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OZET

Rekombinant insan eritropoetininin (rhEpo) ve iskemik
onkosullandirmanin iskemi/reperfuzyon (I/R) hasarina karsi koruyucu etkileri iyi
bilinmektedir. Bu galismada rat groin flebinde I/R ve sistemik rhEpo’in beraber
ve tek tek etkileri degerlendirilmis ve karsilastiriimistir. Yetmis dort Wistar tipi rat
rastgele bes gruba ayrildi. Grup 1 (n=10); sham grubundan flep kaldirldi. Grup
2 (n=16); groin deri flebi kaldirildi ve 8 saat iskemi uygulandi. Grup 3 (n=16);
iskemik Onkosullandirma 3 siklus olmak Uzere 10 dakika iskemi, 10 dakika
reperflizyon olarak uygulandi ve ardindan ayni iskemi prosedurt uygulandi.
Grup 4 (n=16); Ayni iskemi prosedurtu uygulandi; reperfizyondan 30 dakika
once tek doz rhEpo (5000 IU/kg) intraperitoneal yoldan enjekte edildi. Group 5
(n=16); iskemik 6nkosullandirma ve rhEpo prosedurleri uygulandi, ardindan
ayni iskemi prosedurt uygulandi. Ameliyat sonrasi 24’Uncl saatte dokuda
myeloperoksidaz (MPO), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) degerleri
olguldu, inflamasyon bulgulari degerlendirildi. Ameliyat sonrasi 10’uncu glnde
flep sag kalim orani, anjiyogenezis, apopitoz ve hematokrit (htc) seviyeleri
degerlendirildi. Doku MDA seviyeleri karsilastirildiginda grup 5’in grup 2
(p<0,043) ve grup 3’ten (p<0,042) anlamh derecede farkli ve dusik oldugu
goraldu. Doku NO seviyeleri karsilastinidiginda grup3’in (p<0,040), grup 4‘Un
(p<0,003) ve grup 5’in (p<0,001) grup 2'den anlamli derecede yuksek oldugu
goraldu. Anjiyogenezis karsilastiriidiginda grup 5’'in grup 2 (p=0,001), grup 3
(p=0,001) ve grup 4’ten (p=0,003), grup 4’4n grup 2’den (p=0,045) anlaml
derecede yuksek oldugu gorulda. Grup 5 (p<0,05), ve grup 4’Un (p<0,05), grup
2'den anlamli derecede dusuk apopitotik hiicre sayisina sahip olduklari gérulda.
Flep sag kalim oranlari degerlendirildiginde grup 3’an (p= 0,003), grup 4’Un (p<
0,001) ve grup 5’in (p<0,001) grup 2’'den, grup 5’in grup 3’ten (p= 0,001) anlaml
derecede farkli ve ylksek sag kalim oranina sahip oldugu géralda.
Sonuglarimiz  iskemik  6nkosullandirma ve sistemik rhEpo’in  beraber
kullaniminin  I/R hasarini azaltmada anlamli derecede efektif oldugunu

gOstermigtir

Anahtar kelimler; eritropoetin, iskemik onkosullandirma, iskemi-reperfizyon

hasari, apoptozis



ABSTRACT

The effects of recombinant human erythropoietin and ischemic
preconditioning on ischemia-reperfusion injury in the groin flap model in
rats

The tissue protective potentials of recombinant human erythropoietin
(rhEpo) and ischemic preconditioning (IP) against ischemia/reperfusion (I/R)-
induced injury are well known. In this study, the combined and individual effects
of IP and systemic rhEpo on rat groin flaps were evaluated and compared
clinically and histologically. Seventy-four Wistar rats were randomly divided into
five groups. Group 1 (n=10) the sham-operated animals underwent flap
elevation. Group 2 (n=16); a groin skin flap was elevated and an 8-hour
ischemic insult was achieved. Group 3 (n=16); IP was performed by 3 episodes
of 10 min femoral artery occlusion followed by 10 min reperfusion and then
same ischemia procedure was performed. Group 4 (n=16) the same ischemia
procedure was performed, thirty minutes before reperfusion; single-dose rhEpo
(5000 IU/kg) was injected through the intraperitoneal route. Group 5 (n=16) the
same IP and rhEpo procedures was performed. At 24 hours postoperatively,
tissue myeloperoxidase (MPO), malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO)
values and histologic finding of inflammation were evaluated. At day 10
postoperatively, flap survival rate, angiogenesis, apoptosis and change in
hematocrit (htc) level were evaluated. The flap tissue MDA value in the group 5
was significantly lower compared with the group 2 (p<0,043) and group 3
(p<0,042). NO value in the group 3 (p<0,040), group 4 (p<0,003) and group 5
(p<0,001) was significantly higher compared with the group 2. Angiogenesis in
the group 5 was significantly higher compared with the grup 2 (p=0,001), group
3 (p=0,001), group 4 (p=0,003) and group 4 was significantly higher compared
with the group 2 (p=0,045). The apopitotic cell in the group 5 (p<0,05) and
group 4 (p<0,05) was significantly lower compared with the grup 2. In the group
grup 3 (p= 0,003), grup 4 (p< 0,001) and group 5 (p<0,001) the flap survival
was significantly higher compared with the grup 2, and the group 5 was
significantly higher compared with the grup 3 (p= 0,001). Our results show that
combination of IP and rhEpo is significantly effective in reducing I/R injury.

Key words; erythropoietin, ischemic preconditioning, ischemia-

reperfusion injury, apoptosis



GIRIS ve AMAG

Plastik cerrahide doku defektlerinin fleplerle onariimasi brangin temel
prensiplerindendir. Zaman i¢inde gelisen teknoloji ve bilgi birikimi, serbest doku
aktarimi ve ampute uzuvlarin replantasyonunu mamkun kilmistir. Gunumuzde
viicuttaki hemen her vaskiilarize yapinin aktarilabilmesi miimkiindir'. Ancak
¢ok kritik bir konu iskemi suresidir ve Ozellikle serbest doku aktarimlari ve
amputasyonlarda doku yasayabilirliginin devami acgisindan kritik bir 6nem
tasimaktadir. Zaman icinde anlasilmistir ki reperfuzyon adi verilen dokunun
yeniden kanlanmasi olayi bir dizi karmagik mekanizmayla, beklenenin aksine,
dokuda zarar verici bir etki yaratmaktadir. ilgi ve calismalari tizerine ¢eken bu
konuda sayisiz calismalar yapiimis, aydinlatilan konularin yani sira halen isik
tutulmasina ihtiya¢ olan pek ¢ok esrarengiz yon kalmistir. Pek ¢ok yontem ve
kimyasal ajan bu etkileri azaltmak amaciyla deneysel calismalara konu
olmustur. Bu yontemler arasinda dokuyu iskemiye hazirlayici énkosullandirma
yontemi degisik dokularda kullaniimistir. ik olarak Murry ve arkadaslari, kdopek
kalbinde, koroner arter Uzerinde klempleme ile olusturduklar kisa iskemik
periyotlari ve bunu takiben doku reperfuzyonlari ile daha uzun bir iskemik
periyoda toleransin arttigini gostererek, iskemik énkosullama fenomenini ortaya
koymuslardir®. Literatirde flep sagkalimini arttirmak igin yapilan aksiyel
fleplerde iskemik dnkosullama galismalari bulunmaktadir >*.

Eritropoetin bobrekte Uretilen ve hematopoezisi reglle eden bir
glikoproteindir5. Hipoksik ortama cevap olarak seviyesi yi,'lkselirs. Hipoksik
ortamda, kemik iliginde bulunan eritroid progenitor hicrelerdeki eritropoetin
reseptorleriyle etkileserek apopitozisin azalmasina ve diferensiasyona neden
olurlar. Rekombinant insan eritropoetini kronik bdbrek yetmezliginde
kemoterapiye bagli anemide, prematuritede, romatoid artritte ve
myelodisplaziside kullaniimaktadir’. Cesitli kaynaklar eritropoetinin  non-
hematopoetik etkilerinden bahsetmektedir. Bu etkiler néronlar, endotel hicreleri,
damar diz kas hucreleri ve kardiak miyositlerde bulunan reseptorler araciligi ile
olmaktadir”*. Literatiirde eritropoetinin iskemi reperfiizyon hasarinda énemli rol
oynadidi gosterilmis ve retina, ince barsak, karaciger ve bobrekte yapilan
calismalar yayinlanmigtir.  Ayrica degisik kimyasal ajanlarla iskemik
onkosullandirma metodlarini  karsilastiran calismalar mevcuttur'*?. Hicbir

¢alisma eritropoetin ve iskemik dnkosullandirmayi birlikte kullanmamis dolayisi
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ile bu iki etkin yontemin birlikteliginin sonuglar hakkinda bilimsel bir kaynak
bulunmamaktadir.

Planladigimiz galismada pozitif sonuglar veren bu iki metodu birlestirerek
iskemi reperfizyon hasarinda muhtemel olumlu etkileri klinik ve histolojik olarak

gOstermeyi amacladik.



GENEL BILGILER

Flep Kan Akiminin Diizenlenmesi

Deri kan akimi, lokal ve sistemik olmak Uzere iki seviyede kontrol
edilmektedir. Sistemik kontrol; ndéral ve hormonal olabilmektedir. Noral
dengeleme daha baskindir ve baslica; vazokonstriksiyonu saglayan sempatik
lifler, alfa adrenerjik reseptorler ile vazodilatasyon yapan beta adrenerjik
reseptorler araciliiyla gerceklesir. Arteriol ve arteriovenoz anastomoz
seviyesinde damar diiz kas tonusunu diizenlerler’’?. Hormonal dengeleme,
sistemik vazoaktif maddelerin kendilerine 6zgun reseptorlerdeki aktiviteleriyle
saglanmaktadir. Sistemik vazokonstriktorler; serotonin, tromboksan A2 ve
prostaglandin F2a yi icerir. Vazodilatatorler ise prostaglandin E1, prostaglandin
12 (prostasiklin), histamin, bradikinin ve Ikotrien C4 ve D4’ten olusur 2%,

Hiperkapni, hipoksi ve asidoz gibi metabolik faktorler, lokal dizeyde
vazodilatasyona yol acarak deri kan akimini etkilemektedir. Artmis doku
perfuzyonu ve hipotermi ise lokal olarak vazokonstriksiyon ile kan akimini
azaltmaktadirlar %,

iskemi

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hlcrelerin
fonksiyon bozuklugu ile baslayan ve hlcre 6liumune kadar ilerleyen bir dizi
kimyasal olay gerceklesir. Hucresel fonksiyonlarin gergeklesebilmesi igin gerekli
temel yakit oksijendir. Aerobik metabolizma ile normal hicre fonksiyonlari igin
gerekli olan yuksek enerjili fosfat baglari saglanir. Oksijen yetersizligi
durumunda; laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuglanan anaerobik
metabolizma devreye girer. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi
degisir ve yuksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalmasiyla hicre kendi
homeostazi igin gerekli olan enerjiden yoksun kalir**2°.

Kritik iskemi slresi; kan akiminin kesilmesinden sonra, dokunun canli
kalmasi ve enerji depolarinin esik seviyenin altina inmesine kadar gecen azami
sureyi ifade eder. Bu sure asildiginda doku perfiuzyonu yeniden saglansa dahi

doku hasari kaginilmazdir*”# (Sekil 1).
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Sekil 1. Hipoksik ortamda serbest radikal olusumu ve iskemi-reperfizyon
hasari.

Akut Hiicre Zedelenmesinin Nedenleri

Hipoksi, hicre hasari ve oluminin en sik nedenlerinden biridir. Akut
hidcre zedelenmesi, uyarana karsi olusur ve hicre morfolojisinde degdisimler
meydana getirir. iskemide aktive olan serbest oksijen radikalleri (SOR) lipid
peroksidasyonuna ve hicre hasarlanmasina neden olur. Akut iskemiyi izleyen
olaylar su sekilde gelisir®®.

1-Geri Donugiimli Zedelenme

1. Hacre hasari ve olumdnin en sik nedenlerinden biri hipoksidir.
Hipokside, hucre i¢i oksijen azligi nedeniyle aerobik solunum aksar ve
mitokondrideki oksidatif fosforilasyon engellenir. Adenozin trifosfat (ATP) Uretimi
azalir ya da tamamen sona erer ve ATP kaybi sonucu ATPaz aktivitesi de
azalir. Bunun sonucu olarak hicre zarinda bulunan aktif sodyum pompasi
yetersizligi ve beraberinde hiicre igcinde sodyum birikimi meydana gelir. Hicre
ici potasyum disari atilir. Ardindan suyun hdcre igine girmesiyle hicresel sisme
meydana gelir. Hucresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin
birikimidir**.

