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OZET

RATLARDA ALT EKSTREMITE ISKEMIi REPERFUZYON HASARINDA
AMANTADININ FARKLI DOZLARININ AKCiGER DOKUSUNDAKI
ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

AMAC: Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, abdominal aort cerrahisi sonrasinda sik¢a
gorillen bir komplikasyondur. Literatirde N-Metil D-Aspartat (NMDA)
antagonistlerinin ¢esitli doku ve organlarda, iskemi/reperflizyon hasarina karsi
koruyucu etkileri gosterilmistir. Calisgmamizda, bir NMDA antagonisti olan
amantadinin farkli dozlarda uygulanmasmin ratlarda alt ekstremite I/R hasar

sonrasinda akciger dokusu iizerindeki etkilerinin arastirilmasini amagladik.

METOD: Etik kurul onay1 alindiktan sonra, agirliklar1 250-330 gram (g) arasinda
degisen toplam 36 adet wistar cinsi rat rastgele 6 gruba ayrildi. Gruplar; Sham grubu
(Grup Sham, n=6), Amantadin 90 grubu (Grup A-90, n=6), Amantadin 135 grubu
(Grup A-135, n=6) Iskemi/Reperfiizyon grubu (Grup I/R, n=6), I/R+Amantadin 90
grubu (Grup I/R-A 90, n=6), I/R+Amantadin 135 grubu (Grup I/R-A 135, n=6) olarak
belirlendi. Anestezi uygulamadan once tartilan tiim ratlara 100 mg/kg ketamin, 15
mg/kg ksilazin intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezileri saglandiktan sonra
intravendz kaniilasyon yapildi ve abdominal bdlgeleri cerrahi insizyondan 6nce tiras
edildi. Tiim gruplarda anestezi uygulandiktan sonra ve cerrahi uygulamadan 6nce 15
dk beklendi. Grup Sham’da orta abdominal insizyon yapildi fakat herhangi bir
miidahale yapilmadi. Grup A-90’da amantadin 90 mg/kg intraperitoneal yolla
verildikten sonra orta abdominal insizyon yapildi fakat herhangi bir miidahale
yapilmadi. Grup A-135’de amantadin 135 mg/kg i.p. yolla verildikten sonra orta
abdominal insizyon yapild: fakat herhangi bir miidahale yapilmadi. Grup I/R’de orta
abdominal insizyon yapilarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya
atravmatik mikrovaskiiler klemp uygulandi. 120 dakikalik iskemi siiresinden sonra
atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Grup
I/R-A 90°da amantadin 90 mg/kg i.p. yolla uygulandiktan sonra orta abdominal

insizyon yapilarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya atravmatik
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mikrovaskiiler klemp uygulandi. 120 dakikalik iskemi siiresinden sonra atravmatik
vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Grup I/R-A
135’de amantadin 135 mg/kg i.p. yolla uygulandiktan sonra, orta abdominal insizyon
yapilarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya atravmatik
mikrovaskiiler klemp uygulandi. 120 dakikalik iskemi siiresinden sonra atravmatik
vaskiiler klemp uzaklastirild1 ve 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Deneyin sonunda
ratlar sakrifiye edilerek akciger doku ornekleri alindi. Akciger dokusunda, katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) diizeyleri ¢alisildi. Ayrica
akciger dokusunda histopatolojik olarak nétrofil/lenfosit infiltrasyon ve alveol duvar

kalinlig1 skorlar1 incelendi.

BULGULAR: Toplam 36 denekten olusan 6 gruptaki ratlarin agirliklar1 benzerdi.
SOD ve CAT diizeyleri Grup I/R’de Grup Sham’a gére yiiksek tespit edildi. Grup I/R-
A 90 ve Grup I/R-A 135 SOD ve CAT diizeyleri, hem Grup I/R’ye hem de Grup
Sham’a gore yiiksekti fakat akciger doku SOD ve CAT diizeyleri bakimindan gruplar
arasinda fark saptanmadi (sirasiyla p=0.400, 0.063). Doku MDA diizeyleri Grup
[/R’de tiim gruplara gore yiiksek tespit edildi. Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-A 135 MDA
diizeyleri, hem Grup I/R hem de Grup Sham’a gore diisiiktii ancak enzim diizeyleri

acisindan higbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,209).

Histopatolojik olarak yapilan incelemede; Grup I/R nétrofil/lenfosit infiltrasyon
skoru, Grup Sham, Grup A-90 ve Grup A-135’e gore istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksekti (siras1 ile p=0.002, 0.002, 0.002). Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-
A 135°de ise Grup I/R’ye gore daha diisiiktii, fakat anlamli farklilik tespit edilmedi.
Akciger doku alveol duvar kalinlasma skor diizeyleri; Grup I/R’de Grup Sham, Grup
A-90, Grup A-135 ve Grup I/R-A 135’e gore istatistiksel olarak daha yiiksek tespit
edildi (siras1 ile p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002). Grup I/R-A 90 diizeyi de Grup I/R’ye
gore daha duisiiktii fakat istatistiksel olarak anlamli degildi.
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SONUC: Biz bu calismada, akciger dokusu biyokimyasal degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak da akciger dokusunun histopatolojik olarak
I/R hasarindan etkilenmis oldugunu ve amantadin kullanimiyla bu hasarin daha az
oldugunu gozlemledik. Ozellikle alveol duvar kalinlasma skor diizeyleri
incelendiginde; Grup I/R-A 135 ile I/R hasar1 olusturmadigimiz Grup Sham arasinda
istatistiksel bir fark bulamadik. Ayn1 zamanda Grup I/R-A 135 alveol duvar kalinlasma
skor diizeylerini Grup I/R’ye gore anlamli derecede diisiik bulduk. Bu sonuglara gore
calismamizda, I/R hasarmin diizeltilmesinde amantadinin 135 mg/kg uygulamasinin
90 mg/kg uygulamasina gore daha faydali oldugunu tespit ettik. Amantadin ile ilgili
yapilan I/R hasarma bagl uzak organ hasari ¢alismalarinda farkli sonuglar olmakla

birlikte bu konuyla ilgili daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Iskemi/reperfiizyon, amantadin, alt ekstremite, akciger dokusu
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ABSTRACT

COMPARISON OF THE EFFECTS OF DIFFERENT DOSES OF
AMANTADINE ON LUNG TISSUE IN LOWER EXTREMITY ISCHEMIA
REPERFUSION INJURIES IN RATS

AIM: Ischemia/reperfusion (I/R) injury is a common complication after abdominal
aortic surgery. In the literature, protective effects of N-Methyl D-Aspartate (NMDA)
antagonists against ischemia/reperfusion injury in various tissues and organs have been
shown. In our study, we aimed to investigate the effect of different doses of
amantadine, an NMDA antagonist, on lung tissue after lower extremity I/R injury in
rats.

METHOD: After approval of the ethics committee, 36 wistar rats weighing between
250-330 grams (g) were randomly divided into 6 groups. Groups were defined as;
Sham group (Group Sham, n=6), Amantadine 90 group (Group A-90, n=6),
Amantadine 135 group (Group A-135, n = 6) Ischemia/Reperfusion group (Group I/R,
n=6), Ischemia/Reperfusion + Amantadine 90 group (Group I/R-A 90, n=6),
Ischemia/Reperfusion + Amantadine 135 group (Group I/R-A 135, n=6). All rats
weighed before anesthesia were anesthetized with 100 mg / kg ketamine, 15 mg / kg
xylazine intraperitoneally (i.p) and then intravenous cannulation was performed and
abdominal areas were shaved before surgical incision. Waiting for 15 minutes after
anesthesia in all groups and before surgery. A middle abdominal incision was
performed in Group Sham but no intervention was performed. In Group A-90, a mid
abdominal incision was made after amantadine 90 mg/kg was given intraperitoneally,
but no intervention was performed. In Group A-135, a mid abdominal incision was
made after amantadine 135 mg/kg was given intraperitoneally, but no intervention was
performed. In Group I/R, infrarenal abdominal aorta was explored by a mid abdominal
incision. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic
vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was
performed for 120 minutes. In Group I/R-A 90 after 90 mg/kg i.p amantadine was

administered, a mid abdominal incision was made and the infrarenal abdominal aorta
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was explored. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic
vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was
performed for 120 minutes. In Group I/R-A 135 after 135 mg/kg i.p amantadine was
administered, a mid abdominal incision was made and the infrarenal abdominal aorta
was explored. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic
vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was
performed for 120 minutes. At the end of the experiment, rats were sacrificed, and lung
tissue samples were taken. In lung tissue, catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), malondialdenyde (MDA) levels were studied. In addition,
neutrophil/lymphocyte infiltration and alveolar wall thickness scores were evaluated

histopathologically.

RESULTS: The weights of the rats were similar in 6 groups of 36 subjects. SOD and
CAT levels were higher in Group I/R than Group Sham. SOD and CAT levels in Group
I/R-A 90 and Group I/R-A 135, were higher than Group I/R and Group Sham, but no
difference was found between the groups in terms of lung tissue SOD and CAT levels
(p=0.400, 0.063, respectively). Tissue MDA levels were higher in Group I/R than in
all groups. MDA levels of Group I/R-A 90 and Group I/R-A 135 were lower than both
Group I/R and Group Sham, but there was no statistically significant difference

between the groups in terms of enzyme levels (p=0,209).

Histopathological examination of the lung tissue has revealed the fact that the Group
I/R neutrophil/lymphocyte infiltration score was significantly higher than Group
Sham, Group A-90 and Group A-135 (p=0.002, 0.002, 0.002, respectively). Group I/R-
A 90 and Group I/R-A 135 were lower than Group I/R, but no significant difference
was detected. Lung tissue alveolar wall thickening score levels; Group I/R was
significantly higher than Group Sham, Group A-90, Group A-135 and Group I/R-A
135 (p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002, respectively). Group I/R-A 90 level was also lower

than Group I/R but it was not statistically significant.

CONCLUSION: In this study, although we could not find a statistically significant

difference between lung tissue biochemical values, we observed that lung tissue was
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histopathologically affected by I/R damage and that the damage was less with
amantadine use. Especially when the alveolar wall thickening score levels were
examined; We could not find any statistical difference between Group I/R-A 135 and
Group Sham in which we did not cause I/R damage. At the same time, we found that
Group I/R-A 135 alveolar wall thickening scores were significantly lower than Group
I/R. According to these results; in the correction of I/R damage, 135 mg/kg
administration of amantadine was more beneficial than 90 mg/kg. Although there were
different results in the studies of distant organ damage due to I/R damage related to

amantadine, further studies are needed on this subject.

