T.C
DICLE UNIVERSITESI
TIPFAKULTESI
GOGUS CERRAHI ANABILIM DALI

AK CIGER ISKEMI REPERFUZYON HASARINDA
MELATONIN VE N-ASETILSISTEININ ETKILERI

UZMANLIK TEZI
Dr. ATILLA DURKAN

TEZ DANISMANI
DOC. DR. REFIK ULKU

DIiYARBAKIR 2009

DUHADEK ONAY TARIHI : 12/03/2008 ( Say : 18)



ICINDEKILER
1. On sayfalar
1.1. i¢ Kapak

1.2. igindekiler Dizini
1.3. Sekiller ve Tablolar Dizini
1.4. Resimler Dizini
1.5. Kisaltmalar
2. Ozet Sayfalari
2.1 .Ozet

22 Summary
3. Tez metni

3.1. Giris
3.2. Amag
3.3. Genel Bilgiler
3.3.1. Hicre Zedelenmesi
3.3.1.1 Hucrezedelenmes Nedenleri
3.3.1.2 Hiicre zedelenmesinin M ekanizmasi
3.3.1.3 iskemik ve Hipoksik Zedelenme
3.3.1.4 Membran zedelenmesinin olusumunda dort potansiyel neden
su¢lanmaktadir
3.3.2. iskemi-Reperfiizyon Hasar1
3.3.3 Mélatonin
3.3.3.1 Mélatoninin sentezi ve metabolizmasi
3.3.3.2 Méatoninin etki mekanizmasi
3.3.3.3 Mdatoninin Antioksidan Ozelligi
3.3.3.4 Mélatoninin toksik yan etkileri
3.3.4 N-Asetilsistein
3.3.4.1 N-asetilsisteinin Yan Etkileri
3.3.5 Antioksidanlar
3.3.5.1 Antioksidan sistemin baslica elemanlari
3.3.5.1.1 Enzimler
3.3.5.1.2 Suda ¢oziinen radikal tutucular
3.3.5.1.3 Yagda ¢oziinen radikal tutucular
3.3.5.1.4 Metal iyonlarinm baglayan proteinler

o o &~ b b W PP

~

8

12
12
13
13
14
14
16
16
16
16
16
17
18

3.3.5.2 Etki mekanizmalarina gére antioksidan savunma sistemi 18

3.3.6 BAL

3.3.6.1 Bronkoalveolar Lavaj Uygulamasi
3.3.6.2BAL sivisi
3.3.6.3BAL’da Diferansiel Hiicre Sitolgjisi

18
18

19
20



3.5 Bulgular

3.6. Tartisma
3.7. Sonug

4. Kaynaklar

5. Ozgecmis

3.3.6.4 BAL Sonuglari
3.3.6.5 BAL’da Kontraendikasyonlar
3.3.7 Akciger Transplantasyonunda Kullamlan Solusyonlar

3.3.7.1 Kullamlan Solusyonlarin icerigi

3.3.7.2 Akcigerin Flush Solusyonu Saklama | sist

3.3.7.3 Farmakolojik Ajan Eklenmesi
3.3.7.3.1 Steroidler

3.3.7.3.2 Prostoglandinler

3.3.7.3.3 SOR Temizleyiciler

3.3.7.3.4 Kalsyum Kanal Blokerleri

3.3.7.3.5 PAF Antagonistleri

3.3.7.3.6 Kompleman Aktivasyon Inhibisyonu

3.3.7.3.7 Ldkosit Azalticilar
3.3.8 MDA

34. Gerecveyontemler

341
34.2
34.3
344
345
346
347

Cerrahi Prosedir ve Deney Gruplar:
Deney Gruplarinin Dagilimi

Anestezi

Standart Diseksiyon

Cerrahi Prosediir

Deney Gruplari

Orneklerin Hazirlanmasi

3.4.7.1 MDA Olciimii

3.4.7.2 TAOK Olguimii

3.4.7.3 BAL>da Nétrofil Hicrelerinin
Degerlendirilmesi

3.4.7.4 Akcigerin Histopatolojik Degerlendirilmesi
3.4.7.5 igtatistik

3.5.1 Histopatolojik Bulgular

20
20
21
21
22
23
23
23
23
24
24
24
24
24
26
26
26
26
27
27
30
31
31
31

32
32
33
35
41

56
57



SEKILLERIN DiZiNi

1-Iskemi-Reperfiizyon hasarinda endotel hicre hasar:

2-I/R hasarinda ATP azalmasi ve SOR ‘nin etkinligi

3-iskemi sonrasi hiicreici Ca' artisi ve membran hasari gelisimi

4-MDA degerlerinin grafiksel olarak karsilastiriimasi

5-TAOK degerlerinin grafiksel olarak karsilastirilmas

6-MDA ve TAOK degerlerinin grafiksel olarak karsilastiriimasi

7-Gruplarin BAL (%) Notrofil degerlerinin grafiksel olarak karsilastiriimasi
8-MDA, TAOK ve Nétrofil (%) oranlarinin grafiksel olarak karsilastirilmas

TABLOLAR DizIiNi

1-Akciger transplant programinda kullanmilan E-C ve LPDS ‘nun karsilastirilmasi

2-Deney gruplarimn dagilim

3-Alveolar hemoragjinin derecelendirilmesi

4-Parankimal lezyonlarin derecelendirilmesi

5-Akciger Alveolar hemorgi degerlerinin ve Parankim  Hasarinin
puanlandiriimas

6-Gruplardan elde edilen ortalama MDA degerleri ve standart sapmasi
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8-Gruplardaki BAL Nétrofil (%) oranlarinin ortalama ve standart sapma degerleri
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VIl

OZET

I/R  hasann akciger transplantasyonunda mortalite ve morbitideyi etkileyen
onemli etkenlerden bir tanesidir. i/R hasar1 konusunda birgok calisma yapilmis olup,
Melatonin ve NAC ‘in I/R hasarinda akcigeri koruyucu etkisi oldugu birgok calismada
gosterilmistir. Bizim yaptizimiz bu calismada Melatonin velveya NAC akciger 1/R
hasarindaki koruyucu etkisini LPDS esliginde gostermeye calistik.

Calismada 48 adet Sprague-downey 300 mgr erkek ratlarda Akciger i/R
hasarinda Melatonin velveya NAC ‘in etkisini degerlendirmeyi amacladik. Bu ¢alisma
Dicle Universites Hayvan Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland: ve yaklasik 8 ay kadar
calisma strdu.

Calismada 48 adet rat denek olarak 8 farkl: grupta kullanildi.

1. Grup: sol akcigerde iskemi

2. Grup: sol akcigerde iskemi + M

3. Grup: sol akcigerdeiskemi + NAC

4. Grup: sol akcigerdeiskemi + M + NAC

5. Grup: sol akcigerde iskemi + reperflizyon

6. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfiizyon + M

7. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfiizyon + NAC

8. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfiizyon + M + NAC

Denekler Na-Pentotal ile uyutuldu. Trakeostomi agilarak entube edildi ve
mekanik ventilatére baglandi. Tidal volim 10 ml /kg solunum dk’da 70 olarak ventile
edildi. Median sternatomi uyguland: , daha sonra pulmoner arterden heparinize edildi.
Pulmoner hilus 2 saat klempe edilerek iskemi saglandi. Daha sonra klemp kaldirillarak 2
saat reperflizyon saglandi. Daha sonra biitun ratlar kalpten yapilan ponksiyon islemi ile
sakrifiye edildi.

Alinan sol akcigerin 1/3 Itk kismn stk Mikroskopu atinda I/R hasar
degerlendirildi. Akcigerde I/R bagli olarak gelisebilecek alveolar hemoraji ve Akcigerdeki
inflamatuar yanita bagli gelisebilecek 6dem ve inflamasyon degerlendirildi. Geri kalan
akcigerde I/R hasarinin gostergesi olabilecek MDA diizeyi bakildh.

Ayricaratlardan alinan kanda serum TAOK dizeyi ve sol akciger BAL sivisinda

Notrofil ylzdesine bakildi.



SUMMARY

Ischemia-reperfusion injury is one of the important factors effecting on mortality
and morbidity in lung transplantation. There are many studies about i/R injury and these
studies showed that Melatonin and NAC have protective effect on lung against i/R injury .
In the present study, we have tried to show the protective effect of Melatonin and NAC
together LPDS on lung I/Rinjury .

Our study was performed on 48 male Sprague-downey rats weighting 300 g . We
aimed to evaluate the effect of Melatonin and NAC on lung I/R injury in these rats. This
study was approved by Dicle University ( Animal Local Ethical Committee ) and it has
continued eight months.

A total of 48 rats were used as samplesin 8 different groups :

1. group : left lung ischemia

2. group : left lung ischemia + Melatonin

3. group : left lungischemia + NAC

4. group : left lungischemia + Melatonin + NAC

5. group : left lungischemia + reperfusion

6. group : left lungischemia + reperfusion + Melatonin

7. group : left lungischemia + reperfusion + NAC

8. group : left lungischemia + reperfusion + Melatonin + NAC

Samples were anesthetized with Na-Pentotal. They were intubated through a
tracheostomy and connected to mechanic ventilator. They were ventilated with atidal
volume of 10 ml/kg at 70 breaths/ min. Median sternatomy was performed after this
heparin was injected into pulmonary artery. The hilum of pulmonary was clamped to keep
ischemiaduring 2 hours. Then clamp was removed for 2 hours reperfusion.
1/3 of theleft donor lung was assessed for i/R injury under the Light Microscope.
It was eval uated alveolary hemoragia which depends on I/R injury in the lung and odema
and inflamation that depend on the inflamation response of the lung. It was determined the
level of MDA which may be a semptom of I/R injury in the rest of the lung.
Additionally, it was assessed the level of seruma TAOK in blood of rats and the rate

of neutrofil in left lung BAL.



GIRIS

Organ transplantasyonu son 20 yildir diinyada gelismekte olan bir konudur. Tipta
ilerlemelerin devam etmesi ile organ nakli konusunda calismalar hizla ilerleyerek bobrek,
akciger, kemik iligi, gz ve karaciger gibi organlarin transplantasyonlar1 yapilmaktadir.
Bununla birlikte akciger dokusunun hassasligi, karmasik yapisi, operasyon onces hazirlik
ve operasyon sonrasi hastamn bakimi, operasyonun teknigi ve bircok baska faktérlerden
dolay1 akciger transplantasyonu konusu biraz gecikmeye ugramustir (1, 2).

Akciger transplantasyonunda uygun alici ve vericinin bulunmasi, cerrahi iskemi
suresi, organmin korunmasi ve saklanmasi, kullanilan farmakolojik ajanlar ve post operatif
hastanin bakimi gibi bir ¢ok faktér transplantasyonu etkilemektedir (3,4,5,6). Bu konu ile
ilgili bircok calisma yapilmaktadir. Bu calismada akciger iskemi-reperfiizyon hasarinda
Melatonin ve N-asetilsisteinin ( NAC) etkilerini ele alindi.

Bilindigi gibi doku ve organlarin iskemi / reperfiizyon ( I/R ) hasarinda birgok
hicreler, mediatorler, reseptorler, oksijen radikalleri gibi ¢ok sayida faktor rol oynar (7).
Y apilan calismalarda baglica nétrofil olmak Gizere kompleman ve diger PMNL’ler endotel
hasarinda etkili oldugu gortlmustir (3). Ayricayapilan calismalarda I/R hasarinda rol alan
serbest oksijen radikallerinin ozellikle de reperfiizyon asamasinda olmak iizere i/R
hasarinda rol oynadiklari gozlenmistir (8).Yapilan bir ¢ok calismada Melatonin
hormonunun antioksidan 6zelliginin oldugu ve serbest oksijen radikallerine kars: akcigeri
I/R hasarina kars1 korudugu gorulmistir. NAC ise potent bir antioksidan ve
antienflamasyon etkisi olan tiol grubu bir birlesiktir. Mukolitik 6zelligi olan bir
farmakol ojik ajandir ve I/R hasarina kars: akcigeri korudugu bilinmektedir (9,10).

Ayrica organ transplantasyonlarinda kullamilan flush  soltsyonlari, bu
solusyonlarin soguk iskemi sureleri ve 1silari, koruyucu farmakolojik gjanlarin kullamm
yerleri hakkinda calismalar mevcuttur. Akciger transplantasyonlarinda flush sollisyonu
olarak Euro-Collins ( E-C ), Low Potasyumlu Dekstran Soltsyonu (LPDS), Wisconsin
Soltsyonu ( W-S ) ve diger sollsyonlar kullamlimaktadir. Yapilan calismalarda DPDS
( Dusuk Potasyum Dekstran Sollisyonu )’nun akcigeri daha iyi korudugu gorulmastdr.
Bundan dolay: deneyimizde DPDS’yi kullanildh.

Calismamizda Akciger I/R hasarinda, daha 6nce akcigeri korudugu bilinen
antioksidan ¢zelligi olan Melatonin ile yine antioksidan ve mukolitik 6zelligi olan NAC
birlikte kullamldi. Akciger flush solisyonu olarak DPDS kullanildi. Deneyde 48 adet



agirliklar 250-300 mg arasinda degisen Spregue-Dowley erkek cinsg ratlar kullanildi. Her
bir grupta alt1 adet denek olmak tizere toplam sekiz farkl: grup olusturuldu.



AMAC

Terminal donem akciger hastaliklarinin tedavisinde cerrahi yontem tim dinyada
guncelligini koruyan bir konudur.

Bazi merkezlerde transplantasyon islemi yapilmakta olup, konu ile ilgili
calismalar devam etmektedir. Akciger transplantasyonunda organin ainmasi, saklanmasi,
uygun koruma sol tisyonunda bekletilmesi, koruyucu farmakolojik ajanlarin secimi, iskemi
stiresi ve I/R hasarinin 6nlenmesine kars: tam bir goris birligi yoktur.

Akcigerin hassas yapisi, transplantasyon sonrast % 20-30 oraminda akut greft
reaksiyonu gelisebilmesi ve /R hasarinda multipil nedenlerin etken olmasi gibi
faktorlerden dolayr bu calisma planlanarak akciger /R hasarimin  incelenmesi
amagclanmstir.

Akcigeri iskemiden korudugu bilinen ve antioksidan etkinligi de olan melatonin
ile bir glutatyon prokirsori olan akcigeri koruyucu ve antioksidan 6zelligi olan mukolitik
NAC beraber kullamilmasi ve ayrica iskemi-reperfliizyon hasarinda organ koruyucu
solUsyon olarak da DPDS kullanilmasi planlanmustir.

Deney sonucunda akciger I/R hasarimin degerlendirilmesinde bir gosterge
olabilecek Total Antioksidan Kapasite (TAOK) ve serum MDA ( Malondialdehit ) diizeyi
ile NAC ve Meéeatoninin LPDSde akcigerdeki etkinligini degerlendirilerek bu iki
maddenin akciger aveoler hemorgjisinde ve parankim hasar1 Uzerindeki etkinliginin
incelenmesi ve BAL’da nétrofil hiicreleri sayilarak akciger I/R hasarinda melatonin ve
NAC’1n etkinligi arastirilmas: hedeflenmistir.



GENEL BILGILER

HUCRE ZEDELENMESI

Hucre zedelenmesi, herhangi bir hiicrenin kendisinden kaynaklanabilen yada dis
etkenlerden dolay1 zarar gérmesidir. Hiicrede molekiler veya yapisal degisiklerle baglar.
Hucre zedelenmes bir noktaya kadar reversibl (geri donusli) , fakat ciddi veya kalici

stredeirreversibl (geri donlstimsiiz) olabilir ve sonucte 6limle sonuclanabilir.

HUCRE ZEDELENMESININ NEDENLERI :
e Hipoksi
e Kimyasal etkenler veilaclar
o Fiziksel etkenler
e Mikrobiyojik etkenler
e immun mekanizmalar
o Genetik defektler
e Besenme dengesizlikleri

e Yaslanma

Hipoksi: Aerobik oksidatif solunumu etkileyen, son derece 6nemli ve genel bir
hiicre zedelenmesi ve 6lum nedenidir. Hipoksi; 1.LUmendeki trombils ya da vaskiler
hastalik nedeni ile arteriyel ya da ventz akim bozulunca gorilen kanlanma kaybi 2. Kalp,
solunum yetersizligine bagli yetersiz kan oksijenlenmesi 3. Anemi veya karbonmonoksit
zehirlenmesinde oldugu gibi kanin oksijen tagima giicinin kaybi nedeni ile olusabilir.

Kimyasal Etkenler ve ilaglar: Bircok kimyasal etkenler, radyasyon ve ilaglar
hiicre zedelenmesine neden ol abilir.

Fiziksel Etkenler :Travma, asin sicak ya da soguk, beklenmedik atmosfer
basinci degisiklikleri, ve elektrik enerjis hiicre Uzerinde genis etkiler gosterir.

Mikrobiyolojik Etkenler:Bu etkenler submikroskopik viruslardan buyik
parazitlere kadar degiskenlik gosteren gruptur. Bu ikisi arasinda riketsiya, bakteri, fungus
ve daha gelismis parazitler bulunur.