2. Hucrenin enerji metabolizmasi bu sureg icerisinde glikoza bagimli hale
gelir ki bunun sonucu olarak glikojen depolari hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve
fosfat turevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine, bu ise hulcre igi
pH’nin dismesi ile asidoza neden olur.

3. Sonrasinda granulli endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve
polizomlar monozomlara pargalanarak protein sentezi azalir. Hipoksinin devam
etmesi halinde membran gegirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlari yavaslar.

Bu sirada mitokondriler normal, hafif yogunlasmis ya da sismis, endoplazmik
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retikulum ise genislemis bir gorinim kazanirlar. Sonugta hicre belirgin bigimde
siser. Buraya kadar olan olaylar geri dénebilir degisikliklerdir. iskemi bu andan
sonra da devam ederse, geri donusimsuz hlcre zedelenmesi baslar. Hicre
hasarinin  yapisal dedgisiklikleri, bazi kritik biyokimyasal sistemlerin
bozulmasindan sonra gorinur hale gelir. Hicre sismesi geri donusumli bir
hasardir ve dakikalar iginde gorulebilir. Hucre olumunun (6rnegin miyokard)
bulgulari, tam iskemiden 10-12 saat sonrasina kadar isik mikroskobu ile
gorilmez. Geri donlUsuimsuz hasar buglnku bilgilerimize gore ilk 20-60 dakika
icinde olusur?®.

2-Geri Donusumsuz Zedelenme

Geri donUsumslz hicre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda agsiri
vakuolizasyon ile plazma zarinda asiri zedelenme vardir. Hasarlanmis ve ileri
derecede gecirgenlesmis zarlardan hudcre igcin gerekli yasamsal elemanlarin
kayboldugu goraltr. Hucre ici pH'nin dismesi, lizozom zarlarinin zedelenmesi
ve beraberinde enzimlerin sitoplazmaya gecgerek asit hidrolazlari aktiflemesi
sonucu, c¢ekirdek ve sitoplazma yapilari sindirilir. Hicre zedelenmesinde en
onemli basamak kuskusuz membran zedelenmesidir. Hlicre membran
zedelenmesinde alti neden suclanmaktadir.

1. Mitokondri fonksiyon bozuklugu

2. Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi

3. Hucre iskeletindeki degisimler

4. SOR

5. Lipid yikim Grunleri

6. Hucre ici aminoasitlerin kaybi

Membran zedelenmesiyle hicreler arasi mesafeden hicre igine dogru
kalsiyum (Ca*?) tutulumu gerceklesir. Dokunun tekrar oksijenlenmesi ile
mitokondri tarafindan tutulan Ca*® hiicresel enzimleri inhibe ve proteinleri
denatlre eder. Boylelikle koagulasyon nekrozuna 6zgu hlcresel degisimler
meydana gelir. iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi,
reperflizyon olarak adlandiriimaktadir. iskemi sonucunda artan SOR kan akimi
dizeldikten sonra reperfuzyon zedelenmesine yol agar. Reperfizyon
olugsmazsa, oldurtcu iskemik zedelenme gelisir fakat toksik SOR olugsmaz.
Reperfizyon sirasinda iskemik alanda toplanan notrofil ve trombositlerin

aktivasyonu, hiicre ici Ca*® birikimi ile mikrovaskiiler hasarin dokudaki
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zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. iskemik alanda toplanan polimorf
ndveli 16kositlerin buyuk oOlglide toksik oksijen tlrevlerinin yapiminda sorumiu
oldugu diistinilimektedir®®=".

iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda paradoksal olarak sadece iskemi
ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agar. Reperfizyon
doneminde gdzlenen hasarda, hicre igine molekuler oksijen girisi ile hizla
olusan serbest oksijen radikal tlrevleri basta olmak Uzere birgok mekanizma rol
oynamaktadir. Reperfuzyon hasarina en fazla duyarli olan htcresel yaplilar, zar
lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir®2.

Reperfizyon ve Reperfiizyon Hasari

Reperflzyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya
kan akiminin yeniden duzenlenmesidir. Reperfizyonun, iskemik dokuda enerji
ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi gibi iki olumlu
etkisi vardir. Reperfizyon, iskemik hasarin dulzeltilebilmesi icin gerekli bir
surectir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya donust dokuyu daha fazla
zedeleyen bir reaksiyon siirecini baslatir?**4%3,

Reperfizyon hasari serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler ve
notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. Hasari asil
tetikleyen olayin endotel hlcrelerindeki zedelenme oldugu

26,34,35

dusunulmektedir iskemi-reperflizyon hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili

cesitli faktorler ileri siralmustar. Bunlar birbiriyle iligkileri karmasik, hicresel ve
humoral olaylar serisidir®®=’.

Ozellikle dort faktdr hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir;

1. Serbest oksijen radikalleri

2. Polimorf nuveli I6kositler (PMNL)

3. Kompleman sistemi

4. Endotel hucreleri

Postiskemik donemde, ksantin oksidaz enzimi, iskemik dokudaki serbest
radikallerin en belirgin kaynagidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve “oksidaz”
aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizérliginde ksantin
oksidaza donusmesi, intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika,
karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakika slrmektedir. Bu da degisik

dokularin iskemi-reperfizyon hasarina neden farkli oranlarda cevap verdigi
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konusunda aglklayici olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu serbest
radikallerin olusumuna yol agar®*3*3®,

Serbest Radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron igceren atom veya molekuldur.
Genelde elektronlar atom veya molekullde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle
molekul stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekule bir elektron ilavesi ya da bir
elektron kaybi onu reaktif hale getirir’®. Biyolojik sistemlerde olusan serbest
radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik oksit, uyarilmig notrofil,
mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve
plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin % 95’inden fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5 ’i de
son yorungelerinde ortaklanmamig elektron iceren ve bu 6zellikleri nedeniyle de

toksik serbest radikallere donusmektedir (Sekil 2).

L-arginin == NO nitrik oksit

N\

'0, ONOO » ONOOH
singlet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

O, stperoksit
anyon radikali

7\

H,O

2 22

N/

HO,
hidroperoksil radikali

OH
hidrojen peroksit ===e hidroksil radikali

Sekil 2. Oksijen paradoksu: molekuler oksijenden serbest radikal

olusumu ve nitrik oksitle ilskisi*.

insanda her yil 2 kg oksijen (Oz) olustugu bildiriimistir*®. Siiperoksit
radikali, oksijen molekulune bir elektron ilavesi ile olugsur ve serbest radikal
hasarina karsi koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu

ile birlikte artan suUperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit
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(H202)’e indirgenir (Sekil 3). Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermedigi

icin tek basina radikal degildir*’.

e

' U 1

SOD
2 0,"+2H* —— H,0,+0,

Sekil 3. Superoksit radikalinin Hidrojen peroksit’e indirgenmesi.

Hidrojen peroksitin hicre igcinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.
1- H20,, katalaz (KAT) veya glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan toksik
olmayan UrUnlere donusur (Sekil 4):

KAT
a 2 HO, — 2 H0+0,

GSH-Px
b. H,0,+2 ———— GSH, H20+GSSG

GSH-reduiktaz
GSSG + NADPH + H* » NADP* + 2 GSH

Sekil 4. H,O2'nin KAT veya GSHPx tarafindan toksik olmayan urinlere

dénusumu.

2- HyO, gecis metallerinin varhiginda toksik OH radikaline donusur: Fenton
reaksiyonu. Degerlilikleri degistigi icin gecis metalleri denilen bazi metaller,
hlcre igi reaksiyonlar ya da Fenton reaksiyonu sirasinda yeri geldiginde serbest

elektronlar alarak veya vererek serbest radikal olusumunu katalizler (Sekil 5).

H.O, » OH"

Sekil 5. Fenton reaksiyonu *2.
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Reaksiyonun sonucunda demir, ¢ok reaktif ve biyolojik sistemlerde
hasara yol acan hidroksil radikali olusumuna yol agar. Redoks tepkimelerinde
de az miktarda toksik ara Urun (superoksid, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleri) olugsmaktadir. Hidroksil radikali olduk¢a reaktif ve toksik bir radikaldir;
ilk karsilastigi molekil ile 10° s iginde, 14 A~ mesafesinde reaksiyona girer.
Hidroksil radikali buylk molekul yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile DNA,
protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekullerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olur.

Polimorf Niiveli Lokositler

Reperflizyon hasarini onlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da
I6kosit adhezyon molekillerine karsi monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalar,
reperfizyonda mikrovaskuler permeabilitedeki artistan baslica nétrofillerin
sorumlu oldugunu gdstermistir®®. /R ile Idkosit aktivasyonu, kemotaksis ve
|6kosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir**. Diger taraftan, PMNL yiiksek
miktarda SOR (lretme kapasitesine de sahiptir. iskemi reperfiizyon hasarinda
PMNL’in rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri siirlilmiistir®®. Bunlar:

1. Mikrovaskuler okllzyon
SOR salinmasi
Sitotoksik enzim salinmasi

Vaskduler permeabilite artisi

o~ b

Sitokin salinmasinda artisi

Dokuda aktive I0kositlerin bagslattigi yanit su mekanizmalar ile
gerceklestirilir*®:

1. Fosfolipaz A2  aktivasyonu arasidonik asit  metabolitleri

(prostoglandinler ve |6kotrienler) sonucu Uretilir.

2. Degranulasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.

3. SOR Uretimi gerceklesir.

Bu drunler endotel hasari ve doku zedelenmesinin guglu aracilaridir ve
baslangictaki inflamatuvar uyaranin etkisini giglendirirler. iskemik dokunun
reperflizyonu, arteriyollerde endotel badimli dilatasyonun bozulmasina,
kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun artmasina,
post-kapiller venlullerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina ve
bdylece mikrovaskuler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfizyonun

baslangi¢c doneminde, mikrosirkilasyonun tim segmentlerinde aktive edilmis
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endotel hucrelerinden fazla miktarda O; olugsurken NO olusumu ise azalir.
Superoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel
hacrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve
I6kosit-endotel hlcre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekullerinin
biyosentezinin artmasina neden olur**®. Nétrofillerin aktivasyonu ile nétrofil
sekonder granullerden saliverilen apolaktoferrin, plazminojen aktivatoru,
kompleman aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz ve jelatinaz gibi proteolitik
enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir.

Komplemanin Roli

Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve C5a’nin
uretimine yol agar. Notrofiller Gzerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele
adhezyonun artigl, serbest oksijen radikallerinin Uretim ve salinmasini
saglamaktir?*%.

Endotel Hiicreleri

I/R hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri 6nemli role sahiptir. Oksidatif
stres endotel hlcrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur.
Endotel hicreleri SOR igin potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da
SOR Uretim kaynagidir. Endotel, mikrovaskiler homeostazdan sorumlu olan
endotelin (ET)'i ve NO’i Uretir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor
etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur.
I/R hasarinda endotelin/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugcta arteriyel
vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur®®.

Endotel hdcrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir;
I6kosit adhezyon molekdullerinin Uretimi artar. SOR etkisi ile endotel hicreleri
hasara yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF,
bayime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive
olan endotel hucreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren
kollajenazlar salgilama yetenegindedir*’.

Serbest Radikaller ve Reperfuzyon Hasarindaki Rolleri

Serbest radikaller, en dis yoringesinde tek sayida elektron igeren, ileri
derecede reaktif, kisa 6murli ve anstabil molekullerdir. Molekuler oksijenin
indirgenmesi ve eksitasyonu ile ¢ok degisik oksijen serbest radikalleri
Uretilebilirler®*?>®.  Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik

oksidasyonu sirasinda negatif yUuklt bir ara Grtin olan stperoksit radikali olusur.
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Superoksit radikalinden enzimatik yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir
ara Urun olan hidrojen peroksit radikali (H2O2) olusur. Daha sonra 6zellikle
mitokondride diger bir Grin olan hidroksil radikali (OH) olusur. Organizmada bu
serbest radikaller diginda hidrojen peroksit, hipoklorik asit gibi radikal olmayan,
bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan zararli oksijen
tirleri de olusabilmektedir. Digerleriyle karsilastirildiginda O, radikali yuksek
elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir. Ancak oksijen radikallerinden en
aktif olani OH radikalidir***®. Hiicreler serbest oksijen radikallerinin hasarina
bagisik degildir. Ancak genellikle glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarina karsi
korunmusglardir. iskemik dokularda, serbest oksijen radikali Ureten intraseliiler
mekanizmalar tam aktive edilmis durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki
eksiklikten dolay! fonksiyon goérmezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin
restorasyonu ile buylk miktarlardaki serbest oksijen radikali Uretilerek
reperfiizyon hasari indiiklenir®.

Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ciktiktan sonra radikal
reaksiyon dizileri baslar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekulle
reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baglatir.
Serbest oksijen radikalleri paylasilmamis elektronlarindan dolayi lipid, protein,
karbonhidrat, nikleik asit gibi ¢esitli makromolekullerin oksidatif hasarina neden
olurlar®®. Bu hasarlanma 6zetle su mekanizmalarla olur.

1. Lipid Peroksidasyonu: Serbest radikallerin hlcrede baslattigi en
onemli ve zararli etki lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamig yag asitlerinin
serbest radikaller ile oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olugan kuvvetli yukseltgen bir radikalin etkisiyle
membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastiriimasi ile baslamaktadir. Biyolojik
sistemlerde bu radikalin superoksit ile hidroksil radikalinin oldugu kabul
edilmektedir. Yag asidi, zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi
sonucu zincir radikal niteligini kazanir. Bunun sonucunda olusan radikal, alkil
radikali olup dayaniksiz bir tlrevdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle
molekdl i¢i ¢ift bag aktariimasi ile dien konjugatlari ve daha sonra lipid
radikalinin molekuler oksijenle etkilesimi sonucunda lipid peroksi radikali (LOO-)
olusur. Lipid peroksi radikali zar yapisindaki diger coklu doymamig yag asitlerini

etkileyerek hidroperoksit (ROOH) ve yeni bir alkil radikali olusturur. Lipid
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peroksidasyonu, lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesikleri
ile etkilesmesi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlara dénusir®**®*°. Lipid
peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciigin kaybina, membran
potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara kargi gegirgenligin artigi
neticesinde hicrenin hasarina ve igeriginin serbestlesmesine neden olur. Ek
olarak lipid peroksidasyonunun son UrlUnlerinden biri olan malondialdehit
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina yol acgar.
Bu da, hidcre yuzeyinin durumunu, enzim aktivitesini, iyon transportunu
etkileyebilir®®*°.

2. Protein oksidasyonu: Serbest radikaller ile olusan protein
oksidasyonunun kimyasal sonucu olarak metionin sulfokside, histidin
oksihistidine veye aspargine, tirozin ditirozine ve sistein disulfitlere donugur. Bu
degisiklikler proteinlerin baglanma &zelliklerinde ve enzim aktivitelerinde
farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir*®°.

3. DNA: Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin nukleotid
durumlarinin surduarulebilmesi icin gerekli yollara engel olabilirler. Serbest
oksijen radikalleri DNA ile tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin'’in
ortaya cikmasina neden olurlar’’*2,

4. Kovalen baglanma: Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar,
aromatik aminler ve nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekdllere
kovalen baglanmasina neden olabilir. Bu da dogrudan hicre hasarina yol
acabilir®?.

5. Kalsiyum: Hucre yaralanmasi ile ilgili oldugu dustnulen bir elementtir.
Kalsiyumun transportunu engelleyen herhangi bir durum hicre fonksiyonlarini
olumsuz etkiler. Kalsiyum ATPaz enzimleri dnemli sulfidril gruplarina sahiptir ve
serbest oksijen radikalleri tarafindan inaktive edilebilir. Sitokinler, hipoksi,
endotoksin gibi faktorler SOR aracili yol kullanarak, hucre enerjisini
azaltabilirler™.

Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglkli bir yasam
surdurebilmek icin cok 6nemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri
hasarlari 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak Uzere organizmayi koruyan

“antioksidan savunma sistemi” dort yolla etki gostermektedir:

18



1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar tutma, yok etme,
“sUpurtcu etki”. Antioksidan enzimler, kiguk molekiller bu yolla etki
gosterirler®®®?,

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya “inaktif sekle doénasturict etki”. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler®.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
“zincir kirici etki” gosterirler™.

4. Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onariimasi seklinde “onarici
etki” gdsterirler®’.

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin
tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasari modelleri
onemli katki saglamistir. Antioksidan o6zelligi one surtlmids pek ¢ok madde
cesitli I/R modellerinde test edilerek degerlendirilmistir. Literatiirde antioksidan
olarak kullanilan maddelere drnekler Tablo 1’de gosterilmistir (Tablo 1 ).

Endojen Antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak Gzere iki sinifa ayrilirlar.

1.Enzim olan endojen antioksidanlar®: Siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz (GST), Katalaz,
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

2.Enzim olmayan endojen antioksidanlar®®: Melatonin, Seruloplazmin,
Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein,
Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albimin.

Eksojen Antioksidanlar

1. Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten,
Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).

2. llag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar®®:35ksantin oksidaz
inhibitorleri (allopdrinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten) NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar) rekombinant sUperoksit dismutaz trolox-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran

ebselen ve asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
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albumin), demir redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin), notrofil adezyon

inhibitorleri, Sitokinler (TNF ve IL-1), Barbituratlar, Demir gelatorleri

Tablo 1:

I/R hasarinda antioksidan etkili oldugu cesitli deneysel

calismalarda gosterilmis olan ajanlara érnekler.

ANTIOKSIDAN | I/R MODELI ANTIOKSIDANIN ETKILI | REFERANS
BULUNDUGU ORGAN/DOKU
melatonin bébrek i/R bdbrek 61
karaciger /R | karaciger 62
femoral arter | iskelet kasi 63
IR
deride basi ile | deri, karaciger, bdbrek, | 64
IR akciger, mide, ince barsak
resveratrol bdbrek i/R bdbrek 65
abdominal aort | mesane 66
alfa-lipoik asit L/:raciger I/R karaciger 67
bdbrek I/R bébrek 68
N-asetilsistein | karaciger I/R karaciger 62
bdbrek I/R bdbrek 69
oksitosin bdbrek i/R bdbrek 70
beta-glukan deri I/R deri,  karaciger,  bdbrek, | 71
akciger, mide, ince barsak
ginkgo biloba | bobrek i/R bébrek 72

iskemik Onkosullama

iskemik 6nkosullama dokuya letal olmayan kisa iskemik periyot

uygulanmasi iglemidir. Bu igslem dokunun daha sonra karsilagsacagl uzun

iskemiye bagl hasar icin direncini saglar. Erken faz, iskemik dnkosullamanin

hemen sonrasinda baslayip 4 saate kadar uzayan etki gosterirken; ge¢ faz,

onkosullamadan takriben 24 saat sonra baslar ve 72 saat sureyle etki

gosterir®®7°.

Baslica dnkosullama yontemleri;
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iskemik( flep geciktiriimesi, kiempleme)

Uzak iskemik (turnike)

W p =

Farmakolojik ( adenozin, monofosforil lipit A, NO dondru)
4. Isi uygulamasi ( HSP 70i/72 ) olarak toplanmigtir®™*""

ilk olarak Murry ve arkadaslari?, subletal dozda iskemiye ugratilan
dokunun daha sonraki letal olabilecek iskemik duruma karsi koruyucu etkisini
myokard kasinda gosterdi. Koruyucu etki adenozin ve opioidler gibi inhibitor G
proteinlerinin reseptér bagimli stimiilasyonu sonucu ortaya cikmaktadir’.
Adenozin”®,  monofosforil  lipid”’ ve dexamethazone™  kullanilarak
gerceklestirilen iskemik 6n kosullamanin plastik cerrahiye uyarlanmasi ise
serbest ve pedikulll fleplerin proksimal pedikulinin gegici klemplenmesi ile flep
yasam oranlarinin arttiriimasi seklinde ortaya cikmistir’.

iskemik 6nkosullamanin dokuyu koruma mekanizmasi hala tam olarak
anlasilamamistir. Rees ve arkadaslarinin yaptigi deneysel ¢alismalarda random
fleplerin distalindeki nétrofil aracili nekrozun, énkosullama sonrasinda naétrofil
birikiminde azalmayla birlikte canlilikta artis gézlemistir’®.

Birgok arastirmaci, K*-ATP kanallari gibi proteinlerin fosforilasyonuna
neden olan protein kinaz C nin aktivasyonu ile hlcresel korunmanin
saglandigini 6ne sUrmektedir. Bu gorus, adenozin uygulanmasiyla iskemik
onkosullama benzeri etkinin olugsmasi ve adenozin reseptor antagonistlerince
etkinin dnlenmesini gdsteren calismalarla desteklenmistir®".

Pang ve arkadaslari, domuz latissimus dorsi kasinda en az 3 siklus
halinde 10 dakika iskemiyi takiben 10 dakika reperfuzyon uygulayarak iskemik
onkosullamanin koruyucu etkisini saglamistir. Koruyucu etkinin kas flebinde
olugsmasi igin gereken slUre daha Once kalp kasi igin yapilmis olan
dnkosullamada gerekenden cok daha fazladir®.

Onkosullama icin iskemi mevcut tek stres sekli degildir. Isi ve 1sI sok
proteinlerinin Uretimi ile dnkosullama saglanabilmektedir. Birgok arastirmaci,
deneysel olarak 1sI soku uygulayarak flep derisinde 1Isi sok protein
ekspresyonunda artma ile birlikte flep sagkaliminda artis saglanacagini
gostermistir’ 8384,
iskemik Hasar ve Hiicrenin Programh Oliimii ( Apoptozis )

Apoptozis birgok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (ayri)
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ve ptozis (dusen) kelimelerinin birlestiriimesi ile olusmus sonbaharda yaprak
doékimiini tanimlayan bir kelimedir®.

Tamorlerde sik gorllen bir olay olup hicre dlumune yol agan aktif olarak
dizenlenmis bir hlcresel suregctir. Apoptozise direng gdstermek, hicre kaybini
azaltarak tiimdre bir avantaj saglar®.

YUksek organizmalarda hicre 6lumu iki farkli mekanizma ile gerceklesir.
Klasik hicre 6limu nekroz olarak adlandirilir. Hicre 6lumindn diger sekli olan
apoptozis ise ¢ogunlukla tek tek hucreleri etkiler, bircok fizyolojik ve patolojik

kosullarda ortaya gikar ve genellikle enflamasyon s6z konusu degildir®.

Hiicrenin yasam siiresi tipine gdére degismektedir. Ornegin; bagirsak
hicreleri 3-5 gunlik bir yasam suresini takiben olurken, derinin epidermal
hacreleri 20-25 gunluk bir sire sonunda 6lmektedir. Kalp kasi hlcreleri veya
néronlar ise dGmur boyu yasarlar. Tum bu délumler fizyolojik sartlarda meydana
geldigi icin, fizyolojik hiicre 6limii olarak da adlandirlir®. Apoptozla hiicre
olumu; enerji kullanilarak hdcresel yaralanma ve enflamasyon olmaksizin,
ustaca gerceklestirilir®®. Programli hiicre &liminin, bitin cok hiicreli
organizmalarda, gelismede ve homeostazin surdurlilmesinde vazgecilmez bir

rolti vardir .

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan
kullanilmigtir. Kerr, fizyolojik olarak 6len hicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagsmis
kromatin parcgalarini gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek

bu olayi biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir®’.

Apoptozisi etkileyen hlcre igi uyaranlar arasinda sitokinler, hicre igi
kalsiyum miktarinda artig, timor nekroz faktér, DNA hasari nedeniyle bir timor
sUpressdr gen olan p53’Un aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldigi bilinmektedir. Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz
olugturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz meydana getirirler. Apoptozda
hlcre 6lumu0 gevreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen apoptozis dolayli
olarak g¢evre dokuda nekrozu basglatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis
gelismesine yol acabilir®.

Onkosullama tarafindan uyarilan hipoksinin hiicre programli 8limini

tetikledigi bildirilmistir. Bir kisim hucrenin programli 6lumu sonrasi oksijen
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ortaya ¢ikmasi ile iskemiye tabi tutulan hicreler sinirli kaynak halinde sayilarini
kisitlayarak hayatta kalabilmektedir. Diger olasi mekanizma ise protein kinaz C
(PKC) aktivasyonu ile inhibitor faktor IkB’nin fosforilasyonu yoluyla gergeklesir.
IkB’'nin fosforilasyonu; hlcre koruyucu proteinlerin Gretimine yol agan NFkB’nin
artisina izin verir®%,

Apoptozun regilasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20
dyesi tanimlanmistir; bunlardan bazilari apoptoz inhibitéridir (antiapoptotik),
bazilari ise apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir®.
Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri
zarinin iyon gegirgenligini azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom
C ve Apoptozis Inducing Factor (AIF) gibi mitokondri zari icinde yer alan
faktorler sitoplazmaya gecerler®. AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve
parcalanan c¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom C apoptozun en son
basamaginda gorev alir. Sitokorm C bir sitoplazma proteini olan Apaf-1'e
baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’
olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu

baslatir®®®.

