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Dipiridamol'iin gecici karaciger iskemilerinde iskemi -
reperfiizyon hasari iizerine etkileri

The effect of Dipyridamole on transient ischemia - reperfusion injury of the liver
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OZET: Dipiridamole'iin karaciger iskemi-reperfiizyon ha-
sari iizerine olan etkilerini arastirmak amaciyla, rat mode-
linde 20 dakikalik iskemi ve 30 dakikalik reperfiizyon yapi-
larak karaciger fonksiyvon testleri, karaciger doku ATP
oranlary ve karacigerin su oranlart tayin edilmistir. Ayrica
karaciger histopatolojisi incelenmigtir. Deney 12 ser ratlik
2 grupta erkek Wistar ratlarinda yapldr. Kontrol grubun-
daki hayvanlara 20 dakika siireyle Pringle yontemiyle iske-
mi uygulanmistir. Tedavi grubunda ise laparotomiyi taki-
ben mezenter venden intravendz injeksiyon seklinde 5 mg/
kg dozda Dipiridamole verilmig, ilacin yeterli doku konsant-
rasyonuna ulagmast icin 15 dakika beklenmis ve Pringle
manevrast yapunustir. Iskemiyi takiben 30 dakika reperfiiz-
yon yapunus ve bu siirenin sonunda hayvanlardan kan ve
karaciger doku érnekleri alinmugtir. Sonugta yapilan istatis-
tiki karsdagtirmada SGOT ve SGPT ve LDHs seviyelerinde
ilag verilmis olan grupda elde edilen ortalamalar anlamit
derecede farklt bulunmustur (p<0.001). Karacigerin yas ve
kuru agirliklart ile aralanindaki farkin istatistiki karsilagtir-
maswinda yas afirliklar arasinda istatistiki olarak anlaml
bir fark yoktur (p=0.265). Karaciger dokusundaki ATP
oranlarin istatistiki karsilasiirmalary aralarindaki fark da
anlamli degildir (p=0.81). Histopatolojik incelemede kont-
rol grubunda mikrovaskiiler tromboz bulgular: gozlenirken
Dipiridamole grubunda ilacin antiagregan etkisi nedeniyle
‘bu bulgular goriilmemistir. Sonug olarak enzim yiiksekligi
ve histopatolojik bulgular isiginda Dipiridamole tedavisinin
Pringle manevrast ile yaranlan karaciger iskemisinde geli-
sen iskemi-reperfiizyon hasarint anlamiy derecede onledigi
gozlenmigtir.

GIRIS ve AMAC

Daha dnce yapilmis bircok caligmada karacigerin
normotermik iskemiye dayanma giiciiniin uzun ol-
dugunu gosteren bulgular elde edilmistir. Karaci-
gerin 30-40 dakikalik normotermik iskemileri ko-
laylikla tolere edebildigi hatta bir seride 75
dakikaya kadar uzayan iskemide hepatositlerde
nekroz olmadig: gosterilmigtir(1-4)

Gelis tarihi: 7.1.1997, Kabul tarihi: 25.2.1997
Tiirk Gastroenteroloji Dergisi, 1997

SUMMARY: The effects of Dipyridamole, on hepatic dys-
function produced by portal inflow occlusion was investi-
gated in an experimental model of male Wistar rats. In the
treatment group 5 mg/kg Dipyridamole was administered
through the mesenteric vein 15 minutes prior to inflow oc-
clusion. Warm ischemia was achieved by application of
Pringle's maneuver for 20 minutes to both control and
treatment groups. Reperfusion was established by the re-
moval of clamps after 30 minutes. At the end of the reperfu-
sion period, blood samples were obtained for SGOT, SGPT
and LDHs. Livers of the animals were removed for tissue
water content and ATP concentrations. Also histopatholog-
ic examination of the liver tissue were performed. Tissue
ATP level and tissue water content were not significantly
different among the two groups (p=0.265, p=0.81). The
mean SGOT, SGPT and LDHS5 levels were significantly
higher in the control group compared to those of the treat-
ment group (p<0.0001 and p<0.0001 respectively). Histo-
pathologic examination showed significant intravascular
thrombosis in the control group while in the Dipyridamole
group only minimal changes were observed. It is conclud-
ed that , Dipyridamole pre-treatment prevents the damage
caused by transient ischemia to hepatocytes by preventing
microvascular thrombosis.