Immunolojik Reaksiyonlar: Anaflaktik resksiyon ve yabanci proteinlere kars:
gelisen en tipik Ornektir.



Genetik Bozukluklar : Down Sendromu, Orak hicreli Anemideki ( Hb S)
yapim gibi protein yapisindaki degisikler sonucu hticre zedelenmesi olusur.

Beslenme Dengesizlikleri: Protein kalori yetersizlikleri mahrumiyet icindeki
ulkelerin en belirgin sorunlaridir.

Yaslanma: Yillar boyunca serbest radikalerin olusumunu sonuclayan
zedelenmelerin  birikimi  hicre yaslanmasinin  ¢esitli  yonlerden sorumlusu olabilir.
Y aslanma sonucu olarak ¢zellikle kalp, karaciger ve beyin gibi ¢esitli dokularda hiicre ici
kahverengi sar1 renkli grandllt lipofuksin pigmenti birikir.

HUCRE ZEDELENMESININ MEKANIZMALARI: Oksijen hiicre
zedelenmesinde temel bir rol oynar. (Resim 1) (11) iskemideki hiicre zedelenmesinin
patogenezi kesinlikle oksijen yetersizligidir. Ayrica serbest oksijen radikal turevleri lipit
peroksidasyonuna ve hiicre yapilarinin bozulmasina neden olur.

A. FREE RADICAL GENERATION
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Resim 1 : Hicre zedelenmesinde serbest radikallerin rol i



iISKEMiK VE HiPOK SiK ZEDELENME

Geri DonUsli Zedelenme :

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer hiicrenin aerobik solunumudur. Ornegin hipoksi
mitokondriyumdaki oksidatif fosforilasyonu engeller. ATP olusumu yavaslar ve durur.
Ozellikle hiicre zarimin qubain duyarl: adenozin trifosfat aktivitesinin azalmasi , zarda aktif
sodyum pompasinin yetersizligine yol agarak hiicre i¢i sodyum birikimine ve hiicreden
potasyumun disari atilimina yol acar. Solit materyalin birikimine izoozmotik su birikimi
eslik ederek akut hiicresel sisme meydanagelir.

Hicresel ATP azligi adenozin monofosfat (AMP) artimi ile birliktedir.
Fosfofriktokinaz enzimini uyarir, anaerobik glikoz hiz1 artarak glikojenden ATP olusumu
ile hiicre enerji kaynaklart korunur. Glikoliz , laktik asit ve fosfat tirevlerinden hidroliz
sonucu olusan inorganik fosfat birikimini sonuglar ve buda hiicreici pH’y1 dusurar.

Daha sonra ise granilli endoplazma retikulumdan ribozomlarin ayrilmast ve
polizomlarin monozomlara par¢alanmasi eslik eder. Eger hipoksi devam ederse hiicresel
degisikler devam eder ve zar gecirgenligi artar, mitokondriyon fonksiyonlar: azalir. Hiicre
ylizeyinde tomurcuklar olusur. Sitoplazmada ya da disinda organel zarlari gibi plazmadan
koken alan konsantrik laminali myelin sekiller gorilir. Bu sirada mitokondriyonlar
normal, sismis ya da gercekten yogunlasmistir. Endoplazmik retikulumu genislemistir ve

tum hicre belirgin olarak sismistir. Bu bozukluklarin timt geri donusltdr.

Geri Donussiiz Zedelenme: Yapisa olarak mitokondriyon ve kristalarinda asir
vakuolizasyon, plazma zarinda asiri zedelenme, lizozomlarda sisme ve o¢zellikle eger
iskemik alan yeniden beslenirse hiicre icine yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir. Amorf
kalsiyumdan zengin yapilar mitokondriyon matriksinde birikmeye baslar.

Geri donussuz zedelenme mekanizmalary: Geri donussiiziigl karakterize eden
iki olay vardir: Birincisi mitokondriyon bozuklugunun reperfiizyon ve reoksijenasyonuna
ragmen duzeltilemeyisi (oksidatif fosforilasyon ve ATP yapiminin gergeklesememesi ) ve

ikinci olarak membran gorevlerinin ¢ok ciddi bozuklugudur.



Membran  zedelenmesinin  olusumunda dort  potansiyel  neden
suclanmaktadir

1.Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybn:

Iskemik karacigerde, geri doniissiiz zedelenme membran fosfolipid kapsaminin
belirgin azligi ile birliktedir. Fosfolipid kaybinin bir agiklamasi; iskemide sitozolik
kalsiyum konsantrasyonunun uyariimasiyla endojen fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu
fosfolipidlerin parcalanmasimin artisichir. Oksijen kaybi, mitokondrium ve endoplazma
retikulumu icinde kalsiyum artiklarimin birikimine ve hicre ici kalsiyum artisina sebep
olur. Fosofolipidierin sirekli kaybi ATP-bagimli fosfolipidlerin yeniden yapimina veya

doénusUmine neden olur.

2. Hucreiskelet anomalileri:

Iskemide hiicre iskeletinden hiicre membranimnin ayrilmasi hiicre sismesinde
gorulir ve gerilme ve riptire karst membran duyarliligini arttinr. Hicre iskelet
proteinlerinin  parcalanmast  hiicre i¢i  proteazlarinin  sitozolik  kalsyum artisiyla
aktivasyonu sonucudur.

3. Toksik Oksijen Radikalleri:

fleri derecede toksik olan kismen oksijenasyonu azalmis tirevler, hiicre
membran ve diger hiicre yapilarinda zedelenmeye yol acar. iskemik dokuda artan boylesi
oksijen radikalleri kan akimi dizeldikten sonra reperflizyon zedelenmesine neden olur.
Toksik oksijen tarevlerinin biydk o6lcide reperfliizyon sirasinda iskemi alaninda infiltre
olan polimorfonikleer [6kositler tarafindan yapildigi distinilmektedir. Eger reperfiizyon
olusmaz ise oldurict iskemik zedelenme sonucta gelisir, fakat toksik oksijen turevleri

gorilmez.

4.Lipid Yikim Urinleri:

Iskemik hticrelere, membranlar Uzerinde deterjan etkis olan fosfolipidlerin
parcalanmasi sonucu katabolik Grinler birikir.

Ozetle; hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve hayati olan ATP yapimim
engeller; kritik noktadan sonra membran zedlenmesi olusur. Kalsiyum hicre 6lUminde
yapisal degisikliklerin potansiyel mediatoradur.



ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

Organizmada bir organ yada dokuda kan akimi kesilirse iskemik hasar olusur. Bu
hasar her organ icin farkl: olabilir. iskeminin siddeti , iskeminin siiresine ,organ boyutuna,
ortamin 1sisina ve transplantasyon asamasinda kullamlan farmakolojik solusyonuna bagli
olabilir. Reperfiizyon sirasinda ise organlar tekrar kanlanmaya baglar. Bu kanlanma ile
ortama salinan tosik metabolitler basta endotel olmak Uzere dokuda ve organizmanin
birgok yerinde harabiyet meydana getirirler (12). iskemi sirasinda bozulan hiicre yap1 ve
fonksiyonlari, reperflizyonun gerceklesmesiyle olusan serbest oksijen radikallerine karsi
hiicreyi dahada duyarli hale getirmektedir . Bu nedenle iskemi hasarin sires ne kadar
uzunsa reperfiizyon hasari da o derece ciddi olmaktadhr.

Akcigerde 1/R hasarnn konusunda cok sayida calisma mevcuttur. 1/R hasar |,
fizyopatolgjisi , I/R hasarinda kullanilan farmakolojik ajanlar ve I/R ‘da akcigeri koruyucu
flush solusyonlar: ve daha birgok konu hala arastirilmaktadhr. Y apilan calismalarda I/R ‘da
akcigerde mikrovaskiler gecirgenlikte artma, 6dem, pulmoner vaskller rezistansda artis,
gaz degisiminde bozulma meydana gelmektedir (13). Erken /R hasari, akciger
nakillerinden sonra %10-20 oranminda gorulebilir (14).

I/R hasar1 akcigerin yetersiz saklanmasi, artmis kapiller permeabilite, uygunsuz
ortam 1sisi, farmakolojik ganlarin uygun dozda verilmemesi, AC yikama solusyonu
yetersizligi ve cerrahi yontemlerin yetersizligi gibi bircok sebep neden olabilmektedir (15).
I/R hasar1 sadece lokal bir olay degildir, sistemik etkisi ile bircok organda hasara yol
agmaktadir. I/R hasarn bir dokuda sekillendiginde, hasarin olusmasina aracihik eden
mediatorler vasitasiyla baska dokul arda da hasara neden olmaktachr (8). Barsaklarda i/R ile
olusan serbest oksijen radikalleri uzak yerlerdeki organlarda ( kalp, akcigerler gibi )
vaskuller hasara neden ol abilmektedir.

I/R sirasinda vucutta bir takim degisiklikler meydana gelir. PMNL, mediatorler,
komplemanlar ve Slper Oksit Radikalleri ( SOR ) ortama salinirlar (8,15,16). Bunlardan
biri olan SOR stres, enflamasyon, kanser, travma gibi pek cok sistemik hastaliklar nedeni
ile sistemik dolasima salinirlar ve hiicrelere gok zarar verirler. Yapilan calismalarda I/R
hasarindan 6zellikle SOR ve Nétrofiller (17) sorumlu tutulmuslardir. I/R hasarinda SOR
‘leri sistemik dolasima cikarlar ve bitin protein, lipid, enzimler ve diger hicresel
elemanlar ile reaksiyona girerek onlarin yapisim bozarlar ve hiicresel mediatorlerin (18)
ortama salinmasina neden olurlar. Bu mediattrler endotel basta olmak Uzere butin
vaskiler ve konnektif dokuda hasar olusturup, hucreler arasi baglarin ayrilmasina ve

hicreler arasi kagagin meydana gelmesine neden olur. Hicrelerin yapsi, fonksiyonu



bozulur. Ayrica endotelden salgilanan PGI2 / Tr-A, dengeside bozulur ve Tr-A; artar, doku
icinde trombozlar meydana gelir, kan akimi saglanamaz.

Bu reaksiyonlar sirasinda endotelden ayrica kompleman ve Noétrofilleri uyaran
TNF, PAF, IL-1 ve IL-8 gibi mediattrler ortama salinir, endotel Gzerinde yer alan ICAM-1
reseptorleri sayist artar ve bu reseptorlere notrofiller yapisarak daha fazla hiicre hasar

meydana gelmesine neden olurlar. (sekil 1) (19)

Iskemi —Reperfiizyon

Ksantin Oksidaz Yolu

Lipit Peroksidasyonu Uretimi < » Serbest Radikal

Protez
Endotel H{icre Hasarn < Notrofillerin Adhezyonu
Salimmi ve Migrasyonu

INO PG 12 Kompleman Sitokinler Adezyon
Endotelin T1TXA2 Aktivasyonu IL-1 Ekspresyonu
1LTB4 C3a IL-6 ICAM -1
TPAF Cha L-8 ICAM-2

Vazokonstriksiyon Integrin Eksprere Eden
Ve Trombosit Kemotaksisi Aktive Notrofiller
Agregasyonu

Sekil 1: iskemi reperfiizyon hasarinda endotel hiicre hasari.

Ayrica iskemi ile birlikte hlicrede ATP basta olmak Uzere bitin enerjili fosfat
yapilart yikilir, hiicre butunligli bozulur ve SOR ortaya ¢ikar. SOR dis halkasinda
esitlenmemis bir € bulunan atom veya molekdllerdir. Hicresel solunum ile molekuler

oksijenin %98 suya %2 s slUperoksit radikaline doniserek ortadan kalkar. Bu tosik



10

molekil mikrosaniyeler icinde stiperoksit dismutaz tarafindan suya indirgenir. Normalde
olusan serbest radikallerden organizma slperoksit dismutaz veya katalaz gibi enzimler
araciligi ile korunurlar.

SOR I0kositlerden lizozomal enzimlerin  ortaya c¢ikmasina ve hicre
membramndan lipid peroksidasyonu sonucu Arosidonik asit metabolitlerini agiga ¢ikarmak
sureti ile hiicre hasarina neden olur. (Sekil 2) (19)

MIKROVASKULER INJURI

a N

OKSIDANLAR------nneme- > PROTEAZLAR
AlTP NOTROFIL
LOOH
! S
AMP LH HUCRE MEBRANI
ADENOZIN KSANTIN f v
DEHIDROGENAZ Fe*? R | FOSFOLIPID
v v
KSANTIN OKSIiDAZ FOSFOLIPAZ A,
HIPOKSANTIN —7—* URAT + 0, + H,0, v
0, ARASIDONIK ASIT

" —>
REPERFUZYON Siklooksijena'zu‘/\‘ipooksijenaz
ENDOPEROKSITLER LOKOTRIENLER

PGI; PGE; TXA,;

DOKU INJURISI

Sekil 2 : 1/R hasarinda ATP azalmasi ve SOR “nin etkinligi
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Iskemi sirasinda anaerobik metabolizma fonksiyonlar: calismaya baslar. Hiicrenin
asidik hale gelmesi ile hiicre membran: bozulur, Ca'? hiicre icine girer. Ayni zamanda ATP
inozin ve hipoksantine indirgenir. Reperfiizyon sirasinda hipoksantin Ca™ aracihig: ile
molekuler O2 serbest oksijen radikallerine ( stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil ) yikilir
ve olusan serbest O, radikalleri, hasarlanmuis hiicre duvarindaki yag asitleri ile etkileserek
Lipid Peroksidasyon reaksiyonu meydana gelir. iskemi ile birlikte ATP yikim ile hiicre iGi
ATP kaybi meydana gelir. Na-K kanallari calismaz ve hiicreici Ca™ artis1 olur. Ca™ iyonu
hicre i¢i enzimleri aktive edip htcre hasarim artirir (15,20,21). Ayrica hiicreden salinan
Arogidonik asit metabolitleri, aktive olmus komplemanlar ve sitokinler natrofil
agregasyonunu artirirlar. No6trofillerin adezyonu, SOR’nin salinimina, elastaz ve kollegjenaz
gibi enzimlerin salimminave AC dokusunda harabiyete neden olurlar.(Sekil 3) (22)

ISKEMI

l
1]

| | ATP | {Sitoplazmik Ca*
Endotel Ldkosit
Fosfolipaz Protez
aktivasyonu aktivasyonu
Y Y
| Fosfolipit | Fosfolipit Hiicre iskelet 027 H;0,,0H’
reagilasyonu/sentezi arcalanmas hasari i
Hiicre e :
\ v slsmes lle Lipit peroksidasyonu |
Fosfolipit Lipit yikim
kaybi driinleri
' l ,,
MEMBRAN HASARI

Sekil 3: iskemi sonrasi hiicreici Ca' artis1 ve membran hasar: gelisimi
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Lipid peroksidasyonu sonucu aldehitler, hidrokarbonlar, MDA olusur. Serbest
oksijen radikallerini gostermek icin lipid peroksidasyon son drdni olan MDA
gosterilmesine dayanir.

Butin bu mekanizmalar aslinda i ige girmis ve birbirini dongu seklinde uyaran
merkezler ile zincir devam eder. Mekanizmalarin merkezinde Endotel, N6trofil, Trombosit
bulunmaktadir. Bu hiicreler ya sayilan mediatorlerin etkisi ile aktiflesmekte ve inflamatuar
cevap ile birlikte doku hasarina sebep olmakta yada bizzat baska mediatorler salgilayarak
doku hasarina sebep olur.

MELATONIN

Pineal bez biyolojik olarak aktif bir cok bilesik salgilar ve en 6nemli salgisal Urtind
melatonindir  (N-asetil-5-metoksitriptamin). Melatonin 232 molekdl agirlhikli  bir
mol ekl dir.

Melatonin adimi, kurbaga derisinde pigment hticrelerindeki melanin grandllerinin
agregasyonuna neden olmasindan dolay: almistir. Melatoninin organizmada varligi ilk defa
1958’de Lerner ve ark. tarafindan gosterilmis (23,24). insanda ve sicanda melatonin
sekresyonunun karanlikta arttigi ve 1siga maruz kalmakla inhibe oldugu bilinmektedir.
Melatoninin ayrica uykusuzlukta ve Ureme fonksiyonlarinin dizenlenmesinde, serbest

radikallerin toksik etkisinin 6nlenmesinde etkili oldugu kabul edilmistir.

Melatoninin sentezi ve metabolizmasi
Triptofan, sistemik dolasimdan pineal glanda aktif transport ile geger. Triptofan,
once triptofan hidroksilaz ile orto pozisyonundan hidroksillenerek 5-hidroksitriptofana
dontsur. Bunu aromatik aminoasit dekarboksilazlarin kataliz ettigi dekarboksilasyon
reaksiyonu izler. Olusan urun Onemli bir biyolojik amin olan 5-hidroksitriptamin
(serotonin)’dir. Pineal bez serotonin konsantrasyonu agisindan viicutta en zengin organdir.
Serotonin, N-asetiltransferaz (NAT) ve hidroksi indol O-metil transferaz (HIOMT)’1n

birbirini takip eden aktiviteleri ile son triin melatonine dondstr.

