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SICANLARDA, HEMORAJIK SOK VE REPERFUZYON SONRASI
GORULEN ORGAN HASARINDA SIKLOSPORIN A'NIN ROLU

ROLE OF CYCLOSPORINE A ON ORGAN INJURY SEEN AFTER HEMORRHAGIC
SHOCK AND REPERFUSION IN RATS
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OZET Iskemiye maruz kalan organlarda, reperfiizyon sonras: gorillen hasarm (R hasari) ortaya gtkmasinda notrofiller énemli rol
oynamaktadir. Notrofil aracihgyle gelisen I-R hasanm onlemek amaciyla, deneysel kosullarda, cesitli maddelerin yamsira
siklasporin A {CsA) ve FK506 gibi immiinosupresif ajanlar da kullamilmigtir: Ancek immiinosupresiflerin nétrofiller iizerindeki etki
mekanizmalari heniiz tam olarak anlogdamamisti. Hipovolemik sok olugturulan siganlarda, nétrofil aractigryla olugan I-R
hasarina CsA'nin etkilerini aragtirmayr amagladik. Calismarmzda, her biri 10 digi Wistar albino stcan iceren 4 grup olugturuldy.
G1: Kontrol, G2: Sok, G3: Sok+Reperfiizyon, G4: CsA. Sok olusturmak icin, deneklerden femoral ven yoluyla yaklasik 2,5 mi kan
alindi. Reperfiizyon gruplarmda, alinan kan 20 dk sonra ayn: yoldan reperfiize edildi. G4'te, reperfiizyondan 5 dk énce IV 20 mgfkg
CsA verildi. Postop 24.cii saatte sakrifiye edilen deneklerde plazmada malonildialdehit (MDA); karaciger, akciger, ince barsak ve
bébreklerde ise MDA ve miyeloperoksidaz (MPO) élciimii ve nétrofil saymnn yapildi. IR sonrasi plazma ve tiim dokulardo artan MDA
degerleri, CsA verildikten sonra normale inmigtiv. Bu bulgular, I'R hosarinda serbest oksijen radikallerinin (SOR} roliinii
gostermektedir. Ancak, MPO deZerleri CsA verilmesi ile sadece ince barsakta normale inmigtir. CsA'min nistrofil infiltrasyonunu
azalticr etkileri de yine ince barsak ve bibrekte goriilmiigtiir. Sonug olarak, CsA tedavisinin I-R hasarini azaltici yiinde etkiye sahip
oldugu saptannugiir. Ancak bu etkinin, en azindan karaciger ve akcigerde, notrofil infiltrasyonunu azaltmak yoluyla olmadign
diisiinmekteyiz. CsA'min dozu arthnldigy taktirde, bu etki belki tim dokularda yayginlagabilin. CsA'mn IR hasanndaki etk
mekanizmasmin tam olarak anlagilabilmesi icin yeni aragtirmalara ihtiyag vardu:

SUMMARY : Neutrophils are an important factor in the organ injury associated with ischemia and reperfusion (I-R). In experimental
conditions, besides mainy chemicals, immunosuppressive agenis like cyclosporine A (CsA) and FK506 were also used to prevent I-R
injury. But effect of immunosuppressives on neutrophils still remains unclear. We designed an experimental study to investigate the
role of CsA in organ injury after hemorrhagic shock and reperfusion in rats. Forty Wistar albino rats were divided into 4 groups. G1:
Control, G2: Shock, G3: Shock+ Reperfusion, G4: CsA. Shock was induced by withdrawing of 2,5 ml blood via femoral vein. The shed
blood was then reinfused after 20 min in reperfusion groups. In G4, CsA (20 mg/kg) was given by a single IV injection just before (5
min) the perfusion. Rats were sacrified 24 hours after operation. Plasma malondialdehyde (MDA) levels of all groups and, MDA and
myeloperoxidase (MPO) levels of liver, lung, small bowel and kidney were measured. In addition, neutrophil counts were obtained
from all organs. After I-R, MDA levels of plasma and all organs increased and then returned to normal by CsA administration. This
observations revealed the role of free oxygene radicals in I-R injury. But CsA-induced MPO decrease was obtained in only small
bowel. In addition, reduction in neutrophil infiltration by CsA was seen in small bowel and kidney. We concluded that, CsA has a
beneficial effect on I-R-induced organ injury. But, at least in liver and lung, these results could'nt attributed to reduced neutrophil
infiltration. However, increase of CsA dose may cause widespread reduction in neutrophil counts. gFurther investigations are
necessary to clarify the exact role of CsA on I-R injury.
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N iU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ABD Son yillarda, iskemiye maruz kalan dokularin reper-
4 Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biokimya ABD fizyonu sirasinda ortaya cikan patolojik degisiklikler

