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Ozet

Amag: Aortun gegici olarak okliizyonunu gerektiren cerrahi girisimlerde alt ekstremitelerin iskemi reperfiizyonuna ugratilmasi
sonucunda akcigerlerde bir incinme ortaya cikabilmektedir. Bu olayda, polimorf niiveli nétrofil aktivasyonunun onemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu ¢aligmada, bir proteaz inhibitorii olan aprotininin bu incinme iizerindeki koruyucu etkisi arastirtlmistir.
Materyal ve Metod: Calisma, tavsan modelinde medyan laparotomi ile infrarenal aortun 3 saat siireyle okliizyonu ve 1 saat
reperfiizyonu seklinde gerceklestirildi. Her iki cinsten 36 adet Yeni Zellanda cinsi beyaz tavsan rastgele olarak 3 gruba ayrildi. Grup
1’de (n = 12) anestezinin hemen ardindan 30,000 KIU aprotinin bolus olarak verildi. Grup 2’de ise ayni voliimde serum fizyolojik
kullanildi. Grup 3’de (sham grubu) anestezi ve cerrahi iglemler uygulandi fakat aort okliide edilmedi. Gruplarda bir saatlik reperfiizyon
sonunda arteriyel kan gazi Ol¢iimleri yapildi ve tavsanlar sakrifiye edildiler. Akcigerler histolojik olarak degerlendirildi ve saptanan
incinme skorlandi.

Bulgular: Ortalama pO, degeri Grup 2’de diger gruplardan daha diisiik bulundu (p < 0.05). Grup 3 olgularda akciger histolojisi
tamamen normal olarak degerlendirildi. Grup-2 olgularda, Grup 1’e gore daha fazla akciger inflamasyonu saptandi (p < 0.05).
Sonug: Aprotininin alt ekstremite iskemi reperfiizyonuna bagl olarak ortaya ¢ikan akciger hasarini azalttig1 sonucuna varildi.
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Summary

Background: Lung injury may occur after the surgical procedures involving the temporary aortic occlusion with subsequent ischemia
reperfusion of the lower extremities. Activation of the polymorphonuclear neutrophils is known to play an important role in the
pathophysiologic mechanisms. The aim of this study was to determine whether the aprotinin which is a protease inhibitor could have
a protective effect on this injury.

Methods: A rabbit model in which the infra renal aorta was encircled with median laparotomy and occluded for 3 hours followed by
1 hour of reperfusion was used. New Zelland white rabbits of both sex were randomised into 3 groups. Aprotinin was given 30,000
KIU as a bolus after the induction of anestesia in Group 1 (n = 12), similar volume of saline solution was used in Group 2 (n = 12).
Group 3 of animals (sham group, n = 12) were anesthetized and subjected to the surgical procedures without aortic occlusion. At the
end of 1 hour reperfusion, arterial blood gases were measured and the rabbits were sacrificed. The lungs were histologically examined
and scored according to evidences of the injury.

Results: The average pO, in the Group 2 was significantly lower than in the other groups (p < 0.05). No pathologic finding in lung
histology was noted in the Group 3 of animals. The animals of Group 2 exhibited significantly higher lung inflammation than the
animals of Group 1 (p < 0.05).

Conclusion: The results suggest that aprotinin reduces the lung injury caused by ischemia-reperfusion of the lower extremities.
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Gil‘l§ maruz kalmasi, interstisyel odem ile karekterize pulmoner

incinmeye ve disfonksiyona yol acarak, bazi olgularda uzamig
Damar cerrahisinde abdominal aortun gecgici olarak ventilator ve inotropik destek gereksinimine neden
klemplenmesi ve alt ekstremitelerin iskemi reperfiizyona olabilmektedir [1-3]. Akcigerlerdeki bu incinmenin
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mekanizmasinin tam olarak ortaya konmasi ve tedavinin
hedefe yonlendirilebilmesi amaciyla bu giine dek bircok klinik
ve deneysel calismalar yapilmistir [4,5]. Olaym etiyolojisinde
yer aldig1 iddia edilen faktorlerden birisi "washout"
fenomenidir. Reperfiizyon sirasinda sistemik dolagima katilan
bircok kimyasal mediyatorlerin ve olast mikroembolilerin rolii
bazi caligmalara konu olmustur [6,7]. Son zamanlarda ise
iskemi ile baglayan tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF) artis1 ve
polimorf niiveli notrofil (PMN) aktivasyonuyla karekterize
inflamatuvar yanmitin bu hasarda en onemli rolii oynadifi
anlagilmistir [6,8,9]. Aprotinin bir proteaz inhibitériidiir, ayrica
kallikrein-kinin sistemi aktivasyonunu ve kismen notrofil
aktivasyonunu inhibe ettigi de bilinmektedir [10]. Bu
calismada tavsanlarda abdominal aort okliizyonu modelinde
aprotinin'in akciger hasar1 iizerindeki koruyucu etkisi
aragtirilmustir.

