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KISALTMALAR

ATP  :Adenozin trifosfat

ROS  :Reaktif oksijen tiirevleri
NO :Nitrik oksit

IR :Iskemi reperfiizyon
PMNL :Polimorfoniikleer I6kosit
Epo :Eritropoetin

TNF  :Tiumor nekrozis faktor
AIR :Aortik iskemi reperfiizyon
IAA :Infrarenal abdominal aorta
SOD  :Siiperoksit dismutaz

KAT :Katalaz

Gprx  :Glutatyon peroksidaz
MDA  :Malondialdehid

Ca :Kalsiyum

SR :Serbest radikal
AA :Arasidonik asit
Oy :Siiperoksit

OH :Hidroksil

HOCL :Hipoklorik asit

H,0, :Hidrojen peroksit

DNA  :Deoksiriboniikleik asit

NADPH :Nikotinamid adenin niikleotid fosfat
C5a :Kompleman5a

LT :Lokotrien

IL :Interlokin

HPETE :Hidroperoksieikozatetraenoik asit
PG :Prostaglandin

TXA, .Tromboksan A,

ICAM :Intraselliiler adezyon molekiilii
PARP (PARS) : poli (ADP-riboz ) polimeraz
NAD  :Nikotinamid diniikleotid

Cu :Bakir

Zn :Cinko

Mn :Manganez

GSH  :Glutatyon

GSSG  :Okside glutatyon

AKK  :Aortik kros klemp

CO :Kardiak output

TBA :Thiobarbitiirik asit



1.GIRIS

Iskemi; orgam veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige baglh
olarak gelisen geri doniisiimlii veya doniistimsiiz hiicre/doku zedelenmesidir (1).
Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler
olusmaktadir. Iskemi hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre i¢i adenozin
trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalmaya yol acar. Bu durum hiicre
membraninin ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha
fazla kalsiyum, sodyum ve su girmesi ile sonu¢lanmaktadir. Iskemi sirasinda adenin
niikleotitinin yikimi da artmaktadir. Bu durum ise reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
prekiirsorii hipoksantinin hiicre ici birikimini artirmaktadir. Iskemi sonrasinda o
bolgedeki kan akiminin yeniden saglanmasi (reperfiizyon) ve hiicre i¢i molekiiler
oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS hizla olusmaktadir. Iskemi aym
zamanda endotel hiicrelerinde bazi1 proinflamatuar gen iiriinlerinin (l6kosit adezyon
molekiilii, sitokinler vb.) ve bioaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A, vb.)
sentezini artirirken, bazi koruyucu gen iiriinlerinin (yapisal nitrik oksit sentaz,
siklooksijenaz-2) ve bu enzimlerin {riinlerinin [nitrik oksit (NO), prostasiklin]
ekspresyon ve sentezini baskilamaktadir (2,3). Geri doniigsiiz hiicre hasarini
onleyebilmek icin organa/dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi gerekmektedir.
Ancak reperfiizyonun  gerceklestirilmesi, iskemik dokularda  iskeminin
dokuda/organda olusturdugu hasardan daha fazla bir hasara yol agabilmektedir (4).
Iskemi ve reperfiizyon periyodlarinda olusan bu zararli etkilerin tiimii iskemi-
reperfiizyon (IR) hasar1 olarak adlandiriimaktadir.

Iskemi ve repefiizyon klinikte ¢ok cesitli durumlarda gelisebilir. Bu azalmis
perfiizyon durumlarindan baglicalar1 ararinda akut arter tikanikliginin oldugu ¢esitli
vaskiiler patolojiler, arterlere klemp koymanin gerekli oldugu vaskiiler cerrahi
girisimler, iskemiye neden olmus vaskiiler travmalar, transplantasyon ve soktur. IR
herhangi bir organ yada dokuda gelistikten sonra iskeminin siiresi, siddeti ve organin
biiyiikliigiine bagh olarak hem o organda hemde uzak organlarda hasar gelisir. Temel
olarak iskemi sonrasi reperfiize edilen organda hiicresel biitiinliigiin bozulmasi
sonucu 6dem ve organ fonksiyon bozuklugu ile karakterize inflamatuar ve metabolik

bir hasar baslar. Olayin siddetine bagli olarak hasar hi¢cbir morfolojik degisikligin



olmadigi durumdan bariz makroskobik hasarin oldugu bir diizeye kadar degisik
derecelerde olabilir. Olay ¢ogu kez o organda simirli kalmayip aktive olan bir ¢cok
sistem ve toksik medyatorlerin etkisi ile aralarinda akcigerler, bobrekler, karaciger ve
kalbin oldugu esitli organ ile endotel ve epitel gibi her organda olabilen hiicreler
etkilenir. Klinikte reperfiizyon hasar1 sonrasi uzak organ yetmezligine bagh
komplikasyonlar 6liime bile yol acabilmektedir (5).

Akcigerlerde IR hasar1 kardiopulmoner bypas, pulmoner
tromboendarterektomi ve akciger transplantasyonundan sonra siklikla olugmaktadir
(6). Akcigerlerde olusan bu hasara lenfositler, pulmoner arteryal endotel hiireleri,
aveolar makrofajlar, pulmoner alveolar tip II hiicreleri aracilik etmektedir (7).
Aortanin gegcici okliizyonu ve takiben alt ekstremitelerin IR’i sonras1 akciger hasarin
ortaya ciktig1 bilinmektedir (8,9,10). Polimorfoniikleer notrofil 16kositlerin (PMNL)
alt ekstremitelerin IR’i nedeniyle olan akciger hasarinda esas role sahip oldugu
gosterilmistir ve azalmalar akcigerler iizerinde koruyucu bir etki gosterir (10).
Klinik uygulamada alt ekstremitenin gecici iskemisi inotrop ve ventilator destek
gerektiren sok ve akut akciger hasart ile sonuglanabilir (11). Ratlarda alt
ekstremitenin IR’i serum tiimor nerozis faktor (TNF) konsantrasyonunda anlamli bir
artisa ve sonrasinda da akcigerden NO iiretiminde artisa yol agmaktadir. TNF ve NO
alt ekstremite IR’nin neden oldugu akciger hasar1 progesinde anlamli gostergelerdir
(8,9,12,13).

Eritropoetin (Epo) 30.4 kDa molekiiler agirhginda bir glikoproteindir (14).
Baglica iiretim yeri eriskinlerde bobrek iken fetiiste karacigerdir. Epo iiretimi
karaciger ve bobrekte hipobarik hipoksi, iskemi ve anemi ile indiiklenen oksijen
defisitinin olusturdugu uyaranlar ile kontrol edilir (15).

Epo bugiin kronik bobrek yetmezligi, human immun yetmezlik viriisii
enfeksiyonu ve kemoterapi alan hastalarin anemilerinde kullanilir ve cerrahi
hastalarinda allojenik kan transfiizyonunu azaltir. Bir ¢ok c¢alisma eritrosit
iiretiminden 6te beyin, bobrek ve kalp gibi dokularin IR’ine bagl hasarlarin1 koruma
yeteneginde oldugunu gostermistir (16). Veriler Epo’ nun bu koruyucu etkilerinin,
sitokinin antiapopitotik 6zelligine bagli oldugunu gosterir. Beyinde Epo’ nun aym

zamanda IR sonrasi inflamatuar yanit1 azalttig: da bilinmektedir (17).



Epo’ nun abdominal aorta cerrahisinde aortik iskemi reperfiizyon (AIR)’ a
bagh akciger hasar iizerine etkileri heniiz yeterince aragtirrlmamistir. Bu calismada
Epo’nun infrarenal abdominal aorta (IAA) IR sonras1 akciger hasarina etkisi olup
olmadiginin deneysel olarak arastirilmasi amaclandi. Bunun igin rat {AA’ da IR
sonras1 akciger hasarina Epo’nun etkisi arastirildi. Bu amagla IR hasar1 biokimyasal
marker olarak akciger doku orneklerinde malondialdehid (MDA) seviyeleri ve
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), ve glutatyon peroksidaz (Gprx)
aktiviteleri ile dokulardaki histopatolojik degisiklikler incelendi.



2.GENEL BILGILER

2.1. iskemi

Iskemi tamm olarak dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger
metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamast ve olusan atik iiriinlerin
uzaklagtirilamamasidir. Iskemiye bagli doku hasarinda hiicresel enerji depolarinin
bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre 6liimiine neden olur (5).

Iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin énemi
belirtilmekle birlikte kismen azalmis reaktif oksijen tiirevleride hiicre 6liimiiniin
onemli aracilarindandir. ileride ayritili olarak anlatilacag gibi bu serbest radikal
tiirevleri hiicre iizerinde lipid peroksidasyonu ve diger zararhh etkilere neden olur
(18).

Sitoplazmik serbest kalsiyuam (Ca) normalde ATP bagimli Ca tasiyicilan ile
oldukga diisiik yogunluklarda (0.1 M den az) tutulur. Bu durum canliliginm1 kaybeden
mitokondrial ve endoplazmik retikulum Ca stoklar1 varliginda ve hiicre disi Ca
1.3mM oldugunda gecerlidir. Iskemi veya toksinler hiicre dist Ca’ min plazma
membranindan iceri akigina yol agar. Bunu hiicre i¢i stoklardan Ca’ nin serbest
birakilmasi izler. Artan sitoplazmik Ca sira ile cesitli fosfolipazlart (membran
hasarimi ilerletir), proteazlan (yapisal ve membran proteinlerini katabolize eder),
ATPazlan (ATP kaybin1 hizlandirir) ve endoniikleazlar1 (genetik materyali parcalar)
aktive eder (18) (sekil 1).

Iskemi klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik goriilen tipidir. Glikolitik
enerji iiretiminin devam edebildigi hipoksinin aksine, iskemi glikoliz icin gerekli
maddelerin salinmasina olanak saglar. Sonu¢ olarak iskemik dokularda anaerobik
enerji iretimide yeterli maddelerin tiilkenmesi veya normalde kan akimi ile
temizlenen metabolitlerin birikimiyle glikolizin engellenmesinden sonra durur.
Iskemi dokular1 hipoksinin zedelediginden daha cabuk zedeler. Hipoksinin ilk etkisi
hiicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu
izerinedir. Oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre i¢i ATP iiretimi belirgin olarak
azalir. ATP azalmasinin hiicre igindeki bircok sistemler iizerinde etkisi olur.

Yukarida tanimlandigi gibi sitoplazmik serbest Ca’ da bir artig vardir. Ayrica plazma
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membraninin ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Bunu sodyumun
hiicre i¢inde birikimi ve potasyumun hiicre disina ¢ikisi izler. Sodyum eriyiginin net
artis1, suyun izoozmotik artisi ile birlikte olup akut hiicresel sismeye neden olur. Bu
sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin

birikimi ile artan ozmotik yiikle daha da artar (18).

Zedeleyici ajan

Mitokondri Endoplazmik
| retikulum
Sitoplazmik Ca** artigi
I T ot )

ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endoniikleaz
ATP Fosfolipit ~ Membranve (- Nokleer
azalmasi  azalmasi hiicre iskelet | Kromatin =
proteinlerinin hasarl '

parcalanmasi S

Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik alsiyum artiginin kaynaklari ve sonuglari. (Kumar
V, Cotran R, Robbins SL.,Temel patoloji (Basic Pathology),6. edisyon ,Temmuz 2000’ den alinmustir)

Hiicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfatta artma da
fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP iiretimi ile hiicrenin enerjisini
temin amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizim artirir. Sonug olarak glikojen hizla
tikenir. Bu durum histolojik olarak karbonhidratlarin boyanmasinin azalmasi ile
gosterilebilir. Artan glikolizde fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik
fosfatlarin birikimine neden olarak hiicre i¢ci pH nin diismesine yol acar (18). Sonraki

olay ribozomlarin graniillii endoplazmik retikiilumdan ayrilmasi ve polizomlardan
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monozomlarin olusumu ile protein sentezinin azalmasidir. Hipoksi diizelmez ise
mitokondrial fonksiyonun daha da kotiilesmesi ve mebran permeabiltesinin artmasi
daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Ozmotik regiilasyon kaybindan dolay1
hiim hiicreler sismis gibi goriiniir. Eger oksijen eski haline donerse yukardaki tiim
bozukluklar reverzibldir. Bununla beraber iskemi devam ederse irreverzibl
zedelenme gelisir. Morfolojik olarak irreverzibl zedelenmeye mitokondrilerin daha
siddetli vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz ve Ca’ dan zengin
yogunluklarin birikimi, plazma membranlarinin genis hasar1 ve lizozomlarin sismesi

eslik eder (18).

Iskeminin hiicresel etkileri (4):
1-Membran potansiyelinin degismesi
2-fyon dagiliminin degismesi (1 intraselliiler Ca2 / Na®)
3-Hiicresel sisme
4-Hiicre iskeletinin disorganizasyonu
5-Artmis hipoksantin
6-Azalmis ATP
7-Azalmig fosfokreatin
8-Azalmis glutatyon

9-Hiicresel asidoz

Membran hasarinin bir¢ok potansiyel nedeni vardir ( 18) (sekil 2 ).

1- Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagh Ca artis1 ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan par¢alanmaya yol agabilir.

2- Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i Ca artmasi ile aktive olan proteazlar
hiicre ¢atisina zarar verebilirler.

3- Toksik oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranina
ve elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri iskemik dokularda,
ozellikle kan akiminin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen tiirevlerinin biiyiik
Olcide reperfiizyon sirasinda zedelenme alanina gelen PMNL tarafindan

olusturuldugu diistiniilmektedir.
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4- Lipit yikim iirtinleri: Fosfolipit par¢alanmasi sonucu iskemik hiicrelerde
biriken bu katabolik iiriinler membranlar iizerinde deterjan etkisi yapar.

Membran hasarinin  mekanizmalar1 ne olursa olsun sonug, yukarida
tanimlanan olaylarla Ca’ nin bol miktarda hiicre i¢ine girmesidir (18) (sekil 1).

Iskemi sirasinda selliller ATP hipoksantin olusturmak iizere indirgenir.
Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine oksidize
edilir. Ancak iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniistiiriiliir.
Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotidi kullanan ksantin dehidrogenazin
tersine ksantin oksidaz oksijeni kullanir ve bundan dolayr iskemi sirasinda
hipoksantinin, ksantine doniisiimiinii kataliz edemez. Sonu¢ olarak hipoksantin
dokuda agirt seviyelere cikar. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda fazla
miktardaki hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan doniistiiriilmesi toksik ROS

olusumu ile sonuglanir (19).

ISKEMI

}_

Endotel Lokosit

Fosfolipaz Protez LJ

aktivasyonu aktivasyonu

Y Y y
| Fosfolipit { Fosfolipit Hiicre iskelet 057,H0,,0H°
reagilasyonu/sentezi

arcalanmasi hasari
\
Hiicre — -
\ sigmes fle Lipit peroksidasyonu

Fosfolipit Lipit yikim
kaybi Giriinleri

' l

MEMBRAN HASARI

Sekil 2: iskemide membran hasarmin mekanizmalari.(Kumar V, Cotran R, Robbins
SL.,Temel patoloji (Basic Pathology),6. edisyon ,Temmuz 2000’den alinmistir).
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2.2.Reperfiizyon Hasar1

Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hemde toksik metabolitlerin
temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir. Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu
bir dizi olaym baslamasi ile paradoksal olarak doku hasarina yol acar. Iskemi
doneminde dokuda biriken ksantin oksidaz dokuya aniden sunulan oksijeni
kullanarak hipoksantini iirik asite ¢evirirken bu reaksiyon esnasinda bol miktarda
serbest radikal (SR) olusumuna neden olur (5). Reperfiizyon doneminde dokuda
notrofil infiltrasyonu, kopleman sisteminin aktivasyonu, Ca aracili proteazlarin
aktivasyonu, arasidonik asit (AA) metabolizmas1 gibi pek cok sistem de SR
olusumunu artirarak hasara neden olmaktadir (5). Giinliik uygulama igerisinde tibbin
pek cok dalinda iskemi ve reperfiizyonun yer aldigr olgular vardir. Sok, yanik,
sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi ve bu durumlarin
resusite edilmesi ile de reperfiizyon hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (5). Serebrovaskuler
olaylarda, myokard infarktiisiinde, mezentriyovaskiiler olaylarda uygulan trombolitik
tedavi veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperfiizyon hasarina neden
olmaktadir. Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi yada kanama kontrolii
nedeniyle yapilan klemp, tampon uygulamalar iskemiye neden olurken resusitasyon
sonrasi mutlak bir reperfiizyon ile yine IR hasar1 giindeme gelmektedir (5).
Kardiovaskiiler cerrahide aort yada periferik arter klemp uygulamasi sonrasi ortaya
cikan tablo IR hasari ile karakterizedir. Transplantasyon cerrahisinde kaginilmaz
olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu séz konusu olup olusan
hasar greft fonksiyonlarim etkilemektedir. Ozetle biitiin cerrahi islemler sirasinda

dokularim iskemisi ve siklikla bunun takip eden bir repefiizyon peryodu vardir (5).

