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OZET

Yanik travmasi viicutta sivi kompartmanlar1 arasindaki dengeyi bozar. Periferik
perflizyon ve hipovolemiyi diizeltmek i¢in verilen sivi replasman tedavileri ile daha 6nce
iskemik olan dokuya oksijen sunumu yapildiginda iskemi-reperfiizyon hasari olusur. Bu
etki yanik sonrasi ge¢ sivi resusitasyonu (GSR) yapildiginda daha belirgindir. Hipoksik
kalan dokuda hiicresel enerji azalir ve tekrar oksijen sunumu ile serbest oksijen radikalleri
olusur. Ek olarak, aktive olmus nétrofiller de serbest oksijen radikalleri olusturur. Sonugta
inflamatuvar sitokinler salinir, antioksidan savunma sistemleri bozulur ve lipid

peroksidasyonu meydana gelir.

Antioksidan tedaviler iskemi reperfiizyon hasarinin etkilerini Onleyebilir. Bu
deneysel calismada, yanik travmasi sonrasi iskemi reperfiizyon hasar1 sonucu meydana
gelen oksidatif stresin karaciger iizerine olan etkileri ve bu etkilere karsi Amifostin’in
koruyuculugu arastirildi. Amifostin, iyonize radyasyon ve kemoterapdtik ajanlara karsi
normal dokularda hiicre koruyucu etki saglayan, klinik onkolojide kullanilan inorganik bir

tiyofosfattir.

Calismaya herbiri alt1 rattan olusan alt1 grup dahil edildi. Grup I: Kontrol grubu ,
Grup II: Yanik olusturulmadan sadece Amifostin verilen, Grup IIl: Yanik+Erken Sivi
Resusitasyonu  (ESR) yapilan, Grup IV: Yanmk+GSR yapilan, Grup V:
Yanik+ESR+Amifostin verilen , Grup VI: Yanik+GSR+Amifostin verilen ratlardan

olusmustur.

Ratlar yanik sonrasi besinci giin sakrifiye edildi. Portal venden alinan kan
orneklerinde Karaciger Fonksiyon Testleri (KCFT), Tiimor Nekroz Faktorii o (TNF-a),
Interlokin-6 (IL-6), Interlokin-8 (IL-8) degerlendirildi. Ayrica karaciger dokusunda
Malondialdehid (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri degerlendirildi.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, Amifostin’in yanik sonrasi karacigerde
serbest oksijen radikallerinin bir etkisi olan lipid peroksidasyonunu azalttigi ve serbest
oksijen radikallerine kars1 hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarini arttirdigi

saptandi.
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KISALTMALAR

ACTH  : Adrenokortikotropik Hormon

ALP : Alkalen Fosfataz

ALT : Alanin amino transferaz

AMP : Adenozin Monofosfat

AST : Aspartat amino transferaz

ATP : Adenozin Trifosfat

BCG : Brom Cresol Green (Brom Kresol Yesil)
Ca : Kalsiyum

COYS : Coklu Organ Yetmezligi Sendromu
eNOS :  Yapisal Nitrik Oksit Sentaz

ESR : Erken S1vi Resusitasyonu

GP : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Glutatyon

GSR :  Geg S1vi Resusitasyonu

H202 : Hidrojen peroksit

HGPRT : Hipoksantin-Guanin Fosforibozil Transferaz
1kB : Inhibitér Protein Kappa B

ICAM-1 : Hiicre i¢i adezyon molekiili- 1
ICAM-2 : Hiicre i¢i adezyon molekiilii- 2

IL-1 : Interlokin-1

IL-6 : Interlokin-6

IL-8 : Interlokin-8

v : Intravenoz

iNOS : Uyarilabilen Nitrik Oksit Sentaz
K : Potasyum

KCFT : Karaciger fonksiyon testleri
MDA : Malondialdehit

Na : Sodyum

NAD : Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NF-kB  : Niikleer Faktor Kappa

NK : Dogal oldiiriicii hiicre

NO : Nitrikoksit

02 : Siiperoksit

OH : Hidroksil

PAF : Trombosit aktive edici faktor.
PARS : Poli ADP Riboz Sentetaz
PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit

SC :  Subkiitan

SIRS : Sistemik Inflamatuar Cevap Sendromu
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1.GIRIS

Yanik ciltte meydana getirdigi hasarin diginda, bir¢ok organi etkilemesi sebebiyle
sistemik bir hastaliktir. Bu tip doku hasarinin patofizyolojik temelleri tam olarak
aciklanamamigsa da, deneysel ve klinik olarak yapilan ¢aligmalarin bulgularina gore lokal

yanik hasar1 oksidanlara bagli organ hasarina neden olur (1,2).

Yanik sonrast kompleks mediatdr sistemlerinin aktivasyonuyla bir dizi
patofizyolojik degisiklikler olur (3). Ornegin, iskemide veya organ yetmezliginde serbest

oksijen radikallerinin, notrofillerin ve endotel hiicrelerinin rolleri net olarak gosterilmistir.

Yanik sonrasi gelisen lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinin oksidatif hasarina
neden olur. Bu hasar sonucu olusan serbest oksijen radikalleri hiicre oliimiine neden
olmaktadir(3,4).Yanik hasarinda plazmada, akcigerde, bobrekte ve karacigerde lipid
peroksidasyonunun arttigi gosterilmistir (5).Yanik hasarina karst olusan sistemik
inflamatuvar cevabin bir sonucu olarak organlarda sekestre olan nétrofiller serbest oksijen
radikallerinin ana kaynagidir. Yanik sonrasi verilen antioksidanlarin, hiicresel antioksidan

savunma sistemlerini diizenledigi ve doku hasarini azalttig1 gosterilmistir.(6).

Tiim cabalara ragmen, yanik hasarina karsi gelisen sistemik inflamatuvar cevap
Coklu Organ Yetmezligi Sendromu (COYS)’na ilerleyebilir (7). Sistemik inflamatuvar
cevap metabolizmada artisa, proteinlerin azalmasina ve katabolizmanin artmasina neden
olur. Yasamsal organlarin yap1 ve fonksiyonlar1 bozulur. COYS’nda gelisebilecek hepatik
yetmezlik 6nemli bir sorundur. Fizyolojik durumlarda karaciger albumin, prealbumin gibi
yapisal proteinleri sentezler. Travma sonrasi bu yapisal proteinlerin sentezi haptoglobulin,
alfa-2 makroglobulin, alfa-1 asit glikoprotein ve C-reaktif protein gibi akut faz
proteinlerine kayar (8). Karacigerin bu reaksiyonu ‘“hepatik akut faz cevab1” olarak
isimlendirilir. Bu cevabin amaci homeostazisi yeniden olusturmaktir. Fakat bu cevabin
uzamasi ve asirt olmasi metabolizma ve katabolizmada artisa yol acar. Sonugta mortalite
ve morbidite artar. Akut faz cevabinin mediatorleri interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8)

ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF- a)) gibi proinflamatuvar sitokinlerdir (9).



Amifostin (Ethyol, WR 2721), iyonize radyasyon ve kemoterapétik ajanlara karsi
normal dokularin selektif genis spektrumlu sitoproteksiyonunu saglayan inorganik bir
tiyofosfattir. Bu ajanlarla olusan doku hipoksisini azaltir. Amifostin inaktif bir 6n ilagtir,
dokuda membran alkalen fosfatazlari ile metabolize edilir. Normal endotel hiicrelerinde
bulunan alkalen fosfatazlar ile defosforile edilerek aktif tiyole déniisiir. Ilacin aktif
metaboliti WR-1065" tir. Tiimoral endotel ve stromal komponentlerde alkalen fosfatazin
olmamas1 ilacin kanser tedavisindeki segiciligini saglamaktadir. Amifostinin hiicre
koruyucu mekanizmalar1 serbest radikallerin azaltilmasi, DNA’nin korunmasi, onariminin
hizlanmasi ve hiicresel hipoksinin azaltilmasini igerir. Amifostin kalin barsak kanserlerinin
karaciger metastazlarinin intraarteriyel kemoembolizasyonu sonrasi olusan serbest oksijen
radikallerini Onlemek i¢in kullanilmis, karaciger enzimlerinde diisme saglamis,
intraarteriyel hepatik kemoembolizasyonun terapdtik oranina olumlu katkida bulunmustur

(10).

Biz bu calismada; ratlarla olusturulan yanik modelinde erken sivi resusitasyonu
(ESR) ve gec s1vi resusitasyonu (GSR) ile olusan iskemi reperfiizyon hasarinin, karaciger
tizerinde yarattig1 oksidatif stresi ve Amifostin’in koruyucu etkisini gérmeyi amagladik.
Calismanin sonucunda yanik sonrasi karacigerde gelisecek oksidatif stresin onlenmesinde
klinik kullanimi ve giivenilirligi gosterilmis bir ajan olan Amifostin (WR 2721)’1 ilk defa
deneysel bir modelde kullanmis oluyoruz. Bu durumda elde edilen sonuglarin 1s181inda, bu

ilag karacigerin merkezi rol oynadig1 COYS’nda koruyucu ajan olarak kullanilabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. YANIK TRAVMASI SONRASI OLUSAN FiZYOLOJIK CEVAPLAR

Yanik travmasi sonrasinda organizmada ¢ok sayida fizyolojik yanit olusur. Sivi
kompartmanlar1 arasindaki dengenin degismesi ile sistolik kan basinci, diastolik kan
basinct ve nabiz basinci azalirken kalp hizi artar. Kalp debisinde ilerleyici bir azalma
meydana gelirken kalp atim hacmi azalir. Yanik travmasi ile olusan ilk fizyolojik yanitlar
atriyal gerilim reseptorleri, baroreseptorlerdeki degisiklikler ve kemoreseptor reflekslerin
uyarilmasi ile sempatoadrenal yanitlarin olugmasi, kapiller diizeyde sivi geri emiliminin
olugmasi, vazopressin gibi vazokonstriiktor mediatorlerin salinmasi ve periferik damar
direncinde artmadir. Yanik travmasi ile olusan metabolik olaylar ise metabolik asidoz,
hiperventilasyon ve respiratuvar alkalozdur. Yanik travmasi sonrasi hiicresel enerji azaldigi
icin Na-K ATP’az enzimi etkilenir, hiicre membran istirahat potansiyeli azalir ve hiicre
icerisinde sodyum (Na"), kalsiyum (Ca™) ve H,O birikirken hiicre ici potasyum (K')’da
kayiplar meydana gelir (11-14).