Materyal ve Metod

Etik onay sonrasinda deney, her iki cinsten 2.5-3.5 kg
agirhiklarinda 36 adet Yeni Zellanda cinsi beyaz tavsan
izerinde gergeklestirildi. Tavsanlar rastgele olarak esit sayida
(n = 12) 3 gruba ayrildilar.

Deney gruplanndaki uygulama ve cerrahi teknik

Tim tavsanlara preoperatif donemde kulak veninden
yerlestirilen bir kateter yoluyla tek doz antibiyotik (10 mg
cefazolin) ve heparin (150 U/kg) uygulandi. Islem boyunca
%0.9 NaCl (15 ml/h) ile devam edildi. Islemler tek doz
intramuskuler ketamin (50 mg/kg) anestezisi altinda uygulandi.
Anesteziyi takiben Grup 1°de 30,000 KIU/kg aprotinin
intravendz bolus olarak verildi. Diger gruplarda ise ayni
voliimde serum fizyolojik kullanild1

Tavsanlarda abdominal aort, orta hat laparotomi ile ortaya
kondu. Aort infrarenal bolgeden 2/0 monoflamen siitiir ile
doniildii ve sner igine alindi, sner karin yan duvarindan disa
alindi. Grup 1 ve Grup 2’de iskemi, snerin 3 saat siireyle
sikilmasiyla gerceklestirildi. Bu gruplarda sner sikildiktan ve
aortik okliizyon kontrol edildikten sonra abdomen kapatildi.
Grup 3’de (sham grubu) ise anestezi ve diger cerrahi islemler
uyguland1 ancak aort okliide edilmedi. Bu grup, anestezi ve
operasyonun sonuglar iizerine olasi etkisinin belirlenmesi ve
degerlendirilmesi amactyla kullanildi.

Islem sirasinda her 3 grupta da tavsanlar nazal maske ile 2
L/dak O2 ile spontan solunuma brakildilar. Rektal 1s1 izlendi ve
viicut 1s1s1 1sitma lambas1 ve petler kullanilarak 37-38 0C
arasinda tutuldu. Deneyde ek doz anestezi uygulanmadi ve
takip suurlu tavsanlar iizerinde siirdii. Ug saatlik iskemi
periyodu sonunda sner gevsetildi. Iskemi uygulanan
hayvanlarda reperfiizyonun ilk 5 dakikasinda 3 mEq sodyum
bikarbonat infiizyonla verildi. Reperfiizyonun 60. dakikasinda
femoral arterden kan gazi oOlgiimleri yapildi. Bu olgiimler
sonrasinda tavsanlara yeniden intramuskuler ketamin (50
mg/kg) uygulandi ve anestezi altinda intrakardiyak formol ile
sakrifiye edildiler. Her iki akciger cikarilarak histopatolojik
incelemeye alindi.

Histolojik degerdendirme
Formalin soliisyonunda fikse (tesbit) edilip parafine gomiilen
orneklerden 4 mikrometrelik kesitler alindi ve rutin
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odem.

Resim 3. Multifokal peribronsiyal yangisal hiicre
infiltrasyonu, 6dem, brons epitelinde erozyon.
hematoxylin-eosin ile boyandi. Tim Ornekler deney

gruplarindan habersiz ayni patolog tarafindan degerlendirildi.
Her oOrnekte en az 2 farkli kesit incelendi. Akciger hasari
kesitlerde saptanan konjestiyon, interstisyel 6dem, PMN
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Tablo 1. Gruplarda reperfiizyonun 60. Dakikasinda arteryel kangazi olciimleri.

Grup1 (n=11) Grup2 (n=11) Grup3 (n=12) )
1102) 914 838 915 0.011
pCO;, 36+3 343 35+3 0.236
pH 7.34£0.03 7.33£0.04 7.35+0.02 0.523

Tablo 2. Grup 1 ve Grup 2’de saptanan akciger skorlari.

