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OZET

Yilmaz, F. Melatoninin Deneysel Aortik iskemi Reperfiizyon Modelinde
Akciger Hasan Uzerine Etkisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakultesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali Tipta Uzmanlik Tezi,
Eskigehir, 2010. Bu c¢alismanin amaci, sigan infrarenal abdominal
aortasinda okllzyon-reperfuzyon sonrasi akcigerlerde olusan iskemi
reperflizyon hasarina melatoninin etkisini arastirmaktir. 30 adet Sprague-
Dawley cinsi disi sigan randomize olarak, esit sayida (n=10) ¢ gruba ayrildi.
Kontrol grubuna laparatomi ve infrarenal abdominal aorta (IAA) diseksiyonu
yapildi ancak iskemi uygulanmadi. iskemi reperfiizyon (i-R) grubunda
laparatomi ve IAA diseksiyonu yapildi, iAA’'ya mikrovaskiler klemp konularak
60 dakika iskemi, ardindan klemp kaldirilarak 120 dakika reperfuzyon
saglandi. i-R+Melatonin grubuna iAA’ya klemp konularak 60 dakikalik iskemi
peryodu esnasinda 45.dakikada Melatonin 10 mg/kg dozunda Vena Cava
inferior’(VCI) dan i.v. bolus olarak yapildi. 60. dakikada klemp kaldirilarak
120 dakikalik reperfuzyon sureci tamamlandi. Sigcanlar sakrifiye  edilerek
akciger dokusunda histopatolojik inceleme yapildi. Histopatolojik incelemede
kontrol grubu ile iskemi reperfizyon grubunda anlaml patolojik degisiklik
tesbit edildi. i-R+Mel grubunda i-R grubuna kiyasla alveoler &dem,
konjesyon, Polimorfonukleer Lokosit varligi, fibrin-platelet-trombus varligi ve
intraalveler kanama parametrelerinde anlamli azalma saptandi. Kronik
inflamasyon yonlnden istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptanmadi. Bu
calismanin sonucunda, Melatonin’in notrofil infiltrasyonunu azaltarak, lipit
peroksidasyonunu engelleyerek ve hem suda hemde yagda ¢ozinebilir
olmasindan dolay! hicrenin tim komponentlerine etki ederek guglu serbest
radikal supuriclt ve antioksidan Ozellik gostermesine bagh olarak, alt
ekstremite iskemi reperfizyonuna bagli olarak gelisen akciger hasarini

azalttigini séylemek mamkundur.

Anahtar Kelimeler: Alveoler édem, Konjesyon, PMNL varli§i, intraalveoler

kanama, Melatonin
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ABSTRACT

Yilmaz, F. The Effect of Melatonin on Lung Injury in Experimental Aortic
Ischemia Reperfusion Model. Eskisehir Osmangazi University Faculty
of Medicine Department of Cardiovascular Surgery Specialization
Thesis, Eskisehir, 2010. The aim of this study was investigate the effect of
melatonin on ischemia reperfusion damage that occurred lungs following
occlusion-reperfusion on rat infrarenal abdominal aorta. Thirty Sprague-
Dawley female rats were randomized to three groups equal in number
(n=10). The control group underwent laparotomy and infrarenal abdominal
aorta (IAA) dissection without ischemia application. The laparatomy and IAA
dissection were performed on ischemia reperfusion (I-R) group, 60 min of
ischemia by clamping of the IAA with a microvascular clamp and then 120
min of reperfusion after removal of clamp was provided. In [-R + Melatonin
group, 10 mg/kg bolus Melatonin was given intravenously from the Vena
Cava Inferior (VCI) at the forty-fifth minute of the 60 min of ischemia period
with clamping IAA. The 120 min of reperfusion process was finished after
removal of clamp at the sixtieth minute of clamping. Rats were sacrificed and
histopathological evaluation was performed on lung tissue. There was a
significant pathological difference on histopatological investigation between
ischemia reperfusion and control groups. The alveolar edema, congestion,
PMNL presence, fibrine-platelet-thrombus presence and intraalveolar
hemorrahage parameters were lower in I-R + Mel group compared to I-R
group. No statistically significant difference was determined for chronic
inflammation. As a conclusion, according to this study, it is possible to say
that Melatonin reduces lung damage result from lower extremity ischemia
reperfusion with decreasing neutrophil infiltration preventing lipid
peroxidation, and it exhibits potent free radical scavenger and antioxidant

properties on all components of cell, because it’s soluble both water and oil.

Key Words: Alveolar edema, Congestion, PMNL presence, intraalveolar

hemorrhage, Melatonin
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1. GIRIS

iskemi-reperfiizyon hasari, iskemi ve onu izleyen reperfiizyon
periyodu sonucu olusur. iskemi; dokuya giden kan miktarindaki azalmaya
baglh olarak dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin
saglanamamasi ve olusan atik drlnlerin uzaklastirlamamasi olarak
tanimlanir. iskemiye bagl doku hasarinda, hiicresel enerji depolarinin
bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre 6limine neden olur (1).
iskemik dokuda irreversible hiicre hasarini énlemek ve toksik metabolitlerin
temizlenmesi icin dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir. Bu olaya
reperflzyon denilir. Reperfizyonun gerceklestiriimesi hicre icine molekuler
oksijen sunulmasi ile birlikte dokuya toksik etki yapan serbest oksijen
radikallerini hizla ortaya ¢ikarmakta ve iskemik dokuda iskeminin olusturdugu
hasardan daha fazla bir hasara sebep olmaktadir (2).

iskemi-reperfiizyon peryotlari sirasinda, mikrovaskiiler fonksiyonlarin
bozulmasi ile hem direkt olarak etkilenen organda hemde sistemik
enflamatuar yaniti harekete gecirerek uzak organlardaki arteriyollerde
bozulmus endotel bagimli dilatasyon olusur. Bu patolojik surecte, kapiller
yatakta artmis sivi filtrasyonu ve I6kosit tikacglari, postkapiller vendillerde
plazma proteinleri ve |Okosit ekstravazasyonu olugsur. Bu etkiler
mikrosirkulasyonun her kademesinde artmis oksijen radikal Uretimi ile ortaya
cikmaktadir (3). Olusan serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu ile
hicre zari yapisini bozar ve hlcre zari transport sisteminin c¢alismasini
engeller. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu ile hlcresel enzimlerin
iglevlerini kaybetmesine neden olur. DNA Uzerinde olugturduklari hasar ile
hicresel ATP dretimini engelleyerek enerji Uretiminin bozulmasina sebep
olur. Enerji Uretiminin azalmasi sonucu, hicre membraninin ATP’ye bagimh
iyonik pompa fonksiyonu bozulur ve hicre icindeki fazla sodyumu (Na®)
disari ¢ikarmak icin Na-Ca antiporter sistemi calisir ve hucre igi kalsiyum
(Ca") artar. Sitoplazma ve mitokondride asiri miktarda Ca* birikmekte ve Ca™
un toksik etki gdstermesine neden olmaktadir. Artan Ca® dizeyleri
fosfolipazlari, proteazlari active ederek serbest radikal ve yad asidi

olusumunu artirir. Bu da hicreyi 6lume surukleyebilir (4).



Alt ekstremite iskemi-reperflizyonu sik karsilasilan ve klinik agidan
onemli sonuglari olan bir olaydir. Akut arter tikanikliginin oldugu cesitli
vaskuler patolojiler, iskemiye neden olmus vaskuler travmalar, arterlere
klemp koymanin gerekli oldugu vaskuler cerrahi girisimler, transplantasyon
ve sok gibi durumlarda alt ekstremite iskemi-reperfizyonuna sikga rastlanir.
iskemi sonrasi reperfiizyonla birlikte serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar
mediatorlerin etkisiyle hem lokal hemde sistemik hasar olusumu basglamig
olur (5). Kan akiminin yeniden saglanmasi ekstremiteyi kurtarmasina karsin,
multisistem organ disfonksiyonu gelisimine ve mortaliteye neden
olabilmektedir. Lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde gozlenirken
sistemik etkiler 6zellikle miyokard dokusunda, akciger ve bobrekte gozlenir
(6). Akciger dokusu alt akstremite iskemi-reperflizyon hasarindan en ¢ok
etkilenen hedef organ olup, olusan hasar sonucu bazi olgularda uzamis
ventilator ve inotropik destek gereksinimine, dolayisiyla da mortaliteye neden
olabilmektedir (7). Abdominal aort cerrahisi sonrasi iskemi-reperfuzyon
hasarina bagli akcigerlerde nonkardiyojenik pulmoner 6dem gelistigi (8, 9),
Akut Respiratuar Distres Sendromu (ARDS) benzeri etki gosterdigi rapor
edilmistir (10).

Akcigerde olusan bu hasara lenfositler, pulmoner arterial endotel
hdcreleri, alveoler makrofajlar, pulmoner alveoler tip Il hicreleri aracilik
etmektedir (11). Polimorfonukleer I0kositlerin (PMNL) alt ekstremitelerin
iskemi-reperfizyonu nedeniyle olusan akciger hasarinda esas role sahip
oldugu gosterilmistir ve azalmalari akcigerler Uzerinde koruyucu etki gosterir
(12). Reperfuzyon surecinde notrofil adezyonu ve agregasyonu stimule
olmakta (13) ve meydana gelen Idkosit aktivasyonu serbest oksijen radikali
uretimine neden olmaktadir (14).

Melatonin; beyinde bulunan néroendokrin bir organ olan pineal bezden
salgilanir. Melatonin sentezi ve saliverilmesi karanlik ile uyarilir, aydinhkta
baskilanir. Oncili maddesi bir indol esansiyel aminoasit olan Triptofandir.
Yapilan in vivo ve in vitro ¢caligmalarda, melatoninin guclu bir serbest radikal
supurucl ajan oldugu gosterilmigtir (15, 16, 17). Oldukga toksik olan hidroksil

radikali basta olmak Uzere, diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu



oksidatif hasardan makromolekdulleri 6zellikle DNA* yi koruyabilir. DNA hasari
olusturan radikaller hicrede nukleer bir enzim olan poli-ADP-riboz sentaz’i
(PARS) aktive ederler. Bu enzim, DNA tek zincirinin kirilmasi ile aktive olur
ve hlcrede siddetli enerji tiketimine yol agarak sonugta nekrotik tipte hucre
O0lumine neden olur. Melatoninin PARS aktivitesini inhibe ederek sok,
inflamasyon ve organ hasarini Onleyebilecegi bildiriimektedir (16, 18).
Serbest radikal yakalayici etkisi bakimindan bilinen tim antioksidanlardan
daha gugluddr. Yapilan galismalarda E vitaminine gore iki kat, glutatyona
gbre bes kat daha etkili oldugu gdsterilmistir (19, 20). Bunun en 6nemli
nedeni melatoninin hem suda hemde yagda ¢ozunebilir olmasindan dolayi,
hicrenin tum komponentlerine etki edebilmesidir (16, 21).