Reaktif oksijen tiirevlerinin rolii:

Iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna yol acar. Bunlar
siiperoksit anyonlar (O,), hidroksil radikalleri (OH’), hipoklorik asit (HOCI),
hidrojen peroksit (H,O;) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (19). Oksijen
kokenli SR aracigi ile olusan injuride baslangi¢ olay ksantin oksidaz kokenli O,
anyonlarinin iiretilmesidir (20). Iskemi sirasinda selliler ATP hipoksantin

olusturmak {iizere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz
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yardimiyla ksantine oksidize edilir. Bununla birlikte iskemi sirasinda ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniistiiriiliir. Substrat olarak nikotinamid adenin
diniikleotid kullanan ksantin dehidrogenazin tersine ksantin oksidaz oksijeni kullamr
ve bundan dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize
edemez ve buda hipoksantinin dokuda asirt seviyelere c¢ikmasimna yol acar.
Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin ksantin

oksidaz ile doniistiiriilmesi toksik ROS olusumu ile sonuglanir (19) (sekil 3).

ATP
\ (1]

ADP d@mﬁ‘%ﬂﬁf ARG
g} NADPH oxidase  NADP*
EE L o0, = L HE
e G

N

Adenosine /

g} 205
(2

Xanthine ' 20! “+ 2Ht
oxidase

supercxide m ye! -

inosine 2H,0+  4H0 +
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Sekil 3: Iskemi reperfiizyon hasarinin patofizyolojisi ( seklin kaynagi: Kathleen E. De Greef
1,2, Dirk K. Ysebaert 1, Manuela Ghielli 2, Sven Vercauterenl, Etienne J. Nouwen2, Eric J.
Eyskens1, Marc E. De Broe Neutrophils and acute ischemia-reperfusion injury.journal of nephrology
vol. 11 no. 3 - 1998 / pp 110-122).1.Solunum isleminin sonucunda normal fizyolojik kosullarda,
oksijen radikalleri esas olarak hiicrenin mitokondrilerinde olmak iizere, ayn1 zamanda nétrofillerde ve
makrofajlardada iiretilir 2. Iskemik peryodda, ATP hipoksantine indirgenir ve ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaza donistiiriiliir. 3. Perfiizyon gerceklesince, hipoksatin ksantine doniistiiriiliirken bu
sirada O, radikalleri ve H,0, iiretilir. Fe® * varliginda OH" radikali iiretilir(Haber-Weiss reaksiyonu).
Myeloperoxidaz varliginda , H,O, hipoklorik asid (OH-Cl)’ e doniistiiriiliir. (ATP: adenozin trifosfat;
ADP: adenozin difosfat; AMP: adenozin monofosfat GSSG: Glutatyon; GSH: Glutatyon (indirgenis
formu); NADPH: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (indirgenmis formu); NADP: nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat.
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Selliiler ve subselliiller membranlarin lipid peroksidasyonu da oksijen kokenli
SR’ nin artirdig1 hiicre injurisinde 6nemli bir mekanizmadir (21). Hiicre membranlar
icerisinde poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, hiicresel biitiinliikk ve
fonksiyon kaybi ile sonuglanabilir. Bu durum tek basmma OH™ radikalleri ile
baslatilabilecegi gibi, uygun bir selatdr varliginda O, ile de baglatilabilir. Lipid
peroksidasyonu bitisik yag asiti molekiillerinde otokatalitik (18) bir zincir reaksiyonu
yayginlagtirmak suretiyle lipid peroksil radikallerinin olusumuna neden olabilir. OH
radikaleri ilave olarak proteinler ve deoksiriboniikleik asitin (DNA) direk
oksidasyonuna neden olabilir. Bu asamada enzim inaktivasyonu ve DNA ipliklerinin
kirilmasi s6z konusudur (21). Bu gibi DNA hasar1 hem hiicre 6liimii hemde
hiicrelerin malin degisiminde rol alir. SR’ ler ayrica siilfidril aracili protein ¢apraz
baglar1 olusturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin
kaybolmasina neden olur. SR reaksiyonlar direkt olarak polipeptid par¢alanmasina

da yol agabilir (18).

Lokositlerin rolii:

IR I6kosit aktivasyonuna, kemotaksise, l6kosit — endotelyal hiicre
adezyonuna ve transmigrasyona neden olur (3,22). Lokositlerin vaskiiler liimenden
damar digina ¢ikisinda olaylarin olus sirasi (18);

1-Marjinasyon ve yuvarlanma

2-Adezyon ve endotelyal hiicreler arasindan transmigrasyon

3-Interstisyel doku icinde kemotaktik bir uyariy1 izleyerek migrasyon

Extravaskiiler kompartmana ulagildiginda aktive edilmis lokositler toksik
ROS, proteazlar ve elastazlar salarlar ve buda mikrovaskuler permeabilite de artisa,
o0deme, tromboza ve parankimal hiicre 6liimiine neden olur (3,22). Extravazasyondan
sonra lokositlerin kimyasal bir uyarani izleyerek zedelenme bolgesine go¢ etmesine
kemotaksi denir. Hem eksojen hemde endojen maddeler 16kositler i¢in kemotaktik
olabilirler. Bunlar; coziilebilen bakteriel iirtinler, kompleman sisteminin {iriinleri
(6zellikle kompleman-5a), AA metabolizmasinin lipooksijenaz yolu iiriinleri
(6zellikle 1okotrien-B4) ve sitokinlerdir (18). PMNL hiicreler myeloperoksidaz ve
nikotinamid adenin niikleotid fosfat (NADPH) oksidaz yoluyla SR’ ler olusturabilir

(23). Oksjen metabolitlerinin olusumu 16kosit NADPH oksidazin hizli aktivasyonuna
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baghdir. Bu, NADPH’1 oksidasyona ugratir ve prosesde oksijen, O, iyonuna

indirgenir.

20, + NADPH NADPHOKSIDAZ 20, + NADP' + H*

Siiperoksit cogu kez spontan dismutasyonla (O,” + 2H" = H,0,) hidrojen
peroksite doniisiir. Notrofil  lizozomlar1 (azurofilik graniiller) myeloperoksidaz
enzimi igerirler ve klor gibi bir halid varliginda myeloproksidaz, H,O, ‘yi HOCI’ ye
doniistiiriir. HOCI kuvvetli bir oksidandir (18) (sekil 3). PMNL, H,O, ve HOCI
sekresyonu yoluyla hasari indiikleyebilir. Notrofil graniilleri ayrica ¢ok fazla sayida
enzim igerir. Bunlardan bazilari; serin roteaz, elastaz, kollojenaz ve jelatinaz’dir.
Sonug olarak bu enzimler ve ROS mikrovaskuler permeabilite de artisa yol acarak
yapisal matrix proteinlerinde lizise neden olur (23).

AA 20 karbonlu poliansatire bir yag asididir. Viicutta yalmzca hiicre
membran proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur. AA bu fosfolipidlerden
hiicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal,
fiziksel uyar1 veya kompleman-5a (C5a) gibi iltihabi mediatorlerce aktive edilirler.
Daha sonra siklooksijenaz enzimi ile prostoglandinler (PG) ve TXA, olusturulur.
Notrofillerde baskin olarak lipooksijenaz enzimi ile de S-HPETE olusur. 5-HPETE
olduk¢a kararsizdir; ya noétrofiller icin kemotaktik olan 5-HETE’ ye, yada
Iokotrienlere (LT) doniisiir. LT’ lerdende ozellikle LTB4 notrofiller igin
kemotaktiktir (18). Oksijen radikallerinin salim1 sonucunda intra selliiller Ca’ da bir
artis olur ve bu Ca’ artisinin plazma membran fosfolipaz aktivasyonunun artisinda
cok Onemli oldugu diisliniiliir. Fosfolipaz aktivasyonu ile de AA metabolizma
iirinleri olusmaktadir (21). Bu iiriinler notrofil aracili IR hasarmm su ii¢ yoldan biriyle
etkiler.

1- Bu iiriinlerden 6zellikle TXA, ve LTB4 kemo-atraktan etkilidir (24,25).
Myokardial iskemide AA metabolizma {riinleri inhibe edildiginde nétrofil
akiimiilasyonu azaltilmistir (26).

2-AA driinleri aym zamanda nétrofil aktivatorleri gibi calisabilirler. LTB4
notrofil aracili artmis kapiler permeabiliteyi in vivo ve in vitro indiikleyebilir (27).

TXA;’ ninde notrofillerden H,O, yapimini artirdigi bilinmektedir (28).
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3- LT’ ler ve TX mikrovaskiilarizasyon diizeyinde kan akiminmi ve boylelikle
direk etkiyle doku perfiizyonunu etkiler (29). Bu yolla TX’ in etkilerine bagh
reperfiizyon sirasindaki yavas akimi agirlastirabilir (30).

Selektin ve adezyon molekiilleri notrofil aracili hasarda énemli rol oynarlar.
Selektinler; L-,P-, E-selektin olarak iice ayrilir. P-selektin monoklonal antikorlarinin
hayvan IR hasar modelinde, reperfiizyondan 10 dakika &nce verildiginde myokardial
hasar1 azalttig1 gosterilmistir (31). Hem P-, hemde E-selektin reperfiizyonda saatler
icinde endotel iizerinde gosterilmislerdir. Monoklonal antikorlar ile agiga ¢ikmis
notrofil L-selektinin blokajida nekroz alanlarinda nétrofil infiltrasyonunu azalttig

gosterilmistir (32).

2.2.1. Akciger iskemi Reperfiizyon Hasar1

Akcigerlerde IR hasari kardiopulmoner bypas, pulmoner
tromboendarterektomi ve akciger transplantasyonundan sonra siklikla olugsmaktadir
(6). Akcigerlerde olusan bu hasara lenfositler, pulmoner arteryal endotel hiicreleri,
alveolar makrofajlar, pulmoner alveolar tip II hiicreleri aracilik etmektedir (7).
Pulmoner arter tromboendarterektomisinini takiben reperfiizyon sonrasinda goriilen
pulmoner 6dem, endotel hiicrelerinin IR’ye maruz kalmasi sonucu degisen vaskiiler
denge , reperfiizyon sirasinda azalan NO, siklik guanozin monofosfat diizeylerine
bagh olarak gelisen vaskiiler disfonksiyon sonucu bozulan koagiilasyon, vaskiiler
permeabilite, vazomotor tonus, lokositlerin adezyonve agregasyon fonksiyonunda
artis klinikte akcigerlerde iskemiyi takiben reperfiizyonla karsilagilan en Onemli
sorunlar olarak degerlendirilmektedir (33,34).

Akcigerlerde iskemik doku hasarinin patolojik tablosu inflamatuar yanit ile
ortak ozellikler gostermektedir. Iskemiye bagli olarak akcigerlerde proinflamatuar
sitokinlerin {iretimi artmakta, mononiikleer ve PMNL aktivasyonu ve dokuya
invazyonu goriilmektedir. Akciger inflamasyon yanitinda IL-1p ve IL-6 en cok
lizerinde durulan sitokinlerdir. Transdermal growth faktor —B1’in IR ve akciger
transplantasyonundaki onemi, IL-10 ile birlikte aut akciger reddi ve reperfiizyon
hasarin1 azaltmasinin gosterilmesi ile giindeme gelmistir (35). IR hasar1 sirasinda

sitokin dretimi ile makrofaj, lenfosit ve notrofil aktivasyonu paralel olarak
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gelismektedir. Iskemi, makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin  salinimin
tetiklemekte ve erken reperfiizyon hasar1 olusmaktadir. IL-8, IL-12, 1L-18, TNF-q,
interferon gama gibi sitokinler ise ge¢ donemde notrofil ve T- lenfosit aktivasyonuna
yol acmakta ve beraberinde ge¢ donem repefiizyon hasari olusmaktadir. Adezyon
molekiilerinin de iskemi sirasinda pulmoner damar endotel hiicrelerinde arttig
bilinmektedir. Bu molekiillerden P-selektin, intraselliiler adezyon molekiilii (ICAM)
-1 gibi molekiillerin deneysel olarak reperfiizyon sirasinda bloke edilmelerinin de
akciger reperfiizyon hasarini azalttig1 gosterilmistir (1).

Oksidatif stres ROS olusmasi ile karakterize bir durumdur. Bu tiirevler O;’,
H,0, ve OH  dir. Bu tiirevler kararsiz iriinler olup hiicre permeabilitesinin
artmasindan hiicre zarinin erimesine kadar cesitli derecelerde lipid peroksidasyonuna
yol acmaktadir (36). Akcigerde bir cok hiicre tipi (endotel hiicreleri, tip II
pnomositler, klara hiicreleri) ROS olusturabilmektedir (37). Akcigerlerde iki ana
mekanizma ROS olusumuna katki saglamaktadir. Bu mekanizmalardan biri
reperfiizyon yada solunum sirasinda ortama oksijen yeniden sunulmasi ile Oy
olusumuna yol agcan hipoksantin birikimidir. Anoksi sirasinda ksantin dehidrogenaz
enzimi ksantin oksidaz formuna doniismektedir. Enzimin oksidaz formu, ortamdaki
oksijenin artig1 ile hipoksantini O,” ye donistirmekedir. Diger mekanizma ise
iskemi ile aktive olan ve oksijenin O, ve H,O, ye doniisiimiinii katalizleyen NADPH
oksidaz sistemidir (38,39). Bu sistem yogunlukla notrofillerin, monositlerin ve
makrofajlarin yiizey membranlarinda bulunmaktadir.

Akcigerde reperfiizyon hasarini onlemek amaciyla farkli klinik stratejiler
uygulanmaktadir. Bunlara 6rnek olarak iskemiden once NO inhalasyonu, PG’ lerin
saklama soliisyonlarina eklenmesi, reperfiizyon sirasinda kandaki kompleman
faktorlerinin inhibisyonu, trombosit aktive edici faktdr antagonistlerinin kullanilmasi

ve siirfaktan tedavisi verilebilir (40).

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikal, dis orbitalinde eslenmemis elektron iceren atom veya
molekiildiir. Genelde elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar
nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif degildir. Ancak molekiile bir elektron ilavesi

yada bir elektron kaybi1 onu reaktif hale getirir. Bu 6zellikleri nedeniyle SR’ ler
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kolaylikla hiicre bilesenleri ile reaksiyona girebilir ve onlarin kimyasal yapilarini
degistirerek bu yapilarda hasar olusturabilirler (5). Bugiine kadar yapilan
caligmalarda pek c¢ok hastaligin olusumunda rol oynadiklar1 gosterilmistir (5).
Bunlarin baginda kanser, ateroskleroz, katarakt, romatoid artrit ve diger otoimmiin
hastaliklar gibi cesitli inflamatuar hastaliklar, epilepsi, alzheimer ve parkinson
hastaliklar1 gibi bazi1 santral sinir sistemi hastaliklar, {iilser ve kolit gibi
gastrointestinal sistem hastaliklar1 sayilabilir (5).

SR’ ler organizmada hem metabolizma sirasinda endojen olarak siirekli
olusurlar, hemde radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi etkenlere bagl
eksojen olarak ortaya cikabilirler. Aerobik organizmalarda yasamin siirdiiriilebilmesi
icin oksijene mutlak gereksinim vardir. Solunan oksijenin % 95 ’inden fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik % 5’ide
olduk¢ca toksik SR’ lere doniismektedir (5). Oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi ile O, radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile H,O, olusur.
Uciincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif OH  radikali olusur. Dordiincii

elektron ilavesi ile de su olusmaktadir .

Serbest radikallerin olusumu:

O, + ¢+ H - HO, Hidroperoksil radikali
HO,, > H' + O, Siiperoksit radikali
0," +¢ + 2H"> H,0, Hidrojen peroksit
H,O, + ¢ 2 OH + OH' Hidroksil radikali
OH +e¢ +H" = H0

SR’ ler organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda
zara bagli veya serbest halde bulunan pek cok enzimin katalizledigi reaksiyonlar
sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz
sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarina baghh NADPH oksidaz ve

lipoksigenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir (sekil 4).
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Sekil 4. Iskemi reperfiizyon sirasinda hasara yol acabilen serbest radikallerin olusum
kaynaklar1 (sekil;Basic Neurochemistry ,Molecular, cellular and medical aspects,sixth edition’ dan
alimmistir) (48). Nitrik oxit sentaz, mitokondrial elektron-transport zinciri ve arasidonik asit
metabolismasi olast yollardir. LOO *:lipid peroksil radikali, L *; lipid alkoksil radikali, HETES;
hidroxieikosatetraenoik asitler, H4T; tetrahidrobiopterin, O *=2; superoxit radikali, CaM;
calcium/calmodulin NO *; nitrik oxit, FAD; flavin adenin dinukleotide, FMN; flavin mononukleotid.

