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ÖZ

Amaç: Çalışmamızda, izofluran ve sevofluranın sağlık-
lı rat akciğerindeki inflamatuar etkilerini incelenmeyi 
amaçladık.

Gereç ve Yöntem: Yirmi bir adet rat rastgele 3 gruba 
ayrıldı. Kontrol Grubu (n=6); %50 oksijen + %50 hava; 
İzofluran Grubu (n=7) % 1.2 İzofluran + %50 oksijen + 
%50 hava, Sevofluran Grubu (n=6) % 2.5 Sevofluran + 
%50 oksijen + %50 hava ile 2 saat mekanik ventilatör 
ile solutuldu. Grupların MPO aktiviteleri, TBARS dü-
zeyleri, alveoler makrofaj sayıları ve alveoler epiteliyal 
apoptotik hücre sayıları istatistiksel olarak değerlen-
dirildi. p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi. 

Bulgular: Sevofluran Grubunda, Kontrol ve İzofluran 
Grubuna göre MPO aktivitesi ve TBARS düzeyi anlamlı 
derecede düşük saptandı. İzofluran Grubunda, Kontrol 
ve Sevofluran Grubuna göre alveoler makrofaj sayısı 
ve M-30 pozitif hücre sayısı anlamlı yüksek, Sevofluran 
Grubunda ise Kontrol Grubuna göre anlamlı yüksek 
olarak saptandı. Işık mikroskobik incelemede Sevoflu-
ran grubu ve daha fazla olmak üzere İzofluran Gru-
bunda yaygın mononükleer hücre infiltrasyonu, diffüz 
alveoler hasar, alveoler ödem, alveoler septumlarda 
kalınlaşma, alveol lümeninde yoğun alveoler makrofaj 
ve daha az miktarda nötrofil ve tip II pnömositler göz-
lendi. 

Sonuç: Bu çalışmanın sonuçları bize, sevofluranın sağ-
lıklı rat akciğeri üzerine inflamatuar etkisinin izoflura-
na göre daha az olduğunu düşündürdü. 

Anahtar kelimeler: izofluran, sevofluran, akciğer 
   hasarı, apoptozis, genel anestezi

ABSTRACT

Analysis of the Inflammatory Effects of Sevoflurane 
and Isoflurane on Healty Rat Lung

Objective: We aimed to investigate inflammatory effects 
of isoflurane and sevoflurane on healthy rat.

Material and Method: Twenty-one rats were randomly 
allocated into three groups. The rats were mechani-
cally ventilated for 2 hours with 50 % oxygen + 50% 
air mixture in the Control (n=7); with 1.2% isoflurane 
+ 50 % oxygen + 50 % air mixture in Isoflurane group 
(n=7) and with 2.4% sevoflurane + 50% oxygen + 50% 
air mixture in Sevoflurane Group (n=7). The MPO acti-
vities, TBARS levels, alveolar macrophage counts and 
alveolar epithelial apoptotic cell counts of the groups 
were evaluated statistically. P<0.05 was accepted as the 
level of significance.

Results: MPO activity, and TBARS levels in Sevoflura-
ne group were significantly lower compared to Isoflura-
ne and Control groups Number of alveolar macrophage 
and M-30 positive cells in Isoflurane group were signi-
ficantly higher compared to Sevoflurane and Control 
groups. On light microscopic examination sevoflurane 
group and any more in isoflurane group were; diffuse 
mononuclear cell infiltration, diffuse alveolar injury, 
alveolar edema, thickening of alveolar septa, diffuse 
alveolar macrophages and lesser number of neutrophil 
and type II pneumocytes were observed in alveolar lu-
men in the Sevoflurane, and more frequently in Isoflu-
rane group. 

Conclusion: According to the results of this study, it has 
been thought that sevoflurane has milder inflammatory 
effect on healthy lung than isoflurane.

Keywords: isoflurane, sevoflurane, lung injury, 
  apoptosis, general anesthesia
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GİRİş

Klinik pratikte volatil anesteziklerin uygulanmasın-
dan sonra pulmoner problemlerin görülmesi, volatil 
anesteziklerin akciğer fonksiyonlarına etkisine ve ak-
ciğerde volatil anesteziklerin alımı ve eliminasyonu-
na olan merakı artırmıştır [1].

Volatil anesteziklerin akciğerlerde proinflamatuvar si-
tokin gen ekspresyonunu ve makrofaj agregasyonunu 
artırarak inflamatuar yanıta yol açtığı gösterilmiştir. 
Klinik önemi olup olmadığı bilinmemektedir ancak 
volatil anesteziklerin önceden inflamatuar akciğer 
hastalığı veya hasarı olanlarda klinik tabloyu alevlen-
direbileceği görüşü mevcuttur [2].

Bazı çalışmalarda, volatil anesteziklerin akciğer doku-
su üzerine koruyucu etki oluşturduğu da gösterilmiş-
tir. Liu ve ark. [3] rat modelinde yaptıkları çalışmada 
1 MAK değerinde izofluran uygulanmasının iskemi 
reperfüzyon modelinde akciğer hasarlanmasında rol 
oynayan tümör nekrozis faktör-α (TNF-α), nitrik 
oksit (NO) ve laktit dehidrogenaz (LDH) sentezini 
azalttığını saptamışlardır. Bunun sonucunda da alve-
oler interstisyel ödemi azalttığını göstermişlerdir.

Anestetiklerin immun sistem üzerine etkisi tam ola-
rak tanımlanamamıştır. Anestetiklerin hem spesifik 
hem de nonspesifik olarak immun yanıtı baskıladı-
ğı gösterilmiştir. Daha önce yapılan çalışmalar gaz 
anesteziklerin farklı immunomodülatör etkisi oldu-
ğunu göstermiştir [4].