Triptofan —5-Hidroksi (Triptofan) —5-Hidroksi Triptamin ( serotonin )
Serotonin—.......... s —Melatonin
NAT HIOMT
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Pineal bezde melatonin sentezi sirkadiyen bir ritm gosterir ve karanlik faz boyunca
maksimum noktasina ulasir. Bu ritm suprakiazmatik nikleuslar tarafindan algilanan 1sik-
karanlik donusimi ile saglamir. Karanhigin baslamasiyla birlikte sinir uclarindan
noradrenalin salgilanir; bu da pinealositlerdeki beta adrenerjik reseptorleri uyarir. Adenilat
siklaz aktivitesinin artmasiyla olusan cCAMP, NAT sentezini uyarir. NAT enzimatik
aktivitesinin gece boyunca artisi serotonin dizeylerini disurdr, buna bagli olarak
N-asetilserotonin ve melatonin diizeylerini arttirir.

Melatonin sentezinde, pineal gland ve retinada bulunan iki enzim 6nemli rol
oynamaktadir; NAT enzimi ile HHOMT enzimi. Bu enzimlerin salimmi; gindiz isikta
azalmasina karsin, gece karanlikta 100 kata ulasan bir artma gostermektedir.

Pineal ositlerde Uretilen melatonin ¢ok hizli bir sekilde bu hiicrelerin komgulugunda
yer alan kapillerlere birakilmak suretiyle sistemik kan dolasimina karismaktadir. Lipofilik
0zelligi nedeniyle vicuttaki tim doku ve sivilara kolayca melatonin dagil abilmektedir.

Melatoninin etki mekanizmasi
Melatoninin lipid ¢ozunurliginin iyi olmast nedeni ile hicre membranim
kolaylikla gecebilmektedir. Hedef dokulardaki etkisini,bu dokularda yer alan spesifik
reseptorler araciligi ile yapmaktadir. Ayrica bu reseptérlerin hiicrenin nikleus kismindada
oldugu sdylenmektedir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda melatonin reseptdrinin G proteine bagli reseptor
ailesine ait oldugu gosterilmistir. Immiin sisteme ait hiicrelerde etkisini ise CAMP

Uzerinden gosterirler (25). Ayrica melatoninin reseptorden bagimsiz etkileri de vardir ve bu

+2
etkilerinde araci olarak kalmodulin kullamlir ve Ca la iliskili olan hicre ici olaylar

degisiklige ugratilir.

Melatoninin Antioksidan Ozelligi :

Melatonin  hormonunun  antioksidan 0Ozelligininde oldugu  bilinmektedir.
Organizmada aerobik solunum asamasinda oksijenin %05 lik kismu hidroksil radikali (OH"),
hidrojenperoksit radikali ( H20, ) , sliperoksit anyon radikali ( 0, ) ya da single oksijen
radikali (O2") olarak tasinmaktadir (26). Bu oksijen radikalleri bilindigi gibi hicre zarina
tosik Urtnlerdir. Bu radikaller hiicre zarina direkt etki edip, hiicre zarindaki fosfolipidler ile
reaksiyona girerek hicre zari butinligini bozmaktadir. Melatonin, iste bu oksijen

radikallerine kars1 hiicreyi koruyan antioksidan gjanlardan biridir (26).
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Melatonin vicuda her yoldan uygulanabilen, hizla absorbe olabilen ve ileri
derecede lipofilik 6zelligi nedeniyle tim dokulara kolayca diffuz olabilen bir maddedir.
Serbest radikal giderici etki icin herhangi bir membran reseptori baglantisina ihtiyag
gostermedigi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir. Ayrica melatoninin antioksidan savunma
sisteminde rol alan sliperoksit dismutaz ve nitrikoksit sentetaz gibi enzim aktivitelerini de
degistirdigi rapor edilmistir.

Melatonin hormonu diger antioksidanlarla etkilesime girerek onlarin etkinliginide
arttirir. Vit C, tiriloks yada GSH ilein vitro ortamda inkbe edildiginde her Gglyle sinerjik
etki gosterdigi vein vitro serbest radikal olusumunu azalttigi gosterilmistir (27,28).

Y apilan calismalarda Melatoninin hormonunun 5-lipooksijenaz enziminide inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu enzim alerjik ve enflamasyon reaksiyonlarinda anahtar rol
oynayan |okotrienlerin sentezinde gorev yapar. Melatoninin 5-lipookijenaz aktivitesini
inhibe etmesinin enflamasyonu ve sonugta serbest radikal hasarini azaltacag: dusunulebilir.

Melatoninin antioksidan ozellikleri asagida siralanmistar :

1-Oksidatif fosforilasyonun etkinligini artirir
2-Antioksidan enzimleri uyarir

3-Genis ve yaygin hicreici dagilim gosterir
4-Tum morfolojik bariyerleri gecer

5-Hucre membranini stabilize eder
6-Proinflamatuvar stokinleri azaltir
7-Adezyon moleklleri azaltir

8-Oksijenden tireyen radikalleri etkisiz hale getirir

Melatoninin toksik yan etkileri
Y apilan calismalarda melatoninin ¢ok yiksek dozlarda ( 300 mg/kg/gun't asan )

ve uzun sureli kullammm durumlarinda bile toksik bir yan etkis gorilmemistir.

N-ASETIL SISTEIN

N-Asetilsistein ( NAC ) doga bir aminoasit olan L-sisteinin N-asetillenmis
turevine verilen isimdir (29). Potent antioksidan ve antienflamatuvar 0zelligi olan tiol
bilesigidir ve bu durum bilesige nuUkleofilik 0Ozellik kazandirir. Kimyasal formulu
CsHgNO3S, molekiler agirligr 163,2 gr/mol’dur. En iyi ve en eski bilinen etkisi mukolitik
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etkisidir. Ayni zamanda iyi bilinen bir GSH prekursoridir. Dokularda, 6zellikle akciger
dokusunda yuksek konsantrasyonda bulunur.

NAC antioksidan bir maddedir. Akciger ve karacigerde glutatyon sentezine
sistein vericisi olarak katilir ve glutatyon sentezini arttirir. Plazma proteinlerine baglanma
orani %50°dir. Eliminasyon yar1 6mri 6.25 saattir. NAC organizmadan baglica bobrekler
ve karaciger yolu ile atilir (30).

Molekiler yapisi ile hicre icine kolayca girebilen Asetilsistein, burada
deasetillenerek L-sisteine donisir. L—sistein bir glutatyon prekirsoridir ve glutatyon
sentezini artinr.  Glutatyon ise endojen ve eksojen sitotoksik maddelerin, oksijen
radikallerinin hicreye zarar vermesini Onleyen hicre butunliginin ve islevlerinin
devamliligi i¢in cok 6énemli, endosellUler mekanizmada temel rolt olan yiksek reaktiflikte
bir tripeptittir.

Glutatyon rediikte ( GSH ) ve okside ( GSSG ) olmak Uzere iki sekilde bulunur.
Glutatyonun rediikte formu oksidatif hasara kars1 korumada cok énemli rol oynar (31).

NAC en yaygin kullanilan mukolitik ilag olup, etkinligini herhangi bir
mukokinetikten daha fazla oldugu bildirilmektedir. NAC, sahip oldugu stlfidril grubu ile
mukus glikoproteini igerisindeki distlfit baglarim koparma yetenegi sayesinde, mukoid ve
mukopuUrilan sekresyonlar Uzerine mukolitik etki gosterir. Bronsial sekresyonlarin
atilimint ve solunumunu kolaylastirarak akciger fonksiyonlarinin diizenlenmesine yardimci
olur.

NAC’in, SOR tarafindan olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu
ve bu etkisini GSH duzeyini artirarak, direkt scavenger etki gostererek gerceklestirdigi
bildirilmektedir. GSH direkt olarak serbest slfidril grubu araciligiyla hidrojenperoksit,
superoksit, hidroksil ve alkoksil radikalleri ile etkilesime girebilmekte, boylece hicreyi
oksidanlarin, elektrofilik maddelerin, serbest radikallerin hasarina karsi korumada 6nemli
bir rol Ustlenmektedirler (32).

NAC’nin kullamldigi degisik hastaliklar arasinda kanser, kardiovaskiler
hastaliklar, metal toksisitesi ve karacigerin parasetamol toksisitesi sayilabilir (29).

NAC, asetaminofen toksisitesinde ve akol toksisitesinde 10-18 saat icinde
verildigi takdirde karacigeri hasardan korumakta ve mortaliteyi azaltmaktadir. Y apilan
calismalar gostermistirki, Idiopatik pulmoner fibrozisi hastalarda, epiteliyal yiizey
sivisinin GSH degerleri normal degerlerin yaklasik %511 kadar az bulunmustur. Bu
hastalarin tedavisinde NAC kullamlabilir. Akcigerlerdeki bu GSH defisitinin mekanizmasi

tam olarak agiklanamarmustir.
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N-asetilsisteinin Yan Etkileri

Ilag intoleransina bagli deri dokuntlleri, kasinti, bulanti,kusma, rtiker gibi
yakinmalar gorulebilir. Cok nadir olmakla beraber flushing, anjio6dem, gecici
hipotansiyon ve tasikardi gibi semptomlar da bildirilmistir (30).

ANTIOK SIDANLAR

Reaktif oksijen tlrevlerinin vicutta meydana getirdigi hasarlari onlemek Uzere
vlcutta gorev yapan savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri adh verilir (33).
Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hicreleri
koruyan maddelerdir (34,35,36).

Antioksidan sistemin bashca elemanlar: :

A-Enzimler :

a. SlUperoksit dismutaz (SOD); stperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekiler oksijene donUsimini saglayan bir metaloenzimdir. Bitin htcrelerde
bulunmaktadr (37).

b. Katalaz; yapisinda protoporfiriniX Fe (HEM) grubu icerdiginden bir
hemoprotein olarak kabul edilmistir. Hidrojen peroksit’i molekiler oksijene ve suya
parcalayan reaksiyonu katalizlemektedir. Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve mukoza
membraninda yiksek miktarda bulunmaktadir. Peroksidaz aktivites de bulunmaktadir
(38,39).

c. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX); memeli eritrositlerinde varlig: ilk kez 1957
yilinda Mills tarafindan gosterilmistir. GSH-PX, lipid peroksidasyonunun baslamasini ve
gelismesini engelleyici 6zellikte tetramer yapisinda bir enzimdir (40,41 ).

d. Glutatyon rediktaz (GSH-Red); NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun
indirgenme reaksiyonunu Kkatalizlemektedir. Bu oksido-rediksiyon enziminin, koenzimi
NADPH, prostetik grubu ise FAD’dir (42,43).

e. Glutatyon transferaz (GST)

B-Suda ¢6zliinen radikal tutucular:

a. Glutatyon (GSH); Basta karaciger olmak Uzere pek cok dokuda yuksek
duizeylerde bulunan ve glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptittir (44).

GSH’un pek ¢cok metabolik gorevi bulunmaktadir;
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1-GSHPX, GSH-Red ve GST gibi enzimlerin substratichir

2-serbest radikallerle ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara
kars1 korur

3-protein yapisindaki siilfidril (' (1 SH ) gruplarini indirgenmis halde tutarak, pek
cok protein ve enzimin inaktivasyonunu engeller

4-aminoasitlerin -~ membrandan  transportunu  saglar,  5-hemoglobinin
methemoglobine dontsmesini onler (45,46,47,48).

b. Vitamin C; suda ¢oziinen vitaminlerdendir, insanlarda sentezlenemedigi igin
disaridan alinmalidir. Hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici agan olarak gorev
yapmaktadir. Gucli bir antioksidandir. Lipid peroksidasyonunu baglatict radikalleri
temizleyerek, lipitleri ve zarlarn oksidan hasara karsi korur. E vitamininin
rejenerasyonunda da gorev alir (35,36,49).

c. Urik asit; normal plazma konsantrasyonunda antioksidan etki gostermektedir.
Demir ve bakir iyonlarim baglayarak etkisizlestirmektedir. Singlet oksijen, hipoklorit,
hidroksil, stiperoksit ve peroksil radikallerini temizlemektedir. Lipid radikalleri Uzerine
etkis bulunmamaktadir (35,36,49).

d. Glukoz

e. Sistein

C.Yagda ¢oziinen radikal tutucular

a. Vitamin E; yagda cozinen bir vitamindir. Zarda bulunan fosfolipidlerin
yapisindaki doymanmus yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma
hattin1 olusturur. E vitamini, siperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid
peroksitlerini ve diger radikalleri indirger (35,36).

b. Karotenoidler ve retinoidler; A vitamininin 6n maddes karoten en 6nemlisidir.
Karotenoidler singlet oksijeni baskilamakta, peroksit radikallerini temizlemektedirler (36).

c. Bilirubin; lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve stproksit ve hidroksil
radikallerinin toplayicisi oldugu bildirilmistir (36).

d. Ubikinonlar; lipitlerde ¢oziinen ve izoprenoid taki igeren kinin turevleridir.
Oksijen kaynakli radikaller ve singlet oksijen ile etkileserek lipit peroksidasyonunun
baslamasini ve biyomolekdllerin hasar gérmesini engellemektedirler (36).

e. Flavonidler; lipitlerde ¢ozinurler. Lipid peroksidasyonunu baslatan radikalleri
tutarak, metal iyonlarini baglayarak ve radikal olusturucu enzimleri inhibe eder (36).
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D. Metal iyonlarini baglayan proteinler:
a. Ferritin

b. Transferrin

c. Haptoglobulin

d. Hemopeksin

e. Seruloplazmin

f. Albumin

Etki mekanizmalarina gére antioksidan savunma sistemi :

A.Koruyucu antioksidanlar; bunlar serbest radikal olusumunu baskilar ( SOD,
katalaz, GSH-PX, GST, karotenoidler, transferin, albiimin, haptoglobulin, seruloplazmin )
(50).

B.Radikal temizleyici antioksidanlar; zincirin baslamasimi ve kirik zincirin
uzamasim baskilar ( abimin, bilirubin, karotenoidler, ubiquinol, drik asit, vitamin A,
vitamin C, vitamin E ) (50).

C.Tamir ve yapim enzimleri; hasarin tamirini ve membranlarin yeniden

yapilanmasini saglar ( DNA tamir enzimleri, lipaz, proteaz, transferaz ) (50).

BAL

Ilk brons lavaji 1928 yilinda Jackson ve Vicente tarafindan bir bronsektazi
vakasinda purdlan sekresyonlarin temizlenmesi amaciyla kullamlmstir.  Fiberoptik
bronkoskopinin kullanmma girmesiyle Cantrell ve ark. saglikli bireylerde bugiinki anlamda
ilk Bronkoalveolar Lavaji (BAL) yapmuslardir. Bundan sonraki dénemlerde BAL cesitli
akciger hastaliklarinda at solunum yollarindaki epitel ylzeylerine ait inflamatuar ve
immin sistemi temsil eden hiicre ve diger sistem elamanlarinin incelenmesinde kullanilan
bir tam yontemi haline gelmistir. Glinimuizde ise malignite ve enfeksiyonlarin tamsinda da
rol oynayan yontemlerden birisidir (46).

Bronkoalveolar Lavaj Uygulamasi

Y 6ntem olarak hentiz bir standart yoktur. Siklikla transnazal uygulamir. BAL, rutin

bronkoskopik inceleme tamamlandiktan sonra uygulanir. BAL 6ncesinde biops ve firca
uygulanmaz. BAL icin orta lob veya lingula secilir ( Yatar durumda sivi hacmi ve hicre
sayist maksimumdur ). Ust lobun anatomik yerlesimi nedeniyle elde edilen sivi hacmi
diger loblara gore daha azdir. Akciger kanseri, mantar ve bakteri enf. gibi fokal radyolojik

infiltrasyon durumlarinda lava) lezyon bolgesinden yapilir (47).
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BAL uygulanmasi icin bronkoskop, segmental bir bronsa siki bir sekilde
yerlestirilir. Oksirik ve bronkospazmin azalmasi nedeniyle ve oda sicakligindaki sivilara
gore dahafazla hiicre elde edilmesi amaciyla 37 C° kadar 1sitilmis serum fizyolgjik, siringa
ile 5Smm/sn akim hizinda verilir. Serum fizyolojik mainin geri aspirasyonu, enjektor veya
aspirator ile 50-100 mmhg basing uygulanarak yapilir (yiksek basinclar hava yolu
kollapsina yol acarak aspire edilen sivinin miktarim azaltir ). TUm BAL sirasinda ortalama
100 ml, en fazla 300 ml sivi uygulanmalidir ( 300 ml Uzerindeki sivilarda atelektazi ve ates
gibi komplikasyonlar artar ). Derin inspirium ve ekspirium lava miktarin arttirir. BAL
sirasinda ve takiben 2lt/dk oksijen uygulanmalidir. Genellikle verilen sivinin %40-601 geri

alinir ve canli hiicre oram %80’dan fazladhr.