** [ Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patolojik Anatomi ABD : 1y ; =
*== 1} Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi (iskemi reperﬁz_zy on l.lasan), yogun arastirmalara konu
olmaktadir. Iskemi reperfiizyon (I-R) hasarinin

ABD
Yazigma Adresi: Dr. M. Stiphan ERTURK olusumunda serbest oksijen radikalleri {SOR), notrofiller
Emniyet Evieri Mah. Cem Sultan Sok. Dogu Apt. 13/4 80650 ve endote] hiicreleri su¢lanan faktorier arasindadir (1,2,3).
4, Levent - [STANBUL SOR, reperflizyon swrasinda agiga ¢ikan ve hiicre
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hasanindan sorumiu olan ok aktif bilegiklerdir. Son
zamanlara dek, notrofillerin iskemik dokularmn iyilesmesi
siirecine yardimar  olduguna inamilirdi (4). Ancak
notrofillerin, I-R hasarinin patogenezindeki rolleri gegitli
aragtinicilar tarafindan ortaya konmustur (2,4,5,6,7). $ok
ve iskeminin, lékositlerin yoklugunda daha iyi tolere
edildigi bildirilmigtir (4). Notrofiller etkilerini,
sentezledikleri SOR ve proteolitik enzimler aracihgiyla
gosterirle. SOR'nin en onemli kaynaklarindan biri
notrofillerdir (8).

i-R hasarinin olusumunda nétrofillerin endotel
hiicrelerine yapigmasi (adhezyon) kritik éneme sahiptir.
Boylece dis ortama kapali bir mikro ¢evre olusarak,
SOR'nin inaktivasyonu engellenir. Endotel hasan ve bunu
takip eden bir dizi olay hiicre dliimiine dek ilerler {4,9).
Adhezyonu engellemek amactyla, notrofiller ve endotel
hiicreleri iizerindeki reseptorlere karst iiretilen
antikorlarin verilmesinin I-R hasarim azalttig
costeriimigtir(6,10,11).

Siklosporin A (CsA) ve FK506 gibi immiinsupresif ajanlar,
i-R kosullarinda degisik organlarda ndotrofil
infiltrasyonunu ve doku hasarini azaltmaktadirlar
(1,12,13,14). Ancak etki mekanizmalan tam olarak
aydinlatilamamugtir. Ayrica, literatiirde sok modeli
iizerinde CsA'min IR hasarina etkileri ile ilgili caligmalara
rastlayamadik. Bu nedenle, hipovolemik soka bagii iskerni
ve reperfiizyon iizerine CsA'min etkilerini aragtirmay:
amagladik

MATERYAL - METOT

Calismamz, 10U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali Deneysel Caligma Laboratuvari'nda
gerceklestirildi. Caliymada, agirhklan 210-250 (ort. 225)
gr arasinda degisen 40 adet digi Wistar albino sican
kullantidi. Denekler laboratuvar kosullarinda, su ve
yemlerine serbest¢e ulagabildikleri metal kafeslerde
korundular. Denekler, herbiri 10 sican iceren 4 gruba
ayrildi.. Grup-1: kontrol (K} Grup-2: sok (§); Grup-3:
sok+reperfiizyon (R); Grup-4: siklosporin A {CsA) tedavi
grubu.

1- Teknik: Intraperitoneal 40 mg/kg pentobarbital ile
genel anestezi saglandiktan sonra, elektrikli trag makinasi
ile sag inguinal bolge tras edildi. Grup 1'de, steril
kosullarda inguinal kesi ile sag femoral vene ulagildiktan
sonra prepare edilerek birakildi. Grup 2'de, sag femoral
ven No: 24 Branill ile Kkaniilize edildikten sonra
hipovolemik gok olugturmak iizere ortalama 2,5 cc (viicut
agirhgimn %20'si) kan alindi. Grup 3'te yine aymi sekilde 20
dk siireyle hipovolemik sok olusturulduktan sonra, alinan
sitrath kan oda isisinda sakland: ve siire doldugunda
fernoral vendeki kaniil araciliiyla reperfiize edildi. Grup
4'te ise, 20 dk sireyle hipovolemik sok olusturulan
deneklere reperfiizyondan 5 dk once IV yolla 20 mgkg
siklosporin A (CsA) verildi.