Aerobik organizmada olusan SR’ lerin ¢ogu oksijen ve azot kaynaklidir.
Bunlardan bir kismu radikal niteliklidir, bir kismi ise bazi reaksiyonlara katilip
radikallere doniigebilmektedir, ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi
organizmanin endojen antioksidan savunma sistemi tarafindan engellenmektedir. Bu
nedenle SR’ lerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi son
derece onemlidir. Bu dengenin bozulmas1 durumunda SR’ erin zararh etkileri ortaya
cikmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz etkilenmektedir.

SR’ ler ¢evredeki tiim biyomolekiillere ( niikleik asitler, membran lipidleri,
enzimler, reseptorler gibi) zarar verirler. Hiicresel hasar olusumunda ii¢ tip reaksiyon
Onemlidir.

Lipid peroksidasyonu: SR’ lerin lipidler iizerindeki en onemli etkileri lipid
peroksidasyonu uyarmasidir. Lipid peroksidasyonu SR’ ler tarafindan baslatilan ve

hiicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan
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kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali, alkoksil
radikali, lipid peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir (5).

Hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun sonucunda hiicre
ici Ca konsantrasyonu artmakta ve Ca bagimli proteazlar aktive olmaktadir. Bu
olaylar hiicre hasarinda 6énemli role sahiptir. Nitekim hiicrede asir1 Ca birikmesinin
sitotoksik oldugu goserilmistir (5). Ote yandan lipid peroksidasyonunun son {iriinii
olan aldehitler de sitotoksik 6zellige sahiptirler.

Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: SR’ ler aminoasit yan zincirlerinin
oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olusmasina yol acarlar.
Ayrica protein ana- zincirini okside ederek protein parcalanmasina neden olurlar.
Boylece hiicrede fonksiyonel éneme sahip enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir
(5).

DNA hasari: SR’ ler, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona
girerek tek zincir kirilmalart olusturur. Bu durumda DNA onarim mekanizmasinin
uyarilmasi ile poli (ADP-riboz ) polimeraz (PARS) enzimi aktive olur (5). PARS
nukleusta bulunan, protein modifikasyonu ve nukleotid polimerizasyonu yapan bir
enzimdir. Fizyolojik rolii tam bilinmemekle birlikte gen ekspresyonu, gen
amplifikasyonu, hiicresel farklilagsma, malin transformasyon, hiicre boliinmesi ve
DNA replikasyonunda rolii olduguna dair veriler vardir. PARS’1n aktivasyonu
sonucu bu enzimin substrati olan nikotinamid diniikleotid (NAD) diizeyi diiser. NAD
ise glikoliz ve trikarboksilik asit sikluslarinda kofaktoér oldugundan bu sikluslar
durur ve boylece ATP olusumu azalir. Sonugta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle
nekrotik tip hiicre 6liimii olur (5).

SR’ ler molekiilin yapisina gore oksijen merkezli ( siiperoksit radikali,
peroksit radikali, hidroksil radikali, vb. ), karbon merkezli ( karbon tetrakloriir,
aromatik hidrokarbonlar ) veya siilfir merkezli ( glutatyon radikali ) olarak
gruplandirilabilir.

Olusan SR’ ler hiicre membram1 ve hiicre i¢i organelleri etkilerken
ekstraselliiler komponente de gecer ve uzak etkiler olusturur. Burada SR’ nin
¢cOziiniirligt ile difiizyon hizi onem kazanmaktadir. Oksijen merkezli SR’ ler

incelendiginde OH™ radikali cok potent olmasina ragmen difiizyon hiz1 yavastir. Bu
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yiizden ancak olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Buna karsin H,O, cok az
potent olmasina ragmen plazma membranini, mitokondrial ve peroksismal
membranlari rahatlikla gecerek uzak etki gosterebilirler (41-43).

Giiniimiizde serbest oksijen radikalleri terimi yerine, daha kapsaml olan ve
hem siiperoksit, hidroksil gibi oksijen iceren radikallere hem de aslinda radikal
olmayan ancak reaksiyonlari ile oksijen iceren radikallerin olusumuna neden olabilen
peroksit, singlet oksijen, hipoklorik asit gibi molekiilleri i¢ine alan ROS terimi daha
yaygin olarak kullanilmaktadir (54).

O, radikali en cabuk ve en kolay olusan radikaldir. Aktivitesi kismen diisiik
oldugu halde diger radikalleri olusturdugu i¢in énemlidir. OH" radikali bu grupta en
potent SR’ dir ve olugmasi i¢in ortamda demir veya bakir gibi transizyonel metallerin
varlig1 gerekmektedir. Transizyonel bir metal tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar

Fenton reaksiyonlar1 olarak bilinir (45).

H,0, + Fe™ > Fe™ OH + OH
H,0, + Cu" > Cu™ OH + OH

Bir transizyonel metalin varliginda O, radikali H,O, ile tepkimeye girerek

OH’ radikalini olusturur. Buna Haber-Weiss reaksiyonu denir (45).

Fe+++ + 02_ > Fe++ + 02
Fe™ + H,0, 2 Fe™ + OH + OH
H202 + 02 - OH + OH

OH" radikali hiicre i¢inde bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilir.
Diger SR’ ler gibi DNA’y1, lipitleri, karbonhidratlar ve proteinleri zedeleyebilir (46).
O, radikali ile NO radikali reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO)
olusturur. Fizyolojik pH da peroksinitrit hizla hidroksil ve nitrojen dioksit radikaline

cevirilir (47,48).

0, + NO > ONOO
ONOO + H" > ONOOH
ONOOH > OH + NO,



23

2.3.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Toksik Etkileri

Serbest oksijen radikalleri hiicrede aerobik metabolizma sirasinda iiretilir ve
hiicredeki tiim molekiiller ile reaksiyona girebilirler ve en ¢ok lipitler saldiriya ugrar
(49). Uretim miktar1 metabolizma hizina baglh olarak artar (50). Normal sartlarda
metabolik reaksiyonlarda kullanilan oksijenin sadece %5-10 ’u kuvvetli toksik
iriinlere doniisiir. Aerob organizmalar intraselliiler ve ekstraselliiler antioksidan
savunma sistemleri ile bu toksik metabolitleri etkisiz hale getirerek kendilerini korur
ve zararl minimum seviyede tutarlar. Antioksidan defans sisteminin giiciiniin
zayifladigi yada SR {iretiminin bu savunma sisteminin giiciinii astig1 hallerde
hiicreler zarar goriir (51). Oksijen radikalleri ¢cok kisa siireli olustuklar1 halde bu siire
icinde etkin olarak detoksifiye edilmezlerse niikleik asitler, proteinler, lipitler,
karbonhidratlar ve glikoproteinleri i¢ine alan biitiin biyolojik materyal ile reaksiyona
girerek reversibl yada irreversibl degisikliklere yol agarlar (50).

SR’ lerin hiicredeki baglica zararli etkileri; proteinlerin zarar gormesi,
enzimlerin inaktivasyonu, membran ve serum lipitlerinde peroksidasyon, hiicre
yiizeyindeki reseptorlerde degisiklik, Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi hiicre iyon
transport proteinlerinin tahrip olmasi, DNA’min zarar gormesi, bag dokusu
harabiyeti, ekstraselliiler etkiler olarak bildirilmektedir (49-51).

Bir kistm O, viicutta notrofil, monosit, makrofaj, eozinofil gibi inflamatuar
hiicrelerden, hiicrelerin yiizeylerinde bulunan rediikte NADPH oksidaz sistemi ile
kasten yapilmaktadir. Bu biiyilk miktardaki O, yapiminin amaci yabanci
mikroorganizmalarin oldiiriilmesidir. Kronik inflamasyonda bu normal koruyucu
mekanizma hasara neden olabilir. Solunum yolu ile almig oldugumuz oksijenin
yaklagik %1-3 ’ii Oy yapimu icin kullanilir (52).

Bir diger fizyolojik SR olan NO, vaskiiler endotel tarafindan bir relaksing faktor
olarak yapilir. Ayrica beyinde ve fagositlerde de yapilir (53). NO pek ¢ok fizyolojik
fonksiyonlar i¢in yararli olmakla birlikte asiris1 toksik olabilir (53,54). O, ve NO
kimyasal olarak asir1 reaktif olmamakla birlikte baz1 durumlarda daha toksik iriinler

iiretebilirler (54).
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2.3.2. Serbest Radikal Kaynakh Hasara Kars1 Savunma Mekanizmalar:

2.3.2.1. Serbest Radikal Temizleyiciler

SR temizleyicileri, reaktif oksijen pargalar ile reaksiyona girerek bunlar
zararsiz maddeler haline doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlardan enzimatik olanlar

SOD, KAT, glutatyon (GSH), Gprx ve GSH rediiktazdir.

2.3.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD, in vivo olarak dokular1 SR’ lere, 6zellikle Oy ye kars1 koruyan endojen
bir enzimdir (55). Insanlarda SOD’ un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki izoenzimi vardir.
Cu-Zn iceren tipi sitozolde, Mn iceren tipi mitokondride yerlesmistir (5). Bu
izoenzimlerin her ikisi de O,” nin H;O,’ ye ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizler (5,55). O,” i metabolize etme yetenegine sahip sirkulatuar proteinler,
seruloplazmin ve ekstraselliller SOD’dir. Bununla birlikte bu sirkiilatuar ajanlarin
temizleyici etkisi asikar degildir. Ciinkii bu proteinlerin plazmadaki aktiviteleri

oldukca azdir (55).
2.3.2.1.2. Katalaz

KAT viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir. In vivo olarak SOD
ile kombine bir sekilde etki eder (55). H,O, peroksizomlarda KAT ile su ve oksijene
indirgenir (56). KAT’ 1n canli organizmanin eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi
ve cesitli dokularinda da bulunur (57). KAT enzimi eritrosit icinde c¢oziiniir bir

sekilde bulunmustur (58). KAT enzimi i¢in optimum pH 7.6” dir (59).
2.3.2.1.3. Glutatyon

Bir¢ok hiicrede bulunabilen GSH tripeptid (gama glutamil sisteinilglisin)
yapidadir. Glutamat, sisteine gama-karboksil araciligi ile baglanir. Molekiiliin aktif
kismi sisteinin siilfidril grubudur. Gama-glutamil kismi hiicre i¢i stabiliteyi ve

peptidazlara direnci saglamaktadir. GSH hiicre zarinda aminoasitlerin taginmasinda
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rol alir ve koenzim olarak enzim yapisina girer. Proteinlerin siilfidril yapilarim korur,

toksik maddelerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda rol oynar (60).
2.3.2.1.4. Glutatyon Peroksidaz

GSH peroksidaz enzimi hiicreleri organik hidroperoksitler ve H,O, tarafindan
olusturulan oksidatif tahribata karsst GSH’ 1 kullanarak korur (61). Indirgenmis GSH,
bol miktarda tiyol ihtiva eden, diisiik molekiiler agirlikli bir maddedir. GSH, sahip
oldugu siilfhidril grubu ile oksidatif hasar ve toksik maddelere kars1 hiicreleri korur.
GSH dokularda aciga cikan lipit peroksitleri, HO,  yi, askorbik asiti ve SR’ leri
indirger ve Gprx enzimi i¢in kofaktdr olarak gorev yaparak sonucta okside olur
(62,63). Gprx, H,O, varliginda rediikte GSH’ nin okside glutatyona (GSSG)
yiikseltgenmesini katalize eder (64). Ayrica H,O, mitokondri ve sitoplazmada Gprx

ile su ve oksijene indirgenir (56).

2.3.2.1.5. Glutatyon Rediiktaz

GSH rediiktaz bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu
flavinadenin diniikleotiddir. Hem sitozol hemde mitokondride bulunmaktadir. GSSG
hiicreyi oksidanlara kars1i koruyamaz. Hiicre elektron kaynagi olarak NADPH’1
kullanan GSH rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla GSSG tekrar indirgenmis
GSH’ a cevrilir (68).

20, + 2H SUPEROKSIT DISMUTAZ R H,0, + O,
2H,0, KATALAZ » H,0 + O,
2GSH + H,0, GLUTATYON PEROKSIDAZ > G-S-S-G + 2H,0

G-S-S-H + NADPH + H* GLUTATYONREDUKTAZ __ >GSH + NAD'

»
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Bu enzimlerin disinda ayrica dimetilthiolire, dimetil siilfoksit ve
merkaptopropionil glisin hiroksil radikalinin tahmin edilen temizleyicileridir.
Mannitol klinik olarak uzun yillardan beri hidroksil radikal temizleyici etkisi
nedeniyle kullanilmaktadir (50). Ayrica N-asetilsistein ve kaptopril gibi thiol iceren
bilesiklerin serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona girdikleri ve NO olusumuna yol

actiklari ileri siiriilmektedir (65).

2.3.2.2. Serbest Radikal Uretiminin inhibisyonu

SR hasarim1 azaltmak icin kullanilan diger bir yaklasim SR iiretiminde rol
oynayan enzimlerin inhibisyonudur. Ksantin oksidaz inhibitorii allopurinol
hipoksantinin yapisal bir analogudur. Allopurinol ksantin oksidazi kompetetif olarak

inhibe ederek O, anyonunun iiretimini azaltir (66).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, SR olusumunu smirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarli
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi cesitli mekanizmalarla etkilerini
gosterirler. Antioksidan sistem grubuna giren enzimler; SOD, KAT, Gprx, glutatyon
rediiktaz, glutatyon transferazdir. Suda ¢oziinen radikal tutucular; GSH, vitamin C,
tirik asit, glikoz ve sisteindir. Yagda ¢oziinen radikal tutucular; vitamin E, - karoten,
biluribin, ubikinol ve flavanoidlerdir (5). Metal iyonlari baglayan proteinler;
ferritin, transferin, haptoglobin, seruloplazmin ve albumindir (5). Ayrica propranolol,
kalsiyum kanal blokerleri, kaptopril ve lipoksigenaz inhibitorii olan nafazotromunda

deneysel olarak degisik sitoprotektif etkileri gosterilmistir (66).

2.5. iskemi Reperfiizyon Hasarim Onlemek icin Tedavi Stratejileri

Kontrollii deneysel modellerde IR hasarin1 basariyla dnleyen veya simirlayan

bircok tedavi stratejileri klinik pratik kullanimda siipheli sonuclar vermektedir veya
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insan klinik arastirmalarinda kullanilmamaktadir. IR hasarmi azaltmada kombine

stratejilerin etkinligini bulan az sayida ¢alisma vardir (4).

IR hasarini azaltmak icin tedavi stratejileri (4):
1-Kontrollii, dereceli reperfiizyon (controlled, graded reperfusion )
2-Iskemik onkosullama (preconditioning)
3-Aspirin-triggered Lipoxin Analoglar
4-Antioksidan tedavi

a-Siiperoksit dismutaz

b-N-asetilsistein

c-Allopurinol

d-Demir gelatorleri

e-Vitamin E

f-Katalaz

g-Mannitol

h-Tioller
5-Kalsiyum antagonistleri
6-Anjiotensin konverting enzim inhibitorleri
7-Anti-kompleman tedavi
8-Lokosit deplesyonu / filtrasyonu
9-Anti-sitokin veya lokosit adezyon molekiilii mAb
10-Endotelin reseptor antagonistleri
11-Platelet aktivasyon faktor antagonistleri

12-LTB4 antagonistleri

2.5.1. iskemik Onkosullama (Preconditioning)

Iskemik O©nkosullama, dokularin kisa siireli iskemi ile kars1 karsiya

kalmasinin onlar1 uzamis IR’nin zararli etkilerinden korudugu seklindeki fenomene

isaret eder. Onkosullama 6zellikle ventrikiiler fonksiyonu iyilestirmede ve IR sonrasi

myokardial notrofil birikmesini ve apopitozisi azalttigim gostermistir (67,68).