Yanik travmasi sonrasi gelisen sistemik inflamatuvar cevap metabolizmanin
artmasina, proteinlerde azalmaya ve katabolizmada artisa neden olur. Hayati organlarin
yap1 ve islevleri bozulur. Fizyolojik durumlarda karaciger albumin, prealbumin gibi yapisal
proteinleri sentezler. Travma sonrasi ise karaciger haptoglobulin, o, makroglobulin, a-1
asit glikoprotein, C-reaktif protein gibi akut faz proteinlerini sentezler. Karacigerin bu
tepkisi “hepatik akut faz cevabi” olarak bilinir. Bu tepkinin amaci organizmada

homeostazisi yeniden olusturmaktir (8,9,15,16).

Yanik travmasiin dolasim ve metabolizma iizerine etkilerinin yanisira hiicresel ve

humoral bagisiklik sistemleri ve koagiilasyon mekanizmalari {izerine de etkisi vardir (17).

Yanik travmasi deri biitiinliigliinlin bozulmas1 sonucu enfeksiyona  zemin
hazirlarken aynmi1 zamanda, buharlasma ve iiclincii bosluklara olan sivi kaybi1 nedeniyle

cesitli doku ve organlarda dolagimi bozarak iskemiye de neden olmaktadir (18).

Yanik travmasma yaklasim, hipovolemi ve periferik doku perfiizyonunu

iyilestirmek amaciyla, intravendz kristaloid soliisyonlarinin verilmesidir. Kristaloid



desteginin ortalama arteriyel kan basincinda ve kalp atim hacminde iyilesmeler yaptig
gosterilmistir. Bunlarin sonucunda da dokulardaki mikrosirkiilatuvar perflizyonun ve
hiicresel defektlerin diizeldigi gosterilmistir (14,19). Yanik travmasimin karakteristik
ozelligi olan hemodinamik ve metabolik bozukluklarin sivi destegi yapilarak
diizeltilmesine ragmen iki 6nemli sorun ortaya ¢ikar. Birincisi, fazla miktarlarda kristaloid
destegine ragmen doku iskemisi ve oksijen yetersizliginin devam etmesidir. Tkinci énemli
sorun ise, daha dnce iskemik olan dokulara sivi destegi sonucu yeniden oksijen sunumuyla,
serbest oksijen radikallerinin olugsmasi ve bunlarinda ek doku hasari meydana getirmesidir

(20).

2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Molekiiller dis yoriingelerinde ¢ift olarak elektron bulundururlar. Elektronlarin bu
paylasilmis hali molekiilii stabilize eder. Serbest radikal bir veya daha fazla paylasiimamis
elektron iceren molekiildiir. Bu yapistyla molekiil dis yoriingesinde paylagilmamig baska
bir elektron ile ¢ift olusturabilmek i¢in son derece reaktiftir, molekiiler olarak dengesizdir.
Serbest oksijen radikallerinin yar1 omiirleri ¢ok kisadir, bu nedenle oOlgiilmeleri zordur.
Elektron paramagnetik rezonans spektroskopisi ile Olgiilebilirler (21,22). Oksidatif
fosforilasyon sirasinda molekiiler oksijen mitokondri icerisinde suya indirgenir. Yaklasik
olarak oksijenin %]1-5’1 bu donilisimden kagar ve toksik serbest radikalleri olusturur.
Normal hiicre metabolizmasinda da olusabilecek bu serbest radikaller siiperoksit (O;),
hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH") ve nitrik oksit (NO)’tir. Normal hiicre
metabolizmasinda serbest radikal iiretiminin diger kaynaklar1 piirin oksidasyonu,
notrofillerdeki NADPH bagimli oksidaz sistemi, prostaglandin ve l6kotrienlerin olusumunu
baglatan arasidonik asitin yikilmasidir. Homeostazisi devam ettirmek igin serbest
radikalleri temizleyici endojen sistemler mevcuttur. Bunlar, serbest radikallerin tiretimi ile

temizlenmesi arasindaki dengeyi saglamaya calisirlar (20,23).

Yiizey alan1 genis yanik travmasi sonrasi, periferik perfiizyonu iyilestirmek ve
iskemik dokulara oksijen sunumunu arttirmak ve hiicre fonksiyonlarin1 ve canliliginm
devam ettirmek amaciyla sivi replasmani yapilir. Oncesinde iskemik kalmis dokularin
perfiizyonu, organizma icin zararl olabilecek kaskadlari tetikler. Yanik travmasi sonrasi
stvi destegi ile olusan serbest radikaller niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi gesitli

hiicre komponentlerini etkiler. Devam eden hipoperfiizyon zaman igerisinde hiicrenin



oliimii ile sonuglanirken, hipoperfiizyonun diizeltilmesi iskemi-reperfiizyon hasari yapar.

Bu durum ‘oksijen paradoksu’ olarak ifade edilir (20).

2.3. TRAVMADA SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ KAYNAKLARI

1968’de McCord ve Fridovich iskemi-reperfiizyon hasari sonucu olusan serbest
oksijen radikallerinin asil kaynaginin ksantin oksidaz enzimi oldugunu one siirdiiler.
Periferik perfiizyonun bozulmasi periferik dokulara oksijen sunumunu azaltir. Dokulardaki
Adenozin Trifosfat (ATP) miktar1 azalirken, Adenozin Monofosfat (AMP) artar ve bir dizi
biyokimyasal reaksiyon sonucu hipoksantinin yikimi gerceklesir. Sivi resusitasyonu ve
daha onceden iskemik olan dokulara oksijen sunumu hipoksantinin ksantin oksidaz enzimi
icin substrat olmasma neden olur. Yine bir dizi kimyasal reaksiyon sonucu hipoksantin
ksantine doniisiir. Bu siire¢c doku i¢in zararh serbest oksijen radikalleri olan siiperoksit (O,
), hidrojen peroksit (H2O,) ve hidroksil (OH") molekiillerinin olusumuna neden olur.

Olusan bu tiriinler endojen enzimlerin temizleme kapasitesinden daha fazladir (20).

Yanik travmasinda serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin simdiye kadar
ksantin oksidaz enzimi oldugu diisiiniilirken, giinlimiizde aktive notrofillerden
kaynaklandig1 agiktir (12,24-26). Notrofiller normovolemik bir kiside invaze bakterilerin
ortadan kaldirilmasinda koruyucu rol oynar fakat yanik travmasi sonrasinda nétrofillerin
olusturdugu serbest radikaller ksantin oksidaz aktivitesini arttirir ve doku hasar1 meydana

getirir.

Yanik travmasi serbest radikal iiretimini arttirirken, antioksidan savunma
mekanizmalarin1 da bozar ve yanikli hastalar1 serbest oksijen radikallerinin olusturdugu
hiicresel hasara daha yatkin hale getirir. Yanik travmasinin enzimatik olmayan antioksidan
savunma mekanizmalarini bozdugu gosterilmistir. o tokoferol, askorbik asit ve E vitamini

diizeylerinde diisme olur.

Bu endojen antioksidan mekanizmalar hiicre membranini lipid peroksidasyonundan
korurken ayn1 zamanda serbest oksijen radikallerini de temizler. Yanik tavmasi ayrica
enzimatik antioksidan savunma sistemlerini de bozar. Sonugta siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz ve glutatyon (GSH) seviyelerinde diisme goriiliir (27-34).



Iskemi reperfiizyon hasarinda birgok arastirmaci serbest oksijen radikalleri {izerine
yogunlagsmigken, son zamanlarda ilgi travma sonrasi hiicre aracili hasarda aktive notrofiller
iizerine kaymustir. Hiicre i¢i adezyon molekiilleri 1 ve 2 (ICAM-1 ve ICAM-2)’nin sokta ve

iskemi reperfiizyon hasarinda arttig1 gosterilmistir (26,35,36).

Reperfiize dokuya gelen noétrofil aktive olarak endotele daha fazla adezyon
gosterme Ozelliginde olup, oksijen metabolitleri ile birlikte proteolitik enzim sentezini
arttirirlar (37). Esas etkileri, elastaz gibi proteolitik enzimlerin aktive olarak elastin yikinm
yapmastyla ve HOCI ve H,O, gibi toksik oksijen metabolitlerinin, trombosit aktive edici
faktoriin  (PAF) ve sitokinlerin olusumunu indiiklemeleriyle gergeklesir. Boylece
mikrovaskiiler permeabilite artisina yol agarlar. Hasar i¢in yalnizca nétrofil varligi yetmez
ayrica endotele yapigsmalari gerekir (38). Notrofillerin vaskiiler endotele yapigmasini
takiben ICAM-1 ve ICAM-2 molekiilleri doku igine dogru go¢ ederler (12,25,26). ICAM-1
ve ICAM-2 gibi CDI18’inde reperflizyon hasarinda onemli bir rol oynadigi ve bu
proteinlere karst gelismis antikorlarin  enfarkt alanini  sinirladigi  gosterilmistir
(39,40,12,25,26). Ca’un hiicre i¢i konsantrasyonunun yiikselmesiyle IL-1, gama interferon
(y IFN) ve TNF-a, bu ligandlar1 aktive ederek l6kosit endotel adezyonunda daha da
belirgin bir artisa neden olurlar (38,39). Notrofil, CD18 ve ICAM-1 proteinlerinin endotele
adezyonu, ekstraselliiler mikrogevreye H,O, ve proteazlarin salinimi i¢in gii¢lii bir sinyal

olusumuna neden olur (41,42).

Travma ve sok modelleri ile yapilan ¢aligmalarda Sialyl Lewis oligosakkaritlerinin
selektin ligandlarindan 6zellikle P, L ve E’yi diisiik afinite ile bloke ettigi gosterilmistir
(43). Bu nedenle, 16kosit adezyonu ve aktivasyonunda 6nemli rolleri olan spesifik adezyon
molekiillerini inhibe eden farmakolojik ajanlar tizerinde ¢alismalar yogunlasmustir. Spesifik
olarak hedef adezyon molekiiliine karsi olan farmakolojik ajanlar travma ve hasar

modellerinde organlarin korunmalarini saglamislardir (20).

