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1 GIRIS ve AMAC

Trafik kazalari, is kazalari, ezilme tarzinda yaralanmalar, turnike
kullanimi, arter yaralanmalari, replantasyonlar ve serbest doku aktarimlari
gibi durumlarda, ilgili ekstremitenin bir sure iskemik kalmasinin ardindan
tekrar kanlanmasi; iskemi/reperfizyon (I/R) hasarina yol agar. Gunumuzdeki
modern cerrahi yontemlere ve teknolojinin sundugu genis olanaklara ragmen
bu durum morbidite ve mortaliteyi artirmakta ve karsimiza onemli bir sorun

olarak cikmaktadir.

iskemi; bir dokunun kan akiminin azalmasina bagli yasayabilmesi igin
gerekli oksijen ve besinlerden uzak kalmasidir. iskemik dokuda hem hiicre
rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan
akiminin saglanmasi gerekir. Kan akiminin yeniden saglanmasi ise
reperfizyon olarak isimlendirilir. Reperfluzyon, iskemik dokuda enerii
ihtiyacini saglamak ve toksik metabolitleri uzaklastirmak gibi olumlu etkileri
yaninda, uzamig iskemilerde metabolik yan drunlerin Gretimini tetikleyerek
doku yikimini arttirir. Dolayisiyla paradoksal olarak sadece iskemi ile
olusabilecek hasara gore ¢ok daha ciddi bir yikim ortaya ¢ikar. Olusan bu

doku yikimi da iskemi / reperfiizyon hasari olarak bilinir.

iskemi ve reperfiizyon ¢ok sayida karmasik molekiiler olayin rol aldigi
inflamatuar bir suUrectir. Bu surecte I0kositlerin, serbest oksijen radikallerinin,
sitokinlerin, eikazonoidlerin yaninda kompleman sistem aktivasyonunun da
onemli rol oynadigi bilinir. Reperfuzyon saglanmadan olusan immun
kompleksler kompleman sistem aktivasyonuna yol agar. Dogal antikorlar
kompleman sistemini C1q ile klasik yoldan, Ig M’nin mannoz baglayici
lektine (MBL) baglanmasi ile de lektin yoldan aktive eder (1, 2). Kompleman
aktivasyonu ile uretilen potent anafilatoksinler hiicrenin pargalanmasina ve

lizisine sebep olur. Dogal antikorlarin ve kompleman sisteminin I/R’daki rolleri



cok iyi ortaya konmus olsa da kinin ve koagulasyon sisteminin de esit oranda

rol oynadigdi gosterilmistir (3).

C1 esteraz inhibitéri (C1 INH); Serin proteaz inhibitor ailesinden olup
kompleman klasik yolunun major inhibitoéridir (4). C1 INH sadece
kompleman sistemi Uzerinde deg@il ayni zamanda koagulasyon ve kinin
sistemlerinde de etki eder (5). Bu 6zelligi nedeniyle de I/R hasarinda gelecek

vaat eden yeni bir tedavi se¢cenegi sunmaktadir.

C1 INH’nun reperfuzyonla iligkili mikrodolagim duzensizliklerini en aza
indirdigi, lokal ve uzak organ yikiminda koruyucu oldugu daha 6nce yapilan
bircok calismada gosterilmistir. C1 INH, ilk olarak miyokard reperflizyonu
sirasinda kompleman klasik yolunun inhibe edilmesi i¢in kullaniimis ve
iskemik miyokard dokusunu reperfiizyon hasarindan efektif olarak korudugu
g6zlenmistir. Daha sonraki deneysel ¢alismalarda ise kalp, beyin, karaciger
ve kas I/R hasar modellerin de olumlu etkileri gdsterilmistir. Elde edilen
basarili sonuglar nedeniyle sepsis ve miyokard infarktisi gibi cesitli
hastaliklarin insanlar Uzerindeki ¢alismalarina baslanmistir (6-10). Ancak C1

INH’ndn alt ekstremite Gzerine etkileri yeterince arastiriimamigtir.

Calismamizin amaci C1 INH'niin rat alt ekstremite deneysel I/R hasar
modelinde femoral arter endoteli, gastroknemius kasi, siyatik sinir ve deride
olugan degisimler Uzerindeki etkisini arastirmaktir. Elde edilecek veriler
dogrultusunda I/R hasari olusma olasiligi yuksek olan yaralanmalarda ve
cerrahi uygulamalarda, doku hasarini minimuma indirmek icin C1 INH’nin

klinik kullanimi hakkinda bilgi edinilecegi dustuinulmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 ISKEMI

iskemi; dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger metabolitlere
olan ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik aranlerin
uzaklastirlamamasidir. Normal kogsullar altinda, hucreler gesitli biyokimyasal
islemlerini dengeleyerek yasamlarini diizenlerler. iskemik siirecte dokular bir
sure kendi enerji depolari ile idare edebilirken uzayan iskemilerde bir
noktadan sonra dokularin enerji depolari tikenir ve iskemi kalici hiicre hasari
olusturmaya baslar. Bu sure kritik iskemi suresi olarak isimlendirilir ve her
dokunun kendine 06zglu bir kritik iskemi sdresi mevcuttur. Normotermik
kosullarda bu siire iskelet kasi icin 4 saat, sinir dokusu icin 8 saat, yag

dokusu i¢in 13 saat, deri icin 24 saat ve kemik dokusu icin 4 gundur (11).

iskemi, 6ncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkileyerek,
ATP ve fosfokreatin depolarinda azalmaya neden olur. Mevcut ATP sirasiyla
adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan
ve biriken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyararak hicresel
metabolizmanin anaerobik yone kaymasina neden olur. Bu metabolik
degisim, daha fazla glikojen kullanimi ancak daha az ATP Uretimi ile
sonuglanir. iskeminin devam etmesi, hipoksantin ve anaerobik glikoliz
urunlerinin  (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hicre icinde
birikimi, asidozda artis ve dolayisiyla enzim ve protein yikimiyla sonuglanir
(12).

ATP depolarindaki azalma, ATP bagimli hiicre zari pompalarinda
fonksiyon bozukluguna neden olarak, hicre disi potasyum kaybi ve hicre ici
ani sodyum-kalsiyum-klortr artisina ikincil hiicresel sismeyle sonuclanir. Bu
hidropik degisiklik, inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin nukleotidleri gibi

metabolitlerin birikimi sonucu artan osmotik yUkle daha da belirginlesir.



Sonrasinda, ribozomlarin grantlli endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve
polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma olusur.
iskemi diizelmez ise; mitokondri fonksiyonunda kotilesme ve membran
gecirgenliginde artisa bagli hiicresel sisme ve fosfolipidden zengin dansiteler
ile karakterize morfolojik bozulma goérulur. Hicresel iskelet; mikrovillus gibi
yapisal 6zelliklerin kaybi, hicreler arasindaki baglarin gevsemesi ve hicre
ylUzeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Hicre cekirdegi graniler ve
fibriller elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik regulasyon kaybi
sonucunda mitokondri, endoplazmik retikulum ve hemen hemen tum hucre
organellerinde hidropik degisiklikler olusur. Eger doku perfiizyonu dizelirse
tum bu degisimler geri dontusimli olup iskeminin devami durumunda geri

donustimsuiz bir yikim ile sonuglanir.

Iskemi

Mitokondri
+ Oksidatif fosforilasyon
LATP
{ ! +
+ Na pompasi { Anaerobik glikoliz Diger
l | etkiler
t Hiicre igine Ca, | Glikojen | pH Ribozomiarin
H,O ve Na akigi ayrilmasi
t Hiicre disina K akigi l *
l Nikleer kromatin } Protein
kilmelesmesi sentezi
ER'de gisme +
Hiicresel gigme
Mikrovillus kaybi Lipid birikimi

Kabarciklarin olugumu

Sekil 2.1. Hucre hasarinda mitokondriyal disfonksiyon (13)



2.2 ISKEMI/REPERFUZYON HASARI

iskemik dokuda, hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi igin, yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir.
Yetersiz kan akimi ile olusan geri donugumsuz yikimi ve nekrozu dnlemenin
ise tek efektif tedavisi dokunun tekrar kanlanmasinin yani reperfizyonunun
saglanmasidir. Ancak reperflizyon sirasinda dokuya saglanan oksijen ve
metabolitler, hasari geriletebilecekleri gibi bir dizi olayin baslamasi ile

paradoksal olarak doku yikiminin ilerlemesine de neden olabilirler (Sekil 2.2).

Reperflzyon hasari ilk olarak 1960 yilinda uzamis arter klemplemesi
sonrasi reperflizyon ile gelisen sok ve asidoz tablosu ile fark edilmistir (14).
Daha sonra iskemik dokularda biriken toksik metabolitlerin sisteme
karismasindan kaynaklandigi anlasiimis ve 1975 yilinda Cerra ve ark.
tarafindan ilk defa tanimi yapilmistir. Bircok calisma reperflizyonun uzamis
iskemi sonrasi olusan doku yikiminda en 6nemli neden oldugunu kabul
etmistir (15).

iskemi / reperfiizyon hasari ¢ok sayida karmasik molekiler olayin rol

aldigi inflamatuar bir surectir. Bu hasara baslica ;

* Polimorfonukleer I6kositlerin (PMNL) aktivasyonu (16)

* Serbest oksijen radikallerinin (SOR) ortaya ¢cikmasi (17)
* Sitokinlerin salinimindaki artis (18)

* Eikasonoidlerin Uretimindeki artis (19)

* Kompleman sisteminin aktivasyonu neden olur (20).



ISKEMI

l > REPERFUZYON
Hicre igi : / . \
ATP azalmasi Lokosit - endotel Immiin komplekslerin
pH artigi lligkisi olugumu
Kalslyum artigi
Kemotaktik 1 --* Kompleman
ajanlarin aktivasyonu
salinmasi
. y
Hiicre igi fosfolipazlarin ‘4
ve lizozimlerin Serbest oksijen
aktivasyonu radikallerinin
l olugsumu
Gerl dénugtirilebilir  |___| l
hiicre hasan
l Daha fazla hiicre hasarn |

L 3

Hiicre nekrozu

Sekil 2.2. iskemi / reperfiizyon hasarinin mekanizmasi (15)

2.2.1 No-reflow Fenomeni

“No-reflow” fenomeni, uzamis iskemi sonunda doku reperfiizyonuna
ragmen mikrodolagimin geri déniisiimsiiz olarak kapanmasidir. ilk kez Ames
tarafindan tavgan iskemik beyin modelinde tariflenmigtir (21). Patolojik olarak
tanimlanmasi ise Brooks tarafindan yapilmigtir. Calismasinda kdpeklerde
uzun arteriyel tikanikhklar olusturmus ve kan akimi saglandiktan sonra
kaslarin bazi bolgelerinde arteriyel pulsatil akima karsin nekroza giden

alanlar gérmustur (22).