Iskemik 6n kosullamanin yararl etkileri bir ¢ok yerde gosterilmis olmasina ragmen

insan klinik verileri stmirlidir. Iskemik énkosullamanin koroner arter bypas greftleme
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yapilan hastalarda sag ventrikiil kontraktilitesi iizerine koruyucu (69) ve karaciger
rezeksiyonu yapilanlarda da karaciger hasarimi azaltici (70) bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Akut ve gec iskemik Onkosullamanin koruyucu etkilerinin temelini
farkli mekanizmalar olusturur. Pertussis duyarli G proteinlerin adenozin yada A; —
adrenerjik reseptor aktivasyonu fosfolipaz C yada D stimiilasyonu yolu ile akut
onkosullamanin kritik bir baslaticis1 oldugu goriilmektedir, bu da sirasiyla protein
kinaz C’yi aktive eder. Akut 6nkosullamanin yararh etkilerinin sebebi ATP duyarli
K+ kanallarmin protein kinaz-C bagmli fosforilasyonu olabilir (67). Akut
onkosullama  hiicre  ylizeyine protein  kinaz-C  bagimli  5’niikleotidaz
translokasyonunu da indiikler. Bu hiicresel adenozin yapimini artiran ve hiicresel
enerji depolarin1 destekleyerek ve/veya lokosit yapismasini inhibe ederek koruma
saglayabilen bir etkidir (67). Her iki mekanizmada isofluranin yararli myokardial
etkilerinin nedenini agiklayabilir (71,72). Kisa ve uzamis iskemik hasar arasindaki
zaman aralif1 iki saatin {izerine ¢iktiginda onkosullamanin akut ve yararh etkileri
kaybediliyor olsada, eger uzamis iskemik hasar ilk kisa iskemi peryodlarindan 24
saat sonra olusursa onkosullamanin gecikmis bir koruyucu etkisi gozlenir (3). Akut
yanittan farkli olarak gecikmis dnkosullama degismis gen expresyonuna bagli oldugu
kadar antioksidan enzimler,nitrik oksit sentaz ve 1s1 sok proteinlerini iceren yeni

protein sentezine baglhidir (3).

2.5.2. Antioksidan Tedavi

Cok sayida deneysel hayvan calismalar1 IR hasarim azaltmada ve 6nlemede
antioksidan tedavinin, SOD, KAT, mannitol, allopurinol, vitamin E, N-asetil sistein,
demir selate eden bilesikler, anjiotensin konverting enzim inhibitorleri veya kalsiyum
kanal blokerleri etkinligini gostermistir (2). insan rekombinant SOD ile ilgili kiiciik
bir prospektif ¢alismada hemorajik soklu hastalarda Marzi ve arkadaglar1 (73) 5 giin
boyunca devamli siiperoksid infiizyonu alan hastalarda anlaml olarak daha az ciddi
organ yetmezligi, daha az yogun bakimda kalim ve daha diisiik serum fosfolipaz ve
PMNL elastaz konsantrasyonlari oldugunu gostermistir. Ilaveten SOD’ un greft
canliligin1 artirdigi ve kadavra bobrek transplantasyonu sonrasit akut rejeksiyon

insidansini azalttig1 gosterilmistir (74).
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2.5.3. Antikompleman Tedavi

IR sonras1 doku hasar1 kompleman inhibisyonu, kompleman deplesyonu veya
kompleman eksik hayvanlarda anlamli olarak azaltilmistir (75). C3 doniistiiriicii
enzim inhibitorii, ¢oziilebilen kompleman reseptér-1 uygulanmasinin rat myokard
IR modelinde infarkt alanin1 %44 azalttig1 gosterilmistir (76). Yakin zamanda insan
C5 (h5G1.1-scFv) i¢in spesifik humanize edilmis rekombinant tek zincir antikorunun
kardiopulmoner bypas ile koroner bypas ameliyati gecirenlerde kompleman
aktivasyonunu, 16kosit aktivasyonunu, myokard hasarini, kan kaybimi ve kognitif
disfonksiyonu anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir (77). C5 inhibisyonunun rat IR
modelinde myokardial infart alanini, apopitozisi ve 16kosit infiltrasyonunu anlamli

olarak azalttig1 gosterilmistir (78).

2.5.4. Antilokosit Tedavi

Genelde 16kosit aracili IR hasarim engellemeyi hedefleyen deneysel terapotik
stratejiler inflamatuar medyator alimminin veya reseptdr baglanmasinin 16kosit
adezyon molekiilii sentezinin veya lokosit endotelyal adezyonunun inhibisyonu
lizerine odaklanmistir (22). IR sonrasi 16kosit aktivasyonu histamin, platelet
aktivasyon faktorii, LTB4 ve TNF-o gibi inflamatuar medyatorlerin salinimi ile
kolaylagtirilir. Coziilebilir IL-1 reseptor antagonisti, anti- TNF-o antikoru veya
platelet aktivasyon faktorii-LTB4 antagonistleri gibi terapotik ajanlar kullanarak
inflamatuar medyator saliniminin veya reseptor baglanmasimin inhibisyonu IR’mn
indiikledigi l6kosit aktivasyonunu hafifletir (22). Son zamanlarda aspirinin, 15-epi-
lipoksin olarak tanimlanan (veya aspirin-triggered lipoksin), yeni bir grup bioaktif
eikozanoidin biosentezini tetikledigi bulunmustur (79). Lipoksinler ~AA’dan
tiiretilen lipoksigenaz iriinleridir. Bir cok denemede lipoksinler LT’ ler ve diger
medyatorler tarafindan indiiklenen noétrofillerin kemotaksisini, adezyonunu ve
transmigrasyonunu Onler (79). Aspirin — triggered lipoksin analoglarinin
uygulanmasinin vaskiiler permeabilitedeki notrofil aracili degisiklikleri ve hayvan

arka alt extremite IR modelinde ikinci organ hasarini hafiflettigi gosterilmistir (79).
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Lokosit aracili IR hasarmi azaltmada ikinci bir tedavi stratejisi 16kosit
adezyon molekiil sentezinin inhibe edilmesidir. Lokosit adezyon molekiil sentezini
diizenleyen niikleer faktor —xB gibi traskripsiyon faktorleri D-penisilamin, altin
tuzlari, salisilatlar, aspirin, glukokortikoid gibi yaygin olarak kullamilan
antienflamatuar ilaglarin cogunun hedefleridir (22).

Lokosit aractli IR hasarim azaltmada iigiincii tedavi stratejisi 16kosit
endotelyal adezyonunun inhibisyonudur. Bu antilokosit adezyon molekiilii
monoklonal antikorlar1 veya coziilebilen adezyon molekiillerinin membran bagimli
formunun kendi bagma baglanmasini Onlemek icin uygulandigi calismalarda

orneklerle gosterilmistir (22).

2.6. Aortik Kros Klempin Sistemik Etkileri

Aortik kros klemp (AKK) uygulamasina hemodinamik yamtta ilk
degisiklikler genelde kalp hizinda anlamli degisiklik olmadan arter basincinda ve
sistemik vaskiiler direncte artistan ibarettir (80). Kardiak outputtaki (CO)
degisiklikler hakkindaki bilgiler de celiskilidir. CO’nun AKK sirasinda diistiigii
inanct yaygindir (81). Bu celiskilerin sebebi afterload, preload ve kan voliimii
dagiliminda, koroner kan akimi, myokardial kantraktilite ve diger faktorlerdeki
degisikliklerin derecesindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (82). Farkh
seviyelerde AKK uygulanmasiyla kan volumii dagiliminda da farkliliklar olur.
Supra¢olyak seviyedeki okliizyon ortalama arter basincinda, dolum basincinda, end-
sistolik ve end-diastolik ventrikiil voliimlerinde dramatik artiglara yol agabilir (81).
Okliizyonun distalindeki viicut kisminda oksijen tiiketimi diiser ve paradoks olarak
okliizyonun iizerinde ki dokularda da oksijen uptake diiser. Aortik okliizyonun
istlindeki kas dokusunda azalmis oksijen tiiketiminin sebepleri agik degildir (83).
Kros klemp seviyesi lizerindeki dokularda oksijen uptake diisiisii (83) ve deltoid
kastaki kreatin fosfat diisisii kros klemp uygulanmasindan hemen sonra
baslamaktadir (84). Bu olayda aortik okliizyonun distalindeki iskemik dokulardan
kaynaklanan endotoksin veya diger mediatorler anahtar rol oynar. AKK konulmasi
sempato-adrenal desarj ile iliskilidir ve buda arteriolleri konstrikte eder ve klempin

proksimalindeki dokularda kapiller akimi diisiiriir. Aortik klempin proksimalindeki
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dokularda ki kan akimindaki bir artis aym1 zamanda okliizyonun iizerindeki vaskiiler
yapilarda dramatik dilatasyona neden olur (85). Proksimal hipervolemi,
vazodilatasyon ve klempin proksimalindeki dokularda akim artis1 mikosirkiilatuar
bozukluklara yol acabilir ve oksijen degisimini tehlikeye atabilir.

Aortanin konstriksiyonu ve beraberinde gelen ortalama aortik basing artisi
myokardial dokuda adenozin, inosin ve hipoksantin konsantrasyonlarinda artisla
ilsikilidir (86). Myokard i¢cinde adenozin ve inosin birikmesi sadece myokard kan
akim artisindan degil ayn1 zamanda myokard kontraktilite artisindan da sorumludur
(87). Inosin hem adenozinin deaminasyonu hemde inosin monofosfatin
defosforilasyonu yoluyla myokardial hiicrelerde iiretilen adenin niikleotidlerinin
indirgenme iiriiniidiir (88). Inosin normal kalp ve iskemik kalp kasinda myokardial
kan akimin1 ve kontraktiliteyi artirir.

AKK’ nin seviyesi hemodinamik yamitin derecesinde onemli rol oynar.
Ortalama arteryal kan basincindaki degisiklikler, dolum basinglari, end-diastolik ve
end-sistolik sol ventrikiil alanlarimin degisiklikleri, ejeksiyon fraksiyon ve duvar
hareketleri bozukluklar1 infrarenal AKK sirasinda minimal iken supracolyak AKK
sirasinda daha siddetlidir (89). AKK siiresi arttik¢a sistemik vaskiiler rezistans artar
ve CO diiser (82).

Kros klempin distalinde aortada basing diiser (90). Okliizyon distalindeki
dokulardaki kan akimi basinca bagimlidir ve birka¢ kat diiser. Bundan bagka
okliizyon distalinde kan akimi preload’ u veya CO’ u yiikseltmekle artmaz, buda
okliizyon sonrasi kan akiminin perfiizyon basincina bagli oldugunu gosterir (90).

Torasik aorta klempinin kaldirilmasi vaskiiler direngte ve arteryal kan
basincinda diismeye neden olur (91,92). CO diisebilir (93), artabilir (91,92) veya
degismeyebilir (94). Sol ventrikiil end-diastolik basinci diiser ve myokardial kan
akimi artar (91). Klemp kaldirilmasina yanit olarak reaktif hiperemi ©nemli
komponentlerden biridir (95).

Aortik okliizyonun altindaki iskemik dokudan gelen kanda metabolik asidoz
ve laktat konsantrasyonunda artis gosterilmistir (81,93,96). Asidozun derecesi altta
yatan hastaliga baghdir. Ornegin abdominal aort anevrizmasi onarinu yapilacak olan
hastada infrarenal kros klemp iliak venoz kanda laktat konsantrasyonu ve laktat-

piriivat oraninda dramatik artiga yol acar. Okliizif aortik hastaliklarda bu degisiklikler
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daha az belirgindir (97). Bir¢ok arastirmaci derin asidozun deoksijene kandan
kaynaklandigini belirtmektedir. Bununla birlikte aortanin klempi kaldirildiktan sonra
metabolik asidozun diizeltilmesi arteryal hipotansiyon derecesini etkilemez (112).
Aortadan klempin kaldirilmasi karbondioksit salimminda artis (99) ve oksijen
titketiminde (100) anlamli, gegici bir artisla iliskilidir.

Renin aktivitesinde (101) ve anjiotensin konsantrasyonlarinda (102) AKK
sirasinda artis gdzlenir.

Torasik aortanin klemplenmesi epinefrin ve norepinefrin
konsantrasyonlarinda biiyiik artisa neden olurken abdominal aortanin klemplenmesi
kan katekolamin konsantrasyonlarinda daha az artiglara yol acar (103). Epinefrin
kros klemp sirasinda ve Ozellikle sonrasinda; norepinefrin de sadece klemp

kaldirilmasi sonrasi artar (103).

Serbest oksijen radikalleri:

AKK sirasinda okliizyonun distalindeki kaslarda laktat-piriivat orani artar ve
intramiiskiiler pH ve femoral venoz kan akimi diiser. Elektif abdominal aort cerrahisi
gecirenlerde ciddi postop hipofosfatemi goriilmiistiir (104). Bunun sebebi
hemodiliisyon ve iiriner fosfat atilimi ile iligkili transient tiibiiler hasar olabilir. Bir
sebebi de reperfiizyon sonrasi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin resentezinin takip
ettigi iskemi ile indiiklenen intraselliiler delesyondur. Resentez extraselliiler taraftan
intraselliller kompartmana fosfat siftine neden olabilir. Bu proces ayni zamanda
aortik cerrahi sonras1 hastalarda hipofosfatemi gelisimine yol acabilir. Hipoksik
durumlarda ATP nin metabolize olmasi adenozin, hipoksantin, ksantin oksidaz,
purinler ve oksijen serbest radikalleri olusturur (105). Tavsanlarda torasik aorta
klempinin kaldirilmast sonrasi plazma ksantin oksirediiktaz konsantrasyonu bes kat
artmistir (105). Insanlarda infrarenal aortik klempin kaldirilmasi1 sonrasi sistemik
hipoksantin konsantrasyonu ii¢, femoral vendz konsantrasyon yirmi kat artmistir;
aortik okliizyon siiresi ile hipoksantin konsantrasyonu arasinda kuvvetli bir
korelasyon gézlenmistir (106). Hipoksantin repefiizyon sirasinda oksijen radikalleri
olusturmak yoluyla hiicresel hasara neden olabilir (107). Supragdlyak aortanin 45
dakika klemplenmesi ve daha sonra klempin kaldirnlip iskemik dokularin

reperfiizyonu interstisyal alana sivi siftine neden olur (108). Artmis permeabiliteye
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bagh siv1 siftleri aort klempi kaldirilmadan 6nce uygulanan siiperoksit dismuaz ile
minimize edilir. Allopurinol torasik aorta klemplenmesinin neden oldugu gastrik
mukoza lezyonlarim azaltmistir (109). Reperfiizyon sirasinda azalmis veya gecikmis
oksijen sunumu ile IR hasarmin anlamh olarak azaltilabilecegi gosterilmistir.
Ornegin iskemi sonrasinda dokularin reperfiizyonun baslangigta anoksik kan ile ve
daha sonra normooksik kan ile yapilmasi postiskemik mikrovaskiiler hasar azalttig
gosterilmistir (110).

Prostoglandinler AA’ dan siklooksigenaz yoluyla olusur Yirmi karbonlu
poliansatiire bir yag asidi olan AA hiicre membran fosfolipidlerinden fosfolipaz
yoluyla salmir. AA’ dan enzimatik reaksiyonlarla olusan iiriinler inflamasyon ve
hemostaz olmak {iizere bircok biyolojik olay iizerine etkilidir. Bunlardan PGI,
vazodilatason yapar ve trombosit kiimelenmesini engeller. TXA, vazokonstriksiyon
yapar ve trombosit kiimelenmesini uyarir. PGD,, PDE,, PGF,, ise vazodilatasyon
yapar (18). PG konsantrasyonlar1t AKK sirasinda ve sonrasinda artmistir (111).

Aortik cerrahi sonras1 gozlenen kardiopulmoner komplikasyonlar anaerobik
metabolik iiriinlere ve iskemik dokulardan salinan ve daha sonra akciger tarafindan
yakalanan mikroagregatlara baglanabilir (112). TX akcigerlerde nétrofil
yakalanmasin1 indiikler (113) ve yakalanmay1 akcigerlerde mikrovaskiiler
permeabilitede artis takip eder (114). Notropenik hayvanlarda reperfiizyon ile
plazma veya akciger lenf TXB, konsantrasyonlarinda veya pulmoner permeabilitede
artis gozlenmez (115). Notrofiller biiyiik olasilikla proteazlar ve serbest oksijen
radikalleri iceren vazotoksik bilesiklerin salinimi yoluyla bu procesler i¢inde yer
almaktadirlar. Notrofil adherence reseptor CD18 uzak iskemi ve reperfiizyon sonrasi
notrofil bagimli pulmoner hasarda 6nemli bir rol oynayabilir (116).