2.4. YANIK TRAVMASINDA NITRIK OKSIT

Yanik travmasi, uyarilabilen nitrik oksit sentaz (iNOS) artisina neden olan

inflamatuvar yanita neden olur.



Artmig iNOS aktivitesinin yanik sonrasi gelisen hiicresel hasara katkisi oldugu
gosterilmistir. Nitrik oksit (NO), iNOS enzimi araciligi ile degil de yapisal NOS (eNOS)
enzimi ile olusursa organizmada olumlu etkiler yapar. Eger NO organizmada diisiik
seviyelerde olursa periferik dolagimda vazodilatator etki yapar ve mikrosirkiilasyonda

trombosit ve notrofil yapismasini dnler (20).

Yanik travmasi sonrasi ilk birkag saat icinde iNOS aracili NO {iretimi artar. NO’in
bu asir1 iiretimi, birkag mekanizma ile hiicre hasarina neden olur. Birincisi asirt periferik
vazodilatasyona neden olarak vaskiiler dekompansasyon yaratirken, ikinci olarak da
transkripsiyon faktor Niikleer Faktor kappa B (NF-kB)’yi arttirarak inflamatuvar sinyal
yolaklarin1 uyarabilir ve inflamatuvar sitokinlerin salimimini tetikler (44,45). NO’in
siiperoksit radikaller ile etkilesime girerek hasari1 arttiran bir bilesik olan peroksinitrite
doniistiiglinii  gosteren caligmalar vardir (46). Bu calismalarda iskemi-reperfiizyon
esnasinda peroksinitrit olusumunun DNA’daki kiriklar1 arttirarak hiicre 6limiine neden
oldugu gosterilmistir. Bu siireg, niikleer enzim poli ADP riboz sentetaz (PARS)’1n aktive
olarak hiicresel enerjiyi azaltmasi ve sonucta hiicre nekrozunun olusumu ile sonuglanir
(47). PARS aktivasyonu sonucu Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD)’in azalmas1 ile
elektron transportu, ATP sentezi ve glikoliz bozulur. Sok ve resusitasyonda peroksinitritin
zararli etkileri, siilfidril gruplarinin  oksidasyonu, tirozin, triptofan ve guanin

aminoasitlerinin nitrasyonu ve membran Na-K ATPaz’inin inhibisyonu ile olur (44,45).

2.5. TRAVMADA LIPID PEROKSIDASYONU

Serbest radikallerin en zararli etkisi lipid peroksidasyonudur. Hiicre membran
poliansatiire yag asidi ve fosfolipidlerden olusur. Serbest radikaller, lipid peroksidasyonunu
baslatarak yapisal ve fonksiyonel hiicre hasarina neden olurlar. Peroksidasyonun son iiriinii
Malondialdehit (MDA)’tir ve lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilabilir
(48). MDA, membran bilesiklerinin polimerizasyonu ve peroksidasyonu sonucu olusur.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan bu iiriin, kisa zincirli bir aldehittir ve
poliansatiire yag asitlerinin oksidatif parcalanmasinin tespitinde yararlanilir. Yanik
hasarinda akciger, karaciger, bobrek ve kalp dokularinda ve plazmada MDA seviyeleri

artarken, lipid peroksidasyonuyla doku katalaz aktivitesi azalir (28,29,42,47,49,50).



Hiicre membranlarinin lipofilik i¢ kismi, poliansatiire yag asitleri (6rnegin
arasidonik asit) yoniinden zengindir ve bu tip yag asitlerindeki karakteristik diisiik erime
noktasi, hiicre membranlarindaki akigkanliktan sorumludur. Oksidasyon, membran yag
asitlerinin erime noktasin1 arttirir ve membran akiskanligini azaltir. Sonugta bu membranlar

gecirgenlik 6zelligini kaybeder ve osmotik pargalanmaya yatkin hale gelir (50).

Lipid membranlarinin peroksidasyonunda reaksiyon serisi, hidroksil radikali gibi
giiclii bir oksidanla baglar ve bir poliansatiire yag asidindeki karbon atomlarinin birinden
bir hidrojen atomunun tamamini ayirir. Bu sekilde karbon merkezli bir radikal olusur ve bu
da yeni bir reaksiyon serisi baslatan ve yanindaki bir yag asidinden hidrojen atomu agiga
cikarabilen, oksijen merkezli bir peroksiradikale doniisiir. En son yayilma reaksiyonu,
stirekli devam eden bir reaksiyon zinciri olusturur ki, bu da yag asidi yikilincaya veya
yayillma reaksiyonu engelleninceye kadar devam eder (51,52). Yiiksek reaktif hidroksil
radikalleri, endoteldeki lipid bilesiklerinin peroksidasyonuna neden olarak, bazal
membrandaki kollajen ve hyaluronik asit yapisinin bozulmasina yol acarak membran ve
kapiller biitiinliigiinii bozar (53). Ayrica peroksidasyon sonucu intrinsik membranda
deformiteler, iyon transport bozukluklari, enzim aktivitesinde bozukluklar ve hiicre

ylizeyindeki bilesiklerin agregasyonu goriiliir (54).

2.6. OKSIDATIF STRES, YANIK TRAVMASINDA INFLAMATUVAR SITOKIN
CEVABINI BASLATIR

Travmaya ugramis veya enfeksiyon gelisen hastalarda olusan hemodinamik,
metabolik ve immiin yanitlar kismen endojen sitokinler tarafindan yonlendirilmektedir.
Sitokinler, 6zellesmis dokular tarafindan sentezlenen ve etkilerini endokrin yollar aracilig
ile gosteren katekolaminler ve glukokortikoidler gibi klasik hormonal mediatorlerden farkl
olarak, yaralanma bdlgesindeki c¢esitli hiicre gruplari ve immiin hiicreler tarafindan
olusturulur. Sitokin aktivitesi primer olarak hiicreler arasi etkilesim sonucunda ortaya cikar

(parakrin etk1).(55)

Sitokinler, etkilerini diisiik konsantrasyonlarda gdsterebilen kiigiik polipeptid veya
glikoproteinlerdir. Monomerik formda, ¢ogunun agirligi 30 kDa’un altindadir. Biyolojik
olarak aktif formlarinda bu sitokinlerden bazilari (6rnegin, trimerik TNF-o) yiiksek

molekiil agirlikli oligomer olarak fonksiyon yaparlar. Sitokinlerden g¢ogunun klasik



hormonlardan bir farki da preforme molekiil olarak depolanmamalaridir. Travmayi takiben

hemen ortaya ¢ikarlar (55).

Sitokinler etkilerini  spesifik hiicre reseptorlerine baglanarak ve gen
transkripsiyonunu modiile eden hiicre i¢ci mekanizmalar1 aktive ederek gosterirler. Bu
mekanizma ile sitokinler immiin hiicrelerin yapimini, farklilagsmasini ve hayatta kalimlarini
etkiler. Bu mediatorler inflamatuvar yaniti arttiran (proinflamatuvar) veya azaltan
(antiinflamatuvar) diger sitokinlerinde yapimini ve fonksiyonlarimi diizenlerler. Sitokinlerin
cesitli hiicre gruplarini aktive etme ve degisik yanitlar olusturma kapasitesi, inflamatuvar
mediatorlerin pleitropizmine isaret eder. Farkli sitokinlerin aktiviteleri birbirinin iizerine

eklenerek daha giiclii etki de olusabilir. (55)

Sitokinler enfeksiyonlara (bakteriyel, viral ve fungal) ve travmaya karsi olan
inflamatuvar yanit1 yonlendiren ve aktif olarak yara iyilesmesini destekleyen molekiillerdir.
Bu yanitlarin olugma belirtileri; ates, 16kositoz, kalp ve solunum hizinda degisikliklerdir.
Septik sokun karakteristigi olan hemodinamik dengesizlikten de proinflamatuvar

sitokinlerin ani ve abartilmis yapimi sorumludur.(55)

Travmaya ugrayan hastalarda kronik donemde sitokinlerin asir1 yapimi, kas
giicstizliigii ve kaseksi gibi metabolik degisikliklerden de kismen sorumludur. Ciddi
travmaya ugramis veya enfekte hastalarda, COYS gelisiminde ve ge¢ mortalite lizerinde de
sitokinlerin etkisi vardir. Ortada antiinflamatuvar sitokinlerin bulunmasi bu abartili
yanitlarin gelismesini azaltir. Antiinflamatuvar sitokinlerin asir1 salinimi ise hastada immiin
yetmezlik gelisimine ve bunun sonucunda da enfeksiyonlara kars1 duyarliligin artmasina

neden olabilir (55).

Serbest oksijen radikalleri gibi reaktif biyokimyasal maddelerin ve H,O,, NO gibi
maddelerin birikimi proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin salinimi gibi énemli

inflamatuvar cevaplar baslatir.

Aragtirmalar bu inflamatuvar mediatorlerin hiicre hasar1 yaptigini gostermistir
(56,57,36). Yanik sonrast gelisen COYS’nda, proinflamatuvar mediatér sentezinin

regiilasyonunda NF-kB’nin 6nemli rolii vardir (58-60).



Yanik travmasi, NF-kB’nin niikleer translokasyonunun etkili oldugu reaksiyonlari
baslatir ve inflamatuvar sitokinlerin salinimini arttirir (61). Uyarilmamis hiicrelerde bu
transkripsiyon faktorli inhibitoér protein kB (IkB)’ye bagh latent sitoplazmik kompleks
seklinde bulunur. Serbest oksijen radikalleri IkB’nin fosforilasyonu ve degradasyonuna yol
acarak sinyal kaskadini baslatir. Bunlarin sonucunda NF-kB serbest kalir. NF-kB daha

sonra niikleusa transloke olur ve TNF-a gibi sitokinlerin sentezini uyarir (62,63).

