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Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Sonrasinda
Akciger Dokusunda Meydana Gelen
Histopatolojik Degisiklikler Uzerinde

Morfin Sulfatin Etkisi

Effect of Morphine Sulphate on
Histopathologic Changes in Lung Tissue After
Ischemia Reperfusion Injury

OZET Amag: Hiicre diizeyinde iskemiye kars1 toleransin olusmasinda endojen opioidler énemli rol
oynamaktadir. Calismamizda akcigerin iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda akciger dokusunda
meydana gelen histopatolojik degisiklikler {izerinde morfin sulfatin etkisini aragtirmay1 amagladik.
Gereg ve Yontemler: Calismada 40 adet Wistar Albino cinsi disi sigan kullanildi. Denekler 4 gruba
ayrildi. Iskemi reperfiizyon (IR) grubunda sol besinci interkostal araliktan torakotomi yapilarak is-
kemi reperfiizyon hasari olusturuldu. Iskemi reperfiizyon ve ardkosullama (Ischemic postconditio-
ning) (IRAK) grubunda torakotomi, iskemi reperfuzyon ve iskemik ardkosullama yapildi. IRAK3 ve
TIRAK30 gruplarinda IRAK grubunda yapilan iglemlere ilave olarak 3pmol ve 30pmol dozlarinda
morfin silfat verildi. Akciger dokusu histopatolojik incelemesinde notrofil sayisi, konjesyon, in-
terstisyel 6dem, doku hasari, VEGF (Vaskiiler endotelyal biiytime faktér) ve EGFR (Epitelyal bii-
yiime faktorii reseptorii) ile pozitif boyanan hiicreler yari nicel olarak degerlendirildi. Bulgular:
Histopatolojik incelemede IR grubu ile IRAK (P<0.01), IRAK3 (P<0.01) ve IRAK30 (P<0.01) grup-
lar1 arasinda nétrofil sayis1 ve konjesyon skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.
Doku hasari skoru agisindan IR grubu ile IRAK (P<0.01), IRAK3 (P<0.01) gruplar: arasinda ve IRAK
grubu ile IRAK30 (P<0.05) grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Ayrica IR grubu
ile IRAK3 (P<0.01) , IRAK30 (P<0.01) gruplar1 arasinda VEGF (+) ve EGFR (+) boyanan hiicre sayis1
skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Sonug: Sonug olarak iskemi reperfuzyon
periyodunda iskemik ardkosullama ve morfin sulfat uygulanmasinin histopatolojik degerlendiril-
mesinde, iskemi reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde ard kosullamadan ¢ok morfin sulfat veril-
mesinin daha etkin bir yéntem oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Reperfiizyon hasari; morfin; patoloji

ABSTRACT Objective: 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. Material and Methods: Forty female Wistar Al-
bino rats were used in the study. The subjects were divided into 4 groups. Ischemia reperfusion (IR)
group; thoracotomy was performed from the fifth left intercostal space and ischemia reperfusion in-
jury was established. Ischemia reperfusion and ischemic postconditioning (IRPC) group; thoraco-
tomy, ischemia reperfusion and postcondutioning. IRPC3 and IRPC30 groups; in addition to IRPC
group, 3 and 30 pmol 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. Results: 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. Conclusion: 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.

Keywords: Reperfusion injury; morphine; pathology
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kcigerlerde iskemi-reperfiizyon hasari kar-
Adiyopulmoner bypass, pulmoner trombo-

endarterektomi ve akciger transplantas-
yonunda siklikla olugsmaktadir.! Reperfiizyon son-
rasinda goriilen pulmoner 6dem, endotel hiicrele-
rinin iskemi-reperfiizyona maruz kalmasi sonucu
degisen vaskiiler denge, reperfiizyon sirasinda aza-
lan nitrik oksit (NO), siklik guanozin monofosfat
diizeylerine bagli olarak gelisen vaskiiler disfonk-
siyon sonucu bozulan koagiilasyon, vaskiiler per-
meabilite, vazomotor tonus, l6kositlerin adezyon
ve agregasyon fonksiyonunda artig karsilagilan en
onemli sorunlar olarak degerlendirilmektedir.??