Denekler, sok sonrast 24.cii saatie eter anestezisi ile
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uyutulduktan sonra median sternotomi ve laparotomi
yapilds. intrakardiak ponksiyon ile tiim kan aspire edildi.
Alinan kan santrifiije edilerek, serumu malonil dialdehit
{MDA) dlciimii icin ayrildi. Daha sonra akciger, karaciger,
her iki bobrek ve 3 cm uzunlugunda terminal ileum
cikartildi. Gikartilan tiim dokular ii¢ boliime ayniarak bir
boliimii histopatolojik inceleme icin % 10'luk formole
kondu. Diger iki parca ise, MDA ve miyeloperoksidaz
{MPO) ol¢iimii i¢in derin dondurucuda saklandi.

2- MPO &lgiimii: Derin dondurucuda -80°C'de saklanan
dokular, eritilerek tartildi ve 1 grami 10 volitm KH2PO4 (20
mmol} icinde 7.4 pH'da homojenize edildi. Homogenat 20
dk siireyle 20000 g'de ve 4°C'de santrifiije edildi. Pelet 50
mM potasyum fosfat tamponlu (pH 6.0} 10 voliim buzlu
suda homojenize edilerek, MPO aktivitesi {U/gr yas doku)
standart spekirofotometrik teknikle saptandi (15,16).

3- MDA &l¢iimii: Homojenatlar, 1 gr yas dokuya 9 ml
potasyum fosfat tamponu eklenerek hazirlandi.
Tiobarbitiirik asit ile reaksiyona dayanan kalorimetrik
yontem kullamlarak MDA dlgiimii (plazmada: nmol/ml;
dokuda: nmol/100 mg protein) yapiid: (17.18).

4 Histopatolojik inceleme: % 10'luk formalinde fikse
edilmis, parafine gomiilii dokulardan hazirlanan 5 m'luk
kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi. Igtk
mikroskobunda, rastegele secilen 10 biiyitk binyiitme
(x400) alamindaki nétrofil sayis1 belirienerek aritmetik
ortalamasi alind.

5- istatistiksel degerlendirme: Caliymamizda gruplar
arasindaki kargilagtirmalar unpaired two-tailed Studen's t
testi kullanilarak yapild: ve p< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hipovolemik goka bagli olarak, belirtilen c¢alisma
siiresince denek kaybimiz olmadi. Deneklere ait plazma
MDA olgiimleri Tablo 1 ve Grafik 1'de gorilmektedir.
Kontrol grubu ile kargilastiriidiginda, sok (p<0.02) ve
reperflizyon (p<0.01) gruplarinda SOR sentezini indirekt
olarak yansitan MDA degerlerinde anlamls artis dikkati
cekmektedir. CsAverilen grupta ise MDA degerlerinde gok
ve reperfiizyona goer diisils goze carpmaktadir ve kontrol
grubu ile aralarinda istatistiksel fark yoktur $ok,
reperfiizyon ve CsA gruplart arasinda anlamls diizeyde
farkhilik saptanmustir (p<0.05)

Tablo I: Plazma MDA Olgiimleri (nmol/ml)

GRUPLAR n Ortalama £ SD p* p™ p*
Kontrol 10 4.59x0.50

Sok 10 6.73x1.23 <0.02

Reperflizyon 10 10.06%1.77 <0.01 <00t

GCsA 10 5.14x0.39 NS <0.01 <0.0001

K. kontrol, $: sok, R: reperfiizyon, CsA: siklosporin A; NS: Not significant;
p* Kile, p™: § ile, p*™*: R ile diger gruplar arasindaki farklilik.
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Grafik I: Plazma IMIDA &lsiimleri (nmol/ml)

Grafik Ii: Dokularda MDA ol¢limleri (
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nmol/100 mg protein)
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Tablo 2 ve Grafik 2, dokulardaki MDA degerlerini toplu
olarak vermektedir. Karaciger dokusunda, kontrol grubu
ile diger gruplar arasmda anlamli farkliliklar saptanmgtir,
MDA degerleri sokta artmakta ve reperfiizyon sirasinda en
yiiksek seviyesine ulagmaktadir (p<0.05, p<0.005). CsA
verildiginde ise MDA, kentrol grubuna ait degerlerin bile
altina diismektedir ve aralarindaki fark anlaml
bulunmugtur (P <0.02). Benzer sekilde, akciger
dokusunda da MDA degerleri kontrole gore sok ve
reperfiizyon grubunda giderek artmaktadir (p<0.002 ve
p<0.0001). CsA verilen grupta ise, MDA seviyesi
diismektedir ve kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark
saptanmamugtir. fnce barsakta, kontrol grubu ile §veR
arasinda anfamh fark vardir {(p<0.002 ve p<0.01). CsA
grubunda ise, MDA kontrol grubunun da altina inmigtir.

