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OZET

Amag: Barsak iskemi reperfizyonu (IR) sonrasi barsak ve akciger hasan gelisiminde L-selektinin rold
aragtrimasidir,

Durum degerlendirmesi: Barsak iskemi reperflUzyonuna bagdl lokal ve uzak organ hasan gelisiminde
adezyonmolekUllerininaraciidiile gerceklesen nétrofillerle endotel arasindakiiliskinin cok dSnemilibir rol
oldugu bilinmektedir.

Yéntem: Erkek Wistar tipi sicanlar Uzerinde yapilan bu ¢alisma Ug gruptan olusuyordu: Kontrol grubu
(n:10), birsaat barsak iskemisi ve iki saat reperflizyon yapllan IR grubu (n: 10), ve barsak IR sine ek olarak
monoklonal antikorlarla L-selektin blokaj yapilan tedavi grubu (n: 10). Evans mavisi dctmuile akciger
mikrovaskller permeabilitesi, morfornetrik inceleme ile nédtrofil sekestrasyonu ve immunhistokimyasal
olarak akcigerlerde notrofil CD11b ve CD18 ve endotel ICAM-1 varlig degerlendirildl. Barsaklarda
mikrovaskller permeabilite ve mukozal hasar incelendi.

Cikanmlar: iskemik barsagin reperfizyonu barsaklardamukozalhasar, permeabilite arfisiile akcigerlerde
natrofil birikimi, mikrovaskUler permeabilite arfigl, ve adezyon molekUlleriolan CD11b/CD18 ve ICAM-
1 de artisaneden oldu. Ayrica L-selektin blokaji akcigerlerdeki artmis mikrovaskUler permeabilite nétrofil
birikimi ve ICAM-1 de dlzelme sadlad!. L-selektin blokgiji arfrmis barsak mikrovaskller permeabilitesini
dUstirGrken, mukozal hasara belirgin bir etki yapmad.

Sonug: Bu bulgular barsak iskemi reperflzyonu sonrasi akciger hasan gelisiminde L-selektininin dnemii
rol oynadigina isaret efrmektedir.

Anahtar kelimeler: iskemi/reperflizyon, barsak, akcigerler, adezyon molekilleri, L-selekiin
SUMMARY

Intestinal ischermia reperfusion (IR) results in both local injury To the bowel as well as injury to lungs, as
measured increased vascular permeability and leukosequestration. The purpose of this experiment
wasto determine the effect of freatment with L-selectin onintestinal and lung injury following intestinal
IR. Male Wistar rats randomized to sham operation (n: 11), 1 hour of SMA occlusion and two hours of
reperfusion (IR, n: 10), andintestinal IR plus freatment with anfibody directed against raf L-Selectin (HRL-
3, Img/kg, n:10). Pulmonary microvascular permeability, neutrophil accumulation and expression of
adhesion molecules were evaluated. Intestinal injury was assessed by Evans blue dye concentration
and histological examination. Intestinal IRresulted in a marked increase in microvascular permeability,
and neutrophil accumulation. The increase in pulmonary microvascular permability and
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leukosequestration elicited by intesfinal IR was effectively prevented by adminisiration of blocking
antibody againstL-Selectin. These resultsindicate that L-selectin plays asignificantrolein bothinfestinal
and lung injury observed affer intestinal IR. Immunoneutralization of certain of L-selectinmay prevent

intestinal IRinjury.

