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Ozet

Amag: Bu calismada, alt ekstremitelerdeki gegici iskemi reperfiizyon (I/R) hasarina bagh akcigerlerde olusan patolojik degisiklikler
ve bunlar1 6nlemede askorbik asidin koruyucu etkisi aragtirildi.

Materyal ve Metod: Ratlar kontrol grubu (Grup 1), iskemi reperfiizyon grubu (Grup 2) ve askorbik asit verilen calisma grubu
(Grup 3) olmak tizere ti¢ gruba ayrildi. Grup 1’deki ratlarda batin agild1 ve abdominal aortlar1 eksplore edildikten sonra hicbir girisim
yapilmadan tekrar kapatildi (n = 5). Grup 2’de infrarenal aortaya klemp konuldu. 3 saatlik iskemi siiresinin sonunda klemp kaldirild1
ve reperfiizyon icin 1 saat beklendi (n = 8). Bu iglemin aynis1 askorbik asid verilen 3. grupta da uyguland: (n = 8). Bu gruptaki ratlara,
islemden 6nceki 5 giin boyunca IM olarak 50 mg/kg/giin sodyum askorbat (Redoksan) verildi. Tiim gruplardaki ratlar dérdiincii saatte
sakrifiye edilerek akcigerleri alindi ve histopatolojik olarak incelendi. Akcigerlerdeki patolojik degisikliklerin derecesini ifade
edebilmek icin, O ile +3 arasinda degisen puanlama sistemi kullanilarak hasar skoru hesaplandi..

Bulgular: Tkinci ve ligiincii grupta, kontrol grubuna gore daha fazla polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) birikimi, 6dem ve konjesyon
saptand1. ikinci grubun hasar skor puam 2.75 olarak bulundu. 3’ncii grubun hasar skor puam 2.12 olarak hesaplandi. Bu iki grubun
sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.05).

Sonug: Askorbik asit, alt ekstremitelerdeki gegici I/R hasarina bagli olarak akcigerlerde olusan patolojik degisiklikleri &nlemede
yararli olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Askorbik asit, aortik okliizyon, akciger hasari, alt ekstremite
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Summary

Background: In this study, injury in the lungs due to experimental lower extremity IR and preventive effect of ascorbic acid were
investigated.

Methods: Rats were divided into three groups as follows: control group (Group 1), IR group without treatment (Group 2), IR with the
administration of ascorbic acid (Group 3). Rats in the group 1 were undertaken laparotomy and closed after exploration of abdominal
aorta (n = 5). In the second group, the infrarenal aorta of the rats were clamped a period of 3 hours. After ischemic period, aortic
clamping were removed and waited for 1 hour of reperfusion period (n = 8). The rats in the third group were administered 50
mg/kg/day of sodium ascorbic acid commencing from 5 days before experimental procedure (n = 8). The animals were sacrificed and
the histopathological specimens of the lungs were examined. The pathological changes in the lungs were ranged between 0+ and 3+
correlated to the level of increasing injury.

Results: Edema, congestion and the more prominent accumulation of polymorphonuclear leukocyte (PMNL) were determined in the
specimens of group 2 and 3 as compared to the control group. The average score was 2.75 in the group 2. The average score was 2.12
in the third group and it was statistically significant as compared to the second group (p < 0.05).

Conclusions: Pretreatment with ascorbic acid was beneficial in prevention of lung injury after IR of lower extremities.
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Gil'i§ reperfiizyonun yaptig1 etkinin ortaya ¢ikmasinda noétrofillerin

aktive olmalart 6nemli rol oynamaktadir [4-7]. Akciger
Alt ekstremitelerde olusan gegici I/R hasarinda, iskemiye hasarinin gelismesinde yer alan en onemli etken, endotele
maruz kalan bolge disindaki uzak doku ve organlarda da hasar yapisan notrofillerin serbest oksijen radikallerini (SOR) ve
meydana geldigi bilinmektedir. Bu hedef organlar arasinda proteolitik enzimleri ortaya ¢ikartmasidir [2,5,8]. Askorbik asit
akcigerler onemli bir yer tutmaktadir [1,2,3]. Akcigerlerde, (Vitamin C) indirgeyici etkisiyle serbest oksijen radikallerini
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Resim 1. (0), Normal akciger dokusu, (Hematoksilen eosin,
150%).

ortamdan kaldiran ve sebep olduklar1 hasar1 6nleyen giiclii bir
antioksidandir [9,10,11].

