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GIRIiS

Iskemi/reperfiizyona (I/R) bagh mikrovaskiiler disfonksiyon, giiniimiiz
modern tibbinda her gegen giin artan sayida uygulanan gesitli standart tibbi ve

cerrahi miidehaleler sirasinda rastlanilan ciddi bir sorundur (1).

/R hasarmin patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyon Onemli bir
faktordiir. Bu nedenle I/R ile ilgili vaskiiler degisiklikleri tam olarak karakterize
etmeye ve bu patolojik silirecin altinda yatan mekanizmalar1 tanimlamaya yonelik
biiyiik bir ¢aba vardir. I/R’un uzak etkileri en sik olarak akciger ve kardiyovaskiiler
sistemde go6zlenir. Yogun bakim initelerindeki mortalitenin % 30-40’1indan
sorumludur ve sistemik inflamatuvar yamit sendromu (SIRS) ve c¢oklu organ
disfonksiyon sendromunun (MODS) gelismesinde rol oynar (2). Reperfiizyon
hasarinda serbest oksijen radikalleri hiicre zedelenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Bunu azaltmak ve/veya 6nlemek iizere buglin serbest oksijen radikallerini hedef alan

¢ok ¢esitli deneysel I/R modelleri Gizerinde galisilmaktadir.

Tempol, biyolojik membranlari gegip sitozolde biriken diigiik molekiiler
agirlikls stabil bir piperidin nitroksid’tir. Tempol’iin yararli etkilerinin pekg¢ogu bu
ajanin hiicre igerisinde hidroksil radikallerini temizleyebilmesine baglidur.
Tempol’lin intestinal I/R’a bagli doku hasarnm azalttigi konusunda kanitlar vardir.
Siganlarda siiperior mezenterik arterin (SMA) okliizyonu ve reperfiizyonu, distal
ileumda agir bir hasar meydana getirmektedir. Thiemermann ve arkadaglar,
siganlarda intestinal I/R’a bagl lokal organ hasarimin Tempol ile belirgin olarak
azaldigim g6stermigtir. (3). Zhang ve arkadaslan, polinitroksil-albumin (PNA) ve
Tempol’{in uzams intestinal I/R sonras1 akcigerde kapiller kagag: ve akciger notrofil

retansiyonunu anlaml derecede azalttifin1 gostermislerdir (4).

Biz bu ¢alismada, Tempol’iin SMA okliizyonuna bagli gelisen intestinal /R
hasarinda hiicre igerisinde hidroksil radikallerini temizleyici etkisi nedeniyle lokal ve

uzak organ hasarimi engelleyip engelleyemeyecegini arasgtirmayi planladik.



GENEL BiLGILER

I- ISKEMIK VE HIPOKSIK HUCRE ZEDELENMESI
A- Hiicre Zedelenme Mekanizmalar

Hiicre zedelenmesinden sorumlu olan olaylar ¢ok karmagiktir. Hiicre
zedelenmesi bir ¢ok nedene bagli olabilir. Hiicre fonksiyonlarini etkileyen genis,
farkli etken gruplar1 ; hipoksi, fiziksel etkenler, kimyasal etkenler ve ilaglar,
mikrobiyolojik etkenler, immunolojik mekanizmalar, genetik defektler, beslenme
bozukluklart ve yaslanmadir. Hiicrede birbiriyle bagimli olan ¢ok sayida
makromolekiil, enzim, biyokimyasal sistem ve organel mevcut olup zedelenmedeki
esas hedefi, zedelenmeye bagli degisiklikten ayirt edebilmek zordur. Geri doniissiiz
zedelenmenin ve hiicre 6liimiiniin meydana geldigi noktanin saptanmasi tam olarak

yapilamamaktadir. Biitiin bunlara ragmen bir miktar genelleme yapilabilir.

1) Zedeleyici uyarana hiicresel yamit zedelenme tipine, siiresine ve siddetine
baghdir. Boylece diisik doz toksinler veya kisa siireli iskemiler reverzibl hiicre
zedelenmesine yol agarken, daha yiiksek toksin dozlart veya daha uzun siireli

iskemiler irreverzibl zedelenme ve hiicre 6liimiine neden olabilirler

2) Zedeleyici uyaranlarin sonucu, zedelenen hiicre tipine, hiicrenin o andaki
durumuna (besinsel, hormonal gibi) ve hiicrenin uyum yetenegine de baglidur.
Ornegin bacaktaki ¢izgili iskelet kasi tam iskemiye irreverzibl zedelenme
geligmeksizin 2-3 saat tolere edebilirken, kalp kasi sadece 20-30 dakika sonra

irreverzibl yanit vermektedir.

3) Zedelenmenin biyokimyasal yerini tam olarak belirlemek gii¢ olsa da, hiicre

i¢i dort sistem Ozellikle kolayca zedelenir ;

a.Hiicresel iyonik ve osmotik homeostaz igin gerekli membran biitiinliigi

b.ATP enerji stoklar1 olusumunda 6nemli olan aerobik solunum



¢.Protein sentezi

d.Genetik yapinin biitiinliigi

4) Oksijen ve oksijen tiirevi serbest radikaller hiicre zedelenmesinin birgok

tiirtinde rol oynamaktadir.

iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin dnemi
belirtilmekle birlikte, aktif oksijen tirevleri de hiicre Olimiiniin 6nemli
aractlarindandir. Bu serbest oksijen radikal tiirevleri hiicre iizerinde lipid
peroksidasyonu, protein ve niiklerik asitlerin oksidasyonu gibi zararl etkilere neden

olur.

5) Hiicre i¢i kalsiyumun homeostatik mekanizmalarinin yetersizligi de hiicre

zedelenmesinde onemli rol oynamaktadir.

Sitoplazmik serbest kalsiyum normalde ATP bagiml kalsiyum tasiyicilan ile
cok diisiik yogunluklarda (0.1 M’den az) tutulur. Iskemi veya toksinler hiicre dis1
kalsiyumun plazma membranindan hiicre igine akisina yol agar. Bunu hiicre igi
stoklardan kalsiyumun serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum sirasiyla
cesitli fosfolipazlari (membran hasarimi arttirir), proteazlari (yapisal ve membran
proteinlerini katalize eder), ATPaz’lar1 (ATP kaybim1 lzlandirir) ve endoniikleazlan
(DNA’y1 pargalar) aktive eder (Sekil-1). Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi, hiicre
zedelenmesine, dolayisiyla hiicre Sliimiine ve kalsiyum homeostazimin kaybr gibi

cesitli zararh etkilerin olugmasina yol agar.
B- Hipoksi

Hipoksi, aerobik oksidatif solunumu etkileyen son derece dnemli ve genel bir
hiicre zedelenme ve 6liim nedenidir. En sik goriilen hipoksi sebebi liimendeki tikag
ya da vaskiiler hastalik nedeniyle arteriyel ya da vendz akim kesilince meydana gelen
kanlanma kaybidir. Diger sik goriilen neden dolagim veya solunum yetmezligine
baglh kamn yetersiz oksijenlenmesidir. Oksijen yetersizliginin daha az goriilen
figlincii nedeni anemi ya da karbon monoksit zehirlenmesinde goriilen kanin oksijen

tagima Kapasitesinin kaybidir. Hipoksik durumun siddetine bagh olarak hiicreler



adapte olabilir, zedelenebilir ya da 6liir. Ornegin bacakta femoral arterin ¢ap:
daralirsa bacaktaki iskelet kaslarimin ¢apr kiigiiliir (atrofi). Bu hiicre kitlesinin
kiigiilmesi ile metabolik gereksinim ve saglanabilen oksijen dengelenir. Daha agir

hipoksi dogal olarak hiicre zedelenmesi ya da dliimiine yol agar.

insanlarda, deney hayvanlaninda ve kiiltiir hiicrelerinde akut hipoksik
zedelenmedeki yapisal degisiklikler yogun bigimde arastirilmis ve be degisikliklerin
mekanizmalar1 anlagilir semalarla gosterilmigtir (Sekil-1).

Zedeleyicl ajan

Sekil-1 : Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin

kaynaklar1 ve sonuglari

1-) Reverzibl Hiicre Zedelenemesi

Hipoksinin ilk etkisi, hiicrenin aerobik solunumuna yani mitokondrilerdeki
oksidatif fosforilasyona olur. Oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre igi ATP
iiretimi belirgin olarak azalir. ATP azalmasimin hiicre i¢i pekgok sisteme etkisi olur.
Sitoplazmik serbest kalsiyum artar. Plazma membraninin ATP enerjisi kullanan

sodyum pompasimn aktivitesi azalir. Bunu sodyumun hiicre iginde birikimi ve



potasyumun hiicre digina gegisi izler. Sodyumun net artig1, suyun izoosmotik artis ile
birlikte olup akut hiicresel sismeye sebep olur. Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik
asid ve piirin niikleozidleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yiikle
daha da artar.

REVERZIBL ZEDELENME : iRREREVERZIBL ZEDELENME
: {Wiire 610mi)

i Mombran  { Fostolipitierin i
:"z lonmesi kayblp El?:ulnlenn

Hicre iskeleti / {Cl K LDH)
degisiklikier
Serbest radikaller \ Ca* girisi

Lipit yikarmi

Digerleri l
Mitokondri tSodyum ___  Na*girigl Kabarciklar : # Mitekondrilerde
+ Oksidatif pompast K* gikags ER gismes ; Ca+

fosforilasyon Miyelin gekiller
l / Niklear kromatin
kimelegmesi H \

ATP = t Glikoliz y  Lizozomal
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Diger + Glikojen H serbestle§mesl Protein sindirimi
etidler +  ve aktivasyonu
Ribozomiarin 4Protein Lipit :
aynimast ™ sentezi ™ depolanmas }

Sekil-2 :Iskemik zedelenmedeki olaylar

Hiicresel ATP’de azalma ile birlikte adenozin monofosfattaki (AMP) artig
fosfofruktokinaz enzimini uyararak, glikojenden ATP iiretimi ile hiicrenin enerjisini
temin amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizim1 arttinir. Sonugta glikojen hizla
tiikenir. Bu durum histolojik olarak karbonhidratlarin boyanmasinin (periyodik asit-
Schiff (PAS) boyasi) azalmasiyla gosterilebilir. Artan glikoliz, fosfat esterlerinin
hidroliziyle laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hiicre igi

pH’nin diigmesine yol agar.

Bundan sonraki olay ribozomlarin graniilli endoplazmik retikulumdan
aynlmasi ve polizomlardan monozomlarin olusumuyla protein sentezinde azalmadar.
Hipoksi gegmezse mitokondriyal fonksiyonun daha da kétiilesmesi ve membran
permeabilitesinin artmas: daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Hiicrenin ana
hatlari, mikrovilluslar gibi ultrastriiktiirel Ozelliklerin kayb1 ve hiicre ylizeyinde

kabarciklarin olusumuyla bozulur. Mitokondriler, endoplazmik retikulum ve tiim




hiicreler ozmotik regiilasyon kaybindan dolay: sismis goriiniir. Oksijen verildiginde
yukaridaki tim bulgular reverzibldir. Iskemi devam ederse irreverzibl zedelenme
gelisir (Sekil-3).
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° retikulum (ER)

Nikleus
Mitokondri

Membran igi
g particlr
Kabarciklar W birikimi
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yogunlagmalar
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pargalanmast Miyelin
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Sekil-3 : Reverzibl (B) ve irreverzibl (C) hiicre zedelenmesinde ultrastriiktiirel

degisikliklerin gematik gérliniimii



2-) irreverzibl Hiicre Zedelenmesi

Morfolojik olarak irreverzibl zedelenmeye mitokondrilerin daha siddetli
vakoulizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyamdan zengin
cisimciklerin birikimi eslik eder. Burada plazma membranlarinda yaygin hasar ve
lizozomlarda sismede vardir. Ozellikle iskemik alan yeniden kanlandirilirsa hiicre
igine masif kalsiyom akisi olur. Bu ise yukanida tamimlanan kalsiyuma bagl
bozukluklarin gelismesiyle sonuglanir. Asin gecirgen membranlardan proteinlerin,
esansiyel koenzimlerin ve riboniikleik asitlerin kayb1 devam eder (Sekil-3).
Lizozomal membranlarin zedelenmesi enzimlerin sitoplazma igine sizmasina yol
acar. Asit hidrolazlar, iskemik hiicrenin azalmig hiicre i¢i pH’sinda aktifleserek
sitoplazmik ve niikleer elemanlarn pargalar. Hiicre Oliimiinden sonra hiicresel
elemanlar lizozomal hidrolazlarla sindirilmeye devam eder. Hiicresel enzimlerin
hiicre disgina yaygin olarak sizmasi yamsira interstisyumdaki hiicre dis1
makromolekiillerinde hiicre igine gegisi s6z konusudur. Olii hiicre sonunda myelin
sekiller olarak tamimlanan biiyllk, helezon seklinde fosfolipid kitleleri haline
gelebilir. Bu fosfolipid ¢okeltiler daha sonra ya diger hiicreler tarafindan fagosite
edilir ya da yag asitlerine pargalanir. Bu yag asitlerinin kalsifikasyonu kalsiyum

sabunlarinin olusumuna neden olur.

Hiicre igi proteinlerin pargalannmus hiicre membranindan gegerek periferik
dolasima sizmasi, kan serum Orneklerinde dokuya 6zgiil hiicre zedelenmesi ve
olimiinii gosterdiginden degerli bir bulgudur. Omegin kalp kas: kreatin kinaz enzimi
ve kontraktil protein troponinlerin spesifik bir izoformunu, karaciger ve 6zellikle
safra kanali epiteli alkalen fosfataz enziminin 1siya dayamkli izoformunu igerir.
Sistemik dolagimda bu gibi artmug protein diizeyleri bu dokularda irreverzibl

zedelenme ve hiicre 6liimiini yansitir.

Irreverzibl Hiicre Zedelenmesi Mekanizmalari :

Hipoksi igin yukarida tanimlanan olaylar dizisi baglangicindan, letal olarak
zedelenen hiicrenin lizozomal enzimlerle sindirimine kadar bir biitiin gibidir.
frreverzibiliteyi birbirine uyan iki olay tanimlar. Birincisi mitokondriyal fonksiyon

bozuklugunun (oksidatif fosforilasyon ve ATP iiretiminin kayb1) kan akimi ve/veya



oksijenlenmenin saglanmasindan sonra bile geri dondiiriilmesinde yetersizlik ;
Ikincisi membran fonksiyonlarinda ileri derecede bozuklugun gelismesidir. ATP’nin
tilkenmesi baglibagina letal bir olay olsada bulgular tartigmalidir. Morfolojik
degisiklikleri, hatta ATP tlikenmesini deneysel hiicre Oliimiinden ayirmak
miimkiindiir.

Irreverzibl hiicre zedelenmesinin patogenezinde hiicre membran hasarini ana
faktor olarak destekleyen ok sayida kamit vardir. Hacim regiilasyonunun kaybs,
hiicre dist molekiillere kars: permeabilite artig1 ve ultrastriiktiirel olarak gésterilebilen
plazma membran defektleri irreverzibl zedelenmenin erken evrelerinde bile
olusabilir. Membran hasarinin pekc¢ok olasi nedeni vardir ve bunlar zedelenmenin
baz1 sekillerinde rol oynayabilir (Sekil-4). Irreverzibl iskemik zedelenmede membran

hasarinin olasi sebepleri Tablo-I’de Gzetlenmigtir.
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Sekil-4 : Iskemide membran hasar mekanizmalan




I- Membran fosfolipidlerinin ilerleyici kaybi : Iskemik karacigerde, irreverzibl
zedelenmede membran fosfolipidlerinde belirgin azalma vardir. Iskemiye bagh
sitoplazmik kalsiyum artigt ile endojen fosfolipazlarin aktivasyonunun artan
parcalanmaya yol agtifi bir agiklama olabilir. Tlerleyici fosfolipid kaybi, ATP
bagimh re-agilasyonun veya fosfolipid sentezinin azalmasina sekonder olarak da

geligebilir.

II- Hiicre iskeleti anormallikleri : Hiicre igi kalsiyumun artmasiyla aktive olan
proteazlar hiicre ¢atisina zarar verebilir. Hiicre sismesinde, baz1 zedeleyiciler hiicre
membraninin hiicre iskeletinden ayrilmasina neden olarak membranm gerilmeye ve

yirtilmaya duyarl: kilabilir.

III- Toksik oksijen radikalleri :Kismen indirgenmis oksijen tlirevleri oldukg¢a
toksik olup hiicre membranlann ve diger hiicre elemanlarina zarar verir. Bu gibi
oksijen radikalleri iskemik dokularda 6zellikle kan akiminin diizelmesinden sonra
artar. Toksik oksijen tlirevlerinin biiyitk Olglide reperfiizyon sirasinda zedelenme
alanina gelen polimorfoniikleer 16kositler tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir.
Reperfiizyon olmadig: taktirde letal iskemik hiicre zedelenmesi sonug olarak yine
gelisecek fakat toksik oksijen tiirevleri burada muhtemelen rol almayacaktir.

IV- Lipid yvkum iiriinleri : Fosfolipid par¢alanmasi sonucu iskemik hiicrelerde

biriken bu katabolik iiriinler membranlar tizerinde deterjan etkisi yapar.

Ozet olarak, hipoksi oksidatif fosforilasyonu ve dolayistyla hayati ATP
sentezini etkiler ; membran hasari, letal hiicre zedelenmesinin gelisiminden

sorumludur ; kalsiyum hiicre 6limiinde morfolojik degisikliklerin potansiyel aracidir

(5).



Tablo-1 : irreverzibl iskemik Zedelenmede Membran Hasarinin Olas: sebepleri

e Hiicresel ATP tiikenmesi

e Membran fosfolipidlerinin kayb: (Sentez azalmasi ya da pargalanmanin artigi)
e Lipid yrikim iiriinleri (serbest yag asitleri, lizofosfolipidler)

e Toksik oksijen tiirevleri

e Hiicre iskeleti degisiklikleri

e Lizozomlarmn yirtilmasi

II- HUCRE ZEDELENMESINDE SERBEST RADIKALLER

iskemi/Reperflizyon sirasinda serbest radikaller ile 6zellikle de aktive olmus
oksijen tiirevleri ile olusturulan zedelenme, hiicre zedelenmesinin Gnemli bir
mekanizmasidir. Serbest radikal hasari, kimyasal ve radyasyon zedelenmesi, oksijen
ve diger gaz toksisiteleri, hiicresel yaslanma, fagositik hiicrelerle mikroplarin
Oldiiriilmesi, inflamatuvar hasar, makrofajlarin tiimér imhasi ve diger zedeleyici
olaylara katkida bulunur (Sekil-5).

Iltihap
Oksijen toksiditesi
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i Reperfuzyon
\ * anem
10, Aktive oksijen tirevieri

(027, HoO3, OH')

//z : (2] R \’
J -~
/ \/ Hicre \ /
K@ze\delenmesi /
\i,’; ._ZO/

Sekil-5 : Hiicre zedelenmesinde oksijenin kritik rolii
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Serbest radikaller dig yoriingelerinde eslesmemis tek bir elektron bulunan
kimyasal tiirevlerdir. Bu gibi kimyasal maddeler son derece degisken olup kolayca
inorganik ve organik kimyasal maddeler ile reaksiyona girerler. Hiicrelerde olustugu
zaman Ozellikle niikleik asitler ve gesitli membran molekiilleri ile etkileserek onlari
pargalar. Serbest radikaller ayrica otokatalitik reaksiyonlar1 da baglatir. Serbest
radikallerle reaksiyona giren molekiiller sirayla serbest radikallere doniiserek hasar

zincirini ilerletip genisletirler. Serbest radikaller hiicre igerisinde 3 sekilde olusabilir ;

1-) Radyan enerjinin absorbsiyonu ile (ultraviyole 15181, x-1sinlarn gibi).
Ornegin iyonize radyasyon suyu hidroksil (OH) ve hidrojen (H") serbest

radikallerine hidrolize edebilir.