Apopitoz asamalar®’:
1- Olim sinyali
2

2- Hucrede parcalanma

Kromatinde sikisma

3- Fagositoz olarak 6zetlenebilir
Olay biraz daha ayrintilandirilirsa sunlar gorular:
Eksternal olarak
1- Hucre hacim kaybeder ve buzusur
2- Hucre yUzeylerinde kuresel kabarciklar olugur (bleebing)
3- Phosphatidylserine isimli foffolipid hiicreden disari ¢ikar
internal olarak
1- Stoplazma yogunlasir (kondanse olur).
2- Mitokondrium, sitokrom —C gibi apopitozu uyaran faktorleri
serbestlestirerek butinligunu kaybeder ve pargalanir.

3- Kaspazlar aktive olur
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4- Kromozomal DNA’lar kendi iginde 180-200 bp’lik
internikleozomal fragmanlara ayrilarak parcalanir

5- Hucre sagkalimi ve metabolizmasinda ¢ok énemli oldugu
dusundlen ve molekuiler agirligi 100 daltonun Gzerinde olan

birgok protein de benzer sekilde parcalanir (Sekil 6)

/Nimbran blepleri

Hicre blzismesi
Kromatin kondansasyonu

Normal hicre

Apoptotik cisimeik
olugumu /
e \' Nikleer
‘-} o
Apcptotlk kollaps
cisimciklerin
lizisi

Sekil 6. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede gorulen morfolojik

degisiklikler®.

Yeni Damar Olusumu

Yeni damar olusumu; anjiogenez ve vaskulogenez olarak iki mekanizma
ile gerceklesir. Anjiogenez mevcut olan venullerden endotel huicrelerinin
aktivasyonu, gdécli ve proliferasyonunu iceren yeni kapiller olusumudur®.
Anjiogenez; nitrik oksit, VEGF (vascular endothelial growth factor) gibi Grinlerle
damar gegirgenliginde artis ile baslar. Anjiogenezin ge¢ fazlari da VEGF, PDGF
(platelet derived growth factor) ve bFGF (basic fibroblast growth factor) gibi ¢cok
sayida bilyiime faktor(i ve sitokinler tarafindan diizenlenir® ",
VEGF anjiojenik, mitojenik ve vaskuler gecirgenligi arttiran proteindir ve

endotel hlcrelerinde nitrik oksit sentazi uyarma yoluyla vazodilatasyona neden
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oldugu ve ayni zamanda hicre gog¢unu uyarip, apoptozisi inhibe ettigi
belirtilmistir'®?.

Anjiojenik buyume faktorleri lokal olarak sekrete olan proteinlerdir ve
embriyogenez, tumér blyumesi, yara iyilesmesi, damar bulyUmesinin
dizenlenmesinde Kilit rol oynarlar. PDGF, bFGF, TGF-B (transforming growth
factor- beta) ve VEGF gibi bluylme faktorleri anjiogenezi aktive edebilir ve
iskemik hasara ugramis olan deri fleplerinde fonksiyonel mikro dolagimi
ybnlendirmektedirler® 107193104

Vaskulogenez endotel 6ncu hicrelerine dayandirilmaktadir. Bolgesel
damar hasari, iskemi, miyokard enfarktlisu ve yanik yaralanmasi endotel dncu
(progenitor) hicrelerinin hareketlenmesi ve dolagimdaki bu hicrelerin artigi icin
gUglU uyaranlardir. Bu durumda hicre artisina VEGF seviyelerindeki artis eslik
etmektedir'®.

Son yillarda birgok buyume faktorinin tanimlanmasi, flebin
damarlanmasi ve canliligini iyilestiren potansiyel baska yontemler saglamistir.
Bulgular neovaskularizasyonun anjiojenik faktérler aracihgiyla oldugunu
dusundurmektedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda temel fibroblast blyime
faktoru, vaskller endotelyal buyume faktori ve vaskuler endotelyal buyume
faktor cDNA’sinin flep distalinde perfizyonu iyilestirdigi ve nekrozu onledigi
gosterilmistir® 101106111,

Eritropoetin

Eritropoezin bir hormon tarafindan uyarildidi ilk kez 1906 yilinda Fransiz
bilim adamlari Carnot ve Deflandre tarafindan bulunmustur''?. Erslev 1953
yiinda anemisi olan tavsanlardan aldigi serumun eritropoezi uyardigini
gostermistir'™. Miyake ve arkadaslari 1977 yilinda aplastik anemili hastalarin
idrarlarindan eritropoetin hormonunu ayristirmayi basardi’'*. 1985 yilinda
Jacobs aminoasit siralamasini belirleyerek memeli hicrelerinde eritropoetin
geni ve gen ekspresyonu koyarak rekombinant human eritropoetinin kullanim
alanina girmesini sagladi'™"'®. Eritropoetin (EPO), mitozu uyarici faktér ve
farklilagtirici hormon olarak kaynak hicre bolumunun prekursoérlerinden eritrosit
olusumunu uyaran ve eritrositler icin sitokin goérevi goren bir glikoprotein
hormondur. Hematopoetin ya da hemopoetin olarak da adlandirilir. Baglica
bobreklerde (korteksteki peritubuler hicreler) dretilir ve eritrosit Uretiminin

kontrolinden sorumludur. Bobrek disinda az miktarda karaciger, kemik iligi,
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dalak, GIS, kalp, akciger, testis, overler ve santral sinir sisteminde de
sentezlenir. Eritropoetini kodlayan gen yedinci kromozom Uzerinde yer alir ve
3000 baz cifti igerir. Dort intron ve bes ekzonlu 193 amino asitli bir molekuldir.
Salinimi sirasinda 28 amino asidini yitirir, matir protein 165 aminoasit igerir.
Genin transkripsiyon hizi oksijen bagimli bir mekanizma ile kontrol edilir.
Sentezlendigi hucreden serbestlenirken yapisina karbohidrat zincirleri eklenir,
bu glikozilasyon eritropoetinin biyolojik aktivitesi igin dnem tasir ve antijenitesini
saglar. Molekil agirhgr 34 kilodaltondur. insanda normal EPO serum
konsantrasyonu 10-30mu/ml  (I-7pmol/l)'dir. Endojen dretim hizi 2-4
u/kg/gundir'™.

EPO, memeli hicre kulturinde rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilerek
tedavi amacli olarak da kullaniimaktadir. Bobrek yetersizligine ya da kanser
kemoterapisine bagli anemilerin tedavisinde kullanilmaktadir. EPO, primer
olarak eritrosit Gretimini uyaran bir biiylime faktoéridir'™®.

Bazi deneysel ¢alismalar EPO nun eritroid seri hicreleri disinda endotel,
miyokard, duz kas ve mezenkim hucreleri gibi hicreleri de etkileyerek mitozu
stimiile ettigi, hiicre farkllasmasini indiikledigi ve aktive ettigi gdsterilmistir''®.

Eritropoetin ve iskemi Reperfiizyon Hasari

Literatirde eritropoetinin iskemi reperflizyon hasarinda 6nemli rol
oynadidi gosterilmis ve retina, ince barsak, karaciger ve bobrekte yapilan

calismalar  yayinlanmigtir™®.

Eritropoietin, antiapopitotik, antioksidan,
anjiyojenik ve noroprotektif etkileri araciligiyla iskemiye karsi koruyucu etki
gosterir'®. Eritropoetinin iskemi reperfiizyon hasarina karsi olan koruyucu
etkisinin  antiapopitotik  etkisine dayandigini iddia eden c¢alismalar
olmustur’'®'?" Bu etki mekanizmasinin JAK2 (Janus Kinase) —STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription)-Bcl-2 yolagina olan etkisiyle oldugu
iddia edilmistir'®. Bcl-2 ‘nin ayni zamanda eritropoetinin antioksan etkisiyle
iliskili olabilecegine dair calismalar mevcuttur®.

Antioksidan etki katalaz, siperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidanlarin seviyesindeki artisla oldugunu sdyleyen yazarlar vardir'®123128,
Ayrica iskemi reperfuzyon hasarinda énemli olan inflamatuar hicre infiltrasyonu

129130 jskemi reperfiizyon hasarinda

eritropoetin tarafindan baskilanmaktadir
koruyucu etkisi oldugu bilinen nitrik oksitin Eritropoetin uygulamalariyla arttigini

gosteren pek cok calisma mevcuttur™’.
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GEREG VE YONTEM

Bu tez galismasinin etik kurallara uygunlugu, Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2009/32
sayili karar ile onaylanmistir. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Tibbi/ Cerrahi Arastirma Unitesi Cerrahi
Arastirma Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

Calismada, ortalama 250+25 gr agirliklari olan Wistar tipi 74 adet erigkin
sican kullaniimistir. Tim sicanlara Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurul’'unun 6ngoérdugu sekilde Deney Hayvanlarinin Bakim ve Kullaniimalarina
yonelik etik kurallar uyarinca bakilip muamele edilmistir. Denekler uygun
kafeslerde her kafeste 1 adet olacak sekilde, standart oda i1sisinda, 12 saatlik
karanlik ve aydinlik siklusunda tutulmustur. Yeterli miktarda kemirgen yemi ile
beslenerek yeterli miktarda su verilmistir.

Cerrahi Teknik

Tum sicanlar ketamin (50-100 mg/kg) ve xylazine (5mg/kg) anestezisi
altinda cerrahi iglemlere tabi tutuldu. Anestezi indiksiyonunun ardindan
si¢anlarin inguinal bolgeleri tiraglandi, cerrahi alan %10’luk povidon iyodin ile
temizlendi.

Siganda epigastrik arter flebi olarak da isimlendirilen karin flebi; ksifoid Ust
sinir, pubis alt sinir ve yanlarda her iki aksiler ¢izgi sinirlari iginde kalan alani
icerir. Bu anatomik dayanak noktalarina goére daha klguk siganlarda daha
kiiciik boyutlu flepler kullanilabilmektedir'®*'*,

Bu calismada da anatomik kriterlere uygun olarak flep hazirlanmigtir.
Siganlar supin pozisyonda iken ekstremiteleri zemine bant ile tespit edildi. Sigan
karin bolgesi tiras edildikten sonra povidon iodin emdirilmis steril gazli bez ile
temizlendi. Deneklerin timunde sag epigastrik arterin medial dallari pedikalu ile
karin flebi orta hattan laterale uzanacak gekilde 6x3 cm boyutlarinda epigastrik

arter flebi planlandi ve uygun cizimler yapildi (Resim 1).
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Resim 1. Sigan inguinal flebinin dizayni.

Anestezi ve ¢izim sonrasinda flebin Ust (kranial) sinirt olan ksifoidden
gecen yatay hat Uzerinden ve her iki yan sinir hattindan karin duvari kaslari
Uzerindeki gevsek plana inecek sekilde insizyonlar uygulandi. Flep kranyalden
kaudale dogru kas Uzeri gevsek planda kaudal bazl olarak kaldirildi. inferior

epigastrik damarin flebe dahil oldugu goéruldi (Resim 2).

Resim 2. inferior epigastrik damarin flebe dahil oldugunun gérilmesi

(mavi ok inferior epigastrik damar)
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Epigastrik pedikul, flebe dahil edilen kaslk yad yastigindan
serbestlendikten sonra kaudal kenar kesisi uygulanarak flep ‘ada flebi’ haline
getirildi (Resim 3).

Resim 3. Flebin epigastrik arter Gzerinde ada flebi haline getirilmesi.

Diseksiyon ile femoral arter, epigastrik dal ve femoral sinir ortaya kondu
(Resim 4).

Resim 4. Diseksiyon ile femoral arter, epigastrik dali ve femoral sinir
ortaya konmasi (siyah ok epigastrik arter, sari ok femoral sinir, yesil ok femoral

arter).
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Femoral arter, epigastrik dalinin distalinden baglanarak kesildi, femoral

sinir korundu (Resim 5).

Resim 5. Femoral arterin epigastrik dalinin distalinden baglanarak
kesilmesi ve korunan femoral sinir (yesil ok femoral arterin distal ucu, siyah ok

proksimal ucu).

Femoral arter klemplerek gruplarin iskemi reperfizyon protokolleri

uygulandi (Resim 6).

Resim 6. Femoral arter klemplenerek iskemi olusturulmasi.
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Flep yerine 5/0 monofilament sutir ile kontinG suture edildi (Resim 7). 8
saatlik iskemi periyodu sonrasi fleplerin alt sinirlarindaki sutarler alindi. Klemp
acilarak reperfizyon saglandi. Damarlarda pulsasyon oldugu gézlendi ve flep

tekrar sutire edildi.

