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Ozet

Amag: Iskemi ve reperfiizyonu takiben doku hasarinin biiyiik bir boliimii reperfiizyon sirasinda olusur. Hayvan deneylerinde alt
ekstremite iskemi ve reperfiizyonunu takiben nétrofil infiltrasyonuna ve serbest oksijen radikallerine bagl olarak akcigerde hasar
olustugu gosterilmistir. FK506'nin giiglii bir immunosupresif olmasinin yanisira nétrofil infiltrasyonunu modiile ettigi diisiiniilmektedir.
Bu caligmada sigan alt ekstremite iskemi reperfiizyonunu takiben olusan akciger hasarini 6nlemede FK506'nin rolii arastirilmigtir.
Materyal ve Metod: 22, saglikli, 300-350 gr agirhiginda, erkek, Spraque-Dawley sig¢ana ii¢ giin boyunca farkli dozlarda FK506 ve
normal saline solusyonu, intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Dordiincii giin sicanlarin bilateral alt ekstremitelerine 2 saat boyunca
turnike metodu ile iskemi, 2 saat de reperfiizyon uygulanmustir, sonrasinda denekler sakrifiye edilerek akciger dokular1 ¢ikarilmus,
biyokimyasal olarak lipid peroksidasyonun son iiriinii olan malondealdehyde (MDA) ve konjuge dienler (CD) ile glutathione (GSH)
diizeyine bakilmusg histolojik olarak da preperatlar 151tk mikroskobu altinda incelenmistir.

Bulgular: Profilaktik FK506 uygulanan hayvanlarda lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyinde istatistiksel olarak azalma
saptanmustir (MDA 33.92 + 5.33, p < 0,01). Total GSH ve CD degerlerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edilememistir.
Histopatolojik olarak FK506 alan grupta kontrol grubuna goére nétrofil infiltrasyonu ve akciger hasari bulgular1 daha az olarak
gozlenmistir.

Sonug: Akciger dokusunda tesbit edilen diisik MDA seviyeleri FK506 tedavisinin iskemi ve reperfiizyon ile ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin olusumunu azalttigini diistindiirmektedir. Ancak FK506'nin glutathione sistemi iizerine belirgin bir etkisi saptanamamaigtir.
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Summary

Background: The major part of tissue damage occurs upon reperfusion and is mediated by activated neutrophils that release oxygen free
radicals. Following hind limb ischemia and reperfusion, injury in the lung due to neutrophil infiltration and oxygen free radicals has
been demonstrated in animal models. In addition to being a potent immunosuppressant , FK506 modulates neutrophilic infiltration. To
test this effect we looked at the role of FK506 in prevention of lung injury following hind limb ischemia and reperfusion model in rats.
Methods: Twenty-two male Spraque-Dawley rats were randomized to receive FK506 at doses of 0.3 mg/kg/day, 0.5 mg/kg/day,
Img/kg/day or normal saline via intraperitoneal injections as pretreatment. On the fourth day the animals were subjected to 2 hours of
ischemia to their hind limbs using ourniquet method. After 2 hours of ischemia, tourniquets were released and the extremities were
reperfused for 2 hours. Lung tissue assays were performed for lipid peroxidation products malondealdehyde (MDA) and conjugated
diens (CD), and total glutathione (GSH). Lung tissues were also examined histopathologically under light microscopy.

Results: Animals that were pretreated with FK506 showed the least lipid peroxidation product (MDA 33.92 + 5.33, p < 0.01). Total
glutathione levels and conjugated dien levels showed no significant difference. Histopathologic examination showed less neutrophil
infiltration and less lung tissue damage in the study groups.

Conclusion: Lower levels of malondealdehyde (MDA) found in lung tissue suggest that pretreatment with FK506 reduces the
production of oxygen free radicals that are accelerated by ischemia and reperfusion. There is no significant effect of FK 506 on
glutathione system.
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Giris

