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İskemi Reperfüzyon Hasarı Sonrasında
Akciğer Dokusunda Meydana Gelen
Histopatolojik Değişiklikler Üzerinde

Morfin Sulfatın Etkisi

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç:: Hücre düzeyinde iskemiye karsı toleransın oluşmasında endojen opioidler önemli rol
oynamaktadır. Çalışmamızda akciğerin iskemi-reperfüzyon hasarı sonrasında akciğer dokusunda
meydana gelen histopatolojik değişiklikler üzerinde morfin sulfatın etkisini araştırmayı amaçladık.
GGeerreeçç  vvee  YYöönntteemmlleerr::  Çalışmada 40 adet Wistar Albino cinsi dişi sıçan kullanıldı. Denekler 4 gruba
ayrıldı. İskemi reperfüzyon (IR) grubunda sol beşinci interkostal aralıktan torakotomi yapılarak is-
kemi reperfüzyon hasarı oluşturuldu. İskemi reperfüzyon ve ardkoşullama (İschemic postconditio-
ning) (IRAK) grubunda torakotomi, iskemi reperfuzyon ve iskemik ardkoşullama yapıldı. IRAK3 ve
IRAK30 gruplarında IRAK grubunda yapılan işlemlere ilave olarak 3µmol ve 30µmol dozlarında
morfin sülfat verildi. Akciğer dokusu histopatolojik incelemesinde nötrofil sayısı, konjesyon, in-
terstisyel ödem, doku hasarı, VEGF (Vasküler endotelyal büyüme faktör) ve EGFR (Epitelyal bü-
yüme faktörü reseptörü) ile pozitif boyanan hücreler yarı nicel olarak değerlendirildi. BBuullgguullaarr::
Histopatolojik incelemede IR grubu ile IRAK (P<0.01), IRAK3 (P<0.01) ve IRAK30 (P<0.01) grup-
ları arasında nötrofil sayısı ve konjesyon skoru açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı.
Doku hasarı skoru açısından IR grubu ile IRAK (P<0.01), IRAK3 (P<0.01) grupları arasında ve IRAK
grubu ile IRAK30 (P<0.05) grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı. Ayrıca IR grubu
ile IRAK3 (P<0.01) , IRAK30 (P<0.01) grupları arasında VEGF (+) ve EGFR (+) boyanan hücre sayısı
skoru açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı. SSoonnuuçç:: Sonuç olarak iskemi reperfuzyon
periyodunda iskemik ardkoşullama ve morfin sulfat uygulanmasının histopatolojik değerlendiril-
mesinde, iskemi reperfüzyon hasarının önlenmesinde ard koşullamadan çok morfin sulfat veril-
mesinin daha etkin bir yöntem olduğu saptanmıştır.

AAnnaahhttaarr  KKeelliimmeelleerr:: Reperfüzyon hasarı; morfin; patoloji

AABBSSTTRRAACCTT  OObbjjeeccttiivvee:: Endogenous opioids play an important role in tolerance to ischaemia at cel-
lular level. We aimed to investigate the effect of morphine sulphate on the histopathologic changes
in the lung tissue after ischemia reperfusion injury. MMaatteerriiaall  aanndd  MMeetthhooddss:: Forty female Wistar Al-
bino rats were used in the study. The subjects were divided into 4 groups. İschemia reperfusion (IR)
group; thoracotomy was performed from the fifth left intercostal space and ischemia reperfusion in-
jury was established. İschemia reperfusion and ischemic postconditioning (IRPC) group; thoraco-
tomy, ischemia reperfusion and postcondutioning. IRPC3 and IRPC30 groups; in addition to IRPC
group, 3 and 30 µmol morphine sulphate were administered. In the histopathological examination
of lung tissue, neutrophile count, congestion, interstitial edema, tissue damage, and VEGF (Vascu-
lar endothelial growth factor) and EGFR (Epidermal growth factor receptor) positively stained cells
were evaluated semi quantitatively. RReessuullttss::  In the histopathological analysis there was a statisti-
cally significant difference between the IR with IRAK (P<0.01), IRAK3 (P<0.01), and IRAK30
(P<0.01) groups in terms of neutrophile count and congestion edema scores. There was a statistically
significant difference between the IR with IRAK (P<0.01) and IRAK3 (P<0.01) groups and IRAK
with IRAK30 (P<0.05) groups in terms of tissue damage score. Moreover there was a statistically sig-
nificant difference between the IR and IRAK3 (P<0.01) and IRAK30 (P<0.01) groups in the
histopathological analysis in terms of VEGF (+) and EGFR (+) staining cell scores. CCoonncclluussiioonn:: As a
result, ischemic postconditioning and administration of morphine sulphate were applied in the is-
chemic reperfusion period and histopathologic evaluation was performed. It has been determined
that administration of morphine sulphate in the prevention of ischemia reperfusion injury is a more
effective method than ischemic postconditioning.

