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ONSOZ

Beyin iskemisi, beyinde olusturdugu degisikliklerin yani sira metabolik
bozukluklara bagli olarak beyin disinda meydana gelen patolojilerin de etkiledigi
ve bdylece daha karigik hale gelen 6nemli bir klinik durumdur. Beyin iskemisini
sadece beyinde olusan bozukluklar ile degerlendirmek veya beyin disinda gelisen
bozukluklara bagli mekanizmalar1 dikkate almamak; tedavi ve olusabilecek hasar
acisindan &nemli bir hatadir. Iki tarafli karotid arter okliizyonu yontemi ile
gerceklestirilen deneysel beyin iskemisinde meydana gelen solunumsal asidoza
bagli olarak degisen metabolik durum, reperfiizyon sonrast hasarm kritik
belirleyicisi olmakta ve yapilan bircok ¢alismada alinan sonuglarin
yorumlanmasina etki etmektedir. Klinik yansimalar1 da hastanin prognozu
belirlemede biiyiik 6nem tagimaktadir. Tespitlerimize gore; onceki ¢calismalarda bu
konu ihmal edilmis ve aydinlatilmas1 gereken bir¢ok soru bulunmaktadir. Bu neden
ile calismamizda global iskemi sonrast gelisen metabolik duruma en 6nemli katkiy1
veren akciger dokusunda gelisen histopatolojik degisikliklerin incelenmesi

amagclandi.

Do¢. Dr. M. ibrahim TUGLU
Ars. Gor. Hayrunnisa YESIL
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OZET

Beyin iskemisi ve takip eden reperfiizyon sonrasinda onemli doku hasari
gerceklesir. Bu hasara baglh sistemik etki sonucunda olusan metabolik degisiklikler; birg¢ok
farkli organda yeni mekanizmalar ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu organlarin 6nemli bir tanesi
akciger olup, hiicrelerden salinan serbest oksijen radikalleri reperflizyon sonrasinda
meydana gelen hasarda 6nemli rol oynarlar. Calismamizin amaci: iki tarafli karotid arter
okliizyonu yontemi ile olusturulan deneysel beyin iskemisinde, ortaya ¢ikan solunumsal
asidoza bagli olarak degisen metabolik durumun, reperfiizyon sonrast hasarin kritik
belirleyicisi olmasina katkisinin arastirilmasi ve oksidatif stres ile apopitoz birlikteliginin
incelenmesidir.

Calismamizda erigkin erkek Wistar siganlar (250 + 50 gr) her grupta 5 hayvan ve 4
grup olacak sekilde kullamldi. 10 dakikalik &n tamtim (OT) iskemisini takiben 48 saat
sonra 20 dakika siireyle global iskemi (GI) uygulandi. Iskemik reperfiizyon (IR) etkisi i¢in
GI sonrasi 48 saatlik siire beklendi. Iskemi uygulamasi 6ncesi ketamin + ksilazin anestezisi
altinda, femoral arter yolu ile hem hipovolemi olusturmak hem de kan gazi analizi yapmak
tizere 10 ml kan alindi. Kontrol amaglh taklit grubunda (SH) ligasyon sonrasinda iskemi
yapilmadi. Sicanlarin tamami 96 saatlik toplam siire sonrasinda incelenmek {izere
oldirildi. Tiim gruplar i¢in deneklerin optik kiezma siirindan kesitleri alinarak beyinleri
hippokampus diizeyinde histokimyasal (H-E), immiinohistokimyasal (GFAP, S100p,
INOS, eNOS, TUNEL) ve morfometrik analizler ile degerlendirilen hayvanlarin akcigerleri
hilus diizeyinde alinan kesitlerde benzer yontemler (H-E, MT, iNOS, eNOS, TUNEL) ile
incelendi.

Beyinde iskemi sonrasinda gruplar arasinda goriilen anlamli histopatolojik
degisikliklerin gliosize (GFAP, S100p) ile gelisen oksidatif strese (iNOS, eNOS) ve iliskili
apopitoze (TUNEL) neden oldugu saptandi. Akciger histopatolojik hasari, histolojik
parametreler ile morfometrik olarak belirlendi. SH ile OT gruplari arasinda minimal
degisiklikler bulundu. Ancak bu gruplar, global iskemi ve iskemi reperfiizyon gruplarindan
hasar acisindan anlamli olarak farkli idi. Buna karsiik GI ve IR sonrasi anlamli bir
akcigerde uzak organ etkisi seklinde gelisen hasarin varligi goriildii. Hasarin H-E
incelemesinde degisen derecelerde interstisyel 6dem, vaskiiler konjesyon, intraalveoler
kanama, kan damarlar1 etrafinda 6dem, notrofil infiltrasyonu ve alveol yapisinda bozulma

seklinde saptandi. Ayrica Masson Trikrom boyamasinda bag dokuda inflamatuar hiicreler
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rastland1. Akcigerde olusan hasarin beyinde gerceklesen hasara benzer sekilde oksidatif
strese bagli olusan serbest radikaller (iNOS, eNOS) ile iliskili oldugu ve TUNEL yontemi
ile belirlenen apopitozun indiiklenmesine ve hiicre 6liimiiniin aktiflesmesine neden oldugu
bulundu.

Sonuglarimiz beyinde gelisen iskemi ve reperfiizyon hasarinda akcigerde uzak
organ etkisi seklinde olusan histopatolojik degisikliklerin hiicresel infiltrasyona bagl
serbest oksijen radikallerinden kaynaklandigini ve bir mekanizma olarak apopitozu

indiikleyerek hiicre 6liimiine neden oldugunu gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Beyin, Iskemi, Reperfiizyon, Akciger, NOS, Apopitoz
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SUMMARY

The important tissue damage occurs after brain ischemia and following reperfusion.
The metabolic alterations due to sistemic effect from this damage can be exposed at the
different organ with new mechanisms. The one of the main important organ is lung and
free oxygene radicals from the cells of this organ play important role in this damage. The
aim of this study was the investigation of the effects of respiratory asidosis as a critical
determinant from metabolic alterations due to bilateral carotid artey occlusion which is a
model for the brain ischemia on the damage after reperfusion and examination of their
relation with oxidative stres coupling with apoptosis.

4 group and 5 Male wistar rat (250 = 50 gr) in each group were used in this study.
After 48 hours, following 10 minutes ischemia for precondition group (PC), 20 minutes
ischemia was used for the global ischemia (GI). Rats were waited for 48 hours after GI for
the ischemic reperfusion (IR) effect. 10 ml blood for the gas analyses and hypovolemia
were taken from femoral artery under the ketamin+xylasine anesthesia. Rats in all groups
were sacrificed at the end of 96 hours which was total time for whole experiment. Their
brain sections at the optic chiesma level were investigated for histochemical (H&),
immunohistochemical (GFAP, S100B, iNOS, eNOS, TUNEL) and morphometric analyses.
The lung of the ischemic brain was processed for the similar analyses (H-E, MT, iNOS,
eNOS, TUNEL).

There was significant changes with ischemic brain which showed gliosis (GFAP,
S100B) with oxidative stres and free radicals (iNOS, eNOS) related to apoptosis (TUNEL).
The histopathologic damage of the lung was evaluated by morphometry with histological
parameters. There was minimal alterations between sham and preconditioning group.
However, these groups were significantly different from global ischemia and ischemic
reperfusion groups for the damage. Interstisyel edema, vascular conjestion, intraalveoler
hemorhagia, neutrophil infiltration and alveol destruction were found with H-E
examination. There was also inflamatuar cells in connective tissue by Masson Triachrom
staining. The damage in the lung as a distance organ was similar to ischemic reperfusion
damage of the brain which related to the free radicals from oxidative stres (iNOS, eNOS).
Increase of the free radical caused the induction of the apotosis (TUNEL) and the
activation of the cell death.

Our results showed that the histopathological alterations of the lung after the

damage of the ischemic reperfusion in the brain were originated from the infiltration of the
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cells producing free oxygene radicals and inducing apoptosis as a mechanism which cause

cell death

Key word: Brain, Ischemia, Reperfiision, Lung, NOS, Apoptosis
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentetaz
nNOS (NOS-1) : Noronal Nitrik Oksit
iNOS (NOS-2) : Indiiklenebilir Nitrik Oksit
eNOS (NOS-3) : Endotelial Nitrik Oksit
cNOS : Yapisal Nitrik Oksit

ATP : Adenozin Trifosfat

DNA : Deoksiribonukleik asit
H,0; : Hidrojen peroksit

OH : Hidroksil

TNF : Timor nekroz faktori
TNF-a : Timor neksoz alfa
TUNEL :Terminal deoksinukleotidil transferaz

[Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-end-labeling

FITC : Floresan izotiyosiyanat

iR : Iskemik reperfiizyon

0, . Oksijen

CO, . Karbondioksit

O;- : Stiperoksit anyon

PAF : Platalet aktive edici faktor

LTB, : Lokotrien By

ATP : Adenin trifosfat

KD : Ksantin dehidrojenaz

KO : Ksantin oksidaz

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
ELAM : Endotel 16kosit adezyon molekiilii
cAMP : Siklik adenozin mono fosfat
ET-1 : Endotelin—1

EDRF : Endotel kokenli gevseme faktorii
Ps3 . Ttimor baskilayict gen

SOR : Serbest oksijen radikalleri
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ONOO’ : Peroksinitrit

BH, : Tetrahidobiopterin

L-LMMA : Monomethyl-L-Arjinin

L-ADMA : Asymmetric dimethyl-L-Arjinin
L-NNA : Nitro

L-NAME : Nitro-L-A1jinin methyl ester

1.4 : Interlokin-4

IL-8 : Interldkin-8

EGF : Epidermal biiylime faktorii

PDGF : Trombosit kokenli biiytime faktorii
HbNO : Nitrozohemoglobin

metHb : Methemoglobin

Bcel-2 : B-cell leukemia/Lymphoma-2 protein ailesi
TTC : Triphenyltetrazolium chloride
PBS : Fosfat tampon soliisyon

DAB : Diaminobenzidin tetrahidroklorit
Gi : Global iskemi

SH : Sham

oT : On tanitim

BKAO : Bilateral karotid arter okliizyonu
ARDS : Adult Respiratuar Distres Sendromu
SOD : Siiperoksid dismutaz

MPO : Myeloperoksidaz

SD : Standart deviasyon

ER : Endoplazmik retikulum
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1. GIRIS

Beyinde olusan iskemik hasarin tedavisi zor ve maliyeti oldukca yliksektir. Bu
durum diinyada 6nemli 6liim nedenlerinden biridir. Bu nedenle bu tiir hastaliklardan
korunmak ve tedavisini gelistirmek hekimler agisindan cok kiymetlidir. Iskemi
reperfiizyon (IR) sonrasi gelisen metabolik sartlarin hem beyin hem de uzak organlarda
yaptig1 hasar tam olarak bilinememektedir. Molekiiler diizeyde c¢aligmalar ekstremite
gibi diger organ IR hasarinda hem metabolizmanin degistigini hem de o6zellikle
akcigerler olmak iizere uzak organ hasarinin olustugunu gostermektedir. Bu iskemiler;
emboli, akut aterosklerotik tromboz, travmatik veya iyatrojenik arteriyel hasar ve
rekonstriiktif arteriyel cerrahi sirasindaki arteriyel klempaj nedeniyle sik¢a ortaya
¢ikabilen klinik bir durumlardir. Iskemik ekstremitenin reperfiizyonu, multipli organ
disfonksiyonuna kadar gidebilen sistemik komplikasyonlara neden olabilmektedir
(Awerbuck D ve ark, 1994). Beyin IR igin farkli fizyopatolojik mekanizmalar rol
oynadigindan, ¢esitli tedavi alternatifleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu nedenle bu
calismada global beyin iskemisi sonrasi gelisen metabolik duruma en 6nemli katkiy1
veren akciger dokusunda gelisen histopatolojik degisikliklerin incelenmesi amaglandi.

Deney hayvanlarinda internal karotid arterin iki tarafli okliizyonu ile 6rnegi
(Resim 1.1) olusturulan iskemik serebrovaskiiler hastaliklar 6liimle sonuglanabilen
onemli norolojik sorunlardir. Noronal yapilar bu tir iskemiye degisik tepkiler
vermektedir. Iskemi siddeti ile orantili olarak bu tepkiler birgok faktorler araciligi ile
yonlendirilmektedir. Ozellikle beynin kisa siireli ve orta siddette bir iskemi ile
tanismasindan sonra gelen uzun siireli iskemiye ndronlarin diren¢ kazandiklar1 ve
tolerans mekanizmalart gelistirdikleri diisliniilmektedir. Kan akiminin azalmasi ile
baslayan ve iskemi sonrasi ortaya ¢ikan bir¢ok faktor bu mekanizmada yer almakta ve
bunlar sadece beyinde degil bir¢cok organda olusmaktadir. Hipoksi, hipertermik stres ve
toksik ajanlar ile karsilasma da sublethal diizeyde bu tiir faktorleri tetikleyebilmekte ve
iskemik hasar1 arttirmaktadir. Deney hayvanlarinda saptanan bu etkilerin gegici iskemik
atak geciren hastalarda da goriilmesi bu mekanizmanin 6nemini vurgulamaktadir.
(Kitagawa K ve ark, 1991, Sugawara T ve ark, 2004, Giffard RG ve ark, 2004, Saito A
ve ark, 2005, Harukuni [ ve Bhardwaj A, 2006).

Miyokard infarktiisii, felg, periferik vaskiiler hastalik, ekstremite iskemisi, organ
transplantasyonu ve hipovolemik sok gibi pek ¢ok onemli klinik tablonun temelinde,

dokuya gelen kan akiminin kesildigi bir durum olarak tanimlanan iskemi yer



almaktadir. Bu durumda hiicre fonksiyonu icin temel bir yakit olan oksijenin olmamast;
anaerobik metabolizmaya, asidoza ve sonugta normal enzim kinetiklerinin degismesine
yol agmaktadir (Rhodes RS ve DePalma RG, 1980). Ancak, iskemik dokuya kan
akiminin yeniden saglanmasi dokunun beslenmesi ve oksijenasyonu i¢in yararl olmakla
birlikte asidotik kanin dolagima donmesi bir seri sistemik problemlere de neden
olmaktadir. Reperflizyon hasar1 olarak tanimlanan bu durum doku icin ek tehdit
olusturan olaylar zincirini tetiklemekte, lokal ve uzak organ hasarina yol agmaktadir
(Grace PA, 1994). Sonugta IR hasar1 olarak tanimlanan bu fenomenin ortaya ¢ikisinda
rol alan arasidonik asit trilinleri, nétrofillerin endotele adezyonunu indiiklemekte ve
notrofilleri daha fazla oksijen radikali ve proteolitik enzim iiretimi i¢in aktive
edebilmektedirler (Welbourn ve ark, 1991). Ayrica, proinflamatuvar bir sitokin olan
TNF-a (Timor nekroz faktor-alfa) notrofil aktivasyonu ve adezyonuna katkida
bulunmakta, adezyon reseptorlerinde upregiilation olusturarak doku sekestrasyonuna,
notrofil degraniilasyonuna ve toksik oksijen iirlinlerinin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir (Windsor AC ve ark, 1993). IR’un uzak organlara etkisi sonucunda ortaya
cikan nonkardiyojenik pulmoner O6demin, akcigerlerde proteinlere karsi anormal
permeabilite artigina sekonder oldugu ileri siiriilmekte (Anner H ve ark, 1987,
Schmeling ve ark, 1989) ve bu hasarin nétrofiller araciligi ile olustugu (Klausner JM ve
ark, 1988, Klausner JM ve ark, 1989) ve TNF-a bu hasarin olusmasinda énemli bir
modiilatér oldugu (Okusawa S ve ark, 1988, Sorkine P ve ark, 1995) bildirilmektedir
(Resim 1.2). Ayrica, monositlerden TNF-a {iretimini, notrofil aktivasyonunu ve endotel
hiicrelerine notrofil adezyonunu inhibe ederek 16kosit aktivasyonunu da baskilamaktadir

(Kainoh M ve ark, 1990, Mana Riva C ve ark, 1990, Eisenhut T ve ark, 1993).

IR sonras1 gelisen bu mekanizmalar sonug olarak oksidatif stres yaratmakta ve
ortamda gelisen serbest radikaller toksik etki sonucu hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
Bu akcigerde sekonder olarak olusabilecek ve hasari arttirici bir etkiye neden olabilir

(Noel AA ve ark, 1996).



1.1. Akciger Anatomisi

Topografik- anatomik tanimlama ile solunum yollari iist solunum yollari; burun
kanali, nasal kavite, paranasal siniisler, oral kavite, orofarinks, epiglottis ve kord
vokallerden olusurken, alt solunum yollari; trakea, bronslar, terminal ve respiratuar
bronsioller, alveol kanal ve alveol keselerinden olusur. Alt solunum yollarindan trakea,
brons ve terminal brosioller solunum borusunun iletici boliimiinii respiratuar bronsiol,
alveol kanal ve keseleri solunum boliimiinii olusturur. Akcigerler trakeadan itibaren
brons, bronsiol ve kan damarlar1 ile beraber dikotomik c¢atallanarak veya ikiye
boliinerek alveollere kadar 23—24 ¢atallanma ve alveollerde yaklasik 300 milyon alveol

yaparlar. Amag solunum alanini arttirmaktir (Resim 1.3).

