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OZET

Bu calismada; ratlarda Siiperior Mezenterik Arter (SMA) yolu in vivo olarak
olusturulan iskemi/reperfiizyon modelinde lokal ve uzak organlarda olugan hasar ve
kompleman inhibitoriiniin rolii ve tedavideki etkilerini incelemeyi amagladik. Elde edilen
veriler dogrultusunda kompleman inhibitdriiniin pratik kullanimi  hakkinda bilgi

edilinilecektir.

Calismada agirhiklarn 200-250 gram arasinda degisen 24 adet erkek rat kullanildi.
Ketamin hidrokloriir ve ksilazin hidroklorit ile anesteziyi takiben, 1. Grup ratlarda SMA 60
dakika klemplenmesi ile iskemi ve takiben reperfiizyon olusturuldu. 2. Grup ratlara
laparatomiyi takiben intravendz olarak “soluble complemant inhibitér 17 (sCR1) verildi. 3.
grup ratlara SMA 60 dakika klemplenmesi ile iskemi sonras1 60. dakikada intraven6z sCR1
verildikten 1 dakika sonra reperfiizyon uygulandi. 4. Grup ratlara sadece laparotomi
uygulandi. Tiim ratlar islemlerden 4 giin sonra sakrifiye edilip biyokimya, patoloji ve
histolojik parametreler icin gerekli serum ve karaciger, bobrek ve intestinal doku ornekleri

alindu.

Ratlarda sistemik organ hasarmnin incelemek amaciyla, Karaciger hepatosit hasari
acisindan serumda Aspartatamino Transaminaz (AST), Alaninamino Transaminaz (ALT)
seviyeleri 6l¢iildii. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek icin serumda Blood Urea Nitrogen
(BUN) ve Kreatinin seviyeleri ¢aligildi. Ayrica iskemi ve reperflizyonun yarattig: sistemik ve
lokal inflamasyonu belirlemek igin serumdaki total protein ve albumin, Tiimér Nekrotizan
Faktor alfa (TNF o) ve Interlokin 6 (IL 6) seviyeleri ¢alisildi. Doku &meklerinde lokal ve
uzak organ reperfiizyon hasarim degerlendirmek igin glutatyon (GSH), malondialdehid
(MDA), myeloperoksidaz (MPO) pozitif notrofil sayisi 6lgiimleri yapildi.

Altmis dakikalik iskemi ve dort giinliik reperfiizyon sonunda karaciger GSH diizeyleri
anlamh derecede azalirken, SCR1 uygulamasi bu azalmayi anlamh olarak onlemigtir. MDA
degerlerinde ise IR sonucunda arttif1 gozlenmistir. Bu deBerlerdeki artis seviyesi sCR1
uygulamasi ile azalmistir. MPO pozitif nétrofil sayisi ise IR sonrasinda yiiksek bulunmustur.

Nétrofil sayis1 hem lokal hem uzak organlarda IR sonrasi sCR1 verilmesi ile azalmigtir.
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T. protein, BUN ve Kreatinin diizeyleri tiim gruplarda normal bulunurken, AST,
ALT ve Albumin diizeylerinde IR sonucunda gozlenen artis da sCR1 uygulamasi ile
onlenmistir. TNF a ve IL 6 degerleri ise IR sonrasinda artis gosterirken IR sonras1 sCR1

uygulanmasi TNF a ve IL 6 diizeylerini azaltmgtir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda; sCR1 iskemi-reperfiizyonun indiikledigi organ
hasarin1 azalttigi, antiinflamatuar etki gosterdigi ispatlanmistir. En 6nemlisi reperfiizyonun
olusturdugu uzak organ hasan ortaya konmus ve sCR1’in bunu engelledigi gosterilmistir. Bu
bulgulara bakarak sCR1’in morbidite ve mortaliteyi ©nemli oranda azaltabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi reperfiizyon hasari, Soluble complemant receptor type 1, Siiperior

mezenterik arter, uzak ve lokal organ hasan
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MAK: Membran Atak Kompleksi

MBL: Mannoz Baglayici Lektin

MDA: Malondialdehit

MODS: Multiple Organ Yetmezligi Sendromu
MPO: Myeloperoksidaz
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NO: Nitrik Oksit
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RNA: Riboniikleik Asit

PAF: Platelet Aktive Edici Faktor
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PGE2: Prostaglandin E2
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SIRS: Sistemik Inflamatuvar Yamt Sendromu
SMA: Siiperior Mezenterik Arter
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1.GIRIS VE AMAC

Pek ¢ok organ ve sistemde iskemi-reperfiizyon (IR) hasarimn etkileri deneysel cerrahide
en ¢ok arastinlan konulardan biridir. Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin dolasim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik iiriinlerin yine dolagim tarafindan
uzaklastirllamamasi olarak tammlanir (1). Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan
dolasimimin yeniden saglanmasidir. iskemik bir dokunun repefiizyonu dokunun oksijen ve diger

metabolik ihtiyaclarim kargilarken paradoksal olarak dokularda hasar olusturur (2).

Iskemi ve reperfiizyon hasarinda temel patofizyoloji, iskemik dokularin reperfiizyonu
sonrasi gelisen mikrovaskiiler disfonksiyondur. Bu durum kendini arteriyollerde endotel
bagimh dilatasyonda bozulma, kapillerlerde siv1 filtrasyonunda, 16kosit tikanmasinda artma,
postkapiller veniillerde 18kositlerde sikisma ve plazma protein ekstravazasyonu seklinde
gostermektedir. Mikrosirkiilasyondaki aktive endotel hiicreleri reperfiizyon sonrasi ilk donemde
daha fazla oksijen radikali, ancak daha az nitrik oksit tiretmektedir. Endotel hiicrelerindeki
siiperoksid ile nitrik oksit arasindaki dengesizlik inflamatuvar mediyatorlerin iiretim ve
salinimma yol agmakta ve lokosit-endotel hiicre adezyonuna aracihk eden adezyon
molekiillerinin biyosentezini arttirmaktadir. Reperfiizyon sonucunda salinan inflamatuvar
mediyatorlerin baslangigtaki iskemik hasara maruz kalmamis uzak organlardaki endotel
hiicrelerini de aktive ettigi gorinmektedir (3). Iskemi ve reperfiizyona kars1 verilen bu uzak
yamit, multipl organ disfonksiyon sendromunun &zelligi olan 16kosit bagimli mikrovaskiiler

hasara yol agabilir.

Bir dokudaki iskemi ve reperfiizyon (IR) sonucu olusan hasar, dokunun aym siirede
sadece iskemiye maruz kalmas: sonucu olusan hasardan daha fazladir (4). Iskemik dokunun
reperfiizyonu sonrasi gordiigii hasar akciger, karaciger, bobrek kalp, beyin ve barsaklar gibi pek
¢ok organda ayrintili olarak arastirilmistir (5-6). Ancak yine de IR hasarinin fizyopatalojisi tam
olarak aydinlatilmig degildir. IR hasarinda serbest oksijen radikallerin olusumu, polimorf niiveli
I6kositlerin aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi gibi major komponentlerin rol oynadig
bilinmektedir (7,8). Bu tablo lokal ve sistemik inflamatuvar cevabin baglamasina yol agarak
lokal ve uzak organlarda da hasar olusturmaktadir.

Klinikte IR transplantasyon, travma cerrahisi, vaskiiler cerrahi, organ rezeksiyonu ve
diisik akimh durumlarda 6nemlidir. Giiniimiizde siireye bagl olarak reperflizyonun

oncesindeki iskemiye gore dokuda daha zararl oldugu bilinmektedir. 1990°larda IR hasarinin



lokal ve sistemik etkileri oldugu ve bu sistemik etkilerin sistemik inflamatuar reaksiyonu

tetikleyebilecegi kabul edilmistir.

R hasarinin lokal ve sistemik etkileri

v
v
v
v
v

v

Aktive nétrofillerden
Kompleman sisteminden
Eikonozoidler

Nitrik oksit

Sitokinler

Serbest oksijen radikalleri gibi proinflamatuar ve vazoaktif mediatorlerden

kaynaklandig: kabul edilmektedir.

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin her 3 yolu da aktive olmaktadir.

Reperfiizyon sirasinda kompleman bagimli proinflamatuar peptidler (C3a ve C5a) salinir. Bu

peptidler;

AT VT T A N W

Notrofil aktivasyonuna

Diiz kas hiicrelerinde kasilmaya

Vaskiiler permeabilitede artiga

Makrofaj aktivasyonunda artiga

C5b-9 polimerizasyonu ile saldirgan yabanci hiicre lizisine
Fosfolipid tabakasinin biitiinliigiiniin bozulmasina

C3b opsonizasyonuna

Anaflatoksinlerin aktivasyonuna

Endotel hiicrelerinde fibrin depositlerinin birikimine

Trombosit agregasyonuna neden olur (9-10).

Kompleman sisteminin baskilandigi hayvanlar; soluble kompleman reseptdr 1 (sCR1)

ve C5aR inhibitérii ile tedavi edildiginde iskemi ve reperfiizyon boyunca gok az miktarda

nétrofil birikimi saptanmustir ve hasar anlamli derecede az olarak tesbit edilmistir (11).

C3 inhibitorleri (sCR1) : Cok fazla deneysel galisma olmamakla birlikte gesitli

organlarda IR hasarina kars: kullamlan kompleman inhibitérlerinden biride sCR1 “dir.

sCR1;

v

Fagositozu diizenler



v' (C3 aktivasyonunun potent diizenleyicisidir
v' C3b ve C4b ‘e baglanarak C3-C5 konvertazlarin yikimim hizlandirir (11).
v Tiim yollarda ortak kompleman aktivatorii olan C3’ {in aktivasyonunu inhibe

eder. Boylece hem C3a ve C5a’ nin hemde MAK ‘in iiretimini engeller.

Deneysel calismalarda IR hasarinda sCR1 uygulamas: infarkt boyutunu azaltir, infarkt
alaninda PMNL birikimini azaltir, C5a iiretimini baskilayarak 16kosit adezyon reseptorlerinin
salinimim ve 16kosit kemotaksisini onler (12,13). Sonug olarak direkt endotelial hasara neden
olan C5b-9 kompleks olugsumu sCR1 tarafindan baskilamr (14).

Barsak IR hasarinda kompleman inhibit6rii olarak sCR1 kullamldiginda mukozal

hasarlanmada azalma, vakiiler permeabilite de azalma ve sagkalimda artig goriilmistiir (15,16).

Karaciger IR hasarinda hayvanlar sCR1 ile tedavi edilmis ve post iskemik karacigerde
uzun reperfizyon periyodunda 16kosit PMNL birikiminde anlamli derecede azalma
saptanmusdir (17). Bu ¢alismada reperfiizyon hasarimn ge¢ dénemi boyunca karaciger nekrozu
anlamli diizeyde azalmistir. SCR1 oksidatif stresin indiikledigi kupffer hiicrelerini bloke ederek
koruyucu etki gostermis ve karacifer fonksiyonlarmi ve mikrovaskiiler perfiizyonu

iyilestirmistir. Parankimal hiicre hasarim azaltmistir (18).

Allogreft cevabi iizerine sCR1 ile yapilan bir galiymada ise plazma kompleman
aktivasyonu %90 ‘mn {izerinde baskilanmig, doku C3 ve MAK birikimlerinde azalma
goriilmiistiir. Ayrica 16kosit infiltrasyonunda azalma ve greft Omriinde artis saptanmstir
(19,20).

AMAC:

Pek ¢ok organin lokal IR hasarmin etkileri arastinlmis olmasina ragmen lokal IR
hasarinin uzak organlar {izerinde yarattig1 hasari aragtiran fazla galiyma bulunmamaktadir (3).
Biz bu ¢alismada intestinal iskemi reperfiizyon hasar ile olusan lokal ve uzak organ hasari
sonrasi kompleman inhibitoriintin rolii ve tedavideki etkisini aragtirmayr amagladik. Bu
calismadaki amacimz lokal ve uzak organ IR hasarinda kompleman sistemi sCRI ile
baskilayarak, kompleman inhibisyonunun organ hasarini dnlemedeki etkisini degerlendirmek,

sonugta lokal ve uzak organ hasarmi en aza indirip fatal organ hasarindan korudugunu



gostermektir. Ayrica kompleman inhibitoriiniin iskemi reperflizyon sonrasi koruyucu etkisi,
bunun inflamatur sitokinlerle ve immiinolojik yamitla olan iligkisi hakkinda daha net bilgiler
elde etmeyi planladik. Elde edilen bu bulgular dogrultusunda organ transplantasyonlari,
mezenterik iskemi ve vaskiiler cerrahi sonrasinda kompleman inhibitoriiniin klinik kullanimi

hakkinda daha net bilgiler elde edinilecegini diisiinmekteyiz.