Yoğun inflamasyon apoptotik hücre ölümüyle ilişki-
lendirilmiştir [5-11]. Apoptozis, süregen bir hücre inti-
harı olup, mekanizması tüm hücre nükleuslarındaki 
kromozomlarda şifrelenmiştir [12]. Pulmoner hücre 
ölümüne yol açan kesin mekanizmalar bilinmemekle 
birlikte, apopitozun bu hücre ölümünde önemli bir rol 
oynaması olasıdır [13].

Çalışmamızda, izofluran ve sevofluranın sağlıklı rat 
akciğeri üzerine inflamatuar etkilerini incelenmeyi 
amaçladık.

GEREç ve yÖntEM

Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alınarak 

ve Helsinki Bildirisi’ndeki hayvan çalışması etik 
kurallarına uyularak GATA Araştırma ve Geliştirme 
Başkanlığı ve Fizyoloji BD bünyesindeki laboratuva-
rında gerçekleştirildi.

Çalışmada, vücut ağırlıkları 200-250 gr. arasında 
değişen 21 adet Wistar Albino tipi erişkin erkek rat 
kullanıldı. Dokuz Eylül Üniversitesi Multidisipliner 
Deney Hayvanları Laboratuvarı’ndan sağlanan de-
neklerin standart rat yemi ve su ile beslenmeleri sağ-
landı. 12 saatlik gündüz-gece siklusu uygulanarak tel 
kafeslerde yaşatıldılar. Çalışmadan 12 saat önce sa-
dece su içmeleri sağlandı. Benzer çalışmalar gözeti-
lerek gruplar 7’şerli 3 gruba randomize olarak ayrıldı 
[9,10,11,14,15].
 
Ratlar çalışma süresince ameliyat masasında supin 
pozisyonda ekstremiteleri sabitlenmiş olarak tutuldu. 
Deneklere 75 mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer Pharma 
GMBH, Germany) ve 10 mg/kg xylazine hidrochlo-
ride (Alfazyne®, %2, Alfasan International, 3440 AB, 
Woerden, Holland) intraperitoneal olarak uygulana-
rak anestezi sağlandı. Çalışma süresince, hareketlilik 
ve spontan solunumun gelişmesi hâlinde deneklerin 
hareketsizliğini sağlamak için aynı anestezik dozlar 
tekrarlandı. 

İntraperitoneal anestezi sonrası %1 lidokain ile lokal 
anestezi uygulanarak cerrahi olarak 16 gauge intra-
venöz polietilen kanül (Mediflon®, Eastern Medikit 
LTD, Gurgaon, India) ile trakeostomi açıldı. Trakeos-
tomiyi takiben sol ana karotid artere, heparinli serum 
fizyolojik (100 Ü/mL) içeren 26 gauge kateter yerleş-
tirilerek (Mediflon®, Eastern Medikit LTD, Gurgaon, 
India) invaziv arteriyel monitorizasyon sağlandı.

FiO2 0.40, Solunum sayısı 60/dk., 3 mL tidal volüm ve 
0 PEEP ile arteriyal kan karbondioksit parsiyel basın-
cı (PaCO2) 36-42 mmHg olacak şekilde rodent ven-
tilatörü (Kent Scientific, 325 Norfolk Rd, Litchfield 
CT, USA) ile mekanik ventilasyon uygulandı (Resim 
1). Ventilatör parametrelerinde değişiklik yapılması 
halinde değişiklikten 20 dk. sonra arteriyel kan gazla-
rı örneği alındı. İki saat süreyle volatil anesteziklerle 
ventile edilen ratlar, gruplarına göre belirlenen volatil 
anestezikle solutuldu. End-tidal volatil anestezik kon-
santrasyonu monitörize edildi (Anesthesia Gas Mo-
nitoring1304, Bruel and Kjaer, Naerum, Denmark). 
ET-Volatil anestezik monitorizasyonu ratlara 1 MAC 
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değerinde uygulanan isofluran (MAC=%1.2) ve se-
vofluran (MAC=%2) MAC değerleri ET-Volatil anes-
tezik cihazında okunan isofluran ve sevofluran değer-
leri 1MAC değerine eşitleninceye kadar beklendi [16].

Deneklerin vücut sıcaklığının ısıtıcı lamba veya ıslak 
gazlı bezlerle ile 35-41°C arasında olması sağlanarak 
rektal termometre ile takip edildi. Mekanik ventila-
töre bağlandıktan ve arter kanülasyonundan sonra 
geçen 20 dk.’lık stabilizasyon sürecinin ardından ar-
teriyel kan gazı analizleri yapıldı. 

Çalışma dışı bırakılma kriterleri:
1. Solunum sayısı PaCO2 değeri 26-54 mmHg aralı-

ğında kalacak şekilde ayarlandı. PaCO2 değerleri bu 
aralıkta tutulamayan ratlar çalışma dışı bırakıldı.

2. FiO2 değeri %40 iken, PaO2 değeri 12-58 mmHg 
aralığında tutulmaya çalışıldı ve tutulamazsa ça-
lışma dışı bırakıldı.

3. Hiçbir ratta PEEP uygulanmadı. Ventilatör ayar-
larının hiçbir ratta değiştirilmesine gerek kalma-
dı. Tidal volümü arttırmak gerektiğinde, PEEP 
açmak gerektiğinde, solunum sayısını arttırmak 
gerektiğinde FiO2’yi arttırmak gerektiğinde ratlar 
çalışma dışı bırakıldı.

4. Tansiyon arteryel değeri başlangıç değerinin 
%20’si azaldığı veya arttığında. 

5. Arter-ven kanülasyonları ve trakeostomi sırasın-
da aşırı kanama olup, sıvı replasmanı gerektiğin-
de

6. Volatil anestezikle solutma esnasında 1 MAC de-
ğerini geçince veya 1 MAC altına inince.

7. Ratların vucut ısıları 35 ve 41ºC aralığında tutula-
madığında.

Resim 1. Mekanik ventilatör ile inhalasyon anestezisi uygula-
ması.

