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OZET

Amag: Jejunal flep 6zofagus rekonstriiksiyonunda en sik kullanilan fleplerden biridir.
Ancak jejunum flebinin aktarimi sirasinda gorulen sicak iskemi ve devaminda
reperfuzyon hasarn flebin kullanimini kisittamaktadir. Cunkd jejunum vicutta
iskemiye en duyarll organlar arasindadir. Jejunal flep ile 0zofagus
rekonstruksiyonunun en sik gorulen komplikasyonlardan olan fistul olusumu ve
stenozun etiyolojisinde flebin maruz kaldigi iskemi-reperfizyon (I/R) hasari
gosterilmektedir. Bu galismada amag bir prostasiklin analogu olan iloprost ile iskemik
on-kosullandirma modalitelerinin I/R hasari Gzerine etkilerini arastirmak ve bu iki
modaliteyi kargilastirmakti.

Yontem: 34 adet Sprague-Dawley si¢can randomize olarak 5 gruba ayrildi. Orta hat
laparotomisi yapildi, Treitz ligametinin yaklasik 15 cm distalinde 5-7 cm uzunlugunda
jejunal bir segment besleyen damarlar ile jejunal flep seklinde hazirlandi. Sham
grubunda flep hazirlandiktan sonra biyopsiler alindi.Op Kontrol ve iskemik 6n-
kogullandirma (OK) grubuna SF, iloprost (ILO) ve iloprost+iskemik 6n-kogullandirma
(ILO+OK) grubunda 1 meg/kg iloprost iv bolus enjekte edildi. Jejunal flep pedikuilii
atravmatik mikrovaskuler klemp ile klemplendi ve 60 dakika iskemi, 2 saat
reperfuzyon uygulandi. Flep perfuzyonu lazer Doppler flowmetri ile degerlendirildi.
Bagirsak biyopsisi hemotoksilen ve eozin ile boyandi ve Chiu skorlama sistemi ile
degerlendirildi. Diger biyopsiler homojenize edildi ve spektrofotometrik yontemle
superoksit dismutaz (SOD) ve miyeloperoksidaz (MPO) enzimlerinin seviyesi tayin
edildi.

Bulgular: ILO, OK, ILO+OK gruplarinda mukozal hasarin kontrol grubuna gére daha
az oldugu ve mukozal perfuzyonunun post-iskemik donemde kontrole gore daha
yiksek degerlere ulastigi gorildi. (p<0.05) ILO grubunun histolojik skoru OK
grubundan daha iyidi. ILO, OK, ILO+OK gruplarinda antioksidan enzim SOD
miktarinin arttigi, inflamasyon parametresi olan MPO’nun azaldidi tespit edildi.
Sonug: iloprost ve iskemik 6n-kosullandirma jejunal flepte iskemi-reperfiizyon
sonrasi flep perfuzyonu arttirmis ve mukozal hasari azaltmistir. Bu galismadan elde
edilen olumlu sonuglar ileride iloprost ya da iskemik 6n-kogullandirma yontemlerinin

jejunal flebi iskemiye hazirlamada kullanimina zemin hazirlamaktadir.



ABSTRACT

Objective: Free jejunal flap is one of the most common used flaps for
esophageal reconstruction. However, ischemia-reperfusion (I/R) injury due to
warm ischemia seen during the transfer limits its use. Because jejunum is one
of the organs that are least tolerant to ischemia. I/R injury was pointed out in
the etiology of fistula formation and stenosis, which are among the most
commonly observed complications of esophageal reconstruction with free
jejunal flap. The goal of this study was to evaluate the effects of iloprost (a
synthetic prostacyclin analogue) and ischemic pre-conditioning on intestinal
I/R injury and to compare the effectiveness of these two modalities.

Method: 34 Sprague-Dawley rats were randomized into 5 groups. A midline
laparotomy performed and a 5-7 cm long jejunal segment 15 cm distal to the
Treitz ligament was isolated with its supplying vessels. Biopsies were taken in
the sham group after the jejunal flap was prepared. In the other groups, EJV
was cannulated through the neck incision. Before ischemia, 1 mcg/kg normal
saline or iloprost was injected as iv bolus in control, ischemic pre-conditioning
(PC) or iloprost (ILO), iloprost+ischemic pre-conditioning (ILO+PC) groups,
respectively. The vascular pedicle of jejunal flap was clamped for 60 min by an
atraumatic microvascular clamp. Following ischemia, the clamp was removed
and the flap was perfused for 2 hours. Flap perfusion was asseses by laser
doppler flowmetry. Intestinal tissue segments were stained with hematoxylin
and eosin and evaluated using Chiu scoring system. Other flap segments were
homogenized and assesses for superoxide dismutase (SOD) and
myeloperoxidase (MPO) levels via spectrophotometry.

Results: Animals in groups ILO, PC and ILO+PC following I/R injury had
significantly better post-ischemic recovery of mesenteric perfusion and
significantly less mucosal injury compared to the control group. The histologic
score of ILO group was better than PC. In treatment groups (ILO, PC, ILO+PC)
the levels of the antioxidant enzyme, SOD, were increased and that of MPO,

one of inflammatory markers, were reduced.



Conclusion: According to the results of this study, iloprost and ischemic pre-
conditioning increased the mucosal perfusion and reduced the mucosal injury
of jejunal flap following ischemia and reperfusion. lloprost or ischemic pre-
conditioning might be considered as a treatment strategy in the future to reduce

I/R injury of jejunal flaps.
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1 GIRIS VE AMAG

Jejunal flep 6zofagus rekonstriksiyonunda en sik kullanilan fleplerden biridir.
Her ne kadar jejunal flep ile rekonstriksiyon basarisinin ¢ok yuksek oldugu
bildirilmigse de, flep nekrozu, anastomoz sahasinda kagis, fistul olusumu, striktar
gibi ciddi komplikasyonlar hala gériilebilmektedir." Jejunum viicutta iskemiye en
duyarl organlar arasinda yer almaktadir. Jejunal flep ile 6zofagus rekonstruksiyonu
sonrasinda en sik gortlen komplikasyonlardan olan fistul olusumu ve stenozun
etiyolojisinde flebin maruz kaldi iskemi-reperfiizyon hasari gosterilmektedir.? Ince
badirsakta iskemi-reperflizyon(l/R) hasarini azaltmak icin bircok farmakolojik,
fiziksel ve kimyasal yontem denenmigtir. Bunlarin arasinda glutamin3, adenozin?,
fosfodiesteraz tip 3 inhibitorii*, glisin®, fenofibrat®, 6n kosullandirma?, art
kosullandirma’ sayilabilir. Jejunal fleplerde, iskemik &n kosullandirma ve art
kosullandirma fikri, sistemik ila¢g vermeden, lokal cerrahi bir manevra ile iskemi
reperfuzyon hasari olugsma penceresini uzattigi i¢in cazip bir segenek sunmaktadir.

iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda iskemi sirasinda olugan zararli
maddeler dolagima katilmakta, reaktif oksijen molekdllerinin (ROM) olusumuna ve
aktif notrofillerin hasar bolgesinde birikmesine yol agmaktadir. Endotel duvarina
yapisan notrofiller ise daha fazla ROM Uretimine ve proteolitik enzimler ile endotel
hasarina neden olmaktadir. I/R hasarini azaltan terapétik ajanlar reaktif oksijen
molekdillerini, pro-inflamatuar genlerin sinyal iletim yolaklarini hedef aimaktadir.® Bu
ajanlar arasinda, prostaglandin tlrevi olan prostaglandin E1 (PGE1) ve prostasiklin
(PGI2) dikkat cekicidir. Kardiyak I/R modelinde 6n kosullandirmanin ve
atorvastatinin kardiyoprotektif etkisinin siklooksijenaz-2/prostasiklin reseptori aksi

9,10

Uzerinden oldugu™™, sistemik PGE1 uygulamasinin intestinal I/R hasarini

azalttlglskaraciger transplantasyonu preklinik ve genis sayili klinik galigmalarda
prostasiklin uygulamasinin hepatoseliiler I/R hasarini azalttigi gésterilmistir'™'2.
Bu calismada amag sicanda jejunal flep modelinde sistemik prostasiklin
uygulamasinin ve iskemik On-kosullandirmanin flep perfizyonu ve iskemi
reperfuzyonu Uzerine etkisini arastirmak ve iskemi toleransini arttiran bu

modalitelerin etkinligini karsilastirmaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Jejunum Flebi

LiteratUrde bildirilen ilk serbest flep olma 6zelligini de tagiyan jejunal flep,
ilk kez Seidenberg ve arkadaslan tarafindan 1957 yilinda skuamo6z hucreli
karsinom nedeniyle faringo6zofajektomi gecirmis bir hastaya yapiimigtir.
Seidenberg, jejunal flebi klinik uygulamaya koymadan once melez kopekler
Uzerinde jejunal flep arastirmalarinda bulunmus, arastirmalarindan yola
cikarak ulastigi sonuglari ve jejunal flebin klinikte olan uygulamasini 1959
yilinda yayimlamistir.”® Bu makaleye gére jejunal flep yapilan hasta 5 giin
yasamis ancak ameliyatla iligskisiz serebrovaskuler bir olay nedeniyle
kaybedilmistir. Yapilan otopside jejunal flebin radyokontrast boya ile tum
damarlarinin acik oldugu ve 6zofajo-jejunal anastomozlarinin iyilesmig oldugu
not edilmistir.” Roberts ve Douglas, 1961 yilinda literatiiriin ikinci jejunal flebini
raporlamistir.’* Ayni yil Heibert ve Cummings, farenks-6zofagus bileskesinde
bir defekt icin vaskiilarize mide antrumunun kullanimini bildirdi.'®> 1980 yilinda
ise Sasaki ve ark. 7 hastalik vaka serilerinde jejunal flep kullanimini
yayinladilar.’®1980’lerin sonuna dogru ise jejunal flep ile ilgili daha biiyiik vaka
serileri yayimlandi. Ancak bu calismalarda mortalite, flep kaybi gibi ciddi
basarisizlik ve komplikasyon oranlari vardi. Coleman ve arkadaslari, 101
hasta Gzerinde yapilan 111 serbest jejunal flepte %5 mortalite, %13.5 flep
basarisizligi ve %33 fistll formasyonu biIdirmig,ti.17 Daha sonra bazi otorler,
O0zofagus rekonstruksiyonunda jejunal flep kullaniminin ciddi morbidite ve
mortaliteye neden oldugunu ve jejunumun radyoterapiye dayaniksiz oldugunu
ileri surdu. Bu goruse savunma olarak olarak, Reece ve arkadaglari 93 hastalik
serilerinde jejunal flebin radyoterapiye maruz kaldiginda morbidite ve disfajiyi
arttirmadigini gésterdi.'® Bununla beraber Reece ve arkadaslarinin serilerinde
de %57 gibi ¢cok yiksek bir komplikasyon orani vardi ve bunlarin gogu fistil
olusumu ve striktiirdii."® Yillar icerisinde mikrocerrahi tekniklerinin gelismesi ve
bu konuda olan deneyim artmasi ile jejunal flep yasayabilirligi %95-97’e kadar
ciktr.®



Dokunun intrinsik iyilesme kapasitesinin az olmasi fistul olusumu ve
anastomoz hattinda striktiiriin gelismesinde énemli bir risk faktériidir. intrinsik
iyilesme kapasitesini belirleyen faktorler, jejunum ve 6zofagusun kalan kismina
olan kan akimi miktari, hastanin radyoterapi hikayesi ve hasta ile ilgili diger
sistemik faktérlerdir. iskemi-reperfiizyon hasari, yeni yerine transfer edilen
jejunumun iyilesme kapasitesini etkileyen faktorlerden biridir. Jejunum,
iskemiye en duyarli organlardan biri oldugu igin jejunal flep ameliyatlan
sirasinda flep iskemi zamani minimal tutulmalidir.?® Ancak bu durum, tUmor
eksizyonu ve jejunal flebin hazirlanmasi sirasinda yorulan cerrahi ekip igin ek
bir stres olusturmaktadir. Bu nedenle, jejunal flep hentiz dondér alanda
kanlanirken guvenli iskemi suresini uzatabilecek hazirliklar 6nem
kazanmaktadir. Klinikte bu slreyi uzatmak icin kullanima ge¢mis bir
farmakolojik ajan ya da cerrahi teknik hentz yoktur. Preklinik caligmalarda ise
iskemik 6n kosullanma veya adenozin ile jejunal I/R hasarinin azaldigini
gbsteren bir galisma mevcuttur.? Literatiirde jejunal flep I/R hasari ile ilgili
calismalar ¢ok kisithdir. Ancak sepsis, abdominal aorta by-pass cerrahisi gibi
nedenlerle olusan intestinal I/R hasari oldukga fazla g¢ahgsiimistir. Bu
modellerde genel olarak SMA kan akimi degisen surelerde kesilmis ya da
hemorajik sok yoluyla bagirsak perfuzyonu kritik seviyeye indirilmig; ardindan
yine degisen surelerde reperfizyona tabi tutulmus ya da resusitasyon
uygulanmig; bodylece tim intestinal mukozayi degerlendiren sonuglar elde
edilmistir.

2.1.1 Jejunal flep anatomisi ve jejunal flebin insanda hazirlanisi

ince bagirsak, duodenum, jejunum ve ileum adi verilen ti¢ ayri anatomik
ve fizyolojik segmentten olusmustur. Jejunum, Treitz ligamentinden baglar ve
yaklasik uzunlugu 180-240 cm arasindadir. Kan dolasimini superior
mezenterik arter (SMA) saglar. SMA, mezentere girdikten sonra yaklasik 10
adet jejunal ve ileal segmental dala ayrilir. Her dal ikiye ayrilarak, kendinden
uzerindeki ve altindaki dal ile “ark”lar1 olusturur. Her bir arktan ¢ok sayida vaza
rekta cikar. Vaza rektalar, bagirsaga mezenterik kenardan girerek bagirsak



dolasimini saglar.?" (Sekil-1)

Sekil-1: Sekilde superior mezenterik arter, segmentel dallar jejunal ve ileal
arterler, segmental dallarin olusturdugu ark yapilari ve ark sisteminden ¢ikan
vaza rektalar gériilmektedir.?’

Jejunal flep cerrahisinde ameliyattan onceki aksam bagirsak temizligi
yapilir. Laparotomi insizyon hatti ksifoid ile umbilikus arasinda orta hatta yer
alir. Mide ve transvers kolon kraniale retrakte edilir. ince bagirsak mezenterinin
tepe noktasi olan Treitz ligamentinden baglanarak jejunal dallar distale dogru
takip edilir. Vaskularize jejunum segmenti her ne kadar Treitz ligamenti ile bu
noktanin 150 santimetre distaline kadar herhangi bir yerden elde edilebilse de
ligamentin yaklasik 40 cm distalindeki bolim segilir. Clinku bu noktada pedikul
en uzundur (yaklasik 15 cm) ve bagirsagin yeniden anastomozu daha kolay
yapilabilmektedir. Transilluminasyon ile uygun bir damar arki segilir ve dikkatli
bir sekilde mezenterik damarlara diseksiyon uygulanir. Jejunumun segmental
kan dolagimi sayesinde tek bir damar arki Uzerinde 20 cm’ye kadar jejunum
alinabilmektedir. Uzunluk ve besledigi jejunal segment agisindan guvenli
oldugui i¢gin ikinci ya da Uguncu dal jejunal flep igin segilir. Vaskuler segmentin

proksimalindeki ve distalindeki kuguk dallar baglanarak mezenter ayrilir.



Bagirsak segmenti izole edilerek bagirsagin kalan kismina anastomoz
uygulanir.??