Akcigerlere total olarak bakildiginda sag akciger daha biiyiik, sol akciger daha
kiigtiktlir. Trakea submukozasinda hiyalin tip kikirdak bulunur. Bunun gorevi liimeni
acik tutmak ve trakeaya destek saglamaktir. Kikirdak trakea’nin yemek borusu
ylizeyinde ve brongiyollerde yoktur. Bronslar hilusta 7-8, periferde 10-14 catallanma
ile terminal bronsiole varirlar. Iletici boliimii olusturan terminal bronsioller; 2-3
catallanma sonra respiratuar bronsiolii yaparlar. Asiniis, terminal bronsioliin distalinde
kalan akciger iinitesine denir. Akcigerlerin en kii¢lik fonksiyonel iinitesi olarak kabul
edilir. Akcigerlerde 2030 bin asiniis vardir. Respiratuar bronsioller, distallerinde alveol
kanal ve keseler bulunan yapilardir. Akcigerin solunum boliimiinii olustururlar.
Yapilarinda kikirdak ve bez yoktur. Kas hiicresi ve bag dokusu liflerinden yana
zengindir. Her bir respiratuar bronsiolden 3-8 alveol kanali ¢ikabilir. Her bir asiniiste
ise 800 kadar alveol kanali ve akcigerlerde de 300 milyon alveol tahmin edilir. Yeni
doganda bu say1 20-25 milyondur. Eriskin hale 8-10 yaslarinda erisilir. Primer lobiil,
respiratuar bronsioliin distalinde kalan boliimdiir. Her bir asiniiste 6—8 adet primer

bronsiol bulunur (Grey’s anatomi, 1995)

1.2. Akciger Histolojisi

Akcigerlerde solunum yollar1 hava iletimi ve temizlenmesini, alveoller ise gaz
degisimini saglayacak yapilardan olusur. Iletici béliim elemanlar1 enine kesitlerde igten
disa dogru ii¢ tabakadan olusurlar. Bu siralama mukoza, submukoza, kikirdak ve
adventisya seklindedir. Mukoza’nin yapisi, list solunum yollarindan burun, agiz

boslugu, dil, farinks yiizeyi ve epiglottisin bir boliimiinde ¢ok katli nonkeratinize epitel



ile ortiiliiyken nasal kaviteler, paranasal sintisler, nasofarinks, epiglottisin bir bdliimii
trakea ve bronsiollere kadar devam eden brons mukozasi tek katli- ¢ok sirali epitel ile
ortiiliidiir. Bronsiol ylizeyleri ise tek katli- tek sirali kiibik epitel ile doseliyken alveoller

ise tek katli yassi epitel ile doselidir (Junqueira L ve Carneiro J, 2006).

Brong agaci olarak bilinen trakeada hilumdan akcigerlere giren iki adet birincil
bronsa ayrilir. Her iki hilumdan arterler akcigere girerken, venler ve lenf damarlari
organi terk eder. Akcigere giren ve cikan bu yapilar siki bag dokusuyla sarihidir ve
pulmoner kok denen birimi olustururlar. Birincil bronglar, akcigere girdikten sonra asagi
ve disa dogru inerek sag akcigerde iig, sol akcigerde iki lober bronsa ayrilirlar. Bu lober
bronslar defalarca dallanarak daha kii¢lik bronslar1 olustururlar. Bunlarin sonlandirici
dallarina bronsiyol denir. Her bronsiyol bir akciger lopcuguna girer ve burada da
dallanarak bes ila yedi adet sonlandiric1 bronsiyol olusturur. Akciger lopguklari, tepesi
hiluma doéniik bir piramit seklindedir. Birincil brong genellikle trakeayla ayn1 histolojik
gorlintiiyli gosterir. Bronglardan brongiollere ani bir yapisal gecis gozlenmez. Her
birincil brong ikiye ayrilarak 9-12 defa iki ug ¢atallanir ve boylece her dal ¢ap1 yaklasik
Smm oluncaya kadar incelir. Brons mukozasi kikirdak ve kaslarin diizenlenisi disinda,
yapisal olarak trakea mukozasina benzer ancak kikirdaklar trakeaya oranla daha
diizensizdir. Biiylik bronglarda kikirdak halkalar1 liimeni tam sarar. Brons ¢ap1 azaldikca
kikirdak halkalarinin yerini hiyalin kikirdak plaklar1 alir. Epitelin altinda, bronsun
lamina propriasinda birbirini ¢aprazlayan spiral diiz kas demetleri yer alir. Solunum
bolgesine yaklastikca iletici bolimiin duvarindaki diiz kas demetleri daha da
belirginlesir (Junqueira L ve Carneiro J, 2006). Lamina propria elastik liflerden ve
lenfositlerden zengindir ve bosaltim kanallar1 brons liimenine agilan ¢ok sayida seréz ve

miikoz bezler igerir (Resim 1.4A, a-f).

Bronsiyoller ¢apt Smm ya da daha az olan lopguk igindeki hava yollardir.
Baslangicta bronsiyol epiteli tek katli prizmatik ve kinosilyalidir. Biiylik bronsiyollerde
epitel yalanc1 ¢ok katli prizmatik kinosilyali epitelle ¢evrilidir. Bu epitel hiicreleri
arasinda miikoz hiicreler vardir. Daha dar ¢apl bronsiyollere gidildik¢e epitelin boyu
alcalir, ayn1 zamanda klara hiicrelerini de icerir (Resim 1.4A, g-i). Klara hiicrelerinin
titrek tiiyleri yoktur, tepe sitoplazmasinda salgi graniilleri bulunur ve bronsiyol ylizeyini
oksitleyici artiklardan ve inflamasyondan koruyan proteinleri salgiladiklar
bilinmektedir. Mukozalarinda kikirdak ya da bez icermezler. Alveollerin acildigi

boliimde bronsiyol epiteli yassi alveol epiteli hiicreleri olan tip 1 alveol hiicreleri ile



devam eder. Bronsiyoller boyunca distale dogru alveol sayis1 biiyiik 6lgiide artar ve
alveoller aras1 mesafe 6nemli Olciide azalir. Alveoller arasinda bronsiyol epiteli titrek
tiylii kiibik epiteldir. Ancak daha distalde titrek tiiyler bulunmayabilir. Solunum
bronsiyolii epitelinin altinda diiz kas ve elastik bag dokusu vardir. Bronsgiyoliin lamina
propriasi bliyiik ol¢iide diiz kas ve elastik liflerden olusur. Bronslarin ve bronsiyollerin
kaslar1 vagus sinirlerinin ve sempatik sinir sisteminin kontrolii altindadir (Junqueira L
ve Carneiro J, 2006). Vagus uyarilmasi bu yapilarin ¢apini daraltirken, sempatik uyari

ters yonde etki olusturur (Resim 1.4B, a-e).

Solunum bronsiyolleri boyunca alveol sayisi giderek artar ve duvarda alveolden
baska bir yap1 bulunmaz hale geldiginde tiip artik alveol kanali adin1 alir. Hem alveol
kanallar1 hem de alveoller ¢ok ince yassi alveol hiicreleriyle doselidir. Lamina propria
da alveollerin kenarlar1 boyunca diiz kas hiicrelerinden olusur. Alveol kanallar1 alveol
keseleri ile baglantili olan atriyumlara ag¢ilir. Her atriyumdan iki ya da daha fazla alveol
kesesi cikar. Elastik lifler soluk alma sirasinda alveollerin genisleyebilmesini ve soluk
verme sirasinda biizlilmesini saglar. Retikiiler liflerin sagladigi destekle ince kan
kapillerleri ile alveol bdlmelerinin asir1  gerilmesi Onlenir. Alveoller solunum
bronsiyolleri, alveol kanallar1 ve alveol keselerinde bulunan kese seklinde ¢ikintilardir.
Akcigerlerin slingerimsi yapisini olustururlar. Alveollerde hava ile kan arasinda O, ve
CO; degisimi gerceklesir (Junqueira L ve Carneiro J, 2006). Genelde her duvar, iki
komsu alveol arasinda yer alir ve bu nedenle alveoller aras1 bdlmede arasinda kilcal kan
damarlari, fibroblastlar, elastik ve retikiiler lifler ile makrofajlar bulunan iki ince bag

dokusu matriksi interstisyumu olusturur (Resim 1.4B, f-1).

Alveollerdeki hava ile kilcal kan damarlarindaki kan ii¢ bilesenden olusan bir
kan-hava engeli ile birbirinden ayrilir (Resim 1.5). Bu bilesenler; alveol yiizey epiteli ve
alveol hiicrelerinin sitoplazmasi; birbirine ¢ok yakin konumdaki alveol ve endotel
hiicrelerinin kaynasmis bazal laminas1 ve endotel hiicrelerinin sitoplazmasidir. Alveol
icindeki havadan gelen oksijen, bu tabakalar1 gecerek kilcal kan damarlar1 i¢cindeki kana
ulagir. CO, yayilimi ise ters yonde gergeklesir. CO,’in H,COs;’den ayrilmasi
eritrositlerde bulunan karbonik anhidraz enzimi ile katalizlenir (Junqueira L ve Carneiro

7, 2006).

Yass1 alveol hiicreleri olarak da isimlendirilen tipl hiicreler, alveol yiizeyini
doseyen ileri derecede incelmis hiicrelerdir. Biitlin tip 1 epitel hiicrelerinde

desmozomlarin yani sira, doku sivisinin alveol hava bosluguna sizmasini 6nleyen zona



okludensler bulunur. Bu hiicrelerin baslica goérevi gazlarin gecisine uygun kalinligi en
az olan engeli olusturmaktir. Tip 2 hiicreler, tip 1 alveol hiicrelerin arasina serpilmis
olarak bulunurlar ve tip 1 epitel hiicreleriyle aralarinda desmozomlar ve zona
okludensler vardir. Tip 2 alveol hiicreleri yuvarlak yapidadir. Genellikle alveollerin
birlestikleri ve birbiriyle agilar olusturduklar1 noktalarda iki ya da ii¢ hiicreden olusan
gruplar halinde bulunurlar. Tip 1 alveol hiicreleriyle ayn1 kokenden meydana gelir.
Elektron Mikroskop ile Tip 2 alveol hiicrelerinin lameller cisimciklere sahip oldugu
goriiliir. Bu lamelli cisimcikler alveol ylizeyine yayilarak hiicre dig1 bir alveol ortiisii
meydana getiren ve yiizey gerilimini diisiiren pulmoner siirfaktani olusturur. Siirfaktan
tabakas1 baslica dipalmitoyil fosfatidilkolin ve fosfatidilgliserolden olusan tek
molekiillii ince bir fosfolipid tabakasiyla kapli, sulu proteinimsi bir hipofazdan olusur.
Pulmoner siirfaktan, alveol hiicrelerinin ylizey geriliminin azaltilmasina yardimci olur.
Yiizey geriliminin azaltilmasinin anlami; alveollerin havayla dolmasi i¢in daha az soluk
alma gilicii harcanmasi ve boylece solunmun kolaylastirilmasidir. Toz hiicreleri de
denilen akciger makrofajlar1 alveoller aras1 bolmenin i¢ tarafinda bulunur ve ¢cogu kez
alveol ylizeyinde goriiliir. Biiyiik damarlar ¢evresinde bag dokusunda ya da plevrada
cok sayida bulunan karbon ve toz yiiklii makrofajlar muhtemelen hi¢bir zaman epiteli

asmamis hiicrelerdir (Resim 1.6).

Akcigerlerin yapisina katilan hiicrelerin nitelikleri saptanmis olmasina karsin,
bazi aragtirmacilar hem solunum yollarinda, hem de alveol duvarinda bazi farkli hiicre
tiiri belirtirler (Ericson LE ve ark, 1972). Baz1 arastiricilara gore alveol duvarindakiler
morfolojileri yoniinden ganglion hiicrelerine benzerler. Bir grup arastirici akcigerde
solunum yollar1 ve alveol epiteli arasindaki bazi hiicrelerin sinir telleri ile iliski kuran
noroepitelyal hiicreler oldugunu savunmuslardir. Diger bir grup arastirici ise Ortii epiteli
arasindaki bazi hiicrelerin arjirofil ve floresan graniiller icerdigini saptamislardir. Bu
graniillii hiicrelerin nérosekresyon yaptigin1 sdyleyenlerin yani sira bunlarin endokrin

salg1 yaptigin1 savunanlarda vardir (Tateishi, 1973).

Akcigerlerdeki dolasim, hem besleyici hem de islevsel damarlari kapsar. Islevsel
dolagimi pulmoner arterler ve venler olusturur. Pulmoner arterler, akciger dolagiminda
diisiik basingla karsilasan ince duvarli damarlardir. Bu arterler, pulmoner venlerden
daha fazla diiz kas hiicresi ve elastik lif icerirler. Kapiller agindan ¢ikan veniiller
parankimde hava yollarmin uzaginda tek baglarina izlenirler. Lenf damarlar1 bronslari

ve pulmoner kan damarlarini izler. Akcigerlerin sinir agimi hem sempatik hem de



parasempatik gotiiriicli lifler olusturur. Sinirlerin ¢ogu genis hava yollarinin etrafindaki

bag dokusu i¢inde bulunur (Junqueira L ve Carneiro J, 2006).

1.3. iskemi Reperfiizyon (IR)

IR hasari, cerrahi hastalarda sik karsilasilan kompleks bir fenomendir (Grace
PA, 1994). Iskemi organa gelen kan akimmin yetersizligi ve dokunun bozulmus
perflizyonu olup, dokularin ihtiyaci olan oksijen ve metabolik substratlarin
karsilanamadig1 patolojik bir olaydir (Cotran RS ve ark, 1994, Sun WIJ, 1997).
Reperflizyon ise iskemik dokunun oksijenlenmis kan ile perfiize edilmesiyle enerji
desteginin saglanmas1 ve hiicresel hemostazin yeniden diizenlenmesidir (Resim 1.7).
Yeterli akimin saglanmasi sonrasinda organ veya dokularda kapiller kan akiminin

olmamasi durumu ise “no-reflow fenomeni” olarak adlandirilmaktadir (Sun WJ, 1997).

IR hasarmin patofizyolojisinin incelendigi iskelet kasi calismasinda olusan
kimyasal olaylarin sirasiyla disfonksiyon ve 6dem ile hiicrenin Sliimiine yol agtigi
gosterilmistir. Oksijen yoklugunda anaerobik metabolizma c¢aligmaya baslar ve lokal
laktik asit konsantrasyonlari artar, sonugta olusan asidoz, normal enzim kinetiklerini
degistirir, daha az oranda yiiksek enerjili bag yapimi olur ve hemostazi siirdiirebilmek
i¢in gerek duyulan enerji saglanamaz (Grace PA, 1994). Iskemik organ ve dokulara
tekrar kan akiminin saglanmasini takiben reperfiizyon sendromu olarak bilinen bir grup
komplikasyon goriilebilir. Ik olarak 6n iskemi, ekstremitenin yeniden kanlandirildig
hastalarda tarif edilmis olmasina ragmen kalp cerrahisi, organ transplantasyonu ve
iskemik barsagin revaskiilarizasyonunu takiben de gelistigi bilinmektedir. Reperfiizyon
sendromu iki komponenti igermektedir (Cotran RS ve ark, 1994). Birincisi ilgili damar
bolgesinde iskemiyle indiiklenmis, reperflizyon sonrasi ise artmis hasarla sonuclanan
lokal komponent ve ikincisi iskemik dokudan wuzaktaki organlarda yetmezlikle

sonuglanan sistemik komponenttir.

IR mekanizmasinda biyokimyasal elemanlardan bir tanesi olan ATP (Adenin
trifosfat) yer almaktadir. ATP depolar1 iskemi sirasinda kreatin fosfat ve inorganik
fosfata donligmesi sonucu baslangigtaki seviyelerini 3 saat siireyle koruyabilirler.
Uzamis iskemi ile birlikte, ATP seviyelerinde ilerleyici bir diisiis meydana gelir.
Anaerobik metabolizma sonucu glikojen laktata metabolize olur ve ATP tiiketimi

tiretimini gecer. ATP seviyesindeki bu diisiis daha sonra ortaya ¢ikan kas nekrozu ile



sik1 iligki igerisindedir (Aybey B ve ark, 1996). Dolasimin kesilmesini takiben olusan
ilk degisiklik kapiller endotel hiicrelerindedir. Hiicre membranlar: sitoplazmaya dogru
invaginasyon ve kapiller liimene dogru parmaksi cikintilar olustururlar. Iskeminin
uzamasiyla endotelyal vezikiillerin sayisinda artma olusur. Olusan bu membran
degisiklikleri kapiller endotel hiicreleri arasinda genis bosluklar olusturur ve ilerleyici
endotelyal hiicre 6demini meydana gelir. Ancak bu olay uniform olmayip 6dematoz ve
non-6dematoz hiicreler bir aradadir. Lokosit ve trombositler nadirdir, kapiller liimene
sitkica dolugmus eritrositer hiicreler mevcuttur. Erken reperflizyon doneminde
eritrositlerin yiizeyde yogunlastiklar1 goriiliir; bu da deformasyona ve kapiller duvar
ylzeyinde kiriklara yol acar. Hammerson ve arkadaslari, iskemiden 4 saat sonra
ozellikle reperflizyonu takiben post-kapiller veniillerde trombositlerin liimen i¢inde
kitleler olusturduklarimi tesbit etmislerdir. Ayn1 zamanda l6kositlerin kapiller duvara
asirt miktarda yapigsmig oldugunu ve ekstravaskiiler mesafeye goc¢ ettiklerini
gozlemlemislerdir (Cotran RS ve ark, 1994). Mikrosirkiilasyondaki degisiklikler,
plazma proteinlerine karsi1 vaskiiler permeabilitede artisa ve ilerleyici interstisiyel
0deme yol agmaktadir (Kurose I ve ark, 1994, Lu YT ve ark, 1997). Lokal reperfiizyon
hasarin1 baslatan anahtar olay, kas dokusu i¢inde oksijen kokenli serbest radikallerin
serbestlesmesidir. Bu hipotezin temel dayanagi reperfiizyon ile ilgili yapilan hayvan
modellerinde deneysel olarak artmis kas hasarinin serbest radikal temizleyicileri
kullanilarak azaltildiginin gosterilmesidir (Novelli GP ve ark, 1996, Prem JT ve ark,
1999, Schlag MG ve ark, 2001). In vitro ¢alismalarda reperfiizyon esnasinda hidroksil
radikalleri ve siliperoksit anyonlarinin iiretiminin arttigi, postiskemik kas icersinde
normal ya da iskemik kasa oranla daha yiiksek seviyelerde lipid peroksidasyonu oldugu

belirlenmistir (Lum H ve ark, 1992, Patwell D ve ark, 2001).