Keywords: Ischemia/reperfusion, amantadine, lower extremity, lung tissue.
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1. GIRIS

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim tarafindan
saglanamamasi ve olusan artik {rlinlerin uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir
(Majino and Jorris 1995). Reperfiizyon, iskemi sonucu doku veya organda olusan
enerji ihtiyacinin giderilmesi ve zararli metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in doku ya da
organa yeniden kan akiminin saglanmasi olayma denir. Ancak, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha
ciddi zarara yol agar (Zimmerman and Granger 1992, Montalvo-Jave et al 2008). Alt
ekstremite iskemi ve reperfiizyonu sik karsilasilan ve klinik agidan 6nemli bir olaydir.
Reperfilizyonla birlikte serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar mediatorlerin etksiyle
hem lokal hem de sistemik hasar olusumu baslamis olur (Prem et al. 1999, Klausner
et al. 1989). Reperfiizyonda ¢ok ¢esitli serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretilir. En
stk gbzlenen siiperoksit, hidrojen peroksit (H202) ve peroksinitrit gibi reaktif azot
tiirlerinin artigidir (Datta et al. 2013).

Alt ekstremitelerde akut I/R hasari, dzellikle aort cerrahisinde abdominal aortaya
gecici stire kros-klemp uygulanmasi sirasinda, tek veya cift tarafli akut femoral arter
tikanikliklarinda ortaya ¢ikmaktadir (Yardim Akaydin S. ve ark. 2006, Carden and
Granger 2000). Ozellikle alt ekstremite iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasinda olusan
uzak organ hasarinda, akcigerler hedef organ konumundadir ve bu durum klinik olarak
onem tasgimaktadir (Yassin et al. 2002). I/R sirasinda olusan akciger hasarmin
etyopatogenezine ve Onlenmesine yonelik calismalar giinlimiizde devam etmektedir.
I/R’ye bagl akciger hasarinin patogenezinde serbest radikal ve antioksidan enzimlerin
roliiniin belirlenmesi; antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir (Ozer ve

ark. 2005, Koltuksuz ve ark. 1999).

Amantadin NMDA reseptor antagonistleri grubundan bir ajandir. NMDA reseptor
antagonistlerinin gesitli dokularda (beyin, bdbrek, myokard, iskelet kasinda) I/R
hasarina karst koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (Himmelseher and Durieux
2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Amantadinin farkli dozlarmin alt
ekstremite I/R hasarinda akciger dokusuna olan etkilerine dair literatiirde yapilmis

calisma bulunmamaktadir.



Calismamizda; amantadinin 135 mg/kg ve 90 mg/kg dozlarinin ratlarda olusturulan alt
ekstremite I/R hasarmdan sonra akciger dokusundaki etkisi biyokimyasal olarak
dokuda CAT, SOD, MDA diizeyleri {lizerinden degerlendirildi. Histopatolojik hasar1
belirlemek i¢in dokular hematoksilen-ecozin boyasi ile boyanip 1s1tk mikroskobunda

degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ISKEMi

Klinik tipta hiicre zedelenmesinin en sik gériilen tipidir (Kumar et al. 2007). iskemi,
arteriyel veya vendz kan akiminin azalmasina ya da tamamen kesilmesine bagli olarak
organlarin ve dokularin yetersiz perflizyonu sonucu oksijenden yoksun kalmasidir
(Jennings and Reimer 1991). Iskemi sonucu hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi,
iskemik kaskat denilen olaylar zincirini baslatir. Oksijensiz kalan hiicrede,
mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalir.
Adenozin trifosfat (ATP) sentezi durmasina karsin, ATP kullanimi ve ATP hidrolizi
sonucu olusan adenozin difosfat (ADP) diizeyi artmaktadir (Zimmerman et al. 1992,
Grace 1994). Hiicre i¢ci ATP’deki azalma adenozin monofosfat (AMP) diizeylerinin
artisina, o da fosfofruktokinaz enzim aktivitesini arttirarak aerobik glikolizde elde
edilen enerjinin %?7’sini ancak saglayabilen anaerobik glikolizi arttirir. Bu da hiicre
icinde laktik asit ve inorganik fosfatlarin artisiyla hiicresel asidoza neden olur.
Graniilli endoplazmik retikulumdaki ribozomlarin ayrilmasi ile protein sentez
fonksiyonu bozulur. Enerji agig1 ve membran gegirgenliginin bozulmasi ile hiicre
membran yapisinda bozulmalar meydana gelir. AMP yikimi ile sirastyla adenozin,
inozin ve hipoksantin olusur (Ichimiya et al. 1998). ATP depolar tiikkenen hiicrede
aktif sodyum (Na® transport pompalar1 (Na*/K* ATPaz, Na*/Ca*? ve Na*/ H* degisim
sistemleri) bozulur ve hiicre i¢ine Na*, CI", Ca* ? girisi baslar. Ca* un hiicre ici artis1
toksik etkiler dogurur (Sekil-1). Na" beraberinde izoosmotik etkiyle suyu hiicre igine
cekerek hiicresel sismeye sebep olur (Kumar et al. 2017, Chan et al. 2018).
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Sekil 1: Intraselliiler Ca’nin toksik etkileri (Kumar et al. 2017)

Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi icin ATP’den
AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina difiize olur, inozin ve
hipoksantine pargalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin
birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol
acar. Normal sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda
elektron alict NAD"’dir (NAD’in okside formu). Ancak hipoksi ya da iskemi
nedeniyle KDH, KO’ya doniistiigiinden hipoksantinin iirik asite dontisimii KO
tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alict olarak molekiiler oksijen
kullanilir (Parks et al. 1988). Hipoksantin dokuda asir1 seviyelere ¢ikar. Reperfiizyonla
oksijen tekrar sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin KO tarafindan
dontistiiriilmesi toksik serbest radikal olusumu ile sonuglanir (Toyokuni 1999).
Iskeminin diizelmesine ragmen mitokondri fonksiyonlarinda kalic1 kayip ve hiicre
membran1 fonksiyonlarinda ileri seviyede bozulma irreversibl hasar olustugunun

gostergesidir (Hensley et al. 2000, Droge 2002) (Sekil-2).
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Sekil 2: Doku oksijenasyonunun azalmasimin sonuclar: (Mc Cance et al. 2013)

2.2. REPERFUZYON

Bir organ veya dokuda bozulmus kan akiminin normal hale gelmesine reperfiizyon
denir (Carden and Grander 2000) fakat, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda

yalnizca iskemi ile olusan hasara gore c¢ok daha ciddi bir hasara neden olur



(Zimmerman and Granger 1992). Reperfiizyonla birlikte inflamatuar yanit baglar. Bu
inflamatuar siirece makrofajlar, endotel hiicreleri, nétrofiller, lenfositler, trombositler,
parankimal hiicreler ve ayrica hiicresel olmayan kompleman sistemi, kan pihtilasma
kaskadi, reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrik oksit (NO), proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinler, elementler, mediatorler dahil olur ve mikrovaskiiler
perfiizyon bozulur (Buja 2010, Jaeschke 2003). Olusan serbest radikaller sistemik
dolasima yayilarak, coklu organ hasarina neden olur (Zhao et al. 2008, Inan ve ark.
2013). Hasar reversibl seviyede ise enerji depolart tekrar doldurularak, hiicresel
dejenerasyon diizeltilir ve homeostazis saglanir. Ancak reperfiizyonun kendisi,
iskeminin neden oldugu hasardan daha ciddi hasarlara neden olarak irreversibl hasara
yol agabilir (Collard and Gelman 2001). Iskemi sonrasinda, iskemik dokudaki serbest
radikallerin en 6nemli kaynagi KO enzimidir (Grace 1994, Terzi ve ark. 2000).
Reperfiizyonla dokuya bolca O, molekiilii gelir. Hiicre i¢i Ca*2 iyonu artis1 nedeni ile
KDH enzimi KO’ya doniisiir. KDH hipoksantini ksantine ve daha sonrasinda tirik
aside cevirirken indirgeyici ajan olarak FAD (flavin adenin diniikleotid) kullanirken;
KO Oy’den siiperoksit (O2) ve hidrojen peroksit (H202) olusumuna neden olur
(Orrenius et al. 1996, Salvemini and Cuzzocrea 2002). Reperfiizyon hasarina en
hassas yapilar; zar lipidleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asitlerdir

(Wilhelm 1990) (Sekil 3).
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Sekil 3: Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarindaki etkileri (Kumar et al.
2017)



2.3. ISKELET KASINDA iSKEMi/REPERFUZYON HASARI

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari; yetersiz O sunumu ile baslayan, nétrofil ve serbest
oksijen radikalleri (SOR)’nin rol oynadig: steril inflamatuar yanitla devam eden
patolojik bir durumdur (Dammers et al. 2001, Alizan et al. 2006, Tokito and Silva
2005, Duru ve ark. 2005) (Sekil 4). Abdominal aorta ve alt ekstremite arterlerinin
cerrahi girisimler sirasinda klemplenmesi distalde iskemiye neden olmaktadir.
Klempin agilarak distal kan akiminin tekrar saglanmasi lokal, uzak doku ve organlarda
reperfiizyon hasariyla sonuglanmaktadir (Boga 2009). Organizmanin iskemiye verdigi
cevap, hiicre tiiriine ve iskemi siiresine gore degisir. Insan kas hiicresinde hiicresel
fonksiyon bozukluklarin bagladig1 iskemi siiresi yaklasik 2 saat iken, ince barsakta bu
stire yaklagik 30 dk’dir. Fizyolojik ve anatomik ¢alismalarda kas dokusunda 3 saatlik
iskemi sonras1 geri doniisiimsiiz hiicresel hasarin basladigi ve yaklasik olarak 6. saatte
neredeyse tamamlandig1 gosterilmistir (Alizan et al. 2006, Arasa and Dilsizian 2007).
Ekstremitelerde meydana gelen akut arteriyel okliizyon sonrasi reperfiizyonun yeniden
baslamasi ile metabolik asidoz, hiperkalemi, miyoglobiniiri ve bobrek yetmezliginin
gelistigi bildirilmistir (Haimovici 1979). iskemik alanin genisligi ve siiresi iskemik
hasarin derecesini belirleyen en 6nemli faktorlerdir (Alizan et al. 2006, Blaisdell 2002,

Schlag et al. 2001).
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Sekil 4: Iskemi/reperfiizyon hasar1 (Sener ve ark. 2007)