BAL sivisi

Hucre, solid materyal, lipidier, enfeksiyon ganlar ve biokimyasal elemanlar
icerir. TUm bunlar distal havayollar: ile pulmoner intertisyumun fizyolojik ve immunolojik
durumunu yansitirlar. Bu nedenle BAL incelemeleri bir anlamda akciger patolojisine
acilan bir pencere goérevi Ustlenir. BAL bulgulart ¢ok dinamiktir, seri yaplan BAL
incelemeleri ile hastalik hakkinda 6nemli bilgiler saglanabilir.

6
Normal bir eriskinde 100 ml SF ile BAL yapildiginda ; 10-15 x 10 hicreile 1-10
mg protein iceren 40-60 cc sivi elde edilir (44).
BAL’daDiferansiel Hlcre Sitolgjis

Tota hiicre say1si 15x10°
Makrofajlar %85
Lenfositler %7-12
T-lenfositler %70

-T-Helper (CD4) %50 CD4/CD8:1.6
-T-Slpresor (CD8) %30

T-Killer %7
B-lenfositler %5-10
Tiplendirilmeyen lenf. %15-20
Eozinofiller %<1
Bazofiller %<1
Silier Hucreler %1-3

Eritrositler %<5
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BAL SONUCLARI

Y as, cins ve irkin BAL toplam hiicre sayisi ve diferansiel sitoloji Uzerinde belirgin
etkis yoktur. Sigara icmeyenlerle eskiden igcenler arasinda BAL toplam hicre sayisi
acisindan anlaml fark saptanmamustir. Halen sigara icenlerde ise toplam hiicre sayisi U¢
kat daha fazla bulunmustur. Sigara icenlerde makrofg] sayisi dort kat daha fazla olup bu
artis total hiicre sayisindaki artistan daha fazladir. Boylece makrofg ylzdesi sigara
icenlerde icmeyenlere gore anlaml1 derecede artmustir.

Sigara icmeyenlerle eskiden igenler arasinda makrofg yoninden fark
bulunamamustir. N6trofil sayisi sigara icenlerde icmeyenlere oranla alti kat daha yuksektir.
Eskiden sigara icenlerde de nétrofil sayisi icmeyenlere oranla iki kat daha fazladir.
T-helper hicreler sigara icenlerde eskiden icen ve icmeyenlere gére anlamli derecede
dustk bulunmustur.

T-slpresorler ise sigara icenlerde anlamli derecede artmistir. Buna gore sigara
icenlerde Th/Ts oram diger iki gruba gore anlamli derecede dusuktir. BAL, silya ve
skuamd®z epitel hicreleri ise total hicre sayisinin %3’Unl gegcmez. Daha yuksek oranlar
inflamasyon bulgusudur. Polimorf niiveli lokositler total hiicre sayisimin %1’ kadardir.

Ozellikle notrofiller BAL sivisinda daha yiksek sayillara ulastiginda  su
durumlardan biri s6z konusudur:
 Travmaya bagl1 kan ile kontaminasyonu mevcuttur
+ Hasta sigara icmektedir
« Alveollerde notrofil artistyla karakterize kronik bir akciger hastaligi mevcuttur

« Inflamatuvar havayolu hastaligina bagli brons kaynakli nétrofiller mevcuttur.

BAL *da Kontraendikasyonlar
» Kesin kontraendikasyon yoktur
« Hasta kooperasyonunun olmamasi
« FEV1<1000ml
* Ortaveyaciddi astim
+ Oksijenle duzeltilemeyen hipoksi
* Hiperkapni
« Ciddi kardiak aritmi
* 6 haftaicerisinde gecirilmis M|
*Duzetilemeyen kanama diatezi rolatif kontraendikasyonlardir.
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AKCIGER TRANSPLANTASYONUNDA KULLANILAN

SOLUSYONLAR

Terminal donem akciger hastaliklarinda akciger transplantasyonu etkin bir tedavi
modeli olmaktadir. Ancak vericilerin %10-35’inde ortaya ¢ikan erken greft disfonksiyonu
ciddi bir problem olusturmaktadir. Bu sendrom tipik olarak transplantasyondan 72 saat
sonra ortaya gikmakta ve nonspesifik aveolar hasar, akciger 6demi, pulmoner vaskiler
rezistansin artmasi ve hipoksemi ile karekterizedir. Patogenezi tam olarak anlagilamamaklia
birlikte genellikle beyin 6lima stresinden reperfiizyon zamamna kadar gecen slrede
ortaya ¢ikan akciger hasarina bagli multifaktoriyel bir olay oldugu kabul edilmektedir. Bu
nedenle I/R hasarimn engellenmesinde akcigerin korunmasi, organ canliligimn devam ve
erken greft disfonksiyonunun azaltilmasi cok énemli yer teskil etmektedir.

Bilindigi Uzere akciger transplantasyonunda donotr akcigeri korumak amaciyla
bircok solusyonlar kullanilmistir. Bu solusyonlar intracelltler ( Euro-Collins ve Wisconsin
Solusyonu) ve ekstracellller (LPDS) solusyonlar olarak iki gruptatoplanabilir.

Kullamlan Solusyonlarin icerigi

E-C LPDS

Na (mmol/It) 10 138
K (mmol/It) 11 56
Cl (mmol/It) 15 142
Mg (mmol/It) ) 0.8
S04 (mmol/It) ) 0.8
Dekstran (gr/lt) ) 50
HCO3 10 )
H2PO4 15 0.8
HPO4 42.5 )
Glukoz (g/L) 35.7 0.91
Osmolarite (MOsm/L) 375 292

TABLO 1: Kullanilan E-C ve LPDS ‘nun karsilastiriimasi

Gunumtzde E-C’in modifikasyonu ile hazirlanmis birgok solusyon klinik akciger
transplant programlarinda yaygin olarak kullamlmistir (51). Ancak E-C‘in yikksek K*

konsantrasyonu, ddem olusumunu takiben pulmoner vazokonstruksiyona neden olduguna
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inanilir ve E-C‘in Kklinik uygulamasinda reperflizyon hasar oramnda artis oldugu
saptanmstir (48).

Daha 6nce yapilmis bir calismada, kopek akciger transplantasyon modelinde
akcigerin korunmasinda ekstracellUler sivi solusyonlarinin, intracelltler sivi solusyonlarina
gére akcigeri daha iyi korudugu rapor edilmistir (53,54). Ancak bu calismay: takiben
yapilan baska bir calismada ise birkag ekstracellller sivi sollisyon incelenmis ve yiksek
sodyum ve kismen distik potasyumlu %2 lik dusik molekdl agirlikli dekstran ve %1°lik
glikoz bunlar arasinda en iyi solusyonlar olarak degrlendirilmislerdir.

EP4, EkstracellUler fosfatla tamponlanmis soltisyon Tip 4 diye adlandirilir (54). Bu
solusyon ile basarili akciger korumas: 96 saate kopek akciger transplant modelinde elde
edilmistir. Bu solusyonun modifiye formlarindan birisi olan ve DPDS olarak issmlendirilen
solusyon Toronto akciger transplant programi tarafindan tamtilmis ve E-C ile
karsilastirlldiginda daha avantgjli oldugu gorulmistir (55). LPDS pek cok akciger
transplant programinda guinimuizde kullanilmaktadir. EP4 solusyonuda Japonyada klinik
olarak uygulanmaktadir ancak yayinlanmis cok fazlaveri yoktur.

Yapilan bir baska calismada, verici akciger greftlerinin korunmasinda E-C ve
LPDS'nun postoperatif oksijenizasyona etkis karsilastirilmis. Calismada postoperatif
oksijenasyon parametresinin O giin, sonra E-C‘e gore LPDS grubunda arttigi gérulmustr
(56). LPDS grubunda transplantasyondan 12 ve 24 saat sonrasinda oksijenasyonun EC‘e
gore onemli derecede arttig1 ve LPDS grubunda EC*‘e gore mekanik ventilasyon stiresinde
Onemli derecede azalmaizlenmistir.

Biz bu calismamizda LPDS kullanmay tercih ettik.

1 Litre LPDS'nu ; % 5 dekstran 40, 6 mmol K, 0.8 mmol Mg, 0.8 mmol H,PO,4ve

5 mmol glukoz igerir.

AKCIGERIN FLUSH SOLUSYONU iLE SAKLAMA 1SIS|

Akciger transplantasyonu programlarinda pulmoner arterin flushlanma isisi 1 ile
4 C° arasinda kabul edilir. Akcigerin ¢ikartiimasini takiben, akcigerler kristaloid solusyon
icerisine daldirilir ve +1C°’de transport edilir. Sundereas ve ark. (1993 ) de bilateral
maymun AC transplantasyonunda, Wang (1993) in vitro tavsan akciger perflizyon
modelinde daha makul derecede hipoterminin (10C°) daha Ustin akciger korumasi
sagladigimt gostermislerdir (57). Ancak Mayer ve arkadaglarinin (1992) kopek allograft
caismalarinda 4 C° ile 10 C° lik akcigerin saklanmasi arasinda farkin olmadig:
gorulmustar (58).



23

FARMAKOLOJIiK AJAN EKLENMESI

Akciger transplantasyonu konusunda yapilan ¢alismalarda perfiizatin single yada
bir baska farmakolojik etken ile etkinliginin artirrlmasi konusunda ¢ok sayida calisma
yapilmistir.  Gunimuzde kullamlan bu ganlar sadece perflizata eklenmekle sinirh
kalmamakta ayrica, donGr girisim oncesi, tansplante edilen akcigerin reperflizyonu

sirasinda veya 6ncesinde uygulamas: mimkunddr (59).

STEROIDLER
Perfuzatin kendisine katilabilir veya donoriin girisim 6ncesi ve reperfizyon
oncesi aicimin tedavisinde kullanlir. Antienflamatuar ve |okosit stabilize etkilerinden

yararlanmak amaci ile kullanilir (60).

PROSTOGLANDINLER

Akciger transplantasyonlarinda ¢ogu merkezde flush solusyonu igerisinde
kullamlmaktadirlar  (61). Pulmoner vazodilatator, perfuzatin homojen dagilim,
sitoprotektif, immunosiipresan, platelet ve trombis olusumunu engelleyen, vaskiler
permeabiliteyi azaltarak akcigeri koruyucu etkinligi olan ajanlardir (62).

SOR TEMIZLEYICILER

I/R hasarinin temelinde SOR yatmaktadir. Bu tosik Uriinlerin artis1 akut akciger
hasarina ve akciger transplantasyonlarinda grefin reddine neden olmaktadir. Bu nedenle
akcigerin korunmasinda serbest radikal temizleyicilerin kullamimast biyUk ilgi gormastdr.
E-C solusyonundaki dekstroz osmotik etki ile serbest hidroksil radikallerinin
temizlenmesini saglar. Yine serbest oksijen radikal temizleyicileri prezervasyon
rejimlerine, perflizat icerisine reperfizyon Oncesi ve sirasinda eklenirler. Bu aganlar
suiperoksid dismutaz, katalaz, allopurinol, desferroksamin icerir (63). Bunlar SOR’ne farkli
noktada etki ederler.

KALSIYUM KANAL BLOKERLERI
Yapilan calismalarda verapamil’in iskemi sonrasi sitozol ve mitokondrialarda
masif kalsiyum birikimini onleyerek reperflizyon sonucu olusan hasar1 Onledigi

gorulmastur (64).
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PLATELET AKTIVE EDEN FAKTOR ANTAGONISTLERI

Akut akciger injury modelleri gostermistir ki , akciger injurisinde platelet aktive
eden faktorin rolinun buyuk oldugu ve PAF antagonistlerinin akciger fonksiyonunda
Onemli diizelme sagladig1 gosterilmistir.

KOPLEMAN AKTIVASYON INHIBiSYONU

Kompleman sisteminin aktivasyonu kardiopulmoner bypass, eriskin solunum
skintisi sendromu ve /R akciger hasarinda onemli etkiye sahiptirler. Bu etkenin
inhibisyonu akcigerin korunmasinda onemli yer teskil etmektedir.

LOKOSIT AZALTICILAR

I/R injurisinde olusan doku hasar1 SOR tarafindan etkilenen hiicrelerce ortama
salinan mediatérler ve bunun sonunda ortaya ¢ikan mikrovaskiler staz ve vazospazm
nedeni ile ortaya cikmaktadir. Deneysel calismalarda gosterilmistir ki, 16kosit filtreleri ve
|okosit azaltic1 ajanlarin kullamimast ile /R hasarinin énlenmesinde daha iyi sonuglar
alinmigtir (65).

MDA

Fagositik hucrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda arasidonik asidin salimmina yol agar. Arasidonik asidin
siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri, lipooksijenaz
tarafindan katalizlenen oksidasyonu ise lokotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda
serbest radikaller olusur.

Lipid peroksidasyonu PUFA’dan bir hidrojen atomu uzaklastiriimas ile baglar.
Olusan lipid radikali dayamksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
peroksidasyonu kimyasal bir olaydir ve serbest radikaller tarafindan baslatilarak membran
yapisindaki poliansature yag asitlerinin oksidasyonuna neden olur. Bu lipid peroksit
radikalleri, membran yapisindaki diger poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarim alarak
lipid hidroperoksidlerine donusurler .

Lipid peroksidasyonunun, zarlarin lipid yapisindaki degisiklikler nedeniyle
fonksiyonlarin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenlerine
etkisi, son Urinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina

neden olduklar1 distnilmektedir.
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Lipid peroksidasyonu en ¢ok tartigilan serbest radikal zincir reaksiyonudur. Lipid
peroksidasyonu ¢ok toksik bir zincir reaksiyonudur. Kendiliginden ilerleyen zincir
reaksiyonu olmasi nedeniyle 6nemlidir . Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak
reaktif aldehitlere diger hicre bilesenlerine zarar verir. Dolayisiyla doku hasarina ve
pekcok hastaliga sebep olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi ylzinden
reaksiyonlarin gogu membrana bagli molekillerle meydana gelir, membran permeabilitesi
ve mikroviskozites ciddi sekilde etkilenir.

Lipid hidroperoksitleri yikildiginda gogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusurlar. Bu bilesikler, hiicre dizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki eski
alanlarindan difiize olup hiicrenin diger bolimlerine hasar yayabilirler. Ug ya da daha
fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) olustururlar,
bu da tiyobarbitlrik asitle oOlculebilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya
kantitatif bir indikatért degildir, ancak lipid peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon
gosterir.

Calismamizda Lipid Peroksidasyonun bir Grind olan MDA ‘y1 akciger
dokusunda calismayr uygun gordik. I/R hasarinda hiicresel diizeyde serbest oksijen
radikallerinin etkis ile ortaya cikan MDA dizeyine bakarak Melatonin ve/veya N-asetil

sisteinin akcigeri korucu etkinligini degerlendirdik
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GEREC VE YONTEMLER

CERRAHI PROSEDUR VE DENEY GRUPLARI

D.U.T.F Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 12/03/ 2008 ( Say1 : 18 ) onay
aindi ve Dicle Universites Tip Fakiiltesine ( D.U.T.F ) bagli DUSAM biinyesindeki
L aboratuarlarda calisma gerceklestirildi. Biokimyasal parametreler D.U.T.F Biokimya
anabilim dalinda, Patoloji prepearatiar Patoloji anabilim dalinda, istatistik ileilgili veriler
ise Bioistatistik anabilim dalinda degerlendirildi.

Denek olarak DUSAM biinyesinde yetistirilmis agirliklari 250-300 mg arasi
degisen Spregue-Dowley erkek cins ratlar kullamldi. Denekler oda 1sist 18-21 C° olan
odalarda tutulmuslardir. Deney hayvanlar: cerrahi isleme alinmadan 6nce Hot Plate cihazi
ve rectal 151 probu kullamlarak deneklerin 1s1 regillasyonu saglanmaya calisildi.

48 adet denek kullarildi. 8 farkli grup ve her grupta toplam 6 denek olacak
sekilde olusturuldu.