Reperfiizyon esnasindaki oksidan atagin kalsiyum hemostazini da bozdugu
gosterilmistir (Grace PA, 1994). Buna gore intraseliiler kalsiyum seviyeleri artar,
kalsiyum bazi proteazlar ile fosfolipaz A enzim aktivasyonuna neden olur. Bu
proteazlar aktive oldugu zaman hiicre iskeletini harap etme yetenegine sahip ksantin
dehidrojenazin (KD) ksantin oksidaza (KO) doniigsiimiinii artirirlar. ATP, hipoksantine
metabolize olurken kanlanmasi normal olan dokularda KD enzimi hipoksantinden NAD
ve bir molekiil su esliginde iirik asit olusturur. Ortamda KO arttiginda ise hipoksantin,
KO ile iirik aside cevrilitken oksijen molekiilii kullanildigi i¢in ortama siiperoksit

anyonlar ¢ikar. Stiperoksit anyonlar (O,-), spontan olarak hidrojen peroksit (H,O;)



reaksiyonunaa girerek siiperoksit anyondan ¢ok daha reaktif olan hidroksil radikali
olustururlar (Hobson RW ve ark, 1996). Haber-Weiss reaksiyonu olarak da
isimlendirilen bu reaksiyon normal oksijenli kosullarda ¢ok yavas ilerlerken, iskemik
ortamda katalizor metallerin varliginda ‘Fenton Reaksiyonu’ adin1 alir ve ¢ok hizli
seyreder (Resim 1.7). Olusan hidroksil radikalleri oldukca reaktif, giiclii oksidan ve
stabil olmayan bir yapiya sahiptir. Protein, polisakkaritler, niikleik asitler, poliansatiire
yag asitleri gibi tiim biyolojik maddelerle reaksiyona girerler. Hiicre membranlari
icerisinde poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu hiicresel biitiinliik ve

fonksiyon kaybu ile sonuglanir (Grace PA, 1994).

Reperflizyon esnasinda ¢ok sayida nétrofil revaskiilarize kas igerisine sekestre
olur (Grace PA, 1994, Hobson RW ve ark, 1996). Notrofillerin de serbest oksijen
radikali iiretme yetenegi oldugu bilinmektedir ve iskelet kas1 IR hasarmin gelismesinde,
nétrofillerin 6nemli bir role sahip oldugu kabul edilmektedir. Bunu Idkosit filtreleri
kullanarak gostermislerdir (Cavanagh SP ve ark, 1998). Lokosit deplesyonunun
reperfiizyon kontrol gruplarma gore vaskiiler permeabilite ve rezistansi azalttigini
saptamiglardir. Yaptiklar1 bir ¢alismada Ferrante ve Silva (Ferrante RJ ve Silva MB,
1993), reperfiizyonda 16kosit adezyonunun inhibisyonu sonucu, miyosit membran
hasarinin ve kas kontraktil disfonksiyonunun azaldigini, ayn1 zamanda post-iskemik
lipid peroksidasyonunun ve kas nekrozunun genisliginin sifirlandigini tesbit etmislerdir.
Stiperoksit anyonlar1 ve H,0O,, nétrofillerde membran iligkili rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz ve ilave olarak klorlayici oksidanlarla
olusturulur. Klorlayici oksidanlar hipoklorik asit ve kloraminlerdir. Post iskemik iskelet
kast hasarinda graniilositlerin varligin1 saptamada graniilosit spesifik bir enzim olan
myeloperoksidaz (MPO) analizi kullanilir. Myeloperoksidaz, nétrofiller tarafindan
tiretilen H,O,’in hipoklorik asite doniisiimiinde rol oynar (Hobson RW ve ark, 1996,

Knight KR ve ark, 1997).

Notrofiller ile endotel arasindaki etkilesim reperfiize doku igersinde nétrofillerin
kemotaksis ve aktivasyonuna baglidir. Serbest radikallerin salinimi l6kositlerin
kemotaksisi ile sonuglanir. Ayrica trombosit aktive edici faktor (PAF) ve 16kotrien By
(LTB4) gibi diger kemoatraktanlarin salinimini baslatabilir. Bu oksidanlar, intraselliiler
adezyon molekiillerinin ekspresyonuna (ICAM-1, ICAM-2) ve endotel 16kosit adezyon
molekiilli (ELAM) olusumuna da yol acarak, endotelyal hiicre yilizey adezyon



Ozelliklerini degistirir ve noétrofil adezyonunu artirir. (Hobson RW ve ark, 1996,

Cavanagh SP ve ark, 1998, Klausner JM ve ark, 1998)

Iskelet kas1 reperfiizyon hasarinda arasidonik asit metabolitleri nemli bir role
sahiptir. Hiicre membraninda lipid peroksidasyonu ve fosfolipaz A, nin aktivasyonunu
takiben arasidonik asit serbestlesir (Grace PA, 1994, Hobson RW ve ark, 1996).
Reperfiizyonun aracilik ettigi hasar iki arasidonik asit iirlinliniin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Bunlar LTB; ve PAF’diir. PAF kisa omiirlii fosfolipid yapida bir
vazokonstriktdr olup esas olarak endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir. Mikrovaskiiler
gecirgenligin kuvvetli bir destekleyicisidir ve 16kositler i¢in gii¢lii bir kemoatraktandir
(Dillon PK ve ark, 1988, Dillon PK ve Duran WN, 1988). Yapilan invitro ¢aligmalarda
hidrojen peroksitin PAF’in sentezi i¢in stimulan role sahip oldugu gosterilmistir.
Endotelyal hiicrelerde aktive olan PAF, l6kositlerin ylizeyinde bulunan ve endotelyal
hiicrelere siki sekilde yapismasina yol agan CD11/CD18’in artmasina neden olmaktadir.
Deneysel IR modellerinde PAF antagonistlerinin verilmesiyle reperfiizyon boyunca
16kosit adezyon ve ekstravazasyonu azaltilmistir (Kubes P ve ark, 1990, Duran WN ve
ark, 1996). LTB4 de gii¢lii bir kemoatraktandir ve reperflizyonun indiikledigi nétrofil
infiltrasyonununa aracilik eder. IR takiben plazmada oldugu gibi dokuda da LTB,
yapiminin belirgin derecede arttig1 gosterilmistir (Hoffer E ve ark, 1997). Bu
mekanizamalar 1s1¢inda birgok metabolik faktdriin IR patolojisinde yer aldig1 ve uzak

organ hasarini olugturdugu diisiiniilmiistiir (Resim 1.7).

1.4. IR Sonrasi Uzak Organ Hasar1 ve Akciger

Iskemi sonras1 uzak organ hasarmin sistemik etkiyle olustugu ve uzak organdaki
mikrosirkiilasyonu etkileyerek patolojiyi baslattigi en ¢ok c¢alisildigi ekstremite
iskemilerinde gosterilmistir. Ozellikle gegici alt ekstremite iskemilerinde IR sonrasi
uzak organlarda 6zellikle de akcigerlerde hasara neden oldugu saptanmistir (Resim 1.8)
(Gaines GC ve ark, 1999). Buradaki iR sonras1 hasarin sadece iskelet kasinda vaskiiler
permeabilite artis1 sonucu degil, aynt zamanda akcigerde nonkardiyojenik vaskiiler
hasara bagli olustugu bilinmektedir. Alt ekstremitenin herhangi bir sebeple IR maruz
kalmasi interstisyel Odemle karakterize pulmoner hasara ve disfonksiyona yol

acmaktadir (Rocker GM, 1997).
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Akciger hasarina neden olan mekanizmalar akcigerden tamamen uzak bir alanda
baslatilir. Reperfiizyon siireci, iskemik alanda olusan serbest radikallerin sistemik
dolasima karigmasina neden olur. Bunlar da ya direkt olarak hasar1 baslatir ya da indirek
olarak noétrofillerin aktivasyonu ve endotelde sitokinlerin iiretimi i¢in bir stimulan etki
gosterir. Bu mediatorlerin ¢ogu nétrofil - endotel etkilesimini saglayarak nétrofillerin
dokulara migrasyonuna yol agmakta ve goc¢ eden bu noétrofiller de degraniile olarak
dokuya hasar vermektedir (Welbourn CR ve Young Y, 1992, Windsor AC ve ark,
1993). Pulmoner vaskiiler yatak dolasan nd6trofil havuzunun %350-60°n1 ihtiva
etmektedir. Notrofiller, proteaz ve serbest radikalleri igeren toksik metabolitleri agiga
cikararak pulmoner hasara yol acar (Weiss Sj, 1989). Akut akciger hasarindan sorumlu
faktorlerin icinde serbest radikaller, nétrofiller, endotelden agiga cikan faktorler ve
humoral faktorler bulunmaktadir. Serbest radikaller, reperfiizyon hasar1 tarafindan
indiiklenen sistemik siireglerden sorumludur (Resim 1.8). Ksantin dehidrojenaz /
oksidaz sistemi, IR boyunca olusan serbest radikallerin gogunlugundan sorumludur

(Pararajasingam R ve ark, 1999).

Notrofillerin yani sira endotel kaynakli etkenlerin de uzak organ hasarinda etkili
oldugu diistintilmiistiir. Endotel normalde arasidonik asit metabolitleri, sitokinler, NO
ve bazi humoral faktorleri salgilar (Lien DC ve ark, 1987). Endotelde olusan hasar
sonucunda diiz kas relaksasyonuna neden olan ve trombosit agregasyonunu azaltan
prostasiklin sentezi azalir (Hobson RW ve ark, 1996, Pararajasingam R ve ark,
1999). Prostasiklinin yar1 6mrii 1-2 dakikadir ve etkilerini adenilat siklaz1 aktive edip
siklik adenozin monofosfat (cAMP) yapimimi artirarak gosterir (Novick RJ ve ark,

1996).

Endotel tarafindan salgilanan diger bir madde 21 aminoasitli “endotelinler”dir.
Ozellikle endotelin-1 (ET-1) vaskiiler dokuda dihidropiridine duyarli kalsiyum
kanallarim1 ~ diizenleyerek vazokonstriksiyona neden olur ve noétrofil-endotel
etkilesimlerini kuvvetlendirir (Lien DC ve ark, 1987). Fizyolojik sartlarda endotel ve
NO’in antagonist etkileri vaskiiler tonusu diizenler. Nitrik oksit, ET-1’in akciger
damarlar tizerindeki etkisini antagonize eder (Gliray A ve ark, 1997). Patolojik haller
bu diizeni bozar, vaskiiler vazokonstriksiyona ve damarlarin tikanmasina neden olur
(Giiray A ve ark, 1997, Pararajasingam R ve ark, 1999, Tanahashi Y ve ark, 1999).
Endotel hiicreleri tarafindan gelisen hasar sonucu {iretilen bir diger proinflamatuvar

madde fosfolipid yapidaki PAF olur. PAF, Iokosit kemotaksisinin Onemli bir
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mediatordiir. Mikrosirkiilasyonda platelet agregasyonunu artirarak trombiis olusumunu
saglar ve mikrovaskiiler gecirgenligi degistirir (Lien DC ve ark, 1987). Ek olarak izole
akcigerlerde bronkokonstriksiyonu, pulmoner hipertansiyonu ve 6demi trombositlerden
bagimsiz olarak indiikler (Hamasaki Y ve ark, 1984). PAF aktivitesinin net etkisi
vaskiiler permeabilitede ve akciger hasarinda belirgin artistir. Deneysel akciger ve kalp
akciger transplant modellerinde PAF antagonistlerinin reperfiizyon sonrasi akciger
fonksiyonunu belirgin olarak artirdigi gosterilmistir (Conte JV ve ark, 1991, Qayemi
AK ve ark, 1991).

1.5. NOS (Nitrik Oksit Sentetaz)

Furchgott ve Zawadski tarafindan ilk kez 1980’de endotel kokenli
vazodilatasyon yapici bir madde endotel kokenli gevseme faktorii (EDRF) tanimlandi.
Dr. Furchgott, asetilkolin ile yaptig1 deneysel ¢aligmada halka seklinde hazirladig1 aort
kesitlerinde gevseme yanmiti alirken, heliks seklinde hazirlanan preparatlarda kasilma
yanit aldigin1 gozlemis ve bunuda endotelin hasara ugramasiyla iligskilendirmistir.
Boylece asetilkolinin vazodilator etkisinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan endotelden
kaynaklanan bir maddenin varligi isaret edilmis ve bu maddeye de EDRF adi verilmistir
(H Brune B ve ark, 1996). Daha sonraki yillarda EDRF’nin yapisi1 arastirilmis ve NO
ya da benzeri {iriin oldugu 1987°de ortaya ¢ikarilmistir. Giiniimiizde EDRF, NO olarak
kullanilmaktadir. NO {izerine yapilan c¢aligmalar daha sonraki yillarda artmig ve
organizmada bir¢ok dnemli rolii oldugu saptanmistir (Gardner TJ ve ark, 1983, Frostell

CG ve ark, 1991, Ganong WF, 1995, Galle J ve ark, 1996).

Nitrik Oksidin kimyasal 6zelliklerine iliskin ilk yayin 1772’de Joseph Griestly
tarafindan yapilmis ve invivo olarak varligi 1914’de Sir Henry Dale tarafindan rapor
edilmigstir. Arastirict intravendz uyguladigi asetilkolinin tavsankulaginda kan akimini
arttirdigin1  gbzlemistir. Daha sonraki c¢alismalar invitro olarak asetilkolin etkisini
gbzlemeye yonelmis ancak bir sonu¢ alinamamistir. Ciinkii damar invitro kosullarda
gevseme yerine kasilma ile cevap vermistir. ilk kez Jeliffe’nin 1962°de yaymladig1

makalede Aort’un gevseme ile yanit verdigi belirtilmistir.

NO alveoler makrofaj ya da havayolu epiteli kokenli olabilir. Genelde arter ve
arterioller, ven ve veniillere gore daha fazla NO sentezler. NO aktif ve reaktif hiperemi

gelisiminde etkilidir. Karotid cisimciklerinde ve damarlarinda NOS enziminin varlig
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gosterilmistir (Ferro CJ, Webb JD, 1996, Noll G ve ark, 1996). NO bobrek gelisiminde
etkilidir. En ¢ok makula densa’da olmak {izere proksimal tiibiil efferent ve afferent
arteriolde bulunur. Renal kan akimi ile yakindan iligkilidir. Sistemik NO inhibisyonu
afferent ve efferent arteriolde diren¢ artisina neden olur. NO  bobrek
mikrosirkiilasyonunda tonik olarak vazodilator etkilidir. Ayrica basing natrilirezisinde
fonksiyonu vardir ve tiibiil epiteline direkt etki ile Na reabsorbsiyonunu inhibe eder.

Detriisor kas, trigon ve liretra’da NOS tespit edilmistir (Andersson KE ve Persson K,

1995, Galle J ve Wanner C, 1996, Navar LQ ve Majid DS, 1996).

NOS (nitric oksit sentetaz) enziminin yapisal (cNOS) ve uyarilabilir (iNOS)
formlarindan ¢cNOS endotel, noronal ve diger hiicrelerde bulunur ve Ca™ kalmodulin
bagimlidir (Tablo 1.1). Bir yiizey reseptdriiniin aktivasyonu sonucu hiicre ici Ca™" artisi
ile aktive olur (Moncade S ve ark, 1991, Nathan C, 1992). iNOS sitokin ya da
lipopolisakkaritlerce aktivasyon sonucu indiiklenir ve c¢cNOS’dan daha fazla NO
olusumuna neden olur (Kwoo NS ve ark, 1989). iNOS sitokin veya endotoksin uyarimi
ile olusabilir ve tetrahidrobiyopterine gerek duyar (Kwoo Ns ve ark, 1989). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda NO’nun vazodilator, bronkodilatdr, nonadrenerjik,
non-kolinerjik transmitter ve inflamatuvar araci olarak rol oynadigina dair bilgiler elde
edilmistir. Bu 6zellikleri nedeni ile NO’nun akciger fonksiyonlariin diizenlenmesinde
ve bazi akciger hastaliklarinin fizyopatolojisinde 6nemli rolii oldugu sanilmaktadir. NO,
hiicre i¢inde guanilsiklazi aktive eder ve cGMP artar. Bu NO’nun pek ¢ok nérojenik ve
kardiyovaskiiler etkilerinin nedenidir (Lincoln TM, 1989). Ancak NO’nun cGMP’den
bagimsiz etkisi olduguna iliskin yayinlar da vardir (Garg UC ve Hassid A, 1991). Bu
konu heniiz yeterince agik degildir. NO’nun endojen olarak salinmasinin pulmoner
vazokonstriiksiyonu Onleyici bir mekanizma oldugu anlasilmaktadir (Crawley DF ve
ark, 1990). NO akciger damarlarinda segici olarak vazodilatasyon yapmaktadir. Ciinkii
kana gecince hizla hemoglobinle birlesen NO inaktive olur ve sistemik vazodilatasyon
olusturmaz. Sonugta NO salinimi hipoksiyi azaltmaktadir (Adnot S ve ark, 1991).
NO’nun vazodilatator etkisinin inhalasyonla olusturulabilecegi diisiiniilmiis ve bu
konuda hem insan hem de hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda akcigerlerde

vazodilator etki izlenmistir (Frostell CG ve ark, 1991).

Deney hayvanlarinin trakealarinda epiteli olanlarda, epiteli siyrilmig olanlara
gbre bronkodilator etkisi az bulunmustur (Munakata M ve ark, 1990). Bilindigi gibi
insan havayollarinda bronkodilator etkili NANC sinirleri tek bronkodilator yolaktir.
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NO’nun burada bir transmitter gibi davrandigi kabul edilmektedir. Hayvan ve insan
deneyleri NO’nun NANC sistemin relaksan etkisinin aracist  oldugunu
diisiindiirmektedir (Huang Z ve ark, 1994, Wolin MS, 1996). NO’nun endoteliyal ve
noronal hiicreler disinda makrofaj, mast hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri ve
fibroblastlarda da tiretildigi gosterilmistir (McCall ve ark, 1989, Tayeh MA ve Marietta
Mp, 1989). NO endojen ve inhaler olarak akciger inflamasyonunda rol oynayabilir.
Endojen NO ozellikle c¢ok iiretildiginde postkapiller veniillerde eksiidasyona neden
olabilir, inhale NO ise 20.000 ppm iizerinde havayolu direncini arttirmaktadir (Van
Snick J, 1990). Steroidler iNOS’u inhibe ederken ¢cNOS iizerinde etkileri izlenmemistir.
Steroidler endotoksik sokta iNOS inhibisyonu ile NO’nun olusumunu azaltir (D1 Rosa
M ve ark, 1990, Radomski MW ve ark, 1990). Bu bulgu steroidin, endotoksik soktaki
anti- inflamatuvar etkisini agiklayabilir. NO endojen olarak olusan, akcigerlerde segici
vazodilator ve bronkodilator etkisi olan, inflamasyon ve doku haraplanmasina da yol
acabilen bir birlesiktir. Bu bilesigin inhaler formlar1 pulmoner hipertansiyon ve brons
hiperreaktivitesi olan durumlarda tedavi amagl kullanilirken NO’yu inhibe eden ajanlar

da septik veya endotoksik sok tedavisinde yeni tedavi seceneklerini olusturabilirler.