Menger, “no-reflow” fenomeninin olusumunu ayrintih  olarak
incelemigtir. Endotel butunligunin bozulmasi ile baglayan yikimin endotel
hicre igine ve intersitisiyel alana sivi kaybina yol actigini belirtmistir.
intravaskiiler hemokonsantrasyonun, endotel hiicre sismesinin ve
intersitisyel o6dem olugsumunun; hidrolik rezistansa, kapiller lUmen
daralmasina ve sonugta kan dolasiminin bozulmasina katki sagladigini
bildirmigtir. Lokosit birikiminin ise tilkanmada bir neden olmaktan c¢ok

dolasimdaki yavaslamanin sonucu oldugu goértsune variimistir (23).

2.2.2 Lokositlerin Rolu

Doku iskemisi sonrasi  trombositler, endotel hicreleri ve diger
IOokositlerden salinan kemotaktik sinyaller; 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve
I6kosit-endotel hiicre adhezyonuna yol agar (24). Dolagimda serbest dolasan
noétrofiller aktive olduklarinda, iskemik doku endoteline yapisarak, interstisyel

alana gecer. PMNL’lerin bu gogu t¢ asamall gerceklesir:

- Ik olarak adhezyon molekiillerinin de yardimiyla endotel boyunca
yuvarlanma hareketi gergeklegir (25).

- Daha sonra olusturduklari kuvvetli baglarla endotel hicrelerine sikica
yapigirlar. Endotele yapisma, hucrelerin harekete gecmesi ve
SOR’lerinin salinmasi igin gerekir (26).

- Lokositler daha sonra endotel hucreleri arasindaki zayif bolgelerden
hlcrelerarasi mesafeye gecer. Ekstravaskuler kompartmana ulasan
I6kositler hasar bdlgesine dogru go¢ etmeye baslar (kemotaksis).
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Sekil 2.3. Lokositler ve endotel hiicreleri arasinda yapisma molekdllerinin araci oldugu iligki

(13)

iskemi / reperflizyon hasarinda PMNL'in rolii ile ilgili bazi

mekanizmalar ileri surdlmustir (27). Bunlar:

2.2.3

Mikrovaskuler okluzyon

Serbest oksijen radikallerinin salinmasi
Sitotoksik enzim salinmasi

Vaskuler permeabilite artigl

Sitokin salinmasinda artistir.

Serbest Oksijen Radikallerinin Rolu

Serbest oksijen radikalleri en dig yoringesinde tek sayida elektron

iceren, ileri derecede reaktif ve stabil olmayan, kisa dmurli molekdillerdir. Bu

molekuller hicrelerin aerobik metabolizmasinda oksijenin reduksiyonu ile ara

artn olarak olusur. SOR’leri normal hiicre metabolizmasinda diguk miktarda

uretilmelerine karsin fizyolojik mekanizmalarla kolaylikla etkisiz hale

getirilirler. Ayrica inflamasyon sirasinda nétrofil ve makrofajlarda Uretilerek



konak savunmasinda da rol alirlar. Ug temel tip serbest oksijen radikali

vardir.

e Siperoksit (O2-), ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sistemi ile
* Hidrojen peroksit (H202), superoksit dismutaz enzimi ile
e Hidroksil radikali (OH-), ise demir molekillerinin katalize ettigi

reaksiyonlar sonucu olusur.

Bu yapilar, 6zel enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarla birbirlerine

donuserek organizmada dengede bulunurlar (Sekil 2.4).

0.
Mitokondri
SERBEST OKSIJEN
v RADIKALLERININ
Inkomplet OLUSUMU
indirgenme
4} Fenton
Reperfiizyon pre; reaksiyonu
hasar Oé —_— \ H202 = | OH" Serbest
L oksijen
Siiperoksit Hidrojen Hidroksil radikalleri
peroksit radikali /
SOR'NIN PATOLOJIK ETKILERI: SERBEST RADIKALLERIN TEMIZLENMESI
HUCRE HASARI VE OLUMO Antioksidan mekanizmalar:
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aktivite kaybi,
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¢ DNA =p oksidasyon=- mulasyonlar,
kinlmalar

Sekil 2.4. SOR’lerinin olusumu ve temizlenmesi (13)

Hucresel iskemi sirasinda ATP kaynaklari kullanihr ve ATP yikimi
sonucu hipoksantin olusur. Fizyolojik kosullar altinda, hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz enzimi ile ksantine oksitlenir. Ancak iskemi sirasinda ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza donusturultr. Ksantin dehidrogenaz substrat
olarak nikotinamid adenin dintkleotiti (NAD) kullanirken ksantin oksidaz
substrat olarak oksijeni kullanir. Bu nedenle iskemi sirasinda hipoksantinin
ksantine dontusimu gerceklesemez ve dokuda fazla miktarda hipoksantin

birikimi olur. Reperfiizyon sirasinda dokuya yeniden oksijen gelmesi ile fazla



miktardaki hipoksantin, ksantin oksidaz enzimi ile toksik SOR’lerine
dénustirilir (28, 29). iskemi uzayip ATP tiiketimi arttikga hipoksantin tretimi
dolayisiyla da reperflizyon sirasinda Uretilen stiperoksit radikallerinin miktari
da artar. I/R hasari sirasinda oksijen radikallerinin Uretimi Sekil 2.5'te

gorulmektedir.

ATP
v
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\/
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v
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\
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) v ) Ksantin oksidaz _
\/ Hipoksantin > Ksantin

P
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Sekil 2.5. I/R hasarinda rol alan SOR’leri ve ksantin oksidaz sistemi

SOR’leri ¢esitli mekanizmalarla doku hasarina neden olurlar. Potent
oksitleyici ve redukte edici ajanlar olduklari i¢in lipit peroksidasyonu ile direkt
hicre membranini hasarlarlar (28, 30). Bunun yaninda arasidonik asit
olusumunu saglayan plazma membran fosfolipaz A, olusumunu tetikleyerek
artan eikozanoidlerin uretimi sonucu Iokosit aktivasyonu ve kemotaksisini
saglarlar (30). Ayrica NF-kB ve aktivator protein 1 (AP-1) gibi transkripsiyon
faktorlerini de uyararak |6kosit adezyon molekuli ve sitokin gen

ekspresyonunu artirirlar (30).
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2.2.4 Kompleman Sisteminin Roli

Kompleman sistemi plazmada inaktif olarak bulunan enzimlerin
kademeli aktivasyonu ile olusan bir yoldur. Bu proteinler 3 farkli enzimatik
yolakta birbirleri ile etkileserek siddetli inflamatuar bir yanit meydana getirirler
(Sekil 2.6).

_ Antijen-antikor (IgG yada IgM)

o] kompleksi

< |

¥ Klasik yol Klasik yol
7] e A O C3 konvertaz C5 konvertaz

2 Ca+C2 —  C4b2b3b

= H

E; G Aktive C1

2 !

z 3 C6 C7 C8 C9

E Mannoz-baglayici

lektin S 5 & E
E Cbb C5-9
Membran atak
kompleksi
3 =
C3 Cib

3 7 =

r& Allernatli yol Alternatif yol

F4 Faktor Faktor C3 kenvertaz C5 konvertaz

[ 4 B A

w s

5 Properdin

<

Sekil 2.6. Kompleman sisteminin aktivasyonu (13)

Klasik yol: Antijen-antikor immun kompleksi, CRP, fibronektin ve
fibrinojen tarafindan aktive olur. Ayrica Ig G ve Ig M de klasik yolu aktive
edebilir. Sistem aktivasyonu C1 proteinin bu maddelerden birine direkt
baglanmasiyla veya plazmin gibi bazi fibrinolitik enzimlerin C1 Gzerine direkt
enzimatik ataklari ile baslar. Antikorun C1’e baglanmasi serin proteazi aktive
eder ve C4C2'nin C4bC2a‘ya donugumunu saglar. C4bC2a ise C3'un C3a ve
C3b donusumunu saglar. C3b, C5'in baglanmasi igin yer olusturur. Son
olarak C5 membran atak kompleksinin (MAK) olusumunu baslatir. MAK

hlcre zarinda porlar meydana getirerek hucre lizisine neden olur.

Lektin yolu: Mikroorganizmalarin yuUzeylerindeki mannoz ve N-
asetilglikozamin gibi karbonhidratlari taniyan MBL de klasik kompleman

yolunu aktive edebilir.
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Alternatif yol: Bakteriyel polisakkaritler ve diger mikrobiyal hucre
duvari komponentleri alternatif yolun aktivatorleridir. Konagin antikor Uretimi
icin yeterli zamani bulamadigi dénemde devreye girer ve properdin, faktor B

ve faktor D gibi plazma proteinlerini iceren ayri bir yolu baslatir.

Yapilan birgok calisma I/R hasarinda kompleman sistemin her 3
yolunun da aktive oldugunu gostermistir. Kompleman sistem aktivasyonu ile
C3a ve Cba gibi anaflatoksinler, iC3b ve C5b-9 gibi cesitli inflamatuar
mediatérler olusur. C5a bu inflamatuar mediatérler igcinde en potent olandir
ve C3a’dan 20 kat daha fazla etkilidir (27, 31). Hem I6kosit aktivasyonu ve
kemotaksisini hem de timor nekroz faktér - a (TNF-a), IL-1, IL-6, monosit
kemoatraktan protein 1 (MCP-1) gibi c¢esitli pro-inflamatuar sitokinlerin

sentezini indukleyerek I/R’a kargi olusan inflamatuar yaniti arttirir (27, 31).

C5b-9 ve iC3b endotel fonksiyon degisikliklerine neden olur. C3b
parcalanmasi sonucu olugsan iC3b, I6kosit CD11b/CD18 (Mac-1) yuzey
moleklll i¢in endotel Uzerinde bir adezyon alani olusturur. C5b-9 ise
adezyon molekullerinde artisa, I0kosit aktivasyonuna, endotel bagimli
vazodilatasyonda inhibisyona neden olur (27, 31). Dolayisiyla I/R'a bagli
kompleman sistem aktivasyonu, vaskuler degisikliklere ve l6kosit-endotel

adezyon egilimine yol acarak doku iskemisini derinlestirir (27).

2.3 EKSTREMITEDE I/R HASARININ FiZYOPATOLOJISI

2.3.1 I/R Sonrasi Olusan Vaskduler Disfonksiyon

Endotel hicreleri, hem iskemi hem de reperfizyona ¢ok duyarl
hiicrelerdir. iskemi ile ilk olarak kapiller endotel hiicreleri etkilenir ve hem
limen hem de sitoplazmaya uzanan parmaksi cikintilar olusur. iskeminin
devamiyla birlikte endotelyal veziklllerde artis meydana gelir. Bu arada
hicreler arasi baglar zayiflar ve endotel hiicreleri arasindaki bosluk genigler.

Uniform olmayan endotel hiicre 6demi eritrositleri kapiller limende sikistirir.