Opioidler son zamanlarda analjezik ve antinosi-
septif etkilerinin yani sira 6zellikle beyin ve kalp
dokusunda iskemi-reperfiizyon sonucu gelisen
hiicre hasarini sinirlamalari ile giindeme gelmis-
lerdir.*> Endojen opioidlerin memelilerin kig uy-
kusunda oynadigi rol, opioidlerin dokuyu
iskemiye karsi korudugunun en 6nemli kanitidir.
Memelilerde kis uykusu, hiicre diizeyinde iske-
miye benzer sekilde hiicre ici asidoz ve hipoksi
ile karakterizedir. Hiicre diizeyinde iskemiye
karg: toleransin olugmasinda endojen opioidler
onemli rol oynamaktadir. iskemi-reperfiizyon
hasarimi azaltmak i¢in son yillarda farkli metod-
lar uygulanmistir. Calismamizda akcigerin is-
kemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda akciger
dokusunda meydana gelen histopatolojik degisik-
likler tizerinde morfin sulfatin etkisini aragtir-
may1 amagladik.

I GEREC VE YONTEMLER

Caligmada 40 adet Wistar Albino cinsi disi sican
(250 mg+25 mg) kullanildi. Konya Necmettin Er-
bakan Universitesi Kombassan Deneysel Tip Aras-
tirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar:
Etik Kurulundan onay alindi. Tiim si¢anlarin ba-
kimi, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafin-
dan bi¢imlendirilen Deney Hayvanlarinin Bakim
Prensipleri'ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynak-
lar1 Enstitiisti tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik
Enstitlisit tarafindan yayinlanan, Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakim ve Kullanim Kilavuzu’una
uygun olarak yapildi.
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GRUPLAR

Denekler kendi aralarinda 10’ar sigan bulunan top-
lam 4 gruba béliindii. IR (Iskemi-reperfiizyon) gru-
bunda sol torakotomi yapilip IR hasari olusturuldu,
ard-kosullama yapilmadi. IRAK (Iskemi-reper-
fiizyon periyodu ve ard-kosullama) grubunda sol
torakotomi yapilarak iskemi reperfiizyon peri-
yodu ve ard-kosullama yapildi. IRAK3 ve
IRAK30 gruplarinda iskemi-reperfiizyon peri-
yodu ve ard-kosullamaya ilaveten deney hayvan-
larina deneklerin kilosundan bagimsiz olarak 3
pmol ve 30 pmol dozlarinda morfin siilfat venoz
yol (Internal juguler ven) kullanilarak reperfiiz-
yondan 5 dakika 6nce verilmeye baglanip 20 da-
kika icinde verildi. Deney hayvanlar1 deneyin
128. dakikasinda intraperitoneal yiiksek doz (150
mg/kg ketamin/30 mg/kg Ksilazin) anestezik
madde verilerek sakrifiye edildi. Sol akciger do-
kusu %10’ luk formaldehit icinde tespit edilip pa-
tolojik incelemeye tabi tutuldu.

ANESTEZI VE CERRAHI

Tiim islemler steril sartlarda yapildi. 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 saglandi. Gerektiginde si-
canlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in
ketamin (yar1 dozda, 25 mg/kg) refleks yanitlara
(pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-pedal ref-
leks) bakilarak tekrarlandi. 5. interkostal aralik-
tan sol torakotomi yapildi. Toraks eksplore edilip
inferior ligaman kesilmek suretiyle serbestlendi.
Sol akciger laterale retrakte edilerek sol hiler yapi-
lar agiga ¢ikarilda.