Hazirlanan jejunal flep anastomoz sahasina aktarilir. Jejunal flebin
metabolizmasi hizl oldugu igin iskemi suresinin ¢ok kisa tutulmasi gerekir. Bu
nedenle flep ile o6zofagusun anastomozunu yapmadan Once vaskuler
anastomozlarin yapilmasi gerekir. Yutma fonksiyonunun engellenmemesi igin

flep isoperistaltik ydnde yerlestirimelidir.?®

2.1.2 Sicanlarda ince bagirsak ve jejunum anatomisi

Laboratuvar siganlarinda ince bagirsak (intestinum tenue) midenin pilor
kismindan (pars pylorica ventriculi) baslar. Pilor orta hattin sag tarafinda
bulunur. ince bagirsagin ilk kismi olan duodenum 95-100 mm uzunlugundadir.
Duodenumun c¢ikan pargasi jejunum olarak devam eder. Jejunum looplar
yaparak abdominal kavitenin sag tarafini doldurur. Jejunumun toplam
uzunlugu 900-1350 mm arasindadir. Jejunumu, uzunlugu 25-35 mm arasinda
olan ileum takip eder. Siganda ileum ile jejunum mikroskopik olarak bile kolay
ayirt edilemez. Peyer plaklarinin ileumda jejunuma kiyasla daha yogun
bulunmasi énemli bir ayrim kriteridir. ileumun, gekuma girdigi yerde lenfatik bir
doku olan sacculus rotundus yer alir. Cekum, normalde abdominal kavitenin
sol alt kisminda yer alir. Ancak uzun bir mezenteri oldugu igin degisik
pozisyonlarda olabilir. Cekumun en onemli 06zelligi insanda appendiks
vermiformisin karsiligi olan lenfoid dokuya sahip olmasidir.?* Siganlarda
bagirsak kisimlarinin uzunlugu ve ¢api Tablo-1’de gosterilmektedir.

Tablo-1: Siganlarda bagirsak kisimlarinin uzunlugu ve ¢api

UZUNLUK (MM) CAP (MM)
DUODENUM 95-100 2,5-3
JEJUNUM 900-1350 4-5
iLEUM 25-35 3-5
CEKUM 50-70 10
KOLON 90-110 3-10
REKTUM 80 3-10




Abdominal sindirim organlarinin gogunu aorttan koken alan 3 damar besler.
Bunlar; a. coeliaca, a. mesenterica cranialis, a. mesenterica caudalis’tir. A.
coeliaca, 3.lomber vertebra seviyesinde aorttan c¢ikar ve mide, karaciger,
pankreas ve dudodenumun kranial kismini besler. A. mesenterica cranialis,
abdominal aortanin en kalin dahdir. A. coelica’nin kaudalinde yer alir. A.
mesenterica cranialis, embriyolojik gelisim acisindan 0Onemlidir. Cunku
bagirsak bu arter etrafinda donerek gelisir. A. mesenterica cranialis su dallara
ayrilir: a. colica media, a. pancreaticoduodenalis caudalis, a. colica dextra, aa.

jejunales, a. ileocecocolica.?**

inferior mezenterik arter (a. mesenterica caudalis), sicanda az gelismis oldugu
icin inen kolon ve rektum disindaki tum bagirsak bolumleri superior mezenterik
arterden kan alir.

Jejunal arterler, mezojejunum iginde seyreder; tim jejunumu ve ileumun
kranial kismini besler. Jejunal arterler, trunkuslara dal verir; trunkuslar da
bagirsak duvarinin kenarinda arkadlari olusturur. Jejunal arterlere eslik eden
venler birleserek superior mezenterik vene ve oradan da portal vene

dokalir.24%°

2.1.3 Jejunal flebin 6zofaqus rekonstriiksiyonunda yeri

Ozofagus rekonstriiksiyonu birgok cerrah igin zor rekonstriiksiyonlar
arasinda yer almaktadir. Ozofagus rekonstrilksiyonunda kullanilabilecek
segeneklerden hangisinin tercih edilecegi 6zofagus defekti kadar donor
alanlarin uygunluguna ve cerrahin tercihine baghdir. Ginimuzde 6zofagus
rekonstriksiyonunda en ¢ok kullanilan yontemler gastrik pull-up, pektoralis
major flebi, kolon interpozisyonu, fasyokutan flepler (radial 6n kol, ALT),
serbest jejunum ve serbest kolon flepleridir.?®

Gastrik pull-up proseduru totale yakin 6zofagusun rezeke edildigi
vakalarda kullanilabilir. Ancak servikal 6zofagus ve hipofarenks defektlerinde
ve primer hastaligin mideyi etkiledigi durumlarda (tiumér infiltrasyonu,
radyoterapi, korozyon yaniklari) bu segenek kullanilamaz. Pektoralis major



ve deltopektoral flepler daha ¢ok hipofarenks ve servikal 6zofagusun parsiyel
defektlerinde ya da diger fleplerin kismen basarisiz oldugu durumlarda
kullaniimaktadir. Mikrocerrahi yontemlerinin kullanimi ile pektoralis major ve
deltopektoral fleplerin kullanimi giderek azalmigtir. Kolon interpozisyonu, sol
kolonun serbestlestirilip 6zofagus defektine yerlestirildigi islemdir ve
gastrektomi gibi nedenlerle gastrik pull-up proseduranin uygulanamadigi
hastalarda kullanilir. Striktur ve fistul oranlari, gastrik pull-up ameliyatina
benzerdir. Ancak kolon segmentine olan kan akimi, serbest jejunal flebe gore
daha azdir. Ozofagus rekonstriiksiyonunda en sik kullanilan serbest flepler
radial 6n kol, ALT ve jejunumdur.?*2%

Jejunal flebinin, 6zofagus rekonstriksiyonunda temel endikasyonu
hipofarenks ve servikal 6zofagus defektleridir.?® Bunun yaninda mide ve
kolonun kullanilamadigi durumlarda, basarisiz gastrik pull-up operasyonu

2628 Ozofagus

sonrasinda da jejunal flep ilk segenek olabilir.
rekonstruksiyonunda serbest flepler ile diger seceneklerin etkinligi hala
tartismalidir. Gogus cerrahlari ve genel cerrahlar genel olarak gastrik pull-up
ve kolon interpozisyonu segeneklerini tercih etse de serbest flep kullaniminin
daha az kardiyak ve pulmoner morbiditeye neden oldugu gésterilmistir.?®
Striktlr oranlari agisindan jejunal flepler ve diger yontemler (gastrik pull-up,
kolon interpozisyonu) benzerdir. Jejunal fleplerde ek olarak %88-100'e

yaklasan yutma ve ses fonksiyonunun geri kazanimi avantaji vardir.?®

2.1.4 Vajen rekonstriiksiyonunda jejunal flebin yeri

Vajen rekonstriksiyonu, bagta mdullerian kanal agenezi olmak Uzere,
tumor rezeksiyonu, radyoterapiye bagl striktur ve cinsel kimlik degisikligi gibi
nedenlerle yapilmaktadir. Vajen rekonstriuksiyonunda bir¢cok teknik tarif
edilmistir. Bunlarin icerisinde non-operatif teknikler (Frank teknigi), deri
greftlemesi (Mclndoe teknidi), amniyon zari, bukkal mukoza ya da mesane
mukozasi grefti, ¢esitli pedikulli fasyakutandz, muskulokutan6z ve perforator
flepler ve bagirsak transferleri yer alir. Non-operatif teknikler ve greftler siklikla

striktire neden olmakta; deri ve kas fleplerinin ise mukozal salgisi olmadigi



icin neovajende kuruluga neden olmaktadir. Bagirsak fleplerinin (pedikullt ya
da serbest) ise stenoz riski yoktur, mold kullanimi gerektirmez, dogal
lubrikasyon saglar. Bagirsak fleplerinin dezavantaji ise bagirsagin dogal
salgisi nedeniyle neovajen sekresyonunun ¢ok olmasidir.?*3°

Vajen rekonstruksiyonunda tarif edilen bagirsak flepleri hem jejunumdan
hem de kolondan hazirlanabilir. Kolondan pedikulli bagirsak segmenti tercih
edilirken; jejunumdan serbest, pedikulli ya da pedikul+mikrovaskuler
anastomozlu (supercharged) flepler  vajen rekonstriksiyonunda

kullanilabilir?®3

2.2 iskemi-Reperfiizyon Hasari

iskemi, bir organa veya dokuya kan akiminin kismen veya tamamen
kesilmesi sonucu dokunun ihtiyaci olan oksijen ve diger metabolitlerin
saglanamadigi durumdur. Dokular iskemi sirasinda anaerobik metabolizma ile
enerji uretmeye baglar. Dokuda olusan toksik maddeler dolagim tarafindan
uzaklastirlamadig i¢in toksik maddeler dokuda birikmeye baglar. Dokuya kan
akimi yeniden saglanamazsa dokuda hizli bir gekilde geri donisumsuz hucre
hasari olusur. Paradoksik olarak, dokuya kan akiminin yeniden saglanmasiyla
dokuya iskemiden daha fazla zarar veren guglu bir inflamatuar yanit baglar. Bu
hasar “reperfiizyon hasari” olarak adlandirilir.®?

I/R hasarinin tipta gériime alani oldukga genistir. Travma, replantasyon
cerrahisi, revaskularizasyon cerrahisi, $ok, sepsis, organ transplantasyonu,
bypass cerrahisi, abdominal aort anevrizmasi cerrahisi, flep cerrahisi, bagirsak
strangulasyonu dizeltiimesi, testis de-torsiyonu sonucu olusabilir. I/R ayni
zamanda inme, miyokardiyal enfarktis gibi birgcok vaskuler olayin
progresyonunda ve tedavisinde de onemlidir.*> Bu nedenle, I/R hasarl
kuskusuz tipta en ¢ok arastirilan konulardan biridir.

I/R hasarinin patofizyolojisini tek bir yolak Uzerinden anlatmak mumkin
degildir. CUnkU iskemi-reperfiuzyon hasari hicre igi ve hucreler arasi birgok
yolag! aktive etmekte, bu yolaklarin son drunleri olan olaylar morfolojiye
yansimaktadir. Genel olarak I/R hasarinin karakteristik 6zellikleri sunlardir:



Mitokondri disfonksiyonu
Reaktif oksijen molekullerinin tretilmesi

Lokositlerin endotel hicrelerine yapisarak ortamda birikmesi

B wDhd -~

Endotel disfonksiyonu sonucunda vaskuller permeabilite ve kagisin

artmasi

o

Dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin aktivasyonu
6. Hucre 6lumu (apoptoz veya nekroz)

Bircok yayinda iskemi sirasinda hasarin ilk basladigr yerin mitokondri
oldugu vurgulanmistir. Bu hasari buyuten olaylar dizisinde ise serbest oksijen
radikalleri, inflamatuar sitokinler, kompleman sisteminin aktivasyonu, notrofil
infiltrasyonu, demir depolarinin  bogalmasi, endotel disfonksiyonu,
mikrodolagimin bozulmasi, apoptoz yolaklarinin aktivasyonu, nekroz ve otofaji
rol oynamaktadir.>* Asagida I/R hasarinin patofizyolojisi ve bu hasarda rol alan

araci molekdller ve sistemler anlatilmaktadir.

2.2.1 Mitokondrial sistem:

iskemi sirasinda ortamda oksijen olmadigi igin oksidatif fosforilasyon
yapillamaz ve hucre anaerobik glikoliz ile ATP Uretmeye baslar. Hucre igi
serbest ATP miktari hizla duser. Normal sartlar altinda hticre igerisinde Uretilen
ATP’nin buylk kismi hiucre membraninda yer alan ATP aracili iyon
tasiyicilarinda kullaniimaktadir. Azalan ATP nedeniyle iskemi sirasinda hicre
membraninda yer alan ATP aracili iyon transport mekanizmalari ¢galisamaz.
Hucre iginde kalsiyum, sodyum iyonlari ve anaerobik glikoliz Grana olan laktat
birikmeye baglar. Bu maddelerin olusturdugu ozmotik gradient ile hicre siser
ve sonrasinda nekroz, apoptoz, otofaji ile hiicre 6lumu g(’jrijlijr.35

ATP bagimh Na/K antiportu ve kalsiyum kanal enerji kullanarak hiicre igi
sodium ve kalsiyumu aktif olarak hiicre digina atmaktadir. iskemi durumunda
ise ATP eksikligine bagl bu kanallarin galismaz ve hucre igi kalsiyum duzeyi
artar. Kalsiyum yuUksekligi hucre icin toksiktir. Hucre icerisinde kalsiyumun



artigi ile kalsiyuma baglh proteazlar aktive olur. Aktive olan proteazlar ksantin
dehidrogenaz enzimini ksantin oksidaza dénstiiriir.>**® Ksantin oksidaz
enzimi reaktif oksijen molekullerinin olusmasinda anahtar role sahiptir. Ksantin
oksidaz sistemi ile ROM’nin olusumu agagida daha detayh anlatilmaktadir.
Bunun yani sira reperfizyon sirasinda artan serbest radikaller ve hucre
ici kalsiyum, mitokondriye ait gegici permeabilite porlarini agmakta ve
mitokondri  igerigi  sitoplazmaya gegmektedir. Mitokondri igeriginin
sitoplazmaya dagilmasi programli hicre 6lumu olan apoptozu baglatmakta ve

hiicre dlimiine neden olmaktadir.®®

2.2.2 Hipoksantin-ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi:

Hipoksantin-ksantin oksidaz sistemi, reperfluzyon sirasinda olusan
ROM'nin temel mekanizmasi ve muhtemel ilk kaynagidir. iskemi sirasinda
adenozin trifosfat (ATP) dretimi durur ancak ATP kullanimi devam eder. ATP
yapisinda enerji saglayan fosfotlar iskemi sirasinda yikilir ve adenosin trifosfat
adenosin monofosfata; adenosin monofosfat ise adenozine donusur. Adenozin
hizla ekstraseliler alana difliize olarak inozin ve hipoksantine yikilir. (Sekil-2)
Normalde normo-oksemik kosullarda hipoksantin, NAD+ aracili ksantin
dehidrogenaz enzimi ile Urik aside donugur. Hipoksik kosullarda ise ksantin
dehidrogenaz enzimi, hicre i¢inde artan kalsiyum ile aktive olan proteazlar ile
ksantin oksidaza donusur. Bu reaksiyonda ise oksijen elektron alicidir.
Hipokside ortamda oksijen olmadigi igin hipoksantin Urik asite donisemez ve
ortamda birikmeye baglar. Reperfuzyon sirasinda dokuda biriken hipoksantin,
ksantin oksidaz ile Urik aside donusur ve bu reaksiyonda elektronlar NAD+
yerine oksijene aktarilir. Oksijenin serbest elektronlari almasiyla reaktif oksijen

molekulleri (ROM) ya da diger ismiyle “serbest oksijen radikalleri” olusur.®®
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X0, 02 \
Oksijen radikali

Sekil-2: Hipoksantin-ksantin dehidrogenaz ve oksidaz mekanizmasi.
Normoksemide hipoksantin XDH (ksantin dehidrogenaz) ile Urik asite donusr.
Iskemi sirasinda hidcre iginde artan kalsiyum ile aktive olan proteazlar XDH'i,
ksantin oksidaz’a (XO) doénusturtr. XO, reperflizyon déneminde hipoksantini
urik asite gevirirken oksijen radikalleri Uretilir.