12



iskeminin  dérdincii  saatinden sonra  mikrosirkiilasyonda  hiicresel
etkilesimler (eritrositik, trombotik ve I|6kositik) baslar. Vendz ve arteryel
kilcallar sikismis eritrositlerle kapanmis gortnimdedir. Erken reperflizyon
doneminde, rulo halindeki eritrosit kiimeleri endotel yluzeyinde hasarlanma
olusturur. Endotel hicre sitoplazmasindaki dagilma sonucu hucreler arasi
bosluklar daha da genisler. Reperflizyonla birlikte, 6zellikle vendz kilcallarda,
lumen igi trombosit ve fibrin kimeleri ile karekterize trombotik etkilesimler
baskin hale gelir. Bu trombosit kiimeleri, endotel yilizeyinde olusan genis
defektleri kapatir. Venlerde |6kosit diapedezi olurken, vendz kilcallarda
|6kositler, lenfosit ve monositlerle kimeleserek |Umeni tikarlar. BOtln

bunlarin sonucunda da lokalize endotel disfonksiyonu geligir (11).

Endotel hucreleri, I/R déoneminde daha fazla serbest oksijen radikali
fakat daha az NO dUretir. NO ve SOR arasindaki dengesizlik endotel
hdcrelerinden inflamatuar mediatorlerin ve I0kosit adhezyon molekullerinin
Uretim ve saliniminda artisa yol acar. Salinan mediatorler iskemik yikima
maruz kalmayan uzak organlarda da endotel hlcrelerinin aktivasyonuna yol
acar. Bu uzak organ cevabi lokosit bagimlhi mikrovaskuler hasar ile
sonuclanir ve multiple organ disfonksiyon sendromunun temelini olusturur
(16).

2.3.2 I/R Sonrasi Olusan iskelet Kasi Hasari

Ekstremitede I/R hasarinin en énemli bolumuna iskelet kasi olusturur
(11). Fizyolojik ve anatomik caligsmalar iskemiyi takiben 3. saatte irreversible
kas hasarinin, 6. saatte de yaklasik %97’lik fonksiyonel doku kaybinin
olustugunu goéstermistir (32). iskemik kas dokusunda @ncelikle glikojen ve
kreatin fosfat azalirken bu dénemde c¢ok fazla kas nekrozu olusmaz.
Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar. 6 saatlik kas
iskemisi sonucu, normal kas dokusu ATP deposunda %80 azalma ve kas

dokusunun timunde nekroz gelisir (33).
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Kas lifleri, icerdikleri myoglobin miktarina bagh olarak, kirmizi (tip 1)
ve beyaz (tip 2) olarak siniflandirilir. Cogu kas her iki turl icerse de biri daha
baskin bulunur. Ornegin bacadin 6n kompartmaninda daha cok tip 1 (yavas
kasilan) lifler baskin olup, enerji Uretiminde aerobik metabolizmayi
kullanmalari bu kas grubunu iskemiye daha duyarli kilar. Bacagin arka
kompartmaninda ise tip 2 (hizli kasilan) liflerin baskin olmasi nedeniyle,
enerji liretiminde anaerobik metabolizma 6n plandadir (11). iskemi siiresi ve
etkilenen lif tipi iskemik hasarda 6nemli olmakla birlikte dokunun vicuttaki
konumu da 6nemlidir. Ornegin, cabuk soguma nedeniyle, distal ekstremite

kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir (11).

2.3.3 I/R Sonrasi Olusan Periferik Sinir Hasari

Periferik sinirler enerji gereksinimlerinin dusuk olmasi, ekstra ve
intrandral yaygin vaskuler anastomozlar icermesi ve anaerobik metabolizma
ile yasayabilme yetenegdi nedeniyle santral sinir sistemine goére I/R hasarina
oldukca direnclidir. impuls iletimi ve aksonal transport intrandral
mikrosirkilasyon ile saglanan araliksiz  enerjiye  baglidir. Kan
sirkllasyonundaki kesintinin hizla dizelmemesi aksonal olumle sonuglanir
(34, 35).

Iskemik sinir yikimi segmental demiyelinizasyon, endonéral 6dem,
iletimde bozulma, aksonal dejenerasyon ile multifokal veya diffuz sinir lifi
kaybini icerir (35). Gegici iskemi periyodundan sonra kan akiminin yeniden
baglamasi reperfizyon hasarina neden olur. Reperfuzyon hasari agiri Ca++
yuklenmesi, serbest yag asitlerinde yukselme, ekstraselliler asidoz, kapiller
permeabilitede artma, kan sinir bariyerinde ve NO metabolizmasinda
bozulmaya neden olur (35). Ayrica reperfizyon sinirde oksidatif strese yol
acgar ve serbest radikal olusumu hucrenin savunma mekanizmalarini bozar
(34). Periferik sinir sisteminde bol miktarda bulunan lipitten zengin miyelin,
reperflizyon esnasindaki serbest radikal aracili lipit peroksidasyonunun

hedefidir. Bu nedenle I/R miyelinli liflerde daha fazla yikima yol agar (35).
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2.4 APOPITOZ

Yasayan organizmada iki temel hiucre olumu vardir: Apopitoz ve
nekroz. Apopitozda c¢ok odakli, tek tek hicre olumu vardir. Bu,
programlanmis hucre olumudur ve geriye donusumu yoktur. Fizyolojik ya da
patolojik uyaranlar ile dizenlenir. Olustugu bodlgede diger hlicresel yapilara

zarar vermez ve herhangi bir inflamasyona neden olmaz. Apopitozda;

e Hucrede buziulme,

* DNA hasari,

* Duzenli kromatin kimelenmesi,

* Plazmada baloncuklarin olusmasi,

* Plazma zarindan fosfatidilserinin digari atilmasi gézlenir (36).

Nekroz ise hlcre yaralanmalarinda ortaya c¢ikan patolojik hicre
dlimudur. ilerleyen yapisal ve metabolik degisiklikler gorilir. Sonucta
hdcrelerin membran butinlagu bozulur ve hicre parcalanir. Nekroz geriye
donusu olmayan bir olaydir ve apopitozdan farkli olarak ortaya ¢iktigi

bdlgede inflamatuar olaylar vardir (36).

Kaspazlar tUm hucrelerde bulunan ve hicrenin apopitoza gitmesinin
tetigini ¢eken proteinlerdir. Bunlar hucre sitoplazmasinda buyuk, inaktif
onculer olarak bulunur (pro-kaspazlar) ve genellikle bir kaspaz digeri
tarafindan parcalanarak aktiflesir. Boylece proteolitik bir dongu olusur.
Yapilan in-vitro ¢calismalar apopitozun ani gergeklesen hizli bir olay oldugunu
gOsterir. Protoplazmanin zardan uzaklagmasindan, apopitotik cismin
olusumuna kadar butin olaylar zinciri birkag dakika surer. Kaspazlar inaktif
olarak sentezlenir ancak hicrenin stres ya da 0lum reseptorleri ile
uyariimasindan sonra aktif enzimlere donusirler. Oncelikle basglangic
kaspazlari (6rnegin kaspaz-8 ve -10) aktive olur, bunlar ise etkin kaspazlar
(6rnegin kaspaz-3, -6, ve -7) aktive eder. Etkin kaspazlar bir kez aktive

olduktan sonra artik geri donus yoktur ve hlicre apopitoza gider (36).
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Sekil 2.7. Ekstrinsik ve intrinsik apopitoz yollari (13)

Apopitozu degerlendirmek icin birgok histokimyasal tetkik vardir.
TUNEL (Transferase-mediated d-UTP-biotin Nick End Labeling) bu
yontemlerden birisidir. Enzimatik olarak in-situ, DNA fragmantasyonunun
tespitine olanak saglar. Bu yontemin temel prensibi tek ve/veya cift zincir
kirikli DNA bolgesine, igaretli nukleotitlerin girmesi veya eklenmesidir.

TUNEL yontemi diger apopitoz tespit yontemlerine gore daha sensitiftir (37).

2.5 LIiPIT PEROKSIDASYONU VE MALONDIALDEHIT

Lipitler serbest radikallerin etkilerine kargi en duyarl biyomolekullerdir.
Hucre zarlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon drunleri olusturur.
Coklu doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak
bilinir. Hucre zarlarinda lipit serbest radikalleri (L-) ve lipit peroksit
radikallerinin (LOO-) olusmasi, reaktif oksijen turlerinin neden oldugu hicre

yikiminin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir (38).
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Lipit radikali (L-) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Lipit radikallerinin (L-) molekuler oksijenle (0O2) etkilesmesi sonucu lipit
peroksit radikalleri (LOO-) olusur. Lipit peroksit radikalleri (LOO-), zar
yapisindaki diger coklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit
radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de ac¢iga cikan hidrojen
atomlarini galarak lipit peroksitlerine (LOOH-) doénusur. Boylece olay kendi
kendini katalizleyerek devam eder. Lipit peroksitleri (LOOH-) yikildiginda
cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hucre
duzeyinde metabolize edilir ya da baslangictaki etki alanlarindan htcrenin
diger bolumlerine hasari yayarlar. U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir (39).

MDA lipit peroksit seviyelerinin géstergesi olarak kullanilir.

2.6 C1ESTERAZ INHIBITORU

C1 esteraz inhibitoru (C1 INH) serin proteaz inhibitor ailesinden olup
kompleman sisteminde C1r, C1s ve MASP2'yi; koagulasyon sisteminde
kallikrein, Faktor 11 ve 12’i; fibrinolitik sistemde de tPA ve plazmini inhibe
eder (40). Dolayisiyla sadece kompleman sistemi Uzerinde degil ayni

zamanda koagulasyon ve kinin sistemlerinde de etki eder.

Kompleman klasik yolunun aktivasyonu C1 INH tarafindan dizenlenir.
C1 INH klasik yoldaki aktive C1s ve C1r serin proteinazlarinin bilinen tek
inhibitoruddr. C1 INH kompleman klasik yolundaki inhibitor etkisini; intakt
C171’in proenzimatik C1r ve C1s’ine reversible olarak baglanmasi sonucu
otoaktivasyonunu 6nleyerek ya da aktive C1r ve C1s baglanmasi ile C1g'dan
ayirarak gosterir (4). C1 INH, C1 esteraz kompleks (C1qC1rC1s) olusumunu
inhibe ederek C4’Un C4b’e, C2’nin C2a'ya donlisuminu ve sonugta C3
konvertazin olusumunu engeller. Purifiye insan C1 INH’U yillardir herediter

anjioddemin atak tedavisi i¢cin kullaniimaktadir.
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3 GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi, Gazi Universitesi Rektorlii§gi Deney Hayvanlari Etik
Kurul Bagkanhgrnin G.U.ET-14.019 kod numarasi ile onay! alinarak, Gazi
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde gerceklestirildi. Calismada,
agirliklari 230-270 gram arasinda degisen, 24 adet Wistar Albino tipi disi
sican kullanildi. Siganlar uygun kafeslerde, 21+2 C° sicaklikta ve 12 saat
karanlik - 12 saat aydinhk ortamin saglandidi kosullarda barindirildi.
Deneklerin beslenme ihtiyaclari, standart laboratuar yemi ve su verilerek
duzenli olarak karsilandi. Tum cerrahi iglemler % 10’luk ketamin HCI (50
mg/kg) ve ksilazin HCI (5 mg/kg) anestezisi altinda, ayni cerrah tarafindan

steril kogullarda gergeklestirildi. Deney boyunca 6len hayvan olmadi.

