon anestezikleri genel anestezi uygulamasinda en
yaygin kullanilan ajanlardir. Erigkinlerde cerrahi girisimlerde uygulanan en

popiiler inhalasyon ajanlar1 sevofluran, desfluran ve izoflurandir.

2.4.1. Desfluran

Desfluran, CHF2-O-CHFCF3, Terrell tarafindan 1960’larda sentezlenen
florlanmig etil metil eter’dir. Diisiik kaynama noktas1 ve yiiksek buhar basincina
sahip olmasi nedeniyle buharlagtirma igin 6zel vaporizatorler gerekmektedir (48).
Anestezik potensi diisiik oldugundan yiiksek alveolar konsantrasyon gerektirir ve

minimum alveolar konsantrasyon (MAK) degeri yasa bagimli olarak %4-8
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arasinda degisiklik gosterir. MAK degeri yenidoganlarda %9.16, bebekte %9.42,
cocuklarda %9 ve eriskinde %6’dir (49). Desfluran kimyasal olarak stabil bir
bilesiktir. Degradasyon ve toksisite arasinda potansiyel bir iliski oldugu i¢in
desfluranin degradasyona direnci bu ilacin giivenilirliginin gostergesidir. Soda
lime ile ¢ok uzun siireli temasinda diisiik miktarlarda fluoroform ortaya
¢ikmaktadir (CHF3)_(50-52). Hemen hemen hi¢ metabolize olmadan (%0.01-
0.02) akcigerlerden atildigindan serum ve idrar floriir degerleri degismez. Ilacin
metabolize olmasi1 ile karacifer hasar1 olusturma potensi paralellik
gostermektedir. Buna goére halotan %20, enfluran %2.5, izofluran %0.2 ve
desfluran %0.02 oraninda metabolize olmalar1 nedeniyle desfluranin karaciger
tizerinde en az toksik etki olusturdugu diistiniilmektedir (52).

Desfluranin dogrudan serebral vazodilator etkisi olup, serebral kan akimini
arttirir.  Serebral metabolizmay1 deprese eder, orta serebral arterin uzamis
okliizyonu sirasinda asidotik degisiklikleri hafifletir. Orta serebral arter okliizyon
modelinde 6nkosullanma uygulamadan infarkt alanini azalttigi gosterilmistir (49).
Miyokardiyal kontraktiliteyi hem invivo hem de invitro izofluran ve sevoflurana
benzer sekilde deprese eder. Koroner ¢alma fenomeni olusturmaz. Doza bagl
vaskiiler direnci ve kan basmcii disiiriir. Yiiksek konsantrasyonlarda kalp
hizinda artisa neden olur. Keskin kokulu ve irritan olmasi nedeniyle anestezi
indiiksiyonu i¢in uygun bir ajan degildir. Solunum sayisinda artisa ve tidal
voliimde azalmaya neden olabilir (49). Ventilasyon hizindaki artisa ragmen

dakika vollimiinii ve alveoler ventilasyonu azaltir (53).
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Desfluranin  kan-gaz partisyon katsayisinin  (0.42) diisilk olmasi,
akcigerlerden eliminasyonunun hizli olmasi ve diisilk metabolizma oranina sahip
olmast nedeniyle derlenme hizlidir(49). Nondepolarizan kas gevseticileri
potansiyalize ederek iskelet kasinda gevseme yapar (49). Enfluran, sevofluran ve
izofluran ile karsilastirildiginda desfluran dokularda daha az ¢oziiniirliige sahiptir.
Bu nedenle de hepatotoksisite riski tagimadigi disiiniilmektedir (3). Ayrica,
hepatik kan akimini daha iyi korudugu ve daha az toksisiteye sahip oldugu i¢in
hepatobiliyer cerrahilerde 6ncelikli olarak tercih edilmektedir (4). Desfluran ile
onkosullanma uygulandiginda; TNF-a tarafindan uyarilan NF-KB ve p38
aktivasyonunu sinirlandirarak, NF-KB’nin c¢ekirdege ge¢isini engeller, ayrica
IKB’nin fosforilasyonunu ve NF-KB’den ayrilmasini da inhibe ederek hiicre

koruyucu etki gosterir (5).

2.5. Hayvan Deneylerinde Sicanlarin Kullanimi

Bu gibi deneysel caligmalar insan iizerinde etik olmadigindan ratlar
tizerinde ¢aligsmayi tercih ettik.

Wistar-Albino si¢canlar, saf olarak iiretilen ve medikal arastirmalarda
yaygin olarak kullanilan sigan tiirleridir (54-56). Ilk iiretim yerleri Madison,
Wisconsin’ de bulunan Spraque-Dawley ciftlikleridir. 1980 yilinin Ocak ayindan
itibaren ilk o©nce Gibco daha sonra da Harlan tarafindan iiretilmeye
baslanmiglardir (57). Eriskin erkekler 450-520 gram (g), disiler 250-300 ¢
agirh@indadirlar. Yasam stireleri 2.5-3.5 wyildir. Calismalarda 1980 yilindan

itibaren kullanilmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan

24.02.2022 tarih ve G.U.ET-22.021 numarali etik kurul onay1 alinarak Gazi

Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar

Merkezi’nde yapildi.