2-) Normal fizyolojik olaylar sirasinda olusan rediiksiyon-oksidasyon (redoks)
reaksiyonlarinda, Ornegin normal solunum siiresince molekiiler oksijen su
olusturmak igin 4 elektronun ilavesiyle birbiri ardina indirgenir. Bu olayda az
miktarda toksik ara tiirevler meydana gelir. Bunlar siiperoksid radikalleri (O75),
hidrojen peroksid (H,0,) ve hidroksili (OH") kapsar. Ayrica baz1 hiicre i¢i ksantin
oksidaz gibi oksidaz enzimleri aktivitelerinin sonucunda dogrudan stiperoksid
radikalleri olusturur (Sekil-6). Bakir ve demir gibi degisimli metallerde hiicre igi baz1
reaksiyonlar sirasinda serbest elektron alip vererek Fenton reaksiyonunda oldugu gibi
serbest radikal olusumunu katalize eder (Fe' + H,0, T—=> Fe""" + OH™ + OH).
Hiicre i¢i serbest demirin ¢ogu ferrik durumda (Fe™™") oldugundan, Fenton
reaksiyonuna katilmak igin ilk olarak ferroz (Fe™) forma indirgenmelidir.
Rediiksiyon siiperoksid iyonu ile yiikseltildiginden demir ve siiperoksidin her ikiside

maksimum oksidatif hiicre zedelenmesi igin gereklidir.

3-) Ekzojen kimyasal maddelerin enzimatik metabolizmalann ile (6rnegin

karbontetrakloriir).

Serbest radikaller aracilifi ile gelisen hiicre zedelenmesinde ozellikle 3

reaksiyon ¢ok 6nemlidir ;

I- Membranlarin lipid peroksidasyonu : Membranda ¢ift bagl poliansatiire
lipidler oksijen tiirevi serbest radikallerin etkisiyle kolayca zedelenir. Lipid-radikal
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etkilesimleri degisken ve reaktif olan peroksidleri olugturarak otokatalitik zincir

reaksiyonlar1 meydana gelir.

II- Deoksiriboniikleik asit (DNA) lezyonlar: : Timin ile serbest radikal
reaksiyonlar1 niikleer ve mitokondriyal DNA’da tek-iplik kirilmalar olusturur. Bu

gibi DNA hasar1 hem hiicre 6liimii hem de hiicrelerin malign degisiminde rol alir.

III- Proteinlerin ¢apraz baglanmas: : Serbest radikaller siilfidril aracili protein
capraz baglar olugturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin
kaybina neden olur. Serbest radikal reaksiyonlarn dogrudan polipeptid

parcalanmasina da yol agabilir.

Serbest radikal olusumu, kimyasal ve radyasyon zedelenmesi yanisira,

solunum, rutin hiicresel aktiviteler ve mikrobiyolojik savunmada da rol alir

Serbest radikallerin degisken tabiatli ve genellikle kendiliginden yok olmasi bir
sanstir. Ornegin siipeoksid, su varliginda hizla oksijen (O,) ve hidrojen perokside
(H,O,) doniisiir. Bu doniiglimiin oram birgok hiicre tipinde bulunan siiperoksid
dismutazlarin (SOD’lar) etkisiyle anlamli bir bigimde arttirilir (Katalize reaksiyon :
20, +2H > H,0,——> 0,). Glutatyon peroksidaz (GSH) gibi enzimler
de hidrojen peroksid (H,O,) yikimim katalize ederek zedelenmeye kars1 koruyucu rol
oynar (H,0, + 2 GSH ——=> 2 H0 + GSHG (glutatyon homodimer)).
Peroksizomlarda bulunan katalaz, hidrojen peroksidin (H,O,) pargalanmasini saglar
(2 Hy0, ——=> 0, + 2 H,0) (Sekil-6). Ayrica, E vitamini ve seriiloplazmin gibi
endojen veya ekzojen antioksidanlar serbest radikal olusumunu engelleyerek yada

olustuklarinda onlar1 yok ederek antioksidan 6zellik gostermektedir (5).
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Sekil-6 : Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tlirevlerinin ve antioksidan
mekanizmalarn  olusumu. O,, endoplazmik retikulum (ER), mitokondriler, plazma
membrani, peroksizomlar ve sitoplazmada bulunan oksidatif enzimlerle sliperokside (O7)
déniisiir. O, siiperoksid dismutaz (SOD) ile H,0,’ye ve daha sonra Cu™/Fe™’in katalizor
oldugu Fenton reaksiyonuyla OH ‘e déniisiir. H,O, peroksizomlarda dogrudan oksidazlardan
da olusabilir. Olugan serbest radikaller lipidleri (peroksidasyon), proteinleri ve DNA’y1
zedeleyebilir. Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre membran biitinliigii bozulur. Siiperoksid
Fe™"’nin Fe™ye rediiksiyonunu katalize ettiginde Fenton reaksiyonu ile OH olusumunu
arttirr (Bkz. Syf. 16). SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz baglhica antioksidan enzimlerdir.
GSH : rediikte glutatyon ; GSSG : okside glutatyon ; NADPH : Nikotinamid adenin
diniikleotid fosfatin indirgenmis sekli.
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I1I- SERBEST OKSIJEN RADIKALLERINE YAKINDAN BAKIS

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis tek bir elektron bulunan
kimyasal tiirevlerdir. Bu durumda radikal ileri derecede reaktiftir ve protein, lipid,
karbonhidrat gibi organik ve inorganik kimyasal maddelerle, 6zellikle hiicrede
niikleik asitler ve membranlar ile tepkimeye girer (5).

Bugiin i¢in serbest oksijen radikalleri yerine daha kapsamli olan ve hem
siiperoksid, hidroksil gibi oksijen igeren radikalleri hem de aslinda radikal olmayan,
ancak reaksiyonlar1 ile oksijen igeren radikallerin olusumuna neden olabilen
peroksid, tek oksijen, ozon, hipoklorik asit gibi molekiilleri i¢ine alan ROS (Reactive
Oxygen Species — Reaktif Oksijen Tiirevleri) terimi daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (6). Baglica ROS’lar Tablo-II’de gosterilmistir.

Tablo-II : Reaktif Oksijen Tirevleri (ROS’lar)

Radikaller Non-Radikaller
e Siiperoksid radikali (O7) e Hidrojen peroksid (H,0;)
e Hidroksil radikali (OH") e Lipid peroksid (LOOH)
e Alkoksil radikali (RO") e Hipoklorik asit (HOCL)
e Peroksil radikali (ROO") e Ozon (03)

Baz1 patolojik siire¢lerde reaksiyonlarin ara kademelerinde ROS’larin agirt
miktarda tretilmesi ya da biyolojik koruyucu mekanizmalarin galigmamasi gibi
durumlarda istenmeyen etkiler ortaya ¢ikmaktadir (7). ROS’lar termodinamik
stabilite kazanmak i¢in yakininda bulunan diger molekiillerde elektron ya da hidrojen
atomlarim serbestlestirmeye c¢aligarak bu molekiilleri aktif radikal haline
getirmektedir. Olugan serbest radikaller, hiicre membram ve hiicre i¢i organelleri
etkilerken hiicre disi kompartmana da gegerek uzak etkiler olusturmaktadir. Bu
noktada ROS’un ¢oziiniirliigii ve diffiizyon hizi 6nem kazanmaktadir. Hidroksil
radikali (OH") ¢ok potent olmasina karsin diffizyon hiz1 yavas oldugundan ancak
olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Oysa hidrojen peroksid (H,0) ¢ok az
potent olmasina karsin plazma ve mitokondriyal membranlar rahatlikla gegerek uzak
etki gosterir (7, 8).
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ROS, viicutta normal biyolojik islemler, oksidatif stres yapan durumlar ve
yaslanma siireci igerisinde olusabilmektedir (9). ROS’un basglica olusum yollar

Tablo-1II’de 6zetlenmigtir.

Tablo-I1II : Reaktif Oksijen Tiirevlerinin (ROS) Olusum Yollar

1- Normal biyolojik islemler
e Oksijenli solunum

e Katabolik ve anabolik islemler

2- Oksidatif stres meydana getiren durumlar
o Iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, entoksikasyon
e Ksenobiyotik maddelerin etkisi ; inhale edilenler, aligkanlik yapan maddeler,
ilaglar
e Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
e Fagositik enflamasyon hiicrelerinden salgilanma
e Uzun siireli metabolik hastaliklar

e Diger nedenler ; sicak soku, giines 151m

3- Yaglanma siireci

ROS’lar dogal oksijenden (O,), Fenton veya Haber-Weis reaksiyonlarindan,
ksantin oksidaz enziminden, katekolaminlerde, nitrik oksid’ten, eikasonoid
metabolizmasindan ya da aktive olmus l6kositlerden ortaya ¢ikabilmektedir (9, 10).

i- Dogal oksijen (02) kaynakl radikaller

Bu radikaller mitokondri kaynakli olup elektron transport zincirinde meydana
gelir (37).
&
a) O, —> 0O,

(Dogal Oksijen)  (Siiperoksid)
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Molekiiler oksijenin bir elektron almis hali siiperoksid radikalidir ve bagka bir
molekiil ile kolayca elektron aligverisine girebilmektedir.
2¢
b) 0, —> |o-o | veya O +1¢ —> |o-o |

(Dogal Oksijen)  (Peroksid) (Stiperoksid) (Peroksid)

Molekiiler oksijen 2 elektron aldiginda olusan molekiil peroksid’dir. Bu
molekiil siiperoksid’den 1 elektron alarak da olusabilir.

c) | o-o| +2H —> HO,

(Peroksid)  (Hidrojen iyonu) (Hidrojen Peroksid)

Siiperoksid radikalinin dismutasyonu ile hidrojen peroksid olugmaktadir.

Aslinda radikal olmayan bu molekiil hidroksil radikalini olusturdugu igin 6nemlidir.

+ H —> OH

(Tek efektronu  (Hidrojen (Hidroksil)
eksik oksijen) iyonu)

d |o

Tek atomu halinde bir elektronu eksik olan oksijen, bir hidrojen iyonu ile

birlesirse en potent serbest radikal olan hidroksil radikali olusur (9, 12, 13).
ii- Fenton ve Haber-Weis reaksiyonlari ile radikal iiretimi

Siiperoksid radikali (O7) en gabuk ve en kolay olusan radikaldir. Aktivitesi
kismen diisiik olmasina karsin diger radikalleri olusturdugu igin dnemlidir. Hidroksil
radikali (OH") olusmas i¢in ortamda demir veya bakir gibi transisyonel metallerin
olmasi gerekir. Transisyonel metal tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlara “Fenton

Reaksiyonu” denilir.

H,0, + Fe —> Fe'" + OH + OH

H,0, + Cu" —> Cu"™ + OH + OH

16



Bu transisyonel metal varlifinda stiperoksid (O7), hidrojen peroksid (H,0O,) ile
tepkimeye girerek hidroksil radikalini (OH") olusturmakta ve buna “Haber-Weis

Reaksiyonu” denilmektedir.
Fe'" + 0, T—=> Fe™ + 0,
Fe" + Hy0, —> Fe™" + OH + OH
H0, + 0, = 0, + OH + OH

Hidroksil radikali (OH’), hiicre i¢inde bulunan tiim molekiiller ile reaksiyona
girebilmekte ve diger serbest radikaller gibi DNA’y, lipidleri, karbonhidratlar1 ve
proteinleri zedeleyebilmektedir (6).

iii- Ksantin Oksidaz aracil radikal iiretimi

Ksantin Oksidaz, endotel hiicresinde Onemli bir serbest radikal kaynag olan
enzimdir. Normal sartlarda, aktif olan ksantin dehidrojenaz enzimi olup, enzimin bu
formu piirin oksidasyonu sirasinda elektron transferi i¢in oksijen yerine nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD") kullanir. Oysa iskemik hiicrelerde ksantin dehidrojenaz
enzimi proteaz aracilifiyla ksantin oksidaza doniigmektedir. Reperfiizyonda ortama
molekiiler oksijen girince, hipoksantin, ksantin oksidaz ile reaksiyona girerek ROS
olusturmaktadir (Sekil-7) (14, 15).

iv- Katekolamin aracili radikal iiretimi

Iskemik bolgede sempatik sinir uglarmdan salinan norepinefrin, monoamino
oksidaz (MAO) enzimi tarafindan yikilirken elektron akseptOrii olarak oksijen
kullanildigx i¢in H>O, ya da OH" radikali yan iiriin olarak olusur. Bu yolla olusan
serbest radikallerin miktarinin ¢ok az oldugu diisiiniiliir (16).
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Sekil-7 : Doku hipoksisi sirasinda ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza

doniisiimii ve reperfiizyondan sonra serbest oksijen radikallerinin iiretimi

v- Eikosonoid metabolizmast ile radikal iiretimi

Aragidonik asitten, 9,11-endoperoksi-15-hidroperoksi prostoglandin (PGG,)
olusumu sirasinda bir miktar ROS olugmakta ve bunlarda lipid peroksidasyonuna yol
acabilmektedir. Lipid peroksidleri ortamda asir1 miktarda biriktiginde siklooksijenaz
yolunu inhibe etmektedir (17, 18).

vi- Nitrik oksid aracili radikal iiretimi

Nitrik oksid (NO) aracili radikal iiretimi iskemi ve sepsis gibi patolojik
durumlarda indiiklenebilir. Nitrik oksid sentetaz (NOS) enzimi aracilifiyla makrofaj
ve hepatosit hiicrelerinden salinan yiiksek miktardaki NO toksiktir. NO, siiperoksid
radikali (O7) ile reaksiyona girerek peroksinitrite (ONOQ") doniisebilir. Ancak NO
bir yandan siiperoksid radikalini temizlerken diger yandan olusan peroksinitrit
(ONOO’) hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baglatarak hiicre hasarina
neden olmaktadir (18).
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vii- Lokosit kokenli radikal iiretimi ve I/R hasarinda lokositlerin rolii

Reperfiizyon hasarina sebep olan ROS’larin bir bagka Onemli kaynagida
polimorfoniikleer (PMN) I16kositlerdir. Reperfiizyon hasar1 sonrasi endotel veya
parankim hiicrelerinden ksantin oksidaz aracihifiyla olusan ROS’larin 16kosit
yapismas: ve aktivasyonuna direkt etkisi yaninda, endotel hiicre membranindaki
fosfolipaz-A;’yi aktive ederek 16kotrien B4 (LTB4) ve trombosit aktive edici faktor
(PAF) gibi giiclii kemotaktik ajanlarin agiga ¢ikmasina yol agar (14).

Metabolik olarak aktive olmug lokositler inflamatuvar reaksiyon yaratarak
hiicre dis1 aralia kemotaktik faktorler salgilarlar. Lokositler yapisir ve hiicrelerin
aralarindan iceriye gogederler. Lokositlerin hiicre membraninda lokalize nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimi antibakteriyel etki igin
gereklidir. Lokosit aktivasyonu ve bu enzimin salgilanmasiyla olugan siiperoksid
radikali organizmanin kendisine zarar verir. Lokositlerden myeloperoksidaz, elastaz,
kollajenaz ve hyaliironidaz gibi enzimlerde salgilanir. Vaskiiler yatakta biriken
16kositlerin mekanik etkisiyle mikrosirkiilasyon bozuklugu artarak iskemi agirlagir.
ROS’larda kapiller gecirgenligi arttirtp 6dem meydana getirir. Boylece artmig
interstisyel doku basinc1 perfiizyonu kétiilestirir (14, 19, 20).

Myeloperoksidaz (MPO), hidrojen peroksid (H,O;) ve kloriirden hipoklorik
asit (HOCL) olusturan reaksiyonu katalize eder. Bu reaksiyondaki H,O,, NADPH
oksidaz enzimiyle a¢iga ¢ikan siiperoksidin (O7) dismutasyonuyla meydana gelir.
Hipoklorik asit (HOCL), HO,’den 100 kat daha reaktif ve oksidandir (14, 20, 21).

I/R hasarinda MPO aktivitesindeki artig 16kosit aktivitesindeki artis1 gosterir.
Bu yiizden MPO diizeyinin Olgiimii I/R’a 16kositlerin katilim derecesini gosterir.
Lokosit birikim ve aktivasyonunun I/R’un bir sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu
sorusu, antintrofil serumla nétrofiller ortamdan uzaklagtirildiginda reperfiizyon
sonras1 gorillen mikrovaskiiler permeabilitedeki artigin tamamen Onlenmesiyle

agiklanir. Yani l16kositler I/R’da sonug degil, hasar nedenlerinden biridir (14, 20, 21).
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Tablo-IV : ROS’larin Tayin Yontemleri

A- Tayin Yontemleri

-Spektrofotometri
-ESR spin tuzak yontemi
-NMR spin tuzak yontemi

-Kemiluminesans

B- Reaksiyon Uriinlerinin Ol¢iimii

-Lipid peroksidasyonu

.Lipid Peroksid (PD) Assay
Tiobarbiturik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Assay, (Malondialdehid ;
MDA Tayini)

-Niikleik asit yikim tiriinleri
C- Inhibit6r Calismalar
-Spesifik: Siiperoksid dismutaz, Katalaz, Glutatyon peroksidaz

-Kismen spesifik: Allopiirinol, Deferoksamin

-Non-spesifik: Mannitol, Dimetil Siilfoksit (DMSO)

A- ROS’larm Tayini

ROS’lar dokuda dogrudan tayin edilebildigi gibi doku ve kanda ROS’larin
olusturdugu iiriinlerde 6l¢iilebilir. ROS’lar yar1 6mrii ok kisa ve kararsiz bilesikler
oldugundan dokuda kantitatif dlglimler zordur. Elektron spin rezonans spektroskopi
(ESR), ROS’larn tayinine olanak veren tek direkt yontemdir. Direkt 6lciim
yontemleri zor oldugundan daha ¢ok reaksiyon iiriinleri 6lgiilmekte veya inhibitor
deneyleri tercih edilmektedir (Tablo-IV). Bu amagla pek ¢ok lipid deriveleri
dlgiilebilir. Dokuda lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak aldehidler (hekzanal,
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malondialdehid (MDA), 4-hidroksinonenal), tiyobarbitiirik asid reaktivitesi, konjuge
diene’ler ve az miktarda olusan etan ve pentan (hidrokarbiler), ayrica
hidroperoksidler ROS dl¢limiinde kullanilir. Bunlar iginde en stk MDA kullanilir.
Tiyobarbitiirik asid yontemiyle MDA tayini MDA nin asidik ortamda tiyobarbitiirik
asidle renk olusturma ilkesine dayamir. ROS tayininde idrarda DNA deriveleri ve
okside iriinler, niikleik asit yikim iirinleri ve glutatyon &lgiilebilir. Inhibitor
deneylerinden siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz spesifik olarak, allopurinol,
deferoksamin mannitol ve DMSO nonspesifik olarak ROS tayininde aragtirilabilir.
Okside antioksidanlarin, oksidatif stresin varligimi g6stermede kullanimina Ornek,

okside glutatyonun total glutatyona oraninin degerlendirilmesiyle yapilir (22, 23, 24).

B- ROS’1arla Miicadele

Organizmalarda oksidan strese karst miicadele asamalart Tablo-V’de

Ozetlenmigtir.