3.1 C1INH HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

C1 esteraz inhibitorii (Cetor ) Centurion Pharma ilag Sanayi ve Tic Ltd
Sti tarafindan saglandi. Normalde 2-8°C’de muhafaza edilen flakon ve
enjeksiyonluk su oda sicakhgina (15-25°C) getirildi. On dakika iginde
kurutulmus protein fraksiyonu, 5 mL enjeksiyonluk su iginde ¢dzuldu ve 3
saat igerisinde kullanildi. iskemiden 10 dakika, reperfiizyondan 20 dakika ya
da reperfuzyondan 10 dakika once verilecek sekilde planlanan deney
gruplarina 100 IU/kg C1 INH (Cetor) intraperitoneal olarak verildi.
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Sekil 3.1. C1 INH (Cetor) kullanimi

3.2 DENEKLERIN GRUPLANDIRILMASI
Ratlar, esit sayida (n=6) ve rastgele dort gruptan birine dahil edildi.

Kontrol Grubu: Sol alt ekstremiteye turnike ile 3 saat iskemi
sonrasinda 3 saat reperfizyon uygulandi.

[-10 Grubu: Sol alt ekstremiteye iskemiden 10 dakika once
intraperitoneal olarak 100 [U/kg C1 INH verildi.

R-20 Grubu: Sol alt ekstremiteye reperfizyondan 20 dakika 6nce
intraperitoneal olarak 100 [U/kg C1 INH verildi.

R-10 Grubu: Sol alt ekstremiteye reperfuzyondan 10 dakika 6nce
intraperitoneal olarak 100 IU/kg C1 INH verildi.
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3.3 CERRAHI TEKNIK

3.3.1 Alt Ekstremite iskemi / Reperfiizyon Modeli

Literatirde yapilmis calismalar referans alinarak iskemi ve
reperflizyon sureleri belirlendi. Deneklere 3 saat iskemi sonrasinda, 3 saat
reperflizyon uygulandi (Tablo 3.1.). I/R déngusinin sonunda tim ratlarin sol
taraf femoral arterleri, gastroknemius kaslari, siyatik sinirleri ve deriden
incelenmek Uzere doku oOrnekleri alindi. Denekler derin anestezi altinda

intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi.

Tablo 3.1. Iskemi/ reperflizyon déngtsul ve gruplarin sematik gérinimda

Turnike Turnike H_ayvanlqrm _
uygulamasi aciimasi sakrifiye edilmesi

[ anestezi I 3 saat iskemi . I 3 saat reperfuizyon I doku 6rneklemesi ]
biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmeler icin sol taraf femoral
arter, gastroknemius

kasl, siyatik sinir ve deriden doku
ornekleri alindi.

- —
&=

1-10 Grubuna C1INH verilmesi
R-20 Grubuna C1INH verilmesi
R-10 Grubuna C1INH verilmesi
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3.3.1.1 Iskemi

Siganlarin sol arka bacaklarina iskemi uygulamak amaciyla kalga
eklemi hizasinda 2,5 mm kalinhigindaki plastik kelepge ile turnike uygulamasi
gerceklestirildi (Sekil 3.2.). Plastik kelepgenin bir kere sikildiktan sonra bir
daha gevsememesi turnikenin basarisini arttirdi. Turnike uygulamasi
sonrasinda sican arka bacaklarinda isi kaybr ve morarma gelistiginin

gorulmesi ile iskeminin bagladigr anlasildi (Sekil 3.3.).

WlW'W'W*W"'W}!W!WPSWW

wes DEYON OR Praduct & s

Sekil 3.2. Calismada turnike amaciyla kullanilan plastik kelepge ve turnike uygulamasi
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Sekil 3.3. iskeminin baslamasiyla beraber sol ekstremitede gelisen morarma ve turnike

uygulanmayan sag ekstremitede normal pembe renk

3.3.1.2 Reperfiizyon

Ug saatlik iskemi siresi sonunda turnike makas yardimiyla kesildi ve
reperfizyon evresi bagslatildi. Turnikenin agilmasiyla beraber ekstremitede
yaklasik 20 - 30 dakika sureyle devam eden asiri kizariklik (flushing) goérulda
(Sekil 3.4.). Reperfuzyonun takip eden doneminde ekstremitenin rengi

normale dondd.

Sekil 3.4. a) Reperfizyon dénemine yeni girmis bir ekstremitede “flushing” géruntisu
b) Pembe renkli normal dolasimi olan bir ekstremite

c) iskemik dénemde sol alt ekstremitede morarma
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3.3.2 Doku Orneklemesi

Uger saatlik iskemi reperflizyon dongdlerinin sonunda tiim ratlarin sol
taraf femoral arter, gastroknemius kasi, siyatik siniri ve ciltlerinden
incelenmek Uzere doku ornekleri alindi. Daha sonra denekler derin anestezi
altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Alinan doku ornekleri
histopatolojik, immunfloresan ve biyokimyasal incelemeler icin parcgalara
bolindu (Sekil 3.5.).

; % . - Histopatolojik
- Immunfioresan nceleme
Inceleme
- Immunfloresan
Inceleme

= Histopatolojik
Inceleme

- Immunfloresan
Inceleme

Sekil 3.5. Doku érneklemesi sonrasi a) cilt b) femoral arter c) siyatik sinir ve gastroknemius

kasinda histolojik ve biyokimyasal incelemeler icin dokunun parcalara ayrilmasi
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Sekil 3.6. a) Siyatik sinir eksplorasyonu b) Gastroknemius kas eksizyonu

3.4 HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Alinan doku 6rnekleri, oda 1sisinda %10’luk formol solusyonu igerisinde 72
saat tespit edildi. Tespit edilen dokular standart 1sik mikroskobu takip
yonteminden gecirilerek parafin bloklar elde edildi. Parafin bloklardaki
orneklerden mikrotom ile 5-pym kalinlikta kesitler alindi ve her 0&rnek
hematoksilen—eozin (HE) boyasi ile boyandi. HE boyali kesitler sk
mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi. Her 6rnekte en az iki farkli
kesit incelendi. Tum patolojik incelemeler, kesitlerin hangi gruba ait oldugu

bildiriimeden tek bir patolog tarafindan kor olarak yapildi.

Histopatolojik incelemede; damarda endotel hasari, kasta dejeneratif
bulgular, sinirde vakuolizasyon ve deride notrofil infiltrasyonu deg@erlendirildi. Kas
dokularinda dejeneratif bulgularin degerlendiriimesi icin 5 parametre incelendi;
hicre cekirdedinin merkeze gocu, enine cizgilenme kayiplari, kas liflerinde
ayrilma, 6dem ve inflamatuar hicre sayisi. Her denekten hazirlanan preperatlar
dejeneratif bulgular agisindan ayri ayri degerlendirilerek skorlandi. Elde edilen

skorlar ayri ayri toplanip 5’e bolunerek her hayvan igin bir skor olugturuldu.
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Skorlamada;

0 = dejeneratif bulgu yok

1 = minimal dejeneratif bulgu

2 = orta duzeyde dejeneratif bulgu

3 = ileri diizeyde dejeneratif bulgu seklinde puanlandi.

Daha sonra bu skorlar istatistiksel anlamlilik agisindan degerlendirildi.

3.5 IMMUNFLORESAN DEGERLENDIRME

Alinan doku érnekleri, incelemenin yapilacag! gine kadar % 10’luk formol
icinde, her bir rat icin ayri saklama kabinda bekletildi. inceleme yapilacagi zaman
doku oOrnekleri doku takip kasetlerine alinarak rutin 1sik mikroskobu takibinden
gegcirildi ve parafin bloklar haline getirildi. Her parafin bloktan 5-uym kalinliginda
kesitler alindi, kesitler etiivde 56 C’de bir gece bekletilerek deparafinize edildi.
Deparafinizasyon ksilol asamasiyla tamamlandi, doku alkol serilerinden
gegirilerek immun isaretlemeye hazir hale getirildi. Apopitozun varliginin tespiti
amaciyla TUNEL yontemi Roche marka ve floresan 6zellikli In situ Cell Death
Detection Kit ile uygulandi. Kit uygulanmadan 6nce permeabilizasyonu saglamak
amaciyla kesitlere proteinaz K damlatildi ve kesitler 30 dakika oda isisinda
bekletildi. Kestler Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 3 kez yikandi ve kurulandi.
TUNEL enzim ve substrat solUsyonlari karigtirilarak elde edilen c¢alisma
solisyonu 90 dakika boyunca karanlik ve nemli ortamda bekletildi. Kesitler PBS
ile 3 kez yikandi ve kurulandi. Hucre gekirdekleri Hoechst ile igaretlendi. Yikama
isleminin tekrarlanmasinin ardindan kesitler 1:1 PBS:Gliserol karisimiyla
kapatildi. Dokular immunfluoresan mikroskopta degerlendirildi. TUm c¢ekirdekler
mavi renkte izlenirken, TUNEL pozitivitesi apopitoza 6zgu olarak parlak yesil
renkte ve cgekirdekte lokalize olarak gozlendi. Apopitotik indeks her bir dokuya ait
seri kesitler boyunca rastgele sayilan hicrelerden apopitotik hucrelerin

sayllmasiyla % cinsinden belirlendi.

25



3.6 BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Alinan doku ornekleri tartildiktan sonra distile su ile homojenizatorden
gegcirilerek homojenize edildi. Elde edilen érnekler 1 hafta -80 C de dondurularak
saklandi. Calisma gunu hazirlanan 6rnekler oda isisinda c¢alismaya hazirlandi.
Doku ornekleri sinir, deri, kas ve damar olarak gruplandi. Homojenize edilmis
doku ornekleri Eastbiofarm marka MDA ELISA kiti ile Dynex marka ELISA

cihazinda sandwich prensibiyle ¢alisildi. Cikan sonuglar gram basina hesaplandi.

3.7 ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

istatistiksel analizlerde “IBM SPSS for Windows version 21.0” programi
kullanildi. Biyokimyasal, apopitoz ve kas histopatoloji bulgularinin istatistiksel
analizi i¢in gruplar arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde Kruskal-Wallis
testi, anlamli olan gruplarin ikili karsilastirmasinda Siegel Castellan testi
kullanildi. “p<0,05” degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Damar
histopatolojik bulgularinin ylzde frekanslari hesaplandi ve gruplar arasinda

karsilastirilarak yorumlandi.
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4 BULGULAR

4.1 HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

4.1.1 Femoral Arter

Kontrol, 1-10, R-10 gruplarinin femoral arter HE kesitlerinde damar endotel
hdcrelerinde belirgin hidropik dejenerasyonlar izlendi. R-20 grubunda da normal
endotel hucreleriyle beraber hidropik dejenerasyonlar goéruldd. Gruplar arasi
yuzde frekans karsilastirmasinda; damarda hasar olanlarin %26.7’si kontrol,
%26.7’si 1-10, %20si 1-20, %26.7si I-10 grubunda izlendi.