3.1. Denek Secimi

Ratlar her grupta 6 tane olmak {iizere, rastgele 5 gruba ayrildi. Calismada

agirliklart 250-350 gr arasinda degisen 30 adet, 4 aylik erkek Wistar Albino rat

kullanildi. Ratlarin 20-21.C sicaklikta, 12 saat gece 12 saat gilindiiz dongiisii

saglanarak anestezi uygulamasindan 2 saat 6ncesine kadar yemelerine izin verildi.

Tablo 4: Gruplarin Dagilimi

Gruplar Sayi(n)
Kontrol Grubu(Grup K) 6
Iskemi-Reperfiizyon Grubu(Grup i/R) 6
Iskemi-Reperfiizyon-Desfluran Grubu(Grup i/R-D) 6
Iskemi-Reperfiizyon-Fullerenol C60 Grubu (Grup I/R-F) 6
Iskemi-Reperfiizyon-Fullerenol C60-Desfluran(Grup I/R-F-D) 6
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3.2. Kullanilan Yontemler

Anestezi uygulamasi intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Ketalar®flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg ksilazin
hidrokloriir (Alfazyne®flakon %2, Ege Vet) ile saglandu.

Cerrahi prosediir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gerceklestirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan ratlara orta hat abdominal bolge
insizyonu ardindan porta hepatis eksplore edildi. Sham grubuna hepatik iskemi
yapilmaksizin sadece orta hat abdominal laparatomi yapilip kapatildi (Resim 1).

Kontrol Grubu (Gr K, n=6): Bu gruptaki ratlarda hepatik iskemi
yapilmaksizin sadece orta hat abdominal laparatomi yapilip kapatildi, islemden
dort saat sonra anestezi altinda abdominal kan alinmasi yontemi ile sakrifikasyon
sonrasinda ratlarin karaciger dokusu cikartildi ve bu dokuda histopatolojik ve
biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr iR, n=6): Bu gruptaki ratlara orta hat
abdominal laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp konuldu
(Resim2), 120 dakika iskemi ve 120 dakika reperfiizyon sonrasi anestezi altinda
abdominal kan alimmasi yontemi ile sakrifikasyon sonrasinda ratlarin karaciger
dokusu ¢ikartildi ve bu dokuda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler
yapildu.

Iskemi-Reperfiizyon-Desfluran Grubu (Gr IR-D, n=6): Bu gruptaki
ratlara orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp
konuldu. Saydam yapili, gaz giris-¢ikis deligi bulunan kapali bir fanus iginde,

basingli oksijen tankindan akimdlger ile oksijen ve standart volatil ajan
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vaporizatdrii ile desfluran bir hat yardimi ile fanus i¢inde anestezi verildi. Iskemi
periyodu ile birlikte minimum alveoler konsantrasyon (MAK) ratlar i¢in 1 olacak
sekilde, Iki saatlik iskemi sonrasinda yine anestezi altinda iki saatlik reperfiizyon
sonrasi ratlara intraperitoneal uygulanan ketamin (50 mg/kg) ile abdominal
aortadan alinan kan ile sakrifiye edilerek ratlarin karaciger dokusu ¢ikartildi ve bu
dokuda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.
Iskemi-Reperfiizyon-Fullerenol C60 Grubu (Gr iR-F, n=6): Bu
gruptaki ratlarda iskemiden 30 dakika once Fullerenol C60 100 mg/kg i.p yolla
uygulandi. Ratlarda orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise
mikrovaskiiler klemp konuldu, 120 dakika iskemi ve 120 dakika reperfiizyon
sonrast anestezi altinda ratlarin karaciger dokusu c¢ikartildi ve bu dokuda
histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.
Iskemi-Reperfiizyon-Fullerenol C60-Desfluran Grubu (Gr iR-F-D,
n=6): Intraperitoneal Fullerenol C60 100 mg/kg i.p yolla uygulandiktan 30 dakika
sonra orta hat abdominal laparatomi yapilip porta hepatise mikrovaskiiler klemp
konuldu. Saydam yapili, gaz giris-¢ikis deligi bulunan kapali bir fanus iginde,
basinglt oksijen tankindan akimdlger ile oksijen ve standart volatil ajan
vaporizatorii ile desfluran bir hat yardimi ile fanus i¢inde ratlar i¢in 1 olacak
sekilde verildi. iki saatlik iskemi sonrasinda yine anestezi altinda iki saatlik
reperflizyon sonrasi ratlara intraperitoneal uygulanan ketamin (50 mg/kg) ile
abdominal aortadan alinan kan ile sakrifiye edilerek ratlarin karaciger dokusu

cikartildi ve bu dokuda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.
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Resim 2. Porta hepatise mikrovaskiiler klemp konulmasi