250
200
MDA i L Bk
(nmol/i100 3
50 % ] i - I R
- B ; JCsA
KC Ac B Bb

Dokular

Ayrica, sok ve reperfiizyon arasindaki fark da anlamsizdr.
Bobrek dekusunda, soktaki deneklerde MDA'da anlami;
artis goriilmemistir. Ancak reperfiizyon grubunda
kontrole gore Snemli artiy gozlenmistir (p<0.0001). CsA
verildiginde ise degerlerin normale indigi goriilmektedir.
Tiim veriier birlikte degerlendirildiginde, dokularda MDA
olgiimlerinin § ve R kosullarinda arttif ve CsA verilmes; ile
tiim gruplarda normal diizeye indirilebildigi soylenebilir.
Calgilan tiim dokularda MPO degerleri sok ve
reperfiizyon ile artmis ve CsA tedavisi ile diigiis
gozlenmistir. Bu degisiklikler Tablo 3 ve Grafik 3'te
gortilmektedir. Karacierde, kontro] grubu ile diger
gruplar arasinda anlamh farkliik vardir. Nétrofil
infiltrasyonunu gésteren MPO degerleri sok ve

reperfiizyon gruplarinda giderek artmakta (p<0.02,

Tablo II: Dokularda MDA dlciimleri (nmol{100 mg protein)

GRUPLAR n Ortalama + SD p" p™ p*
Eg{;ﬁ;{ﬁer‘ 10 63.07+9.85 -

Sok 10 89.58+19.37 <0.05 -

Reperfiizyon 10 144.42+20.43 <0.005 <0.002

CsA 10 48.96+4.95 <0.02 <0.002 <0.001

Akciger

Kontrol 10 83.35*+12.38 -

Sok 10 130.25+16.24 <0.002 -

Reperfiizyon 10 201.46x18.69 <0.06001 <0.0001 -

CsA 10 65.57+15.32 NS <0.0001 <0.0001
:?::;g;s * 10 109.73+8.40 -

Sok 10 169.48+23.34 <0.002 -

Reperfiizyon 10 160.48£25.01 <0.01 NS -

CsA 10 92.17+21.49 NS <0.0001 <0.0005
Eggtrftl:l 10 74.94+10.32 -

Sok 10 71.35%15.12 NS -

Reperfiizyon 10 195.67+14.43 <0.0001 <0.0001

CsA 10 68.67£7.57 N§ NS <0.0001

K.kontrol, §: sok, R; reperflizyon, CsA: sikiosporin A; NS: Not significant;
p*:Kile, p™: §ile, p** Rile diger gruplar arasindaki farkdilik.
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Tablo Il Dokularda MPO olgiimleri (Ufgr yas doku)

GRUPLAR n Ortalama + SD p* p pe
Karaciger

Kontrol 10 B.72x1.68 -

S0k 10 16.70::4.74 <0.02 -

Reperfiizyon 10 18.42+3.41 <0.001 NS -

(sA 10 12.43+2.60 <0.04 NS <0.005
Akciger

Kontrol 10 14.68+3.07 -

Sok 10 49.58:+20.20 <0.02 -

Reperfuzyon 10 4140524 <0.0001 NS -

CsA 10 37.98+11.30 <0.005 NS NS
ince barsak

Kontrol 10 12.43x1.06 -

Sok 10 38.54+16.42 <0.02 -

Reperfiizyon 10 31.60%9.39 <0.005 NS -

CsA 10 17.21+:4.27 NS <0.01 <0.005
Bibrek

Kottrol 10 11.60£2.55 -

Sok 10 22.71+4.12 <0.005 -

Reperfiizyon 10 31.1029.33 <0.005 NS -

CsA 10 16.72+£2.92 <0.02 <{(.02 <0.005

K kontrol, §: sok. R: reperftizyon, CsA: siklosporin A; NS: Not significant;
p" Kile, p*: § ite, p™**: Rile diger gruplararasindaki farkitlik