Gegici az miktarda NO saliniminin hiicre haberlesmesinde rolii olmasina ragmen
ylksek miktarlardaki NO mitokondriyal solunumu inhibe edip, glikolizi deprese ederek
ve intraselliiler glutatyon seviyesini azaltarak sitotoksisiteye neden olur. Ayrica
riboniikleotid rediiktaz aktivitesini azaltarak DNA sentezini inhibe eder (Kwoo Ns ve
ark, 1991). DNA nitrasyonu, oksidasyonu ve deaminasyonu ile de DNA yapisini zedeler
(Liu RH ve Hsstckiss JH, 1995). NO’nun programli hiicre olusumunda da rol aldigi
kondrositler, makrofajlar, mastositlerde gosterilmistir (Blanco FJ ve ark, 1995, Mittal
OK, 1995). iskemide intraseliiler Ca™ artisin1 takiben NO aktiviteleri artar. cNOS
istirahat degerinden hafif yiiksek Ca™" seviyelerinde aktive olur (Jenkinson SC, 1984,
Silver IA ve Erecinska M, 1992). NO guanilat siklaz’in Hem molekiiliine baglanarak
c¢GMP artisina ve sonugta hiicre i¢i Ca' azalmasma; Ca™ la aktive Olan K' kanal
acilmasma neden olur. K hiicre disina cikarak hiperpolarizasyon olusur ve diiz kas
gevsemesi meydana gelir. cGMP’den bagimsiz olarak da NO etkisini gostermekte, bir
timor baskilayic1 gen olan Ps; artisi ile apopitoz sonucu hiicre Oliimiine neden
olmaktadir. Ayrica mitokondrial Hem igeren enzimlerin inaktivasyonunu saglamakta bu
yolla da tiimdr gelisimini dnlemektedir (Baron AD, 1996, Brune B ve ark, 1996, Stuehr
DJ ve Nathan CF, 1989). IR hasar1 sirasinda olusan SOR (serbest oksijen radikalleri)
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ornegi siiperoksit radikali O, ile NO radikali reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOQO")
olusturur. Fizyolojik pH da peroksinitrit hizla hidroksil ve nitrojendioksit radikaline

cevirilir. (Beckman JS ve ark, 1995, Chan PH, 1996).

NO, NOS’a ait hem molekiil ile birleserek NO sentezini ihhibe eder. nNOS ve
eNOS, iNOS’tan daha fazla bu geri beslenme mekanizmasindan etkilenmektedir.
NO’nun Hemdeki Fe™™ formuna inhibitér etkisinin daha fazla oldugu gozlenmektedir.
Tetrahidobiopterin’de (BH4) Fe' formuna doniisii gerceklestirerek, inhibitor etkiyi
saglamaktadir (Galle J ve Wanner C, 1996, Baron AD, 1996). Noronal ve Endoteliyal
form yapici olup Ca” Calmoduline bagimlidir ve intraseliiler Ca™" artisi ile aktive olur.
Indiiklenen formu ise intraseliiler Ca”" degisikliklerinden bagimsiz ve sitotoksik
inflamatuvar yanit olusturan NO’yu sentezler (Moncade S ve ark, 1991, Nathan C,
1992, Dawson VL ve ark, 1993, Zhang L ve ark, 1993, Bredt SD ve Synder SH, 1994).
NO sentezini azaltan faktorlerin basinda, Monomethyl-L-Arjinin (L-LMMA),
Asymmetric dimethyl-L-Arjinin (L-ADMA), Nitro (L-NNA), Nitro-L-A1jinin methyl
ester (L-NAME) gelir. Bunlardan L-NAME daha ¢ok cNOS icin; L-NMMA ise her iki
NOS i¢in inhibitordiir. Yine L-NNA, NOS I ve III i¢in daha etkilidir. iNOS
glukokortikoid, deksametazon, progesterone, TGF (Tumor Growth Factor) beta, IL
(interlokin)—4, IL-8, EGF (epidermal biiylime faktorii), PDGF (trombosit kokenli
biiylime faktorii), sikloheksimid, aktinomisin D gibi maddeler tarafindan inhibe edilir
(Sessa WC, 1994, Ignarro U, 1996, Baron AD, 1996). NO sentezini artiran faktorlerin
basinda perflizyon bozuklugu, parsiyel oksijen basincinda degisme, asetilkolin,
adenosin difosfat, adenosin trifosfat, bradikinin, kalsiyum iyonofor, vazoaktif intestinal
peptid, trombin, kalsitonin generelated peptid, histamin, noradrenalin, substance P,
serotonin ve insiilin gelir (Bredt SD ve Synder SH, 1994, Baron AD, 1996). Ayrica
iNOS, LPS, TNF-a, IL-1, IL-2 gibi sitokinler tarafindan da uyarilir (Sessa WC, 1994,
Baron AD, 1996, Ignarro U, 1996).

Peroksinitrit giiglii bir peroksidan madde olup NO’ya bagli hiicre 6liimiinde ana
mekanizmay1 olusturur. Hipokside meydana gelen hiicre hasari da peroksinitritin
mitokondri DNA’s1, lipitler ve proteinleri disfonksiyone etmesine baglidir (Beckman JS
ve ark, 1995, Chan PH, 1996, Simonian NA ve Coyle JT, 1996). Ozellikle siiper
oksitten zengin ortamda NO intraselliiler Fe"" " salimmina neden olur ve Haber-Weiss
reaksiyonunu tetikler. Bdylece reaktif oksijen tiirevleri olusur. (Hidroksil radikali)

(Chan PH, 1996). Damar duvarinda yapilan NO kana gecer, oksi ve rediikte Hb ile
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baglanir. Oksi hemoglobinle birlesen NO doniisiir ve metHb olusur. NO rediikte Hb ile
nitrozohemoglobin (HbNO) birlesimini de olusturur ve bu da oksijenin fazla oldugu
ortamlarda methemoglobin (metHb) ile nitrata doniistiiriir. NO sadece hem molekiilii ile
birlesmesine karsin, nitrit hemoglobinin globin bolimii ile de reaksiyona

girebilmektedir (Lefer MA ve Lefer DJ, 1996, Mizutani T ve Layon J, 1996).

NOS inhibisyonu nétrofillerde CD II a, b, ¢, CD 18 ekspresyonunu arttirarak
damar duvarina yapigmalarina neden olur. NO, P-selektin yapimint ve ICAM-I’in de
yilizeyde olusumunu inhibe eder. Mikrosirkiilasyon, reperfiizyonu takip eden 2,5-5 dk
icinde endotelde fonksiyon bozukluguna ve dolayisi ile NO azalmasina yol acar. NO
azalmas1 hiicresel adezyon molekiilleri 6zellikle P-Selektin’in reperfiizyonun 20.
dakikasinda olusumuna neden olur. Bu dakikadan itibaren 16kosit adezyonu baslar. 2-3
saat icinde noétrofiller damar alti dokulara infiltre olur, bdylelikle 3 saatten itibaren
reperfiizyon hasar1 baglar. Agirlikli olarak da 4,5 saatte meydana cikar (Katusic SZ,
1996). NO ayrica siklooksijenaz aktivitesini de uyarir (Warder TD, 1996). ET-1 endotel
tizerindeki reseptorlerini etkileyerek NO ve prostosiklin salinimin arttirdigi halde NO,
endotel hiicreleninden ET-1 salinimini inhibe eder (Wenmalm A, 1994, Ferro CJ ve

Webb JD, 1996, Noll G ve ark, 1996).

1.6. Apopitoz (Programh Hiicre 6liimii)

Apopitoz; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlart bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli Oliimiidiir. Apopitoz ile biyolojik olaylarin devami sirasinda istenmeyen
hiicrelerin ortadan kaldirilmas: saglanirken, dokuda herhangi bir inflamasyon belirtisi
ortaya ¢ikmamaktadir. Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik
mekanizma ve programli hiicre 6liimii vardir. Baz1 hiicreler yillarca yasarken bir kismi
sadece birkac saat yasarlar (Cohen JJ, 1998). Hiicre oliimiiniin diger bir sekli olan
nekrozda ise dokuda inflamasyon belirgin olarak godzlenmektedir. Nekrozda ortaya
cikan degisikliklerden fiziksel veya kimyasal uyaranlar sorumlu tutulurken, apopitozte

gen aktivasyonlar1 sorumlu mekanizmay1 olusturmaktadir.

Apopitoz terimi ilk olarak 1972 yilinda Iskog¢ arastirmacilar Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan canli dokulardaki hiicre azalmalarini tanimlamak amaciyla

kullanilmigtir (Kerr JFR ve ark, 1972). Apopitoz biyokimyasal yontemlerle ilk kez 1983
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yilinda ise Duke ve arkadaslar1 tarafindan tanimlamistir (Duke RC ve ark, 1983). Bu
arastirmacilar agaroz jel elektroforezi kullanarak, apoptotik hiicrede endoniikleazlarin

aktive oldugunu ve bu enzimlerin DNA kiriklarina neden oldugunu bildirmislerdir.

Apopitoz, programlanmis ve kontrollii hiicre 6liimiidiir. Bu hiicre 6lim tipinde,
hiicreler grup halinde degil tek tek etkilenmektedir. Apopitoz sonucu olusan hiicre
6liimleri, morfolojik ve biyokimyasal degisimler ile tanimlanabilmektedir. Apopitozde,
hiicreler kiiciiliir, biiziisiir ve hacim kayiplar1 gozlenir. Komsu hiicrelerden ayrilan
apoptotik hiicrelerin ¢ekirdekleri pargalanir ve kromatin ag1 yogunlasir. Apopitozda
hiicreler tek tek etkilenir; hacimce kiigliliir, komsu hiicrelerle temasini kaybeder.
Mikrovillus gibi 6zel yiizey farklanmalar1 ve diger hiicrelerle olan baglanti yapilar
bozulur. Bu olay hizla gergeklesirken ayni anda hiicrede degisik ylizey ¢ikintilari ve
kivrintilart olusur. Bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla apopitotik
cisimler meydana gelir. Bu hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER) genisler, geniglemis
sarniclarin hiicre ylizeyi ile birlesmesi sonucu hiicre ylizeyinde krater gibi oyuklar
gbzlenir. Hiicre iskeleti filamanlar1 hiicre yilizeyine paralel kenarlarda toplanir. ER
disinda diger hiicre organelleri yapilarim1 korurlar. Sitoplazma yogunlugu arttig1 igin
organeller kalabalik goriiliir. Mitokondriyonlar, nekrozla olen hiicrelerin aksine
baslangictan itibaren normal yapidadir. Nekrozdan farkli olarak apopitozda hiicre zari
saglamdir. Bu nedenle inflamasyona neden olmaz.(Kerr JFR ve ark, 1972, Wyllie AH
ve ark, 1984, Arends M ve Wyllie AH, 1991, Kerr JFR ve ark, 1994, Sunguroglu ve ark,
1996, Kanduc D, 2002, Orrenius S, 2004).

Apopitozun Onemi hem embriyonik gelisim doneminde, hem de eriskin
doneminde istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Embriyonik donemin pre-implantasyon doneminde ortaya ¢ikan bosluklarin
olusmasinda, dokularin sekillenmesinde, gastrulasyon ve noriilasyon olaylarinin
gerceklesmesinde apopitoz onemli rol oynamaktadir. Embriyonik gelisimin sonraki
asamalarinda gozlenen kol ve bacak tomurcuklarinin gelisimi apopitoz ile
gerceklesmektedir (Saunders JW, 1966, Cooper GM, 2000). Eriskin hayatta ise;
derideki keratinositlerin yilizeye goc¢ edip epidermisin en iist tabakasi olan stratum
korneum tabakasini olusturmasinda (Nemes Z ve Steinert PM, 1999, Kalinin AE, 2002),
menstruel siklus sirasinda endometriumda hormon ¢ekilmesinden sonraki involusyonda
ve laktasyon sirasinda meme bezlerinin gerilemesinde apopitoz ana kontrol

mekanizmasini olusturur. Ayrica rejenerasyon ve dejenerasyonun sik gozlendigi
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mukozalar ve epitel gibi dokularin organizasyonunda, timusta asir1 iretilen T
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda da apopitoz 6nemli rol oynamaktadir (Ovali E,
1999). iskemik beyin hasarinda, miyokard infarktiisiinden sonra iskemik hasarda, darbe
ve reperfiizyonda, hepatit ve graft versus host gibi oto-immiin hastaliklarda da apopitoz
gozlenmektedir (Li P ve ark, 1995, Rink A ve ark, 1995, Cooper GM, 2000, O’Hare M
ve ark, 2002).

Apopitoz mekanizmasi hiicre i¢inden kaynaklanan mitokondriyal yolla (B-cell
leukemia/Lymphoma—2 [Bcl-2] protein ailesinin kontroliinde) ger¢eklesen ve hiicre
yilizeyi Olim reseptorleri TNF protein ailesinin iyeleri ve bunlarin reseptorleri ile
diizenlenen hiicre disindan kaynaklanan olmak {izere esas olarak iki yolla diizenlenir
(Marsden VS ve Strasser A, 2003, Borner C, 2003, Scorrano L ve Korsmeyer SJ, 2003).
Mitokondriyal yolla hiicrenin apopitoze ugramasi, hiicrede 6liim sinyal yolunun
tetiklenmesi ile ortaya ¢ikan proteinler olan kaspazlari aktive eden protein ailesini

icermesi nedeniyle ¢cok onemlidir.

Apopitoze iliskin bircok mitokondriyal protein, mitokondrilerin i¢ membraninda
bulunur. Apoptotik tetiklenme sonucunda, mitokondriyal proteinler sitoplazma ve/veya
cekirdege salinarak mitokondriyal ve sitoplazmik apopitozu kontrol eden proteinlerin
etkilesimi sonucunda hiicrenin yasam ve oOliim dengesi saglanir (Wang X, 2001).
Mitokondriyal yolla gerceklesen apopitozda, Bcl-2 ailesinin {iyeleri memelilerde
programli hiicre 6liimiinde rol oynar ve kaspaslar1 aktive eder (Cooper GM, 2000). Bcl—
2 ailesi domain yapisina goére 2 ana gruba ayrilir: Bcl-2, Bel-Xp, Bel-w gibi anti-
apoptotik tiyeler mitokondri dis zar ile baglantilidirlar ve mitokondri biitiinliigiini
korurlar, Bax, Bak, Bcl-X; gibi pro-apoptotik {iyeler ise apopitoz siiresince dis
mitokondriyal zarla baglantilidir ve onun biitlinliiglinii bozarlar (Vaux DL ve ark, 1992,

Wang X, 2001).

Hiicre yiizeyi 6liim reseptor yolu, TNFa, FasL/CD95L, TWEAK ve TRAIL gibi
tiyeleri iceren TNF superailesinin, ekstraselliller o6liim sinyalini baglatmasiyla
gerceklesir. Hiicre ylizeyi 6liim reseptorleri ve ligandlart olarak gorev alirlar (Sprick
MR ve Walczak H, 2004). Kaspazlar sitoplazmada inaktif olarak bulunan, aktif
merkezlerinde sistein bulundugundan sistein proteaz olarak adlandirilan bir grup
enzimdir. Kaspaz ismini sahip olduklar1 aktif cysteine bolgelerinden ve proteinlerin
icindeki aspartik asitten sonraki kisimlar1 parcaladig i¢in Aspartaz adini alirlar (Scaffidi

C ve ark, 1998, Cooper GM, 2000). Apoptotik uyariyla baslayan &liim sinyallerini
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efektor kaspazlara iletirler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik
hiicre morfolojisini meydana getirirler (Orrenius S, 2004). Kaspazlarin par¢calanmasinin
ardindan hiicrede apoptotik morfoloji meydana gelir. Ornegin kromatin kondenzasyonu,
niikleozomal DNA fregmantasyonu, niikleer membran yikimi, fosfotidilserinlerin hiicre
zarmin disina gegmesi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gozlenir (Budiharjo L ve

ark, 1999).

Apopitozun tan1 yontemleri farkliliklar, avantajlar ve dezavantajlar igermektedir.
Hiicre biyolojisine giris ile birlikte hiicrede apopitoz ve nekroz arasindaki farkliliklar
arastirilmaya baglanmistir. Apopitoz ilk olarak hiicre morfolojisi esas alinarak
incelenmeye c¢alisilmig daha sonra histokimyasal ve biyokimyasal teknikler kullanilarak
hiicrede DNA kiriklarinin belirlenmesi ile ¢alismalar devam etmistir (Huppertz B ve

ark, 1999, Willingham MC, 1999).

Apopitoz siiresince 6zel bazi proteinlerin salinmasi ya da protein fragmentlerinin
olusmast Apopitozun nekrozdan bagimsiz olan belirleyici 6zellikleri olarak ortaya
cikmistir (Srinivasan A ve ark, 1998, Yang F ve ark, 1998). Bunu takiben, o6liim
reseptorleri, bunlarin ligandlari, pro ve antiapoptotik diizenleyici proteinlerden sz
edilmeye baslanmis ve dokularda kullanilabilir hale gelmistir (Huppertz B ve ark,
1999). Bu c¢alismalar sonucunda apopitozun saptanmasi i¢in bir¢ok yOntem

gelistirilmistir.