KKeeyywwoorrddss::  Reperfusion injury; morphine; pathology 
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kciğerlerde iskemi-reperfüzyon hasarı kar-
diyopulmoner bypass, pulmoner trombo-
endarterektomi ve akciğer transplantas-

yonunda sıklıkla oluşmaktadır.1 Reperfüzyon son-
rasında görülen pulmoner ödem, endotel hücrele-
rinin iskemi-reperfüzyona maruz kalması sonucu
değişen vasküler denge, reperfüzyon sırasında aza-
lan nitrik oksit (NO), siklik guanozin monofosfat
düzeylerine bağlı olarak gelişen vasküler disfonk-
siyon sonucu bozulan koagülasyon, vasküler per-
meabilite, vazomotor tonus, lökositlerin adezyon
ve agregasyon fonksiyonunda artış karşılaşılan en
önemli sorunlar olarak değerlendirilmektedir.2,3

Opioidler son zamanlarda analjezik ve antinosi-
septif etkilerinin yanı sıra özellikle beyin ve kalp
dokusunda iskemi-reperfüzyon sonucu gelişen
hücre hasarını sınırlamaları ile gündeme gelmiş-
lerdir.4,5 Endojen opioidlerin memelilerin kış uy-
kusunda oynadığı rol, opioidlerin dokuyu
iskemiye karşı koruduğunun en önemli kanıtıdır.
Memelilerde kış uykusu, hücre düzeyinde iske-
miye benzer şekilde hücre içi asidoz ve hipoksi
ile karakterizedir. Hücre düzeyinde iskemiye
karşı toleransın oluşmasında endojen opioidler
önemli rol oynamaktadır. İskemi-reperfüzyon
hasarını azaltmak için son yıllarda farklı metod-
lar uygulanmıştır. Çalışmamızda akciğerin is-
kemi-reperfüzyon hasarı sonrasında akciğer
dokusunda meydana gelen histopatolojik değişik-
likler üzerinde morfin sulfatın etkisini araştır-
mayı amaçladık.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çalışmada 40 adet Wistar Albino cinsi dişi sıçan
(250 mg±25 mg) kullanıldı. Konya Necmettin Er-
bakan Üniversitesi Kombassan Deneysel Tıp Araş-
tırma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanları
Etik Kurulundan onay alındı. Tüm sıçanların ba-
kımı, Tıbbi Araştırmalar Ulusal Derneği tarafın-
dan biçimlendirilen Deney Hayvanlarının Bakım
Prensipleri’ne ve Laboratuvar Hayvanı Kaynak-
ları Enstitüsü tarafından hazırlanıp Ulusal Sağlık
Enstitüsü tarafından yayınlanan, Laboratuvar
Hayvanlarının Bakım ve Kullanım Kılavuzu’una
uygun olarak yapıldı.

GRUPLAR

Denekler kendi aralarında 10’ar sıçan bulunan top-
lam 4 gruba bölündü. IR (İskemi-reperfüzyon) gru-
bunda sol torakotomi yapılıp IR hasarı oluşturuldu,
ard-koşullama yapılmadı. IRAK (İskemi-reper-
füzyon periyodu ve ard-koşullama) grubunda sol
torakotomi yapılarak iskemi reperfüzyon peri-
yodu ve ard-koşullama yapıldı. IRAK3 ve
IRAK30 gruplarında iskemi-reperfüzyon peri-
yodu ve ard-koşullamaya ilaveten deney hayvan-
larına deneklerin kilosundan bağımsız olarak 3
µmol ve 30 µmol dozlarında morfin sülfat venöz
yol (İnternal juguler ven) kullanılarak reperfüz-
yondan 5 dakika önce verilmeye başlanıp 20 da-
kika içinde verildi. Deney hayvanları deneyin
128. dakikasında intraperitoneal yüksek doz (150
mg/kg ketamin/30 mg/kg Ksilazin) anestezik
madde verilerek sakrifiye edildi. Sol akciğer do-
kusu %10’ luk formaldehit içinde tespit edilip pa-
tolojik incelemeye tabi tutuldu. 