DENEY GRUPLARININ DAGILIMI

1. Grup: sol akcigerde iskemi

2. Grup: sol akcigerdeiskemi + M

3. Grup: sol akcigerdeiskemi + NAC

4. Grup: sol akcigerdeiskemi + M + NAC

5. Grup: sol akcigerde iskemi + reperflizyon

6. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfiizyon + M

7. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfliizyon + NAC

8. Grup: sol akcigerde iskemi + reperfiizyon + M + NAC

TABLO 2: Deney Gruplarinin Dagilim:

Anestezi
Denekler, bir gece dnceden ag birakildi. Oncelikle Na-Pentobarbiital ( Na-Pentotal )
50 mg/kg yaklasik (0.3 cc) i.p verilerek sedasyonu saglandi. Anestezi derinligi parmak
kistirma yontemi ile kontrol edildi. Gerektiginde 50 mg/kg yaklasik ( 0.3 cc ) i.p ek
anestezi uygulandh.
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Standart Diseksiyon

Anestezi atindaki ratlar, prone pozisyonda, dort ekstremitesinden tespit edildi.
Polyvinylpyrolidon iyod ( Polyod,%10¢luk soliisyon, Drogsan Ilag Sanayi, Ankara ) ile
ylzeyel sterilizasyon saglandi. Servikal bdlgeye 2 cm lik coller kesisi yapildi. Cilt, cilt alti
ve boyun strep kaslar gecilerek trakea Uzerine ulasildi. Trakea kint ve keskin diseksiyon
ile donuldl ve serbestlestirildi. Trakeaya 12 numara bisturi ile 0,5 cn’lik bir insizyon
yapildi ve 5-F trakeostomi kanulili trakeaya yerlestirildi. Ardindan Rodent Tipi ventilatore
bagland: ve akcigerlerin havalandigi goruldu. ( tidal volim; 10ml/Kg, 70/dak, oda havasi )
Trakeostomi kanuli 2.0 ipek ile tespit edildi. ( Resim 2)

Resim 2: Ratin tespit edilmesi ve trakeostomi kanulu ile ventilatore baglamp

havalandirilmasi.

CERRAHI PROSEDUR
Insizyon hatt1 servikal bélgeden batina dogru xsifoid altina kadar uzatildi. Sag ve
soldan pectoralis major ve mindr kaslar tamamen kanama kontrol U altinda serbestlestirildi

vekesildi. (Resim 3)
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Resim 3: Pectora kadlarin sagda ve solda serbestlestirilip - kesilmesi

Xsifoid tamamen serbestlestirilip, total sternotomi yapildi. (Resim 4a ve Resim 4b)
Sternum ekartoru yerlestirildi.

Resim 4a-4b: Sternumun ortaya konmasi -Sternotomi ile akcigerin ve kalbin
ortaya konmasi

Timus total rezeke edildi. Akciger sol hilus ortaya konarak sol pulmoner arter 24

G Angiocut ile kanule edildi ve yaklasik 150 1.U (500 1U/kg) heparinize edildi. (Resm 5)
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Resim 5: Sol hilusun donilmesi

Atravmatik klemp iskemi olusturmak icin sol akciger hilusunayerlestirildi. ( Resim 6)

Resim 6: Sol pulmoner hilusa atavmatik klemp konmasi

2 saat iskemi ve 2 saat reperflzyon uygulandi. 3 mg/kg melatonin
( 5- Metoksitriptamin SIGMA M5250 1gr ) velveya 150 mg/kg N-asetilsistein ( N-asetil L-
sistein A7250 500 gr BILIM ) iskemiden 15 dakika 6nce ve 2 saat iskemide kaldiktan
sonra, reperfizyondan hemen 6nce LPDS esliginde verildi. LPDS 15 dakikada yaklasik
15-20 cc olacak sekilde verildi.
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Deney bitiminde TAOK kapasite 6lcimii icin kardiak ponksiyon ile yaklasik 5
cc kadar kan alinarak, kan toplama kabinda santrufuj edildi. Plazma ve serum kismi ayrildi
ve serum kismi -80 C° de derin dondurucuda bekletildi. Daha sonra Dicle Universitesi Tip
Fakiltess Merkez laboratuvar: Biyokimya bdliminde , Abbott Architect C16000 cihazi
kullamlarak Erel ( 66,67 ) tarafindan gelistirilen Kkitler ile TAOK dilzeyleri
spektrofotometrik olarak o6l culdi.

Sol ana bronsg kesilerek , 1lcc serum fizyolojik mai sol ana bronstan 24 G
angiocut araciligi ile verilip BAL yapildi. Daha sonra yaklasik 0.4 cc mai aspire edildi.
Aspire edilen bronsial sivi enjektor vasitast ile Notrofil bakilmak tizere D.U.T.F Patoloji
bolumine verildi.

Ardindan sol akciger Ust lop MDA calisiimak Uzere alindi, serum fizyolojik ile
yikand: ve -80 C° derin dondurucuda sakland:. Daha sonra D.U.T.F Biyokimya bl imiinde
Tiobarbuturik asit yontemi kullanilarak , doku MDA diizeyi c¢alisild.

Sol akciger alt lopdan ainan 1 gr. agirliginda doku drnekleri histopatol ojik tetkik
icin %10’Iuk formol ¢ozeltisi icerisinde D.U.T.F Patoloji bolimiine verildi. Parafin bloklar
hazirlamp 5 mikron kalinlikta kesitler alinarak Hemotoksilen- Eosin ile boyand:. Isik
mikroskopu atinda 40X blyitmede preparatlar incelendi.

Daha sonra bitin ratlar kalpten yapilan ponksiyon islemi ile sakrifiye edildi.

DENEY GRUPLARI

1.GRUP ( ISKEMI ) : Sol akciger hilusu gorildi ve atravmatik klemp
konduktan sonra. 2 saat iskemide birakildh.

2.GRUP ( ISKEMI + MELATONIN ) : Sol akciger hilusu goriildi, iskemiden
15 dakika 6nce DPDS esliginde Melatonin i.p. verildi ve daha sonra hilus 2 saat iskemide
birakildi.

3.GRUP ( ISKEMI + N-ASETILSISTEIN ) : Sol akciger hilusu goriild,
iskemiden 15 dakika 6nce DPDS esliginde N-Asetilsistein i.p. verildi ve daha sonra 2 saat
iskemide birakild.

4.GRUP (iISKEMi + N-ASETILSISTEIN + MELATONIN ) : Sol akciger
hilusu gordldd, iskemiden 15 dakika 6nce DPDS esliginde Melatonin ve N-asetilsistein i.p.
verildi ve daha sonra 2 saat iskemide birakildi.

5.GRUP ( ISKEMI + REPERFUZYON ) : Sol akciger hilusu goriildi, 2 saat
iskemide birakildi daha sonra 2 saat reperfiizyona birakildi.
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6.GRUP (ISKEMI + REPERFUZYON + MELATONIN ) : Sol akciger hilusu
goruldl, 2 saat iskemide birakildi daha sonra reperfiizyondan hemen 6nce DPDS esliginde
Melatonin i.p verildi ve 2 saat reperflizyon uygulandi.

7.GRUP ( ISKEMI + REPERFUZYON + N-ASETILSISTEIN ) : Sol akciger
hilusu goruldi, 2 saat iskemide birakildi daha sonra reperfiizyondan hemen énce DPDS
esliginde N-asetilsistein i.p. verildi ve 2 saat reperfliizyon uygulanch.

8.GRUP ( ISKEMi + REPERFUZYON + N-ASETILSISTEIN +
MELATONIN ) : Sol akciger hilusu goriildil, 2 saat iskemide birakildi daha sonra
reperfiizyondan hemen 6nce DPDS esliginde Melatonin ve N-asetilsistein i.p. verildi ve 2
saat reperfizyon uygulandi.

ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

MDA OLCUMU

Deney sonunda ratlardan akciger Ust lobu aindiktan sonra izotonikli solusyon ile
yikamip — 80 C°derin dondurucuda daha sonra calisiimak Uzere saklandi. Daha sonra
D.U.T.F Biyokimya anabilim dalinda Tiobarbuturik asit yontemi kullamlarak MDA analizi
yapildi. Akciger dokusundan alinan 0.5 gr doku 4.5 ml %5.5 Triklorasetik asit ile
homojenize edilip, elde edilen supernatan 100 C° 10 dakika bekletildi, daha sonra + 4 C °©
de 30 dakika bekletilip sogutulan érneklerin Uzerine Iml T.B.A ( Tiobarbuturik asit )
eklenip 532 nm ( nanometre ) de Spektrofotometrik ( Shimadzu, 1800 serisi, Japon ) olarak
olculdu.( nmol/ gr) (68).

TAOK OLCUMU

Alinan kandaki antioksidan kapasite diizeyleri, Erel’in gelistirdigi tam otomatik
toplam antioksidan kapasite Kiti ile otoanalizérde ( Abbott Aeoroset, USA ) olclldi. Bu
metoda gore Fenton reaksiyonu ile olusan OH ( Hidroksil ) iyonu ortho-dianisidin ile renk
olusturmaktadir ve olusan rengin absorbansi oto analizorde spektrofotometrik olarak
Olculmektedir. Plazma, serum ya da diger vicut sivilarindaki antioksidan kapasiteye gére

rengin siddeti azalmakta ve test sonuclart mmol/l olarak hesaplanmaktadir (66,67).
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BAL’daNOTROFIL HUCRELERININ DEGERL ENDIRILMESI

Sol akciger ana bronsuna yaklasik 1lcc serum fizyolojik mai 24 G Anjiocut ile
verilip yaklasik 0.4 cc verilen mai 24 G anjiocut aspire edildi ve alinan érnekler D.U.T.F.
Patoloji anabilim dalinda preparat Uzerine yayildi. BAL incelemesinde %70’lik akol
tespitinden sonra PAP ( Papanicolau Stain ) boyas: kullanildi. BAL degerlendirmesi 40’11k
blyitmede, hicreselligin en yogun oldugu birbirinden uzak 2 boélgede 50’ser hiicre
sayilarak yapildi. Toplam 100 hicre Gzerinden degerlendirme yapildi. Hangi hiicreden
( Lenfosit, Makrofg) , PMNL ve Resp. Epitel ) kag tane var ise o yazildi. O ( sifir ) hiicre
yok anlaminda kullanildi. Dejenere olan hiicreler degerlendirmeye alinmadh. NG6trofil sayisi
% olarak degerlendirmeye alind.

AK CIGERIN HiSTOPATOL OJiKk DEGERLENDIRILMESI

Deneklerden ¢ikarilan sol akcigerin 1/31uk orta kissu D.U.T.F Patoloji A.D da
incelemeye alindi. Dokular, %10’luk formolin ile fiksasyonundan sonra elde edilen parafin
bloklarindan 4 mikronluk kesitler alindh ve H& E ile boyama yapilip incelendi.

Alveoler hemorgji Tablo 3'de goruldigu gibi Grade 0 , Grade 1 , Grade 2 ve
Grade 3 olarak siniflandirildi. Morfolojik degerlendirme Higgins ve arkadaslarimn
kullandig:1 alveoler derecelendirilmesine ve Egan ve arkadaglar tarafindan kullamlan 1s1k

mikroskobisinde spesmenlerin histolojik incelenmesine dayandirildi (69,70),

Tablo 3: Alveolar hemorajinin derecelendirilmesi
Derecelendirme I'sik mikroskobu

GradeO Hemoraji yok

Grade 1 Alveol icinde tek tik eritrosit

Grade?2 Alveolleri tamamen doldurmayan eritrosit topluluklary
Grade3 Alveolleri tamamen dolduran eritrosit topluluklari

Parankimal lezyonlar Tablo 4 'de goruldigl gibi normal, cok hafif, orta derece ve
siddetli fezyonlar olarak siniflandirildi.
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Tablo 4 : Parankimal lezyonlarin derecelendirilmesi

Derece Patolojik lezyonlar

Normal Hicbir lezyon yok

Cok hafif Fokal inflamasyon

Ortaderece Perivaskiler, peribronsial 6dem, vaskiler konjesyon

ve inflamasyon
Siddetli Intrapulmoner-intertisiyel 6dem ile siddetli vaskiiler

konjesyon vetromboz

ISTATISTIK:

Calismada elde edilecek verilerin istatistiksel olarak anlamli olabilmesi icin
denek sayisi yuksek tutuldu ve her bir grupda 6 olmak Uzere toplam 48 adet rat olarak
belirlendi. Tekrarlanan islem sonucu verilerin netligi, dogrulugu ve givenilirligi icin 6rnek
sayilar1 bu sekilde belirlenmistir.

Arastirmada elde edilecek verilerin ortalama ve standart sapmalar1 hesaplanarak
istatistiksel degerlendirme icin Kruskal-Wallis testi, varyans analizi ve anlamlilik dizeyleri
icin Mann-Whitney-U testi uygulandi.

Sonuclar kendi arasinda asagida gosterildigi gibi her gruba farkli puan verilerek
degerlendirmeye ainmustir: (Tablo 5)

TABLO 5 : Akciger Alveolar hemorgi degerlerinin ve Parankim hasarinin
puanlandiriimasi.

Alveolar hemorgjinin puanlandiriimasi :

Derecelendirme Isik mikroskobu PUAN

GradeO Hemorgji yok 0

Gradel Alveol icinde tek tik eritrosit 1

Grade?2 Alveolleri tamamen doldurmayan eritrosit 2
topluluklar

Grade 3 Alveolleri tamamen dolduran eritrosit topluluklart 3




Akciger parankim lezyonlarinin puanlandiriimasi:

Derece Patolojik lezyonlar

Normal Hicbir tezyon yok

Cok hafif Fokal inflamasyon

Ortaderece Perivaskiler, peribronsial 6dem,

vaskiler konjesyon ve inflamasyon
Siddetli Intrapulmoner-intertisiyel 6dem ile siddetli

vaskiler konjesyon vetromboz
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BULGULAR

Akciger 1/R hasarini inceldigimiz bu deneyde toplam 48 adet Sprague-Downey
erkek rat kullamldi. Deneklerde, gruplar arasinda agirlik ve yas agisindan herhangi bir
farklilik mevcut degildi.

Y aklasik 6 ay suren calismada akciger dokusunda MDA (nmol/gr ), kanda TAOK
( mmol/It ) dizeyi caisildi. ( Tablo 6 ve Tablo7 ) Tum deneklere BAL yapildh ve BAL
sivisinda Nétrofil ( % ) oram bakildi ( Tablo 8 ). Ayrica ainan akciger dokular Isik
Mikroskopu atinda degerlendirmeye alindi.

Calisma sirainda anestezi igin Na-Pentotal kullamldi. Deney esnasinda 23 ratda
ek anestezi ihtiyaci dogdu.

16 adet ratda hafif dizeyde, 9 tanesinde orta diizeyde, 1 tanesi agir derecede
deney sirasinda kanamalari oldu. Ancak bitin deneklerde basarili bir sekilde deney
sonlandirild.

Gruplarda elde edilen MDA, TAOK duzeyleri, BAL’da Nétrofil ylUzde oranlari,
ortalama ( X ) ve standart sapma ( SD ) sonuclari ile beraber asagida verilmistir.

Gruplardan elde edilen MDA degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri
asagidaki tabloda gosterilmistir:

TABLO 6: Gruplarda elde edilen ortalama MDA degerleri ve standart sapmalar

MDA Standart sapma
(nmol / gr) (X£05)
Grup1 (1) 7,64 0,39057
Grup2(i+M) 3,47 0,51775
Grup3(i+A) 3,89 0,22251
Grup4(i+M+A) 2,97 0,12372
Grup5(i+R) 10,35 1,03102
Grup6(I+R+M) 8,53 0,26934
Grup7(i+R+A) 8,9 0,47196
Grup8(i+R+M+A) 7,6 0,12968
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SEKIL 4: MDA degerlerinin grafiksel olarak karsilastirilmasi

Akciger 1/R hasarinda Melatonin velveya NAC’in  koruyucu etkinligini
Gruplardaki MDA dizeyine bakarak karsilastinldiginda:

1. Grup, 8. grup harig digerlerinden istatiksel olarak anlamli idi . (p <0,05)

2. Grup, 3. ve 4. grup hari¢ digerlerinden istatiksel olarak anlamli idi.( p <0,05)
3. Grup, 2. grup hari¢ digerlerinden istatiksel olarak anlamli idi. ( p <0,05)

4. Grup, 2. grup haric digerlerinden istatiksel olarak anlamli idi .( p <0,05)

5. Grup butin gruplardan istatiksel olarak anlaml1 idi. (p <0,05)

6. Grup, 7. ve 8. grup hari¢ digerlerinden istatiksel olarak anlamli idi. ( p <0,05)
7. Grup, 6. grup hari¢ digerlerinden istatiksel olarak anlaml1 idi. ( p <0,05)

8. Grup, 1. hari¢ digerlerinden istatiksel olarak anlamlt idi. ( p <0,05)

Gruplar MDA degerleri agisindan karsilastirildiginda sadece iskemi uygulanan 2,
3. ve 4. gruptaki MDA deserleri, I/R uygulanan 5,6,7 ve 8. gruba gore azalmas: istatiksel
olarak anlaml1 degerlendirildi. ( p <0,05)

Sadece I/R uygulanan 5.Grup ile I/R ile beraber Melatonin velveya NAC
kullarilan grup 6, 7, 8 Gruplara gére MDA dizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu. ( p<0,05)

I/R +Melatonin+NAC uygulanan Grup 8’de, sadece i/R + Melatonin veya NAC
kullarlan Grup 6 ve 7 ‘ye gore azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. ( p <0,05)
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Gruplarin TAOK degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki

tabloda gosterilmistir:

TABLO 7: Gruplarda elde edilen ortalama TAOK degerleri ve standart sapmasi

TAOK ortalama degeri Standart sapmasi
(mmol /L) (xx0.05)
Grup 1 (1) 3,25 1,78
Grup2(i+M) 7,6 3,12
Grup3(i+A) 6,28 2,26
Grup4 (I+M+A) 8,3 3,7
Grup5(i+R) 1,43 11
Grup6(i+R+M) 2,6 1,37
Grup7(I+R+A 2,23 1,4
Grup8(i+R+M+A) 2,76 1,3
9
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SEKIL 5: TAOK degerlerinin grafiksel olarak karsilastiriimasi

Sadece Iskemi uygulanan Grup 1 ile iskemi+Melatonin ve/veya NAC kullamlan

Grup 2, 3. ve 4 ‘e gbre TAOK diizeyindeki olan azalma istatiksel olarak anlamli bulundu.