Resim 2. Grup K’da farklı büyütmelerdeki ışık mikroskobik 
görüntüleri: H&E; (4) alveoler makrofajları, (V) interalveo-
ler septumu göstermektedir.
A: x 4, B: x 10, c: x 40 

8. Ratlar bu süreçler sırasında arrest olduğunda ça-
lışma dışı bırakıldı. 

9. EKG, arteriyel kan basıncı (84-134/60-68 mmHg) 
ve kalp atım hızı (250-500/dk.) rat fizyolojisine 
uygun değer aralığında tutuldu ve müdahale ge-
rektiğinde rat çalışma dışı bırakıldı [17].
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Tüm ratların akciğerleri sağlıklı idi. Çalışmaya da-
hil ettiğimiz ratlar fiziksel olarak sağlıklı olduğunu 
gözlemlediğimiz ratlardan oluşuyordu. Kan gazı 
hedeflerimizi PH 7.25-7.58, PaCO2 26-54 mmHg, 
PaO2 12-58 mmHg, metabolik asidozu veya alkalo-
zu olmuyacak şekilde ve stewart’a göre elektrolitleri 
Na(142-163), Cl (104-126) alkaloz veya asidoza ne-
den olmadan, anyon açığı oluşmadan, hemoglobin ve 
hematokrit (%32-%40.2) değerleri düşmeden AKG 
değerlerini sürdürmek hedeflendi [18]. 

Uygulanan volatil anestezik çeşitine göre ratlar 3 gru-
pa ayrıldı:

Grup Kontrol (Grup K) (n=6): %50 O2 + %50 ha-
vayla solutuldu.

Grup İzofluran (Grup İ) (n=6): %1,2 İzofluran (1 
MAK) + %50 O2 + %50 havayla solutuldu.

Grup Sevofluran (Grup S) (n=7): %2,4 Sevofluran 
(1 MAK) + %50 O2 + %50 havayla solutuldu.

Ratlar, işlem süresince EKG, arteriyel basınç trans-
düseri (MLT844 Physiological Pressure Transducer, 
Interlab LTD, İstanbul, Türkiye) yardımı ile arteriyel 
kan basıncı (sistolik/diyastolik, mmHg) ve kalp atım 
hızı (atım/dk.) (Petaş KMA 450, Petaş LTD, Ankara, 
Türkiye) monitörize edilerek 10 dk. aralıklarla kay-
dedildi. Başlangıç, 30. dk., 60. dk. ve 120. dk. verileri 
değerlendirmeye alındı. 

Çalışma süresinin sonunda, orta hattan sternotomi 
uygulandı. Sol ventriküle yerleştirilen iğne ile tüm 
ratların 3 mL fosfat tamponlu salin solüsyonu perfüze 
edilerek kalbi durduruldu. Ardından her 2 akciğer çı-
karıldı. Sol akciğer biyokimyasal, sağ akciğer dokusu 
histopatolojik ve elektron mikroskopik değerlendir-
meler için kullanıldı. 

I. Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal analizler grupları bilmeyen 2 adet bi-
yokimya hekimi tarafından yapıldı.

a- Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) 
düzeyi ölçümü

Sol akciğerden 100 mg doku 900 μ L %1.15’lik KCl 

içinde homojenize edildi. 0.2 mL homojenat 0.2 mL 
sodyum dodesil sülfat (SDS), 1,5 mL asetik asit, 1,5 
mL TBA reaktifleri ve 0.6 mL distile su ile 95 °C’de 
60 dk. bekletildikten sonra soğutularak 1 mL distile 
su ve 5.0 mL n-butanol ile iyice çalkalanarak 3500 
rpm’de santrifüje edildi. Üstte kalan organik faz 532 
nm’de spektrofotometri (Pharmacia biotech, Ultros-
pec 2000, UV –Vis Spektrofotometre, Varian Cary 50 
Bio, Australia) ile okundu. Sonuçlar µmol L-1 olarak 
belirtildi.

b- Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ölçümü

Sol akciğerden 200-400 mg’lık doku örneği alınarak 
buz üstünde çok küçük parçalara ayrılarak test tüpü-
ne aktarıldı. 50 mM fosfat tampon pH 6,0 ile hazır-
lanan %0,5’lik heksadesiltrimetilammonium bromür 
(HTAB) çözeltisinden 1 mL konuldu. Homojenizatör 
2 kez 1 mL HTAB ile yıkanarak ile toplam 3 kez 30 
sn. süre ile buz üzerinde homojenize edildi. Toplanan 
homojenat (3 mL) 10 sn süre ile sonike edilerek 3 
kez dondurulup çözüldü. 10.000 G’de (gravity) 10 
dk santrifüj edildikten sonra homojenatta enzim ak-
tivitesi ölçüldü. MPO aktivitesi ölçümü 460 nm’de 
spektrofotometrik (Pharmacia biotech, Ultrospec 
2000 UV-Vis Spektrofotometre, Varian Cary 50 Bio, 
Australia) olarak yapıldı. Sonuçlar U/g yaş doku ağır-
lığı olarak belirtildi.