Anafilatoksin, C3a ve C5a konsantrasyonlart abdominal aort cerrahisi
sirasinda artmaktadir (117). C3a konsantrasyonundaki artislar AKK’nin siiresi ile
iligkilidir (118). Anafilatoksinler arterler de dahil bir cok dokuda ve organda diiz kas
kontraksiyonunun potent mediatorleridir; pulmoner arter basincini, pulmoner
vaskiiler direnci ve vaskiiler permeabiliteyi artirirlar (119). Hem C3a ve hemde C5a
mast hiicrelerinden histamin, 16kositlerden proteaz ve peroksidaz ve platelet aktive
edici faktor salimmi yapar (120). C3a tasikardiye, atrioventrikiiler ileti

bozukluklarina ve koroner vazokonstriksiyona sebep olur (120).
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AKK kaldirilmast sonrast gelisen myokardial disfonksiyon tiim hemodinamik
yanitta da 6nemli bir rol oynayabilir. Myokardial disfonksiyonun sebeplerinden biri
iskemik dokulardan kaynaklanan myokardial depresan faktor olusumu ve salinimi
olabilecegi bildirilmektedir (121).

Bir vaskiiler okliizyonun kaldirilmasindan sonra iskemik organda kan
akiminin tam olarak diizelmemesi yaygin bir klinik gozlemdir. Bu IR ile baglantili **
no reflow’’ fenomeni mekanizmasim artmis lokosit endotelyal hiicre adezyonu,
platelet- 16kosit agregasyou, interstisyel sivi akiimiilasyonu ve azalmis endotelyum
bagimli vazorelaksasyon olusturur. Bunlar hepsi mekanik olarak kan akimi
obstrilksyonuna neden olur (122). Klinik olarak bu kendini postreperfiizyon
doneminde devam eden organ disfonksiyonu, transplante edilmis greftin yetmezligi

veya artmis infarkt alani ile belli eder (4).

2.7. Aortik Kros Klemplemenin Diger Organlar Uzerine Etkisi

2.7.1. Akciger

Abdominal ve oOzellikle torakal aorta cerrahisi sonrast pulmoner
komplikasyonlar siklikla gozlenir. Yakin bir ¢alismada 1414 hastaya
torakoabdominal anevrizma tamiri yapilmis ve sonuclari analiz edilmis (123). % 8
oraninda ciddi pulmoner komplikasyon goriilmiis ve uzamis respiratuar destek ve
trakeotomi uygulanmis. Torasik aortanin klemplenmesi ve sonrasinda pulmoner
vaskiiler direncin artmasi yaygin bir bulgudur (124,125). IAA’ dan klemp
kaldirilmasida insanlarda pulmoner arter basincinda ve pulmoner vaskiiler direngte
artisa yol agmaktadir (117,124,126-128). Bu tip artislarin mekanizmasi agik degildir
fakat pulmoner mikroembolizm buna sebep olabilir (127,128).

AKK sirasinda ve klemp kaldirildiktan sonra pulmoner dolagim
bozukluklarinda PG’ lerin rolii agik olarak gosterilmistir. Iskemi pulmoner arter
basincimi artiran TX yapimina neden olur (129). Bu da akcigerlerde nétrofil
tutulmasin1 indiikler ve pulmoner mikrovaskiiler permeabiliteyi artirir (113).
Infrarenal AKK konulmasi insanlarda TXA, sentezinde artisa ve ortalama pulmoner

arter basicinda ve pulmoner vaskiiler direncte zaman bagimh artisa yol acar (125).
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Bundan baska TX sentezinin inhibisyonu veya TX resepérlerinin blokaji pulmoner
hipertansiyonu, lokopeniyi, akcigerlerde 16kosit sekestrasyonu ve akcigerde
mikrovaskiiler permeabilite artisin1 engeller (130). Arka bacak iskemisi sonrasi
akcigerlerde sekestre olan nétrofiller biiyiik olasilikla hem elastaz hemde serbest
oksijen radikalleri salinimi yoluyla akcigerde permeabilite 6demine yol acar (131).
Bu nedenle viicudun iskemik alt yarisinin reperfiizyonu TXA, sentezine ve notrofil
ve platelet aktivasyonu ve pulmoner disfonksiyona neden olmaktadir (132,133).
Aortik cerrahi sonrast tanimlanan pulmoner komplikasyonlar iskemik
dokulardan salinan ve daha sonra akcigerlerde yakalanan anaerobik metabolik
iriinlere ve mikroagregatlara baglanir (112). Notropenik hayvanlar reperfiizyonla
pulmoner permeabilitede veya plasma veya akciger lenf TX konsantrasyonlarinda
artis gostermedi. Notrofillerin serbest oksijen radikaleri ve proteazlari iceren toksik
bilesikler saldigi olasidir. Pulmoner mikroembolizasyon da akciger dokularindan
vazoaktif (esas olarak vazokonstriktif) maddelerin salinimui ile iliskilidir (134-136).
Pulmoner dolasgimda gozlenen bu degisiklikler (artmis basing ve vaskiiler
direng) aortik cerrahi sirasinda gosterilmis olan anafilatoksin aktivitesindeki artis ile
kismen aciklanabilir (118). C3a ve C5a pulmoner vaskiiler tonusu artirir (119),
immiin yanmiti suprese eder (137) ve bu nedenle pulmoner enfeksiyon riskini

artirabilir.

2.7.2. Bobrek

IAA cerrahisinde hemodializ gerektiren bobrek yetmezligi insidanst %5 dir
(138). Suprarenal aorta cerrahisi sonrasi tiim renal komplikasyonlarm orani
yiiksektir ve %17 lere ulasir (139). Infrarenal AKK renal vaskiiler direngte biiyiik bir
diisme ve renal kan akiminda % 30 luk bir diisiis ile iligkilidir (140,141). Renal
hemodinamik detoriasyon klemp kaldirildiktan sonra da devam eder (141). IAA
cerrahi geciren hastalarda cerrahiden alti ay sonra renal plazma akimi ve glomeruler

filtrasyon orani hala anlamli derecede diisiik bulunmustur (142).
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2.7.3. Spinal kord

Torasik aortanin klemplenmesi sonrasi parapleji ilk kez 80 yildan daha fazla
y1l once kopeklerde tanimlanmistir (143). Norolojk defisitin nedenlerinin altinda
AKK sirasinda spinal kordun kan akiminda diisme yatar. Spinal kordun hasar
almamas1 kollateral arterlere ve komunikasyonlara baglidir. Alt torasik veya tist
lumbar aortadan ¢ikan Adamkewicz arteri genellikle alt spinal kord kan desteginin
onemli bir kismini saglar. IAA’ dan ¢ikma sikhigr %25-50 arasidir (144,145). Eger
Adamkewicz arteri kros klempin konuldugu taraftan c¢ikarsa anterior spinal arterdeki
basing distal aortadakinden daha az olabilir (146).

Desendan torasik AKK konulmasi ile iligkili paraplejinin esas
mekanizmasinin altinda spinal kord iskemisi ve reperfiizyonu yattigi icin kros
klempin siiresi etkilidir. Calismalar 30 dakikanin altindaki kros klemp siiresinin
siklikla giivenli oldugunu gosterir (147,148). Distal aortik basing (veya daha dogrusu
anterior spinal arter basinci ) ile serebral spinal sivi basinci (veya vendz basing)
arasindaki fark olarak tamimlanan spinal kord perfiizyon basinci, paraplejinin
patogenezinde onemli rol oynar. Torasik aortanin krosklempi sadece distal aortik —
anterior spinal arter basincinda diisiisle degil aym1 zamanda serebrospinal sivi
basincinda artigla ve spinal sivi boslugunun kompliansinda da diisiisle iliskilidir

(149). Komplians spinal s1vi boslugundaki voliim ve basing arasindaki iliskidir.

2.7.4. Abdominal organlar

Spinal kord risk altindaki tek organ degildir. I¢ organlarda en fazla iskemi
goriilen kisim kolonun sol tarafidir. Abdominal aort cerrahisi sonrasi kolonoskopi
yoluyla yapilan prospektif muayene % 6 kolon iskemisini gostermistir (150,151). Bu
iskeminin inferior veya superior mesenterik arterden kan saglamadaki
bozukluklardan kaynaklandigi acgiktir (152). Aortamin infrasplanknik kros
klemplenmesinin i¢ organlarin besleyici akiminda bozulma ile iliskili oldugu
olasidir. Bu hipotez infrarenal kros klempleme yapilan kopeklerde yapilan
gozlemlerle desteklenir ve bunlarda radyoktif isaretli 9-miktrometre kiireleri

yakalamada biiyiik bir diisme goriiliir (153). Barsak iskemisi gelismesinde
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hipovolemi, tromboz, kardiak yetersizlik ve mikroembolizm de goz Oniinde

bulundurulmalidir.

2.8. Eritropoetin

Epo bircok eriskin memeli tiiriinde bobrekte iiretilen ve plazma molekiil
agirlig yaklasik 30400 dalton olan glikoprotein yapida bir hormondur. Epo iiretimi
karaciger ve bobrekte hipobarik hipoksi, iskemi ve anemi ile indiiklenen oksijen
defisitinin olusturdugu uyaranlar ile kontrol edilir (15).

Bobrek Epo iiretiminde primer organdir. Epo’nun de novo sentezi oksijen
defisitine yanit olarak olusmakta ve sentez icin diger plazma faktorlerine ihtiyag
duyulmamaktadir. Bobrekte Epo iireten hiicreler primer olarak peritiibiiler kapiller
yataktaki interstisyel hiicrelerdir. Ancak ¢aligmalarda Epo iiretimi i¢in glomeriiler ve
tiibiiler orjinli hiicrelerin varligida bildirilmektedir. Epo mRNA’sin1 iireten hiicrelerin
sayist hematokrit ile ters orantilidir. Siddetli anemide hematokrit azaldik¢a Epo
salgilayan yeni hiicrelerin sayisinda artis olustugu ileri siirtilmiistiir (15).

Fetiiste temelde Epo iiretimi karacigerdedir ve bobrekteki primer iiretim
ancak dogum sonrasi 4-6 hafta sonra gerceklesmektedir. Eriskin memeli tiirlerinde
de karaciger primer ekstra renal Epo iretiminde temel kaynaktir (15,154).
Karacigerdeki iiretim icin bobrege oranla muhtemelen daha siddetli hipoksik
stimulus gereklidir. Anefrik olgularda karaciger en 6nemli ekstrarenal Epo iireten
organdir. Anemik transgenik farelerde yapilan calismalarda in situ hibridizasyon
deneylerinde Epo mRNA’sinin yaklasik % 80 ‘inin hepatositlerde ve geri kalan %20
‘sinin siniizoidal araliktaki nonepitelyal hiicrelerde lokalize oldugu aciga
cikarilmistir (15).

Epo gen araciligr ile iiretilen 193 aminoasitlik bir proteindir ve hiicrelerden
salgilanma oncesinde N terminalinden 23 aminoasitlik bir rezidiiel boliimii ayrilarak
periferik kana verilir. Periferik kana salgilandiginda karboksil terminalinde 166.
pozisyondaki arjininin uzaklastirildign gosterilmistir. insan plazmasinda iiriner Epo
da yada piirifiye rekombinant Epo da arjinin rezidiileri bulunmaz. Bu nedenle

dolasimdaki Epo 165 amino asit icermektedir (15).
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Epo bioassay, radyoimmunoassay ve enzyme linked immunoassay yontemleri
ile in vivo ve in vitro 6l¢iimii yapilabilmektedir (15).

Hematolojik olarak normal saglikli kadinlarda erkeklere oranla daha diisiik
hemoglobin konsantrasyonlari bulunmasina ragmen erkek ve kadin serum Epo
konsantrasyonlar1 arasinda anlamh fark yoktur. Plazmadaki Epo konsantrasyonlari
yas ve sirkadiyen ritm ile iligkili degildir (15).

Eritropoezis genellikle anemide ve yiikseklik hipoksisinde oksijen sunumu
azaldiginda stimiile edilmektedir ancak bu durumlardan glomeriiler filtrasyon orani
ve oksijen tiiketimi etkilenmemektedir. Bununla birlikte klinikte ve hayvan
modellerinde renal arter stenozunda renal kan akiminda ve dolayisiyla oksijen
sunumunda dramatik bir azalma meydana gelmesine karsin Epo sekresyonunda bir
artisa neden olmaktadir. Bu durum reanal kan akimindaki primer azalmanin
glomeriiler filtrasyon oraninda ve dolayisiyla sodyum reabsorbsiyonu ve oksijen
titketiminde orantili bir azalmaya neden oldugu seklinde agiklanmaktadir (15).

Epo’nun eritroid progenitor hiicrelerin diferansiasyon ve proliferasyonunun
stimiile edilmesi ve eritroid hiicrelerin matiirasyon siirecinde yasama kabiliyetini
desteklemesi seklindeki spesifik etkilerinin Epo’ nun membran reseptorlerine
baglanmas1 yolu ile ortaya ¢iktigi gosterilmistir (155). Yiiksek ve diisiik afiniteli
olmak {iizere iki cesit Epo reseptorii varligi rapor edilmisti. Epo membran
reseptoriine baglanmasini takiben Epo hiicre i¢ine alinir ve ardindan parcalanir. Epo
reseptorlerinin Epo ile etkilesimini takiben sinyal iletiminde AA metabolizmasinin
lipoksijenaz iirtinleri, kemik iligine kalsiyumun alimminin stimiilasyonu, protein
kinaz C aktivasyonu ve hedef eritroid hiicre nukleusunda tirozin fosforilasyonu gibi
yollarin rolii bulundugu 6ne siiriilmektedir (15).

Epo metabolizmasinda primer organ karcierdir. Epo yarilanma Omriiniin
yaklagik ratlarda 1.5-3.5 saattir. Normal insanlarda endojen Epo’ nun yarilanma
omrii 4-12 saattir. Intravenoz bolus doz olarak verilen piirifiye rekombinant insan
Epo plazma klirensi eksponansiyel bir sekilde gerceklesir. Eliminasyon yarilanma
Omrii normal insanlar ve son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda 2-13 saat
olarak bildirilmistir. Plazma Epo klirensi yaklasik 10 ml/dk’dan azdir. Insanlarda

piirifiye insan Epo’su plazma voliimiine bagli olmakla birlikte dagilim voliimii
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yaklagik 30-100 ml/kg olarak belirlenmistir (15). Eritropoetin iiretimini etkileyen
farmakolojik ajanlar tablo 1’ de verilmistir (15).

Rekominant insan eritropoetinin potansiyel klinikte kullanildigi durumlar;
bobrek yetmezligi anemisi (dializ ve predializ hastalar1), otolog kan donasyonu,
kemoterapi ve radyasyon tedavisinden iyilesme, prematiirite anemisi, kronik
anemiler [ inflamasyon (romatoid artrit, vb), enfeksiyon (AIDS, vb), neoplazi,

aplastik anemi, myelodisplastik sendromlar, hemoglobinopatiler (6rn: Orak hiicreli

anemi)] olarak siralanabilir (15).

Epo Uretimini Artiranlar

Epo Uretimini Azaltanlar

Kobalt Civali diiiretikler
Tiroksin Alkilleyici ajanlar
Biiyiime hormonu Ostrojenler

Prolaktin B, adrenerjik blokerler

Serotonin Adenozin A Ag, (CHA)

Vazopresin Kalsiyum ionofor (A23187)
Testosteron Kalsiyum kanal blokerleri (yiiksek doz)
5o — androstanlar Forbol eterleri(TPA)

3,5 adenozin siklik monofosfat (cAMP) | Diagilgliserol

Prostasiklin (PGI,) IL-1

Prostaglandin E, (PGE,)

Tiimo6r Nekrozis Faktor (TNFao)

Prostaglandin E; (PGE,)

6-keto PGE;

Anjiotensin II

Nikel

Albuterol (Ad B; Ag)

Terbutalin (Ad B, Ag)

izoproterenol (Ad B; B, Ag)

Adenozin A; Ag, (NECA)

Kalsiyum kanal blokerleri

Tablo 1: Eritropoetin iretimini artiran ve azaltan farmakolojik ajanlar (197).
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2.8.1. Eritropoetin’in iskemi Reperfiizyon Hasarma EtKisi

Orijinal olarak eritrosit iiretimi yapan renal hormon olarak tanimlanan
Epo’nun bugiin diger bir cok doku tarafindan lokal olarak fiziksel ve metabolik
strese cevaben {retildigi bilinmektedir. Otokrin ve parakrin rolleri ile
onkosullanmaya (iskemik tolerans) neden olur ve spesifik olarak TNF-o ve diger
proinflamatuar sitokinlerin beyin, kalp, bobrek ve diger dokularda harap edici
potansiyellerini sirlar. Lokal Epo {iiretimi genel olarak hasari takiben suprese
oldugu i¢in eksojen Epo verilmesi klinik ve preklinik ¢alismalarda, IR, toksinin yol
actig1 renal hasar ve stroku takiben, basarili bir tedavi yaklasimi haline gelmistir.
Epo’ nun doku korumasinda terapotik zamanlama araligi, hasardan 6nce, sirasinda ve
sonrasinda olmak tizere genistir. Epo’ nun doku koruyucu etkisinden sorumlu sinyal
yollarim (signaling pathways) anlamada ilerleme kaydedilmistir. Deneysel gozlemler
Epo’ nun degisik biyolojik aktivitelerine aracilik eden Epo reseptor izoformlarinin
varligim gosterir ve Epo reseptor ve beta common reseptor (CD131) alt iinitesinden
olusan doku koruyucu reseptor komplexi tanimlanmistir (156).