2. GENEL BiLGILER

2.1. iskemi Reperfiizyonun etkileri
Bir dokuyu kan akimindan yoksun birakmanin fonksiyonel sonuglart yillardir

bilinmektedir. Son zamanlarda, iskemi sonrasi kan akiminin yeniden saglanmasi anlamina
gelen reperfiizyonun iskemik organlari daha fazla hiicresel nekroz riskine sokabileceZi ve
boylelikle fonksiyonun geri dénmesini kisitlayabilecegi gosterilmistir. Parankimal hiicrelere
karst Oliimeiil reperflizyon hasar goriisii evrensel olarak kabul edilmemesine karsin
mikrovaskiiler yapilarin, zellikle mikroskopik kan damarlarimi doseyen endotel hiicrelerin
fR’un zararl sonuglarina gok yatkin oldugu genis gapta kabul gormiistir. IR hasarinin
patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyon, erken ve hiz belirleyici bir faktordiir. IR hasarmn
neden oldugu vaskiiler degisiklikleri tammlama ve bu patolojik siirecin altinda yatan
mekanizmalar1 belirlemeye yonelik pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu aragtirmalar damar
duvarindaki molekiiler ve biyokimyasal degisiklikleri agiga ¢ikarmustir (21,22). Iskemi sonras
lokal dokuda olusan inflamatuvar yanitin siddeti, uzak organlarda da aym siddette olabilir (23).
iR’un uzak etkileri siklikla akciger ve kardiyovaskiiler sistemde gozlenir. Sistemik
inflamatuvar yamit sendromu (SIRS) ve multip] organ disfonksiyon sendromunun (MODS)
gelismesine sebep olabilir. SIRS ve MODS, yogun bakim iinitelerinde % 30-40 oliimeiil
seyretmektedir (23).

2.1.1 iskemi Reperfiizyona Kars1 Lokal Mikrovaskiiler Yanitlar

Kan damarlarmin i¢ yiizeyini déseyen endotel hiicreleri vaskiiler homeostazin temeli
olan vital ve dinamik bir yap: olusturur. Bu hiicreler iskemi ve reoksijenizasyonun zararlt
etkilerine karsi duyarlidir. Uzamis hipoksinin; membran potansiyelini degistirdigi, iyonlarin
dagilimim bozdugu, hiicre i¢gi vollimii arttirdigi, membran akigkanligim azalttigi ve endotel
hiicrelerinin hiicre iskeleti organizasyonunu bozdugu bilinmektedir. Bu degisikliklere enerji
depolarinin tiikenmesi, belirli biyoaktif ajanlarin iiretiminde azalma ve endotelin, trombokan

A2 gibi diger ajanlarin iiretiminde hizlanma eslik etmektedir. Reperfiizyon, hipoksinin neden



oldugu endotel hiicre yamtimn abartili bir gekilde devam etmesine neden olmaktadir (24).
Repertlizyon hasarinin baglangig doneminde hizhca agir endotel hiicre disfonksiyonu meydana
gelmektedir. Bu durum belirgin morfolojik hiicre hasar1 olmaksizin da gelisebilir. Bu
morfolojik degisiklikler genel olarak hiicre sismesi, pinositik vezikiillerin kaybr, endotel
hiicrelerin alttaki bazal membrandan ayrismasi ve aktive olmus lokositlerin endotel hiicre
yiizeyine yapismasini igermektedir (25). Mikrovaskiiler sistemdeki tiim endotel hiicreleri IR un
zararl etkilerine ayni sekilde maruz kalmasina karsin, sonugta meydana gelen endotel hiicre
disfonksiyonu mikrosirkiilasyon igerisinde bolgeye 6zel bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir (22). IR
sonrasi arteriyollerde endotel bagimli NO aracili diiz kas gevsemesinde bozulma meydana gelir
(27,28). iR sonrasi kapillerlerde gelisen endotel disfonksiyonu kendini interstisyuma sivi
filtrasyonunda artis ve perfiize kapiller sayisinda azalma seklinde gostermektedir. Bazi
dokularda mikrovaskiiler kan akimindaki bozukluk, kan akimina kars1 sigmig, kismen ayrigmis
endotel hiicreleri ve aktive olmus l6kositlerce kapillerlerin tikanmasindan kaynaklanmaktadir
(30). IR sonrasi mikrovaskiiler sistemin tiim bdliimlerinde buluna endotel hiicreleri oksidan
strese maruz kalmakta ve daha gok etkilenmektedir. IR’a karst en genis capl incelenen veniil
yamit1 vaskiiler permeabilite artigidir. Veniil permeabilitesinde IR’a bagh artig iskemi sonrasi
veniillerde meydana gelen diger inflamatuvar olaylara baglanmigtir. Gerek endotel hiicreleri
tarafindan oksidan {iretimini gerekse lokositlerin vaskiiler endotele adezyonunu hedef alan
ajanlar genellikle mikrovaskiiler permeabilitede [R’a bagh artisgt 6nlemede etkilidir (21).
Mezenterik veniillerdeki galismalar veniillerdeki 16kositlerin sikismasinin [R’a bagh endotel
bariyer disfonksiyonunun hiz kisitlayici faktérii oldugunu gostermektedir. Iskemi sonrasi
veniillerde albiimin kagaginn biiyiikliigi ile yapisik ve gog eden 16kosit sayist arasinda biiyiik
bir iliski oldugu ve etkili bir bigimde lokosit yapigmasm ve goglinii azaltan, adezyon
molekiiliinii hedef alan antikorlarm IR’a bagh albiimin kagag iizerine azaltic1 bir etki gosterdigi

de bildirilmistir (33).

2.1.2 SMA ile Olusan Iskemi Reperfiizyonun Etkileri

Barsaklarin kan akiminin sepsis, septik sok, hemorojik sok veya mezenterik damarlarin
okliizyonu ile kesilmesi veya azaltilmasi eger kollateral sirkiilasyon tarafindan kompanse
edilmez ise barsag: irreversibl hasara ugratabilir (34). Hatta intestinal sirkiilasyon tam olarak
saglansa da villuslarin uglant siddetli hipoksik kalabilir (34,35). Sonugta barsagin iskemik
hasart mukozamn villéz katmaninda baglar ve mukozal katmanin hasar proteolitik enzimlerin,

endotoksinlerin intestinal liimenden dolasima gegmesine miisade eder (34).



Akut Mezenterik Iskemi (AMI) patofizyolojisi son yillarda daha iyi anlagilmasina
ragmen mortalitesi halen %60 seviyesindedir (36). AMI, mezener arter okliizyonu (emboli
veya trombiis), mezenter ven okiizyonu ve Non Okliizif Mezenterik skemi (NOMI) olarak ii¢
sekilde simflandirilir (37). Akut siiperior mezenterik arter tikamklig1 intestinal iskeminin en sik
gorillen sebebidir. Siiperior Mezenterik Arter (SMA) embolisi AMI vakalarimin %50’sini
olustururken, vakalarin %25’inde daha &nce varolan aterosklerotik lezyona sekonder tromboz
mezenter iskeminin sebebidir. NOMI intestinal iskemi vakalarinin %25’ini olusturur (37).
SMA’nin ¢ap!1 genistir ve aortadan dar bir ag: ile ¢ikar. Bu anatomik 6zellik nedeniyle en cok
emboli SMA’ da goriilir (38). Embolilerin %5’i SMA girisinde yerlesirken, bilyiik bir
cogunlugu orta kolik arterin ayrildig1 bolgeye yerlesir (37,38).

Etyolojiye bagh olarak lezyonun biiyiikliigii ve dagilim degisse de akut mezenterik
arter tikankliginda en onemli patofizyolojik sonug barsak iskemisidir ve iskemiye en hassas
bolge epiteldir. Iskemide barsagin solgun goriilmesi intramural damarlarda vazospazma
baglidir. Otuz dakika i¢inde histolojik degisiklikler goriiliir. [skemiye cevap olarak degisik
inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriiliir. Kapiller biitiinliigiin bozulmasi, submukozal 6deme ve
proteinden zengin sivinin barsak liimenine gegmesine neden olur. Epitelyal nekroz mukozal
iilserasyonla sonlanir. Iskemi daha da uzarsa kas ve seroza tabakalarida nekroze olur. Ilerlemis

iskemide barsak siyanotik ve siyah goriiniimdedir (38).

Semptomlarin baglangicindan 12 saat iginde iskemik barsafin revaskiilarizasyonu
saplanirsa birkag hafta igerisinde revaskiilarize barsagn iyilesmesi saglamr. Kan akiminin
tekrar saglanmasi iskemik dokunun kurtulmas: igin mutlak gerekli olup, reperfiizyon tiikkenen
enerji deposunun dolmasimi ve toksik metabolitlerin temizlenmesini saglar. Fakat iskemik

dokunun reperfiizyonu bir dizi kimyasal olay baslatarak sistemik hasara sebeb olur (39).

Parks ve Granger’in yaptig1 calismada iskemik donemde intestinal mukozada gok az
hasar meydana gelmesine ragmen en gok hasar reperfiizyon esnasinda meydana gelir. Ug
saatlik iskemi ve bir saatlik reperfiizyon sonrasi olusan hasar, dort saatlik iskemi déneminde
olusan hasardan daha fazladir. Bu ¢alisma gostermektedir ki reperfiizyon sonucu olusan hasar
iskemi sonucu olugan hasardan daha fazladir. Granger yaptig1 ¢alismada gegici intestinal iskemi
ve reperfiizyonun intestinal dem ve bunun sonucu olarak barsak liimenine s1v1 kagigina neden

oldugu gosterilmistir. Burada olugan 6dem intestinal mikrovaskiiler permabilite artigind



baglidir. Eger intestinal iskemi bir saatten uzun siirerse mukozada afir bir hasar ve hemorajik

iilserasyon goriiliir (40).

2.2 Iskemi Reperfiizyon Sonrasi Uzak Organ Hasar

Doku reperfiizyonunun yikict bir sonucu da, baslangigtaki iskemik hasara katilmayan
organlarda da hasarin gelimesidir. MODS; barsak (41,42), karaciger (43-44) ve iskelet kasi
(47) reperfiizyonu, yamsira aortik okliizyon/reperfiizyon (48,49) ve hipovolemik goka baglh
olarak gelismektedir. Ayrica MODS, yogun bakim hastalarinda bashca 6lim sebebini
olusturmaktadir (50). Cesitli organlarda IR sonrasi splanknik vazokonstriksiyon ve goreceli
mezenterik iskemi goriilmektedir. Bu yogun splanknik vazokonstrikksiyon MODS’un
patogenezine katkida bulunmaktadir. Kisa siirelerde enterik iskemi bile intestinal mukozal
bariyer biitiinliigiiniin kayb1 ve intestinal liimenden mezenterik lenf nodlarina ve portal kana
enterik flora veya lipopolisakkarid’in (LPS) hareketine veya translokasyonuna neden
olmaktadir (51,52). Enterik makrofajlarm bakteriyel irtinlerce uyanlmasi (53) veya
reperfiizyon sirasinda dolagima saliverilen diger mediyatérler tarafindan hemen her organda
makrofaj aktivasyonuna ve vaskiiler endoteli aktive edebilen inflamatuvar sitokinlerin (TNF
gibi) iiretimine neden olabilmektedir (56,57). Ustelik, reperfiizyonun bir sonucu olarak salinan
inflamatuvar mediyatorler dolasan lokositleri, vaskiiler endotel hiicrelerini aktive edebilmekte
ve adezyon molekiillerinin iiretimini arttirmaktadir (58,59). Bunun sonucunda, vaskiiler yatakta
nétrofil-endotel hiicre etkilesimleri gelismektedir. MODS ile iliskili akciger hasari, akut
akciger hasari olarak adlandinlan hafif disfonksiyondan, agir solunum yetmezlii veya akut
solunumsal distres sendromuna (ARDS) kadar degisen bir dizi akciger hasarni temsil
etmektedir (60). ARDS ve MODS ile iliskili akciger hasarimin ayirtedici ozelligi, pulmoner
mikrovaskiiler permeabilitede ve nétrofilden zengin alveoler sivi birikiminde artistir
(41,61,62). Solunum yetmezliginin ardindan hepatik, renal ve gastrointestinal disfonksiyon,
ayrica santral sinir sistemi tutulumu ve myokard yetmezligi gelir (63). Yaygmn organ sistem
tutulumuna ilaveten MODS, koagiilasyon kaskadi ve immun sistemde disfonksiyon ile
karakterize olup tromboz, dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve immun yetmezlik ile
sonuclamir (63). Iskemi reperfiizyona bagl lokal organ disfonksiyonunu agiklayacak birkag
mekanizma onerilmistir. Fakat, reaktif oksijen tiirevleri ve inflamatuvar Ikositlerin rolii gok
fazla ilgi odagi olmustur (21,64). Sasirtici olmayan bir bigimde, oksidanlar ve aktive olmus

I6kositler IR’a bagl uzak organ hasarinin mediyatorleri olarak da gésterilmektedir.



Ksantin oksidaz’a, IR’a bagli uzak organ hasarina katkida bulunan bir faktor olarak gok
ilgi gosterilmistir. Endoteliyal yerlesimli bu enzim O, ve Hy0O, iretiminde rol oynar. Plazma
ksantin oksidaz aktivitesi, aortik okliizyon-reperfiizyon (67), hepatik (68) veya intestinal (42)
iR’u takiben dramatik bir bi¢imde artar. Bu artig akciger, karaciger ve myokard gibi uzak organ
hasarlan ile iliskilidir (42,67,68,69). Ksantin oksidaz inhibisyonunun akciger ve karaciger gibi
uzak organ disfonksiyonunu azaltmasi, ksantin oksidaz veya {irlinlerinin reperfiizyona bagh
uzak organ hasarina katkida bulunabildigini gostermektedir (42,68,69). Ksantin oksidaz’in
kemotaktik faktorlerin iiretiminde de rol oynadigini gésteren ¢aligmalar bulunmaktadir (42). Bu
kemotaktik faktérler dokularda inflamatuvar 16kosit birikimine yol agarak doku hasarina neden

olmaktadir.