Resim 7. Denegin post op goruntlsu

Tim deneklerde bu flep standardize edildi. Operasyon bitiminde,
deneklerin birbirlerinin fleplerine zarar vermelerini dnlemek icin, her bir denek
ayri bir kafese yerlestirilerek A alt gruplari igin 10 gun, B alt gruplari i¢in 24 saat
boyunca takibe alindi.

Deney gruplari
Calismada agirhiklari 250125 gram olan Wistar tipi 74 adet erigkin sican 5
gruba ayrilarak kullanildi (Tablo 2). Grup 1 haricindeki gruplar rastgele segimle
24. Saatte ve 10. Gunde degerlendiriimek tGzere 2 ayri gruba bolindi.10 gin
takip edilen alt grup “A”, 24 saat takip edilen alt grup “B” olarak adlandirildi.
Calismada rhEpo olarak NeoRecormon, Roche 10000 1U/0,6 ml

kullaniimistir.
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Tablo 2. Uygulanan prosedire gore gruplarin ayriimasi.

Grup 1 Sham grubu

Grup 2 Iskemi-reperflizyon hasari

Grup 3 iskemik dnkosullandirma

Grup 4 Eritropoetin

Grup 5 Eritropoetin birlikteliginde iskemik dnkosullandirma

Grup 1 (n=10): (Sham grubu). Anesteziyi takiben sadece inguinal flep
insize edildi ve ek iglem yapilmadi,

Grup 2 (n=16): (iskemi-reperflizyon hasari): Flep elevasyonunu takiben
femoral artere konan klemp ile 8 saatlik iskemi saglandi, 8 saatin sonunda
klemp acilarak reperflizyona izin verildi ve flep yerine iade edildi

Grup 3 (n=16): (iskemik 6nkosullandirma) Flep elevasyonunu takiben
femoral artere konan klemp ile 10 dakika iskemi, 10 dakika reperfiizyon 3 siklus
olarak uygulandi, ardindan Grup 2’ye uygulanan iskemi reperfuzyon protokoll
uygulandi

Grup 4 (n=16): (Eritropoetin) Grup 2’ye uygulanan iskemi reperfizyon
protokolu uygulandi ve reperfuzyondan 30 dakika énce 5000 |U/kg eritropoetin
intraperitoneal olarak verildi

Grup 5 (n=16): (Eritropoetin birlikteliginde iskemik dnkosullandirma ) Flep
elevasyonunu takiben femoral artere konan klemp ile 10 dakika iskemi, 10
dakika reperfizyon 3 siklus olarak uygulandi, ardindan Grup 2’ye uygulanan
iskemi reperfuzyon protokoll uygulandi, reperfuzyondan 30 dakika énce 5000

IU/kg eritropoetin intraperitoneal olarak verildi ( Sekil 7).
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diseksiyon Grup 1
8 saat 24 saat

iskemi reperfliizyon Grup2 A

8 saat 10 gln
Grup 2B

10'10' 10° 10’ 10' 10’

Grup 3 A
Grup 3B
Epo Grup 4 A
Epo Grup 4 B
Epo Grup5A
Epo Grup 5B

Sekil 7. Deney proseduru.

Degerlendirme Parametreleri

Sham grubundaki deneklerin tamamindan ve bu grubun disindaki tim
gruplardaki siganlarin 8 adetinden cerrahi sonrasindaki 24. saatte hemoglobin
ve beyaz kire sayimi yapildi. Ayni islem her gruptaki kalan 8 denek igin
calismanin 10. glniinde yapildi. Tam kan sayimi, Sysmex XT 2000i cihazi ile
yapildi.

Cerrahi sonrasi 24. saatte her gruptan 8 sican sakrifiye edilerek flep
distalinden alinan 100 mg dokuda Myeloperoksidaz aktivitesi, Melondialdehit
seviyesi, Nitrik oksit duzeyi bakildi. Nitrit/nitrat dlzeylerinin 6lgimu; nitrit ve
nitrat seviyeleri fotometrik endpoint ydntemi ile belirlendi. Prensip, nitratin nitrite
nitrat rediktaz varlidinda nikotinamid adenine dinukleotid fosfatce (NADPH)
reduklenmesine dayanmaktadir. Olugsan nitrit sulfanilamide ve n-(naftil)-
etilendiamin dihidroklorid ile reaksiyona girerek kirmizi-viole diazo boyasini
verir. Diazo boyasi da goérunur alandaki absorbansindan faydalanilarak (550

nm) olguldr.
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Myeloperoksidaz ol¢imi, Serum ve doku orneklerindeki MPO duzeyleri
Golowich ve ark. nin gelistirdikleri ydonteme goére saptandi. Yontem hidrojen
peroksitin homojenat tarafindan oksitlenerek o-dianozidini rediklemesi ve
redukte o-dianozidinin 410 nm’'de dlgulmesi prensibine dayanmaktadir.

MDA oOlgumu; doku orneklerindeki MDA duzeyleri Yagi ve ark. nin
geligtirdikleri yonteme goére saptandi. Yontem, lipid peroksidasyon driniu olan
MDA'in tiyobarbutirik asit ile reaksiyonu sonucu olusan pembe rengin, 532 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dlciiimesi prensibine dayanmaktadir'®.

Histolojik incelemelerde, post op 10. gin sham grubu disindaki her
grubun kalan 8 denegdi sakrifiye edilerek doku ornekleri alindi ve 6rnekleme
yapilarak dokulardaki apopitotik hlcreler sayildi. Apopitozun gosterilebilmesi
icin aktif kaspaz-3 antikoru kullanildi. Yeni damar olusumu (anjiogenez) igin
endotel belirtegi olan VEGF ile immunohistokimyasal isaretleme yapildi. Post-
op 24’Uncu saattte alinan kesitlerde enflamasyon degerlendirildi. Elde edilen
dokular %10 nétral formalin ile 48 saat tespit edildikten sonra rutin yontemle
takip edildi ve parafin bloklara gémulda. Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla
5 um’lik kesitlerin immunohistokimyasal olarak isaretlenecek olanlari poly-L
lysine kapli lamlar Uzerine, hematoksilen eozin ile boyanacaklar ise normal
lamlar (zerine alindi. Tim 1sik mikroskobik gériintiilemeler Olympus BX50™
1stk mikroskobuna takili Nikon CoolPix 5000™ dijital fotograf makinesi ile
gerceklestirildi.

inflamasyon degerlendirmesi yapilacak olan kesitler hematoksilen eozin ile
boyandiktan sonra 1sik mikroskobunda X400 bulyutmede her bir kesitte
birbirinden badimsiz 10’ar alanda sayim yapildi. Sonuglar asagidaki sekilde
degerlendirildi:

0: incelenen alanda hi¢ ekstravaskdiler inflamatuar hiicre bulunmamasi

1: Incelenen alanda 10’dan az inflamatuar hiicre

2: incelenen alanda 10-45 arasi inflamatuar hiicre

3: incelenen alanda 45'den fazla inflamatuar hiicre

imminohistokimyasal yéntemle dokularda VEGF ve aktif kaspaz-3
isaretlemesi yapildi. Bu isaretlemeler icin fare anti-VEGF monoklonal antikoru
1/200 dilusyonda, tavsan anti aktif kaspaz-3 poliklonal antikoru ise 1/50
dilisyonda  kullanildi.  VEGF antikoru ile yapilan isaretlenmenin

degerlendiriimesi i¢in boyanan her preparattan X200 buyutme ile 2’ser alanda

34



dermiste bulunan pozitif hlicre ve damar yapilar sayilarak degerlendirildi. Elde
edilen pozitif hlicre ve damar sayilari istatistiksel anlamlilik igin gruplar arasinda
karsilastirildi. Aktif kaspaz-3 ile apopitozu degerlendirmek igin ise her kesitte
X200 buayutmede iki farkli alanda pozitif hucreler sayilarak kaydedildi ve
bunlarin sonuglari da istatistiksel anlamlilik i¢in gruplar arasinda karsilastiridi.

Flep canli kalma oranlarinin degerlendiriimesinde post op 10. gun
sakrifiye edilen fareler kullanildi. Nekroza ugrayan flep boluminde olusacak ileri
dizeyde kontraksiyon g6z énunde bulundurularak, tum flep boyutu ile sag kalan
flep boluma arasindaki 6lgim degerlerinin karsilastiriimasi yapildi.  Yapilan
g6zlemde fleplerin canh kisimlari ile nekroza ugrayan kisimlari arasinda net bir
demarkasyon hatti oldugu makroskopik olarak gézlendi. Canon A 470 ™ marka
ve model kompakt dijital fotograf makinesi ile ¢ekilen fotograflar ImageTool
(version 3.00; University of Texas Health Science Center at San Antonio, San
Antonio, Tex.) programi kullanilarak degerlendirildi.

istatistiksel Degerlendirme

Benzeri calismalar dikkate alinarak %95 gu¢ ve %5 tip 1 hata ile glg
(power) analizi yapildiginda gruplar arasindaki farkin anlamli oldugunu
sOyleyebilmek igin her grupta en az 3+3=6 hayvanla ¢alisiimasi uygun oldugu
belirlenmistir. Ancak deneklerde sonradan meydana gelebilecek eksilmeler
dikkate alinarak ve Olcumlerdeki degisimin daha iyi gozlenebilmesi amaciyla
8+8=16 hayvanla galigiimasi Biyoistatik AD danigilarak uygun gérulmustar.

Verilerin istatistiksel incelenmesinde SPSS for Windows 11.5.1 yazilimi
kullanildi. Veriler girildikten sonra dlgumlerin normallik kontrolleri Shapiro-Wilk
testi ile test edildi. Gruplar arasindaki farkliliklari dederlendirmek icin One-Way
ANOVA testi ve Tukey HSD c¢oklu kargilastirma testleri kullanildi. Kontrol
grubunu diger gruplarla karsilastirmak igin Dunnet t testi kullanildi.

Normal dagilimi uyumluluk gostermeyen Olgumleri karsilastirmak igin

Krushal-Wallis ve Dunn testleri kullanildi.
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BULGULAR
Kan Sayim Sonuglari
Tum siganlardan cerrahi sonrasindaki 24. Saatte ve 10. Gunde
hemoglobin ve beyaz kire sayimi yapildi. Hematokrit ve beyaz kire miktarlari
Dunnet t test ile degerlendirildiginde higbir grupta kontrol grubuna gore artis
bulunmadi. Post-op 24 saat ve 10 gunluk hematokrit ve beyaz kure degerleri

Tablo 3‘te verilmistir.

Tablo 3. Post-op 24 saat ve 10 gunlik hematokrit ve beyaz kire

degerleri.

wbc | htc wbc | htc
G1-1 [2,83|47,8
G1-2 (3,7 42,2
G1-3 [3,66|42,5
G1-4 (2,67 411
G1-5 |* *
G1-6 (294|375
G1-7 |3,05|37,8
G1-8 |0,79(22,1
G199 (2,7 |419
G1-10 |[1,45|40,4 wbc | htc wbc | htc
G2-B1/0,53|39 |G2-a1|0,09(2,4 |G4-B1|2,36|33,5|G4-a1|2,28 |36
G2-B2/0,71|36,8|G2-a2 | * * G4-B2/1,61|9,7 |G4-a2|2,34 | 36,1
G2-B3/0,84|32,5/G2-a3|2,27 (24,4 G4-B3 | * * G4-a3|6,37 [ 39,8
G2-B4|1,95|27,2|G2-a4|1,89|25,5/G4-B4|8,95|4,6 |G4-a4|4,86 |36

G2-B5/0,98|39,3/G2-a5|0,79|15,6| G4-B5|1,09|39,5 |G4-a5| 3,03 |39,5
G2-B6|1,43|37,3|G2-a6|0,06|1,4 |G4-B6|0,07|3,3 |G4-a6|5,1 |40,7
G2-B7/1,53|38 |G2-a7|2,2 |25,3|G4-B7|0,48|21,8 |G4-a7|* *
G2-B8|1,61|33,8|G2-a8|1,61|16,4|G4-B8|1,75|36,8 | G4-a8|3,96 |42,6
G3-B1/2,21|32,8/G3-a1|3,2 |35,5|/G5-B1|1,24|14,1 |G5-a1|4,7 |44

G3-B2|2,19|38,6|G3-a2|4,06|35,4|G5-B2|1,54|41,2 |G5-a2|4,01 |31,7
G3-B3/0,82|29,4/G3-a3|2,16|36,2|G5-B3|1,92|40 |G5-a3|3,92 32,1
G3-B4/2,64|41,5/G3-a4|2,13|34 |G5-B4|2,09|37,2 |G5-a4|3,64 |35,9
G3-B5/2,15|41,7|G3-a5|3,34 33,9/ G5-B5|1,72|37,2 |G5-a5| 3,75 | 37,4
G3-B6|1,36(29,9|G3-a6|1,75|39 |G5-B6|1,54|29,6 | G5-a6|3,84 |37,8
G3-B7(2,22|38,2|G3-a7|2,5 |36,9/G5-B7(2,89|32 |G5-a7|* *
G3-B8|0,7 |24,2|G3-a8|2,66|36,8/G5-B8|2,75|32,5 |G5-a8|* *

* simgesi cihaz tarafindan okunamayan 6rneklere aittir.