ANESTEZİ VE CERRAHİ

Tüm işlemler steril şartlarda yapıldı. Anestezi in-
traperitoneal 50 mg/kg ketamin (Ketalar flk., Pfi-
zer Pharma GMBH, Germany) ve 10 mg/kg
ksilazin hidroklorid (Alfazyne %2, Alfasan Inter-
national, Holland) ile sağlandı. Gerektiğinde sı-
çanların anestezi derinliğini sabit tutmak için
ketamin (yarı dozda, 25 mg/kg) refleks yanıtlara
(pensetle ayağa ağrılı uyaran verilmesi-pedal ref-
leks) bakılarak tekrarlandı. 5. interkostal aralık-
tan sol torakotomi yapıldı. Toraks eksplore edilip
inferior ligaman kesilmek suretiyle serbestlendi.
Sol akciğer laterale retrakte edilerek sol hiler yapı-
lar açığa çıkarıldı. 

İSKEMİ REPERFÜZYON VE İSKEMİK ARDKOŞULLAMA PE-
RİYODLARI

Tüm sıçanlara deneyin birinci dakikasında 500 U /
kg intravenöz heparin verildi. Heparin uygulama-
sından 5 dakika sonra deneyin 6. dakikasında sol
hilus non-travmatik vasküler bulldog klemp
(Vascu-Statt REF 1001-535)  kullanılarak oklüde
edildi, 60 dakika süreyle iskemi oluşturuldu. Akci-
ğer sıcak, steril salin solüsyonu periyodik uygula-
maları ile nemli tutuldu ve kesi buharlaşma
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kayıplarını en aza indirmek için steril sıcak salin
solüsyonu emdirilmiş gazlı bez ile kapatıldı. Re-
perfüzyonun 1. dakikasında ard koşullama algo-
ritmine başlanarak vasküler klemp ile 30 saniye
iskemi oluşturuldu, takip eden 30 saniye süreyle
reperfüzyon yapılıp, ardından ikinci kez 30 sa-
niye süre ile iskemi ve 30 saniye reperfüzyon ya-
pıldı. Üçüncü ve son olarak 30 saniye iskemi
oluşturulduktan sonra 60 dakika süreyle reper-
füzyon yapılarak deneyin 128. dakikasında doku
örnekleri alındı ve yüksek doz anestezi ile deney
sonlandırıldı. Deney sonlanmadan exitus olan 3
rat çalışmadan çıkarıldı. Akciğerden alınan doku
örnekleri %10’luk formaldehit içinde tespit
edildi. 

HİSTOPATOLOJİK İNCELEME

Tüm grupların alınan sol akciğer örnekleri %10’luk
formol içinde tespit edilerek rutin takip işlemle-
rinden geçirildi. Parafin bloklara gömülen doku-
lardan 4 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Alınan
kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-Eozin
(H-E) ile boyandı ve ışık mikroskobunda değerlen-
dirildi. Büyütme alanı içerisinde bulunan akciğer
dokusundaki nötrofil (PNL) sayısı, konjesyon, in-
terstisyel ödem, vasküler endotelyal büyüme fak-
törü (VEGF) ve epitelyal büyüme faktörü reseptörü
(EGFR) ile pozitif boyanan hücreler yarı nicel ola-
rak değerlendirildi. 

Daha önce Tassiopoulos ve ark. tarafından
kullanılan skorlama sistemi modifiye edilerek ak-
ciğerlerde oluşan hasarın miktarı saptandı.6 Buna
göre 0 puan, değişiklik yok; 1 puan, fokal hafif
değişiklikler; 2 puan, multifokal orta dereceli de-
ğişik-likler; 3 puan, yaygın belirgin değişiklikler
şeklinde numaralandırıldı. Doku hasarı puanı ise
nötrofil sayısı, konjesyon ve interstisyel ödem de-
recelendirme puanlarının toplamı olarak hesap-
landı.

İSTATİSTİKSEL İNCELEME

İstatistiksel analizlerde SPSS 15.0 programı kulla-
nıldı. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak
ifade edildi. Patolojik sonuçların değerlen-
dirilmesinde çoklu grupların karşılaştırıl-
masında Dunn Bonferroni testi kullanıldı. Test so-

nucunun anlamlı çıkması durumunda grupların
karşılaştırılmasında Kruskal Wallis testi kullanıldı.
Tüm istatistiksel analizlerde anlamlılık düzeyi P<
0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik incelemelerin istatistiksel değerlen-
dirme sonuçları Tablo 1’de p değerleri olarak su-
nuldu.

