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KISALTMALAR

I-R Iskemi-reperfiizyon

TNF-a TUmor nekroz faktor-a

IL-1 Interlokin-1

IL-6 interl6kin-6

SiYs Sistemik inflamatuvar yanit sendromu
COYS Coklu organ yetersizligi sendromu
ROT Reaktif oksijen turleri

ATP Adenozin trifosfat

ADP Adenozin difosfat

AMP Adenozin monofosfat

KDH Ksantin dehidrojenaz

H,0, Hidrojen peroksit

H20 Su

SOD Superoksit dismutaz

(09} Superoksit anyonu

KO Ksantin oksidaz

ca™ Kalsiyum

‘OH Hidroksil radikali

NO Nitrik oksit

IL-1a interlokin-1alfa

IL-8 interl6kin-8

TxAz Tromboksan-A;

LTB4 Lokotrien-By

DNA Deoksiribonukleik asit

IL-18 interlokin-1 beta

ICAM interselliler adezyon molekiilii
TAF Trombosit aktive edici faktor
cOoY Coklu organ yetersizligi

EDTA Etilendiamin tetraasetikasit



OZET

Deneysel Alt Ekstremite iskemi Reperfiizyon Modelinde Deksmedetomidinin
Akut Akciger Hasari Uzerindeki Etkinliginin Arastiriimasi
Dr. Omer Burak Kiigiikebe, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi,
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, IZMIR
Amagc: Deksmedetomidin; yogun bakim Unitelerinde izlenen, entibe ve mekanik
olarak ventile edilen hastalarin sedasyonunda uygulanmasi 6nerilen bir az-agonisttir.
Az sayidaki calismada deksmedetomidinin antiinflamatuvar etkinligine iligkin veriler
elde edilmistir. Bu ¢calismanin amaci, sicanlarda alt ekstremiteye turnike uygulayarak
olusturulan iskemi-reperfiizyon modelinde farkli dozlarda uygulanan
deksmedetomidinin akut akciger hasari Gzerindeki etkinliginin arastinimasidir.

Yontem: Anestezi altindaki disi Wistar siganlarin sol alt ekstremitelerine turnike ile tg¢
saat iskemi ve U¢ saat reperfizyon uygulandi. Calismaya 7'ser denekten olusan 4
grup dahil edildi. Denekler, Grup 1 (SHAM, n=7), Grup 2 (I-R, n=7), Grup 3 (I-R, 50
ug/kg Deksmedetomidin, n=7), Grup 4 (i-R, 100 upg/kg Deksmedetomidin, n=7)
seklinde gruplandi. iskeminin 2. saatinde, Grup 3'de 50 pg/kg ve Grup 4'de 100
pa/kg deksmedetomidin intraperitoneal olarak uygulandi. Tum gruplardaki
deneklerden reperfiizyonun 1. saatinin sonunda kan ornegi alindi. Ug¢ saatlik
reperflizyonun sonunda, tim si¢canlardan anestezi altindayken torakotomi sonrasinda
kan ve akciger dokusu ornekleri alindi. Alinan kan oOrneklerinde TNF-a ve IL-6
degerleri ELISA yontemiyle belirlendi. Histopatolojik degerlendirme 1sik mikroskopisi
ile yapildi. Akciger hasarini tanimlayan histopatolojik kriterler dikkate alinarak dokular
0-4 arasinda skorlandi.

Skorlama sistemi:

0: Hasar yok

1: Alanin %25’ine kadar hasarli
2: Alanin %25-50'si hasarl

3: Alanin %50-75’i hasarh

4: Diffliz hasarli



Bulgular: Serum TNF-a ve IL-6 duizeyleri yoninden gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadi. Akciger hasar skorlari yoninden gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p=0,000). Sadece i-R olusturulan gruptan elde edilen histolojik
skorlarin Grup 1 (p=0,001), Grup 3 (p=0,001) ve Grup 4’den (p=0,001) anlaml
derecede farkli oldugu belirlendi. Ayrica Grup 1’e ait skorlarin da Grup 3 (p=0,001) ve
Grup 4’den (p=0,011) anlamli olarak farkli oldugu saptandi. Deksmedetomidinin farkli
dozlarinin uygulandidi iki grup arasinda akciger skorlari yoéniinden istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmadi.

Sonug: Deneysel alt ekstremite turnike modeliyle gergeklestirilen bu calismada
deksmedetomidinin, bu modeldeki iskemi-reperflizyona baglh akciger hasarini

azaltmada etkili oldugu kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel, deksmedetomidin, reperflizyon hasari, akut akciger

hasari



SUMMARY

Investigation of Efficacy of Dexmedetomidine on Acute Lung Injury in
Experimental Lower Limb Ischemia-Reperfusion Model
Dr. Omer Burak Kiigiikebe, Dokuz Eylul University Medical Faculty,
Department of Anesthesiology and Reanimation, IZMIR

Objective: Dexmedetomidine is an a-agonist which is suggested for the short-term
sedation in intubated and mechanically ventilated patients monitored in intensive
care units. The anti-inflammatory effects of dexmedetomidine have been showed in
limited number of studies. The aim of this study is to investigate the efficacy of
different doses of dexmedetomidine on acute lung injury in rat lower limb tourniquet-

induced ischemia-reperfusion model.

Method: Three hours of ischemia and three hours of reperfusion were applied by
tourniquet to left lower limb of anesthetized female Wistar rats. Four groups, each
consisting of 7 rats were included in the study. Subjects were grouped as, Group 1
(SHAM, n=7), Group 2 (I-R, n=7), Group 3 (I-R, 50 pg/kg Dexmedetomidine, n=7),
Group 4 (I-R, 100 pg/kg Dexmedetomidine, n=7). Fifty pg/kg of dexmedetomidine in
Group 3 and 100 pg/kg of dexmedetomidine in Group 4 were administered via
intraperitoneal route at the 2nd hour of ischemia. At the end of the 1st hour of
reperfusion, blood samples were collected from the subjects of all groups. At the end
of the three hour reperfusion time blood and tissue samples were collected following
thoracotomy from all anesthetized rats. TNF-a and IL-6 concentrations were
assessed by ELISA method. Histopathological examination was assessed by light
microscopy. Lung injury identifying criteria were scored between 0-4.
Scoring system:

0: no injury

Injury up to 25 % of the area
Injury of 25-50 % of the area
Injury of 50-75 % of the area

Diffuse injury



Results: There were no significant differences in serum TNF-a and IL-6 levels
among groups. Lung injury scores were significantly different among groups
(p=0,000). Histopathological scores of only ischemia-reperfusion generated group
were significantly different than Group 1 (p=0,001), Group 3 (p=0,001) and Group 4 (
p=0,001). Furthermore, the scores of Group 1 were significantly different than Group
3 (p=0,001) and Group 4 (p=0,011). There were no significant difference in lung
scores between different dose groups of dexmedetomidine.

Conclusion: In this experimental lower limb tourniquet study, we concluded that
dexmedetomidine is effective to decrease acute lung injury due to ischemia-

reperfusion in this model.

Keywords: Experimental, dexmedetomidine, reperfusion injury, acute lung injury



GIRIS VE AMAC

Turnike altinda gerceklestirilen cerrahi girisimlerin  yani sira, organ
transplantasyonu, serebral iskemi, inme, miyokard infarkttst, tromboemboli, serbest
doku transferi, kardiyopulmoner bypass cerrahisi, vaskiler cerrahi (kros klempaj),
ciddi travma ve hemorajik sok gibi pek ¢ok énemli klinik tablonun temelinde dokuya
kan akiminin kesildigi bir durum olarak tanimlanan iskemi ve sonrasinda ortaya ¢ikan

degisiklikler serisi olan reperfiizyon yer alir (1, 2).

Iskemik hasar baglica oksijensiz kalan hiicrenin nekroz sonucunda 6limine
baghdir, iskemi sirasinda dokularin metabolik gereksinimlerini saglamaya yetecek
miktarda oksijen sunumu yapilamaz ve anaerobik metabolizma aktive olur (3).
Iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi olarak tanimlanan reperfiizyon
paradoksal olarak hem lokal olarak iskemik dokudaki hasari arttirir, hem de sistemik
etkiler sonucunda uzak organ hasarina yol agan bir inflamatuvar yanit olusturur (2,
3). Iskemi-reperfiizyon (I-R) hasari olarak tanimlanan bu durumun ortaya cikisinda
bircok inflamatuvar ajanin yer aldigi gosterilmigtir (2).

Sitokinlerin, [-R hasarinin uzak organlara etkilerinden sorumlu olduklari
kanitlanmigtir (4). Alt ekstremite iskemisi sonrasinda serumda ve akciger, bobrek gibi
dokularda tumdr nekroz faktor-a (TNF-a), interlokin (IL) -1 ve IL-6 gibi sitokinlerin
duzeyleri yiuksek olarak bulunmustur (5). Ortaya ¢ikan mediyatorlerin serbest oksijen
radikali ve lokositler Uzerinden, hem lokal dokuda hem de uzak organlarda hasara
neden oldugu gosterilmistir (6, 7).