Bu c¢aligmada, alt ekstremitede akut arteriyal okliizyon
sonucunda ortaya ¢ikan gegici iskemi ve reperfiizyon hasarinin
akciger dokusu iizerinde yaptig1 hasar1 ve askorbik asidin bu
hasar1 6nlemedeki etkisini histopatololik olarak inceledik.

Materyal ve Metod

Agirliklari 220 - 265 gr arasinda olan ayni ortamda yasamis ve
ayn sekilde beslenmis 21 adet Wistar albino cinsi beyaz rat
caligmaya alindi. Ratlar kontrol grubu (Grup 1), iskemi
reperfiizyon grubu (Grup 2) ve askorbik asit verilen ¢aligma
grubu (Grup 3) olmak iizere ii¢ gruba ayrildi.

Oda havasinda, 20°C de, Ketamine HCl (Ketalar-Eczacibasi)
40 mg/kg + xylazine (Rompun-Bayer) 5 mg/kg sol 6n ayak
adalesine intramuskiiler yolla uygulanarak anestezi saglandi.
Islem boyunca ratlar solunumlar1 spontan olarak devam edecek
sekilde uyutuldular. Anestezi sonrasinda batin yaklasik 4
cm’lik orta hat insizyonla ksifoidin hemen altindan pubisin 0.5
cm lizerine kadar agildi. Sadece anestezi verilen 1. gruptaki
ratlarda, batin agildi ve abdominal aorta eksplore edildikten
sonra hicbir girisim yapilmadan tekrar 4/0 atravmatik siitur ile
kapatildi (n = 5). I/R olusturulan 2. grupta batin agildiktan

Resim 3. (+2), Multifokal orta derecede
(Hematoksilen eosin, 150x).

degisiklikler,
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Resim 2. (+1), Fokal, goze carpmayan hafif derecede
degisiklikler, (Hematoksilen eosin, 150x).

sonra abdomimal aorta eksplore edidi ve infrarenal aortaya
klemp (vascu stadd mini-scalan) konularak batin kapatildi
(n = 8). 3 saatlik iskemi siiresinin sonunda batin siitiirleri
alinarak aortadaki klemp kaldirild1 ve batin tekrar kapatilarak
1 saatlik reperfiizyon siiresi beklendi. Askorbik asid verilen
3. grupta da bu iglemin aynisi yapildi (n = 8). Bu gruptaki
ratlara 5 giin onceden 50 mg/kg/giin IM olarak sodyum
askorbat (Redoksan) verildi. Yapilan islem tamamlandiktan
sonra ratlara yiiksek doz anestezi verilerek akcigerleri ¢ikartildi
ve formalinde fikse edildi. Gozlemler, deneyin ve alinan
orneklerin ayrintilarini bilmeyen tarafsiz bir patolog tarafindan
yapildi. Her ii¢ grupta bulunan ratlardan doku ornekleri alindi
ve parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan kalinlig1 4p
olan seri kesitler yapilarak hemotoksilen eosin boyas: ile
boyandi. Biiyiitme alan1 icerisinde bulunan akciger
dokusundaki PMNL, konjesyon, interstisiyel Odem
semikantitatif olarak degerlendirildi. Daha 6nce Tassiopoulos
ve arkadaglarmin kullandiklar1 skorlama sistemi modifiye
edilerek akcigerlerde olusan hasarin miktari tespit edildi [12].
Buna gore; 0, degisiklik yok (Resim 1); 1+, fokal, goze
carpmayan hafif derecede degisiklikler (Resim 2); 2+,
multifokal orta derecedeki degisiklikler (Resim 3); 3+,
multifokal ileri derecede ve yogun degisiklikler olarak
puanlama yapild: (Resim 4).