(p<0,05)
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[/R + Melatonin velveya NAC uygulanan 5, 6, 7. ve 8. Gruptaki TAOK
degerlerinin, sadece iskemi, iskemi + Melatonin ve/lveya NAC uygulanan 1, 2, 3, ve 4
Grup’lara gore azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu géruldu. ( p <0,05)

I/R +Méelatonin+NAC uygulanan Grup 8’deki, sadece I/R + Melatonin veya NAC
kullamlan Grup 6 ve 7’ye gore TAOK dlzeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu. ( p<0,05)

MDA ve TAOK degerlerinin kendi arasindaki iliskisi asagidaki grafikte ele

alinmigtir:
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Sekil 6: MDA ve TAOK degerlerinin grafiksel karsilastiriimas.

I/R uygulanan 5, 6, 7. ve 8. Grupdaki MDA artisimin tam ters TAOK
duizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. ( p< 0,05 ) MDA ve TAOK
degerlerinin karsilastirilmasinda goruldigi gibi MDA ile TAOK arasinda ters bir oranti
mevcut. MDA arttigi durumlarda TAOK degerleri azalmakta, tam terss MDA degerleri
azaldiginda TAOK degerleri artmaktadir.

Gruplarin BAL degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki tablo
8’de gosterilmistir.
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TABLO 8 : Gruplardaki BAL Nétrofil ( % ) oranlarimin ortalama ve standart

sapma degerleri
BAL ‘daNdatrofil (%) Standart sapma
(X+05)
Grup 1 (1) 42 2,60768
Grup2 (I+M) 33 3,20026
Grup3(I+A) 39 2,15445
Grup4 (I+M+A) 28 1,85517
Grup5(i+R) 52 2,94392
Grup6 (I+R+ M) 42 4,27395
Grup7(I+R+A) 46 3,26599
Grup8(I+R+M+A) 32 3,12517
60
_ 50 ]
@
g a0
S
5 30— —
5
<20+ L
-
<
m
10 +— _
0
1 2 4 5 6 7 8
Gruplar

SEKIL 7 : Gruplarin BAL ( % ) Nétrofil degerlerinin grafiksel olarak

karsilastirilmasi asagida verilmistir

Sadece Iskemi yapilan Grup 1’deki BAL’da Notrofil oram, I/R + Melatonin
ve/veya NAC kullanilan 2, 3. ve 4. Grup ‘tan istatistiki olarak yiksek bulundu. ( p< 0,05)
Hi¢ farmakol ojik gjan kullanilmayan 1. ve 5. Gruptaki Notrofil hiicre sayisi diger

gruplaraistatistiki olarak daha fazla oldugu goraldi.
I/R +Mélatonin ve/veya NAC kullanilan 6, 7, 8. Gruplar degerlendirildiginde, 8.

Gruptaki Notrofil oram diger gruplara gore istatiksel olarak disuk izlendi.
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Gruplardaki MDA, TAOK ve BAL’da Notrofil ( % ) oranlari asagidaki grafikte
degerlendirilmistir :

2]
o
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o
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MDA (nmol /gr ), TAOK (mmol /1)
ve BAL (% ) Notrofil
w
o

1 2 3 4 5 6 7 8
Gruplar

SEKIL 8: MDA, TAOK ve Nétrofil (% ) oranlarimn grafiksel karsilastirilmasi

Yukaridaki grafide goruldugl gibi 4. ve 8. Grupta Notrofil sayilan istatiksel
olarak distk goruldi. ( p<0,05)

Grup 1 ve Grup 5’de BAL’da Notrofil sayilar istatiksel olarak yiksek olup bu
gruplarda aym zamanda MDA duzeyleri istatiksel olarakda yiksek degerlendirildi. Tam
tersine TAOK degerleri dusik bulundu. ( p< 0,05)

I/R + Melatonin +NAC uygulanan 8. Gruptaki BAL nétrofil sayisi, 5, 6. ve 7.
gruba gore dustk oldugu goruldi ve istatiksel olarak anlamli degerlendirildi. ( p< 0,05)
BAL sivisinda Nétrofil hiicreleri asagidaki Resim : 7a-7b © de gosterilmistir.

Resim 7a :BAL sivisinda Notrofil Resim 7b : BAL sivisinda Nétrofil
hiicreleri izlenmekte hlcreleri izlenmekte
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HISTOPATOLOJiK BULGULAR:

Morfolojik degerlendirme Higgins ve arkadaslarimin  kullandigi alveoler
derecelendirilmesine ve Egan ve arkadaglar tarafindan kullanilan 151k mikroskobisinde
spesmenlerin histolojik incelenmesine dayandirildi. ( 69,70)

Isik mikroskopisinde bakildiginda:

Grup 1 ( iskemi ) ; 6 adet ratin akciger dokusu incelendiginde hepsinin
SIDDETLI ( intraalveoler ve intertisyel 6dem, belirgin vaskiiller konjesyon, tromboz )
(resim 9-b ) olarak degerlendirildi.

Grup 2 ( iskemi + melatonin ) ; 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
4 tanes NORMAL ( Hichir lezyon yok ) ( resim 8-a ), 2 tanes HAFIiF ( Peribronsial
Odem, fokal enflamasyon ) (resim 8-b ) olarak degerlendirildi.

Grup 3 (iskemi + NAC ) ; 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde 2 tanes
NORMAL ( Hicbir lezyon yok ) (resim 8-a) , 4 tanesi HAFIF ( Peribronsial 6dem, fokal
enflamasyon ) (resim 8-b ) olarak degerlendirildi.

Grup 4 ( iskemi+melatonin +NAC ) ; 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
5 taness NORMAL ( Hichir lezyon yok ) ( resim 8-a) , 1 tanes HAFIF ( Peribronsial
O0dem, fokal enflamasyon ) ( ressm 8-b ) olarak degerlendirildi.

Grup 5 ( iskemi + reperflizyon ) ; 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
6 tanes SIDDETLI ( Intraalveoler ve intertisyel 6dem, belirgin vaskiler konjesyon,
tromboz) (resim9-b ) olarak degerlendirildi.

Grup 6 ( iskemi+reperfuzyon+melatonin ) ; 6 adet rat akciger dokusu
incelendiginde 2 tanesi HAFIF ( Peribronsial 6dem, fokal enflamasyon ) (resm 8-b ),
4 tanesi ORTA ( aveolar 6dem, folikdl olusturacak sekilde 6dem, vaskuler konjesyon )
(resm 9 -a) olarak degerlendirildi.

Grup 7 ( iskemitreperfizyon+tNAC ) ; 6 adet rat akciger dokusu
incelendiginde 1 tanesi HAFIF ( Peribronsial 6dem, fokal enflamasyon ) (resm 8-b ),
5 taness ORTA ( alveolar 6dem, folikll olusturacak sekilde 6dem, vaskiler konjesyon )
(resm9-a) olarak degerlendirildi.

Grup 8 (iskemi+reperfiizyon +melatonin+ NAC ) ; 6 adet rat akciger dokusu
incelendiginde 2 tanest HAFIF ( Peribronsial 6dem, fokal enflamasyon ) ( resm8-b ) ,
4 tanesi ORTA ( aveolar 6dem, folikdl olusturacak sekilde 6dem, vaskuler konjesyon )
(resm9-a) olarak degerlendirildi.
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Resim 9-a : Orta Derece Perivaskiiler, Peribronsia Konjesyon ve Inflamasyon

Resim 9-b : Siddetli intrapulmoner —interstisyel Odem ile Siddetli Vaskiiler Konjesyon ve
Tromboz



Alveolar hemoraji yoninden Gruplar incelendiginde :

Grup 1 (iskemi ) 6 adet ratin akciger dokusu incelendiginde hepsinin GRADE 3
(Alveolleri tamamen dolduran eritrosit topluluklar1 ) ( Resim 13) olarak degerlendirildi.

Grup 2 (iskemi + melatonin ) 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde 1 tanesi
GRADE 0 ( Hemorgji yok ) ( Resim 10), 5 tanest GRADE 1 ( Birkag aveol |[imeninde az
sayidaeritrosit ) ( Resim 11) olarak degerlendirildi.

Grup 3 (iskemi + NAC ) 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde 1 tanesi
GRADE 0 ( Hemoraji yok ) ( Resim 10), 4 tanest GRADE 1 ( Birkag alveol |[imeninde az
sayida eritrosit ) (Resim 11) ve 1 taness GRADE 2 ( Odaksal tarzda alveol limenlerinde,
kime olusturan eritrosit topluluklar: ) ( Resim 12 ) olarak degerlendirildi..

Grup 4 ( iskemi+melatonin +NAC ) 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
2 taness GRADE 0 ( Hemoragji yok ) ( Resm 10 ), 4 taness GRADE 1 ( Birkag alveol
[Gmeninde az sayida eritrosit ) (Resim 11) olarak degerlendirildi.

Grup 5 ( iskemi + reperflizyon ) 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
6 tanesinin hepsinin GRADE 3 ( Alveollerin ¢ogunun [imenini tamamen eritrositlerin
doldurmasi ) ( Resim 13) olarak degerlendirildi.

Grup 6 ( iskemi+reperfizyon+melatonin ) 6 adet rat akciger dokusu
incelendiginde 5 taness GRADE 2 ( Odaksal tarzda alveol IUmenlerinde, kiime olusturan
eritrosit topluluklar1 ) ( Ressim 12 ) ve 1 taness GRADE 3 ( Alveollerin ¢ogunun |Gmenini
tamamen eritrositlerin doldurmasi ) ( Resim 13) olarak degerlendirildi.

Grup 7 (iskemi+reperfiizyon+NAC ) 6 adet rat akciger dokusu incelendiginde
4 tanes GRADE 2 ( Odaksal tarzda alveol lUimenlerinde, kime olusturan eritrosit
topluluklar: ) ( Resim 12) ve 2 tanest GRADE 3 ( Alveollerin gogunun |imenini tamamen
eritrositlerin doldurmasi ) ( Resim 13) olarak degerlendirildi.

Grup 8 ( iskemi+reperfizyon +melatonin+ NAC ) 6 adet rat akciger dokusu
incelendiginde 5 tanest GRADE 2 ( Odaksal tarzda alveol IUmenlerinde, kiime olusturan
eritrosit topluluklari ) ( Ressim 12 ) ve 1 taness GRADE 3 ( Alveollerin ¢cogunun |Gmenini

tamamen eritrositlerin doldurmasi ) olarak ( Resim 13) degerlendirildi..
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Akciger transplantasyonu , terminal donem akciger hastaligi olan kisilerde en
uygun tedavi metodu olarak kabul edilmeye baslanmistir. Bununla beraber, greft
disfonksiyonu erken morbidite ve mortalitede en Onemli roli oynamaktadir. Greft
disfonksiyonuna yol agan nedenlerin basinda 6zellikle erken dénemde gelisen I/R hasarinin
yol actig1 patolojik desisiklikler gelmektedir. Iskemik dokuda kan akimi yeniden restore
edildiginde reperfiizyona bagli olarak o bdlgede inflamatuvar hicrelerin yerlesmesi,
pulmoner hipertansiyon, hipoksemi ve nonkardiyojenik pulmoner ddem ile karakterize
pulmoner disfonksiyon gelistigi bildirilmistir.

I/R hasarinin olusumunu tam olarak agiklayan bir mekanizma olmamakla
beraber hipoksinin, doku makrofajlarinin, proinflamatuar sitokinlerin salinimina yol agtigi
savunulan mekanizmalardan bir tanesidir ( 71,72,73).

Basta notrofiller olmak, Uzere tim PMNL, makrofgjlar, PLT, kompleman ile
bunlarin salgilamis oldugu mediatorler vasitas: ile I/R olaylar zinciri baslamaktadr.
Sitokinler, basta nétrofiller olmak Uzere tim polimorfoniklear hicrelerin endotelyal
hicrelere yapismasina aracilik eder. Lipid peroksidasyonu sonucu SOR ortama salinir.
Salgilanan serbest oksijen radikalleri tarafindan vaskiler hiicre hasart meydana gelir. i/R
ile olusan hasarin buyuk kismindan serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir.

Son yillarda serbest radikallerin yaptigi hasari engellemek Uzere antioksidan
gjanlarin kullanilmasi yoluna gidilmistir. Birgok calisma yapilmis ve halen yapilmaktadir.

Bu antioksidanlar arasinda Melatonin ve NAC de oldugu bilinmektedir. Biz bu
calismada Melatonin ve NAC’in akciger I/R hasarindaki koruyucu etkisini ele aldik.
Akcigeri koruyucu solusyon olarak ise LPDS kullandik.

Melatonin pineal bezden salinan antioksidan ve antienflamatuvar etkiside oldugu
bilinen bir hormondur. Endojen oldugu gibi eksojen de etkinligi olan bir farmakolojik
gjandir. Melatoninin direkt serbest radikalleri temizledigi, siperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, glutadyon rediktaz gibi enzimlerin etkinligini artirdigi yapilan calismalarda
gosterilmistir. Melatonin lipofilik 6zelligi sayesinde tim dokulara kolayca difflize olabilen,
tim vucut kompartmanlarina dagilabilen 6zelligi mevcuttur. Etkinligi kisa slrede ortaya
cikar. Ayrica yuksek dozlarda bile toksik bir yan etkisinin gorilmemesi melatoninin bir

diger onemli 6zelligi olmustur.
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NAC ise bir tiol bilesigi olup serbest radikalleri hem nonenzimatik olarak hemde
konjugasyon ve redilksiyon mekanizmalar: ile ortadan kaldirdiklar1 daha 6nceden yapilan
calismalarda gosterilmistir.

Hucrelere hizl1 penetre olabilen bilesiklerdir ve serbest radikallere bagli akciger
hasarinin baglangic asamasinda hiicreye hizli penetre olarak serbest radikal temizleyici
fonksiyon gosterirler. Yapilan calismalarda NAC serbest radikallere karsi normalde
varolan endojen koruyucu mekanizmayi da artirdiklar: gosterilmistir ( 74).

Lipid peroksidasyonunun son drunleri  aldehitler, hidrokarbonlar ve
malonildialdehittir (MDA). SOR c¢ok kisa Omurli olmalart nedeniyle serumda
gosterilmeleri oldukca zordur. Bundan dolayr SOR’nin serumdaki etkinligini géstermek
icin, lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan MDA’min serumdaki diizeyinin 6l¢ilmesi
ile degerlendirmeye calistik.

De La Lastra ve ark. yaptigi calismada, 40 adet Wistor-albino cins ratlar 4
gruba ayirmis ve 1.Grup ( kontrol grubu ), 2.grup ( I/R ), 3. grup ( i/R+melatonin )
(10 mg/kg), 4. grup ( I/R+melatonin ) ( 20 mg/kg ) 30 dakikalik iskemi siiresinden sonra
melatonin reperflizyonu baslatilmig ve repertizyon islemi 2 saat stirmis (75). Grup MDA
degerleri 2. grup ile karsilastirnldigi zaman 3. ve 4. Grup’de istatistik olarak anlamli
derecede distik bulunmus ( p< 0,05 ). Grup 4’teki MDA seviyeleri grup 1’den onemli
derecede farklilik gostermemis ( p>0,05). Y ukardaki calismada De Lave ark. Melatoninin
Akciger I/R hasarinda koruyucu etkisi oldugunu ve bu etkisinin doza bagimli olarak arttig
sonucunavarmislar.

Seo MY ve ark. 30 adet wistar-albino ratlart 3 gruba ayirmus. 1.grup ( kontrol
grubu ), 2. grup ( I/R ), 3. grup ise ( I/R + melatonin ) ( 10 mg/kg ). 1 saat sol akciger
iskemide birakildiktan sonra 2 saat reperflizyona birakilmis (76). Doku MDA sonuclars,
1.grupta ( kontrol ) 4,63 nmol / gr-doku, 2.grupta ( I/R ) grubunda 6,36 nmol / gr-doku ,
3.grupta ( I/R+melatonin ) 5,28 nmol / gr-doku olarak tespit edilmis. Melatonin grubundaki
MDA degerlerinin disusu istatistiksel olarak ( p< 0,05 ) anlamli bulunmus.