Tablo-V : Oksidatif Strese Karg1 Miicadele Asamalan

e Oksidanlan arttirici etkenleri ortamdan uzaklagtirmak

e Tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 kirmak

e Oksidan salgilayan hiicreleri inaktive etmek

e Artmis oksidanlan etkisizlestirecek antioksidanlar1 kullanmak

Oksidatif strese karsi miicadelede yapilacak ilk i oksidatif stres yapan
etkenleri ortadan kaldirmaktir. Bir sonraki agamada amag tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlar1 kirmaktir. Anstabil ve reaktif ROS’lar hiicre iginde organik ve
inorganik kimyasal maddelerle tepkimeye girer. Ayrica ROS’lar otokatalitik
reaksiyonlar baglatarak, molekiilleri ROS’a doniistiirir. Boylece zincirleme hasar
olusup lezyon bolgesinde ROS miktan toksik diizeye ¢ikmaktadir. Disanidan verilen
antioksidanlarla ROS miktar1 azaltilabilir (25). Ugiincii asamada mediyatérlerle
aktive edilen lokositlerin bolgeye ulagmasi engellenmektedir. Endotel ve parankim
hiicrelerinden salinan ROS’lar 16kosit yapismasi ve aktivasyonunda indirekt rol
oynar (14). ROS’larla miicadelede son asama toksik diizeye ulasan oksidanlan
inaktive edecek antioksidanlan kullanmaktir.
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Antioksidanlar 4 sekilde etki gosterir (Tablo-VII) (20).

1- Oksidanlarla etkilegip onlar tutma ve daha zayif yeni bir molekiile gevirerek
etkisiz hale getirmeye temizleme (scavenging) etkisi denilir. Dogal antioksidanlardan
enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik molekiiller bu etkiyle oksidanlarin

miktarini azaltir.

2~ Oksidanlarla etkilesime girip onlara 1 hidrojen iyonu aktararak aktivitelerini
sondiiren ve inaktif hale getiren molekiillerin etkinligine sondiirme (quenching) etkisi

denilir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin, mannitol bu gekilde etki gosterir.

3- Oksidanlar1 kendilerine baglayarak zincirlerini kiran ve ROS fonksiyonlarini
engelleyen etkinlige zincir kirict (chain breaking) etki denilir. Hemoglobin,

seruloplazmin ve agir metaller bu sekilde etki gosterir.
4- Antioksidan savunma sistemleri etkili olmazsa, onarici enzimler serbest
radikallerin zedeledigi proteinleri pargalar ve DNA’daki serbest radikal hasarim

tamir ederler. Bu etkinlige onarici (repair) etki denilir (26).

Tablo-VI : Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

e Scavenging Etki (Temizleme)

e Quenching Etki (S6ndiirme)

e Chain Breaking Etki (Zincir Kiric)
e Repair Etki (Onanc)

IV- iISKEMI-REPERFUZYON HASARININ PATOFIiZYOLOJISi
A- Giris
I/R hasarmin yiiksek morbidite ve mortalitesi hekimlerin dikkatini doku

nekrozunu 6nlemek ve organ fonksiyonunu yeniden kazandirmak amaciyla iskemik

dokuya kan akimini yeniden saglamaya g¢ekmistir. Fakat son zamanlarda bir miiddet
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iskemi sonrasi kan akiminin yeniden saglanmasi anlamina gelen reperfiizyonun
iskemik organlari daha fazla hiicresel nekroz riskine sokabilecegi ve bdylelikle
fonksiyonun geri donmesini kisitlayabilecegi agik hale gelmistir. Parankimal
hiicrelere letal reperfiizyon hasar1 goriisli evrensel olarak kabul edilmemesine karsin,
mikrovaskiiler yapilarin, &zellikle mikroskopik kan damarlanimi dGseyen endotel
hiicrelerinin, iskemi ve reperfiizyonun (I/R) zararli sonuglarina ¢ok yatkin oldugu
genis c¢apta kabul edilir. Gergekten, pek ¢ok organda I/R’a bagli mikrovaskiiler
disfonksiyon tanimlanmig olup trombolitik tedavi, organ nakli, koroner anjioplasti ve
kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli standart tibbi ve cerrahi miidahaleler sirasinda

rastlanilan potansiyel olarak ciddi bir sorun olarak kabul edilir (1).

/R hasarimin patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyonun erken ve hiz
belirleyici bir faktér oldugunun kabul edilmesi, I/R ile ilgili vaskiiler degisiklikleri
tam olarak karakterize etmeye ve bu patolojik siirecin altinda yatan mekanizmalan
tammlamaya yoOnelik biiyiik bir ¢abaya yol agmustir. Post-iskemik dokuda bu
inflamatuvar reaksiyounun giddeti, reperflizyona karsi verilen hasar yaniti uzak
organlarda da kendini gosterecek kadar biiyiik olabilir (2). I/R’un bu uzak etkileri en
sik olarak akciger ve kardiyovaskiiler sistemde go6zlenir ve herikisinin ii¢iincii
derecede referans yogun bakim {initelerindeki mortalitenin % 30-40’m1 agikladig,
sistemik inflamatuvar yanmit sendromu (SIRS) ve ¢oklu organ disfonksiyon

sendromunun (MODS) gelismesine sebep olabildigi bildirilmektedir (22).

B- I/R’a Lokal Mikrovaskiiler Yanitlar

Kan damarlarinin en icteki ylizeyini doseyen endotel hiicreleri vaskiiler
homestazin temeli olan vital ve dinamik bir yap1 tegkil eder. Bu hiicrelerin gerek
hipoksi (iskemi) gerekse reoksijenizasyonun (reperfiizyon) zararl etkilerine 6zellikle
yatkin oldugu goriiniir. Uzamis hipoksinin membran potansiyelini degistirdigi,
iyonlarin dagilimim bozdugu, intraselliiler voliimi arttirdigi, membran akigkanliFim
azalttifn ve endotel hiicrelerinin hiicre iskeleti organizasyonunu bozdugu bilinir.
Sonug olarak, reperfiizyon sonrasi ilk donemde . siiratle agir endotel hiicre
disfonksiyonu meydana gelir ve belirgin morfolojik hiicre hasari olmaksizin

gelisebilir. Uzamig iskemi sonrasi reperflizyona eslik eden bu morfolojik
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degisiklikler genel olarak hiicre sismesi, pinositik vezikiillerin kaybi, endotel
hiicrelerin alttaki bazal membrandan kalkmasi ve aktive olmus l6kositlerin (baslica
nétrofiller) endotel hiicre ylizeyine yapigmasim (adherence) kapsar. Reperfiizyon
sonras1 erken donemde reaktif oksijen metabolitleri’nin iiretimi artar ve nitrik

oksid’in Giretimi azalir (27).

i- Arteriyoller

I/R sonras1 arteriyollerde endotel hiicre disfonksiyonu baslica kendini
asetilkolin gibi tiim reseptér bagimli vazodilatatorlere karsi bozulmus endotel
bagimli, NO aracih diiz kas gevsemesi seklinde gosterir. Post-iskemik arteriyollerde
endotelden bagimsiz vazodilatatorlere (nitroprusside gibi) kars1 relaksasyonun
korunmasi, bozulmus vaskiiler yanitin arteriyoler diiz kas fonksiyonundaki bir agiga
atfedilemeyecegine isaret eder. Post-iskemik endotel hiicrelerince agin siiperoksid
anyon iretimi arteriyollerin endotel bagmli, NO aracili relaksasyon
gosterememelerini agiklayabilir, ¢linkii siiperoksid dismutaz ve diger antioksidanlar
post-iskemik arteriyollerde bu yanmit1 yeniden diizenleyebilir (28). Genetik olarak
lokosit (CD11/CD18) veya endotel hiicre adezyon molekiillerinden (P-selectin,
ICAM-1) yoksun fareler, yabani tipteki (kontrol) farelerin aksine, /R sonrasi
bozulmus endotel bagimli vazodilatasyon gostermeyip aktive olmus ve yapigmis
16kositlerin reperflizyondan sonra endotel hiicre kékenli NO’i inkative edebilen
baska bir potansiyel olarak 6nemli siiperoksid kaynagim temsil ettigini akla getirir
(29).

ii~ Kapillerler

I/R’a maruz kalan kapillerlerde meydana gelen endotel disfonksiyonu kendini
gerek interstisyuma artan siv1 filtrasyonu gerekse perfiize kapiller sayisinda azalma
seklinde gosterir. Post-iskemik endotel hiicrelerince azalan NO {iretimini uyaran,
bagka agidan normal kapillerlerde NO sentaz’in inhibisyonu, artan kapiller sivi
filtrasyon hiziyla sonuglanip, azalan NO etkisinin I/R’a kars1 kapiller filtrasyon
yamtim agiklayabilecegini akla getirir (30).
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iii- Veniiller

Post-kapiller veniillerde endotel hiicre disfonksiyonu I/R ile ilgili inflamatuvar
yanitlarin gogunu agiklar. Lokosit-endotel hiicre adezyonu, transendoteliyal 16kosit
migrasyonu, trombosit-l6kosit agregasyonu, albumin ekstravazasyonu ve artmis
oksidan tretimi I/R’a kars1 verilen veniiler yamitlarin karakteristik 6zellikleridir.
Normalde post-kapiller veniillerin hemen yanindaki interstisyel bosluklarda bulunan
mast hiicreleri ve makrofajlar da I/R ile aktive olur. Post-iskemik dokularda bu
yardimcr hiicrelerin  aktivasyon {irlinleri tespit edilir ve I/R’a karsi verilen
inflamatuvar yamtlan biyiittiigii, veniller endotelden kisa mesafeye dagildiz
varsayilir (31).

Post-hipoksik endotel hiicre mono tabakalan ve post-iskemik veniil ¢alismalar
I/R sonras1 mikrosirkiilasyonun bu boéliimiinde go6zlemlenen abartili 16kosit
hareketinin gerek endotel hiicrelerinin gerekse 16kositlerin ylizeyinde artan adezyon
molekiil ekspresyonundan kaynaklandigim gosterir (32). P-selectin, post-iskemik
veniillerde 16kosit yuvarlanmasinda dominant reseptdr olarak goriilmekte, fakat
16kositler iizerindeki P,—integrin’ler ile endotel hiicreleri iizerindeki temel olarak
eksprese edilen ICAM-1 arasindaki etkilesim birbirine sikica yapisan I6kositlerin
toplanmasimu  agtklamaktadir (33). Intestinal vaskiiler sistemde P-selectin
ckspresyonu I/R sonrasi hizlica artar (<30 dakika). Bu gozlem, ayrica artan ICAM-1
ekspresyonu, hipoksi-reoksijenizasyona maruz birakilan kiltiire ekilmis endotel
hiicrelerinde yapilan deneylerle dogrulanmistir (32). Bu in vitro caligmalar
reoksijenizasyondan birkag (4-6) saat sonra gozlemlenen notrofil-endotel hiicre
adezyonuna, transkripsiyon bagimli ICAM-1, P- ve E-selectin ekspresyonunun bir
katkisint ortaya koymasmna karsin, bu gozlemleri dogrulamak i¢in in vivo I/R

modellerinden edinilen ¢ok az bilgi mevcuttur.

I/R sonrast mikrovaskiiler sistemin tim béliimlerindeki endotel hiicreleri
oksidan stres yasamakla birlikte, post-kapiller veniilleri ddseyen bu hiicrelerin, bu
yamtin en agr yikiinii tagidigi goriiniir. Oksidan yiikiine bu yogun maruziyet
muhtemelen post-iskemik veniillerde iki oksijen radikali {iretim kaynag: olmasindan
kaynaklanir, endotel hiicreleri ve 16kositler gibi (33). Onemli bir endotel hiicre
kokenli siiperoksid ve hidrojen peroksid kaynag: ksantin oksidaz enzimidir. Pekgok
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vaskiiler yataktaki endotel hiicreleri ksantin oksidaz’dan zengindir. iskemi sirasinda
hipoksantin birikimi , oksijen reperflizyon esnasinda kan damarina tekrar
verildiginde enzim tarafindan siiperoksid ve hidrojen peroksid iiretim patlamasina
imkan verir (34). Bu oksidan tiretim mekanizmasi allopiirinol gibi ksantin oksidaz
inhibitériiyle 6n isleme tabi tutulan post-hipoksik kiiltiire ekilmis endotel hiicre mono
tabakalarinda ve post-iskemik veniillerde hafifletilmis oksidan stresi tanimlayan
caligmalarla desteklenmektedir. Ksantin oksidaz’in reperfiizyondan birka¢ dakika
sonra veniillerde ortaya ¢ikan ilk oksidan strese katkida bulundufu goriinse de,
yapisik l0kositlerin bundan sonra meydana gelen ¢ok daha biiyiikk oksidan stresi
acgikladig goriiniir (33).

Belki I/R’a karsi en genis ¢apli incelenen veniil yamti artan vaskiiler
permeabilitedir. Endoteliyal bariyerin kisitlayic1 6zelliklerinde bir azalmay: yansitan
bu yanit, post-kapiller veniillerde intravital mikroskopik FITC-albumin
ekstravazasyon Olglimleriyle ve tiim organda radyo-igaretli albumin birikim
hesaplamalar1 kullanarak veya plasma proteininin ozmotik akis katsayisinda bir
azalmayla tespit edilmistir (34). Veniiler permeabilitede I/R’a bagh artis post-
iskemik veniillerde meydana gelen diger inflamatuvar olaylara (oksidan stres,
16kosit-endotel hiicre adezyonu) baglanmistir. Ya endotel hiicrelerince oksidan
iiretimini (siiperoksid dismutaz gibi) ya da/ve lokositlerin vaskiiler endotele
adezyounu (ICAM-1 spesifik antikor gibi) hedef alan ajanlar genellikle
mikrovaskiiler permeabilitede I/R’a bagh artist azaltmada etkilidir (34). Mezenterik
veniillerdeki galigmalar veniillerdeki 16kositlerin sikigmasinin I/R’a bagli endotel
bariyer disfonksiyonunun hiz kisitlayici fakt6rii oldugunu gosterir (35). Post-iskemik
veniillerde albumin kagaginin biyiikligi ile yapisik ve gé¢ eden 16kosit sayisi
arasinda biiyiik bir iligki oldugu ve etkili bir bigimde 16kosit yapigmasini/go¢iinii
azaltan, adezyon molekiiliinii hedef alan antikorlarin I/R’a bagli albumin kagag
tizerine azaltic1 bir etki gosterdigi de bildirilmistir (36).

NO’in etkisini, I/R sonras1 veniillerde (ve diger vaskiiler kompartmanlarda)
gbzlemlenen inflamatuvar yamtlarin 6nemli bir faktorii olarak gosteren bir dizi
kanutlar vardir. Bunlar 1-) post-iskemik dokularda Ca** bagimli NO sentaz izoform
aktivitesinde bir azalma, buna karsilik vendéz kanda nitrat/nitrit diizeylerinde bir

digis ; 2-) NO sentaz inhibitorlerinin normalde I/R’un meydana getirdigi
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mikrovaskiiler (ve perimikrovaskiiler) degisikliklerin ¢ogunu taklit edebilmesi,
Oregin 10kosit yapismasi ve gocii, trombosit-lokosit agregasyonu, mast hiicre
degraniilasyonu ve artan albumin kagag ; ve 3-) post-iskemik dokularda, doku NO
diizeylerini yeniden arttiran, NO salici bilesiklerin yapabilecegi, I/R’a baglh
mikrovaskiiler disfonksiyona karg1 korumay1 kapsar.

iv- Reperfiizyona Bagh Mikrovaskiiler Disfonksiyonda Nitrik Oksid-

Siiperoksid Imbalans Teorisi

I/R’a bagli mikrovaskiiler disfonksiyon ¢aligmalarindan ¢ikan verilerin
pekcogu degisen endotel bagimli yanitlarda katilimer olarak gerek siiperoksid
gerekse NO’in roliiyle tutarlidir (27). Gergekten, mevcut veriler I/R’un endotel
hiicrelerinde NO ile siiperoksid arasindaki dengeyi degistirerek hem arteriyollerde
bozulmus endotel bagimli vazodilatasyonu hemde veniillerde akut inflamatuvar
yanita sebep oldugunu ileri siirer. Hakim olan goriis, normal sartlar altinda, NO
akisinin siiperoksid iiretim hizim ¢ok fazla gegmesidir. Bu NO’e 1-) etkili bir
bigimde digiik intraselliiler siiperoksid diizeylerini temizlemeye ; 2-) diiz kasda
guanilat siklaz aracilifiyla arteriyoler tonusu diisiirmeye ; 3-) trombosit agregasyonu
ve trombiis formasyonunu onlemeye ; ve 4-) lokositler ile endotel hiicre yiizeyi
arasinda adeziv etkilesimleri en aza indirgemeye olanak tamir. Bununla birlikte,
iskemik dokularin reperfiizyonundan sonra dakikalar igerisinde NO ile siiperoksid
arasindaki denge siiperoksid lehine dogru egilir. Bu dengesizlik endotel hiicrelerince
(ve yapisik lokositlerce) stiperoksid iiretiminde gok biiyiik bir artisa ve buna karsilik
endoteliyal NO sentaz’a bagli NO sentezinde bir diisiise yol agar. Endotel
hiicrelerince iiretilen ¢ok diisiik seviyelerdeki NO, bol miktardaki siiperoksid ile
reaksiyona girerek geride kan hiicresi ile endotel hiicresi arasindaki etkilegimleri
engel olacak veya optimum doku kan akimim siirdiirecek ¢ok az biyoaktif NO
birakir veya hi¢ birakmaz. Ayrica, belirli endojen vazodilatatorler (asetilkolin) kendi
endotel reseptorleri ile etkilesime girdiginde ikinci mesajci olarak iglev gérecek NO

olmadig i¢in endotel bagimli vazodilatasyon tehlikeye girer.
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Sekil-8 : iskemi ve reperfiizyona maruz kalan post-kapiller veniillerde goriilen
inflamatuvar yamtlan agiklayan endotel bagimli mekanizmalar. Iskemi-reperfiizyon, ksantin
oksidaz enzimi tarafindan artan bir stiperoksid (O, ) ve hidrojen peroksid (H,O, ) iiretimine,
buna karsilik endoteliyal NO sentaz (eNOS) tarafindan nitrik oksid (NO) iiretiminde bir
diigiise sebep olur. Artan oksidan iretimi, komplemanin aktivasyon ve birikimi ve fosfolipaz
A, aracili LTB, ve PAF iiretimiyle sonuglanir. Oksidanlar, 16kosit yuvarlanma reseptoriinii
endotel hiicrelerindeki 6n gekillendirme havuzundan (Weibel-Palade cisimcikleri) harekete
gecirerek ilk P-selectin ekspresyonuna da aracilik eder. B,. integrin’lerin (CD11/CD18)
aracilik ettigi 16kositlerin siki adezyonuna aktive olmus kompleman, LTB4 ve PAF’ in
yuvarlanan lokositler iizerindeki reseptorleriyle birlesmesi sebep olur. Endotel hiicreleri
iizerinde 16kositlerin siirekli yuvarlanmas: ve adezyonu, E-selectin ve ICAM-1 gibi oksidan
bagimli endotel hiicre adezyon molekiillerinin senteziyle saglanir. Ya endotel hiicreleri ya da
156kositlerden salinan oksidanlar, bu adezyon molekiilleri igin genelere baglanan spesifik
niikleer transkripsiyon faktorlerini (NFxB gibi) aktive ederek bu biyosentetik yaniti meydana
getirir. Iskemi-reperfiizyona karsi verilen inflamatuvar yamtlar, normalde post-kapiller
veniillerin yakin komsulugunda bulunan mast hiicreleri ve makrofajlardan salinan

mediyatorlerce biiyiitiiliir.
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I/R sonrast NO yoklugunda meydana gelen siiperoksid birikimi artan bir
hidrojen peroksid (siiperoksid, NO ile siiperoksid dismutasyon hizindan ¢ok daha
hizl reaksiyona girer) iiretimine imkan verir. ki reaktif oksijen metaboliti (O, ve
H,0; ) veniillerde 1-) fosfolipaz aktivasyonu araciifiyla trombosit aktive edici
faktoriin iiretimine yol agarak ; 2-) komplemanin aktivasyonuna ve endotel hiicre
yiizeyinde birikimine yardimei olarak ; 3-) depolanmis P-selectin havuzunu 16kosit
yuvarlanmasina aracihik ettigi endotel hiicre yiizeyine gondererek siiratle
inflamatuvar yamti baglatabilir veya abartabilir. Reaktif oksijen metabolitleri, E-
selectin  (10kosit yuvarlanmasim siirdiiriir) ve ICAM-1 (I6kositlerin sikica
yapismasin1 ve go¢ etmesini siirdiiriir) gibi adezyon molekiillerini kodlayan genleri
aktive ederek reperflizyondan birkag saat sonra meydana gelen 16kosit-endotel hiicre
adezyonunu siirdirmeye de yardimci olur. Spesifik endotel hiicre adezyon
molekiillerinin genleri igin oksidan bagimli genlerin aktivasyonuna, sirasiyla oksidan
stres ile aktive edilen NFxB ve AP-1 gibi niikleer transkripsiyon faktorleri aracilik
eder. Endotel hiicre adezyon molekiillerinin transkripsiyon bagimli sentezi, /R’un
sebep oldugu inflamatuvar yamtlarin, reperfiizyon ve NO-siiperoksid imbalansinin

baslangicindan birkag saat sonra meydana gelebilecegini kesinlestirir (Sekil-8).
C- I/R Sonrasi Uzak Organ Hasan

Doku reperfiizyonunun yikici bir sonucu, ilk iskemik hasara katilmayan
organlarda hasarin geligmesidir. Bugiin bilindigi gibi, multipl organ disfonksiyon
sendromu (MODS), agir hastalarda baglica 6liim sebebidir.

