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1.GIRIS

Iskemi-Reperfiizyon Hasari (IRH) ilk olarak Haimovici tarafindan akut iskemi
kaynakl1 alt ekstremite revaskiilarizasyonu sonrasi gelisen miyonefropatik sendrom olarak
1950°li wyillarda tanimlandi.Ardindan 1975 yilinda Cerra ve arkadaslart kopek
myokardiyumunda kan akimi saglanmasi sonrasi yaptiklart histolojik degerlendirmelerde

subendotelyal hemorajik nekrozu gostererek ilk IRH tanimlamasini yaptilar.

Koroner arter hastaliklari,kardiyopulmoner bypass,akut/kronik okliiziv periferik arter
hastaliklari,aortik veya periferik vaskiiler klempleme,turnike uygulamasi gibi bir¢ok klinik
durum IRH’nin rutin Kalp-Damar Cerrahisi uygulamalarinda karsimiza ¢ikmaktadir. IRH a
bagli mortalite ve morbiditeyi azaltmak adina giinlimiize dek bir¢ok calisma yapilmis ve
devam etmektedir(1).

Iskemi bir organa sunulan kan akiminin ¢esitli nedenlerle engellenmesine bagli gelisen
ve doku hipoksisine yol acan patolojik siirectir.Reperflizyon ise iskemik kalan dokuya tekrar
kan akiminin saglanmasi siirecidir(2).IRH iskemik dokunun reperfiize olmasi sonrasi gelisen
patolojik siire¢ olmakla birlikte hem lokal hem de sistemik etkilere sebep olmaktadir.
Histopatolojik inceleme ile birlikte kanda ve kas dokusunda biyokimyasal parametreler olan
TAS-TOS diizeyleri ile IL-1B,IL-6 ve TNF-a diizeyleri bu siirecin degerlendirilmesini

saglayan incelemelerdir.

Calismamizda IRH patogenezinde daha sonra anlatilacak olan lokal tromboz ve
koagiilasyon asamasinda engellemeye sebep olabilecek ve klinik uygulamaya son donemde
gecmis olan Rivaroksaban,Apiksaban ve Dabigatran etken maddesine sahip ilaglarin iRH’a

kars1 olan etkinliklerinin karsilastirmali olarak arastirilmasini amaclanmastir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.iskemi

Iskemi ya da dokuya gelen arteriyel kan miktarinin azalmasi, insanlarda gériilen
hastaliklarin arka planinda yer alan ve sik karsilasilan bir akut hiicre hasar1 nedenidir. Enerji
tiretiminin (oksidatif yollardan elde edilenden daha az olsa da) anaerob glikoliz iizerinden
devam edebildigi hipoksinin aksine iskemide, gelen kan miktarinin azalmis olmasi nedeniyle,
glikoliz i¢in gerekli maddelerin saglanmasinda da sorun vardir. Bunun sonucu olarak, dokuya
ulasabilen potansiyel substratlar tiikendiginde ya da glikoliz olayi, normalde vendz kanla
dokudan uzaklastirilan metabolitlerin birikmesi nedeniyle inhibisyona ugradiginda, iskemik
dokulardaki anaerob enerji liretimi de engellenir. Iskemiye bagli doku hasari bu nedenle

hipoksi nedenli doku hasarindan daha ¢abuk gelisir ve genellikle daha siddetlidir(2).

Iskemi esnasinda hipoksiye baglhh mitokondride oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi
devam edemez ve sonug olarak hiicre i¢ci ATP depolar1 hizli olarak tiikenir ve ADP,AMP ve
Pi diizeylerinde artis izlenir.Glikoliz stimiile olur ancak hiicrenin ihtiyaci olan yeterli diizeyde
ATP iiretilemez.Laktik asit birikimi ile hiicre i¢i pH diiser ve Na*/H* antiporter H*iyonlarinin
hiicre disina atilmasi i¢in aktive olur.ATP yokluguna bagh hiicre i¢i konsantrasyonu artan
Na" iyonlar1 Na/K* ATPase pompasi ile hiicre digina atilamaz.Yiiksek hiicre i¢i Na* diizeyleri
Na*/Ca*? kanalinin inhibisyonuna yol agarak hiicre i¢i Ca** diizeyinin artigina yol agar;yiiksek
hiicre i¢ci Ca*" diizeyi endontikleaz,fosfolipazlar ve proteazlar gibi enzimleri
aktiflestirir.Sonug¢ olarak uzamis iskemi hiicre membran hasar1 ve nekrotik hiicre 6liimii ile

sonuglanir (1).

Iskemik hasar geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz hasar olarak ikiye ayrilmaktadir.