Oksijenin Uzerine aldigi elektron sayisina gore farkli tiplerde serbest
oksijen radikalleri ortaya c¢ikar. Oksijen tek elektron alarak stperoksite; gift
elektron alarak ise hidrojen peroksite donugur. Stperoksit, son derece kararsiz
bir molekulddr; hizli gsekilde hidrojen peroksit ve oksijene donugur. Superoksit
ve hidrojen peroksit zayif oksidan serbest oksijen radikalleridir. Hucre
hasarindan asil sorumlu radikal ise hidrojen peroksitin kimyasal reaksiyonuyla
ortaya ¢ikan hidroksil (-OH) iyonudur. Hidroksil, en reaktif ve kisa émurlu
serbest oksijen radikalidir. Protein, polisakkarid, nukleik asit, coklu doymamig
yag asitleri gibi tim biyolojik maddeler ile reaksiyona girer. Coklu doymamig
yag asitleri hicre membraninda yuksek konsantrasyonda bulunur ve serbest
radikal saldirisina en acik konumdadir. Oksijen radikallerinin, 6zellikle de
hidroksil iyonlarinin, hucre zarindaki lipidleri peroksitlemesi ile hucre zari
batinligud  bozulur ve sonugta hicre olumu gergeklesir.  Lipid
peroksidasyonunun kapiller ve venll endotelinde olusmasi permeabilite
artisina; plazma ve eritrositlerin ekstravazasyonuna neden olur. Oksijen

radikallerinin bu sekilde dokuya direkt zarar vermesinin yaninda, dokuda
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notrofillerin birikmesine neden oldugu da gosterilmistir. In vitro kosullarda,
oksijen radikalleri noétrofiller igin kemotaktik 6zelligi olan maddeleri aktive
etmektedir.*

Ksantin oksidazin vicutta en fazla oldugu yer bagirsaktir. Bagirsagin I/R
hasarina en duyarli organlardan biri olmasinin nedeni de bu olabilir. Yapilan
immunhistokimyasal calismalarda en yuksek ksantin dehidrogenaz enzim
konsantrasyonunun ince bagirsagin villus tabakasinda, villus yapisinda ise
villus tabanindan uca dogru artan bir gradiyentte oldugu gorulmustur. Enzimin

bu yerlesimi, I/R hasarinin en ¢ok villus ucunda gériilmesiyle de uyumludur.®®

2.2.3 Serbest oksijen radikalleri

Serbest oksijen radikallerinin ya da diger adiyla Reaktif Oksijen
Molekdllerinin (ROM), I/R hasar sirasindaki kaynagi mitokondride yer alan
elektron transport zinciri ve hipoksantin-ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz
mekanizmasidir. Oksijen molekllinin bir adet serbest elektronu almasiyla
superoksit radikali (O2*) olusur. Superoksit radikaline elektron ve proton
eklenmesiyle hidrojen peroksit ortaya ¢ikar. Superoksit ve hidrojen peroksit
zayIf oksidan yapidadir. Hidrojen peroksite yeni elektron eklenmesiyle hidroksil
iyonu olugur. Hidroksil iyonu, oldukga reaktif bir oksijen molekuludur. Protein,
polisakkarid, nukleik asit, goklu doymamig yag asitleri gibi tum biyolojik
maddeler ile reaksiyona girer ve bu molekullerde iglev kaybina neden olur. Alt
unitelerde meydana gelen iglev kaybi nedeniyle hicre hayatini surdiremez ve

hiicre 8limii gerceklesir.*’

02 + e-+ H — HO2 Hidroperoksil radikali

HO2- — H+ + 0O2- Superoksit radikali

02- + e-+2H+— H202 Hidrojen peroksit

H202 + e-— OH- + OH Hidroksil radikali (Haber-Weiss reaksiyonu)

OH. + e-+ H+ — H20 (Su)
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Serbest oksijen radikalleri gok kararsiz yapida oldugu i¢in dokuda serbest
oksijen radikalleri direkt olarak Ol¢lilemez. Bunun yerine indirekt yollarla
serbest oksijen radikali aktivitesinin lgimi yapilir. Ornegdin; malondialdehit
(MDA), lipid peroksidasyonunun son Urtnlerinden biridir ve serbest radikallerin
hdcre duvari lipidleri Uzerinde yaptigi etkiyi gosterir. Daha Once yapilan
calismalarda hem total iskemi durumunda hem de iskemi-reperfizyon
sonrasinda MDA seviyesinin artti§i gosterilmistir.>®

2.2.4 Polimorfoniikleer notrofiller (PMN)

PMN'’lerin I/R patofizyolojisindeki roliine dair kanitlar giderek artmaktadir.
Ornegin, ince bag@irsak transplantasyonunda I/R hasarinda primer rollin
submukozal venullerde endotel ile temasa gecen I0kositlere ait oldugu
gosterilmigtir. Yine I/R hayvan modelinde PMN’den arindinimis kan ile
reperfizyon vyapildiginda ince bagirsak I/R hasari ciddi derecede
azalmaktadir. intravital mikroskop kullanilarak yapilan c¢alismalarda
postkapiller venullerde I6kositlerin endotele yapistigi ve hasar alanina hareket
ettigi  gOsterilebilmigtir.  LOkosit  aktivitesinin  bir  gostergesi  olan
miyeloperoksidaz (MPQO) enzimi aktivitesi de birgok I/R hasari ¢alismasinda
halen kullaniimaktadir.*®

Lokositler inflamasyon sirasinda ortaya ¢ikan kemotaktik maddeler ile
inflamasyon sahasina cekilir. Lokositlerin doku igerisine hareket etmesi ise 3
basamakta olur. Bunlar; yuvarlanma, adezyon(yapisma) ve
ekstravazasyondur. Lokosit oncelikle endotel Gzerinde yuvarlanmaya baslar.
Bu safhada gorev alan adezyon molekulleri endotel Uzerinde yer alan P-
selektin, E-selektin ve I0kosit Uzerinde yer alan L-selektin’dir. Endotel ile bu
yakinlagma |okositi kemokin ve kemoatraktan molekullere yakin hale getirir.
Kemokinlerin l0kosit Uzerindeki reseptorlere baglanmasiyla B2 integrinler
(CD11a, CD11b, CD11¢c/CD18) aktive olur. Bu integrinler endotel Uzerinde
bulunan ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekullerine tutunurlar. Bu baglanma
IOokosit-endotel arasindaki etkilesimi daha da arttirir ve |I0kositler dolagimdan
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cikarak dokuya girer.*

Oksijen radikalleri etkisiyle dokuya gelen notrofiller dokuda birikmeye
baglar. Bazen bu birikime bagli tim damar tikanir ve bu durum reperflizyon
evresinde gorulen mikrodolagim patolojisine katkida bulunur. Aktive notrofiller
endotel hucreler yapisma ve damari ttkamanin yaninda mukozayi hasar veren
miyeloperoksidaz, elastaz, proteaz gibi enzimler salgilar, prostaglandin
sentezler ve oksijen radikalleri yayar. Deneysel arastirmalarda antinotrofil
serum ya da notrofillerin endotele yapismasini ve ekstravazasyonunu
engelleyen antikorlar  kullanildiginda post-iskemik ~ mikrovaskuler
permeabilitenin artmadigi ve mukozal hasarin azaldigi gorulmuagtir. Bu
gOzlemler ve iskemi-reperfluzyon hasarini azaltan birgok ajanin dokuya notrofil
akisini engellemesi, notrofillerin reperfizyon hasarinda buyuk bir rolu
oldugunu gdstermektedir.>®

2.2.5 Hiicre ici kalsiyum artisi

iskemi sirasinda ATP {retiminin azalmasi ile hiicre membraninda yer
alan ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Sodyum digari
citkamadigi igin hdcre iginde birikmeye baglar. Artan sodyum konsantrasyonu
ile sodyum-kalsiyum pompasinin aktivitesi artar ve her digari ¢ikan sodyum
icin hdcre igine kalsiyum girer. Hucre igi kalsiyum konsantrasyonunun artisi bir
dizi proteaz ve enzimin aktivasyonu ile hicre 6limune neden olur.
Hucre igi artan kalsiyum asagidaki mekanizmalar Uzerinden hucreyi
apoptoza hazirlar.*°
1. Proteazlarin aktivasyonu ile hicre iskeletinin parcalanmasi
2. Ksantin dehidrogenaz enziminin aktive proteazlar ile ksantin oksidaza
donusmesi ve serbest oksijen radikallerinin olugsmasi
3. Artan serbest oksijen radikalleri ile mebran fosfolipidlerinin, proteinlerin
ve nukleik asitlerin peroksidasyonu, bu molekullerin iglevlerinin
bozulmasi
4. Artan kalsiyum ile fosfolipaz enziminin aktive olmasi ve hicrede yer
alan fosfolipidlerin yikilmasi
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5. ATPaz enziminin aktive olmasiyla azalmis olan ATP duzeyinin daha da
dlismesi

6. Endonukleazlarin aktive olmasiyla nukleer kromatinin pargalanmasi

2.2.6 Bagisiklik sisteminin aktivasyonu

iskemi reperfiizyon hasari dokuda mikroorganizmalara karsi olan
inflamasyon yaniti taklit etmektedir. Her ne kadar I/R hasan
mikroorganizmalardan uzak bir ortamda gergeklesiyor olsa da, dokuda olusan
inflamatuar yanit Toll-like Reseptorler (TLR) araciligi ile dogal immun sistemi;
dogal immunitenin aktive olmasi da kompleman sistemini ve kazanilmig immun

sistemi aktiflemektedir.*’

IIR sirasinda olusan dogal immiin cevap: Normalde dogal immin cevabi
TLR’lere bir ligandin baglanmasiyla baslar. Bu ligandlar, lipopolisakkarit gibi
mikroorganizmalarin ortak tasidigi genel paternlerdir. I/R sirasinda ise hicre
hasari ve hicre élumu ile iligkili molekiler paternler (Damage-associated
molecular patterns, DAMP) olusur ve bu molekiller TLR igin ligand gorevi
gorar. TLR reseptorlerinin aktive olmasiyla inflamasyonda ana role sahip NF-
kB, MAPK (mitogen activated protein kinase) yolaklari aktive olur ve
inflamatuar sitokinler retilir.*' Ayrica I/R hasarinin bagisiklik sistemi
hicrelerinde TLR ekspresyonunu da arttirdigi da gosterilmistir. Hemorajik sok
ve resusitasyon sonrasi olusan iskemi reperfizyon hasarinda alveolar
makrofajlarin daha gok TLR-4 eksprese etmektedir.*TLR-4 alleli zayif olan
insanlardan yapilan bobrek transplantasyonunda ise inflamatuar sitokinlerin
daha az oldugu, erken greft fonksiyonunun daha iyi oldugu gdsterilmistir.*®

IIR sirasinda olusan adoptif immin cevap: Adoptif immdn cevabin I/R
alaninda nasil olustugu kesinlik kazanmamakla birlikte adoptif immun sistem
hicreleri olan CD4+ ve CD8+ T hucreler I/R sahasinda birikmektedir. Beyin
iskemi-reperfuzyon modellerinde IL-17 Uretiminin ve bu sitokini Ureten yO T
hiicrelerinde artis oldugu gésterilmistir.**
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Dogal ve adoptif immin cevabin yani sira I/R hasarinda kompleman
sistemi de aktive olur. Bu hasari baslatan intestinal modellerde annexin IV gibi
neoepitoplardir.*> Kompleman sisteminin aktive olmasi var olan immiin cevabi
daha da siddetlendirmektedir. Kompleman sisteminin inhibisyonu hayvan
modellerinde I/R hasarini ¢ok etkili bir sekilde tedavi etmistir.*' Ancak bir
kompleman sistemi inhibitori olan Pexelizumab ile miyokardiyal infaktls

Uzerine yapilan klinik calismalarda istenilen sonug elde edilememi§tir.46

2.2.7 Mikrovaskiiler disfonksiyon

iskemi-reperfiizyon, vaskiller permeabilite artisina, endotel hiicre
inflamasyonuna ve 0©Odemine, koagulasyon ve kompleman sistemi
aktivasyonuna, vazodilator ve vazokonstriktor faktorler arasinda dengesizlige
neden olur. Hipoksinin in vitro kogullarda endotel hlcrelerin gegirgenligini
arttirdidi, in vivo kosullarda ise pulmoner 6deme neden oldugu gésterilmistir.*!

Reperfizyon sirasinda olan kompleman sistemi aktivasyonu, |0kosit-
endotel hicre adezyonu, trombosit-Iokosit agregasyonu mikrovaskuler
disfonksiyonu daha da arttirir. Lokositler, postkapiller venullerde birikerek kan
akiminin durmasina neden olur.*’
Reperfuzyon sirasinda vaskuler direncin dusmesine ragmen dokuya kan
akiminin olmamasina “geri akim yoklugu fenomeni” (no reflow phenomenon)

denir.*!

2.2.8 Hiicre olumii

iskemi reperfiizyon hasari nekroz, apoptoz, otofaji gibi degisik hiicre
olumu yolaklarini aktive eder. Nekroz, hicre ve organellerin sismesi, hicre
membraninin patlamasi, hicre igeriginin digari dokulmesi ile karakterizedir.
iskemi sirasinda ATP (iretiminin azalmasi ile hiicre membraninda yer alan ATP
enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Bunu sodyumun hicre iginde
birikimi ve potasyumun hucre disina ¢ikigi izler. Sodyum elektrolitinin artisi
izoozmotik olarak suyu da c¢eker ve akut hucresel sismeye neden olur.
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inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin
birikimi ile bu sisme daha da artar ve sonugta hicre membrani patlayarak

hiicre 8limii gerceklesir. 4°

2.3 Bagirsak Perfiizyonu ve Bagirsakta iskemi-Reperfiizyon Hasari

2.3.1 Bagirsak perfiizyonu

Kardiyak debinin dinlenme halinde %20-25’i, postprandial durumda ise
%35’i bagirsaga gider. Mezenterik kan akiminin %70’i mukozal ve submukozal
tabakalara giderken, %30’'u kas ve seroza tabakasina iletilir. Sistemik
tansiyonun dustugu durumlarda, sabit bir kan akimini saglamak igin
arteriollerde yer alan sfinkterler araciligiyla bagirsak kendi kan akimini ile
dizenler (oto-regulatér mekanizma). Oksijen ihtiyacinin arttiginda ortam artan
metabolitler vazodilatasyona ve hiperemiye neden olur. Bu intrensek
mekanizmalarin yani sira, noral ve endokrin sistemler ekstrinsik olarak
bagirsak kan akiminin dizenlenmesine yardimci olur.*’

Bagirsakta kan damarlarinin organizasyonu, organi iskemiden korumaya
yonelik birgok dallanmayi igerir ve birden fazla seviyede pleksus olugsumu
gosterir. Arterial damarlar superior mezenterik arterden (SMA) kdken alir;
arkatlarla birbirine baglanan jejunal ve ileal damarlara ayrilir. Arterial yapilar
bagirsagin seroza tabakasina mezenterik kenardan girer ve dallanarak
antimezenterik kenarda tekrar anastomoz yaparlar. Serozadan giren damarlar
dis kas tabakasini gegerek submukozada genig damar pleksuslari olustururlar.
Bu pleksustan c¢ikan arteriollerin bir kismi submukozanin dis tabakasinda

seyrederken, bir kismi subepitelyal kapiller agi kurar ve villus uglarina uzanir.*’
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Sekil-2: Her villusta santral bir arteriol ve bunun her iki yaninda villusu drene
eden 1 ya da 2 venul vardir.

Her villusta santral bir arteriol ve onun 15-20 ym uzaginda, arteriolun her
iki yaninda villusu drene eden 1 ya da 2 vendl vardir.(Sekil-2) Teoride bu
mekanizma nedeniyle arterial oksijenin bir kismi villus tabaninda ters akimh
vene difiize etmektedir. Ozellikle sistemik hipotansiyon durumlarinda, kan
akimi yavaslayacagi i¢in daha fazla oksijen ters akima katilmakta ve villus
ucunda olan hipoksi artmaktadir.*’

2.3.2 Bagirsak mikrodolasimini degerlendirme teknikleri

Bagirsak mikrodolasiminin bozuldugu durumlar, Clark elektronlar ile
doku oksijenasyonu olglilerek ya da tonometre ile intramukozal pH ve pCO2
monitorize edilerek anlasilabilir. Ayrica doku reflektans spektrofotometre
mikrovaskuler hemoglobin oksijen satlirasyonu hakkinda; lazer dopler
flowmetri ise mikrovaskuler perfizyondaki rélatif degisiklikler hakkinda bilgi

verebilir.*’
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2.3.3 Bagirsakta iskemi-reperfiizyon hasari:

Bagirsak kendi akimini duzenleme fonksiyonuna sahiptir. Bagirsaga olan
kan akiminin azaldigi durumlarda kandan oksijen ekstraksiyonunu arttirarak
ve kullanilmayan kapilleri kullanima acarak uzun suren hipovolemi-
hipotansiyonda bile perfuzyonu devam ettirir. Ancak kan akimi 30
mL/dakika/100 gram-doku veya sistemik kan basinci 50 mmHg’'nin altina
distigiinde kandan oksijen alimi sistemik kan basincina bagl hale gelir.*’