Melatoninin birgok biyolojik etkisinin yani sira, gugli bir radikal
supurtct (hidroksil radikali, stperoksit anyon radikali, peroksil radikali,
singlet oksijen ve peroksinitrit anyonuna gugli etkili) ve antioksidan
(Superoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz(GPx) Glutatyon
Reduktaz(GRd) Gukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz(G-6-PDH) stimulasyonu ve
Nitrik Oksit Sentaz inhibisyonu) 6zelliginin olmasi iskemi-reperflizyon
hasarinda etkili bir koruyucu olabilecegini dustundirmektedir (15, 16, 17).
Melatoninin antioksidan etkinligi ile ilgili birgok c¢alisma yapilmistir. Bu
¢alismanin amaci rat infrarenal abdominal aortasinda okluzyon-reperfizyon
sonrasi, akcigerlerde olusan iskemi-reperflizyon hasarina melatoninin etkisini
arastirmaktir. Bu nedenle rat infrarenal abdominal aortasinda okluzyon-
reperfUzyon sonrasi akciger doku ornekleri histopatolojik olarak

hemotoksilen-eosin boya ile boyanarak i1sik mikroskobisi ile degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemi

iskemi tanim olarak dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger
metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve olugsan atik drtnlerin
uzaklastirlamamasidir. iskemiye bagh doku hasarinda hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hucre olumine
neden olur (1).

iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin
onemi belirtiimekle birlikte kismen azalmis reaktif oksijen tlrevleride hticre
dliminin énemli aracilarindandir. ileride ayrintili olarak anlatilacagi gibi bu
serbest radikal turevleri hucre Uzerinde lipid peroksidasyonu ve diger zararli
etkilere neden olur (22).

iskemi klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik gérilen tipidir. Glikolitik
enerji Uretiminin devam edebildigi hipoksinin aksine, iskemi glikoliz igin
gerekli maddelerin salinmasina olanak saglar. Sonug¢ olarak iskemik
dokularda anaerobik enerji Uretimide yeterli maddelerin tikenmesi veya
normalde kan akimi ile temizlenen metabolitlerin birikimiyle glikolizin
engellenmesinden sonra durur. iskemi dokulari hipoksinin zedelediginden
daha c¢abuk zedeler. Hipoksinin ilk etkisi hlcrenin aerobik solunumu yani
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu Uzerinedir. Oksijen basincinin
azalmasi sonucu hucre i¢i ATP dretimi belirgin olarak azalir. ATP
azalmasinin hdcre igindeki birgok sistemler Uzerinde etkisi olur. Yukarida
tanimlandigi gibi sitoplazmik serbest Ca™ da bir artis vardir. Ayrica plazma
membraninin  ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Bunu
sodyumun hucre iginde birikimi ve potasyumun hucre disina c¢ikigi izler.
Sodyum eriyiginin net artigl, suyun izoozmotik artigi ile birlikte olup akut
hicresel sismeye neden olur. Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin
nakleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yiukle daha da
artar (22).
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Sekil 2.1. Hucre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklari ve

sonuglari

Hucresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfatta artma da
fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP Uretimi ile hicrenin
enerjisini temin amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizini artirir. Sonug olarak
glikojen hizla tukenir. Bu durum histolojik olarak karbonhidratlarin
boyanmasinin azalmasi ile gosterilebilir. Artan glikolizde fosfat esterlerinin
hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hiicre igi
pH nin dismesine yol agar (22). Sonraki olay ribozomlarin granulli
endoplazmik retikilumdan ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin
olusumu ile protein sentezinin azalmasidir. Hipoksi dizelmez ise mitokondrial
fonksiyonun daha da koétulesmesi ve mebran permeabiltesinin artmasi daha
fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Ozmotik regllasyon kaybindan dolayi
tum hucreler sismig gibi gorunur. Eger oksijen eski haline donerse yukardaki

tim bozukluklar reverzibldir. Bununla beraber iskemi devam ederse



irreverzibl zedelenme gelisir. Morfolojik olarak irreverzibl zedelenmeye
mitokondrilerin daha siddetli vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde
sekilsiz ve Ca* dan zengin yogunluklarin birikimi, plazma membranlarinin
genis hasari ve lizozomlarin sismesi eslik eder (22).

Membran hasarinin birgok potansiyel nedeni vardir ( 22) (sekil 2.2.).

1- Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: iskemiye bagh Ca* artisi ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan pargalanmaya yol acgabilir.

2- Hucre iskelet anormallikleri: Hicre ici Ca* artmasi ile aktive olan
proteazlar hlcre catisina zarar verebilirler. Hlcre sismesinde, bazi
zedeleyiciler hicre membraninin hucre iskeletinden ayrilmasina neden
olarak membrani gerilmeye ve yirtiimaya hassas kilabilir.

3- Toksik oksijen radikalleri: indirgenmis oksijen tirevleri hiicre
membranina ve elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri iskemik
dokularda, ozellikle kan akiminin duzelmesinden sonra artar. Toksik oksijen
turevlerinin buylk Olgude reperfuzyon sirasinda zedelenme alanina gelen
PMNL tarafindan olusturuldugu dusunulmektedir.

4- Lipid yikim drunleri: Fosfolipit pargalanmasi sonucu iskemik
hicrelerde biriken bu katabolik Grinler membranlar Gzerinde yikici etki yapar.

Membran hasarinin mekanizmalari ne olursa olsun sonug, yukarida
tanimlanan olaylarla Ca™ nin bol miktarda hicre igine girmesidir (22) (sekil
2.1.). Hucre ici Ca™ un artmasi hiicreye potansiyel zararl etkilere sahip ¢ok
sayida enzimi aktif hale getirir. Ca™ un aktive ettigi enzimler fosfolipazlar
(membran hasarina yol agar), proteazlar (membran ve sitoiskeletal proteinleri
parcalar), ATP’ azlar (ATP tuketilmesini hizlandirirlar) ve endonukleazlardir

(kromatin pargalanmasi yapar) (22).



ISKEMI

_
l l '

1HTR | {Smoplezmik Ca*4
Ervimial Lk

Fosfulipa Prolez .
akivasanu abliwasyary
Y l Y L
| Fesholpk | Faskiph Hilere iskeke O Hal, O
or arcakinras hasar I: |
L §
i st pesr]
s ik Lipk peroksidasyony
Foslolipit Lipit yikam
kayhi | deinlen
! ] |

MEMERAN HASARI |

Sekil 2.2. iskemide membran hasarinin mekanizmalari

2.2.Reperfiizyon Hasari

iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hemde toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak iskemik
dokunun reperfluzyonu bir dizi olayin baglamasi ile paradoksal olarak doku
hasarina yol agar. iskemi déneminde dokuda biriken ksantin oksidaz dokuya
aniden sunulan oksijeni kullanarak hipoksantini Urik asite cevirirken bu
reaksiyon esnasinda bol miktarda serbest radikal (SR) olusumuna neden olur
(1). Reperfuzyon doneminde dokuda notrofil infiltrasyonu, kopleman
sisteminin aktivasyonu, Ca* aracili proteazlarin aktivasyonu, arasidonik asit
(AA) metabolizmasi gibi pek ¢cok sistem de SR olusumunu artirarak hasara
neden olmaktadir (1). Gunlik uygulama igerisinde tibbin pek c¢ok dalinda
iskemi ve reperfuzyonun yer aldigi olgular vardir. Sok, yanik, sepsis,
pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi ve bu durumlarin
resusite edilmesi ile de reperflizyon hasari ortaya c¢ikmaktadir (1).
Serebrovaskuler olaylarda, myokard infarktisunde, mezentriyovaskuler
olaylarda uygulan trombolitik tedavi veya revaskularizasyon ameliyatlari da

yine reperfuzyon hasarina neden olmaktadir. Travmalarda ve travma



cerrahilerinde hipovolemi yada kanama kontroli nedeniyle yapilan klemp,
tampon uygulamalari iskemiye neden olurken resusitasyon sonrasi mutlak bir
reperfiizyon ile yine i-R hasari giindeme gelmektedir (1). Kardiovaskiiler
cerrahide aort yada periferik arter klemp uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan

tablo i-R hasari ile karakterizedir.

Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Rolii

iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna yol agar.
Bunlar superoksit anyonlar (O2’), hidroksil radikalleri (OH"), hipoklorik asit
(HOCI), hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (23).
Oksijen kdkenli SR aracilidi ile olusan injuride baslangi¢ olay ksantin oksidaz
kékenli Oy" anyonlarinin retiimesidir (24). iskemi sirasinda selliiler ATP
hipoksantin olusturmak (zere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin,
ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine oksidize edilir. Bununla birlikte
iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza donusturalUr.
Substrat olarak nikotinamid adenin  dinukleotid kullanan ksantin
dehidrogenazin tersine ksantin oksidaz oksijeni kullanir ve bundan dolayi
iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine donusimunu katalize edemez ve
buda hipoksantinin dokuda asiri seviyelere c¢ikmasina yol acar.
Reperfuzyonla oksijen tekrar sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin
ksantin oksidaz ile donusturalmesi toksik ROS olugumu ile sonuglanir (23)
(sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. iskemi-Reperfiizyon hasarinin patofizyolojisi

Selluler ve subselliler membranlarin lipid peroksidasyonu da oksijen kokenli
SR’nin artirdigi htcre injurisinde 6nemli bir mekanizmadir (25). Huicre
membranlari igerisinde poliansatire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu,
hdcresel butunlik ve fonksiyon kaybi ile sonuglanabilir. Bu durum tek basina
OH' radikalleri ile bagslatilabilecegdi gibi, uygun bir selatér varliginda O3 ile de
baslatilabilir. Lipid peroksidasyonu bitisik yag asiti molekullerinde otokatalitik
(22) bir zincir reaksiyonu yayginlastirmak suretiyle lipid peroksil radikallerinin
olusumuna neden olabilir. OH  radikaleri ilave olarak proteinler ve
deoksiribonukleik asitin  (DNA) direk oksidasyonuna neden olabilir. Bu
asamada enzim inaktivasyonu ve DNA ipliklerinin kirilmasi s6z konusudur
(25). Bu gibi DNA hasari hem hicre 6limi hemde hicrelerin malign
degisiminde rol alir. SR’ler ayrica sulfidril aracili protein c¢apraz baglari
olusturarak  pargalanmanin  artmasina veya enzimatik aktivitenin
kaybolmasina neden olur. SR reaksiyonlari direkt olarak polipeptid

parcalanmasina da yol agabilir (22).
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Lokositlerin Rolu

Grisham ve arkadaslar iskemi-reperfiizyon (I-R) etkisinin dokuda
notrofil birikimi ile dogrudan iligkili oldugunu ve bu akimulasyonun normal
hemostaza gore iskemi doneminde 5 kat ve reperfizyon doneminde ise 18
kat daha fazla gercgeklestigini tespit etmislerdir (26) Notrofil bagimli
reperflizyon hasarinda nétrofil adezyonu en dnemli basamaktir (27).

I-R l6kosit aktivasyonuna, kemotaksise, lokosit-endotelyal hiicre
adezyonuna ve transmigrasyona neden olur (14, 28). Extravaskuler
kompartmana ulasildiginda aktive edilmis I6kositler toksik ROS, proteazlar ve
elastazlar salarlar ve buda mikrovaskuler permeabilite de artisa, 6deme,
tromboza ve parankimal hucre dlumune neden olur (14, 28). PMNL hucreler
myeloperoksidaz ve nikotinamid adenin nukleotid fosfat (NADPH) oksidaz
yoluyla SR’ ler olusturabilir (29). Oksjen metabolitlerinin olusumu I0kosit
NADPH oksidazin hizli aktivasyonuna bagldir. Bu, NADPH’I oksidasyona
ugratir ve prosesde oksijen, O, iyonuna indirgenir.

20, + NADPH MADPHOKSIDAZ 70~ 4 NADP* + H*

-

Slperoksit gogu kez spontan dismutasyonla (O,” + 2H" — H202)
hidrojen peroksite donusur. Notrofil lizozomlar1 (azurofilik grandller)
myeloperoksidaz enzimi igerirler ve klor gibi bir halid varliginda
myeloproksidaz, H,O, ‘yi HOCI’ ye doénusturir. HOCI kuvvetli bir oksidandir
(22) (sekil 3). PMNL, H,O, ve HOCI sekresyonu yoluyla hasari indukleyebilir.
Notrofil grandlleri ayrica ¢ok fazla sayida enzim igerir. Bunlardan bazilari;
serin proteaz, elastaz, kollojenaz ve jelatinaz’dir. Sonug¢ olarak bu enzimler
ve ROS mikrovaskuler permeabilite de artisa yol agarak yapisal matrix
proteinlerinde lizise neden olur (29).