Dipiridamole, phosphodiesterase enzimini inhibe
ederek trombosit i¢indeki cAMP diizeyini diigiir-
mek suretiyle agregasyon yetenegini azaltan bir
ilagdir (5). Dipiridamole'tin oral uygulanmasindan
sonra antitrombotik etkisi tam olarak kanitlanama-
sa da parenteral uygulamasm takiben ve 6zellikle
de iskemi nedeniyle hasarlanan endotel {izerine
trombosit agregasyonunu engelledigini ortaya ko-
yan ¢alismalar mevcuttur (6). Karaciger hiicreleri-
nin rejeneratif yeteneginin ¢ok fazla olmasi nede-
niyle  fokal hepatosit nekrozu ile seyreden
hasarlarin (6rnegin iskemik hiicre oliimleri) etkisi
kisa siireli olmaktadir. Olaya mikrotrombiisler agi-
sindan bakildiginda, hepatosit kan akiminda olusa-
cak degisikliklerin kalici olabilecegi ve ayru za-
manda metabolik olaylarm etkisini
siddetlendirecegi diigiiniilmektedir. Bu nedenle an-
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tiagregan bir ajan olan Dipiridamoleiiin parenteral
uygulanmasin: takiben portal okliizyon ile olustu-
rulan karaciger iskemi-reperfiizyon hasari tizerine
olan etkilerini aragtirmay1 amacladik. Boylece iske-
mi-reperflizyon hasarina mikrotrombuslar sonucu
olugan kalict morfolojik bozukluklarin etkisi incele-
necektir. Ayrica karaciger dokusunda ATP bakila-
rak akut iskemi ve anaerobik metabolik aktivitenin
etkisi de aragtirilacaktir.

MATERYAL VE METOD

Dipiridamole'iin karaciger iskemi-reperfiizyon ha-
sari lizerine olan etkilerini aragtirmak amaciyla
250-280 gr agirhginda erkek Wistar ratlari kullanil-
di. Deneyler Ankara Tip Fakiiltesi Deneysel Aras-
tirma ve Hayvan Laboratuarinda gergeklestirildi.

Ik grupta 12 adet rat kontrol amaciyla kullaruldi.
Bunlara 30 mg/kg IM Ketamin ile standard aneste-
zi yapilmasmu takiben hayvanlar ekstremitelerin-
den ameliyat tablasina tesbit edildiler. Gerekli anti-
sepsiyi takiben 4 cm lik medyan laparotomi
yapild1. Ince barsaklarin disar1 aliup 1slak bir tam-
ponla korunmasimu takiben duodenumun hemen
- lizerinden portal triad bulunup ince bir lastik bant
ile askiya alinip, kan akimi olmayacak gekilde ok-
lizyon saglandi. Yirmi dakikalik iskemi periyodu-
nu takiben lastik bant acilip reperfiizyon saglands.
“Ilag grubundaki 12 adet rata da aym prosediir uy-
guland1. Tek fark olarak laparotomiyi takiben énce
. mesenterica superior veninin ¢ekuma yakin uygun
bir noktasmdan 26G igne ile damara girilerek 5
mg/kg olacak sekilde % 5 Dekstrose iginde sulandi-
rilmis olan Dipiridamole (Persantin®, Dr Karl Tho-
mae GmbH, Birkendorfer Strasse 65, 88397 Bibe-
rach an der Riss, Germany) intravendz olarak
verildi.. llacin doku konsantrasyonunun artmasi
amactyla 15 dakika beklendikten sonra portal triad
okliizyonu yapildi. Takiben prosediir bu gruptaki
hayvanlara da aynen uygulanda.

