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Ozet

Abdominal aortaya klemp konmasi akciger hasarma yol
acabilir. Bu caligmanin amaci, hayvanlarda olusturulan gévde
alt yarist iskemi reperfiizyon (IR) modeli yardimiyla, iskemik
preconditioning’in (IPC) akciger hasari {izerinde etkisi olup
olmadigini arastirmaktir.

Wistar albino cinsi 25 sigan randomize olarak 3 gruba ayrildi.
IR grubunda (n=10), distal abdominal aortaya 3 saat siireyle
klemp kondu, 1 saat siireyle reperfiizyonda kalind1 ve iskemi
reperfiizyon hasart olusturuldu. IPC grubunda (n=10),
iskemi ve reperfiizyon Oncesinde 5’er dakikalik 3 adet kisa
iskemi ve reperfiizyon periyodu ile preconditioning saglandu.
Kontrol grubu (n=5) hayvanlara aortik okliizyon
uygulanmaksizin sham operasyonu yapildi.

IPC uygulanan deneklerin akcigerlerinde anlamh derecede
daha fazla nétrofil infiltrasyonu (nétrofil sayisi: IPC
grubunda 57.6+15.9, IR grubunda 31.2+6.2, p<0.0001) ve
6dem saptandi (ortalama 6dem skoru: IPC grubunda 2+, IR
grubunda 1.7+, p<0.002).

Aortik  okliizyon  oncesinde  uygulanan  iskemik
preconditioning, akcigerde notrofil sekestrasyonu ve hasarin
artmasina yol agabilir.

Anahtar kelimeler: Iskemik preconditioning, akciger hasari,
aortik okliizyon

Summary

Aortic clamping on abdominal aorta may predispose to lung
injury. The aim of this study was to determine whether
ischemic preconditioning (IPC) could have any effect on lung
injury in the animal model of lower torso ischemia-reperfusion
(IR).

Twenty-five wistar albino rats were randomized into three
groups. In IR group (n=10), ischemia reperfusion injury was
induced by infrarenal aortic clamping for 3 hours and
reperfusion for 1 hour. In IPC group (n=10), the
ischemia-reperfusion was preconditioned with three brief
periods of 5 min. ischemia and 5 min. reperfusion. Control
group (n=5) animals were sham operated without vascular
occlusion.

In IPC group, there are significantly higher neutrophil
infiltration in the lungs (neutrophil counts: 57.6+15.9 in IPC
group, 31.2+6.2 in IR group, p<0.0001) and edema (mean
edema score: 2+ in IPC group, 1.7+ in IR group, p<0.002).

It is concluded that IPC before the aortic occlusion increase the

neutrophil sequestration and augments the lung injury process.

Keywords: Ischemic preconditioning, lung injury, aortic
occlusion.

Giris

Gegici alt ekstremite iskemisi ve reperfiizyonunun (iR),
akciger hasarina neden oldugu bilinmektedir [1-3]. Bu durum,
iskemiye bagli olarak polimorf hiicreli nétrofillerin (PMN)
aktivasyonu ve akcigerlerde sekestrasyonuna sonucu ortaya
cikmaktadir [3].

Iskemik ¢ preconditioning”” (IPC), uzun siireli bir iskemi déne-
mi oncesinde, dokunun direncini artirabilmek igin, ayn1 doku-
nun kisa siireli iskemi ve reperfiizyon periyotlarina maruz
birakilarak direncinin artirilmasidir [4]. IPC’in kalp adalesi
tizerindeki faydali etkisi bilinmekte ve klinikte de
kullanilmaktadir. Ancak iskelet kasi iizerindeki faydali
etkilerinin kalp adalesine gore daha az oldugu diisiiniilmekte-
dir [5,6]. Hem iskelet kas1 IPC’in etkilerini degisik bir bakis
acistyla degerlendirmek ve hem de alt ekstremite iskemisine
bagl ortaya cikabilecek olan akciger hasarimi azaltmaya
yonelik alternatif bir metot ortaya koyabilmek amaciyla bu
caligma planlanmugtir.

Materyal ve Metod

Calismada 25 disi, Wistar cinsi, beyaz si¢an kullanildi. Periton
icerisine 30 mg/kg ketamine ve 6 mg/kg xylazin verilerek
anestezi saglandi. Boyun bolgesine yapilan insizyon ile sol
juguler ven diseke edilip; aortik klemp oncesi buradan 1000
Ulkg heparin verildi. Biitiin deneklerde orta hattan yapilan kesi
ile batin acildi. Renal arterlerin distalinden abdominal aorta
eksplore edildi. IR (iskemi-reperfiizyon) grubunda (n=10)
abdominal aortaya 3 saat siireyle klemp (Yasargil anevrizma
klipsi, Aesculap) kondu; bir saat siireyle reperfiizyonda
beklendi. IPC grubunda (n=10) ise 5’er dakikalik 3 adet iske-
mi ve reperfiizyon periyodu sonrasinda 2 saat 45 dakikalik
iskemi ve 45 dakikalik reperfiizyon periyodu olusturuldu;
boylece toplam iskemi ve reperfiizyon siiresinin ayni olmasi
saglandi. Kontrol grubundaki (n=5) deneklere ise sadece cer-
rahi diseksiyonlar yapildi ve 4 saat siireyle batinlar1 agik
olarak bekletildi.