Dokunun hipoksiye dayanikliligina gore bu siire her dokuda farkli olabilmektedir (3).
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Sekil 2Hiicre hasarinda hiicre i¢i Ca*? artisinin kaynaklari ve sonuglari(2)

2.1.1 Geri Doniisiimlii Hasar

Iskemide anaerobik glikoliz ve fosfokreatin yolaklari aktive olur ve bu durumda hiicre
icindeki glikojen ve fosfokreatinin rezervlerinin kullanilir.Anaerobik glikoliz ile ATP iiretimi
bir siire daha karsilanir ancak laktat,inorganik fosfat ve adenin niikleotidler hiicre i¢inde
birikmeye baslar.Hiicre i¢inde biriken NAD,laktat ve H* iyonlar hiicre i¢i ve dis1 ortamda
asidoza yol acarak anaerobik glikolizi en sonunda inhibe ederler. Iskemik hiicrede ADP
hipoksantin ve ksantine metabolize olur ve bu da reperfiizyon asamasindaki serbest oksijen
radikallleri (ROS) firetiminden sorumlu olacaktir.Hiicre i¢gi ATP rezervleri azalmasi ve
asidozla glikolizin inhibe olmasi sonrasi daha oOnce anlatilan ATP bagimli iyon kanal

degisiklikleri ile hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum kloriir artigina yol agar (4).
Geri doniislii hiicre hasarindaki hiicre ici degisiklikler:
-Mikrovilliislerin kabarciklanmasi, kiintlesmesi veya distorsiyonu
-Hiicre baglantilarinda gevseme gibi plazma membran degisiklikleri

-Mitokonrilerde sisme ve sekilsiz(amorf) dansitelerin ortaya ¢ikmasi



-Endoplazmik retikulum,ribozomlarin ayrilmasi,polizomlarin par¢alanmasi
-Cekirdekte kromatin kiimelenmesi(2)

Bir diger olay da doku hipoksisi nétrofillerin interstisyuma mobilizasyonuna hipoksi
adaptif yollarla yol agmaktadir. P-selektin,IL-8 von Willebrand faktér salinimda artis ve
fosfolipaz A2 enzim aktivasyonu sonrasi olusan PAF(Platelet activating factor) ve Arasidonik
asit notrofillerin iskemik alana yonlenmesini saglayan hipoksi adaptif yolaklardir.Notrofil

migrasyonu dokuyu reperfiizyon hasarina duyarli hale getirir (2).

Yukarida anlatilan tiim asamalar geri doniisimlii hasar olup reperfiizyon olmasi
durumunda hiicreler normal fonksiyonlarina geri dénebilmektedirler.iskeminin devam etmesi

durumunda ise geri doniisiimsiiz hasara gecilmektedir (1).
2.1.2Geri Doniisiimsiiz Hasar

Geri doniislii hasarin ne zaman geri doniissiiz olacagi ve hiicre Olimii yoniinde
ilerleyecegini 6ngordiiren olaylar heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bunun klinik 6nemi ¢ok
aciktir; hiicre olimiinii dogru bigimde Ongodrebilecegimiz molekiiler ve biyokimyasal
degisiklikleri saptayabilirsek, geri doniislii hiicre hasarinin geri doniigsliz hiicre hasarina

donmesini Onleyecek stratejiler gelistirebiliriz.

Geri dontissiiz hasarin kesin bir morfolojik veya biyokimyasal iligkisi yoksa da, onu
tutarli bicimde karakterize eden iki fenomen vardir: Baglangigtaki hasar diizelmis olmasina
ragmen mitokondri disfonksiyonunun diizelmemesi ve membran fonksiyonlarindaki agir
bozukluklar. Daha once belirtildigi gibi, lizozom membranlarinm hasar gormesi, nekrozun
karakteristigi olan ve hasarin nekroz yoniinde ilerledigini kesin olarak belirleyen enzimatik

parcalanma ile sonuglanir (2).
Hiicrelerin morfolojisine bakildiginda:

Sitoplazmik degisiklikler: Nekroza ugrayan hiicrelerde eozinin denatiire plazma
proteinlerine baglanmasiyla eozinofili artigt goriiliir. Glikojenpartikiillerinin kaybolmus
olmasi sonucu daha camsi, homojen bir goriiniime sahiptir. Miyelin figiirleri nekroza ugrayan

hiicrelerde, geri doniislii hasara ugramis hiicrelerde oldugundan daha belirgindir.

Enzimatik olarak organellerin sindirilmesiyle sitoplazma vakuollii ve "giive yenigi"

goriiniimiindedir.Elektron mikroskopisinde intrastoplazmik myelin figiirleri, hem plazma hem



organel membranlarinda kesintiler, mitokondriyel belirgin sisme ile amorf biiylik dansitelerin

olusmasi ve lizozomlarin pargalnmasi ile karakterizedir.

Hiicre cekirdegindeki degisiklikler:Timii de DNAve kromatin yikimi nedeniyle
gerceklesen li¢ patternden biri seklindedir: Muhtemelen deoksiriboniikleaz(DNAz) aktivitesi
sonucu kromatin bazofilisi soluklasabilir (karyoliz);cekirdek, DNA'nin biiziilmiis, solid bir
kitle halini almasiyla biiziilebilir ve artmis bir bazofili sergileyebilir (piknoz);ya da piknotik
cekirdek, parcalanir (Karyoreksis).Olen hiicrenin ¢ekirdegi, 1-2 giin icerisinde tamamen

ortadan kaybolabilir.