p<0.001), CsA verilmesi ile reperfiizyona gore anlaml
diisiis elde edilebilmesine ragmen (p>0.005) yine de
xontrole gore Yyiiksekligini korumaktadir (p<0.04).
Akcigerde ise MPO artig1 en belirgin olarak sok grubunda
gozlenmistir. Kontrol grubu ile tiim gruplar arasinda
anlaml; fark vardir (p<0.02, p<0.0001 ve p<0.005) ve
CsA verildiginde MPO degeri azalmg ancak kontrol
diizeyine inmemigtir. ince barsakta da, sok ve reperfiizyon
gruplannda anlamh arti§ gozlenmistir (p<0.02 ve
p<0.005). Burada CsA verilmesi ile MPO degerleri kontrol
grubunun diizeyine diigmiigtii. Bobrekte, § ve R
gruplannda kontrole gore anlamli artis saptanmis
{p<0.005} ve CsA verildiginde MPO diigmeye baglamigtir.
Fakat kontrol ile CsA arasindaki fark kapanmamigtir
(p<0.02). Genel olarak tiim dokularda MPO diizeyi, sok ve
reperfiizyon doneminde artmigtir. Ancak, gok ile
reperfiizyon arasinda anlamlr fark yoktur. CsA
verildiginde, akciger diginda tim dokularda MPO
miktarinda reperfiizyona gore aniaml diigiiy kaydedilmis,
sadece ince barsakta kontrol diizeyine indirilebilmistir.
Natrofillerin dokulardaki infiltrasyonu Tablo 4 ve Grafik
4'te verilmistir. Sok ve reperfiizyonda karaciger
dokusunda nétrofil infiltrasyonunun giderek arttig1, CsA
tedavisi ile normale inmedigi gorilmektedir (p<0.005,
p<0.005, p<0.02). Akciger dokusunda da notrofil
infiltrasyonu sok ve reperfiizyonda belirgin olarak
artmakta CsA verilmesi ile normal sinirlara
inememektedir (p<0.01, p<0.001, p<0.001). ince
barsakta ise kontrol ve sok gruplar arasinda anlamh fark
yoktur. Ancak reperfiizyonda infiltrasyon anlamh
derecede artmakta (p<0.001) ve CsA ile normalin de

Grafik III: Dokularda MPO dlgiimleri (U/gr yas doku)
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3
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{Utgr yas
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Dokutar
Grafik IV: Dokularda notrofil sayimlari
K
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Dokular
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Tablo IV: Dokularda nétrofil sayimlar

GRUPLAR n Ortalama + SD p* p*™ pre
Karaciger

Kontrol 10 0.65x0.7 -

Sok 10 1.41+1.48 <0.005 -

Reperfiizyon 10 2.44:+1.66 <0.005 <0.01 -

CsA 10 1.88+2.64 <0.02 NS NS
Akciger )

Kontrol 10 11.60+2.55 -

Sok 10 22.71+4.12 <0.01 -

Reperfiizyon 10 31.10+9.33 <0.001 <0.001 -

CsA 10 16.72+2.92 <0.001 NS <0.001
ince barsak

Kontrol 10 2.15%1.29 -

Sok 10 198+1.77 NS -

Reperfiizyon 10 5.54+1.48 <0.001 <0.001 -

CsA 10 1.7+1.39 NS NS <0.001
Bébrek

Kontrol 10 0.5+0.67 -

Sok 10 1.0+1.05 <0.01 -

Reperfiizyon 10 1.7+132 <0.001 <0.01 -

CsA 10 0.85+1.18 NS NS <0.001

K. konirol, §: sok, B: reperfiizyon, CsA: sildosporin A; NS: Not significant;
p":Kile, p™: §ile, p™: Rile diger grupiar arasindaki farkhibik.

altina indigi gorilmektedir. Bobrekte sok ve
reperfiizyonda aniamh derecede artiy kaydedilmig
(p<0.01, p<0.001), CsA ile normal diizeye inmigtir.
Dokularda § ve R kosullarinda nétrofil infiltrasyonunda
goritlen anlaml artisin, CsA ile sadece ince barsak ve
bobrekte normale diigtiigii gorilmiigtin

TARTISMA

Organizmada cesitli etkenlere bagh olarak ok tablosu
gelistifinde, dokulardaki yaygmn iskemiye bagh olarak
hiicrese! fonksiyonlar onemli 6l¢tide aksar. Bir siire sonra
kan akim tekrar saglansa bile, hiicrelerin fonksiyonlarn
tam olarak geri donememekte {no-reflow fenomeni) ve
ayrica reperflizyona bagh olarak dokularda ikinci bir hasar
{iskemi-reperfiizyon hasar} olusmaktadir (19,20).