AA 20 karbonlu poliansatire bir yag asididir. Vlcutta yalnizca hicre
membran proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur. AA bu fosfolipidlerden
hicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Huicresel fosfolipazlar mekanik,

kimyasal, fiziksel uyari veya kompleman-5a (C5a) gibi iltihabi mediatorlerce
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aktive edilirler. Daha sonra siklooksijenaz enzimi ile prostoglandinler (PG) ve
TXA, olusturulur. Nétrofillerde baskin olarak lipooksijenaz enzimi ile de 5-
HPETE olusur. 5-HPETE oldukga kararsizdir; ya notrofiller icin kemotaktik
olan 5-HETE’ ye, yada Lokotrienlere (LT) donusur. LT'lerdende 6zellikle
LTB4 notrofiller igin  kemotaktiktir (22). Oksijen radikallerinin salinimi
sonucunda intra selliiler Ca*da bir artis olur ve bu Ca* artisinin plazma
membran fosfolipaz aktivasyonunun artisinda ¢ok énemli oldugu dusunular.
Fosfolipaz aktivasyonu ile de AA metabolizma urUnleri olugmaktadir (25). Bu
urinler noétrofil aracili i-R hasarini su (i¢ yoldan biriyle etkiler.

1- Bu Urlnlerden ozellikle TXA; ve LTB4 kemo-atraktan etkilidir (30,
31). Myokardial iskemide AA metabolizma Urunleri inhibe edildiginde notrofil
akumulasyonu azaltilmigtir (32).

2- AA UrlUnleri ayni zamanda notrofil aktivatorleri gibi galisabilirler.
LTB4 notrofil aracili artmis kapiler permeabiliteyi in vivo ve in vitro
indUkleyebilir  (33). TXAzninde nétrofillerden  H.0; yapimini  artirdigi
bilinmektedir (34).

3- LTler ve TX mikrovaskuilarizasyon diuzeyinde kan akimini ve
bdylelikle direkt etkiyle doku perflizyonunu etkiler (35). Bu yolla TXin
etkilerine bagl reperfizyon sirasindaki yavag akimi agirlastirabilir (36).

Selektin ve adezyon molekulleri nétrofil aracili hasarda 6nemli rol
oynarlar. Selektinler; L-, P-, E-selektin olarak Uge ayrilir. P-selektin
monoklonal antikorlarinin hayvan I-R hasar modelinde, reperfiizyondan 10
dakika once verildiginde myokardial hasari azalttigi gosterilmistir (37). Hem
P-, hemde E-selektin reperfUzyonda saatler icinde endotel Uzerinde
gosterilmiglerdir. Monoklonal antikorlar ile agiga ¢ikmis noétrofil L-selektinin
blokajida nekroz alanlarinda nétrofil infiltrasyonunu azalttigi gosterilmistir
(38).

2.2.1. Akciger iskemi Reperflizyon Hasari

Akcigerlerde I-R  hasari  kardiyopulmoner bypas, pulmoner
tromboendarterektomi ve akciger transplantasyonundan sonra siklikla
olusmaktadir (39). Akcigerlerde olusan bu hasara lenfositler, pulmoner

arteryal endotel hucreleri, alveolar makrofajlar, pulmoner alveolar tip Il
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hicreleri aracilik etmektedir (11). Pulmoner arter tromboendarterektomisinini
takiben reperflizyon sonrasinda goértlen pulmoner ddem, endotel hiicrelerinin
I-R’ye maruz kalmasi sonucu degisen vaskiiler denge, reperfiizyon sirasinda
azalan NO, siklik guanozin monofosfat diuzeylerine bagh olarak gelisen
vaskuler disfonksiyon sonucu bozulan koagulasyon, vaskuller permeabilite,
vazomotor tonus, l6kositlerin adezyon ve agregasyon fonksiyonunda artis
klinikte akcigerlerde iskemiyi takiben reperfiuzyonla karsilagilan en onemli

sorunlar olarak degerlendiriimektedir (40, 41).

Akcigerlerde iskemik doku hasarinin patolojik tablosu inflamatuar yanit
ile ortak 6zellikler gostermektedir. Iskemiye bagli olarak akcigerlerde
proinflamatuar sitokinlerin Uretimi artmakta, mononukleer ve PMNL
aktivasyonu ve dokuya invazyonu gorulmektedir. Akciger inflamasyon
yanitinda iL-1B ve IL-6 en ¢ok lizerinde durulan sitokinlerdir. Transdermal
growth faktér—B1'in i-R ve akciger transplantasyonundaki énemi, iL-10 ile
birlikte akut akciger reddi ve reperfizyon hasarini azaltmasinin gosterilmesi
ile gindeme gelmistir (42). i-R hasari sirasinda sitokin Uretimi ile makrofaj,
lenfosit ve nétrofil aktivasyonu paralel olarak gelismektedir. iskemi,
makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin salinimini tetiklemekte ve erken
reperfiizyon hasari olusmaktadir. iL-8, iL-12, IL-18, TNF-a, interferon gama
gibi sitokinler ise ge¢ donemde noétrofil ve T- lenfosit aktivasyonuna yol
agmakta ve beraberinde ge¢ doénem reperflizyon hasari olugsmaktadir.
Adezyon molekulerinin de iskemi sirasinda pulmoner damar endotel
hicrelerinde arttigr bilinmektedir. Bu molekullerden P-selektin, intraselluler
adezyon molekili (ICAM)-1 gibi molekiillerin deneysel olarak reperfiizyon
sirasinda bloke edilmelerinin de akciger reperflzyon hasarini azalttigi
gOsterilmistir (43).

Oksidatif stres ROS olugsmasi ile karakterize bir durumdur. Bu turevler
02", H,O, ve OH  dir. Bu turevler kararsiz Uranler olup hiicre permeabilitesinin
artmasindan hidcre zarinin erimesine kadar cesitli derecelerde lipid
peroksidasyonuna yol agmaktadir (44). Akcigerde bir ¢cok hucre tipi (endotel
hicreleri, tip Il pnomositler, klara hicreleri) ROS olusturabilmektedir (45).

Akcigerlerde iki ana mekanizma ROS olugumuna katki saglamaktadir. Bu
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mekanizmalardan biri reperflizyon yada solunum sirasinda ortama oksijen
yeniden sunulmasi ile O, “olusumuna yol agan hipoksantin birikimidir. Anoksi
sirasinda ksantin dehidrogenaz enzimi ksantin oksidaz formuna
donusmektedir. Enzimin oksidaz formu, ortamdaki oksijenin artisi ile
hipoksantini O,” ye donustirmektedir. Diger mekanizma ise iskemi ile aktive
olan ve oksijenin O, “ve H,0O, ye donlisuminu katalizleyen NADPH oksidaz
sistemidir (46, 47). Bu sistem yogunlukla notrofillerin, monositlerin ve
makrofajlarin ylizey membranlarinda bulunmaktadir.

Akcigerde reperfuzyon hasarini Onlemek amaciyla farkli klinik
stratejiler uygulanmaktadir. Bunlara 6rnek olarak iskemiden énce NO
inhalasyonu, PG’lerin saklama solusyonlarina eklenmesi, reperfizyon
sirasinda kandaki kompleman faktorlerinin inhibisyonu, trombosit aktive edici

faktor antagonistlerinin kullaniimasi ve surfaktan tedavisi verilebilir (48).

2.3. Serbest Radikaller

Oksijen; sekiz atom numarali, dogada dioksijen (O2) olarak bulunan
kararsiz bir elementtir ve kararsiz durumu enerji dizeylerinde bulunan
elektronlarin yapisina baghdir. Oksijen molekullindeki ayni yéonde doénen iki
elektrona sahip son orbitali onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki
elektron, bir orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde farkh
yonlerde dondugunde ‘singlet oksijen’ (O2) olusur. Orbitalden birine ters
donusllu bir elektron veya ikisine ters donusli iki elektron gelirse ‘oksijen
radikali’ elde edilir.

SR’ler organizmada hem metabolizma sirasinda endojen olarak
surekli olusurlar, hemde radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi
etkenlere bagli eksojen olarak ortaya cikabilirler. Aerobik organizmalarda
yasamin surdurulebilmesi icin oksijene mutlak gereksinim vardir. Solunan
oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik % 95’ide oldukga toksik SR’lere donusmektedir (1).
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O, radikali, iki elektron alarak
indirgenmesi ile H,O» olusur. Uclincl elektron ilavesi ile yiiksek derecede

reaktif OH" radikali olusur. Dorduncu elektron ilavesi ile de su olugsmaktadir .
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Serbest radikallerin olusumu:

O, + e + H — HO, Hidroperoksil radikali

HO,” — H" + O, Superoksit radikali

O, + e +2H'— H,O, Hidrojen peroksit

H,O, + e — OH + OH Hidroksil radikali

OH + e+ H" — HO

Memelilerde serbest radikaller baslica anaerobik metabolizma
sirasinda uretilir (49, 50, 51). Fakat O, kaynakl serbest radikallerden farkl
olarak karbon ve kukurt bazli radikaller de olusabilmektedir. Hucre iginde
oksijenin varhgi, toksik oksijen turlerinin uygunsuz olusumuna neden olabilir.
Bunlardan de en 6nemlileri; hidrojen peroksid (H2O2), superoksit (O2) ve
hidroksil (OH") iyonlaridir. Hicrenin bir ¢cok yerinde (6rnedin: plazma
membrani, mitokondri, sitozol, lizozom ve peroksizom) oksidatif enzim
aktivitesi sonucu meydana gelebilirler.

Olusan SR’ ler hicre membrani ve hucre igi organelleri etkilerken
ekstrasellller komponente de gecer ve uzak etkiler olusturur. Burada SR’ nin
¢ozunurlugu ile difizyon hizi 6nem kazanmaktadir. Oksijen merkezli SR’ ler
incelendiginde OH" radikali ¢ok potent olmasina ragmen difuzyon hizi
yavastir. Bu ylizden ancak olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Buna
karsin H;O, c¢cok az potent olmasina ragmen plazma membranini,
mitokondrial ve peroksismal membranlari rahatlikla gegerek uzak etki
gOsterebilirler (52, 53).

Fizyolojik ve patolojik durumlarda, organizma vyuksek oranda
oksidanlarla ve serbest radikallerle kargi karsiya gelebilir. Bu radikallerin
onemli bir kismi enzimatik sistemler tarafindan etkisiz hale getirilirler.

Oksidan maddelerin olusumu ile savunma mekanizmalarinin igleyisi arasinda
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bir denge vardir ve bu dengenin oksidan baski yonunde artmasi hiicre hasari
ile sonuglanir. Oksidan etki sonucunda olusan hasarin blyutkligu, hasarin
olusma hizi ve oksidatif hasari 6nleyen koruyucu mekanizmalar arasindaki
dengeye baglidir (53,54, 55, 56).

Serbest radikaller, hlcrenin tim organellerinde olusabilirler. Hucre
zarina bagl yada serbest olarak bulunan bir ¢cok enzimin etkisi ile de serbest
radikaller olusmaktadir. Doymamis yag asitlerinin ve ksenobiyotiklerin
oksidasyonunda rol oynayan hlcre organeli endoplazmik retikulumdur ve bu
sistem sitokrom P-450 ve sitokrom b5 i¢cermektedir. Detoksifikasyon
sirasinda serbest radikaller meydana gelir. Dokuda bulunan peroksizomlar
yuksek duzeyde oksidaz (6rnegin; D-amino asit oksidaz, urat oksidaz, agil
koenzim-A oksidaz ) igerdiklerinden dolayr gugli bir hidrojen peroksit
kaynagidir (57). Oksidazlar, hidrojen akseptoru olarak oksijeni kullanarak
substrattan hidrojen ayrilmasini katalize ederler. Plazma membraninda
bulunan lipoksijenaz ve siklooksijenaz, radikal uUretimine yol agan
reaksiyonlardan sorumludur. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar

sonucunda prostaglandinler, tromboksanlar ve I6kotrienler meydana gelir.