II- Histopatolojik değerlendirme

Tüm histopatolojik analizler, grupları bilmeyen 2 his-
tolog tarafından gerçekleştirildi. Elektron mikrosko-
pik analizler için doku ayrıldı. 

a- Hematoksilen-eosin ve İmmunhistokimyasal in-
celeme

Sağ akciğer dokuları alınarak %10’luk tamponlu for-
maldehite konuldu. 2 gün bekletildikten sonra rutin 
histolojik takip işlemlerinin ardından dokular para-
fine gömüldü. Mikrotom yardımıyla akciğer dokula-
rından 5-6 µm kalınlığında kesitler alınarak örnekler 
lizinli lamlara yerleştirildi. Örnekler 24 saat 60°C 
etüvde bekletildikten sonra hematoksilen-eosin ve 
M-30 immünohistokimyasal yöntemlerle boyandı. 
M-30 immünreaktivitesinin gösterilmesi amacıyla rat 
spesifik anti-M30 antikoru (M-30 cytodeath PEVİVA 
AB, Broma, Sweden) kullanıldı. Lizinli kesitler anti-
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M30 antikoru ile bir gece +4°C’de bekletildikten son-
ra biyotinlenmiş sekonder antikor ile 30 dk enkübe 
edildi. Sekonder antikor Vector Elite ABC kit (Vector 
Laboratories Inc. Burlingame, USA) ile bağlandıktan 
sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi 
%0.02’lik 3.3 diaminobenzidine (DAB) solüsyonu 
kullanılarak görünür hâle getirildi. Harris hematoksi-
len (Surgipath 01562Europe LTD, Cambridgreshire, 
USA) ile zemin boyaması yapıldıktan sonra kesitler-
de görüntü analizleri yapıldı.

a.ı- Alveoler Makrofaj Sayımı

Kesitler toluidin blue ile boyanarak ışık mikrosko-
bunda incelendi (Olympus BH-2 Tokyo, Japan). Her 
kesitin alveoler ve kapiller alanındaki makrofaj sayısı 
randomize 10 sahada 40 kat büyüterek sayıldı (sayı/ 
0.016 mm2). 

a.ıı- Apoptozisin Değerlendirilmesi

Sağ akciğer dokularından elde edilen 3’er seri kesit-
te apoptozis, M-30 (M-30 cytodeath PEVİVA AB, 
Broma, Sweden) immunhistokimyasal boyanması 
ile değerlendirildi. Kromatin yoğunlaşması, nükleer 
fragmantasyon, sitoplazmanın büzüşmesi ve apop-
totik cisimlerin oluşumu apoptotik hücrelerin temel 
özellikleri olarak kabul edilerek kesitler incelendi. 
Kesitlerdeki M-30 pozitif hücre sayısının belirlen-
mesi için birim alandaki M-30 pozitif hücre sayısı x 
40’lık büyütmede sayıldı (Sayı/0.016 mm²). Apopto-
tik hücre sayısı ışık mikroskopunda M-30 pozitif hüc-
re sayısı/0.016 mm2 alan olarak hesaplandı.

a.ııı- Görüntü Analiz Metodu

Boyama tamamlandıktan sonra kesitler ışık mikros-
kobunda (Olympus BH-2 Tokyo, Japan) incelendi 
ve görüntüler yüksek çözünürlüğe sahip kamera yar-
dımıyla bilgisayara aktarıldı (JVC TK-890E, Japan) 
(Aver TV Studio Video Capture Version 4.21.0.0, 
Aver Media Technologies, Inc.). Bütün kesitler diji-
tal olarak fotoğraflandı. Kesitlerden elde edilen gö-
rüntülerin incelenmesinde bilgisayarlı video kamera 
esaslı görüntü analiz yöntemi kullanıldı (UTHSC 
Image software). Tüm kesitler (her doku için en az 
4 kesit) analiz edilerek, yalnızca boyamaya bağlı 
belirgin artefaktları olan kesitler değerlendirme dışı 
tutuldu.

b. Elektron mikroskopisi

Ratların akciğer dokuları küçük parçalara ayrılarak 
ve %2,5 glutaraldehitin 0.1 M sodyum cacodylate 
tamponu içinde 4 saat süreyle fiske edildi.

Dokular, %1 K4Fe(CH) 6 (Potassium hexacyanofer-
rate) içinde %1 osmiyum tetrokside fikse edildi, de-
receli etanol ve propilen oksit konsantrasyonları ile 
kurutuldu, Epon812’ye gömüldü ve sonra bir ultra 
mikrotom ile kesitler alındı.

Uzunlamasına kesitler, uranil asetat ve kurşun nitratla 
boyandı ve bir H-600 elektron mikroskobu (Hitachi 
Limited, Japonya) ile görüntülenen bakır ızgaralara 
yerleştirilerek alveolerin ultrastrüktürel yapıları ince-
lendi. 

İstatistiksel Analiz

İstatistiksel değerlendirme için SPSS 16.00 for win-
dows paket programı kullanıldı. Grupların MPO akti-
viteleri, TBARS düzeyleri, alveoler makrofaj sayıları 
ve alveoler epiteliyal apoptotik hücre sayıları tek yön-
lü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirildi. İkili 
grup karşılaştırmaları ise post hoch testlerden Turkey 
testi ile yapıldı. p<0.05 değeri istatistiksel olarak an-
lamlı kabul edildi. 

BUlGUlAR

Her grupta 7 rat çalışmaya alındı; Grup K ve Grup 
S’de birer rat deney aşamasında ölmeleri nedeniyle 
çalışma dışı bırakıldı, ölüm nedenleri Grup S’de vola-
til anestezik verildikten sonraki bekleme süresinde 2. 
saatte hipotansif ve bradikardik arrest ve Grup K’da 
da yine aynı bekleme süresinde 15. dk.’da bradikar-
dik ve hipotansif arrest gelişmesi sonucu oldu. Arrest 
olan bu ratlar dışında çalışma dışı bırakılan rat olma-
dı. Grup K ve Grup S’de altışar, Grup İ’de ise 7 rattan 
elde edilen veriler istatistisel olarak analiz edildi. 