Islem sonrasi, trakea ve akcigerler ¢ikarildi. Bir braniil yardim
ile sol akcigere bronkoalveoler lavaj yapildi. Ug defa 2 ml
serum fizyolojik verildi ve aspire edildi. Elde edilen sivilar
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santrifiij (10 dak, 1000g) edildikten sonra -30 derecede
saklandu.

Sag akciger %10 formalinde fikse edildi. Sag orta lobdan 3
adet doku 6rnegi alindi. Doku takibi igleminden sonra parafin
bloklar hazirlandi bunlardan 6 p kalinlikta seri kesitler
yapilarak hemotoksilen eosin ile boyandi. Bronslarin ve
kapiller haricindeki biiyiik damarlar1 yogun oldugu alanlar, bag
dokusunun fazla oldugu bolgeler inceleme digt birakildi. On
biiyiikk  biiyiitme alaninda, alveol igerisindeki ve
interstisyumdaki notrofiller sayildi. Akciger dokusundaki
konjesyon ve interstisyel ddem semikantitatif olarak deger-
lendirildi. Daha 6nceden Tassiopoulos ve arkadaslari tarafin-
dan kullanilan skorlama sistemi modifiye edilerek 6dem ve
konjesyon ayri ayr1 degerlendirildi [7]. Buna gore 6dem: 0
puan, 6dem yok; 1+, fokal hafif 6dem; 2+, fokal yogun 6dem;
3+, diffiiz 6dem; konjesyon igin: 0, konjesyon yok; 1+, fokal
hafif konjesyon; 2+, fokal yogun konjesyon; 3+, diffiiz
konjesyon olarak puanlandi.

Istatistiksel degerlendirme:

Iskemiye maruz kalan IPC ve IR gruplan birbirleri ve Kontrol
grubu ile ikiserli sekilde Mann Whitney testi ile karsilagtirildi.
P degerinin 0.05’in altinda olmas1 anlamli kabul edildi.

Sonuglar

Histopatolojik degerlendirmeye goére dort saatlik deney
siiresinin sonunda iskemi ve reperfiizyona maruz kalan IR ve
IPC gruplarinda, intraalveoler ve interstisyel belirgin derecede
polimorf niiveli lokosit (PMN) birikimi saptandi. Alveol
icerisinde yer yer proteinden zengin eksuda odaklar
goriilmekteydi. “’Sham’’ operasyonu yapilan kontrol grubun-
daki deneklerde normale yakin bir akciger histolojisi gozlendi
(Tablo 1).

PNL sayist Odem Konjesyon
Kontrol grubu 10.8+2 1 0
IR grubu 31.2+6.21 1.7% IF
IPC grubu 57.6£15.91% 2%k 1.81
Tablo 1: Akciger dokusunda 10 biiyiik biiyiitme alanindaki

hiicreli 1okosit (PNL) sayilari, semikantitatif ddem ve konjesyon puanlar.

+: Kontrol grubundan istatiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0.05)

+: IR grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0.05)

On biiyiik biiyiitme alanindaki PMN sayimina gére IPC
grubunda (57.6+15.9) 16kosit; IR grubunda (31.2£6.2) 16kosit
saptand1 (Resim1,2,3). Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0.0001). Kontrol grubu deneklerin
akcigerlerinde ortalama (10.8+2) PMN sayildi;; bu deger
iskemiye maruz kalan [PC ve IR gruplarinda diger her iki
gruptan da istatistiksel olarak anlamli oranda daha diisiiktii
(p<0.001).

Semikantitatif degerlendirmede ortalama 6dem puani: sham
grubunda 1+, IR grubunda 1.7+, IPC grubunda 2+; ortalama
konjesyon puani: sham grubunda O, IR grubunda 1+, IPC
grubunda 1.8+ olarak gergeklesti. Yapilan karsilastirmada IR
ve IPC grubunda, sham grubundan istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla (p<0.001) ddem gelistigi bulundu. IPC
grubundaki doku 6demi ise IR grubundan daha fazlaydi
(p<0.002). TPC grubunun ortalama konjesyon puani sham
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Resim 1: Normal akciger dokusu. Kontrol grubu (Hematok-
silen eosin, 100X)
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Resim 2: Intraalveoler hemoraji ve iltihabi hiicreler. IR grubu
(Hematoksilen eosin, 400X)
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Resim 3: Interstisyumda ve intraalveoler hemoraji ve yogun
iltihabi hiicre topluluklari. IPC grubu. (Hematoksilen eosin,
100X).

grubundan anlamli derecede daha yiiksekti (p<0.001). IR
grubunda da sham grubuna gore daha fazla konjesyon gelisti.
(p<0.05). IPC grubunda IR grubuna gére daha fazla konjesyon
gelismesine ragmen bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
diizeye ulagmadi (p>0.05).