Apoptotik hiicre morfolojisini incelemek icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Rutin histolojik yontemlerle hiicrede ¢ekirdek ve sitoplazmayi ayri ayri boyayan
boyalar kullanilir. Isik mikroskobunda hematoksilen-eozin boyamasi yapilmis 6rnekler
incelendiginde, yogunlasmis ve biizlismiis bir sitopldzma ile goze carpan c¢ekirdeksel
degisiklikler gozlenir. Ardindan kromatin kondenzasyonu ve c¢ekirdek zarinin
cevresinde toplanmasi, ¢ekirdegin kiigiilmesi ve pargalara ayrilmasi gozlenir (Kerr JFR
ve ark, 1972, Wyllie AH ve ark, 1972). Floresan mikroskobu ile incelenirken ise akridin
orange ve etidyum bromiir gibi floresan boyalarin 6zelliklerinden yararlanilir. Bu
boyalar niikleik asite 6zgiin boyalardir ve DNA’ya baglanirlar, hiicrenin kromatini yani
cekirdek goriinebilir hale gelir ve morfolojik Ozellikleri incelenebilir. Elektron
mikroskobu organeller diizeyinde morfolojik degisikliklerin en 1yi gdzlendigi yontemdir

(Goping G ve ark, 1999).
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Morfolojik 6zellikler disinda, DNA fragmentasyonu yani DNA’nin 180-200 baz
¢ifti ve bunun katlar1 seklinde kirilmasi programli hiicre 6liimiiniin belirleyici 6zelligidir
(Kerr JFR ve ark, 1972, Wyllie AH ve ark, 1972, Arends MJ ve ark, 1990). TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick-end labeling)
gibi enzimatik yontemler, tek ya da c¢ift iplikli DNA kiriklarina isaretlenmis
niikleotidlerin baglanmasi esasina dayanmir. In situ hibridizasyon teknikleri apoptotik
DNA’nin denaturasyona duyarliligi, formalin ile fikse edilip parafine gomiilmiis
dokularda Apopitozun belirlenmesi i¢in isaretlenmis poly (A) problart kullanilmasi esas
almarak belirlenir (Hilton DA ve ark, 1997, Didenko ve ark, 1998). Didenko (1998)
tarafindan tanimlanan bu teknik apoptotik DNA fragmentasyonunun rolatif olarak erken
donemde belirlenmesine yardimci olmaktadir. Anneksin V yonteminde ise; normalde
hiicrenin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserinlerin apopitoz siiresince hiicrenin dis
yliziine c¢ikmalart Ozelliginden yararlanilir. Bu fosfotidilserinler FITC (Floresan
izotiyosiyanat) gibi bir floresan madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir
hale getirilebilir ve apoptotik hiicreler saptanmis olur. Bu belirleme flow sitometri
yontemi ve kullanilarak yapilir ve floresan mikroskobu ile incelenir (Martin SJ, 1995,

Loo DT ve Rillema JR, 1998).

Apopitoze 0Ozgii proteinlerin belirlenmesi de baska bir yontemdir. Western
blotting ya da immunohistokimya yontemleri kullanilarak sadece apoptotik hiicrelerde
kaspazlar 6rneginde oldugu gibi aktif hale gelen ya da Bcl-2 gibi eksprese olan bazi
proteinlerin dokuda tespit edilmesi esasina dayanir. Flow sitometri yardimi ile floresan
bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apopitozte eksprese oldugu bilinen

herhangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasi miimkiindiir.

Apotozisin tan1 yontemlerinden her biri bir basamak olusturmaktadir. Sadece bir
tanesini kullanarak bir hiicrenin apopitoze gittigini ya da o6len bir hiicrenin apopitoz
nedeniyle mi, nekroz ile mi 6ldiigii séylenemez. Bu yontemler birbirini destekleyecek
sekilde bir arada kullanilmalidir. Apopitoz mekanizmasinin belirlenmesi ile embriyonik
donemde bircok soruya yamit bulunacaktir. Ilerleyen calismalar yardimi ile bu
mekanizmanin agikliga kavusturulmasi ve kontrol edilebilir hale getirilebilmesi ile
bircok hastaligin etki mekanizmasi1 anlasilacak ve bu hastaliklar1 engelleyebilecek

tedavi protokolleri gelistirilebilecektir.
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1.7 AMAC

Iki tarafli karotid arter okliizyonu ydntemi ile olusturulan deneysel beyin
iskemisinde olusan solunumsal asidoza bagli olarak deg§isen metabolik durum,
reperfiizyon sonrast hasarin kritik belirleyicisi olmakta ve yapilan bircok calismada
alinan sonuglarin yorumlanmasina etki etmektedir. Klinik yansimalar1 da hastanin
prognozu belirlemede biiyiik 6nem tasimaktadir. Metabolik bozukluga bagli gelisen
asidozun akcigerde inflamasyona neden oldugu miyeloperoksidaz aktivitesinin artmasi
ve histopatolojik skorlama ile gosterilmistir. Bu bulgulara ek olarak SOR (serbest
oksijen radikali) artimi1 ve tansiyon disiikligli saptanmistir. Endotel hiicreden salinan
SOR komsulugundaki diiz kas hiicrelerine yayilarak damarda serbestlesmeye neden
olarak endotel adezyonunun artmasini saglamistir. Hiicrelerin SOR iiretiminin hiicre i¢i
pH ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Bizim ¢alismamizda beyin iskemisini etkinlestirmek
icin yapilan kan alma yonteminin olusturdugu hipotansiyonunda metabolik bozukluk ve
akciger hasarinda 6nemli olabilecegi bu calismayla gosterilmektedir (Pedoto A ve ark,
1999). CO, artimina bagli olarak ortaya c¢ikan damar diiz kaslarinda ve beyin
arterlerinde olusan degisiklikler; NO ve SOR f{izerinden bir¢ok mekanizmay1
tetiklemesine bagli olarak beyin iskemi ve hasarmi ayn1 zamanda 6n tanitim (OT) ve
reperfiizyonla gelen korumayi etkileyebilmekte ve metabolik duruma bagli lokal
etkilerin 6nemini gostermektedir. (Barzaghi F ve ark, 1982, Bederson JB ve ark, 1986,
Bentahila S ve ark, 1991, Bortolotto ZA ve ark, 1991, Hall E ve ark, 1995, Frenette PS
ve Wagner DD, 1996, Horstick G ve ark, 1999, Corbett D ve Nurse S, 1998, Bart RD ve
ark, 1998, Iijima T, 2006, Loh KP ve ark, 2006).

Yapilan ¢alismalarda, iskeminin siddetinden bagimsiz sonuglar alinmasinin bir
nedeni de metabolizmanin olusturdugu degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Ortalama
arteriyel basincinin yariya diistiriilmesi ile kan gazi sonuglarinda pH diismekte ve ndral
dansite azalmaktadir (Hamann GF ve ark, 1995, Kato H ve Wood PL, 1998, Gursoy-
Ozdemir Y ve ark, 2000). Mekanik ventilasyonun saglandigi, % 3040 oksijen
desteginin verildigi ve halotan anestezisi altinda yapilan torakotomi uygulamalarinda
bile metabolik durumun degistigi ve sonuglar etkiledigi saptanmistir (Agardh CD ve
ark, 1980, Hamann GF ve ark, 1995, Hara A ve ark, 1995, Chen JC ve Simon R,
1997,Carbonell T, 2007). Femoral kateter yontemi ile olusturulan hipovolemiyi izleyen

reperflizyondan 15 dakika sonra bile pH, pO, ve pCOs’lerin normal diizeylerine

dondiikleri belirtilmistir. Bu faktorlerin disinda, hemodilusyon da kan viskositesinin
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azalmasina, reperfiizyonun etkinliginin artmasina ve oksijenasyonun daha bagarili
olmasini saglamasi nedeniyle énemlidir. Ozellikle hipotermi ile birlestirildiginde beyin

hasarinin azalmasinda oldukga etkin koruma saglamaktadir (Fagan SC ve ark, 2004).

IR inflamasyon ve onu takibeden olaylardan olusan bir fenomen olup yeni
protein senteziyle karakterizedir. Invivo ve invitro calismalar bir antioksidan enzim olan
NOS proteinlerinin mekanizmada yer aldigim diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda bu
proteinler kisa siireli IR hasarinin olusumasinda yer almaktadirlar. Onceki ¢alismalarda
endoteliyal hiicrelerin oksidatif bir stres altinda kaldiginda sitotoksik bir hasara
ugradigint gostermistir. Olusan oksidatif stresin bir birikime ulastiginda hiicre 6limiinii
de tetikledigi gosterilmistir. Dokunun tekrar oksijenlenmesi déneminde nétrofillerin
adezyon yetenegini artirarak endotel hiicrelerine ¢cok daha siki yapistigi bulunmustur.
Yani inflamasyon siirecinde notrofiller ve endotel hiicreler arasindaki artan adezyon
beyin disindaki organlarda IR hasarmin uzak organlardaki etkisini aciklamakta temeli
olusturmaktadir (Cepinskas G ve ark, 2001, Demiryiirek ve ark, 2004). Klinik
calismalarda alt ekstremite IR durumunda intersitisyel 6dem ile karakterize pulmoner
hasar ve disfonksiyon olustugu gozlemlenmis ve hayvan deneyleriyle bu hasarin
notrofil aktivasyonu doku 6demi ve konjesyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir. Artmis
SOR’nin ve nétrofil infiltrasyonunun IR sonrasi uzak organ hasarinda rol oynadigi
diisiiniilmiistiir. Ozellikle polimorf niiveli 16kosit degraniilasyonu sonucu artan SOR ve
proteazlar akciger endotel hasarini ve buna bagli gelisen artmis pulmoner kapiller
gecirgenlige neden olmaktadir. Sonug olarak pulmoner vasokontriksiyon, hipertansiyon
ve artmis pulmoner vaskiiler gecirgenlik endotel hiicre fonksiyonunun bozulmasi en sik
goriilen durumdur. Sicanlarda ayrica akciger dokusunda TNF konsantrasyonunda NO
tiretimine bagl olarak arttig1 saptanmistir. NO gibi serbest radikallerin yani sira
etkilesime girdigi ve peroksinitrit gibi molekiillerin olusmuyla sitotoksik etkiler
artmaktadir. Artmis pulmoner kapiller gegirgenligin siirfaktanin inaktive oldugu
alveollerde plazma transiidasyonuna neden oldugu saptanmistir (Ekim H ve ark, 2005,
Nelson K ve ark, 1991, Kandilci ve Glimiisel, 2005). Akciger dokusunda olusan tiim bu
degisikliklerde IL-12 ve 18 gibi sitokinlerin ve TNF ile IFN gibi proteinlerin yer aldig1
gosterilmistir (Resim 1.8). Beyin disindaki organlarda IR sonrasi olusan sistemik
asidozisin hipotansiyon ile birleserek NO iiretimini arttirdifi ve bdylece akcigerde
inflamasyona neden oldugu gosterilmistir (Pedoto A ve ark, 1999, Gao Y ve ark, 1999,
White BC ve ark, 2000). Bu diisiince asidoz ile artmis karbondioksit ile iligkisinin
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mikrodamarlarda degisiklige neden olarak iNOS artimina sebep oldugu ve boylece
akciger doku hasar1 yaptigim diisiindiirmiistiir (Resim 1.9). Onemli bir klinik saptama
olarak akciger transplantasyonu i¢in hazirlanan beyin oliimii ger¢eklesmis insanlarin
akciger dokusunda olusan degisikliklerin incelenmesi amaciyla yapilan hayvan
deneyinde, sican akcigeriyle elektro mikroskobik olarak kapiller-alveol membran hasari
gbzlenmis ve hipertansiyon tedavisi yapildig1 takdirde akciger hasarindaki
inflamasyonun azaltildig1 goriilmiistiir. Aort klempleme yontemiyle yapilan deneysel
yontemlerde iskemik alanda kan akiminin yeniden saglanmasi ile o alanla ilgili
reperfiizyon saglansa bile 6liimciil seyredebilen 6zellikle akciger olmak iizere miyokard
ve bobrekler gibi uzak organlarda hasar gozlenebilmektedir. IR ¢alismalarinda uzak
organ hasari olarak gergeklesen akciger patolojisinde (Resim 1.10A) interstisyel 6dem
ile karakterize hasar pindmosit ve bronsiyol epitel hiicrelerini igeren apopitoz
saptanmigtir. Olusan hasarin artmis inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, alveoler
endoteliyal hiicre hasar1 ve artmis mikrosirkiilasyon gecirgenligi oldugu gorilmiistiir
(Resim 1.10Ba-g). Bu mekanizmalarda yer alan sitokin ve proteinlerin kaspaz
aktivasyonuyla apopitozi tetikledigi diislinilmistiir. Ayrica artmis oksijen basincinin
artmig apoptotik hiicre sayisiyla uyumlu oldugu bulunmustur (Naoki ve ark, 2002,
Collange O ve ark, 2005).

Bu calismada amaglanan, olduk¢a kompleks, bir¢ok mekanizmanin birlikte
calistig1, beyinde olusturulan global iskemi siirecine, metabolizmanin etkisini ve akciger
dokusunda yaptig1 degisikliklerin arastirilmasidir. Boylece metabolik bozuklukta olusan
degisikliklerin en  O6nemli  boliimiini  olan  akciger dokusu histolojik,
immunohistokimyasal ve morfometrik yollarla histopatolojisi olarak arastirilacaktir.
Burada kullanilan mekanizmalarin aydinlatilmasi, bu konu ile ilgili alinan sonuglarin
yorumlanmasi ile Ozellikle tedavinin yoOnlendirilmesi ve prognozda oOnemli rol

oynayacaktir.
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Resim 1.3 Akcigerin anatomisi ve histolojisi.
http://anatomy.iupui.edu/courses/histo_D502/D502104/Labs.f04/respiratory%20lab/Respir

atory%20System%20Lab.html
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Resim 1.4B Akcigerin histolojisi.
e http://anatomy.iupui.edu/courses/histo_D502/D502{04/Labs.f04/respiratory%?2

Olab/Respiratory%20System%20Lab.html
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Resim 1.5 Akcigerin kan hava bariyeri.
education.vetmed.vt.edu/.../labs/Lab25/lab25.htm
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Resim 1.6 Akcigerin histopatolojik mekanizmalari.
www.nature.com/.../n1s/fig tab/0707603f4.html
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Resim 1.7 IR sonrasi gelisen akciger hasar1 olusumunda yer alan faktorler. 1.
Solunum isleminin sonucunda normal fizyolojik kosullarda, oksijen radikalleri esas olarak
hiicrenin mitokondrilerinde olmak iizere, ayn1 zamanda nétrofillerde ve makrofajlarda
iiretilir. 2. Iskemik periyotda ATP hipoksantine indirgenir, ksantin dehidrogenaz ksantin
oksidaza doniistiiriiliir. 3. Perfiizyon gerceklesince hipoksantin ksantine doniistiiriiliirken
bu sirada O, ve H,O, iretilir. Fe 2 varliginda OH™ radikali tretilir (Haber-Weiss

reaksiyonu).
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Resim 1.8 IR sonrasi gelisen mikrodolasim bozuklugu. Iskemi sirasinda enerji
bagimli sodyum/potasyum pompa yetersizligi ile endotel hiicre bozuklugu goriiliir. Iskemik
dokuya oksijenize kanin doniisii 10kosit adezyonu ve migrasyonunu stimiile eder. SOR
inflamatuvar mediatorlerin olusumuna neden olur ve endotel bariyeri bozularak sivi ve
makromolekiillerin ekstravazasyonuna yol agar. Bu mekanizmalarin igerisinde IL ve TNF

benzeri mediyatdr proteinler yer alir (Kandilci ve Glimiigel, 2005).
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Resim 1.9. IR hasarinda endotel hiicreleri igin ksantin yolagi ve nétrofil
aktivasyonunun trettigi molekiiller ve etkileri (iist). Ortama reperfiizyon sirasinda yeniden
oksijenin girmesi, siiperoksit anyonun ve diger reaktif oksijen metabolitlerinin ortaya
cikmasma yol acgarak Hidroksil radikali Fe veya Cu katalizorliiglinde Haber-Weiss
reaksiyonu ile veya sadece Fe katalizorliiglinde H ile etkileserek Fenton reaksiyonu ortaya
cikar. IR hasarinda endotel hiicreleri ile SOR iiretimi ve nétrofil hareketi ile doku hasari
olusur (alt).
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Resim 1.10. Iskemi sonras1 olusan oksidatif stres ve fagositer hiicre aktivasyonu ile
(iist) reperfiizyonun birlesmesi ile gelisen hiicre davranislart ve 6limii.
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Resim 1.11 Akcigerin histopatolojisi.

e http://anatomy.iupui.edu/courses/histo D502/D502104/Labs.f04/respiratory%2
Olab/Respiratory%20System%20Lab.html
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NOS TiPLERi

Ozellikleri 1. Tip 2. Tip 3. Tip
Adi cNOS iNOS eNOS
Bulundugu Noron ve Epitel | Makrofajlar ve Diiz Kas Hiicreleri Endotel
Doku Hiicreleri
Kalsiyum Gerekli Gereksiz Gerekli
bagimliligi

Tablo 1.1 NOS tipleri.