Post-op 24 saat ve 10 gunlik hematokrit ve beyaz kire dlgumlerinin

ortalamalari ve standart sapmalari Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Post-op 24 saat ve 10 gunlik hematokrit ve beyaz kire

OlcUmlerinin ortalamalari ve standart sapmalari

Std.
wbc | Gruplar N | Ortalama | Sapma
grup_1 9 2,6433 ,95533
grup_2 B| 8 1,1975 ,50133
grup_3 B| 8 1,7863 12577
grup_4 B| 7 2,3300 | 3,02070
grup_5 B| 8 1,9613 ,58995
grup_2 A| 7 1,2729 ,95322
grup_3_ A| 8 2,7250 , 76203
grup_4 A| 7 3,9914 | 1,53961
grup_5 A| 6 3,9767 ,37708
htc | grup_1 9| 39,2556 | 7,10125
grup_2 B| 8| 354875 | 4,11702
grup_3_B| 8| 34,5375 | 6,40846
grup_4 B| 7| 21,3143 | 15,58861
grup_5_B| 8| 329750 | 8,63163
grup_2 A| 7| 15,8571 | 10,37302
grup_3_A| 8| 359625| 1,66899
grup_4 A| 7| 38,6714 | 2,65814
grup_5_A| 6| 36,4833 | 4,50574

Doku MPO, MDA, NO Sonuglari

Doku MPO, MDA, NO degerleri Tablo 5 ‘te verilmigtir.
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Tablo 5. Doku MPO, MDA, NO degerleri.

DOKU MPO DOKU MDA doku nitrit+nitrat mg/gr

U/grdoku nmol/ml doku,
G11 0,512 72,96 32,22
G1-2 0,495 62,50 27,82
G1-3 0,275 92,44 39,23
G1-4 0,550 68,49 48,75
G1-5 0,803 75,19 92,53
G1-6 0,787 59,51 46,45
G1-7 0,633 65,25 64,18
G1-8 0,710 98,77 82,99
G1-9 0,572 60,68 71,29
G1-10 | 3,190 106,63 79,68
G2-B1 | 0,583 82,13 64,02
G2-B2 | 0,666 90,33 83,22
G2-B3 | 0,550 71,37 48,88
G2-B4 | 0,660 82,35 19,47
G2-B5 | 0,710 88,09 42,5
G2-B6 | 0,594 83,18 30,62
G2-B7 | 0,765 86,92 21,82
G2-B8 | 0,572 67,91 66,22
G3-B1 | 0,550 98,36 94,59
G3-B2 | 0,567 110,88 47,84
G3-B3 | 0,594 83,64 55,68
G3-B4 | 0,473 74,61 103,66
G3-B5 | 0,754 75,36 65,9
G3-B6 | 0,671 83,18 58,8
G3-B8 | 0,638 50,28 157,66
G4-B1 | 0,589 61,18 102,63
G4-B2 | 0,589 71,08 83,14
G4-B3 | 0,446 76,11 118,14
G4-B4 | 0,710 78,15 71,29
G4-B5 | 0,858 70,87 79,68
G4-B6 | 0,671 73,65 75,78
G4-B7 | 0,314 66,08 113,16
G4-B8 | 0,550 72,91 103,38
G5-B1 | 0,605 60,35 124,89
G5-B2 | 0,644 81,85 101,25
G5-B3 | 0,605 56,73 120,47
G5-B4 | 0,616 49,18 119,46
G5-B5 | 0,501 63,03 109,25
G5-B6 | 0,468 75,78 108,71
G5-B7 | 0,627 57,85 106,34
G5-B8 | 0,688 51,50 101,62
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Doku MPO o&lgumlerinin ortalamalari ve standart sapmalari Tablo 6’da

gOsterilmistir.

Tablo 6. Doku MPO dl¢imlerinin ortalamalari ve standart sapmalari.

Std.

MPO | Gruplar| N | Ortalama Sapma
1 10 ,8527 ,83577
2 8 ,6375 ,07525
3 7 ,6067 ,09096
4 8 ,5909 ,16531
5 8 ,5943 ,07336

Notrofil  infiltrasyon  ve  aktivasyon  parametresi

konsantrasyonu &lciildi™*"*®. Doku MPO seviyeleri agisindan gruplar arasinda
anlamli fark gorilmedi.
Doku MDA odlgumlerinin ortalamalari ve standart sapmalari Tablo 7’de

gOsterilmistir.

Tablo 7. Doku MDA dlgimlerinin ortalamalari ve standart sapmalari.

Std.
MDA | Gruplar| N | Ortalama | Sapma
1 10| 76,2420 | 16,98722
2 8| 81,5350 7,94634
3 7| 82,3300 | 19,19151
4 8| 71,2538 5,45176
5 8| 62,0338 | 11,38472

Doku MDA seviyeleri karsilastirildiginda grup 5’in grup 2 (p<0,043) ve
grup 3’ten (p<0,042) anlamli derecede farkli ve dusuk oldugu goérulda (Sekil 8).
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Sekil 8. Doku MDA dl¢cumlerinin en yuksek ve en dusuk degerler ile

ortalama degerleri (cizgilerin ortasindaki kareler) gosterilmistir.

Doku NO dl¢imlerinin ortalamalari ve standart sapmalari tablo 8'de

gOsterilmistir.

Tablo 8. Doku NO dlgumlerinin ortalamalari ve standart sapmalari.

Std.
NO | Gruplar | N | Ortalama | Sapma
1 10| 58,5140 | 22,71988
2 8| 47,0938 | 22,85022
3 7| 83,4471 | 38,71808
4 8| 93,4000 | 18,04811
5 8| 111,4988 | 8,98621

Doku NO seviyeleri karsilastirildiginda grup3’in(p<0,040), grup 4‘Un
(p<0,003) ve grup 5'in(p<0,001) grup 2’den anlamli derecede ylUksek oldugu
goruldu (Sekil 9).
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Sekil 9. Doku NO odl¢cumlerinin en yuksek ve en dusik degerler ile

ortalama degerleri (gizgilerin ortasindaki kareler) gosterilmistir.

inflamasyon

inflamasyon degerlendirmesi yapilacak olan kesitler hematoksilen eozin
ile boyandiktan sonra isik mikroskobunda X400 buyltmede her bir kesitte
birbirinden badimsiz 10’ar alanda sayim yapilarak skorlandi (Resim 8).

Dokulardaki inflamatuar htcrelerin skorlama sonuglari Tablo 9'de gdsterilmistir.

Resim 8. Dermiste inflamatuar hucreler (ok). Epidermis (E), dermis (D).
H+E X1200.
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Tablo 9. Dokulardaki inflamatuar hicrelerin skorlama sonuglari.
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inflamatuar hiicre sayimi sonuglarinin ortalamalari ve standart sapmalari

Tablo 10°’de gosterilmigtir.
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Tablo 10. inflamatuar hiicre sayimi sonuglarinin ortalamalari ve standart

sapmalari.

Gruplar | N | Ortalama | Std. Sapma

1 5 ,7800 ,04472
2 4 2,0250 , 74106
3 5 1,6200 ,54955
4 5 1,6600 ,21909
5 5 1,4200 43243

Doku inflamasyonu degerlendirmesi sonucunda grup 1’in, grup 2, grup 3
ve grup 4’ten istatistiksel olarak farkli oldugu (p<0,05), ancak grup 5ten farkl
olmadigi (p>0,05) goruldu (Sekil 10).
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Sekil 10. Doku inflamasyonu degerlendirmesi sonucunda en az

inflamatuar hicrenin grup 5’te oldugu gorulmektedir.

Anjiyogenezis
VEGF antikoru ile yapilan isaretlenmenin degerlendirilmesi icin boyanan
her preparattan X200 buyutme ile 2’ser alanda dermiste bulunan pozitif hiicre

ve damar yapilari sayilarak degerlendirildi (Resim 9). Sonuglar Tablo 11’de
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gOsterilmigtir.

Resim 9. VEGF antikoru ile isaretlenmis kesitte dermiste pozitif hiicre (ok)
ve damarlar (ok bast). X600.
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Tablo 11. VEGF antikoru ile yapilan isaretlede dermiste bulunan pozitif

hlcre ve damar yaplilari sayilar.

G1 |1.alan | 2. alan
1 30 21
25 29
22 27
4 33 41
G2 |1.alan | 2. alan
1 39 22
2 35 44
3 30 43
4 28 38
5 21 37
G3 |1.alan | 2. alan
1 40 51
2 57 47
3 33 30
4 30 28
5 32 38
G4 |1.alan | 2. alan
1 35 43
2 40 48
3 42 51
4 47 46
5 46 37
6 69 58
G5 |1.alan | 2. alan
1 60 67
2 69 72
3 65 68
4 61 74
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VGEF ile boyanan hicre sayimi sonuglarinin ortalamalari ve standart

sapmalari Tablo 12°’de gdsterilmigtir.

Tablo 12. VGEF ile boyanan hlcre sayimi sonuglarinin ortalamalari ve

standart sapmalari.

Std.
Gruplar | N Mean Deviation
1 4| 57,0000 11,51810
2 5| 67,4000 8,61974
3 5| 77,2000 19,56272
4 6| 93,6667 17,33974
5 4| 134,0000 5,77350

VGEF ile boyanan damar sayilan karsilastirildiginda grup 5’in grup 2
(p=0,001), grup 3 (p=0,001) ve grup 4'ten (p=0,003), grup 4’Gn grup 2’den
(p=0,045) anlamli derecede yuksek oldugu gorulda (Sekil 11).
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Sekil 11. VGEF ile boyanan damar sayilari karsilastirildiginda en ylksek

degerin grup 5’e ait oldugu gorulmektedir.
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Apopitoz
Aktif kaspaz-3 ile apopitozu degerlendirmek igin ise her kesitte X200

bayutmede iki farkli alanda pozitif hicreler sayilarak kaydedildi (Resim 10).

Sonuglar Tablo 13’te gosterilmigtir

.
’» D ) )

Y ) e

. B

Resim 10. Aktif kaspaz-3 ile isaretlenmis kesitte dermiste pozitif hlicreler
(ok). X600.
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Tablo 13. Apoptotik hiicre sayim sonuglari.

G1 1. alan | 2. alan | toplam
1 4 3 7

2 - - -

3 - - -

4

5 - - -

G2-A | 1.alan | 2. alan | toplam
1 16 13 29

2 6 5 11

3 6 5 11

4 7 6 13

5 9 16 25
G3-A | 1.alan | 2. alan | toplam
1 1 1 2

2 6 4 10

3 6 3 9

4 6 7 13
G4-A | 1. alan | 2. alan | toplam
1 3 2 5

2 2 2 4

3 2 3 5

4 3 4 7

G5-A | 1. alan | 2. alan | toplam
1 4 3 7

2 - - -

3 2 1 3

4 1 1

Aktif kaspaz-3 ile boyanan hlcre sayimi sonuglarinin ortalamalari ve

standart sapmalari Tablo 14’te gosterilmistir.
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Tablo 14. Aktif kaspaz-3 ile boyanan hicre sayimi sonuglarinin

ortalamalari ve standart sapmalari.

Std.
Gruplar | N | Ortalama | Sapma
2 5| 17,8000 | 8,55570
3 4 8,5000 | 4,65475
4 4 5,2500 | 1,25831
5 4 3,0000 | 2,94392

Post op 10. Gunde alinan doku materyallerinde yapilan incelemede
rastgele segilerek yapilan 6rneklemede gruplar kargilastirildiginda grup 5
(p<0,05), ve grup 4’Un (p<0,05), grup 2‘den anlamli derecede dusuk apopitotik

hlcre sayisina sahip olduklari goéralda (Sekil 12).