2.4. AORTIK iSKEMIi/REPERFUZYONA BAGLI GELIiSEN UZAK ORGAN
HASARI

Akciger dokusu alt ekstremite iskemi/reperfiizyon(I/R) hasarmin en c¢ok etkiledigi
hedef organdir. Bunun etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, reperflizyon
sirasinda bazi humoral mediatorlerin bu hedef organ hasarinda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Fantini and Conte 1995, isbir ve ark. 2000). Molekiiler olarak, akut
alt ekstremite I/R hasar1 sonrasi viicutta lokal ve sistemik inflamatuar bir yanit ortaya
cikmakta ve buna bagli plazmada artmis proinflamatuar ajanlarla birlikte (sitokinler,
arasidonik asit deriveleri, trombosit aktive edici faktoér, kompleman) artmis SOR ve
noétrofil infiltrasyonu, olusan uzak organ hasarinda rol oynamaktadir (Nakamura et al.
2001). Zimon ve arkadaslari, akut alt ekstremite iskemisi gelisen ve cerrahi tedavi
uygulanan 70 hastada, erken postoperatif donemde %64 oraninda pulmoner
komplikasyon bildirmisler ve preoperatif iskemi siiresi ile olusan akciger hasarinin
siddeti arasinda belirgin bir korelasyon gostermislerdir (Zimon and Mavlianova 1997).
Sekonder akciger hasar1 hafif diizeyli disfonksiyondan, akut respiratuar distrese kadar
degisebilir. Alt ekstremitede olusturulan I/R sonrasi akciger dokusunda belirgin

notrofil gocii ve kardiyak kdkenli olmayan akciger 6deminin gelistigi bildirilmistir



(Goldman et al. 1992). Iskemi ile birlikte tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-
1-beta (IL-1P) artis1 ve polimorf niiveli notrofil (PMN) aktivasyonuyla karakterize
inflamatuar yanit, bu hasarda en énemli rolii oynamaktadir (Yassin et al. 2002, Fujii
etal. 2003, Goldman et al. 1992, Groeneveld et al. 1997). SOR, akcigerlerde dogrudan
solunum yolu diiz kas kontraksiyonuna, doku harabiyetine, damar gecirgenliginde
artiga, brons asir1 duyarliligina ve mediator salinimina neden olmaktadir (Kumar et al.
2000). Ayrica mast hiicrelerinden histamin salinimina ve hava yolu epitel

hiicrelerinden mukus salgilanmasina neden olmaktadir (Hatch 1995).

2.5. ISKEMI/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

Iskeminin baslamas: ile birlikte normalde var olan aerobik metabolizma hizla
anaerobik metabolizmaya doniiserek doku ve organ islevlerinde bozulmaya neden
olmaktadir. iskemi ve hipokside aerobik metabolizmanin devam edememesi sebebiyle
dokuda mevcut ATP’ler tiikenmeye baslar ve yeni ATP {iretimi yetersizligi sebebiyle
enerji ihtiyaci i¢in gerekli olan olaylarin devamliligi saglanamaz (Dick et al. 2008,
Bilal ve Sarioglu 1992). Aerobik glikoliz yolu durunca hiicre biiyiikk oranda ATP
kaybeder, ¢linkii glukoz sadece piriivata kadar yikilabilmis, yani 38 ATP yerine sadece
2 ATP iiretilebilmistir. Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 uyarilan glikolitik yol,
ortamda sitrat, laktat, nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku
asidozunun olusmasi ile durur. Iskemik dokuda bulunan O ise oksidatif fosforilasyonu
devam ettirebilmek i¢in yetersiz kalir ve glikoliz sonucu olusan piruvatin laktata
doniistimii gergeklesir. Boylece glikojenden ATP olusumu ile hiicre enerji kaynaklari
korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi sonucu olusan inorganik
fosfat birikimine neden olur. Sonug olarakta hiicre i¢i pH diiser ve buna bagl olarak

asidoz gelisir (Kumar et al. 2000).

ATP kayb1 intraseliiler ¢ok sayida ve birbiriyle iligkili sistemi ayni anda etkiler.

Bunlar;

— Na*-K* ATPaz pompasimmin bozulmasi: ATP aktivitesinin azalmasi
membranda aktif Na* pompasinin yetersizligine yol agarak intraseliiler Na*

artis1 ve hiicreden K* disar1 atilimina neden olur. Solid materyalin birikimine



izoozmotik su birikimi eslik eder ve akut hiicresel sisme olusur (Kumar et al.
2000).

Intraseliiler asidoz olusumu ve buna bagh olarak pH’min diismesi: Doku
O diizeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku pH’s1 diiser.
Intraseliiler ortamda Ca*2 birikimi: Iskemi veya toksinler erken dénemde
sitozolik Ca*? seviyelerinde artis olusturur, bu durum mitokondri ve
endoplazmik retikulumdan Ca*? salinimi ve plazma membranindan Ca*? gegisi
ile iliskilidir. Hiicrede Ca*? artis1 membran gegirgenliginde spesifik olmayan
artisla desteklenir. Artmis Ca*? ¢ok sayida enzimin aktivasyonuna yol acar.
Bunlar; fosfolipaz (membran hasarini baglatir), proteaz (membran ve hiicre
iskeleti proteinlerini parcalar), ATPaz (ATP’nin azalmasini hizlandirir) ve
endoniikleaz (kromatin parcalanmasi ile birliktedir)’dir (Yildar 2008).

Piirin metobolitlerinin birikimi: Ortamdaki ATP nin yikilmas1 sonucu olusan
ADP’ler énce AMP daha sonra adenozin, inozin ve sonunda hipoksantine
doniismektedir. Hipoksantin reperflizyonun saglanmasi halinde oksijen ve KO
enziminin etkisi ile ksantine doniisiir. Ksantin ortamdaki O> ile reaksiyona
girerek iirik asite parcalanir. Bu siklus neticesinde hasardan sorumlu SOR
olusmaktadir. Hipoksinin devam etmesi durumunda ortamda O
bulunmadigindan ksantin, NAD ve hidrojen ile reaksiyona girerek iirik asit,
NAD fosfat (NADP), H*, hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit radikalleri
(02) olusur (Dick et al. 2008) (Sekil 5).
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Sekil 5: iskemide piirin metabolizmasinin gelisimi ve ksantin dehidrogenazin
ksantin oksidaza cevrilmesi, reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu
(Schoenberg 1993).

Iskemi/reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere yol acan faktorler
asagidakilerdir (Woodfin et al. 2007):

a) Serbest oksijen radikalleri,
b) Polimorf niiveli 16kositler,
¢) Kompleman sistemi,

d) Endotel hiicreleri.

2.5.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron iceren
atom ya da molekiillerdir (Altan ve ark. 2006). Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik
hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iirlin olan O2” olusur.
Stiperoksit radikalinden enzimatik yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara
tirtin olan H20: olusur. Daha sonra 6zellikle mitokondride diger bir iirlin olan hidroksil

radikali (OH") olusur. Organizmada bu serbest radikaller disinda hidrojen peroksit,
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hipoklorik asit gibi radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal olusturma
potansiyelinde olan zararli oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Digerleriyle
karsilastiriliginda O radikali yiiksek elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir.
Ancak oksijen radikallerinden en aktif olant OH™ radikalidir (Grace 1994, Ertan ve ark.
2001). Organizma, oksidana maruz kalmayr minimum diizeye indirmek icin
antioksidanlara sahiptir, ancak serbest oksijen radikallerinin asir1 iiretiminde ya da
varliginda, bu koruyucu sistem yetersiz kalmakta ve oksidan hasar meydana

gelmektedir (Cantiirk ve Sayek 2005).

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Superoksit (07 Oksijen metabolizmasinin ilk ara Grunu
Hidroksil OH* En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal
Hidrojen peroksit H202 Reaktivitesi ok dugik, molekiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen Or yanlanma omru hizli, gucli oksidatif oksijen formu
Perhidroksi radikal HO:* Lipidlerde hizli gozinerek lipid peroksidasyonunu artinr
Peroksil radikal ROO Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidiere lokalize olur
Triklorometil CCls CCls metabolizmasi Urini karacigerde Uretilen bir radikal
Thyl radikali RS* Silfurll ve giftienmemis elektron igeren turlerin genel adi
Alkoksil RO* Organik peroksitlerin yikimi ile Gretilen oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo uretilir.
Nitrojen dioksit NO2 NO'in oksijen ile reaksiyonundan tretilir.

Sekil 6: Bilinen bazi radikaller (Andreescu et al.2016, Diindar 2000).

Biyolojik sistemlerde olugan serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli olabilirler

(Aksoy 2002) (Sekil 7).
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Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

e Mitokondriyal elektron transport e Redoks siklus bilesikleri (&r,
zinciri paraquat)
* Mikrozomal elektron transport zinciri e ilag oksidasyonlari (&r,

, . arasetamol
* Oksidan enzimler P )

« Ksantin oksidaz e Sigara

e Indolamin dioksijenaz * Gunesisigl

* Galaktoz oksidaz e Isisoku

« Siklooksijenaz e Okside glutatyon
* Lipoksijenaz

* Monoamin oksidaz

* Fagositik hiicreler

* Notrofiller

* Monositler ve makrofajlar
¢ Eozinofiller

* Endotelyal hicreler

» Otooksidasyon reaksiyonlari (6r, Fe*?)

Sekil 7: Serbest radikal kaynaklar1 (Aksoy 2002).

Bu reaktif molekiiller, membran lipidlerini peroksidasyona ugratir, nonperoksidatif
mitokondri hasarina yol acar, genetik materyal ve hiicre proteinlerine hasar verir

(McCance and Huether 2013, Rodwel et al. 2015) (Sekil-8).

Patolojik etkileri

Iskemi g ‘ 2
Reperfiizyon A Serbest radikal Uretimi \ s> Lipid peroksidasyonu - Membranhasan W
Radyasyon T H.O ) | I
S P> H,0, « B o e—degdt A &
Toksinler Supo?é)xido Hydvog;on Hydorgxyl | b Protein Modifikasyonu & ey f\)<
\ | peroxide radical / 4/ Z © \f)
R | ! 4 >  DNA hasan ve mutasyonlar .
4 v \
SOD = H,0; GSH-Px&KAT = H,0

Serbest radikallerin temizlenmesi

Sekil 8: Serbest radikaller, hiicre metabolizmasina etkileri ve temizlenmeleri
(Kumar et al. 2017).
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— Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel
membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali,
membran lipidleri ile ¢ift bag yapar ve bdylece lipid-radikal etkilesimi ile
zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipid peroksidasyon {iriinii (malondialdehit,
dien konjugatlar1 gibi) olusur.

— Proteinlerin  Oksidatif Modifikasyonu: Serbest radikaller proteinlerin
siilthidril araciligiyla capraz baglanmasini arttirirlar. Bu da enzimlerin
parcalanmasi veya enzimatik etkinligin azalmasma neden olur. Ayrica,
polipeptidlerin dogrudan fragmantasyonuna da yol agabilirler.