3.3. Histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme Kirikkale Universitesi Histoloji Anabilim
Dali'nda yapildi. Fiksasyon isleminin ardindan Ornekler parafin bloklarla
hazirlandi. 5 pm'lik doku kesitleri hematoksilen ve eozin (H&E) kullanilarak
boyandi. Histopatolojik degerlendirmeler ve skorlama 1sik mikroskobu altinda

yapildi. Histolojik degerlendirmeler kor olarak ayni patolog tarafindan yapildi.
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Histopatolojik incelemede her preparatta hepatosit dejenerasyonu,
sinlizoidal dilatasyon, prenekrotik hiicreler ve parankimde mononiikleer (MN)
hiicre infiltrasyonu acisindan incelendi. Abdel-Wahhab ve digerleri tarafindan
kullanilan yar1 niceliksel degerlendirme teknigi (58). kontrol ve arastirma
gruplariin karaciger dokularinda incelenen yapisal degisiklikleri yorumlamak
icin kullanildi. Buna gore (-) (negatif noktalar) yapisal bir degisiklik olmadigini;
(+) (bir olumlu nokta): hafif degisiklikler; (++) (iki olumlu nokta): orta diizeyde

degisiklikler ve (+++) (iic olumlu nokta): ciddi yapisal degisiklikler.

3.4. Biyokimyasal degerlendirme:

Biyokimyasal inceleme Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali'nda yapildi. Karaciger dokusundaki oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu,
tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) diizeyleri ve CAT ve GST enzim
aktiviteleri olgiilerek degerlendirildi. TBARS testi, tiyobarbitiirik asit yontemi
kullanilarak lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in yapildi(59). TBARS
Ol¢iimleri, MDA'min, asidik pH'ta 532 nm'de maksimum emilim ile pembe bir
pigment olusturan tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu temel alinarak
gerceklestirildi ve standart bir MDA olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanildi.
CAT aktivitesi, Aebi yonteminde aciklandigi gibi 240 nm'de H202 tiiketimine
bagl absorbans azalmasinin Glglimiine dayaniyordu(43). GST enzim aktivitesi,
Habig ve arkadaslar tarafindan agiklanan yontem kullanilarak 6lgiildii(60). GST
aktivite yontemi, dinitrofenil glutatyonun (DNPG) azalmasina bagli olarak 340

nm'de absorbans artiginin Slglimiine dayanmaktadir. Sonuglar miligram protein
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basina uluslararasi birim cinsinden ifade edilir. ARE aktivitesi, Brites yontemi
kullanilarak 270 nm'de ve 25 °C'de absorbanstaki degisim izlenerek fenil asetatin

hidroliz hizinda 6lgtldi (61).

3.5. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz i¢in Windows icin Sosyal Bilimler Istatistik Paketi
(SPSS, Chicago, IL, ABD) 20.0 kullanildi. Her kategorik degisken Shapiro-Wilk
testi kullanilarak analiz edildi. Biyokimyasal ve histopatolojik parametreler
Kruskal-Wallis testi, Bonferroni diizeltme testi ve Mann-Whitney U testi
kullanilarak test edildi. 0,05'in altindaki istatistiksel deger anlamli kabul edildi.

Tiim degerler ortalama =+ standart hata (ortalama + SH) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular

Isik mikroskopisinde; hepatosit dejenerasyon gruplar arasinda anlamli
olarak farkli bulunmustur (p=0.003). I/R ve I/R-D gruplarinda kontrol grubuna
gore hepatosit dejenerasyon daha fazla gorilmustir (p<0.0001, p=0.043,
sirasiyla). Hepatosit dejenerasyon I/R-F, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.004, p=0.043, p=0.004
sirasiyla), (Tablo-5, Resim 1-6).

Siniizoidal dilatasyon gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur
(p=0.018). I/R grubunda kontrol grubuna gére siniizoidal dilatasyon daha fazla
goriilmiistiir (p=0.001). Siniizoidal dilatasyon I/R-F ve I/R-F-D gruplarinda I/R
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.001, p=0.031, sirasiyla),
(Tablo-5, Resim 1-6).

Piknotik c¢ekirdek gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur
(p=0.031). I/R grubunda kontrol grubuna gore piknotik ¢ekirdek daha fazla
goriilmiistiir (p=0.003). Piknotik ¢ekirdek I/R-F, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R
grubuna gore anlamli olarak disiik bulunmustur (p=0.037, p=0.037, p=0.011,
sirasiyla), (Tablo-5, Resim 1-6).

Parankimde MN hiicre infiltrasyonu gruplar arasinda anlamli olarak farkli
bulunmustur (p=0.003). I/R ve I/R-D gruplarinda kontrol grubuna parankimde
MN hiicre infiltrasyonu daha fazla goriilmiistiir (p<0.0001, p=0.023). Parankimde
MN hiicre infiltrasyonu I/R-F ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna gére anlamli

olarak diisiik bulunmustur (p=0.007, p=0.007, sirasiyla), (Tablo-5, resim 1-6).
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Nekroza giden hiicre gruplar arasinda benzer bulunmustur (p=0.113),

(Tablo-5, Resim 1-6).