Monosit/makrofaj kokenli inflamatuvar mediyatorlerin  (TNF-a, IL-6, IL-1)
olusumunda noradrenalinin negatif immunregulatuvar aktivitesinin oldugu ve bu
aktivitenin kontrolinde (-adrenoseptorler kadar a,-adrenoseptorlerin de rol oynadigi
klinik olarak saptanmistir (8).



Gucla ve ileri derecede selektif bir a,-adrenerjik agonist olan deksmedetomidin,
medetomidinin farmakolojik olarak aktif d-izomeri olup yogun bakimlarda sedasyon
amacityla kullanimi onaylanmig, genis farmakolojik 6zellik spektrumuna sahip, sedatif
ve analjezik etkili, karacigerde metabolize olan bir ajandir (9, 10).

Deksmedetomidinin  inflamatuvar yanit modellerindeki  antiinflamatuvar

etkinligine yonelik olarak yapilmis sinirli sayida ¢alisma vardir (11-20).

Yagmurdur ve ark. (18), ust ekstremitede ortopedik cerrahi sirasinda turnike
uygulanan hastalarda yaptiklari bir calismada, I-R’a bagh olarak artan malondialdehit
ve hipoksantin duzeylerini, deksmedetomidinin lipit peroksidayonunu inhibe ederek

azalttigini gostermislerdir.

Deksmedetomidinin [-R'un lokal etkilerini azalttigi klinik olarak gosterilmis
olmasina karsin (18), yapilan kaynak taramasinda ajanin uzak organ hasari ve
sistemik inflamatuvar yanit tzerine etkilerini aragtirmaya yonelik yapilmig gerek

deneysel gerekse Klinik bir caligsmaya rastlanamamisgtir.

Bu calismanin amaci, sicanlarda alt ekstremiteye turnike uygulayarak
olusturulan deneysel I-R modelinde, intraperitoneal yol ile farkl dozlarda (50 pg/kg ve
100 pg/kg) uygulanan deksmedetomidinin, akut akciger hasari tizerindeki etkinliginin

arastiriimasidir.



GENEL BILGILER

Iskemi, bir organin veya vaskiiler yatagin kan akiminda belirgin bir disiise
baghdir ve uzamasi halinde ciddi doku hasari ve hicre 6lumine sebep olabilir (21).
Oksijen taslyan kandan yoksun hucrelerde, hiicresel solunum yavaglar ve 6zellikle
miyokard gibi hassas dokularda dakikalar igerisinde geri donusumsuz hasar
meydana gelebilir (22). Dokunun iskemiye dayaniklihidr doku tipine ve hiicresel yasa
gore degiskenlik gosterir. Ornegin, insan kas huicreleri icin normotermik sicaklikta
kritik iskemik sure 2 saatten daha uzun iken, jejunumda iskemi altinda histolojik
degisiklikler yaklasik 30 dakika sonra olugsmaya baslar (23). Zamanla kan akiminin
yeniden saglanmasinin, iskemik dokunun kurtarilmasi i¢in temel zorunluluk olmasina
karsin, reperfizyonun kendisi de paradoksal olarak iskemik dokuda daha fazla hasar
olusturabilir (24). I-R hasarina bagli durumlar klinikte akut vaskiler tikanikliklarin
farkli formlari (felg, miyokard infarktisul, ekstremite iskemisi) ve bunlarin reperfiizyon
girisimleri  (trombolitik tedavi, anjiyoplasti, operatif revaskularizasyon) olarak
karsimiza g¢ikabilecegi gibi, rutin cerrahi islemler (ortopedik cerrahi [turnike kullanimi],
vaskuler cerrahi, organ transplantasyonlari, serbest doku transferi, kardiyopulmoner
bypass) ve major travma/sok gibi klinik durumlara bagli olarak da gelisebilir (25, 26).

Iskemik hasar esas olarak oksijenden yoksun hiicre 6limiyle sonuglanirken,
reperfiizyon genig yelpazede inflamatuvar yanitlar olusturarak hem lokal hasara, hem
de sistemik etkiler ile kendini sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIYS) ve ¢oklu
organ yetersizligi sendromu (COYS) olarak gosterebilen oldukca agir ve 6lumctil
tablolara yol acabilir (27, 28). Gunumuzde cerrahi ve travmayi takiben gelisen
COYS'un, lokal doku hasarina kargi olugsan sistemik reaksiyonun bir belirtisi oldugu
fikri yaygin kabul gormustir (29). Bu reaksiyon, bir dizi inflamatuvar mediyatorin
uretimi ile birlikte hticresel ve hiimoral konak yanitlarinin aktivasyonunu icermektedir
(21).



iskemi nedeniyle olusmasina karsin, reperfiizyon sonucu olusan degisiklikler
iskemik hasardakilere kiyasla farkhliklar sergiler (21, 30). Uzamig iskemi ile I-R’un
karsilastirildigi calismalarda, sadece uzamis iskemiye bagl hicre 6lumu orani %17
olarak bulunurken, bu oranin reperfiizyon ile % 73’e ¢iktigi belirlenmistir (31). Uzamis
iskemi endoteliyal disfonksiyona yol agabilir ve bu tablo reperfiizyon sirasinda daha
da siddetlenebilir. Reperfizyon hasarinin fizyopatolojisi oldukga karmasiktir ve
ardisik bir diizen igerisinde gelisen hiicresel ve molekuler olaylar zincirinden ibarettir
(32). Deneysel modellerde I-R hasarinin gelisiminde tanimlanmis olan ana
mekanizmada |okosit-endotel etkilegimleri, reaktif oksijen turleri (ROT) ve kompleman
sistemi yer alir ve bu temel biyolojik sistemler birbiriyle iligkili birgok yolak ile kontrol
edilir (Sekil 1) (33).
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Sekil 1. iskemi-reperfiizyon kaskadi (ATP: Adenozin trifosfat, Ca™: Kalsiyum)
(33).



Enerjinin tukenmesi doku iskemisi sirasinda o6ncelikle gelisen metabolik
degisikliktir; adenozin trifosfatin (ATP) tekrar sentezinin bozulmus olmasi ve
enerjiden zengin fosfatlarin (ATP) adenozin difosfat (ADP) ve adenozin monofosfat
(AMP) Uzerinden adenozin ve sonunda da hipoksantine yikimi sonucunda
gerceklesir (Sekil 2). Fizyolojik sartlarda hipoksantin, ksantin dehidrojenaz (KDH)
enzimi ile ksantine donusturular. Oksijen (O2)'in %95'i mitokondride herhangi bir
serbest radikal tretimi olmaksizin suya (H20), % 5'i ise suiperoksit (O2) ve hidrojen
peroksit (H202) gibi serbest radikallere indirgenir (34). Olusan bu ROT, siUperoksit
dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim sistemleri gibi yine hicre ici
antioksidan savunma sistemleri yoluyla H,O’ya metabolize edilerek zararsiz hale
getirilirler (34).

ATP
4>
ADP | Ksantin Dehidrojenaz
o I
AE;P fSK%Mf === 7 Ga ** aktive Proteaz
Adenozin [
o [
inozin .
Higoksamm Ksantin Oksidaz Ksantin \__.__’_,,Drat
SOoD
o, e Oy e— H, O,
REPERFUZYON

HASARLANMA .

Sekil 2. I-R hasarinda serbest radikallerin olusum mekanizmasi. (ATP:
Adenozin trifosfat, ADP: Adenozin difosfat, AMP: Adenozin monofosfat, Oa:
Oksijen, 'O, Siiperoksit anyonu, Ca™": Kalsiyum, SOD: Siiperoksit dismutaz
enzimi, ‘OH": Hidroksil radikali, H,O,: Hidrojen peroksit) (35).



iskemi sirasinda, KDH yapisal bir degisiklige ugrayarak ksantin oksidaza (KO)
donusir ve bu degisiklik hiicre ici Ca™ artigi ile diizenlenir (35, 36). KO; hipoksantin
ve O2'l, ‘Oz’e donusturerek ROT'nin Uretiminini arttirir (37). Bir yandan antioksidan
savunma gucleri tahrip olurken, diger yandan H,O, artar ve bu artisg oldukca zararli
olan ‘OH" Uretimine neden olur. Bu erken evrede, 'OH hucresel zarlarda ve

proteinlerde dogrudan hasara yol acar ve lipid peroksidasyonunu uyarir (31, 37).