Sekil 4.1. Femoral Arter HE Kesitleri

a) Kontrol grubu endotel hiicreleri izlenmemekte (200 x HE)

b) 1-10 grubu endotel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (&) (400 x HE)
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Sekil 4.2. Femoral Arter HE Kesitleri
a) R-20 grubu normal endotel hiicreleri (200 x HE)

b) R-10 grubu endotel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (&) damarda konjesyon (%)

(400 x HE)

4.1.2 Gastroknemius Kasi

Kas dokularinda dejeneratif bulgular degerlendirildi ve skorlamalari yapildi.
Deneklerin dejeneratif histoloji skorlarinda ayri ayri aldiklari puanlar Tablo 4.1°de
Ozetlenmigtir. Dejeneratif histoloji skorlarinin en yiksek ¢iktigr grup kontrol grubu
olmustur. I/R dongusi sonrasi kontrol grubunda, enine cgizgilenmelerde kayiplar,
cekirdeklerin merkeze goclu, kas liflerinde ayrilma, bad doku artiglari ve
intersellller-interfasikiler 6dem ile inflamatuar hicre sayisinda (nétrofil — mast
hicre) artis dikkat gekicidir (Sekil 4.3.).

[-10, R-20 ve R-10 gruplarinda enine c¢izgilenme kayiplari, c¢ekirdegin
merkeze Qgog¢u, kas liflerinde ayrilma, intersellller-interfasikiler 6dem ve
inflamatuar hlcre sayisinda azalma olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir.
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Sekil 4.3. Gastroknemius Kasi HE Kesitleri
a) Kontrol grubu gekirdeklerin merkeze gocgi (®), kas liflerinde ayrilma (), 6dem (x)

ve degraniile mast hiicresi (%) (400 x HE)
b) Kontrol grubu kas liflerinde enine ¢izgi kaybi (#) (600 x HE)

Sekil 4.4. Gastroknemius Kasi HE Kesitleri
a) R-10 grubu hasar olmayan kas lifleri (200 x HE)

b) R-10 grubu kas liflerinde enine cizgilenmeler (V') (400 x HE)
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Tablo 4.1. Kontrol ve Deney Gruplarinin Kas Dokusundaki Dejeneratif Histoloji Skorlari

Enine
cizgilenme

kayiplari

Cekirdegin

merkeze gogl

Kas liflerinde

ayrilma

Odem

inflamatuar

hlicre sayisi

Ortalama

K1
K2
K3
K4
K5
K 6

1,70

i10 1
i10 2
i10 3
i10 4
i10 5
i10 6

N =~ O =~ a2 N O N A~ a a

R20
R20
R20
R20
R20
R20

=

R10
R10
R10
R10
R10
R10

o 0o~ WON PO OB~ WODN

= N = O O N =~ O =~ 2 NN N =~ N =~ O =~ O N NN WD -~

=2 N 2, O O N A aaa a a

S A A A A N, 0NN A

= N =2 2 A N O O N W =~ WODNNDNDNMNDN =2 2NN O W -

O O O »~ ~ O O =~ N O ~ O A A~ A O ~ O O N DN -~ DN

0,97
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Tablo 4.2. Kas Dokusundaki Dejeneratif Histoloji Skorlarinin Karsilastirmah Dagilimi
Kontrol grubu ile I-10, R-20 ve R-10 gruplari karsilastirildiginda histoloji skorlarinda

azalma olmasina kargin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,061).

3-
B Kontrol
o 1-10

2+ B R-20
B R-10

Inflamasyon skoru

Kontrol 1-10 R-20 R-10

Sekil 4.5. Gastroknemius Kasi HE Kesitleri

Kontol ve deney gruplarinin gastroknemius kas HE kesitlerinde kesit dahilinde
konjesyon disinda damar endotel hiicrelerinde belirgin bir degisiklik gézlenmedi.

a) Kontrol grubu kas dokusunda inflamasyon (x) ve damarlarda konjesyon (%) (x200)

b) R-20 grubu kas dokusunda konjesyone damarlar, nétrofiller ve degranile mast
hicreleri (400 x HE)
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4.1.3 Siyatik Sinir

Siyatik sinir histopatolojik incelemelerinde; kontrol grubunda miyelin kilifta
sisme, belirgin vakuolizasyon ve yogun mast hucre degranulasyonu izlendi. |-10,
R-20 ve R-10 deney gruplarinda kontrol grubuna gdre daha az miyelin kilifta
sisme ve vakuolizasyon mevcuttu. Ozellikle bu azalma R-10 grubunda daha
belirgindi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda R-20 ve R-10 deney gruplarinda
¢ok az mast hicre degrantlasyonu izlendi.

Sekil 4.6. Siyatik Sinir HE Kesitleri

a) Kontrol grubu sinir dokusunda ddem ve vakuolizasyon (mast hlcresi) (400 x HE)

b) Kontrol grubu sinir dokusunda 6dem ve vakuolizasyon (mast hucresi) (600 x HE)
¢) R-10 grubu miminal hasar izlenen sinir dokusu (400 x HE)

d) R-10 grubu miminal hasar izlenen sinir dokusu (600 x HE)
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4.1.4 Deri

Kontrol ve deney gruplarinda mast hicre degranilasyonu disinda belirgin
bir degisiklik gozlenmedi. Kontrol grubunda yogun mast hiicre degranilasyonu
izlenirken Ozellikle R-20 ve R-10 deney gruplarinda mast hicre
degranulasyonunun belirgin azaldi§i gézlendi. Histolojik kesitlerin gogunda erken

dénem inflamasyon bulgusu olarak vaskuler konjesyon mevcuttu.

Sekil 4.7. Deri HE Kesitleri

a) Subkutan dokuda degraniile mast hiicreleri, damarlarda konjesyon (100 x HE)

b) Subkutan dokuda degranile mast hiicreleri, damarlarda konjesyon (400 x HE)

4.2 DOKUDA APOPITOZ ORANLARI

Apopitotik hlcrelerde olmasi beklenen DNA kiriklari TUNEL yontemiyle
saptandi. Saglikh cekirdeklerde TUNEL isaretlenmesi izlenmezken, kirikk DNA
uclari apopitotik hucrelere 6zgu c¢ekirdek morfolojisiyle uyumlu bir gérinim
sergiledi. TUNEL-pozitif boyanan hucrelerin total hiicre sayisina orani % olarak
hesaplandi.
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4.2.1 Femoral Arter

Kontrol grubuna gore reperfiuzyondan once C1 INH uygulanan gruplarda
(R-20 ve R-10) apopitotik hlcre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma

goruldu (p=0,050). Bu azalma en ¢ok R-10 grubunda izlendi.

Sekil 4.8. Kontrol grubu femoral arter hiicrelerinde yogun miktarda apopitoz izlendi. Apopitotik

hacrelere ait ¢cekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen bitin hiicre

cekirdekleri mavi renkte gorinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.9. 1-10 grubu femoral arter hiicrelerinde yogun miktarda apopitoz izlendi. Apopitotik
hicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen bitin hicre

cekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi (40 x).

Sekil 4.10. R-20 grubu femoral arter hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi. Apopitotik

hicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen bitlin hiicre

cekirdekleri mavi renkte gorinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.11. R-10 grubu femoral arter hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi. Apopitotik

hicrelere ait ¢gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen bitin hiicre

cekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi (40 x).

Tablo 4.3. Femoral Arter Hlcrelerinde Apopitoz Indeks Degerlerinin Kargilastirmali Dagilimi
Reperfizyondan énce C1 INH uygulanan gruplarda (R-20 ve R-10) apopitotik hiicre

sayisinda anlamli azalma izlendi (p=0,050).

100~
B Kontrol
1 1-10
M R-20
B R-10

% apopitoz
(3]
(=
[ ]

- —

Kontrol 1-10 R-20 R-10
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4.2.2 Gastroknemius Kasi

Kontrol grubuna gore reperfizyondan once C1 INH uygulanan gruplarda
(R-20 ve R-10) apopitotik hlcre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma

goruldu (p=0,003). Reperfuzyondan 10 dakika énce C1 INH verilen grupta en az

apopitoz izlendi.

Sekil 4.12. Kontrol grubu gastroknemius kas hucrelerinde yogun miktarda apopitoz izlendi.
Apopitotik hicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, kargilik gelen batin

hiicre ¢ekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.13. 1-10 grubu gastroknemius kas hiicrelerinde kontrol grubuna gére daha az apopitoz
izlendi. Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen

batin hicre gekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi (40 x).

Sekil 4.14. R-20 grubu gastroknemius kas hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi.

Apopitotik hiicrelere ait ¢cekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hicre ¢ekirdekleri mavi renkte gorinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.15. R-10 grubu gastroknemius kas hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi.

Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hicre gekirdekleri mavi renkte gérinum sergiledi (40 x).

Tablo 4.4. Gastroknemius Kas Hucrelerinde Apopitoz Indeks Degerlerinin Karsilagstirmali Dagilimi
Reperfiizyondan énce C1 INH uygulanan gruplarda (R-20 ve R-10) apopitotik hicre

sayisinda anlamli azalma izlendi (p=0,003).

100+
B Kontrol
| 1-10
M R-20
B R-10

% apopitoz
3
[ |

L

Kontrol 1-10 R-20 R-10
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4.2.3 Siyatik Sinir

Kontrol grubuna gore reperfiuzyondan once C1 INH uygulanan gruplarda
(R-20 ve R-10) apopitotik hlcre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma

gorildu (p=0,041). Bu azalma en ¢ok R-10 grubunda izlendi.

Sekil 4.16. Kontrol grubu siyatik sinir hiicrelerinde yogun miktarda apopitoz izlendi.

Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hicre ¢ekirdekleri mavi renkte gériinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.17. 1-10 grubu siyatik sinir hicrelerinde kontrol grubuna gére daha az apopitoz izlendi.
Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hicre gekirdekleri mavi renkte gérunum sergiledi (40 x).

Sekil 4.18. R-20 grubu siyatik sinir hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi.

Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen buttn

hlcre ¢ekirdekleri mavi renkte gorinim sergiledi (40 x).
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Sekil 4.19. R-10 Grubu siyatik sinir hiicrelerinde az miktarda apopitoz izlendi.

Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen buttn

hicre gekirdekleri mavi renkte gérinum sergiledi (40 x).

Tablo 4.5. Siyatik Sinir Hlcrelerinde Apopitoz Indeks Degerlerinin Kargilagtirmali Dagilimi

% apopitoz

Reperflizyondan 6nce C1 INH uygulanan gruplarda (R-20 ve R-10) apopitotik hiicre

sayisinda anlamh azalma izlendi (p=0,041).

100+
B Kontrol
1-10
M R-20
B R-10

(34
(=]
]

Kontrol 1-10 R-20 R-10
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4.2.4 Deri

C1 INH uygulanan deney gruplarinin hepsinde apopitotik hucre sayilari
kontrol grubuyla benzerdi. Gruplar arasinda apopitotik hlcre sayisi agisindan

anlaml fark izlenmedi (p=0,247).

Sekil 4.20. Kontrol Grubu Deri Hiicrelerinde TUNEL isaretlemeleri (40 x)

Apopitotik hucrelere ait gcekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin hicre

cekirdekleri mavi renkte gorinum sergiledi.
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SEKIL 4.21 1-10 Grubu Deri Hiicrelerinde TUNEL Isaretlemeleri (20 x)
Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hlcre gekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi.