Tablo 5: Rat Karaciger Dokusu Histopatolojik Bulgular1 [Ort = SH]

GrupK | Grupi/R | Grupi/R-F | Grupi/R-D | Grupi/R-F-D | P**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Hepatosit 0.33+0.21 | 1.67£0.21* | 0.67£0.21& 1.00+0.26*,& | 0.67£0.21& 0.003
dejenerasyonu

Siniizoidal dilatasyon | 0.50+0.22 | 1.83+0.31* | 0.83+0.17& 1.17+0.31 1.00+£0.26& 0.018
Piknotik ¢ekirdek 0.33+0.21 | 1.33+0.21* | 0.50+£0.22& 0.67+0.21& 0.67+0.21& 0.031
Nekroza giden hiicre | 0.33£0.21 | 1.00+0.00 0.50+0.22 0.83+0.31 0.67+0.21 0.113
Parankimde MN | 0.17+0.17 | 1.67+0.33* | 0.67£0.21& 1.00+0.26* 0.67£0.21& 0.003

hiicre infiltrasyonu

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda
&p<0.05: Grup i/R ile karsilastirildiginda

Resim 3: Grup K; Normal karaciger dokusu
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Resim 4: Grup i/R; iskemi reperfiizyon olusturulan rat karaciger dokusunda orta
dizeyde degisiklik

Resim 5: Grup-i/R-D; desfluran kullanilan rat karaciger dokusunda hafif orta
diizeyde degisiklik
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Resim 6: GRUP i/R-F; Fullerenol C60 kullanilan rat karaciger dokusunda hafif
dizeyde degisiklik

Resim 7: GRUP i/R-F-D; Fullerenol C60+ desfluran kullanilan rat karaciger
dokusunda hafif diizeyde degisiklik
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Karaciger MDA diizeyi acgisindan gruplar kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlamli fark vardi (p<0.0001). MDA diizeyi tiim gruplarda K grubuna
gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p<0.0001, p=0.012, p<0.0001, p<0.0001,
sirastyla). MDA diizeyi I/R-F, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna gére
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.0001, p=0.003, p<0.0001, sirasiyla), (Tablo
6).

Karaciger CAT enzim aktivitesi agisindan gruplar kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlaml fark vardi1 (p<0.0001). CAT enzim aktivitesi I/R, I/R-D ve I/R-F-
D gruplarinda K grubuna gore anlamli artmis olarak tespit edildi (p<0.0001,
p<0.0001, p=0.002, sirasiyla). CAT enzim aktivitesi I/R-F ve I/R-F-D gruplarmnda
I/R grubuna gére anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.0001, p=0.001, sirasiyla),
(Tablo 6).

Karaciger GST enzim aktivitesi agisindan gruplar kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlaml fark vardi (p<0.0001). GST enzim aktivitesi I/R, I/R-D ve I/R-F-
D gruplarinda K grubuna gore anlamli artmis olarak tespit edildi (p<0.0001,
p=0.004, p=0.010, sirasiyla). GST enzim aktivitesi I/R-F ve I/R-F-D gruplarinda
I/R grubuna gére anlamli olarak azalmis bulundu (p=0.001, p=0.027, sirasiyla),
(Tablo 6).

Karaciger ARE enzim aktivitesi agisindan gruplar kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlaml fark vardi (p<0.0001). ARE enzim aktivitesi /R ve I/R-D
gruplarinda K grubuna gore anlamli aazalmis olarak tespit edildi (p<0.0001,

p=0.015, sirastyla). ARE enzim aktivitesi I/R-F I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R

37



grubuna goére anlamli olarak artmis bulundu (p<0.0001, p=0.011, p=0.002,

sirasiyla), (Tablo 6).

Tablo 6: Rat Karaciger Dokusu Oksidan Durum Parametreleri(Ort = SH)

Grup K Grup i/R Grup I/R-F (n=6) Grup I/R-D Grup i/R-F-D p*
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

MDA 0.10+0.01 0.25+0.01* 0.14£0.01*,& 0.21+0.01*,& 0.16+0.01*,& <0.0001
(nmol/mg.pro)

CAT 385.75£32.07 | 170.93+£11.78* | 327.82+13.84& | 204.95£19.30* | 282.25+23.59*,& | <0.0001
(1U/mg.pro)

GST 1.10+0.07 0.58+0.04* 0.95+0.04& 0.78+0.05* 0.82+0.11*,& <0.0001
(1U/mg.pro)

ARE 1.24+0.07 0.78+0.03* 1.15+0.05& 1.01£0.07*,& 1.08+0.06& <0.0001
(1U/mg.pro)
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5. TARTISMA