Keywords: Ischemia/reperfusion, lung, intestines, adhesion molecules, L-selectin

intestinal iskemi reperfiizyon (IR) basta
mezenterik vaskiler hastaliklar, aorta cerrahisive
sok gibi durumlarda goriilebilmekte ve barsaklar
kadar uzak organlaridaolumsuz yénde etkileyebil-
mektedir. Klinik ve deneysel calismalar reper-
fiizyon hasarinin geligiminde notrofillerin gok
snemli bir rol Gstlendigine isaret etmektedir
(1,2). Notrofilleraktive olduklarinda kapillerduva-
rina yapisip, dokuya gegmekte ve bu arada sal-
diklari bir cok mediatér ile hasarin gelisimine
katkida bulunmaktadirlar (3). Nétrofillerin kapiller
endotele tutunmalarinin adezyon molekiilleri
aracihigy ile gerceklestigi bilinmektedir. Aktive
olan notrofiller kendi yiizeylerinde bulunan L-
selektin araciligi ile endoteldeki E-selektine tutun-
maktavebusekilde endotel Gizerinde yuvarlanmaya
baslayan notrofiller, yine tizerlerindeki glikoprotein
yapisinda olan bir baska grup adezyon moleki-
lin@in yani B integrinlerin (CD11b/CD18, CD1 1a/
CD18) ve bunlarin endoteldeki karsiligi olan
hiicreiciadezyon molekili-1 ICAM-1) niin etki-
lesimi sonucunda sikica endotele yapigmak-
tadirlar (4,5,6) Cok cesitli organlarda IR yi taki-
benyukaridasoziiedilenadezyon molekillerinin
miktarinin artigi ve etkinlikleri bloke edildiginde
reperflizyon hasarinin engellenebildigi goste-
rilmistir (7,8,9).Notrofillerin endotel tzerinde
yuvarlamalan yada zayif baglanmalari notro-
fillerin aracilik ettigi cok cesitli inflamatuar ola-
yinilk basamagi olarak grinmektedir. Bunedenle
artan natrofil Lselektini barsak iskemi reperflizyonu
sonrasi goriilen barsak ve akciger hasarina katkida
bulunmast miimkiindiir. Bu calismadasicanlarda
olusturulan barsak iskemi reperfizyon hasarn
gelisiminde L-selektinin rold aragtirnlmistir,

GEREC VEYONTEM

Etik komite tarafindan onaylanan bu galisma
ortalamaagirliklan 220ile 320 grarasindadegisen
olan 31 adet Wistar tipi erkek sigan tizerinde
yapilmistir. Gece boyu ag birakilan hayvanlara
i.p. 30 mg/kg pentobarbital verilerek anestezi
saglandi. Karin orta hattan agilaraka. mesenterica
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superior bulundu ve atravmatik mikrovaskiiler
klemp ile oklude edildi. Ayrica daha belirgin
iskemi saglamak amaci ilea. mesentericainferior
ve trumkus celiacus’tan gelen dallarda klempe
edildi. Bir saatlik mesenterik iskemi sonunda
biitin klempler cikarilarak 2 saat sre ile
reperfiizyon saglandi. Bu iskemi reperflizyon
modelinin etkinligi klemplerkaldinldigindabarsak
arterlerinde nabzin gézlenmesi ve daha &énce
yapilan 6n deneylerde fluorescein floresansi ile
teyid edildi. Deney stiresince hayvanlarin viicut
isilart 1sitict lamba ve ile normal sinirlarda
tutuldu. Hidrasyon reperfiizyon oncesi verilen 10
ml/kg Ringer laktat ile saglandi.

Calisma mezenterik arterlerin diseke ediligi
ancak klempe edilmedigi kontrol grubu (n:11), bir
saatiskemi ve 2 saat reperfiizyon yapilan iR grubu
(n:10), yine bir saat iskemi ve 2 saat reperfizyon
yapilan ancak reperfiizyondan hemen éncesican
L-selektinine karsi hazilanmig olan monoklonal
antikorlarin (HRL-3, Tmg/kg) verildigi anti-L-se-
lektin grubu (n:10) seklinde 3 gruptan olusuyordu.

Mikrovaskiiler permeabilitesinin degerlendi-
rilmesi: Barsak iskemi reperfiizyonuna bagh
olarak akcigerve barsak mikrovaskiiler permeabili-
tesindeki degisiklikler dokuda Evans mavisikon-
santrasyonu dlgilerek degerlendirildi. Evans mavisi
albumine baglanip, permeabilite arttigr durum-
larda dolagimdan intersitisyuma gegmekte ve bu
sekilde mikrovaskiiler permeabiliteyi deger-
lendirmek icin kullanilan giivenilirbirmetoddur
(10).Bu inceleme igin biitiin deneklere baglan-
gictaki laparatomi sirasinda mezenterik arterlere
heniiz klemp konmadan penil venden 30 mg/kg
Evans mavisi verildi. Reperflizyon stiresinin sonun-
da intravendz heparin (500 U) verilip, medyan
sternotomi yapildiktan sonraasendan aorta kesilip
hayvanlar6ldirildii. Sol akcigerin hilusu klempe
edilip sol akciger immunhistokimya ve histo-
patolojik inceleme igin cikarildi. Evans mavisi
konsantrasyonunun olgiimiinde kullanilacak olan
sag akciger dolasimindaki kan elemanlan ve
Evans mavisini uzaklastirmak igin sag akciger
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Sekil 1: Evans mavisinin dokudaki konsantrasyonunu olcerek degerlendirilmis olan akciger mikrovaskiiler
permeabilitesi. *p < 0.007 kontrol grubunun intestinal iskemi reperfiizyon (IR) ile karsilastiriimas ve +

p<0.05 L-selektine karst monoklonal antikorlarla

karsilagtiriimasi.