Karabulut ve ark. 40 adet wistor-albino cins ratlarda yaptigi1 ¢alismada, akciger
I/R hasarinda melatonin ile kontrol grubu MDA’si karsilastirilmis (77). Bu calismada 45’ er
dakika akcigerin hilusu klempli kaldiktan sonra klempler acilip aym anda reperfiizyon
baslangicinda itibaren 10mg/kg melatonin ile reperfiize edilmis. Kontrol grubu MDA’s1
50,12 nmol/gr-doku iken melatonin grubunda 42,87 nmol / gr-doku olarak tespit edilmis ve
MDA’nin melatonin grubunda disiik olmasi istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmis
(p<0,05).
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Yukardaki calismalarla uyumlu olarak bizde caismamizda Grup 6
( I/R+Melatonin ) ( MDA = 8,53 ) uygulachgimiz deneklerde MDA diizeylerini, sadece
(1/R) uygulanan Grup 5 ( 10, 35) oranla anlaml1 olarak diisik saptadik ( p<0,05 ). Sadece
( Iskemi ) uygulanan Grup 1 ile ( I+ Melatonin ) uygulanan grup 2 ile karsilastirildiginda,
(1 + Melatonin) uyguladigimiz Grup 2’nin ( 3,47 ) sadece ( iskemi ) uygulanan Grup 1’e
( 7,64 ) oranla MDA duzeylerini anlamli olarak disuk saptadik ( p< 0,05 ). Daha 6nceki
calismalarda oldugu gibi reprfiizyon gruplan esas alindiginda Melatoninin I/R hasarinda
MDA degerlerini dustrdiigli ve akciger i/R hasarinda koruyucu etkisinin oldugu
degerlendirdik.

Inci ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, akciger transplantasyonu sonrast
I/R hasarinda melatoninin koruyucu etkisi arastirilmis ve tek akciger transplantasyonu
yapilan ratlarda 18 saat soguk iskemi (+4 °C) sonrast iki deneysel grup (n=10)
olusturulmustur (78). Grup 1 denekleri ( iskemik kontrol grubu ), Grup 2’de ise donér ve
alict deneklere 1/R 6ncesi ( 10 mg/kg Melatonin ) 10 dk verilmistir. 2 saat sonra
reperfizyona  birakilmis  ve oksijenasyon, plazma lipid peroksidasyon ve
myeloperoksidasyon aktivasyonu degerlendirilmis. Sonugta melatonin uygulanan grupta
oksijenasyonun onemli derecede yiksek oldugu, lipid peroksidasyonu ve myeloperoksidaz
aktivitelerinin azalmis oldugu gorilmis ve uzams iskemi sonrasi reperflizyon olan
akcigerlerde ekzojen olarak uygulanan melatoninin akcigerleri 1/R hasarindan etkin olarak
koruduklar1 bulunmustur.

Goruldigli gibi Melatonin uygulanan gruplarda I/R sonrasi akciger hasan
azalmakta, oksijenizasyon artmakta, MDA dlzeyi azalmakta ve bu model akciger
transplantasyonu  yapilan  birimlerde  melatoninin  rahathikla  caligilabilecegini
gostermektedir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, reperfiizyon gruplar esas aindiginda melatoninin
uygulanan gruplarda MDA degerleri diger gruplara gore dusuk olarak degerlendirildi ve
istatistiksel olarak anlaml1 idi ( p< 0,05 ). I/R +Melatonin + NAC’in kombine uygulandig:
8. Grup daki MDA degerleri , tek basina i/R + Melatonin ve i/R + NAC uygulanan 6. ve 7.
Gruplara gore dahafazlaidi ve anlamli kabul edildi. ( p< 0,05)

Melatonin ve NAC kullamilan gruplarda MDA degerleri daha dusik bulunmus
olup, kombine olarak kullanildiginda bu iki agamn sinerjist etkilesime girdigi gortliyor.
Akciger transplantasyon calismalarinda basarili bir sekilde kullamlan Melatonin ve NAC
‘in yaptigimiz ¢aligsmalarda kombine olarak kullamlabildigini degerlendirdik.
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Serbest radikallere karsi insan vicudu bircok savunma sistemi gelistirmistir.
Genelde oksidan-antioksidanlar bir denge durumundadirlar. Antioksidan savunma
sisteminde herhangi bir yetmezlik dengenin oksidanlar lehine kaymasina neden olmaktadhr.
Birgok hastaligin fizyopatolojisinde rol oynadigi gosterilmis olan SOR gittikce 6nem
kazanmaktadirlar. Bu durumda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar
devreye girer. TAOK’ye en blyuk katki plazmada bulunan antioksidan molekdillerden
gelmektedir. Organizmada oksidatif hasara karsi cok sayida anti-oksidan olabilacek
molekiller mevcuttur. Bu molekdller endojen olabilecegi gibi eksojende olabilir. Bu anti-
oksidan moleklller vucutta olusabilecek serbest radikallerin verebilecekleri hasar
engellemeye, en azaindirmeye calisirlar. Bu calismamizda biz Melatonin velveya NAC ‘in
akciger I/R hasarindaki koruyucu etkinligini gostermek icin parametrelerden biri olan
TAOK de kullandik.

Bilindigi gibi Glutadyon Peroksidaz, Slperoksit Dismutaz, Katalaz, Vitamin A,
E, C ve diger bircok anti-oksidan molekiller plazmada ayr1 ayr1 gosterilebilir. Ancak yari
omurleri cok kisa oldugu icin biz bu deneyde TAOK olarak degerlendirmeyi uygun
gorduk. Ayrica Total anti-oksidan durumun 6l¢iimt, antioksidanlarin tek tek 6lciiminden
daha degerli bilgiler verir, bu nedenle serum Anti-oksidan durumunun saptanmasinda,
bireysel Anti-oksidanlardan ziyade bunlarin toplam Anti-oksidan degerini veren TAOK
olcimii yayginlasmaktadir. Olglimde EREL tarafindan gelistirilen Total oksidan seviye
metodu kullanld:.

Selim ve ark. yaptigi calismada kronik hipokside Enalapril ve Nifedipinin
akciger ve myokard doku hasar1 Uzerindeki etkis arastirilnus (79). Doku hasarinin
gostergeleri olarak dienkonjugatlar ve MDA duzeyleri, koruyucu mekanizma olarak
redikte glutadyon ve total antioksidan aktivite diizeyleri gosterge olarak alinmis. Calisma
kapsaminda 20 adet Sprague-Downey cinsi ratlar kullanilmis. Toplam 4 farkli grup ve her
grupda 5 adet denek alinmus.

1.Grup Sham grubu ( anestezi sonrasi sakrifiye edilmis ve akciger ve kalp
dokusu ainmis ) , 2. Grup da ( 21 gin hipokside birakilmis ve sakrifiye edilmis ) , 3.Grup
( hipoksik ortamda deneklere enalapril verilmis ve sakrifiye edilmis ) , 4.Grup ise
( hipoksik ortamda Nifedipin verilmis ve sakrifiye edilmis ). Kap ve akciger
dienkonjugatlari, MDA ve TAOK dizeyleri kontrol grubunda diger gruplara oranla farkl
bulunmus. MDA degerleri (mmol / gr) ; (Grup 2; (91), Grup 3; (57 ), Grup 4; (68) ,
TAOK degerleri Grup 2 (4,5),Grup 3; (5), Grup 4 ; (5) olarak bulunmus. Sonug olarak

kronik hipoksinin myokard antiokidan rezerv kapasitesini azalttig1 ve akciger hasarina yol
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actig1, Enalapril ve Nifedipinin ise kronik hipoksiye bagli olarak gelisen doku hasarinda
koruyucu etkisi oldugu gorilmus. Burada kronik hipokside serumdaki oram azalan TAOK
duizeyi, Enaapril ve Nifedipin ile birlikte artmaktadir.

Goksel ve ark. yaptig calismada Melatoninin, bébregin I/R hasarindaki etkisini
gostermek idi (80). Bu calismada ratlarda renal pedikil 45 dk iskemiyi takiben 1, 2, 6, 28,
48 saat ve 1 hafta sire reperflizyona birakilmus. Melatonin 2 farkli sekilde ratlara
uygulanmis. Iskeminin 15.nci dakikasi ve reperfiizyonun hemen oOncesinde verilmis.
Calismada renal histoloji, renal MDA ve Glutadyon diizeyi bakilmis. Melatoninin oksidatif
cevab azalttigi, mikroskopik hasar1 6nledigi gorialmus. Burada organizma iskemi altinda
iken, serbest oksijen radikallerine bagli gelisen hasar1 engellemek icin, Enaapril,
Nifedipin, Melatonin ve NAC gibi antioksidanlar kullamilmaktadir. Bu calismalarda
gosterildigi gibi, kullamlan antioksidan maddeler Akciger I/R hasarim azaltmakta olup,
TAOK duzeylerini de artirmaktadir.

Yaptigimz deneysel calismada, i/R uygulanan Grup 5 de TAOK diizeyi
dusmekte ancak Melatonin ve/veya NAC kullanilan Grup 6, 7. ve 8 Grupda TAOK dizeyi
artmaktadir. Ayrica 8. Grupda uygulanan Melatonin + NAC kombine kullamldiginda
birbirinin etkisini artirmakta ve sinerjist etki gostermektedir ve Grup 6 ve 7‘e gore TAOK
degerlerindeki  artisin  istatiksel olarak anlamli  oldugu gozlemlenmistir.  Ayrica
histopatolojik olarak baktigimizda 8. gruptaki parankim hasarlarimin 6. ve 7. grupdan daha
az oldugu gorulmektedir. Parankim hasarindaki bulgular, biokimyasal olarakda MDA ve
TAOK degerlerimizi desteklemektedir.

Sadece iskemi yapilan Grup 1, 2, 3 ve 4 ile I/R yapilan 5, 6, 7 ve 8 Gruplar
karsilastirildiginda reperfiizyon yapilan gruplardaki hasarin biyik oldugu, ayrica parankim
hasar1 degerlendirildiginde reperfiizyon yapilan gruplarda parankim hasar: iskemi yapilan
gruplara gore daha fazla olarak goruldi. Daha 6nceki yapilan calismalar gosterdigi gibi,
reperfiizyon asamasinda ortama salinan SOR, sitokinler ve PMNL gibi birgok faktérden
dolayi bu hasar artmaktadir. Bizim yaptigimiz c¢alismanin sonuglarida bu gorisi
desteklemektedir.

Topa ve ark. hiperbarik oksijen ( HBO ) pek cok hastalikta yaygin olarak
kullanldigini belirtmislerdir (81). Yaptiklari calismada yeni kesfedilen antioksidan olan
melatoninin protektif etkisinden yararlanmasi amaclannustir. 60 adet erkek ratlar1 5 gruba
ayirmiglardir. Kontrol grubu, gin boyu HBO ( 120 dk ) , giin boyu HBO + melatonin
( 10 mg/kg ), gece boyu HBO ve gece boyu HBO ( 1s1k atinda) olmak tzere 5 farkli grup
olusturulmus. MDA dizeyleri , giin boyunca ve gece boyunca ( 1s1k altinda ) yuksek
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bulunmus. GUn boyunca HBO + Melatonin uygulanan ve geceboyu HBO uygulanan
gruplardaki MDA duzeyleri, kontrol grubuna gore anlamli fark gézlenmemis. Burada HBO
organizmada oksidatif strese neden olmustur ve Melatonin MDA duizeylerini distUrmastar.
Ustelik endojen melatoninin ise eksojen melatoninden daha etkili bir antioksidan oldugu
bulunmustur.

Yapilan calismalar incelendiginde endojen ve eksojen kullamlan Melatonin
hormonunun, organ transplantasyonlarinda rahathikla kullamldigi goérultyor. Bizim
calismamizda melatonin hormonunun temininde, hazirlanmasinda ve uygulanmasinda
zorluk c¢ekmedik. Ayrica deney sonrasi akciger dokusunda MDA ve serum TAOK
duizeylerini rahatlikla degerlendirdik.

Sener ve ark, yaptigi1 calismada Melatonin ve NAC’in hepatik iskemi reperflizyon
hasarindaki etkisi arastirilmis (82). 5 Farkli grup olusturulmus ; 1.Grup ( kontrol grubu ),
2.Grup ( I/R) grubu, 3.Grup ( I/R + Mélatonin ), 4.Grup ( I/R + NAC ) ve son Grup
( I/R + Mdatonin + NAC ) olarak belirlenmis. Bu calismada 45 dk iskemiyi, 60 dk
reperfiizyon izlemistir. ilaclar tek basina yada kombine olarak iskeminin 15. dakikasinda
ve reperfizyondan hemen o©nce verilmistir. Lipid peroksidasyon Urini olan MDA,
antioksidan gjanlardan Glutadyon diizeyine bakil mus.

[/R‘da Méelatonin ve NAC kombine kullamildiginda Glutadyon diizeyi yiksel mis,
tek basina Melatonin veya NAC kullanmildiginda bu yikselme sinirli kalmigtir. MDA ve
Miyeloperoksidaz ( MPO ) aktivitesi I/R grubunda artmis, Melatonin ve NAC ayr1 ayn
verildiginde bu artis azalmaya dénmistir. Kombine uygulandiginda MDA ve MPO
degerleri eski seviyeleri diizeyine gerilemistir. Sonuc olarak Melatonin ve NAC, I/R
hasarint engelleyen faydali birer ganlardir. Sinerjist etkisinden dolayr kombine
verildiginde dahafazla koruyucu etkinlik ortaya cikar .

Inci ve ark. yaptigi caisma gosterilmistir ki, PG, free oksijen stpuruculeri
( Superoksit Dismutaz, Katalaz, Allopurinol, PAF, Melatonin, NAC, Kaptopril )’nin
akcigeri I/R hasarindan koruyan molekiller oldugunu gostermislerdir (83). NAC,
antioksidan etkinligi olan Glutadyon prekrsorudur. Y aptiklar: ¢alismada 18 saatlik soguk
akciger transplantasyonunu takiben verilen NAC, rat akciger modelinde I/R hasarin
azattigim gostermislerdir. Bu calismada goértlmustir ki, NAC kullanilan ratlarda
oksijenizasyon, reperfiizyondan 2 saat sonra NAC kullanmayan gruplara gore daha yuksek
bulunmustur. Lipid peroksidasyon anlamli olarak sadece iskemi yapilan grupta NAC
kullanan gruba gore yuksek bulunmustur. Bu galisma gostermistir ki uzamis iskemi sonrasi

reperfizyonlarda NAC akcigeri koruyucu etkisi mevcuttur
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Erhan ve ark yaptigi calismada rastgele 2 esit gruba ( kontrol ) ve ( NAC )
ayrilan 12 adet kopekde, 2 saatlik iskemi sonrasi reperflizyonun baslamasindan 6nce
kontrol grubuna salin, NAC grubuna iskemiden 30 dakika 6nce 60 mg/kg NAC verilmis
(84). Ardindan 2 saatlik sire ile 40 C° E-C ile yikandiktan sonra ortotopik tek akciger
ototransplantasyonu yapilmis. Sonucta sol pulmoner arter basinci, sol pulmoner vaskiler
rezistans, kalp debisi, stiperoksid dismutaz degerleri NAC grubunda, kontrol grubuna gore
anlaml1 duizeyde farkli bulunmus ( p<0,05 ). NAC kullamminin akciger ototransplantasyon
uygulanan kopeklerde I/R hasar: lizerine yararl: etkileri oldugu goriilmis

Y ukarida yapilan her iki calismada NAC hormonu antioksidan 6zellikte olup, 1/R
hasarlarinda glvenlikle kullanilabilmektedir. Melatonin ve NAC ganlarimin kombine
kullanilchginda birbirinin etkinligini artirdigi ve sinerjist etki gosterdigi gérulmastur.

Bizim yaptigimiz calismada NAC ‘ni tek basina ve Melatonin hormonu ile
beraber kombine olarak kullandik. Y aptigimiz ¢alismada tek basina kullanmlan Melatonin
ile tek basina verilen NAC ganlarinin I/ R hasarinda Akcigeri korudugu ve MDA
duzeylerini azaltip, TAOK degerlerini artirdigi gordlmustir ( Grup 6 ve Grup 7).

Ancak Melatonin ve NAC kombine kullanildigi Grup 8‘da sinerjist etki
gostermekte ve MDA dizeylerini azaltip TAOK degerlerini dahada artirmaktadir. Daha
once yapilmis olan calismalar bizim deneyimizdede cikan sonuglari desteklemektedir.
Melatonin ve NAC beraber her zaman kullanlabilir .

BAL, akcigerin dista hava bosluklarindaki proteinler, hicresel elemanlar ve
hicresel Urunlerin analizine olanak saglayan bir yontemdir. Aym zamanda gesitli akciger
hastaliklarinda alt solunum yollarindaki epitel yizeylerine ait inflamatuar ve immin
sistemi temsil eden hiicre ve diger sistem elemanlarinin incelenmesinde kullamlan bir tan
yontemidir. BAL ile akcigerlerin epiteliyal ylzeyinden ¢ozinebilir proteinler, hicreler,
lipidler ve diger biyokimyasal elemanlar alinabilmektedir

BAL, rutin FOB uygulamasi esnasinda terminal havayollari ve aveol
icerisindeki sivi ve hiicrelerin elde edilmesi icin bronsiyal segment veya subsegment icine
lavg) sivisinin verilip, geri ainmasi ile yapilmaktadir. Lavg sivisinin degerlendirilmesi
sonucunda tanisal, prognostik ve terapotik amaclarla BAL sivisinin selltler ve ¢ozinebilir
komponentlerinin konsantrasyon ve fonksiyonlar: hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir.