Literatiirde hepatik I/R hasarinda desfluran anestezisi ile birlikte fullerenol
C60 uygulamasinin etkileri ile ilgili ¢cok az veri bulunmaktadir. Calismamizda
hepatik I/R hasarinda fullerenol C60'in desfluran anestezisi ile birlikte karaciger
dokusunda meydana gelen histopatolojik ve oksidatif hasar parametrelerini
inceledik. Uygulama kolaylig1 ve hizli emilim gibi avantajlart nedeniyle fullerenol
C60"1 intraperitoneal olarak uyguladik. Daha Onceki calismalari rehber olarak
kullanarak dozlara karar verdik (62, 63). Calismamizda karaciger dokusunda
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu MDA diizeyleri, CAT, GST ve ARE
enzim aktivitelerini Olcerek degerlendirdik. Kan Ornekleri genel hasari
gostereceginden, doku hasarini gostermek i¢in dokulardaki biyokimyasal
belirtecleri incelemek istedik. Sonu¢ olarak desfluran anestezisi ile birlikte
intraperitoneal fullerenol C60 kullaniminin hem histopatolojik hasart hem de
oksidatif hasar1 6nemli 6l¢iide azalttigini gosterdik.

Karacigerde I/R’ye bagli hasar olusmasmna cerrahi pratikte sikca
karsilasilmakta ve siddetli enfeksiyon, travma, sok, organ transplantasyonu gibi
durumlarda énemli rol oynamaktadir. iskemi-reperfiizyon; hepatik doku ve hiicre
yapisinda, metabolizmasinda hasar olusturarak karaciger fonksiyonlarinda kayba
neden olur. Dolayisiyla I/R hasari; prognozu, cerrahi basariy1 ve hastalar yasam
siresini etkileyen major faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
I/R hasarmnin mekanizmasinin ve kullanilan ajanlarm bu siirece etkisinin daha iyi
anlagilabilmesi icin yapilan bircok calismada genellikle rat modelleri

kullanilmuistir.
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Karaciger, oksijen kaynagima biiyiik 6l¢iide bagimlidir ve hipoksik veya
anoksik kosullara duyarlidir (64). Hepatik I/R hasari, genellikle karaciger
rezeksiyonu veya transplantasyon ameliyatini takiben karaciger fonksiyonlarinda
bozulmaya veya fonksiyon kaybma neden olur. Hepatik I/R hasari, benzer
patofizyolojik siiregleri paylasan, sicak ve soguk olarak iki tip I/R hasarini igerir.
Hepatik I/R hasar siirecinde rol oynayan faktorler veya yollar arasinda anaerobik
metabolizma, mitokondri, oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum asir1 yliklenmesi,
karaciger Kupffer hiicreleri ve nétrofiller ve sitokinler ve kemokinler bulunur
(65). Hidrojen peroksit (H,0O;) gibi reaktif oksijen tiirleri, siiperoksit anyonu (O, )
ve hidroksil radikalleri (HO ); DNA, proteinler ve lipitlerin peroksidasyonu, hiicre
6liimii, inflamasyon ve karaciger fonksiyonlarinda bozulma dahil olmak {iizere
cesitli patolojilere neden olan reperfiizyon hasarinda 6nemli bir rol oynarlar (66).
Buna gore, hepatik I/R hasarmi onlemek ve tedavi etmek igin reperfiizyon
sirasinda ROS'u ortadan kaldirabilecek metodolojiler gelistirmek 6nemlidir. Bu
amagla, potansiyel antioksidan terapdtik ajan fullerenol C60 deneysel ¢aligmalara
konu olmustur.

Oksidatif stres, hiicresel ROS seviyeleri, hiicresel enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin nétralize edici yeteneklerini astiginda ortaya cikar.
CAT, hepatositleri hasardan koruyabilen oksidorediiktazlardan biridir ve I/R
hasar1 sonrasi diizeyi azalmistir (67). GST, gesitli endojen ve ekzojen bilesiklerin,
hiicreleri oksidatif hasardan koruyan ana enzimatik olmayan hiicre antioksidani

olan glutatyon ile konjugasyonunu katalize eder. Karaciger dokusunda I/R sonrasi
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GST diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir (68). Benzer sekilde, hepatik I/R
hasarinda sonras1 CAT ve GST enzim aktivitelerinin azaldigini gézlemledik.

MDA, lipid peroksidasyonunun énemli bir iiriiniidiir ve serumdaki artisi
oksidatif stresin bir gostergesidir. Glutatyon 6nemli bir tiyol antioksidandir(63).
Katalaz, karaciger dokusunda 6nemli bir antioksidan enzimdir(66).Paraoksonaz-1
(PON-1), cesitli aromatik karboksilik asit esterlerinin, organofosfatlarin ve
laktonlarin hidrolizini katalize eden yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
tizerinde bulunan karacigerde sentezlenen bir enzimdir (69). Paraoksonaz-1,
laktonaz, tiyolaktonaz, arilesteraz ve arildiyalkilfosfataz (yaygin olarak
paraoksonaz olarak bilinir) gibi birgok enzimatik aktiviteye sahiptir (70).
Insanlarda, PON-1 aktivitesi ile lipid oksidasyon belirteclerinin serum
konsantrasyonlar1 arasinda giiglii bir negatif korelasyon gézlenmistir (71).