Uzamis iskemi membran potansiyelini degistirir, iyonlarin dagihmini bozar,
hiicre i¢i volumu arttirir, membran akiskanhgini azaltir ve endoteliyal hiicrelerin hicre
iskeleti organizasyonunu bozar (21, 38). Bu degisikliklerin sadece hicre i¢i eneriji
depolarinin tikenmesine bagli olmadigi; prostasiklin, nitrik oksit (NO) gibi belirli
hicresel biyolojik aktif ajanlarin tretiminin azalmasina ve ROT, sitokinler (TNF-q, IL-
la, IL-8), kompleman drunleri, arasidonik asit metabolitleri (Iokotrien-B4[LTB4],
tromboksan-A;[Tx-Az]) ve endotelin gibi proinflamatuvar ajanlarin  dretiminin
artmasina da bagl oldugu bildiriimigtir (38). Reperfuzyon ile oksijen desteginin
yeniden saglanmasi, KO enziminin hipoksantinden 'O, Uretebilmesini daha da

kolaylastirarak ROT uretiminin paradoksal olarak artmasina yol agar (21, 39).

ROT dokularda bulunan yapisal, kontraktil ve tasiyici proteinleri, enzim,
reseptdr, nukleik asit, hiicre zar lipiti ve glikozaminoglikan gibi birgok biyomolekull
hasara ugratabilir (36). Bunun, molekiler diizeydeki mekanizmalari arasinda; nukleik
asit baz hidroksilasyonu, DNA zincirlerinin ¢apraz baglanmasi ve/veya kesilmesi,
hiicre zan lipitlerinin peroksidasyonu ve proteinlerin gapraz baglanmasi ve yikimi yer
alir. Hucre zarn lipitlerinin peroksidasyonu, hicre zarinin yapisini bozarak hicre
volum duzensizligi sonucunda hucre lizisine neden olur (37, 40). Bunun yani sira,
ROT mikrovaskuler gecirgenligin artisinda (31) ve notrofillerin hasarli dokuya

cekilmesinde de dnemli role sahiptir (2).
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I-R hasarinin patogenezinde nétrofiller anahtar role sahiptir (41, 42).
Postiskemik dokuda nétrofillerin birikimi reperfiizyon hasarina sebep olur (43). Akut
inflamasyonda in vitro modellerin arastirildig1 ¢calismalarin sonuglari, Iokosite bagimli
hasarin olusabilmesi icin lokositlerin gb¢ etmesinin gerektigi ve bunun icin de
notrofillerin endoteliyal hiicrelere iyice yaklagmalar ile baglayan noétrofil/endotel hiicre
etkilesimlerinin mutlak gerekliligini vurgulamaktadir (44) (Sekil 3) (45). Bu etkilesimde
ilk sirada yer alan molekul endoteliyal hicrelerde IL-1R3 ve TNF-a gibi sitokinlerin
uyarmasi ile Uretilen P-selektindir (44). Daha sonra, I6kositler ile endotel arasinda L-
selektin aracili, gecici ve geri donusumli bir etkilesim olusur ki bu etkilesim “l6kosit
yuvarlanmasi” olarak adlandirihir (46, 47). Yuvarlanan ve aktive olan lokositler,
endotele interselliler adezyon molekuli (ICAM)-1 ve ICAM-2 adezyon proteinleri
yoluyla daha siki baglanarak endotelin damar tarafindan doku tarafina dogru gog¢
ederler (46, 47).

L URY
i |
I| Iy "l i
Trrlcat- ksl ! M i Yuvarlanan il Tramsendateliyal Gag
] I {rolling} Eallanma ve Brantllern
Lékaalller Berbpatlegmeal

P.Slrktn L-Seskin
E-Semktin

Fileslisyal Mai

Sekil 3. Lokosit-endotel etkilesimi. (Lokositlerin damar digina ¢ikisi
ve interstisyel alana sivi kacisi) (ICAM: Interselliler adezyon molekuli) (45).
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Damar digina ¢ikan notrofillerin postiskemik dokuda birikimi parenkimal hicre
hasarina neden olur (25). Aktive olan notrofillerden serbestlesen elastaz gibi
proteolitik enzimler, ortamdaki H,O, gibi oksidan drunlerin de etkisiyle kollajen ve
fibronektin gibi temel yapisal matriks proteinlerini yikima ugratarak endoteliyal
yapinin bozulmasina ve mikrovaskuler gecirgenligin artmasina neden olur (2). Bu
olaylar, kapiller limenin daralmasina ve hicreler arasi 6dem ile kendini gosteren
hidrolik direncin artmasina yol acarak mikrovaskuler dizeyde perfliizyon yetersizligi
olusturur. Bu durum “akim olmamasi” fenomeni olarak tanimlanir ve lokal kan akimi
yetersizligini gosterir. “Akim olmamasi” fenomeninin siddeti iskeminin siddeti ve

suresine baghdir (48).

I-R hasari klinikte lokal olarak kas 6demi, kompartman sendromu, kas nekrozu
ve fonksiyon bozuklugu seklinde ortaya cikar (49). Lokal hasar sirasinda ve
sonrasinda dokudan kana gecen miyoglobin gibi maddeler ve LTB,4, TxA2, TNF-a, IL-
113, IL-6, aktive kompleman bilesenleri gibi inflamatuvar mediyatérler uzak organlarda
fonksiyon bozukluguna neden olur (49, 50). Uzak organlardan klinik olarak ilk belirti
verenler akcigerler ve bobreklerdir. Bu organlarin yani sira, karaciger, miyokard ve

santral sinir sistemi fonksiyonlarinin da etkilenmesiyle COYS tablosu geligebilir (49).

Akcigerlerde meydana gelen hasar klinik olarak, akciger damarsal
yapilanmasindaki gecirgenlik artisina baglh olusan akut solunum yetersizligi
tablosuyla karakterlidir (51). Akciger hasarinin temelinde, iskemik doku tarafindan
uyarilmis mediyatorler ile aktive edilmis notrofillerin pulmoner yatakta birikimi ile
karakterli notrofil sekestrasyonu yer alir (50) (Sekil 4) (52). Iskelet kasinin i-R'u
sonrasinda notrofillerin  segici olarak akcigerlerde birikmesinden sorumlu olan
mekanizma acik degildir. Postiskemik ekstremite kaslar tarafindan Uretilen
proinflamatuvar sitokinlerin; nétrofillerin ya da uzak organ endotellerinin ytzeyindeki
adezyon molekdllerini arttirarak noétrofillerin karsilasgtiklar ilk mikrovaskuiler yatakta
sekestre olmalarina yol agtiklarini 6ne siren mekanizma en olasi mekanizma gibi

gorunmektedir (47).
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NORMAL ALVEOL AKUT AKCIGER HASARI

Bronsiyal Epitel —= Dékiilen Bronsiyal Epitel

Tip | Hiicre Nekrotik Tip | Hiicre

_ Odem sivis|
Alveolar Makrofaj

Hiicre Birikintisi

Alveol igine
notrofil géch ve
sekestrasyonu

Tip Il Hiicre

Sekil 4: Akut Akciger Hasarinda hasarli alveol ile normal alveoliin (sol taraf)
karsilagtirmasi. (Proinflamatuvar sitokinler (IL-8, IL-1 ve TNF-a gibi) etkisiyle
notrofiller akciger mikrodolagsiminda sekestre olur ve alveollere go¢ ederek
aktive olurlar) (TAF: Trombosit aktive edici faktor, TNF: Tumor nekroz faktor, IL-
1: Iinterl6kin-1, IL-8: Interl6kin-8) (52).

Hucre cogalmasinin, farklilagsmasinin ve fonksiyonunun degistiriimesi yoluyla
inflamasyonun tiim evrelerini etkileyen sitokinler (3), I-R sonrasindaki uzak organ
hasarinin belirleyicileri olarak rol oynarlar. Alt ekstremite iskemisi sonrasinda TNF-q,
IL-1 ve IL-6 duzeylerinin serumda, akciger ve bobrek gibi sistemik organlarda arttigi
gosterilmistir (5). Bu sitokinler arasinda 6zellikle TNF-a ve IL-18 (53) SIYS'un esas
mediyatorleri iken, IL-6 inflamasyondaki ve bagisiklik yanitindaki akut faz protein
reaksiyonunun dizenlenmesinden sorumlu ana mediyator gibi gorinmektedir (54).
IL-6, hiicre adezyonunu uyardidi gibi endoteliyal gecirgenligi de arttirir ve sistemik

olarak kolaylikla saptanabilir (55). TNF-a, kapillerlerin gegirgenligini arttirarak akciger
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0demine ve metabolik asidoza neden olabilir (56). Septik sok patogenezinde odak rol
oynamasli nedeniyle reperfliizyondan sonra gorilen benzer patolojilerin gelisiminden
ve buna bagh coklu organ vyetersizligi (COY)nden sorumlu olabilecegi
disiiniilmektedir (56). Farkli organlardaki i-R hasarinin patogenezinde TNF-a’nin
ana rol oynadigi gosterilmistir (57). Ayrica, siganlardaki alt ekstremite I-R
modellerinde yapilan bircok calisma, i-R'dan sonra gorillen akciger hasarinin
patogenezinde TNF-a’nin 6nemli rol oynadigini bildirmektedir (2, 5, 58, 59).