BAL sitolojilerinde sadece IPC grubundaki 1 hayvanda nétro-
fil saptands; digerlerinde sadece makrofaj vardi.

Tartisma



Iskemik PC’in olumlu etkisi ilk defa Murry tarafindan
myokard dokusunda gosterilmistir [4]. Miyokard dokusu ile
ilgili caligmalar 6n planda olmakla beraber karaciger, bobrek,
akciger ve iskelet kasi ile ilgili cok sayida ¢aligma bildirilmistir
[4-10]. Mounsey ve arkadaslari, iskemik preconditioning
sonrast iskelet kasindaki canlilifin %25 daha iyi oldugunu
bildirmektedir [5]. Ayrica, postiskemik kapiller perfiizyonun
perconditioning yapilanlarda daha yiiksek oldugu da
bildirilmektedir [6]. Ancak iskelet kasmna uygulanan IPC ile
ilgili calismalarda iskeminin ve preconditioning’in akciger-
lerde olumsuz etkisi olabilecegi gozden kagmaktadir. Bu calig-
mada [PC’in iskelet kast iizerindeki olumlu ya da olumsuz etk-
ileri degil, akcigerler iizerindeki indirekt etkisi arastirilmistir
ve akciger hasarini artirdig1 saptanmustir.

Iskemi ve reperfiizyona maruz kalanlarda sham grubundan
daha fazla PNL infiltrasyonu, 6dem ve konjesyon gozlenmis
olmasi, Tassiopoulos ve arkadaslari tarafindan da bildirildigi
gibi abdominal aortanin gegici okliizyonuna bagli akciger
hasart meydana gelebilecegini bir kez daha ortaya koymustur
[7]. Otuz dakika iskemi 120 dakika reperfiizyon sonrasinda
dahi akciger dokusunda miyeloperoksidaz aktivitesi ve BAL’-
da PMN sayisinin arttig: bildirilmektedir [11]. Ancak akciger
dokusunda gordiigiimiiz notrofillerin  BAL  sitolojisinde
goriilmemis olmasi 1 saatlik reperfiizyon siiresinin yeterli
olmadigim gostermektedir.

Notrofil aktivasyonu, reperfiizyona bagli olusan uzak organ
hasarinda en 6nemli rolii oynar. Akcigerler belki de bu olaydan
en fazla etkilenen organdir. Notrofillerin akciger endoteline
adezyonu sonrasi proteolitik enzimler ve oksijen serbest
radikalleri a¢i8a ¢ikar buna bagh akciger hasar gelisir [12,13].
Akcigerdeki notrofil infiltrasyonu ve dokudaki 6dem miktarini
IPC uygulananlardan anlamli derecede daha yiiksek bulduk.
Literatiirde IPC’in akcigerler iizerindeki dolayl etkisini
gosteren bir caligma bulunmamaktadir. Iskelet kasina
uygulanan [PC sonras1 doku miyeloperoksidaz aktivitesinde ve
kan tiimor nekroz faktor diizeylerinde azalma, doku rediikte
glutatyon miktar1 ve nitrik oksit metabolitlerinde artma oldugu
bildirilmistir [14]. Biitiin bunlar IPC’in, uygulandig1 dokuda
enflamatuar cevabi azalttigint gostermektedir. Ancak
beklenenin aksine akciger hasarinda artma saptanmistir. Bu
durum alt ekstremite kaslarnin iskemisi yaninda, klemp
proksimalinde kalan kisimlarin verdigi noro-humoral cevaba
bagli gelismis olabilir.

Papanastasiou ve arkadaglari, alt ekstremite IPC’i ile kandaki
nitrik oksit {irtinlerinin arttigin1 ve bunun iskemi-reperfiizyona
bagli gelisen iskelet kasi hasarinin azaltilmasinda etkili
oldugunu bildirmektedir. Buna goére kandaki nitrik oksit
metabolitlerinin artmasini saglayan bir yontem olan IPC ile
akcigerlerdeki hasarin da azaltilabilecegi diisiiniilebilir. Ancak
yiiksek dozdaki nitrik oksitin, akcigerler i¢in koruyucu
olmadig da ileri siiriilmektedir [15].

Javadpour ve arkadaslani siganlarda termal stres yaratarak
preconditioning (PC) olusturmusg ve iskemi reperfiizyona bagh
ortaya ¢ikan akciger hasarinda azalma saptamustir [11]. Bu
caligmada viicut 1s1s1 41 derece civarina ¢ikarilmis, dolayisiyla
biitiin dokular ayni oranda termal PC’e maruz kalmstir. Bizim
calismamizda ise akcigerlere PC uygulanmamus; aksine
iskemi-reperfiizyon hasarinin pulmoner etkilerinin ortaya
konmast i¢in kullanilmustir.

Iskemik PC’in uygulandig1 dokuda iskemiye direnci artirdis
bilinmektedir. Ancak akcigerlerde 16kosit infiltrasyonu ve
6deme yol agabilir.
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