— DNA fragmantasyonu: Serbest radikallerin ¢ekirdek veya mitokondri
DNA'’sindaki timin ile reaksiyonlari, tek zincir kirilmalarina neden olur (Kumar

et al. 2007).
2.5.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasinda aktif hale gelen ilk hiicreler PMNL olup,
mikrovaskiiler permeabilitede artisindan baslica sorumlu tutulan ana hiicrelerdir
(Serizawa et al. 1996, Kumar et al. 2007). Reperfiizyon hasarin1 dnlemeye yonelik
antinotrofil serumlarla ya da 16kosit adhezyon molekiillerine karsi monoklonal
antikorlarla yapilan ¢aligmalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan
baslica nétrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir (Lopez-Neblina et al. 1996). I/R
hasarinda PMNL’nin rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri siirtilmiistiir (Eltzschig and
Collard 2004). Bunlar; mikrovaskiiler okliizyon, SOR salinmasi, sitotoksik enzim

salinmasi, vaskiiler permeabilite artis1 ve sitokin salinmasinda artistir.

Hasar yapict etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu azaltmaya yonelik bu
inflamatuar yanit sonucu; mikrovaskiiler permeabilite artigi, 6dem, tromboz ve
parankim hiicre 6liimii de gergeklesir. Gorevini tamamlayan 16kositler apoptotik hiicre
Olimiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla lenfatik dolasim yoluyla ortamdan

uzaklagtirilirlar (Schoenberg and Beger 1993).

2.5.3. Kompleman Sistemi ve Sitokinler

Kompleman(C) sistemi hem konakg¢i savunmasinda hem de inflamasyonda 6nemli

rolleri olan plazma proteinleridir. Aktivasyonlariyla cesitli kompleman proteinler,
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fagosite edip yok etmek i¢in mikroplar gibi partikiillerin {izerini kaplar (opsonize
eder), vaskiiler permeabiliteyi ve 16kosit kemotaksisini arttirarak inflamatuar yanita
katkida bulunur (Kumar et al. 2007). C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve l6kositleri
aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a,
makrofaj inflamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein
(MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuar yanitt amplifiye eder
(Thrane et al. 2007). C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisin1 uyararak 16kosit
aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu
inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu
bozar (Suzuki et al. 1991, Zhang et al. 1999). Kalp kasinda reperfiizyon sirasinda C
aktivasyonunu gosteren bir ¢alismada C’nin klasik yolu CI1 inhibitorii kullanilarak
inhibe edilmis ve iskemik miyokardin reperfiizyon hasarindan efektif olarak

korundugu gozlenmistir (Buerke et al. 1995).

2.5.4. Endotel hiicresinin rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve iglevlerinin bozulmasina neden
olur. Endotel hiicreleri; SOR i¢in hem potansiyel hedef hem de iiretim kaynagidir.
Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’1 ve NO’yu iiretir.
NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir.
Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur. I/R hasarinda ET/NO oran1 ET lehine bozulur.
Sonucta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (Oguz 2010).
Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu C aktive edilir; 16kosit adhezyon
molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1,
PAF, PG’ler (PG 12, PG E2), GM-CSF, biiyiime faktorleri, ET, NO ve tromboksan A2
(TXA2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini

sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (Weight et al. 1996).

2.6. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirmek amaciyla gelistirilmis
savunma sistemleridir (Dick et al. 2008) Etkilerini lokal O. konsantrasyonunu
azaltarak, hidroksil radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasini

onleyerek, gecis metal iyonlarini baglayip etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi
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non-radikal iiriinlere doniisiimiinde etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarina
neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip zinciri kirarak gosterebilirler. En belirgin
Ozellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlarda bile,
substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir (Halliwell and
Gutteridge 1990). Oksidan molekiiller belirli diizeyde kaldiklar siirece, organizmanin
yabanci maddelere ve enfeksiyon ajanlarina karsi dnemli savunma molekiilleridir.
Ancak belirli diizeyin {zerinde olustuklarinda veya antioksidan sistemin
yetersizliginde serbest radikal molekiilleri, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein,
lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak zararli etkilere yol acarlar
(Yalgin 1998). Antioksidanlar heterojen bir molekiil ailesidir. Kokeni (dogal ya da
sentetik), dogasi (enzimatik ya da nonenzimatik), 6zellikleri (hidrofilik ya da lipofilik),
mekanizmas1 (ROS'un katalitik olarak ortadan kaldirilmasi, metal selasyon) ve etki
alan1 (hiicre i¢i, hiicre zar1 ve hiicre dis1) dikkate alinarak ge¢miste cesitli

smiflandirmalar yapilmistir (Glatzounis et al. 2005).

2.6.1. Antioksidan enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz siliperoksit serbest radikalinin (O2°*"), H202 ve molekiiler oksijene

(O2) dontistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
20 +2H" — H20:+0:

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O: iiretilmesine
ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diisiik tutulur. Ancak, H20, gecis metalleri
varliginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH® radikaline
dontismektedir. Bu durumda katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzimlerinin aktivitesi artarak H20> diizeylerini kontrol altina almaktadir (Rodriguez
et al. 2004).

H, O, + Cu* /[Fe*2 — OH + OH" + Cu*? /Fe*3

Fenton reaksiyonu
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Katalaz

Katalaz, dort hem proteini iceren bir hemoproteindir. Kan, kemik iligi, karaciger,
bobrek ve miikoz membranlarda bol miktarda bulunmaktadir. CAT, iki H20»
molekiiliinden birini elektron vericisi, digerini de elektron alicis1 olarak kullanarak su

ve O2 meydana getirir (Aebi 1984).

2 H20» —> 2H0 + O3

Glutatyon (GSH)

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir. Ozellikle karacigerde olmak
tizere pek ¢cok dokuda yiiksek diizeyde bulunur. Hiicre i¢inin en 6nemli antioksidan
molekiilii GSH olup serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidan hasara kars1 korur. Baz1 enzimlerin substrati veya kofaktorii olarak da gorev
yapmaktadir. GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GSH-R) ve GST gibi enzimlerin
fonksiyonu i¢in gereklidir. Ayrica pek cok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu
hiicrenin protein yapisindaki siilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak
engeller. GSH amino asitlerin membrandan transportunda da gérev alir (Halliwell and
Gutteridege 1999, Yal¢in 1998). Spermatogenez ve sperm olgunlasmasinda 6nemli rol
oynadi8i, influenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve
sitokinlerin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve immiin sistemin 6nemli bir elemant
olarak fonksiyon gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin
oksidatif strese yol agtigin1 ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari,
kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme, diyabet

gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (Ross 1988).

Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px enzimi, iki monomeric glutatyon ile H202’den, su ve glutatyon distilfid
molekiilii olusan enzimatik reaksiyonun katalizoriidiir (Bhabak and Mugesh 2010).
Koenzim olarak selenyuma ihtiya¢ duyar. Hiicre zarini, H202’nin toksik etkilerinden
korur (Ozben 2013). Eritrositlerde GSH-Px oksidatif strese karst en etkin
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H2O2’nin artmasina ve siddetli hiicre
hasaria neden olur (Valko et al. 2006).
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2GSH + H,0, GSH-Px —  GSSG +2H»0
2GSH + ROOH GSH-Px — GSSG + ROH + H>0

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH, prostetik grubu FAD’
dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi
oksidanlara kars1 koruyamaz. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH kullanan
rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur.
NADPH, H202’nin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlart saglar. Olusan NAD"
ise Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a doniistiiriiliir (Paglia
and Valentine 1967).

GSSG + NADPH + H" —> 2GSH + NAD"

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler ¢esitli endojen ve eksojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (Reiter et al. 1995).
R-X+GSH — GS-R +HX

2.7. MALONDIALDEHIT (MDA)

Non-enzimatik oksidatif lipit peroksitlerinin, membran poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyonu sonucunda meydana gelip par¢alanmasi sonucu olusan toksik etkili son
trlindiir (Bray 2000). Lipit peroksidasyonun en 6nemli gostergest MDA’dir (Iwama
2004, Moraes 2004). MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon gegirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu ozelligi
nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay
mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir (Kalender ve ark. 2004,

Niki 1987, Placer et al. 1990).
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2.8. N-METIL D-ASPARTAT (NMDA) ANTAGONIZMASI VE I/R HASARI

Jeff Watkins ve arkadaslar1 NMDA reseptorlerini, NMDA reseptor antagonistlerinin
sentezi sayesinde bulmuglardir (Rea K et al. 2007). NMDA kanallariin aktivasyonu
hiicre i¢i kalsiyum artisina neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum birikimi de NO olusumuna
neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) yolunun aktivasyonu ile SR olusumunu uyarir.
NMDA reseptorlerinin asirt aktivasyonu da apopitozise giden olaylar1 baslatmaya

katkida bulunur (Faden et al. 1990, Faden et al. 1988).

N-metil D-aspartat blokerleri’nin gesitli dokularda (beyin, bobrek, myokard, iskelet
kasinda) I/R hasaria kars1 koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (Himmelseher and
Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Anoksik hipoksik néronal kiiltiir
calismalarinda sinaptik araliga salinan eksitator aminoasit (EAA)’lerin norotoksik
seviyelere ulastigi saptanmistir. Bu hasar hem kompetitif hem de nonkompetitif
NMDA antagonistleri ile azaltilabilmistir (Boast et al. 1988, Happel et al. 1981).
Memantin orta ve siddetli Alzheimer hastaliginin tedavisinde NMDA antagonisti
olarak kullanilmaktadir. NMDA reseptorlerini bloke ederek yiikselmis glutamat
diizeylerinin neden oldugu intraseliiler kalsiyum birikimini azaltarak tedavide etkili
olur (Sonkusare et al. 2005). Ketamin kuvvetli analjezik ve hafif narkotik 6zellikleri
olan, hizli etki ortaya koyan anestezik bir ajandir (Tso et al. 2004). 1960’ 11 yillarin
sonuna dogru fensiklidin analogu bir madde olarak klinik kullanima girmistir (Hirota
and Lambert 1996). Gliniimiizde ketaminin insanlarda terapotik amacl kullanim1 ¢ok
yaygin olmamakla birlikte travmalar, acil operasyon gerektiren durumlarda ve
ozellikle pediatrik hasta grubunda, ayrica veteriner hekimlikte kullanilmaktadir
(Moore et al. 2001, Freese et al. 2002). Ketamin esas olarak NMDA reseptorlerini
bloke ederek etki gosterir. Bilesik spesifik olarak NMDA reseptorlerindeki fensiklidin
baglanma bolgelerine zayif olarak baglanir ve yarismasiz olarak blokaj yapar (Shiue
et al. 1997). Ketaminin aym zamanda I/R hasarindan koruyucu etkiye sahiptir

(Guzman-De et al. 2010, Camara-Lemarroy et al. 2009).