Alt ekstremite iskemi ve reperfiizyonu sik karsilasilan ve klinik
acidan onemli bir olaydir. Reperfiizyonla birlikte serbest oksijen
radikalleri ve inflamatuar mediatorlerin etksiyle hem lokal hem
de sistemik hasar olusumu baglamis olur (1-3). Kan akimimn
yeniden saglanmasi ekstremiteyi kurtarmasina karsin,
multisistem organ disfonksiyonu gelisebilir ve mortaliteye neden
olabilir. Polimorfoniikleer 16kositler (PMN) iskemi repertiizyon
hasarinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu hasar miyokard
dokusunda, bobreklerde ve akcigerlerde gozlenebilir (4).
Akciger dokusu alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarmin en
cok etkiledigi hedef organdir. Bunun etyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, reperfiizyon sirasinda bazi hiimoral
mediatorlerin  bu hedef organ hasarinda rol oynadigi
diistiniilmektedir (5,6). FK506 (Tacrolimus, Prograf Fujisawa
CO.) “’Streptomyces tsukubaensis‘’ toprak mantarindan liretilen
immunosupresif bir ajandir. Karaciger, barsak, bobrek ve
miyokard iskemi ve reperfiizyon hasarinda FK506'mmn etkili
oldugu gosterilmistir [7-10]. FK506 nétrofil infiltrasyonunu
modiile eder ve notrofil agregasyonunu ve hiicrelerin adherensini
arttiran tumor nekrosis faktor iiretimini inhibe eder [11].

Bu c¢alisma FK506’nin profilaktik tedavisinin bilateral alt
ekstremite iskemi reperfiizyonu sonrasi olusan akciger hasarimni
korumadaki etkisini arastirmak amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metod

Deneysel ¢alismamiz Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Komitesi tarafindan denetlenmis ve uygun bulunmustur.

22, 300 - 350gr, erkek, Spraque-Dawley sican dort gruba
ayrilmig ve deneklere 3 giin boyunca 0.3 mg/kg/giin, 0.5
mg/kg/giin, 1.0 mg/kg/giin dozlarinda FK506 ve normal saline
solusyonu intraperitoneal olarak enjekte edilmistir (Tablo 1).
Dordiincii giin hayvanlara intraperitoneal olarak ketamine
hydrochloride (Ketalar, Parke-Davis) 100 mg/kg enjekte
edilerek uyutulmus ve bilateral alt ekstremiteleri traglanmigtir.
Tiim hayvanlarin bilateral alt ekstremitelerine turnike metodu
uygulanarak 2 saat boyunca iskemi uygulanmus, arteriyal
akimin kayboldugu doppler USG yoluyla doppler sinyallerinin
alinamamast ile gosterilmistir. 2 saat sonra turnikeler acilarak 2
saat boyunca reperfiizyon yapilmig, arteryal akimin kontrolii
yine doppler USG ile yapilmustir. Dordiincii saatin sonunda
hayvanlara yiiksek doz thiopental (Pentothal Sodyum, Fako)
enjekte edilerek sakrifikasyon yapilmis ve median sternotomi
ile akciger dokusu cikarilarak histopatolojik ve biyokimyasal
(MDA, CD, GSH diizeyleri) analiz yapilmistir.

Tablo 1. Calisma gruplari, FK506 dozlart.

Gruplar FK506* dozu n
Grup 1#* - 5
Grup 2 1.0 mg/kg/giin 6
Grup 3 0.3 mg/kg/giin 6
Grup 4 0.5 mg/kg/giin 5

* FK506 alt ekstremite iskemi ve reperfiizyonu oncesi 3 giin boyunca
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

** Kontrol grubu, bu gruba sadece normal saline solusyonu enjekte edilmis ve
alt ekstremite iskemi ve reperfiizyonu uygulanmistir.
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Biyokimyasal Analiz:

Akciger dokular1 sivi nitrojende dondurulmus ve Olgiimler
baglayana kadar -80°C' de saklanmistir. 20 micron
kalinhigindaki preperatlar hazirlanmig ve tiim gece boyunca
vakumla kurutulmustur (20°C'de). Dondurulup kurutulmusg
preperatlar -20°C'de saklanmuigtir.

Tablo 2. Malondealdehyde (MDA) mean degerleri (nmol/mg).
P degerleri kontrol ve calisma gruplan arasindaki farki
gostermektedir. NS, istatistiksel olarak anlamli degil.
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Tablo 3. Konjuge dien mean degerleri (_mol/mg). NS,
istatistiksel olarak anlamli degil.
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Tablo 4. Glutathione (GSH) mean degerleri (nmol/mg). NS,
istatistiksel olarak anlaml degil.
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Doku Malondealdehyde Calismasi:

Akciger dokusunda lipid peroksidasyon calismasi, lipid
peroksidasyonunu son {iriinii olan MDA diizeyinin
Ol¢iilmesiyle yapilmaktadir. Homogenatlar 20mg dondurulup
kurutulmus dokuya % 0.001 butylated hydroxytoulene ve %
0.07 sodyum dodecyl sulfate iceren 1.5ml soguk saline
solusyonu oraninda, Potter tipi cam homogenizer kullanilarak
yapilmistir. Butylated hydroxytoulene saline solusyonu her
kullanimdan 10 dakika once nitrojen gazina tabi tutulmustur.
Homojenat ethanol chloroform (3:2) ile yikanir ve hemoglobin
uzaklagtiritlir. MDA thiobarbitiirik asid ile kalorimetrik
reaksiyonla galisilir ve konsantrasyonu nmol/mg protein olarak
olciiltir.