Kapiller perfuzyonun olmamasi sonucu dokular hipoksiye girer. Hipoksi
ise hipokside gorllen patofizyolojinin énemli bir roli olan HIF-1 (hypoxia
inducible factor-1) molekulinu aktive eder. HIF-1 knock-out farelerde yapilan
sepsis-resusitasyon =~ modelinde intestinal  permeabilitenin,  bakteri
translokasyonunun, kaspaz-3 aktivasyonunun ve TNF-alfa, IL-1beta,
siklooksigenaz-2, INOS gibi inflamatuvar sitokinlerin azaldi§i gésterilmistir.*®
Bu acidan HIF-1, bagirsak iskemisinde oOnemli bir molekaldir. Ancak
reperfiizyon, bagirsak icin iskemiden daha o&limcil bir olaydir. iskemi-
reperfuzyon hasarinin iskeminin kendisinden daha ¢ok hasar biraktigini ilk kez
Parks ve Granger, 4 saat iskeminin, 3 saat iskemi+1 saat reperfizyondan daha
fazla dokuya hasar verdigini bularak gostermistir.*® Transplante edilmis ancak
reperfUze olamamig bagirsagin histolojisinde kapillerde mikrotrombuslar
olmadigi, endotelin sismedigi; ancak damar i¢cinde kan akiminin yavaglamasi
sonucu kan hucrelerinin biriktigi gorulmustur. Bu yavaslamanin nedeni olarak
postkapiller  venullerde  I6kositlerin  endotel  hudcrelere  adezyonu
g('jsterilmigtir.SO’51 Bu gozlemle uyumlu olarak Beuk ve ark. submukozal kapiller
perfuzyonun, submukozal venullere I6kosit yapigmasi ile azaldigini; ve I16kosit
adezyon inhibitorleri olan anti-PAF ya da anti-ICAM ile submukozal kapillerden
dolasimin arttigini g('js,termi§lerdir.52 Ancak inflamatuvar hucre cevabinin
submukozal tabakaya sinirli kalirken tum bagirsak tabakalarinda perfuzyon
azalmasi, I/R hasarinda tek suglunun I6kositler olmadigini dusundirmektedir.

intestinal iskemi-reperfiizyon hasarinda kilit oyuncu lékosit gibi
gorulmektedir. Her inflamatuar cevapta oldugu gibi iskemi-reperfizyonda da
I6kositler 6nce inflamasyon bolgesinin endotelinde yuvarlanir (rolling), daha
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sonra da damar duvarina yapisir (adezyon). Lokositlerin yuvarlanmasi,
selektin ailesinden adezyon molekdlleri araciligiyla olmaktadir. SMA
okllzyonu sonrasi reperfuzyonun 5. saatinde bagirsak endoteli hiicrelerinde
P-selektin ekspresyonu 4 kat artm|§t|r.53 Dahasi P-selektinin inhibe edildigi
kolon iskemi-reperfuzyon  modelinde I6kosit inflamatuvar  cevabi
olusmamistir.>* Intestinal I/R’'de siki I6kosit adezyonu temel olarak Iokosit
tarafindaki beta2 integrinler ile endotel membranindaki immunglobulinlerin
birbirine baglanmasiyla olusmaktadir.*’ Bu adezyonda rolu olan diger etkenler
LFA (CD11a/CD18), CXC kemokinleri ve makrofaj inflamatuvar protein-2'dir.*’
Her ne kadar bircok calisma I/R da hiz kisitlayici basamagin |6kosit-
endotel iligkisi oldugunu gosterse de son yillarda artan sayida c¢alisma
patogenezde CD4+, CD8+ T lenfosit gibi diger kan hucrelerinin oldugunu
gostermektedir.  iskemi, postkapiller veniillerde MADCAM-1(mucosal
addressin cell adhesion molecule-1) ekspresyonuna, bu da I6kositlerin ve T
lenfositlerin buraya yapismasina neden olmaktadir.>
Iskemi-reperflizyon patogenezinde rolu oldugu dusunulen bir diger kan hicresi
ise plateletlerdir. Plateletler de kapiller edoteline yapisarak mikrovaskuler
perfuzyonu bozmaktadir. Endotelin eksprese ettigi P-selektin’e ek olarak;
plateletin eksprese ettigi P-selektin de I6kosit-endotel yapigsmasinda rol alir.®
Trombositler ayrica I0kositler ile sinerjik etki gostererek inflamatuvar
transkripsiyon faktori NF-kB’nin aktivasyonuna ve inflamasyonu g¢ogaltan
CD11b/CD18, MCP-1, reaktif oksijen molekillerinin sentezine neden olur.””
Son olarak dogal immun sistem ile kazanilmig immun sistem arasinda bir
baglanti olarak ortaya c¢ikarilan TLR (toll-like receptors) molekullerinin de

intestinal I/R hasarinda rolii gésterilmistir.>®-%°

2.4 iskemi-Reperfiizyon Hasarini Azaltma Yoéntemleri

2.41 Iskemik dn-kosullandirma

insan viicudu degisen cevre kosullarina uyum saglayamak igin stres

yaratan duruma karsi bir¢ok fizyolojik ve biyomolekuler yanit gelistirmistir. Bir
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dokunun buyuk bir olumsuz durum oncesi, kiguk karsilasmalarla biyuk olaya
biyomolekiiler seviyede tolerans gelistirmesine “kosullandirma” denir. iskemi
gibi canli igin olumsuz bir olay oncesi kisa suren iskemi periyotlari ile dokunun
ya da organin iskeminin ve reperfuzyonun 6lumcul etkilerine hazirlanmasina
“on-kosullandirma”, doku ya da organ iskemiye girdikten sonra kisa suren
reperfuzyon periyotlari ile dokunun reperflizyon hasarina hazirlanmasina ise
“art-kosullandirma”  denir.  On-kosullandirma  birgok doku igin art-
kosullandirmaya gore daha guglu bir mekanizmadir. Farmakolojik 06n-
kosullandirma ise farmakolojik ajanlar ile iskemik 6n-kosullandirmanin taklit
edilmesidir. Farmakolojik 6n-kogullandirma mekanizmalari volatil anestezi
ajanlari da olabilmektedir. Bu olaya ise “anestezik ©On-kosullanirma”
denilmektedir.®’

iskemik 6n-kosullandirma ilk olarak Murry ve arkadaslari tarafindan 1986
yilinda kanin miyokardi Uzerinde yaptiklari galisma ile ortaya cikariimistir.%? Bu
tarinten beri yapilan birgok deneysel calisma kalp kasi yani sira bagirsak,
karaciger, beyin, iskelet kasi, spinal kord, retina ve bobrek Gzerinde de iskemik
on-kosullandirmanin iskemi-reperfuzyon hasarini azaltmada olumlu etkisini
gostermektedir.®’**On-kosullandirmada yer alan mekanizmalar birgok sinyal
iletim yolagini igeren ve hucreyi strese birden fazla seviyede hazirlayan
mekanizmalardir. Bu mekanizmalari aktifleyen birden fazla tetikleyici vardir.
Bunlar; adenozin, bradikinin, prostaglandinler, opioid reseptorleri, nitrik oksit

ve kalsiyumdur.®*

Gen ekspresyon ve mikroarray c¢alismalarindan c¢ikan
sonuglar birden fazla reseptorin aktive oldugunu; ve bu reseptorlerin Protein
Kinaz C/Fosfotidol Inozin Kinaz (PKC/PI3K) yolagini kullanarak hicre iginse
sinyali ilettigini g('jstermektedir.65 Bu yolak diginda p38 mitojen aracili protein
kinaz yolaginin da sinyal iletiminde rol aldigini gosteren calismalar vardir.®
Yolaklarin tam olarak hangi mekanizma ile iskemiye koruyuculugu arttirdigi
henliz bulunamamigtir. Ancak mitokondrinin iskemik o6n-kogullandirma
mekanizmasina anahtar roli  oynadigina inaniimaktadir.  Ozellikle
mitokondriyal ATP-sensitif potasyum kanallarinin iskemik on-kosullandirmayi
baglattigi, bu kanali aktive eden ilaglarin iskemiye karsi korudugu ve bu

kanalin inhibitérlerinin ise koruyucu etkiyi tersine gevirdigi gdsterilmistir.%*

21



On-kosullandirma mekanizmalari yogunlastiyi ana basliklar arasinda,
ROM (reaktif oksijen molekdilleri) Gretimi, pro- ve anti-apoptotik proteinlerin
seviyesinde degisiklik, mitokondriyal K+ ATP kanallari yer alir.®* Her ne kadar
iskemi sirasinda ortaya ¢itkan ROM’un hucre Uzerinde toksik etkileri olsa da bu
molekullerin ayni zamanda PKC'yi aktive ettigi gosterilmistir. PKC aracili
fosforilasyon ile pro-apoptotik bcl-2 proteinin inaktive edilmekte; bu sekilde
hiicre apoptoza kars direncli hale gelmektedir.®*

Tablo-2: iskemik 6n-kogullandirma sonrasinda I/R hasarina kargi koruyucu
etki saglayan molekuiler mekanizmalar

iskemik 6n-kogullandirmada yer alan molekiiler mekanizmalar:

1. Reaktif oksijen molekullerinin tretimi

Pro- ve anti-apoptotik proteinlerin seviyesinde degisiklik
Mitokondriyal K+ ATP kanallari
PKC/PI3-K yolagi
MEK/ERK/1/2 yolagi
Akt-1 ve Akt-2 reseptorlerinin fosforilasyonu

mPTP (mitochondrial transpermability pores) kanallari

PI3-K/AKT/PKB yolag!

® N oo &N

iskemik dn-kosullandirma Tablo-2'de gérildiigii gibi birden fazla
mekanizma  Uzerinden etki goOstermektedir. Ayrica iskemik  On-
kosullandirmanin  mekanizmalarini  aragtiran ¢alismalar iskemik 0On-
kosullandirmanin farkh organlarda farkli mekanizmalari kullanarak koruyucu
etki gosterdigini ortaya koymustur. Ornegin; kalpte mitokondrial K+ ATP
kanallari rol oynarken, ince bagirsakta K+ ATP kanallarinin bir 6nemi yoktur.
ince bagirsak ve iskelet kasinda I6kosit adezyonu ve migrasyonunun iskemik
on-kosullandirma mekanizmasinda 6nemli bir mekanizma oldugu; bu iglevin
de ortamdaki nitrik oksitin arttirilarak ve bir adezyon molekulu olan p-selektinin

azaltilarak yapildigi g('jsterilmig,tir.67
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2.4.2 Farmakolojik ve enteral beslenme yontemleri

Intestinal I/R patogenezinde degisik basamaklari hedef alan birgok
farmakolojik ajan deneysel hayvan modellerde denenmisgtir.
iskemi/reperfiizyon patofizyolojsinde serbest oksijen molekiillerinin hayati bir
rol vardir. Serbest oksijen radikallerini ilk kaynagi hipoksantin/ksantin oksidaz
sistemidir. Oksijen radikalleri dogrudan membranda bulunan ¢oklu doymamis
yag asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olur.*
Trombosit inhibitorlerinin, fosfodiesteraz inhibitorlerinin ve asetilsalisilik asitin
I/R hasarini azalltigi gosterilmigtir. Lokosit, trombosit, T hicre, endotel
uzerinde yer alan adezyon molekullerini hedef alan birgok antikor uygulamasi
da yine bagirsagi korumada basarili olmustur. Ayrica PECAM-1, LFA-1, ICAM-
1 gibi molekiillerin blokaji da yine intestinal I/R hasarini azaltmistir.*’

Hipoksi ve iskemi durumlarinda doku iskemi hasarini kontrol eden bir
molekul olan adenozin son yillarda goze ¢arpmaktadir. Adenozin, A2BAR adl
reseptorune tutunarak G protein araciligi ile cAMP’yi arttirir. cAMP ise dokuda
iskemi sonucu olan hasari notrofil inhibisyonu ve apoptoz reduksiyonu ile
azaltir.?*

Iskemi-reperfizyon hasarinda hayvan galismalarinda basarili olan diger
ajanlar EPO, statinler ve L-glisindir. Bu ajanlardan statinler, endotelyal NOS
enzimini koruyarak etki géstermektedir.*’

iskemi-reperfiizyon hasarinin dnlenmesinde son yillarda éne gikan baska
bir konsept ise beslenme yoluyla hasarin azaltiimasidir. Limende mukus
varliginin faydali, proteaz enzimlerinin varliginin ise hasari arttirici rol oynadigi
g('js.terilmigtir.68 Beslenmenin hem mukus hem de proteaz salinimina etkisi
oldugu icin I/R hasarinda tedavi edici yonU arastiriimaktadir. Bouritius ve ark.
abdominal operasyon 6ncesinde karbonhidrat aliminin rat modelinde intestinal
bariyer fonksiyonunu arttirdigini ve bakteriyel translokasyonu azalttigini
g('js.terdiler.69 Bir diger calismada ise achgin intestinal epitel hucrelerin
apoptozunu arttirdi§i gosterildi.”® Probiotiklerin TLR-2 ve -4 yoluyla I/R
hasarina karsi korudugu, TLR ligandi olan LPS’nin de mezenterik I/R hasarini

azalttigr ortaya koyuldu.47 Enteral aminoasit solUsyonlarindan glutaminin
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inflamasyonu azalttigi, mukozay1 korudugu, bagirsagin bariyer fonksiyonunu
arttirdigi g('jsterildi.71 Bu bilgi ile korele olarak ayni grup tarafindan yapilan
klinik caligmada aktif sok sonrasi enteral glutamin kullaniminin gavenli oldugu

ve glutaminin enteral toleransi arttirdi§ bildirildi.”?

2.5 Prostasiklinler ve iloprost

Prostasiklin (prostaglandin 12; PGI2) “eikozanoid” olarak bilinen lipid
molekdilleri ailesinin bir Gyesidir. ilk kez 1960’li yillarda Sir Jane Vane ve
arkadasglar1 tarafindan bulunmu5tur.73 Prostasiklin, primer olarak arter ve
venlerin i¢ ceperlerini olusturan endotel hicrelerinde, prostasiklin sentaz
enzimi ile arasidonik asitten sentezlenmektedir. Prostasiklinin en onemli iki
Ozelligi vazodilatasyon yapmasi ve antiagregan olmasidir. Arasidonik asitten
tromboksan sentaz ile sentezlenen bir diger Urin olan tromboksan ise
prostasiklinin tam tersine vazokonstriktor ve proagregan etki gosterir. Normal
fizyolojik durumda bu iki enzim ve bu yolaklarin son trlnleri olan prostasiklin
ve tromboksan denge halinde bulunmaktadir. (Sekil-3) Ancak damar
batanldgundn bozuldugu durumlarda dengenin yonu tromboksan yonune
kaynakta ve ortamda biriken trombositler ile kanama kontroli olmaktadir.
Siklooksijenaz enzimi inhibitorunun kullanimi ise tromboksan sentazi inhibe
eder ve dengeyi prostasiklin yonune kaydirir. Bu nedenle, bir siklooksijenaz
inhibitérii olan aspirin antiagregan etki gosterir.”
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‘ Fosfolipidler ]

Fosfolipaz Azl

[ Arasidonik Asit ]

Lokotrienler

Lipooksijenaz

Siklo-oksijenaz yolagi
(COX)

PGD, PGE,
Tromboksan Prostasiklin
sen7 sentaz

Tromboksan A, ( TXA) l Prostasiklin (PGL)

Sekil-3: Prostaglandin metabolizmasi

2.5.1 lloprostun etkileri:

iloprost uzun etkili bir prostasiklin analogudur. Ancak analogu oldugu
prostasiklinden daha stabil bir molekiildiir.” iloprost, prostasiklin reseptériine
(EP1) kompetitif sekilde baglanmasiyla adenilat siklaz enzimi aktive olur ve
hacre i¢i siklik AMP seviyesi yi]kselir.76 Farmakolojik dozda plateletlerin
agregasyonunu ve adezyonunu inhibe eder; arteriol ve veniilleri dilate eder.””
Vazodilatasyon ve endoteli koruyucu etkisi ile mikrodolagimi arttirir. Bu
ozellikleri ile periferal arter hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. lloprost ayrica
seratonin ve histamin araciligiyla mikrodolasimda vaskuler permeabilite
artisini azaltir, fibrinolizisi arttirir, pro-inflamatuar bir sitokin olan TNF
salinimini azaltir; inflamasyon sirasinda Iokositlerin endotele adezyonunu ve
hasarli dokuda birikimini engeller.””"® Bu ek 6zelliklerin, iloprostun iskemi-

reperflzyon hasarini azaltici etkilerinden sorumlu oldugu dagunulmektedir.
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2.5.2 lloprostun farmakolojik ve farmakokinetik dzellkileri

@)

OH OH

Sekil-4: Prostasiklin (PGI2) molekilinin kimyasal yapisi

OH OH

Sekil-5: iloprost molekdiliiniin kimyasal yapisi

iloprost, arasidonik asitten endojen olarak sentezlenen prostasiklin
(PGI2) molekuline karboksilin yan dali eklenmesiyle sentetik olarak Uretilir.
(Sekil-4) Prostasiklinden fakli olarak C18-C19 arasinda Uglu bag, C16’da metil
grubu ve bir adet metilen grubu igerir. (Sekil-5) Bu kimyasal 6zellikleri iloprostu
daha stabil bir molekull haline getirir ve ilacin intravendz kullanimini mumkuin
kilar.””

lloprost sadece intraventz infiizyon seklinde tatbik edilebilmektedir.
insanda farmakolojik doz 0.5-2 ng/kg/dk. arasinda énerilmistir. infiizyona
baslandiktan sinra 10-20 dakika igerisinde plazma seviyesi dengeye gelir ve
sistemde hizl metabolize edildigi igin inflzyonun kesilmesinin hemen ardindan
plazma seviyesi diiser. iloprostun eliminasyonu iki fazda gergeklesir. ilacin yari
omru ilk faz igin 3-5 dakika, ikinci faz igin 15-30 dakikadir. Daha gok bdbrek,
az miktarda karaciger yoluyla atilir. Bu nedenle ileri derece bobrek ve karaciger

yetmezligi olan insanlarda ilag klerensi diisiiktiir.”
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2.5.3 iloprostun endikasyonlari:

iloprostun endikasyonlari, cerrahi ya da anjiyoplasti yapilamayan ve
amputasyon riski tasiyan ileri derece periferal arter hastalgi;
revaskularizasyonun mumkuan olmadigi ileri derece tromboanijiitis obliterans
(Buerger hastalgi), diger tedavilere cevap vermeyen ciddi Raynaud fenomeni
ve orta veya ciddi derece pulmoner hipertansiyondur.”’