Otuz dakikalik reperfiizyonun sonunda tim hay-
vanlara sol torakotomi yapilip kalbin sol ventrikiil
apexinden 18G igne ile yapilan ponksiyonla 4 cc
kan alindi. Kan 6rnegi alinan enjektérler énceden
Heparin ile yikanmisti. Daha sonra standard tiiple-
re alinan kan 6rnekleri +4 C 1sida muhafaza edildi.
Kan 6rnegi alimini takiben hayvanlarin karacigerle-
ri stiratle gikarilarak sag ve sol loblar ayrildi. Sol
lobdan yaklagik 0.5 gr. doku su igerigini hesapla-
mak tiizere kesildi ve hemen tartilarak yas agirlik
olgtldi. Karaciger su igeriginin hiicre 6demini yan-
sittig1 icin hiicre canlilifs igin iyi bir parametre ol-

Elverdi ve Ark.

dugu literatiirde gosterilmistir (7). Kalan karaciger
dokusu aliminyum folyeye sarilarak siv: azotta -70
C'de muhafazaya alindi. Yag agirhif Slctilen doku-
lar +80 C 1sida kurutma firininda 72 saat bekletile-
rek kurutuldu. Kuru agirhklarin &lgiilmesini taki-
ben yas ve kuru agirliklar aras: fark hesaplanarak
doku su oranlar tesbit edildi. Alnan kan &rnekle-
rinde SGOT, SGPT, LDHjs (Lactat dehydrogenase
karaciger izoenzimi) enzimlerine bakildi. Siv1 azot-
ta korunan karaciger dokusunda ise ATP miktar1
tesbit edildi. Enzim tayinleri Ankara Tip Fakiiltesi
Merkez Biyokimya Laboratuarmda yapildi. SGOT
ve SGPT icin dl¢imler Ppt IFCC Kinetik VV Metot
340 nm Beckman Synchron Spectrophotometrede
yapildi. SGOT ve SGPT igin kullanilan kitler Gok-
han firmasi, Istanbul, Tiirkiye'den temin edilen G-
223, G224, G225,G-226, G-195, G-196, G-197, ve G-
198 kitleriydi. LDHs ise Beckman Paragon LDH
izoenzim kiti ile ¢alisildi.

Histopatolojik degerlendirme kontrol ve deney
grubuna ait hayvanlardan alman karaciger érnekle-
ri %10 tamponlu formalinde tespit edildi. Daha
sonra ornekler, dereceli alkollerden gecirilerek de-
hidrate edildi. Xylol icerisinde seffaflagtirild1. Para-
fine gémiildi. Parafin bloklardan alman 5 (m kalin-
ligndaki kesitler hematoksilen-Eosin ve Toluidin
mavisi ile boyandi. Zeiss Axioskop fotomikroskobu
altinda degerlendirildi.

Doku ATP miktar: ise Ankara Tip Fakiiltesi Farma-
koloji ~Anabilim Dali laboratuarlarinda SIGMA
366-A kiti ile yapildi. Bu yontemde karacier doku-
su mekanik olarak homogenize edildikten sonra
doku iginde mevcut ATP 3-phosphoglycerate ile
Phosphoglycerate Phosphokinase enzimi varligin-
da reaksiyona sokularak ADP + 1,3 Diphosphogl-
ycerate'a cevrildi. Daha sonra 1,3-
Diphosphoglycerate, Dihydronicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) ile Glyceraldehyde Phospha-
te Dehydrogenase enzimi varliginda reaksiyona so-
kuldu. Sonugta NADH nin oksitlenmesi ile agifa ¢1-
kan Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) nin

340 nm de absorbans: Olgiilerek baslangicta 1mg.
doku ile reaksiyona giren ATP nin miktar: orantiile
tesbit edildi.

Sonuglar bilgisayar yardim ile SPSS for Windows
hazir istatistik programinda "paired t" testi ile de-
gerlendirildi.

SONUCLAR

Dipiridamole verilmis olan ve kontrol grubunda
bulunan hayvanlardan elde edilen SGOT, SGPT ve
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LDHj5 seviye ortalamalar: ile bunlarin istatistiki de- i OpIPiRIDAMOL

gerlendirmeleri Tablo 1'de verilmistir. Izlendigi
tizere, ilag verilmis olan grup ile kontrol grubu ara-
sinda SGOT, SGPT ve LDHjs seviyeleri arasindaki
fark, istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p<0.001,p< 0.0001 ve p<0.0001).