Epo’ nun iskemiye kars1i antiapopitotik, antioksidan, anjiojenik ve
noroprotektif etkiler gibi ¢oksayida koruyucu etkileri hiicre kiiltiiriinde ve hayvan
modellerinde gosterilmistir (157). Ates E ve ark renal iskemi reperfiizyon hasari
tizerine Epo’ nun etkisini ve bu etkide tirozin kinaz yolunun roliinii arastirmislar.
Epo inhibitorii olarak genistein kullanmuslar. Sonuc¢ olarak Epo’ nun renal IR
hasarim1 azaltmada etkili oldugunu ve bu etkinin tirozin kinaz aktivitesi ile iligkili
olabilecegini savunmuslardir (157).

Epo’nun noroproteksiyondaki mekanizmasi arasinda glutamatin yol actigi
toksisitenin Onlenmesi apopitozun inhibisyonu, antienflamatuar etkileri ve

anjiogenezin stimiilasyonu sayilabilir (158).
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3. MATERYAL METOD

Siileyman Demirel Universitesi deney hayvan laboratuarindan elde edilen, her
iki cinsten, agirliklar1 200-250 g arasinda olan 24 adet Wistar-Albino cinsi rat
caligmaya alindi. Ratlar deney oOncesi tel kafeslerdel2 saat gece 12 saat giindiiz
sirkadiyan ritm de, ortam sicakligi 24-26 °C ve nem oran1 %50-60 olacak sekilde
tutuldular. Deneyden 12 saat once, su hari¢ beslenmeleri durduruldu. Tiim ratlarin
bakimi, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bic¢imlendirilen ‘Deney
Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’ne ve Laboratuar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii
tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayinlanan (NIH basim
no.85-23, 1985 revize edildi) ‘Laboratuar Hayvanlarimin Bakim ve Kullanimi i¢in
Kilavuz’una uygun olarak yapildi. Calisma protokolii ve deneysel metod Siileyman
Demirel Universitesi Etik Kurul tarafindan onaylandi ( 08.11.2005 tarih ve 11/32
say1l1 Etik Kurul karart ).

3.1. Aortik Iskemi-Reperfiizyon Teknigi:

Iskemi reperfiizyon modelini olusturmak icin ratlar ii¢ ayr1 deney grubunda
farkli prosediir uygulandi. Tiim denekler i¢in intramuskuler enjeksiyonla 100 mg/kg
dozda ketamine hydrochloride ( ketalar flakon, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) verilerek
anestezi saglandi ve bir 1sitma lambasi altinda ratlara supin pozisyon verildi
(fotograf 1). Cilt aseptik olarak hazirlandi ve orta hattan laparotomi yapildi
(fotograf 2). Sivi dengesini korumak amaciyla, 10 ml, 1lik serum fizyolojik
peritoneal bosluga verildi. Barsaklar 1slak gaz ile sola ¢ekilerek abdominal aortaya
ulasildi (fotograf 3). IAA’ ya travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp (vascu-
statts I, midi straight 1001-532; Scanlan Int., St. Paul, MN, USA) konuldu (fotograf
4). Is1 ve s1vi kaybini en az miktara indirmek icin batin insizyonu kapali tutuldu. 30
dakikalik okliizyon sonrasi batin tekrar acilarak IAA’ daki mikrovaskiiler klemp
kaldirild1 ve 60 dakika repefiizyon uygulandi. Aortik klempleme ve reperfiizyon
islemi, klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla
(fotograf 6) ve reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada
pulsasyonun geri gelmesiyle (fotograf 7) degerlendirildi. Kontrol grubuna ait ratlara

laparotomi ve esit siirede IAA diseksiyonu uygulandi ancak bu gruba IR
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uygulanmadi. Reperfiizyon sonrasi tiim ratlar dekapitasyon yoluyla oldiiriildii ve
akcigerleri toraks boslugundan cikartildi (fotograf 8,9). Akcigerlerin bir kismi
biyokimyasal incelemeler yapilincaya kadar -78°C’ de, diger kismi ise histopatolojik

inceleme yapilincaya kadar %10 ‘luk formaldehid soliisyonu i¢cinde saklandi.
3.2. Cahisma Dizaym (Deney Modeli)

Ratlar, esit sayida (n = 8) ve rast gele olarak ii¢ deney grubundan birine dahil
edildi:
Grup 1 (Kontrol): Laparotomi ve IAA diseksiyonu yapildi ancak IAA okliizyonu
yapilmadi.
Grup 2 (AIR): Laparatomi ve AIR yapildi.( 30 dakika iskemi ve takiben 60 dakika
reperfiizyon)
Grup 3 (AIR + Epo): Laparatomi ve AIR yapildi. Ek olarak Epo verildi.( 30 dakika
iskemi + 60 dakika reperfiizyon + 1000 U/kg subkutan Epo ).

Ratlar randomize ve esit sayida olmak iizere ii¢c gruba ayirildi. 1. gruptaki (
kontrol grubu,n = 8 ) ratlara laparatomi ve abdominal aort diseksiyonu yapildi ancak
IR uygulanmadi. II. gruptaki ( AIR grubu,n = 8 ) ratlara laparatomi ve abdomina
aorta diseksiyonu yapildi. Ardindan infrarenal aortaya 30 dakika siireyle travmatik
olmayan mikrovaskiiler klemp ile okliizyon ve 60 dakikalik reperfiizyon uygulandi.
III. gruptaki ( AIR + Epo, n = 8) ratlara da laparotomi ve ayni siirede IR uygulandh.
Epo ( Eprex flakon, Santafarma , Istanbul, Tiirkiye) deneyin 30 dakikalik okliizyon
(iskemi) siiresinin 25. dakikasinda (reperfiizyondan 5 dakika once) rat ensesinden

1000 U/Kg dozda ve subkutan yolla verildi (fotograf 5).

3.3. Biokimyasal islemler

Biokimyasal analizler i¢in dondurulmusg rat akcigerleri serum fizyolojik ile
yikandi, agirliklan 6l¢iildii. Daha sonra % 10 luk homojenat elde etmek icin, % 0.05
sodium azide iceren 100 mmol/L soguk fosfat tamponu (Ph:7.4) i¢cinde homojenize
edildi (Ultra Turrax T25, Janke and Kunkel GmbH and Co., KG Staufen, Almanya).
Bu homojenatlar 30 dakika siireyle sonike edildi ( Bandelin Sonoplus UW 2070,

Berlin, Almanya ) ve ardindan siipernatan ele etmek i¢in santrifiij edildi (5000 g 10
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dk boyunca). Siipernatanlar biokimyasal incelemeler icin kullanilincaya kadar —
78°C derecede saklandi. Siipernatamin protein icerigi Lowry yontemi ile saptandi

(159).

3.3.1. Malondialdehid Ol¢iimii

Reperfiizyon siireci sonunda artan serbest radikal yapimimin bir gostergesi
olan ve lipid peroxidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) diizeyleri,
Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma yontemi ile saptandi (160). Bu metodun
degerlendirme prensibi MDA ile thiobarbitiirik asit (TBA)’ in reaksiyonu ile olusan
renk olusumunun spektrofotometrik Sl¢iimiiyle gerceklesir. Bu amacla, 100 gr/L ‘lik
trichloroacetic asit solusyonundan 2.5 ml, her santrifurj tiiplinde 0.5 ml serum
(supernatan)’ a eklenerek15 dakika siire ile kaynayan su banyosuna tabi tutuldu.
Musluk suyu altinda sogutulan tiipler 1000 g hizda 10 dakika siire ile santifurj
edildikten sonra elde edilen materyalin 2 ml’ si, 6.7 g/L lik TBA solusyonunun 1 ml’
sine eklenerek 15 dakika siire ile kaynayan su banyosunda tutuldu. Bu solusyon
musluk suyunda sogutulduktan sonra absorbansi 532 nm lik spektrofotometre ile
(Shimadzu UV-1601, shimadzu,kyoto)  olciilldi. MDA seviyesi, MDA-TBA
komplexinin emilim katsayis1 (emilim katsayisi €: 1.56x10 cm™. M) ile hesaplandi

ve sonug proteinin miligramindaki nanomole olarak ifade edildi.

3.3.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Ol¢iimii

SOD aktivitesi, Spitz ve Oberley (161) ve Woolliams’a (162) ait yontemler
kullanilarak olciildii. SOD aktivitesinin tayini, 2-(4-iodofenol)-3-(4-nitrofenol) -5-
feniltetrazoliumklorid ile reaksiyona girerek kirmizi bir formazan boya olusturan
siiperoksit radikallerini iireten ksantin oksidaz reaksiyonu temel alinarak yapildi.
SOD aktivitesi bu reaksiyonunun inhibisyon derecesi olarak saptandi. Sonuclar

(U/mg protein) olarak ifade edildi.
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3.3.3. Katalaz Aktivitesi Olciimii

KAT aktivitesi Aebi metoduna gore calisildi (163). Bu yontemin prensibi,
hidrojen peroksit (H,O,) in parcalanma hizinin hiz sabitinin (s”,k) belirlenmesi
esasina dayanir. Hiz sabiti, k =(2.3/At)(a/b) log (Aj/A;) formiilii kullanilarak
hesaplandi. Formiilde A;:0.saniye, A,:15. saniye absorbans degerlerini, a: diliisyon
faktorii, b: siipernatan protein icerigini gostermektedir. Sonuglar k/g protein olarak

ifade edildi.

3.3.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

Gprx aktivitesi Paglia ve ark.’nmin (60) metoduna gore c¢alisildi. Gprx, H,O,
varhiginda rediikte GSH’ nin GSSG’ ye yiikseltgenmesini katalize eder. HyO,’ nin
bulundugu ortamda Gprx’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’ ye indirgenir. Gprx aktivitesi NADPH’In NADP+’ya
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplandi ve iinite/gram (U/gr) doku proteini seklinde belirtildi (60).

3.4. Akciger Doku Orneklerinin Histopatolojik Olarak incelenmesi

Ratlarin akciger biopsileri ayr1 ayr formalin soliisyonunda tespit edilerek
rutin takip islemleri sonrasi parafine gomiilerek bloklandi. 5 mikrometrelik kesitler
yapilarak hematoksilen eosin boyasiyla boyandi ve 1s1k mikroskopu ile incelendi.
Tiim ornekler deney gruplarindan habersiz aymi patolog tarafindan degerlendirildi.
Her ornekte en az iki farkli kesit incelendi. Akciger hasar1 kesitlerde saptanan
alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar hemoraji ve intraalveolar
makrofaja gore asagidaki skalaya uygun olarak semikantatif olarak skorlandi
(12,164,165).

Skorlama sistemi: (-) : Degisikik yok

(+) : Fokal, hafif degisiklikler
(++) : Multifokal belirgin degisiklikler
(+++) : Yaygin belirgin degisiklikler
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3.5. istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak SPSS (SPSS
Inc., Chicago, IL; USA) kullanildi.Veriler ‘ortalama # standart sapma’ olarak
sunuldu. Biokimyasal verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sirasinda gruplar
arasindaki farklarin incelenmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Tukey’s honestly significant difference testi kullamildi. P degerinin 0.05 ten kiiciik
olmasi istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Histopatolojik bulgularin istatistiksel
degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasidaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U
testi kullanildi. Kruskal-Wallis testi icin p<0.05 degerleri ve Mann-Whitney U testi

icin p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biokimyasal bulgular
MDA (nmol/mg SOD (U/mg Katalaz (k/mg Gprx(U/gr protein)
protein) protein) protein)
1 5,21 2,65 - 0,46
2 5,16 2,54 0,03 -
3 - 2,82 0.11 0,42
4 - 3,55 0,10 0,44
5 8,30 2,76 0,04 0,42
6 4,34 3,51 0.05 0.48
7 5,07 3,60 - 0,45
8 3,66 - 0.10 0.43
Tablo2: Kontrol Grubuna Ait Biokimyasal Sonuglar
MDA (nmol/mg SOD (U/mg Katalaz (k/mg Gprx(U/gr protein)
protein) protein) protein)
1 7,90 2,88 0,10 0,37
2 - - 0,17 -
3 13,54 3,28 0,12 0,42
4 11,55 3,70 0,11 0,53
5 10,10 3,94 0,16 0,56
6 6,68 4,17 0,14 0,62
7 6,41 3,98 - 0,53
8 8,72 4,10 0,07 0,58
Tablo3: AR grubuna ait biokimyasal sonuglar
MDA (nmol/mg SOD (U/mg Katalaz (k/mg Gprx(U/gr protein)
protein) protein) protein)
1 6,39 3,24 0,09 0,47
2 7,51 4,11 0,08 0,51
3 9,04 3,35 0,07 0,50
4 - 3,7 - 0,58
5 8,01 2,80 0,05 0,53
6 8,16 - 0,08 0,50
7 9,58 3,43 0,07 -
8 - - 0,07 -

Tablo 4: AIR + Epo grubuna ait biokimyasal sonuglar

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biokimyasal
degerlendirmelerin yapilamadigi veya hatali ¢ikan sonuglar1 gostermektedir. Bu sonuglar istatistiksel
degerlendirmenin diginda tutulmustur.
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MDA SOD Katalaz Gprx

(nmol/mg protein) | (U/mg protein) | (k/mg protein) (U/gr protein)
Kontrol grubu 5,29 +£ 1,59 3,06 £ 0,46 0.07 £0,03 0,44 £ 0,02
AIR grubu 927 +2,61" 372+047 0,12 +0,03° 0,51 +0,08
AIR+Epo grubu | 8,14 + 1,06 3,44 + 0,44 0,07 0,01 0,51 +0,03

Tablo 5: Gruplara gore biokimyasal sonuglarin ortalama ve sandart sapma degerler

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P< 0.05

#* AR grubu ile karsilastirldiginda P< 0.05

AIR grubunda MDA diizeyleri ile SOD ve KAT enzim aktivitleri kontrol

grubundaki degerlere gore (p<0,05) anlaml1 derecede yiiksek bulundu. AR grubunda

Gprx enzim aktivitelerinde kontrol grubuna

ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

rakamsal olarak yiikselme goriildii

AIR + Epo grubunda KAT enzim aktivitelerinde AIR grubundaki degerlere

gore anlaml1 derecede diisiik bulundu (p<0,05). AIR + Epo grubunda MDA diizeyleri

ile SOD ve Gprx enzim aktivitelerinde AIR grubuna gére rakamsal olarak azalma

gozlendi ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

B MDA(nmol/mg
protein)

O= NWRARrUTONO®OO

Kontrol

AR AiR+Epo

Grafik 1:MDA nin (nmol/mg protein) gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P < 0.05

MDA, AIR grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu

(p<0,05). AIR + Epo grubunda MDA degeri AIR grubuna gore rakamsal olarak

diisik bulundu ancak bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
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AIR + Epo grubu ile kontrol grubu arasindaki MDA degerleri arasinda da istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmadi (p>0.05).

3,5

2,5
|ISOD (U/mg protein)| 2
1,5

0,5

Kontrol AiR AiR+Epo

Grafik 3: SODun (U/mg protein) gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
* Kontrol grubu ile karsilasiridiginda P< 0.05

SOD enzim aktiviteleri AIR grubunda kontrol grubuna gére anlamh derecede
yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + Epo grubunda AIR grubuna goére SOD enzim
aktivitelerinde rakamsal olarak azalma gozlendi ancak bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05). AIR + Epo grubu ile kontrol grubu SOD enzim

aktiviteleri kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

0,14
0,12

0,1
0,08 3k
0,06
0,04
0,02

0 T T T 1
Kontrol AiR  AiR+Epo

B Katalaz(k/mg protein) |

Grafik 2 :KAT’ 1 (k/mg protein) gruplar aras1 degerlerin grafiksel analizi
* Koptrol grubu ile karsilagirildiginda P< 0.05
** AIR grubu ile karsilasirildiginda P< 0.05
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Katalaz enzim aktiviteleri AIR grubunda kontrol grubuna goére anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + Epo grubunda KAT enzim aktiviteleri
AIR grubuna goére anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05). AIR + Epo grubu ile
kontrol grubu KAT enzim aktiviteleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p>0.05).