Histopatolojik incelemede IR grubu ile IRAK
(p=0.000), IRAK3 (p=0.001) ve IRAK30 (p=0.002)
grupları arasında nötrofil sayısı skoru açısından
istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı. Nötrofil
sayısı açısından diğer gruplar arasında istatistiksel
olarak anlamlı fark saptanmadı (Resim 1).

IR grubu ile IRAK (p=0.000), IRAK3 (p=0.003)
ve IRAK30 (p=0.006) grupları arasında konjesyon
skoru açısından istatistiksel olarak anlamlı fark sap-
tandı. Konjesyon skoru açısından diğer gruplar ara-
sında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı.
IR grubu ile IRAK (p=0.000) ve IRAK3 (p=0.001)
grupları arasında, IRAK grubu ile IRAK3 (p=0.002)
ve IRAK30 (p=0.037) grupları arasında interstisyel
ödem skoru açısından istatistiksel olarak anlamlı
fark saptandı. Diğer gruplar arasında istatistiksel
olarak anlamlı fark saptanmadı.

IR grubu ile IRAK (p=0.000), IRAK3 (p=0.001)
grupları arasında ve IRAK grubu ile IRAK30
(p=0.025) grubu arasında doku hasarı skoru açısın-
dan istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı. Ay-
rıca IR grubu ile IRAK3 (p=0.000), IRAK30
(p=0.000) grupları arasında ve IRAK grubu ile
IRAK30 (p=0.038) grubu arasında VEGF (+) boya-
nan hücre sayısı skoru açısından istatistiksel olarak
anlamlı fark saptandı (Resim 2). 

RESİM 1: IR grubunda 7 nolu deney hayvanının akciğer dokusunda nötrofil
yoğunluğu (H-E 200X) skor 3.
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Histopatolojik incelemede IR grubu ile
IRAK3 (p=0.002), IRAK30 (p=0.000) grupları ara-
sında EGFR (+) boyanan hücre sayısı skoru açı-
sından istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı
(Resim 3).

TARTIŞMA

İskemi reperfüzyon hasarı; akut akciğer hasarı, akut
solunum sıkıntısı sendromu,  akciğer transplantas-
yonu, travma, kalp cerrahisi ve septik şok gibi çe-
şitli klinik koşullarda ortaya çıkabilir. Akciğer IR
hasarının önemli özellikleri; vasküler permeabilite
artışı, mikrovasküler hasar,  artan nötrofil infilt-
rasyonu,  çeşitli inflamatuar mediatörlerin oluşumu
ve doku hasarını kapsamaktadır.7

İskeminin yegane tedavisi olan reperfüzyon,
iskeminin dokuda yapmış oldugu hasarı artırarak
infarkt sahasının genişlemesine neden olur. Bu
süreç “reperfüzyon hasarı” olarak adlandırılır.
Reperfüzyon hasarı konusu ilk olarak 1970’lerde
Buckberg ve daha sonraları Braunwald ve ark.
tarafından ortaya atılmıstır.8,9 Reperfüzyonun 

zararlı etkilerinin büyük bir kısmı ilk anlarda
oluşmaktadır ve direkt hücre ölümü ile ilgili-
dir 

İskemik ardkoşullama konsepti, reperfüzyon
başlangıcında, belirlenmiş bir algoritmi izleyecek
şekilde reperfüzyonun kısa süreli tekrarlayıcı me-
kanik kısa kesintiler serisi olarak tanımlanmıstır.
Vinten-Johansen ve ark. iskemik ardkoşullama
adını verdikleri, iskemi sonrası reperfüzyon baş-
langıcında kısa IR periyotlarından oluşan ve
köpek kalp modelinde infarkt alanında önemli
küçülme oluşturan kalp koruyucu bir fenomen
tanımladılar.10 Çalışmamızda reperfüzyonun 1.
dakikasında ardkoşullama algoritmine başlayarak
vasküler klemp ile 30 saniye iskemi oluşturup,
takip eden 30 saniye süreyle reperfüzyon yapıldı.
Ardından ikinci kez 30 saniye süre ile iskemi ve
30 saniye reperfüzyon yapıldıktan sonra üçüncü
ve son olarak 30 saniye iskemi oluşturulduktan
sonra 60 dakika süreyle reperfüzyon uygulandı. IR
grubu ile IRAK grubu arasında yapılan istatistiksel
analizde nötrofil sayısı, konjesyon, interstisyel
ödem ve doku hasarı açısından anlamlı farklılık
saptandı, bu iskemik ardkoşullamanın etkinliğini
göstermiştir.