Sican alt ekstremite I-R modelinde, Yassin ve ark. (7), alt ekstremitedeki akut
I-R’un sitokin aktivasyonuna ve es zamanl olarak 6zellikle akcigerler, karaciger ve
bobreklerin yer aldigi COY’'ne neden oldugunu ve bunun serum TNF-a ve IL-6
dizeylerindeki artig ile gosterilebilecegini bildirmislerdir. Calismacilar, TNF-a ve IL-6
duzeylerini, 3 saatlik iskemiyi izleyen 1, 2 ve 3 saatlik reperflizyon donemlerini farkli
gruplarda uygulayarak degerlendirmigler ve TNF-a dizeylerinin 3 saatlik iskemiyi
izleyen 1 saatlik reperfizyon sonunda anlamli olarak arttigini, reperfizyonun 2.
saatinde TNF-a duzeylerinin kontrol diizeylerine geriledigini saptamiglardir. Ayni
calismada, IL-6 duzeylerinin ise 1 saatlik reperfizyondan itibaren kademeli ve
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmaya basladigi ve 3 saatlik reperfizyonun
sonunda tepe duzeylere ulastigi belirlenmistir. Bu calismada ayrica, akciger
dokusundaki kapiller konjesyon ve notrofil birikimi ile degerlendirilen hasarin sadece
3 saat reperfuzyon olusturulan grupta anlamli olarak ortaya ¢iktigi belirtiimigtir.

Giiniimiizde I-R hasarinin énlenmesi amaciyla her gecen giin yeni bir tedavi
stratejisi gelistiriimekte, deneysel ve klinik ¢alismalar ile bir¢cok farkli ilacin koruyucu
ve/veya tedavi edici etkinligi arastiriimaktadir (60). Tek mediyatoér (TAF, TNF-a, IL-1,
oksijen radikalleri, P-selektin, ICAM-1 gibi) inhibisyonu prensibine dayanan
yontemlerin deneysel olarak organ hasarlar tzerine koruyucu etkinligi arastiriimisg,
ancak elde edilen veriler klinige uyarlanamamistir.  Ozellikle organ
transplantasyonlari gibi i-R hasariyla sik karsilasilan klinik durumlarda tedavi edici ve
koruyucu girigimlere yonelik birgok klinik ¢alisma yapilmig, statinler, eritropoetin,
hemoksijenaz-1, L-glisin, kortikosteroidler, grantlosit koloni stimulan faktor ve
aprotinin gibi maddelerin bu hasardaki koruyucu etkinligi aragtirilmigtir (60).
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Yine deneysel olarak melatonin (52), antitrombin-11l (29), kaffeik asit fenetil ester (62),
takrolimus (63) gibi birgok ilacin I-R hasarindaki koruyucu etkinlikleri, esas
endikasyonlari diginda, olasi etki mekanizmalari nedeniyle arastirilmigtir. Bunlarin
yani sira, anestezide kullanilan propofol (64), ketamin (65), deksmedetomidin (65)
gibi anestezik ilaglarin antiinflamatuvar etki potansiyelleri g6zéntinde bulundurularak
I-R’un lokal ve uzak organ hasarlari (izerindeki koruyucu etkinliklerinin arastirildig
calismalar da gerceklestiriimigtir. Ayrica, hem deneysel hem de klinik ¢aligmalarda
iskemik dnkosullama yontemiyle organ hasarlarinin azaltilabilecegi gosterilmigtir (66,
67). Deneysel ve klinik i-R hasarini énlemede etkili oldugu belirlenen ila¢ ya da
uygulamalar ginimiizde rutin uygulama alanina girmemistir. Bu konudaki optimal

yaklasim arayiglari sirmektedir.

Deksmedetomidin, farmakolojik olarak medetomidinin dekstroizomeri olan, a,-
adrenerjik reseptorler Gzerinde selektif ve spesifik agonistik etkiye sahip bir imidazol
bilesigidir (68) (Sekil 5) (10).

CH,

* HCI

Sekil 5: Deksmedetomidinin kimyasal yapisi (10).

a,—reseptorler, cogunlukla sinir terminallerinin presinaptik bolgesinde yerlegerek
norotransmitterlerin serbestlesmesini diizenler, postsinaptik ve sinaps disi bolgelerde
de bulunabilirler. Presinaptik a,-reseptorler negatif geri besleme mekanizmasi ile
norepinefrinin ve ATP’In serbestlesmesini diizenledikleri igin klinik olarak daha fazla
Oneme sahiptirler (Sekil 6) (68).
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NOREPINEFRIN

Sekil 6: ax—reseptdrlerin yerlegimi ve agonistlerinin etki mekanizmasi (68).

Beyinde ve spinal korddaki postsinaptik a,—reseptorlerin aktivasyonu néronal
ateslemeyi inhibe ederek, hipotansiyon, bradikardi, sedasyon ve analjeziye yol agar.
Genel olarak, ay—adrenoseptorlerin  presinaptik  aktivasyonu  norepinefrin
serbestlesmesini inhibe ederek agri sinyallerinin ilerlemesini sonlandirir. Santral sinir
sistemindeki ay—reseptorlerin postsinaptik aktivasyonu sempatik aktiviteyi inhibe
ederek sistemik arter basincini ve kalp atim hizini dugurebilir. Bu etkilerin tima
birlikte dusunalduginde, a,—reseptorlerin uyariimasiyla analjezi, sedasyon ve
anksiyolizin bir arada olustugu séylenebilir. a,—reseptor aracili yanitlar Sekil 7°de

sunulmustur (68).
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Sekil 7: a,—reseptdr aracili fizyolojik yanitlar (68).

ax—reseptorlerin  yuksek yogunlukta bulundugu yerlerden biri olan lokus
seruleus, beyinde predominant noradrenerjik cekirdektir ve uyanikligin 6nemli bir
duzenleyicisidir. a-adrenoseptdrlerin, hipnotik ve sedatif etkiler olusturabilmesinin
santral sinir sisteminin bu bolgesinin aktivasyonuna bagl oldugu dusundlmektedir.
Bu bulgular deksmedetomidinin sedatif ve antinosiseptif etkilerini lokus seruleustaki

ap-reseptorleri uyararak olusturdugunu gostermektedir (69).
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Deksmedetomidin dogrudan karacigerde hemen hemen tam
biyotransformasyona ugrar, esas olarak idrarla atilir ve ¢ok az bir kismi ise idrarla
veya fecesle degismeden atilir. Eliminasyon vyari omri vyaklagik 2 saattir.
Farmakokinetik profilinde cinsiyete veya yasa bagli 6énemli degisiklikler olusmadigi
gibi, bobrek yetersizligi olan hastalarda da farmakokinetigi degisiklik

gostermemektedir (68).

Deksmedetomidin ile yapilan calismalarin buyik kismi ilacin sedatif ve
analjezik etkilerine yoneliktir. Ancak a, reseptorlerin organizmadaki dagilimlari (Sekil
7) gbz 6nunde bulunduruldugunda, farkli etkilerinin olabilecegi dusunilerek yapilan
calismalarda diger potansiyel etkileri de aragtiriimigtir.

Elvan ve ark. (70), intraoperatif deksmedetomidin infuzyonunun postoperatif
titreme Uzerine etkinligini arastirmis ve intraoperatif deksmedetomidin
uygulanmasinin anestezi sonrasinda gorulen titreme insidansini ve siddetini,

herhangi bir klinik yan etki olugturmadan anlamli olarak azalttigini gostermislerdir.

Iskemik ve toksik inflamatuvar yanit modellerinde yapilmig sinirli sayidaki
calismada, deksmedetomidinin antiinflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir (11-20).

Taniguchi ve ark. (11), siganlarda olusturduklari endotoksine bagh sok
modelinde deksmedetomidinin hemodinamik parametreler, arteriyel kan gazlari ve
plazma sitokin konsantrasyonlari tizerine etkisini incelemigler ve akciger dokusunda
notrofil infiltrasyonunu degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, deksmedetomidinin IL-6
ve TNF-a duzeylerini azaltarak inflamatuvar yanitlari inhibe ettigini, alveol
duvarlarinda nétrofil infiltrasyonunu azalttigini, mortalite oranlarini dusurdigini ve

bu etkilerini doza bagimli olarak (12) olugturdugunu belirtmiglerdir.