MODS ile sonuglanan hasarlar gesitli olmakla birlikte yogun splanknik
vazokonstriiksiyon ve goreceli mezenterik iskemi ile iliskili olabilir. Bu yogun
splanknik vazokonstriiksiyon ger¢ekten MODS un patogenezine katkida bulunabilir,
¢linkii kisa siirelerde enterik iskemi bile intestinal mukozal bariyer biitiinliigiiniin
kayb1 ve intestinal limenden mezenterik lenf nodlarina ve portal kana enterik flora
veya lipopolisakkarid’in (LPS) hareketi veya ‘translokasyonu’ ile iliskilidir. Enterik
makrofajlarin bu bakteriyel iriinlerce uyarilmasi veya reperflizyon sirasinda
dolasima saliverilen diger mediyatorler hemen hemen her organda makrofaj
aktivasyonuna ve vaskiiler endoteli aktive edebilen inflamatuvar sitokinlerin

(TNFa gibi) iiretimine sebep olabilir. Ustelik, reperfiizyonun bir sonucu olarak
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salinan inflamatuvar mediyatorler dolasan 16kositleri ve vaskiiler endotel hiicrelerini
aktive edebilir, adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirabilir ve pekgok vaskiiler
yatakta nétrofil-endotel hiicre etkilesimlerine yardimci olabilir.

i- Organ Sistemi Tutulumu

MODS ile iligkili akciger hasari, akut akciger hasar1 (ALI) denilen hafif
disfonksiyondan agir solunum yetmezligi veya akut respiratuvar distres sendromuna
(ARDS) kadar degisen bir dizi akciger hasarini temsil eder. ARDS ve MODS ile
iligkili akciger hasarinin ayirt edici 6zelligi pulmoner mikrovaskiiler permeabilitede
ve nétrofilden zengin alveolar sivi birikiminde artigtir. Solunum yetmezliginin
ardindan hepatik, renal ve gastrointestinal disfonksiyon, ayrica santral sinir sistemi
tutulumu ve myokard yetmezligi gelir. Diffuz organ sistem tutulumuna ek olarak,
MODS, koagiilasyon kaskad1 ve immun sistemde disfonksiyon ile karakterize olup
tromboz, dissemine intreavaskiiler koagiilasyon ve immun yetmezlik ile sonuglanir
3.

ii- Reperfiizyona Bagh MODS

I/R’a baglh lokal organ disfonksiyonunu agiklayacak birka¢ mekanizma
Onerilmistir ; fakat reaktif oksijen tiirevleri ve inflamatuvar 16kositlerin roliine ¢ok
ilgi odaklamigtir. Sagirtic1 olmayan bir bigimde, oksidanlar ve aktive olmug 16kositler

I/R’a bagl uzak organ hasarinin mediyatorleri olarak da gosterilir.

iii- Ksantin Oksidaz

Ksantin oksidazin genis endoteliyal lokalizasyonu ve bu enzimin siiperoksid
(07°) ve HyO, liretme kapasitesi goz Onilinde bulundurulursa, ksantin oksidaza I/R’a
bagli uzak organ hasarina katkida bulunan bir faktor olarak ¢ok ilgi gosterilmistir.
Plazma ksantin oksidaz aktivitesi aortik okliizyon-reperfiizyon, ayrica hepatik veya
intestinal I/R’u takiben hizla artar (38, 39, 40). Bu artis uzak pulmoner, hepatik ve
myokardiyal hasar ile iligkilidir. Ksantin oksidaz inhibisyonunun uzak akciger ve
karaciger disfonksiyonunu azaltmasi ksantin oksidaz veya iirlinlerinin reperfiizyona
bagli uzak organ hasarina katkida bulunabildigini gosterir (38, 40, 41).
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Ksantin oksidaz kokenli oksidanlar, primer iskemik hasar bolgesinden baska
organlarda inflamatuvar 16kositlerin toplanmasina sebep olan kemotaktik faktorler de
iiretebilir. Plazmanin ksantin oksidaz kékenli O,  ’ye maruziyeti hem in vitro hem in
vivo kemotaktik faktorler meydana getirir (42). Ustelik, ya uzamis intestinal I/R’a
yanit olarak iiretilen dolasan ksantin oksidaz’in ya da piirifiye edilmis ksantin
oksidaz’n akcigerde inflamatuvar 16kositlerin birikimine sebep oldugu bildirilmistir
(38). Bu veriler ksantin oksidaz’in kemotaktik fonksiyonunu destekleyip ksantin
oksidaz kokenli oksidanlar veya kemotaktik maddelerin intravaskiiler {iretiminin
pekgok organda inflamatuvar 16kositlerin sikismasim diizenleyebilecegi konusunda

bir mekanizma ileri siirer.

iv- Lokositler

Nétrofillerin, O,” ve H,O; iirettigi ve HyO, ve kloriir iyonlarindan hipoklorik
asid olusumunu katalizleyen myeloperoksidaz salgiladig: bilinmektedir (34). Aktive
olmus nétrofiller, neredeyse tim endoteliyal bazal membran bilesenlerini ayrica
endoteliyal bariyer fonksiyonunu siirdiiren bileske proteinlerini parcalayabilen giiclii
proteaz’lar da iiretir. Iskemik dokularla kargilasmus 16kositler reperfiizyonu takiben
aktive olmus bir halde tekrar sistemik dolagima girebilir. Bu aktive olmus nétrofiller

I/R’a bagl uzak organ hasarimin mediyatorleri olarak gosterilmistir.

Notrofil yapigmasini O6nlemenin I/R’a bagh uzak organ hasarim azaltmasi
MODS’da nétrofil aktivasyonunun 6énemli bir rolii oldugu konusuna kuvvetli destek
verir. Bu gozlem, uzak organ hasarim baslatmak icin reperfiizyonun dolasan
16kositleri aktive etmesi ve bunlarin uzak boélgelerde yapismasina sebep olmasi
gerektigini ileri siirer. Gergekten, aortik reperflizyonu takiben alinan plazmamn
notrofil adezyonu ve aktivasyonuna yol a¢tig bildirilmistir. Ustelik, SIRS’ta oldugu
belgelenmis hastalardan alinan nétrofiller artmis oksidan {iretimi ve CDI11b
ekspresyonu gosterir. Sonunda, aortu ¢apraz bi¢imde klemplemenin bir sonucu
olarak meydana gelen uzamis visseral iskemi yalmz nétrofil aktivasyonu ve adezyon
molekiil ekspresyonu ile sonuglanmaz aym zamanda ¢oklu organ yetmezligine bagh
artan mortaliteyle de sonuglanir (43). Bu sonuglar doku iskemisinin yalmz I6kosit
aktivasyonu ve adezyon molekiil ekspresyonuna yol agmadigin1 aym zamanda uzak

bolgeleri vaskiiler hasara daha duyarl kildigim da ileri siirer.
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Pekgok bolgede reperfliizyona bagli 10kosit sikigmasi en azindan kismen
endote]l hiicre adezyon molekiillerinin (ECAM’lar) ekspresyonuyla diizenlenebilir.
Aorta ¢apraz bigimde klemp koyduktan sonra alinan plazma endoteliyal ICAM-1
ekspresyonunu baslatir ve hepatik I/R ICAM-1’in yalmz karacigerde degil aym
zamanda uzak organlarda da ekspresyon artisina (up-regulation) sebep olur. Bu
yuzden, post-iskemik dokulardan inflamatuvar mediyatorlerin iiretimi vé salinim
hem lokal olarak hem de uzak bolgelerde ECAM ekspresyonuna yol agip bdylece
nétrofil-endotel hiicre adezyonunu ve nétrofil aracili vaskiiler ve doku hasarim

kolaylagtirir.
v- Inflamatuvar Mediyatorier

Post-iskemik dokular dolasan nétrofilleri aktive edebilen ve/veya g¢ekebilen
inflamatuvar mediyatorler iretir. /R’un bu inflamatuvar mediyatorlerin sistemik
salimmina sebep olup bdylece nétrofil aktivasyonuna destek oldugu, yaygin 16kosit
ve endotel adezyon molekiil ekspresyonuna yol agtigi ve lokosit-endotel hiicre
etkilesimi i¢in firsatlan arttirdify olasthgim destekleyen ¢ok sayida kamit vardir.
Ornek olarak, hemorajik sok sonrasi alinan mezenterik lenf, endotel hiicrelerine
sitotoksik olan ve nétrofil aracili endotel hasar1 siddetlendiren notrofil O, tiretimini
arttirir, oysa aorta ¢apraz bigimde klemp koyduktan sonra alinan plazma hem nétrofil
hem de endotel adezyon molekiil ekspresyona yol agar. Ayrica, Barry ve arkadaslari,
aorta ¢apraz bigimde klemp koyduktan sonra hem TNFa hem de tromboksan B, *nin
sistemik  dolasima salindifim  ve bu mediyatérlerin  artmig  plazma
konsatrasyonlarinin pulmoner vaskiiler disfonksiyon ile iligkili oldugunu goéstermistir
(44). Boylece, bir organin I/R’u inflamatuvar mediyatdrlerin sistemik etkisini artirip
hem 16kosit aktivasyonuna hem de uzak organlarda nétrofil ve ECAM ekspresyonu
ve vaskiiler disfonksiyona yol acar (Sekil-9).

Tespit edilebilir bir enfeksiyon kaynagi olan septik hasta ile sistemik
inflamasyon ve MODS’da olan hastalar arasindaki benzerlikler, MODS’lu hastalarda
enfeksiyona yonelik ampirik bir aragtirmanin 1980 Oncesi kabul edilebilir klinik
uygulama olacak kadar dikkat gekicidir. Bununla beraber, MODS’lu travma

hastalarinin sadece % 30’unda tespit edilebilir bir infeksiyon kaynag1 oldugunun ve
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MODS’1u hastalarda infeksiyon eredikasyonunun progresif organ yetmezligini geri
dondiirmeye yeterli olmadifimin anlagilmas: sistemik inflamatuvar yamt ile
infeksiyon arasindaki iligkinin sorgulanmasina sebep oldu. Bu gozlemler
aragtirmacilari, hem septik hem de sistemik inflamatuvar yamita sebep olabilen

endojen mediyatdrleri de arastirmaya sevketti.

LOKALIZE ISKEMI/REPERFUZYON HASARI
VEYA SIRKULATUVAR KOLLAPS

SISTEMIK MEDIYATOR SALINIMI

PAF, Caa, LTE, Sitokinler, Enterik LPS

NOTROFIL AKTIVASYONU VE

1Y ENDOTELIYAL
EZYON MOLEKULU EKSPRESYONU e O

MOLEKULU EKSPRESYONU

0, H,0, CO11/CDI8 ICAM-1, P-selectin

NOTROFIL-ENDOTEL HUCRE ADEZYONUJ

y ___

NOTROFIL ARACILI UZAK ORGANDA
ASKULER DISFONKSIYON VE DOKU HASARIT

Sekil-9 : Ik, lokalize iskemi-reperfiizzyon olaymi takiben uzak organ hasan
gelismesinin altinda yatan mekanizmalarin gematik drnegi. I/R inflmatuvar mediyatdrlerin
sistemik etkisini arttirarak hem l6kosit aktivasyonuna hem de nétrofil ve endotel hiicre

adezyon molekiil ekspresyonu ve vaskiiler disfonksiyona yol agar.

Hayvanlarda ve goniillii insanlarda TNFo’nin verilmesi sepsis ve MODS’un
klinik belirtilerini meydana getirmesi nedeniyle, bu sitokin dogrudan sistemik
inflamasyon ve MODS’u baglatabilen inflamatuvar bir mediyat6r olarak kabul edilir.
Kanitlar, I/R’un baglattig1 sistemik inflamatuvar yanitta TNFo’nin bir rolii oldugunu
da destekler. I/R, sistemik TNFa salinmmina yol agarak akcigerde ndtrofil
toplanmasina ve hasara sebep olur. Ayrica, TNFa antiserumu hepatik I/R’a bagh
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pulmoner kapiller kagag azaltir. Colletti, hepatik kékenli TNFa’nin akcigerde
epiteliyal nétrofil aktive edici protein (ENA) iiretimine yol agarak akciger hasarim
kolaylastirdigim ileri siirmiistiir, ¢linkii ENA antiserumu karaciger iskemisi sonrasi
akciger hasar1 ve ndtrofil retansiyonunu engelleme acisindan TNFo antiserumu
kadar etkilidir (11). Bu yiizden, post-iskemik bir organdan salinan TNFa’nin uzak
bolgelerde inflmatuvar mediyatorlerin iretimine sebep olup bu uzak organlarda artan

notrofil sikigmasi ve nétrofil aracili hasara zemin hazirlayabildigi gériiniir.

Cesitli organlardaki reperfiizyon, kompleman kaskadim aktive ederek
mikrovaskiiler sistemde yaygin bi¢imde kompleman fragmanlar1 birikimine yol agar.
Kompleman aktivasyon iiriinleri yalnmiz 16kositler igin kemotaktik olmayip ayni
zamanda nétrofil aktivasyonu, oksidan iiretimi ve adezyon molekiil ekspresyonuna
da sebep olur. Ayrica, kompleman aktivasyonunu ¢dziilebilir kompleman reseptor 1
(sCR1) kullanarak engelleme, Cs,’nin immunndtralizasyonu veya genetik olarak
Cs‘den yoksun fareler gesitli deneysel I/R’a bagh uzak organ hasart modellerinde
inflmasyona bagli vaskiiler hasar1 6nler. Bu bildiriler, I/R aracili 16kosit sikigmasi ve
vaskiiler disfonksiyonda kompleman aktivasyon iiriinlerinin bir rolii oldugunu

destekler.

NO’in tiikenmesi ve/veya inaktivasyonu da I/R’a baglh uzak organ hasarinin
patogenezinde katkida bulunan bir faktdr olarak goriilmiistiir. NO {iretiminin
deneysel inhibisyonu, hepatik I/R ve endotoksin verilmesini takiben akcigerde
sliperoksid {iretimini ve hasan arttirir, oysa NO vericileri humoral inflamatuvar
mediyatorlerin birikimini azaltir, endotel hiicre disfonksiyonunu azaltir ve splanknik
arter okliizyonu sonrasi kisa vadede sagkalimi arttinir. Bu yiizden I/R’u takiben
azalan NO vanhgi, nétrofil-endotel hiicre etkilesimlerini kolaylastirarak ve uzak
organlarda oksidatif stres baglatarak MODS’un patogenezine katkida bulunabilir
(45).

Deneysel ve klinik g¢aligmalar PAF’in MODS’daki organ disfonksiyonunda
major endojen mediyator olabilecegini ileri siirer, ¢iinklii sok sonrasi biyolojik
stvilarda ve /R sonras1 plazmada bu fosfolipidin diizeyleri yiikselir. Ustelik, PAF
verilmesi MODS’da gbzlenen kardiyak depresyon, hipotansiyon, artmig vaskiiler
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permeabilite ve trombosit agregasyonunu taklit eder. PAF’in hem intestinal I/R’a
bagli hem de ARDS’deki nétrofil aktivasyonu, adezyonu ve 16kosit aracili hasara
katkida bulundugu bilinmektedir. Kiimiilatif olarak, PAF’1n bu etkileri multipl organ
iskemisi veya yetmezligini baglatabilir veya siirdiirebilir. PAF reseptor
antagonistlerinin intestinal I/R’u takiben myokard: deprese edici faktOriin ve
TNFo’nmn salinimim bloke ettigi ve organ sistem hasarim azaltti§n ve hemorajik ve
travmatik sokta sagkalim arttirdigy gozlemiyle PAF’in MODS’da rol oynadif
konusunda dogrudan kanitlar sunulur. Bu sonuglar, reperflizyon ve sirkiilatuvar
kollapsin baglattig: sistemik inflamatuvar kaskad icerisinde PAF’1n 6nde gelen bir rol

oynayabilecegini ileri siirer.

V- TEMPOL

Tempol (4 — hidroksi - 2, 2, 6, 6 — tetrametilpiperidin — N - oksil), elektron spin
rezonans spektroskopide genis ¢apta kullanilan spin label Tempo’nun suda ¢dziinen
bir analogudur. Spin label, mikroskopik gevresine ilgi duyan ve spin label’in elektron
spin rezonans (ESR) spektrumuyla agiga c¢ikarilan molekiiler bir yapmin bir
pargasina bagli stabil bir paramanyetik gruptur (genellikle bir nitril radikali).
Tempol, biyolojik membranlan gecen diigiik molekiiler agirlikli (molekiiler agirligy,
172 Dalton) stabil bir piperidin nitroksid’tir (Sekil-10) (3).