Travmaya yanit olarak aktive olan sitokin dongiisii, fizyolojik diizenleyici
mekanizmalar lizerine farkl etkileri olan kompleks bir agdan meydana gelir. Sitokinler
hastanin travmaya kars1 olusacak yanitin1 belirleyen 6nemli faktorlerdendir. Olusturduklar:
immiinobiyolojik degisikliklerin anlagilmasi cerrahi hastalara yaklasimda onemli yararlar
saglayabilir. Simdiye kadar yaklasik 30 farkl: sitokin tanimlanmistir fakat bu mediatdrlerin
pleitropik ve karsilikli etkilesimleri nedeniyle ne fonksiyonlari ne de olusturduklar1 yanitlar

tam olarak anlasilabilmistir.

Iskemi reperfiizyon hasarinda énemli olan sitokinler TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve y

IFN’dur.

TNF-a: Doku travmasi sonucunda, makrofaj ve diger proinflamatuvar hiicrelerin
aktivasyonunu takiben kanda ilk tespit edilen sitokinlerdendir Travma sonrast konak
yanitinin olugsmasinda ilk ve en etkili mediatorlerden biridir (55). TNF-o’nin yanik hasarini
takip eden erken ve ge¢ donemlerde yiikseldigi gosterilmistir (7). Travmaya yanit olarak
TNF-o salmimi hizli ve kisa siirelidir. Yar1 omrii ¢ok kisa olmasina ragmen Onemli
hemodinamik ve metabolik degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kisimlarindaki
sitokinlerin saliimina neden olur. TNF-a’nin ortamda ¢ok artmasini engelleyen efektif

endojen mediatorlerde vardir (55).

TNF-o makrofajlar, kupfer hiicreleri, Polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), dogal
oldiiriicii (NK) hiicreler, astrositler, endotelyal hiicreler ve T hiicreleri tarafindan salinir
(55). Fizyolojik etkileri; ates, bas agrisi, anoreksi, adrenokortikotropik hormon (ACTH)
seviyesinde artis, hiperkortizolemi, plazma nitrit ve nitrat seviyelerinde artig, sistemik
hipotansiyon, nétrofili, akut faz proteinlerinde artma, IL-6 ve IL-8’de artis, koagiilasyon

kaskadinin aktivasyonu, pulmoner 6dem ve hepatoselliiler hasardir (64).
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IL-6: Akut travma ve stres sirasinda IL-6’nin kan diizeyi yiikseldiginden genellikle
sistemik inflamatuvar yanit veya postoperatif morbidite indikatorii olarak kullanilir. IL-
6’nin esas uyaricilart TNF-a ve IL-1"dir. IL-6 biitlin hiicre tipleri tarafindan sentezlenebilir.
Travmadan sonraki 60 dakika i¢inde dolasimdaki diizeyi dlctilebilir, 4-6 saatte pik yapar ve
dolagimda kalma siiresi on giine kadar uzayabilir. Olgiilebilirliginin kolay olmasinin nedeni

goreceli olarak daha uzun bir yar1 dmrii olmasidir.

IL-6, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar aktivitelerin mediatorliigiinde kompleks
bir role sahiptir. IL-1 ve IL-6 travma sirasindaki hepatik akut faz protein yanitinin énemli
mediatorlerindendir ve C-reaktif protein, fibrinojen, haptoglobiilin, a-1 antitripsin ve
kompleman yapimimi da arttirdiklar1  sanilmaktadir. IL-6’nin  travma sirasindaki
antiinflamatuvar dongii lizerinde de ¢esitli mekanizmalar araciligi ile mediator etkisi vardir.
IL-6’nin  kaynaklari; T hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar, endotelyal hiicreler,

fibroblastlar, astrositler ve hepatositlerdir (55).

IL-8: IL-8 aktivitesi travmay1 takiben IL-6 ile iliskilidir ve COYS gelisiminin
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir. IL-8, TNF-a ve IL-1 i¢in karakteristik olan
hemodinamik dengesizlige neden olmaz. Kaynaklari; makrofajlar, endotelyal hiicreler, T
hiicreleri ve trombositlerdir. Etkileri; yaralanma bolgesine PMNL, lenfositler ve
makrofajlarin kemotaksisi, PMNL degradasyonunda artis ve PMNL ile endotel arasinda
baglanmay1 saglayan adezyon molekiilleri olan CD11 ve CD18’in diizeylerinde artigtir

(55).

2.7. GSH

GSH sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan en Onemli
mekanizmalardan biridir. GSH, serbest radikallerin hiicre i¢inde detoksifikasyonuna neden
olan ve lipid peroksidasyonunu onleyen en onemli endojen mekanizmalardan birisidir.
(65,66). Hiicrei¢i GSH, antioksidan olarak bulunan en giiclii tiyol bilesigidir. GSH,
oksidatif stresin bir sekilde engellenmesi ve daha az hasarin olusmasina yardimci olabilir
(67,68). Septik sokta GSH diizeylerinin azaldigi gosterilmistir ve hiicreici GSH

depolarinin azalmasi ile birlikte mortalite oranlarinda da artis goriilmektedir (69).
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Glutatyon peroksidaz (GP) enzimi, GSH’dan elektronlar1 ayirarak hidrojen

peroksiti suya doniistiiren selenyuma bagl sitoplazmik bir enzimdir (48).

Indirgenmis glutatyon (GSH)+H,0, »  Okside glutatyon (GSSG)+H,0
Glutatyon Peroksidaz

Endojen ya da ekzojen olarak olusan radikaller, GSH diizeyini azaltmakla birlikte, ek
olarak GSH metabolizmasina bagli enzimlerin aktivitesini inhibe ederek, pulmoner alveolar
makrofaj fagositozunu bozar ve lokositlerin kemotaksisini inhibe ederek oksidanlar
tarafindan hasarin ilerlemesine neden olurlar. GP’1n H,O;’e bagli hiicre hasarinda hiicreyi
koruyucu etkisinin katalazdan daha fazla oldugu bilinmektedir. Sitozolde bulunan E
vitamini gibi GSH’a bagl enzimler, lipid peroksidasyonunu engellerler. GP, yagacil
hidroksiperoksitlerin ~ alkole = baglanmasin1  azaltarak  peroksidasyon iiriinlerinin
detoksifikasyonunu saglar. Glutatyon, rediiktaz enzimi ile rediikte glutatyon haline geger.
GP’1in antioksidan aktivitesi gostermesi, hiicre iginde yeterli konsantrasyonda glutatyon

rediiktaz, GSH ve NADPH bulunmasina baglidir (70,71).

2.8. AMIFOSTIN

Amifostin (WR-2721, Ethyol®, 2-[(3 — aminopropyl) amino] etilfosforothioik asit
214 kDa molekiil agirliginda bir inorganik tiyofosfattir. Bu ilag ilk olarak Amerika Birlesik
Devletleri ordusunda savaglarda askeri avantaj saglamak amaciyla gelistirilmistir. Daha
sonra tibbi aragtirmalarda kullanilmigtir. WR-2721 aktif olmayan bir 6n ilactir. Dokularda
hiicre membranlarina bagli alkalen fosfataz enzimi ile defosforilasyonunu takiben, aktif

metaboliti olan WR-1065 (2-[aminoprolyl-amino] etantiyol)’e ¢evrilir (10) (Sekill).

H,N(CH;);NH(CH;),S-PO3sH, > H,N(CH;);NH(CH;),SH
WR-2721 Alkalenfosfataz WR-1065
H,N(CH;);NH(CH;),SH » H,N(CH;);NH(CH;),-S-S-R
WR-1065 Oksidasyon WR-33278

Sekil 1. Aktif olmayan WR-2721’in aktif metaboliti WR-1065"e doniisiimii. WR-1065 ‘in
WR-33278’e oksidasyonu (10).
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Tiyol grubu primer olarak iyonize radyasyon veya antrasiklinler, bleomisinler,
biyorediiktif bilesikler gibi kemoterapotik ajanlarin meydana getirdigi serbest oksijen
radikalleri i¢in temizleyicidir. WR-1065’de disiilfit molekiiline (WR-33278; N, N** —
(dithiodi-2, 1-ethanedil)bis-1,3-propanediamin) metabolize olur (10) (Sekil 1).

Hayvan deneyleri ile ilk yapilan askeri calismalarda Amifostin’in iyonize
radyasyona kars1 koruyucu etkisi gosterilmistir. Daha sonralar1 yine hayvan ¢alismalarinda
amifostinin radyasyona maruz kalan deri, mukoza, sa¢ folikiilleri, intestinal duvar, tiikriik
bezleri ve gelismekte olan kikirdaklara karsi koruyucu etkisi oldugu da gosterilmistir
(10,72). En fazla koruyucu oldugu dokular endotelyum, tiikriik bezleri, bag dokusu ve
spermatogonal hiicrelerdir. Koruyuculugu nispeten diisiik olan dokular ise akcigerler,

bobrekler, 6zefagus, ince barsak ve kolondur.

Amifostinin 16komogenezis ve karsinogenezise karsi koruyucu etkisi deneysel
caligmalarla gosterilmistir. Amifostin radyasyon veya platinyum, nitroziire ve bleomisin
gibi kimyasallarla meydana gelen Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT)
geninin mutasyonunu da dnler (10,73). In vitro ¢alismalarda radyasyona maruziyetten dnce
veya sonrasinda WR-1065 verilmesi ile hiicre dizilerinde transformasyon énlenmistir (10).
Kemoterapi veya kombine kemoradyoterapi sonrasi gelisen sekonder malignensiler
oldukca siktir. Amifostinin radyoterapi ve kemoterapinin olumsuz etkilerini dnlemesinin
yaninda karsinogenezise kars1 koruyucu etkisinin olmasi kanser tedavisi géren uzun yasam
beklentisi olan hastalarda énemlidir. Farelerle yapilan in vivo ¢alismalarda tek doz 35-37
Gy radyasyon oncesi 400mg/kg amifostin verilmesinin bacak fibrosarkomunun gelisimini

onemli diizeyde azalttig1 gosterilmistir (10,74).