Resim 4.(+3), Multifokal ileri derecedeki yogun degisiklikler,
(Hematoksilen eosin, 150x).
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Istatistiksel olarak kontrol grubu (Grup 1), I/R grubu (Grup 2)
ve C vitamini verilen grup (Grup 3) ikiserli olarak kendi
aralarinda Mann Whitney testi ile karsilastirildilar. P degerinin
0.05’in altinda olmasi (p < 0.05) anlamli kabul edildi.

Bulgular

Histopatojik degerlendirmede kontrol grubunda normale yakin
bir akciger dokusu goriildii. Ikinci ve iigiincii grupta, kontrol
grubuna gore daha fazla PMNL birikimi, 6dem ve konjesyon
saptandi. Uciincii grup, ikinci grup ile kiyaslandiginda,
3.grupta PMNL sayisinin daha az oldugu goriildii. Ayrica,
interstisiyel 6dem ve konjesyonda daha azdi.

Akcigerlerdeki patolojik degisikliklerin derecesini ifade
edebilmek i¢in kullanilan semikantitatif degerlendirmede,
kontrol grubunun hasar skor puani 0.8 olarak bulundu. Kontrol
grubunun hasar skor puani hesaplanirken, ortalamasi alinan
puan degerleri O ile +1 arasinda degismekteydi. Ikinci ve
ticiincli grubun hasar skor puani hesaplanirken ise ortalamasi
alman puan degerleri +1 ile +3 arasinda degismekteydi. Bu
degerlere gore hesaplanan 2. grubun hasar skor puani 2.75
olarak bulundu. Kontrol grubu ile 2. grup karsilastirildiklarinda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (p < 0.05).
Ugiincii grubun hasar skor puami 2.12 olarak hesaplandi.
Kontrol grubu ile 3. grup, hasar skor puanlar1 yoniinden
karsilagtirildiklart  zaman aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark vardi. Alt ekstremitede olusan I/R sonucunda
akcigerlerinde hasar oldugu go6zlemlenen ikinci ve ligiinci
gruptaki ratlar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda, askorbik
asit verilen 3. grubun hasar skoru puani 2. gruba gore diisiik
bulundu. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulundu (p < 0.05).

Tartisma

Alt ekstremitelerde olusan gegcici iskemi reperfiizyon (I/R)
hasar1 sonucunda akcigerlerde de patolojik degisikliklerin
olustugu c¢esitli c¢aligmalarla gosterilmistir [1,2,3]. Bu
caligmada, alt ekstremitelerde olusan gecici I/R sonrasinda
meydana gelen akcigerlerdeki hasar ve bu hasar1 6nlemede
askorbik asidin koruyucu etkisi arastirildi ve bu amagla
akcigerlerden alinan histopatolojik doku ornekleri incelendi.
Mekanizmas1 heniiz tam olarak anlagilamayan I/R hasari
sonrasinda plazmada komplemanlar, sitokininler, arasidonik
asit tiirevleri ve trombosit aktive edici faktor gibi
proenflamatuar ajanlar artmaktadir [7,13]. Bunlarla birlikte
ksantin oksidaz, siiperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit gibi serbest oksijen radikalleri de ortaya ¢ikmaktadir
[2,14]. Sonucta olugan bu toksik SOR, yag asit radikalleri ile
etkileserek lipit peroksidasyon reaksiyonunu olusturlar ve
hiicre hasarina yol agarlar.

Alt ekstemitelerde olusan I/R sonrasinda akcigerlerde olusan
hasarin nedeni ve fizyopatolojik mekanizmasi heniiz tam
olarak ortaya konulamamistir. Ancak bu olayin, olusan akut I/R
hasar1 sonrasinda kompleks bir inflamatuar dongiiniin
baglamasi ile ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir. Sitokininler,
interlokinler, TNF, serbest oksijen radikalleri gibi etkenler de
bu mekanizmanin olusumunda rol oynamaktadirlar [1,7,14,15].
Bu enflamatuar yaniti artiran degisimler sonucunda nétrofil
aktivasyonu ve sekestrasyonu gelismektedir [4,5,7].
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Akcigerlerde reperfiizyonun etkisinin ortaya cikmasinda
notrofillerin aktive olmalart 6nemli rol oynamaktadir. Akciger
hasarmin gelismesinde yer alan en onemli etken, endotele
yapisan notrofillerin serbest oksijen radikallerini ve proteolitik
enzimleri ortaya cikartmasidir [2,4,7,8]. Olusan I/R hasar
sonucunda artmig PMNL aktivitesi, kemoatraksiyonu ve
infiltrasyonu PMNL degraniilasyonuna neden olmaktadir.
Degraniilasyon sonrasinda artan SOR ve proteazlar akciger
endotel hasarina ve buna bagl olarak artmis pulmoner kapiller
permiabiliteye sebep olmaktadirlar [2,5,6].