0,2 1

0,1

Tablo 1. Dipiridamole ve kontrol gruplarinda elde edilen en- 003
zim diizeylerinin karsiastirmali dékiimii. SGOT, SGPT ve
LDHjs Student 1 testi ile gruplar arasinda anlamli olarak farkli-

o

. ] .
= Sekil 1. Her iki grupta karaciger dokusundaki ATP miktarlar
SGOT SGPT LDH5
(IU/L) (IU/L) (IU/L) oo L
900 +
Dipiridamole 52449504 21645481  795.11+256.91 RE
e obiPirRiDAMOL
Kontrol 982.08+347.52 600.25£219.7 1943.11+ 845.75 700 4
"t" Degeri -4.44 -6.23 -4.96 600 4
p< 0.001 0.0001 0.0001 0
400 5
300 1
Karacigerin yag ve kuru agirhiklar ile aralarindaki 20
farkin dékiimii ve bu sonuglarin istatistiki karsilas- 100
tirma sonuglari Tablo 2'de verilmistir. Her iki grup- o
tan elde edilen karaciger 6rneklerinin yas agirlikla- Sekil 2. Her ikt gruptaki kan SGOT seviveleri,

r1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
yoktur.(p=0.265) Benzer sekilde her iki grupta ayr1
ayr1 hesaplanan yag ve kuru agirliklar aras: farkla- 00 |
rin istatistiki karsilastirmalarmda anlamli bir fark
elde edilememistir. (p=0.476 ve 0.259)

Karaciger dokusundaki ATP oranlar1 ve bunlarmn
istatistiki karsilastirmalari Tablo 3'de verilmistir. a00
Kontrol grubunda 20.22+ 2.40 nmol/mg olan oran
Dipiridamole grubunda 21.34+4.02 bulunmustur.
Aralarindaki fark Student t testi ile istatistiki olarak L
anlamh degildir (p=0.81).

700
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400 4

0

Sekil 3. Her iki gruptaki kan SGPT seviyeleri.

Tablo 3. Dipiridamole ve kontrol gruplarinda karaciger ATP
diizeylerinin karsilagnirmali dokiimii. Aralarindaki fark Student

t testi ile istatistiki olarak anlamh degildir. Histopatolojik incelemede kontrol grubunda tiim
KONTROL ATP DIPIRIDAMOLE ATP orneklerde mikrovaskiiler trombiis olugumu ve bu-
(nmol/mg) (nmol/mg) na bagh gelisen hepatosit hasarmm Dipiridamole
P VN2 verflen gruba gore daha siddetli oldugu gériilmek-

‘ tedir. Kontrol grubunda damar duvarinda 6dem

t' Degeri: 0.81 p: 0437 hiicre adhezyon ve agregasyonu, siniizoidlerde ge-

Tablo 2. Dipiridamole ve kontrol gruplariun yag ve kuru agirlik ortalamalar ile bu agirliklar aras: farklarin ortalama degerleri ve
istatistiki kargilagtirmalan

DIPIRIDAMOLE KONTROL "t" DEGERI p
YAS AGIRLIK (mg) 716.67+178.8 653.33+144.05 1.17 0.265
KURU AGIRLIK (mg) 216.67+43.55 209.17439.19 o074 0.476

FARK 500+137.97 ' 444.17+125.88 1.19 R
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Sekil 4. Her thi eripuaki kan LOHS sevivelert.
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Sekil 5. [fer ki cruptaki karaciger dokifsu orailart.

Sekil 6. Avmtrol grubuna anr fotografla damar duvarmda
gdem (=) hiicre adhezyon ve agregasvonu (1) goriiliivor. He-
patositler net olarak izlenememektediv. Siniizoidlerde genigle-
me ve diizensizlik vardur (x 20 Toluidin mavisi).

nigleme ve diizensizlik vardir. Ayrica hepatositler-
de vakuolizasyon ve dejenerasyon, sintizoid kilcal
damarlarda dlzensizlik izlenmekte interstisyel
alanda inflamasyon ve hiicre infiltrasyonu goral-
mektedir (Sekil 6,8,10). Deney grubunda damar du-
vari saghikl olarak izlenmistir. Hepatositler saghk-
li, etraflanindaki sintizoid kilcal damarlar
diizenlidir (7,9).