pulmoner arter yolu ile bir inflizyon pompasi
(Becton Dickinson, Brezins, Fransa) kullanilarak
0.04 ml/gr hayvan agirhigi/dk hizinda 37°C
deki serum fizyolojik ile perfiize edildi. Daha
sonra sag akciger rezeke edilip serum fizyolojik
ile yikandiktan sonra kurulanip tartildi ve etiive
konulup 90°Cde 16 saatsiireile kurutuldu. Daha
sonra kurumus doku érnekleri 2ml formamid
icinde 37° Cde 24 saatbekletildi. Elde edilen ¢6-
zeltideki boya konsantrasyonu spektrofotometri
ile 620 nm dalga boyunda okundu ve degerler
mikrogram/mg yas doku seklinde ifade edildi.

Deney siiresi sonunda gikarilan ince barsak
ornekleri ikiye ayrilip bir mikrovaskiiler permea-
bilite digeri histopatolojikincelemeicin kullanildi.
Barsak mikrovaskiiler permeabilitesinin deger-
lendirilmesi yukarida akciger icin tarif edilen
Evans mavisinin doku konsantrasyonunun 6lciimii
ile gerceklestirildive sonuglarmikrogram/mgyas
doku seklinde ifade edildi.

yapilan tedavinin (anti-L-selektin) IR grubu ile

Histopatolojik degerlendirme: Akcigerdoku-
sundaki notrofil sekestrasyonu histopatolojikj ince-
leme ile degerlendirildi. Sol akcigerin st yarisi
%10 luk formalin solusyonunda 24 saat fikse
edildikten sonra elde edilen parafin kesitler hema-
toksilin-eozin ile boyanip isik mikroskobunda
incelendi. Akciger periferik parankim érneklerinde
10 farkl ytksek biyiitmeli alandaki (YBA) poli-
morfondtrofillerini (PMN) sayilip ortalamas:
alindi. Bulgular PMN/YBA seklinde ifade edildi.

Gikarilan barsak 6rnekleri %10 luk formalin
icinde fikse edildikten sonra elde edilen parafin
kesitlerhematoksilin-eosin ile boyandi. Mukozal
hasar Chiutarafindan tanimlanmis olan kriterlere
goredegerlendirildi (11).

immunhistokimyasal inceleme:

[CAM-1, CD11 ve CD18 akcigerlere nétrofil
sekestrasyonnda dnemli adezyon molekiilleri
olduklari i¢in endotel-nétrofil iliskisini immun-
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TABLO 1: AKCIGER NOTROFILLERINDE CD11b VE CD18 iLEENDOTEL ICAM-1 OLUSUMU

Gruplar CD11b CD18 ICAM-1
Kontrol 23.57+ 9.50 20.57+5.70 2.42+0.97
Intestinal IR 46.16+13.04* 56.30+9.20*% 3.4240.53+

Intestinal IR ve anti-L-selektin

53.00(35.00) t

56.50 (70.00) * 2.00+0.00%

* p<0.001 kontrolle kargilagtirldiginda, T p<0.05 kontrolle karsilastinldiginda,

+ p<0.001 intestinal IR ile karsilastirldiginda

histokimyasal olarak degerlendirdik. Cikarilan
sag akciger dokusunun diger yarisi cryomatriks
(%10 polivivil alkol ve %4 polietilen glikol) i¢ine
konulup sivi azot icinde donduruldu. inceleme
asamasinda 5 mm lik frozen kesitler hazirlanip
poli-L-lizin kapl slaytlara yerlestirilip soguk
asetona 10 dk maruz birakildiktan sonraboyama
asamasina kadar —20 °C de bekletildi. Standart
Streptavidin-Biotin Kompleks methodu (Dako
LSAB 2 peroxidase Kit, Dako Corp., Carpinteria,
CA)immunhistokimyasal boyamaicin kullanildi.
Akcigerde 40 biiytitme alanindakianti-CD11bve
anti-CD18 ile boyanan nétrofiller sayildi ve bes
ayrialanin ortalamasi alindi. Akcigerendotelinde
anti-ICAM-1 ile boyama 0 dan 4 e kadar degisen
tlciide skorlanarak degerlendirildi.

istatistiksel analiz: Gruplar arasi farkhhk
Kruskal-Wallistek yonliivaryansanaliziile deger-
lendirildi. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli
fark belirlendiginde, gruplar birbirindenayirmada
coklu karsilagtirmalar yapildi. Elde edilen p
degeri <0.05 oldugunda istatistiksel olarak an-
lamli fark oldugu kabul edildi. Sonuglarortalama
ve standart sapma olarak sunuldu.