I. Akciğer dokusu MPO aktiviteleri

Grup S’deki MPO aktivitesi Grup K’dakine göre an-
lamlı derecede düşük saptandı (p:0.041). Grup İ’deki 
MPO aktivitesi Grup K ve Grup S’dekine oranla 
anlamlı olarak yüksek saptandı (sırasıyla, p:0.001, 
p:0.001) (Tablo 1). 
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II. Akciğer dokusu tBARS değerleri

Grup S’deki TBARS düzeyi, Grup K ve Grup İ ile 
karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı dere-
cede düşük olarak saptandı (sırasıyla, p:0.04, p:0.035) 
(Tablo 2).

III. Grupların kalp atım hızı (KAH), sistolik ar-
teriyel kan basıncı (SAB), diyastolik arteriyel kan 
basıncı (dAB) değerleri

Grupların zaman içindeki KAH (atım/dk), SAB (mm 
Hg) ve DAB (mm Hg)’ın median (minimum, maksi-
mum) değerleri arasında istatistiksel olarak bir fark 
saptanmamıştır.

IV. Alveoler makrofaj sayısı

Grup İ’deki alveoler makrofaj sayısı Grup K ve Grup 
S’dekine göre anlamlı derecede yüksek olarak sap-
tandı (sırasıyla, p:0.001, p:0.001). Grup S’deki alve-
oler makrofaj sayısı da Grup K’dakine göre anlamlı 
derecede yüksek bulundu (p:0.002) (Tablo 3). 

V. Alveoler Epiteliyal Apoptotik Hücre Sayısı

Grup İ’deki M-30 pozitif hücre sayısı/0.016 mm2 

alan Grup K ve Grup S’dekine oranla anlamlı olarak 
yüksek saptandı (sırasıyla, p:0.001, p:0.001). Grup 

S’deki apoptotik hücre sayısı da Grup K’dakine oran-
la yüksek olarak saptandı (p:0.002). Grupların apop-
totik hücre sayıları aşağıdaki tabloda gösterilmekte-
dir (Tablo 4).

VI. Histopatolojik Görüntüler

VI.a. Işık Mikroskopisi: Hematoksilen&Eosin ile 
boyama sonucu görüntüler

Grup K: %50 O2 + %50 hava ile 2 saat solutulan 
kontrol grubunda akciğerlerin yapısı normal olarak 
gözlendi (Resim 2).

Grup İ: %1.2 İzofluran (1 MAK) +%50 O2 + %50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan grupta ise Grup K ile 
karşılaştırıldığında yaygın akut akciğer hasarı gözlen-
di. Bu grupta yaygın mononükleer hücre infiltrasyonu 
saptandı. Alveollerin histopatolojik olarak değerlen-
dirilmesinde diffüz alveoler hasar, alveoler ödem, al-
veoler septumlarda kalınlaşma, alveol lümeninde yo-
ğun alveoler makrofaj ve daha az miktarda nötrofil ve 
tip II pnömositler gözlendi. Parankim incelendiğinde 
yaygın hemoraji, mononükleer hücre infiltrasyonu, 
ödem ve vasküler konjesyon saptandı (Resim 3).

Grup S: %2.4 Sevofluran (1 MAK) + %50 O2 + %50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan grup, Grup İ ile karşı-
laştırıldığında daha az oranda akut akciğer hasarı göz-

tablo 1. Grupların akciğer dokusu miyeloperoksidaz aktivitesi 
(U/g yaş doku) (mean±Sd).

Grup

Grup K (n=6)
Grup S (n=6)
Grup İ (n=7)

Miyeloperoksidaz aktivitesi (U/g yaş doku) 

5.04±2,12
3.70±1,89 #

12.99±8.59*¥

# p:0.041; Grup K ile karşılaştırıldığında
* p:0.001; Grup K ile karşılaştırıldığında
¥ p:0.001; Grup S ile karşılaştırıldığında

tablo 2. Grupların akciğer dokusu thiobarbituric acid reactive 
substance düzeyleri (µmol/l) (mean±Sd).

Grup

Grup K (n=6)
Grup S (n=6)
Grup İ (n=7)

thiobarbituric acid reactive substance 
düzeyleri (µmol/l)

3.63±2.24
2.07±1.38 # *

4.37±3.11

# p:0.041; Grup K ile karşılaştırıldığında
* p:0.035; Grup İ ile karşılaştırıldığında

tablo 3. Gruplardaki alveoler makrofaj sayıları (makrofaj 
sayısı/0.016 mm2) (mean±Sd).

Grup

Grup K (n=6)
Grup S (n=6)
Grup İ (n=7)

Alveoler makrofaj sayıları 
(makrofaj sayısı/ 0,016 mm2)

2.50±1.20
5.90±3.40 #
9.80±7.45 *¥

# p:0.002; Grup K ile karşılaştırıldığında 
* p:0.001; Grup K ile karşılaştırıldığında 
¥ p:0.001; Grup S ile karşılaştırıldığında

tablo 4. Grupların M-30 pozitif hücre sayısı/0.016 mm2 alan 
(mean±Sd).

Grup

Grup K (n=6)
Grup S (n=6)
Grup İ (n=7)

M-30 pozitif hücre sayısı/0.016 mm2 alan 

2.1±1.8
4.1±3.2 #
6.4±4.7*¥

# p:0.002; Grup K ile karşılaştırıldığında
* p:0.001; Grup K ile karşılaştırıldığında
¥ p:0.001; Grup S ile karşılaştırıldığında
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lendi. Alveollerin değerlendirmesinde alveoler ödem, 
alveoler septumlarda kalınlaşmaya daha az rastlandı. 
Alveol lümeninde Grup İ’ de yoğun olarak görülen al-
veoler makrofaj, nötrofil ve tip II pnömositler daha az 
miktarda gözlendi. Parankim incelemesinde; Grup İ’ 
de yoğun olarak görülen yaygın hemoraji, mononük-
leer hücre infiltrasyonu, ödem ve vasküler konjesyon 
daha az oranda saptandı (Resim 4).