Aktive olmus nétrofiller, endoteliyal bazal membran bilesenlerini ve endoteliyal bariyer
fonksiyonunu siirdiiren bileske proteinlerini pargalayabilen giiglii proteaz’lar da {iretir (61).
Iskemik dokularla karsilasms lokositler, reperfiizyon sonrast aktive olmug bir halde tekrar
sistemik dolasima girebilir. Bu aktive olmus nétrofiller, IR’a bagl uzak organ hasarimin
mediyatorleri olarak gosterilmistir (41,62,69). Iskemi sonrasi dokulardan inflamatuvar
mediyatorlerin iiretimi ve salimimi hem lokal hem de uzak bolgelerde endotel hiicre adezyon
molekiillerinin (ECAM) iiretimine yol agmakta, bdylelikle notrofil-endotel hiicre adezyonunu

ve notrofil aracili vaskiiler ve doku hasarim kolaylagtirmaktadir.

Dokular iskemi sonrasinda dolasan notrofilleri aktive edebilen ve/veya kendine
cekebilen inflamatuvar mediyatorler iiretir (48,59,69). IR’un, inflamatuvar mediyatorlerin
sistemik salmimina sebep olup bdylece notrofil aktivasyonuna destek oldugu, yaygin lokosit ve
endotel adezyon molekiil iiretimine yol agtig1 ve 16kositendotel hiicre etkilesimi igin firsatlart
arttirdign olasihgm destekleyen ¢ok sayida kamit vardir. Hemorajik sok sonrasi alinan
mezenterik lenf sivisi, endotel hiicrelerine sitotoksik olan ve nétrofil aracili endotel hasarim
siddetlendiren nétrofil O, iiretimini arttirmaktadir (59). Oysa, aorta ¢apraz klemp koyduktan
sonra alman plazma hem nétrofil hem de endotel adezyon molekiil iiretimine yol agmaktadir
(48). Ayrica, Barry ve arkadaslari, aorta ¢apraz klemp koyduktan sonra hem TNF o hem de
tromboksan B2’nin sistemik dolasima salindigim ve bu mediyatorlerin  plazma
konsatrasyonlarindaki artisin pulmoner vaskiiler disfonksiyon ile iligkili oldugunu goéstermistir
(69). Boylece, bir organin IR’u inflamatuvar mediyatorlerin sistemik etkisini artirip hem lokosit
aktivasyonuna hem de uzak organlarda nétrofil ve ECAM {iretimine ve vaskiiler disfonksiyona

yol agmaktadir. Hayvanlara ve goniillii insanlara TNF a’min verilmesi, sepsis ve MODS’un



klinik belirtilerini meydana getirmektedir. Dolayisiyla, bu sitokin dogrudan sistemik
inflamasyonu ve MODS’u baslatabilen inflamatuvar bir mediyator olarak kabul edilmektedir
(70). Kamtlar, IR’un baglattin sistemik inflamatuvar yanitta TNF o’nin bir rolii oldufunu da
desteklemektedir. IR, sistemik TNF o salimmina yol agarak akcigerde notrofil sekestrasyonuna
ve hasara sebep olur (71,72). Ayrica, TNF o antiserumu hepatik IR’a bagli pulmoner kapiller
kagag azaltir (71). Colletti, hepatik kokenli TNF a’nin akcigerde epiteliyal notrofil aktive edici
protein tiretimine yol agarak akciger hasarint kolaylastirdigin ileri stirmiistiir. Bunun nedeni,
ENA antiserumu’nun karaciger iskemisi sonrasi akciger hasar1 ve nétrofil retansiyonunu
engelleme agisindan TNF o antiserumu kadar etkili olmasidir (72). Bu ylizden, iskemi
sonrasinda bir organdan salinan TNF a uzak bolgelerde inflamatuvar mediyatorlerin tiretimine
sebep olmaktadir. Bu durum, uzak organlarda notrofil sikigmasinda artiga ve notrofil aracili
hasara zemin hazirlayabilmektedir. Cesitli organlarin reperfiizyonu, kompleman kaskadini
aktive ederek mikrovaskiiler sistemde yaygin bi¢imde kompleman fragmanlarimin birikimine
yol agar (73,74). Kompleman aktivasyon fiiriinleri yalmz 16kositler i¢in kemotaktik olmayip,
aym zamanda nétrofil aktivasyonu, oksidan iiretimi ve adezyon molekiil iretimine de sebep
olur (75). Ayrica, kompleman aktivasyonunu sCR1 kullanarak engellemenin (73), C5a’nin
immunnotralizasyonunun (76) veya genetik olarak C5‘den yoksun farelerin (77), gesitli
deneysel IR’a bagl uzak organ hasari modellerinde inflamasyona bagl vaskiiler hasari onledigi
gosterilmigtir. Bu caligmalar, IR aracili Iokosit sikismasinda ve vaskiiler disfonksiyonda

kompleman aktivasyon iiriinlerinin bir rolii oldugunu desteklemektedir.

IR hasar karakteristik olarak;

e PMNL ‘nin aktivasyonuna (78)

e Serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina (79)
e Sitokinlerinin saliniminda artisa (80)

e FEikasonoidlerin iiretiminde artisa (81)

e Kompleman sistemin aktivasyonuna neden olur (82).

2.3 Lokositlerin Rolii

Polimorf niiveli ldkositlerin baslangigtaki kemoatraksiyonlar1 endotel hiicreleri ve
ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlar ise endotel hiicrelerde ve
I5kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligr ile olur. Lokosit adhezyon molekiilleri

(LAM) lokositlerde ve diger bagka hiicrelerde de bulunan ve gelisme, haberlesme, inflamasyon



ve apoptosis gibi pek ¢ok biyolojik olaylarda rol alan yapilardir. Selektin grubu adhezyon
molekiilleri, doku hasar1 olan bélgede aktive olmus endotele, PMNL’lerin baslangictaki
adhezyonunda rol alirlar. L, P ve E selektin olmak {izere bilinen ii¢ liyesi vardir. IR I5kosit
aktivasyonu, kemotaksis ve lokosit endotel hiicre adhezyonuna yol agar. Polimorf niiveli
l6kositler de, endotel hiicreleri gibi SOR iiretme kapasitesine sahiptir. IR hasarinda PMNL’in

rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri stirtilmiistiir. Bunlar;

1. Mikrovaskiiler okliizyon

2. Serbest oksijen radikallerinin salinmasi
3. Sitotoksik enzim salinmasi

4. Vaskiiler permeabilite artisi

5. Sitokin saliniminda artigtir.

[skemi reperfiizyon endotelde P-selektin ekskresyonunu arttiir. Bu molekiil,
PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik
afiniteli 16kosit endotel baglantistm olusturur. Ikinci asamada 16kosit Beta-2 integrinler ile
endotelyal interselliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasinda etkilesim ile 15kosit adhezyon
ve agregasyonu gelisir. Uglincii asamada platelet endotelyal hiicre adhezyon molekiil 1 ile
endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile 16kosit transmigrasyonu geligir. Aktive
l5kositler ekstravaskiiler kompartmana ulaginca hasar bélgesine dogru go¢ etmeye baslarlar

(kemotaksis). Burada aktive lokosit cevabi su mekanizmalarca gerceklestirilir;

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu aragidonik asit metabolitleri (prostoglandin ve
16kotrienler) tiretilir

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir

3.  Serbest oksijen radikallerinin iiretimi gergeklesir. Bu iiriinler endotel hasar ve doku
zedelenmesinin giigli mediyatorleridir ve baglangigtaki inflamatuar uyaranmin
etkisini giiglendirir. Bazi durumlarda lizozomal enzimler hiicre disina salinabilir.
Hasar yapic1 etkeni ortadan kaldirmaya veya diliie etmeye yonelik bu inflamatuar
cevap sonucu mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem, tromboz ve parankim hiicre
olumii de gerceklesir. Gorevini tamamlayan lokositler apopitotik hiicre &liimiine

ugrarlar ve lenfatik dolagim ile ortamdan uzaklagtirilirlar.
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2.4 Serbest Oksijen Radikallerinin Rolii

iskemi reperfiizyon hasari serbest oksijen radikallerinin olugumu ile baslar. Ik basamak
hipoksi nedeniyle ATP yapiminin durmasi ve kullaniminin devam etmesi, yikim sirasinda agia
cikan hipoksantin iirik aside oksijen olmadigi i¢in indirgenememesi ve hiicrede ksantin
birikimidir. Ikinci basamak iskemi esnasinda biiyiik orandaki ksantin dehidrogenaz enzimin
ksantin oksidaza gevrilmesidir. Ksantin oksidaz enzimi oksijene direkt olarak elektron transferi
yaparak siiperoksitleri meydana getirir. Fazla miktardaki bu serbest oksijen radikalleri biitiin
hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girebilirler. Hiicresel hasar olusumunda dzellikle lipid

peroksidasyonu 6nemli rol oynar;

Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel membranlarinda
lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali membran lipidleri ile ¢ift bag yapar ve
boylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipid peroksidasyon
{irinii (malondialdehit, dien konjugatlar1 gibi) olusur. Eritrosit membranlarimin, lipozomal
membranlarin (6zellikle hiicre ve mitokondri) okside olmas: ile bu yapilarin fiziksel ve
kimyasal &zellikleri degisir. Membranin iyon gegirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur.

Boylece yaygin membran, organel ve hiicre hasar ortaya ¢ikar.

2.5 Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi proteinleri, serum total proteininin %10'nu olusturur, ve plazmada
inaktif olarak bulunan enzimlerin kademeli aktivasyonu ile inflamatuar peptidlerin,
opsoninlerin ve hiicre zan saldiri kompleksinin olugtugu bir yoldur. Bu yolda olusan proteinler
sistemik anafilatoksik, inflamasyon bolgelerinde ve yaygin vazodilatasyon, vaskiiler
permeabiliteyi artiran (C3a, C4a, C5a) ve fagositlerin endotele yapigmasini uyaran etkiler
gosterirler. Kompleman sistemi klasik ve alternatif yol (properdin yolu) ve bu iki yolun
birleserek terminal yol ve sonucunda olusan hiicre zari saldiri kompleksini kapsamaktadr.
Mannoz baglayici lektinin (MBL) rol aldigi lektin yolu da klasik yolla birlesmektedir.
Hepatositler, monositler, makrofajlar, bébregin tiibiiler ve glomeriiler hiicreleri kompleman

komponentlerinin sentez yerlerinden bazilaridir.
Kompleman sistemi yaklasik olarak 35 proteine sahip olup baz1 enzimler (Clr, Cls, C2,

Faktor B, Faktor D), kofaktorler, inhibitdr veya inaktivatdrler, membran iliskili protein ve
reseptorler (Clq, C3a, C4a, C5a, CR1,CR2, CR3) igerir. Bunlara ek olarak; CD55-D59 gibi
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membran bilesenleri ve C8 ve C9 gibi membran inhibitérleri de kompleman sisteminin 6nemli

diizenleyici proteinleridir. (83,84)

Aktivasyon sirasinda kompleman komponentlerinin ¢ogu enzimatik olarak, biri daha
biiyiikk olmak iizere 2 parcaya ayrhr. Kiigiik parca anafilatoksik, kemotaksik ve vaskiiler
gecirgenligi artiric1 6zellikler gosterirken, bilylik fragman bakteri zarlar1 veya immunkompleks
gibi farkli yiizeylere baglanma ve bir sonraki komponenti aktive eden enzimatik bolgeye
sahiptirler.

Kompleman sistemi ii¢ yol ile aktive olur;

1- Antikor bagiml klasik yol

2- Antikor bagimsiz alternatif yol

3- MBL-MASP yolu

Klasik Yol: Antijen-antikor immun kompleksler, CRP, fibronektin ve fibrinojen klasik
yolun aktivatorleridir. E. koli ve Salmonella gibi diisiik virulansh bazi bakteriler, gram negatif
bakteriler, parainfluenza viriis gibi viriisler C1q ile direkt olarak etkilesime girerek klasik yolu
antikor yoklugunda aktive edebilir. Klasik yolun immunolojik olmayan aktivatorleri de
bulunmaktadir. Urat kristalleri, denatiire DNA, RNA tiimér virusleri, bakteri endotoksini, bazi
polianyonlar, klasik yolu dolaysiz olarak aktive edebilirler. IgG ve alt gruplan, IgM grubu
immunoglobulinler de klasik yolu aktive edebilir. Bir tek IgM veya iki IgG'nin bakteri veya
viriisle enfekte olmus host hiicresi yiizeyine baglanmasi, aktivasyon igin yetebilir. Coziintr
antijenler ise biiyiik multimolekiiler antijen-antikor kompleksleri halinde kompleman sistemini
aktiflestirirler. Sistem aktivasyonu C1 proteinin bu maddelerden birine direkt baglanmasi ile
veya plazmin gibi bazi fibrinolitik enzimlerin C1 iizerine direkt enzimatik ataklar ile baglar.
Antikorun C1’e baglanmasi ile serin proteaz aktive olur. C4C2’ nin C4bC2a ‘ya doniigiimiini
saglar. C4bC2a ise C3’iin C3a ve C3b doniisiimiinii saglar. C3b fagositler i¢in opsonin gorevi
yapar. Ayrica C3b, C5 ‘in baglanmas: igin yer olusturur. C5 membran atak kompleksin
olusumunu baslatir. MAK hiicre zarinda porlar meydana getirerek hiicre lizisine neden olur
(Sekil 1,2).