2.3.1. Serbest Radikallerin Hucresel Etkileri

SR’ ler gevredeki tum biyomolekullere (nukleik asitler, membran
lipidleri, enzimler, reseptorler gibi) zarar verirler. Hucresel hasar olusumunda
ug tip reaksiyon énemlidir.

Lipid peroksidasyonu: SR’lerin lipidler tzerindeki en dnemli etkileri
lipid peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipid peroksidasyonu SR’ ler tarafindan
baslatilan ve huicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna yol agan kimyasal bir olaydir. Superoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali, alkoksil radikali, lipid peroksidasyonunu baslatan
baslica radikallerdir (1).

Hucre zarlarinda lipid peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hacre i¢i ve disi iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun
sonucunda hiicre ici Ca* konsantrasyonu artmakta ve Ca* bagiml proteazlar
aktive olmaktadir. Bu olaylar hicre hasarinda énemli role sahiptir. Nitekim

hiicrede asiri Ca* birikmesinin sitotoksik oldugu gdsterilmistir (1). Ote yandan
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lipid peroksidasyonunun son drunu olan aldehitler de sitotoksik o6zellige
sahiptirler.

Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: SR’ ler aminoasit yan zincirlerinin
oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olusmasina yol
acarlar. Ayrica protein ana zincirini okside ederek protein pargalanmasina
neden olurlar. Bdylece hicrede fonksiyonel 6neme sahip enzimlerde
bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir. (1).

DNA hasari: SR’ler, nukleer ve mitokondrial DNA’da timin ile
reaksiyona girerek tek zincir kirllmalari olugturur. Bu durumda DNA onarim
mekanizmasinin uyarilmasi ile poli (ADP-riboz ) polimeraz (PARS) enzimi
aktive olur (1). PARS nukleusta bulunan, protein modifikasyonu ve nukleotid
polimerizasyonu yapan bir enzimdir. Fizyolojik rolu tam bilinmemekle birlikte
gen ekspresyonu, gen amplifikasyonu, hicresel farkhlasma, malign
transformasyon, hicre boélinmesi ve DNA replikasyonunda rolli olduguna
dair veriler vardir. PARS’In aktivasyonu sonucu bu enzimin substrati olan
nikotinamid dinukleotid (NAD) duzeyi duger. NAD ise glikoliz ve trikarboksilik
asit sikluslarinda kofaktér oldugundan bu sikluslar durur ve bdylece ATP
olusumu azalir. Sonugta hucrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tip htcre

Olumu olur (1).

2.3.2. Serbest Radikallerin Toksik Etkileri

Serbest oksijen radikalleri hiicrede aerobik metabolizma sirasinda
uretilir ve hucredeki tum molekuller ile reaksiyona girebilirler ve en ¢ok lipitler
saldiriya ugrar (58). Uretim miktari metabolizma hizina bagl olarak artar
(59). Normal sartlarda metabolik reaksiyonlarda kullanilan oksijenin sadece
%5-10 'u kuvvetli toksik Urtnlere donusur. Aerob organizmalar intraselltler ve
ekstraselliler antioksidan savunma sistemleri ile bu toksik metabolitleri
etkisiz hale getirerek kendilerini korur ve zarari minimum seviyede tutarlar.
Antioksidan defans sisteminin gucunin zayifladigi yada SR uretiminin bu
savunma sisteminin gucunu astigi hallerde hucreler zarar gorur (60). Oksijen
radikalleri ¢ok kisa sureli olugstuklari halde bu sure iginde etkin olarak

detoksifiye edilmezlerse nukleik asitler, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve
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glikoproteinleri igine alan butun biyolojik materyal ile reaksiyona girerek
reversibl yada irreversibl degisikliklere yol agarlar (59).

SR’ lerin hlcredeki baslica zararl etkileri; proteinlerin zarar gormesi,
enzimlerin inaktivasyonu, membran ve serum lipitlerinde peroksidasyon,
hicre ylUzeyindeki reseptorlerde degisiklik, Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi
hlcre iyon transport proteinlerinin tahrip olmasi, DNA’nin zarar gormesi, bag
dokusu harabiyeti, ekstraselluler etkiler olarak bildiriimektedir (58, 60).

Bir kisim Oy viacutta notrofil, monosit, makrofaj, eozinofil gibi
inflamatuar hucrelerden, hucrelerin yizeylerinde bulunan redikte NADPH
oksidaz sistemi ile kasten yapilmaktadir. Bu blyuk miktardaki O, yapiminin
amaci yabanci mikroorganizmalarin olduralmesidir. Kronik inflamasyonda bu
normal koruyucu mekanizma hasara neden olabilir. Solunum yolu ile almig
oldugumuz oksijenin yaklasik %1-3 ' Oy yapimi igin kullanilir (61).

Bir diger fizyolojik SR olan NO, vaskiler endotel tarafindan bir
relaksing faktor olarak yapilir. Ayrica beyinde ve fagositlerde de yapilir (62).
NO pek ¢ok fizyolojik fonksiyonlar igin yararli olmakla birlikte asirisi toksik
olabilir (65, 66). O,” ve NO kimyasal olarak asiri reaktif olmamakla birlikte

bazi durumlarda daha toksik Urtinler Uretebilirler (63).
2.4, Serbest Radikallere Kargi Savunma Mekanizmalari

2.4.1. Serbest Radikal Temizleyiciler

SR temizleyicileri, reaktif oksijen parcalari ile reaksiyona girerek
bunlari zararsiz maddeler haline donustiren ajanlardir. Bu ajanlardan
enzimatik olanlar SOD, KAT, glutatyon (GSH), Gprx ve GSH reduktazdir.



Tablo 2.1. Antioksidanlar

18

Antioksidanlar

Endojen

Eksojen

Enzim olanlar

Enzim olmayanlar

1) Siiperoksit dismutaz
2) Glutatyon peroksidaz (GSH-

1) Melatonin
2) Seruloplazmin

1) Vitaminler
*a-tokoferol (Vit E)

Px) 3) Transferrin 2) * B-karoten(Pro-vit A)
3) Glutatyon S-Transferazlar 4) Myoglobin * Askorbik asit (Vit C)
(GST) 5) Hemoglobin * Folik asit (folat)
4) Katalaz (CAT) 6) Ferritin — 2) ilaglar
5) Mitokondriyal sitokrom 7) Bilirubin * Ksantin oksidaz inhibitorleri
oksidaz sistemi 8) Glutatyon -Allopiirinol
6) Hidroperoksidaz 9) Sistein -Oksipiirinol
10) Metiyonin NADPH oksidaz inhibitorleri
11) Urat -Adenozin
12) Laktoferrin -Lokal anestezikler
13) Albiimin -Kalsiyum kanal blokerleri
-NSAID
* Mannitol
* Alblimin
*Demir selatorleri
*Desferroksamin
*Barbitiiratlar

*Sitokinler(IL-1, TNF)
*N-asetil sistein(NAC)
3) Gidalar

Superoksit Dismutaz

SOD, in vivo olarak dokulari SR’ lere, 6zellikle Oy’ ye karsi koruyan
endojen bir enzimdir (64). insanlarda SOD’ un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki
izoenzimi vardir. Cu-Zn igeren tipi sitozolde, Mn igeren tipi mitokondride
yerlesmistir (1). Bu izoenzimlerin her ikisi de O,” nin H,O,’ ye ve molekuler
oksijene donlsumunu katalizler (1, 64). O,” i metabolize etme yetenegine
sahip sirkulatuar proteinler, seruloplazmin ve ekstraselliler SOD’dir. Bununla
birlikte bu sirkulatuar ajanlarin temizleyici etkisi asikar degildir. Cunkl bu

proteinlerin plazmadaki aktiviteleri oldukg¢a azdir (64).

Katalaz

KAT viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir. in vivo olarak
SOD ile kombine bir sekilde etki eder (64). H,O, peroksizomlarda KAT ile su
ve oksijene indirgenir (65). KAT’ In canl organizmanin eritrosit, karaciger,

bdbrek, kemik iligi ve gesitli dokularinda da bulunur (66). KAT enzimi eritrosit
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icinde ¢dzunur bir sekilde bulunmustur (67). KAT enzimi i¢in optimum pH 7.6’
dir (68).

Glutatyon

Birgok hlcrede bulunabilen GSH tripeptid (gama glutamil
sisteinilglisin) yapidadir. Glutamat, sisteine gama-karboksil araciligi ile
baglanir. Molekulin aktif kismi sisteinin sulfidril grubudur. Gama-glutamil
kismi hucre igi stabiliteyi ve peptidazlara direnci saglamaktadir. GSH hucre
zarinda aminoasitlerin tasinmasinda rol alir ve koenzim olarak enzim
yapisina girer. Proteinlerin sulfidril yapilarini  korur, toksik maddelerin

etkilerinin ortadan kaldiriimasinda rol oynar (69).

Glutatyon Peroksidaz

GSH peroksidaz enzimi hucreleri organik hidroperoksitler ve H;O»
tarafindan olusturulan oksidatif tahribata karsi GSH’ 1 kullanarak korur (70).
indirgenmis GSH, bol miktarda tiyol ihtiva eden, disiik molekiiler agirlikli bir
maddedir. GSH, sahip oldugu sulfhidril grubu ile oksidatif hasar ve toksik
maddelere karsi hicreleri korur. GSH dokularda agiga gikan lipit peroksitleri,
H>07’ yi, askorbik asiti ve SR’ leri indirger ve Gprx enzimi i¢in kofaktoér olarak
gbrev yaparak sonugta okside olur (71, 72). Gprx, H2O, varliginda reduikte
GSH’ nin okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmesini katalize eder (73).

Ayrica H,O, mitokondri ve sitoplazmada Gprx ile su ve oksijene indirgenir.

Glutatyon Rediiktaz

GSH reduktaz bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik
grubu flavinadenin dinukleotiddir. Hem sitozol hemde mitokondride
bulunmaktadir. GSSG hulcreyi oksidanlara kargi koruyamaz. Hucre elektron
kaynadi olarak NADPH'I kullanan GSH rediktazin katalizledigi bir
reaksiyonla GSSG tekrar indirgenmis GSH’ a ¢evrilir (74).
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20, + 2H* SUPEROKSIT DISMUTAZ N H.On + Oy

2H,0, KATALAZ » H,O + O

2GSH + Ha0- GLUTATYON PEROKSIDAZ . G-5-5-G + 2 H.0O
G-5-5-H + NADPH + H+ GLUTATYOMN REDUKTAZ . IGSH + N:‘i'\[}+

Bu enzimlerin disinda ayrica dimetilthiotre, dimetil sulfoksit ve
merkaptopropionil glisin hiroksil radikalinin tahmin edilen temizleyicileridir.
Mannitol klinik olarak uzun yillardan beri hidroksil radikal temizleyici etkisi
nedeniyle kullaniimaktadir (59). Ayrica N-asetilsistein ve kaptopril gibi thiol
iceren bilesiklerin serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona girdikleri ve NO

olusumuna yol agtiklari ileri sGrtlmektedir (75).

2.4.2. Serbest Radikal Uretiminin inhibisyonu

SR hasarini azaltmak i¢in kullanilan diger bir yaklagim SR uretiminde
rol oynayan enzimlerin inhibisyonudur. Ksantin oksidaz inhibitora allopurinol
hipoksantinin yapisal bir analogudur. Allopurinol ksantin oksidazi kompetetif

olarak inhibe ederek O,  anyonunun Uretimini azaltir (76).