Venn ve ark. (13), major cerrahi sonrasi yogun bakim unitesinde izlenen ve
postoperatif donemde 8 saat silreyle sedasyon amaciyla propofol veya
deksmedetomidin  uygulanan 20 hastada  adrenokortikal ~ fonksiyonlari,

kardiyovaskuler, endokrin ve inflamatuvar yanitlari incelemislerdir.
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Sekiz saatin sonunda, kanda adrenokortikotropik hormon, prolaktin, kortizol ve
glukoz dizeyleri acisindan iki grup arasinda fark saptamamislar, deksmedetomidin

uygulanan grupta IL-6 dizeyinin azaldigini belirlemiglerdir.

Hoffman ve ark. (14), inkomplet serebral iskemi modelinde, iskemiden 30
dakika once intraperitoneal yolla farkl iki dozda deksmedetomidin (10ug/kg ve 100
Mg/kg) uygulamasinin  norolojik  hasar Uzerindeki etkinligini  arastirdiklari
calismalarinda; deksmedetomidin uygulanan gruplarda noérolojik hasarin doza
bagimli olarak azaldigini gostermiglerdir. Bu calismada ayrica, az-adrenerjik
antagonist olan atipamezol kullanilarak deksmedetomidinin iskemik hasar tGzerindeki
iyilestirici etkilerinin tamamen ortadan kalktigi go6zlenmistir. Buna dayanilarak,
deksmedetomidinin iskemiye bagli norolojik hasari iyilestirme mekanizmasinin a,-
reseptorler Uzerinden sempatik aktivitenin azaltilmasina bagli oldugu sonucuna

varmiglardir.

Kumagai ve ark. (15), sicanlarda deksmedetomidinin intrakraniyal
hipertansiyona bagli olusan norojenik pulmoner 6dem Uzerine etkilerini arastirmiglar
ve intravendz yolla uygulanan deksmedetomidinin asiri sempatik aktivite sonucu
gelisen akciger gecirgenligini ve sicanlarda intrakraniyal hipertansiyon ile uyarilan
hemodinamik degigiklikleri azalttigini gostermislerdir.

Sicanlarda gerek fokal (16) gerekse global (17) serebral I-R modellerinin
kullanildigr ¢alismalarda deksmedetomidinin, hem iskemik hasari azaltarak hem de
plazma TNF-a konsantrasyonlarini dugirerek (17) noroprotektif etki gosterdigi

saptanmigtir.

Yagmurdur ve ark. (18), turnike altindan st ekstremite cerrahisi uygulanan
hastalarda deksmedetomidinin i-R  hasari  (izerine etkisini  arastirdiklari
calismalarinda; kan malondialdehit ve hipoksantin diizeylerinin deksmedetomidin (1
pHo/kg 10 dakika, idame 0,5 pg/kg/saat) uygulanan grupta anlaml olarak azaldigini

gOstermiglerdir.
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Yang ve ark. (19), sicanlarda ventilator iligkili akciger hasarinda
deksmedetomidinin  akciger inflamasyonu Uzerindeki etkilerini arastirdiklari
calismalarinda, yuksek tidal volium ventilasyonuna bagli olarak gelisen akciger
hasarinda deksmedetomidinin klinik dozlarinin 10 kati dozlarda (5 pg/kg/saat.)
infuzyon seklinde kullanildiginda akciger hasarini anlamli olarak azalttigini ve bu

etkilerinin kismen de olsa a,-reseptdr aracili oldugunu gostermislerdir.

Kocoglu ve ark. (20), deneysel renal i-R modelinde deksmedetomidinin bdbrek
hasari Uzerindeki koruyucu etkinligini arastirdiklari ¢alismalarinda, intraperitoneal
yolla 100 pg/kg dozunda uygulanan deksmedetomidinin i-R’a bagl bobrek hasarini

azalttigini gostermislerdir.
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GEREC ve YONTEM

Bu deneysel caligma, Dokuz Eyliul Universitesi Tip Fakultesi Deney Hayvani
Arastirmalar Etik Kurulu onayr alinmasinin ardindan, Dokuz Eylil Universitesi
Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvari'nda gergeklestirildi.

Calismada Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Multidisipliner Deney
Hayvanlari Laboratuvar’'ndan saglanan agirliklar 250 — 340 gr arasinda degisen 28
adet eriskin, disi, Wistar-Albino cinsi sigan kullanildi. Arastirma baslangicina kadar
deney hayvanlari ortama adaptasyonlari saglanmasi igin 12 saat aydinlk-12 saat
karanlik ortamda tutuldu ve standart pellet yemi ve suyla beslendi. Sicanlar isi ve 1s1k
standardize edilmig sartlarda barindirildi.

Denekler, sadece su icmelerine izin verilerek cerrahi islemden 6nce 12 saat ag
birakildi. Siganlar rastgele olarak 4 gruba ayrldi. Deney Oncesinde her biri ayri ayri
tartilarak agirliklari belirlendi, uygulanacak anestezi ilaglarinin ve deksmedetomidinin
dozlari hesaplandi.

Sigcanlarda anestezi, intraperitoneal 50 mg/kg ketamin (Pfizer Pharma GMBH,
Germany) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorir (Alfazyne %2, Egevet) karisimi ile
saglandi. Denekler gcaligma sonunda histolojik doku 6rnegi ve yeterli kan 6rnedi
alindiktan sonra sakrifiye edildi. Tum gruplarda toplam ¢aligma sureleri esit tutuldu.

Denekleri hipotermiden korumak ve vicut sicakliklarini 36,8-37,5°C arasinda
tutabilmek amaciyla operasyon masasi isitildi, ortam sicakhgl sabit tutuldu.
Dehidratasyonun énlenmesi icin I-R siiresince denekler, subkutan izotonik sodyum
klortir solisyonu (3 mL/kg/saat) ile hidrate edildi.
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Deney Gruplari ve Protokol

Her biri 7 sicandan olusan 4 grup olusturuldu:

Grup 1 (SHAM, n=7): Cahsma boyunca sadece anestezi uygulanarak
reperflizyonun birinci saatine uyan zamanda sadece kan 6rnegi ve reperfliizyon

suresinin bitimine uyan zamanda doku ve kan drnegi alindi.

Grup 2 (I-R, n=7): Anestezi sonrasi sol alt ekstremiteye turnike uygulanmasi ile
3 saat iskemi ve 3 saat reperfizyon uygulandi, calisma ilaci verilmedi.
Reperflizyonun birinci saatine uyan zamanda sadece kan 0Ornegi ve reperflizyon
suresinin bitimine uyan zamanda (reperfizyonun uglncu saati) doku ve kan ornegi

alindi.

Grup 3 (Deks 50;i-R+50 pg/kg Deksmedetomidin, n=7): Anestezi sonrasi sol
alt ekstremiteye turnike uygulanmasi ile 3 saat iskemi ve 3 saat reperflizyon
uygulandi. Turnike acilmadan 1 saat once 50 pg/kg deksmedetomidin (Precedex,
Abbott Laboratories Ltd. North Chicago ABD, 100ug/mL) intraperitoneal yolla verildi.
Reperflizyonun birinci saatine uyan zamanda sadece kan 0Ornegi ve reperflizyon
suresinin bitimine uyan zamanda (reperfizyonun uglncu saati) doku ve kan ornegi

alindi.

Grup 4 (Deks 100;i-R+100 pg/kg Deksmedetomidin, n=7): Anestezi sonrasi
sol alt ekstremiteye turnike uygulanmasi ile 3 saat iskemi ve 3 saat reperflizyon
uygulandi. Turnike agilmadan 1 saat o6nce 100 pg/kg deksmedetomidin
intraperitoneal yolla verildi. Reperflizyonun birinci saatine uyan zamanda sadece kan
ornegi ve reperfuzyon suresinin bitimine uyan zamanda (reperflizyonun tglnci saati)

doku ve kan drnegi alindi.
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Alt ekstremite iskemisi icin daha once bir tez calismasinda da kullanilmig ve
etkinligi perfiizyon sintigrafisiyle gdsterilmis olan yontem (71) uygulandi. Bu amagla
deneklerin sol arka bacak kasik bélgesinden elastik bandaj (1 cm eninde ve 30 cm
boyunda) ile ¢cepecevre basin¢ uygulandi (7, 28, 71) (Resim 1). Belirlenen iskemi

suresi sonunda turnike agilarak reperfiizyon saglandi.