0,52

0,5

0,48

|lerx(U/kg protein) | 0,46

0,44

0,42

0,4 T T T 1
Kontrol AR AiR+Epo

Grafik 4: Gprx’ in (U/gr protein) gruplar aras1 degerlerin grafiksel analizi

Gprx enzim aktiviteleri AIR grubunda kontrol grubuna gore rakamsal olarak
yiiksek bulundu ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
AIR + Epo grubu Gprx enzim aktiviteleri hem AIR grubu hemde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

4.2. Histopatolojik bulgular

Tiim akciger doku kesitleri 151tk mikroskopunda 100X ve/veya 200X
biiyiitmelerle alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar hemoraji ve
intraalveolar makrofaj yoniinden degerlendirildi. Ayrica histopatolojik olarak
incelenen dort parametrenin toplami alinarak akciger hasar skoru olusturuldu.

Kontrol ~ grubuna  ait  akciger doku  kesitlerinin  mikroskopik
degerlendirmesinde alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon ve intraalveolar
hemoraji yoniinden histopatolojik degisiklik goriilmedi (skor -). Intraalveolar

makrofaj yoniinden fokal, hafif degisiklikler (skor +) goriildii.
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AIR grubunda alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon ve intraalveolar
makrofaj yoniinden multifokal belirgin degisiklikler (skor ++) goriildii. intraalveolar
hemoraji yoniinden fokal hafif degisiklikler (skor +) gozlendi.

AIR + Epo grubunda intraalveolar hemoraji de skor (-) olarak goriildii.
Alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon ve intraalveolar makrofaj bulgularinda
ise skor (+) goriildii.

Histopatolojik bulgularin Kruskal-Wallis yontemiyle istatistiksel analizinde
ortalama skorlar1 alinan gruplarda alveolar konjesyon (p<0.05), inflamatuar
infiltrasyon (p<0.05), intraalveolar hemoraji (p<0.05), intraalveolar makrofaj
(p<0.05), akciger hasar skoru (p<0.05) yoniinden anlamli fark saptandi.

Gruplarin her biri kendi arasinda karsilastirilip degisikliklerin Mann-Whitney
U yoOntemiyle istatistiki anlamliligr incelediginde; grup I ve II arasinda alveolar
konjesyon (p<0.05), inflamatuar infiltrasyon (p<0.05), intraalveolar hemoraji
(p<0.05), intraalveolar makrofaj (p<0.05), akciger hasar skoru (p<0.05) yoniinden
anlamli fark saptandi. Grup II ve III arasinda inflamatuar infiltrasyon (p<0.05),
intraalveolar makrofaj (p<0.05), akciger hasar skoru (p<0.05) yoniinden anlaml
fark saptandi. Ancak grup II ve III arasinda alveolar konjesyon (p>0.05),
intraalveolar hemoraji (p>0.05) yoniinden anlamh fark saptanmadi. Grup I ve III
arasinda alveolar konjesyon (p<0.05), inflamatuar infiltrasyon (p<0.05), intraalveolar
hemoraji (p<0.05), intraalveolar makrofaj (p<0.05), akciger hasar skoru (p<0.05)

yoniinden anlaml fark saptandi.
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Kontrol Grubu (n=8) AIR Grubu (n=8) AIR + Epo Grubu Kruskal |Mann-
(Grup 1) (GruplD) (Grup III) Wallis Whitney
P U
P<0.05
IDS | - |+ |++ |+++ |Ortalama |IDS |- |+ |++ | +++ | Ortalama - |+ |++ | +++ | Ortalama
skor Skor iDS skor
Alveolar 16 16 |00 |O - 14 0(7]|5 2 ++ 13 4 14 5 0 + P<0.05 | I-IL, I-1II
konjesyon
Inflamatuar 16 I5 |1/0 |0 - 16 1177 2 ++ 16 3110 |3 0 + P<0.05 | I-ILII-IIO
infiltrasyon I-1IT
Intraalveolar 16 16 |00 0 - 14 8151 0 + 13 8|5 0 0 - P<0.05 T-1LI-111
hemoraji
Intralveolar 16 8 711 0 + 12 0(1]9 2 ++ 14 313 8 0 + P<0.05 | I-ILII-III
makrofaj I-1IT
Akcigerhasar 1 7 3 P<0.05 |I-ILII-III
skoru I-111

Tablo 6: Gruplarin histopatolojik skorlar1 ve sonuglarin gruplar araindaki istatiksel degerlendirmesi.

Histopatolojik bulgularin ortalama skorlari ; (-) degisiklik yok, (+) fokal hafif degisiklikler, (++) multifokal belirgin degisiklikler, (+++) yaygin belirgin degisiklikler
olarak degerlendirildi. Gruplar arasi anlamli farklarin belirlenmesinde Kruskal Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde Mann-Whitney U testi
kullanildi. Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi i¢in P< 0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

IDS: Incelenen doku sayist




Resim 2: Kontrol grubu; normal akciger dokusu (200x HE)



Resim 3: AIR grubu; alveolar konjesyon (100x HE)

N

R .

~la
» os ,ag

Resim 4: AIR grubu: Inflamatuar infiltrasyon, skor (+++) (200x HE)
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Resim 6: AIR grubu; intraalveolar makrofaj, skor (+++) (200xHE)



Resim 8: AIR + Epo grubu; inflamatuar infiltrasyon (200xHE)



Resim 10: AIR + Epo grubu; intraalveolar makrofaj, skor (+) (100xHE)
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S. TARTISMA

Calismamizdaratlarda infrarenal abdominal aorta okliizyonu ile deneysel
iskemi reperfiizyon modeli olusturuldu ve olusan uzak organ (akciger) hasarina karsi
eritropoetinin etkisi arastirildi. Calismanin sonucunda eritropoetinin akcigerdeki
uzak organ hasari azalttig1 saptandi.

Epo’ nun cesitli organlarda iskemi reperfiizyon hasarina kars1 korudugunu
gosteren bir ¢ok ¢aligma vardir. Sepodes ve ark.(166) ratlarda Epo’ nun karacigeri IR
hasarindan korudugunu ve bu etkiyi oksidatif stres ve caspase-3 aktivasyonunu
azaltarak olusturdugunu gostermislerdir. Ates E. ve ark.(157) bobrek IR hasarina
karsi Epo’ nun koruyucu etkisini, tirozin kinaz aktivasyonu yoluyla, basardigini
gostermislerdir. Kumral A. ve ark. (167) yenidogan ratlarinda hipoksik beyin
hasarina karsi Epo’ nun koruyucu etkilerini Gprx enzim aktivitesini artirarak ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak basardigini gostermislerdir. Joyeux-Faure M ve ark.
(168) eksojen olarak verilen Epo’nun myokard: IR hasarina kars1 korudugunu ve bu
etkiyi selliiler apopitozu ve nekrozu azaltarak yaptigini gostermislerdir. Calapai G.
ve ark. (169) yaptiklan ¢alismada eritropoetinin beyin iskemik hasarina kars1 nitrik
oksit olusumunun inhibisyonu yoluyla koruyucu oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda ratlarda ketamin HCI ampul (ketalar flakon, Pfizer, Istanbul,
Tiirkiye) ile dissosiyatif anestezi olusturuldu. Disosiyatif anestezi beyindeki motor,
integratif, hafiza ve duyusal aktiviteleri ortadan kaldirir. Genel anestezinin bir tiirii
olup enjeksiyon yolu ile uygulanan ilaglar ile hafif bir sedasyon ve beraberinde
periferik analjezi olarak tarif edilebilir. Ketamin HCI ampul intravenoz,
intramuskuler ve intraperitoneal yolla uygulanabilir. Intravendz uygulamada
yutkunma refleksleri nedeniyle regurjitasyona bagli aspirasyon riski mevcuttur.
[lacin intraperitoneal ve intramuskuler injeksiyonu ilacin asidik 6zelliginden dolay:
cok agrilidir. Intraperitoneal uygulamada indiiksiyon daha uzun zaman alir ancak
uyanma daha ge¢ olur. Kullanilan hacim kiiciik oldugu icin 6zellikle kiigiik hayvan
tirlerinde intraperitoneal uygulamanin bir avantaji yoktur ve miimkiinse
intramuskuler injeksiyon kullanilmalidir. Intramuskuler uygulamada indiiksiyon ii¢
ile bes dakika icinde olusur ve genellikle 20 dakika icine uyanma olur. flacin

analjezik etkileri kotii oldugu icin analjeziklerle kombine uygulanmasi
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onerilmektedir. Ancak kombinasyonun tek basina kullamima oranla kardiyak ve
solunum depresyonunu artici etkisi daha fazladir (5). Tiim bu 6zellikler goz 6niine
aliarak bizim ¢alismamizda ketamin ampul intramuskular enjeksiyonla ve kombine
edilmeden uygulandi.

Periferik alt extremite hastaliklarin en sik rastlanilan sonucu kronik yada akut
sirecte periferik arterlerin tikanmast ve sonugta extremite perfiizyonunun
bozulmasidir. Klinik uygulamada da abdominal aort anevrizmasi, Lerische sendromu
ve aortailiak hastaliklarda infrarenal aortaya klemp konulmakta ve anastomozlar
tamamlanana kadar alt extremite iskemik kalmakta, anastomozun tamamlanmas: ile
aortik klempin kaldirilmasi ile iskemik dokularin reperfiizyonu gerceklesmektedir.
Deneysel arastirmalar i¢in extremite iskemisinin olusturulmasinda ¢ok sayida model
gelistirilmistir. Bunlardan biri ve en kolay uygulanilam turnike yontemidir. Bacagin
miimkiin olan en proksimali standart bir paket lastigi tarafindan sikistirilir (5,170).
Bu uygulamada 2-6 saatlik bir iskemi ve 24 saatlik reperfiizyon yeterlidir. Bu yontem
bacagin hem arteryal hemde venoz dolasiminmi engelledigi i¢in klinik ile tam olarak
uyusan bir iskemi modeli olusturulamaz (5). Ikinci bir yontem iliak arter iskemi
modelidir. 4 saatlik iskemi ve 1-6 saatlik reperfiizyon yeterlidir. Uciincii yontem
aortaya klemp konulmasidir. Ozellikle hemodinamik izlemin yapilacagi ve iskemi
reperfiizyonun sistemik etkilerinin arastirilacagi durumlarda siklikla uygulanir
(5,171-175). Bu modelde infrarenal abdominal aortaya klemp konularak model
olusturulmasi klinikte 6zellikle aortailiak girisimlere uygun deneysel bir rat ¢alisma
modelidir. Kiris ve ark. (171) infrarenal aortik iskemi reperfiizyon modelinde renal
hasarn arastirmiglar. 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon ile okliizyonun
proksimalindeki uzak organda (bobrek) IR hasarinin olustugunu, MDA diizeyi ve
antioksidan enzim aktivitelerinin artisinin tespiti ile goOstermislerdir. Bizde
calismamizda infrarenal aortik iskemi (30 dakika) ve reperfiizyon (60 dakika)
uyguladik ve akciger hasarini arastirdik. Patel N.S. ve ark. (176) rat bilateral renal
arterlerine 30 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulamislar. Epo’yu bir gruba
subkutan yolla deney oncesi 3 giin boyunca 1000 U/kg dan ve diger bir gruba
reperfiizyondan 5 dakika once 1000 U/ kg dan tek doz yine subkutan yolla
uygulamislar. Sonug olarak 3 giin tedavi uygulanan grupta daha fazla olmak iizere

her iki grupta bobrek hasarina karsi koruyucu oldugunu gostermisler. Bizde
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caligmamizda 30 dakikalik iskemi siiresinin 25. dakikasinda, reperfiizyondan 5
dakika 6nce, subkutan yolla 1000 U/kg dozdan Epo uyguladik.

Iskemi reperfiizyonda olusan serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle
membranlardaki lipidlere saldirarak lipid peroksidasyonunu baglatirlar. Akcigerde
iskemi-reperfiizyon hasar1 sirasinda akiimiile olan lipid peroksidasyon iiriinii
MDA’nin, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri ile verdigi reaksiyon
spektrofotometrik olarak Olciilerek akciger hasarinin derecesi hakkinda fikir
edinilebilir (177). Bizim ¢alismamizda da ayn1 6l¢iim teknigi ile akciger dokusunda
MDA ya bakildi. AIR grubunda kontrol grubuna gére MDA diizeyinde anlamli artis
saptand1. Ancak AIR + Epo grubunda ise MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
azalma saptanmadi. Uysal ve ark. (170) alt extremite IR nin akciger iizerindeki
hasar1 gostermek icin kanda ve dokuda MDA diizeyi bakmuslar. IR grubunda MDA
nin  yiikseldigini ve melatonin verilen grupta MDA diizeyinin azaldigim
saptamiglardir. Okutan ve ark. (175) aortik okliizyon ve reperfiizyon sonrasinda
olusan akciger hasarina karst melatoninin etkisini aragtirmiglar. MDA seviyesinin
AIR grubunda yiikseldigini ve melatonin uygulanan grupta MDA seviyesinin anlamli
derecede azaldigimi saptamiglardir. Calapai G. ve ark. (169) yaptiklar1 ¢alismada
eritropoetinin beyin iskemik hasarina karsi nitrik oksit olusumunun inhibisyonu
yoluyla koruyucu oldugunu gostermisler ve eritropoetinin postiskemik MDA
seviyelerini diisiirdigiinii bulmuslardir. Patel NS. ve ark. (176) ile Ates E. ve ark.
(157) rat bobreginde iskemi reperfiizyon hasarina kars1t Epo’ nun etkisi arastirmislar.
Epo uygulanan grupta iskemi reperfiizyon sonucu gelisen lipid peroksidasyonda
anlamli azalma saptamiglar. Bununla birlikte Ozakyol AH. ve ark.” nin (178) ratlarda
karaciger IR hasarina L-nitro-arginine-methyl-ester (L-NAME)’ in etkisini
aragtirdiklart ¢alismanin sonucunda L-NAME verilen grupta karaciger dokusunda
MDA’ nin anlamli azalmadigi ancak olusan IR hasarinm histopatolojik olarak
azaldig1 saptanmistir. Bununla ilgili olarak verilen ilacin olusan IR hasarm lipid
peroksidasyonundan bagimsiz olarak azaltabilecegini bildirmiglerdir. Bizim
calismamizda da Ozakyol ve ark.” nin (178) ¢alismasina benzer sekilde Epo verilen
grupta MDA’ da anlamli azalma saptanmadi ancak histopatolojik incelemede IR
hasarinin azaldigi saptandi. Bizde Epo’ nun IR hasarmm lipid peroksidasyondan

bagimsiz olarak azaltabilecegi kanaatindeyiz. Yine ¢alismamizda Epo verilen grupta
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MDA diizeyinde anlamli azalmanin saptanmamasi uygulanan Epo dozunun
yetersizligine bagli olabilecegini diisiindiirebilir. Daha yiiksek Epo dozlan ile
yapilacak yeni ¢aligmalar bu konuda aydinlatici olabilir.

AIR hasar1 olusumunda serbest oksijen radikalleri 6nemli bir yer tutar (51).
Iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna yol agar. Bunlar siiperoksit
anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve nitrik oksitten
derive peroksinitrittir (19). Oksijen kokenli serbest radikaller aracigi ile olusan
hasarda baslangi¢ olay ksantin oksidaz kokenli siiperoksit anyonlarinin iiretilmesidir
(20). Serbest radikal temizleyicileri, reaktif oksijen parcalari ile reaksiyona girerek
bunlar1 zararsiz maddeler haline doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlar SOD, KAT ve
Gprx olarak siralanabilir.

Insanlarda SOD’ un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki izoenzimi vardir. Cu-Zn
iceren tipi sitozolde, Mn igeren tipi mitokondride yerlesmistir (5). SOD, siiperoksitin
hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler (5,55). Calismamizda SOD aktivitesinin
tayini, 2-(4-iodofenol)-3-(4-nitrofenol) -5-feniltetrazoliumklorid ile reaksiyona
girerek kirmizi bir formazan boya olusturan siiperoksit radikallerini iireten ksantin
oksidaz reaksiyonu temel alnarak yapildi. Calismamizda AIR grubunda SOD
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli yiikselme saptandi ancak AIR + Epo
grubunda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmadi.
Dimakakos PB.ve ark. (172) deneysel bir caligmada abdominal aortada okliizyon
olusturup intestinal organlarda oksidan hasara kars1i vitamin E’nin etkisini
aragtirmiglar. Bunun icin kanda SOD aktivitesine bakmiglar. E vitamini verilen
grupta SOD aktivitesinde azalma saptamiglar ve vitamin E nin postiskemik hasara
karsi korudugunu savunmuslardir. ilhan A. ve ark. (173) yaptiklarn1 calismada
tavsanlarda kafeik asit fenil esterin spinal kord iskemi reperfiizyon hasarina olan
etkilerini arastirmiglar ve serbest radikal hasarinin gostergesi olarak SOD aktivitesi
bakmislar ancak tiim gruplar arasinda anlamli fark saptayamamis olup 6zellikle ilag
verilmesiyle SOD aktivitesinin anlamli azalmamasi c¢alismamizla uyumludur. Ege E.
ve ark. (174) tavsan spinal kord iskemi reperfiizyon hasarina erdosteinin etkisini
arastirdiklar1 calismada IR grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOD
aktivitesinde anlaml artma saptamis olmalar calismamizla uyumlu iken erdostein

verilen grupta SOD enzim aktivitesinde anlamli azalma saptamislardir. Bizim
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calismamizda AIR + Epo grubunda SOD diizeyinde belirgin azalma olmas1 ancak
bunun kontrol seviyesine inmemesi oksidatif stresin Epo uygulanan grupta azaldigim
ancak tamamen ortadan kalkmadigini diisiindiirmektedir.