Yetmisli yillarin sonunda amifostinin alkilleyici ajanlarin, antineoplastik etkilerini
degistirmeden toksisitelerini azalttig1 gosterilmistir. 1980-82 yillar1 arasinda hayvan
deneyleri ile yapilan ¢alismalarda amifostinin, sisplatinin renal toksisitesini azalttigi
gosterilmigtir. 1988’de amifostinin siklofosfamid ile kombine edilmesiyle pulmoner
toksisitede azalma oldugu goriilmiistiir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda doksorubisinin

kardiyak miyozitler iizerindeki yan etkilerinin de amifostin ile azaldig1 gosterilmistir (10).
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2.8.1. AMIFOSTININ HUCRE KORUYUCU MEKANIZMASI

Amifostinin hiicre koruyucu mekanizmasi olduk¢a karmasiktir. WR-2721 inaktif 6n
ilag iken, aktif metaboliti WR-1065 iyonize radyasyon veya kimyasallarin meydana
getirdigi serbest oksijen radikallerine kars1 giiclii bir temizleyicidir. Ornegin antrasiklin
iliskili kardiyotoksisitenin en dnemli sebebi olan siiperoksit anyonlar WR-1065’in tiyol
gruplar ile inaktive edilir (10,75). Radyasyonun DNA’da meydana getirdigi kiriklar WR-
1065 ile dnlenebilir. Ayrica WR-1065, alkilleyici ajanlarin NH, gruplari ile meydana gelen
DNA ¢apraz baglanmalarinin miktarin1 da azaltir (10,76).

Amifostinin  simetrik  disiilfiti olan WR-33278’¢ oksidasyonu amifostin
metabolizmasinda gerceklesen bir siirectir. WR-33278 yapisal olarak poliamin spermine
benzer ve DNA’ya baglanir. Bu baglanma sonucu sitotoksik ajanlar ile olusan DNA hasar1
Onlenir. Radyasyon uygulamasini takiben hiicre dizilerinin WR-1065 ile inkiibasyonu
sonras1 hiicrelerin apopitotik hizlarinin 6nemli Olciide azaldigr goézlenmistir (77). Bu
mekanizma heniliz tam olarak netlesmemekle birlikte, bazi c¢alismalar WR-33278’in
topoizomeraz 1 ile birlikte ¢alisarak DNA’nin onarim siirecine katkida bulundugunu

diisiindiirmektedir. WR-33278’in 6nemli bir rolii de hiicresel transformasyonu 6nlemesidir

(10).
2.8.2. HUCRE KORUYUCU ETKININ SECICILiGi

Klinik onkolojide, terapdtik indeks=kontrol edilen tiimor / normal dokuda meydana
gelen komplikasyonlar olarak ifade edilir. Hiicre koruyucu ajanlarin terapdtik indeksi
arttirmalari, payday1 yani normal dokularda olan komplikasyonlar1 azaltmalarina baghdir.
Hiicre korunmasinda segicilik kritik bir 6zelliktir. Tiimoriin korunmasi halinde pay sabit
kalacak dolayisiyla da terapotik indeks azalacaktir. Secici olmayan hiicre koruyucu
ajanlarin kullanim1 klinik agidan sakincalidir. Ciinkii kansere karsi olan tedavinin de

etkinligini azaltirlar (10).
Tiimorlerin kanlanmasinin iyi olmadigi ve nekrotik alanlar icerdigi gayet iyi bilinir.

Azalmis kan akimi nedeniyle amifostinin tiimor ortamina ulagsmasi zordur. Bu da hiicre

koruyucu etkinin se¢iciliginin mekanizmalarindan birisidir (10).
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Normal dokulara gore tiimordeki alkalen fosfataz (ALP) eksikliginden dolayz,
amifostinin tiimor ortaminda aktif metabolitine doniisememesi diger bir secici 6zelligini
olusturur. Tiimdrlerde ALP kaybinin nedeni bilinmemektedir. Yapilan bir calismada
immiinohistokimyasal yoOntemlerle tiimor dokularinda ve normal dokularda ALP
ekspresyonu  degerlendirilmig;  tliimoral  damarlardan ve  timdr  stromasinin

fibroblastlarindan ekspresse edilen ALP’da belirgin bir kayip goriilmiistiir (10,78).

Glikolitik yolaklarin aktivasyonu ile olusan asidik timoér ortami, ALP

ekspresyonunun kaybinin bir nedeni olabilir (79-80).

Timor ortaminin asidik olmasi, alkalen ortamda hidrolize olan WR-2721 igin bir
diger secicilik mekanizmasidir. Yapilan caligmalarda kanser hiicresinde WR-2721’in
alinmminin diisiik oldugu goriilmiistiir. Normal hiicreler WR-2721°1 aktif olarak absorbe

ederlerken, kanser hiicrelerinde bu siire¢ pasif olarak gergeklesir (10).
2.8.3. AMIFOSTININ FARMAKOKINETIGI

Amifostinin standart verilis yolu intravendz (1v)’diir. Bununla birlikte subkutan (sc)
verilmesi de son zamanlarda ilgi alani olmustur.(81) Amifostinin verilmesinden hemen
sonra alkalen fosfatazlar hizlica 6nilagc WR-2721"1 aktif tiyol metaboliti olan WR-1065"¢
hidrolize ederler. WR-1065" te simetrik disiilfiti olan WR-33278’e okside olur. WR-33278
DNA’nin histonik olmayan bolgelerine baglanir. ALP ile WR-2721’in defosforilasyonu
optimal alkalen kosullarda olur (optimal ph 9.0). Asidik ortamda WR-2721 defosforile
olamaz, alkalen fosfatazin plazma konsantrasyonu trasnformasyon icin yeterli degildir.
Defosforilasyon primer olarak normal dokuda ve 6zellikle normal endotelde olur. Kiiltiir
ortamlarina ALP’in eklenmesiyle WR-1065’in hiicre i¢i birikimi hizla artmakta ve
amifostinin hiicre koruyucu etkisini arttirmaktadir. Alkalen fosfatazi kodlayan dort farkli
gen vardir. Bu genlerden {i¢ tanesi ikinci kromozomda bulunur ve intestinal, plasental ve
plasenta benzeri ALP’1 kodlar. Dordiincii gen ise birinci kromozomda bulunur, karaciger,
bobrek ve kemik ALP 11 kodlar. Hem karaciger hem de intestinal tip alkalen fosfatazlar
WR-2721°1 hidrolize edebilirler. Karaciger tipi enzimin varliginda bu hidroliz daha hizl
gerceklesir. Ilacin verilmesinden hemen sonra maksimum konsantrasyona bir dakika
icinde erigilir. WR-2721’in yarilanma omrii 0.88 dakikadir ve hizla plazmadan kaybolur.

[lag verildikten alti dakika sonra plazmada %5’inden azi bulunur. WR-1065’in
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konsantrasyonu bir dakika i¢inde 22 pmol/L’ye ulasirken, WR-2721’inki verilisinden 4
dakika sonrasinda 8 pmol/L olur. Amifostinin 1v enjeksiyonu sonrast WR-33278’in plazma
seviyesi bir dakika icerisinde 11 pmol/L’ye ulasirken, ti¢ dakika sonra 7 pmol/L olur.
Verilen ilacin ve metabolitlerinin ancak %2.2°si idrarda saptanir. Bu durum ilacin ve

metabolitlerinin %90’ 1ndan fazlasinin hiicre igerisine girdigini gosterir (10).

WR-2721in deney hayvanlari ile yapilan farmakokinetik ¢aligmalari, amifostinin
tim dokularda hizla dagildigin1 ancak kan beyin bariyerini iyi ge¢emediginden beyin
dokusunda c¢ok diisiik miktarlarda saptandigini gdstermistir (10). Plasenta bariyerini ise
kolaylikla gegebilir. Amifostin sc olarak da uygulanabilir. Sc uygulamanin 1v uygulamaya

gore daha basit olmasi ve hipotansiyon olusturmamasi gibi avantajlar1 vardir.

AMIFOSTININ YAN ETKILERI:

Bulanti, kusma

Hipotansiyon (1v yol)

Asteni

Ates yiikselmesi

Allerjik reaksiyonlar ( sc yol ile uygulamada)
Hipoglisemi

Serum kalsiyum seviyelerinde azalma.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. ARASTIRMA YERI VE ORTAMI

Bu ¢alisma, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi
Arastirma Unitesi’nde yapilmistir. Calismada agirliklar1 183-301 gr arasinda degisen 36
adet Wistar Albino disi rat kullanilmistir. Denekler ¢alismaya baslamadan bir hafta 6nce
tiretim merkezinden arastirma merkezine getirilerek 1s1s1 sabit olan ortamda (22 °C) 12 saat
giindiiz ve 12 saat gece ortaminda tutularak ve standart rat yemi verilerek deneye

hazirlandi. Deneyde kullanilacak ratlar islemden 12 saat Once anestezi alacaklari i¢in ag
birakildi.

3.2. ARASTIRMA TiPi

Deneysel calisma protokolii, Baskent Universitesi Arastirma Kurulu ve Baskent
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan etik ve bilimsel yonden
onaylandiktan sonra gerceklestirilmistir. Deneyde kullanilan ratlar Baskent Universitesi

Deney Hayvanlart Merkezi’nden temin edilmistir.
3.3. ANESTEZI

Islem oOncesi biitiin ratlarm anestezisi, 50mg/kg ketamin hidrokloriir ve 7mg/kg

xylazine hidroklorit’in aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesiyle saglandi.
3.4. ARASTIRMA GRUPLARI
Deneysel calisma herbiri rastgele secilen 6 rattan olusan 6 grup tizerinden yapildi.

GRUP 1: Yanik olusturulmamis ve amifostin verilmemis grup (kontrol grubu)
GRUP 2: Yanik olusturulmadan sadece amifostin verilen grup

GRUP 3: %30 yanik olusturulan, ESR yapilan grup.

GRUP 4: %30 yanik olusturulan, GSR yapilan grup.