VI.b Işık mikroskopisi: M 30 antikoru ile boyama 
sonucu görüntüler

Grup K: %50 O2 + %50 hava ile 2 saat solutulan 

Grup K’da akciğerlerin yapısı normal olarak gözlendi 
(Resim 5).

Grup İ: %1.2 İzofluran (1 MAK) + %50 O2 + %50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan Grup İ’de ise Grup 
Kile karşılaştırıldığında akut akciğer hasarını gös-
teren yaygın apoptotik hücreler gözlendi (Resim 
6).

Grup S: %2.4 Sevofluran (1 MAK) + %50 O2 + %50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan Grup S’de, Grup İ ile 
karşılaştırıldığında daha az oranda apoptotik hücreler 
gözlendi (Resim 7).

Resim 3. Grup İ’nin farklı büyütmelerdeki ışık mikroskobik görüntüler H&E; (4) alveoler makro-
fajları, (V) interalveoler septum kalınlaşmasını göstermektedir. 
A+B+c: x 4, d+F: x 40, E: x 10
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VI.c Elektron mikroskobu

Grup K: %50 O2 + %50 hava ile 2 saat solutulan 
kontrol grubunda akciğerlerin yapısı elektron mikros-

kobik görüntülemede normal olarak gözlendi. Alveo-
lar septum ve alveolar kapiller normal görünümdeydi 
(Resim 8).

Resim 4. Grup S’ in farklı büyütmelerdeki ışık mikroskobik görüntüleri. H&E;(4) alveoler makrofajları, 
(V) interalveoler septum kalınlaşmasını göstermektedir. (Q) intraparankimal mononükleer hücre infiltras-
yonu, hemoraji ve vasküler konjesyondaki artışı.
A: x 4, B ve c: x 10, d ve E: x 
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Grup İ: %1.2 İzofluran (1 MAK) + % 50 O2 + % 50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan grupta ise Grup K ile 
karşılaştırıldığında, yaygın olarak kromatin ile yoğun-
laştırılmış apoptotik endotel hücreleri görülmüştür. Al-
veolar septumun normal yapısının bozulmuş olduğu, 
inflamatuar hücre infiltrasyonu, alveolar hücrelerde 
sitoplazmik inklüzyon ve vakuoller gözlenmiştir. Al-
veolar septumda bağ doku artışı gözlendi (Resim 9).

Grup S: %2.4 Sevofluran (1 MAK) + %50 O2 + %50 
hava ile 2 saat süreyle solutulan grupta, Grup İ ile 
karşılaştırıldığında daha az oranda alveoler bazal 
membran hasarı gözlendi. Daha az oranda sitoplaz-
mik inklüzyon ve vakuoller gözlenmiştir (Resim 10)

tARtIşMA

Akciğerler volatil anesteziklerin alımının ve elimi-
nasyonunun gerçekleştiği yerdir. Volatil anestezikle-
rin alveoler epiteliyal permeabiliteye etkisinin olduğu 
düşünülmektedir. Literatürde izofluranın alveollerde 
hasara ve bunun sonucunda alveoler epiteliyal per-
meabilitede artışa neden olduğunu gösteren çalışma-
lar vardır [6,14,19,20]. Bizim çalışmamızda da Grup İ’de 
Grup K ile karşılaştırıldığında yaygın akut akciğer 
hasarı gözlendi. Grup İ’de yaygın mononükleer hücre 
infiltrasyonu saptandı. Alveollerin histopatolojik ola-
rak değerlendirilmesinde diffüz alveoler hasar, alve-
oler ödem, alveoler septumlarda kalınlaşma, alveol 

Resim 5. Grup K’ nın M-30 pozitif hücre görüntüleri.
A: x 4, B: x 20, cve d: x 40. 
(→) işareti; M30 antikoru ile saptanan apoptotik hücreyi göstermektedir. 
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Resim 6. Grup İ’de M-30 pozitif hücre görüntüleri. A: x 4, B, c ve d: x 40. 
(→) işareti; M30 antikoru ile saptanan apoptotik hücreyi göstermektedir.
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lümeninde yoğun alveoler makrofaj ve daha az miktarda 
nötrofil ve tip II pnömositler gözlendi. Akciğer paranki-
mi incelendiğinde yaygın hemoraji, mononükleer hücre 
infiltrasyonu, ödem ve vasküler konjesyon saptandı.

Kotani ve ark. [7] 30’ar adet propofol (n=30) ve izof-
luran (n=30) anestezisi alan ortopedik cerrahi geçiren 
insanlarda makrofaj agregasyonu açısından izofluran 
ve propofol anestezisini karşılaştırmışlardır. Mak-
rofaj agregasyondaki artış, izofluran anestezisinde 
propofol anestezisine göre anlamlı derecede yüksek 
olduğunu saptamışlardır. Aynı ekibin yaptığı bir son-
raki çalışmada, 1,5 MAC volatil anestezik uygulanan 
ratlarda 2 saatlik anestezi ve cerrahi sonunda halotan, 
enfluran ve izofluran uygulanan gruplarda pulmoner 
lavaj sıvısındaki macrophage inflammatory protein-2 

(MIP-2) düzeyi anlamlı derecede yüksek bulunmuş-
tur [8]. MIP-2’nin distal hava yolunda nötrofiller için 
en güçlü kemoatraktanlardan biri olduğu bilinmek-
tedir. Birçok çalışma, halotan ve enfluranın nötrofil 
fonksiyonlarını bastırdığını göstermişken izofluranın 
bu etkisinin çok az olduğu gösterilmiştir. Bu izoflura-
nın moleküler yapısından kaynaklı olabilir bu konuda 
daha çok çalışma yapılması gerktiğini düşünüyoruz. 
Huang ve ark. [21] izofluranın TNF-alfa ve IL-1 beta 
üretimini inhibe etmede etkili olduğunu göstermiştir.
Çalışmamızda alveoler makrofaj sayısı Grup İ’de, 
Grup K ve Grup S’e göre anlamlı derecede yüksek 
olarak saptandı ve yaygın mononükleer hücre infilt-
rasyonu gözlendi. 