30,007

20,004

10,00

Apopitotik Hiicre Sayisi

0,007

-10,004

I 1 I 1
GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5
GRUPLAR

Sekil12. Grup 4 ve Grup 5’in iskemi grubuna oranla istatistiksel olarak

anlamli derecede az apiptotik hlicreye sahip oldugu gérinmektedir.
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Flep Canli Kalma Oranlan
Post op 10. Gun yapilan makroskopik dlgimlerin (Resim 11) sonuglari

Tablo 15’te verilmistir

Resim 11. Fleplerin post op 10. Gun makroskopik goruntuleri(A Grup 2,
B Grup 3, C Grup 4,D Grup 5)
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Tablo 15. Flep dl¢im degerleri (“ilk 6lgim” post-op flep dl¢gimi,”son

Olcim” post-op 10’uncu gunde canl kalan flep” élgimudur).

1% Son

olgiim(cm?) | 6lgiim(cm?)
G2-a1 |17,5 8,03
G2-a2 |16,5 6,9
G2-a3 [17,6 9,3
G2-a4 |15,5 6,5
G2-a5 [16,9 8,2
G2-a6 |18,7 6,5
G2-a7 18,2 7.7
G2-a8 [16,8 6,4
G3-al |174 9,3
G3-a2 [14,8 8,8
G3-a3 |18,4 6,1
G3-a4 (19,3 11,9
G3-a5 [13,5 8,6
G3-a6 |16,1 10,6
G3-a7 |15,8 9,3
G3-a8 (17,5 13,5
G4-a1 |18,52 14,5
G4-a2 (16,5 12,3
G4-a3 [17,5 11,6
G4-a4 17,9 13,5
G4-a5 [16,9 9,3
G4-a6 |16,6 10,4
G4-a7 (17,8 11,6
G4-a8 [17,3 10,8
G5-a1 18,2 12,2
G5-a2 |18,5 14,6
G5-a3 (17,6 15,5
G5-a4 |16,8 11,9
G5-a5 |14,8 10,8
G5-a6 |16,6 12,3
G5-a7 |18 15,8
G5-a8 [17,7 14,4

Flep canli kalma oranlarinin ortalamalari ve standart sapmalari Tablo

16’te gOsterilmigtir.
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Tablo 16. Flep canli

kalma oranlarinin ortalamalari

ve standart

sapmalari.
Std.
Gruplar | N | Ortalama | Sapma
2 8 4327 ,05733
3 8 ,5916 ,12559
4 8 ,6748 ,07933
5 8 , 7763 07747
Flep canli kalma oranlari; iskemi grubu (grup 2) icin %43,

onkosullandirma grubu (grup 3) icin % 59, eritropoetin grubu (grup 4) icin % 67
ve eritropoetinle beraber iskemik onkosullandirma grubu (grup 5) i¢in % 77
olarak tespit edildi. Sekil 13’ de gruplarin flep sag kalim oranlarinin ortalamalari

grafiksel olarak gdsterilmigtir.

grup 2 grup 3 grup 4 grup 5

Sekil 13. Gruplarin flep sag kalim oranlarinin ortalamalari grafiksel olarak
gOsterilmistir.

Flep sagd kalim oranlan istatistiksel olarak degerlendirildiginde
onkosullandirma grubunun (grup 3) (p= 0,003), eritropoetin grubunun (grup 4)
(p< 0,001) ve eritropoetinle beraber iskemik énkosullandirma grubunun (grup 5)
(p<0,001)

onkosullandirma grubunun (grup 5) 6nkosullandirma grubundan (grup 3) (p=

iskemi grubundan (grup 2), eritropoetinle beraber iskemik

0,001) anlamli derecede farkli ve ylUksek sad kalim oranina sahip oldugu
gorulda (Sekil 14).
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Sekil 14. istatistiksel olarak flap sag kalma oranlari tiim gruplarda iskemi
grubundan yuksektir. Grup 5’in Grup 3’ten anlamli olarak yuksek degere sahip

olmasi dikkat ¢ekicidir.
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TARTISMA
Kusursuz bir cerrahi teknige ragmen uzamis iskemik bir periyodun

137 iskemi,

sonrasindaki reperflzyon istenmeyen sonuglara neden olabilir
dokularin hipoksik kalmasi nedeniyle ortaya cikan ve laktik asit ile toksik
metabolitlerin birikimi nedeniyle bir dizi reaksiyon sonucunda hucre olumine
kadar giden bir suregtir. Reperfiizyon bir doku yeniden oksijene edildiginde
olusan iskemik surecin zarar verici etkilerini ortadan kaldirmak icin gereklidir.
Ancak iskeminin uzun surdigu hallerde, reperfuzyon hasari serbest oksijen
radikalleri, endotelial faktorler ve notrofillerin  eslik ettigi karmasik bir
mekanizmayla ortaya c¢ikabilir. Literatirde bu hasari 6nlemek Uzere pek cok
yontem ve ajan kullaniimistir ve halen arastirmalar devam etmektedir.
Eritropoietinin  hematopoetik etkilerinin 6tesinde baska sistemleri

138-141

korumaya yobnelik genis bir etki yelpazesi vardir Eritropoetin

reseptorlerinin (Epo-R) endotel hicresi sinir hicresi, kardiyak miyositler, damar

diiz kas hiicreleri'®13142.143

gibi pek c¢ok farkli dokuda tespit edilmesi,
eritropetinin doku iskemisinde potansiyel olarak kullanilabilmesi amaciyla non-
hematopoetik etkilerinin arastiriimasina neden olmustur.

Genel bilgi rekombinant insan eritropoetinin eritrosit sayisini arttirarak
kanin oksijen tasima kapasitesini arttirdigidir. Ancak eritropoetin ile yapilan ve
non-hematopoetik sistemle ilgili galismalarda kullanilan dozlarin hematokrit
Uzerine anlamli bir degisiklik yapmadidi gérulmastir. Saray ve arkadaslari
random paternli flepler Uzerinde yaptiklari ¢alismalarda flep yasayabilirliginin
anlaml bir hematokrit degisikligi olmadan yiikseldigini gdstermislerdir'*. Bu
eritropoetine hematopoetik farmakolojik cevabin doz ile iligkisini gdstermektedir.
Tek veya akut yuksek doz eritropoetin, dlusuk ve intermittan dozlar kadar
hematopoezise etkili olmamaktadir'*®. Saray ve arkadaslari ayni calismada
dusuk ve kronik doz kullanilan eritropetinin hematokrit seviyesini arttirip, flep
yasayabilirligini azalttigini da gostermislerdir ve bunu direk veya prostoglandin
bagimli vazokonstruksiyon, endotelin bagimli yuksek tansiyon, periferik
vaskuler direncin artmasi, yuksek viskosite ve yukselen trombosit sayisi ile

aciklamislardir™*,

Bizim c¢alismamizda hematokrit degerinde anlamli bir
yukselme gorulmemistir. Bu sonucu literatlrdeki érnekleri gibi eritropoetini tek

ve yuksek doz kullanmamiza bagliyoruz.
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Serbest radikaller guclu reaktif o6zellikleri olan molekullerdir. Hlcrenin
savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirlamazlarsa hicre hasariyla
sonuglanan bir dizi reaksiyon baslatirlar®’. Reperfiizyonla ATP yikim Uriini
hipoksantin, oksijen sayesinde ve ksantin oksidaz varliginda Urik aside donusur.
Bu donUsum sirasinda ciddi miktarda SOR olusur. SOR hlcre membranindaki
lipidlerle reaksiyona girerek lipid peroksidleri olusturmakta, bunlar da membran
gegirgenliginde degisim yaratmaktadir. SOR olugsumu mikrovaskuler
disfonksiyonun patogenezinde Onemli rol oynayabilir. Yine olusan serbest
radikaller mikrosirkiilasyonu durdurarak dolayli hasara sebep olabilir’*®. Tim
bunlar reperfizyon hasari olarak adlandiriimaktadir. Doku lipid peroksid igerigi
iskemi reperfiizyonun en dnemli belirtecidir*’. Doku lipid peroksid icerigi cesitli
yontemlerle  Olcliimektedir. Calismamizda reperfizyon hasarini lipid
peroksidasyon drunleri ile degerlendirmek amaciyla etkinligi birgcok yayinda

198,149 5nemli bir belirtec olan MDA diizeyleri arastirildi.

ortaya konmus

Eritopoetin uygulanan grubun (Grup 4) ve eritropoetin ile iskemik
onkosullandirmanin kombine kullanildigi grubun (Grup 5) MDA duzeylerinin
iskemi grubundan anlamli derecede farkli ve diusik oldugu goérildi ve bu sonug
bize, literatirdeki o6rnekleri gibi, eritropoetinin dokuyu lipid peroksidi
olusumundan korudugunu disindiirdi. istatistiksel olarak bu iki grup arasinda
fark olmasa da ortalamalara bakildiginda kombine yontemin en dusuk MDA
seviyesine sahip oldugu goruldu.

Nitrik oksit'in flep modellerinde yasayabilirligi artirici  etkisinden
mikrovaskuler yataktaki diz kas hucrelerini gevsetmesi sorumlu tutulur. Hayvan
190153 Ayni zamanda VEGF'i

artirarak da flep yasayabilirligini arttirabilmektedir'. Fakat hipotansif etkinligi

modellerinde flep yasamasini arttirmaktadir

nedeniyle klinik kullanim sinirlidir. NO kaynagi olan L-Arginin de benzer etkinligi
olan bir ajan olarak hayvanlarda cilt flep modellerinde iskemik nekrozu
azaltmaktadir'>*"°,

Literatirde eritropoetinin  akut miyokardial inflamasyonu nuclear
transcription factor activation protein-1 ‘i indiikleyerek azalttigi gosterilmistir'’.
Bu proteinin antiinflamatuar etkisinin NO miktarini arttitmasina bagli oldugu
kabul edilir. NO artmasi ile de notrofiller icin gereken kemotaktik faktorlerin
yapim ve aktivasyonu azalir'®. inflamatuar fazda makrofajlar ve nétrofiller yara

iyilesmesinin baskin hucrelerdir. Lenfositler ise ilerleyen gunlerde 6n plana
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cikar. Galeno ve arkadaslari yanik modeli uyguladiklart EPO’nun etkinligini
arastirdiklari calismada, tedavi veriimeyen siganlarda inflamatuar hucre
sayllarinin daha fazla oldugunu bulmuslardir'’.

Calismamizda, iskemik oOnkosullama ve eritropetin  gruplarinda
inflamatuar hiicrelerin iskemi grubuna gére az oldugu gérilmektedir. ki
yontemin kombine kullandigi grupta ise bu azalma kontrol grubundan
istatistiksel olarak farki olmayacak kadar siddetlidir. Bu sonu¢ bize kombine
yontemin etkinligi hakkinda ciddi fikir vermektedir. Her ne kadar inflamasyon
belirteci olarak kullandigimiz MPO degerlerinde istatistiksel bir anlam
bulunamasa da aritmetiksel ortalamalar inflamatuar hicre sayimini destekler
sonugclara sahiptir.

Calismamizda iskemik ©nkosullama, eritropoetin ve ikisinin beraber
uygulandigr yontemlerin, doku NO miktarini istatistiksel olarak arttirdigini
gordik. Her iki yontemin tek tek veya beraber kullaniimasinin kiyaslamasi
yapildiginda, istatistiksel bir anlamlilik yaratmadigini ancak aritmetiksel olarak
artis oldugunu gorduk.

Eritropoetin’in vazodilator etkisi literatirde gosterilmis ancak bu etkinin
kendi etkisi mi oldugu yoksa bu etkiyi NO Uzerinden mi gdsterdigi acikliga
kavusturulamamistir'®®.

Nitrik oksit son yillarda yapilan ¢alismalarda anjiyogenez regulasyonunda
¢ok onemli bir molekll olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Nitroprussid gibi NO
dondrleri’™™® endoteliyal hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu arttirirken
nitrik oksit sentetaz (NOS) inhibitérleri yara iyilesmesini bozmaktadir'>® ',
Ayrica Morbidelli ve ark. ve Ziche ve ark. anjiyogenezin temelini olusturan
vaskuler endoteliyal hucrelerin mitozunda énemli role sahip olan VEGF’in NO
arunleri endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS) proteini tarafindan arttinildigini
gostermislerdir'®®1%2,

Eritropoetinin flep sag kalimindaki anjiojenik potansiyeline iligskin pek ¢ok
calisma yapilmig ve eritropoetinin endotel hulcrelerinde mitozisi uyararak
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neovaskularizasyon yaptigi gosterilmigtir>". Jaquet ve arkadaglarina gore

eritropoetinin flep histolojisi lizerine etkisi VEGF ile esit potansiyeldedir'® ve
ekzojen eritropoetin uygulamasinin tGglncu guninde, genetik olarak diyabetli
farelerde VGEF mRNA'yl ylUkselterek ve protein ekspresyonu yaparak bu

etkisini gdstermektedir’®.
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Bizim c¢alismamizda iskemik Onkosullama yontemi ile eritropetinin
beraber kullanildigi yontemin, iskemi grubuna gore anlamli derecede yuksek
angiogenesis oranina sahip oldugu goruldu. Tek basina eritropoetin kullanilan
grupta da ylksek angiogenesis olmasina ragmen fark istatistiksel olarak anlamli
degildi.