2.9. AMANTADIN

Amantadine Immediate Release 1966 yilinda Asya Influenzasina kars1 koruyucu bir
ajan olarak Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanmistir (Hubsher et al. 2012).
Amantadin, bir glutamaterjik reseptor tiirii olan NMDA reseptoriintin (Ki 5 10 1M)
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yarismasiz (acik kanalli) bir antagonistidir, glutaminerjik reseptor tipidir, direk ve
indirek glutaminerjik ve dopaminerjik sinyal etkisine sahiptir (Danysz et al 1997,
Farnebo et al. 1971). Amantadinin 6n goriilebilir antikolinerjik (6rn; agiz kurulugu,
iiriner retansiyon ve kabizlik) ve NMDA reseptorii antagonist etkinlikleri (6rn;
haliisinasyonlar) mevcuttur (Metman et al. 1999). Amantadin biling bozuklugu
nedeniyle takip edilen nororehabilitasyon siirecindeki hastalar i¢in en sik kullanilan
ilaglardan biridir (Giacino et al. 2012). Glutamat antagonistik etki goOstererek
postsinaptik membranda inhibisyon saglamakta ve uyaniklig1 arttirmaktadir (Saniova
et al.2004). Bu nedenle Parkinson hastaligi, travmatik beyin hasari, hipoksik iskemik
ensefalopati, postoperatif donemde uyaniklik ve emosyonel fonksiyonlari arttirmak
icin kullanilmaktadir (Aksu ve ark 2013). Saniova ve ark. 74 hasta lizerinde yaptiklar
retrospektif bir ¢caligmada amantadin tedavisi alanlarda almayanlara gére Glasgow
skalasinda belirgin diizelme ve daha diistik 6liim hizlar1 (%51 vs %6) rapor etmislerdir

(Saniova et al.2004).
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3. GEREC VE YONTEM

Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 06.02.2019 tarih
ve 05 sayil1 karari ile etik kurul onay1 alan bu ¢alisma, Sakarya Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Baskanligi tarafindan 2019-7-25-29 kod numarasi ile
desteklenmeye uygun bulunmustur. Calismamiz Sakarya Universitesi Deneysel Tip

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde Eyliil 2019 da gergeklestirildi.

3.1. DENEK SECIMIi

Calismada 36 adet 250-330 g agirliginda Wistar cinsi erigkin erkek ratlar kullanildi.
Ratlar, arastirma baglangicina kadar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda
barindirilarak ratlarin ortama adaptasyonlart saglandi. Denekler 151k ve sicakligi
standardize edilmis ortamda bakildi. Standart sigan gidasi (pellet yemi) alan

hayvanlara sivi ve yem kisitlamasi1 uygulanmadi.

3.2. KULLANILAN YONTEMLER

Ratlar rastgele, her grupta 6 adet olacak sekilde 6 gruba ayrildi.

Grup Sham: Sham grubu

Grup A-90: Amantadin- 90 grubu

Grup A-135: Amantadin -135 grubu

Grup I/R: Iskemi-Reperfiizyon grubu

Grup I/R-A 90: Iskemi Reperfiizyon+Amantadin-90 grubu
Grup I/R-A 135: Iskemi Reperfiizyon+Amantadin-135 grubu

Anestezi verilmeden once agirliklar1 dlgiilen ratlara 100 mg/kg ketamin (Ketalar® 1
ml:50 mg, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye), 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio® %2, Bioveta,
Cek Cumbhuriyeti) intraperitoneal (i.p.) uygulanarak anestezileri saglandi ve
abdominal bdlgeleri cerrahi insizyondan Once tiras edildi. %10 povidon iyodin

sollisyonu ile cerrahi alan antisepsisi saglandi (Resim 1).
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Resim 1: Ratin tiraslanmasi ve cerrahi alan antisepsisi

Is1 kaybinin engellenmesi ve hipotermiden ka¢inilmasi amaciyla 1sitict blanket ve 1s1
monitdrizasyonu i¢in de rektal termometre kullanildi. Yeterli anestezi kriteri olarak
agrili uyarana yanitsizlik saglandiktan sonra hidrasyon saglamak amaciyla kuyruk
veninden 24 Gauge (G) intravendz kaniil (IV Flon Ar-Es, Izmir, Tiirkiye) ile
kantilasyon yapildi (Resim 2). Anestezi idamesinde ratlara diizenli araliklarla i.p.

ketamin enjeksiyonu uygulandi.
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Resim 2: Kuyruk veni kaniilasyonu

Grup Sham’da yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v. kantilasyon yapildiktan 15
dakika sonra orta abdominal insizyon yapildi fakat herhangi bir miidahale yapilmadi
(Resim 3).

Grup A-90’da yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v. kaniilasyon yapildiktan
sonra amantadin (Amantadine hydrochloride®, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) 90 mg/kg i.p. yolla verildi. Islem yapilmadan 15 dakika beklendi. Orta

abdominal insizyon yapild1 fakat herhangi bir miidahale yapilmadi.

Grup A-135°de yeterli anestezi derinligi saglandi. intravendz kaniilasyon yapildi.
Amantadin 135 mg/kg i.p. yolla verildikten 15 dakika sonra orta abdominal insizyon

yapild1 fakat herhangi bir miidahale yapilmadi.

Grup I/R’de yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v. kaniilasyon yapildiktan 15
dakika sonra orta abdominal insizyon yapilarak infrarenal abdominal aorta eksplore
edildi. Aortaya atravmatik mikrovaskiiler klemp uygulandi (Resim 4). 120 dakikalik
iskemi siiresinden sonra atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 120 dakika

reperfiizyon uygulandi.
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Resim 3: Orta hat abdominal insizyon

Grup I/R-A 90°da yeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v. kaniilasyon yapildiktan
sonra amantadin 90 mg/kg i.p. yolla uygulandi. islem yapilmadan 15 dakika beklendi.
Orta abdominal insizyon yapilarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya
atravmatik mikrovaskiiler klemp uygulandi. 120 dakikalik iskemi siiresinden sonra

atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 120 dakika reperfiizyon uygulandi.

Grup I/R-A 135°de vyeterli anestezi derinligi saglandiktan ve i.v. kaniilasyon
yapildiktan sonra amantadin 135 mg/kg i.p. yolla uyguland:. Islem yapilmadan 15
dakika beklendi. Orta abdominal insizyon yapilarak infrarenal abdominal aorta
eksplore edildi. Aortaya atravmatik mikrovaskiiler klemp uygulandi. 120 dakikalik
iskemi siliresinden sonra atravmatik vaskiiler klemp uzaklastirildi ve 120 dakika

reperfiizyon uygulandi.

Tim gruplardaki ratlara 4 saat sonunda doku (akciger) drneklemeleri i¢in Otenazi

uygulanda.
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Resim 4: Infrarenal abdominal aorta diseksiyonu ve klemplenmesi

3.3. HOMOJENIZASYON

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda, doku
homojenizasyonu i¢in —80°C’de muhafaza edilen akciger drneklerinin buz iizerinde

yag ve bag dokular1 uzaklastirilarak kiigiik pargalara ayrildi.

Ornekler tartild1 ve son konsantrasyonu 100 mg doku/mL olacak sekilde soguk fosfat
tamponu (pH 7.4, 50 mmol/L) i¢ceren cam tiiplere konuldu (Resim 5). Homojenizasyon
islemi mekanik homojenizator (Isolab, Laborgerate GmbH, Germany) buz iizerinde
yapild1 ve Isolab homojenizasyon cihazi kullanildi (Resim 6). Elde edilen homojenat
10.000 g’de, 4°C, 10 dk santrifiij edilerek debrisler ve diger partikiillerinden ayrildi.

Tiim parametreler santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlardan ¢aligildi.
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Resim 6: Homojenizasyon islemi

3.4. LIiPiD PEROKSIDASYON ANALIZI

Lipid peroksidasyon durumunu belirlemek i¢in MDA parametresi kullanildi. MDA
diizeyleri Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya
laboratuvarinda ¢alisilmistir. MDA diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co.
Ltd, Wuhan, China) yontemi ile 6lgiildii. Kite ait 6l¢iim i¢i varyasyon katsayisi (CV)
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<%]10 idi. Olgiimler {iretici firma protokollerine uyularak otomatik ELISA
analizoriinde (Triturus, Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen sonuclar diliisyon faktori

ile ¢arpilarak sonuglar hesaplandi.

3.5. ANTIOKSIiDAN ENZIMLERIN ANALIiZi

Antioksidan enzim diizeyleri Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya laboratuvarinda ¢aligilmistir. SOD ve CAT diizeyleri ELISA ydntemi ile
oleiildii. Kitlere ait dlgiim ici CV <%10 idi. Olgiimler iiretici firma protokollerine
uyularak otomatik ELISA analizériinde (Triturus, Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen

sonugclar dillisyon faktorii ile carpilarak sonuglar hesaplandi (Resim 7).

Resim 7: ELISA calisma asamasi

3.6. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Alman akciger doku ornekleri %10 formaldehit soliisyonu igerisinde +4 derecede

muhafaza edildi. Dokular Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
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Histoloji ve Embriyoloji Klinigi laboratuvarinda hematoksilen-eozin boyasi ile
boyanip 151tk mikroskobunda  degerlendirildi. Akciger  histopatoloji
degerlendirmesinde notrofil/lenfosit infiltrasyonu ve alveol duvar kalinlagmasinin
derecelendirilmesi dort nokta skorlama sistemi [Grade 0 (Hasar belirtisi yok), Grade 1

(hafif hasar), Grade 2 (orta hasar), Grade 3 (ciddi hasar)] kullanilarak yapildi.

3.7. ISTATISTIiKSEL ANALIZ

Veriler IBM SPSS Statistics 23 programi kullanilarak tamamlandi. Calisma verileri
sayisal degiskenler i¢in ortalama + standart sapma (Ort + SS) bigiminde verildi. Ikiden
fazla grup arasinda fark olup olmadigina Kruskal Wallis testi ile bakild1 ve p<0,05
anlaml1 kabul edildi. Gruplar arasinda farklilik olmasi durumunda Mann Whitney U

testi ile bakild1 ve Bonferroni diizeltmesi uygulanarak p<0,003 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda incelenen toplam 36 denekten olusan 6 grup arasinda ratlarin agirliklar

karsilastirildiginda, gruplarda agirlik medyanlarinin benzer oldugu saptandi (p=0,723)

(Tablo 1).
Tablo 1: Gruplardaki ratlarin agirhiklar
Ort SS Min Max P
Grup Sham 279,17 14,26 260,0 300,0
Grup A-90 288,50 17,39 262,0 310,0
. F\l)al:[l Grup A-135 287,83 10,32 274,0 302,0 0.723
ag"(;) M Grup IR 289,50 12,14 2750  310,0 !
Grup I/R-A 90 285,83 18,97 265,0 320,0
Grup I/R-A 135 284,67 22,41 262,0 325,0
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Gruplara ait akciger doku SOD diizeyleri Tablo 2’de verildi. Akciger doku SOD
diizeyi bakimindan gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,400). Grup I/R SOD diizeyi,
Grup Sham’a gore daha yiiksek iken; Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-A 135 SOD diizeyleri
hem Grup I/R’ye hem de Grup Sham’a gére daha yiiksekti fakat istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 2: Gruplardaki ratlarm akciger doku SOD diizeyleri

Ort SS Min Max P

Grup Sham 1,80 0,37 14 2,3

Grup A-90 1,24 0,90 0,3 2,7

SOD Grup A-135 2,14 0,98 14 40

. 0,400

(pg/mg) Grup iR 1,01 0,97 0,7 2,9
Grup I/R-A 90 2,25 0,72 15 3,5

Grup I/R-A 135 1,97 0,61 14 3,0

2,5

Grup Sham  Grup A-90 Grup A-135  Grupi/R  Grupi/R-A90 Grup i/R-A
135

1

B SOD(pg/mg) I

(€]

=

0

(€]

Sekil 9: Gruplardaki ratlarin akciger doku SOD diizeyleri
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Gruplara ait akciger doku CAT diizeyleri Tablo 3’de verildi. Akciger doku CAT
diizeyi bakimindan gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,063). Grup I/R CAT diizeyi,
Grup Sham’a gore daha yiiksek iken; Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-A 135 CAT diizeyleri
hem Grup I/R’ye hem de Grup Sham’a gore yiiksekti fakat istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05).