iskerni-reperfiizyon {I-R) hasarinin olugumunda serbest
oksijen radikalleri (SOR), notrofiller ve endotel hiicreleri
gibi cesitli faktorler suclanmaktadir (1,2,3). SOR,
reperfiizyona bagl hiicre hasanndan sorumlu olan baglica
bilesiklerdir (4,5). iskemi sonrasi reperfiizyon ve
reoksijenasyon basladiginda, ksantin dehidrogenaz (XD)
enzimi XQ'a ¢evrilir ve bu enzim de, O2 varliginda, iskemi
sliresince ATP'nin parcalanmasi ile olugan hipoksantinin
ksantine doniigiimiinii katalize eder. Bu sirada yan {iriin
olarak siiperoksit radikali {027) aqiga ¢ikar. Siiperoksit
radikali daha sonra katalaz enzimi ile hidrojen peroksite
(H202) va da demir (Fe++) gibi gegis elementlerinin
katalizatorligiinde, ¢ok daha reaktif olan hidroksil
radikaline (OH™) déniisiir {20). SOR adt verilen bu
maddeler (027, H202, OH"), hiicre zarlarinda ve

mitokondrilerde toksik etki gosterirler ve geligen
reperfiizyon hasarindan sorumludurlar. SOR, hiicre
duvarinda bulunan lipit molekiillerini parcalar ve lipit
peroksitleri aqiga ¢ikar. Dokularda lipit peroksidasyonu
reaksiyonunun son tiriinit olan MDA'in yiikselmesi ise,
artmig SOR diizeyinin indirekt gostergesidir {12,13).
Cahsmamizda, hipovolemik sok olusturdugumuz
deneklerde iskemiye bagh olarak, plazma ve incelenen
titm dokularda MDA diizeyinde artma saptadik.
Reperfiizyon uygulandiginda, genel olarak organizmada
MDA diizeyindeki yiikselis artarak devam etmekte idi.
Gozlemlerimiz, yok ve reperfiizyonun organizmada SOR
diizeyini arttirdigini gostermektedir. I-R ile SOR aktivitesi
arasindaki iliskinin arastinldigy bircok c¢alismada da
(3,21,22) benzer sonuglar bildirilmistir.

Nétrofiller, i-R hasarmnda etkili oldugu ifade edilen
SOR'nin en dnemli kaynaklarindan biridir {8). Lokositler ve
ozellikle notrofillerin, I-R hasarinin patogenezinde onemli
role sahip olduklan ¢esitli arastiriciiar tarafindan ortaya
konmugtur(2,3,4,5,6,7). Notrofiller zararli etkilerini ¢egitli
yollarla gosterirler. Notrofiller, iskemi ya da travmaya
maruz kalan endotel hiicrelerinden salinan gesith
mediatorlerin etkisiyle aktive oiduklarnnda, ok sayida
oksidatif ve non-oksidatif toksini sentezleyip salgilarlar.
Bu maddelerin etkisiyle, vazomotor degisiklikler, endotel
hasan, damar biitiinliiganiin kaybi, damar tikamklig: ve
sonucta hiicrenin olimiine dek uzanan bir dizi olay geligir
{2,4). Giinimizde vyaklagik olarak 50 kadar
belirlenebilmis olan bu maddeler, nétrofillerin hiicre
duvarlarinda ya da hiicre igi graniillerinde bulunmaktadir
(3). Hiicre duvarinda yer alan NADPH oksidaz enzim
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sistemi, notrofillerin spesifik bir uyaran ile uyanlmalan
halinde aktifleserek, NADPH'dan oksijene dogru elektron
sicramasina yol agar. Boylece siiperoksit radikali, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi toksik SOR bilesiklerinin
olusumunu baglatir. Yine notrofillerden ekstraselliiler
ortama myeloperoksidaz {MPO) enzimi salgilamr. Eger
ortamda H202 molekiilii varsa, MPO katalizatOrliigiinde
klor iyonu ile birlesir ve bir dizi reaksiyon sonucu
oksitleyici kloraminler (N-Clj aqiga cikar. Notrofiller bu
oksidatif toksinlerinin yanisira, hiicre ici graniillerinde yer
alan cok sayida proteolitik enzimleri araciigiyla da IR
hasarinda rol oynarlar. Ancak, oksidatif yolla olusan hiice
hasari cok daha on piandadir (3).

Notrofiller bol miktarda MPQ enzimi igerirler (3).
Dokulardaki notrofil varhginin biokimyasal gostergesi
olan MPO'nun kantitatif ol¢iimii ve nétrofillerin direkt
olarak 151k mikroskobu altinda sayum, notrofillerle ilgili
bir¢ok ¢alismada parametre olarak kullaniimigtir
{1,12,13,23). Biz de, dokularda nétrofil infiltrasyonunu
aragtirmak amaciyla bu iki parametreyi kullandik.
Calismamizda sok ve reperfiizyon kogullarinda
dokulardaki notrofil infiltrasyonunun arttigi, gerek MPO
gerekse notrofil sayisindaki artig ile desteklenmektedir.
Plazma ve dokulardaki MDA diizeylerinde de benzer bir
profil elde edildiginden, sokla birlikte iskemi ve
reperfiizyona maruz kalan dokularda SOR aktivitesinde
goriifen artigta noétrofillerin de pay1 oldugu sonucuna
vardik. Gozlemlerimiz ilgili literatiirlerle
{1,4,5,12,13,24,25) uyumn icindedir.