Alternatif yol (Properdin Yolu) : Alternatif yol bakteri hiicumunda 6n safta yer alir ve
heniiz konagn antikor {iretimi i¢in yeterli zaman bulamadigi donemde devreye girer. E.coli,
tripanozoma, diger parazitler, viriisle enfekte olmus hiicreler, maya hiicre duvan, kobra venom

faktorii, nefritik faktor, dekstran siilfat, polivinil siilfat, néraminidaz ile muamele edilmis
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eritrositler, insanda diger memelilerin eritrositleri, antijen-antikor kompleksleri, IgA ve klasik
yolu aktive eden immunglobulinler, lipopolisakkarid ve diger bakteri iiriinleri kompleman
sistemini alternatif yol araciligi ile aktive ederler. Klasik yolun etkinlestirilmesi sonucunda
aktiflesen C3 de, alternatif yolu aktiflestirebilmektedir. C3 klasik ve alternatif yolun birlestigi
noktada yer alir ve kompleman sisteminin en Onemli iiyelerinden biridir. Dolagimda C3
proteolitik enzimlerin etkisi ile C3a ve C3b'ye ayrilmakta, ancak faktor I ve H ile siirekli olarak
inaktive edilerek diisiik diizeyde tutulmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin polisakkarid ve
lipopolisakkaridleri varliginda bu denge bozuldugunda C3b, faktor B ve D ile etkilesime girer.
Dolastmda devamh olarak hidrolize ugrayarak farkli bir konformasyona gevrilen C3, faktor
B'ye, bu ikiliye de faktor D baglamir ve sonugta faktér B kirilir. Geride kalan kompleks,
alternatif yol C3 konvertazdir. Properdin, bu konvertaza baglanir ve onu stabilize eder ve

kompleman kaskadinin devamim saglar. Faktor D, plazmada aktif halde bulunan bir proteazdir.

MBL_MASP (Lektin Yolu): Mikroorganizmalarin ylizeylerindeki mannoz ve N-
asetilglikozamin gibi karbonhidratlar1 taniyan kollektin ailesinin bir iiyesi olan mannoz
baglayici lektin (MBL) de klasik kompleman yolunu aktive edebilmektedir. Dogal bagisiklikta,

heniiz kazanilmig immun cevap olugsmadan 6nceki devrede, 6nemli rol tistlenir.

13



Klasik Yol Lektin Yolu Alternatif Yol

nonimnun akdivatorler karbonhidratlar yiizeyler
(+) (+) (+)
C1 (C1q, Cir, C1s) MBL + (MASP-1, MASP-2) C3b
— o8
g (-) 0
CHMH MR \ ¢ .
Clb p +C3 S 03 ?)\Faker
(+C5) \
3a C4b2a3b \ C30BbC3b C3a
Y C 53
Csb
+C6
- 467, 8 protein
+08" Clusterin
{+C9

Sekil 1: Kompleman Sistem Aktivasyonu (Nature Clinical Pratice nephrology 2007, 3: 277)
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(Opsonizasyon: C3bile |
(kaplanarak fagostozu |
artinr |

Inflamasyon: damar
permeshiltesi,
kemataksis fagositoa
artar

Mikrohiyal plazma
memnhram

Csb CBFC? ca Co

Sitoliz MAK (C3-C9)
ile transmembran kanal
yapist bozular, Hilere
igerigi kaybedilir,

Sekil 2:Kompleman Sistemin Fonksiyonlar1 (Nature Clinical Pratice rheumatoloy 2006, 2:330)

2.6 ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA KOMPLEMAN SiSTEMIN ROLU

Yapilan birgok galigmada IR hasarinda kompleman sistemin her 3 yolunun da aktive
oldugu gosterilmistir (85,86). Myokardda reperfiizyon sirasinda kompleman aktivasyonunu
gosteren bir ¢alismada komplemanin klasik yolu C3 inhibitérii kullanilarak inhibe edilmis ve
iskemik myokardin reperfiizyon hasarindan efektif olarak korundugu gézlenmistir ( 87).
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Hayvan deneylerinde barsak IR hasar1 kompleman inhibitorleri ile tedavi edildiginde;
mukozal hasarda azalma, damar permeabilitesinde azalma ve sag kalimda artig saptanmistir

(88,89).

Soluble kompleman reseptdr 1 (sCR1) ve C5a reseptor inhibitdrleri ile tedavi edilen
hayvanlarda karacigerde iskemi sonrasi uzun reperfiizyon siiresi boyunca ¢ok az miktarda

nétrofil birikimi saptanmis ve hasar anlamli derecede azalmig olarak tesbit edilmistir (17,90).

Karaciger iR hasarinda komplemanlarin rolii Jaeschke tarafindan 1993 yilinda
arastirllmistir. Bu galigmada hepatik iskemiden 6nce serum kompleman inhibitérii olarak kobra
venom faktér kullanilmis ve sonucta kupffer hiicrelerinin neden oldugu oksidant streste anlamli
azalma goriilmiis, reperfiizyonun basladigi 1 saat boyunca karaciger notrofil birikimine karst

korunmugtur.

2.6.1 C3 inhibitorii (sCR1) :

Kompleman sistemi dokuda post iskemik reperflizyon hasarinda temel rol
oynamaktadir. Organlarda IR hasarna karsi yaygin olarak kullanilan kompleman
inhibitdrlerinden biri sCR1 “dir. sCR1;

v' Fagositozu diizenler
C3 aktivasyonunun potent diizenleyicisidir
C3b ve C4b ‘e baglanarak C3-C5 konvertazlarin ytkimim hizlandirr (11)
Tiim yollarda ortak kompleman aktivatorii olan C3” {in aktivasyonunu inhibe eder
Boylece hem C3a ve C5a’ min hemde MAK ‘in iiretimini engeller

Safra salimmim artirir

R T

Organ fonksiyonlarm korur.

Fizyolojik sartlar altinda, ¢éziiniir proteinler ve membran iligkili diizenleyici proteinler
komplemen kaskat sistemini kontrol eder. Bu proteinlerden biri membran glikoprotein
komplemen reseptér tip 1 (CR1, CD35) dir. CR1 immiinadherens i¢in reseptdr olmasimin yamn
sira, membran bond regiilatuar bir proteindir. CR1 birgok hematopoetik (eritrosit ve ¢ogu
I6kositlerde) hiicrenin integral membran proteinidir ve plazmada ¢dziiniir formda bulunur.
Fagositlerde CR1, C3b ile kaplanan partikiillerin ilk baglanmalarindan sorumludur. Ayrica CR1
C3b’nin faktor I tarafindan degragasyonu ve inaktivasyonunda kofaktor olarak gorev alir. Tiim

yollarda ortak kompleman aktivatérii olan C3’ii inhibe ederek hem C3a ve C5a hem de
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membran atak kompleksin (MAK) iiretimini engeller. Direkt endotelial hasara neden olan C5a-

9 atak kompleks olusumunu baskilar.

CR1’in rekombinant ¢oziiniir formu tretilmistir (SCR1). Bu form hiicredeki CR1’in
fonksiyonlarim1 aynen yapar. Weissman ve arkadaslani sCR1’in faktor H’den (plazmada
C3b’nin inaktivasyonundan sorumlu fizyolojik kofaktér) 100 kat daha efektif oldugunu

gOstermiglerdir.

Hayvan deneylerinde, intestinal IR hasarinda sCR1 ile tedavi sonucunda uzun
reperfiizyon periyodunda PMNL birikiminde anlamh derecede azalma saptanmis ve karaciger,
bobrek ve intestinal nekrozunun azaldign goriilmiistiir (15). Ayrica sCR1 oksidatif stresin
indiikledigi makrofaj hiicrelerini bloke ederek koruyucu etki gdstermistir. Bu organlarda
parankimal hiicre hasarim azaltmis ve fonksiyonlarmi ve mikrovaskiiler pertiizyonu

iyilestirmisgtir.

Deneysel caligmalarda IR hasarinda sCR1 uygulamas: infarkt boyutunu azaltir, infarkt
alaminda PMNL birikimini azaltir, C5a iiretimini baskilayarak 16kosit adezyon reseptorlerinin
salinimim ve 16kosit kemotaksisini onler (12,13). Sonug olarak direkt endotelial hasara neden
olan C5b-9 kompleks olusumu sCR1 tarafindan baskilanir (14).

Karaciger IR hasarinda hayvanlar sCR1 ile tedavi edilmisler ve post iskemik karacigerde
postiskemik karacigerde uzun reperfiizyon periyodunda lokosit PMNL birikiminde anlamli
derecede azalma saptamislardir (17). Bu galismada ayrica reperfiizyon hasarmin ge¢ donemi
boyunca karaciger nekrozuda anlamh diizeyde azalmistir. SCR1 oksidatif stresin indiikledigi
kupffer hiicrelerini bloke ederek koruyucu etki gosterir. Karaciger fonksiyonlarmi ve
mikrovaskiiler perfiizyonu iyilestirir. KC enzim diizeylerinde ve Parankimal hiicre hasarinda
anlamli azalma saptanmustir (18). KC fonksiyonlar diizeldikge KC’den salinan safra miktarida
artmistir.

sCR1 ile tedavi edilen hayvanlarda sinozoidal kan akiminin diizelmesi interstisyel
ddemin azalmasina endotel hiicrelerindeki sismenin azalmasina baglidir. Bununla birlikte, hem
platelet hemde lokosit agregasyonundaki inhibisyona bagli fibrin birikiminin azalmasi
sinozoidlerdeki mekanik blokaj1 ortadan kaldirir, asiner hiicre perfiizyonunu ve parankim hiicre

hasar1 6nlenmis olur. sCR1 karaciger greftindeki l6kosit adezyonunu etkili bigimde azaltir (18).
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Barsak IR hasarinda kompleman inhibitorii olarak sCR1 kullanildiginda mukozal
hasarlanmada azalma, vaskiiler permeabilite de azalma ve sagkalimda artig goriilmiigtiir.

(15,16)

Allogreft cevabi iizerine sCR1 ile yapilan bir galismada ise plazma kompleman
aktivasyonu %90 ‘in iizerinde baskilanms, doku C3 ve MAK birikimlerinde azalma
goriilmiistiir. Ayrica lokosit infiltrasyonunda azalma ve greft Omriinde artis saptanmigtir
(19,20).

Reperfiizyon hasarina karsi iskemik dokuyu korur. Ratlarda IR hasar1 olusturulan
intestinal modellerinde sCR1 ile tedavi edildiginde perfiize olan siniizoid sayisinda artig
saptanmustir. Ayrica reperfiizyon 6ncesi SCR1 verilmesi karaciger ve bobrek transplantasyonda

soguk iskeminin etkilerine ve doku hasarina kars1 koruyucu rol oynamaktadir (91).

2.6.2 C1 Inhibitérii:
C1 inhibitérii de (C1 INH) bir serin proteaz inhibitdrii olup birgok farkli proteazi inhibe
eden kompleman inhibitoriidiir;
e Kompleman sisteminde Clr, Cls ve MASP “ yi
e Kontakt sistemde Faktor 12 ve kallikreini
e Koagiilasyon sisteminde Faktor 11 ve trombini
e Fibrinolitik sistemde tPA ve plazmini inhibe eder
e Kompleman klasik yolunu bloke eder ve kompleman aktivasyonunu azaltir.

e C1 inhibitdriiniin komplemanin alternatif yolunda hi¢bir etkisi yoktur (93).

C1 inhibitérleri protektif sitokin olan IL10 ve IL6 diizeyini artirarak antiinflamatuar etki
gosterir (94). Koroner arter tikanmasini takiben gelisen myokard iskemi reperfiizyon hasarinda
C1 INH’iin hasar1 belirgin azalttig1 gosterilmistir (95,96). Organ transplantasyonlan sirasinda
da IR hasar sonucu kompleman aktivasyonu meydana gelir. Kompleman aktivasyonu ve ilgili
patolojik olaylarda C1 INH ile 6nlenebilir. C1 INH organ naklinden 6nce (97,98), perfiizyon
sirasinda ve perfiizyon soliisyonlarina eklenerek kullamlabilir (99). C1 INH endotel hiicrelere
baglanarak tiim fonksiyonel kapasitesini korur. Boylece transplante edilecek organa bagl

komplikasyonlar énemli 6l¢iide azaltilmis olur (100).
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2.7 GLUTATYON

Glutatyon, 1888 yilinda Rey Pailhade tarafindan kesfedilmis ve 1930 yilinda da
glutatyonun L-glutamil-sisteinil-glisin yapisinda bir tripeptit oldugu ortaya konulmustur
(101,102,103). Glutatyon ana olarak karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir
tripeptittir. Biyosentez, sitoplazmada yer alan L-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz
enzimlerinin katalizi ile ger¢eklesmektedir. Hiicre igi yapilar ve diger hiicrelerin glutatyon
ihtiyac1 sentezlenen glutatyonun plazma ve interselliiler membranlarda yer alan 6zgiin tasiyici
proteinlerle aktarilmas: ile karsilanmaktadir. Glutatyon hiicre i¢i major olmayan bir protein olan
tiyoldiir. Hiicrede serbest ya da gesitli molekiillere bagl olarak bulunabilmektedir. Serbest

glutatyon formu indirgenmis (GSH) veya oksitlenmis tiyol formlarinda bulunur.