iSKEMi REPERFUZYON VE iSKEMiK ARDKOSULLAMA PE-
RIYODLARI

Tiim si¢anlara deneyin birinci dakikasinda 500 U /
kg intravendz heparin verildi. Heparin uygulama-
sindan 5 dakika sonra deneyin 6. dakikasinda sol
hilus non-travmatik vaskiiler bulldog klemp
(Vascu-Statt REF 1001-535) kullanilarak okliide
edildi, 60 dakika siireyle iskemi olusturuldu. Akci-
ger sicak, steril salin soliisyonu periyodik uygula-
malar1 ile nemli tutuldu ve kesi buharlagma
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kayiplarini en aza indirmek i¢in steril sicak salin
soliisyonu emdirilmis gazli bez ile kapatildi. Re-
perfiizyonun 1. dakikasinda ard kosullama algo-
ritmine baglanarak vaskiiler klemp ile 30 saniye
iskemi olusturuldu, takip eden 30 saniye siireyle
reperfiizyon yapilip, ardindan ikinci kez 30 sa-
niye siire ile iskemi ve 30 saniye reperfiizyon ya-
pildi. Ugiincii ve son olarak 30 saniye iskemi
olusturulduktan sonra 60 dakika siireyle reper-
fiizyon yapilarak deneyin 128. dakikasinda doku
ornekleri alind1 ve yiitksek doz anestezi ile deney
sonlandirildi. Deney sonlanmadan exitus olan 3
rat calismadan ¢ikarildi. Akcigerden alinan doku
ornekleri %10’luk formaldehit icinde tespit
edildi.

HISTOPATOLOJIK INCELEME

Tiim gruplarin alinan sol akciger 6rnekleri %10’ luk
formol i¢inde tespit edilerek rutin takip iglemle-
rinden gecirildi. Parafin bloklara gomiilen doku-
lardan 4 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Alinan
kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-Eozin
(H-E) ile boyand1 ve 151k mikroskobunda degerlen-
dirildi. Buytitme alani icerisinde bulunan akciger
dokusundaki notrofil (PNL) sayisi, konjesyon, in-
terstisyel 6dem, vaskiiler endotelyal biiyiime fak-
torll (VEGF) ve epitelyal bitytime faktorii reseptorii
(EGFR) ile pozitif boyanan hiicreler yar: nicel ola-
rak degerlendirildi.

Daha 6nce Tassiopoulos ve ark. tarafindan
kullanilan skorlama sistemi modifiye edilerek ak-
cigerlerde olusan hasarin miktari saptandi.® Buna
gore 0 puan, degisiklik yok; 1 puan, fokal hafif
degisiklikler; 2 puan, multifokal orta dereceli de-
gisik-likler; 3 puan, yaygin belirgin degisiklikler
seklinde numaralandirildi. Doku hasar1 puani ise
notrofil sayisi, konjesyon ve interstisyel 6dem de-
recelendirme puanlarinin toplami olarak hesap-
land.

ISTATISTIKSEL INCELEME

Istatistiksel analizlerde SPSS 15.0 program kulla-
nildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Patolojik
dirilmesinde  ¢oklu

sonuglarin  degerlen-
gruplarin  karsilastiril-

masinda Dunn Bonferroni testi kullanildi. Test so-
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nucunun anlaml ¢ikmasi durumunda gruplarin
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanild:.
Tim istatistiksel analizlerde anlamhilik diizeyi P<
0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik incelemelerin istatistiksel degerlen-
dirme sonuglar1 Tablo 1’de p degerleri olarak su-
nuldu.

Histopatolojik incelemede IR grubu ile IRAK
(p=0.000), IRAK3 (p=0.001) ve IRAK30 (p=0.002)
gruplar1 arasinda noétrofil sayisi skoru agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Notrofil
sayis1 agisindan diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark saptanmad: (Resim 1).

IR grubuile IRAK (p=0.000), IRAK3 (p=0.003)
ve IRAK30 (p=0.006) gruplar: arasinda konjesyon
skoru agisindan istatistiksel olarak anlaml fark sap-
tandi. Konjesyon skoru agisindan diger gruplar ara-
sinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi.
IR grubu ile IRAK (p=0.000) ve IRAK3 (p=0.001)
gruplar arasinda, IRAK grubu ile IRAK3 (p=0.002)
ve IRAK30 (p=0.037) gruplar arasinda interstisyel
06dem skoru acgisindan istatistiksel olarak anlaml
fark saptandi. Diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmad.