Gn

Sekil-10 : Tempol’iin kimyasal yapisi
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A-) Tempol’iin Etki Mekanizmasi

Biyolojik membranlan gegemeyen rekombinant siiperoksid dismutazin (SOD)

aksine, Tempol biyolojik membranlar gegip sitozolde birikir (46).

i- Tempol ile ROS lar Arasindaki Etkilesimler:

Tempol ve diger stabil nitroksidlerin SOD taklitgileri mi oldugu yoksa
siiperoksid anyonlarinin temizleyicileri olarak mu islev gordiigii konusunda bazi
tartigmalar vardir (47,48) . Kesin etki mekanizmasina bakmaksizin, Tempol’iin
stiperoksid anyonlarinin etkilerini in vitro azalttigimi belgeleyen pekgok galigma
vardir (49-52). Tempol’iin Fenton reaksiyonunda hiicre i¢i ferr6z demir seviyelerini
diisiirerek meydana gelen hidroksil radikallerinin olusumunu azalttigi da ileri
stirlilmiistiir. Son zamanlarda, Tempol’lin, sigan kalp myoblastlarinda H>O,’e bagh
mitokondriyal solunumda bozulmay: konsantrasyon bagimli bir gekilde azalttig
gosterilmistir (53). Bu hiicrelerde H,05’e bagh mitokondriyal solunumdaki azalmaya
hidroksil radikallerinin iiretimi aracilik eder ve herhangi peroksinitrit olusumundan
bagimsizdir. Tempol’lin yararli etkilerinin pek¢ogunun bu ajanin hidroksil
radikallerini temizleyebilmesine baghi oldugu hipotezi asagidaki bulgularla
desteklenir. Tempol, kontraktilitedeki bozulmay: da azaltir ve hemen izole edilmis
sigan kardiyak myozitlerinde H>O,’e bagh laktat dehidrojenaz salimmini da azaltir
ve bu hasar deferoksamin ile azaltilir (49). Tavsanin lens epitel hiicrelerinde H,O;’e
bagh hiicre hasari deferoksamin ile azaltillir. Tempol, siiperoksid anyonlarin ve
hidroksil radikallerin iiretimine sekonder olan, adriyamisinin kardiyotoksik etkilerini
azaltir (46). Tempol gibi, Tempo da (1 mM) genis ¢apta myokardiyal iskemi ve
reperflizyona tabi tutulan sigan kalplerinde hidroksil radikallerinin (2,5-
dihidrobenzoik asit olugumu olarak Ol¢iilen) olusumunu ve laktat dehidrojenaz
salimmim azaltir. 1999°da, bu nedenle Tempol’in koruyucu etkilerinin, bu stabil
nitroksid radikalin hiicre i¢i siiperoksid anyonlarinin 6zellikle hidroksil radikallerinin

temizleyicisi olarak iglev gorebilmesine bagli oldugu ileri siirlilmiistiir (53).
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ii- Tempol ile Peroksinitrit Arasindaki Etkilegsimler:

Tempol gibi nitroksidler, siiperoksid ile reaksiyona girebilmesiyle gosterildigi
lizere, biyolojik sistemlerde analogu hidroksilamin anyonu ve oksamonyum katyonu
olan redoks reaksiyonlar1 gegirip H,O, ve molekiiler oksijen olugumuna yol agabilir.
Tempol, ¢ok fazla molar peroksinitrit varliginda fenolik bilesiklerin peroksinitrit
aracili nitrasyonunu inhibe edip bu katalitik benzeri bir mekanizmay: disiindiiriir. Bu
deneylerde Tempol pH 6.5-8.5 arasinda peroksinitrit aracili nitrasyonu inhibe
etmistir. Bu inhibisyon nitrasyona 6zgii olup hidroksilasyona etkisi olmamigtir.
Peroksinitrit aracili nitrasyonun inhibisyonundan sonra Tempol degismeden
reaksiyon kangimlarindan ¢ikanlmistir. Ayrica, Tempol feokromositoma (PC-12)
hiicrelerini peroksinitrit {ireten bir bilesik olan 3-morfolinozidnonimin’e (SIN-1)
bagh oliimden korumada etkilidir. Tempol’iin peroksinitrit ile etkilesiminin kesin
mekanizmasi belli degildir ; fakat bu reaksiyonda ara kademenin nitrojen dioksit
radikali-Tempo! kompleksi olabilecegi ileri siiriiliir. Bu kompleks ya nitrit ya da
nitrat olusturmak lizere suyla reaksiyona girebilir ya da nitrofenol veya nitrozofenol
iriinleri olusturmak ve tekrar nitroksid meydana getirmek iizere fenol radikaliyle
reaksiyona girebilir (54).

iii- Tempol ve DNA Hasaru :

ROS ve peroksinitrit DNA zincir kirilmalarina sebep olabilir ve bu etki Tempol
ile ortadan kaldirilir. Omnegin aktive olmus miirin nétrofilleri hedef plazmasitom
hiicresinde (RIMPC 2394) DNA zincir kiriklarina neden olur. Bu hedef hiicrelerde
aktive olmus notrofillere baglh DNA hasari, konsantrasyona bagl: bir sekilde Tempol
ile azaltilir. Bununla birlikte, Tempol aktive olmug nétrofillerden H,O> olusumunu
azaltmaz. Tavsan goziinin (lens) x-1ginlarina maruz kalmas: katarakt olusumuna
(yarik lamba muayenesiyle belirlenen) ve DNA zincir kiriklarina sebep olur. Tempol
verilmesi humor akoz sivisinda Tempol birikimine yol agar ve DNA zincir kiriklarini

onler ve katarakt olugum derecesini azaltir (55).
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iv- Tempol ve PARP :

DNA’daki zincir kiriklari, her yerde bulunan kromatine bagli PARP
(poli(adenozin 5' - difosfat riboz) sentetaz, PARS ; E.C.2.4.2.30 olarak da bilinen)
enziminin aktivasyonuna sebep olur. PARP’in aktivasyonu, adenozin 5'-difosfat
(ADP)-riboz pargaciklarinin nikotinamid adenin diniikleotid’den histonlar ve
PARP’in (otomodifikasyon bolgesi) kendisi gibi gesitli niikleer proteinlere kadar
olan transferini katalizler. Siirekli ve asirt PARP aktivasyonu, niikleer proteinlerde
uzamig ADP-riboz zincirleri (PAR zincirleri) meydana getirir ve hiicre igi
nikotinamid adenin diniikleotidde ve sonradan, eninde sonunda hiicre 6liimiine sebep
olabilen adenozin trifosfatta biiylik bir eksilmeye sebep olur. Kiiltiire ekilmis
hiicrelerde stiperoksid anyonlani, H,O, veya hidroksil radikalleri gibi radikaller
DNA’da zincir kiriklarina, PARP’in aktivasyonuna ve nikotinamid adenin
diniikleotid ve adenozin trifosfattiikenmesine sebep olur (56). PARP aktivitesi
inhibitorleri kalpte, beyinde, barsakta ve bobrekte iskemi-reperfiizyona bagli doku
hasarin1 azaltir. Ayrica bu ajanlar hemorajik sokla iligkili multipl organ hasarim
azaltir. Yakin zamanda, Tempol’tin kiiltiire ekilmis insan kardiyomyoblastlarinda
H,0,’e baglhh PARP aktivitesindeki artig1 6nledigi bulunmustur (3).

v- Tempol ile NO Arasindaki Etkilesimler :

Tempol’lin sistemik verilmesi sistemik bir vazodilatasyona da sebep olur (50).
Bu hipotansiyona -en azindan kismen- Tempol’iin potent bir vazodilatator olan
hidroksilamine metabolize olmasinin aracilik etmesi olasidir. Tempol’iin NO etkisini
arttirdig1 konusunda da kanitlar vardir. Ornegin Z6llner ve arkadaglari Tempol’iin, ya
SIN-1 ya da kiltire ekilmis endotel hiicrelerinden salinan tespit edilebilir
miktarlardaki NO {izerine etkisini arastirmugtir (57). Kiiltiire ekilmis sigir aort ve
atrium hiicreleri (uyarilmig kalsiyum iyonoforu A23187) NO kemiliiminesans ile
saptanan stabil bir NO akimi salgilamistir. Tempol (10 uM) kemiliiminesans
sinyalini arttirmagtir. SIN-1 soliisyonlarinda elektron paramanyetik rezonans spin
tuzagi, siiperoksid anyonlarimin spontan dismutasyonu ve aym anda H,O, ile
reaksiyonundan meydana gelen hidroksil radikali olusumunu gostermistir. Gerek
SOD gerekse Tempol, siiperoksid anyonlannin dismutasyonunu hizlandirarak

hidroksil radikalinin sinyal giddetini arttirmigtir. Bu bulgular, ilk kez, Tempol ve
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diger nitroksidlerin ir vitro NO etki miktarim arttirdifim gostermistir (57). Boylece,
Tempol’iin in vivo sagladifn vazodilatator etkiler, hidroksilamin metabolitinin

olusumuna ve artan NO etkinligine bagli olabilir.
vi- Tempol ve Sitokinler :

Endotel hiicrelerinin, proinflamatuvar sitokinler gibi pekgok uyariya yamt
olarak ROS iirettigi bilinmektedir. Volk ve arkadaglari reaktif oksijen yiikiiniin
Olglisii olarak 2,7-diklorofliioresein (DCF)-fliloresans’da zamana bagimli artiglar
kulland: ve tek endotel hiicrelerini TNFa, interlokin (IL)-1 ve interferon-y ile enkiibe
ettikten sonra DCF-fliioresans1 ©Olgtii. DCF-fliioresans’daki artislar Tempol ile
ortadan kaldinildi, fakat NO sentaz inhibitdriinden (L-NMMA) etkilenmedi (58).
Sitokine bagli endoteliyal DCF-fliioresans1 nikotinamid adenin diniikleotid
varliginda artt1, oysa nikotinamid adenin diniikleotid fosfat veya ksantin ile birlikte
enkiibasyon etkisizdi. Flavoenzim inhibitérii difeniliyodoniyum yukaridaki
sitokinlere baglh DCF-fliioresansindaki artist ortadan kaldirdi. Ayrica TNFa, IL-1 ve
interferon-y endotel hiicrelerininin, Tempol ile ortadan kaldirilan fakat L-NMMA ile
ortadan kaldirilmayan bir etki olan, monosit kemotaktik protein (MCP)-1 ve IL-6
tiretmesini uyardi. Bdylece, endotel hiicrelerinin TNFa, IL-1 ve interferon-y ile
uyarilmasi ROS olusumuna (muhtemelen nikotinamid adenin diniikleotid oksidaz
yoluyla) sebep oldu. Bu radikallerin olusmasi MCP-1 ve IL-6 iiretimini uyarir. En
dikkati geken, hiicre i¢i radikal temizleyicisi Tempol, TNFa, IL-1 ve interferon-y’ya
bagli hem ROS olusumunu hem de MCP-1 ve IL-6 olusumunu azaltti. Bu sonuglar,
hayvanlarda inflamasyon ve iskemi-reperfiizyon hasar1 modellerinde Tempol’{in bazi
yararlt etkilerininh MCP-1 gibi kemokinlerin veya IL-6 gibi pro-inflamatuvar

sitokinlerin olugumunun Tempol ile 6nlenmesine ikincil oldugu goriisiinii destekler.
vii- Tempol ve Sempatik Sinir Sistemi :
Tempole bagh kardiyovaskiiler yanitlarda sempatik sinir sisteminin rolii iiretan
ile anestezi uygulanmis normotansif siganlarda arastirilmistir. Tempol renal sempatik

sinir aktivitesi, ortalama arteriyel kan basinc1 ve kalp hzinda doza bagimii (30-300

umol/kg) diislislere sebep olmustur. Sino-aortik denervasyon ve servikal agronomi
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sonrast benzer yamtlar alinmigtir. Bu yamtlar, NO sentaz inhibitrii N-nitro-L-
arjinin (2.6 mgkg'.min? intravendz 5 dakikada) veya op-adrenerjik reseptor
antagonisti Idohan (0.3 mg/kg intravenéz bolus) ile tedavi sonrasi bloke
edilmemigtir. Idohan, kalp hizi, ortalama arteriyel kan basinci ve renal sempatik sinir
aktivitesi {lizerine coniine’nin (10 pg/kg intravendz) etkilerini bloke etmistir.
Hekzametonyum (30 mg/kg intravendz) renal sempatik aktiviteyi inhibe etmistir ve
Tempol hekzametonyum sonrasi renal sempatik sinir aktivitesini azaltmamigtir.
Tempol’iin kalp hiz1 ve kan basinci {izerine etkileri hekzametonyum tarafindan
azaltilmigtir, Sonug olarak, iiretan ile anestezi uygulanmig normotansif siganlarda
Tempol’ e bagli depressor yanitlara kismen sempatoinhibisyon aracilik eder. NO bu
yanita katkida bulunmaz ve Tempol’iin sempatoinhibitor etkilerine a,-adrenerjik
reseptorler aracilik etmez. Son olarak, Tempol dogrudan kalp hizim diisliriir, bu kan
basinci diisiisiine katkida bulunabilir (59). ‘

B- Tempol ve Intestinal I/R

ROS’lann intestinal iskemi-reperfiizyon patofizyolojisine katkida bulundugu
konusunda yeterince kanit olmasina karsin, gesitli antioksidanlarla miidahalelerinin
etkisi stmrli olmustur. Aksine, Tempol’iin intestinal iskemi-reperfiizyona bagh doku
hasarim1 azalttiyn konusunda kanitlar vardir. Siganda siliperior mezenterik arterin
okliizyonu ve reperfiizyonu, Tempol ile bariz bir sekilde azaltilan, intestinal
permeabilitede bilyiik bir artiga yol agmustir. En dikkat cekici olam, nitroksidin
reperflizyondan hemen Once verildiginde etkili olmasidir (60). Splanknik arter
okliizyonuna (SAO) tabi tutulan siganlar ortalama arteriyel kan basincinda anlamh
bir diigiis, doku myeloperoksidaz aktivitesinde anlaml1 bir arti§ ve distal ileumda agir
bir hasar gostermigtir. SAO soku reperfiizyondan 2 saat sonra % 100 mortalite ile
sonuglanmigtir. Reperfiizyondan 60 dakika sonra SAO’lu siganlarin nekrotik
ileumunda nitrotirozin ve PARP immunreaktivitesinde belirgin bir artig gézlenmistir.
SAO sokuna ugramis siganlardan alinan ileum kesitlerinin anti-interselliiler adezyon
molekiilii ve anti-P-selectin antikorlari ile boyanmas: diffuz boyanma paterniyle
sonuglanmustir. Tempol (reperfiizyondan 5 dakika 6nce 30 mg/kg bolus injeksiyon,
ardindan 30 mg.kg".saat'1 intravendz inflizyon) 1-) reperfiize edilen barsagin
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nétrofillerle infiltrasyonunu, 2-) lipid peroksidasyonunu, 3-) peroksinitrit {iretimini,
4-) SAO sokuna ugramis siganlardan alinan doku kesitlerinde P-selectin ve anti-
interselliller adezyon molekiilii 1’in boyanma derecesini, 5-) barsak hasarinin
histolojik bulgularim ve 6-) reperfiizyondan 2 saat sonraki mortaliteyi azaltmistir
(61). Birlikte ele alindiginda bu sonuglar agikga hiicre i¢i radikal temizleyicisi
Tempol’iin SAO sokuna tabi tutulan siganlarin barsak hasarim azalttigini gosterir.
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GEREC VE YONTEM

I- HAYVANLAR

Calismada Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvar’inda yetistirilen agirliklart 250-350 gr. arasinda degisen toplam 36 adet
Wistar Albino cinsi erkek rat kullamildi. Ratlar randomize olarak 3 gruba aynldi.
Calisma boyunca hayvanlarin tiimii 24°C oda 1s1sinda, %50 nem ortaminda, 12 saat
aydinhik, 12 saat karanlik siklus igerisinde, her kafeste 2 hayvan olacak sekilde
korundu. Hayvanlar deney siiresince operasyondan bir gece dncesine kadar standart
hayvan yemi ve su ile beslendi. Operasyondan 12 saat dncesinde hayvan yemi
kesilerek sadece su igmelerine izin Veﬁldi. Operasyon Oncesi anestezi, invaziv
girisim ve cerrahi islemler, Amerikan Ulusal Saghk Enstitiisi'niin “Deney
Hayvanlar1” rehber kitabina uygun olarak yiiriitiildi. Pamukkale Universitesi Tibbi
Etik Kurul Baskanligi’ndan 27.04.2005 tarihli ve 2005/042 sayil1 yazi ile “Tibbi Etik
Kurul fzni” alinda.

II- ILACLAR

Ketamine: Ketalar flakon (50 mg/ml, Eczacibag1 Ilag ve Ticaret A.S. Istanbul —
Tiirkiye). 50 mg/kg dozunda intramuskiiler olarak anestezi saglamak amaciyla

verilmigtir.

Xylazine: Rompun flakon (23.32 mg/ml, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. $ti.
Istanbul — Tiirkiye). 10 mg/kg dozunda intramuskiiler olarak analjezi ve kas gevsetici

amactyla verilmistir.

Heparin: Nevparin flakon (25000 IU/5 ml, Mustafa Nevzat flag San. A.S.
Mecidiyekdy, Istanbul — Tiirkiye)

Evans Blue: Fluka, 46160 — 5 gr. toz. Evans Blue Dye, % 0,9 NaCl soliisyonu

icersinde ¢oziindiiriilip 30 mg/kg dozunda intravendz olarak verilmistir.

42



Tempol: Fluka, 56516 — 5 gr. graniil. (4 — Hydroxy — 2, 2, 6, 6 — tetramethyl —
piperidine 1 — oxyl). Tempol, % 0,9 NaCl soliisyonu igersinde ¢6ziindiiriiliip 30
mg/kg dozunda intravendz olarak verilmistir.

III- INTESTINAL I/R OLUSTURULMASI

Ratlara 12 saatlik a¢hg1 takiben 50 mg/kg ketamine (Ketalar flakon, Parke-
Dawis, Eczacibagi lag ve Ticaret A.S. Istanbul - Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine
hidrokloriir ( Rompun flakon, Bayer, Leverkusen, Almanya) ile intramuskuler yoldan
genel anestezi uygulandi. Sonra 24-gauge intraket kullamlarak kuyruk venasi
kateterize edilip intraket flaster ile kuyruga tespit edildi. Caligma siiresince tiim
ratlarin spontan olarak solunum yapmasina izin verildi. Caligmaya alinan her rata
operasyon oncesi dehidratasyonu énlemek amaciyla subkutan olarak 10 ml Ringer
Laktat soliisyonu enjekte edildi.

Sekil-11 : Ratlarda kuyruk venasindan 24-gauge intraket ile damar yolu a¢ilmasi
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Sekil-12 : Ratlarda kuyruk venasindan 24-gauge intraket ile damar yolu
acildiktan sonra intraketin kuyruga tespiti

Anestezi derinligi kontrol edildikten sonra ratlar viicut 1sisin1 yaklagik 37 C’de
tutmak amaciyla 1sitic1 lamba altina alimp 1sitict ped tizerine yatirildi. Ratlarin karin
bolgeleri tiraglandi ve % 10 Povidone-iodine soliisyonu ile temizlenerek steril sartlar

altinda 4 cm’lik orta hat insizyonu ile laparotomi yapildi.

Sekil-13 : Ratlarin karin bélgesinin tiraglanip % 10 Povidone-iodine

soliisyonu ile temizlenmesi
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Sekil-14 : Ratlarda yaklagik 4 cm’lik orta hat kesi ile laparotomi yapilmasi

Ince barsaklar karin digina alindiktan sonra sivi kaybim azaltmak igin 1lik %
0,9 NaCl soliisyonu emdirilmis steril gaz kompres bezleri ile sarild1 ve sik sik 1lik %
0,9 NaCl soliisyonu ile slatildi. Siiperior mezenterik arteri (SMA) ortaya koymak
amaciyla Trietz ligamam kesildi. Siiperior mezenterik arter (SMA), Siiperior
mezenterik arter (SMA) ve Colyak aksis arasindaki kollateral branglar, inferior
mezenterik arter (IMA) disseke edildi.

Sekil-15 : Ratlarda SMA nin disseke edilerek ortaya konulmasi

45



Heparinizasyon (200 TU/kg, Nevparin flakon, Mustafa Nevzat ilag San. A.S.
Mecidiyekoy, Istanbul — Tiirkiye) sonrasi1 SMA’ya okliizyon amaciyla abdominal
aortadan ¢iktig1 yerin hemen distalinden siiperior mezenterik venin okliizyonundan
kaginarak atravmatik mikrovaskiiler klemp (World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, Florida, USA - 14120) konuldu. Ayrica siiperior mezenterik arter (SMA)
ve ¢olyak aksis arasindaki kollateral branglarda okliide edildi. Fakat inferior
mezenterik arter (IMA) okliide edilmedi.