Notrofil araciligr ile olusan i-R hasarinda en onemli
kademe, notrofillerin endotel yiizeyine yapismasi
{adhezyon) donemidir (3,7). Notrofillerden salmarak
dolasima verilen SOR ve proteolitik enzimler, normalde
dolasan anti-proteazlar ve oksijen radikali toplayicilan
{scavenger) tarafindan kisa siirede inaktive edilirler. Ancak
netrofiller endotel hiicrelerine sitkica yapistiginda,
aralarmnda dis ortama kapali bir mikro cevre (micro
environment) olugur. Boylece nédtrofillerin salgiladign
proteazlar ve toksik oksijen bilesikleri inaktivasyondan
kurtularak mikro ¢evredeki endotel hiicrelerine yiiksek
konsantrasyonda ve sinerjistik olarak etki gosterirler.
Sonucta endotel hasari, hiicreler arasinda ayrilmalar,
permeabilite artisi, odem, notrofillerin damar digtna
gocit, mikrosirkilasyonda bozulma ve hiicre 6liimii geligir
).

Notrofillerin hiicre duvarfan {izerinde, nétrofilin
endotele yapigmasin saglayan ve membran glikoprotein
kompleksi (CD11/CD18) ad: verilen reseptorler; endotel
hitcreleri tizerinde ise bunlann kargihgi olan adhezyon
kompleksleri [ICAM-1 (Intracelluler Adhesion Molecule-1),
CD54] bulunur {2,6). Notrofiller iizerinde yer alan bu
reseptorlere karsi olusturulan monoklonal antikorlarn
{Mab 60.3), in vivo ve in vitro kosullarda notrofillerin
yapisma yetenekierini inhibe ettigi gosterilmigtir (10,11).
Bu antikorlarin, yaniklarda {26), iskemik cilt flepleri ve
myokardda {27,28), I-R sonrasi barsaklar (8) ve diger
organlarda (7) nétrofit aracihifiyla ortaya ¢ikan zararlan
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azalttigz ve surviyi diizelttigi bildiriimistir. Ayrica ICAM-1'e
kargi olugturulmus R 6.5 antikorlarinin verilmesinin de,
yanik hasarinin azalmasinda etkili oldugu gosterilmistir
(6). Shaheen ve ark (13) iskemik ciltte notrofil
yogunlugunun ve SOR yapumnin arttiginl saptamis,
notrofillere kargt hazirlanan polivalan antikorlarla
ndtropeni olugturduklan ratlarda, notrofil aktivitesini
yansitan MPO diizeyindeki ani diigiige dikiat cekmistir.
Daha sonra siklosporin A (CsA} ve FK506 gibi
immiinosiipresif maddelerin de i-R kosullarmda karaciger
{13), cilt flab: (12,30}, barsak (1) ve beyinde (15) benzer
sekilde notrofil infiltrasyonunu azalttigt bildirilmigtir.
Notrofillere bagh i-R hasarinin, monoklonal antikorlar,
notropenik ve immunosupresif ajanlar kuilanilarak
azaltilmasi fakat tam olarak ortadan kaldiramamasi,
patogenezde farkli mekanizmalarin rol oynayabilecegini
diigiindiirmiigtiir (12,13). Immiinosupresif ajanlarin,
notrofil ve endotel hiicreleri araciligryla gelisen IR
hasanm azaltic etkilerinin mekanizmalan heniiz tam
olarak anlagilamamigtir. Organizmada endotelden ve
¢esitli inflamatuar hiicrelerden salgldanan bir mediator
olan iokotrien-B4 (LTB4), uyanlmig lenfositlerden
lenfokinlerin serbestlesmesine yol acarak, notrofil
infiltrasyonu kuvvetle uyarir. Kubes ve ark (1) kedilerde
kan akimim % 20've digiirdiikleri izole ince barsak
segmentinde notrofil infiltrasyonu ve SOR sentezinin
arttiginl, CsA ve FK306 verilen deneklerde ise
reperfiizyondan sonra notrofil infiltrasyonu ve oksidan
diizeyinde belirgin azalma oldugunu saptamslardir.
Ancak aym deneklerde [TB4 diizeyindeki azalma, sadece
FK506 ile saglanabilmigtir. Bu nedenie, FK306'nin LTB4'iin
azalmasi yoluyla da etkili olabilecegini, ancak CsA'nin
etkisinin bu mekanizmadan bagimsiz olmasi gerektigini
ifade etmiglerdir Suzuki ve ark (13), CsA ve FK506
kullammminmin i-R sonrasi karacigerde nédtrofil
infiltrasyonunu ve MPO aktivitesini azaltarak surviyi
olumlu etkiledigini bildirmigtir CsAmin |-R hasarini
azaltici yondeki etkisinin, mekanizmasi ne olursa olsun,
notrofiller aracihifiyla olabilecegi Cetinkale (12,25} ve
difer arastincilar (13,31) tarafindan da bildirilmigtir.
Cilinkii onceden CsA ve FK5306 verildiginde, bu
mekanizmalar etkilenmektedir. Bir diger arastirmada, bes
ginden fazla CsA kullammimin endotel hiicreleri
{izerindeki ICAM-1 molekiillerinde % 65 oraninda
azalmaya yol a¢tifn gosterilmistir (32). Bu molekiiliin
notrofil adhezyonu ve infiltrasyonu iizerindeki énemi goz
oniine alindiginda (2), CsA'nin olasi etki
mekanizmalanndan birisinin de ICAM-1 araciligiyla
oldufu soylenebilir (1). Ote yandan, CsA'nin in vivo
nitropeniye yol agmadifini bildiren yayinlar da
vardir. S$okta, reperfiizyondan sonra kapillerlerde
gelisen graniilosit kaynakh obstriiksiyonun yol agtig
yetersiz perfiizyonun {(no-reflow), notropenik deneklerde
diizeldigi gozlenmistir (19). Fleckenstein ve ark {22),
sicanlarda hemorajik sok olugturarak lipooksigenaz
inhibitorlerinin {tirilazad mesilat) stirviyi diizelttigini
gostermigtir. Bu etki siklo-oksigenaz inhibitdrleri
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(ibuprofen), demir elatorieri (desferal) ve XO inhibitorleri
(oksipurinol) ile elde edilememistir. Mayer ve ark (33) da
hemorajik soktan sonra reperfiizyon uygulandiginda
katalaz ve SOD aktivitesinin arttigini gostermigtir. Ancak
sok modeli iizerinde CsA'nin I-R hasarina yonelik etkilerini
aragtiran ¢aligmalara literatiirde su ana kadar rastlamadik.