Glutathione Calismasi:
Dokudaki glutathione diizeyi nmol/mg olarak Ellman'a gore
calistimastir [18].

Resim 1. Kontrol grubu akciger dokusu 1sik mikroskopisi
resmi, alveolar yapinin bozuldugu,interstisyel ve periarteriyal
odem gosterilmigtir. Hemotoxylin ve eosin boyamasi.
Biiyiitme X 66.

Resim 3. 1mg / kg / giin FK506 almis calisma grubu akciger
dokusu 151k mikroskopisi resmi, kontrol grubuna gore daha az
periarteryal ve interstisyel 6dem ve daha az bozulmus alveoler
yapt ile daha az noétrofil infiltrasyonu gosterilmigtir.
Hemotoxylin ve eosin boyamasi. Biiyiitme X 66.
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Konjuge Dien Calismasi:
Konjuge dienlerin olusumu spektrofotometre ile 250°C'de
234nm (A234)' deki absorbansin artmast ile belirlenir [19].

Histopatolojik Calisma:

Spesimenler % 10 formalin ile fikse edilerek parafine
gomiilmiis ve 4 mikron kalinliginda kesiler alinip hematoksilin
ve eosin ile boyanmistir. Biitiin 6rnekler 1s1k mikroskopisi
altinda incelenmistir.

Istatistiksel Calisma:

Degerler mean * Standart Deviasyon (SD ) olarak belirtilmistir.
Kruskal Wallis nonparametrik ANOVA ve Dunn's multiple
comparison testleri ¢alisma ve kontrol grubunu karsilagtirmak
i¢in kullanilmig ve p degeri < 0.05 ise anlamli olarak kabul
edilmistir.

Resim 2. Kontrol grubu akciger dokusu isik mikroskopisi
resmi, artmis 16kositik infiltrasyon gosterilmistir. Hemotoxylin
ve eosin boyamasi. Biiyiitme X 66.

Resim 4. 0.5 mg / kg / giin FK506 almis calisma grubu akciger
dokusu 151k mikroskopisi resmi, kontrol grubuna gore daha az
bozulmus alveoler yap1 ile daha az nétrofil infiltrasyonu
gosterilmigtir. Hemotoxylin ve eosin boyamasi. Biiyiitme X
66.



Dr. Tekeli ve Arkadaslari
Reperfiizyon Hasarinda Takrolimus

Resim 5. 0.3 mg / kg / giin FK506 almig ¢alisma grubu akciger
dokusu 151k mikroskopisi resmi, normale yakin alveolar yapi
ve az sayida notrofil infiltrasyonu gosterilmistir. Hemotoxylin
ve eosin boyamasi. Biiyiitme X 66.

Bulgular

Biyokimyasal Bulgular:

FK506 verilen hayvanlarda lipid peroksidasyon diiriinii olan
MDA diizeyinde azalma tesbit edilmis ve bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Tablo 2). Total glutathione ve
konjuge dien diizeyleri agisindan calisma ve kontrol gruplari
arasinda anlaml bir fark saptanmamigtir (Tablo 3-4).

Histopatolojik Bulgular:

Farkli dozlarda FK506 alan c¢alisma grubunun 1sik
mikroskopisinde notrofil infiltrasyonunda azalma tesbit
edilmistir. Daha az intraalveolar kanama, kan damarlar
etrafinda daha az 6dem ve intraalveolar septum kalinlig
normale yakin olarak gozlenmistir. Ancak kontrol grubunda
(normal saline solusyonu alan grup) alveolar yapi tamamen
bozulmustur. Alveolar septa kalinlasmig ve interstisyel 6dem
tesbit edilmistir. Alveoller etrafinda biiyiikk odaklar olusturan
I6kositik infiltrasyon, intraalveoler fibrin depozitleri ve
intraalveoler kanama biiyiik boyutta bir akciger hasarinin
gostergesidir (Resim 1-6).