IR grubu ile IRAK (p=0.000), IRAK3 (p=0.001)
gruplar1 arasinda ve IRAK grubu ile IRAK30
(p=0.025) grubu arasinda doku hasar1 skoru agisin-
dan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Ay-
rica IR grubu ile IRAK3 (p=0.000), IRAK30
(p=0.000) gruplar1 arasinda ve IRAK grubu ile
IRAK30 (p=0.038) grubu arasinda VEGF (+) boya-
nan hiicre sayis1 skoru agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (Resim 2).

RESIM 1: IR grubunda 7 nolu deney hayvaninin akciger dokusunda nétrofil
yogunlugu (H-E 200X) skor 3.
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RESIM 2: IRAK3 grubunda 8 nolu deney hayvaninin akciger dokusu brong
epitelinde ve alveolar makrofajlarda VEGF (+) boyanan hiicreler (VEGF (+)
200X) skor 2.

RESIM 3: IRAK grubunda 2 nolu deney hayvaninin akciger dokusu brons
epitelinde ve alveolar makrofajlarda EGFR (+) boyanan hiicreler (EGFR (+)
200X) skor 2.

Histopatolojik incelemede IR grubu ile
IRAKS3 (p=0.002), IRAK30 (p=0.000) gruplar: ara-
sinda EGFR (+) boyanan hiicre sayis1 skoru agi-
sindan istatistiksel olarak anlamli fark saptand:
(Resim 3).

TARTISMA

Iskemi reperfiizyon hasari; akut akciger hasari, akut
solunum sikintisi sendromu, akciger transplantas-
yonu, travma, kalp cerrahisi ve septik sok gibi ge-
sitli klinik kosullarda ortaya ¢ikabilir. Akciger IR
hasarinin 6nemli 6zellikleri; vaskiiler permeabilite
artig1, mikrovaskiiler hasar, artan notrofil infilt-
rasyonu, gesitli inflamatuar mediatérlerin olusumu
ve doku hasarini kapsamaktadir.”

Iskeminin yegane tedavisi olan reperfiizyon,
iskeminin dokuda yapmis oldugu hasar: artirarak
infarkt sahasinin genislemesine neden olur. Bu
siire¢ “reperfiizyon hasar1” olarak adlandirilir.
Reperfiizyon hasar1 konusu ilk olarak 1970’lerde
Buckberg ve daha sonralar1 Braunwald ve ark.
tarafindan ortaya atilmistir.® Reperfiizyonun
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zararli etkilerinin biyiik bir kismi ilk anlarda
olusmaktadir ve direkt hiicre 6limi ile ilgili-
dir

Iskemik ardkogullama konsepti, reperfiizyon
baglangicinda, belirlenmis bir algoritmi izleyecek
sekilde reperfiizyonun kisa siireli tekrarlayici me-
kanik kisa kesintiler serisi olarak tanimlanmaistur.
Vinten-Johansen ve ark. iskemik ardkosullama
adin verdikleri, iskemi sonras: reperfiizyon bas-
langicinda kisa IR periyotlarindan olusan ve
kopek kalp modelinde infarkt alaninda 6nemli
kiigiilme olusturan kalp koruyucu bir fenomen
tanimladilar.! Calismamizda reperfiizyonun 1.
dakikasinda ardkosullama algoritmine baglayarak
vaskiiler klemp ile 30 saniye iskemi olusturup,
takip eden 30 saniye siireyle reperfiizyon yapildi.
Ardindan ikinci kez 30 saniye siire ile iskemi ve
30 saniye reperfiizyon yapildiktan sonra ii¢iincii
ve son olarak 30 saniye iskemi olusturulduktan
sonra 60 dakika siireyle reperfiizyon uygulandi. IR
grubu ile IRAK grubu arasinda yapilan istatistiksel
analizde nétrofil sayisi, konjesyon, interstisyel
6dem ve doku hasar: agisindan anlaml farklilik
saptandi, bu iskemik ardkosullamanin etkinligini
gOstermistir.