Resim 1. Sigcanin sol alt ekstremitesine elastik bandaj uygulanmasi
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Anestezi altindayken, 3 saatlik reperflizyonun birinci saatinin sonunda
sicanlarin  kuyruk veninden 1,5 mL kan alinarak TNF-a ve IL-6 analizi icgin
steril/apirojen, etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) iceren tuplere koyuldu, 1200
devir/dakika hiz ile 10 dakika santrifij edidi. Orneklerin plazmalar ayrilarak
Eppendorf tiplere koyuldu ve dondurularak -70°C’de analiz giiniine kadar saklandi.
Sicanlara kaybettikleri volume esdeger olacak sekilde izotonik sodyum klorir
solisyonu intraperitoneal yolla verildi. Reperfuzyonun Uglncu saatinin sonunda
toraks subdiyafragmatik yaklagimla acildi. IL-6 ve TNF-a analizi icin 2 mL hacimde
kan 6rnegi dogrudan kalpten alindiktan sonra, birinci saatte alinan kanlarla ayni
yontemle saklandi. Calisir durumdaki kalbe 20G igneli enjektdr ile apeksten girilerek
% 10 formol c¢oOzeltisinden 5 mL yavas olarak infize edilerek denekler sakrifiye
edildikten sonra kalp ve akciger piyesi eksize edildi (72). Sag akcigerin orta
zonundan bir kesit ve sol akcigerin tumi % 10 formol ¢ozeltisi igerisine koyularak en

az 24 saat fikse edilmeleri saglandi.

inflamatuvar Mediyatérlerin Tayini:

Inflamatuvar mediyatérlerin (TNF-a ve IL-6) tayini ELISA yontemiyle yapildi.
Invitrogen (Kaliforniya, A.B.D) firmasinin ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) prensibine dayanan ticari testi (kat. No: KRC 3011, kat. No: KRC 0061)
kullanilarak sican serumlarinda kantitatif analiz yapildi. Ornek 6n hazirlik ve test
uygulama basamaklari Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari
Biyokimya Bolumiu'nde gergeklestirildi ve buradaki plak yikayici cihazindan
yararlanildi. Absorbans degerleri 450 nm’'de ELISA plak okuyucu cihazinda (Organon
Technica Microwell System Reader 230S) 6lculdiu. Sonuclar pg/mL olarak ifade
edildi.

Histopatolojik Degerlendirme:
%10’luk formaldehit ile tespit edilen akciger dokulari, fiksatifin uzaklagtiriimasi

amaclyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 20’ser
dakika %70, %80 ve %96’k etil alkol serilerinden gecirildi. Ardindan aseton ve ksilen
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serilerinden gegirildi. 60°C’lik etliv icersinde parafin ile immersiyonu saglandiktan

sonra dokular parafin bloklar i¢cerisine gomuldu.

Mikrotom (Reichert-Jung) aracihgr ile alinan 5plluk parafin  kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi icin %96’dan %70’e
azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler distile su ile yikandi. 2 dakika hematoksilen
(33230, Riedel-de Haen, Almanya) ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklagtiriimasi igin 5 dakika akarsuda yikanan kesitler, 30 saniye eozin
(1345, Merck, Darmstadt, Almanya) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5 dakika akarsu
altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %70, %80 ve %96’lik alkol serilerinden
gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile

kapatildi.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BH-2) 200 blyttmede,
her denek igin rastgele secilen 6 alanda; alveolar ve interstisyel hemoraji, alveolar ve
interstisyel notrofil infiltrasyonu, 6dem ve atelektazi gibi akciger hasarini tanimlayan
histopatolojik kriterler dikkate alinarak incelendi ve dokular 0-4 arasinda skorlandi
(73).

Skorlama sistemi:

0: Hasar yok

1: Alanin %25’ine kadar hasarli
2: Alanin %25-50'si hasarl

3: Alanin %50-75’i hasarh

4: Diffuiz hasarli
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Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde, SPSS Windows 11.0 programindan
yararlanildi. Gruplar arasi kargilastirmalar icin Krukall Wallis ve ki kare; gruplarin tekli
karsilastirmalari icin Mann-Whitney U testleri kullanildi, gerektiginde Bonferroni
duzeltmesi uygulandi ve p<0,05 degerleri anlaml kabul edildi.
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GRUP 1 (SHAM)

NS ———— y QES— UERUS——— en=7
0.saat 3.saat 4.saat 6. saat
Biyokimya Histopatoloji
ve Biyokimya
GRUP 2 (i-R)
| ISKEMT | REPERFUZYON |
NS ———— y QES— UERUS——— en=7
0.saat 3.saat 4.saat 6. saat
Biyokimya Histopatoloji
ve Biyokimya

GRUP 3 (DEKS 50)

| ISKEMT | REPERFUZYON |
OUSE— o y QESE——— RE——— en=7
0.saat 2. saat 3.saat 4.saat 6. saat
Deksmedetomidin
50 pog/kg Biyokimya Histopatoloji
ve Biyokimya
GRUP 4 (DEKS 100)
| ISKEMT | REPERFUZYON |
OUSE— o y QESE——— RER——— en=7
0.saat 2. saat 3.saat 4.saat 6. saat
Deksmedetomidin
100 pg/kg Biyokimya Histopatoloji
ve Biyokimya

Sekil 8. Deney protokolinin gsematik sunumu.
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BULGULAR

Bu calisma, 7’ser sigandan olusan 4 gruptaki toplam 28 sicanda gergeklegtirildi.

Reperflizyonun 1. ve 3. saatlerine ait TNF-a ve IL-6 degerleri ile akciger

dokusuna ait histoloji skorlari Tablo 1'de sunulmustur.

Tablo 1. Gruplarin TNF-a ve IL-6 Degerleri, Akciger Histolojik Skorlari
(ortanca [min.-maks.])

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(SHAM) (I-R) (DEKS 50) (DEKS 100) p
n=7 n=7 n=7 n=7
Reperfiizyon 9,40 10,10 9,70 9,70 055
55 1. saat (7,40-11,50) (9,10-25,30) (8,30-10,90) (7,70-10,60) '
u £
Z o
S
Reperfiizyon 9,30 9,80 10,20 9,00 026
3. saat (8,20-10,90) (9,30-22,90) (8,70-11,80) (8,90-12,10) '
Reperfiizyon 27,10 17,30 19,00 25,20 011
~ 1. saat (21,60-41,30) (13,20-52,60) | (15,80-58,00) | (20,00-48,90) '
© £
=5
o
~~ | Reperfuizyon 32,70 61,20 24,40 31,80 083
3. saat (21,60-64,70) | (17,40-120,30) | (14,00-91,80) | (21,40-47,70) '
i i 0,5** 4,0* 25 2,0 0,000
HIS-SrSégJIK (010-110) (410-410) (210-310) (015-315)

* Grup 2'de Grup 1, 3 ve 4’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark

** Grup 1'de Grup 3 ve 4'e kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark
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Gruplara ait TNF-a ve IL-6 duzeylerinin karsilagtinimasiyla, reperfiizyonun
gerek 1. saatinde gerekse de 3. saatinde serum TNF-a ve IL-6 duzeyleri agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Akciger hasar histolojik skorlarinin istatistiksel analizi, incelenen 6 mikroskopik

alan skorunun ortanca degerleri Gizerinden yapildi.

Akciger hasar skorlar karsilastinldiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p= 0,000). Grup 2 (I-R)’deki tiim 6rneklerde diffiiz hasar (skor
4) olustugu gozlendi.

Sadece I-R olusturulan Grup 2'den elde edilen histolojik skorlarin gerek SHAM
grubundan (p=0,001), gerekse calisma ilacinin farkh dozlarinin kullanildigr Grup 3
(p=0,001) ve Grup 4'den (p=0,001) anlaml derecede farkli oldugu belirlendi. Ayrica
Grup 1'e ait skorlarin da Grup 3 (p=0,001) ve Grup 4'den (p=0,011) istatistiksel
olarak anlamli olarak farkli oldugu saptandi.

Deksmedetomidinin farkli dozunun uygulandigi Grup 3 ve 4 arasinda akciger
skorlari yonunden istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Histolojik skorlardan elde edilen bu veriler dogrultusunda;
- I-R’a bagh belirgin akciger hasarinin olustugu,
- deksmedetomidinin olusan bu akciger hasarini azalttigr ancak timuyle
ortadan kaldiramadigi
belirlendi.
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Isik mikroskobisi ile yapilan degerlendirmelerde;

Grup 1'den alinan kesitlerde; akciger dokusunun gerek alveolar diziliminin,
perialveolar alandaki yapilarin ve hucrelerin, gerekse interstisyel alanlarin normal

oldugu goruldi (Resim 2).

Grup 2'den alinan kesitlerde; interstisyel ve intraalveolar noétrofil infiltrasyonu,
hemoraji, interalveolar septal kalinlagma, interstisyel ddem, yaygin amfizem alanlari
ve konjesyon go6zlendi. Buyuk buyitmede ¢ok nadir diizgiin havalanan alveoller yani
sira ¢cogunlukla havalanma kaybi olan atelektazik ve kapiller stazin yogun oldugu
bblgeler, kollabe olmus alveoller, nonfonksiyonel parenkimal alanlar, bu alanlarda
yogun parenkimal nétrofil ve makrofaj infiltrasyonu, kapiller staz olan bolgelerde
yaygin intraalveolar hemoraji ve yer yer de fibrozis alanlari oldugu gézlendi (Resim
3,4).