Calismamizda, I/R uygulanan gruplar ile kontrol grubu
arasinda histopatolojik yonden 6nemli farkliliklar bulundu. I/R
uygulanan 2. grupta daha fazla 6dem, konjesyon ve PMNL
goriildii. Bu sonuclar, alt ekstemitelerde olusan I/R hasarina
bagli olarak akcigerlerde olumsuz degisikliklerin ortaya
ciktigmi ileri siiren ¢aligmalarla, paralellik gostermektedir.
Tassiopoulos ve arkadaslarinin daha 6nce kullandiklar1 hasar
skorlama puanina gore, 2. Grubun hasar skoru 2.75, 1.grubun
hasar skoru ise 0.8 olarak hesaplandi [12]. Bu iki grup
karsilastirildig1 zaman aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark ¢ikt1 (p < 0.05).

Giiniimiizde, I/R sonrasinda ortaya ¢tkan SOR’lerinin olumsuz
etkileri ortadan kaldirmak icin siiperoksit dismutaz,
allopiirinol, katalaz, lipid peroksidaz, mannitol gibi ¢esitli
maddeler denenmistir [16,17]. Anti oksidan maddelerin,
pulmoner mikrovaskiiler permeabilite artisini ve notrofil
akiimiilsyonunu Onleyerek, I/R sonrasinda ortaya c¢ikan uzak
doku ve organ hasarma kars1 koruyucu etkiye sahip olduklar:
gosterilmigtir [8,9,1018]. Bu maddeler arasinda yer alan
askorbik asit, suda eriyen endojen kaynakli bir antioksidandir.
C vitamini hiicre i¢i Ca birikimini ve SOR hasarin
baskilayarak reperfiizyon hasari azaltir [11,19,20]. Askorbik
asit membran i¢indeki ve ekstraseliiler sivilardaki lipid
peroksidasyonunu onler, stiperoksit ve hidroksil radikali ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 ortamdan temizler. Bdylece
giiclii indirgeyici etkisiyle serbest oksijen radikallerini
ortamdan kaldirarak, sebep olduklar1 hasar1 da Onler
[9,10,19,,20]. Fiziksel stres plazma askorbik asit seviyesinde
diisiise neden olur. Askorbik asit oral veya parenteral yolla
disardan verildiginde, plazma seviyesi gecici olarak normale
doner ve stres sona erinceye kadar bu seviyesini korur.

Bu calismada I/R olay1 gerceklesmeden once C vitamin
seviyesini yiikseltmek amaci ile islemden 6nce 5 giin siireyle
yliksek dozda askorbik asit verildi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiklar1 zaman I/R siirecine maruz kalan 2. ve 3.
grupta belirgin akciger degisikliklerinin oldugu gozlendi.
Ayrica her iki grubun akciger hasar skor puanlar1 da kontrol
grubuna gore anlaml olarak yiiksek bulundu. Bununla birlikte
ikinci grup, askorbik asit verilen 3. grup ile karsilastirildiginda,
PMNL, 6dem ve konjesyonun bu grupta daha fazla arttig:
ortaya ciktr. Akcigerlerdeki hasar skor puani da aym sekilde
2nci grupta daha yiiksek bulundu. iki grup arasindaki tek
degisken, iiciincii grupta kullanilan askorbik asittir. Farkin
anlamli olmasi, akcigerlerde olugan hasari azaltan faktoriin
askorbik asid oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak akcigerleri, alt ekstremitelerdeki gegici I/R
hasarina bagli zararlardan korumak icin askorbik asit
verilmesinin yararli olacagi ortaya ¢ikmaktadir.
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