Tablo 3: Gruplardaki ratlarin akciger doku CAT diizeyleri

Ort SS Min Max P
Grup Sham 18,85 4,63 14,6 25,4
Grup A-90 16,06 8,78 1,3 27,5
CAT Grup 5-135 2384 344 21,6 30,3 0.063
(pg/mg) Grup /R 19,20 5,60 10,7 25,4 ’

Grup I/R-A90 25,05 4,99 18,3 32,8
Grup I/R-A 135 24,23 3,73 17,3 28,3

30

25

20
1
B CAT(pg/mg) I
1
0

Grup Sham  Grup A-90 Grup A-135  Grupi/R  Grupi/R-A90 Grup i/R-A
135

wv

o

(6]

Sekil 10: Gruplardaki ratlarin akciger doku CAT diizeyleri
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Gruplara ait akciger doku MDA diizeyleri Tablo 4’de verildi. Akciger doku MDA
diizeyi bakimindan gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,209). Doku MDA diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli olmasada, Grup I/R’de tiim gruplara gore yiiksek tespit
edildi. Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-A 135 MDA diizeyleri, hem Grup I/R hem de Grup
Sham’a gore diistliktii ancak enzim diizeyleri a¢isindan hicbir grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4: Gruplardaki ratlarin akciger doku MDA diizeyleri

Ort SS Min Max P
Grup Sham 0,77 0,11 0,6 0,9
Grup A-90 062 0,13 05 0,8
MDA Grup A-135 0,66 0,27 0,2 0,9 0.209
(ng/mg) Grup I/R 0,86 0,19 0,6 1,1 ’
Grup I/R-A 90 0,76 0,25 0,3 0,9
Grup /R-A135 0,70 0,17 05 0,9

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,

B MDA(ng/mg) I 0

OI

> wn

w

0,

N

=

Grup Sham  Grup A-90 GrupA-135  Grupi/R  Grupi/R-A90 Grup i/R-A
135

Sekil 11: Gruplardaki ratlarin akciger doku MDA diizeyleri

0

32



Gruplara ait akciger doku notrofil/lenfosit infiltrasyon skor diizeyleri
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,000) (Tablo 5). Grup
I/R’de; Grup Sham, Grup A-90 ve Grup A-135’e gore istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksekti (siras1 ile p=0.002, 0.002, 0.002). Grup I/R-A 90 ve Grup I/R-
A 135°de ise Grup I/R’ye gore daha diisiiktii, fakat anlamli farklilik tespit edilmedi
(p>0,003).

Tablo 5: Gruplardaki ratlarin akciger dokusu Nétrofil/Lenfosit Infiltrasyon

Skorlari
Ort SS Min Max P

Grup Sham* 0,17 0,41 0,0 1,0
Nitrofiy  Cup A-90* 033 052 0,0 1,0
Lenfosit Grup A-135* 0,50 0,55 0,0 1,0 0.000

Infiltrasyon  Grup I/R 233 052 2,0 3,0 ’

Skorlart .., /R-AQD 150 055 1,0 2,0

Grup /R-A135 1,17 0,41 1,0 2,0

* p<0,003; Grup IR ile karsilastirildiginda

2,5

1,5

| Notrofil/Lenfosit

infiltrasyon

skoru
) .
, H

Grup Sham Grup A-90 Grup A-135 Grupi/R Grup i/R-A Grup i/R-A
90 135

[N

Sekil 12: Gruplardaki ratlarin akciger dokusu Nétrofil/Lenfosit Infiltrasyon
Skorlar

33



Gruplara ait akciger doku alveol duvar kalinlagsmasi skor diizeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,000) (Tablo 6). Grup I/R’de Grup Sham,
Grup A-90, Grup A-135 ve Grup I/R-A 135’e gore istatistiksel olarak daha yiiksek
tespit edildi (siras1 ile p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002). Grup I/R-A 90’da Grup I/R’ye
gore daha diigiiktii fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,003).

Tablo 6: Gruplardaki ratlarin akciger dokusu alveol duvar kalinlasma skoru

Ort SS Min Max P
Grup Sham* 0,17 0,41 0,0 1,0
Grup A-90* 033 0,52 0,0 1,0
Ak';’lel‘:l'l:lxgr Grup A-135* 033 052 0,0 1,0 0,000
3 Grup /R 267 052 20 3,0 !
Grup /R-A90 133 0,52 1,0 2,0
Grup /R-A 135* 0,67 0,52 0,0 1,0

* p<0,003; Grup I/R ile karsilastirildiginda

2,5

1,5

B Alveol Duvar
Kalinlasma Skoru 1
. .
- i

Grup Sham Grup A-90 Grup A-135 Grupi/R  Grupi/R-A Grup i/R-A
90 135

Sekil 13: Gruplardaki ratlarin akciger dokusu alveol duvar kalinlasma skorlari
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Gruplardan elde edilen akciger doku preparatlarinin yapilan histopatolojik incelemesi
Resim 8, 9, 10, 11, 12, 13’de verilmistir. Grup Sham’da normal akciger dokusu
parankimi gézlendi (Resim 8). Grup I/R de yogun nétrofil infiltrasyonu ve alveol
duvar kalinliginda ciddi artis oldugu gozlendi (Resim 9). Grup A-90’da minimal
infiltrasyon alanlar1 ve minimal duvar kalinlagmas tespit edildi (Resim 10). Grup A-
135°de Grup A-90’a benzer sekilde belirginlesmis alanlar gozlendi (Resim 11). Grup
[/R-A 90°da infiltrasyon alanlar1 belirginlesmis olup alveol duvarinin kalinlagmus
oldugu tespit edildi (Resim 12). Grup I/R-A 135°de nadir infiltrasyon alanlari
gbzlenmis olup Grup I/R-A 90’a gére alveol duvarinda daha az kalinlasma tespit
edilmistir (Resim 13).

a, Alveoller; tb, Terminal bronsiol; sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi); da, Ductus alveolaris
(alveol kanalh); inf, Inflamasyon

Resim 8: Grup Sham; hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400
Grup Sham’da tiim akciger dokusu bilesenleri normal yapida izlendi. Doku genelinde
lenfosit infiltrasyonu yoktu. Terminal bronsiyoller, respiratuar bronsiyoller, duktus
alveolaris ve sakkus alveolarisler normal yapilarinda goriildii. Alveoler hiicreler
normal goriiniimde olup, alveoler liimende hiicre birikimi yoktu. Damar duvar yapisi

normal goriiniimde izlenmekle birlikte damarlarda 6dem izlenmedi.
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11, Alveoler septum kalinlasmast; a, Alveoller; tb, Terminal bronsiol; sa, Saccus alveolaris (alveol
kesesi); inf, Inflamasyon

Resim 9: Grup I/R; hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400

Grup 1/R akciger doku orneklerinde, yogun lenfosit infiltrasyonu goriildii ve
kiimelenmis lenfosit toplululuklart belirgindi. Respiratuar bronsiyollerin duvar
yapisinda bozulma ve dejenerasyon belirgindi. Epiteldeki kopmalara respiratuvar
bronsiyol liimenindeki az miktarda hiicre debrisinin eslik ettigi goriildii. Alveol

liimeninde belirgin bir bozulma vardi. Damar duvarinda kalinlasma dikkati ¢ekti.

(alveol kanalh); inf, Inflamasyon

Resim 10: Grup A-90; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400

Grup I/R’de goriilen yogun lenfosit infiltrasyon alanlart Grup A-90’da ¢ok nadir
gbzlendi. Terminal bronsiyol ve alveollerin liimeni pargalanmis hiicre kiimelenmesi
icermiyordu. Alveol duvarlarinda kalinlasma nadir bolgelerde izlendi ve alveol

duvarlar1 Grup I/R’ye gore daha ince gozlendi.
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a, Alveoller; tb, Terminal bronsiol; sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi); da, Ductus alveolaris (alveol
kanal1); inf, Inflamasyon; pa, kan damar1 arter duvart (pulmoner arter dallari); er, Eritrosit

Resim 11: Grup A-135; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400

Grup A-90 ile arasinda belirgin bir fark gdzlenmedi. Grup I/R’de gbzlenen yogun
lenfosit infiltrasyon alanlar1 Grup A-135’de ¢ok nadir gézlendi. Terminal bronsiyol ve
alveollerin liimeni pargalanmis hiicre kiimelenmesi igermiyordu. Alveol duvarlarinda
kalinlasma nadir bolgelerde izlendi ve alveol duvarlar1 Grup I/R’ye kiyasla daha ince

gozlendi. Genel olarak histopatolojik inceleme sonuglart Grup A-90’a benzerdi.

W, Alveoler septum kahnlasmam a, Alveoller tb, Terminal bronslol sa, Saccus alveolaris (alveol
kesesi); da, Ductus alveolaris (alveol kanalr); inf, inflamasyon

Resim 12: Grup I/R-A 90; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400

Grup 1/R-A 90°da Grup I/R’ ye kiyasla yogun lenfosit infiltrasyonu igeren bolgeler
daha azdi ve bu bolgelerde bronkus agacini ¢evreleyen diiz kaslarda artis gézlendi.
Terminal bronsiyol ve alveollerin liimeninde parcalanmis hiicre y1gin1 gézlenmedi.

Damarlardaki kalinlasma ise Grup I/R’ye gére daha ince gozlendi.

37



a, Alveoller; tb, "i“ermmal bronglol sa, Saccus alveolaI’IS (alveol kesesi); da, Ductus alveolaris
(alveol kanali); inf, Inflamasyon; pa, kan damar1 arter duvari (pulmoner arter dallar1); er, Eritrosit

Resim 13: Grup I/R-A 135; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400.