2.5.4 lloprostun yan etkileri:

iloprostun en sik yan etkileri bag agrisi, kizariklik, hipotansiyon, kusma,
bulanti ve terlemedir. Ancak tum bu yan etkiler dozun azaltiimasiyla genellikle
son bulur. iloprostun nadir gériilen ancak ciddi yan etkileri ise serebrovaskiiler
olay, anjina pektoris, miyokardiyal infarktus, pulmoner emboli, konvulziyon ve

pulmoner édemdir.”

2.5.5 lloprostun kontrendikasyonlari

lloprost, kanama riskinin yiiksek oldugu durumlarda (aktif peptik Ulser,
intrakranial hemoraji vb.), ciddi koroner arter hastalijinda, anstabil anjina
pektoriste ve etkileri bilinmedigi icin gebelik ve laktasyon doneminde
kontrendikedir.”’

2.5.6 lloprostun I/R hasarindaki rolii

lloprost anti-inflamatuar, sitoprotektif, vazodilatér etkisi ile kalp, bébrek,
iskelet kasi, akciger, karaciger, spinal kord gibi bircok organ Uzerinde
arastirlmis ve I/R hasari tGzerinde koruyucu etkisi oldugu g('jsterilmi§tir.79‘85

iloprost ile ilgili umut vaad edici galismalar daha c¢ok karaciger
transplantasyonu alanindadir. Schoening ve arkadaslar, karaciger
transplantasyon modelinde iskemi oncesinde ve organ banyosunda iloprost

kullaniminin hepatik arterde kan akimini, safra Uretimini ve mikrodolagimi
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arttirdigini géstermislerdir.®® Pre-klinik galismalardan yola gikarak karaciger
transplantasyonu sirasinda dondre intraven6z bolus epoprostanil (prostasiklin
analogu) uygulamasinin alici karaciger safra Uretimini arttirdigini ve karaciger
enzim seviyelerini olumlu yonde etkiledigi klinik c¢aligmalarda da
kanitlanmistir.'?

iloprost nétrofil adezyonunu azaltir, nétrofillerden serbest radikallerin
salinimini engeller. Boylece reperfuzyon sirasinda notrofillerin endotele
yaptig1 hasari azaltir.®* lloprost p-selektin, interseliiler adezyom molekulu-1
(ICAM-1) gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak,®” reperfiizyon
sirasinda olan I6kosit-endotel etkilesimini, dolayisiyla serbest oksijen
radikallerinin Uretimini ve dokuya verilen hasari azaltir. iloprost ayrica
mikrovaskiiler permeabilite artisini azaltarak dokuya nétrofil gégiinii engeller.®®
iloprost ilging olarak endotele yapismis olan I6kositin de endotelden
ayrilmasina yardimci olur. Sigan mezenterik damarlarda I6kosit adezyonunu
intravital mikroskopi ile inceleyen bir galismada lokal olarak damlatilan
prostasiklinin aktive olmusg Iokositleri damar duvarindan ayirdigi g('erImugtiJr.76

lloprostun I/R hasarini azaltmada dnemli bir rolii antioksidan miktarini
attirmasidir. Deneysel aort klemplenmesi modelinde iloprost kullanilan grupta
iskelet kasi ve spinal kord’da SOD diizeyi artm|§t|r.8°Hayvan modellerinde doz
ile orantili olarak notrofillerden serbest oksijen radikallerinin Gretimini inhibe
ettigi, lipid peroksidasyon driinii MDA seviyesini azalttigi gésterilmistir.”
Benzer sekilde iloprost infuzyonu alan sistemik skleroz hastalarinda MDA
seviyesi ciddi azalmistir.®

Prostasiklin ve analoglari, trombositlere kargi ¢ok guclu antiagregan
etkiye sahiptir. iloprost iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda postkapiller
venullerde |6kosit ve trombosit birikimini azaltarak mikrodolasimi ve doku
perflizyonunu arttirici etki gosterir. iloprost inflizyonunun disiik kardiyak
output modelinde kan basincini degigtirmeden mezenterik kan akimini
arttirdigi da gésterilmistir.”° lloprostun antiagregan etkisi lokal kullanimda da
ortaya ¢ikmaktadir. Deneysel anastomoz modellerinde topikal prostasiklin

uygulamasinin trombiisii azalttigi gdsterilmistir.%"2
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2.5.7 Prostasiklin analoglari ve ticari isimleri

lloprost, prostasiklin analoglarindan birisidir. Epoprostenol, treprostinil,
sisaprost klinik kullanimda olan diger prostasiklin tiirevleridir. Ulkemizde
prostasiklin analoglarindan sadece iloprost bulunmakta olup ilomedin
20mcg/ml (Bayer Schering Pharma AG®, Berlin, Almanya) ticari ismi ile
piyasada satilmaktadir. Bir ampul, 1 mililitre igerisinde 20 mikrogram iloprost
ihtiva etmektedir.

2.6 Lazer Dopler Flowmetri

Lazer Dopler Flowmetri (LDF), mikrovaskuler yapilardaki kan akimini,
dolayisiyla bir dokudaki lokal perfizyonu kantitatif olarak dlgmede kullanilan
alettir. Calisma prensibi monokromatik lazer isininin dokuya gonderilmesi ve
dokudaki canli komponentlerden geri yansiyan lazer isininda olan spektral
degisikliklerin analize edilmesine dayanir. LDF cihazinda lazer 1sini Greten bir
ana makine, bu makineden c¢ikan fiberoptik kablolar ve bu kablolarin
baglandigi bir adet probtan olusur. Probta 780 nm dalga boyunda lazer isini
gonderen bir adet ug ile, yansiyan 1sini algilayan bir adet alici ug vardir. Verici
ve alicli fiber optik uglarin arasinda 0.25 mm bulunur ve bu sekilde 0.5-1.0 mm
doku derinligi degerlendirilebilir. Optik uglardan g¢ikan i1s1gin bir kismi emilir, bir
kismi sacilir, buylk bir kismi ise geri yansir. Lazer igini, statik yapilara
carptiginda i1sin dalga boyunda degisiklik olmaz. Isin, mikrodolagimda hareket
eden kan hucrelerine ¢arptiginda ise dalga boyu degisir. Bu degisime “dopler
kaymasi” (doppler shift) denir. (Sekil-6) Isin dalga boyunda degisikligin
bayuklugu ve frekans dagihimi, hareket eden hucrelerin sayisi ve hizi ile
iligkilidir. Ancak, hucrelerin hareket yonunu goOstermez. Her ne kadar
mikrodolasimda olan hicrelerin %99’u kirmizi kan hicreleri ise de LDF tim
hareket eden kan hiicrelerini lgmektedir.*?

LDF’nin iki ¢esidi bulunur: Lazer Dopler Perfuzyon Monitorizasyonu
(LDPM) ve Lazer Dopler Perflizyon Gériuntilemesi (Laser Doppler Perfusion
Imaging, LDPI). ik ydntem dokuya 1sin gdnderiminde ve aliminda fiber optik
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kablolari kullanirken; ikinci yontem tarama yontemi ile uzak bir 1g1k kaynagi ve
alict kullanmaktadir. Bu nedenle LDPM kuguk bir alanda mikrodolagimi
Olcerken, LDPI daha buyuk bir doku alaninda dlgim yapmaktadir. Ancak LDPI,
tarama zamanin uzun olmasina bagll dolasimda devamli olarak Olguim
yapamamaktadir.®®

LDF ile élgllen kantite “perfizyon” dur ve “perflizyon Unitesi” (PU) olarak
adlandirilan dilemsel bir deger ile dlciliir.** Bir dokuda mikrodolasimi saglayan
yapilar arteriol, kapiller ve venullerdir. Hareket eden kan hucreleri doku
hacminin az bir bolimini isgal etmektedir. Ornedin mukozada, bir
milimetrekarelik alanda yaklagik 50 kapiller bulunmaktadir. Mikrodolagimdan
gecmeyen lazer iginlari doku tarafindan absorbe edilmekte ya da geri
yansitilmaktadir; ancak bu isinlarin dalga boyunda bir degisim olmaktadir. Geri
yansitilan isin, “total back scattared (TBS)” degeri ile dl¢limektedir. TBS,
perfuzyon  Olgimunde gurultd olup olmadigini  degerlendirmede
kullanilmaktadir.®*

LDF cihazinin ol¢tugu perfizyon dederi (Perfusion unit, PU) cihaz
uzerinde olan dijital ekrandan ya da cihazin baglandigi bilgisayar programi
kullanilarak okunabilmektedir. Bilgisayar programi, doku perfuzyonunda olan
degdisimlerin trasesini gergek zamanli olarak izlemeye olanak saglamaktadir.
Dijital ekranda ya da bilgisayar programinda verilen perfizyon Unitesi degeri,
hdcrelerin konsantrasyonu ile hiz degerlerinin garpimi ile elde edilmektedir.®

2.6.1 LDF cihazinin tipta kullanimi

LDF cihazi tipta ilk olarak tavsan retinasinda kan akimini 6lgmek igin
kullaniimigtir. Kardiyovaskuler cerrahide vaskuler rekonstriksiyon sirasinda
mikrovaskuler kan akiminin gozlenmesinde; anestezide farkli anestezi
ajanlarinin periferal kan akimina yaptigi etkinin izlenmesinde, farmakolojide
vazoaktif ilaglarin doku perfuzyonu cevabinin dl¢giimesinde, plastik cerrahide

flep mikrodolasiminin non-invaziv 6lgimuinde kullaniimaktadir.®®
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2.6.2 LDF yonteminin avantajlari

LDF cihazinin  klinikte ve arastirmalarda kullanimi  giderek
yayginlagsmaktadir. Cunki LDF metodu kolay ve non-invaziv olarak doku
perfuzyonu hakkinda devaml ya da istenilen araliklarda gercek zamanl bilgi
vermektedir. Dahasi, kapiller dolagimda olan kuguk degdisimleri bile hizla
yansitmaktadir. LDF cihazinin bir diger avantaji da 6zel bilgisayar programi

kullanilarak elde edilen verilerin istatiksel olarak analiz edilebilmesidir.®

2.6.3 LDF yonteminin teknik kisithiliklari

2.6.3.1 Olcuimlerin tekrar uretilebilirligi

Doku anatomisinin heterojen olmasi ve LDF cihazinin kiguk bir alanda 6lgim
yapmasi nedeniyle dokunun her yerinde esit 6lgimler alinmayabilir. Bunun
diginda mikrodolagim sabit degildir ve sicaklik, fizyolojik aktiviteler gibi birgok
etkene bagl degiskenlik g('jsterir.93 Ornegin; Tenland ve arkadaslarinin yaptig
bir galismada prob yeri degismemesine ragmen farkli zamanlarda ayni
noktadan yapilan élgiimlerde cilde olan kan akim sinyalinin %25 oraninda

degistigi gorilmistir.%®

2.6.3.2 Hareket artefaktlari

LDPM monitoru 1s1k dalga boyunda olan degisimi Olger ancak dalga boyunda
olan degisimlerin nedenini algilayamaz. Probun solunum, bolgesel kas
kontraksiyonu gibi nedenlerle doku ylUzeyinden hareket etmesi dopler
kaymasina benzer isik siddetinde degisiklige neden olur. Ancak bu sinyal
degisiklikleri perfuzyonda olan degisimlerden ¢ok daha fazla buyukluktedir. Bu

nedenle kullanicinin bunun farkinda olmasi ve bu durumu diizeltmesi gerekir.*

2.6.3.3 Kantitatif birimlerin ve 6lcimlerin yoklugu

LDF ile dlgulen kantite “perfiUzyon”dur ve “perflizyon unitesi”’(PU) olarak
adlandirilan dilemsel bir deger ile olculiir.®* PU degeri, diger kan akimi dlgim
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birimleri olan ml/dk ya da ml/dk/100 gram doku gibi birimlere ¢cevrilemez. Ancak
bu c¢evirmelere olanak saglayan matematiksel modeller gelisim

asamasindadir.%®

2.6.3.4 Biyolojik sifir

Akim sinyali arter oklizyonunda bile tamamen sifira digsmez. Kan akimi
olmadigi zamanlarda “biyolojik sifir’ (the biological zero) olarak adlandirilan bir
minimal akim sinyali vardir. Bu sinyal muhtemelen hucrelerin Brown
hareketinden, damar hareketlerinden ya da elektriksel gurultiden
kaynaklanmaktadir. Morales, bu akimin oOlgtilmesini ve LDPM degerinden

cikarilmasi gerektigini savunmustur.®®

2.6.3.5 Sinyal islemcisi

Ticari LDPM cihazlarinin her birinin ayri sinyal igleme algoritmalari ve
kalibrasyon yontemleri vardir. Her ne kadar akim sinyali kan akimina bagli olsa
da, farkh marka cihazlarla yapilan Olgcimlerde farkli PU degerleri
alinabilmektedir. Bu nedenle farkl cihazlar ile yapilan LDPM degerleri direkt

olarak kargilasgtiriimamalhdir.
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Lazer Doppler probu
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Sekil-6: Lazer dopler aletinin probunda iletici ve alici iki adet uc bulunur. iletici
uctan cikan lazer isinlarinin bir kismi dokuda absorbe olur; bir kismi
degismeden geri yansir, bir kismi ise hareket eden kan hicrelerine ¢arpar, 11k
dalga boyutu degismis olarak geri yansir. Alici ug, geri yansiyan 1sinin dalga
boyunda olan degisikligi algilayarak cihaza iletir.
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3 GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
101.2016.mar protokol kodlu yerel etik kurul onayi alinarak yapildi. Proje
Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan SAG-C-TUP-
131216-0525 numarasiyla desteklenmistir. Calismada kullanilan siganlar
Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
(DEHAMER) elde edildi. Otuz-bes adet, 200-300 gram agiriginda, Sprague
Dawley tipi disi sigan kullanildi. Siganlar bir kafeste en fazla 4 hayvan olacak
sekilde ayri kafeslerde, ortalama 24°C+1 oda sicakligi, ortalama %45+10 nem,
12 saat gece/12 saat glinduz ve ad libitum yem ve su gibi standart laboratuvar
bakim sartlarina tabi tutuldu. Deney protokolunin tim agsamalari hayvan
deneyleri yerel etik kurulu yonergesine uygun sekilde yapildi.