Deney hayvanlarinda iskemik 6nkosullama
ve ardkosullama ile elde edilen korumanin opi-
oid reseptor antagonisti olan naloksan ile blokaji,
opioidlerin 6nkosullamaya bagli korumada rol al-
diklarini diigiindiirmektedir. Bu etki delta resep-
torleri tizerinden gerceklesir.!"'? Min ve ark.
opioid reseptorlerinin interseliiler adezyon mo-
lekild (ICAM-1) yolunu kullandiklarini kanitla-
mak ic¢in deneklere 0.3, 3 ve 30 pmol morfin
vermislerdir.'® Biz de deneklerimize 3 ve 30 pmol

morfin verdik ve IR hasari tizerine etkilerini arag-
tirdik.

Akcigerde olusan IR hasarini gosterme yon-
temlerinden biri de, histopatolojik preparatlarin he-
matoksilen eozin ile boyandiktan sonra 151k mikros-
kobuyla incelenmesidir.® Calismamizda hematoksi-
len-eozin ile boyamada 151k mikroskobunda akciger
dokusundaki nétrofil sayisi, konjesyon, interstisyel
6dem, VEGF ve EGFR ile pozitif boyanan hiicreler
yar1 nicel olarak degerlendirildi.
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Calismamizda hem ardkosullama uygulanan
hem de 6zellikle 3 umol dozda verilen morfin
grubunun iskemi reperfiizyona bagli olusan doku
hasarinin engellenmesinde 6nemli etkiye sahip
oldugu gorilmistiir. Ardkosullama uygulanan
gruplar ile morfin uygulanan gruplar karsilasti-
rildiginda IRAK30 grubunda interstisyel 6demin
ve doku hasarinin IRAK grubuna gore istatistik-
sel acidan anlamli derecede daha az oldugu sap-
tandi.

Epidermal biiyiime faktorii farklilagma ve bii-
ylimeyi etkileyerek organizmanin gelisiminde rol
oynar. Cesitli epitelyum hiicre kiiltiirlerinde
EGFR’nin biiyiimeyi, ¢ogalmay1 ve farklilasmay1
artirdig: gosterilmigtir." VEGF alveol epitel hiicre-
lerinden salinan bir glikoproteindir, vaskiiler gegir-
genligi indiikler ve 6nemli bir anjiogenez diizenle-
yicisidir. VEGF salinimina etkili faktorler hipoksi,
inflamatuar sitokinler, reaktif oksijen radikalleri,
nitrik oksit ve hormonlardir. Hipoksi anjiogenez
icin potent bir stimilatérdiir, 6zellikle en 6nemli
aktivator olan VEGF’i stimiile eder.’>1¢ Caligsma-
mizda iskemi reperfiizyon periyodunun 6nemli ak-
torleri olan hipoksi, inflamatuar sitokinler ve
reaktif oksijen radikallerinin EGFR ve VEGF tize-
rine olan etkileri, ayrica iskemik ardkosullama ve

morfin uygulanmas ile bu faktorlerdeki degisimini
saptamaya ¢alistik. Histopatolojik incelemede IR
grubu ile IRAK3, IRAK30 gruplar arasinda VEGF
(+) boyanan ve EGFR (+) boyanan hiicre sayisi
skoru agisindan istatistiksel olarak anlamh fark sap-
tanirken IR grubu ile IRAK grubu arasinda anlamh
fark saptanmad.

Sonug olarak iskemi reperfiizyon periyodunda
iskemik ardkosullama ve morfin sulfat uygulanma-
sinin histopatolojik degerlendirilmesinde, iskemi
reperfiizyon hasarinin énlenmesinde ard kosulla-
madan ¢ok morfin sulfat verilmesinin daha etkin
bir yontem oldugu saptanmistir.

Cikar Catigmasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi veya finansal destek bil-

dirmemigtir.
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