SONUCLAR

Butiin gruplardaki hayvanlardeney siiresince
yasadilar. Kapiller permeabilitedeki artig Evans
mavisinin doku konsantrasyonu él¢iimii ile deger-
lendirildiginde, barsak iskemi reperflizyonunun
barsakta kontrol grubuna oranla belirgin per-
meabiliteartisinaneden oldugu gézlendi (Sekil 1).
Reperfiizyon hasarinin olusturdugu bu permeabi-
lite artisi L-selektinine karsi gelistirilmis olan
monoklonal antikorlarla 6nemli oranda geriledi.
Akcigerdekine benzer sekilde, barsak iskemi
reperfiizyonu barsaklarda énemli 6lgtide barsak
permeabilite artisina ve mukozal hasara neden
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oldu. Barsaklarda iskemi reperfiizyonla gelismis
olan permeabilite artisi L-selektinin blokaji ile
tamama yakin oranda 6nlendi

Akcigerkapillerlerindeki notrofillerin CD11b/
CD18vebunlarinendoteldeki karsiligi olan ICAM-
1 olusturmalariimmunhistokimyayontemleri ile
izlendi. intestinal iR hem nétrofillerde CD11bve
CD18 hemdeendotelde ICAM-1 deartisaneden
oldu(Tablo1). L-selektinin monoklonalantikorlarla
tedavisi intestinal IR ile nétrofillerdeki CD11b/
CD18 artisini etkilemezken, endotel ICAM-1
olusumundabelirgin birdtstis sagladi (p <0.001).

Akcigerler histopatolojik olarak degerlendiril-
diginde barsak iskemi reperflizyon hasarinin dnem-
li oranda akciger nétrofil sekestrasyonunaneden
oldugu belirlendi. Kontrol grubunda akciger nétro-
fil sekestrasyonu 0+ 0 PMN/YBA iken bu deger
iskemi reperfiizyon grubunda 3.0+0.53 PMN/
YBA di (p<0.001). L-selektin blokaji iskemi
reperfiizyonuna bagli akciger nétrofil sekestras-
yonunda (2.17+0.31 PMN/YBA) istatistiksel
acidan onemli oranda diigiise neden oldu
(p<0.05). Bununlaberaber budeger kontrol gru-
bundan istatistiksel olarak ytiksekti (p < 0.001).
intestinal IR barsaklarda Chiu skoruile degerlen-
dirilen mukozal hasarda belirgin artisa neden
oldu. Kontrol grubunda bu deger0+0ikeniRye
maruz kalmis olan barsaklardsa 3.86+0.4 idi
(p<0.001). Anti-L-selektin tedavisi iskemi reper-
fuzyona bagl mukozal hasarda dizelme
saglamadi (4.67 +0.21) (p>0.05).

TARTISMA

Bu calisma barsak reperflizyonunun barsak-
larda olusan mukozal hasar ve permeabilite
artisina ek olarak akcigerlerde artmig mikro-
vaskiiler permeabilitede, l6kosit gogl ve nétrofil
adezyon molekiilleri CD11b/CD18 ile endotel
adezyon molekiilil ICAM-1 deartislakarakterize
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Sekil 2. Evans mavisinin dokudaki konsantrasyonunu élgerek degerlendirilmis olan barsak mikrovaskiiler
permeabilitesi. *p < 0.001 kontrol grubunun iskemi reperfizyon (IR) ile karsilastiriimasi ve +p < 0.001
L-selektine karst monoklonal antikorlarlayapilan tedavinin (anti-L-selektin) IR grubu ile karsilastiriimasi.

olan akciger hasarina neden oldugunu goster-
mistir. Dahasi olusan bu barsak ve akciger hasari
L-selektin blokaji ile énemli oranda engel-
lenebilmistir. Bu bulgular iskemik barsagin
reperflizyonunu takiben gézlenen dokuhasarinin
gelisiminde |6kosit adezyon molekiillerinden L-
selektinin cok 6nemli bir rol Gistlendigine isaret
etmektedir.