Sekil-16 : Ratlarda SMA’ya mikrovaskiiler klemp konulmasi

Bu islem ile terminal ileum, ¢ekum ve sag kolon iskemik hale getirildi.
Mezenterik iskemi, mezenterik pulsasyon kaybi ve barsaklarin soluk renge dénmesi
ile dogrulandi. Barsaklar karin bogluguna yerlestirildikten sonra karin insizyonu 4/0
atravmatik ipek siitiirler (Boz Tibbi Malzeme ve San. A.§. Ankara — Tiirkiye) ile
aralikli olarak kapatildi. 60 dakikalik iskemi sonrasi relaparotomi yapildi ve SMA
iizerindeki mikrovaskiiler klemp ¢ikartilip 120 dakikalik reperfiizyon periyodu
baglatildi. Mezenterik reperfiizyon, pulsasyon ve rengin normale donmesi ile
dogrulandi. Barsaklar, daha sonra tekrar karin bogluguna yerlestirilip karin insizyonu
4/0 atravmatik ipek siitiirler ile aralikli olarak tekrar kapatildi. Barsaklar

iskemi/reperfiizyon siiresince karin igersinde birakildi.
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IV- CALISMA GRUPLARI

Calismaya alinan ratlar randomize olarak 5 gruba ayrildi.

A-Sham grubu : 12 adet rat
B-Kontrol grubu : 12 adet rat (I/R grubu)
C-Tedavi grubu : 12 adet rat (I/R + Tempol grubu)

A) Sham Grubu: (n=12)

Sham grubunda yer alan 12 adet rat randomize olarak 6’sarli 2 subgruba
ayrildi. Ratlara anestezi uygulandiktan sonra 24-gauge intraket kullanilarak kuyruk

venasi kateterize edildi.

i-Sham-A: (n=6)

Sham-A’daki ratlara kuyruk venasindan 30 mg/ kg dozunda Evans Blue Dye
intravenoz bolus enjekte edildi. 30 dakika sonra steril sartlarda laparotomi yapilip
iskemi/reperfiizyon modeli olusturmaksizin sadece SMA mobilize edilerek birakildi.
Barsaklar karin bosluguna yerlestirildikten sonra karin insizyonu 4/0 atravmatik ipek
stttirler ile aralikli olarak kapatilip deney siiresi kadar beklendi. Daha sonra sakrifiye

edilen ratlarin akcigerleri ve terminal ileum segmenti alindi.

ii-Sham-B: (n=6)

Sham-B’deki ratlara kuyruk venasindan Evans Blue Dye enjekte edilmedi.
Steril sartlarda laparotomi yapilip iskemi/reperflizyon modeli olusturmaksizin sadece
SMA mobilize edilerek birakildi. Barsaklar karin bogluguna yerlestirildikten sonra
karin insizyonu 4/0 atravmatik ipek siitiirler ile aralikli olarak kapatilip deney stiresi
kadar beklendi. Daha sonra sakrifiye edilen ratlarin akcigerleri ve terminal ileum

segmenti alind1.
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B) /R Grubu: (n=12)

Kontrol grubunda yer alan 12 adet rat randomize olarak 6’sarli 2 subgruba
ayrildi. Ratlara anestezi uygulandiktan sonra 24-gauge intraket kullanilarak kuyruk

venasi kateterize edildi.

i-I/R-A: (n=6)

I/R-A’daki ratlara kuyruk venasindan 30 mg/ kg dozunda Evans Blue Dye
intravenoz bolus enjekte edildi. 30 dakika sonra steril sartlarda laparotomi yapilip
iskemi/reperfiizyon modeli olusturularak reperfiizyon periyodunun 120. dakikasinda

sakrifiye edilen ratlarin akcigerleri ve terminal ileum segmenti alindi.

ii-I/R-B: (n=6)

I/R-B’deki ratlara steril sartlarda laparotomi yapilip iskemi/reperfiizyon modeli
olusturularak reperfiizyon periyodunun 120. dakikasinda sakrifiye edilip akcigerleri

ve terminal ileum segmenti alindi.

C) IR + Tempol Grubu : (n=12)

Tedavi grubunda yer alan 12 adet rat randomize olarak 6’sarli 2 subgruba
ayrildi. Ratlara anestezi uygulandiktan sonra 24-gauge intraket kullanilarak kuyruk

venasi kateterize edildi.

i-I/R + Tempol-A: (n=6)

I/R + Tempol-A’daki ratlara kuyruk venasindan 30 mg/kg dozunda Evans Blue
Dye intravendz bolus enjekte edildi. 30 dakika sonra steril sartlarda laparotomi
yapilip SMA’ya mikrovaskiiler klemp konuldu. iskemi periyodunun 55. dakikasinda,
yani reperfiizyon periyodunun baglamasindan 5 dakika once Tempol 30 mg/kg
dozunda intravendz bolus enjeksiyon ile verildi. Iskemi periyodunun 60. dakikasinda
SMA’ya konulan mikrovaskiller klemp ¢ikartildi. Tempol, 120 dakikalik
reperfiizyon periyodu boyunca 30 mg/kg/h dozunda bir perfiizér (Braun, Perfusor-
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Compact, Germany) ile intravendz perfiizyon seklinde verilmeye devam edildi.
Reperfiizyon periyodunun 120. dakikasinda intravendz perfiizyon islemi durdurulup

sakrifiye edilen ratlarin akcigerleri ve terminal ileum segmenti alindi.

ii- I/R + Tempol-B : (n=6)

I/R + Tempol-B’deki ratlara steril sartlarda laparotomi yapiip SMA’ya
mikrovaskiiler klemp konuldu. Iskemi periyodunun 55. dakikasinda, yani
reperfiizyon periyodunun baglamasindan 5 dakika énce Tempol 30 mg/kg dozunda
intravendz bolus enjeksiyon ile verildi. Iskemi periyodunun 60. dakikasmda SMA’ya
konulan mikrovaskiiler klemp ¢ikartildi. Tempol, 120 dakikalik reperfiizyon
periyodu boyunca 30 mg/kg/h dozunda bir perfiizér (Braun, Perfusor-Compact,
Germany) ile intravendz perfiizyon seklinde verilmeye devam edildi. Reperfiizyon
periyodunun 120. dakikasinda intravendz perfiizyon islemi durdurulup sakrifiye

edilen ratlarin akcigerleri ve terminal ileum segmenti alind1.

Sekil-17 : Ratlarda Tempol’iin perfiizor ile kuyruk venasindan intravendz perfiizyon

seklinde verilmesi
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/R Modelinden 15 Dk. Once
Evans Blue’nun 30 mg/kg Dozunda
1.V. Bolus Enjeksiyonu

15 Dk. Bekleme
I/R Modeli Olusturulmasi
SMA'’ya Mikrovaskiiler Klemp konulmast
(iskemi Periyodu)
55 Dk. Bekleme
Tempol’iin 30mg/kg Dozunda
1.V. Bolus Enjeksiyonu
l 5 Dk. Bekleme
SMA’ya Konulan Mikrovaskiiler Klempin

Alinmasi
(Reperflizyon Periyodu)

1

Tempol’iin 30mg/kg/h Dozunda
1.V. Perfiizyonuna Baglanmasi
l 120 Dk. Bekleme

Tempol Infiizyonunun Durdurulmast
Sakrifikasyon Uygulanmasi

I/R Modeli Olusturulmas1
SMA’ya Mikrovaskiiler Klemp konulmasi
(iskemi Periyodu)

l 55 Dk. Bekleme
Tempol’iin 30mg/kg Dozunda
1.V. Bolus Enjeksiyonu
5 Dk. Bekleme
SMA’ya Konulan Mikrovaskiiler Klempin

Alinmasi
(Reperfiizyon Periyodu)

Tempol’iin 30mg/kg/h Dozunda
L.V. Perflizyonuna Baglanmast
l 120 Dk. Bekleme

Tempol Inflizyonunun Durdurulmas:
Sakrifikasyon Uygulanmasi

Sekil-18: I/R+Tempol-A Grubu
Deney Protokolii Akig Semasi

Sekil-19: I/R+Tempol-B Grubu
Deney Protokolii Akis $emasi

Tablo-VII : Calismaya Alinan Rat Gruplari

Grup-I Sham grubu (n=12): I/R modeli olusturmaksizin SMA mobilize
edilip birakildi.

Grup-II Kontrol grubu (n=12): I/R modeli olusturuldu. 60 dk. Iskemi
periyodu, 120 dk. Reperfiizyon periyodu.

Grup-IIT Tedavi grubu (n=12): /R modeli olusturuldu, Iskemi

periyodunun 55. dk.da 30 mg/kg Tempol intravendz bolus
enjeksiyon, sonra 120 dk. lik reperfiizyon periyodu boyunca 30
mg/kg/h Tempol intravensz perfiizyon ile verildi.
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V- DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Sham grubunda I/R modeli olusturmaksizin sadece SMA mobilize edildikten
sonra deney siiresi sonunda, kontrol ve tedavi gruplarinda ise I/R modeli olusturulup
reperfiizyon periyodunun 120. dakikasinda ratlar servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. Sakrifikasyon sonrasi ratlarin gogiis ve karin bosluklan agildi. Evans Blue
Dye (+) olan subgruplarda, uzak organda yas/kuru agirhk ve pulmoner
mikrovaskiiler disfonksiyon tayini igin sol akciger, histopatolojik inceleme igin ise
sag akciger eksize edildi. Evans Blue Dye (+) olan subgruplarda, lokal organda
yag/kuru agirlik ve histopatolojik inceleme i¢in 2’ser cm’lik iki ayri parga halinde
terminal ileum segmenti eksize edildi. Evans Blue Dye (-) olan subgruplarda, uzak
organda biyokimyasal MDA ve GSH tayini i¢in sol akciger, yag/kuru agirlik ve
histopatolojik inceleme igin ise sag akciger iki ayr1 parga halinde eksize edildi. Evans
Blue Dye (-) olan subgruplarda, lokal organda biyokimyasal MDA ve GSH tayini,
yag/kuru agirhik ve histopatolojik inceleme i¢in 2’ser em’lik ii¢ ayr1 parga halinde

terminal ileum segmenti eksize edildi.

VI- HISTOPATOLOJIiK INCELEME

Akciger ve terminal ileum doku ornekleri, % 10 nétral tamponlu formaldehid
icersinde fikse edildi. Fikse dokular, PAUTF Patoloji A.D. Laboratuvarinda énce
dereceli etanolde dehidrate edilip (Shandon Pathcentre, UK) sonra parafine (Leica
EG 1160, Germany) gomiildii. Kesitler 5 mikrometre kalinhiginda kesilip (Sliding
Microtome, Lecia RM 2265, Germany) xylene ile parafin uzaklastirildi. Sonra doku
kesitleri 151k mikroskopunda (Olympus BX50, Japan) incelenmek tizere hematoxylin-
eosin ile boyamp, iki patolog tarafindan kor bir sekilde yapilan histopatolojik

incelemeye alindi.

Terminal ileum dokusundaki mukozal lezyonlar Chiu ve arkadaslar tarafindan

tamimlanan 0 — 5 aras1 degisen bir skalaya gore derecelendirildi (Tablo-VIII) (62).
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Tablo-VIII : ileum Dokusunda Mukozal Hasar Skoru (Chiu Skorlamasi)

Grade-0

Normal mukozal villus

Grade-1

Subepitelyal Gruenhagen araliginin  olugmasi, genellikle villusun

apeksinde, siklikla kapiller konjesyonla birlikte

Grade-2

Subepitelyal araligin biiyiimesi ve epitelyal tabakanin lamina propria’ dan

orta derecede ayrigmasi

Grade-3

Yogun epitelyal ayrisma ve birkag ¢iplaklagmis villus

Grade-4

Crplaklagmus villus ve agiga ¢ikmig dilate kapillerler

Grade-5

Lamina propria’ min bozulmasi ve par¢alanmasi, hemoraji ve tilserasyon

Akciger dokusundaki histolojik degisiklikler kantitatif bigimde doku hasart

siddet indeksi olarak incelendi. Akciger doku kesitlerinde rasgele segilmis 10 biyiik

biiyiitmeli alanda interstisyel polimorfoniikleer notrofil (PMN) sayisi sayilip

ortalamas: alinarak PMN sekestrasyonu hesaplandi. Akciger doku kesitlerinde

vaskiiler konjesyon varligl 0-3 arasi1 degerler verilerek hesaplandi (Tablo-IX) (63).

Akciger doku kesitlerinde perialveoler konjesyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,

interstisyel Odem, interstisyel kalinlagma, intraalveoler 6dem-eksudasyon-fibrin

birikimi-

polimorfoniikleer nétrofil (PMN) sekestrasyonuna 0-3 arast degerler

verilerek toplami alimp akut akciger hasar skoru hesaplandi (Tablo-X).

Tablo-IX : Akciger Vaskiiler Konjesyon Skoru

Grade - 0 | Vaskiiler konjesyon yok

Grade - 1 |Hafif derecede vaskiiler konjesyon var

Grade - 2 | Orta derecede vaskiiler konjesyon var

Grade - 3 | Siddetli derecede vaskiiler konjesyon var, ancak alveolar hemoraji yok
Grade - 4 |Siddetli derecede vaskiiler konjesyon var, ancak birlikte alveolar

hemorajide var
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Tablo-X : Akut Akciger Hasar Skoru

Perialveoler konjesyon 0 Yok
1 Hafif derecede var
2 Orta derecede var
3 Siddetli derecede var
Mononiikleeer hiicre infiltrasyonu 0 Yok
1 Interstisyumda daginik tarzda tek tiik
2 Az sayida lenfoid agregat olugturmus
3 Cok sayida lenfoid agregat olusturmus
Interstisyel 6dem 0 Yok
1 Hafif derecede var
2, Orta derecede var
3 Siddetli derecede var
Interstisyel kalinlasma 0 Yok
1 Hafif derecede var
2 Orta derecede var
3 Siddetli derecede var
Intraalveoler 6dem, eksudasyon, 0 Yok
fibrin birikimi, polimorfoniikleer
notrofil (PMN) sekestrasyonu
1 Hafif derecede var
2 Orta derecede var
3 Siddetli derecede var

VII- BIYOKIMYASAL INCELEMELER

Biyokimyasal MDA ve GSH tayini i¢in sakrifikasyondan hemen sonra alinan
akciger ve terminal ileum doku &rnekleri, —196°C’deki sivi azota daldirilip
cikartildiktan sonra analizin yapilacagi giine kadar —78°C’deki derin dondurucu
igerisinde muhafaza edildi. Sonra derin dondurucudan ¢ikarilan akciger ve terminal
ileum doku 6rnekleri, -80°C’deki kuru buz konteynerine konuldu. Soguk zincir ile
biyokimyasal parametrelerin calisilacagi Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip

Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya A.D. Laboratuvarina gonderildi.

A- MALONDIALDEHID (MDA) OLCUMU

Lipid peroksidasyon {iiriinii olarak doku malondialdehid (MDA) diizeyi,

Ohkawa ve arkadaglarimin yontemine gore, malondialdehidin (MDA) asidik ortamda

53




tiyobarbitiirik  asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinmin Sl¢iilmesi
prensibine dayanarak tayin edildi (64). 0,5 ml 6rnek tizerine 0,2 ml % 8,1 sodyum
dodesil sulfat, 1,5 ml pH’s1 3,5 olan % 20 asetik asit ve 1,5 ml % 0,8 tiyobarbitiirik
asit soliisyonu eklenerek 95°C’de 60 dakika isitildi. Sogutulduktan sonra 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakanin absorbanst 532 nm’de 6lgiildii.
Standart olarak 1,1, 3,3- tetractoksipropan kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafiginde
numunedeki MDA miktar1 hesaplandi ve nmol/gr.doku olarak ifade edildi (65).

B- REDUKTE GLUTATYON (GSH) OLCUMU

Doku rediikte glutatyon (GSH) 6l¢limii, antioksidan savunmada onemli bir
mediatér olan rediikte glutayonun (GSH) 6l¢timint amaglamaktadir. Moron ve
arkadaslarinin kolorimetrik Ol¢iim yOntemine gore doku homojenatlarindan elde
edilen siipernatandaki redilkte glutayonun (GSH), DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) ] ile renklendirilmesi temeline dayanarak olusan kompleks, 412
nm’de spektrofotometre ile Olgiildii. Calismada metafosforik asit, disodyum
etilendiamintetraasetik asid (EDTA), NaCl, Na, HPO,, sodyum sitrat, DTNB [5,5°-
Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)] (Ellman’s reagent), homojenazator, ¢ozeltilerin
hazirlanmast icin gesitli biiyiikliiklerde meziir, erlen, beher, santrifiij tiipii, 10-100 ve
100-1000 pL’lik otomatik pipet, tek kullanimlik pipet uglari, santrifiij cihazi ve
spektrofotometre kullanildi. 0,15 N KCI tamponu hazirlandi. Bu ¢ozelti igine 1 gr
doku 10 ml’ye tamamlanacak sekilde alinan dokular homojenize edildi. 1,67 g
metafosforik asit, 0,2 g disodyum etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 30 g NaCl
100 ml distile suda ¢oziildii. 1 gr sodyum sitrat ve 40 mg DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) ] 100 ml distile suda ¢oziildi. 10,65 g Na, HPO4 250 ml distile
suda ¢oziildii. 0,5 ml homojenata 1,5 ml KCl1 ve 3 ml protein ¢oktiirme solisyonunu
eklendikten sonra 1000 _g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santriftj sonras1 0,5 ml
stipernatana, 2 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik
asit) ] soliisyonu eklendi. Sonra spektrofotometrik olarak 6rnek ve standartlarin
absorbanslar1 kore karst 412 nm’de olgiildii. Herbir numunedeki rediikte glutatyon

(GSH) igerigi, mg / gram.doku agirligi olarak ifade edildi. (66,67).
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VIII- I/R’a BAGLI MIKROVASKULER DISFONKSIYONUN ANALIZi

intestinal reperfiizyona bagli pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyon in vivo
plazma proteinlerinin akcigere ekstravazasyonunu olgerek incelenir (68, 69). Evans
Blue Dye (EBD) hizlica albiimine baglanir ve yillardir inflamatuvar doku hasari

modellerinde protein ekstravazasyon gostergesi olarak kullanilmaktadir.

I/R veya Sham indiiksiyonundan 15 dakika once 30 mg/kg EBD kuyruk
veninden intravendz enjekte edildi. Reperfiizyon tamamlandiginda atmakta olan sag
ventrikiil i¢ine nazikge 10 ml serum fizyolojik enjekte edilerek kan pulmoner
damarlardan uzaklastirildi. Sonra sol akciger eksize edildi, tartildi ve 5 ml formamide
icersine konuldu. Doku 30 saniye homojenize edildikten sonra formamide igersinde
16 saat 37°C’de enkiibe edildi ve siipernatanti +4°C’de 45 dakika 14000 g’de
santrflij edilerek ayrildi. Ekstre igersindeki boya konsantrasyonu 620 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlgiildii. Herbir ornegin Evans Blue igerigi, pg.boya /
gram.kuru doku agirhigr olarak ifade edildi. Kuru doku agirligi fonksiyonu olarak
sonuglarimizin ifadesinde 6dem formasyonuna bagh degisikliklerin eksik tahmin

edilmesinden kag¢inildi.