GSH hiicre i¢i antioksidan sisteminin bir iiyesi olup, hiicre redoks dengesinin
saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Peroksitleri, daha az zararh olan yag asitlerine, su ve
GSH disiilfidlerine doniistiiriir. Antioksidan islevinin yam sira sinyal iletisinin modiilasyonu,

hiicre proliferasyonu ve immiinolojik cevapta da islevleri tanimlanmugtir. (103,104).

GSH bunlarin disinda;
1) DNA’ nin deoksiriboniikleotid dnciillerinin sentezinde gorev alir.
2) Esansiyel-SH gruplar igeren enzimlerin koruyucusu ve aktivatorii olarak gorev yapar.
3) GSH-peroksidaz gibi antioksidan enzimler igin kofaktor olarak galigir.
4) Hiicre igin toksik olan sisteini depo eder.
5) Hiicre i¢i bakir tagimimu ve detoksifikasyonda gorev yapar.

GSH hiicre icerisinde 6zellikle hidrojen peroksit (H,0,) detoksifikasyonu sirasinda
oksitlenmektedir. Oksidasyona ugrayan tiyollerin indirgenmesi ya da olasi ise denovo
biyosentez ile geri kazanimi NADPH bagimh glutatyon rediiktaz, thiyol transferaz ve
glutaredoksin rediiktaz enzimleri tarafindan saglamir. GSSG ve protein tiyolleri ile karigik
disiilfitler bu enzim sistemleri tarafindan GSH’a gevrilir (105,106).

GSH’nin ¢esitli molekiillerle konjugasyonu, hiicre GSH degerinin diismesi nedenleri
arasinda yer almaktadir. GSH’nin kiigiik molekiillerle olusturdugu bu konjugatlar hiicreden
atilir. Konjugasyon veya atilim nedeni ile olan GSH miktarindaki azalma, hepatositlerde
biyosentez ile ya da eksojen GSH alimmu ile karsilanir. Hiicre i¢i GSH'min diigmesi erken

dénemde hiicrede adaptif yamt olusturarak GSH biyosentezini arttirmaktadir (107,108,109).
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Yiiksek GSH degeri hiicre fonksiyon ve canliligimin bir gostergesi olarak kabul edilir
(110). Bunun aksine GSH derisiminin diismesi hiicre i¢i savunma sisteminin zayiflamasinin ve

mitokondriyal hasarin belirteglerinden olarak kabul edilir (111).

Hiicrenin apoptozisi baglatmasi ya da devam ettirmesinde, hiicre i¢i GSH seviyesinin
onemli oldugu goriilmiistiir. Hiicre i¢i GSH seviyesi diisiik oldugunda, hiicre i¢i ROM artmakta
ve apoptotik yolda rolii olan kaspaz aktivasyonu uyarilmaktadir (105,112).

Mitokondriyal ve sitoplazmik glutatyonun tiiketilmesi, apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
sinyalini olusturur. GSH’daki azalma mitokondri transmembran potansiyelini degistirmekte, bu
da mitokondrinin hizli bir sekilde fonksiyonunu kaybederek, sitokrom C’nin sitoplazmaya

salinimina sebep olmaktadir. Bylece apoptozise giden yol tetiklenmektedir (105) .

2.8 MALONDIALDEHIT

Serbest oksijen radikallerinin; savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak gekilde
fazla olusmalar1 sonucu, metabolizmada zararh etkiler olusturur. SOR’den en yiiksek oranda
etkilenen bilesik lipidlerdir. Membranlarda bulunan fosfolipidlerdeki doymamis baglar ve
kolesterol, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek, peroksidasyon iiriinlerini meydana

getirir. Lipid peroksidasyonunun en nemli iirtinii malondialdehittir (113,114).

Olusan malondialdehit; hiicre membranlarindan iyon aligverigine etki ederek ve
membrandaki bilesiklerin c¢apraz baglanmasma yol agarak, iyon gegirgenligi ile enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Malondialdehit bu &zelliginden
dolayr, DNA’nin nitrojen bazlar ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolay1 da malondialdehit
mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (115,116).

2.9 SITOKINLER

Diger hasar olusturan mediatérler ile kiyaslandiginda sitokinlerin dokularda olusturdugu
etki daha onemlidir. Sitokinler, karaciger hiicreleri tarafindan, en gok kupffer ve SEC’lerden
iiretilir. Bircok molekiil tanimlanmig olmakla birlikte, TNF o, IL 1 ve IL 6 dnemli olan
molekiillerdir. Colletti ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, uzamig iskemik donemlerin
sitokinlerin asi1 salimmina neden oldugu gdsterilmis ve TNF o’nin hepatosit ve SEC
apoptozisini baglatug goriilmiistiir. Kupffer hiicrelerinden TNF a saliniminin engellenmesi ile

soguk ve sicak iskemi modellerinde reperfiizyon hasarimn azaldig1 gosterilmistir (84).
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[skemi sonras1 gelisen doku hasari, proinflamatuar sitokinlerin salimimu ile inflamatuar
yanitin olusmasina neden olmaktadir. Bu sitokinler arasinda TNF o, konakei yanitinin
olusmasina yol agan ilk ve en giiglii mediatordiir (117). TNF a; monositler, makrofajlar ve T
hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Travmaya yanit olarak TNF a salinim hizli ve kisa
siirelidir. Proinflamatuar uyariy1 takiben TNF a diizeyi hemen yiikselir ve bagta IL 1 ve IL 6
olmak iizere diger sitokinleri aktive eder, sonra gok ¢abuk kaybolur. Endotoksin uyarisi ile akut
inflamatuar yanit olusturulan deneysel ¢alismalarda, TNF o salimminin monofazik bir egri
izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat iginde TNF a diizeylerinde diisme saptandig
bildirilmektedir (63). Yar1 omrii 15-18 dakika olmasina ragmen, TNF a’nin dolagimda kisa
siireli olmasi bile nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve déngiiniin

sonraki basamaklarindaki sitokinlerin aktive olmasina neden olmaktadir.

TNF o’min diger fonksiyonlar1 arasinda; koagiilasyonun faktorlerinin aktivasyonu,
platelet aktive edici faktor (PAF), prostaglandin E2 (PGE2), glukokortikoidler ve

eikosanoidlerin saliniminin arttirilmasi yer almaktadir (118).

iskemi ve reperfiizyon hasarinda salinan diger 6nemli bir mediator IL 6’dir. IL 6’nin
iskemi sonrasi olusan antiiflamatuar déngil lizerine ¢esitli mekanizmalar aracihig1 ile mediator
etkisi vardir. Akut faz yamtiun modiilasyonunu saglar. Immun yamtin ve hematopoezin
diizenlenmesinde gorev alir. IL 6 ayrica a-glukoprotein, fibronektin gibi antibakteriyel triinleri
de kapsayan akut faz proteinlerinin hepatik sentezini indiiklemektedir. IL 6’nin major
indiiktsrleri TNF o ve IL-1p’dur. Biitiin hiicre tipleri tarafindan sentezlenebilirler. IL 6, doku
harabiyetinin boyutu ile plazma/serum diizeyleri arasinda korelasyon gosteren duyarli ve erken
bir belirte¢ olarak goriilmektedir (119). Iskemiden sonraki 60 dakika i¢inde dolagimdaki diizeyi
dlgiilebilir, 4-6 saatte en iist diizeye ulasir ve dolasimda kalma siiresi 10 giine kadar uzayabilir.
Olciilebilirliginin kolay olmasinin nedeni daha uzun bir yan 6mrii olmasidir. IL 6’nin ulastif

kan diizeyi doku hasar ile dogru orantilidir. Iskemi sirasinda IL 6’mn kan diizeyi yiikselir.

Yapilan caligmalarda IL 6 aktivasyonu ve salimmina TNF a bagiml mekanizmalarin
aractlik ettigi bildirilmekte olup ¢oklu organ yetmezliginden 6len hastalarda dolasimda TNF a
ve IL 6 diizeylerinin dramatik olarak yiikseldigi bildirilmisgtir. Ozellikle de IL 6 artiginin %100
mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir (120,121).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari:

Bu calisma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapilmigtir.
Caligmada her biri 200-250 gram arasinda degisen 24 adet erkek Winstar albino ratlar
kullamlmistir. Ratlar ¢alismaya baslamadan bir hafta once iiretim merkezinden arastirma
merkezine getirilerek deney zamanina kadar, sicakhigi +22 OC ye ayarlanmis bir odada 12 saat
giindiiz, 12 saat gece ortaminda tutulmuslar, su ve standart yem ile beslenmislerdir. Ratlar
deneyden iki saat dnce ag¢ birakilip, su kisitlamasi yapilmamistir. Bu ¢alisma 6ncesinde galisma
projesi, tiniversitemiz “Hayvan Deneyi Etik Kurulu” tarafinca onaylanmis ve ¢alismada tiim
cerrahi girisimler “National Institutes of Health, Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” kurallarina uygun olarak gergeklestirilmistir.

Cahsma Gruplar::
Grup 1: IR (6 Rat)
Grup 2: sCR1 (6 Rat)
Grup 3: IR + sCR1 (6 Rat)
Grup 4: Kontrol (6 Rat)
3.2. Anestezi:
Biitiin hayvanlarin anestezisi, 50 mg/kg Ketamin Hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi
Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, Istanbul) ve 7 mg/kg xylazine Hidroklorit’ in (Rompun,

Bayer Sisli. Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandi.

Grup 1 (iskemi Reperfiizyon grubu, 6 Rat): SMA 60 dakika klemplenmesi ile iskemi
ve takiben reperfiizyon olusturuldu. Ardindan 4 giin sonra laparatomi ile biyokimyasal ve

patolojik inceleme igin KC, bobrek, Ince barsaktan doku ve VCI’dan kan 6rnegi alindu.

Grup 2 (sCR1 grubu, 6 Rat): Laparatomiyi takiben intravenoz olarak sCR1 verildi.

Dért giin sonra ratlardan doku ve kan 6rnekleri alindi.
Grup 3 (IR ve sCR1 grubu, 6 Rat): SMA 60 dakika klemplenmesi ile iskemi sonrasi

60. dakikada intravendz sCR1 verildikten 1 dakika sonra reperfiizyon uygulandi. Dort giin

sonra kan ve doku drnekleri alindi.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlar::

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapilmistir.
Calismada her biri 200-250 gram arasinda degisen 24 adet erkek Winstar albino ratlar
kullamlmistir. Ratlar calismaya baslamadan bir hafta once iiretim merkezinden arastirma
merkezine getirilerek deney zamanina kadar, sicaklign +22 °C ye ayarlanmus bir odada 12 saat
giindiiz, 12 saat gece ortaminda tutulmuslar, su ve standart yem ile beslenmislerdir. Ratlar
deneyden iki saat once ag birakilip, su kisitlamas: yapiimanistir. Bu ¢aligma dncesinde ¢alisma
projesi, tiniversitemiz “Hayvan Deneyi Etik Kurulu” tarafinca onaylanmis ve ¢alismada tiim
cerrahi girisimler “National Institutes of Health, Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals” kurallarina uygun olarak gerceklestirilmisgtir.

Calhisma Gruplar:
Grup 1: IR (6 Rat)
Grup 2: sCR1 (6 Rat)
Grup 3: IR + sCR1 (6 Rat)
Grup 4: Kontrol (6 Rat)
3.2. Anestezi:
Biitiin hayvanlarin anestezisi, 50 mg/kg Ketamin Hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi
Warner-Lambert ila¢ sanayi, Levent, Istanbul) ve 7 mg/kg xylazine Hidroklorit’ in (Rompun,
Bayer Sisli. Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandi.

Grup 1 (iskemi Reperfiizyon grubu, 6 Rat): SMA 60 dakika klemplenmesi ile iskemi
ve takiben reperfiizyon olusturuldu. Ardindan 4 giin sonra laparatomi ile biyokimyasal ve

patolojik inceleme igin KC, bobrek, Ince barsaktan doku ve VCI’dan kan 6rnegi alind1.

Grup 2 (sCR1 grubu, 6 Rat): Laparatomiyi takiben intravenéz olarak sCR1 verildi.