Reperfiizyon déneminden sonra hepatosit sismesi, vakuolizasyon, endotel
hiicre yikimi, MN hiicre infiltrasyonu ve hepatik parankimal hiicre nekrozu gibi
birgok histopatolojik degisiklik meydana gelir (72-74). Calismamizda, siganlarda
hepatik I/R hasarlanma modeli olusturularak patolojik degisiklikler simiile edildi.
Hasarli karaciger doku orneklerinde parankimde hepatosit dejenerasyonu,
sinlizoidal dilatasyon, prenekrotik hiicre, MN hiicre infiltrasyonu aragtirildi ve
hepsinde I/R sonrasi anlamli olarak yiikseklik tespit edildi.

Yapilan calismalarda giiglii inflamasyon modiilatorleri olarak bilinen
volatil anesteziklerin (75), kalp, akciger, karaciger ve bdbrek dokusu iizerinde I/R

hasar1 ve inflamatuar kaskadin1 modiile ettigi goriilmistiir (75-83).
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Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda desfluran, halotan, izofluran ve
sevofluran ile olusturulan 6n kosullamanin I/R’ye karsi doku koruyucu etkisi
oldugu bildirilmistir (84-86). Lee ve ark (76), desfluran, halotan, izofluran ve
sevofluran kullanimmin in vivo renal I/R hasar1 iizerindeki etkilerini
incelediklerinde; hepsinin renal I/R hasarinda koruyucu etkisi oldugunu ve bu
ajanlar icerisinde renal korunmada en az etkisi olan ajanin desfluran oldugunu
belirtmislerdir.

Desfluran, hizli iyilesme ve hizli ekstiibasyon sagladigi icin kliniklerde
siklikla kullanilan giivenli ve etkili bir anestezik ajandir (87, 88). Koksal ve ark.
laparoskopik kolesistektomi yapilan hastalar {izerinde yaptiklar1 g¢aligmada
desfluran ve sevofluran gruplarinda serum MDA diizeylerinde anlamli artig
oldugunu, bu artisin desfluran grubunda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica desfluran grubunda bronkoalveoler lavaj MDA diizeylerinde anlamli bir
artis ve desfluran grubunda serum SOD enzim aktivitelerinde kiigiik ama anlamli
bir artis oldugunu ve desfluranin sevoflurandan daha fazla sistemik ve bolgesel
lipid peroksidasyonuna neden olabilecegini bildirmislerdir (89, 90). Laparoskopik
abdominal cerrahi geciren hastalar lizerinde yapilan bir baska ¢aligmada ise
perioperatif donemde MDA ve protein karbonil diizeylerindeki artiga karsi
sevofluran ve desfluranin koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir  (90).
Aragtirmacilar, desfluran veya sevofluranin I/R hasarma karsi erken hepatik

koruyucu etkilere sahip oldugunu ve uzun vadeli sonuglarinin benzer oldugunu

belirtmislerdir (91).
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Desfluranin kardiyoprotektif etkisini arastirmak amaciyla Toller ve ark
(92) kardiyak I/R uyguladiklar1 kopeklerde desfluran ile &n kosullamanimn
miyokardiyal enfarkt alanimi azalttigini ve bunun hem sarkolemmal hem de
mitokondriyal K-ATP kanallarinin aktivasyonuna bagli oldugunu bildirmislerdir.

Fullerenlerin oksidatif hasara karsi karaciger koruyucu etkileri vardir (93,
94). Fullerenol C60'n bobrek, testis ve akciger dokularinda serbest radikal siingeri
gorevi gorerek koruyucu rol oynadigi bildirilmistir (95). Kuznietsova ve ark. suda
¢oziinlir bozulmamis C60 fullerenin asetaminofen kaynakli karaciger hasarimi
hafiflettigini bildirmistir (94). Baska bir ¢alismada fulleren C60 uygulamasinin,
siklofosfamid ile indiiklenen karaciger toksisitesi sonucu degisen karaciger enzim
diizeylerini ve MDA ve GSH, CAT, SOD aktivitelerini onemli Olgiide
normallestirdigi gosterilmistir (96). Injac ve ark. meme kanserli siganlarda
doksorubisin kaynakli hepatotoksisitede fullerenol C60 (OH) 24'lin potansiyel
hepatoprotektif etkilerini arastirmislardir. Fullerenoliin antioksidan o6zelligi ile
hepatoprotektif etkiye sahip olabilecegini bildirmislerdir (97). Bu nedenle, bu
calismada hepatik I/R hasarinda fullerenol C60'in antioksidan 6zelligini ortaya
koymay1 diisiindiik. Bu calisma, fulleren C60 ile tedavinin CAT ve GST
aktivitesini arttirdigin1 ve bunun koruyucu etkisi ile tutarli oldugunu gostermistir.
Ayrica Kartal ve ark. diyabetik si¢anlarda streptozotosin ile indiiklenen alt
ekstremite I/R hasar1 sonrasi fullerenol C60'mn iskelet kasi dokusu iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Fullerenol C60 uygulamasindan sonra kaspaz-3