APOPITOZ iLE NEKROZ ARASINDAKI FARKLAR

OZELLIK NEKROZ APOPITOZ
Dagilim Komsu hiicre gruplari Dokuda tek tek hiicreler
Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik/ patolojik
Eksiidatif yang1 Genellikle var Yok
Is1ik mikroskopi Bazofili, piknoz karyoreksis, Kresentik goriiniim eozinofilik
karyolizis partikiil
Elektron mikroskobi | Hiicrede sisme, membranda Voliim kayb1, apopitotik
yirtilma, kromatinde erime, cisimcikler
kayip
Fagositoz Mononiikleer hiicreler Fagositik hiicreler ve komsu
Mekanizma Kimyasal ya da yapisal Makromolekiil sentezini
parcalanma gerektiren aktif hiicresel yikim
APOPITOZ VE GENLER

APOPITOZU BASKILAYAN GENLER

APOPITOZU INDUKLEYEN GENLER

Bcl-2 grubundan BHRL-1,bcl-x1, bel-w,
bfl-1, brang- 1, mcl-1,Al

Bcl-2 grubundan Bad, Bax, Bak, Bcl-xS,
bad, bik, Hrk 1

c-abl geni c-myc
Ras onkogeni p33,p21
Coziinebilir fas Fas (CD95 / APO1)

FADD /MORT, RIP, FAST

p35 Interldkin dénistiiriicti enzim benzeri
proteinler (ICE)
A 20 LOH (MTS1/CDK41)

Tablo 1.2 Apopitoz ile Nekrozun farklar1 ve genler ile iliskisi.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis ve c¢alisma sirasinda Helsinki Deklarasyonu Laboratuvar
Hayvanlar1 Komitesi tarafindan yayinlanan ‘Laboratuvar Hayvanlarinin Kullanim ve
Bakim Ilkeleri’ bildirisinin ilgili maddelerine uyuldu. Denekler islemler siiresince 151k
kaynagi ile 1sitilmis ve viicut 1silar1 3 7+0,5 °C olacak sekilde ayarlandi. Bu ¢alismada
eriskin, erkek, Wistar si¢anlarin (250 +20 g) kullanilmast amaglandi. Deney
hayvanlaria ketamin (90 mg/kg) + ksilazin(8 mg/kg) anestezisi altinda, daha 6nceden
literatiirde tanimlanmus olan global iskemi (GI) yontemlerinden 2 damar okliizyonu (2-
VO) ve hipovolemi metodu ile iskemi ve reperfiizyon uygulandi (Kato H ve ark, 1991).
Femoral arter kateteri yerlestirilerek, hipovolemi i¢in gereken kan alindi, kan basinci
monitorizasyonu saglandi (PowerLab bilgisayarli sistemi ile) ve kan gazi i¢in 6rnek
alind1. Deneylerde her grupta 5 deney hayvani kullamildi. On tanitim igin hipovolemi
saglandiktan sonra iki tarafli karotis arterleri tanitim amacgli olarak 10 dk siire ile
atravmatik iplikle kapatildi. GI gruba OT’den 48 saat sonra gergek iskemi igin, 20 dk
siireyle iki tarafli karotis arteri okliizyonu uygulandi. IR grubu icin iskemi sonras1 48
saat beklenildi. Kontrol olarak sham (SH) grubuna karotislere iskemi uygulamadan
baglanip hemen acildi. Cerrahi islemler ameliyat mikroskopu (Moéller Spectra) altinda
yapildi. Iskemi siirelerinin sonunda anestezi altinda intrakardiyak perfiizyon fiksasyonu
takiben beyin ve akcigerler cikarilarak histokimyasal ve immunohistokimyasal
boyamalar i¢in takibe alindi. Her asamadan Once ve sonra metabolik durumun takibi
icin kan gazi1 (Roche OPTI-CCA kan gazi analiz cihazi) analizi yapildi (Tuglu ve ark,
2004).

Infarkt alanlarini belirlemek igin, bazi hayvanlarmn beyinleri kardiyak perfiizyon
yapilmadan alinip, hizli bir sekilde 2 mm lik kesitlere boliinerek 20 dakika siire ile 37°C
de % birlik 2, 3, 5 triphenyltetrazolium chloride (TTC) soliisyonuna alindi. Normal
beyin dokusu kirmizi boyanirken iskemik dokular soluk pembe veya kirli beyaz renkte
goriiliip boyama gostermedi. Bu kesitler disseksiyon mikroskobu ve dijital kamera
aracilig1 ile bilgisayar ortamma alind1 ve fotograflandi. Infarkt, iki boyutlu ortamda
kesitler {izerinde boyanmayan alanlarin tiim alana orani seklinde saptandi (Bederson JB

ve ark, 1986, Maier CM ve ark, 1988).

Beyinler formalin ile fiske edilip hiicresel komponentlere 151k mikroskopik,

immunohistokimyasal (S100beta, GFAP, NOS, TUNEL) ve morfometrik yontemlerle
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incelendi. Immunohistokimyasal degerlendirme i¢in S100beta (anti-S100, DAKO,
Carpintera, CA), GFAP (anti-GFAP, Sigma, St. Louis, MO), NOS (anti-eNOS (lot-
1711P501A) ve anti-iINOS (lot- # C1005 FC651) Neomarkers, Fremont, CA-) ve
TUNEL (Promega G7130 kit Madison, Wisconsin, USA) antikorlar1 kullanildz.

Cikarilan akcigerler uzunlamasina ikiye boliiniip formalin fiksatifi ile 24 saat
daha fiske edildi ve alkol serisinde dehidrate edilip parafine gomiildii. 5 pm seri kesitler
deparafinize edilip, H-E ile boyandi (Tablo 2.1). Konuyu ve preparatlari bilmeyen
gozlemci tarafindan mikroskop altinda histolojik ve morfometrik bakilar1 yapildi.
Alinan akciger orneklerine rutin H-E boyamasi, oksidatif stres i¢in NOS ve apoptotik
hiicreleri saptamak i¢in TUNEL immunohistokimyas1 uygulandi (Mikuz ve ark, 1985,
Nguyen ve ark, 1999, Stadelmann ve Lassmann 2000). Kesitlerin degerlendirilmesinde
preparatlarin Olimpus BX-40 model 151k mikroskobu altinda alinan goriintiileri
bilgisayar dijital ortama aktarildi. Deney gruplarinda, bilateral karotid arter okliizyonu
(BKAO) ile GI icin taklit (SH) grubu, BKAO ile 10 dk iskemi uygulamasi (OT), ayni
gruba 48 saat sonra BKAO ile 20 dk. iskemi uygulamasi (GI) ve 20 dk. iskemi sonrasi
48 saatlik reperfiizyon (IR) grubu olarak her grupta 5 adet erkek sican kullanildi.
Histopatolojik incelemede alinan kesitler 151k mikroskopisi ile 40, 100, 400 ve 1000°1iik
bliyiitmeler ile incelendi (Tablo 2.2). Tiim kesitler kor olarak, édem, alveoler yapi
bozuklugu ve inflamasyon hiicrelerinin irritasyonu ac¢isindan degerlendirildi. Bu
degerlendirmeye gore akciger hasari, normal veya teknik hasar (+), konjesyon (++),
vaskiiler konjesyon ve interstisyel édem (+++), alveol yapisinda minimal bozulma ve
inflamasyon hiicrelerinin minimal infiltrasyonu (++++), alveol yapisinda masif bozulma
ve inflamasyon hiicrelerinin masif infiltrasyonu (+++++) olarak derecelendirildi (Resim
2.1). Kesitlerde immunohistokimyasal boyanma, yari-kantitatif inceleme ile sirastyla
cok az veya yok (+1), az (+2), orta (+3), siddetli (+4) ve cok siddetli (+5) olarak
degerlendirildi (Temeltas G ve ark, 2005, Ochs M, 2006, Vatansever D ve ark, 2008).

NOS immunohistokimyasinda dokular alinarak 48 saat 10% formalin ile fikse
edildi. Alman kesitler immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60°C’lik etiivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan azalan alkol dereceleri serileri ile rehidratasyon saglanarak
distile suda 5 dakika bekletildi. % 0,5’lik tripsin sollisyonu i¢inde oda sicakliginda 15
dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3 liik

H,0, uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikanan kesitlere
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bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu ile muamele edildi. Bloklama solusyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti hidrojen peroksidaz ikincil antikoru
ile 30’ar dakika boyandi. Yine ii¢ defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile
yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiini
saptamak amaciyla diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) ile 5 dk boyandi. Mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan
kesitler kapatma medyumu (Tablo 2.3 - Resim 2.2) ile kapatildi (Vatansever D ve ark,
2008).

TUNEL yo6ntemi ile apoptosis DeadEnd Colorimetric TUNEL system, Promega
G7130 kiti kullanilarak 5 pm kalinligindaki parafin bloklardan alinmis kesitlere
uygulandi. Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen
ile tekrar deparafinize edildi. Azalan alkol serileri ile rehidratasyon uygulandiktan sonra
dokular serum fizyolojik ile muamele edildi. 20 pg/ml proteinase K ile 10 dakikalik
isleme tabi tutuldu. PBS ile yikamay1 takiben %3’liik hidrojen peroksit ile endojen
peroksidasyon bloklandi. % 4’liik paraformaldehit uygulamasindan sonra Equilibrium
buffer ile 5 dakika muamele edildi. TdT enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37 °C de
60 dakika tutuldu. SCC yikamasmin ardindan 5 dk hidrojen peroksit uygulanmasi
sonras1 antistreptavidin-peroksidaz ile 30 dakikalik inkiibasyona tabi tutuldu ve
ardindan DAB ile boyama yapildi. Aralarda PBS yikama solusyonu ile yikamalar
yapildi. Artalan boyamas1 Mayer’s Hematoksileni ile yapildi (Tablo 2.4). Kor yontemle
tunel pozitif hiicreler saptanmaya calisildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine
PBS, positif kontrol olarak da apopitoz oldugu bilinen testis dokular1 kullanildi.
Immunohistokimyasal degerlendirmede preperatlara boyanin yogunlugu ve dagilimima
gore sirastyla ¢ok az veya yok (+1), az (+2), orta (+3), siddetli (+4) ve ¢ok siddetli
(+5) olarak degerlendirildi. Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi. Istatistiksel
degerlendirmede veriler graphpad 3,0 for Windows 2000 programi ile tiim sayisal
degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi. Degerler ortalama ve standart
deviasyon (SD) olarak belirtildi. Kruskal Wallis nonparametrik ANOVA ¢oklu
karsilagtirma testleri ¢alisma ve kontrol grubunu karsilastirmak i¢in kullanild1 ve p
degeri <0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Turnage ve ark, 1998, Vural
KM ve Oz MC, 2000).
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Resim 2.1 Beyin IR sonras1 akciger dokusu iizerine go¢ eden makrofaj (mavi ok)
ve notrofil (kirmizi ok) gosterimi ile hasarin HE boyamasina gore en az (+1, sol), orta (+2,
orta) ve en ¢ok (+5, sag) boyamalar1 i¢in 6rnekleme.

Resim 2.2 Beyin IR sonrasi akciger dokusunda yapilan immunohistokimyasal
morfometride kullanilan en az (+1, sol), orta (+3, orta) ve en ¢ok (+5, sag) boyamalar1 i¢in
ornekleme.
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Tablo 2.1. Parafin doku takibi

Islem
Tespit
Fiksatifin uzaklastirilmasi

Dehidratasyon

Seffaflastirma

Emdirme %60 C etiiv

Gomme

Madde

%10 formalin,
Akar su

% 60 etil alkol
% 70 etil alkol
% 80 etil alkol
% 95 etil alkol
% 95 etil alkol
Ksilen — Alkol
Ksilen

Ksilen

Ksilen parafin
Parafin
Parafin

Parafin
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Siire
48 saat
1 gece
30 dk
30 dk
30 dk
50 dk
50 dk
30 dk
60 dk
60 dk
30 dk
60 dk
60 dk



Tablo 2.2. Hematoksilen - Eozin Boyamasi

Islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Boyama
Yikama
Diferansiyasyon
Boyama

Yikama

Seffaflastirma

Kapama

Madde
60°C etiivde
Ksilen I
Ksilen II

% 95 alkol
% 80 alkol
% 70 alkol
% 60 alkol
Akar su
Hematoksilen
Akar su
Asit alkol
Eosin

Akar su

% 80 alkol
% 95 alkol
Ksilen

Entellan
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Siire

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
5 dakika
2 dakika
5 dakika
2-3 saniye
1 dakika
5 dakika
1 dakika
1 dakika

1 saat



Tablo 2.3. indirek immunohistokiya boyamasi

Islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Dokularin etrafini ¢cizme

Yikama

Yikama
Bloklama
Antikor ile inkiibasyon

Yikama

Yikama
Boyama
Yikama

Zit Boyama
Islem
Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapama

Madde

60°C etiivde

Ksilen

Ksilen

% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol

% 60 alkol

Distile su

Dakopen

PBS

%?3’liik hidrojen peroksit
PBS

Blok solusyonu

iNOS, eNOS

PBS

Ikincil antikor
Avidin-biotin kompleksi
PBS

DAB

Distile su

Mayer hematoksilen
Madde

%80- %90’1ik alkol serileri
Ksilen

Entellan
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Siire

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
10 dakika

3x5 dakika
5 dakika
3x5 dakika
1 saat

1 gece, +4°de
3x5 dakika
30 dakika
30 dakika
3x5 dakika
5dk

10 dakika
5 dakika
Stire

2 dakika

30 dakika



Tablo 2.4 TUNEL boyamasi

’ islem ‘ Madde | Siire

’ Deparafinizasyon ‘ 60°C etiivde | 1 gece

‘ Deparafinizasyon ‘ Ksilen | 30 dakika
‘ ‘ Ksilen | 30 dakika
’ Rehidratasyon % 95 alkol | 2 dakika

’ % 80 alkol | 2 dakika

‘ ‘ % 70 alkol | 2 dakika

’ % 60 alkol | 2 dakika

’ Yikama ‘ Distile su | 10 dakika
‘ Dokularin etrafini ¢cizme ‘ Dakopen |

‘ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika
’ %4’liik paraformaldehit | 15 dakika
’ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika
‘ ‘ Proteinaz K solusyonu | 15 dakika
‘ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika
’ %4’liik paraformaldehit | 5 dakika

’ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika
‘ Tamponlama ‘ equilibration tampon sol. | 5dk

‘ Primer antikor

‘ Enzim solusyonu

| 37°De 1 saat

’ ‘ SSC solusyonu | 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

; } % 3’liik hidrojen peroksit I 5 dk

‘ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika

’ ‘ Streptavidin HRP | 30 dakika

‘ Yikama ‘ PBS | 3x5 dakika

‘ Boyama ‘ DAB boyasi | 5 dakika

’ Yikama ‘ Distile su | 10 dakika

’ Zit boyama ‘ Mayer’s hematoksilen | 4 dakika

‘ islem ‘ Madde | Siire

‘ Dehidratasyon ‘ %80- %90’ ik alkol serileri | 2 dakika

’ Seffaflagtirma ‘ Ksilen | 30 dakika

’ Kapama ‘ Entellan |
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3. BULGULAR

OT grubunda 10 dk iskemi sonrasi denekler, 48 saat sonra uygulanan 20 dk
iskemi sonrasi ile karsilagtirildiginda daha az sekilde metabolik ve norolojik
bozukluklar gosterdiler. Cok az denek IR sonras1 48 saat yasayabildi. Cogu denegin
ozellikle metabolik bozukluktan 6lmesi nedeniyle norolojik skorlama, reperfiizyonun

degerlendirilmesi ve iskemik OT ile iliskilendirilmesi miimkiin olmada.

Hayvanlarin viicut 1silarinda anlamli bir farklilik gériilmezken (37,1 °C 1,2 °C),
kan gazlarinda 6nemli degisiklikler saptandi. Iskemik tanitim dncesi ve sonrasi alinan
kan gazi sonuglarinda, pO,, pCO; ve pH degerlerinde, global kalic1 iskemi yapilmadan
once, metabolizmanin bozuldugu ve iskemi sonrasinda bu bozuklugun daha da ilerledigi
saptand1. Kan gazi1 analizine gére SH ve OT benzerlik gosterirken GI ve IR grubunda
oldukca fazla metabolik bozukluk saptandi (Tablo 3.1). TTC boyamas: yapilan
kesitlerde genellikle orta hatta yerlesmis, soluk renkte goriilen infarkt alanlar1 gozlendi.
Alanlar asimetrik yerlesmis, lateralize, degisik biiyiikliiklerde yerlesim gosterdiler

(Resim 3.1).

Histolojik kesitlerde beynin degisik bolgelerinde, TTC boyamasindan bagimsiz
bir sekilde hasarlanmig, 6demli, sitoplazmik biiziilme ve eosinofili gosteren, piknotik,
apoptotik veya tamamen nekroze olmus, kavite gostermis, sayica azalmig, ndron
kaybinin belirgin oldugu goriintiiler saptandi. Histopatolojik bulgularin  TTC
boyamasinda goriilen infarkt alanlarindan bagimsiz olmasi ve alanlarin heterojen
sekilde asimetrik dagilmas1 dikkat ¢eken bulgular oldu. 48 saatlik IR sonrasi H-E
histokimyas1 ve GFAP, s100b, iNOS, eNOS ve TUNEL immunohistokimya boyamalari
(Resim 3.2) ile hasar ve etkileri incelendi. IR ile olusan gliozisi gdsteren GFAP, astrosit
reaktiflgini gosteren s100b, oksidatif hasar1 gosteren eNOS ve iNOS ve apopitozi
gosteren TUNEL boyamalari ile fonksiyonel anlamda IR hasar1 ve beyindeki etkileri

morfometrik olarak ortaya kondu (Tablo 3.2)

Metabolik bozukluga bagli akciger dokusunda olusan degisiklikler histolojik
olarak incelendi. Bu amagla yontemde belirtilen sekilde akciger dokular: interstisyel
O0dem, vaskiiler konjesyon, alveol yapisinda bozulma ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu agisindan degerlendirildi. Gruplarin kiigiik biiyiitmelerinde (Resim 3.3) SH

ve OT grubunda normal akciger histolojisine yakin gériintiiler elde edilirken Gi ve IR
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grubunda patolojik bulgular saptandi. Patolojik bulgularin detaylari gruplarin biiytik
biiylitme goriintiilerinde (Resim 3.4) gosterildi. Yapilan histomorfometrik incelemede
SH ile OT (p<0,05), GI (p<0,01) ve IR (p<0,001) karsilastirildiginda akcigerde olusan
bozuklugun Gi ve IR i¢in anlamli bir sekilde arttigi, OT ile IR arasinda hasarin anlaml
(p<0,05) olarak farkli oldugu bulundu. Gi ve IR arasinda anlamli fark saptanmadi
(Tablo 3.3).

Bag dokusu degisikliklerinin daha detayli anlagilmasi igin yapilan Mason
Trikrom (MT) boyamalarinda inflamasyon hiicrelerinin yogunluguna goére H-E ile
benzer sonuglar gosterdigi ve uyumlu oldugu bulundu. SH ve OT grubunda normale
yakin bir akciger dokusu goriiliirken GI ve IR grubunda intraalveoler kanama, kan
damarlar etrafinda 6dem ve nétrofil infiltrasyonunun oldugu saptandi. Intraalveoler
septum kalinliginda ve alveol yapisinda degisiklikler gozlendi. Ancak kollajen ve
elastik 1if artis1 ile ilgili gruplar arasindaki farkliligi gosterecek ve fibrozise isaret

edecek bariz bir boyanma bulgusu saptanmadi (Resim 3.5).