Sevofluranın hasar görmüş akciğerler üzerine olan 

Resim 7. Grup S’de M-30 pozitif hücre görüntüleri.
A: x 4, B, c ve d: x 40
(→) işareti; M30 antikoru ile saptanan apoptotik hücreyi göstermektedir. 



56

GKDA Derg 2018;24(2):45-59

koruyucu etkisini araştıran birçok çalışma literatür-
de mevcuttur. Bu çalışmalar incelendiğinde hasar 
görmüş akciğerlere sevofluran uygulanmasının TNF-
alfa, IL-6, ICAM-1, mRNA ekpresyonunu azalttığı, 
alveolar kapiller membran geçirgenliğini koruduğu, 
alveolo-epiteliyal hücrelerde nötrofil kemotaksisi, 
nötrofil adezyonu ve nötrofille indüklenen apoptozisi 
azalttığı, alveolar epitel hücrelerinin nekrozunu azalt-
tığı görülmektedir. Hasarlı akciğerlerde sevofluranın 
iyileştirici etkisi mevcuttur [9,10,11,14,15,22,23]. Biz sağlıklı 
rat akciğerleri üzerinde çalışdık, çalıştığımız volatil 

anesteziklerden biri sevoflurandı. Çalışmamızın so-
nuçları bize sevofluranın izoflurana göre sağlıklı rat 
akciğerinde daha az alveoler hasara yol açtığını dü-
şündürdü, çalışmamızın sonuçlarına paralel olarak li-
teratürde de sevofluranın sağlıklı rat akciğeri üzerine 
inflamasyon yapıcı etkisinin daha az olduğu bildiril-
miştir [9,10,18]. Tersine deneysel ve insan çalışmalarında 
sevofluranın hasarlı akciğer üzerinde iğleştirici etkisi 
olduğu bildirilmiştir. Çalışmamızda alveoler mak-
rofaj ve apoptotik hücre sayısı Grup S’de Grup K’a 
göre anlamlı derecede yüksek bulundu.

Resim 8. Grup K elektron mikroskobisi görüntüsü. Resim 9. Grup İ elektron mikroskobisi görüntüsü.

Resim 10. Grup S elektron mikroskobisi görüntüsü.
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Grup S, Grup İ ile karşılaştırıldığında alveoler ödem, 
alveoler septumlarda kalınlaşma, nötrofil ve tip II 
pnömositler daha az miktarda gözlendi (Resim 2, 3, 
4, 8, 9, 10). Alveoler makrofaj sayısı ise Grup S de 
Grup İ ye göre istatistiksel olarak anlamlı miktarda 
azdı (Tablo 3) Parankim incelemesinde, Grup İ’de yo-
ğun olarak görülen yaygın hemoraji, mononükleer hüc-
re infiltrasyonu, ödem ve vasküler konjesyon daha az 
oranda saptandı (Resim 2, 3, 4, 8, 9, 10). Apopitotik 
hücre sayısı da Grup İ de Grup S ve K’ya göre is-
tatistiksel olarak anlamlı fazlaydı (Tablo 4). Bu bul-
gulara dayanarak izofluranın sağlıklı rat akciğerinde 
sevoflurana göre daha fazla hasara neden olduğu gö-
rülmüştür.

Daha yakın tarihli bir çalışmada, L. Wang, sevoflu-
ranın akciğer üzerindeki koruyucu etkisini apoptozis 
inhibisyonu apoptotik indeks (AI), TUNEL boyama 
ve elektron mikroskobisi görüntülemesi ile göster-
meyi amaçlamıştır. Bu amaçla 6 şar erişkin sağlıklı 
rat ile 3 grup oluşturmuş ve kontrol grubuna salin 
enjeksiyonu sonrası ve sevofluran grubunda LPS ile 
indüklenen gruptaki sıçanlara 30 dk. süreyle %2,5 
sevofluran uygulanmış ve LPS grubuna is hiçbir gaz 
solutmamış, 12 saat sonra akciğer dokusu incelenmiş. 
Sonuçta, sevofluran grubu ve kontrol grubunda, LPS 
grubuna kıyasla TUNEL pozitif hücre sayısı azalmış, 
sevofluran inhalasyonunun aşırı hücre apoptozunu 
inhibe etmek için kaspaz-3 aktivasyonunu Bcl-xl 
ve Bcl-2 ekspresyonun düzenleyerek inhibe ettiğini 
göstermişlerdir. Kontrol grubu ile sevofluran grubu 
arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir fark bula-
mamışlardır [19]. Çalışmamızda Grup S’de apoptotik 
hücreyi gösteren M-30 pozitif hücre sayısını Grup 
İ’ye kıyasla anlamlı olarak azalmış bulduk. Ancak, 
Grup K ile karşılaştırdığımızda daha yüksek saptadık. 
Bu sonuç L. Wang’ın yaptığı çalışmadaki sevofluran 
grubu ile kontrol grubu arasındaki ilşki ile karşılaş-
tırılabilir. Elektron mikroskobisi görüntülemede de 
izofluran grubunda belirgin alveolo-kapiller memb-
ran ve epiteliyal yapıyı hasarlanmış olarak bulduk. 
Bu hasarlanma Grup S’de belirgin olarak daha az 
olup Grup K’ye yakın idi. Bu da sağlıklı akciğerlerde 
sevofluranın izoflurana oranla daha az akciğer hasa-
rına neden olduğunu göstermektedir. Bu sonuçta, L 
Wang’ın yaptığı çalışmadaki kontrol grubu ile sevof-
luran grubu arsındaki ilişkiyle benzerdir.