aktivitesinin azaldigin bildirmiglerdir (98).
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Deneysel olarak rat karacigerinde iskemi olusturmada Young ve ark. (45)
murine modelini tanimlamiglardir. Buna gore; atravmatik vaskiiler klemp
kullanarak, sol lateral ve median karaciger loblarinin portal dolagimini saglayan
portal venin ve hepatik arterin kan akimini durdurmuslardir. Biz de ¢alismamizda
ratlarda hepatik iskemi olustururken murine (wistar) modeli’ni uygulamayi tercih
ettik. Bu parsiyel hepatik iskemi metodu ile es zamanli olarak kaudat ve sag
lateral loblarda portal dekompresyon saglanabilecegi i¢in intestinal (mezenterik)
vendz konjesyonu da engellemis olduk.

Ratlar tlizerinde yapilan caligsmalarda kullanilan volatil anesteziklerin 1.0
minimum alveoler konsantrasyon (MAK) degerleri birbirinden farklilik
gostermektedir. Volatil anestezik ajanlardan biri olan desfluran i¢in bu deger bazi
calismalarda % 5.7, bazilarinda ise % 6.0 veya % 6.7 olarak bildirilmistir (76, 99-
103). Calismamizda kullandigimiz vaporazitérde ondalik miktar ayari
yapilamadigi i¢in 1.0 MAK desfluran i¢in % 6.0 degerini uyguladik.

Calismamizda, hepatosit dejenerasyon ve siniizoidal dilatasyon anlamli
olarak fullerenol C60-1/R, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda, i/R grubundan daha
diisiiktiir. Piknotik ¢ekirdek I/R-F, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna
anlamli olarak diisiik bulunmustur. I/R ve I/R-D gruplarinda kontrol grubuna gore
parankimde MN hiicre infiltrasyonu daha fazla goriilmistiir. Parankimde MN
hiicre infiltrasyonu I/R-F ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna anlamli olarak
diisiik bulunmustur. Nekrozun gruplar arasinda benzer oldugu, ancak IR-D, iR-F
ve ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna gére daha az yaygmn oldugu bulundu.

MDA diizeyi I/R-F, I/R-D ve I/R-F-D gruplarinda I/R grubuna gére anlamli
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olarak diisiik bulundu. CAT, GST ve ARE enzim aktiviteleri I/R-F-D ve I/R-F
gruplarinda, I/R grubuna gore anlamli olarak daha yiiksekti. Desfluranin
histopatolojik ve oksidatif stres agisindan olumlu etkileri olmasina ragmen, I/R
grubu ile karsilastirildiginda anlaml bir fark yoktu.

Sonug olarak c¢alismamizda, si¢anlarda desfluran anestezisi uygulanan
deneysel hepatik I/R hasarlanma modelinde hepatik histopatolojik bulgular
(hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal dilatasyon, prenekrotik hiicre, parankimde
MN hiicre infiltrasyonu) ve ARE, CAT ve GST enzim aktiviteleri biyokimyasal
olarak incelenerek fullerenol C60'in antioksidan 6zellik ile koruyucu etkiye sahip
oldugunu gdstermistir. Fullerenol C60 kullanimi, karaciger nakli cerrahisinde I/R
hasarmin olumsuz etkilerini ve iligkili maliyetleri azaltabilir. Bu nedenle,
gelecegin en O6nemli hammaddeleri olan nanopartikiillerin arastirilmasi, klinik

ortamlar i¢in dnemli etkilere sahip olabilir.
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6. SONUC

Desfluran tek basina hepatik I/R hasarinda fullerenol C60 ile elde edilene
benzer koruyucu etki saglayamasa da fullerenol C60 ile birlikte oksidatif streste
benzer bir azalmaya ve fullerenol C60 ile histopatolojik sonuglarda iyilesmeye
neden oldugu gozlendi. Bu bulgular, desfluran anestezisi sirasinda fullerenol
C60'n organ koruyucu etkisini ima etmektedir; bu ayn1 zamanda cerrahi veya
karaciger hastaliklarinin  neden oldugu diger /R  hasarmi terapotik
nanopartikiillerle tedavi etmek icin gelecekteki caligmalara da bir temel
sunacaktir.