Akciger Hasan Skorlan

0 1 2
Grup1 (n=11) 5 6 -
Grup-2 (n=11) 1 7 3

3 4 Ortalama skorlar
0.5£0.5

1.2+0.6

infiltrasyonu ve hava yolu hemorajilerine gore asagidaki
skalaya uygun olarak semikantitatif olarak skorlandi [8]:

0 = Degisiklik yok

1 = Fokal, hafif degisiklikler

2 = Multifokal orta dereceli degisiklikler

3 = Multifokal belirgin degisiklikler

4 = Yaygin belirgin degisiklikler

Istatistik
Gruplarda elde edilen degerler ortalama deger + standart sapma
olarak ifade edildi. Gruplar arasinda biyokimyasal

parametrelerin karsilastirilmasinda Student t testi, akciger
hasar1 skorlarnm karsilastirrlmasinda nonparametrik Mann-
Whitney U testi kullanild1 ve p < 0.05 degerleri anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Grup-3'de mortalite ve morbidite izlenmedi ve akciger
histolojilerinde patolojik bulgu saptanmadi. Grup 1 ve Grup
2’de birer tavsan islem sirasinda kaybedildi. Reperfiizyonun
60. dakikasinda alinan arteryel kan gazi olciimlerinde Grup
2’de diger guruplara gore pO2 anlamli olarak daha diisiik
bulundu (p = 0.011). Saptanan pCO2 ve pH degerlerinde ise
gruplar arasinda bir fark izlenmedi (Tablo 1).

Akciger kesitlerinde yapilan histopatolojik degerlendirmelerde
hi¢ bir hayvanda 3. ve 4. derecelerde hasar izlenmedi. Grup 1
ve Grup 2’de saptanan akciger skorlar1 Tablo 2’de sunulmustur.
Grup 1’de tavsanlarin 5'inde akciger patolojisi saptanmadi
(Resim 1), 6’sinda ise fokal hafif degisiklikler (1. derece)
izlendi (Resim 2). Grup 2’de ise tavsanlarin biiyiik bir
boliimiinde 1. veya 2. derece (Resim 3) akciger hasarlar
saptandi (p = 0.040).

Tartisma

Abdominal aortun bir siire icin klemplenmesi ve alt
extremitenin iskemi reperfiizyonuna maruz birakilmasi
sonucunda akci8erlerde ortaya c¢ikan hasarin, inflamatuvar bir
yanita bagl oldugu ve bu hasarda lokosit aktivasyonunun en
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onemli rolii oynadig1 bilinmektedir. Iskemi reperfiizyonuna
bagh uzak organ hasarlarmnin, 6zellikle akcigerlerde ortaya
cikan hasarin etiyolojisinde en ©nemli unsur olarak PMN
aktivasyonu goriilmektedir [3,4,6]. Notrofil aktivasyonu ve
sekestrasyon  sonucunda pulmoner mikrosirkiilasyon
bozulmakta, proteolitik enzimlerin ve oksijen serbest
radikallerinin aci18a ¢ikmasi endotel permiabilitesinde artis ve
interstisyel 6dem ile karekterize doku hasari ile sonuglanan bu
incinmeyi baglatmaktadir [9,11]. Akcigerlerde ortaya ¢ikan bu
hasarin patogenezinde rol alan en 6nemli mediyatoriin TNF
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalarda alt ekstremite
iskemisinin serum TNF diizeyinde hizli bir artisa yol agtigi
gosterilmigtir [8]. Timor nekrozis faktor-alfa giiclii bir PMN
aktivatoriidiir, ayn1 zamanda akcigerde notrofil kemotaksisinde
etkili bir diger mediyator olan nitrik oksit iiretiminde de artisa
yol agmaktadir [8,12]. Alt ekstremite iskemisine bagl ortaya
¢ikan akciger hasarinin 6nlenmesinde TNF blokaji veya lokosit
inhibisyonunu esas alan degisik ajanlarla yapilmis cok sayida
calismay: literatiirde gormek miimkiindiir [5,8,12]. Ancak bu
gline dek yayinlanmig caligmalarda aprotininin etkisini
arastiran bir ¢aligmaya rastlanmamugtir.