2.5. Antioksidanlar
Antioksidanlar, SR olusumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal

reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve
hasarli molekulleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla
etkilerini gosterirler. Antioksidan sistem grubuna giren enzimler; SOD, KAT,
Gprx, glutatyon rediktaz, glutatyon transferazdir. Suda ¢bzunen radikal
tutucular; GSH, vitamin C, urik asit, glikoz ve sisteindir. Yagda ¢6zunen
radikal tutucular; vitamin E, B-karoten, biluribin, ubikinol ve flavanoidlerdir (1).
Hem suda hem yagda ¢oOzunebilen; Melatonin. Metal iyonlarini baglayan
proteinler; ferritin, transferin, haptoglobin, seruloplazmin ve albumindir (1).

Ayrica propranolol, kalsiyum kanal blokerleri, kaptopril ve lipoksigenaz
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inhibitéri olan nafazotromunda deneysel olarak degisik sitoprotektif etkileri

gOsterilmistir (76).

2.6. iskemi Reperfiizyon Hasarini Onlemek igin Tedavi Stratejileri
Kontrollii deneysel modellerde I-R hasarini basariyla énleyen veya
sinirlayan birgok tedavi stratejileri klinik pratik kullanimda slpheli sonuglar
vermektedir veya insan klinik arastirmalarinda kullaniimamaktadir. i-R
hasarini azaltmada kombine stratejilerin etkinligini bulan az sayida calisma
vardir (77).
IR hasarini azaltmak icin tedavi stratejileri (77):
1-Kontrolll, dereceli reperfiizyon (controlled, graded reperfusion )
2-iskemik énkosullama (preconditioning)
3-Aspirin-triggered Lipoxin Analoglari
4-Antioksidan tedavi
a-Superoksit dismutaz
b-N-asetilsistein
c-Allopurinol
d-Demir selatorleri
e-Vitamin E
f-Katalaz
g-Mannitol
h-Tioller
5-Kalsiyum antagonistleri
6-Anjiotensin konverting enzim inhibitorleri
7-Anti-kompleman tedavi
8-Lokosit deplesyonu / filtrasyonu
9-Anti-sitokin veya Iokosit adezyon molekuld mAb
10-Endotelin reseptor antagonistleri
11-Platelet aktivasyon faktor antagonistleri
12-LTB4 antagonistleri

2.7. Aortik Kros Klempin Akcigerler Uzerine Etkisi
Abdominal ve 6zellikle torakal aorta cerrahisi sonrasi pulmoner
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komplikasyonlar siklikla gozlenir. Yakin bir calismada 1414 hastaya
torakoabdominal anevrizma tamiri yapilmis ve sonuglari analiz edilmis (78).
% 8 oraninda ciddi pulmoner komplikasyon gorulmus ve uzamis respiratuar
destek ve trakeotomi uygulanmis. Torasik aortanin klemplenmesi ve
sonrasinda pulmoner vaskuler direncin artmasi yaygin bir bulgudur (79, 80).
IAA’ dan klemp kaldirimasida insanlarda pulmoner arter basincinda ve
pulmoner vaskuler direngte artisa yol agmaktadir (79, 81, 82, 83, 84). Bu tip
artiglarin mekanizmasi acgik degildir fakat pulmoner mikroembolizm buna
sebep olabilir (83, 84). AKK sirasinda ve klemp kaldirildiktan sonra pulmoner
dolasim bozukluklarinda PG’ lerin rolii agik olarak gésteriimistir. iskemi
pulmoner arter basincini artran TX yapimina neden olur (85). Bu da
akcigerlerde notrofil tutulmasini  indukler ve pulmoner mikrovaskuler
permeabiliteyi artirir. infrarenal AKK konulmasi insanlarda TXA, sentezinde
artisa ve ortalama pulmoner arter basicinda ve pulmoner vaskuler direngte
zaman bagiml artiga yol acar (80). Bundan baska TX sentezinin inhibisyonu
veya TX reseptorlerinin  blokaji pulmoner hipertansiyonu, Idkopeniyi,
akcigerlerde I6kosit sekestrasyonu ve akcigerde mikrovaskiler permeabilite
artisini engeller (86). Arka bacak iskemisi sonrasi akcigerlerde sekestre olan
notrofiller buyuk olasilikla hem elastaz hemde serbest oksijen radikalleri
salinimi yoluyla akcigerde permeabilite 6demine yol acar (87). Bu nedenle
vicudun iskemik alt yarisinin reperfizyonu TXA; sentezine ve noétrofil ve
platelet aktivasyonu ve pulmoner disfonksiyona neden olmaktadir (88, 89).

Aortik cerrahi sonrasi tanimlanan pulmoner komplikasyonlar iskemik
dokulardan salinan ve daha sonra akcigerlerde yakalanan anaerobik
metabolik Grlnlere ve mikroagregatlara baglanir (90). Notropenik hayvanlar
reperflizyonla pulmoner permeabilitede veya plasma veya akciger lenf TX
konsantrasyonlarinda artis gostermedi. Notrofillerin serbest oksijen radikaleri
ve proteazlar iceren toksik bilesikler salgiladigi olasidir. Pulmoner
mikroembolizasyon da akciger dokularindan vazoaktif (esas olarak
vazokonstriktif) maddelerin salinimi ile iliskilidir (91, 92, 93).

Pulmoner dolasimda gozlenen bu degisiklikler (artmig basing ve

vaskuler direng) aortik cerrahi sirasinda gosterilmis olan anafilatoksin
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aktivitesindeki artis ile kismen aciklanabilir (94). C3a ve Cb5a pulmoner
vaskuler tonusu artirir (95), immuan yaniti suprese eder (96) ve bu nedenle

pulmoner enfeksiyon riskini artirabilir.

2.8. Melatonin

Beyinde bulunan néroendokrin bir organ olan pineal bez, dis ¢evrenin
aydinlik ve karanlik olmasina gore organizmanin basta endokrin sistem
olmak uzere birgok sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri dizenler. Pineal
bez beyin orta hattinda uglncu ventrikulin arkasinda yer alir. Bu merkezi
konumu nedeniyle beynin sagittal dizleminin belirleyicisi olarak kullanilir.
Pineal bez pinealositler ve néroglialardan olusur. Pinealositler norepinefrin,
histamin, serotonin, melatonin, dopamin gibi biyolojik aminleri ve LHRH,
TRH, somatostatin, arginin, vasopressin gibi peptidleri sentez ederler (97).
Pineal bez bobreklerden sonra damarsal yapidan (kan akimi 4 mil/dk/gr) en
zengin organdir. Bezin uyariminda sempatik sistem baskindir ve superior
sempatik gangliondan kaynaklanan sinir lifleri internal karotid sinir ile beze
ulasir. Radyolojik ¢alismalarda pineal bez hacminin yasamin ikinci yasinda
doguma gore iki kat arttigi ve sonrada sabit seyrettigi gosterilmistir.(98)

Pineal bezin suprakiyazmatik nikleus (SCN) ile birlikte aktivitelerimizi
doga ile senkronize bir sekilde yapmamizi saglayan biyolojik saat oldugu
disundlmektedir. (99) Bu bezden salgilanan ana madde Melatonin’dir.
Melatoninin sirkadiyen ritimler, uyku, ruhsal durum, treme, timor gelisimi ve
yagslanma gibi birgok olayin biyolojik regulasyonunda rolU olabilecegine dair
kanitlar bulunmaktadir (97).

Melatonin salgilanma hizini belirleyen en dnemli faktor ¢evrenin isik
dizeyidir. Genel olarak, 1si1k melatonin yapimini azaltirken, karanhk artirir.
Karanh@in baslamasi ile fotoreseptorler hipotalamustaki suprakiyazmatik
ekirdegi uyarir. Suprakiyazmatik ¢ekirdek memelilerde biyolojik sirkadiyen
saattir. Uyarilar buradan torasik spinal kordun intermediolateral kolonuna,
buradan da superior servikal gangliona ulasir, daha sonra postganglionik
sinirlerle pineal beze iletilir. Bez igindeki postganglionik sinir uglarindan
salinan norepinefrin ile pinealosit membranindaki a1 ve b1 adrenerjik

reseptorleri uyarilarak hdcre ici cAMP yapimi artar. Bu da melatonin yapim
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hizini duzenleyen NAT aktivitesini artirir, sonugta serotoninden melatonin
sentezi ve salgilanmasi artar. (sekil 2.4.) Melatonin sentezinde 6nemli rol
oynayan NAT ve HOMT enzim aktiviteleri gece daha yuksektir (100). Gun
Isiginin bulundugu saatlerde retina fotoreseptor hicreleri hiperpolarizedir ve
retinahipotalamik-pineal sistem sessizdir, bu donemde cok az melatonin
salgilanir. insanlarda melatonin diizeyindeki artisi karanlik ¢dékmesinden
hemen sonra basglar (20:00-23:00), gecenin ortasinda (01:00 ile 05:00
arasinda) doruk duzeyine ulasir, daha sonra gecenin ikinci yarisinda
melatonin dlzeyi giderek azalir. Melatonin sentezinde baslangic maddesi,
plazmadan alinan ve bir indol aminoasit olan “triptofan” dir. Triptofan,
esansiyel bir aminoasit olup, besinlerle digiridan alinmasi gerekmektedir.
Triptofan pinealositlerde triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana
hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan, aromatik-L-aminoasit dekarboksilaz ile 5-
hidroksitriptamine (seratonin) dekarboksillenir. Seratonin, N-asetil Transferaz
(NAT) ile N-asetil seratonine ve bu da Hidroksiindol-O-metil transferaz
(HOMT) ile Melatonine (N-asetil-5-metoksitriptamin) donusur. (sekil 2.4.)
Serotoninin melatonin donisimund saglayan NAT ve HOMT aktivitelerinin
geceleri daha yuksek oldugu belirlenmistir. Melatonin sentezi igin gerekli
enzimlerin, pinealositler diginda, SCN, retina ve ince bagirsakta da
bulundugu, immuanohistokimyasal ydntemlerle gosterilmigtir. Dolasimdaki
melatonin konsantrasyonu pineal bezdeki melatonin Uretimini yansitir (101,
102).
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Sekil 2.4. Pineal gland’da melatonin sentezinin kontroll

Melatonin, pineal bezde sentezlenip depolanmadan hizli bir sekilde
komsu kapiller damarlara gecger. Lipofilikliginin ¢cok ylksek olmasindan
dolayl, tum biyolojik doku ve sivilara dagilir. Plazmada yaklagik %70'i
albumine bagli olarak tasinir. Cogu karaciger de olmak Uzere, bdbrekte de
metabolize edilir. Karacigerde 6-hidroksimelatonine dontsur; bu da, bobrekte
sulfat ve glukuronik aside baglanarak idrarla atilir. Serum melatonin
konsantrasyonu, yasa gore de anlamli olarak degigir. Yaslanma ile birlikte
melatonin duzeyinin de giderek azaldigi bilinmektedir (97, 99, 103,). Pineal
bez melatonin yapimindan sorumlu tek organ degildir. Diffuz néroendokrin
sistem iginde kabul edilen APUD (amine precursor uptake and
decarboxilation) hucrelerinde melatonin sentez edildigi gosterilmistir. Bu
hicreler retina, lakrimal bezler, beynin diger bolgeleri ile brons, karaciger,
bdbrek, adrenal bezler, gastrointestinal sistem, timus, plasenta, over, testis
ve endometriumda yer alir. Ayrica mast hucresi, I0kosit ve naturel Killer
hicrelerinde melatonin sentezlenmektedir.

insanda iki melatonin reseptérii klonlanmistir: MT1 (Mel1a) ve MT2
(Mel1b) (100, 104, 105). Ancak Uguncu bir baglayici bolgenin varhidi da kabul
edilmektedir: MT3 (ML2). Bu reseptér ve baglayici bolgelerin farkli dagilimlari
bireysel fizyolojik fonksiyonlari etkiler.
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2.8.1. Melatoninin Antioksidan Etkinligi

Yapilan in vivo ve in vitro ¢caligmalarda, melatoninin guglu bir serbest
radikal supurucu ajan oldugu gosterilmistir.(15, 16, 17) Oldukca toksik olan
hidroksil radikali basta olmak Uzere, diger serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu oksidatif hasardan makromolekulleri 6zellikle DNA y1 koruyabilir. DNA
hasari olusturan radikaller hicrede nukleer bir enzim olan poli-ADP-riboz
sentaz’i (PARS) aktive ederler. Bu enzim, DNA tek zincirinin kirilmasi ile
aktive olur ve hicrede siddetli enerji tiketimine yol agarak sonugta nekrotik
tipte hiicre 6lumine neden olur. Melatoninin PARS aktivitesini inhibe ederek
sok,inflamasyon ve organ hasarini 6nleyebilecegi bildiriimektedir.(16, 18)
Serbest radikal yakalayici etkisi bakimindan bilinen tim antioksidanlardan
daha gugluddr. Yapilan galismalarda E vitaminine gore iki kat, glutatyona
gore bes kat daha etkili oldugu gosterilmistir.(19, 20) Bunun en énemli nedeni
melatoninin hem suda hemde yagda ¢ozunebilir olmasindan dolayi, hicrenin
tum komponentlerine etki edebilmesidir.(16, 21) Ayrica, indirekt olarak,
spesifik melatonin reseptorleri araciligi ile, antioksidan enzim seviyelerini
artirarak da doku koruyucu etki gosterir.