Deney hayvanlarında iskemik önkoşullama
ve ardkoşullama ile elde edilen korumanın opi-
oid reseptör antagonisti olan naloksan ile blokajı,
opioidlerin önkoşullamaya bağlı korumada rol al-
dıklarını düşündürmektedir. Bu etki delta resep-
törleri üzerinden gerçekleşir.11,12 Min ve ark.
opioid reseptörlerinin interselüler adezyon mo-
lekülü (ICAM-1) yolunu kullandıklarını kanıtla-
mak için deneklere 0.3, 3 ve 30 μmol morfin
vermişlerdir.13 Biz de deneklerimize 3 ve 30 μmol
morfin verdik ve IR hasarı üzerine etkilerini araş-
tırdık. 

Akciğerde oluşan IR hasarını gösterme yön-
temlerinden biri de, histopatolojik preparatların he-
matoksilen eozin ile boyandıktan sonra ışık mikros-
kobuyla incelenmesidir.6 Çalışmamızda hematoksi-
len-eozin ile boyamada ışık mikroskobunda akciğer
dokusundaki nötrofil sayısı, konjesyon, interstisyel
ödem, VEGF ve EGFR ile pozitif boyanan hücreler
yarı nicel olarak değerlendirildi. 

RESİM 2: IRAK3 grubunda 8 nolu deney hayvanının akciğer dokusu bronş
epitelinde ve alveolar makrofajlarda VEGF (+) boyanan hücreler (VEGF (+)
200X) skor 2.

RESİM 3: IRAK grubunda 2 nolu deney hayvanının akciğer dokusu bronş
epitelinde ve alveolar makrofajlarda EGFR (+) boyanan hücreler (EGFR (+)
200X) skor 2.
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KAYNAKLAR

Çalışmamızda hem ardkoşullama uygulanan
hem de özellikle 3 μmol dozda verilen morfin
grubunun iskemi reperfüzyona bağlı oluşan doku
hasarının engellenmesinde önemli etkiye sahip
olduğu görülmüştür. Ardkoşullama uygulanan
gruplar ile morfin uygulanan gruplar karşılaştı-
rıldığında IRAK30 grubunda interstisyel ödemin
ve doku hasarının IRAK grubuna göre istatistik-
sel açıdan anlamlı derecede daha az olduğu sap-
tandı. 

Epidermal büyüme faktörü farklılaşma ve bü-
yümeyi etkileyerek organizmanın gelişiminde rol
oynar. Çeşitli epitelyum hücre kültürlerinde
EGFR’nin büyümeyi, çoğalmayı ve farklılaşmayı
artırdığı gösterilmiştir.14 VEGF alveol epitel hücre-
lerinden salınan bir glikoproteindir, vasküler geçir-
genliği indükler ve önemli bir anjiogenez düzenle-
yicisidir. VEGF salınımına etkili faktörler hipoksi,
inflamatuar sitokinler, reaktif oksijen radikalleri,
nitrik oksit ve hormonlardır. Hipoksi anjiogenez
için potent bir stimilatördür, özellikle en önemli
aktivatör olan VEGF’i stimüle eder.15,16 Çalışma-
mızda iskemi reperfüzyon periyodunun önemli ak-
törleri olan hipoksi, inflamatuar sitokinler ve
reaktif oksijen radikallerinin EGFR ve VEGF üze-
rine olan etkileri, ayrıca iskemik ardkoşullama ve

morfin uygulanması ile bu faktörlerdeki değişimini
saptamaya çalıştık. Histopatolojik incelemede IR
grubu ile IRAK3, IRAK30 grupları arasında VEGF
(+) boyanan ve EGFR (+) boyanan hücre sayısı
skoru açısından istatistiksel olarak anlamlı fark sap-
tanırken IR grubu ile IRAK grubu arasında anlamlı
fark saptanmadı. 

Sonuç olarak iskemi reperfüzyon periyodunda
iskemik ardkoşullama ve morfin sulfat uygulanma-
sının histopatolojik değerlendirilmesinde, iskemi
reperfüzyon hasarının önlenmesinde ard koşulla-
madan çok morfin sulfat verilmesinin daha etkin
bir yöntem olduğu saptanmıştır.
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