Reperfiizyon hasarinin gelisiminde nétrofillerin
kritik rol oynadiklan bilindigi icin biz bu calismada
notrofillerin aktive olduklarinda endotel tutun-
malarina aracihk eden L-selektine karsi gelis-
tirilmis olan monoklonal antikorlar kullandik.
Temel olarak nétrofiller iki tip glikoprotein yapi-
sinda adezyon molekiiliiyani &, integrinler ve L-
selektin bulundururlar. Aktive olan nétrofiller yii-
zeylerindeki L-selektin aracihg ile endoteldeki
E-selektine tutunmakta ve bu asama gegici yada
gevsek adezyon olarak tanimlanmaktadir (4). Bu

asamadan sonra daha kalici ve kuvvetli olan
yapisma notrofillerin tizerlerindeki glikoprotein
yapisinda bir bagka grup adezyon molekiiliiniin
yani R integrinlerin (CD11b/CD18,CD11a/CD18)
ve bunlarin endoteldekikarsiligi ICAM-1 arasinda
gerceklesmektedir.®® Bu siki yapismayi takiben
yine cesitli mediatorlerin etkisi ile nétrofiller
endotel hasarina ve endotel arasindan dokuya
gecip inflamasyona katkida bulunmaktadirlar. Bu
nedenleilkasama olan L-selektini bloke ettigimiz-
de hem barsaklardaki hemde akcigerdeki reper-
fluzyona bagh olarak artmis olan mikrovaskiiler
permeabilite ve akcigerlerdeki nétrofil birikimi
dizeldi: Dahasi L-selektin blokaji ile akciger
endotel ylizeyinde reperfiizyonla miktari artmis
olan ICAM-1 de belirgin bir disis saglandi.
Baska calismalarda da L-selektin blokajinin alt
ekstremite IR sonrasi kas ve akciger hasarini
engelledigi gosterilmistir (9,10,11,12). Benzer
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sekilde L-selektin blokajinin farelerde bsbrek IR
hasarini engelledigi bildirilmistir (13). Ayrica L-
selektinin nétrofil adezyonunun ilk asamasinda
rol aldig kadar, B, integrin-bagimli adezyonda
bir sinyal iletkeni olarak gérev aldigida
gosterilmistir (14). Bu bulgular reperflzyonabagl
doku hasar gelisiminde L-selektinin dnemli roli
oldugunu gostermektedir.

Bu calismada L-selektin blokajmin olumlu
etkilerine ragmen baraklardaki mukozal hasarda
ve akciger CD11b/CD18 olusumda belirgin bir
degisiklik saglamadi. Bu olay L-selektine karg
kullandigimiz monoklonal antikorun dozunun
yetersizligiileilgiliolabilecegi gibi hasar mekaniz-
masinin sadece L-selektine bagli olmayabi-
leceginide dusiindiirmektedir. Yapilan calismalar
B, integrinlerin notrofillerin baglangictaki endotele
tutunmasi icin gerekli olmadigini ama daha
sonraki asamalarda gériilen ve hasardan birincil
derecede sorumlu olan siki yapisma icin sart
oldugunu gostermektedir (15). Cesitli organ
modellerindeki deneysel calismalar CD18 ve
endoteldeki ligandi olan ICAM-1 moneklonal
antikorlarlabloke edildiginde reperfiizyonda gori-
len doku hasarinin 6nemli orada azaltilabildigini
gostermistir (8,16).

Ozetle, bu calismada barsak IR sinin
barsaklarda olusturmus oldugu hasara ek olarak
akcigerlerde mikrovaskiiler permeabilite artigi,
I6kosit gocli ve nétrofil adezyon molekiilleri
CD11b/CD18 ile endotel adezyon molekiilii
ICAM-1 de artisla neden oldugunu gostermistir.
Olusan barsak ve akciger hasari L-selektin blokaji
ile belirli birorandaengellenebilmistir. Bubulgular
iskemik barsagin reperfiizyonunutakiben gozlenen
akciger hasarinin ve barsak mikrovaskiiler
permeabilite artisinin L-selektinin aracilik ettigi
bir mekanizmayla gelistigini ve bu hasarin L-
selektinin bloke edilmesi ile hafifletilebilecegini
isaret etmektedir.
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