Biz de hipovolemik sok olugturdugumuz deneklere,
reperfiizyondan once CsA vererek I-R hasarna olan
etkisini aragtirdik. Tiim dokularda, i-R nedeniyle
yiikselmis MDA degerleri, CsA verildikten sonra kontrol
diizeyine inmigtir. Bu gozlemler, CsA'min reperfiizyondan
once verilmesi durumunda SOR aktivitesinin
azaltilabilecegini gostermektedir. Ancak nétrofil
infiltrasyonu tizerinde CsA'min etkileri aragtinldiginda,
benzer sonuglar almamamustir. ince barsak diginda diger
dokularda, reperfiizyondan once CsA verilmesi MPO
degerlerini diigirmiis ancak kontrol diizeyine
indirememistir. Notrofil sayis1 da sadece ince barsak ve
bobrekte normale inmistir. Bu durumda, CsA'min ince
barsakta ve kismen de bdbrekte i-R sonrasi nétrofil
infiltrasyonunu kontrol edebildigi, akciger ve karacigerde
ise bu yonde etldli olmadig goriilmiistiir.

Sonug olarak calismamizda, hipovolemik soka maruz
kalan iskemik dokularda reperfiizyondan once CsA
verilmesinin SOR aktivitesini azalttigr saptanmistir. Bu
gozlemler CsA'nin I-R hasarindaki olumlu etkisini ortaya
koymaktadir. Ancak bu etkinin, en azindan karaciger ve
akcigerde notrofil infiltrasyonunu azaltmak yoluyla
olmadigi goriilmektedir. Belki de daha yiiksek dozlarda,
CsA'min ndtrofil infiltrasyonunu azaltica etkisi tiim
dokularda yaygin hale gelebilin Ayrica, onceden de
belirtildigi gibi, CsA'min iR iizerindeki etkisi farkh
mekanizmalarla olabilmektedir Konunun tam olarak
aydinlatiimasi icin ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.
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