3.1 Anestezi ve Cerrahi islem

Deney hayvanlarina, intraperitoneal olarak 100 mg/kg ketamin (Ketalar®,
Eczacibasi, istanbul, Turkiye) ve 10 mg/kg ksilazin (Rompun® %2, Bayer,
Almanya) enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Sigcanlar anestezi sonrasi emici
ped ile kaplanmig strafor Uzerinde supin pozisyonda ekstremiteleri ve kuyrugu
ipek flaster yardimiyla daha énce tarif edilen sekilde sabitlendi.?® Ratlarin tiim
karin bdlgesi ve sad supraklavikular bdlgesi traslandiktan sonra %10 luk
povidon iyot solisyonu (Isosol, Merkez Laboratuvari A.S.) ile antisepsi
kurallarina uygun sekilde temizlendi. Orta hat subksifoid bodlgeden 3
santimetrelik cilt insizyonu yapildi. Linea alba bir penset yardimiyla yukari
asilarak median laparotomi yapildi. Omentum majus superiora retrakte edildi.
Karaciger sag lobunun altinda duodenum bulundu. Duodenum distale dogru
takip edilerek Treitz ligamenti ve jejunum proksimali belirlendi. Treitz
ligamentinin yaklagik 15 cm distalinde 5-7 cm uzunlugunda jejunal segment ve
bu segmenti besleyen jejunal arterler eksplore edildi. (Sekil-7)
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Sekil-7: Tek bir jejunal arter ve ven Uzerinden beslenen jejunal flebin
gorunimu

Jejunal segmentin izolasyonu igin jejunal arterlerin bagirsak duvarinin
komsulugunda yaptigi arkadlardan koken alan vaza rektalar mikro penset ve
makas yardimiyla diseke edildi ve 8/0-9/0 poliamid suturler ile baglandi. (Sekil-
8) Flebi besleyen jejunal arterler Gzerinde bagirsak segmenti izole edildi.
Donor jejunumun proksimal ve distal uglari intraabdominal kontaminasyonu
engellemek igin 4/0 ipek sutlr ile baglandi. Jejunal flebin limeni enjektor
ucunda yer alan bir angiocath yardimiyla serum fizyolojik ile temizlendi. Tek
jejunal arter tGzerinde eleve edilen flebin dolagiminin ve renginin normal oldugu
goruldikten sonra peroperatif sivi kaybini azaltmak igin 4/0 ipek sutir ile karin

duvarina yaklastirici suturler yerlestirildi.
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Sekil-8: (A) Mikroskop altinda jejunal flep hazirlanirken bagirsak duvarina
giden vaza rektalar (yesil ok) ve (B) vaza rektalarin mikrosutir ile baglandigi
(sar1 ok) gortulmektedir.

Eksternal juguler venin (EJV) diseksiyonu: intravendz yoldan ilag ve serum
fizyolojik verilebilmesi i¢in sag eksternal juguler ven kullanildi. Sag
supraklavikuler bdlge ve boyun sag vyarisi traslandiktan sonra betadin
solusyonu ile antisepsi uygulandi. Klavikula Gzerinden yapilan longitudinal
insizyon ile supraklavikular yag yastikgigina ulasildi. Bu yastik¢igin altinda
eksternal juguler ven bulundu ve ¢evre dokudan diseke edildi. EJV’nin kraniali
bir adet 4/0 ipek sutlr yardimiyla baglandi ve bu suttrin saat 11 hizasina ipek
flaster ile asiimasiyla traksiyon saglandi. Bagka bir sutir, kanulasyon sonrasi
damarin ligasyonu igin EJV proksimaline yerlestirildi. EJV aski sutur yardimiyla
havalandirildi; damar duvarina mikro makas ile kanulin girmesine uygun delik
acildi. 30 gauge kalinliginda intravenoz katater damara yerlestirildi ve 0,25 cc
hacminde sivi (deney gruplarina gore iloprost veya serum fizyolojik) bolus
enjekte edildi. (Sekil-9) Damarin proksimali de ligate edilerek boyun insizyonu
suture edildi.
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Sekil-9: Boyun sag tarafta yapilan insizyon ile eksternal juguler venin (EJV)
bulunmasi (A) ve kanule edilmesi (B)

Jejunal flep, dolasiminin normal oldugu teyit edildikten sonra deney
hayvani cerrahi masadan doku perfuzyonu 6lgimu igin lazer dopler perflizyon
monitorli masasina alindi. ikinci masada Lazer Dopler Perflizyon monitori,
(LPDM Periflux System 5000, Perimed AB, Stockholm, isveg), PROBE 407-1,
Small Short Probe (Perimed AB, Stockholm isveg) Perifost for Windows
Examination Manager (Perimed AB, Stockholm, isveg) yaziliminin oldugu
bilgisayar hazirlandi. Lazer Dopler Flowmetre (LDF) cihazinin dlgim probu
flebin antimezenterik kenarinda, jejunal arklarin orta noktaya gelecek sekilde
sabitlendi. iskemi dncesinde LDF cihazi ile 5 dakika bazal dl¢lim alindi. iskemi
uygulanan gruplarda (Grup 2-3-4-5) iskemi, jejunal arter ve eslik eden vene
atravmatik mikrovaskuler klempin (Acland Micro Vessel Clip, Art.No. 56.85.07,
Medicon, Tuttlingen, Almanya) yerlestiriimesi ile saglandi. (Sekil-10) Klinik
olarak flebin renk degistirmesi ve LDF monitorinde flep perfuzyonunun 50
PU’nun altina dusmesiyle iskemi konfirme edildi. Altmig dakikalik iskeminin
son 5 dakikasinda iskemi sirasinda flep doku perfizyonunu olgmek icin LDF
ile 8lgiim alindi ve mikrovaskiiler klemp agilarak iskemiye son verildi. iki saatlik
reperflizyon sirasinda, birinci saatin son bes dakikasinda (Reperfuzyon-1) ve
ikinci saatin son bes dakikasinda (Reperflizyon-2) iki kez doku perfizyonu
olgimu alindi. Olgiim aralarinda bagirsak segmenti viicut sicakhginda SF’e

emdirilmis gazh beze sarildi ve kurumayi engellemek icin gazli bez nemli
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tutuldu. Deney bitiminde agik pndmotoraks yontemi ile deney hayvanlarina
Otenazi uygulandi. Jejunal flep segmenti nemli bir gaz Gzerinde mezenter
dokudan temizlendi ve her biri en az 1 cm olan 4 esit pargaya bolundu. Bir adet
parga histolojik degerlendirme igin %10 formaldehit solisyonunda fikse edildi.
iki parga miyeloperoksidaz (MPO), siiperoksit dismutaz (SOD aktivitesinin
degerlendiriimesi igin 1 cc PBS sollsyonu igeren ependorf tlplere aktarildi -
80°C’de saklandi. Kalan bir adet parga ise yedek ornek olarak yine 1 cc PBS
solusyonu igeren ependorf tip iginde -80°C’de saklandi.

Sekil-10: Mikrovaskuler klemp ile flep pedikilinin klemplenmesi (ok isareti)
ve flep perflizyonunu élgmek igin sabitlenen lazer Doppler Flowmetri
probunun goéranumda.

3.2 Deney Protokolii ve Deney Gruplari

Ratlar randomize edilerek 5 gruba ayrildi. Deney protokoll $ekil-11’de

Ozetlenmigtir.

3.2.1 Grup 1: Sham (Yalanci Cerrahi) grubu (n=6)

Bu grupta yer alan 6 adet rata, anestezi ve cerrahi islem bolimunde
(b6lim 3.2) bahsedilen laparotomi ve jejunal flebin hazirlanmasi uygulandi.
Jejunal flep, tek bir jejunal arter Gzerinde eleve edildikten sonra vaskuler
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pedikul klemplenmeden histoloji igin doku ornekleri alindi.

3.2.2 Grup 2: Sadece iskemi-reperfiizyon grubu (Kontrol Grubu) (n=7)

Bu grupta yer alan 7 adet ratta jejunal flep hazirlandiktan sonra EJV'den
0.25 cc SF intraveno6z enjekte edildi. LDF ile 5 dakika suren bazal 6lgim alindi.
Mikrovaskuler klemp ile 60 dakikalik iskemi sureci baslatildi ve iskeminin son
5 dakikasinda iskemi LDF olguma alindi. Mikrovaskuler klemp agilarak 2 saat
suren reperfuzyon sureci baslatildi. Reperfizyonun 55. ve 115.dakikasinda 5
dakika sure ile reperfuzyon-1 ve reperfiizyon-2 LDF d6lguma alindi.

3.2.3 Grup 2: iskemik dn-kosullandirma grubu (OK) (n=7)

Bu grupta yer alan 7 adet ratta jejunal flep hazirlandiktan sonra LDF ile 5
dakika siren bazal 6lgum alindi. Mikrovaskuler klemp yardimiyla G¢ siklus 3
dakika iskemi ve 3 dakika reperfiizyon ile iskemik 6n kosullandirma yapildi. On
kosullandirmanin son 3 dakikalik reperfizyon déneminde EJV’den 1 mcg/kg
SF (0.25 cc hacminde) intravendz bolus enjekte edildi. Ug dakikanin sonunda
60 dakikalik iskemi sureci baslatildi ve iskeminin son 5 dakikasinda LDF
Olcimu alindi. Mikrovaskuler klemp acilarak 2 saat suren reperflizyon sureci
baglatildi. Reperfiuzyonun 55. ve 115.dakikasinda 5 dakika sure ile

reperfuzyon-1 ve reperfizyon-2 LDF 6lgumu alindi.

3.2.4 Grup 4: iloprost grubu (ILO) (n=7)

Bu grupta yer alan 7 adet ratta jejunal flep hazirlandiktan sonra LDF ile 5
dakika sliren bazal 6lgiim alindi. Olgiim sonunda 1 mcg/kg iloprost (0.25 cc
hacminde) intravendz bolus enjekte edildi. Ug dakika beklendikten sonra
mikrovaskuler klemp ile 60 dakikalik iskemi sureci baslatildi ve iskeminin son
5 dakikasinda iskemi LDF olguma alindi. Mikrovaskuler klemp agilarak 2 saat
suren reperfuzyon sureci baslatildi. Reperfizyonun 55. ve 115.dakikasinda 5
dakika sure ile reperfuzyon-1 ve reperfiizyon-2 LDF o6lguma alindi.
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3.2.5 Grup 5: iloprost ve iskemik 6n kosullandirma grubu (OK+iLO) (n=7)

Bu grupta yer alan 7 adet ratta jejunal flep hazirlandiktan sonra LDF ile 5
dakika suren bazal 6lgum alindi. Mikrovaskuler klemp yardimiyla t¢ siklus 3
dakika iskemi ve 3 dakika reperfiizyon ile iskemik 6n kosullandirma yapildi. On
kosullandirmanin son 3 dakikalik reperfizyon déneminde EJV’den 1 mcg/kg
iloprost (0.25 cc hacminde) intravendz bolus enjekte edildi. Ug dakikanin
sonunda 60 dakikalik iskemi sureci baglatildi ve iskeminin son 5 dakikasinda
LDF 6lgumua alindi. Mikrovaskuler klemp agilarak 2 saat suren reperfuzyon
sureci baslatildi. Reperfuzyonun 55. ve 115.dakikasinda 5 dakika sure ile
reperfuzyon-1 ve reperfizyon-2 LDF 6lgumu alindi

H N N
H N N
3 3 3 3 3 3 60’ 2 saat

Sekil-11: Deney protokolinin gruplara gore sematik olarak Ozetlenmesi.
iskemi periyotlar siyah renkte, reperfiizyon periyotlari gri renkte bar ile
gosterilmigtir. OK: iskemik 6n-kosullandirma, ILO: iloprost, OK+ILO: iskemik
on-kosullandirma+iloprost.

3.3 Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.3.1 Lazer Dopler flowmetre ile flep perfiizyonunun degerlendirilmesi

Cerrahi bitiminde denek lazer dopler masasina alindi ve lazer dopler
flowmetri cihazinin Probe 407 (Perimed AB, Stockholm, isveg) ucu flep tizerine
yerlestirildi. Lazer dopler flowmetrinin okudugu degerler es zamanli olarak
Perisoft for Windows (Perimed AB, Stockholm, isveg) bilgisayar programi ile
izlendi. Perisoft for Windows programinda “PU” degeri ile gosterilen flep

40



perfuzyon degerlerinin trasesi farkli zaman araliklarinda kaydedildi. Solunum
hareketleri gibi gurultiye yol agan sinyaller kayittan cikarildi. Elde edilen
kayitlar Perisoft for Windows programi ile analiz edildi. Belirlenen zaman
araliginda kaydedilen perfuzyon degerinin ortalama degeri hesaplandi. Bazal
dlcim o denek igin %100 kabul edildi. iskemi, reperfiizyon 1. saat ve
reperflUzyon 2. saatteki degerler, bazal 6lgum ile kargilastirildi. Her grubun
bazal Olgcime gore ylzde degerinin ortalamasi alindi. Degerler istatistiksel

degerlendirme icin tablo haline getirildi.

3.3.2 Histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme igin deney bitiminde, hayvan sakrifiye
edilmeden flep pedikull ligate edildi. Flebin 1/4’i histopatolojik degerlendirme
icin %10’luk formolin igerisine yerlestirildi. Formolin igerisinde fikse edilen doku
ornekleri 3-4 mm’lik parcalara ayrildi. Pargalar doku isleme cihazinda iglendi.
Bu cihazda yukselen alkol serileri ile (%70, %90, %96, %100) dehidratasyon,
ksilen ile seffaflagtirma, parafin iginde gomme islemi uygulandi. Doku
bloklarindan mikrotom yardimiyla 4 um kalinliginda kesitler elde edildi. Kesitler
histopatolojik skorlama igin hematoksilen ve eosin (H&E) boyasi ile boyandi.
Boyanan kesitler Olympus BX51 mikroskobu (Tokyo, Japonya) ile
goruntulendi. Kesitler karisik duzende deney gruplarina kor olan uzman bir
patolog tarafindan degerlendirildi. Skorlama birbirine benzer en az 5 alanda
20X objektif altinda yapildi. Fotograflama igin Olympus DP72 kamera (Tokyo,
Japonya) kullanildi.

Istk mikroskobu altinda degerlendirilen dokularda iskemi-reperfizyon
hasarinin derecesi Chiu skorlamasina gdre yapildi.’” Asagidaki tabloda
detaylari olan Chiu skorlamasina gore her kesite bir derece verildi. (Tablo-3)
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Tablo-3: intestinal I/R hasarinin Chiu ve ark. tarafindan derecelendirilmesi®’

Skor Tanim

0 Normal

1 Subepitelyal Gruenhagen araliginin olusmasi

2 Subepitelyal araligin artmasi ve villus uglarinda epitelyal

tabakanin lamina propriadan ayrilmasi.

3 Epitel tabakasinin hem villus uglarinda hem de yanlarinda
lamina propriadan ayriimasi

4 Masif epitelyal ayrilma, birkag¢ ¢iplak villuslar
Lamina proprianin sindirimi ve pargalanmasi. Bazen

beraberinde Ulserasyon ve hemoraiji eglik eder.

3.3.3 Siperoksit Dismutaz (SOD) diizeyinin olcimu

Biyokimyasal degerlendirme i¢in alinan biyopsi MPO, SOD
degerlendiriimesi icin 1 mL pH 7.4 PBS (Fosfat tamponlu sollsyon) iceren
eppendorf tiplerine alinarak -80°C’de muhafaza edildi. Dokuda SOD aktivitesi
2.8 mL 50 mM potasyum fosfat (pH=7.8) ile 0.1 mM EDTA, 10 mM potasyum
fosfat (pH 7.5) iginde 0.1 mM 0.39 mM riboflavin, deiyonize su iginde 0.1 mL 6
m M O-dianisidin.2 HCI ve doku ekstresi (50, 100 mL) iceren kivette
gerceklestirildi. Absorbanslar 460 nm’de Schimadzu UV-02 model
spektrofotometrede olguldu.

3.3.4 Miyeloperoksidaz (MPO) diizeyinin ol¢ciimii

Dokudaki MPO aktivitesi, H,O,’ye bagl o-dianizidin 2HCI oksidasyonu
6lcimuyle degerlendiridi. Dokular (0,1-0,3 g) agirliklarinin 9 kati miktarindaki,
HETAB igeren potasyum fosfat igcinde homojenize edildi. Homojenize olmusg
dokular 4 -C, 12000 devirde 10 dakika sureyle santrifuj edildi. Ardindan
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sUpernatantlari bosaltilarak kalan topak % 0.5 (w/v) hekzadesil-
trimetilamonyum bromid ve 10 mmol/l etilendiamintetraasetik asit (EDTA,
Sigma) igeren 50 mmol/l K;HPO4 ile tekrardan homojenize edildi. Enzim
aktivitesindeki 1 birimlik degisim, dokunun bir gramindaki MPO miktarinin 1
dk—-1 460 nm ve 37°C’deki absorbansi degistirmesiyle ol¢uldu.