Grup 3'den alinan kesitlerde; yaygin interstisyel nétrofil infiltrasyonu, I-R (Grup
2) grubuna go6re daha az olarak interalveolar septal kalinlasma, atelektazi,
konjesyon, hemoraji ve amfizem alanlari gozlendi. Hafif parenkimal artis ve nétrofil
infiltrasyonuna karsin, komsu alanlarda saglikh akciger yapisi oldugu gozlendi. Bazi
alanlarda yogun parenkimal hemoraji, amfizemli alanlar ve peribronsiyal infiltrasyon

yaninda daha saghkl akciger alanlarinin da oldugu belirlendi (Resim 5).

Grup 4'den alinan kesitlerde; saglikli alveolar yapinin yaninda yer yer hafif
diizeyde interstisyel nétrofil infiltrasyonu, I-R (Grup 2) grubuna gore cok daha az
olarak interalveolar septal kalinlagsma, atelektazi, konjesyon, hemoraji oldugu
goOzlendi. Bazi alanlarda ise SHAM (Grup 1) grubunda oldugu gibi, tamamen saglikl

alveolar yapinin oldugu belirlendi (Resim 6,7).
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Resim 2. Grup 1 (SHAM)’e ait 151k mikroskobisi goruntusu (Saglikl

havalanan akcigerin normal yapisi).

500pm

A

Resim 3. Grup 2 (I-R)’ye ait 11k mikroskobisi gériintiisii (Alveolar yapi diizenini
kaybetmis (1), amfizematd6z degisiklikler (A), parenkimal yangisal hicre

infiltrasyonu [Pi]).
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Resim 4: Grup 2 (I-R)'ye ait 1sik mikroskobisi goruntiisi (Yogun nétrofil
infiltrasyonu, parenkimal artig, havalanmayan akciger alanlari (#) ve atelektazik

alanlar [A]).
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Resim 5. Grup 3 (DEKS 50)’e ait 1s1k mikroskobisi goruntisu (Parenkimal artig
ve notrofil infiltrasyonuna (*) karsin, komsu alanlarda saglikli akciger yapisi).
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© 500pum

Resim 6. Grup 4 (DEKS 100)’e ait 151k mikroskobisi gorunttsi (Saglikli alveolar
yapinin géruldagua alanlar)

500um

Resim 7. Grup 4 (DEKS 100)’e ait 1stk mikroskobisi goruntisu (Hafif dizeyde
yangisal infiltrasyon ve kalinlagsmis interalveolar septum (*) yaninda saglikli

akciger alanlari).
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TARTISMA

Alt ekstremite I-R’'una bagh akciger hasarini 6nlemede deksmedetomidinin
etkinliginin aragtirldigi bu deneysel caligmada, I-R olusturmak amaciyla turnike
yontemi kullanilmigtir. Turnike modelinin uzamig mekanik kompresyon sonucunda
vendz ve lenfatik oklizyon, kas, sinir zedelenmesi gibi etkiler yaratabilecegi
kaygisiyla I-R olusturulmasinda multipl ligasyon modelini savunan calismacilar
olmasina karsin (59, 74), son yillarda klinige uygulanabilirligi ve noninvaziv olugu
nedeniyle turnike yonteminin daha sik kullanildig dikkati ¢cekmistir (7, 29, 66).

Bu calismada turnike yodnteminin etkilerinin arastirimasinda; kolay temin
edilebilmesi, deneysel I-R modellerinin  kullanildi§i  ve deksmedetomidinin
antiinflamatuvar etkinliginin incelendigi calismalarda daha c¢ok sigan kullaniimis
olmasi ve bu galigmada yer alan arastirmacilarin siganlarda daha ¢ok deneyiminin
bulunmasi nedeniyle deney hayvani olarak sigan secilmistir (7, 11, 12, 19, 75).

Ekstremitelerde [-R olusturmak (izere turnike yonteminin kullanildigi
calismalarda, farkl iskemi ve reperfuzyon surelerinin yeglenmis olmasi dikkat gekici
bulunmustur. Bu caligmalarda iskemi siresinin, etkilenmesi beklenen organlarin
iskemiye dayaniklii§i temel alinarak belirlendigi gozlenmistir. Ornegin, kas
dokusunda belirgin morfolojik degisikliklerin 2 saatlik iskemiden sonra olusmaya
baglamasi nedeniyle, iskelet kasi I-R hasarinin degerlendirildigi calismalarda
cogunlukla daha uzun iskemi siireleri tercih edilmistir (33, 76, 77). iskemi sureleri ile
iskemik hasarlanma arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu gosterilmistir (78). I-R
hasarinin hedef dokusu olarak iskelet kasinin secildigi calismalarda, 3 saatlik iskemik
donemden sonra kas dokusunda geri donusimsuz histolojik hasarlanmanin basladigi
(77) ve yaygin notrofil birikiminin olustugu (29) seklindeki veriler gbz ©6ninde
bulundurularak bu caligmada iskemi suresinin 3 saat olarak uygulanmasina karar

verilmigtir.



I-R'un gerek lokal, gerekse uzak organlara etkilerinin arastirildiyi deneysel
calismalarda, olusan hasarin derecesinin reperfiizyon siresine de bagli oldugu
belirlenmistir (2, 7, 33). Turnike yontemi ile 3 saatlik iskeminin ardindan farkl
reperflizyon surelerinin uzak organlardaki etkilerini arastiran Yassin ve ark. (7),
reperflizyon sdresinin uzamasi ile uzak organ fonksiyon bozukluklarinin artisi
arasinda paralellik oldugunu gozlemislerdir. Ayni calismada, ¢aligmacilar akciger
dokusundaki histopatolojik degisikliklerin 1 ve 2 saatlik reperfizyon sirelerinde
olusmadigini, ancak 3 saatlik reperfizyonun sonunda saptanabilir dizeylere
ulastigini belirlemiglerdir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu c¢aligmada 3 saatlik iskeminin
ardindan 3 saatlik reperfizyon siresi secilmigtir ve calismamizda, 3 saatlik
reperfiizyon siresinin  sonunda sadece I-R uygulanan gruptaki deneklerin
akcigerlerinde yaygin notrofil infiltrasyonu, alveolar dizilim bozuklugu, alveoller arasi
0dem olugsumu gibi degisikliklerle karakterli ciddi akciger hasari bulgularinin
olustugunun saptanmasi bu bilgileri destekler nitelikte bulunmustur. Bu bulgularin,
ayni surelerin kullanildigi caligsmalardakilerle benzerlik gdsterdigi belirlenmigtir (7,
29).

TNF-a’nin, SIYS ve septik sokla iligkili COY patogenezinde énemli rol oynadig
gosterilmistir (5, 26, 79). I-R'a bagli lokal ve uzak organ hasarinda da benzer
mekanizmalarin rol oynayabilecegi diisiiniilerek yapilan calismalarda, TNF-a’nin I-R
ile iligkili birgok organ hasarinin patogenezinde 6nemli rol oynadig! belirlenmigtir (3,
7, 53, 66, 67). Benzer sekilde IL-6’nin da travma, sok ve infeksiyona bagli kompleks
inflamatuvar yanitta yer aldigi belirtiimistir (54). Plazma IL-6 konsantrasyonlar ile
yumusak doku hasarinin buydkligla arasinda dogru orantili bir iliski oldugu
gOsterilmistir (54). Alt ekstremite i-R modellerinin arastirildigi calismalarda plazma IL-
6 duzeylerinin, TNF-a duzeylerine paralel olarak artig gosterdigi belirtilmistir (5, 6).
Yassin ve ark. (7), i-R'a bagh sistemik inflamatuvar yanitin serum TNF-a ve IL-6
duzeylerindeki artis ile gosterilebilecegini ve bu artis ile uzak organ hasarinin
blayuklugu arasinda paralellik oldugunu saptamiglardir. Calismacilar, TNF-a ve IL-6
duzeylerini 3 saatlik iskemiyi izleyen 1, 2 ve 3 saatlik reperfizyon dénemlerini farkli
gruplarda uygulayarak degerlendirmigler ve TNF-a dizeylerinin 3 saatlik iskemiyi

izleyen 1 saatlik reperfizyon sonunda anlamli olarak arttigini, reperfizyonun 2.
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saatinde TNF-a duzeylerinin kontrol diizeylerine geriledigini saptamiglardir. Ayni
calismada, IL-6 duzeylerinin ise 1 saatlik reperfiizyondan itibaren kademeli ve
istatistiksel olarak anlamli bir gekilde artmaya basladigini ve 3 saatlik reperfiizyonun
sonunda tepe duzeylere ulastigini belirlemiglerdir. Bu bilgiler dogrultusunda,
calismamizda TNF-a ve IL-6 dulzeyleri reperfizyonun hem 1. saatinin hem de 3.

saatinin sonunda degerlendirilmistir.