Inci ve ark yaptigi calismada rat akcigerleri 4 C° 18 saatlik iskemi sonrasi
reperfiizyon yapilmis ( 85 ). iki farkl rat grubu ( n=10 ) kullanilmus. 1.Gruba sadece
iskemi ( kontrol ) , 2.gruba iskemi sonrasi reperfiizyondan 10 dakika Once intraperitonesl

Melatonin verilmis. Reperflizyondan 2 saat sonra oksijenizasyon, plazma ve BAL nitrit
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seviyeeri olclilmis. Sonucta BAL‘da nitrit seviyelerinin Grup 2‘de ( melatonin ) , Grup
1’den daha az oldugu gorilmus.

Peter ve ark. yaptigi calismada AZ2a agonistlerinin (ATL-146e), Akciger
reperfizyon hasarim Onlediklerini gostermislerdir (86). Yapilan calismada Sprague-
Downey cins ratlarda 90 dakika sol Akciger hilusuna klemp uygulanms, klemp sonrasi 4
saat reperfizyon yapilmus. Grup 1 ( n=13) i.v ATL-146e reperflizyondan 10 dakika 6nce
verilmis. Grup 2 ( n=16 ) saline infuzyon uygulanmis. Grup 3 ( sham grubu, n=14 ) ‘de
iskemi olmadan Grup 2’nin aym protokolii uygulanmis. Akcigerin histolojik analiz
sonucunda I/R grubunda BAL *da yuksek Notrofil orani, ATL-146e kullanilan gruptan cok
dahayuksek oldugu gorilmus.

Y ukardaki orneklerde goruldugli gibi BAL sivilar: akcigerin degerlendirilmesinde
bizlere yol gostermektedir. Yapilan calismalarda BAL sivisinda PMNL sayim ile I/R
hasarinda kullamilan farmakolojik ajanlarin etkinligi degerlendirilebilmektedir. Bizim
yaptigimz calismada Melatonin velveya N-asetilsistein kullanimi ile antioksidan ve
antienflamasyon etkilerinden dolay1 BAL hicre sayisinda azalma tespit edilmistir. Hic ilag
kullamlImayan 1. ve 5. gruptaki hiicre sayisinda dolayisi ile enflamasyonda artis mevcuttur.
Ayrica histopatolojik olarak da incelendiginde 1. ve 5. grupda en fazla hasar oldugu
gorulmustir. Bunla beraber hiicre harabiyeti arttigi durumlarda daha 6nce belirttigimiz gibi
MDA degerleri artmaktatam tersi olarak TAOK degerleri ise azalmaktadir .

Y aptigimiz deneyde hem iskemi uygulanan gruplarda, hemde I/R uygulanan
gruplarda gorulmuistar ki, Melatonin ve/lveya NAC kullaniligi zaman BAL sivisinda
Notrofil hicre sayisi azalmaktadir. Bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).

I/R uygulanan gruplarda reperfiizyon asamasinda ortama salinan sitokinler daha
fazla oldugu icin, iskemi uygulanan gruplara gore Akcigerlerdeki hasar daha fazla olmakta
ve BAL sivisinda Notrofil sayilart yiksek bulunmustur. Ancak sadece I/R uygulanan
gruplar kendi arasinda incelendiginde Grup 8 ( I/R + Melatonin + NAC kullanlan ) de
hasarin daha da az oldugu ve buna bagli olarak N6trofil sayisininda azalma oldugu
gbzlenmistir. Grup 8 ‘deki Notrofil sayisimn Grup 6 ve 7 ‘e gore daha az oldugu
istatistiksel olarak bulundu ( p < 0,05 ). Meatonin ve N-asetilsisteinin kombine
kullanilchgr 4. ve 8. gruplarda gortldugl gibi bu iki ilag birbirinin etkisini artirmistir.
Dolayisiyla ortamdaki Nétrofil ylizdes disuk bulunmustur.

Akciger Transplantasyonlarinda, koruma solusyonlarinin tipi ne olursa olsun

Akcigerin basarili bir sekilde uzun doénemli korunmasi icin, en 6nemli nokta bu
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solusyonlarin  Akcigerin tum hicrelerine ulasmasina baglidir. Akcigerin  atalektazik
bolumlerinin tam perflize olmadigi yapilan ¢alismalarda gozlenmistir ( 87 ). Bu nedenle
perfizata baslanmadan ©6nce Akcigerin tUminin inspeksiyonu cok onemlidir, eger
atalektazi varsa ventilasyon atalektazi kaybolana kadar artirnlmalidir ( 88 ). Perflizyon
sirasinda topikal sogutmanin faydali olmadigi hatta atalektazi oldugu durumda zararli bile
olabilecegi bildirilmistir.

Son yillarda Akciger transplantasyonlarinda, I/R hasarindan korunmak amaciyla
koruyucu farmakolojik solusyonlar, farmakolojik ilaglarin kullanilmas: yoluna gidilmistir.
Yapilan calismalarda birgok farkli solusyonlar kullanilmistir. Bunlardan bazilari E-C,
LPDS, W-S gibi birgok solusyonlar sayilabilir.

Struber ve ark. kucik domuzlarda yaptigi calismada, sol akciger transplante
edilmis ve 6 adet domuza E-C solusyonu koruma solusyonu olarak kullanmilmis, 6 adet
domuza ise LPDS solusyonu kullamlmis. Calismada LPDS solusyonunun akciger iskemi-
reperfiizyon hasarindaki strfaktan fonksiyonlarim korumadaki etkinligini degerlendirilmis.
Calismada 90 dakikalik iskemi sonrasi reperfiizyon uygulanmis ve sonug olarak LPDS’nin
E-C solusyonuna gore Akciger stirfaktan fonksiyonlarini ve metabolizmasim korudugu ve
boylece akcigerde reperflizyon hasarini azalttigi sonucuna varilmis(89).

Yine Striber ve ark. yaptigi bir baska calismada LPDS‘nun akciger
transplantasyonunda erken greft yetmezligine bagli mortalite ve morbitideyi E-C
solusyonuna goére azalttigi gozlenmistir ( 90 ). Bu c¢alismamin sonuglarinda LPDS
kullanilan akcigerlerde, kompliansta 6nemli diizeyde iyilesme ( p< 0,05 ), mekanik
ventilatore bagli kalma siiresinde E-C solusyonunda 321 saat iken LPDS ‘da 189 saat
olarak bulunmustur. Y ogun bakimda kalma siiresi E-C grubu kullamlan hastalarda 17 gin,
LPDS grubunda ise 10 gun olarak ( p=0,012 ) olarak bulunmustur. Calismalarda da
gortldigi gibi LPDS ‘nun Akciger I/R hasarinda akciger fonksiyonlarimi daha iyi
korudugu, erken greft yetmezligini dnledigi ve postoperatif ventilattre bagli kalma stiresini
azalttigi gorulmustur. Bizde calismamizda LPDS kullanmay1 tercih ettik.

Kelly ve ark. Sprague-Downey cins ratlarda yaptig1 ¢alismada pulmoner arter
duz kas hticrelerinde Patch klempi teknigi ile selltler membran potansiyeli bakilmis ( 91).
Deneyde LPDS, E-C ve W-S sonrasi reaktif oksijen Grtnlerine bakilnus. Pulmoner
arterden LPDS, E-C, LPEC ve W-S verilmis. Sonugta W-S ve E-C verildiginde membran
potansiyeli degismekte, LPDS verildiginde ise membran potansiyelinin degismedigi
gorulmastur. LPDS ‘nun serbest reaktif oksijen dretimini inhibe ettigi ve bdylece primer

akciger transplantasyonuna bagli organ yetmezligini onledigi gorulmistar.
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Fumio ve ark. evcil domuzlarda sol ortotopik akciger transplantasyonu
yapmislar. 6 adet domuza E-C solusyonu, 6 tanesine ise LPDS verilmis ( 92 ). 6 adet
domuza ise sham torakotomi yapilmis. I/R yapilan domuz akciger transplant modelinde
donér akcigerleri 4 C°’de 18 saatlik iskemide birakilmis ve daha sonra 6 saatlik
reperfiizyon islemine tabi tutulmis. Lipid peroksidasyonu ve BAL sivisinda Tiobarbuttrik
asit materyali bakilarak degerlendirilmis. 18 saat sonra BAL sivisinda Tiobarbutlrik asit
miktarimin, LPDS verilen grupda daha az oldugu, yas/kuru agirlik oramninda E-C
grubunda daha yiUksek oldugu gorulmustir. LPDS ‘nin akcigeri E-C solusyonuna goére
dahaiyi korudugu sonucunavarilms (p < 0,05).

Yukarida bircok calismada goéruldigt gibi, Akciger transplantasyon
modellerinde bir ¢ok flush solusyonu kullamlmus ancak LPDS ‘nun daha iyi oldugu,
akciger fonksiyonlarini, akciger vaskuler rezistansi daha iyi korudugu, postoperatif
oksijenizasyonun ve Mekanik ventilatbre baglanma siresinin daha az oldugu yapilan
calismalarda gosterilmis.

Bizde yaptigimiz bu calismada kendi tercihimizi LPDS yoniinde kullandik. 1/R
uyguladigimiz gruplar incelendiginde, sonuclarin yizgulduricl olmasinda hi¢ kusku yokki
kullandigimiz  koruyucu farmakolojik solusyonlarin  énemi  ¢ok buyuktir. Hem
biyokimyasal olarak hemde histopatolojik olarak da bizim deneyimize de pozitif yonde
katkida bulunmuslardr.

De La Lastra CA ve ark. 40 adet ratda yaptig1 benzer calismada I/R grubu
histopatolojik sonuglarinda ; 3 tanesinde ( grade 1 ), 3 tanesinde ( grade 2 ), 4 tanesinde
(grade 3), melatonin grubundaise 4 tanesi ( grade0), 5tane (grade 1), 1 tane ( grade 2)
hemoraji tespit edilmis. Alveolar 6dem I/R grubunda ( +++ ) iken, melatonin grubunda (+ )
idi.

Nurettin ve ark. yaptigi calismada, 24 adet Sprague-Dawley cinsi rat kullanilmig
ve antioksidan ve glutadyonun oncuisii olan NAC’in i/R hasarinda bobreklerdeki etkisi
arastirlmistir ( 93). 1. grup ( kontrol ), 2. grup (I/R), 3. grup ( I/R+ NAC) olmak Uizere 3
farkl esit sayida denek kullanmlms. 60 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulanmis.
Iskemiden 30 dakika 6nce ( I/R ) grubuna ( serum fizyolojik ) , ( I/R+NAC ) grubuna 300
mg/kg ( NAC ) i.p verilmis. Bobrek dokusunda stiperoksid dismutaz, katalaz, glutadyon
peroksidaz gibi enzim dizeyleri, MDA ile plazma MDA dizeyleri degerlendirilmis ve
sonugta i/R grubunda enzim diizeylerinin azaldigi, hem bobrekte hem plazmada MDA
degerlerinin arttigi gorilmis. NAC uygulanan grupta ise bobrek ve plazma MDA

duizeylerinde azalma, bdbreklerin histopatol ojik incelenmesinde nekrozda azal ma izlenmis.
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Bizim yaptigimiz ¢alismanin histopatol ojik degerlendirmesinde ;

1.Grup ve 5.Grup’da farmakol ojik gjan kullamImamus ve bekledigimiz gibi hasar
daha fazla olmustur, MDA degerleri yiksek bulunmus ve tam tersine TAOK degerleri ise
dustk bulunmustur.

2. Grup ile 3. Grup karsilastirildiginda, Akcigerdeki hasarimn birbirine yakin
oldugu gozikmektedir. 4.Grup da ise Melatonin ve NAC beraber kullamldiginda
birbirlerinin etkisini artirdigi gordlmustir.

Sadece i/ R yapilan Gruplara bakildiginda, reperfiizyon asamasinda ortama
salinan SOR c¢oklugundan dolayr Akciger hasarinin iskemi yapilan gruplara gore daha
fazla oldugu gorilmektedir (p < 0,05).

Grup 8 ‘de ise Melatonin ve NAC kombine kullanmldigindan, 6. ve 7. Gruplara
gbre Akcigerdeki hasarin ise daha az oldugu gozlemlenmistir ve bu fark istatiksel olarak
anlaml1 gorilmustdr (p <0,05).

Alveolar hemoraji yoninden bakildiginda ;

1. ve 5.gruplarda hemoraji artist mevcut ve ( GRADE 3) idi. 2. ve 3. ve 4.
gruplarda minimal diizeyde hemoraji mevcuttu.

I/R yapilan gruplara bakildiginda , 6.grup ( 5 taness GRADE 2 ve 1 tanesi
GRADE 3) ve 7. grup ( 4 tanes GRADE 2, 2 tanesi GRADE 3) olarak degerlendirildi. 8.
grupda ( 5 tanest GRADE 2, bir tanesi GRADE 3) olarak .

Y ukardaki sonuclara bakildiginda reperflizyon asamasinda ortama salinan SOR
etkis nedeni ile dokulardaki hasarin iskemi yapilan gruplara gore daha fazla oldugu
gorulmektedir. Burada reperflizyonda ortaya cikan serbest oksijen radikalerinin 6nemi
buyUktlr. SOR reperflizyon asamasinda ortama daha fazla salinip etkileri daha fazla
olmaktadir. I/R gruplarinda Melatonin ve NAC kombine kullamildiginda sinerjist etki
gosterdigi ve Akciger 1/R hasarimin azalttig goruldii ve istatistiksel olarak anlamli bulundu
( p <0,05). Ayrica bu hasarin azaltilmasinda kullamlan LPDS solusyonunun éneminide

unutmamak gerekir.



56

SONUC

Akciger transplantasyonu konusunda ilk deneysel calismalarin yapilmaya
baglanmasindan bu yana buyuk gelismeler olmustur. Son dénemlerde bu calismalarin
buyuk kismi donér akcigerin korunmasi, postoperatif kardiyak ve pulmoner fonksiyonlar:
destekleyecek farmakolojik ajanlarin bulunmasi Uizerine yogunlasmaya bagslamistir.

Bizde yaptizimiz bu calismada Melatonin ve/veya NAC akciger 1/R hasarindaki
etkisini degerlendirmek istedik. Koruyucu solusyon olarak LPDS kullandigimiz ¢alismada,
doku MDA dizeylerinin Melatonin velveya NAC kullandigimiz ratlarda ¢ok fazla
artmadhig1, dolayisi ile akcigeri iskemi ve reperflizyon hasarindan koruyabilecegi sonucuna
vardik. Ayrica I/R hasarinda en fazla hasarin olusan serbest oksijen radikallerine bagli
olarak reperflizyon asamasinda oldugu gorildi.

Serum TAOK duzeylerine de baktigimizda Melatonin velveya NAC kullanilan
vakalarda serum TAOK seviyenin diger gruplara gore dismedigi hatta dahada artig
gorildi. Serum TAOK seviyesi deneyde kullandigimiz bir parametre olup, Akciger I/R
hasarinda TAOK dizeyine bakilarak kullamlan farmakolojik agamin etkinliginin ¢ok
rahatlikla degerlendirebildigimizi ortaya koyduk.

Akcigerin 11tk mikroskopu  atinda  imminhistokimyasal ~ olarak
degerlendirilmesinde gérilmustir ki, Melatonin ve/lveya NAC kullamilan gruplarda hiicre
hasarimin azaldig1, enflamasyona aracilik eden bazi sitokinlerin distlgii ve PMNL ve buna
bagl1 olarak inflamatuar yanitin az oldugu izlendi. Daha 6nceki yapilmis olan ¢calismalarda
oldugu gibi BAL sivisinda Melatonin ve/lveya NAC kullamlan gruplarda notrofil
hakimiyetinin fazla olmadigi, hiicre sayisimn disme egiliminde oldugu goruldi. Bununda
I/R hasarinda akcigeri koruyucu énemli bir etken oldugu sonucuna vardik.

Akcigeri koruyucu olarak kullandigimiz LPDS’ nun, deney sonuglarina pozitif
katkida bulundugu, bu solusyonun hem kolay elde edilebilen, hemde rahatlikla
kullarlabilen solusyon oldugu gordldi. Akciger transplantasyonlarinda cok rahatlikla
kullanilan bu solusyonun ileriki yillardada popularitesi olacaginainanmyoruz.

TiUm bu elde ettigimiz veriler 1sizinda Melatoninin ve/lveya NAC akcigeri 1/R
hasarindan korudugu sonucuna vardik. Akciger transplantasyonunda LPDS ¢ok rahatlikla
kullarlabilen solusyon oldugu, bu iki farmakolojik gamn soguk iskemi atinda LPDS
esliginde rahatca kullamilabilecegini gordik.
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