Calismamizda bazi kisithiliklar vardir. Birincisi, farelere ketamin ve
ksilazin ile anestezi uygulanmasiydi. Bu ajanlarin oksidatif hasar iizerindeki
etkileri goz ardi edilemez. Ayrica biyokimyasal olarak bazi parametreler
calisilabildi ve antiinflamatuar sitokin diizeyleri ¢alisilamadi. Bu mekanizmalari

tam olarak anlamak i¢in molekiiler histopatolojiyi incelemek 6nemlidir.
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8. OZET

Desfluran Anestezisi Uygulanan Sicanlarda Karaciger Iskemi
Reperfiizyon Hasarinda Fullerenol C60°1n Karaciger Dokusu Uzerine Etkisi

Karaciger cerrahisi ve transplantasyonu sirasinda kismi veya tam damar
tikaniklig1 donemleri kagmilmazdir ve iskemi-reperfiizyon hasarma (IR) neden
olur. Nanotip, insan sagligmi korumak ve gelistirmek amaciyla biyomedikal
bilimler, fizik ve miihendislik gibi disiplinler arasi etkilerle ortaya ¢ikan en son
teknolojiyi kullanir. Disiplinlerarasi arastirmalar, antioksidan nanopartikiillerin
potansiyel tedavi edici maddeler olarak tanitilmasini beraberinde getirmistir. Bu
calismanin amaci karaciger IR hasarinda fullerenol C60 uygulamasinin ve
desfluran anestezisinin karaciger dokusu tizerindeki etkilerini arastirmakti.

Otuz sigan rastgele bes gruba ayrildi: kontrol (K), iskemi-reperfiizyon
(IR), IR-desfluran (IR-D), Fullerenol C60-iskem reperfiizyonu (F-IR) ve
Fullerenol C60-iskemi reperfiizyon-desfluran (F-IR-D). IR, IR-D ve F-IR-D
gruplarinda, porta hepatis 120 dakika siireyle klemplendikten sonra hepatik iskemi
indiiklendi ve ardindan 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Fullerenol C60
gruplarina iskemiden 30 dakika Once intraperitoneal 100 mg/kg fullerenol C60
uygulandi. IR-D ve F-IR-D gruplarma IR sirasinda desfluran (%6) uygulandi.
Tim gruplar anestezi altinda sakrifiye edildi. Karaciger doku &rnekleri
hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi. Doku
orneklerinde malondialdehit (MDA) diizeyleri, katalaz (CAT), glutatyon-s-
transferaz (GST) ve arilesteraz (ARE) enzim aktiviteleri 6l¢iildii.

I/R grubunda IR-D, F-IR ve F-IR-D gruplarina gére ¢ok daha fazla

hepatosit dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon ve parankimal mononiikleer hiicre
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infiltrasyonu vardi. Katalaz ve GST enzim aktivitesi FC60-IR grubunda IR
grubuna gore anlamli derecede yiiksekti. MDA diizeylerinin IR-D, FC60-IR ve
FC60-IRD gruplarinda iR grubuna gére anlamli derecede diisiik oldugu gériildii.
Desfluranli intraperitoneal fullerenol C60 oksidatif stresi azaltti ve
karaciger hasarini diizeltti.
Anahtar  Kelimeler: FullerenolC60, Desfluran, Iskemi-reperfiizyon,

Karaciger, Biyokimyasal analiz, Histopatolojik analiz
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9. ABSTRACT

Effectg of Fu}lerenolc60 (Fullc60) On Liver Tissue in Liver Ischemia-
Reperfusion Injury In Rats Undergoing Desflurane Anesthesia

During liver surgery and transplantation, periods of partial or total vascular
occlusion are inevitable and result in ischemia-reperfusion injury (IR).
Nanomedicine uses the latest technology, which has emerged with
interdisciplinary effects, such as biomedical sciences, physics, and engineering, to
protect and improve human health. Interdisciplinary research has brought along
the introduction of antioxidant nanoparticles as potential therapeutics. The goal of
this study was to investigate the effects of fullerenolC60 administration and
desflurane anesthesia on liver tissue in liver IR injury.

Thirty rats were randomly divided into five groups: control (C), ischemia-
reperfusion (IR), ischemia-reperfusion-desflurane (IR-D), fullerenol C60-
ischemia reperfusion (F-IR), and fullerenol C60 - ischemia reperfusion-desflurane
(F-IR-D). In the IR, IR-D, and F-IR-D groups, hepatic ischemia was induced after
the porta hepatis was clamped for 120 min, followed by 120 min of reperfusion.
Intraperitoneal 100 mg/kg Fullerenol C60 was administered to the fullerenol
C60 groups 30 min before ischemia. Desflurane (6%) was administered to the IR-
D and F-IRD groups during IR. All groups were sacrificed under anesthesia. Liver
tissue samples were examined under a light microscope by staining with
hematoxylin-eosin (H&E). Malondialdehyde (MDA) levels, catalase (CAT),
glutathione-s-transferase (GST), and arylesterase (ARE) enzyme activities were

measured in the tissue samples.

58



The IR group had considerably more hepatocyte degeneration, sinusoidal
dilatation, and parenchymal mononuclear cell infiltration than the IR-D, F-IR, and
F-IR-D groups. Catalase and GST enzyme activity were significantly higher in the
F-IR group than in the IR group. The MDA levels were found to be significantly
lower in the IR-D, F-IR, and F-IR-D groups than in the IR group.

Intraperitoneal FullerenolC60 with desflurane reduced oxidative stress and
corrected liver damage.

Keywords: Fullerenol C60, Desfurane, Ischemia-reperfusion, Liver,

Biochemical analysis, Histopathological analysis
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