Sekil 4.22. R-20 Grubu Deri Hiicrelerinde TUNEL Isaretlemeleri (40 x)
Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hlcre ¢ekirdekleri mavi renkte goériinim sergiledi.
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Sekil 4.23. R-10 Grubu Deri Hiicrelerinde TUNEL isaretlemeleri (40 x)
Apopitotik hiicrelere ait gekirdekler TUNEL boyama ile yesil, karsilik gelen butin

hlcre gekirdekleri mavi renkte gérinim sergiledi.

Tablo 4.6. Deride Apopitoz Indeks Degerlerinin Kargilastirmali Dagilimi

Gruplar arasinda apopitotik hiicre sayisi agisindan anlamli fark izlenmedi (p=0,247).

100~
B Kontrol
1 1-10
B R-20
B R-10

% apopitoz
(3]
o
[

Kontrol 1-10 R-20 R-10
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4.3 DOKU MALONDIALDEHIT (MDA) DUZEYLERI

Lipit peroksidasyonu son drunu olan MDA duzeyleri kontrol ve deney
gruplan arasinda karsilastirildiinda femoral arter, gastroknemius kasi, siyatik

sinir ve deride anlamli azalma gorulmemigtir.

Tablo 4.7. Femoral Arter MDA Duzeylerinin Karsilastirmali Dagilimi

Kontrol ve deney gruplari arasinda MDA dtizeyleri agisindan anlamli fark izlenmedi

(p=0,679).
200+ —_
B Kontrol
150+ . N 1-10
B R-20

100= - R-10

MDA diizeyleri

50+

Kontrol 1-10 R-20 R-10
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Tablo 4.8. Gastroknemius Kasi MDA Duzeylerinin Karsilagtirmali Dagilimi

Kontrol ve deney gruplari arasinda MDA duzeyleri agisindan anlamli fark izlenmedi

(p=0,129).

50-

B Kontrol

N M - 10
Y B R-20
N 30+
3 B R-10
< 201
s

10+

0-

Kontrol 1-10 R-20 R-10

Tablo 4.9. Siyatik Sinir MDA Dizeylerinin Karsilastirmal Dagilimi
Kontrol ve deney gruplari arasinda MDA diizeyleri agisindan anlamli fark izlenmedi

(p=0,092).
500-
Bl Kontrol
_, i B 1-10
> -
N 300+ - =)
3 B R-10
< 200-
=
100-
0=

Kontrol  1-10 R-20 R-10
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Tablo 4.10. Deri MDA Duzeylerinin Karsilastirmali Dagilimi
Kontrol ve deney gruplari arasinda MDA dizeyleri agisindan anlamli azalma
izlenmedi (p=0,030).

100~
B Kontrol
o 1-10

B R-20
B R-10

MDA duzeyi
3
[

Kontrol  1-10 R-20 R-10
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5 TARTISMA

Normal kosullarda, hucreler biyokimyasal iglemlerini dengeleyerek
yasamlarini dizenler. Herhangi bir sebeple iskemi ve ardindan reperfiizyona
etken kalan hucrelerdeki savunma islevleri yetersiz kalir. Kan akimindaki azalma,
etkilenen dokularda molekuler ve vyapisal degisikliklere yol agar. Ardindan
reperflizyon ise kompleks bir inflamatuar yaniti tetikler (16, 41). Bu inflamatuar
yanit doku/organ duyarliiyinda artisa ve sonugta htcre yikimina neden olur. Bu
yikima neden olan faktorler; endotel hicre yaralanmasi, I6kosit migrasyon ve
aktivasyonu, serbest oksijen radikalleri, mikrosirkilasyondaki duzensizlikler,
kompleman ve koagulasyon sistemlerinin aktivasyonu olarak 6zetlenebilir (15,
27). Ayrica I/R yaralanmasina etken kalmis ekstremitelere siklikla karaciger,
akciger, bobrek ve ince badirsagl da etkileyen uzak organ hasari eslik eder. Bu
uzak organ hasarindan da sistemik inflamatuar yanit sorumludur (16, 42). TiUm bu
birbiri ile iligkili olaylarin karmasikhgi aslinda iskemi ve reperfuzyona bagli yikimi

engelleyecek tek bir ilag bulmanin ne kadar zor oldugunu gostermektedir.

Gouverneur ve ark. hemostaz durumunda, kan damarlarinin i¢ yuzeyini
doseyen endotelin  antikoagulan ve antiinflamatuar bir ortam sagladigini
gOstermigtir (43). Mulivor ve Rehm ise bu dengenin siki bir ag yapisina sahip
negatif yuklu proteoglikanlarin olusturdugu glikokaliks ile surduruldugunu
bildirmistir. Ancak iskemi durumunda ilk olarak kapiller endotel hicreleri etkilenir
ve glikokaliks kismi olarak zarar gorur (44, 45). Mulivor ve ark. bu yaralanmanin
antiinflamatuar ve antikoagulan durumu proinflamatuar ve prokoagulatuar bir
surece donusturdugunu ve lokositlerin endotel ile etkilesimlerinin kolaylastigini
gOstermigtir (46).

Doku iskemisi sonrasi trombositler, endotel hlcreleri ve |okositlerden
salinan kemotaktik sinyaller; I0kosit aktivasyonu, kemotaksis ve lokosit-endotel
hicre adhezyonuna yol acgar (24). Dolasimda serbest dolasan nétrofiller aktive

olduklarinda, iskemik doku endoteline yapisarak interstisyel alana gecger.
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PMNL'’ler, sitotoksik enzimler ve serbest oksijen radikalleri Uretir. Ayrica
salgiladiklari sitokinlerle ortama daha c¢ok I6kosit ¢ceker (15). Breda ve ark.
I6kositten yoksun hayvanlarda yaptiklari ¢calismalarda reperflizyona bagh yikimda

ciddi azalma oldugunu géstermislerdir (47).

Serbest oksijen radikalleri reperflizyona bagl yikimin ilerlemesinde dnemli
rol oynar (28). Wang ve ark. arter duvarinda yaptiklari ¢alismada slperoksit
Uretiminin reperfizyonun ilk 5 dakikasinda pik yaptigini ve reperfizyondan 60
dakika sonra superoksit uretiminin tekrar bazal duzeye dustugunu gostermistir
(48). Arato ve ark. da alt ekstremite revaskullerizasyonu sonrasi erken
reperflizyon déneminde SOR’lerinin ciddi olarak arttigini bildirmistir (49). SOR’leri
potent oksitleyici ve redikte edici ajanlar olduklari igin lipit peroksidasyonu ile
direkt hicre membranina zarar verirler (28, 30). Ayrica eikozanoidlerin Uretimini

tetikleyerek 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisini saglarlar (30).

Hipoksik endotelde biriken antikorlar ve doku reperflUzyonuyla beraber
nekrotik dokulardan salinan intraselliler bilesenler kompleman sistem
aktivasyonuna yol acar (31). Aktive olan kompleman sistemi potent
anafilotoksinlerin Uretimi ile htcre yuzeyinde porlar olusturur ve sonugta hicrenin
lizisine neden olur (20). Dogal antikorlar kompleman sistemini C1q ile klasik
yoldan ya da MBL'e baglanarak lektin yolundan aktive eder (1, 2).
Gastrointestinal sistem ve iskelet kasi calismalari, iskemik dokuda klasik yol
aktivasyonuna yol agan Ig M igin 6zgun baglanma bdlgeleri oldugunu gostermistir
(3, 50). Ancak I/R’daki kompleman aktivasyonundan Ig M, MBL veya C1g’nun mu
sorumlu oldugu halen tartismalidir. Son yapilan c¢alismalar Ig M’in 6ncelikle
iskemik dokuda olusan neo-epitopa sonrasinda da MBL’e baglanarak kompleman
sistem aktivasyonuna yol actigini distindirmektedir (51, 52). I/R yaralanmasinda
dogal antikorlarin ve kompleman sisteminin rolu iyi anlasiimis olmasina ragmen
Duehrkop ve ark. koagulasyon ve kinin sisteminin de olusan yikimda esit neme

sahip oldugunu gostermistir (3, 53).
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Kompleman sistem inhibisyonu i¢in hem tim sistemi baskilayan hem de
spesifik yollarin komponentlerini inhibe eden bir¢ok ilag denenmistir. Ancak ¢ok
az anti-kompleman tedavi klinik kullanim icin onay almistir. ilk calismalarda kobra
venom faktord kompleman etkisini azaltmak icin kullaniimis fakat immunojenik
yanit olusturmasindan dolayi klinik uygulamaya girememistir. Spesifik kompleman
inhibisyonu icin de kompleman reseptér tip 1 (sCRI) kullaniimigtir. Birgok
calismada etkili oldugu gosteriise de klinikk uygulamada beklentiyi

karsilayamamistir (31).

C1 INH, serin proteaz inhibitor ailesinden olup kompleman sisteminde C1r,
C1s ve MASP2yi; koagulasyon sisteminde kallikrein, Faktor 11 ve 12'yi;
fibrinolitik sistemde tPA ve plazmini inhibe ederek etki eder (40). Dolayisiyla
sadece kompleman sistemi Uzerinde degdil ayni zamanda koagtulasyon ve kinin
sistemlerinde de etki etmektedir. C1 INH kompleman klasik yolundaki inhibitor
etkisini; intakt C1’in proenzimatik C1r ve C1s’ine reversible olarak baglanmasi
sonucu otoaktivasyonunu oOnleyerek ya da aktive Clr ve Cls baglanmasi ile
C1qg’dan ayirarak gosterir (4). Purifiye insan C1 INHG yillardir herediter

anjioddemin atak tedavisi i¢in kullaniimaktadir (40).