3.3.5 istatiksel degerlendirme

Veriler Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc. Kalifornita, ABD)
istatistik programinda degerlendirild. Verilerin normal dagilima sahip olup
olmadigi Shapiro-Wilk normallik testi ile test edildi. Normal dagilima uyan
veriler tek yonli ANOVA (analysis of variance), normal dagilima uymayan
testler ise Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Gruplarin ¢oklu
karsilastinimasinda ANOVA kullanilan gruplarda Tukey’in ¢oklu kargilastirma
testi, Kruskal-Wallis analizi kullanilan gruplarda ise Dunn’in goklu karsilastirma
testi kullanildi. Gruplarda perfizyon degerlerinin birbirleriyle olan iligkilerini

[}

analiz etmede cift-yonli ANOVA testi kullanildi. “p” degerinin 0.05'ten kugik

olmasi istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Lazer Dopler Flowmetri ile Perfiizyon Degerlendirilmesi

Tdm deneklerin bazal zaman araliginda ortalama perfuzyon degeri o
denek igin %100 kabul edildi ve diger zaman araliklarindaki perfizyon, bazal
perflzyona gore yuzde (%) cinsinden hesaplandi. Her grubun hesaplanan
ortalama PU (perflizyon Unite, PU), standart sapma degeri ve belirli zaman
noktalarinda bazale gore olan yuzde degeri Tablo-4‘de gosteriimektedir.

Gruplar kargilasgtirildiginda bazal ve iskemi PU degerleri arasinda fark
bulunmadi. Reperfiuzyon 1. saat PU degerleri arasinda sadece On-
kosullandirma+iloprost grubunun PU degeri kontrol grubundan yuksekti.
(%61’e karsihk %94, p<0.05) Reperfizyon 2. saatin sonunda ise tedavi
gruplari olan 6n-kosullandirma (OK), iloprost (ILO), én-kosullandirma+iloprost
(OK+ILO) gruplarinin perflizyon degerlerinin kontrol grubundan yiiksek oldugu
gorulda. (Sirasiyla %78’e karsi %50, %83’e karsi %50, %90’a karsi %50;
p<0.05). Ayrica reperfuzyon bitisinde iskemik &6n-kosullandirma+iloprost
grubunun PU degeri, sadece oOn-kosullandirma yapilan gruptan yuksek
bulundu. (%90’a karsi %78, p<0.05) Grup perfiizyon degerlerinin zamana goére

degisim grafigi Sekil-12’de gosterilmektedir.

Tablo-4: Deney gruplarinda jejunal flep perfizyonunun* dért farkli zaman

araliginda olg¢ulen perfuzyon degerleri

Bazal

iskemi

Reperfiizyon-1

Reperfiizyon-2

Kontrol

738.5 = 129 (%100)

49.9 + 14(%7,1)

449.2 + 94 (%61)

386 + 203 (%50)

On-kosullandirma

569.6 + 144 (%100)

36.1 + 23 (%5,3)

509.9 + 131 (%76)

512.6 + 184(%78)

iloprost

641.9 + 116 (%100)

70.0 £19 (%11)

496 + 117 (%78)

532.7 + 117 (%83)

iloprost+On-
kosullandirma

639.7 + 165 (%100)

34.9 + 14 (%5,8)

586 + 175 (%94)

549 + 190 (%90)

*Perflizyon Unitesi (PU) cinsinden, gruplarin ortalama PU degerleri ve standart
deviasyonu. Parentez icinde bazal perfiizyon degerine gére dedisim % olarak verildi.
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Sekil-12: Flep perfiizyonunun* zamana gére degisim grafigi

*
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#
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*Degerler bazale gére yiizde (%) cinsindendir. OK, iskemik én-kosullandirma grubu; ILO,
iloprost grubu; OK+ILO, iskemik 6n-kogullandirma+ILO grubu.

* OK+ILO grubu, kontrol grubu ile kargilastirildiginda p<0.05.

¢ ILO grubu kontrol grubu ile kargilastirildiginda p<0.05.

# OK grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05.

Q OK+ILO, OK grubu ile karsilastirildiginda p<0.05.

4.2 Histopatolojik Degerlendirme

Her denekten alinan doku ornekleri H&E ile boyandiktan sonra isik
mikroskopu altinda incelendi. intestinal I/R hasari semikantitatif olarak Chiu
skorlamasi ile 6l¢lldli. Bu skorlamaya goére normal mukoza en dusuk skor (0)
alirken, epitelin tamamen villustan ayrildigi, hemoraji ve ulserasyon gorulen
ornekler en yuksek skoru (5) aldi. Deneklerin aldigi skorlar ve grup ortalamasi
Tablo-5'de gosterilmektedir.
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Tablo-5: intestinal I/R hasarina gére her denegin aldigi Chiu skoru* ve

gruplarin ortalama skorlari.

Denek Sham Kontrol OK ILO OK+ILO

1 0 4 3 3 3

2 1 5 3 3 3

3 0 5 4 3 4

4 2 4 3 1 3

5 1 5 3 3 4

6 0 5 3 3 3

7 5 2 0 3
Ortalama 0.6 4.7 3 2.2 3.2

* Chi skorlama sisteminde “0” normal mukozayi goésterirken, “5” en ‘agir mukozal hasari
gosterir.  OK, Iskemik 6n-kosullandirma grubu; ILO, iloprost grubu; OK+ILO, iskemik 6n-
kosullandirma+ILO grubu.

Gruplara ait 6rnek resimler Sekil-13 ve 14’te gbsterilmektedir. (Sekil-13
ve 14)

Gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak incelendiginde en dusuk
skorun sham grubuna (Chiu=0.6), en ylksek skorun ise kontrol grubuna
(Chiu=4.7) ait oldugu géruldid. Sham grubunun skoru tim gruplardan anlamh
derecede daha diisiikti. Tedavi gruplari olan OK, ILO, OK+ILO gruplarinda ise
histoloji skorlari kontrol grubuna gére daha disuk bulundu. (Kontrol grubu ile
kargilagtiriidiginda OK, ILO, OK+ILO sirasiyla 0.5-2.9; 1.2-3.6; 0.2-2.6 %95
guven arahgi) (Sekil-15)
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Sekil-13: iloprost, iskemi sonrasi mukozal hasari azaltmaktadir. Kontrol
grubunda (C, D) villis epitelinin dékuldugu, villus boyunun kisaldigi (siyah ok),
yer yer mukozal ulserasyon, hemoraiji (yildiz) ve inflamatuar hicre infiltrasyonu
oldugu gériliyor. iloprost grubunda (E, F) ise sham (A, B) grubuna benzer
sekilde villus uzunlugunun ve goblet hiicrelerinin korundugu (asteriks), sham
grubundan farkl olarak epitelin mukozadan kalkmaya basladigi (siyah oklar)
ve hafif derece inflamatuar hilcre infiltrasyonu goértulmektedir.
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Sekil-14:  iskemik  6n-kosullandirma (A, C) ve iskemik  dn-
kosullandirma-+iloprost (B, D) gruplarinda villus epitelinin mukozadan ayrilip
[imene dokilmeye basladigi (ok isareti), orta derecede inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (yildiz) géze ¢arpmaktadir.

Sekil-15: Gruplarin aldigi ortalama Chiu skoru.
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* Sham grubu ile karsilastinidiginda p<0.05.
# Kontrol grubu ile kargilastirildiginda p<0.05.
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4.3 Dokuda Siiperoksit Dismutaz (SOD) seviyesinin belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD) antioksidan bir enzimdir. Hicrede rezerv
halinde bulunur ve ortamda serbest oksijen radikali oldugunda seviyesi azallr.
SOD seviyesinde dusuklik I/R hasarinin goéstergelerinden biridir.

Dokuda spektrofotometri yardimiyla hesaplanan SOD degerleri,
Unite/gram-doku cinsinden Tablo-6’da gdsterilmektedir. Bu verilere gére sham
grubunda SOD seviyesi diger gruplara goére ylksek bulundu. (p<0.05) Her ne
kadar ILO, OK, OK+ILO gruplarinda SOD degerleri kontrol grubuna gére yiiksek
olsa da, bu gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (Sekil-16)

Tablo-6: Gruplarin ortalama SOD degerleri (+ standart sapma) *

Gruplar Ortalama
Sham 6.8+2
Kontrol 1.2+0.4
OK 2.7x0.6
ILO 3.2+2.2
OK+ILO 1.2+ 1

* OK, iskemik dn-kosullandirma grubu; ILO, iloprost grubu; OK+ILO, iskemik

6n-kosullandirma+ILO grubu.

Sekil-16: Gruplarin SOD degerlerinin dagilhimi (U/gr)
101

SOD U/gr doku
i
_|
—]

-T-
0~ T |

(o)
) 4_0 .o‘t‘

IIR
*Sham grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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4.4 Dokuda Miyeloperoksidaz (MPO) seviyesinin belirlenmesi

Miyeloperoksidaz enzimi |okositlerin azurofilik granullerinde bulunan ve
notrofillerin dokuya olan infiltrasyonunun biyokimyasal olarak olgimunde
kullanilan bir isarettir. Spektrofotometrik olarak hesaplanan MPO degerlerinin
gruplara gore dagihmi Sekil-17‘de gosterilmektedir.

Gruplarin MPO seviyesi degerlendirildiginde kontrol grubunun MPO
seviyesinin diger gruplara gore daha yuksek oldugu goruldi. Ancak aradaki
fark istatiksel olarak anlamli degildi. OK, ILO, OK+ILO gruplarinda MPO
seviyesi kontrole goére dusukti. Bu gruplarin MPO seviyesi sham grubundan
farkl degildi.

Sekil-17: Gruplarin MPO degerlerinin dagilimi (Unite/gram-doku)
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5 TARTISMA

iskemi-reperfiizyon hasari, tibbin hemen hemen her alaninda
kargilagilan ve bu nedenle Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan konularindan
biridir. Plastik cerrahi ger¢cevesinden bakildiginda iskemi-reperfizyon hasari
Ozellikle serbest flep, revaskularizasyon ve replantasyon operasyonlarinda
onem kazanmaktadir. Her dokunun iskemiye toleransi farklidir. Bir dokunun
iskemiye olan hassasiyeti arttikga reperflUzyon hasari da artmaktadir.
Reperfluzyon hasari mikrosirkilasyon bozukluguna yol acarak organ
fonksiyonunu azaltir ve transfer edilen dokunun iglevinini yerine
getirememesine neden olur. Ozellikle 6zofagus rekonstrilksiyonunda
kullanilan bir flep olan jejunal flep iskemiye en hassas dokularin basinda
gelmektedir. Jejunal flebin iskemi slresi uzadikga I/R hasari artmakta ve yeni
yerine aktarilan dokunun intrinsik iyilesme kapasitesini azalmaktadir.”
Lokalizasyon nedeniyle vaskiler anastomozu zaten zor olan jejunal flebin
iskemiye toleransinin ¢ok az olusu, anastomozu yapacak cerrahta ek stres
yaratir. Bu nedenle serbest jejunal flebin iskemi-reperfizyon hasarini
azaltacak yontemler cerrahlar igin dnem kazanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci
iloprost ile jejunal flebi iskemiye hazirlayip iloprostun jejunal flepte iskemi
reperfUzyon hasari Uzerine etkisini arastirmak ve bu farmakolojik 0On-
kosullandirma yontemini, daha oOnce etkinligi kanitlanmig iskemik On-
kosullandirma yontemi ile kargilagtirmakti.

Gunumuze kadar jejunal flep Uzerine yapilan c¢alismalarin gogu
retrospektif ya da az sayida prospektif klinik galismadir. Klinik galismalarin
¢ogu jejunal flep uygulanan hastalarin tedavi sonuglarini ve komplikasyonlarini

22,98-104 [skemi-reperfiizyon hasarini 6nlemeye yénelik bir

degerlendirmektedir.
calisma vardir.'® Deneysel hayvan modeli Gzerinde yapilan ¢alismalarin
sayisi ise oldukga kisithdir."#*1%6=1%° By arastirmalardan bir kisminda bu
calismada kullanilan hayvan modeline benzer izole jejunal segmentler ile

1106109 Ancak bu calismalar domuz, tavsan,

hayvan modeli olusturulmustur.
kopek gibi sigcandan daha buylk hayvanlar Gzerinde yapilmigtir. Siganda

yapilan diger iskemi-reperfuzyon calismalarinda®® ise SMA ya da truncus
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coeliacus klemplenmis ve tUm ince bagirsagi etkileyen total iskemi yapilmigtir.
Her ne kadar tum SMA klemplendiginde inferior mezenterik arterden gelen
kollateral dolagim ¢ok az olsa da, bu modellerdeki asil sorun bu g¢apta bir
iskemi olusturulmasinin sistemik etkileridir. Cinkit SMA ince bagirsak, kolon
ve pankreasin buyuk bir kismini beslemektedir. SMA’ya konulan klempin
acilmasi ile jejunal flebin aksine tum vicudu etkilen bir reperfiuzyon periyodu
baslar.""® Ornegin; ince bagirsak transplantasyonu sigan modellerinde 40
dakika Uzerinde iskemi siiresi mortalite ile iligkili bulunmustur.'" Bu nedenle
bu ¢alismanin diger sigan jejunal flep I/R hasari ¢alismalarina gbre avantaji
izole jejunal segmentler Gzerine yapiimis olmasidir.

Bahsedildigi Uzere literatlirde jejunal fleplerde I/R hasarini degerlendiren
az sayida yayin vardir.?>® intestinal I/R hasari iizerine literatiirde toplanan
bilgilerin ¢odu ince bagirsak transplantasyonu, sepsis, sok, bagirsak
strangulasyonu, nekrotizan enterokolit, abdominal aort anevrizma cerrahisi
modellerinden gelmektedir. Bu modeller incelendiginde iskemi suresinin 30
dakika ile 90 dakika gibi genis bir zaman araliginda degistigi gorilir.>'"?
iskemi siiresi 30 dakika tutuldugunda mukozal hasarin histolojik olarak
basladigini gdsteren yayinlar var iken®'"™, bu iskemi siireleri ile mukozal
hasarin olusmadigini gdsteren yayinlar da mevcuttur.””"* Bu nedenle
intestinal iskemi reperfuzyon hasarinin ¢alisildigi modellerde iskemi suresinin
dogru secilmesi onemlidir. Puglisi ve ark. sicanda SMA ve veni klempledikten
sonra 0-90 dakika arasinda degigsen iskemi zamanlari uygulayarak intestinal
hasari analiz etti.""* Onlarin sonuglarina gére 40.dakikadan sonra iskeminin
bazi parametreleri olugsmaya bagladi. Ancak analiz edilen tUm parametrelerin
gorunmesi 60.dakikadan sonra oldu. Bu nedenle 60 dakikalik iskemi, orta
derece hasar veren iskemi olarak kabul edildi. Bu tezin pilot ¢galismasinda 40
dakika iskemi uygulandiginda iskeminin mukozanin her tarafinda esit
olusmadig! goruldu. Bu nedenle deney protokolunde iskemi suresi 60 dakika
olarak degistirildi. Sonugta, sadece iskemi-reperflizyon uygulanan kontrol
grubunun tamaminda histolojik analizde kullanilan iskemi parametrelerinin
tumu goruldu ve bu denekler, Chi skorlamasina gore en az 4 puan aldi.

iskemik 6n-kosullandirma ilk olarak Murry ve arkadaslari tarafindan 1986
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yilinda kanin miyokardi Uzerinde yapilan ¢aligmada g('jsterildi.62 Bu tarihten
beri yapilan birgok deneysel ¢alisma, kalp kasinin yani sira karaciger, beyin,
iskelet kasi, spinal kord, retina ve bobrek uUzerinde de iskemik on-
kosullandirmanin iskemi-reperfuzyon hasarini azaltmada olumlu etkisini