Grup 1/R-A 135°de, Grup I/R ve Grup I/R-A 90’a oranla belirgin bir rejenerasyon
dikkat cekti. Lenfosit infiltrasyonunda bu iki gruba gore belirgin bir azalma varda.
Terminal bronsiollerin normal histolojik goriiniime yakin oldugu goriildii. Bronsiol ve
alveol liimenindeki hiicresel kiimelenme goézlenmedi. Damar duvar diiz kas yapilari
normal histolojik yapida izlenirken damar duvarindaki incelme, Grup I/R ve Grup I/R-

A 90’a gore belirgindi.
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5. TARTISMA

Calismamizda alt ekstremite I/R modeli olusturarak I/R hasarinda amantadinin akciger
dokusu tizerindeki histopatolojik ve biyokimyasal etkilerini arastirdik. 135 mg/kg ve
90 mg/kg dozda uygulanan amantadinin biyokimyasal olarak CAT, SOD ve MDA
degerleri iizerine etkisini goremememize ragmen; histopatolojik olarak yaptigimiz
incelemede I/R hasarma, 135 mg/kg dozda uygulanan amantadinin 90 mg/kg’a gore
daha etkili oldugunu gordiik. Grup I/R-A 135’de Grup Sham’a kiyasla alveol duvar
kalinlig1 diizeyleri a¢isindan anlamli bir farklilik yokken; Grup I/R’ye gore duvar

kalinliginda anlaml1 bir incelme mevcuttu.

Akut ekstremite iskemisi sonrasinda, ekstremitenin tekrar kanlandirilmasi ve normal
dolagimin saglanmasi, doku hasar1 ve sistemik komplikasyonlar goriilebilir.
Literatiirde alt ekstremite I/R hasari sonrast mortalite orant %15-52, amputasyon orani
ise %12-22 olarak belirtilmistir. Cerrahi girisim sonrasinda ancak %60-70 olguda tam
diizelme saglanabilmektedir. Uzun silire iskemik kalmis ekstremitenin tekrar
kanlandirilmasiyla ortaya gikan serbest oksijen radikallerinin, endotel ve notrofillerle
etkileserek lipid peroksidasyonunu arttirmasi, lokal ve sistemik bir¢ok etkinin ortaya
¢ikmasina neden olur. Hiicre sismesi, 6dem, toksin ve miyoglobin salinimu ile beraber,
SOR’lerin etkisi ile akut bobrek yetersizligi, akciger 6demi, akut sikintili solunum
sendromu, sok karacigeri gibi sistemik hasarlar gelisebilir (Pontoppidan et al. 1972,
Dantzker and Scharf 1998) Iskemik dokuda ATP iiretimi durur, sonug olarak hiicre
metabolizmasi1 esnasinda hiicrede olusan serbest radikaller (SR) temizlenemez.
Reperfiizyon, dokularda kompleman sistemi aktivasyonu, proteaz aktivasyonu ve
arasidonik asit metabolizmasi1 gibi bircok mekanizma ile SR olusumuna katkida
bulunarak, hasarin biiyiimesine neden olur (Huether and McCance 2016, McCance and
Huether 2013). Yine reperfiizyon ile bolgeye nétrofil infiltrasyonu olmasi ve
inflamatuar sitokinlerin artmasi hasar1 siddetlendirir. I/R hasarma en duyarli hiicre
yapilari zar lipidleri, niikleik asitler ve hiicre yap1 proteinleridir (Kumar et al. 2017).
I/R sonras1 hem iskemik alanda lokal hasar olusmakta hem de iskemik alan disindaki
uzak organlarda hasar olusabilmektedir. Uzak organ hasarinda akciger hedef organ

durumunda olup klinik olarak biiyiik 6nem tagimaktadir (Fantini and Conte 1995). Bu
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nedenle, biz de bu ¢aligmamizda ratlarda infrarenal aortay1 klempleyerek alt ekstremite

I/R modeli olusturduk ve I/R’nin akciger dokusu iizerindeki etkilerini arastirdik.

SOR’larin etkisini 6nlemede mannitol, allopiirinol, askorbik asit, siiperoksit dismutaz,
pentoksifilin, alfa tokoferol gibi bazi maddeler denenmistir ve deneysel olarak I/R
hasarmi onlemede etkili olduklar1 gosterilmistir (Pepine 1991, Mueller et al. 1991,
Koksoy et al. 2001, Halliwell 1989). Bu antioksidan maddelerin ya pulmoner
mikrovaskiiler permeabilite artisi ve notrofil akiimiilasyonunu Onleyerek ya da
antioksidan sistemi aktive etmek suretiyle, I/R sonrasinda ortaya ¢ikan uzak doku-
organ hasarina karsi koruyucu etkiye sahip olduklar1 gésterilmistir (Joyce et al. 2001).
SR temizleyicileri, reaktif oksijen pargalari ile reaksiyona girerek bunlar1 zararsiz
maddeler haline doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlar SOD, CAT ve GSH-Px olarak
siralanabilir. (Halliwell 1989). CAT in vivo olarak SOD ile kombine bir sekilde etki
eder. CAT, H, O, wyikimimi katalize eder. Bu enzimin yiiksek kan diizeyleri
antioksidan etkinligi gosterir. Deneysel calismalarin bircogunda yazarlar, I/R
hasarinda doku ve serum orneklerinde, CAT aktivite diizeylerinin kontrol gruplarina
gore azalmis oldugunu ve bu azalisin oksidan mekanizmalarin baskin olusundan
kaynaklandigin1 diisiinmiislerdir (Atahan ve ark. 2010, Xiao et al. 2017). Caskurlu ve
arkadaslar1, bobrek I/R hasarina karsi bir ¢orek otu bitkisi olan Nigella Sativa’nin
koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, I/R hasar1 sonucu bdbrek dokusunda
CAT aktivitesinde istatiksel olarak anlamli azalma oldugunu tespit etmislerdir
(Caskurlu ve ark. 2016). Sicanlarda deneysel over torsiyonu olusturulup tadalafil
verilen grupta, ila¢ verilmeyen gruba gore CAT aktivitesinin arttig1 izlenmistir (Arikan
ve ark. 2010). Xiao ve arkadaslari, ratlardan elde ettikleri hippokampal kesitlerde
kortikosteronla indiiklenen CA3-CAl yolagmin anormal glutamaterjik sinaptik
iletimine amantadinin noroprotektif etkisini arastirdiklart deneysel c¢alismada,
kortikosteron verilen grupta CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
diisiik oldugunu, kortikosteronla oksidatif stres olusturulduktan sonra amantadin
verilen grupta CAT aktivitesinin kortikosteron verilen gruba gére anlamli derecede
yiiksek oldugunu gostermislerdir (Xiao et al. 2017). Kiris ve arkadaglarinin infrarenal
aortik /R modelinde gadolinyum kloriiriin renal hasara etkisini aragtirdiklari
calismalarinda; CAT aktivitesinin aortik I/R grubunda kontrol grubuna gére anlaml

olarak arttigin1 ve gadolinyum kloriir uygulamasi ile azaldiginmi bildirmisler (Kiris ve
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ark. 2005). Kapan ve arkadaslari, rat alt ekstremite I/R hasar1 modelinde, I/R grubunda
akciger dokusu CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
oldugunu, eritropoietin verdiklerinde CAT aktivitesinin I/R grubuna gére anlaml
derecede diisiik oldugunu gostermislerdir (Kapan ve ark. 2009). Bizim ¢alismamizda
da Kapan ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer sekilde, I/R grubunun CAT diizeyi
Grup Sham’a gore yiiksekti. I/R hasarinda CAT diizeylerindeki bu artisin, oksidatif
stres durumunun bastirilabilmesi igin bir cevap oldugu savunulmustur. Amantadin
uyguladiktan sonra CAT diizeyinin daha da artmasi ile bu yanitin potansiyalize

oldugunu diisiindiik.

SOD, siiperoksitin hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler (Halliwell 1989).
Dimakakos ve arkadaslari abdominal aortada okliizyon olusturarak intestinal
organlarda oksidan hasara karsi vitamin E’nin etkisini arastirdiklar1 deneysel
caligmalarinda, E vitamininin SOD aktivitesinde azalmaya neden oldugunu ve post
iskemik hasara kars1 korudugunu bildirmislerdir (Dimakakos et al. 2002). Cavdar ve
arkadaslari, ratlarda renal I/R hasar1 olusturarak yaptiklari deneysel galismada, I/R
grubunda renal doku SOD aktvitesinin kontrol grubuna gére diisiik oldugunu, I/R ile
birlikte taurin uygulanan grupta I/R grubuna goére SOD aktivitesinin yiiksek oldugunu
gostermislerdir (Cavdar ve ark. 2017). Bir baska calismada ise; 45 dakika renal
iskemiyi takiben uygulanan 24 saatlik reperflizyon sonrasi serum SOD diizeylerinin
azalmis oldugu ve hidrojenden zengin tuz verildiginde SOD aktivitesinin arttigi
bildirilmistir (Wang et al. 2011). Fakouri ve arkadaslari, testikiiler I/R hasarinda testis
dokusu SOD etkinliginin 6énemli Ol¢iide azaldigini, folik asid uygulamasi ile SOD
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini bildirmislerdir (Fakouri et al
2017). Kapan ve arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R hasar1 modelinde, I/R grubunda
akciger dokusu SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu, I/R ile
birlikte eritropoietin verdikleri grupta SOD aktivitesinin I/R grubuna gore diisiik
oldugunu gostermislerdir (Kapan ve ark. 2009). Kiris ve arkadaslarinin, infrarenal
aortik I/R modelinde gadolinyum kloriiriin renal hasara etkisini arastirdiklar:
caligmalarinda; SOD aktivitesinin aortik I/R grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak arttigin1 ve gadolinyum kloriir uygulamasi ile azaldigini bildirmisler (Kiris ve
ark. 2005). Literatiirde bircok ¢alismada, I/R durumlarinda SOD degerlerinin azaldig,

daha az olarak da arttig1 hakkinda farkli goriisler bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda
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ise, I/R grubunun SOD diizeyi Grup Sham’a gore yiiksekti. Bununla birlikte literatiiriin
cogunluguna benzer sekilde, amantadin uyguladiktan sonra SOD degerlerinin
istatistiksel olarak anlaml1 olmasada; daha da yiikseldigini gézlemledik. I/R hasarinda
SOD diizeylerindeki bu artisin, oksidatif stres durumunun bastirilabilmesi i¢in bir
yanit oldugu savunulmustur. Amantadin uyguladiktan sonra SOD diizeyinin daha da

artmasi ile bu yanitin potansiyalize oldugunu diigiindiik.