TARTISMA

Literatiirde bir¢cok calismada karaciger iskemisinin
ratlarda 30 dakika ve daha uzun stirelerde yiiksek

TS e w
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Sekil 7. Denev grubunu ait fotografda damar duvarr saghily
olarak izlenivor (=), hepatoositler saghkly olarak izlenmekte
ve etrafindaki siniizoid kilcal damarlar diizenlidir (x 20 Tolui-
din mavisi.

Sekil 8. Koniral gribima it foiografta damear divarinda ad-
hezvon ve agresyon (—) izlenmektedir (x 100 Hematoksilen -
Eozin)

e

Sekil 9. Deney grubune ail foiografia damar duvears ve endotel
hiicreleri (T) diizgiin gériilmekte, hepatositler saghkl gérii-
niimde, krlcal damarlar net olarak izlemmektedir (x 100 H.E.}

mortalite ile seyrettigine deginilmistir. Van der Me-
er ve arkadaslarmin yaptig1 calismalarinda ratlar-
da tolerabl iskemi siiresinin 20 dakika oldugu belir-
lenmistir(8). Biz de caligmamizda bu siireyi 20
dakika olarak belirledik.
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Sekil 10. Konirol grubuna ait forografta, hepatosulerde vaku-
olizasyon ve dejenerasyon (=), siniizoid kilcal damarlarda dii-
zensizlik izlenmekte interstisyel alanda inflamasyon ve hiicre
infiltrasyonu meveuttur (T) (x 100 Toluidin mavisi),

Bu calismada dahil olmak tzere pek ¢ok galigma
karacigerin iskemi toleransi ve bunun iyilestirilme-
si lizerinde modeller bulunmaya calisilmaktadir (9-
10).

Bu calismada Dipiridamole grubunda SGOT, SGPT
ve LDH5 enzimlerinin kontrol grubuna oranla da-
ha az ytikselmesi karacigerdeki parankim hasari-
nm az oldugunu goéstermektedir. Parankim enzim-
leri 6len hepatositlerden ve iskemik hasar sonucu
membran gecirgenligi bozulan hepatositlerden agi-
ga cikmalkta ve iskemi siddeti ile korelasyon goster-
mektedir (11).

Histopatolojik degerlendirme ile kontrol grubuna
ait orneklerde genel olarak hepatositler igersinde
vakuolizasyon ve kopiiksii bir gortinimle dejene-
rasyon bulgulart dikkat ¢ekti, sinfizoid kilcal da-
marlar bu grupta net olarak izlenemiyordu. Damar
duvarlarinda goriilen 6dem ve limende biyiik &l-
clide kan hiicrelerinin yaptig1 adhezyon ve tikaglar
damar duvarlarinin géralmesini giglestiriyordu.
Bu bulgular mikrovaskiiler tromboz ve buna bagh
hepatosit hasar1 olarak yorumland:i. Dipiridamole
grubuna ait histopatolojik kesitlerde ise kontrol
grubu ile kiyaslandiginda hepatositler hiicre sinur-
lar1 belirgin ve saglikli gériiniimdeydi. Sintizoid
kilcal damarlar net olarak izleniyordu. Damar du-
vari ve endotel saglam, damar duvarlarinda adhez-
yon ve agregasyon tespit edilmedi. Interstisyel do-
kuda 6dem ve inflamasyon mevcut degildi. Bu
bulgular 1s1¢inda Dipiridamole'iin esas olarak anti-
agregan ozelligi ile iskemi sonrasi bu histolojik tab-
loyu olusturdugunu diigtinmekteyiz. Parankim en-
zimlerinin iki grup arasindaki anlamh farki bu
antiagregan 6zellikle agiklanabilir. Dipiridamole is-
kemik siirede mikrovaskiiler yataktaki trombozu
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engellemekte ve buna baglh olusan hepatosit hasari-
1 azaltmaktadir.