Dért giin sonra ratlardan doku ve kan 6rnekleri alindi.
Grup 3 (IR ve sCR1 grubu, 6 Rat): SMA 60 dakika klemplenmesi ile iskemi sonrasi

60. dakikada intravensz sCR1 verildikten 1 dakika sonra reperfiizyon uygulandi. Dort giin

sonra kan ve doku drnekleri alindi.
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Grup 4 (Kontrol grubu, 6 Rat): Laparatomiyi takiben dérdiincii giin doku ve kan

ornekleri alind.

3.3. sCR1 ‘IN Uygulams1 Ve Sivi Replasmam:

[skemiden 60 dakika sonra ve reperfiizyondan 1 dakika once, sCR1 (TP10, Avant
Immunuthrapeutics Inc. Needham, MA) 15 mg/kg dozda IV olarak ringer laktat igerisinde
kuyruk veninden iv verildi. Ilacin ve cerrahi uygulamamn getirecegi sivi agigim kargilamak
amaci ile her rata ortalama 2 cc ringer laktat ve 3 cc % 5 dekstroz, karn insizyonu
kapatilmadan once intraperitoneal verildi. Anesteziden sonra uyanma siireleri, ortalama dort
saat olup ratlarin beslenme ve siv1 alimlar takip edilerek, idrar ¢ikislan gozlendi. Ik 24 saat

icinde tek doz fentanyl tiim ratlara 0,02 mg dozda subkiitan olarak uyguland.

3.4. CERRAHI TEKNIK

Hazirhk: Islem oncesi ratlar tartildi. Anestezi alan ratlarin, insizyon sahasi traslandi.
Povidon iyot ile cilt antisepsisi saglandiktan sonra, ameliyat diizenegine kol ve bacaklar tesbit
edildi. Diizenek aspirasyon riskini énlemek amaciyla, 30 derece egimli tutuldu ve steril ortii
insizyon alam agikta kalacak sekilde kapatildi. Ratlara kuyruk veninden sCR1 verilmesi i¢in
damar yolu acildi.

insizyon: Ust orta hat insizyonu, kanama daha az olaca@ diisiiniilerek tercih edildi.

iskemi: SMA disseke edildikten sonra SMA’ya yerlestirilen mikrovaskiiler klemp ile
sagland1. Iskemi siiresi 60 dakika olarak uygulandi (Resim 1).

Reperfiizyon: Altmis dakikalik bekleme siiresi dolduktan sonra klemp kaldirildi ve
reperfiizyon saglandu.

iskemi Siiresini Bekleme: Iskemi siirecinde olan ratlara, 2 cc ringer laktat intraperitoneal

olarak verildikten sonra insizyon tek tabaka halinde 2 adet dikis ile yaklagtirildi. Insizyon

{izerine steril spang kapatilarak, 1s1 lambas: altinda 60 dakika bekletildi ve 1s1 kontrolii saglandi.
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islem Sonrasi Gozlem: Tiim ratlarin insizyonu 3/0 ipek kullamlarak 2 tabaka halinde
kapatildi. Kapatilmadan 6nce %35 lik dekstroz 3 cc intraperitoneal olarak verildi. Anestezi etkisi

gecene kadar viicut 1s1s1 ve solunumu normal olacak sekilde izlendi.

Sakrifikasyon: Ameliyat sonrasi dordiincii giin, ratlar anestezi altinda sakrifiye edildi.
Once sitokin ve organ fonksiyon parametreleri analizi igin gerekli 5 cc ven6z kam vena kava
inferiordan alindi, Ardindan karaciger sol lobu, sag bobrek ve parsiyel ince barsak eksize

edilerek immunhistokimyasal ve biyokimyasal parametreler i¢in ayrildi (4,5,6,7)

Hepatektomi: Karaciger sol lobu total eksize edildi (Resim 4).
Nefrektomi: Sag bobrek ¢ikartildi (Resim 5 ).

Parsiyel ince barsak rezeksiyonu: 5 cm’lik ince barsak segmenti (jejunum) eksize edildi

(Resim 6 ).

Resim 1: SMA ‘nin disseksiyonu
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Resim 3: Kuyruk veninden sCR1 verilmesi
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Resim 5: Sag Nefrektomi
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Resim 7: Vena Kava Inferiordan Kan Orneklerinin Alinmasi
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3.5. ARASTIRMA PARAMETRELERI
Arastirmada kontrol ve deney gruplarinda;

3.5.1 Biyokimyasal analiz

BFT, KCFT, T.protein, Albumin, TNF a ve IL 6 Tayini:

Sakrifikasyon sonrasi vena kava inferiordan kan omekleri (5 cc) alindiktan sonra
santrifiij edilerek -70 C°’de siv1 nitrojende dondurularak saklanan serum 6rneklerinde; Bobrek,
(BUN- Kreatinin), Karaciger (AST-ALT) fonksiyon testleri, Total protein, Albumin diizeyleri
ve Sitokinler (INF o ve IL 6) Baskent Universitesi Biyokimya Boliimiince degerlendirildi.
Tiim biyokimyasal analizler ¢ift ¢aligma seklinde gerceklestirildi (Resim 7)

Ratlarda serum TNF a ve IL 6 seviyeleri ELISA kit (Invitrogen® ,Camarillo, CA)

uygulama yontemine gore kantitatif olarak belirlendi.

Serum Kreatinin, BUN, Albumin, Total protein, AST, ALT, Abbot® Architect C800
yontemine uygun olarak serum kreatinin Jaffe metoduna gére, serum total protein ve albumin

diizeyleri kolorimetrik test ile ve BUN, AST, ALT diizeyleri ise UV test ile belirlendi.

3.5.2 Immiinohistokimyasal Analiz:

Sakrifikasyon sonrasi ratlardan alinan karaciger sol lobu, sag bobrek ve 20 cm’lik
jejunal segment formol igerisinde saklandi. Doku kesitleri poly-L Lysin kapli lamlara alindi.
60° C sicaklikta etiivde 1 gece bekletildi. 30 dakika ksilende, 15°er dakika alkolde bekletildi.
Cesme suyunda yikandiktan sonra citrat buffer ile 20 dakika mikrodalga da “antijen retrieval”
islemi uyguland1. 20 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra gesme suyunda yikand: ve %3’liik
H,0,’ye alindi, ardindan PBS ile yikandi. 5 dakika Ultra V Block uyguland: ve yine PBS ile
yikandi. 1/200 oraninda antikor damlatildi, 2 saat beklendi. PBS ile 10 dakika yikandi. 20
dakika biotin, 20 dak avidin, 15 dakika DAB chromogen uyguladi. Her seferde PBS ile yikandi.
Mayers hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapildi.

Mikroskopik degerlendirme: Welbourn ve ark. ¢alismasi ornek olarak alindi (140). Her

grup kendi iginde degerlendirildi. Lamlarda 10 biiyiik biiyiitme alaninda sitoplazmik gii¢lii
MPO pozitifligi gosteren nétrofiller kor yontemle sayildi.
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3.5.3 Dokuda MDA ve GSH Analizi:
Doku MDA Derisiminin Saptanmasi:

Doku drneklerinde MDA ve rediikte glutatyon (GSH) analizleri iginince barsak, bobrek
ve karaciger doku homojenatlar1 sogukta 0,15 M KCl iginde (%10, w/v) cam homojenizatorler
kullanilarak hazirlandi.

Lipid peroksidasyon belirteci olarak doku MDA derigimi Beuge ve Aust tarafindan
tanimlanan yonteme gore analiz edildi. Yontem, MDA’mn tiyobarbitiirik asit ile yaptigi
kompleksin kalorimetrik olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir. Bu yonteme gore bir hacim
doku homojenat drneginin iki hacim stok reaktif (0,25 N HCI iginde %14 trikloroasetik asit ve
% 0,375 tiyobarbitiirik asit igeren ) ile reaksiyona girmesi sonrasinda hazirlanan reaksiyon
karisimlan 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildikten sonra sogutulup, 1000 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatantlarin absorbans: spektrofotometrik olarak 535 nm’de reaktif
kori'ne karsi olgiildii. Molar ekstinksiyon katsayis1 (1,56x10° M!' ecm ) kullamlarak
hesaplanan sonuglar nmol MDA/gram doku olararak ifade edildi.

Doku GSH Derisiminin Saptanmasi

Doku homojenatlarinda rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri Ellman tarafindan
tammlanan siilfidril grup analizi prensibine gore tayin edildi. Bu yontemde orneklerin
deproteinizasyonu sonrasinda Ellman’in renk reaktifi (%40 DTNB, w/v %I sodyum sitrat
icinde) ile siipernatantlarin reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin absorbansi 412 nm’de
reaktif koriine kars: spektrofotometrik olarak dlgiildii. GSH derisimleri GSH egrisi kullanilarak
hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/mg doku olarak ifade edildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Arastirma bulgularinin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 paket programu ile yapilmistir.
[statistiksel analizde merkezi dagilim dlgiitleri olan ortalama ve standart sapmalar hesaplanmus,
nonparametrik verilerin analizinde nominal degerlerin gruplar aras: farkliliklar1 Kruskal-Wallis
varyans analizi testi kullanilarak gergeklestirilmistir ve p<0.05 degerler anlaml olarak kabul
edilmistir. Alt grup karsilastirmalarn Mann-Whitney Testi kullamlarak yapildi. Sonuglar o
anlamlilik seviyesi born fenomeni diizeltmesi uygulanarak <0,008’den kii¢iik olma durumu

anlamli kabul edilerek yorumlandi.
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4. SONUCLAR

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda Total protein, BUN ve Kreatinin diizeyi Kruskal-
Wallis varyans analizi testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunmazken diger tiim
veriler anlamli bulunmustur (p<0.05). Total protein, BUN ve Kreatinin diizeyleri hem lokal
organ hasari, hemde uzak organ hasari sonucu kontrol grubu ile karsilastinldiginda IR,

[R+sCR1 ve sCR1 grublan arasinda anlamli fark bulunmamigtir. (p>0.05)

4.1. PATOLOJI

Myeloperoksidaz pozitif notrofil sayisi agisindan gruplar karaciger, bobrek ve barsak
dokular1 agisindan karsilagtinlldiginda istatistiksel anlamh fark bulunmustur (p<0.05).
Myeloperoksidaz pozitif notrofil sayis1 gruplar arasinda karsilastirildiginda 1. grup (IR) ile
diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur (p<0.008). Ancak diger
gruplar kendi aralarinda karsilastirildifinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamigtir
(p>0.008), (Resim 8,9,10,11,12,13,14,15,16,17).

Tablo 1: KC, Bébrek Ve Bagirsak Dokusunda Myeloperoksidaz Pozitifligi Gosteren Notrofil
Sayisi I¢in Ortalama Nétrofil Sayis1 Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA ORTALAMA STANDART

RAT NOTROFIL SAYISI HATA
DEGERLERI

GRUP 1: (iR, KC) 29,83 +53
(IR, BOBREK) 24,16 +5,7
(IR, BARSAK) 59,5 +11,3

GRUP 2: (sCR1, KC) 8.3 +4.1
(sCR1, BOBREK ) 7,156 +2.8
(sCR1, BARSAK) 12,66 +4.3

GRUP 3: (IR+sCR1, KC) 10,5 +1,4
(iR+sCR1, BOBREK) 11,33 +2.1
(IR+sCR1, BARSAK) 25,53 +5,5

GRUP 4: (KONTROL, KC) 9.8 +3.5
(KONTROL, BOBREK) 11,8 +3.4
(KONTROL, BARSAK) 17,8 +4,1
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Grafik 1: Karaciger, Bobrek Ve Bagirsak Dokusunda Myeloperoksidaz Pozitifligi Gosteren
Nétrofil Sayisi I¢in indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi
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Resim 8: Ince Barsak Grup 1°de (IR) MPO Pozitif Notrofil Boyamalar1 (x400) okla

isaretlenmistir.

31



Resim 10: Ince Barsak Grup 3 (IR+sCR1) ‘de MPO Pozitif Nadir Nétrofil boyamalari (x400)
okla isaretlenmistir.




Resim 11: Ince barsak dokusu 4. grupta MPO pozitif nétrofil goriillmemekte (x400)

Resim 12: Karaciger Dokusu 1. Grupta MPO Pozitif Notrofil Boyamalar1 (x400) okla
isaretlenmistir.




Resim 13: Karaciger Dokusu Grup 2’de (sCR1) MPO Pozitif Nétrofil Gériilmemekte (x400)

Resim 14: Karaciger Dokusu Grup 3’de (IR+sCR1) MPO Pozitif Nadir Notrofil Boyamalari
(x400) okla isaretlenmistir.




Resim 15: Bébrek Dokusu Grup 1°de (IR) MPO Pozitif Notrofil Boyamalar (x400)

Resim 16: Bobrek Dokusu Grup 2°de (sCR1) MPO Pozitif Notrofil Goriilmemekte (x400)




Resim 17: Bobrek Dokusu Grup 3°de (IR+sCR1) MPO Pozitif Nétrofil Gértilmemekte (x400).