Yu-LiPank ve ark.’nın yaptıkları çalışmada, ratlar 2 

saat süreyle %1,5 izoflurana maruz bırakılmış ve 3 
saatlik bir aradan sonra endotrakeal LPS enjekte edil-
miş. Ratların 12 saat sonra kalbi durdurularak akciğer 
dokusunun alveolar-kapiller permeabilitesi değerlen-
dirilerek, iNOS ve CD11b ekspresyonu ile MPO ak-
tivitesi analiz edilmiş. Sonuçta, öncesinde izofluran 
uygulanan akciğerde yaş/kuru oranının azaldığı, do-
kuda iNOS ve CD11 ekspresyonu zayıflamış ve MPO 
enzimatik aktivitesinin azaldığını bulmuşlardır [24]. 
Buradaki iNOS ve CD11‘nin endojen aktivasyonları 
insan ve hayvan modellerinde ALI’nin gelişimi için 
duyarlı biyomarkerlerdir [25,26]. Endojen iNOS eks-
presyonunun artmasının bazı farmakolojik ajanların 
organ koruyucu etkisinden sorumlu önemli bir me-
kanik yol olduğunu düşündürmektedir [27]. LPS uygu-
lanmadığında, izofluran inhalasyonunun rat akciğe-
rinde başlangıçta iNOS’un ekspresyonunu artırdığını 
belirlemişler. LPS’in intratrakeal uygulamasından 
sonra ise bu proteini zayıflattığını tespit etmişlerdir 
yani izofluran sağlıklı rat akciğerinde inflamatuar etki 
yapmış ancak LPS ile ALI oluşturulduğunda koruyu-
cu etki oluşturmuştur [24]. Bu sonuç, çalışmamızdaki 
izofluran uygulanan sağlıklı rat akciğerinde artmış 
MPO ve nötrofil infiltrasyonunu desteklemektedir. 
Aynı zamanda volatil anesteziklerinin sağlıklı ve 
hastalıklı akciğerde farklı etkilere yol açabileceğini 
akıllara getirmektedir. Bunun için daha fazla karşılaş-
tırmalı çalışmalara ihtiyaç vardır.

NingYin ve ark. [28] ratlara LPS enjekte ederek oluştur-
dukları ALI modeli çalışmalarında akciğer dokusunda 
bronkoalveoler lavaj sıvısını (BALF), MPO aktivitesi 
ve F4/80 pozitif hücrelerin, nötrofil ve makrofaj sayı-
larının LPS ile anlamlı şekilde artığını, bununla bir-
likte izofluran uygulaması ile bu artışların azaldığını 
göstermişlerdir. Kontrol grubundaki sağlıklı akciğeri 
olan ratlarda ise izofluran ile solutulan ve oda havası 
ile solutulan ratların akciğer dokusu histopatolojisin-
de herhangi bir fark saptamamışlar. Jung-tang Li ve 
ark. yaptığı benzer bir çalışmada da yakın sonuçlar 
bulmuşlardır [5]. Biz ise çalışmamızda Grup İ’de be-
lirgin MPO, TBARS, nötrofil ve alveolar makrofaj 
apoptozisinde artışı gözlemledik. Bu sonuçlar Ning 
Yin ve ark. yaptığı çalışmadaki izofluran grubu rat 
akciğerlerindeki sonuçlarla benzerlik göstermemek-
tedir. Belki de izofluran uygulama süresinin bizde 2 
saat, Ning Yin ve ark. ile Jung-tang Li ve ark. da ise 
1 saat olmasının bunda bir etkisi olbileceğini düşünü-
yoruz. Ancak bu durum izofluranın farmakodinamik 
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ve farmakodinamiği ile ilgili olabilir bu kanuda daha 
fazla çalışma yapılmasıda gerekmektedir.

Sonuç olarak, Grup S ve Grup K ile karşılaştırıldığın-
da, Grup İ de ratların akciğer dokularında MPO akti-
vitesi, alveoler makrofaj ve apoptotik hücre sayıları 
Grup K ve Grup S’na göre belirgin şekilde yüksek 
olarak saptanmıştır. Bununla beraber ışık mikroskobu 
ile yapılan incelemede yaygın alveoler hasarın gözlen-
mesi, bize Grup İ’de ileri derecede bir inflamasyonun 
oluştuğunu düşündürmektedir. Grup S’de ise akciğer 
dokusu TBARS düzeyleri Grup K ve Grup İ’ye göre 
daha düşük olarak saptanmıştır. Aynı zamanda Grup 
S’de, Grup İ’ye göre alveoler makrofaj ve apoptotik 
hücre sayılarının daha az olması, ışık mikroskopik in-
celemede daha az alveoler hasarın saptanması, bize 
sevofluranın izoflurana göre sağlıklı rat akciğerinde 
daha az alveoler hasara yol açtığını düşündürdü. Gün-
lük pratiğimizde çok sayıda sağlıklı akciğerli olguya 
volatile anesteziklerle anestezi uyguladığımızdan, bu 
deneysel sonuçları göz önüne almamız gerektiği ka-
naatindeyiz. Sevofluranın bu inflamatuar yanıtlarının 
alveolo-kapiller membranda yaptıkları değişikler ve 
bu değişiklerin gaz değişimlerini nasıl etkledikleri 
daha ileri çalışmaları gerektirdiği düşüncesindeyiz.
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