GRUP 5: %30 yanik olusturulan, ESR yapilan ve amifostin verilen grup.
GRUP 6: %30 yanik olusturulan, GSR yapilan ve amifostin verilen grup.
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3.5. ARASTIRMA YONTEMI

Yanik islemi yapilacak tiim ratlar 12 saatlik ac¢lik periyodunu takiben ketamin ve
xylazin hidroklorit ile intraperitoneal olarak anestezi aldiktan sonra, sirtlari tiras edildi.
Piring levha bek aletinde 1sitildiktan sonra deriye temas ettirilerek yanik olusturuldu. ESR
yapilacak gruplara, 40 ml/kg ringer laktat yanik isleminden hemen sonra intraperitoneal
olarak verildi (82). GSR yapilan gruplara 40ml/kg ringer laktat yanik isleminden 24 saat
sonra intraperitoneal olarak verildi. Amifostin uygulanan gruplara ila¢ yanik isleminden 24
saat sonra 200mg/kg baslangic dozunda sc olarak verildi. Daha sonra ise sakrifiye
edilinceye kadar sc 50mg/kg dozunda idame olarak verildi(81). Tiim yanik uygulanan
gruplara islemden alt1 saat sonra standart rat yemi ve su verildi ve bu gruplardaki ratlar
yanik isleminden sonra besinci giin sakrifiye edildi. Ayrica 0.02mg/kg fentanil subkutan
yanik isleminden alt1 saat sonra bir daha verilmemek iizere tek doz uygulandi. Yanik
olusturulmadan amifostin verilen gruptaki ratlara birinci giin xylazinhidroklorit ve ketamin
anestezisi verildikten alt1 saat sonra 0.02mg/kg fentanil verildi. Anestezi aldiktan 24 saat
sonra tipki yanik olusturulan gruplara verilen miktarlarda ve zamanlarda amifostin
uygulandi ve besinci gilin sakrifiye edildi. Hi¢ yanik olusturulmamig ve amifostin
verilmemis gruba birinci giin fentanil ve xylazinhidroklorit anestezisi verildikten sonra tiim
gruplara uygulanan ilaclar ayn1 miktar ve zamanlarda plasebo olarak verildi ve besinci giin
sakrifiye edildi. Yanik olusturulmamis gruplardaki ratlara anestezi igleminden alt1 saat

sonra yem ve su verildi.

3.6. ARASTIRMA PARAMETRELERI

Arastirmada tiim gruplarda portal venden alinan kanlardan TNF-a, IL-6 ve IL-8,
total bilirubin, AST (Aspartat aminotransferaz), ALT (Alanin aminotransferaz), ALP, total
protein, albumin ¢alisilmistir. Yine tiim gruplarda karaciger dokusunda MDA ve GSH

diizeyleri degerlendirilmistir.

3.7. YANIK MODELI

Islem 6ncesi ratlar tartildi ve asagidaki formiil ile %30’luk yanik icin gereken yiizey
alan1 hesaplandi.

Total viicut yiizey alam = 9.1 x W*?
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W= gram cinsinden agirlik.

Anestezi sonrasi ratlarin sirtlar tiras edildi. Planlanan yanik yiizdesi genisligindeki
piring plaka bek aletinde iki dakika 1sitilip on saniye deriye temas ile ii¢lincii derece yanik
olusturuldu (Resiml). Yanik yapilan gruplar arastirma modeline uygun olarak 40ml/kg
ringer laktat ile desteklendi. Yanik derinliginin iiciincii derece oldugu Baskent Universitesi

T1ip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’nda histopatolojik olarak dogrulanmistir (Resim?2).

=

Resim1. Ratlarda yanik modelinin olusturulmasi
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Resim 2. Histopatolojik olarak gosterilen {i¢iincii derece yaniktan bir kesit

3.8. DOKU VE KAN ORNEKLERININ ALINMASI

Biitlin ratlarda doku ve kan 6rnekleri yanik olusturulduktan bes giin sonra ve yanik
uygulanmamis gruplardaki ratlarda anestezi verildikten bes giin sonra alinmistir. Kan ve
doku oOrnekleri alinmadan Once biitiin ratlara ketaminhidrokloriir ve xylazinhidroklorit
intraperitoneal olarak verilmis ve laparotomi yapilmistir. Once portal venden kan drnekleri
alinmistir (Resim3). Daha sonra hepatektomi ile karaciger dokusu ornekleri alinmuistir.
Karaciger dokusu +4 °C derecedeki serum fizyolojik ile yikandiktan sonra soguk zincir
prensiplerine uygun olarak kiiciik kesitlere ayrildiktan sonra ependorf tiipleri igerisine
konmus ve incelemeye alinana kadar —86 °C’de saklanmustir. Portal venden alinan kan
ornekleri 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra olugsan serum ependorf tiiplerine

almmustir. Ornekler incelenecedi zamana kadar —86 °C’de saklanmistir. Portal venden
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alinan kan 6rneklerinde 1L-8, IL-6, TNF-o. ve KCFT Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Biyokimya Laboratuvari’nda incelenmis ve bilgi formuna her bir rat icin bu
degerler kaydedilmistir. Karaciger dokusunda bakilan MDA ve GSH Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Baglica Kampiisii Biyokimya Laboratuvari’nda incelenmis olup bilgi

formuna her bir rat i¢in bu degerler kaydedilmistir.

Resim 3. Portal venden kan 6rneginin alinmasi
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3.9. DOKU MDA ve GSH ANALIZI

Karaciger sol lobundan alinan doku ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya

kadar -86°C’de saklandi. Tiim biyokimyasal analizler ¢ift calisma seklinde gerceklestirildi.

Doku o6rneklerinde MDA ve GSH analizleri icin karaciger doku homojenatlari

sogukta 0,15 M KCl i¢inde (%10, w/v) cam homojenizator kullanilarak hazirlandi.

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derisimi Beuge ve Aust tarafindan
tanimlanan tiyobarbitiirik asit reaksiyonu (TBARS) yontemine gore analiz edildi ( 83 ). Bu
yonteme gore bir hacim doku homojenat 6rneginin iki hacim stok reaktif (0,25 N HCl
icinde %14 trikloroasetik asit ve % 0,375 tiyobarbitiirik asit igeren) ile reaksiyona girmesi
sonrasinda hazirlanan reaksiyon karisimlari 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildikten sonra sogutulup, 1000g’de 10 dakika santrifiijj edildi. Supernatantlarin
absorbansi spektrofotometrik olarak 535 nm’de reaktif korii’ne karsi 6l¢iildii (Shimadzu
1600). Molar ekstinksiyon katsayisi (1,56x 10° M™'.cm™) kullanilarak hesaplanan sonuglar
nmol MDA/gram doku olarak ifade edildi.

Doku homojenatlarinda rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri Ellman tarafindan
tanimlanan siilfidril grup analizi prensibine gore tayin edildi ( 84 ). Bu yontemde 6rneklerin
deproteinizasyonu sonrasinda Ellman’in renk reaktifi (%40 DTNB, w/v %1 sodyum sitrat
icinde) ile supernatantlarin reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin absorbansi 412
nm’de reaktif korii’ne kars1 spektrofotometrik olarak hemen 6l¢iildii. GSH derisimleri GSH
kalibrasyon egrisi (Sekil 2) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar nmol GSH/mg protein olarak
ifade edildi.

Doku homojenatlarinda protein analizi Lowry ve arkadaslarinin yontemine gore
gerceklestirildi (85). Bu yontem proteinlerdeki peptid baglarmin alkali ortamda Cu’
olusturmak iizere Cu’" ile reaksiyona girmesi prensibine dayanmaktadir. Olusan kuproz
iyonlar (Cu") Folin reaktifi ile reaksiyona girerek fosfomolibdotungstati bakir katalizli
aromatik amino asit oksidasyonu yolu ile heteromolibden mavisine indirgemektedir.
Reaksiyon sonrasi olusan renkli kompleksin absorbansi 550 nm’de reaktif korii’ne karsi
spektrofotometrik olarak o6lgiildii. Protein derisimleri standard kalibrasyon egrisi

kullanilarak hesaplandi. Sonuglar mg/ml olarak ifade edildi.
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Sekil 2. GSH Kalibrasyon Egrisi

3.10. TNF-a, IL-6 ve IL-8 ANALIZI

Portal venden alinan kan 6rnekleri 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
olusan serum ependorf tiipiine alinip analiz edilinceye kadar hemen -86 °C’de

saklanmistir.

TNF-a Biosource (Nivelles Belgium) KRC 3011 katolog numarali kit ile, IL-6
Biosource (Nivelles Belgium) KRC 0061 katolog numarali kit ile, IL-8 Biosource
(Nivelles Belgium) KRC 1022 katolog numarali kit ile ELISA yontemi ile degerlendirildi.
ELISA plateleri Baskent Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan Denley
marka Well scan model ELISA okuyucusunda 450 nm(nanometre) dalga boyunda

okutulmustur.
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3.11. KARACIGER FONKSIYON TESTLERININ ANALiZi

Portal venden alinan kan 6rnekleri, 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
olusan serum ependorf tiipiine almip analiz edilinceye kadar hemen —86 °C’de

saklanmustir.

Albumin analizi, Brom Cresol Green (BCG) yontemiyle Roche marka pp modiiler
model otoanalizér (Meinheim- Germany) ile Roche diagnostik kiti kullanilarak yapilmistir.

Degerler (gr/dl) olarak ifade edilmistir.

Total protein analizi, kolorimetrik yontemle Roche marka pp modiiler model
otoanalizor (Meinheim- Germany) ile Roche diagnostik kiti kullanilarak yapilmistir.

Degerler (gr/dl)olarak ifade edilmistir.

Total bilirubin analizi, kolorimetrik DPD yontemle Roche marka pp modiiler
model otoanalizor (Meinheim- Germany) ile Roche diagnostik kiti kullanilarak yapilmustir.

Degerler (mg/dl)olarak ifade edilmistir.
AST, ALT, ALP analizleri, kinetik yontemle Roche marka pp modiiler model

otoanalizor (Meinheim- Germany) ile Roche diagnostik kiti kullanilarak yapilmistir.

Degerler (U/L) olarak ifade edilmistir.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Arastirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS 9.0 paket programi ile yapilmigtir.
Istatistiksel analizde merkezi dagilim olgiitleri olan ortalama ve standart sapmalar
hesaplanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar ANOVA (varyans analizi) ile belirlenmistir.
Farklarin hangi gruplar arasinda oldugu POST-HOC Duncan testleri ile degerlendirilmistir.