Melatoninin birgok biyolojik etkisinin yani sira, guclu bir radikal
supurucu (hidroksil radikali, superoksit anyon radikali, peroksil radikali,
singlet oksijen ve peroksinitrit anyonuna gugcli etkili) ve antioksidan
(Superoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz(GPx) Glutatyon
Reduktaz(GRd) Gukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz(G-6-PDH) stimilasyonu ve
Nitrik Oksit Sentaz inhibisyonu) 0zelliginin olmasi iskemi-reperflizyon
hasarinda etkili bir koruyucu olabilecegini dusundurmektedir (15, 16, 17).
Superoksit radikaline en 6nemli etkisi, stperoksidin dismutasyonunda rol
oynayan SOD’in mRNA’sini artirmasidir (16). H,O,, hiicrelerde KAT ve GPx
ile toksik olmayan urunlere donusturulir.GPx ve GRd aktivitesi melatonin ile
uyariimaktadir (16). Ayrica melatonin, H,O2'nin hlcre i¢i konsantrasyonunu
azaltir.GRd  aktivitesinde  kofaktor olan NADPH, G-6-PDH ile
olusturulur.Melatonin G-6-PDH aktivitesinide uyarir (16). Melatonin, indol
nikleusun yan zincirindeki metoksi ve asetil gruplart OH" radikalinin

gideriimesinde rol oynar. Melatonin bir elektron vererek hidroksili nétralize
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eder ve toksik olmayan indolil katyon radikaline (melatonil) dénustr. Bu
nitrojen merkezli melatonil radikalinin de superoksit anyon radikali ile etkilesip
5-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (5-MAFK) olustururken bu radikali
de supurduagu bildiriimektedir (111). Melatonin singlet oksijeni direkt olarak
noétralize edebilmektedir (17 ,111).

Nitrik oksit tek basina degil O, varliginda peroksinitrite déniserek
toksik etkilere aracilik eder. ONOO', peroksinitroz asit ve hidroksil radikaline
donusebilmektedir. NO inhibisyonunun ONOQO™ olusumunu engelleyecegi ve
kardiyak performansi artirabilecegi gosterilmistir (106, 107). Bu nedenle, NO
sentezini gergeklestiren NOS'un (6zellikle INOS) pro-oksidatif bir enzim
olabileceg@i dusunulmektedir. Melatoninin iINOS aktivitesini inhibe edebileceqgi
bildirilmistir (15, 17).

Serbest radikal siipliriicii etkisine ek olarak, melatonin membran Ca*?
pompas! aktivesini etkileyip, asiri Ca*? yiiklenmesini 6nleyerek hiicre ici Ca*?
dizeyini ayarlayabilir (108). Hucre igi Ca*un asir artmasi ve diger iyon
dengesizlikleri miyokardiyal elektriksel instabilite, kardiyak aritmiler ve
miyokardiyal nekroz gibi hasarlarla sonuglanabilir. Na*/H* degis-tokus sistemi
de hiicrede asiri Ca*? yiikiinden sorumlu tutulmaktadir. Miteakibinde hiicre
sismesi ve nekroz olugsmaktadir. Bu sistemin bloke edilmesiyle de nekroz
olusumu engellenebilmektedir (108).

Programh hicre 6liumu olarak tanimlanan apoptozis olusumunda
onemli mekanizmalar arasinda, serbest radikal olusumu ve asiri kalsiyum
birikimi  éne g¢ikmaktadir islemi-reperflizyon esnasinda olusan serbest
radikaller ve artan kalsiyum apoptozisi tetikleyerek hicresel hasar
olusturur.Melatoninin apoptozisi, apoptotik DNA kiriklarini azaltarak dnemli
Olclde engelledigi rapor edilmistir (16, 109).

Melatoninin iskemik dokudaki énemli bir etkiside l6kosit adezyonunu
azaltmasidir (15). iskemi nétrofil migrasyonuna neden olur ve yogun nétrofil
infiltrasyonu serbest radikal Uretir. Melatonin platelet agregasyonunu ve lipid
peroksidasyonunu da azaltabililir (16, 17, 110). insanda serum antioksidan
kapasitesinin melatonin duzeyi ile iligkili oldugu rapor edilmigtir (16, 17).

Melatonin hem vyagda, hem de suda ¢o6zunebildiginden vicudun her
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hicresine ve hicre igindeki diger yapilara kolaylikla girebilir (21). Bu nedenle
de vitamin ve mineral antioksidanlara gore ¢ok daha fazla etkilidir. Sahip
oldugu bu ozelliklere bagh olarak dejeneratif ve proliferatif degigikliklere
neden olan hastaliklara karsi nukleer DNA, membran lipidleri ve sitozolik
proteinleri koruyabilir (15, 17, 111). Melatoninin hicre i¢ine hizlica girebilme
ozelligi VF gibi klinik acillerde olduk¢ga onemli olabilir. Yapilan ¢alismalarda;
reperfuzyonun hemen baginda melatonin uygulamasinin reperfizyonun
indUkledigi VF, mortalite ve infarkt alani Gzerine koruyuculugu rapor edilmigstir
(112, 113, 121).
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3. GEREG VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun 10.03.2009 tarih 106/2009 kayit numarali onayi sonrasinda
calismaya baslandi. Deney hayvanlari Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi'nden (TICAM) temin edildi. Ortalama agirliklari 250-300gr. olan 30
adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan randomize olarak esit sayida (n = 10) 3
gruba ayrildi. Siganlar deney suresince 12’ser saatlik aydinlik-karanlik
isiklandirmasi olan 1sisi 20-22 C ve nemi %45-%50 otomatik olarak
ayarlanan odalarda yasatildi. Bu slregte tUm sicanlar seffaf kafeslerde

tutuldu, standart sigan yemi ile beslendi ve gesme suyu verildi.
3.1. Deneklerin Hazirlanmasi Ve Operasyon Teknigi

Deneyde kullanilacak tim siganlar yapilacak iglemler &ncesinde
tartilarak vucut agirliklar kaydedildi. Tum siganlara 8 saat aglik sonrasinda
intramuskuler olarak 50mg/kg ketamine Hidroklorur (Ketalar® 50mg/ml
flakon, Pfizer) anestezisi verildi. Gerekli oldugunda deney suresince bir kez
olmak Uzere ek doz yapiimasi planlandi. Siganlar isitici lamba altinda supin
pozisyonda masaya yatirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan siganlara
ksifoidin hemen altindan pubisin 0,5 cm. Ustune kadar orta hat median
laporotomi yapildi. Laporotomi sonrasi barsaklar nemli gazli bez yardimi ile
saga deviye edildi. Sivi resUsitasyonu amaciyla peritoneal bogluga yaklasik
10ml. serum fizyolojik enjekte edildi. infrarenal abdominal aorta kiint
diseksiyonla explore edildi. Tum siganlara antikoagulan amagl dusuk doz
(100U/kg) heparin (Nevparin 25000 IU 5ml. flakon, Mustafa Nevzat) yapildi.
infrarenal abdominal aortaya atravmatik mikrovaskiiler klemp kondu. (Nova®
12 mm. Angle) Isi ve sivi kaybini en aza indirmek amaciyla batin 3 adet ipek
dikis ile yaklastirildi. 60 dakikalik iskemiyi takiben 120 dakika reperfuzyon
periyodu uygulandi. Aortik iskemi klempleme islemi sonrasinda aortada
pulsasyon kaybi, reperfizyon ise klempin kaldiriimasindan sonra aortada
pulsasyon varhgi ile takip edildi. Kontrol grubuna ait ratlara laparotomi ve esit

sirede IAA diseksiyonu uygulandi ancak bu gruba i-R uygulanmadi.
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Reperflizyon sonrasi tum ratlar sakrifiye edildi ve akcigerleri toraks
boglugundan cikartildi. Akciger dokusu histopatolojik inceleme yapilincaya

kadar %10’luk formaldehit solusyonu iginde saklandi.
3.2. Deney Gruplari

Kontrol Grubu (Grup K) (n=10) :

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indlksiyonu sonrasinda median
laparotomi yapilarak infrarenal aort explore edildi. Aort oklude edilmedi. Batin
icine serum fizyolojik enjekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirildi. Diger
gruplara uygulanan 1saat iskemi, 2saat reperfuzyon siresi tamamlandi.

islem sonunda sicanlarin akcigerleri blok halinde alinarak sakrifiye edildi.

iskemi Reperfiizyon Grubu (Grup iR) (n=10) :

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi induksiyonu sonrasinda median
laporotomi yapilarak infrarenal aort explore edildi. Aort kint diseksiyonla
donuldu ve atravmatik mikrovaskuler klemp yerlestirildi.Batin igine serum
fizyolojik enjekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 1saatlik iskemi
ardindan ipekler alindi.Mikrovaskuler klemp kaldirildi. Batin igine serum
fizyolojik verildi. Batin katlari tekrar yaklastirildi. 2 saatlik reperflizyon
periyodunun ardindan akcigerler blok halinde alinarak siganlar sakrifiye
edildi.

Melatonin Grubu (Grup iR+Mel) (n=10)

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indiksiyonu sonrasinda median
laporotomi yapilarak infrarenal aorta explore edildi. Aort kiint diseksiyonla
donuldu ve atravmatik mikrovaskuler klemp yerlegtirildi.Batin igine serum
fizyolojik enjekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 1saatlik iskemi
periyodu sirasinda iskeminin 45. dakikasinda batin agilarak 10 mg/kg
dozunda Melatonin (Melatonin, Sigma Chemical Co, USA firmasindan toz
halinde getirtilip farmakoloji laboratuarinda Prof.Dr.ipek Cingi tarafindan i.V.
forma doniistiiriildi.) Vena Cava inferiordan 1.V. bolus olarak yapildi. iskemi
peryodu tamamlaninca mikrovaskuiler klemp kaldirildi. Batin igine serum

fizyolojik enjekte edildi.Batin tekrar kapatilarak 2 saatlik reperfizyon
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peryodunun ardindan akcigerler blok halinde c¢ikarilarak siganlar sakrifiye
edildi.