Tartisma

Iskemi reperfiizyon hasarmin temelinde reperfiizyon esnasinda
dokunun oksijenasyonu sonucu ortaya ¢ikan oksijen radikalleri
bulunmaktadir [1]. Reperfiize olmus doku serbest oksijen
radikalleri olusumuna bagl nekrotik degisiklikler gosterebilir.
Reaktif oksiradikaller bir¢ok kaynaktan salinabilir, bunlarin
arasinda en onemli olani ise aktive olmus nétrofillerdir [11].
iskemi reperfiizyon hasarinda nétrofillerin rolii genig olarak
calisilmig ve bu rolin 6nemi vurgulanmistir [6,12,13].
Reperfiizyonu takiben olusan akciger hasarindaki en onemli
patolojik olay, aktive notrofiller tarafindan salman serbest
radikallerin neden oldugu endotel hiicre hasaridir [14].
Plasmada bulunan proinflamatuar ajanlardan kompleman
faktorleri, sitokinler (IL-6, IL-8, TNF), platelet activating faktor
ve lokotrienler de endotel hiicre hasarina sebep olmaktadir
[20,21]. Pulmoner vasokonstriksiyon, hipertansiyon, ve artmis
pulmoner vaskiiler gecigenlik endotel hiicre fonksiyonu
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Resim 6. 0.3 mg / kg / giin FK506 almig ¢alisma grubu akciger
dokusu 151k mikroskopisi resmi, alveolar duvari yapan
hiicrelerin normale yakin dizilimi gosterilmistir. Hemotoxylin
ve eosin boyamasi. Biiyiitme X 132.

bozulmasmin en sik goriilen sonuglaridir [4]. Bu nedenle
akciger hasarinin olusumunu engellemek icin yapilmasi gereken
en 6nemli sey notrofil infiltrasyonunun 6nlenmesidir [15].
FK506 (Tacrolimus) giiclii bir immunosupresif olmasinin
yanisira enflamasyon sirasinda nétrofil infiltrasyonunu da
modiile etmektedir [16].

MDA lipid peroksidasyonun son {iriiniidiir ve bu ¢aligmada lipid
peroksidasyonunun ciddiyetini tesbit etmek i¢in kullanilmigtir.
Calismamizda sicanlarin  bilateral alt ekstremitelerinde
olusturulan iskemi ve reperfiizyon akciger dokusunda MDA
seviyelerinin yiikselmesine sebep olmustur. Kontrol grubundaki
artmis MDA diizeyleri, histolojik ¢alismada tespit edilen nekroz
ve artmig notrofil infiltrasyonu ile iyi bir korelasyon
gostermigtir. Kontrol grubunda gozlenen MDA diizeyleri
FK506 verilen gruplarda belirgin olarak azalmistir. FK506' nin
doku hasarin1 Onlemedeki etkisi, biiyiik olasilikla nétrofil
kemotaksisini, infiltrasyonunu ve faktor salinimini inhibe
etmesine ve serbest oksijen radikallerinin salinimim
azaltmasina baglidir. Ancak mekanizma tam olarak
aciklanamamustir. FK506' nin nétrofil infiltrasyonunu, sitokin
ve lenfokinlerin salimimina olan etkisi ile modiile ettigi
diistiniilmektedir [8,15,17].

Bu calismada doku GSH diizeyleri de dlciilmiis ancak FK506
'nin glutathione sistemi {izerine belirgin bir etkisi tespit
edilememistir. Bu da bize FK506' nin intraseliiler koruma
etkisinin glutathione sisteminden farkli bir sistem iizerinden
olabilecegini diistindiirmiistii. Bu hipotezi dogrulamak igin
daha fazla ¢calismaya gerek vardir.

Histopatolojik olarak lokositik infiltrasyon agisindan caligma
gruplarinda kontrol grubuna gore belirgin bir azalma
gozlenmistir.

Sonug¢ olarak, histopatolojik incelemede gozlenen artmig
notrofil infiltrasyonu ve dokuda artmig MDA diizeyleri doku
hasar1 ile notrofil infiltrasyonu ve serbest radikal olusumu
arasinda yakin bir iligkiyi diisiindiirmektedir. Calismamizin
sonuglarina gore alt ekstremite iskemi ve reperfiizyonu ile
iligkili akciger hasarinin FK506 kullanmimu ile diizeldigi ve uzak
organ hasarina neden olan noétrofil infiltrasyonunun
engellendigi saptanmistir. Ancak kesin etki mekanizmasinimn
tesbiti igin ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

*Bu deneysel ¢alisma Fujisawa CO tarafindan desteklenmigtir.
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