Katalaz enzimi SOD tarafindan olusturulan hidrojen  peroksiti
peroksizomlarda su ve oksijene ¢evirir. KAT viicutta dogal olarak olusan bir
metalloproteindir. In vivo olarak siiperoksit dismutaz ile kombine bir sekilde etki
eder (55). Calismamizda biyokimyasal olarak hidrojen peroksitin par¢alanma hizinin
hiz sabitinin (s”k) belirlenmesi esasina gore hesaplandi. Yine ¢alismamizda KAT
aktivitelerinde AIR grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma
saptandi. AIR + Epo grubunda da AIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
azalma saptandi. Kiris ve ark. (171) infrarenal aortik iskemi reperfiizyon modelinde
renal hasari arastirdiklari calismada IR hasar gostergesi olarak KAT aktivitesini
incelemisler ve AIR grubunda kontrol grubuna gore KAT aktivitesinin anlamli
olarak arttigimi saptamiglar. Erten SF. ve ark. (179) deneysel spinal kord iskemi
reperfiizyon hasarina melatoninin etkisini aragtirmiglar. IR grubunda KAT
aktivitelerinde anlamli artis saptamiglar. Melatonin verilmesi ile de bu aktivitelerde
anlamli azalma saptamiglar. Mezzetti A. ve ark. (180) kardiopulmoner bypass
sirasinda kanda KAT ve diger antioksidan enzim aktivitelerini arastirmislar. iskemi
ve takiben yapilan reperfiizyon ile KAT ve diger antioksidan enzim aktivitelerinde
artis bulmuslar. Ayrica bu degisikliklerin iskemik arrestin siiresi ile iligkili oldugunu
ve reperfiizyonla serbest radikal iiretiminin Onceki iskemik peryodun siddetine
bagimli oldugunu saptamuslardir. Calismamizin AIR ve AIR+Epo gruplarimdaki
KAT aktivite degerlerinin istatistiksel sonuglart bu literatiirlerle uyumludur.
Calismamizda AIR grubunda KAT aktivite artisi, yiikselmis SOD aktivitesi ile
olusan hidrojen peroksitin KAT enzimi ile elimine edildigini diisiindiirmektedir. Epo
uygulanan grupta azalan SOD aktivitesi oksidatif stresin azaldigini, ancak tam
ortadan kalkmadigini, bununla birlikte bu grupta olusan hidrojen peroksitin
indirgenmesi i¢in KAT aktivitesinde artisa yol acmadigi goriilmiistir. KAT
aktivitesinin EPO grubunda kontrol grubu degerlerine inmesinin bu nedenle
olabilecegi kanaatindeyiz.

Gprx hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun okside glutatyona

yiikseltgenmesini katalize eder (64). Ayrica SOD tarafindan olusturulan hidrojen
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peroksiti mitokondri ve sitoplazmada su ve oksijene indirger (56). Calismamizda
Gprx aktivitelerinde AIR grubunda, kontrol grubuna gére ve AIR + Epo grubunda da
AIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi. ilhan A ve ark. (181)
nebivololiin tavsanlarda spinal kord iskemi reperfiizyon hasarma etkisini
arastirmiglar ve IR grubunda spinal kord dokusunda Gprx’in anlamli derecede
yiikseldigini  bulmuslardir. Castedo E. ve ark. (182) deneysel kalp
transplantasyonunda iskemi reperfiizyon hasarini ve bu hasara trimetazidinin
sitoprotektif etkilerini arastirmislar. Serbest radikallere bagli iskemi reperfiizyon
hasarin1 gostermek icin antioksidan glutatyon peroksidaz calismislar. Iskemi ve
reperfiizyon peryodlarinda Gprx aktivitelerini yiiksek bulmuslardir. Bir grupta
standard myokardial koruma yapmislar diger grupta kardioplejik soliisyona
trimetazidin eklemisler. Sonuc¢ olarak trimetazidinin serbest radikal kaynakli hasara
kars1 koruyucu oldugunu saptamislardir. Aceto ve ark. (183) yaptiklar arastirmada
kardiopulmoner bypas uygulanan hastalarda aortik klempleme ve klemp kaldirilmasi
sonras1 kanda Gprx aktivitelerinde artig oldugunu saptamslardir. Bu calismada, AIR
grubunda Gprx aktivite artist olmas1 SOD aktivitesi ile olusan hidrojen peroksitin
Gprx enzimi ile de elimine edildigini gosterebilir. Epo uygulanan grupta Gprx
aktivite degerlerinin kontrol grubundaki degerlerden daha yiiksek ve hatta AIR
grubundaki kadar yiiksek degerlerde kalmasi hidrojen peroksit eliminasyonun bu
grupta Gprx tarafindan devam ettirilmesi ile ilgi olabilecegi diisiincesindeyiz.
Calismamizda histopatolojik incelemede alveolar konjesyon, inflamatuar
infiltrasyon, intraalveolar hemoraji ve intraalveolar makrofaj degisikliklerine
bakildi. Kontrol grubuna ait akciger doku kesitlerinin mikroskopik
degerlendirmesinde alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon ve intraalveolar
hemoraji yoniinden herhangi bir histopatolojik degisiklik saptanmaz iken
intraalveolar makrofaj yoniinden fokal, hafif degisiklikler goriildii. AIR grubunda
alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon ve intraalveolar makrofaj yoniinden
multifokal belirgin degisiklikler goriildii. Intraalveolar hemoraji yoniinden fokal hafif
degisiklikler gozlendi. AIR + Epo grubunda intraalveolar hemoraji yoniinden
histopatolojik degisiklik gézlenmezken alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon
ve intraalveolar makrofaj bulgularinda fokal, hafif degisiklikler goriildii.

Histopatolojik olarak incelen dort parametrenin toplami alinarak olusturulan akciger



65

hasar skoruna gore de incelendiginde AIR grubunda kontrol grubuna goére olusan
hasar anlamli bulundu. Bununla birlikte AIR grubunda olusan hasarmn AIR + Epo
grubunda azalmasi da anlamli bulundu. Histopatolojik bulgularin istatistiksel
analizinde ortalama skorlar1 alinan gruplarda alveolar konjesyon, inflamatuar
infiltrasyon, intraalveolar hemoraji, intraalveolar makrofaj ve akciger hasar skoru
yoniinden anlaml fark saptandi. Gruplarin her biri kendi arasinda kargilastirnlip
degisikliklerin istatistiki anlamlilig1 incelediginde; grup I- II ve grup I-III arasinda
alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar hemoraji, intraalveolar
makrofaj ve akciger hasar skoru yoniinden anlamli fark saptandi. Grup II ve III
arasinda inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar makrofaj ve akciger hasar skoru
yoniinden anlamhi fark saptanirken grup II ve III arasinda alveolar konjesyon,
intraalveolar hemoraji yoniinden anlaml fark saptanmadi.

Calikoglu M ve ark. (184) yaptklan calismada periferik iskemi
reperfiizyonun akcigerdeki nitrozatif etkileri ve kafeik asit fenilesterin koruyucu
roliinii arastirmislar ve gruplar arasi peribronsial ve perivaskiiler 16kosit infiltrasyonu
bakimindan anlamli fark oldugunu ve iR grubunda Iokosit infiltrasyon artisinin ilag
grubunda azaldigini saptamislar. Koksel O. ve ark. (185) yaptiklan bir ¢alismada
iskemi reperfiizyonun indiikledigi akciger hasarma o-lipoik asidin etkisini
arastirmiglar ve iskemi ve reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore PMNL artist
bulmuglar ve tedavi edilen grupta da PMNL sayisinda anlamli bir azalma
saptamiglardir. Ayrica iskemi ve reperfiizyon grubunda belirgin derecede artan
intraalveolar makrofaj da o-lipoik asitle tedavi edilen grupta azalmig olarak
bulunmus olup calismamizla uyumludur. Wu H. ve ark. (186) yaptiklar calismada
ratlarda Epo tedavisinin iskemi reperfiizyonun indiikledigi akciger hasarini azalttigini
bulmuslardir. Akciger histopatolojik hasar skoru bakilmis ve Epo ile tedavi edilen
grupta iskemi reperfiizyon grubuna gore akciger alveolar 6dem ve nétrofil
infiltrasyonunda anlamli azalma tespit etmis olup ¢calismamizla uyumludur. Berkan
O. ve ark. (187) yaptiklar1 ¢alismada, alt ekstremitelerdeki gecici iskemi reperfiizyon
(I/R) hasarina bagl akcigerlerde olusan patolojik degisiklikler ve bunlar1 &nlemede
askorbik asidin koruyucu etkisi arastirmiglardir. Histopatolojik degerlendirmede
kontrol grubunda normale yakin bir akciger dokusu goriilmiistiir. Bununla birlikte

AIR ve AIR+ askorbik asit grubunda, kontrol grubuna gore daha fazla PMNL
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birikimi, 6dem ve konjesyon saptanmis olup AIR + askorbik asit grubunda AIR
grubuna gore PMNL sayisinin, interstisyel 6dem ve konjesyonun daha az oldugu
saptanmustir. Bu calismalara genel olarak bakildiginda IR ile akcigerde olusan hasart
gostermek icin bakilan histopatolojik degisiklikler bizim c¢alismamizdaki
parametrelerine benzemektedir ve sonuglarimiz yukarida sunulan tiim calismalarla
uyumludur.Yukarida belirtildigi gibi akcigerde olusan IR hasarma alveolar
makrofajlar (7) aracilik etmektedir ve makrofajlar proinflamatuar sitokinlerin
salinimini tetiklemekte ve erken reperfiizyon hasar1 olugsmaktadir (1). PMNL’ nin alt
extremitenin IR’ i nedeniyle olan akciger hasarinda esas role sahip oldugu
gosterilmistir ve azalmalar1 akcigerler iizerinde koruyucu bir etki gosterir (10).
Calismamizda Epo’ nun akciger IR hasarmni azalttig1 ve bu etkiyi alveolar makrofaji
ve inflamatuar infiltrasyonu azaltarak sagladig1 goriilmektedir.

Yukanida belirtildigi gibi klinik uygulamada abdominal aort anevrizmasi,
Lerische sendromu ve aorta iliak hastaliklarinin cerrahi tedavisinde infrarenal
abdominal aortaya klemp konulmasi gerekmektedir. Aortanin gegici okliizyonu ve
takiben alt extremitelerin IR’i sonrasi akciger hasarinin ortaya ciktigi da
bilinmektedir (8,9,10). Polimorfoniikleer notrofil 1okositlerin alt ekstremitelerin IR’i
nedeniyle olan akciger hasarinda esas role sahip oldugu gosterilmistir ve azalmalari
akcigerler iizerinde koruyucu bir etki gosterir (10). Calismamizda infrarenal aortik
okliizyon ve takiben uygulanan alt extremite reperfiizyonu ile akcigerde gerek
biokimyasal ve gerekse histopatolojik bulgularla IR hasarinin olustugunu saptadik.
Bulgularimiz gostermektedir ki Epo uygulanmasi akcigerde olusan IR hasarii
azaltmaktadir.

Sonug¢ olarak ¢alismamizda deneysel infrarenal aortik iskemi reperfiizyon
modelinde olusan akciger hasarina kars1 eritropoetinin akciger IR hasarini azalttig
histopatolojik olarak saptandi. MDA diizeylerinde anlamli azalma olmamasi olusan
hasarin lipid peroksidasyonundan bagimsiz olabilecegi ve eritropoetinin lipid
peroksidasyonunu  degistirmeden iskemi reperfiizyon hasarimi  azalttigim
diisiindiirmektedir. Buna ragmen eritropoetinin bu konudaki etki mekanizmasinin
ayrintili olarak tamimlanmasi i¢in yeni deneysel calismalara ihtiya¢ vardir. Bu

deneysel calismalarin sonucunda eritropoetinin infrarenal abdominal aortadaki
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cerrahi girisimlerde gelisen akciger hasarina etkisinin klinik olarak arastirilabilecegi

diisiincesindeyiz.
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OZET

Amac: Bu calismanin amaci, rat infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-
reperfiizyon sonrasi akcigerlerde olusan iskemi-reperfiizyon hasarina eritropoetinin
etkisini aragtirmaktir.

Materyal ve Metod: Yirmi dort adet Wistar-Albino rat rastgele ve esit sayida (n=8)
olmak tizere ii¢ gruba ayirildi. Kontrol grubunda laparotomi ve infrarenal abdominal
aorta (IAA) diseksiyonu yapildi ancak okliizyon uygulanmadi. Aortik iskemi
reperfiizyon (AIR) grubunda IAA diseksiyonu yapildi, IAA’ ya kros-klemp
konularak 30 dakika iskemi ve kros-klemp kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon
gerceklestirildi. AIR + Eritropoetin (Epo) grubunda ise IAA’ya kros-klemp
konularak 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi, kros-klemp
kaldirilmadan 5 dakika 6nce 1000 U/kg dozda subkutan yolla Epo verildi. Ratlar
sakrifiye edildi ve rat akciger orneklerinde biyokimyasal yontemlerle malondialdehit
(MDA) diizeyleri, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (Gprx) aktiviteleri Ol¢iildii. Ek olarak akciger dokularinda histopatolojik
inceleme yapildi.

Sonuclar: AIR grubuna ait MDA diizeyleri, SOD ve KAT aktivite degerleri kontrol
grubundaki degerlere gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). AIR + Epo
grubuna ait KAT aktivite degeri AIR grubundaki degere gére anlamli derecede diisiik
bulundu (p<0.05). Ancak her bir gruba ait Gprx aktivite degerleri birbiri ile
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Histopatolojik
incelemede, AIR grubunda alveolar konjesyon, inflamatuar infiltrasyon,
intraalveolar hemoraji, intraalveolar makrofaj ve akciger hasar skoru degerleri
kontrol grubundaki degerlere gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR +
Epo grubunda inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar makrofaj ve akciger hasar skoru
degerleri AIR grubundaki degerlere gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0.05).
Tartisma: Bu caligmanin sonucu eritropoetin’in infrarenal aortik iskemi-reperfiizyon

sonrasi olusan akciger hasarini azalttigin1 géstermektedir.
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SUMMARY

Purpose: The purpose of this study is to examine the effect of erythropoietin on
ischemia reperfusion injury in lungs occuring after occlusion -reperfusion of
infrarenal abdominal aorta in rat.

Material and Method: Twenty four Wistar-Albino rats were randomized in equal
numbers (eight per group) into three groups. Control group underwent laparotomy
and dissection of the infrarenal abdominal aorta (IAA) without occlusion. Aortic
ischemia reperfusion (AIR) group underwent dissection of the IAA, and then
ischemia and reperfusion were done by clamping of the IAA for 30 min and
declamping of the IAA for 60 min, respectively. AIR+ erythropoietin (Epo) group
underwent ischemia and reperfusion by clamping of the IAA for 30 min and
declamping of the IAA for 60 min, respectively, and 1000 U/kg Epo was given
subcutanously 5 min before declamping of the IAA. Rats were sacrified and the
tissue levels of malondialdehyde (MDA) and activity levels of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathion peroxidase (Gprx) were measured in rat lung
specimens. Histopathological examination of the lung specimens was also done.
Results: Tissue levels of MDA and activity levels of SOD and CAT in the AIR
group were significantly higher than the levels in the control group (p<0.05).
Activity level of CAT in the AIR+Epo group was significantly lower than the level
in the AIR group (p<0.05). However, when activity level of Gprx of each group was
compared, there was no statisticaly significant difference. Histopathological
examination showed that alveolar congestion, inflamatory infiltration, intraalveolar
haemorrhage, intraalveolar macrophage and lung injury score in the AIR group were
significantly higher than in the control group (p<0.05). Inflamatory infiltration,
intraalveolar macrophage and lung injury score in the AIR+Epo group were
significantly lower than in the AIR group (p<0.05).

Discussion: The results of this study indicate that erythropoietin attenuates the lung

injury occuring after infrarenal aortic ischemia reperfusion.
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