3.3 Akciger Dokularinin Histopatolojik incelenmesi:

Ratlarin akciger biopsileri ayri ayri formalin solisyonunda tespit
edilerek rutin takip islemleri sonrasi parafine gomdulerek bloklandi. 5
mikrometrelik kesitler yapilarak hematoksilen eosin boyasiyla boyandi ve 1g1k
mikroskopu ile incelendi. Tum o6rnekler deney gruplarindan habersiz ayni
patolog tarafindan degerlendirildi. Her 6rnekte en az iki farkl kesit incelendi.
Akciger hasari kesitlerde saptanan ddem, alveolar konjesyon, PMNL varhgi,

Fibrin-Platelet-Trombiis varligi, Kronik inflamasyon ve intraalveoler
kanama varligina gore asagidaki skalaya uygun olarak semikantatif olarak
skorlandi (12,164,165).

Skorlama sistemi:

0 (-) : Degisiklik yok

1 (+) : Fokal, hafif degigiklikler

2 (++) : Multifokal orta derecede degisiklikler

3 (+++) : Multifokal ileri derecede degisiklikler

3.4. istatiksel Degerlendirme

istatistiksel analizin yapiimasinda, tiim veri analizleri SPSS 15.0 ve
SigmaStat 3.1 paket programlari ile yapildi. Nitel ve skor degerlerinden
olusan veriler n ve oran olarak ifade edildi. Bagimsiz gruplardan ve skor
degerlerinden olusan verilere Kruskal-Wallis analiz ile test edildi. Bu testin
coklu karsilagtirmalarinda Student-Newman-Keuls method’'undan

yararlanildi. P<0.05 olasilik degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

Tum akciger doku kesitleri 1sik mikroskopunda 10X, 20X ve 40X

bayutmelerle 6dem, alveolar konjesyon, PMNL varligi, fibrin-platelet-trombus

varhgi, kronik inflamasyon ve intraalveolar kanama yénunden degerlendirildi.

Gruplara ait histopatolojik skorlama Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 de

gosterilmigtir

Tablo 4.1. Kontrol grubu histopatolojik skorlamasi

Denek Odem | Konjesyon |PMNL Fibrin- Kronik Intraalveoler
varhg platelet- inflamasyon | kanama
trombiis
1 + + 0 0 + 0
M 2 + ++ 0 0 ++ 0
a |3 ¥ + 0 0 ¥ 0
= (2 0 n 0 0 ¥ 0
5 5 0 + 0 0 + 0
6 0 + 0 0 ++ 0
7 + + 0 0 + 0
8 0 + 0 0 + 0
9 + ++ 0 0 + 0
10 0 + 0 0 + 0




Tablo 4.2. iskemi-Reperfiizyon (i-R) grubu histopatolojik skorlamasi

Denek | Odem | Konjesyon | PMNL Fibrin- Kronik intraalveoler
varhg! | platelet- Inflamasyon Kanama
trombiis
1 ++ ++4+ ++ + + ++
2 + ++ ++ 0 + +
X |s 0 . + 0 + +
1
& 4 ++ +++ + + + +
D 5 ++ +++ + + + +
(D 6 ++ +++ ++ + + +
7 +++ +++ + + ++ ++
8 +++ +++ ++ + + +
9 +++ +++ ++ ++ + +
10 +++ +++ + + + 0

Tablo 4.3. i-R+Mel grubu histopatolojik siniflamasi

Denek | Odem | Konjesyon | PMNL | Fibrin- Kronik intraalveoler
varligi platelet- Inflamasyon Kanama
trombdus

1 + ++ + 0 + +

d 2 + + 0 0 + 0

E 3 + + 0 0 ++ 0
+

(n'd 4 + + 0 0 + 0
1

_ 5 ++ + + + + 0

D 6 + ++ + + + +

% 7 + + + 0 + 0

8 + + 0 0 ++ 0

9 ++ + + + + 0

10 ++ + 0 + + 0
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Kontrol grubuna ait akciger doku kesitlerinin  mikroskobik
degerlendiriimesinde 6dem, PMNL varligi, fibrin-platelet-trombls varligi ve
intraalveoler kanama yonunden degisiklik gorulmedi (skor -) Alveoler
konjesyon ve kronik inflamasyon yonunden fokal hafif degisiklikler (skor +)

g6raldu.

I-R grubunda PMNL varligi, fibrin-platelet-trombis varligi, kronik
inflamasyon ve intraalveoler kanama yonunden fokal hafif degisiklikler (skor
+) goériuldi. Odem yéniinden multifokal orta derecede degisiklikler (skor ++),
alveoler konjesyon yonunden multifokal ileri derecede degisiklikler (skor+++)

goruldu.

I-R+Mel grubunda PMNL varligi, fibrin-platelet-trombiis varligi ve
intraalveoler kanama yoninden degisiklik goérilmedi (skor -) Odem, alveoler
konjesyon ve kronik inflamasyon yonunden fokal hafif degisiklikler (skor +)

goruldu.

Histopatolojik  bulgularin  Kruskal-Wallis yontemiyle istatistiksel
analizinde ortalama skorlari alinan gruplarda 6dem (p<0.05), alveoler
konjesyon (p<0.05), PMNL varligi (p<0.05), intraalveoler kanama (p<0.05),
fibrin-platelet-trombts varhgr (p<0.05) ydéninden anlamh fark saptandi.

Kronik inflamasyon yonunden anlamli fark saptanmadi.

ikili  gruplar arasi  degerlendirmede  Student-Newman-Keuls
yonteminden yararlanildi ve sonuglar Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6 da

gOsteridi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.4. Kontrol ve I-R gruplarinin ikili karsilastirmasi

Odem Alveoler | PMNL Fibrin- Kronik intraalveoler
konjesyon | varhgi platelet- | inflamasyon | kanama
trombiis
Kontrol P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 P>0.05 P<0.05
i-R Anlamli Anlamli | Anlamli Anlamli Anlamli Anlamli
degil




.Tablo 4.5. Kontrol ve i-R+Mel gruplarinin ikili kargilastiriimasi
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Odem Alveoler |PMNL | Fibrin- Kronik intraalveoler
konjesyon | varhgi platelet- inflamasyon | kanama
trombus
Kontrol P<0.05 P>0.05 P>0.05 |P<0.05 P>0.05 P>0.05
i-R+Mel Anlamli Anlamli Anlamli | Anlamli Anlamli Anlamli degil
degil degil degil

Tablo 4.6. i-R ve i-R+Mel gruplarinin ikili karsilastiriimasi

Odem Alveoler | PMNL Fibrin- Kronik intraalveoler
konjesyon | varhigi platelet- | inflamasyon | kanama
trombus
I-R P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 P>0.05 P<0.05
i-R+Mel Anlamli Anlamli Anlamli | Anlamh Anlamli Anlamli
degil

Sekil 4.1. iskemi-Reperfiizyon grubunda intraalveoler kanama (H+EX20)
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S
Sekil 4.2. i-R grubunda fibrin-trombus (Kapiller damar igerisinde

eritrositler ve fibrinden olusan trombus yapisi) (H+EX40)

Sekil 4.3. I-R grubunda alveol duvarinda 6dem ve konjesyon (H+EX20)
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Sekil 4.5. I-R grubunda Kronik inflamasyon (H+EX20)
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Sekil 4.6. i-R+Melatonin grubunda minimal derecede 6dem ve konjesyon
(H+EX20)

Sekil 4.7. i-R+Melatonin grubunda minimal derecede konjesyon iceren

akciger parankimi (H+EX20)
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5.TARTISMA

Calismamizda antioksidan etkinligi cesitli ¢alismalarda kanitlanmis
olan melatoninin, vdcutta noétrofil havuzunun %50-60"1n1 ihtiva etmesi
nedeniyle alt ekstremite iskemi-reperfuzyon hasarindan en c¢ok etkilenen
uzak organ olan akcigerler Uzerine koruyucu etkisinin olup olmadigi
arastinldi. Bu amagla ratlarda infrarenal abdominal aorta oklizyonu ile
deneysel iskemi-reperfizyon modeli olusturuldu. Histopatolojik preparatlar

hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra i1sik mikroskobu ile incelendi.

Histopatolojik incelemede odem, alveoler konjesyon, PMNL varligi,
fibrin-platelet-trombus varhigi, kronik inflamasyon ve intraalveoler kanama
degisikliklerine bakildi. Kontrol grubuna ait akciger doku kesitlerinin
mikroskobik degerlendiriimesinde édem, PMNL varligi, fibrin-platelet-trombis
varhdi ve intraalveoler kanama yoénunden degisiklik gorilmedi (skor -)
Alveoler konjesyon ve kronik inflamasyon yonunden fokal hafif degigiklikler
(skor +) gorildi. i-R grubunda PMNL varligi, fibrin-platelet-trombis varlig,
kronik inflamasyon ve intraalveoler kanama yodnunden fokal hafif degisiklikler
(skor +) gorildi. Odem ydniinden multifokal orta derecede degisiklikler (skor
++), alveoler konjesyon yonunden multifokal ileri derecede degisiklikler
(skor+++) gorildi. i-R+Mel grubunda PMNL varhg, fibrin-platelet-trombiis
varligi ve intraalveoler kanama yéniinden degisiklik gérilmedi (skor -) Odem,
alveoler konjesyon ve kronik inflamasyon yontnden fokal hafif degisiklikler
(skor +) goruldl. Histopatolojik bulgularin Kruskal-Wallis yontemiyle
istatistiksel analizinde ortalama skorlari alinan gruplarda 6dem (p<0.05),
alveoler konjesyon (p<0.05), PMNL varhgi (p<0.05), intraalveoler kanama
(p<0.05), fibrin-platelet-trombis varligi (p<0.05) yoninden anlamli fark
saptandi. Kronik inflamasyon yonuanden anlamhl fark saptanmamistir.
Gruplarin her biri kendi arasinda karsilastiriip degisikliklerin istatistiki
anlamliligi incelendiginde, grup 1 ve 2 arasinda édem, alveoler konjesyon,
PMNL varli§i, fibrin-platelet-trombis varligi ve intraalveoler kanama
yonunden anlaml fark saptandi. Kronik inflamasyon yonunden anlamli fark

saptanmadi. Grup 1 ve 3 arasinda 6dem, fibrin-platelet-trombus yonunden
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anlaml fark saptandi. Alveoler konjesyon, PMNL varhdi, kronik inflamasyon
ve intraalveoler kanama yonunden anlamh fark saptanmadi. Grup 2 ve 3
arasinda o6dem, alveoler konjesyon, PMNL varhgi, fibrin-platelet-trombus
varligi ve intraalveoler kanama yonunden anlamli fark saptandi, kronik

inflamasyon yonunden anlamli fark saptanmadi.

iskemi-reperfiizyon sendromunun yol actigi lokal ve sistemik etkiler
vaskuler cerrahide siklikla karsimiza ¢gikmakta, ameliyat sonrasi morbidite ve
mortaliteyi etkilemektedir. Bir gok dokuda, 6rnegin; kalp (114), akciger (93),
iskelet kasi (115), santral sinir sistemi (116), bobrek (117) ve gastrointestinal
sistemde (118) iskemi-reperflizyon hasari gelistigi bilinmektedir. Alt
ekstremitelerde akut iskemi-reperfizyon hasari Ozellikle aort cerrahisinde
abdominal aortaya gegici sure kros klemp uygulanmasinda ve tek veya cift
tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda ortaya ¢ikmaktadir. Abdominal aort
cerrahisi sirasinda iskemik kalan ekstremitede lokal doku hasari, iskemik
alanin disindaki bolgelerde de uzak organ hasari olusabilir. Lokal etkiler
klemp distalinde damarlarda ve kas dokusunda gorulirken, sistemik etkiler
de baslica beyin, kalp, akciger, bobreklerde ve diger organlarda gorullr.
Klinik uygulamada da abdominal aort anevrizmasi, Lerische sendromu ve
aortailiak hastaliklarda infrarenal aortaya klemp konulmakta ve anastomozlar
tamamlanana kadar alt ekstremite iskemik kalmakta, anastomozun
tamamlanmasi ile aortik klempin Kkaldirilmasi ile iskemik dokularin
reperflizyonu gerceklesmektedir.