LiteratUr taramalarinda C1 INH’nUn I/R yaralanmasi Uzerine olan etkisi ile
ilgili galismalar kisithdir. Yapilan deneysel c¢alismalarda C1 INH'nan farkli
dokularda olumlu etkileri gosterilmigtir. C1 INH'nun bu olumlu etkileri Tablo
5.1."de galismamizdaki bulgularla kargilastirmali olarak 6zetlenmigtir. Buerke ve
ark. miyokardiyal I/R galismalarinda nekroz alaninda ve noétrofil infiltrasyonunda
azalma, kardiyak kontraktilitede artis gozlemlemiglerdir (7, 54). Horstick ve ark.
domuzlarda, Lu ve ark. ise ratlarda yaptiklari ¢alismalarda C1 INH'nin plazma
keratin kinaz ve troponin T duzeylerinde dususe neden oldugunu ve oOnceki
calismalara benzer kardiyoprotektif etkilerini saptamiglardir (8, 10, 55). iskelet
kasi calismalarinda da kreatin kinaz duzeylerinde dusme, kas kontraktilitesinde
artis, apopitozda ve lokal édemde azalma olmasi C1 INH'ndn yikimin
azaltiimasindaki olumlu etkilerini gostermistir (56-58). Elde edilen bu basarili
sonuglar nedeniyle de miyokard infarktisli ve sepsis gibi gesitli hastaliklarin

insanlar Uzerindeki ¢calismalarina baslanmistir (6-10).
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Tablo 5.1. C1 INH’'nun Farkh Dokulardaki Etkisinin Literatirle Karsilastirmali Degerlendirilmesi

Iv: intravendz, 1/10: iskemiden 10 dakika dnce, R/20: reperflizyondan 20 dakika dnce,

R/10: reperflizyondan 10 dakika 6nce, I: iskemi, R: reperfiizyon

DOKU C1INH ETKISI YAYIN
e Endotel hasarinda
15 mg/kg . Buerke
Kalp Kasi ) e Notrofil infiltrasyonunda @)
iv
(kedi) - * Nekroz alaninda
R - 10 dak 6nce 1995
e Kardiyak kontraktilitede *
Buerke
10-50-100 1U/kg o
Kalp Kasi ) e Notrofil infiltrasyonunda (54)
iv
(rat) 5 » Nekroz alaninda 1998
R - 2 dak 6nce
* Nekroz alaninda
20 1U/kg Horstick
Kalp Kasi e Plazma kreatin kinaz
intrakardiyak (8)
(domuz) e Plazma troponin T
R beraber 5 dak 1997
* Kardiyak kontraktilitede *
* Nekroz alaninda
* Plazma kreatin kinaz :
40-100-200 1U/kg Horstick
Kalp Kasi ; e Plazma troponin T (10)
iv
(domuz) S (S
R - 5-10 dak 6nce 2001
v" 100 IU > yararl etki yok
v' 200 IU > yan etki +
koagulasyon problemleri
* Endotel hiicre apopitozunda
40 1U/kg Fu
Kalp Kasi i *  Notrofil infiltrasyonunda (59)
iv
(rat) , . + Nekroz alaninda
iskemiden 6nce 2006

e Kardiyak fonksiyonlarda *
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Tablo 5.1.(devam)

Degerlendiriimesi

C1 INHnin Farkli

Dokulardaki

Etkisinin Literatlrle Kargilagtirmali

Iv: intravendz, 1/10: iskemiden 10 dakika dnce, R/20: reperflizyondan

20 dakika 6nce, R/10: reperflizyondan 10 dakika 6nce, |: iskemi, R: reperfiizyon

DOKU C1INH ETKISI YAYIN
0.4 1U/gr . Lu
Kalp Kasi e Notrofil birikiminde
iv (55)
(fare) . ¢ Nekroz alaninda
R - 5 dak 6nce 2013
e Plazma troponin |
: 1000 IU/kg Nielsen
Iskelet Kasi
intraperitoneal (56)
(fare) B e Plazma kreatin kinaz
iskemiden 6nce 2002
; Toomayan
Iskelet Kasi 100 IU/kg (57)
(rat) iv ¢ Kas kontraktilitesinde ?
2003
R - 10 dak 6nce
. 50 1U/kg * Apopitozda Duehrkop
Iskelet Kasi )
iv + Lokal 6dem (58)
(rat)
iskemiden 6nce 2013
e Kas yasayabilirligi *
) 100 1U/kg L Lehmann
Karaciger ) * Lokositlerin endotele yapismasinda (60)
iv
(rat) } + Endotel hasarinda
R - 1 dak 6nce 2000
e Plazma AST, ALT
Preiskemik grupta;
100-200-400 U/kg -
. Heijnen
Karaciger iv
. ) e Plazma ALT ¢ (61)
(rat) | - 5 dak 6nce
2006
R - 5 dak 6nce
e Safra sekresyonunda *
] 50 IU/kg Akita
Beyin
(rat) iv e Notrofil infiltrasyonunda (62)
ra
R-hemenonce |+ Nekroz alaninda l 2003
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Tablo 5.1. (devam)

Degerlendiriimesi

C1 INH'niGn Farkh

Iv: intravendz, 1/10: iskemiden 10 dakika dnce, R/20: reperflizyondan

Dokulardaki Etkisinin Literatirle Karsilastirmali

20 dakika 6nce, R/10: reperfizyondan 10 dakika 6nce, I: iskemi, R: reperfiizyon

DOKU C1INH ETKISI YAYIN
] De Simoni
Beyin 151U
) Nekroz alaninda (63)
(fare) iv
. Noroloijik defisitte 2003
| - 5 dak sonra
_ 15U Storini
Beyin Proinflamatuar sitokin gen
iv (64)
(fare) ekspresyonunda
iskemi basinda 2005
Apopitozda
) 7,5-15 1U (fare) Heydnreih
Beyin
20 IU/kg (rat) Inflamasyonda (65)
(fare/rat) )
1% Nekroz alaniinda 2012
iskemi sonrasi
Mikrosirkulatuar perfliizyonu
. 100-200 IU/kg Lauterbach
Incebarsak koruma
iv (66)
(rat) ) Lokositlerin endotele
R - hemen 6nce 2007
yapismasinda
Metabolik asidoz
500 IU/kg L ] . Castellano
Bobrek ) Tubdler epitel hiicre 67)
iv
(domuz) . apopitozunda
R - 5 dak 6nce 2010
Tubller hasarda
100 IU/kg R/20 ve R/10 gruplarinda;
. Damar intraperitoneal Turagl
Iskelet Kasi | - 10 dak 6nce Apopitozda Karagiiven
Periferik Sinir R - 20 dak 6nce Kas dejeneratif bulgularinda v ik
(rat) R - 10 dak 6nce
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Lehmann ve Heijnen rat karaciger I/R ¢alismalarinda C1 INH uygulamalari
ile karaciger fonksiyonlarinda dizelme ve endotel hasarinda azalma oldugunu
saptamistir (60, 61). Akita ve ark. serebral I/R’'da C1 INH'nin inflamasyonu
azalttigini ve nekroz alaninda azalmaya yol acgtigini gdstermistir (62). Daha
sonraki calismalarda da benzer noéroprotektif etkiler izlenmistir (63-65). C1
INH'nin basarili sonuclari ince barsak ve boébrek I/R modellerinde de
gosterilmistir (66, 67). Ancak periferik sinir ve cilt I/R hasari Gzerine etkileri daha
once hi¢ arastiriilmamistir. Calismamizda rat periferik I/R modelinde C1 INH’'ndn
ayni ekstremitedeki damar endoteli, iskelet kasi, periferik sinir ve ciltteki lokal
doku yikimina etkilerini inceledik. Dokularda dejeneratif histoloji bulgularini,

apopitoz oranlarini ve MDA duzeylerini degerlendirdik.

iskemi / reperfiizyon calismalarinda, reperfiizyonla beraber hiicrelerde
SOR’nin 6nemli derecede arttigi gosterilmistir (48, 49). Artan SOR’nin en dnemli
hedef yapilarindan biri lipitlerdir. Dokuda lipit peroksidasyonunun gostergesi
olarak en sik kullanilan belirte¢ MDA seviyesinin dl¢ulmesidir. MDA seviyesindeki
yukselme, lipit peroksidasyonunun yiiksek oldugunu ve dolayisiyla hucre yikimini
gOstermektedir (38, 39). Calismamizda damar endoteli, iskelet kasi, periferik sinir
ve deride MDA enzim aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunmamigtir. Literaturde C1 INH uygulamasi sonrasi dokulardaki MDA
dizeylerini karsilastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle g¢alismamiz
C1 INH'nun oksidatif yikima etkisini gosteren ilk ¢calismadir. Fakat elde edilen
veriler damar endotelinde, iskelet kasinda, periferik sinirde ve deride oksidatif

yikimi azaltmada etkisinin olmadigini gostermektedir.

Calismamizda ratlardan alinan dokularla hazirlanan preparatlar 1gik
mikroskobu altinda incelendi. Tum gruplarda damar endotel hucrelerinde belirgin
hidropik dejenerasyonlar izlendi. Kas dokusu degerlendirmelerinde histopatolojik
skorlama yapildi. Skorlamada kesitlerde enine ¢izgilenme kayiplari, hucre
cekirdeginin merkeze gocu, kas liflerinde ayrilma, interselliler-interfasikiler 6dem
ve inflamatuar hicre sayisi degerlendirildi. Dejeneratif histoloji skorlari en yiksek
kontrol grubunda c¢ikti. 1-10, R-20 ve R-10 gruplart kontrol grubu ile

karsilastirildiginda histoloji skorlarinda azalma olmasina karsin aradaki fark
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istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Fakat incelemelerde 6zellikle R-20 ve R-10
gruplarinda inflamasyon bulgularinin azalmasi iskelet kas dokusunda C1 INH'nin
antiinflamatuar etkisi oldugunu dudstndirdid. Siyatik sinir  histopatolojik
incelemelerinde; kontrol grubunda miyelin kilifta sisme, belirgin vakuolizasyon ve
yogun mast hicre degranulasyonu izlenmesine ragmen 0Ozellikle R-10 grubunda
daha az miyelin kilifta sisme, vakuolizasyon ve mast hiicre degranilasyonu
izlenmesi, C1 INH'nln olumlu etkisi olarak yorumlandi. Deride gruplar arasinda
belirgin bir degisiklik gbzlenmedi. inceleme sirasinda preparatlarda seyrek nekroz

alanlari goruldu.

Son yillarda yapilan c¢alismalar, bilinenin aksine nekrozun iskemi ve
reperflizyon sonucu olugsan hicre 6liumunden tek basina sorumlu olmadigini ve
hlcreyi 6liume goéturen surecte ilk olarak apopitozun rol oynadigini goéstermistir
(68, 69). Wang ve ark. rat grasilis kasinda uzamis iskemi sonrasi reperflizyonun
sadece nekroza neden olmadigini ayni zamanda apopitozu da hizlandirdigini
bildirmistir (70). Bir baska c¢alismada I/R'nun iskelet kasinda neden oldugu
apopitoz ve nekrozdan, asil sorumlu olanin kan damarlarini déseyen endotel

hdcreleri oldugu 6ne surulmustar (71).

Mitokondriyal disfonksiyon iskemi ve reperfizyona bagli yikimin énemli
sonuglarindan biridir. Wang ve ark. reperfuzyonun membran potansiyelinde
depolarizasyona yol agtigini ve digs mitokondriyal membran rapturine bagl
sitokrom c’nin sitozolik kompartmana salinmasinin hdcre apopitozunu aktive
ettigini bildirmigtir (72). Apopitozu degerlendirmek igin birgok histokimyasal tetkik
vardir. TUNEL bu yontemlerden birisidir ve enzimatik olarak in-situ DNA
fragmantasyonunun tespitine olanak saglar. Fu ve ark. rat miyokard kasinda,
Duehrkop ve ark. ise rat iskelet kasinda iskemiden once verilen C1 INH’nln
anti-apopitotik etkisini TUNEL yontemiyle gostermiglerdir (71, 74). Ayrica domuz
bdbrek tubuler epitel hlcresinde ve rat beyin dokusunda da C1 INHnin

apopitozu azalttig bildirilmigstir (64, 67).
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Calismamizda C1 INH verilen gruplarda damar, iskelet kasi ve periferik
sinirde daha az apopitoz izlendi. Apopitoz indeksleri deney gruplari arasinda
karsilastinldiginda; C1 INH'nin reperflizyondan 6énce uygulandiginda hicre
olumiunde ciddi azalmaya yol ac¢tigi goruldi. Bu sonug ilacin apopitoz Uzerine
olumlu etkisini gostermektedir. Elde ettigimiz veriler Fu ve arkadaslarinin
C1 INHnin etkisini serin proteaz inhibitdér aktivitesinden bagimsiz direkt
anti-apopitotik aktivite ile gosterdikleri calismayi desteklemektedir. Bu ¢alismada
akut miyokard infarktlsu geciren ratlarda C1 INH’nln anti-apopitotik etkisini; Bcl-
2/Bax protein salinim oranini normale getirerek sitokrom c translokasyonunu,
caspase-3 ve sitokrom c bagimli caspase-9 aktivasyonunu inhibe ederek direkt
anti-apopitotik aktivite ile yaptigi gdsterilmistir (59). Dolayisiyla bu direkt anti-
apopitotik etki C1 INH’ntiin galismamizdaki MDA dizeylerine ve oksidatif yikim

uzerine etkilerinde anlamli fark olmamasini da agiklamaktadir.