Analizler sonucunda p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Tablo 1. Portal venden alinan kan 6rneklerinde Karaciger Fonksiyon Testleri’nin degerleri

ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Grup | Alb Glob T.Pr T. Bil ALT AST ALP
(g/dl) (g/dl) (g/dl) (mg/dl) (U/L) (U/L) (U/L)

1 3.71+0.051 | 3.2740.131 | 6.99+0.157 | 0.05£0.003 | 63.83+3.291 | 79.83+6.172 444.67+72.237
2 3.64+0.135 | 3.20+0.106 | 6.84+0.144 | 0.09+0.007 | 46.83+5.546 | 75.50+10.401 | 238.33+37.150
3 3.35+0.169 | 2.95+0.128 | 6.29+0.890 | 0.05£0.010 | 62.67+11.392 | 109.00+18.988 | 199.17+25.274
4 2.4240.651 | 2.87+0.506 | 5.29+0.837 | 0.1+0.063 | 37.83+8.738 | 109.83+50.251 | 165.50+£30.303
5 3.02+0.126 | 3.55+0.367 | 6.53+0.380 | 0.087+0.038 | 118.17+55.046 | 216.17+104.256 | 264.67+32.060
6 3.40+0.150 | 2.73+0.141 | 6.13+0.124 | 0.09+0.015 | 46.17+3.478 | 83.00+9.041 223.83+21.677

Tablo 2. Portal venden alinan kan Orneklerinde TNF-a, IL-6,

cinsinden ortalama + standart hata olarak verilmistir.

IL-8 degerleri pg/ml

Grup | TNF-a IL-6 IL-8
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

1 196.93+166.219 1.13£1.133 64.88+15.926
2 117.97+85.533 41.82+38.913 32.5342.562
3 0.00+0.000 283.17+198.751 30.97+1.999
4 24.37+15.542 384.08+214.750 32.8243.716
5 0.00+0.000 112.88+104.314 36.63+5.785
6 0.00+0.000 36.70+32.356 27.7742.641

Tablo 3. Tiim gruplardaki karaciger dokusunda hesaplanan MDA ve GSH degerleri

ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Grup | MDA GSH
(nmol/g doku) (nmol/mg)

1 20.07£1.022 25.33£1.121
2 23.25%1.156 26.9342.292
3 43.2943.788 19.31£1.633
4 36.99+£3.536 19.25+1.864
5 31.41£5.404 30.78+2.241
6 24.45£1.469 30.74£1.104
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Karaciger fonksiyon testleri degerlendirildiginde ALP ve albumin disindaki

parametrelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Kontrol grubuna goére ALP tim gruplarda anlamli sekilde azalmistir (p<0.001)
(Sekil 3). Kontrol grubu disinda diger gruplar ALP degerleri acisindan birbiriyle
karsilastirildiginda anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Tiim gruplara ait KCFT’ i Tablo 1’ de 6zetlenmistir.

Dordiincii gruptaki albumin diizeyleri 1., 2., 3. ve 6. gruplardaki albumin diizeyleri

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4).

TNF-a, IL-6, IL-8 parametrelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamuistir. Tiim gruplara ait sitokin degerleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Ugiincii ve dordiincii gruplardaki MDA degerleri 1., 2. ve 6. gruplardaki MDA
degerleri ile karsilastirildiginda anlaml sekilde artmistir (p<0.01) (Sekil 5(a)). 5. gruptaki
MDA degerleri 3. gruptaki MDA degerlerine gore anlamli sekilde azalmistir (Sekil 5(b)).
Tiim gruplardaki MDA degerleri Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Ugiincii ve dordiincii gruplardaki GSH diizeyleri anlaml sekilde azalmustir (p<0.01)
(Sekil 6). Tiim gruplara ait GSH degerleri Tablo 3’te 6zetlenmistir.
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6.TARTISMA

Inhalasyon hasar1 olsun ya da olmasin yanik sistemik bir hastaliktir. Yanik
sonrasinda tiim organizmayi kapsayan inflamatuvar bir yanit ortaya ¢ikar. Bu yanit
“Sistemik Inflamatuvar Cevap Sendromu (SIRS)” olarak bilinir (17). Yanik travmasi viicut
stvi kompartmanlar1 arasinda onemli degisikliklere neden olur. Kalp debisi ve doku
perfiizyonunda azalma meydana gelir (20). Hipovolemi ve periferik perfiizyonu diizeltmek
icin yanik travmasi sonrasi kristaloid sivi replasmani yapilir. Bu yaklasimla daha 6nce
iskemik kalmis dokuya oksijen sunumu iskemi-reperfiizyon hasar1 olarak da bilinen ve
organizma i¢in zararli olabilecek olaylar zincirini baglatir. Yanik travmasi sonrasi gelisen
hipoperfiizyonun uzun siirmesi dokularda hiicre hasar1 ve hatta nekrozu meydana
getirirken, reperflizyonunda hayati organlar i¢in zararli oldugu agiktir. Yanik travmasi
sonras1 doku ATP diizeylerinin azalip AMP diizeylerinin artmasi ve hipoksantine doniisiip
ksantinoksidaz enzimi i¢in substrat olmasi bilinen bir siiregtir. Organizmada meydana
gelen bu degisikliklerin neticesinde organizmanin tiim dokularinda zararli olabilecek
serbest oksijen radikalleri olusur. Ksantin oksidaz aracili serbest oksijen radikallerinin
olusumunun yaninda aktive noétrofiller ilave serbest radikaller olusturur. Artmis serbest
oksijen radikallerinin olusumu organizmanin kendini savunmasinda etkili hiicresel
antioksidan mekanizmalar1 da bozmaktadir. Yanik travmasi sonrasi SOD, katalaz, GSH, a-
tokoferol ve askorbik asit seviyelerinin azalmasi bu durumun bir gostergesidir. Yanik
travmasi sonrast olusan iNOS periferik vazodilatasyon yapar ve NF-kB’nin artmasina
neden olur. Bu artis bir¢cok inflamatuvar sitokinin transkripsiyonuna ve translansyonuna
neden olur. Ayrica NO siiperoksit radikallerle etkileserek doku hasarinin reaktif bir
mediyatorii olan peroksinitrit olusumuna neden olur. Yanik sonrasi serbest radikallerin
meydana getirdigi hiicresel hasar dokudaki ve dolasimdaki lipid peroksidasyon
iiriinlerinden MDA’in artmasiyla desteklenmektedir. Yanik tedavisinde askorbik asit, GSH,
N-asetil-L-sistein gibi antioksidan tedaviler yanikta meydana gelen sepsis kaynakli
mortaliteyi azaltirlar. Bu antioksidan tedaviler hiicresel enerjitiklerdeki degisikliklerin
siddetini azaltir, mikrovaskiiler dolasimi diizeltir, dokulardaki lipid peroksidasyonunu
azaltir. Yanik travmasi sonrasi sivi replasmaninin antioksidan tedavilerle birlikte yapilmasi

NF-kB’ nin niikleer go¢iinii onleyerek sitokinlerin salinimini onler.

Bu bilgiler toplu halde degerlendirildiginde, yanik travmasi sonrasi hiicresel

oksidatif stresin ne denli onemli oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Olusan serbest oksijen
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radikallerinin antioksidan tedavilerle ortamdan temizlenmesi hayati organlarin korunmasini

saglar.

Yanik sonrasi gelisen ¢oklu organ yetmezlikleri genellikle yanik travmasi sonrasi

erken donemde meydana gelir ve siddetli yanik soku ve sistemik sepsis ile iligkilidir.

Yanik sonras1 gelisen COYS (Coklu Organ Yetmezlik Sendromu) ‘un patogenezini
aciklamak icin yapilan deneysel ve klinik ¢alismalar sonucunda, COYS gelisiminde dort
etyolojik faktoriin Oonemli oldugu saptanmistir. Bunlar; yanigin siddeti, beraberinde

bulunan inhalasyon hasari, yanik soku ve sepsistir.

Bunlar arasinda en o6nemli iki faktor, yanigin siddeti ve inhalasyon hasarinin
varligidir. Eger organizma bu iki etkiye birlikte veya ayr1 ayr1 maruz kalirsa, bu asamadan
sonra gelisecek patolojik siirecin siddetli yanik soku oldugu ve klinik olarak SIRS’a,
COYS’a veya sistemik sepsise ilerleyebilecegi belirtilmektedir (86).

Yanik soku ve hipoksi periyodunun uzun siirmesi, SIRS veya COYS yapan temel
patofizyolojik mekanizmadir. Yanik sonrasi gelisen ¢coklu organ yetmezliklerinin temelinde
uygun sivl resusitasyonu yapilmamasi veya sivi resusitasyonuna gec¢ baslanilmasi
yatmaktadir. Bunun sonucunda iskemik doku hasar1 kaginilmazdir ancak organlar tekrar
reperfiize edildiginde tiim organlarda iskemi-reperfiizyona bagli doku hasar1 gelisir (87).
Ayrica dolasimdaki trombosit agregatlart artarak visseral mikrovaskiiler yapilarda

mikrotrombiislerin olusumuna neden olur.

Iskemi reperfiizyon hasarinin ana sebebi serbest oksijen radikalleridir.

Yanik sonrast COYS gelisiminin patogenezini degerlendirmek amaciyla kdpeklerle
yapilan deneysel bir ¢aligmada %350 total viicut yanmigi olusturulduktan sonra, ESR ve
GSR’nun organlar {izerindeki etkileri arastinlmigtir. Bu c¢alismada GSR yanik
uygulamasindan alt1 saat sonra yapilmigtir. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak
MDA ’nin GSR’u yapildiginda belirgin sekilde arttigi saptanmistir. Artmis serbest oksijen
radikallerinin lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve bu siirecin COYS gelisiminde

onemi vurgulanmistir (86).
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GSR yapilmig yanikli ratlarda, serbest oksijen radikallerinin enterositler {izerine
etkisinin arastirildig1 baska bir deneysel ¢alismada; intestinal mukozadaki MDA diizeyleri
GSR yapilmis grupta ESR yapilmis gruba gore yanik sonrast 3., 6., 12. ve 24. saatlerde
daha yiiksek bulunmus, 48. saatte belirgin bir fark saptanmamuistir (82).