Aprotinin, genis bir yelpazede serin proteazlar1 degisik
derecelerde inhibe eder. Ayrica, tripsin, plazmin ve nétrofil
kaynakli lizozomal elastaz ve katepsin inhibisyonuna yol agtig1
in vitro olarak gosterilmistir [13]. Aprotininin bir diger 6nemli
ozelligi kallikrein-kinin sistemini inhibe etmesi ve
inflamasyonda vaskiiler biitiinliigiin korunmasina katkida
bulunmasidir [10,13]. Lokal inflamasyonda ©nemli bir
mediyatér olan bradikinin, kallikrein-kinin sisteminin
aktivasyonuyla ortaya c¢ikmakta, vazodilatasyon ve
permeabilite artigina yol acarak doku ©Odemine neden
olmaktadir [14]. Tiim bu ozellikleri nedeniyle aprotinin,
1930’da kesfedilmesinden bu yana iskemi-reperfiizyon,
kardiyopulmoner bypass, sepsis gibi kan proteaz kaskadlarini
aktive eden klinik durumlar icin cesitli caligmalara konu
olmustur. Aprotinin kardiyopulmoner bypass ve diger
inflamasyon durumlarinda kallikrein inhibisyonu yoluyla PMN
aktivasyonunu da azaltmakta ve koruyucu etki saglamaktadir
[10,15,16]. Beyin, spinal kord, miyokard, iskelet kasi gibi
bircok doku ve organda iskemi reperfiizyon hasarini azaltmada
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etkili oldugu sayisiz caligmada gosterilmistir [17-20]. Bu
calisma, iskemi reperfiizyonunun uzak doku hasarlarinin
onlenmesini hedef almasi bakimindan aprotinin ile ilgili diger
caligmalarin bir uzantis1 kabul edilebilir. Bu caligmada elde
edilen sonuglar, damar cerrahisinde abdominal aortun
klemplenmesi durumunda ortaya ¢ikabilen akciger hasarinin
onlenmesinde de aprotinin kullaniminin etkili olabilecegini
desteklemektedir.

Tavsan abdominal aort okliizyon modeli, alt ekstremite
iskemi repefiizyonunun yol actigi akciger hasarmin
degerlendirilebilmesi, degisik ajanlarin koruyucu
etkinliklerinin hizli bir sekilde gdzlemlenebilmesi bakimindan
giivenli bir yontemdir. Bu deneyde abdominal aortanin siner
icine alinmas1 ve karin yan duvarindan snerin viicut digina
cikarillarak disaridan yonetilmesi, laparotominin hemen
kapatilmasina ve anestezinin kisa olmasma olanak vermistir.
Anestezi ve operasyonun sonuglar iizerine olast etkisi ise sham
grubu kullanilarak degerlendirilmis ve diglanmistir. Bu giine
dek, alt ekstremite iskemi reperfiizyonuna baglh gelisen akciger
hasarinin  deneysel modellenmesinde genellikle ratlar
kullanilmigtir. Bu deneylerde akcigerlerdeki PMN aktivasyonu
etkileri ve incinmenin reperfiizyonun hemen baglangicindan
itibaren ilk 10 dakika icinde izlenebildigi, bununla birlikte ilk
4 saat icinde progressif olarak arttigi saptanmistir. Bu
bakimdan, bu ¢alismada kullanilan 1 saatlik reperfiizyon siiresi
literatiir ile uyumludur [8, 21]. Bu calismada tavsanda
abdominal aort okliizyonu modelinde kullanilan teknik daha
once Naslund ve arkadaglarinin [22] kullanmis oldugu teknigin
bir modifikasyonudur. Abdominal aortanin siner i¢ine alinmasi,
sinerin sikildiktan ve olusan okliizyonun kontroliinden sonra
disar1 alinmasi snerin etkinligi konusunda ortaya c¢ikabilecek
bir kuskuya yer birakmamaktadir. Bu teknik ile cerrahi
insizyonun erken kapatilmasi ve ek anestezik madde
gereksiniminin olmamasi, kamimizca tavsanlarin bu uzun
deneyi tolere edebilmelerine katkida bulunmustur.

Aprotinin potansiyel olarak antijenik bir ajandir ve nadir de
olsa allerjik reaksiyonlara yol agabilmektedir [23]. Ayrica
postoperatif trombiis formasyonuna yol acabilecegi de
literatiirde genis olarak tartisilan bir konudur [13,24]. Bununla
birlikte bu calisgmada bdyle bir yan etkiyi destekleyen bir
bulguya rastlanmamigtir. Tersine, kanimizca aprotininin olumlu
etkileri bradikinin olusumunu azaltmasi, aktive nétrofillerin
salgiladiklar1 proteazlarin yol actigi endotel harabiyetini
onlemesi ve sonugta daha iyi bir pulmoner mikrosirkiilasyon
saglamasi ile ilgilidir.

Bu calismada gosterilmistir ki abdominal aortun gegici olarak
klemplenmesi ve alt ekstremitenin iskemi reperfiizyonuna
ugratilmas1 akcigerlerde konjesyon, PMN infiltrasyonu ve
interstisyel oOdem ile karekterize bir incinmeye yol
acabilmektedir ve aprotinin kullanimi1 bu hasarin 6nlenmesinde
etkilidir. Ancak bu koruyucu etkinin hiicresel ve biyokimyasal
mekanizmalarinin ilave calismalar ile arastirilmasimin uygun
olacagi goriistindeyiz.
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