6183 Iskemik ©®n-kosullandirmanin bagirsak (izerinde de etkili

gOsterdi.
oldugunu ilk kez Hotter ve ark g('jsterdi.115 Ancak bagirsak Uzerine yapilan
calismalarda on-kosullandirmanin iskemi-reperflizyon hasari Uzerine etKkisi
celiskili sonuclar gosterdi.>'"® Abrahao ve ark. tek siklus 10 dakikalik iskemi
suresi ile on kosullandirmanin kontrol grubundan farkli olmadigini
belirtirken''®, ayni siire ile 6n kosullandirmanin I/R hasarini azalttigini gdsteren
yayinlar da vardir.""""® Ama genel olarak literatiir degerlendirildiginde iskemik
on-kosullandirmanin molekiler, histolojik ya da fizyolojik dizeyde I/R hasarini
azalttigina yonelik kanitlar daha coktur.239%*"7="19 Deneysel calismalarda
iskemik on-kosullandirma protokolleri arasinda goérus birligi yoktur. Bazi
calismalar tek siklus''”'"® bazi calismalar birden fazla siklus ile 6n
kosullandirma yapmistir.>'?° Optimal 6n-kosullandirma siklusunu arastiran bir
calisma kisa slren sikluslarin ince bagirsak I/R hasarini 6nlemede daha etkili
oldugunu ortaya koydu."®" iskelet kas! (izerinde yapilan ve en iyi iskemik 6n-
kosullandirma protokolunu arastiran baska bir galismaya gore ise artan siklus
sayisi ile I/R hasar etkilerinin azalmaktadir.'® Bu nedenle bu galismada kisa
sureli (3 dakika iskemi, 3 dakika reperfliizyon) ¢ok tekrarli (3 siklus) iskemik 6n-
kosullandirma protokolii uygulandi. iskemik én-kosullandirma uygulanan
grupta literatiran geneline uyumlu sekilde mukozal hasarin daha az oldugu
gorulda. LiteratUrde, mukozal hasarin semikantitatif olarak
degerlendiriimesinde en c¢ok kullanilan skorlama sistemi Chiu skorlama
sistemidir.”” Daha 6nce iskemik on-kosullandirma ile yapilan c¢alismalarda
mukozal hasar skoru kontrol grubunda 5 iken, iskemik 6n-kogullandirma
grubunda 3’e inmistir."?7'%® Bu calismanin sonuclarinda da iskemik 6n-
kosullandirma yapilan grupta literatlrt destekler sekilde hasar skoru ortalama
3’e indi.(Tablo-:)

iskemik  6n-kosullandirmanin ince bagirsakta /R hasarini nasil

azalttiginin mekanizmasi halen net olarak bilinmemektedir. Ancak bazi
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onerilen mekanizmalar mevcuttur. iskemik én-kosullandirmanin etkilerinin
goruldugu iki faz vardir: erken faz ve geg¢ faz. Erken faz, iskemiden sonra
dakikalar icinde baslar ve 2-3 saat surer. Erken fazda etkili olan mekanizmalar
muhtemelen hicrede devam eden fonksiyonlari duzenlenmesiyle ortaya cikar.
Geg faz ise iskemiden 12-24 saat sonra baglar ve 3-4 gin devam eder. Ge¢
fazda strese cevap olarak hucrenin gen ekspresyonunun degistigi
disiiniilmektedir.>® Ferencz ve ark. SOD ve GSH gibi antioksidan molekiillerin
iskemik 6n-kosullandirma yapilan grupta daha yiiksek oldugunu gdsterdi.'®
Unal ve ark. adenozin reseptorlerinin  uyariimasiyla iskemik 0On-
kosullandirmaya es etkinlik elde etti? Sota ve ark. iskemik 6n-
kosullandirmanin olumlu etkisinin NO sentaz inhibitdéri olan L-NAME ile
ortadan kalktigini gostererek mekanizmada nitrik oksitin  katkida
bulunabilecegine kanit sundu."?* Yolaklar henliz tam olarak ortaya konamamis
olsa da, mekanizma muhtemelen antioksidan duzeyinde artigi, nitrik oksit
sentezini, adenozin reseptorlerini, adezyon molekullerinin ekspresyonunu
icerir.®® Bu calismada da iskemik 6n-kosullandirma grubunda bir antioksidan
enzim olan SOD aktivitesinin arttigi gorulmektedir. Antioksidan seviyesindeki
artigin, iskemik 6n-kosullandirma nedeniyle mi arttigi, yoksa azalmis I/R
hasarina bagli antioksidan seviyelerinin korunmus olmasina mi bagl oldugunu
sOylemek zordur. Ancak bu ¢alismada ve daha 6nce yapilan galismalarda elde
edilen sonuglar g6z o©nune alindiginda iskemik o6n-kogullandirma
mekanizmasinda antioksidan enzimlerinin rolt olmasi muhtemeldir ve ileride
bu konuyla ilgili bagka bir galigma yapilabilir.

Prostaglandinler, arasidonik asitten sentezlenen lipid yapida araci
molekullerdir. Platelet ve endotel Uzerine etki ederek inflamasyonun
baglamasinda ve ilerlemesinde onemli rol alirlar. Arasidonik asitten
sentezlenen iki 6nemli prostaglandin, prostaglandin 12 (PGI2, prostasiklin) ve
tromboksan (TXA2) dir. Tromboksan, vazokonstriktordir ve platelet
agregasyonunu arttirir. Prostasiklin ise tam tersine vazodilatordur ve platelet
agregasyonunu inhibe eder.” iloprost, bu etkileri nedeniyle dnce deneysel I/R
calismalarinda kullanildi. Vazodilator ve antiagregan etkilerinin yani sira anti-
inflamatuar, sitoprotektif etkileri ile kalp, bobrek, iskelet kasi, akciger,
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karaciger, spinal kord gibi birgcok organ Uzerinde arastirildi ve I/R hasari
lizerinde koruyucu etkisinin oldugu gdsterildi.”*®° Iskemi-reperfiizyon hayvan
calismalarinda iloprost ile elde edilen basarili sonuglar arastiricilari bir
basamak ilerisine goturdu; ve karaciger transplantasyonu Uzerine yapilan bir
pilot calismada transplantasyon sonrasi alicilara prostasiklin uygulamasinin
greft fonksiyonunu arttirdigi g('jsterildi.127 Klein ve ark. prospektif randomize
karaciger transplantasyonu klinik galismasinda, alicilara prostasikline benzer
Ozelliklere sahip prostaglandin E1 inflzyonu verilmesinin greft fonksiyonunu
arttirdigi, bobrek yetmezligini ve yogun bakim Unitesinde kaligi azalttigini
gosterdi.'® Ayni grup, 106 hasta lizerinde yapilan baska bir calismada donére
intravendz (i.v.) bolus prostasiklin verilmesinin I/R hasarini azalttigini, greft
fonksiyonu parametrelerini iyilestidigini bildirdi."" Bilgimiz dahilinde jejunal flep
I/R modelinde ya da ince bagirsak I/R modelinde iloprost uygulamalasinin
etkisi arastiran bir calisma bulunamadi. Bu nedenle bu ¢alismada iloprostun
jejunal flep I/R hasarina olan etkisi arastirildi. iloprostun donére
uygulanmasinin daha etkili oldugunu belirten g¢alisma baz alinarak iloprost
iskemiden 5 dakika once i.v. bolus seklinde verildi. Sonugta morfolojik
incelemedi iloprost uygulamasinin I/R hasarini kontrole gére anlamli derecede
azalttigi goéruldu. Ayni sekilde iloprost verilen grupta I/R hasarinin
parametreleri olan SOD aktivitesi yliksek, MPO seviyesini diisiiktl. iloprost
grubunda mukozal kan akimi kontrole gore anlamli derecede yukseldi. Elde
edilen bu sonuglar, jejunal flepte iloprost uygulamasinin I/R hasarindan
koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

lloprost ile yapilan deneysel ¢alismalarda iloprostun iskemiden énce mi,
reperflzyon sirasinda mi ya da her iki donemde de verilmesi gerektigi sorusu
ortaya cikar. iloprost yari émrii kisa bir ilagtir. Bu nedenle pulmoner
hipertansiyon ve ileri derece periferal arter hastaliginda 0.5-2 ng/kg/dk hizinda
intravendz inflizyon seklinde verilmektedir.”” Bu nedenle iloprostun I/R
hasarini azaltici etkisi Uzerine yapilan ¢alismalarda iloprost genel olarak ayni
dozda inflzyon seklinde tatbik edilmekte ve reperfuzyon doneminde ya da
iskemi+reperfiizyon déneminde uygulanmaktadir.”*®%8287 Ancak  &zellikle

karaciger transplantasyonu ¢alismalarinda prostasiklini donore ya da aliciya
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uygulayan farkli calismalar vardir.'"'?"'2 floprostu iskemiden 6nce mi
reperflUzyon sirasinda mi verilecegine dair yapilan bir deneysel c¢alismada
iskemiden dnce intraven6z bolus iloprost uygulamasinin karaciger I/R hasarini
daha c¢ok azalttigi g('jsterildi.86 Cargnoni ve ark. iskemiden once iloprost
uygulamasinin reperfizyon doneminde uygulanan iloprost uygulamasina gore
daha kardiyoprotektif oldugunu kanitladi.’*® Bu calismalarin sonuglari goz
onune alinarak bu tez calismasinda iloprost iskemiden hemen 6nce i.v. bolus
seklinde uygulandi ve iloprostun koruyucu etkinligi agisindan olumlu sonuglar
elde edildi.

Bu tez galismasinin hedeflerinden biri de jejunal flepte I/R hasarini
azaltmada iloprost ile iskemik  On-kosullandirma  ydntemlerinin
karsilastirimasiydi. Mukozal kan akimi sonuglari degerlendirildiginde her iki
yontemin kullaniimasinin reperfizyon birinci saatten itibaren, sadece iloprost
ya da sadece iskemik o©n-kosullandirma yonteminin kullaniimasinin
reperfuzyon 2. saatten itibaren kontrole gore mukozal kan akimini arttirdigi
gosterildi. I/R hasari ne kadar az olursa mikrodolasim dolayisiyla da perfiizyon
o kadar iyi olacaktir. Bunun disinda iloprost vazodilator bir maddedir ve dusuk
kardiak ¢ikti durumlarinda mezenterik kan akimini arttirir.* vardir iloprost bu
ozellikleri ile, sonuglarda elde edilen yuksek mukozal kan akimi degerlerine
neden olmus olabilir. Literatirde I/R modelinde iskemik 6n-kosullandirmanin
ve iloprostun perfizyona etkisini degerlendiren ¢ok az sayida ¢alisma vardir.
iskemik &n-kosullandirmanin molekiler mekanizmasini inceleyen pek cok

calisma olmasina kargin,>%6:117.130

iskemik on-kosullandirma sirasinda
mukozal kan akiminda olan degisikligi inceleyen tek bir yayin bulunabildi. Bu
calisma bizim sonuglarimiza benzer sekilde iskemik 06n-kogullandirma
uygulanan grupta reperfizyon sirasinda mukozal kan akiminin kontrole gore

daha yiiksek oldugunu géstermektedir.""

I/R sirasinda iloprostun kan akimina
olan etkisini degerlendiren bir galisma literatlr bilgimiz dahilinde yoktur. Bu
c¢alisma mukozal kan akiminin degerlendiriimesi agisindan da literature katki
saglamaktadir.

lloprost grubu ile iskemik 6n-kosullandirma grubu histolojik skor

acisindan karsilastirildiginda, iloprost grubunun skorlari daha daguktu. Her ne
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kadar aradaki fark (3’e karsilik 2.2.) istatiksel anlamliga ulasmamis olsa da,
mukozal kan akimi parametreleri ve histolojik skorlar goz 6nune alindiginda
iloprostun, I/R hasarina karsi iskemik 6én-kosullandirma grubundan daha
koruyucu oldugu sodylenebilir. Histolojik incelemede dikkat geken baska bir
durum da iloprost+iskemik On-kosullandirma grubunun skoru ise her iki
gruptan daha yuksek olmasiydi. Bu da iskemik 6ncesi artan manipulasyonun
I/R hasarini arttirdigini ya da iskemik 6n-kosullandirma etkisinin iloprostun
golgesinde kaldigini disundurmektedir.

Bu galismanin kisithliklart mukozal kan akiminin 6lgim metodu olan lazer
dopler flowmetri cihazina ait olan kisitliliklar ve SOD, MPO enzim seviyesinin
degerlendiriimesinde olan kisithliklardir. Lazer dopler flowmetri (LDF) cihazinin
kendisine ait olan kisitlihiklar Genel Bilgiler boliuminde anlatiimistir. Bunlar
temel olarak olgumlerin tekrar edilebilirligi, hareket artefaktlari ve biyolojik
sifirin oImaya§|d|r.93 LDF oélgumlerinin tekrar edilebilir olmasi igin flebi besleyen
iki vaskuler arkin orta noktasindan olgim alindi ve degerler flebin diger
bolgeleri ile kargilagtirilarak tum flebin perfuzyonunu yansitan bir noktadan
Olcim yapildi. Solunum gibi ritmik olan hareketlerin 6lgim trasesinde artefakta
neden oldugu goruldd. Trase devamli takip edilerek bu tip artefaktlar
izlendiginde probun yeri degistirildi. Bazal olgimlerde denekler arasinda
farklilik olmasi nedeniyle her denegdin bazal 6lgimi o denek i¢cin %100 kabul
edildi ve analiz yapilirken, diger zamanlardaki Olgumler bazale gore
degerlendirildi. SOD ve MPO enzim duzeyleri spektrofotometrik yontem ile
degerlendirildi. Elde edilen degerlerde genis varyasyon goruldu. Bu
varyasyonun nedeni, spektrofotometrik yontemlerde arastirilan enzimlerin
degisik hlcresel kompartmanlarda olmasi, doku homojenizasyonu iyi
olmadiginda yanlis degerler hesaplanmasi, homojenat bulanik oldugunda
yanlis spektrofotometrik olgim alinmasi, tUp igerisindeki enzimin spontan
rediikte olmasidir.”*? Bu nedenle her ne kadar diger calismalarda I/R hasarinin

dlglilmesinde kullanilan®%119:120133

parametrelerden olan MPO, SOD enzimi
seviyeleri bu calismada istatiksel anlamhliga ulasmamis olsa da histolojik
skorlar ile uyumlu artis ve azalis gostermistir. Ticari hazir enzim assaylerinin

kullanimi ile biyokimyasal degerlerin daha hassas bir analizi yapilabilir.
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Bu calismanin daha once yapilan ¢alismalara UstunlUkleri ise hayvan
modeli, iskemik on-kosullandirma sikluslarinin dikkatli segimi, iloprost ilacinin
uygulama zamaninda farklilik ve mukozal kan akiminin lazer dopler flowmetri
cihazi ile degerlendiriimesidir. Daha dnce bahsedildigi gibi su ana kadar jejunal
flep ile yapilan ¢ok az deneysel calisma vardir; ve bunlarin da ¢ok azinda
jejunal flep hazirlanmistir. "% |jteratiirde intestinal I/R hasari ile olan
bilgilerin neredeyse tamami SMA ve venin klemplendigi total bagirsak
iskemisinin yapildigi calismalardan gelmektedir. Jejunal flepte ise iskemi
bagirsak segmentini igermektedir. Klinik uygulamada bile en ¢ok gorulen
bagirsak iskemisi inkarsere herni ya adezyonlara bagli segmental bagirsak
iskemisidir.""® Bu nedenle ve majoér iskeminin sistemik etkilerini de saf disi
etmek icin deneysel hayvan modellerinde bagirsak segmentinin izole edilmesi

jejunal flepte I/R hasarini degerlendirmede daha uygundur.
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6 SONUCLAR

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda siganda jejunal flep modelinde iskemik
on-kosullandirmanin ve iloprostun I/R hasarini énlemede etkisi arastirildi ve
iloprostun, en az iskemik on-kosullandirma kadar etkili oldugu; hatta histolojik
skor ve mukozal kan akimi bulgulari degerlendirildiginde iloprostun iskemik on-
kosullandirmadan daha etkili olabilecegi ortaya kondu. Bunun yaninda iloprost
ve iskemik on-kosullandirma yontemlerinin mukozal kan akimina olan etkisi
kantitatif bir yontemle ol¢ildu ve her iki yontemin de iskemi sonrasinda
kontrole gore mikrodolasimi arttirdigi gosterildi. Bu calismadan elde edilen
olumlu sonuglar ileride klinikte iloprost ya da iskemik on-kosullandirma
yontemlerinin  jejunal flebi iskemiye hazirlamada kullanimina zemin

hazirlamaktadir.
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