Analjezik, anksiyolitik, sedatif 6zellikleri tek basina gosterebilmesi nedeniyle,
deksmedetomidinin olasi etkilerinin aragtirldig: ¢ok sayida deneysel ve klinik ¢alisma
gerceklestirilmistir (80-82). Ayrica, deksmedetomidinin gerek iskemik gerekse toksik
inflamatuvar modellerdeki etkinliginin arastirildigr  sinirli - sayidaki  calismada
deksmedetomidinin antiinflamatuvar etkilerinin de oldugu gosterilmistir (11, 12).
Deneysel endotoksemik septik sok modelinde, Taniguchi ve ark. (11),
deksmedetomidinin TNF-a ve IL-6 duzeylerini dugtrerek ve alveol duvarlarindaki
notrofil infiltrasyonunu azaltarak akciger hasarini hafiflettigini ve mortalite oranlarini

azalttigini belirlemiglerdir.

Sicanlardaki [-R modellerinde deksmedetomidinin etkinliginin arastirildig
caligmalarda, deksmedetomidinin intraperitoneal yolla i-R’dan énce (14, 65, 83) ya
da infizyon seklinde i-R boyunca (16-18) uygulanmis oldugu belirlenmigtir.
Deksmedetomidinin bu ¢aligsmalarda farkli zamanlarda uygulanmig olmasina ve her
birinde de koruyucu etkinliginin gosterilmis olmasina karsin, ajanin uygulama
zamanlarinin Dbirbirlerine Gstinluklerinin - karsilastirildigi  herhangi bir calismaya
rastlanamamistir. Ayrica, intraperitoneal yolla verilen deksmedetomidinin etkinliginin
arastinldi§n  bazi calismalarda, uygulanan i-R sirelerinin deksmedetomidinin
eliminasyon yari 6émriinden daha uzun olmadi§i gézlenmistir (14, 17, 65). I-R’a bagl
akciger hasarindaki baslica sorumlu surecin reperfiizyon olmasi (7) ve TNF-a’'nin
iskemi déneminin sonuna dogru yukselmeye baslayarak reperflizyonun 1. saatinde
tepe dizeylere ulasmasi (7) dikkate alinarak, calismamizda deksmedetomidinin

reperflizyondan 1 saat 6nce verilmesi uygun gorulmustar.
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Gerek I-R modellerinde, gerekse de diger inflamatuvar yanit calismalarinda
deksmedetomidinin etkinliginin belirlenmesi igin uygulanmasi gereken doz araligina
yonelik kesin bir bilgiye rastlanamamistir. Bu calismada intraperitoneal yolla
uygulanan deksmedetomidin dozu, literatiirde guvenle kullanildigi bildirilen en yiksek
doz olan 100 pg/kg (14, 20, 65, 83, 84) olarak belirlenmis ve olasi koruyucu
etkinliginin doza bagiml olup olmadigini arastirmak amaciyla ikinci doz 50 pg/kg
olarak secilmigtir.

Turnike yontemiyle sican ekstremite i-R'a bagli akciger hasarinin arastirildig
caligmalarda benzer I-R siirelerinin kullaniimasina kargin TNF-a diizeylerine iligkin
farkli sonuglar elde edildigi gozlenmistir (5, 29, 67, 85). Ornegin, ayni I-R yontemini
ve benzer I-R sirelerini kullanan calismacilardan Seekamp ve ark. (5), TNF-a
duzeylerinin 4 saatlik iskemi boyunca plazmada saptanabilir dizeylere ulasmadigini,
reperfizyonun 1. saatinde artig gosterdigini ve 2. saatten sonra dismeye bagsladigini
saptamiglardir. IL-6 duzeylerinin ise reperfuzyonun 30. dakikasinda yukselmeye
basladigini ve giderek artarak 4. saatin sonunda en yuksek dizeylere ulagtigini
belirlemislerdir Yassin ve ark. (7), TNF-a ve IL-6 duzeylerinin reperfizyonun
sirasilyla, 1. ve 3. saatinin sonunda en yuksek degerlerine ulastigini; TNF-a
duzeylerinin reperfizyonun 2. saatinden sonra saptanabilir dizeylerin altina
dustigunu ve IL-6 dizeylerinin de reperfizyonun 1. saatinden itibaren plazmada
saptabilir degerlere ulastigini ifade etmiglerdir.

Duru ve ark. (29), Harkin ve ark. (67) ile Gaines ve ark. (58), ayni I-R modelini
ve benzer i-R siirelerini kullandiklari calismalarinda histopatolojik bulgularla ortaya
koyduklari I-R hasarina bagli olarak TNF-a diizeylerinde herhangi bir degisiklik
olustugunu gosterememiglerdir. Benzer sekilde, Welbourn ve ark. (85), doért saatlik
iskemiyi izleyen 10, 30, 60, 120, 180, 240 dakikalik reperfiizyon sirelerinin sonunda
TNF-a dizeylerinde anlamli artig saptayamamiglardir. Calismacilar, anti-TNF serumu
uyguladiklari gruplarda akcigerlerde histopatolojik degisikliklerin azalmasi nedeniyle
TNF-a’'nin akciger hasarinin olusumunda rol oynadigi sonucuna varmiglardir. Bizim
calismamizda da deksmedetomidin uygulanan gruplarda SHAM grubuna kiyasla
histopatolojik olarak anlamli fark oldugunun belirlenmesine karsin, TNF-a ve IL-6
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diizeylerinde herhangi bir degisiklik elde edilememistir. Onerilen élgim zamanlarinin
kullaniimasina karsin bir degisiklik saptanamamasinin olasi nedenlerinden biri denek
sayisinin yetersizligi olabilir. Benzer sonuglar elde eden Duru ve ark. (29), sitokin
dizeylerinde bir degisiklik saptayamamis olmalarini, kan dérneklerini reperfiizyonun 2.
saatinin sonunda almig olmalarindan oOturd serum TNF-a tepe degerlerini
yakalayamamis olmalarindan kaynaklanabilecedini dne strmuglerdir. Gaines ve ark.
(58) ise bu sonucu 6rnek yetersizligine baglamiglardir. Bu bulgulara iliskin olarak
Welbourn ve ark. (85), TNF-a’nin akciger makrofajlarinda Uretildikten sonra sadece
doku icinde kalabildigini ve her zaman plazmada saptanabilir olamayabilecegini; lokal
etki ile endoteli aktive ederek akciger hasari olusumuna aracilik edebilecegini 6ne

surmaglerdir.

Bu calismada turnike modeliyle olusturulan i-R’a bagh akciger hasarinin
olustugu histopatolojik olarak gosterilebilmistir. I-R grubundaki degisikliklerin hem
SHAM grubundan, hem de ila¢ gruplarindan anlamli derecede farkli olusu, modelin
dogru uygulandigini gostermigtir. Deksmedetomidin uygulanan gruplarda bulgularin
I-R grubundakinden anlamli derecede farkli olusu deksmedetomidinin akciger
hasarini azalttiyi seklinde yorumlanmistir. ilag gruplariyla SHAM grubu arasindaki
farkin da anlamli bulunmasi ilacin akciger hasarini timuyle engelleyemedigini telkin

etmistir.

Deksmedetomidinin 50 ve 100 pg/kg’lik farkli iki dozunun uygulandigi
gruplardaki histolojik skorlar arasindaki farkin anlamli bulunmamasina karsin, ilacin
100 pg/kg dozda kullanildigi DEKS 100 grubunda mikroskobik olarak yer yer normal
akciger dokularina rastlanmis olmasi ilacin doza bagimli olarak etki gosterdigini telkin
etmistir. Bu etkinin ortaya konabilmesi icin daha blytik denek gruplarinda,
deksmedetomidinin  farkli zamanlarda ve farkhh yollarla uygulanmasinin

aragtiriimasina gereksinim oldugu kanisina varilmigtir.
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SONUC VE ONERILER

Sonuc¢ olarak deneysel alt ekstremite turnike modelinde gerceklestirilen bu
calismada deksmedetomidinin, bu modeldeki I-R’a bagh akciger hasarini énlemede
etkili oldugu kanisina varilmistir. llag gruplari arasinda gerek histopatolojik verilerde,
gerekse IL-6 diuzeylerinde istatistiksel olmasa da sayisal bir fark gézlenmesi ilacin
doza bagimli etkilerinin daha buyuk denek gruplarinda arastiriimasi gerekliligini telkin

etmistir.
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