[/R’de olusan serbest radikaller, yiiksek reaktiviteleri nedeniyle membranlardaki
lipitlere saldirarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Akcigerlerde /R hasari
sirasinda akiimiile olan lipid peroksidasyon iirliniit MDA ’nin, tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeleri ile verdigi reaksiyon spektrofotometrik olarak olgiilerek, akciger hasarinin
derecesi hakkinda fikir edinilebilir (Sakamaki et al. 1997). Dokularda lipid
peroksidasyon olusumu ve buna bagli olarak MDA artisi, hiicrede membran
biitiinliigliniin yok olmasina, permeabilitenin artmasina, hiicrelere kalsiyum ve
sodyum gibi elektrolit ge¢islerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina, DNA hasarina ve
hiicre oliimleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel bozukluklara yol
acabilmektedir (Tarin et al. 1998). Bu sebeplerden dolayi ¢alismamizda reperfiizyon
hasarinin ortaya konabilmesi i¢cin MDA 6l¢iimii yapilmistir. Literatiirde alt ekstremite
I/R hasar1 modeli olusturulan ve MDA diizeyinin arastirildigi bircok ¢alisma
bulunmaktadir. Tekeli ve arkadaslarinin yapmis olduklari alt ekstremite I/R modelinde
reperfiizyon sonrasi akciger dokusunda MDA diizeylerinin yiiksek oldugu, takrolimus
verildiginde ise MDA diizeylerinin diisiik oldugunu tespit etmislerdir (Tekeli ve ark.
2001). Uysal ve arkadaslar alt ekstremite I/R hasar1 sonrasinda akciger dokusu ve
kanda MDA ’nin yiikseldigini; eritropoietin verildiginde ise MDA diizeyinin azaldigini
saptamiglardir (Uysal ve ark. 2006). Alacam ve arkadaslari, I/R hasar1 sonras akciger
dokusu MDA seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu; karnozin
verdiklerinde ise MDA seviyesinin azalmis oldugunu gostermislerdir (Alagam ve ark.
2010). Kapan ve arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R grubunda akciger dokusu
MDA seviyesini kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir. I/R ile birlikte
eritropoietin verdikleri grupta akciger dokusu MDA seviyesinin I/R grubuna gore
diisiik oldugunu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigin bildirmiglerdir (Kapan ve
ark. 2009). Pehlivan ve arkadaslar1 intestinal iskemi olusturulan siganlarda Diosmin

Hesperidin’ in etkisini arastirmig, Diosmin uygulanmayan IR grubunda MDA diizeyi,
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Diosmin uygulanan gruba kiyasla anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (Pehlivan ve
ark. 2004). Biz de ¢alismamizda literatiirle uyumlu bir sekilde I/R sonrasinda MDA
diizeylerinin Grup Sham’a gore yiiksek oldugunu ve amantadin uygulamasi ile MDA
diizeylerinin Grup I/R’ye gore azaldigii gordiik. Bu azalma 135 mg amantadinde daha
belirgindi. MDA diizeyindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli olmasada,
amantadinin I/R’de koruyucu etkilerinin olabilecegini ve doz artisi ile bu etkinin daha

belirgin olabilecegini diisiindiirdii.

NMDA reseptorii; membran kalsiyum kanali olarak iglev goren, baglangicta merkezi
sinir sisteminde tanimlanan glutamat reseptdr ailesinin bir iiyesidir (De Resende et al.
2015). NMDA kanallarinin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum artigina neden olur. Hiicre
i¢i kalsiyum birikimi de NO olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) yolunun
aktivasyonu ile SR olusumunu uyarir. NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu da
apopitozise giden olaylari1 baglatmaya katkida bulunur (Faden et al. 1990, Faden et al.
1988). NMDA antagonistlerinin, cesitli organ ve dokularda I/R hasarina karsi
koruyucu etkileri oldugu bildirilmis ve bu ajanlarin antioksidan aktiviteyi arttirdigi,
oksidan etkiyi azalttig1 gdsterilmistir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Ozdemir ve ark.
2013, Ozsiier ve ark. 2005). Ke ve arkadaslarmin 104 adet rat ile olusturdugu siyatik
sinir I/R modelinde bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801'in sistemik
enjeksiyonunun TNF-o’nin aktivasyonunu inhibe ettigi, hiicre infiltrasyonunu ve
demiyelinizasyonu hafiflettigi, iNOS ve NO aktivitesini azalttig1 ve boylelikle rat sinir
sistemini I/R hasarma kars1 koruyabilecegi ortaya konmustur (Ke et al. 2016). Ratlarda
serebral I/R hasar1 modeli olusturulan bir bagka ¢alismada, I/R grubunda total oksidan
durum (TOS) degerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu, I/R ile
birlikte NMDA reseptor antagonisti olan memantin verilen grupta TOS degerinin I/R
grubuna goére anlamli derecede diisiik oldugu bildirilmistir (Ozdemir ve ark. 2013).
NMDA reseptdr antagonisti ketaminin de I/R hasarindan koruyucu etkisi tespit
edilmistir (Guzman-De et al. 2010, Camara-Lemarroy et al. 2009).

Amantadin NMDA reseptor antagonistleri gurubuna dahil bir ajandir. 1966 yilinda
Asya Influenzasima karsi koruyucu bir ajan olarak Amerika Birlesik Devletleri'nde
onaylanmistir (Hubsher et al. 2012). Literatiire baktigimizda I/R hasar1 modellerinde

amantadin ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlamadik. Ancak; amantadinin
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noroprotektif etki mekanizmasi ile ilgili olarak ratlardan elde edilen hippokampal
kesitlerde kortikosteron ile indiiklenen CA3-CAl yolagmin anormal glutamaterjik
sinaptik iletiminde amantadinin oksidatif stresi azalttigi ve bunu antioksidan
ozellikteki SOD ve CAT aktivitelerini diizenleyerek olusturdugunu bildiren tek bir
calismaya rastladik. Ayrica bu calismada amantadinin ndroprotektif etkisinin hiicre
icine Ca*? girisini azaltarak ve apopitozisi dnleyerek yaptigi 6ne siiriilmiistiir (Xiao et
al. 2017). NMDA antagonisti olan amantadinin I/R hasarina kars1 koruyucu etkisinin
olabilecegini diisiinerek ve literatiirde amantadinin farkli dozlarmin I/R hasarima kars1

koruyucu etkisini gosteren bir ¢alisma olmamasi sebebiyle bu ¢aligmayi planladik.

Akciger dokusu alt ekstremite I/R hasarmin en ¢ok etkiledigi hedef organdir. Bunun
etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, reperflizyon sirasinda bazi hiimoral
mediatorlerin bu hedef organ hasarinda rol oynadig1 diistiniilmektedir (Fantini and
Conte 1995, Isbir ve ark. 2000). Akcigerlerde meydana gelen hasar histopatolojik
olarak, alveol duvar kalinlagmasi, notrofil ve lenfositlerin infiltrasyonu, interstisyel
odem olarak kendini gostermektedir (Onem ve ark. 2011). Polimorfoniikleer
16kositlerin alt ekstremitelerin I/R’si nedeniyle olusan akciger hasarinda esas role
sahip oldugu ve bu hiicrelerin azalmasinin akcigerler {izerinde koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (Klausner et al. 1988). Alt ekstremite I/R uygulanan ratlarda akciger
reperfiizyon hasarini 6nlemek i¢in takrolimus kullanilan bir ¢aligmada, takrolimusun
akciger dokusu 151k mikroskopisinde nétrofil infiltrasyonunda azalma olusturdugunu
tespit etmisler. Ayrica yazarlar; daha az intraalveolar kanama, kan damarlari etrafinda
daha az Odem ve intraalveolar septum kalinliginin normale yakin oldugunu
bildirmiglerdir. Ancak takrolimus verilmeyen ratlarda ise alveolar yapinin tamamen
bozuldugunu, alveolar septada kalinlasma ve interstisyel 6dem oldugunu tespit
etmislerdir. Buna ek olarak alveoller etrafinda biiylik odaklar olusturan lokositik
infiltrasyonlar, intraalveoler fibrin depozitleri ve intraalveoler kanama tespit
etmislerdir (Tekeli ve ark. 2001). Koksel ve arkadaslari ratlara lipopolisakkarit enjekte
ederek olusturduklar1 sepsis modelinde kafeik asit fenil ester (CAPE)’nin akciger
hasarina olan koruyucu etkisini aragtirmislar; akciger dokusunda histopatolojik olarak
CAPE verildiginde kontrol grubuna yakin bir seviyeye geriledigi gosterilmistir
(Koksel ve ark. 2006). Kiigiikebe ve arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R hasari

olusturarak deksmedetomidinin akciger hasaria etkisini arastirdiklar1 bir ¢calismada,
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I/R grubunda akciger dokusu hasar skorunun kontrol grubuna gére yiiksek oldugunu,
I/R ile birlikte deksmedetomidinin farkli dozlarmi (50 mg/kg, 100 mg/kg) verdikleri
gruplarda akciger dokusu hasar skorunun I/R grubuna gére diisiik oldugunu
gostermislerdir (Kiiciikebe ve ark. 2015).Bizim ¢alismamizda da, I/R sonrasinda
akciger dokusu notrofil/lenfosit infiltrasyon skoru Grup Sham’a gore anlamli derecede
yiksek bulundu. Akciger dokusunu histopatolojik olarak inceledigimizde,
amantadinin nétrofil infiltrasyonunu azaltarak; I/R’ye bagli hasar1 azalttigini
gozlemledik. Bu azalma 135 mg/kg amantadin uygulanan grupta, 90 mg/kg amantadin
uygulanan gruba gére daha belirgindi fakat anlamli farklilik yoktu. I/R hasarma bagh
olarak alveol duvar kalinliginda anlamli derecede artis oldugunu ve amantadin ile bu
hasarm diizeldigini gézlemledik. Ozellikle alveol duvar kalmlasma skor diizeyleri
incelendiginde; 135 mg /kg amantadin ile degisikliklerin anlamli olarak azaldigini,
ancak bu etkinin 90 mg/kg’da belirgin olmadigimi gordiik. I/R hasarmnin neden oldugu
histopatolojik degisikliklerde yiiksek doz amantadinin daha etkin oldugunu

diisiinliyoruz.
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6. SONUC

Sonug olarak; bir NMDA antagonisti olan amantadinin farkli dozlarinin, alt ekstremite
I/R hasarnda akciger dokusu iizerine olan etkilerini arastirdigimiz ¢alismamizda;
akciger dokusu CAT, SOD, MDA diizeyleri gbz oniline alindiginda diger NMDA
antagonisti ajanlarin etkisine benzer olarak I/R hasarma kars1 koruyucu etkisinin
oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamizda, akciger dokusu biyokimyasal degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak da akciger dokusunun
histopatolojik olarak I/R hasarindan etkilenmis oldugunu ve bu hasarin amantadin
kullanimiyla diizeltilebilecegini gbzlemledik. Bu durum 135 mg/kg amantadin verilen

deneklerde 90 mg/kg amantadin verilen deneklere gore daha belirgindi.
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