Apoptozisi saptamak igin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hicrenin morfolojik gérinimune gore
karar verilmigti. Oysa gunumuzde morfolojik degerlendirmenin yani sira
apoptozise 6zgu oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin, aktif kaspaz—3
tayini) molekiler dizeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ik kez
morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80’li yillarin sonuna dogru DNA
kiriklarinin olustugunun ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina
yonelik yontemlerle belirlenmeye baslanmigtir. 90’1 yillarin ortalarinda ise
apoptotik hicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Bdylece kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlarla saptanabilen apoptozis,
90’larin sonuna dogru fosfotidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de
saptanmaya baslanmistir. Bunu 2000’li yillarin baslarinda apoptotik epitelyal
hlcrelerde olmak Uzere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in,
kirildiktan sonraki 6zgin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha
spesifik olarak saptanmasi takip etmistir'®®"7°.

Onceki calismalar eritropoetinin I/R hasarina karsi anti apopitotik etkisi
oldugunu gostermistir. Brimes ve Gerami’'ye gore bu etki JAK2-STAT-Bcl-2
yolaklariyla olmaktadir. Ayni zamanda Bcl-2’'nin eritropoetinin antioksidan
etkisinden de sorumlu oldugu dusunudlmektedir. Eritropoetinin antioksidan
etkisinin katalaz, sUperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
aktivasyonuyla olduguna inanilmaktadir'’".

Calismamizda aktif kaspaz 3 ile yapilan apopitotik hiicre sayimi sonrasi
eritropoetin uygulanan grup ile iskemik dnkosullandirma egliginde eritropoetin
uygulanan gruplarin iskemi grubundan anlamli derecede az apopitotik hicreye
sahip olduklarini gérdik. iki grubun arasinda iki yéntemin birlikteligi lehine
aritmetiksel fark olmasina ragmen istatistiksel bir anlam farki yoktu.

Onkosullamanin hangi mekanizma (zerinden koruyucu etkisi oldugunu
ortaya koymak igin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Gosterilmistir ki dnkosullama

iskemi sirasinda adenozin trifosfat kullanimini azaltmakta ve reperfizyon
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sirasinda yiksek eneriili fosfatlarin {retim kapasitesini korumaktadir'’2. Bircok
otér, K'-ATP kanallari gibi proteinlerin fosforilasyonuna neden olan protein
kinaz C nin aktivasyonu ile hucresel korunmanin saglandigini 6ne sirmektedir.
Bu go6rUs, adenozin uygulanmasiyla iskemik onkosullama benzeri etkinin
olugsmasi ve adenozin reseptdr antagonistlerince etkinin énlenmesini gosteren
calismalarla desteklenmistir’>®".

Daha 6nceki calismalarda iskemik dnkosullandirma prosedurinin kalp
koruyucu etkisinin  JAK/STAT'®'*  phosphatidylinositol-3-kinase ~ (PI-3

Kinase)'”

ve PKC aktivasyonu ile oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde
Eritropotinin I/R hasarina karsi kalp koruyucu etkisinin JAK/STAT'®, PI-
3K/Akt"" ve PKC'® yolaklari ile oldugu bildiriimistir. Glycogen synthase kinase-
3B (GSK-3B), PI-3K, PKC ve JAK/STAT vyolaklarinin ortak Granudir ve

179189 Nishihara ve

fosforilasyonunun kalp koruyucu etkideki roli 6nemlidir
arkadaslari Eritropoetin  ve iskemik  6nkosullamanin GSK-3B'nin
fosforilasyonunu arttirdigi icin kalp koruyucu etkinin arttigini iddia etmekte ve
eritropoetin aracili primer yolagin iskemik 6n kosullama ile indiklenenden farkli
bir yolakla oldugunu iddia etmektedirler'®'. Ayni konu Uzerine yapilan baska
calismalarda yolagin farkli olduguna dair sonuglar alinamadigi bildirilmistir'®2,
Calismamizda flep sag kalim oranlart  degerlendirildiginde
onkosullandirma grubunun, eritropoetin grubunun ve eritropoetinle beraber
iskemik dnkosullandirma grubunun iskemi grubundan ytiksek sag kalim oranina
sahip oldugu goéruldd. Bu t¢ grubun kiyaslamasi yapildiginda ise eritropoetinle
beraber iskemik 6nkosullandirma grubunun dnkosullandirma grubundan anlamli
derecede farkll ve yuksek sag kalim oranina sahip oldugu goéruldd. Eritropoetin
grubunun ise iskemik 6nkosullandirma ve eritropoetinle beraber iskemik
onkosullandirma grubundan anlamli bir deger farki olmamakla beraber
aritmetiksel olarak, iskemik 6nkosullandirma grubundan ylksek, eritropoetinle
beraber iskemik ©6nkosullandirma grubundan disuk degerlere sahip oldugu

goralda.
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SONUG VE ONERILER

Deri flepleri, plastik cerrahinin vazgecilmez bir pargasi ve bir plastik
cerrahin meslek hayatindaki en guglu silahidir. Meslek hayati boyunca her
plastik cerrah deri flebi uygulamalari sirasinda iskemi ve reperfizyon hasari ile
karsilasmak ve bu sorunla yuzlesmek zorunda kalmistir ve kalacaktir. Bu
nedenledir ki deri flepleri Uzerine yapilan galismalar plastik cerrahi literattrinde
cok genis bir yer tutmaktadir. iskemi reperfiizyon hasari ¢ok sik karsilagilan
sorunlardan biridir. Reperflize edilen dokuda gelisen hasar hem hasta hem
saglik ekibi igcin olumsuz sonuglar dogurmakta ve ciddi maddi kilfete neden
olmaktadir.

Calismamiz bahsedilen yaygin probleme yonelik yapiimistir. Elde edilen
sonuglar 1siginda bir degerlendirme yapilacak olursa etkinligi bilinen ve
literatirde kabul goren iskemik dnkosullandirma ve eritropotin uygulamalarinin
bir arada kullanilmasi lipid peroksidasyonunu, inflamatuar reaksiyonu,
apopitozu azaltmakta, anjiyogenezisi, doku NO miktarini arttirmakta ve sonug
olarak flep sag kalirhgini yikseltmektedir. Ozellikle flep sag kalim oranlarinin iki
yontemin birlikte kullanilmasi durumunda tek basina iskemik 6nkosullama
yapllmasindan yiiksek olmasi dikkat cekicidir. iskemik ®nkosullama yapmaya
uygun durumlarda kolay uygulanabilir, guvenilir, intraoperatif olarak
kullanilabilen ve ulasiimasi kolay olan eritropoetinin uygulanmasinin yararl
oldugunu dusinmekteyiz. Bodylelikle flep yasam oranlarindaki artigla ek
operasyon ihtiyacinin, morbiditenin, hastane kalig surelerinin azalmasiyla
sosyal ve ekonomik yénden olumlu sonuglar elde edilecegini ve hasta psikolojisi
uzerinde olumlu etkilere ulagsilacagi inancini tagsimakla birlikte bu konuda daha

ileri calismalara ihtiyag oldugu kanisindayiz.
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AIF
ATP
bFGF
Ca*2

DNA

eNOS
EPO
Epo-R
ET
GM-CSF
GSHPx
GSK-3
GST

PAF

SIMGE VE KISALTMALAR DiZziNi

: Apoptozis Inducing Factor

: Adenozin trifosfat

: Basic fibroblast growth factor
“Kalsiyum

: Deoksiribontkleik asit

: Dermis

: Epidermis

: Endotelyal nitrik oksit sentetaz
. Eritropoetin

: Eritropoetin reseptorleri

: Endotelin

: Granulocyte monocyte colony stimulating factor
: Glutatyon peroksidaz

: Glycogen synthase kinase-33

: Glutatyon S-Transferaz

: Hidrojen peroksit

: Hematocrit, hematokrit

. Ischemia/reperfusion, iskemi/reperflizyon

- Interleukin

: Ischemic preconditioning

: Janus kinase

: Katalaz

: Lipid peroksi radikali

: Malondialdehyde, malondialdehit

: Myeloperoxidase, myeloperoksidaz

: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

. Nitric oxide, nitrik oksit

: Oksijen

: Hidroksil radikali

: Platelet-activating factor
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Pl-3Kinase : Phosphatidylinositol-3-kinase

PDGF . Platelet-derived growth factor Platelet-derived growth factor
PKC : Protein kinaz C, protein kinase-C

PMNL : Polimorf naveli I6kositler

RhEpo : Recombinant human erythropoietin, rekombinant insan

eritropoetini

ROOH : Hidroperoksit

SOD : SUperoksit dismutaz

SOR : Serbest oksijen radikalleri

STAT : Signal transducer and activator of transcription
TGF- : Transforming growth factor- beta

TNF : TUmor nekrozis faktor

TxA2 : Tromboksan A2
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SEKILLER DiZziNi

Sekiller Sayfa No

Sekil 1. (Hipoksik ortamda serbest radikal olusumu ve
iskemi/reperflizyon hasari)

Sekil 2. (Oksijen paradoksu: molekuler oksijenden serbest
radikal olugsumu ve nitrik oksitle ilgkisi)

Sekil 3. (Stperoksit radikalinin Hidrojen peroksit’e indirgenmesi)

Sekil 4.( H,O2'nin KAT veya GSHPx tarafindan toksik olmayan
ardnlere dénusumu)

Sekil 5. (Fenton reaksiyonu)

Sekil 6. (Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede gorulen morfolojik
dedgisiklikler)

Sekil 7. (Deney proseduru)

Sekil 8. (Doku MDA dlgumlerinin istatistiksel grafikleri)

Sekil 9. (Doku NO olgumlerinin istatistiksel grafikleri)

Sekil 10. (Doku inflamasyonu degerlendirmesi skorlarinin
istatistiksel grafikleri)

Sekil 11. (VGEF ile boyanan dokularin istatistiksel grafikleri )

Sekil12. (Apiptotik hiicre dederlendirmesinin istatistiksel grafikleri)

Sekil 13. (Gruplarin flep sag kalim oranlarinin ortalamalar grafiksel
olarak gdsterilmistir.)

Sekil 14. (Flep sag kalma oranlarinin istatistiksel grafikleri)

10

13

14
14

14
24

32
40
41
43

46

49

52

53
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RESIMLER DiziNi

Resimler Sayfa No

Resim 1. (Si¢an inguinal flebinin dizayni) 28

Resim 2. (inferior epigastrik damarin flebe dahil oldugunun 28
gorulmesi)

Resim 3. (Flebin epigastrik arter Uzeinde ada flebi haline getiriimesi 29

Resim 4. (Diseksiyon ile femoral arter, epigastrik dali ve femoral 29

sinir ortaya konmasi)
Resim 5. (Femoral arterin epigastrik dalinin distalinden 30

baglanarak kesilmesi ve korunan femoral sinir)

Resim 6. (Femoral arter klemplenerek iskemi olusturulmasi 30
Resim 7. (Denegin post op goruntusu.) 31
Resim 8. (Dermiste inflamatuar hlcreler) 41
Resim 9. (VEGF antikoru ile isaretlenmis kesitte dermiste 44

pozitif hlicre ve damarlar)
Resim 10. (Aktif kaspaz-3 ile isaretlenmis kesitte dermiste 47
pozitif hiicreler)

Resim 11. (Fleplerin post op 10. Gun makroskopik goruntileri) 50



TABLOLAR DiziNi

Tablolar Sayfa No

Tablo 1. (I/R hasarinda antioksidan etkili oldugu cesitli deneysel
calismalarda gosterilmis olan ajanlara érnekler.)
Tablo 2. (Uygulanan prosedure gore gruplarin ayrilmasi )
Tablo 3. (Post-op 24 saat ve 10 gunluk hematokrit ve beyaz kire)
degerleri)
Tablo 4. (Post-op 24 saat ve 10 gunlik hematokrit ve beyaz
kdre dlgcumlerinin ortalamalari ve standart sapmalari)
Tablo 5. (Doku MPO, MDA, NO degerleri)
Tablo 6. (Doku MPO oélgumlerinin ortalamalari ve standart sapmalari)
Tablo 7. (Doku MDA 6l¢Uimlerinin ortalamalari ve standart sapmalari)
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