IX- ORGAN YAS/KURU AGIRLIK ORANLARI

Pulmoner ve intestinal 6dem formasyonunun ayri bir 6lgiisii olarak organ
yas/kuru agirlik oranlan belirlendi (70, 71). Ratlar sakrifiye edildikten sonra Evans
Blue Dye (+) olan subgruplarda sol akciger ve 2 cm’lik terminal ileum segmenti,
Evans Blue Dye (-) olan subgruplarda sag akciger ve 2 cm’lik terminal ileum
segmenti eksize edildi, 6nceden darasi alinmig tabaklar {izerinde tartildi ve sonra
sicak etiive konuldu. Organlar 60°C’de 5 giin sicak etiivde inkiibasyon sonrasi tekrar
tartildi. Kurutma Oncesi ve sonrasi organ agirhklarina gore yas/kuru agirlik orani

hesaplandi.
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X- ISTATISTIKSEL METOD

Bu caligmadaki degerler ortalama + ortalama standart hata olarak verilmistir.
Istatistiksel analizler igin SPSS 11.5 bilgisayar programi kullanilmstir. Gruplar arasi
¢oklu karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Post Hoc Tukey testi
kullanmilarak yapilmistir. Gruplar arasi farklar igin p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

I-HISTOPATOLOJIK INCELEMELER
A- ileum hasar1 :

ileum dokusunda mukozal hasar agisindan (Chiu skorlamast) gruplar arasinda
anlamli fark bulunmustur (F=75,69, df=2, p=0,0001). I/R hasari, ileum dokusunda
mukozal lezyonlar1 sham grubuna gore anlamli olarak artimustir (p=0.0001).
Tempol, /R hasarim anlamli derecede azaltmistir (p=0,0001). Ortalama ileum
dokusunda mukozal hasar (Chiu skorlamasi), I/R grubunda 4,83+0,16, sham
grubunda 0,50+0,19 ve I/R + Tempol grubunda 3,66+0,39 olarak bulunmustur
(Sekil-24).
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Sekil-20 : Chiu skorlamasinin gruplar arasindaki ortalama degeri
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Sekil-21 : fleum dokusunda Chiu skoru Grade-0 normal mukozal villus
yapisiin mikroskopik goriintiisii (HE x 100)

Sekil-22 : fleum dokusunda Chiu skoru Grade-1 mukozal lezyonun
mikroskopik goriintiisii ; Subepitelyal Gruenhagen araligi (Oklar) (HE x 100)
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Sekil-23 : [leum dokusunda Chiu skoru Grade-2 mukozal lezyonun
mikroskopik goriintiisii ; Subepitelyal aralifin biiyiimesi (Oklar) (HE x 100)

Sekil-24 : fleum dokusunda Chiu skoru Grade-5 mukozal lezyonun
mikroskopik goriintiisii ; Lamina propria’ nin bozulmas: ve pargalanmasi, hemoraji
ve tilserasyon (Oklar) (HE x 100)



B- Akciger hasari :

i- Akciger notrofil sekestrasyonu :

Akciger noétrofil sekestrasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunmugstur (F=15,07, df=2, p=0,0001). I/R hasari, akciger notrofil sekestrasyonunu
sham grubuna gore anlamli olarak artirmistir (p=0.0001). Tempol, akciger nétrofil
sekestrasyonunu I/R grubuna gore anlaml derecede azaltmistir (p=0,01). Ortalama
akciger notrofil sekestrasyonu I/R grubunda 6,6610,58, sham grubunda 2,58+0,49 ve
I/R + Tempol grubunda 4,3310,49 olarak bulunmustur (Sekil-25).
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Sekil-25 : Akciger notrofil sekestrasyonun gruplar arasindaki ortalama degeri
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ii-Akciger vaskiiler konjesyonu :

Akciger vaskiiler konjesyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunmustur (F=33,33, df=2, p=0,0001). I/R hasari, akciger vaskiiler konjesyonunu
sham grubuna gore anlamli olarak artirmustir (p=0.0001). Tempol, akciger vaskiiler
konjesyonunu I/R grubuna gore anlamli derecede azaltmistir (p=0,0001). Ortalama
akciger vaskiiler konjesyonu I/R grubunda 2,50+0,15, sham grubunda 0,58+0,19 ve
I/R + Tempol grubunda 1,50+0,15 olarak bulunmustur (Sekil-26).
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Sekil-26 : Akciger vaskiiler konjesyon skorunun gruplar arasindaki ortalama degeri
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iii-Akut akciger hasar skoru :

Akut akciger hasar skoru agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmugtur
(F=39,14, df=2, p=0,0001). I/R hasari, akut akciger hasar skorunu sham grubuna
gore anlaml olarak artirmustir (p=0.0001). Tempol, akut akciger hasar skorunu I/R
grubuna gore anlamh derecede azaltmustir (p=0,0001). Ortalama akut akciger hasar
skoru I/R grubunda 10,411+0,65, sham grubunda 2,91+0,59 ve I/R + Tempol
grubunda 5,50+0,57 olarak bulunmustur (Sekil-27).
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Sekil-27 : Akciger hasar skorunun gruplar arasindaki ortalama degeri
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Sekil-28 : Sham grubuna ait akciger parankim dokusunun mikroskopik
goriintiisti (HE x 100)

Sekil-29 : UR grubuna ait akciger parankim dokusunun mikroskopik gériintiisii
; Interstisyel 6dem ve interstisyel kalinlagma alanlar1 (Oklar) (HE x 100)
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Sekil-30 : I/R + Tempol grubuna ait akciger parankim dokusunun mikroskopik
gortintiisii (HE x 100)

Sekil-31 : I/R + Tempol grubuna ait akciger parankim dokusunun mikroskopik
goriintiisii (HE x 100)



II- BIYOKIMYASAL INCELEMELER
A- ileum DoKusu :
i- Ileum MDA seviyeleri :

fleum dokusunda MDA seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmugtur (F=28,72, df=2, p=0,0001). /R hasan, ileum dokusunda MDA
seviyelerini sham grubuna gore anlamli olarak artirmigtir (p=0.0001). I/R + Tempol
grubunda, akciger dokusunda MDA seviyeleri I/R grubuna gore anlamli derecede
azalmigtir (p=0,001). Ortalama ileum dokusunda MDA seviyeleri, /R grubunda
19,29+1,19, sham grubunda 6,99+1,20 ve I/R + Tempol grubunda 11,64+1,07 olarak
bulunmustur (Sekil-32).
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Sekil-32 : lleum MDA seviyelerinin gruplar arasindaki ortalama degeri
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ii- Ileum GSH seviyeleri :

lleum dokusunda GSH seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmustur (F=11,40, df=2, p=0,001). I/R hasari, ileum dokusunda GSH
seviyelerini sham grubuna goére anlamli olarak azaltmistir (p=0.0001). Tempol, ileum
dokusunda GSH seviyelerini anlamli derecede artirarak I/R hasarimi azaltmigtir
(p=0,008). Ortalama ileum dokusunda GSH seviyeleri, I/R grubunda
0,002240,00036, sham grubunda 0,004310,00032 ve /R + Tempol grubunda
0,003440,00026 olarak bulunmusgtur (Sekil-33).
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Sekil-33 : fleum GSH seviyelerinin gruplar arasindaki ortalama degeri
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B- Akciger Dokusu :

i- Akciger MDA seviyeleri :

Akciger dokusunda MDA seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunmustur (F=17,29, df=2, p=0,0001). /R hasari, akciger dokusunda MDA
seviyelerini sham grubuna gore anlaml olarak artirmigtir (p=0.0001). I/R + Tempol
grubunda, akciger dokusunda MDA seviyeleri I/R grubuna gore anlamli derecede
azalmigtir (p=0,003). Ortalama akciger dokusunda MDA seviyeleri, /R grubunda
21,3441,48, sham grubunda 9,5611,64 ve I/R + Tempol grubunda 12,88+1,22 olarak
bulunmustur (Sekil-34).
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Sekil-34 : Akciger MDA seviyelerinin gruplar arasindaki ortalama degeri
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ii- Akciger GSH seviyeleri :

Akciger dokusunda GSH seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmustur (F=10,27, df=2, p=0,002). /R hasari, akciger dokusunda GSH
seviyelerini sham grubuna gore anlaml olarak azaltmustir (p=0.001). Tempol,
akciger dokusunda GSH seviyelerini anlamli derecede artirarak I/R hasarim
azaltmustir (p=0,034). Ortalama akciger dokusunda GSH seviyeleri, /R grubunda
0,002410,00035, sham grubunda 0,0045+0,00031 ve /R + Tempol grubunda
0,0037+0,00033 olarak bulunmustur (Sekil-35).
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Sekil-35 : Akciger GSH seviyelerinin gruplar arasindaki ortalama degeri
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III- PULMONER MiKROVASKULER DiSFONKSIYON ANALIiZi

Akciger Evans blue konsantrasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunmustur (F=23,46, df=3, p=0,0001). /R hasari, pulmoner mikrovaskiiler
disfonksiyonu sham grubuna gére anlaml olarak artirmistir (p=0.0001). Tempol,
pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyonu I/R grubuna gore anlamh derecede
azaltmistir (p=0,022). Ortalama akciger Evans blue konsantrasyonu I/R grubunda
222,79+16,96, sham grubunda 75,40+14,71 ve I/R + Tempol grubunda
132,63+14,20 olarak bulunmugtur (Sekil-36).
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Sekil-36 : Akciger Evans blue konsantrasyonunun gruplar arasindaki ortalama degeri
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IV- ORGAN YAS/KURU AGIRLIK ORANLARI

A- Tleum Dokusu Yas/Kuru Agirhik Oran :

lleum dokusunda yas/kuru agirlik oran1 agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmugtur (F=43,57, df=2, p=0,0001). /R hasari, ileum dokusunda yas/kuru
agirlik oranin1 sham grubuna gore anlamli olarak artirmistir (p=0.0001). Tempol, I/R
hasar1 sonrasi ileum dokusunda yas/kuru agirlik oranim1 /R grubuna gére anlamli
derecede azaltmigtir (p=0,0001). Ortalama ileum dokusunda yag/kuru agirlik orani,
I/R grubunda 9,55+0,46, sham grubunda 3,48+0,45 ve I/R + Tempol grubunda
6,51£0,45 olarak bulunmustur (Sekil-37).
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Sekil-37 : lleum dokusu yag/kuru agirlik oranmnin gruplar arasindaki ortalama degeri
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B- Akciger Dokusu Yag/Kuru Agirhik Orani :

Akciger dokusunda yag/kuru agirlik orani agisindan gruplar arasinda anlamli
fark bulunmustur (F=37,53, df=2, p=0,0001). I/R hasari, akciger dokusunda yas/kuru
agirlik oranim1 sham grubuna gore anlaml olarak artirmistir (p=0.0001). Tempol, /R
hasan1 sonras1 akciger dokusunda yag/kuru agirlik oranim1 I/R grubuna gére anlaml
derecede azaltmigtir (p=0,0001). Ortalama ileum dokusunda yas/kuru agirlik orani,
/R grubunda 7,52+0,45, sham grubunda 2,4740,32 ve /R + Tempol grubunda
4,52+0,44 olarak bulunmustur (Sekil-38).
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Sekil-38 : Akciger dokusu yag/kuru agirlik oraninin gruplar arasindaki ortalama

degeri
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TARTISMA

Iskemi/reperfiizyona (I/R) bagh mikrovaskiiler disfonksiyon, giiniimiiz
modern tibbinda her gecen giin artan sayida uygulanan trombolitik tedaviler, akut
mezenterik  arteriyel okliizyonda yapilan embolektomiler, ince barsak
transplantasyonu gibi g¢esitli organ nakilleri, koroner anjioplastiler, kardiyopulmoner
bypass, aorta cross klemp konulmasi, torasik ve abdominal aort cerrahisi gibi ¢esitli
standart tibbi ve cerrahi miidehaleler sirasinda rastlanilan potansiyel olarak ciddi bir
sorun olarak kabul edilmektedir. Doku reperfiizyonunun katastrofik bir sonucuda
iskemik hasara katilmayan organlarda da hasarin gelismesidir. Bugiin bilindigi gibi,
multipl organ disfonksiyon sendromu (MODS), hem barsak, karaciger ve iskelet kas
reperfiizyonu hem de aortik okliizyon-reperfiizyon ve sirkiilatuvar sokun
belgelendirilmis bir sonucudur. Reperflizyon hasarimin omurgasinmi olusturan serbest
oksijen radikali kaynakli hiicre zedelenmesini azaltmak ve/veya oOnlemek iizere
bugiin serbest oksijen radikallerini hedef alan ¢ok gesitli deneysel I/R modelleri

lizerinde ¢alisilmaktadir.

Tempol (4 — hidroksi - 2, 2, 6, 6 — tetrametilpiperidin — N - oksil), elektron spin
rezonans spektroskopide genis ¢apta kullanilan spin label Tempo’nun suda ¢oziinen
bir analogudur. Tempol, biyolojik membranlann gecen diisiik molekiiler agirlikl
(molekiiler agiriligi, 172 Dalton) stabil bir piperidin nitroksid’tir (3). Tempol’iin
siiperoksid anyonlarimin etkilerini in vitro azalttifim belgeleyen pekcok ¢alisma
vardir. Tempol’in Fenton reaksiyonunda hiicre igi ferr6z demir seviyelerini
diisiirerek meydana gelen hidroksil radikallerinin olusumunu azalttifi da ileri
slirlilmiistiir. Tempol’iin hiicre i¢inde H,O,’e¢ baghh mitokondriyal solunumda
bozulmay: konsantrasyon bagimli bir sekilde azalttif1 gosterilmigtir (53). 1999°da, bu
nedenle Tempol’iin koruyucu etkilerinin, bu stabil nitroksid radikalin hiicre igi
siiperoksid anyonlarinin 6zellikle hidroksil radikallerinin temizleyicisi olarak islev
gorebilmesine bagli oldugu ileri siiriilmiistir (53). Tempol, c¢ok fazla molar
peroksinitrit varliginda fenolik bilesiklerin peroksinitrit aracili nitrasyonunu inhibe
ettiginden katalitik benzeri bir mekanizmay diisiindiiriir. Tempol verilmesi biyolojik
stvilarda tempol birikimine yol agar ve DNA zincir kiriklarim dnler (55). Yakin
zamanda, Tempol’in kiiltiire ekilmis insan hiicrelerinde H;O,’e bagli PARP
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(poli(adenozin 5' - difosfat riboz) aktivitesindeki artist onledigi bulunmustur (3).
Tempol’iin NO etkisini arttirdifi konusunda da kamtlar vardir. Tempol’iin baz
yararli etkilerinin, MCP-1 gibi kemokinlerin veya IL-6 gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin olusumunun tempolle 6nlenmesine ikincil oldugu gériisiide hakimdir.
Tempol’iin, renal sempatik sinir aktivitesi, ortalama arteriyel kan basinci ve kalp

hizinda doza bagl diisilislere sebep oldugu gosterilmigtir.

Bu calisma ratlarda intestinal I/R hasarina bagli lokal ve uzak organ
hasarinda Tempol’iin koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Tempol ile I/R alaninda
yapilan ¢aligmalarda, Tempol’iin myokard, bobrek, beyin, karaciger, ince barsak ve
cilt gibi organ ve dokularda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (3). Ayrica
Tempol’lin deneysel artrit, kolit, plérezi, hemorajik sok, multipl organ disfonksiyon
sendromu (MODS), intraperitoneal sepsis modellerinde koruyucu etkisinin oldugu da
gosterilmistir. Bu ¢aligmalardan farkli olarak bizim ¢aliymamiz intestinal I/R sonrasi
uzak bir organ olan akcigerde meydana gelen hasarin Tempol ile azaltildigim
gostermigtir. Bu konuyla ilgili olarak yaptigimiz literatiir taramasinda benzer bir

model ile yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlamadik.

Serbest oksijen radikallerinin intestinal I/R patofizyolojisine katkida bulundugu
konusunda yeterince kanit olmasina kargin, gesitli antioksidanlarla miidehalelerinin
etkisi sinirh olmustur. Tempol’{in intestinal iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarim
azaltifn konusunda kamtlar vardir. Siganlarda siiperior mezenterik arterin (SMA)
okliizyonu ve reperfiizyonu, distal ileumda agir bir hasar meydana getirir. Ozden,
Tetik ve arkadaglarinin yaptiklani intestinal I/R c¢aligmalarinda distal ileumdaki
mukozal lezyonlar Chiu siniflamasina gbre kategorize edilmis, 60 dakikalik iskemi
ve 120 dakikalik reperfiizyon periyodu sonucunda distal ileumda grade 3-5 arasinda
degisen mukozal lezyonlar saptanmistir (72, 73). Distal ileumda meydana gelen bu
hasarin Tempol ile belirgin bir sekilde azaltildigy Thiemermann ve arkadaslan
tarafindan gosterilmistir (3). Tempol (reperfiizyondan 5 dakika 6nce 30 mg/kg bolus
injeksiyon, ardindan 30 mgkg’.saat” intravendz infiizyon) 1-) reperfiize edilen
barsagin notrofillerle infiltrasyonunu, 2-) lipid peroksidasyonunu, 3-) peroksinitrit
iiretimini, 4-) splanknik arter okliizyonu (SAO) sokuna ugramis siganlardan alinan
doku kesitlerinde P-selectin ve anti-interselliller adezyon molekiilii 1’in boyanma

derecesini, 5-) barsak hasarinin histolojik bulgularim ve 6-) reperfiizyondan 2 saat
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sonraki mortaliteyi azaltmstir (61). Birlikte ele alindiginda bu sonuglar agik¢a hiicre
i¢i radikal temizleyicisi Tempol’lin SAO sokuna tabi tutulan si¢anlarin barsak
hasarim azaltigim gésterir. Bizim ¢alismamizda, ileum mukozasinda I/R sonrasi
meydana gelen mukozal lezyonlar Chiu skorlamasi ile derecelendirilmis ve Tempol

ile bu hasarin belirgin bir sekilde azaltildig: bulunmugtur.

Intestinal /R hem lokal organlarda hem de akciger, bobrek ve karaciger gibi
uzak organlarda hasar meydana getirir. intestinal /R sonrasi akcifer hasarinin
patogenezini agiklamak iizere birka¢ mekanizma Onerilmesine karsin en ¢ok ilgiyi
inflamatuvar l6kositler ¢ekmistir. Koksoy ve arkadaglari, intestinal I/R’a bagh
akciger hasan konusunda yaptiklar bir caligmada intestinal I/R sonras1 akcigerlerde
polimorfoniikleer 10kosit (PMN) sekestrasyonunda anlamhi bir artis oldugunu
gostermiglerdir (74). Kalia ve arkadaslarimin intestinal I/R sonrasi lokal ve uzak
organ hasan1 konusunda yaptiklann bir ¢aliymada akciger interstisyumunda belirgin
notrofil sekestrasyonunun meydana geldigi gosterilmistir (75). Liaw ve
arkadaglarinin intraperitoneal sepsise bagli organ hasar iizerine Tempol’iin etkilerini
inceledigi bir ¢caligmada ise akcigerde polimorfoniikleer 16kosit (PMN) infiltrasyonu
ve sekestrasyonunda belirgin bir artiy oldugunu ve bunun Tempol verilen tedavi
grubunda anlamli derecede azaltildig gosterilmigtir (76). Yine Zhang ve arkadaslari,
polinitroksil-albumin (PNA) ve Tempol’iin uzamis intestinal I/R sonras1 akcigerde
kapiller kagagi ve akciger notrofil retansiyonunu anlamli derecede azalttigim
g6stermiglerdir (4). Bizim g¢aligmarmizda, akciger dokusunda intestinal I/R sonrasi
meydana gelen polimorfoniikleer 16kosit (PMN) infiltrasyonu ve sekestrasyonunun
Tempol verilen tedavi grubunda anlamli olarak azaltildifinin bulunmasi, Tempol’iin
hem lokal hem de uzak organ nétrofil aktivasyonunu ve infiltrasyonunu azalttigim

gOstermektedir.