Iskemi sonrasi akcigerde saptanan histopatolojik degisikliklerin ortamda olusan
oksidatif strese bagli serbest radikallerle iligkisinin aragtirllmasi icin NOS
immunohistokimyas1 yapildi. iNOS boyamalarinda (Resim 3.6) H-E ile uyumlu sekilde
histopatolojik degisikliklerin oldugu hasarli akcigerlerde SH grubunda bulunan bazal
seviyenin iizerinde artmis boyama saptandi. Boyamanin epitelde ve bag dokuda
yogunlastigl, inflamasyon hiicrelerine lokalize oldugu goriildii. eNOS boyamalarinda
(Resim 3.7) iNOS ile karsilastirildiginda benzer artisin varligi ve daha fazla boyamanin
oldugu goriildii. SH ile OT arasindaki fark anlamsiz iken (p>0,05), GI (p<0,05) ve IR
(p<0,01) karsilastinldiginda akcigerde olusan bozuklugun GI ve IR igin anlamli bir
sekilde arttigi, OT ile IR arasinda hasarin anlamli (p<0,05) olarak farkli oldugu
bulundu. GI ve IR arasinda anlamli fark saptanmadi (Tablo 3.3).

Akcigerde histopatolojik degisiklere gore artan NOS immiinoreaktivitesinin
artmis serbest radikal ve oksidatif stresten kaynaklanmasindan dolayi, ortamda
olusabilecek hiicre intiharinin anlasilmasi i¢in TUNEL boyamasi yapildi (Resim 3.8).
Apopitozun tamimlandi1 bu boyamada yapilan morfometrik inceleme ile SH ile OT
arasindaki fark anlamsiz iken (p>0,05), GI (p<0,05) ve IR (p<0,01) karsilastirildiginda
akcigerde olusan bozuklugun GI ve IR igin anlamli (p<0,05) bir sekilde arttigi, OT ile

IR arasinda hasarm anlamli (p<0,05) olarak farkli oldugu bulundu. GI ve IR arasinda

46



anlaml fark saptanmadi (Tablo 3.3). SH ve OT ile karsilastirildiginda akcigerdeki
histopatolojik bozukluga bagl apoptotik hiicre 6liimiiniin GI ve IR i¢in oldukga anlaml

(p<0,001) bir sekilde arttig1 anlasildu.

47



Tablo 3.1 SH, OT, GI ve IR sonrasi kan gazi analiz sonugclari. Gl ve IR sonrasinda

pH pO2 pCO2
SH | 7.44+0.06 | 76.62+16.12 | 44.05+07.62
OT | 7.23+0.07 | 77.65+24.02 | 54.04+17.51
Gi 7.20+0.18 | 34.65+12.24 | 71.88+16.43
iR 7.18+0.16 | 23.66+17.88 | 80.78+19.78

metabolik durumun anlamli (p<0.05) bir sekilde bozuldugu goriildii.

Resim 3.1 IR sonrasi alinan beyin érneklerinde TTC boyamast ile iskemik alanlarin

g

goriintiisii (-
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Resim 3.2 Iskemik hasar bolgesinde H-E histokimyas1 ve GFAP, S100B, iNOS,
eNOS ve TUNEL immunohistokimya boyamalari (X40 biiyiitme).

iskemik hasarin histomorfometrisi
5
] mSH mOT =G HiR

4 T
3 I
2
1
0

HE GFAP s100 iNOS eNOS TUMNEL

Grafik 3.2 SH, OT, Gi ve IR sonrasi alman beyin &rneklerinde yapilan
histomorfometrik analiz.

49



x40 IR x100
Resim 3.3 SH, OT, GI ve IR sonrasi alinan akciger 6rneklerinde yapilan HE

boyamalari. Sol kolon x40, sag kolon x100.
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_x400 IR x100
Resim 3.4 SH, OT, GI ve IR sonrasi alinan akciger 6rneklerinde yapilan HE
boyamalari. Sol kolon x400, sag kolon x1000.
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Resim 3.5 SH, OT, Gi ve IR sonras1 alinan akciger érneklerinde yapilan Masson
Trikrom boyamalar1. Sol kolon x400, sag kolon x1000.
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x1000

Resim 3.6 SH, OT, GI ve IR sonras1 alian akciger drneklerinde yapilan iNOS
immiinoreaktivitesi. Sol kolon x400, sag kolon x1000.

53



x400 IR x1000

Resim 3.7 SH, OT, GI ve IR sonrasi alinan akciger 6rneklerinde yapilan eNOS
immiinoreaktivitesi. Sol kolon x400, sag kolon x1000.
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Resim 3.8 SH, OT, GI ve IR sonrasi alinan akciger érneklerinde yapilan TUNEL
boyamalari. Sol kolon x400, sag kolon x1000.
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BEYIN iISKEMISI SONRASI AKIGER
HISTOPATOLOJISININ MORFOMETRESI
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Grafik 3.3 Beyin iskemisi yapilan deneklerde gruplara gore yapilan histokimyasal
ve immiinohistokimyasal boyamalarin her grupta 5 denek olmak iizere ortalama + standart
sapmalari. HE boyamasinda SH grubuna gore diger tiim gruplarda belirgin bir artis goriildii
ve OT, Gi ve IR i¢in arttig1 saptandi. HE boyamasinda gériilen bu artisin diger gruplar
icersinde anlamli bir sekilde benzer oldugu bulundu. SH grubunda goériilen bazal
seviyedeki NOS immiinoreaktivitesinin yant sira eNOS immiinoreaktivitesinin iNOS
immiinoreaktivitesine gore daha fazla oldugu anlasildi. Yine SH grubunda minimal
diizeyde saptanan apopitotik hiicre varliginin iskemi ile arttifi ve reperfiizyonla en iist

diizeye ¢iktig1 bulundu. Boyama derecesinin 6zellikle Gi ve IR igin her grupta daha fazla

oldugu anlagildu.
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5. TARTISMA

IR hasari, iskemi sonras1 kan akiminin saglanmasi ile ortaya ¢ikan en nemli
komplikasyon olup iskemik hasarin gidisatinin belirlenmesini saglayan onemli bir
parametredir. Birgok farkli organ igin IR sonrasi organin kendisine ait hasar ve bundan
kaynaklanan uzak doku hasar1 gosterilmistir. Beyin iskemisi farklt mekanizmalar
nedeniyle oldukca ¢ok ¢alisilmis ve alinan sonuglarin karmasikligi nedeniyle tam olarak
aciklanamamus IR hasari igin iyi bir &rnektir. Ancak literatiirde beyin IR hasar1 sonrasi
gelisen uzak doku degisiklikleri calisilmamis ve bu nedenle tam olarak
bilinmemektedir. Oysaki olusan degisikliklere bagli ortaya ¢ikan yeni mekanizmalar
beyin iskemisinin prognozunu oldukea etkileyen énemli faktorlerdir. Beyin IR hasari
sonrast uzak doku degisiklikleri i¢in 6nemli drnekler akciger, bobrek ve barsaklardir.
Ancak akciger bu dokular icersinde metabolik durumu en ¢abuk etkileyen ve bu nedenle
de ayricalikli bir organdir. Calismamizda siganlarin beyin IR sonrasinda olusan akciger
hasar1 arastirildi. Beyinde IR sonrasi akciger hasarinin olustugu histolojik kesitlerde
gosterildi ve hasarin olugsmasinda SOR’nin etkisi NOS immiinohistokimyasi ve bu etki

sonucu gergeklesen hiicre 6ltimii TUNEL ydntemiyle belirlendi.

IR hasarmin temelinde reperfiizyon sirasinda dokunun oksijenasyonu sonucu
ortaya cikan oksijen radikalleri bulunmaktadir. (Prem JT ve ark, 1999). SOR bir¢ok
kaynaktan salinabilir, bunlarin arasinda en 6nemli olani ise aktive olmus nétrofillerdir.
Notrofiller degraniilasyona ugrayarak ortama serbest oksijen radikalleri birakmakta ve
proteazlar aracilifiyla endotel hasarmin yani sira artmis pulmoner kapiller
gecirgenligine neden olmaktadir. Boylece interstisyel 6dem meydana gelir. Bu
reperfiizyon sonrasi notrofillerin salgiladigi SOR ve proteolitik enzimleri bir kisir dongii
aracilifiyla arttirmakta boylece pulmoner vazokonstriksiyon ve hipertansiyona neden
olmaktadir. Siiperoksit dismutaz, allopurinol, katalaz, askorbik asit ve mannitol gibi
cesitli antioksidan maddeler kullanarak bu mekanizma engellenmeye ve uzak organ
hasar1 azaltilmaya calisilmaktadir (Ekim H ve ark, 2005). Bu ¢alismada beyinde ortaya
cikan serbest radikal olusumu ve beraberindeki apoptotik hiicre 6limii anlamli bir
sekilde uzak dokuya tasind1 ve sistemik bir etki olarak gozlendi. Sonuglarimiz beyin IR
hasar1 sonras1 akcigerlerin etkilendigini ve reaksiyon gosterdigini ortaya koydu.
Akcigerde olusan degisikliklerin incelenmesi i¢in normal akciger dokusu ile
karsilastirilmalar yapildi. Normal akciger histolojisi; trakea, primer brons ve akciger igi

yapilar olan sekonder brons ve bronsiollerden meydana gelir. Bu yollarin yapisina
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giderek azalan bir sekilde kas, bag, kikirdak ve epitel dokusu katilir. Solunum yollarinin
alveollere dogru ¢aplar1 daralirken duvar yapisinda doku elemanlarindan bazilarinin
azalmasi veya yok olmasi nedeniyle incelme goriiliir. Alveol epiteli altinda bag dokusu
elemanlariin retikulum ve elastik lifleri, fibrositler, histiyositler, 16kositler ve ¢ok
seyrek olarak diiz kas hiicreleri yer alir. Bag dokusu retikulum, kollajen ve elastik
liflerden olusur. Solunum yolunu doseyen epitel igersinde kinosilyali prizmatik Ortii
hiicreleri, aralarinda miik6z salgi yapan kalisiform hiicreler, bazal hiicreler ve fircamsi
kenarli hiicreler bulunmaktadir. Ayrica apikal yiizeyinde liimene dogru kabart1 yapan,
merkezi c¢ekirdekli silyasiz ve agik renkli sitopldzmali klara hiicreleri de 06zel
hiicrelerdir. Yass1 gortinimlii tip 1 hiicreleriyle prizmatik goériintimlii tip 2 hiicreleri
biiyilk onem tasimaktadir. Yine APUD hiicrelerinin varligi da akciger savunma

sistemindeki dnemlerini ortaya koymaktadir.

Beyin iskemisi sonrasinda etkilenen akciger dokusundaki degisik diizeylerde
histopatolojik bulgularin ortaya koydugu bu c¢alismada akciger dokusunda nekroz,
alveoler yapida bozulma ve artmis nétrofil infiltrasyonu gozlendi ve beyindeki iskemik
hasarla iliskili oldugu saptandi. Calismamizda, karotid arterleri baglanip agilmis ve hig
iskemi yapilmamis kontrol grubu SH ile 10 dk siireyle iskemi uygulanmus OT grubu,
OT uygulamasindan 48 saat sonra 20 dk iskemi uygulanmis GI grubu ve Gi sonras1 48
saat reperflizyon icin bekletilen siganlarda beyin ve akciger dokular1 morfolojik ve
histolojik yonden incelendi ve alinan sonuglarin metabolik ve ndrolojik durumla iliskisi
degerlendirilmeye calisildi. Akcigerde olusan histopatolojik hasarin erken, ge¢ ve kalici
olmak tlizere 3 farkli evresi bulunmaktadir. Erken donem eksiidatif bir evre olup
interstisyel ve intraalveoller 6dem, kanama, nétrofil birikimi, fibrin plazma proteinleri
ve siirfaktandan olusan hiyalin membranlar ile karakterizedir. Ince yapi diizeyinde
sisme kapiller endotel ve Tip 1 alveolar epitel hiicrelerinde nekroz, ve bazal laminada
bozulma goriiliir. Geg ve fibroproliferatif evrede Tip 2 alveolar epitel hiicrelerinin
cogalmasi seklinde bir kiiboidal metaplazi gozlenip, alveolar duvar kalinlig1 ve fibrozis
saptanir. Olusan 6demin Oncelikle brons ve biliylik damar duvarlarinda oldugu daha
sonra alveol duvar interstisyumuna ve sonunda da alveol bosluguna gectigi goriliir. Tip
2 hiicrelerinin patolojik etkiye karsi daha diren¢li oldugu bilinmektedir. Hava kan
bariyeri alveol epiteli ile kapiller endoteli ve aralarindaki interstisyumdan olusur. Bu
bariyerin bozulmasi bu 3 komponentin kalinligindaki degisiklik ve de sisme veya

parcalanma seklinde gergeklesir (Ochs M, 2006). Calismamizda saptanan bulgular
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uygulanan iskemi siiresinin ve akcigerde beklenen patolojik degisikliklerin 48 ve 96
saatlik siirelerde kalmasi nedeniyle akut faz olarak degerlendirildi ve daha hafif olarak
gergeklesti. Bu erken evre degisiklikleri TNF-alfa ve IL-1-beta gibi inflamasyon 6ncesi
sitokinler denen aracilarla sekillendirilmekte, 6rnegin bu iki faktore karsi gelistirilen

antikorlar akcigerdeki notrofil birikimini engelleyebilmektedir.

IR calismalarinda 3, 5 ve 10 dk’lik siireler kullanilmakta olup, 3 dk iskemik
tanitim, 5 ve 10 dk lar ise iskemi i¢in yeterli bulunmaktadir (Greenwood J, 1968, Murry
CE ve ark, 1986, Hall E ve ark, 1995, Horstick G ve ark, 1999). Alinan sonuglar siire
disindaki etkenlere fazlaca bagli bulundugundan dolay1 biz ¢alismamizda giivenli ve
etkin olmasi1 nedeni ile 10 ve 20 dk siireleri segtik. Onceki calismalarda oldugu gibi
hipovolemiye ve yapilan igleme bagli olarak hayvanlarin ¢ogunlugu ya metabolik
bozukluktan ya da ndrolojik problemlere bagli olarak 6ldii. Benzer calismalarda da
belirtildigi gibi, iskemik tanitim ve reperfiizyonu degerli kilan, yasayan hayvan miktari
olup calismalarin yorumunu olduk¢a etkilemektedir. Hemorajik sok, kardiak
resiissitasyon ve kardiyopulmoner bypass gibi durumlara benzemesi ve klinigi daha ¢ok
taklit etmesi nedeni ile tercih ettigimiz global iskemide (Karibe H ve ark, 1994,
Johansson BB, 2003) damarlarlarda olusan hasar, hipovoleminin etkinligi, molekiiler
diizeyde gergeklesip birbirini etkileyen mekanizmalar (Mabe H ve ark, 1982, Nagasawa
H ve Kogure K, 1989, Timsit SG ve ark, 1993) ve benzeri bir¢cok durum deneylerin
optimizasyonunu zorlastirmakta ve bunun {izerine eklenen metabolik bozukluk
standardizasyonu daha da giiclestirmektedir (Maier CM ve ark, 1998, Sugawara T ve
ark, 2000, Liu Y ve ark, 2003, Macko RF ve ark, 2004).

TTC boyamasi ile bizim uyguladigimiz teknikte, heterojen dagilim gdosteren,
iskeminin siddetinden bagimsiz infarkt bolgeleri asimetrik yerlesim gosterdiler. Bu
boyama yoOntemi diger calismalarda da sorun olarak karsilagilmast ve teknigin
etkinliginin tartisilir olmasina ragmen iskemi hakkinda kabaca fikir vermesi agisindan
anlamlhidir (Bederson JB ve ark, 1986, Chen JC, 1997). Az sayidaki arastirmalarda TTC
boyamasi ile H-E boyamas: arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (Bederson JB ve
ark, 1986). Ancak, ozellikle histolojik kesitlerde goriilen boyanmis alanlardaki hasar bu
teknigin iyl uygulandiginda bile c¢ok doyurucu sonuglar veremeyecegini de
gostermektedir (Lassen NA, 1982). Ozellikle morfometrik c¢alismalarda teknigin

sorunlar1 dikkate alinmalidir. Ayrica bu teknigin iskemiden 24 saat sonraki asamada
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infarkt alanlar1 i¢in daha etkin oldugu belirtilmistir (Leifer D, 1993). Calismamizda
TTC boyama teknigi ile yapilan morfometrik degerlendirmede, TTC boyamasinin
iskemi ile anlamli ancak siddeti ile bagimsiz sonuglar verdigi goriilmektedir. Hem TTC
boyamasi, hem de histolojik degerlendirmelerin norolojik tablo ile iliskisi i¢in de,
cerrahi sonrast video kamera izlemesi daha etkin yorumlarin yapilmasma yardimci
olacaktir (Lin TN ve ark, 1993).

Iskemik hasar sonucu néronlarin sisme reaksiyonu gostermeleri, sitoplazmik
biiziilme ve eosinofili, apoptotik hal almalar1 veya tamamen nekroze olmalari, sadece
nekroze olmayip ortadan kalkarak sayica azalmalari, goriilen histolojik bulgulardandir.
Iskemik alanlarda bu belirtiler ortadan baslayip, ¢evreye yayilan ve azdan ¢oga dogru
ilerleyen bir siire¢ izler (Smith ML, 1984, Lin TN ve ark, 1993, MacManus JP, 1993).
Ultrastriiktiirel ~ olarak  heterokromatin  yogunlagsmasi, endoplasmik retikulum
sisternalarinda dilatasyon ve mitokondriyal i¢ matrikste belirgin sisme saptanan
bulgular olup, genellikle geri donebilir. Geri donemeyen geciken iskemik hasarin
belirtileri ise plazma ve c¢ekirdek zarinda bozulma, piknosis ve eosinofilidir. Bu
belirtilerden 151k mikroskobik diizeyde olanlar bizim ¢alismamizda da saptanmis ve
femoral arterden kan alma yontemi ile hipovolemi olusturulan c¢aligmalarla
karsilastirildiginda iskemik hasarin oldukega etkinlestigi bulunmustur (Snolleau S, 1998,
Johansson BB, 2003, Del Zoppo GJ ve Mabuchi T, 2003).