Akciger hasarina neden olan progesler akcigerden tamamen uzak bir
alanda baslar. iskemi reperflizyon hasarinin temelinde reperfiizyon sirasinda
dokunun oksijenizasyonu sonucu ortaya ¢ikan oksijen radikalleri
bulunmaktadir (119). Reaktif oksijen radikalleri birgcok kaynaktan
salinabilirken bunlarin arasinda en onemli olan aktive olmus notrofillerdir
(120). Akcigerde olusan i-R hasarina alveoler makrofajlar (11) aracilik
etmektedir ve makrofajlar proinflamatuar sitokinlerin salinimini tetiklemekte
ve erken reperfiizyon hasari olusmaktadir (43). PMNL’nin alt extremitenin i-
R’u nedeniyle olan akciger hasarinda esas role sahip oldugu gosterilmigtir ve

azalmalari akcigerler Uzerinde koruyucu etki gosterir (12). Reperfuzyon



41

sureci, iskemik alanda olugsan serbest radikallerin sistemik dolasima
karismasina neden olur. Bunlar da ya direkt olarak hasari baslatir ya da
indirekt olarak notrofillerin aktivasyonu ve sitokinlerin dretimi igin bir stimulan
etki gosterir. Bu mediatorlerin gogu noétrofil-endotel etkilesimini saglayarak
notrofillerin dokulara migrasyonuna yol agmakta ve go¢ eden notrofiller
degranule olarak dokuya hasar vermektedir (10, 121, 122). Degranllasyon
sonrasinda artan serbest oksijen radikalleri ile proteazlar akciger endotel
hasarina ve buna bagl olarak artmis pulmoner kapiller permeabiliteye sebep
olurlar (123).

Alt ekstremite iskemi-reperflizyonu sonucu olusan akciger hasarini
azaltmak igin g¢esitli calismalar yapilmistir. Berkan ve ark. (124) alt
ekstremitelerdeki gecici iskemi-reperfuzyon hasarina bagl akcigerlerde
olusan patolojik degisiklikleri ve bunlari dnlemede askorbik asidin koruyucu
etkisini arastirmiglar. Histopatolojik degerlendirmede askorbik asit verilen
grupta PMNL sayisinin, interstisyel 6édem ve konjesyonun i-R grubuna
kKiyasla daha az oldugunu gostermiglerdir. Histopatoljik sonugclari
calismamizla uyumludur. Calikoglu ve ark. (125) yaptiklari ¢alismada alt
ekstremite i-R sonrasi akciger hasarina kafeik asit fenilesterin koruyucu etkini
arastirmiglar ve gruplar arasi peribrongial ve perivaskuler l6kosit infiltrasyonu
bakimindan anlamli fark oldugunu ve i-R grubunda I6kosit infiltrasyon
artisinin ilag grubunda azaldigini saptamiglardir. Kéksel ve ark. (126) i-R
sonrasi gelisen akciger hasarina o-lipoik asidin etkisini arastirmiglar ve i-R
grubuna kiyasla tedavi edilen grupta PMNL sayisinda anlamli dl¢glide azalma
oldugu tespit edilmis olup ¢alismamizla uyumludur. Wu ve ark. (127) i-R’nin
indUkledigi akciger hasarina eritropoetinin etkisini arastirmislar. Histopatolojik
olarak ila¢ verilen grupta i-R grubuna kiyasla alveoler ddem ve nétrofil
infiltrasyonunda anlamh azalma tespit edilmistir. Sirin ve ark. (128) i-R'ye
sekonder akciger hasarina aprotininin etkisini arastirmiglar. Aprotinin verilen
grupta i-R grbuna kiyasla PMNL sayisinda ve édemde belirgin azalma
saptamiglardir. Tekeli ve ark. (129) vyaptiklari ¢alismada akciger hasarina
takrolimus’un (FK 506) etkisini arastirmiglar ve takrolimus alan grupta notrofil

infiltrasyonu ve akciger hasari bulgularinin daha az oldugunu saptamislardir.
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Melatoninin fizyolojik ve farmakolojik konsantrasyonlarinin i-R’nin
neden oldugu miyokardiyal hasari (mortalite, aritmiler, infarkt alani ve
apoptozis) azaltabildigi bildirilmistir. Tan ve ark. (112) melatoninin kalpteki
etkilerini arastirdiklari bir calismada 10 dakikalik miyokardiyal iskemiyi
takiben 10 dakika reperfuzyon uygulamiglar ve melatonin verilen grupta
premature ventrikiler kontraksiyonlar ve ventrikiler fibrilasyonu 6nemli
derecede azalttigini gostermiglerdir. Kaneko ve ark. (130) 30 dakika iskemi,
30 dakika reperfiuzyon uygulamiglar ve melatonin verilen grupta hem
ventrikuler tasikardi hemde ventrikiler fibrilasyonu azalttigi ayni zamanda sol
ventrikll fonksiyonunu énemli derecede azalttigini bildirmislerdir. Bu etkileri
melatoninin serbest radikal supurtcu aktivitesine ve lipit peroksidasyonunu
azaltmasina baglamiglardir.

Sahna ve ark. (113) fizyolojik konsantrasyonlardaki melatoninin
etkisini arastirmak amaciyla siganlara pinealektomi uygulamislardir.
Pinealektomi sonrasi iki ay beklenen siganlarda in vivo 7 dakika iskemi 7
dakika reperflzyon uygulanmis ve pinealektomili siganlarda kardiyak
aritmilerin derecesinin ve mortalitenin kontrol grubuna gére anlamli derecede
yuksek oldugunu gostermislerdir. Ayni g¢alismanin devaminda (121) 30
dakika iskemi, 120 dakika reperfuzyon uygulamiglar ve pinealektomili ratlarin
kalplerinde infarkt alaninin anlamli olarak artmig oldugunu gostermislerdir. Bu
calismada disaridan verilen melatoninin (4 mg/kg) pinealektomili ratlarda
hasari anlamli azaltirken, pinealektomisiz ratlarda hasari azaltmasina karsin
istatistiksel olarak anlamsiz ¢ikmasini melatoninin dozunun dugsuk olmasina
baglamislardir. Devam eden c¢alismada (132) daha yuksek doz (10 mg/kg)
melatonin kullaniimig ve infarkt alanini, MDA dizeyini anlamh azalttigini,
antioksidan savunma sisteminde 6énemli roli olan GSH seviyesini artirdigini
belirtmiglerdir. Lee ve ark. (133) iskemik kalpte melatoninin koruyucu
etkinligini arastirmislar ve melatonin verilen grupta ventrikiler tasikardiyi,
ventrikuler fibrilasyonu baskiladigi, total prematire ventrikller kontraksiyon
sayisini diistrdigini géstermislerdir. Melatoninin I-R sirasinda oksijen
uretimini ve miyeloperoksidaz aktivitesini dnemli dlgude azalttigini bildirmigler

ve melatoninin I-R uygulanan dokularda nétrofil aktivasyonunu azalttigini
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ayrica antioksidan ozelliklerine bagli olarak koruyucu Ozellik gosterdigi
sonucuna varmiglardir.

Programli hicre olumua olarak tanimlanan apoptozis olusumunda da
onemli mekanizmalar arasinda serbest radikal olusumu ve asiri kalsiyum
birikimi 6éne cikmaktadir. i-R neticesinde olusan serbest radikaller ve artan
kalsiyum apoptozis kaskadini tetikleyerek hicresel hasar olusturur. Sahna ve
ark.nin  (115) melatoninin miyokardiyal i-R’ nin tetikledigi apoptotik
degisiklikler Gzerine yaptigi g¢alismada melatonin verilen grupta apoptotik
DNA kiriklarinin énemli dlgude azaldigini géstermislerdir. Bu ¢alismadan da
anlagildigi Uzre melatonin apoptozis ve DNA hasarini etkili bigimde
azaltabilir.

Okutan ve ark. (134) olusturduklari deneysel aortik iskemi-reperfiizyon
(AIR) modellerinde melatonin verdikleri siganlarda akcigerlerde nétrofil
infiltrasyonunun goéstergesi olan miyeloperoksidaz ve doku MDA dlzeylerinin
AIR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli derecede disik oldugunu
saptamiglardir. Celik ve ark. (135) deneysel adneksiyal iskemi-reperfuzyon
calismalarinda, reperfuzyondan hemen énce melatonin uyguladiklari guinea
piglerde, kontrol grubuna gore PMNL sayisinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalma oldugu saptanmis olup c¢alismamizla uyumlu bulunmustur.
inci ve ark. (136) ise sicanlarda deneysel akciger iskemi-reperflizyon
calismalarinda reperfizyondan 10 dakika once intraperitoneal 10 mg/kg
melatonin uygulanmasiyla doku MDA dizeylerinde azalma oldugunu
gostermislerdir. Uysal ve ark. (137) alt extremite i-R’ nin akciger Uzerindeki
hasarini géstermek icin kanda ve dokuda MDA diizeyi bakmislardir. I-R
grubunda MDA nin ylUkseldigini ve melatonin verilen grupta MDA duzeyinin
azaldigini saptamiglardir. Deneklere iskemi peryodu éncesi ve reperfizyon
peryodu oncesi ayri ayri melatonin verilmis ancak iskemi 6ncesi melatonin
verilen grupta istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemistir.
Reperfizyon 6ncesi melatonin verilen grupta histopatolojik olarak noétrofil
sayisl ile interstisyel 6dem ve konjesyonun daha az, alveoller arasi
septumlarin daha ince oldugu gosterilmigtir. Bu ¢alismalara genel olarak

bakildiginda i-R ile akcigerde olusan hasari gdstermek igin bakilan
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histopatolojik degisiklikler bizim calismamizdaki parametrelere
benzemektedir ve sonuglarimiz sunulan tum g¢alismalarla uyumludur. Bizim
calismamizda da melatonin verilen grupta I-R grubuna kiyasla 6édem,
alveoler konjesyon, intraalveoler kanama, fibrin-platelet-trombuls varliginda
ve PMNL sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu saptandi.
Yukarida belirtildigi gibi akcigerde olusan hasara alveoler makrofajlar
aracilik etmekte ve PMNL’nin azalmasi akcigerler tUzerine koruyucu etki
g6stermektedir (12). Calismamizda melatonin’in akciger [-R hasarini
azalttigini ve bu etkiyi alveoler makrofajlari azaltarak, lipit peroksidasyonunu
Onleyerek ve hucrenin butun komponentlerine girebilmesi nedeniyle guglu

radikal supurucu, antioksidan 6zelligi olmasina baglayabiliriz.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismanin sonucu gostermektedir ki alt ekstremite iskemi-
reperflUzyonu akcigerlerde konjesyon, Iokosit infiltrasyonu ve interstisyel
O0dem ile karakterize incinmeye, lipit peroksidasyonunda artmaya yol agmakta
ve reperfuzyon dncesi verilen melatonin bu hasari azaltmaktadir. Melatoninin
bu etkisi, lipit peroksidasyonunu oOnlemesine, I6kosit infiltrasyonunu
azaltmasina ve hem suda hem de yagda c¢ozunudr olmasindan dolayi
hicrenin tim komponentlerine etki ederek antioksidan etkinlik gostermesine
baglanabilir. Bir diger onemli husus ise, melatoninin uygun zamanda ve
uygun dozda verilmesi gerektigidir.

Gerek bizim galismamiz, gerekse diger ¢calismalar melatoninin iskemi-
reperflzyon hasarina kargi c¢ok etkili bir antioksidan oldugunu
gOstermektedir. Bu galismalarin 1s1g1 altinda melatoninin klinik tipta yaygin

olarak kullaniimasinin faydali olacagi kanaatindeyiz.
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