4.2. BIYOKIMYASAL ANALIZ

Aspartat aminotransferaz agisindan gruplar karsilastirildiginda  gruplar  arasinda
istatiksel anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda 1. grup
(IR) ile diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamh fark bulunmugtur (p<0.008). Ancak
diger gruplar kendi aralarinda kargilastinldiginda

bulunmamustir (p>0.008).

istatistiksel

Tablo 2: AST I¢in Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA AST ORTALAMA
RAT DEGERLERI STANDART HATA
GRUP 1: (IR) 171,67 £35,8
GRUP 2: (sCR1) 72,17 +9.6
GRUP 3: (IR+sCR1) 71,83 +5,91
GRUP 4: (KONTROL) 110,67 +6,68
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Grafik 2: AST Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Kargilastirilmali Dagilim

200

150 -

100 -

AST (UL)

50

0 -

GRUPLAR

Alanin aminotransferaz agisindan gruplar karsilastinldiginda gruplar arasinda fark
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05). Gruplar kendi arasinda
karsilagtirildiginda 1. grup (IR) ile diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmustur (p<0.008). Ancak diger gruplar kendi aralarinda karsilastirldiginda istatistiksel
agidan anlamli fark bulunmamustir (p>0.008).

Tablo 3: ALT i¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA ALT ORTALAMA
RAT DEGERLERI STANDART HATA
GRUP 1: (IR) 75,67 +17,24
GRUP 2: (sCR1) 39,17 +5,49
GRUP 3: (IR+sCR1) 32,33 *7.17
GRUP 4: (KONTROL) 38,5 +5,54
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Grafik 3: ALT Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi

BUN igin gruplar kargilastinldiginda grupl (IR) ile diger gruplar (sCR1, IR+sCRI,
Kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Gruplar
kendi arasinda karsilastinldiginda 1. grup (IR) ile diger gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli fark bulunmustur (p<0.008). Ancak diger gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda
istatistiksel a¢idan anlamli fark bulunmamistir (p>0.008).

GRUPLAR

Tablo 4: BUN i¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA BUN ORTALAMA
RAT DEGERLERI STANDART HATA
GRUP 1: (IR) 31,83 2,04
GRUP 2: (sCR1) 23,5 225
GRUP 3: (IR+sCR1) 22,67 3,73
GRUP 4: (KONTROL) 26,13 +4.61
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Grafik 4:BUN Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi
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Tablo 5: Kreatinin I¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA CREATININ | ORTALAMA STANDART
RAT DEGERLERI HATA
GRUP 1: (IR) 0,56 0,057
GRUP 2: (sCR1) 0,53 +0,081
GRUP 3: (IR+sCR1) 0.49 0,056
GRUP 4: (KONTROL) 0,46 +0,027

Grafik 5: Kreatinin indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi
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Total protein degerleri i¢in gruplar karsilastinldiginda gruplar arasinda istatiksel fark
anlamli bulunmamistir. (p>0.008).

Tablo 6: Total Protein I¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA TOTAL PROTEIN ORTALAMA
RAT (gr/dL) DEGERLERI STANDART HATA
GRUP 1: (IR) 6,61 +0,34
GRUP 2: (sCR1) 7,05 +0,45
GRUP 3: (IR+sCR1) 6.45 0,23
GRUP 4: (KONTROL) 6.5 +0.28

Grafik 6:Total protein Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Kargilagtinlmali Dagilimi
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Albumin icin gruplar karsilastinldiginda gruplar arasinda istatiksel fark anlaml
bulunmamustir. (p>0.008).

Tablo 7: Albumin I¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA ALB_UMiN ORTALAMA STANDART
RAT DEGERLERI HATA
GRUP 1: (IR) 3,33 +0,21
GRUP 2: (sCR1) 4,05 +0,20
GRUP 3: (IR+sCR1) 3,65 +0,16
GRUP 4: (KONTROL) 3,66 +0,13

Grafik 7: Albumin Indeks Degerlerinin Gruplar Aras1 Karsilagtirilmali Dagilimi

Albumin (gr/dL)

TNF o i¢in gruplar kendi arasinda karsilagtirildifinda 1. grup (IR) ile diger gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur (p<0.008). Ancak diger gruplar kendi

aralarinda kargilastirldiginda istatistiksel agidan anlamh fark bulunmamustir (p>0.008).
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Tablo 8: TNF a Igin Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA TNF « ORTALAMA STANDART
RAT DEGERLERI HATA
GRUP 1: (IiR) 15,7 +0,52
GRUP 2: (sCR1) 5,5 +0,38
GRUP 3: (IR+sCR1) 54 +0,66
GRUP 4: (KONTROL) 5,6 +0,27

Grafik 8:TNF o Indeks Degerlerinin Gruplar Arasi Kargilagtirilmali Dagilimu
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IL 6 i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda 1. grup (IR) ile diger gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur (p<0.008). Ancak diger gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamustir (p>0.008).

Tablo 9: IL 6 i¢in Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

ORTALAMA IL 6 ORTALAMA STANDART
RAT DEGERLERI HATA
GRUP 1: (IR) 59.8 +8,49
GRUP 2: (sCR1) 33,3 5.6
GRUP 3: (IR+sCR1) 38,6 +8,6
GRUP 4: (KONTROL) 30,3 123
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Grafik 9: IL 6 indeks Degerlerinin Gruplar Aras1 Kargilagtiriimali Dagilimi
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4.3. DOKUDA MDA VE GSH ANALIZI

MDA igin gruplar karaciger, bobrek ve barsak dokulari agisindan karsilagtirildiginda
grupl (IR) ile diger gruplar (IR ile sCR1, IR+sCR1, Kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.008). Grup 2 (sCR1), Grup 3 (IR+sCR1) ve Grup 4 (Kontrol) ise
kendi aralarinda ke, bobrek ve barsak dokulari MDA diizeyleri arasinda istatiksel fark anlaml
bulunmamustir (p>0.008).

Tablo 10: Doku MDA Diizeyi Igin Ortalama Degerler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

MDA (nmol/g doku) MDA (nmol/g doku)
RAT ORTALAMA STANDART HATA
DEGERLER
GRUP 1:(IR, KC) 40,21 +1,7
(iR, BOBREK) 32,58 +1.5
(IR, BARSAK) 36,6 + 1,75
GRUP 2: (SCR1, KC) 32,3 +1,4
(SCR1, BOBREK) 26,6 +1.8
(SCR1, BARSAK) 28,98 +1,25
GRUP 3: (IR+SCR1, KC) 32,7 +2.8
(IR+SCR1, BOBREK) 26.8 +1,48
(iR+SCR1, BARSAK) 29,58 +2.24
GRUP 4: (KONTROL, KC) 34,1 +0,98
(KONTROL, BOBREK) 24,9 +1,04
(KONTROL, BARSAK) 29,08 +0,97
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Grafik 10: Doku MDA Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmali Dagilimi
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GSH icin gruplar karaciger ve barsak dokular: agisindan kargilastirildiginda grupl (IR)

ile diger gruplar (iR ile sCR1, IR+sCR1, Kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0.008). Grup 2 (sCR1), Grup 3 (IR+sCR1) ve Grup 4 (Kontrol) ise kendi

aralarinda ke ve barsak dokulari GSH diizeyleri arasinda istatiksel fark anlamli bulunmamugtir

(p>0.008). Fakat GSH bobrek dokusunda tiim gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml fark

bulunmamustir (p>0.008).

Tablo 11: Doku GSH Diizeyi i¢in Ortalama Degetler Ve Ortalama Standart Hata Degerleri

GSH (pmol/g doku) GSH (pmol/g doku)
RAT ORTALAMA STANDART HATA
DEGERLER

GRUP 1 (IR, KC) 3,37 +0,51
(IR, BOBREK) 2,83 +0,45
(IR, BARSAK) 2,56 +0,44
GRUP 2: (SCR1,KC) 4,55 +0,39
(SCR1, BOBREK) 3,8 +0,33
(SCR1, BARSAK) 6,39 +0,27
GRUP 3: (IR+SCR1, KC) 4,43 +0,40
(IR+SCR1, BOBREK) 3,68 +0,46
(IR+SCR1, BARSAK) 6,44 +0,46
GRUP 4: (KONTROL, KC) 4,42 +0,2
(KONTROL, BOBREK) 4,28 +0,33
(KONTROL, BARSAK) 6,78 +0,21
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Grafik 11: Doku GSH Degerlerinin Gruplar Arast Karsilastirilmali Dagilimi
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5. TARTISMA

Intestinal ve diger organlarin lokal IR hasarindaki etkileri bir ¢ok ¢alismada aragtirilmis ve
iR hasan iizerinde kompleman inhibitorlerinin etkili oldugu gosterilmistir. Son yillarda IR

hasarinin sistemik etkileri ¢ok dikkat ¢cekmeye baglamustir.

Iskemi reperfiizyon hasar1 dokunun gegici olarak kan akimindan yoksun birakilmasi ve
takiben kan akiminin geri dénmesi sonucu ciddi bir sistemik inflamatuvar cevabin baslamas ile
karakterizedir. iskemi lokal bir olaydir, ancak revaskiilarizasyon sonrasi iskemik dokudan
salinan mediatorler sistemik dolasima geger ve diger organlan etkiler. Multiorgan
disfonksiyonuna sebep olabileceginden IR hasar sistemik bir fenomendir. Organlarda iskemiye
neden olan olaylarin basinda; travma cerrahisi, vaskiiler cerrahi, organ transplantasyonlar ve
hemorajik sok gelmektedir. Kan akiminin kesilmesini takiben ortaya g¢ikan sistemik
disfonksiyonun nedeni repefiizyon sonrasi meydana gelen hiicre hasar1 ve organ hassasiyetinin
artmasidir (122,123). Sistemik hasara neden olan faktorler; SOR, lokosit migrasyonu ve
aktivasyonu, siniizoidal endotelyal hiicre hasari, mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler,

koagiilasyon sisteminin aktivasyonu ve kompleman sisteminin aktivasyonu olarak &zetlenebilir.

iskemi reperfiizyon hasarinda sistemik olarak kompleman sistemin hem klasik yolu hem
de alternatif yolu aktive olur. Normal sartlar altinda hiicre membraninda bulunan “Decay
accelerating factor” ve membran kofaktér protein hiicreyi kompleman saldirisina karsi korur.
Reperfiizyon sirasinda kompleman bagimli proinflamatuar peptidler ( C3a-C5a) salmr. Bu
peptidler de; nétrofil birikimine, diiz kas hiicrelerinde kasilmaya, vaskiiler permeabilitede artiga
ve kupffer hiicrelerinde aktivasyona yol agar (122,123,124). Repefiizyon sirasinda da hiicre igi
elemanlardan mitokondri membranlari ve intermediate filamanlar komplemanin etkisine maruz
kalir (125). Ayrica endotel hiicrelerinde fibrin depositler birikir, trombosit agregasyonu ve
nétrofil adezyonu meydana gelir (126,122,124).

Nétrofiller bu sistemik etkide merkezi rolii oynar. Reperfiizyon sonrasi iskemik
dokudan eikonozoidler, sitokinler, SOR ve kompleman aktivatérleri ortaya gikar ve nétrofil ve
endotel aktivasyonuna eden olur. Nétrofil aktivasyonu IR hasarimin siiresi ile ilgkilidir.
Reperfiizyonun ilk dakikasinda sistemik inflamatuar reaksiyon tetiklenir, lokal ve sistemik

ciddi mikrovaskiiler disfonksiyona neden olur.

46



Iskemik dokunun reperfiizyonu ile sistemik sirkiilasyona gegen ksantin oksidaz
sirkiilasyondaki substratlarla reaksiyona girerek ilk basta intravaskiiler Serbest Oksijen
Radikalleri olusturarak uzak organ hasarina neden olabilir. Ek olarak dolasimdaki sitokinlerde
uzak organlarda endotelial hiicreleri aktive eder, artmis adezyon molekiillerinin salinim aktive

nétrofillerin endotel ile reaksiyona girmesine ve hasara neden olur.

En belirgin ve en ¢ok arastinlmig uzak organ hasar1 akcigerlerde goriiliir. Endotel
hiicrelerinden ATP deplesyonu, artmig vaskiiler permabiliteye, intraparankimal hemoraji ve
notrofil akiimiilasyonu akcigerlerde goriiliir. Alt ekstremite de olugturulan IR hasar sonrasinda
intestinal mukozada kalinlasma, intestinal mukozal gecirgenlikte artig, bakteriyel
translokasyonda artis, sistemik endotoksin konsantrasyonunda artiy ve hepatik ve renal
disfonksiyonda artistir. SOR koruyuculari, ksantin oksidaz inhibitorleri, adhezyon molekiilleri
veya sitokinlere kars:1 antikorlar, aragidonik asit inhibitorleri ve kompleman inhibitorleri IR’in
lokal ve sistemik etkilerinden korunmak icin kullamlabilir. Mediatorleri bloklamak hem lokal,

hem de sistemik etkileri dnlemede faydalidir.

Ratlarda bir saatlik intestinal iskemi villus epitelyum harabiyeti ve villus yiikseklik
kaybina neden olur. Kan akiminin tekrar saglanmasi mukozal hasan arttir (15,16). Bu hasar
intestinal notrofil sekestrasyonuna ve reaktif oksijen radikallerine baglanir. Buna gore hasarin
derecesi notrofil adezyon reseptorii olan CD18’e kars1 antikorlarla azaltilabilir. Belirgin lokal
hasarin disinda sistemik TNF o ve IL 6’1n artigi, sistemik doku hasarina neden olur. Bizde

calismamizda 60 dakikalik iskemiyi takiben 4 giinliik reperfiizyon hasarim inceledik.