Iskeminin siddetinden bagimsiz olarak sadece anestezi etkisi ile bile arteriyel
pH’nin distigi bilinmektedir (Kida E ve ark, 1995, Sugawara T ve ark, 2000).
Genellikle iskemi uygulamasina bagli olarak degisen 7.12 ile 7.31 arasinda pH
degerleri, bizim calisgmamizda 7.30 civarinda saptanmistir. Beynin fonksiyonlar1 kan
akimi, kan volimi, kapiller dansite, iyon transportu, oksijenlenme, enerji
metabolizmas1 ve intraselliller pH ile iliskilidir. Sadece kan akiminin azalmasi ile
bozulan bu faktorlerin  getirdigi iskemi, hayvan modellerinde c¢alisilarak
mekanizmalarinin  anlasilmasi amac¢lanmaktadir. Burada metabolik durumdaki
bozuklugun bu mekanizmalara ve iskemi tizerine etkileri tam olarak agiklanamamustir.
Ancak yapilan c¢aligmalarda iskemiden etkilenen alanlarin farkliligt ve siddetinin
sinirlarin - degiskenligi bir¢cok degisik faktériin bu mekanizmada yer aldigim
gostermektedir (Ames A ve ark, 1968, Agardh CD ve ark, 1980, Bounds JV ve ark,
1981, Nagasawa H ve Kogure K, 1989, DeBow S ve Colbourne F, 2003).

Gl sonrasinda grup halinde néronlarin selektif bir bicimde zarar gordiigii

saptanmistir (Garcia JH, 1992, Garcia JH ve ark, 1993). Burada kirmizi noronlar yani
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eosinofili seklinde ortaya ¢ikan zarar gérmiis noronlarin, saatler siiren bir gecikme ile
oldiikleri saptanmustir (Kawai N ve ark, 2000, DeBow S ve ark, 2003). Gi ile
karotidlerin suladig1 alanlarda birbirlerinden degisik siddetlerde etki goriilmiis ve
kavitasyonlu tam nekroz olmus alanlarla, onlarin yaninda se¢ilmis nekrotik hiicreler
bulunmustur (Memezawa H ve ark, 1992, Hall E ve ark, 1995). Geg¢is bolgelerinde,
lokal doku atrofisinin olustugu alanlarda yasayan astrosit ve noronlarin varligi, beyin
dokusu iskeletini korumasi nedeni ile kavitasyona izin vermez (Kato H ve ark, 1991,
Perez-Pinzon MA ve ark, 1997, Kato H ve Wood PL, 1998). Sonuglarimizda
buldugumuz, histolojik kesitlerde infarkt alanlarinin heterojen dagilimi ve histopatolojik
bulgularin bundan bagimsizligi bu sekilde aciklanabilir. Ayrica, iskemik hasarda
molekiiler diizeyde etkili olan yerel faktorlerin (Shaw CM ve ark, 1959, Smith ML ve
ark, 1984, Leifer D ve Kowall NW, 1993, Timsit SG, 1993, Hamann GF ve ark, 1995,
Hara A ve ark, 1995) degiskenligi de goz ontine alinmalidir.

Bu ¢alismada 10 dk OT takiben 48 saat sonra 20 dk GI yapilan sicanlarda 48
saat sonra ortaya ¢ikan IR hasarina bagli metabolik durum kan gazi ile beyinde hasar
histoloji, immunohistokimya ve morfometri ile arastirildi. Metabolik durumun
deneklerde bozuldugu ve 6liim oncesi bu bozuklugun sistemik etki ile beyinde olusan
iskeminin derinligini ve etkinligini yonlendirdigi bulundu. Beyinde olusan histolojik
hasarin, GFAP ve S100B boyamasi ile iliml bir gliozis baslattigi; NOS boyamalar: ile
oksidatif stres lizerinden gergeklestigi ve iNOS tan ¢ok eNOS aktivasyonuna bagh
oldugu; TUNEL boyamasi ile nekroz ile birlikte anlamli bir apopitozun olustugu
gosterildi. Caligmanin 6nemli bir sonucu beyinde gelisen iskeminin olusturdugu
metabolik bozukluga akcigerlerin eslik etmesi ve iki organ arasindaki bu iliskinin
oldukc¢a anlamli oldugudur.

Beyin IR hasari klinikte ¢ok sik karsilasilan bir durumdur. Postoperatif dénemde
morbidite ve mortaliteyi belirgin Ol¢iide arttirmaktadir. Hipoksi, azalmis akciger
kompliansi, pulmoner hipertansiyon ve pulmoner ddem IR hasarmin birer bulgusu
olarak ortaya g¢ikarak akut akciger hasar1 gibi tamamen subklinik seyreden gegici bir
durumdan, Adult Respiratuar Distres Sendromuna (ARDS) kadar ilerleyebilen ¢ok ciddi
bir tabloya neden olabilmektedir (Zimon IN ve Mavlianova NA, 1997). Reperflizyonu
takiben olusan akciger hasarindaki en dnemli patolojik olay, aktive olmus nétrofiller
tarafindan salinan serbest radikallerin neden oldugu endotel hiicre hasaridir (Messent M
ve ark, 1993). Hasar1 baslatan mekanizma ne olursa olsun sonugta artmig notrofil

aktivitesi, kemoatraksiyonu ve infiltrasyonu sonucu noétrofil degraniilasyonu
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gozlenmektedir. Degraniilasyon sonrast SOR ve proteazlar artmakta ve endotel hasari
gelismektedir (Karakurum M ve ark, 1994, Raijmakers PG ve ark, 1997, Van Griensven
M ve ark, 1999). Pulmoner vazokonstriksiyon, pulmoner hipertansiyon ve pulmoner
vaskiiler gecirgenlikte artis, endotel hiicre fonksiyonu bozulmasinin en sik goriilen
sonuglardir. Plazmada bulunan proinflamatuvar ajanlardan kompleman faktdrleri, bazi
sitokinler, PAF ve l6kotrienler de endotel hiicre hasarina sebep olmaktadir. Tiim bu
bilgiler 1s13inda beyin IR sonrasi olusan uzak organ hasarmin engellenmesinde
yapilmasi gereken, noétrofil infiltrasyonunun onlenmesidir (Reilly PM ve ark, 1991,
Wagner DD, 1996, Bengisun U ve ark, 1997, Del Zoppo GJ ve Mabuchi T, 2003).

Uzak organ hasarmin 6nemli aracilarindan olan lokal faktérlerden 6nemli bir
tanesi inflamasyon stirecidir (Smith ML ve ark, 1984, McCarron RM ve ark, 1994, Del
Zoppo GJ ve Mabuchi T, 2003). Lokositlerin mikrodamarlara 30 dakika ig¢inde goc
ettigi ve belki de iskemiyi onlemek amagli olduklart diistintilmiistiir. Son zamanlarda bu
etkinin geciken bir yoniiniin oldugu ve dokuda olusan atiklar1 temizlemeye calistig1 da
saptanmigtir. Lokositlerin damar duvarinda endotel hiicreleriyle etkilestikleri adezyon
molekiilleri, vazokonstriktif mediyatorler, sitotoksik enzimler ve SOR araciligi ile
etkilesimler, bazal membran ve kan beyin bariyerinin bozulmasina ve post iskemik
0dem olusmasina neden olmaktadir (Garcia JH ve ark, 1995, 2003, Frenette PS ve
Johansson BB, 2003).

Bu calismada akcigerde artmis iNOS ve eNOS bulgular tek basina oksidatif
stresin gostergesi olarak degerlendirilmemeli ve 6zellikle SOR aktivitesi i¢in aract bir
mekanizma olduklar1 bilinmelidir. Yapilan bir ¢alismada iNOS artimimin makrofaj,
notrofil ve kuffer hiicreleri, hepatositler ve endotel hiicreleri i¢in inflamasyona bir yanit
olarak arttig1 gosterilmistir. SOR icin kemotaktik bir ajan oldugu ve hiicreye toksik etki
ettigi diistincesi vardir (Pedoto ve ark, 1999). Bunun 6nemli bir destekleyici ¢aligmasi
ilagla NOS aktivitesinin engellenmesi durumunda gosterilmistir. Beyindeki IR’u takip
eden donemde akcigerde 2 saatte baslayan 12 saatte pik yapan ve 24 saate kadar siiren
artmis toplam NOS aktivitesinin azaltildigi diistiniilmiistiir (Zeng AY ve ark, 2007).
Barsak IR sonrasi akut akciger hasarinda nétrofil endotel hiicre etkilesimlerinin ve
sitokinlerin rol aldigr bulunmustur. Bu iliski sonrasinda artan NOS diizeylerinin
hasardaki etkilerinin yani sira 6n tanitim seklinde gdosterildiklerinde hasar1 azalttiklari
da diistiniilmiistiir. Oksidatif strese bagli akciger hasarinin olustugu bir bagka caligmada
iNOS diizeyinin arttigt ve bunun P-selektin ve nitrotirozin ile iliskili oldugu ve

dolayisiyla adezyonu yonlendirdigi saptanmistir. eNOS artiminin ise iskemi sonrasi

62



inflamasyon cevabim1 yonlendirdigi hem endoteliyal adezyon molekiillerinin hem de
16kosit gd¢ilinlin yonlenmesine katkida bulunmustur. Endojen NO sentezinin inhibe
edildigi bir barsak IR ¢alismasinda uzak organ hasarinin arttig1 goriilmiis ve bu da NOS
ile iligkilendirilmistir. Yine bir baska ¢alismada sican akciger transplantasyonu sirasinda
2 saatlik reperflizyon siiresinin sonunda hem iNOS hem de eNOS’un belirgin sekilde
arttig1 goriilmistiir (Liu M ve ark, 2000, Bolli R, 2001, Kozlov AV ve ark, 2002,
Kaminski A ve ark, 2004, Ovechkin AV ve ark, 2005, Zweier JL ve Talukder MA,
2006, Breithaupt-Faloppa AC ve ark, 2008). Tiim bu g¢alismalarla bizim c¢aligmamiz
arasinda anlamli ve olumlu bir iliski olup beyin IR sonrasi uzak organ hasar1 olarak
akcigerde de benzer mekanizmalarin ¢alistigini géstermektedir.

Hiicrede olusan toksik etkinin bir sonucu da programlanmis bir intihar sekli olan
apoptotik mekanizmadir. Akciger dokusunda olusan hasar sonrasi bu tiir bir 6liim sekli
bu ¢alismada saptandi ve NOS ile iliskili oldugu diisiiniildii. Onceki ¢alismalarda
akciger dokusunda bu mekanizmanin varlig1 gosterilmis akcigerlerde olusan IR
hasarinda 20 dakikalik iskemiyi takiben 18 saat gibi uzun siirelerle gerceklesen
reperfiizyonlarda biiyiik hiicre nekrozlarimin yani sira apoptotik hiicrelere de
rastlanmistir. Reperfiizyon siiresinin kisaltilmasi ile nekrozun yerini apopitozun aldigi
gosterilmistir. Oncelikle alveolar epitelde gerceklesen apopitozun NOS ile iliskisi
gosterilmistir. Hatta insan calismalarinda akciger transplantasyonu sonrast metabolik
bozukluk ile apoptotik hiicre sayis1 arasinda iliski oldugu goriilmiistiir. Interlokin 15
gibi sitokinlerin, Fas ve ligandlarinin ve TNF’nin 6zellikle kaspazlar iizerinden ve
mitokondriyal yolu da iceren bir sekilde apopitozu yonlendirdigi bulunmustur. Daha
onemli olarak akciger hasarinda artan inflamasyon oncesi sitokinlerin nétrofil
apopitozunu engelleyerek Fas salinimini arttirdiklar: ve 6zellikle bir¢ok organda hasara
neden olduklar1 saptanmistir. Yine bagka ¢aligmalarda NOS iligkili serbest radikallerin
aktive olmus noétrofiller tarafindan salindigi ve NADPH iizerinden pulmoner hiicreleri
hasara ugratarak apopitoza neden oldugu diisiiniilmiistir (Ng CS ve ark, 2005, De
Perrot ve ark, 2003).

IR ile apopitoz arasindaki iliskide adezyon molekiillerinin de yer aldif
disiiniilmiis ve I0kositlerin gogiinde yuvarlanma, yapigsma, aktive olma ve
ekstravazasyon asamalarinda selektin, integrin ve benzeri farkli molekiillerin yer aldigi
gosterilmistir. IR sonrasi hasarda pulmoner endotel hiicrelerinde bu adezyon
molekiillerinin arttig1 ve Ozellikle noétrofillerin énem kazandigi donemde biiyiik rol

oynadiklar1 bulunmustur. Selektin molekiillerine karsi olusturulan gii¢lii ligandlarin
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reperfiizyon oncesi kullanimi ile iskemik hasarin azaltildigi goriilmiistiir. Yine bu
notrofil aktivasyonunun reperfiizyon hasarinin gecikmis kismu ile ilgili oldugu
caligmalarda bu adezyon molekiillerinin yonlendirilmesinde sitokinlerinde yer aldig:
saptanmistir. Makrofajlarin ve lenfositlerin bloklandigi ¢alismalarda iskemik hasarin
daha da az gergeklestigi goriilmiistiir. Bizim ¢alismamz da akcigerde yapilan bu IR
calismalarim destekler bicimde beyinde gerceklestirilen IR sonrasi akciger dokusundaki
hasarin benzer oldugunu goéstermis olup aym1 mekanizmalarin kullanildigini
diisiindiirmektedir (Carraway MS ve ark, 1998, Jaeschke H, 2002, De Perrot ve ark,
2003).

IR sonrasi gelisen akciger hasarmin dnlenmesi igin bir¢ok farmakolojik ajan
kullanilmigtir ancak bu ¢alismalar ¢ogunlukla deneysel olup, klinik kullanima heniiz
gecememistir. Kullanilan ajanlarin ortak 6zelligi noétrofil infiltrasyonunu ve bunun
sonucunda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikal olusumunu engellemeleridir. Serbest
oksijen radikal hasarina karsi intraseliller koruyucu mekanizmalarin varligi
bilinmektedir. Bunlar siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimlerinin katalize ettigi reaksiyonlardir. SOD siiperoksid radikalleri dismutasyonunu
katalize eder. Katalaz veya GSH peroksidaz tarafindan dontstiiriiliir. Glutatyon sistemi,
serbest oksijen radikal hasari, lenfosit aktivasyonu ve lenfosit kaynakli sitotoksisiteye
kars1 antioksidan savunmaya dayali bir mekanizmadir (Botha AJ ve ark, 1995, Stein HJ
ve ark, 1996).

Yapilan bir ¢aligmada alt ekstremite hasar1 sonrasi akcigerde uzak organ hasari
olarak ortaya ¢ikan doku MPO aktivitesindeki belirgin artisin nétrofil akiimiilasyonunun
kantitatif 6l¢iimiinde giivenilir bir gosterge oldugu diisiiniilmiistiir. Belirlenen MPO
aktivitesi ile dokudaki hiicre sayisi arasinda lineer bir iliski oldugunu kanitlanmis
akciger dokusu MPO aktivitesi ile histopatolojik verilerin paralel oldugu 6ngoriilmiistiir
(Allan G ve ark, 1985). Bu sonucun, bilateral ekstremite IR modelinde farkl1 siireler
uygulanmasina karsin, alveoler kapillerlerde notrofil akiimiilasyonunu saptayarak uzak
organ hasarini ortaya koyan c¢aligmacilarin verileri ile de uyumlu oldugu gézlenmistir
(Klausner JM ve ark, 1988, Anner H ve ark, 1987, Klausner JM ve ark, 1989, Welbourn
R ve ark, 1991, Goldman G ve ark, 1992). Bu calismacilardan bazilar1 (Anner H ve
ark, 1987, Klausner JM ve ark, 1988, Klausner JM ve ark, 1989) lokositlerin uzak organ-
akciger hasarina aracilik ettigi seklindeki bulgularini, oncelikle histopatolojik
degerlendirme sonucu saptadiklari ndtrofil akiimiilasyonu ve adezyonu ile

agiklamislardir. Bizim calismamizda da benzer sekilde ancak beyin IR ile olusan bu
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mekanizmalar sonucu akciger dokusunda hasar meydana gelmesi, hasarin oksidatif stres
ile iligkisi ve sonucunda hiicreyi 6liime kadar siiriikleyebilen intihar mekanizmasi olan
apopitozu indiiklemesi goriilerek beyin iskemisi sonrasinda gelisen bu olaylarin

prognoza ve tedaviye olan etkilerinin dnemini ortaya koymustur.
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6. YORUM

Beyin IR hasar1 klinikte ¢ok sik karsilasilan ve énemli mortalite ve morbiditeye
neden olan bir durumdur. iskemik bolgeye kan akiminin saglanmasi ile hasarin
durdurabilmesine ragmen reperfiizyon sonrast multisistem organ hasari ve hatta 6liim
goriilebilir. IR sonrasi doku hasariin biiyiikk bir boliimii reperfiizyon sirasinda
olusmaktadir. Hayvan deneylerinde alt ekstremite IR u takiben nétrofil infiltrasyonuna
ve SOR’ne bagl olarak akcigerde hasar olustugu gosterilmis ve bunun prognozu
etkileyen 6nemli bir faktdr oldugu diisiiniilmiistiir. Calismamiz ile beyin IR sonrasi
benzer akciger hasari olustugu ve kan gazi analizi ile bunun metabolik bozuklukla
iligkili oldugu gosterildi. Olusan metabolik bozukluga 6nemli bir katki olarak akciger
dokusunda gelisen histopatolojik hasarin varligi saptandi. Akciger dokusundaki
histopatolojik hasar alveol harabiyeti, 6dem ve yogun nétrofil infiltrasyonu ile
gosterildi. Hasarin SOR’nin olusumuna bagli oksidatif stres ile ilgili oldugu ve hiicreyi
apopitoze sokarak Sliime siiriikledigi ortaya kondu. Bu bulgularin 6zellikle IR hasari ile
hayat1 tehdit eden beyin iskemisi tedavisine ve prognozuna katki saglayacagi

diistinildii.
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