C1 INH’nUn etkin dozu tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda diger
calismalara benzer olarak 100 IU/kg C1 INH uygulanmistir (Tablo 5.1.). Ancak
uygulama kolayligi nedeniyle intraperitoneal yol secilmistir. Ratlarda 100 1U/kg iv.
uygulanan calismalarda; Buerke ve ark. miyokardiyal I/R hasarinin azaldigini,
Toomayan ve ark. iskelet kasinda kontraktil fonksiyonlarda artis oldugunu,
Lehmann ve Lauterbach ise I6kositlerin endotele yapismasinda azalma oldugunu
gostermiglerdir. Oysa ki Horstick ve arkadaslarinin domuzlar Uzerindeki
calismalarinda dusuk doz (20-40 1U/kg) C1 INH uygulamalari kardiyoprotektif
etkiler gosterirken yuksek doz (200 IU/kg) uygulamalar énemli yan etkilere ve
koagulasyon problemlerine yol agmigtir (8, 10). Tersine Nielsen ve ark. farelerde
1000 IU/kg i.p C1 INH uygulamalarina karsin yan etki izlememistir (56). Klinik
uygulamalarda ise Horstick ve ark. kalp cerrahisi geciren yenidogan bebeklere
500 1U/kg C1 INH uygulamiglar ve énemli ven trombozlariyla kargilagsmiglardir
(10). En basarili klinik etkiyi ise De Zwann ve ark. akut miyokard enfarktuslu
hastalarda 50-100 IU/kg baslangi¢ dozunu izleyen 48 saatlik 1.25-2 IU/kg/saat iv.
inflzyon ile saglamistir (73). Her ne kadar tirler, calisma modelleri ve C1 INH
uygulanis yoluna bagl farkhliklar olsa da optimal C1 INH dozu ve verilis yolunun

belirlenmesi icin farkh ¢alismalara gereksinim vardir.
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6 SONUCLAR

iskemi ve reperfiizyona etken kalmis ekstremitede C1 esteraz

inhibitdrinin apopitoz ve oksidatif yikim tzerine olan roliinu ve tedavideki etkisini

arastirdigimiz gcalismamizdan elde edilen sonuglar sunlardir:

v

C1 INH’nln; noétrofillerin sebep oldugu lipit peroksidasyonu ve bunun

sonucunda olusan oksidatif yikimi engellemedigi goralmustur.

C1 INH’nln; deride hem oksidatif yikimin azaltilmasinda hem de apopitotik

hidcre 6limunin baskilanmasinda etkisi olmamistir.

Ekstremite I/R hasarinda temel hucre oOlum yolunun sadece nekroz
olmadigi, apopitozun da hasar olusumunda ¢ok ©Onemli roli oldugu

gOsterilmigtir.

iskemik hasar olugstuktan sonra reperfiizyon éncesi C1 INH'( uygulamasi

damar, iskelet kasi ve periferik sinirde yikimi anlamli élgude azaltmistir.
Iskelet kas dokusunda C1 INH'U antiinflamatuar etki géstermistir.

Ozellikle reperfiizyondan énce C1 INH'G uygulamasi; damar, iskelet kasi

ve periferik sinirde apopitotik hticre dlumuna belirgin baskilamistir.

Elde ettigimiz bulgular C1 INH'nun, I/R'a karsi damar, iskelet kasi ve

periferik sinirdeki koruyucu etkisini serin proteaz inhibitor aktivitesinden bagimsiz,

direkt anti-apopitotik aktivite ile gdsterdigini desteklemektedir. iskemi ve

reperfizyona bagli ekstremite hasarinin azaltilmasinda C1 INH’ndn etkili oldugu

sonucuna varilmistir. Her ne kadar turler, galisma modelleri ve C1 INH uygulanis

yoluna bagli farkhliklar olsa da optimal C1 INH dozu ve verilis yolunun

belirlenmesi icin farkh calismalara gereksinim vardir.
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7 OZET

C1 ESTERAZ iNHIBITORU'NUN EKSTREMITEDE ISKEMI / REPERFUZYON
HASARI UZERINDEKI ETKISI

Girig: Iskemi / reperfiizyona (I/R) bagli doku yikimi klinikte sikca
karsilasilan, yuksek morbidite ve mortaliteyle seyreden bir durumdur. Kan
akimindaki azalma etkilenen dokularda molekuler ve yapisal degisikliklere yol
acar. Ardindan reperfizyon ise kompleks bir inflamatuar yaniti tetikler.
Kompleman sisteminin bu inflamatuar sitrecin baslamasinda dnemli rol oynadigi
dusundlmektedir. Calismamizda kompleman klasik yolunun major inhibitéri olan
C1 esteraz inhibitorinin (C1 INH) alt ekstremite I/R hasarinda damar endoteli,
iskelet kasi, periferik sinir ve derideki lokal doku hasarini dnlemedeki etkilerini

arastirdik.

Materyal ve Metod: Yirmi dort adet Wistar-Albino rat rastgele ve esit
sayida (n=6) dort gruba ayrildi. Ratlarin sol alt ekstremitelerine turnike ile 3 saat
iskemi ve ardindan 3 saat reperfuzyon uygulandi. Kontrol grubunda sadece I/R
hasari gerceklestirilirken deney gruplarina sirasiyla iskemiden 10 dakika once
(I-10), reperfuzyondan 20 dakika once (R-20) veya reperfuzyondan 10 dakika
once (R-10) 100 IU/kg C1 INH intraperitoneal olarak verildi. Deney sonunda tum
ratlar sakrifiye edilerek femoral arter, gastroknemius kasi, siyatik sinir ve deriden
doku ornekleri alindi. Doku o6rneklerinde MDA duzeyleri ol¢ildu, histopatolojik
incelemeler yapildi ve TUNEL testi ile immunfloresan mikroskobunda apopitotik

hdcre olumu degerlendirildi.

Bulgular: Damar endoteli, iskelet kasi, periferik sinir ve deride MDA enzim
aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Tim gruplarda
damar endotel hucrelerinde hidropik dejenerasyonlar izlendi. Kontrol grubu ile |-
10, R-20 ve R-10 gruplarn karsilastirildiginda iskelet kasi dejeneratif histoloji

skorlarinda azalma olmasina karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunmadi (p=0,061). Femoral arter, gastroknemius kasi ve siyatik sinirde
reperfiuzyondan 6nce C1 INH uygulanan gruplarda (R-20 ve R-10) apopitotik
hicre sayisinda istatistiksel olarak anlaml azalma géruldi (p=0,050; p=0,003;
p=0,041). Deride gruplar arasinda apopitotik hicre sayisi acisindan anlaml fark
izlenmedi (p=0,247).

Sonug¢: Calismamizda C1 INH'nln; antioksidan etkisi saptanmamistir.
Ancak reperfizyondan 6nce C1 INH verilmesinin iskemi reperflizyona bagh
gelisen damar endoteli, iskelet kasi ve periferik sinir yikimini azalttigi ve en
onemlisi apopitozda koruyucu oldugu gosterilmistir. Elde ettigimiz bulgular CA1
INH’'ndn koruyucu etkisini serin proteaz inhibitdr aktivitesinden bagimsiz, direkt
anti-apopitotik  aktivite ile gosterdigini desteklemektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda C1 INH'nun periferik I/R hasarini 6nlemede etkin ve Klinik

uygulama igin umit verici oldugu dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-Reperflizyon Hasari, C1 Esteraz inhibitér,
C1-INH Protein
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8 SUMMARY

THE EFFECT OF C1 ESTERASE INHIBITOR ON ISCHEMIA / REPERFUSION
INJURY IN THE EXTREMITY

Introduction: Ischemia/reperfusion (I/R) injury which is frequently seen, is
characterized by high morbidity and mortality. Deprivation of blood supply leads
to molecular and structural changes in the affected tissue. A complex
inflammatory response is activated upon reperfusion. It is believed that
complement system has a significant role in triggering this inflammatory
response. In our study we tested the local effects of C1 esterase inhibitor (C1
INH), which is the main inhibitor of the complement classical pathway, on
vascular endothelium, skeletal muscle, peripheral nerve and skin for prevention of

lower extremity ischemia / reperfusion injury.

Material and method: Twent-four Wistar rats were divided into four
groups (n=6). Rats were subjected to 3 hour left hind limb ischemia by tourniquet
and following 3 hour reperfusion. In control group only I/R was performed
whereas in experimental groups 100 IU/kg C1 INH was administered
intraperitoneally 10 minutes before ischemia, 20 minutes before reperfusion or 10
minutes before reperfusion respectively. At the end of the experiments, rats were
sacrificed and tissue samples of femoral artery, gastrocnemius muscle, sciatic
nerve and skin were taken for subsequent analyses. In tissue samples MDA
levels were measured, histological assessments were carried out and in
immunfluorescence microscope apoptotic cell death was evaluated by TUNEL
assay.

Results: No inter-group differences were found for MDA enzyme activity in
vascular endothelium, skeletal muscle, peripheral nerve and skin. In all groups
hydropic degeneration was apparent in vascular endothelium. Although there was
a decrease in degenerative histological scores in skeletal muscle, there was

no statistical difference between control and experimental groups (p=0,061). C1
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INH treatment before reperfusion led to a significant reduction of apoptotic cells in
femoral artery, gastrocnemius muscle and sciatic nerve (p=0,050; p=0,003;

p=0,041). No difference was found for number of apoptotic cells in skin (p=0,247).

Conclusion: In our study no antioxidant effect of C1 INH was determined.
However C1 INH administration before reperfusion reduced vascular
endothelium, skeletal muscle, peripheral nerve damage caused by I/R and it was
shown that C1 INH is significantly protective against apoptosis. Our data supports
that C1 INH improves the outcome of I/R injury via anti-apoptotic activity
independent of its serine protease inhibitory activity. In conclusion, C1 INH is

effective to reduce peripheral I/R injury and might be a promising therapy.

Keywords: Ischemia-Reperfusion Injury, C1 Esterase Inhibitor, C1-INH

Protein
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