Kompleman kaskadinin inhibisyonu ile IR hasarinin azaldigini ve fatal organ hasarinin
onlendigini gosteren birgok calisma yapilmigtir. Myokardda reperfiizyon sirasinda kompleman
aktivasyonunu gosteren bir calismada kompleman sisteminin sCR1 ile inhibe edilmis ve
iskemik myokard reperfiizyon hasarindan efektif olarak korunmustur (85). Takip eden
calismalarda barsak ve bobrekte yapilan IR hasar1 modellerinde kompleman sistemin anahtar
rol oynadig1 gosterilmistir (85,89,127,128,129).

sCR1 CRI’in rekombinant ¢O6ziiniir formudur. Bu form hiicredeki CRI’in
fonksiyonlarim aynen yapar. Weissman ve arkadaslar1 sCR1’in faktor H’den (plazmada
C3b’nin inaktivasyonundan sorumlu fizyolojik kofaktér) 100 kat daha efektif oldugunu
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gostermislerdir. Yapilan birgok ¢alismada sCR1’in degisik IR modellerinde sCR1’in (Avant
Immunuthrapeutics Inc. Needham, MA) ortalama 15mg/kg dozunda iv yoldan kullanarak
iskemi olusturulan ratlarda doku hasarini engelledigi gosterilmistir. Bizim ¢aliymamizda
da sCR1 15mg/kg dozunda iv verildi. SCR1 verilmeyen gruplara ise iv ringer laktat

verildi.

Kompleman aktivasyonunun etkilerini énlemek i¢in daha once yapilan galiymalarda
sCR1’in iskemi sonrasi ve hemen reperfiizyon oncesi uygulanmasimin reperfiizyon sonrasi
uygulanmasina gore hasar1 azaltmakta daha etkili oldugu gésterilmistir (130). Bu nedenle bizde
sCR1’i iskemi olusturduktan 60 dakika sonra yavas infiizyon olarak gidecek sekilde intravendz
uyguladik.

Reperfiizyon iskemik dokuda ve sistemik olarak kompleman aktivasyonunu artirir.
Kompleman kaskadimn inhibisyonu post iskemik reperfiize dokularda ve reperfiizyon sonucu
olusan lokal ve sistemik inflamatuar olay: azaltmaktadir. Bu ¢alismadaki amacimiz lokal ve
uzak organ IR hasarinda kompleman sistemi sCRI1 ile baskilayarak, kompleman
inhibisyonunun organ hasarimi onlemedeki etkisini degerlendirmek, sonugta lokal ve uzak

organ hasarini en aza indirip fatal organ hasarindan korudufunu gdstermektir.

Bu ¢alismada IR’un barsakta ciddi mukozal hasar yarattify goriildi. Bu dokudaki
notrofil sayisi, MDA ve GSH ile degerlendirildi. Barsaktaki ciddi mukozal hasarin ayrica
karaciger ve bobrekte uzak organ hasari yarattign gosterildi. Uzak organ hasari dokudaki
notrofil sayis, MDA ve GSH diizeyleri ve organ biyokimyasal fonksiyon testleri ile
degerlendirildi.

Nétrofil infiltrasyon ve aktivasyon parametresi olarak MPO boyanma 6zelligine gore
degerlendirildi. Sonuglar incelendiginde her ii¢ dokuda da (Barsak, KC, Bobrek) gruplar
arasinda arasinda belirgin bir fark oldugu gériildii. Sitoplazmik giiglit MPO pozitifligi gosteren
notrofil sayis1 Grup 1°de anlaml derecede yiikselmis ve bu da dokuda inflamasyonun belirgin
olarak artijim gostermistir. IR+sCR1 grubundaki ratlarda ise kontrol grubuna gore
yiikselmekle beraber, IR grubuna gore daha az oranda yiikseldigi, IR grubunun ¢ok altinda
kaldig1 ve bu farkinda istatiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p <0.008). Sonug olarak KC,
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Bobrek ve Barsak dokularinda kompleman inhibitorlerinin (sCR1) nétrofil infiltrasyonu ve

aktivasyonunu engelledigi ve reperfiizyon hasarmdan korudugu gosterildi.

MDA sonuglarimizin degerlendirilmesinde; Karaciger, bobrek ve barsak dokularinda
MDA diizeyi IR olusturulan grup ile sCR1, IR+sCR1, Kontrol gruplari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml yiiksek bulunmustur. Grup 2 (sCR1), Grup 3 (IR+sCR1) ve Grup 4
(Kontrol) ise kendi aralarinda karaciger, bobrek ve barsak dokulart MDA diizeyleri arasinda
istatiksel fark anlamli bulunmamistir. Bu da sCR1 ile komplaman inhibisyonun IR sonrasi
dokularda olusan lokal ve sistemik serbest oksijen radikallerine bagh lipid peroksidasyon

varligim ve dolayisi ile hiicre hasarim onledigini gostermektedir.

Glutatyonun iskemi ve reperfiizyon hasann sirasinda konjugasyona ugrayarak
tilketilmesi, hiicre i¢i GSH diizeyinin diismesine neden olur. Glutatyon miktarindaki azalma,
hepatositlerdeki biyosentez veya ekzojen GSH alimu ile karsilanir. Hiicre i¢i GSH'nin diigmesi

erken dénemde hiicrede adaptif yamt olusturarak GSH biyosentezini arttirmaktadir (131,132).

Yiiksek GSH derisimi hiicre fonksiyon ve canliliginin bir gostergesi olarak kabul edilir
(133). Bunun aksine GSH derigiminin diigmesi hiicre i¢i savunma sisteminin zayiflamasinin ve

mitokondrial hasarin belirteclerinden olarak kabul edilir (114).

Calismamizda GSH diizeyleri karaciger, bobrek ve barsak dokular acisindan
karsilastinldiginda karaciger ve barsak dokulari agisindan kargilastirldiginda grupl (IR) ile
diger gruplar (IR ile sCR1, IR+sCR1, Kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.008). Grup 2 (sCR1), Grup 3 (IR+sCR1) ve Grup 4 (Kontrol) ise kendi
aralarinda karaciger ve barsak dokulann GSH diizeyleri arasinda istatiksel fark anlamli
bulunmamustir (p>0.008). Fakat GSH bébrek dokusunda gruplar arasinda karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark gériilmedi (p>0.008).

Barsak dokusunda GSH o&l¢iimlerinin iskemi grubunda (IR) diisikk bulunmasi iskemi
reperfiizyonun ge¢ doneminde hiicre igi reaktif oksijen metabolitlerinin artmasina bagh
mitokondrial hasarin betirteci olarak diisiiniilebilir. Ayrica diigiik GSH seviyesi mitokondrial ve
sitoplazmik ~ glutatyonu tiiketilmesi ve apopitotik hiicre oliimiiniin  erken  sinyalini
olusturmaktadir. IR+sCR1 olusturulan grupta GSH diizeyinin yitksek bulunmasini; sCR1%in

hem notrofillerin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azaltarak hemde oksidatif stresi

49



azaltarak hiicreyi ozellikle de mitokondriyi IR’unun olusturdugu lokal hasarindan korudugu
seklinde yorumladik. Ayrica karaciger karaciger dokusunda GSH diizeyi; IR olusturulan grupta
diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur ve iskemi reperfiizyon hasar sonrasi sCR1 verilen
grup ile kontrol gruplan arasinda da istatiksel bir fark bulunmamistir (p>0.008). Bobrek
dokusunda ise GSH diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamasinin kanlanmanin aortadan
direk olmas: toksik maddelerden ve oksitatif stresten daha geg etkilenecegi seklinde yorumladik
sCR1 iskemi sonrasi reperfiizyondan hemen once uygulandiginda sistemik olarak lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stresi azaltarak hepatositlerde olusacak hasari engellemektedir. Bu
da bize sCR1’in sistemik olarak da dokularda nétrofillerin neden oldugu lipid peroksidasyonu
engelleyerek iskemi sonras: sistemik reperflizyon hasarindan organizmay1 korudugu seklinde

yorumladik.

Sistemik organ hasarimin karacier ve bobrek fonksiyonlar: iizerindeki etkileri
degerlendiridiginde hepatosit hasar1 gostergesi olan AST ve ALT degerleri karsilagtirildiginda
IR olusturulan grup’da diger gruplara gore AST ve ALT yiiksek bulunmustur. Bunu karacigerin
olusan IR hasarindan hepatositlerin indirekt olarak etkilendigi seklinde yorumladik. Bobrek
fonksiyonlar1 agisindan degerlendirilen BUN ve kreatinin diizeyi tiim gruplarda benzer
bulunmustur. Bébrek lokal olusturulan IR hasarinda karaciger kadar etkilenmemistir. Bunu
karacigerin IR hasari olusturulan barsak ven6z drenajmin direkt karacigere etkisi seklinde
yorumladik. ALT ve BUN diizeyleri IR sonrasi kompleman inhibitdrii verilen grupla kontrol
grubu karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamastir.

Doku hasari ve inflamasyon sonucu serumda katabolizmaya bagh olarak albumin
azalmaktadir. Rat serumlarinda albumin diizeyi IR olusturulan grupda diger gruplarla
karsilastirldiginda anlamh olarak diisiik bulunmustur. [R+sCR1 grubunda ise serum albumin
degerleri kontrol grubu ile karsilagtinldiginda anlaml bir fark bulunmamistir. Bu da sCR1’in
doku hasarim ve inflamasyonu engelledigini gostermistir. Total protein diizeyleri ise gruplar

arasinda istatistisel olarak anlaml fark goériilmedi.

Sitokinler iskemi sonrasi olusan inflamatuar yamitta onemli rol oynamaktadirlar.
Proinflamatuar uyariy: takiben ilk salinan sitokin TNF o’m dolagimda kisa siireli bulunmas
bile dnemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve déngiiniin sonraki

basamaklarindaki sitokinlerin aktive olmasmna neden olmaktadir. TNF a uyans: ile IL 6
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diizeyinin yiikselmesi doku harabiyetinin boyutu ile korelasyon gosteren erken sensitif bir
belirteg olarak goriilmektedir. Bizim galigmamizda IR olusturdugumuz grupda TNF a ve IL 6
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Grup 3 ‘de (IR+sCR1) TNFa ve IL 6
diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasina ragmen grup 1 (IR) ile karsilagtirildiginda
sCR1%in, inflamatuar yanitin temel taslarindan olan ve doku harabiyetinin nemli bir gdstergesi
olan TNF a ve IL 6 diizeyini azalttig1, bu nedenle lokal ve sistemik olarak IR hasarini 6nlemede

etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak Iskemi lokal bir olaydir, ancak revaskiilarizasyon sonrasi iskemik dokudan
salinan mediatorler sistemik dolasima gecer ve diger organlan etkiler. Coklu organ
disfonksiyonuna sebeb olabileceginden IR hasari sistemik bir fenomendir. Kompleman sistemi
iskemi reperfiizyon sonrasi lokal ve uzak doku hasarmda 6nemli rok oynamaktadir. sCR1 ile
kompleman sisteminin inhibisyonu olusabilecek lokal ve uzak organ hasarin1  Onledigi

gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

Kompleman inhibitoriiniin iskemi reperfiizyon sonrasinda lokal ve uzak organ
hasar1 iizerindeki roliinii ve tedavideki etkisini arastirmak amaciyla yaptigimiz bu ¢alismadan

elde edilen sonuglar:

1. iskemi lokal bir olay oldugu ancak revaskiilarizasyon sonrasi iskemik dokudan salman
mediatorlerin sistemik dolasima gegerek diger organlar etkiledigi dolayisiyla IR hasarinin
sistemik bir fenomen oldugu dogrulanmagtir.

2. Kompleman sistemi iskemi reperfiizyon sonrasi lokal ve uzak doku hasari olusumunda
Onemli rol oynadig1 dogrulanmugtir.

3. IR hasarinin 6nlenmesinde sCR1 uygulamast doku hasari boyutunu azaltig1, iskemik doku
alaninda PMNL birikimini azaltig, C5a {iretimini baskilayarak 1okosit adezyon
reseptorlerinin salinimini ve l6kosit kemotaksisini onledigi gdsterilmistir. Sonug olarak
direkt endotelial hasara neden olan C5b-9 kompleks olusumu sCR1 tarafindan baskilandig
dogrulanmustir.

4. sCRI1 verilmesi serumda TNF a ve IL 6 diizeylerini azaltarak inflamasyonu azalttigi
gosterilmigtir.

5. Barsak IR hasari sCR1 ile tedavi edildiginde; mukozal hasarda ve damar permeabilitesinde
azalma goriilmiigtiir.

6. SCR1 oksidatif stresin indiikledigi makrofaj hiicrelerini bloke ederek koruyucu etki
gostermigti. Bu da lokal ve sistemik hiicre hasarm azaltmis, fonksiyonlarni ve
mikrovaskiiler perfiizyonunu iyilestirmistir.

7. sCR1 ile kompleman inhibisyonu lokal ve uzak organ hasarim azaltarak morbidite ve

mortaliteyi azaltic1 etkileri klinikte yararli olabilecegi soylenebilir.
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