Bizim g¢alismamizda, yanik sonrasi ESR yapilmis gruptaki ve yanik sonrasi GSR
yapilmis gruptaki ratlarin karacigerlerinde bakilan MDA diizeyleri besinci giinde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur (p<0.001)( Sekil 5). Bu bulgu yanik
hasar1 sonrasi serbest oksijen radikallerinin etkisiyle olusan lipid peroksidasyonunun bir
gostergesidir ve yanik sonrasi iskemi-reperfiizyon patogenezini arastiran caligmalardaki

bulgularla tutarlilik gostermektedir (82,86).

Bizim calismamizda, besinci glinde karaciger dokusunda bakilan MDA diizeyleri,
yanik sonrast GSR yapilan grup (4. grup) ve ESR yapilan gruplarda (3. grup) istatistiksel
olarak anlamli degildir. Literatiirde bu iki grup arasindaki MDA seviyeleri
karsilagtirildiginda, yanik sonrasit GSR yapilan grupta belirgin olarak artmigtir. Yanik
sonrast GSR yapilan gruptaki MDA diizeyleri, yanik sonrast GSR ile birlikte serbest
oksijen radikalleri i¢in temizleyici islevi olan amifostin verilen gruplardaki MDA

diizeylerine gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Literatiirde yanikta antioksidan tedavinin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azalttigi, COYS gelisimini onledigi ve yanik travmasi sonrasi serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu organ hasarini 6nledigi belirtilmektedir (20). Bizde ¢alismamizda radyoterapi
ve kemoterapi sonrasi serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasar1 énlemek i¢in klinik
onkolojide kullanilan Amifostin’i yanik sonrasi olusan serbest oksijen radikalleri
tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in kullandik. Literatiirde yanik hasarinin sistemik
etkilerini 6nlemek i¢cin Amifostin’in kullanimina rastlamadik. Amifostin’in serbest oksijen
radikalleri sonucu olusan lipid peroksidasyonunu hem erken sivi resusitasyonu yapilan,
hemde ge¢ s1v1 resusitasyonu yapilan yanikli ratlarda azalttigini saptadik (p<0.001) (Sekil
5).

Glutatyon oksidatif stres gibi uyarilara karst Onemli hiicresel savunma
mekanizmalarindan biridir. Endojen protein olmayan siilfidril havuzunun en Onemli

komponenti olan rediikte glutatyon sitoplazmada serbest oksijen radikalleri i¢in temizleyici
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fonksiyon goriir (88,89). Yanik travmasi sonrasi iskemi-reperfiizyon hasari sonucu olugan
serbest radikallere karsi, rediikte glutatyon konsantrasyonlarini idame ettirebilen
antioksidanlar hiicresel savunma mekanizmalarini iyilestirerek lipid peroksidasyonunu
onleyebilirler. Bu sayede dokular1 oksidatif hasara karsi koruyabilirler. Literatiirde yanik
travmasi sonrasi antioksidan tedavinin, glutatyon gibi endojen savunma mekanizmalarina
katkida bulunduguna dair yayinlar vardir (20). Bizim yaptigimiz calismada da, yanik
sonrast hem GSR yapilmis, hem de ESR yapilmis gruplardaki GSH seviyeleri kontrol
gruplarina goére anlamli derecede azalmigtir (p<0.001). Bu bulgu genel olarak
antioksidanlarin oksidatif strese karsi hiicresel savunma mekaizmalarini desteklenmesi
bakimindan literatiirle uyumludur. Bu bulguya ilaveten Amifostin verilen erken ve geg¢ sivi
resusitasyonu yapilmis yanikli ratlarda (Grup 5 ve 6), karaciger dokusundaki glutatyon
seviyelerini ilacin kullanilmadigr yanikl ratlarin (Grup 3 ve 4) karaciger dokusundaki
glutatyon seviyelerinden anlamli derecede yiiksek bulduk (Sekil 6). Bu bulgu, amifostinin
yanik travmasi sonrasi karacigerde gelisen oksidatif doku hasarina karst GSH seviyelerini

idame ettirerek koruyucu etkisi oldugunu gdstermektedir.

Sitokinler, yanik travmasi sonrasi gelisen hipermetabolizma, hepatik akut faz
cevab1 ve apopitotik kaskadlarin mediatorleridir. Travma sonrasi hem proinflamatuvar
hemde antiinflamatuvar sitokinler homeostazisi saglamak amaciyla hem sentez edilir hem
de salinirlar (90). Yapilan caligmalarda travma sonrasi artmis proinflamatuvar sitokinlerin
coklu organ yetmezligine ve metabolizmada artisa katkida bulundugu gosterilmistir
(9,15,16). Travma sonrast proinflamatuvar sitokinlerin saliniminin engellenmesi
orgaizmanin lehinedir fakat antiinflamatuvar ajanlar ile bu sitokin yanitin1 baskilamaya
yonelik caligmalar basarisizlifa ugramistir (91). Yanik travmasi sonrasit hepatik akut faz
cevabinin degerlendirildigi deneysel ¢alismalarda; sitokin diizeylerine hem dokuda hem de
plazmada yanik sonrasi 7. giine kadar bakilmistir. Yanik sonrasi erken donemde, sitokinler
hem dokuda hem de plazmada yiiksek bulunmustur. Dokudaki sitokin seviyeleri besinci
giinde pik yapmistir. Serum sitokin seviyeleri ise ikinci giinden itibaren diismeye
baglamistir. Bizim ¢aligmamizda yanik sonrast GSR yapilmasi ile daha ciddi bir iskemi
repeflizyon hasar1 amaglanmistir ve besinci giinde portal venden alinan kan 6rneklerinde
proinflamatuvar sitokinlerin diizeylerine bakilmistir. Yaptigimiz calismada sitokinler
acisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir. Bu durum hipermetabolik
reaksiyonlarin  karaciger dokusunda serumdakinden daha uzun silirmesinden

kaynaklanabilir.
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Travma sonrast onemli bir morbidite ve mortalite sebebi karacigerin yapisal
proteinlerinin sentezinin azalmasidir. Yanik sonrasi alblimin ve transferrin seviyeleri diiser.
Fakat bu proteinlerin ¢ok énemli fizyolojik gorevleri vardir. Tasiyici protein olarak gorev
yapmalarinin yaninda plazma onkotik basincin saglanmasinda, plazma ph’sinin idamesinde
onemlidirler. Travma sonrasinda sentezlerinin azalmasi zararli oldugu gibi ayn1 zamanda
mortalitenin, nutrisyonel durumun, organizmadaki stresin ve iyilesmeninde gostergesidirler
(91). Yaptigimiz calismada yamik olusturup GSR yaptigimiz grupta serum albiimin
diizeyleri kontrol grubuna (Grup 1), yanik + ESR yaptigimiz gruba gore (Grup 3) ve yanik
olusturup GSR yaptigimiz ve beraberinde serbest oksijen radikalleri i¢in temizleyici olarak
verdigimiz amifostinli gruba gore (Grup 6) diisiik bulunmustur. Dogaldir ki yanik sonrasi
GSR yapildiginda daha belirgin iskemi reperfiizyon hasar1 olacak, sistemik inflamatuvar
yanit daha uzun siirecektir. Karacigerin albiimin sentezinde 6. grupta artis gdzlenmistir. Bu
durum karacigerin, travma sonrasi normal fonksiyonlarina ddsnmesinde amifostinin pozitif
bir katkisinin olmasi ile iliskili olabilir. Ayrica yanik sonrast ESR yapilan grupta 5. giinde
alblimin seviyelerinin kontrol grubu ile hemen hemen ayni, GSR yapilan gruptan anlamh
derecede yiiksek olmasi albumin baz alindiginda karacigerin normal fonksiyonlarinin geri
donmesinde iskemi reperfiizyon hasarinin daha az olmasini bekledigimiz 3. grupta yanik

sonrast ESR’nun 6nemini vurgulamak agisindan anlamlidir.

Yaptigimiz deneysel calismada alkalen fosfotaz disinda karaciger fonksiyon
testlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Karaciger
iskemi reperfiizyon modellerinde parankim hasarinin bir gostergesi olarak AST ve
ALT’nin arttig1 gosterilmistir (92). Hepatosit fonksiyon bozuklugunun bir gostergesi olarak
bilirubin ve ALP enzim yiikseklikleri yine deneysel karaciger iskemi reperfiizyon

modellerinde gosterilmistir (93).

Literatiirde amifostinin plazma alkalen fosfotaz diizeylerini etkilemedigi
belirtilmektedir (10). Yaptigimiz ¢aligmada tiim gruplardaki ALP degerleri kontrol grubuna
gore diisiik bulunmustur. Yanik olusturulmadan sadece amifostin verilen grupta kontrol
grubuna gore diisiik olmasi ALP enzimi ile metabolize olan amifostinin farmakokinetigi ile

ilgili olabilir.
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7. SONUCLAR

. Yanik travmasi sonrast karaciger dokusunda oksidatif hasara bagl olarak gelisen

membran lipidlerinin peroksidasyonu bu modelde de dogrulanmistir.

. Yanik travmasi sonrasi karaciger dokusunda oksidatif hasara bagli olarak hiicre i¢i

savunma mekanizmalarmnin tiikendigi bu deneysel modelde de dogrulanmuistir.

. Radyoterapi ve kemoterapi sonrasi olusan oksidatif hasar1 6nlemek i¢in kullanilan
amifostinin yanik travmasi sonrast karaciger dokusunda gelisen oksidatif hasari
onlemede etkili oldugu ve oksidatif strese karsi hiicre i¢i antioksidan savuma

sistemlerine katkida bulundugu bu deneysel modelde gosterilmistir.

. Yanik travmasi sonrasi olusan akut hepatik faz cevabinin siddetli iskemi
reperfiizyon hasarinda daha belirgin oldugu goézlenmistir. Yanik sonras1 ESR’nun
ve antioksidan ajan olarak amifostinin akut hepatik faz cevabinin siddetini azalttig1

bu deneysel modelde gdsterilmistir.

. Amifostinin yanik travmasi sonrasi antioksidan olarak ilk defa kullanilmis olmasi

nedeni ile bagka ¢alismalara ihtiyag vardir.
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