Post-iskemik barsak, portal ve sistemik dolagima herbiri direkt doku hasarina
sebep olabilen hidrojen peroksid, siiperoksid radikalleri, sitokinler (TNFa) ve
aragidonik asit metabolitleri gibi pro-inflamatuvar metabolitler salgilar. Bununla
birlikte, bu molekiiller 16kositlerin potent aktivatorleri de oldugundan akciger
alveoler Kkapiller yatagi gibi 10kosit aracii hasara duyarli organlarda bunlarin
sekestrasyonunu artirip endotel hiicre hasari, artan vaskiiler permeabilite ve

pulmoner hipertansiyonun gelismesine yol agar (77, 78). Intestinal /R sonrast
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akciger parankiminde yukaridaki mekanizmalarla agiklanabilecek bazi histopatolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Kalia ve arkadaglari, intestinal I/R sonrasi
akciger parankiminin histopatolojik incelemesinde alveollerin ya kollabe oldugunu
ya da distandii olmadigini, interstisyumdaki kapiller kan damarlarinin genellikle
eritrositlerle konjesyona ugradifim1 ve belirgin nétrofilik infitratin  gelistigini
gostermigtir. Toplu olarak degerlendirildiginde, bu gbzlemlerin dens bir interstisyum
goriiniimii verdigini, bazen, alveol bosluklari igerisinde hemorajiyi isaret eden
nétrofiller ve eritrositler goriildiigiinii belirtmislerdir (75). Liaw ve arkadaslarinin
intraperitoneal sepsise bagh organ hasan iizerine Tempol’lin etkilerini inceledigi
calismada, akciger dokularinin histopatolojik incelemesinde polimorfoniikleer 16kosit
(PMN) infiltrasyonu ve sekestrasyonunun, interstisyel 6dem ve/veya konjesyonun
belirgin bir sekilde arttifim ve bunun Tempol verilen tedavi grubunda anlamli
derecede azaltildigi gosterilmistir (76). Demling ve arkadaslarinin yanik hasarinin
endotoksine bagh lipid peroksidayonu {iizerine etkisini konu alan c¢aligmasinda
akciger histolojik bulgulan vaskiiler konjesyon skoru kullanilarak incelenmisgtir (63).
Bizim c¢aligmamizda, akciger dokusunda intestinal I/R sonrasi meydana gelen
histopatolojik degisiklikler 1) vaskiiler konjesyon skoru, 2) perialveoler konjesyon ,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, interstisyel Odem, interstisyel kalinlagma,
intraalveoler 6dem-eksudasyon-fibrin birikimi- hemoraji-polimorfoniikleer (PMN)
10kosit infiltrasyonu varligina dayanan akut akciger hasar skoruna gore
derecelendirilmis ve Tempol verilen tedavi grubunda hem vaskiiler konjesyon
skorunun hem de akut akciger hasar skorunun belirgin bir sekilde azaltildig
bulunmugtur.

Son zamanlarda siiperoksid, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksid gibi
serbest oksijen radikallerinin iskemik doku hasarim olugturmadaki rolii iizerine
dikkatler ¢ekilmigtir. Serbest oksijen radikallerinin kalp, karaciger, bobrek, beyin ve
ince barsakta I/R hasarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmigtir.
Ayrica serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonunun &zellikle hiicre
membram hasarinin en Onemli nedenlerinden biri oldugu dislintilmektedir. Lipid
radikalleri radyasyon veya pek ¢ok radikal reaksiyonlari ile olugabilir. Lipid radikali,
memeli hiicre membranlarinda bol miktarda doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna sebep olarak hiicre hasarina neden olmaktadir. Lipid radikali

oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksid radikalini yapar. Tiim biyolojik
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membranlar lipid peroksidasyonuna duyarhidir. Gegirgenlik degiskenliklerinden
baglayarak membranda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusabilir. Membran
biitiinliigli bozulabilir. Lipid peroksid radikali diger lipid hidroperoksidlerini
olusturur. Hidroperoksidler yiiksek derecede toksik iiriinlere doniigiir. En toksik
tiriinler “aldehid”lerdir (79). Serbest oksijen radikalleri ¢ok kisa 6miirlii oldugundan
dolay1 direkt yontemlerle Slgtimleri zor olmakta bu yiizden indirekt yontemler tercih
edilmekte ve genellikle lipid peroksidasyon iirtinii olan malondialdehid (MDA)
diizeyine bakilmaktadir (64). Otamiri ve arkadagslarinin intestinal I/R galigmalarinda,
I/R hasar1 sirasinda lipid peroksidasyon siireglerinin meydana geldigi teorisini
destekler bir gekilde, /R grubunda MDA seviyelerinde anlamli bir artis oldugu
gosterilmistir (65). Nathens ve arkadaglarinin endotoksine bagli akut akciger hasar
konusunda yaptiklari ¢alismada, akciger dokusunda lipid peroksidayonu
degerlendirmesinde malondialdehid (MDA) diizeyi O6lglilmistir (80). Bizim
caligmamizda, intestinal /R sonrasi meydana gelen intestinal ve pulmoner
dokulardaki lipid peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) diizeyi odl¢iilerek tayin
edilmis ve Tempol verilen tedavi grubunda intestinal ve pulmoner dokularda
malondialdehid (MDA) diizeyinin belirgin bir sekilde azaltildig gosterilmistir.

Rediikte glutatyon (GSH), tim hiicrelerde bulunan endojen bir antioksidan
ve sistein’in fizyolojik bir rezervuaridir. Rediikte glutatyon (GSH), DNA sentezi,
protein sentez regiilasyonu ve detoksifikasyon gibi olaylarda 6nemli rol oynar.
Hiicresel rediikte glutatyon (GSH) eksikligi, mitokondriyal ve sitozolik rediikte
glutatyon (GSH) havuzunu etkiler. Mitokondriyal rediikte glutatyon (GSH), solunum
zincirinde meydana gelen serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonu,
ksenobiyotiklerin konjugasyonu, tiol grubu igeren protein yapilarinin korunmas: ve
mitokondriyal membran potansiyelinin regiilasyonunda 6nemli rol oynar. (81, 82).
I/R hasarma karst hiicresel savunma mekanizmalari arasinda, rediikte glutatyon
(GSH) serbest oksijen radikallerinin intrensek temizleyicisidir. Zhao ve arkadaslari,
rediikte glutatyonun (GSH) serbest oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek dogal
oksijen (0,), hidroksil radikali (OH’) ve siiperoksid’ten (O,) korunma
saglayabilecegini gostermistir (83). Baz1 g¢aligmalar ¢esitli uyaranlara baglh doku
hasarinin glutatyon deplesyonuna sebep oldugunu gostermistir (84). Sola ve
arkadaslari, /R periyodu boyunca hiicre i¢i rediikte glutatyonun (GSH) tiikendigini

ve bunun serbest oksijen radikallerine bagh oksidatif stresin bir gostergesi olarak
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kullamlabilecegini gostermistir (85). Wu ve arkadaslar, rat ince bagirsaginda
iskemik Onkosullama konusunda yaptiklar1 bir galigmada, intestinal I/R sonrasi
reaktif oksijen tiirevlerinin anlamh derecede mitokondriyal okside glutatyon (GSSG)
seviyelerini artirdifini, mitokondriyal rediikte glutatyon (GSH) seviyelerini ve
GSH/GSSG oranim azalttifim1 ve mitokondriyal lipid peroksidasyonunu artirdigim
gostermistir (86). Glutamin, glutatyonun prekiirsoriidiir. Glutamin, glutatyonun
aksine hiicre igine girebilir. Salehi ve arkadaglari, intestinal I/R hasarini azaltmak
iizere liminal olarak glutamin iceren aminoasit bazli soliisyon kullanmuslar ve
intestinal dokuda rediikte glutatyon (GSH ) seviyelerinin yaklagik 2 misli arttigini
tespit etmislerdir (87). Bizim ¢aligmamizda, /R periyodu boyunca ileum ve akciger
dokusunda meydana gelen rediikte glutatyon (GSH) seviyelerindeki diisiis Tempol
verilmesi ile dnlenmistir. Tempol, serbest oksijen radikallerini temizleme etkisiyle
iligkili olabilen bir mekanizmayla reperflizyon periyodu boyunca rediikte glutatyon
(GSH) seviyelerinin azalmasini Onleyip serbest oksijen radikallerinin miktarim
azaltmakta, enzimlerle sinerjik etki gostermekte ve bunlarin aktivitelerini normale
getirmektedir. Literartiir taramasinda, Tempol’iin I/R periyodu boyunca doku rediikte
glutatyon (GSH ) seviyelerindeki diigmeyi onleyici bir etkisinin oldugu konusunda
herhangi bir bildiriye rastlamadik.

Evans blue ekstravazasyonu kapiller permeabilite ve doku Odemindeki
degisiklerin bir gdstergesi olarak kullamlmaktadir. Intestinal reperfiizyona baglhi
pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyon in vivo plasma proteinlerinin akcigere
ekstravazasyonunu Olgerek incelenir (68, 69). Evans Blue Dye (EBD) hizlica
albimine baglanir ve yillardir inflamatuvar doku hasari modellerinde protein
ekstravazasyonu gostergesi olarak  kullamlmigtir. Aytekin ve arkadaglarinin
mesenterik I/R’a baghh pulmoner doku hasar1 konusunda yaptiklann bir ¢aligmada
intestinal I/R sonrasi pulmoner ddem ve permeabilite analizinde Evans blue
ekstravazasyonunun anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmigtir (70).
Turnage ve arkadaslan, intestinal reperfiizyona baghi pulmoner 6demin pulmoner
indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (iINOS) artigina bagh oldugunu gostermisler ve
intestinal reperfiizyona bagli pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyonu Evans blue
ekstravazasyonunu Olgerek degerlendirmislerdir (88). Yine Narita ve arkadaglan
intestinal I/R sonras1 akciger hasarinin lokal organda iiretilen sitokinlerin emilimini

azaltarak Onlenebilecegini ileri siirmiigler ve akciger permeabilite incelemesinde
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intestinal I/R sonrasi akciger parankiminde Evans blue ekstravazasyonun arttifinm
gostermislerdir (89). Bizim ¢aligmamizda, intestinal I/R sonrasi meydana gelen
pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyon akciger dokusunda Evans blue konsantrasyonu
Olgiilerek tayin edilmis ve Tempol verilen tedavi grubunda pulmoner mikrovaskiiler

disfonksiyonun belirgin bir sekilde diizeldigi gosterilmistir.

Pulmoner ve intestinal 6dem formasyonunun ayri bir Glgiisii olarak organ
yag/kuru agirlik oranlart da kullanilmaktadir. Aytekin ve arkadaslari, intestinal /R
sonrasi meydana gelen akciger Odemini, akciger yag/kuru agurhlk oranimm
hesaplayarak incelenmis ve bu oramin intestinal I/R sonrasi anlamli derecede
yiikseldigini gdstermislerdir (70). Scott ve arkadaslar1 akciger transplantasyonu
sonras1 akciger reperfiizyon hasarina sekonder gelisen pulmoner 6demin bir
gostergesi olarak akciger dokusu yag/kuru agirlik oramini kullanmiglar ve bu oranin
akciger reperfiizyon hasari sonrasit belirgin bir sekilde yikseldigini bulmuslardir
(71). Bizim ¢aligmamizda, intestinal I/R sonrast meydana gelen pulmoner ve
intestinal 6dem formasyonu, akciger ve ileum dokusunda yag/kuru agirlik oram
hesaplanarak Olgiilmiiy ve bu oranin I/R grubunda anlamli derecede yiikseldigi,
Tempol verilen tedavi grubunda ise belirgin bir sekilde diistiigii gbzlenmisgtir.

Sonug olarak, ratlarda intestinal I/R’a bagli olarak gelisen lokal ve uzak organ
hasarinda Tempol’in etkinligi GSH ve MDA diizeyleri Olgiilerek biyokimyasal
olarak goOsterilmigtir. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri
hasarin fazla oldugu kontrol grubunda yiiksek, Tempol verilen tedavi grubunda
anlamli derecede diigiik olarak saptanmistir. Yine doku rediikte glutatyon (GSH)
seviyeleri, hasarin fazla oldugu kontrol grubunda diisiik, Tempol verilen tedavi
grubunda anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur. Biyokimyasal parametrelere
paralel olarak histopatolojik incelemede mikroskopik degerlendirmede Tempol
verilen tedavi grubunda, ileum dokusunda mukozal lezyonlar, akciger dokusunda
noétrofil sekestrasyonu, vaskiiler konjesyon ve akut akciger hasar skoru anlamli
olarak diisiik izlenmistir. Pulmoner mikrovaskiiler disfonksiyonun bir géstergesi olan
akciger dokusunda Evans blue ekstravazasyonu Tempol verilen tedavi grubunda
anlamli olarak diisik bulunmustur. Pulmoner ve intestinal doku Odem
formasyonunun bir gdstergesi olan organ yag/kuru agirlik oranlar1 Tempol verilen

tedavi grubunda anlaml olarak diisiik izlenmisgtir.
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Tempol’iin intestinal I/R hasarinda lokal etkileri deneysel olarak
incelenmesine karsin, bu modelde uzak bir organ olan akciger dokusundaki etkileri
incelenmemigtir. Bu ¢aligmada, intestinal I/R hasarinda Tempol’iin hem lokal bir
organ olan distal ileumda hem de uzak bir organ olan akcigerde etkisi aragtirilmistir.
Serbest oksijen radikallerine etkilerinden dolay: ¢ok genis endikasyonlarla, genis bir
¢alisma populasyonunun kullandigi bu maddenin, 6zellikle uzak organ iizerine olan
etkileri aragtirmaya agik bir konudur ve bu konuyla ilgili olarak daha ileri galismalara

gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismada, ratlarda intestinal iskemi/reperfiizyona bagli gelisen lokal ve

uzak organ hasarinda Tempol’iin etkisi incelenmis ve su sonuglar elde edilmistir.

1. Intestinal I/R’a bagli olarak lokal bir organ olan distal ileumda meydana gelen
hasar histopatolojik olarak Chiu skorlamasina gore ve uzak bir organ olan akcigerde
meydana gelen hasar histopatolojik olarak akciger notrofil sekestrasyonu, akciger
vaskiiler konjesyon skoru ve akut akciger hasar skoruna gére Tempol verilmesi ile
anlaml1 derecede azaltilmaktadir (p<0,05).

2. Intestinal I/R’a bagh olarak lokal bir organ olan distal ileumda ve uzak bir
organ olan akcigerde meydana gelen hasarda, biyokimyasal agidan lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kullamlan malondialdehid (MDA) diizeyleri ve
redilkte glutatyon (GSH) seviyeleri, Tempol verilmesi ile anlamli derecede
azaltilmaktadir (p<0,05).

3. Intestinal I/R’a bagh olarak uzak bir organ olan akcigerde meydana gelen
odem formasyonunun bir gostergesi olarak kullanilan Evans blue ekstravazasyonu,
Tempol verilmesi ile anlaml1 derecede azaltilmaktadir (p<0,05).

4. Intestinal I/R’a bagh olarak lokal bir organ olan distal ileumda ve uzak bir
organ olan akcigerde meydana gelen 6dem formasyonunun bir bagka gostergesi olan
organ yag/kuru agirhk oranlari, Tempol verilmesi ile anlamli derecede
azaltilmaktadir (p<0,05).
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OZET

/R hasan konusunda deneysel g¢aligmalarda etkili oldugu gosterilen pekgok
etken maddenin klinik ¢aligmalarda yaranmin olmadigi gériilmiigtiir. I/R hasarinin
patofizyolojisinin anlagilmasinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmesine karsin /R
hasarinin geligsmesini dnleyebilecek veya seyrini hafifletebilecek etken bir madde

tammmianmamustir.

Bu caligmada, ratlarda intestinal I/R’a bagli olusan lokal ve uzak organ
hasarinda Tempol’iin etkisi aragtirilmigtir. Bu amagla 36 adet Wistar-Albino cinsi
erkek rat kullamlmis ve ratlar 12’serli 3 randomize gruba aynlmigtir. Her 3 gruptaki
ratlarin yanisina I/R modeli oncesi Evans Blue enjekte edildi. Sham grubunda I/R
modeli olusturmaksizin sadece SMA mobilize edilerek birakildi. Kontrol grunda
SMA mikrovaskiiler klemp konularak 60 dakika iskemi ve ardindan mikrovaskiiler
klemp ¢ikarilarak 120 dakika reperfiizyon olusturuldu. Tedavi grubunda iskemi
periyodunun 55. dakikasinda Tempol IV bolus enjekte edilip reperfiizyon periyodu
boyunca bir perfiizér ile IV perfiizyon seklinde verilmeye devam edildi. Sham
grubunda deney siiresi kadar beklendikten sonra, kontrol ve tedavi grubunda
reperfizyon periyodunun sonunda sakrifiye edilen ratlarin akcigerleri ve terminal
ileumu alindi. Histopatolojik olarak distal ileumda meydana gelen hasar Chiu
skorlamas1 ve akcigerde meydana gelen hasar nétrofil sekestrasyonu, vaskiiler
konjesyon skoru ve akut akcifer hasar skoru kullamlarak degerlendirildi.
Biyokimyasal olarak distal ileum ve akciger dokusunda MDA ve GSH diizeylerine
bakildi. Organ 6dem formasyonunun bir gostergesi olarak akciger dokusunda Evans

blue konsantrasyonuna ve organ yas kuru/agirlik oranlarina bakildi.

Sonug olarak, intestinal I/R’a bagh olarak meydana gelen lokal ve uzak organ
hasar1, hem histopatolojik hem de biyokimyasal incelemelere goére, ayrica akcigerde
meydana gelen 6dem formasyonunun bir gostergesi olarak kullanilan Evans blue
ekstravazasyonu, organ ddem formasyonunun bir bagka gostergesi olarak kullanmilan
organ yag/kuru agirlik oranlarina gore Tempol verilmesi ile anlamli derecede
azaltilmaktadir. Bu bulgular 15181nda, ratlarda intestinal I/R’a baglhi olusan lokal ve

uzak organ hasarinda Tempol’iin koruyucu etki gosterdigi sonucuna varilmagtir.
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SUMMARY

It has been shown that many agents were proved to be effective in
experimental I/R injury studies. But no agents seemed to be effective in clinical
studies. For this purpose, many potential pharmacological agents are currently under

investigation to prevent the development of or to alleviate the course of the I/R

injury.

In this study, we have investigated the effects of Tempol on both local and
remote organ injuries caused by intestinal /R in rats. For this purpose, 36 male
Wistar-Albino rats were allocated to three randomized groups (n=12 for each group).
In the sham groups, the SMA and collateral branches were divided from the celiac
axis and the inferior mesenteric artery was isolated but not occluded, and the animals
were followed-up for 3 hours to simulate the I/R interval in the other groups. In the
control and the treatment groups, ischemia was created by clamping of the SMA with
collateral interruption for 60 min. with atraumatic microvascular clamps, followed by
reperfusion for 120 minutes. By this procedure, the terminal ileum, cecum, and right
colon were rendered ischemic. Evans blue dye was injected to half of rats in the
groups before the induction of I/R. Tempol was bolus injected intravenously 5 min.
before declamping and than continuously infused via a perfusor throughout the
reperfusion period in the treatment group. Animals were sacrified at the end of the
reperfusion period and than the lungs and the distal ileal segments were removed for
biochemical and histopathological examination. Histopathologically, the injury
severity was assessed according to Chiu’s grading system in the distal ileum and to
pulmonary neutrophilic infiltration, vascular congestion grading system and acute
lung injury scale in the lungs. Biochemically, MDA and GSH levels were determined
in the intestinal mucosa and the lung parenchyma. Evans Blue Dye concentration and

the organ wet/dry ratio were utilized as a marker of organ edema formation.

In conclusion, the present study suggests that Tempol significantly reduces
local and remote organ injury caused by intestinal /R before and throughout the
reperfusion period. A significant attenuation of intestinal I/R-related local and remote
organ injury with the use of Tempol warrants further studies to elucidate the

potential role of this free radical scavenger in clinical settings.
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