Iskemik dokuda anaerobik siklus nedeniyle ATP
hizla tiiketilir. Anaerobik metabolizma ile sentezle-
nen ATP doku enerji gereksinimini bir siire saglasa
da, gelisen asidoz ve bu siire zarfinda agiga gikan
serbest oksijen radikalleri reperfiizyon sonrasi olu-
san hasardan sorumludur. Reperfiizyon sonrasinda
hiicre hasar1 devam etmesine ragmen bir ¢ok arasti-
ric1 doku ATP konsantrasyonunu ytiksek bulmus-
tur. Reperfiizyon sonrasi ortaya gikan ATP, postis-
kemik dénemde hiicrelerde aerobik
metabolizmanin tekrar basgladigimni gostermekte ve
hiicre canlilifmin olciilebilmesi igin iyi bir kriter
olarak kabul edilmektedir (12). Doku ATP konsant-
rasyonu iskemi sonrasi ge¢ donemde anlamh bir
gosterge olarak kabul edilmesi giictiir. Bunu des-
tekler tarzda literatiirde iskemi-reperfiizyon doku
hasarun él¢timiinde ATP'nin uygun bir kriter olma-
digini gosteren ¢alismalar vardir (7). Bizim galisma-
mizda Dipiridamole kullanilan grupta doku ATP
konsantrasyonu kontrol grubuna oranla daha ytik-
sek olmasmna ragmen istatistiki agidan anlamh bir
fark bulunmamustir. Bu her iki gruptada ATP sente-
zinin erken fazda gerceklestigini gostermektedir. 20
dakikadan az strelerde seri olarak yapilacak ATP
olgtimleri kanimizca iki grup arasmda reperfiizyon
sonrast ATP rejenerasyon hizi arasmdaki fark: gos-
terebilir. Dokuda iskemi-reperfiizyon hasarim 6n-
leyici rolii oldugu diigtintilen ajanlarin ATP diizey-
lerine  direkt olarak etkinlii tartisilabilir.
Kanimizca doku ATP diizeyindeki azalmalar hiicre
diizeyinde gelisen hipoksi ile korelasyon goster-
mekte ve diger faktorlerden indirekt olarak etkilen-
mektedir. Reperfiizyon sonrasinda ATP konsant-
rasyonu yiiksek bulunmasmna ragmen hepatosit
membran doku hasar1 devam etmekte ve serum
SGOT, SGPT, LDHs diizeyleri yiiksek bulunmakta-
dir. Parenkim enzimlerinin yar1 émirleri ATP'den
¢ok daha uzun olup 1.5- 2 giin arasinda degismek-
tedir. Sonug olarak ATP-duzeylerinin doku hasari-
ni 6lgmede anlamli bir kriter olmadigmi disiin-
mekteyiz. Ayrica ATP diizeyleri iskemi haricinde
ATP'nin dolasimdaki diizeyi, endotoksemi, asidoz
ve histamin, kinin, kallikrein katekolamin v.b. va-
zoaktif aminlerin seviyelerinden de etkilenmekte-
dir (12).

Dipiridamole'e benzer bir madde olan OKY-046 nin
verilmesi ile karaciger su igeriginin reperfiizyon so-
nunda azaldig1 gosterilmis ve bunun hiicre 6demi-
ni azaltarak hiicre canlih@ icin iyi bir parametre ol-
dugu iddia edilmigtir (7). Ancak- bzzhm
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calismamuzda iki grup arasmnda su igerigi acismn-
dan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamis-
tir.

Literatiirdeki deneysel ¢alismalarin hemen tamam
normal karacigerler {izerinde gerceklestirilmistir.
Halbuki, gergekte karaciger rezeksiyonu yapilacak
karacigerlerin ¢ogunlugunda karaciger rezervi kis-
men de olsa azalmistir. Bu nedenle iskemi-
reperfiizyon hasarlarimni azaltacak farmakolojik mii-
daheleler bu vakalarda daha anlaml olacaktir. Yu-
karida da soz ettigimiz gibi hepatik akimin durdu-
rulmasin1 takiben Kkaracigerde gelisen olaylar
iskemi-reperfiizyon gibi karmagik bir olaylar dizisi-
dir. Bu durum bize olaya farmakolojik olarak farkl
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basamaklarda miidahele edebilme olanag dogur-
maktadir. Bu farkli basamaklara yonelik olarak
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