Nekrotik hiicrelerin akibeti :Nekrotik hiicreler, bir siire daha yerlerinde kalabilirler ya
da enzimler tarafindan sindirilerek tamamen kaybolabilirler. Olii hiicreler miyelin figiirlerine
doniistirler. Bunlar ya diger hiicreler tarafindan fagosite edilirler ya da yag asitlerine
pargalanirlar. Bu yag asitlerinin kalsiyum tuzlarina baglanmasi, 6li hiicrelerin sonunda

kalsifiye olmastile sonug¢lanabilir(2).
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2.2 ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

Iskemide doku hasarinin reverzibilitesinin ve dokunun hayatta kalabilirligini
belilrleyen esas faktdrler iskeminin siiresi ve derinligidir(5).Iskemik doku yaralanmasi
genellikle derin ve uzun bir doku hipoksisi donemine ve bunun sonucu olarak hiicresel ATP
tiilkenmesine baglanir. Iskemide hipoksi siiresini kisaltmak,ATP rezervlerini doldurup iyon
imbalansini diizeltmek doku hasarini en aza indirgeme yolunu olusturmaktadir. Buna ragmen

erken reperfiizyon sonrasi paradoksal olarak doku hasarinda artis goriilmesi 1970’11 yillarda

ilk Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 tanimlamasini ortaya ¢ikarmistir (6).

Iskemi-Reperfiizyon Hasarina Neden Olan Mekanizmalar:

1-Serbest oksijen radikalleri
2-Inflamasyon

3-Mitokondriyel Hasar(7,8)
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2.2.1 Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiil ya da atomlardir.Stabil olmamalar1 nedeniyle ¢ok kisa yar

omirlidiir.Elektriksel yiikleri pozitif,negatif veya notr olabilir (9).

Organizmada siirekli serbest radikal ataklar1 goriillmekte oksijen aerobik organizmanin
yasami ig¢in esansiyaldir.Aerobik metabolizma esnasinda fizyolojik olarak siirekli serbest
oksijen radikalleri olugsmakta olup bunlarin organizmaya olabilecek zararli etkileri endojen
antioksidan mekanizmalarla onlenir. Olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen,
nitrik oksit(NO), uyarilmis notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin %95’inden
fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5 ’i de son
yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu ozellikleri nedeniyle de toksik serbest

radikallere doniismektedir (7).
Ksantin Oksidaz Aracihi ROS Olusumu

Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi icin ATP’den
AMP ve adenozin olusur.Adenozin, hizla hiicre disina difiize olur ve inozin ve hipoksantine
parcalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimu,
dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin
dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol acar. Normal sartlarda
hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alict NAD* (nikotinamid
adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a
dontistiiginden hipoksantinin iirik asite donilisimii KO tarafindan gerceklesir ve bu

reaksiyonda ise elektron alici olarak molekiiler oksijen kullanilir (10).
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Sekil 5Ksantin Oksidaz aracili ROS olusumu(11)

Siiperoksit Radikali ve Diger Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu

Stiperoksit radikali birincil oksidandir ve olusan diger serbest oksijen radikallerinin
kaynagini olusturur.Normal fizyolojik kosullarda olusan siiperoksit (O2") siiperoksit dismutaz
(SOD) ile 6nce hidrojen peroksite sonra da katalaz etkisi ile suya doniisiir. Ancak IRH’da
ksantin oksidaz etkisine bagl olarak artan siiperoksit radikali (O27) ve hidrojen peroksit
(H202), antioksidan kapasiteyi asar ve ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. Hidrojen
peroksit daha sonra Fe2gibi ge¢is metalleri veya siiperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlari) reaksiyona girer ve en giiglii radikal olarak bilinen hidroksil radikalini
(OH") olusturur(12). iskemik dokularda diisiik pH durumunda siiperoksitten oldukca reaktif
olan hidroperoksil serbest radikal olusumu diger bir serbest radikal olusum mekanizmasidir
(13).



.~ 7 Signaling function

{ 02 { b
oNoO «Lm 207 =22 1,0
: /4Fe 4S)%* Fez"
I
NO; 'OH' HO, >;:=z?:grwzas;on
CO; NO; [4Fe-4S] e
H°

Sekil 6Serbest Oksijen radikalleri olusum mekanizmalar1(13)
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Tablo I:Reaktif oksijen bilesikleri (9)

Reaktif Oksijen Bilesikleri Reaktif Olmayan Oksijen Bilesikleri
oF) Siiperoksit H202 Hidrojen Peroksit
OH" Hidroksil 02 Singlet Oksijen
HO Hidroperoksil HOCL | Hipokloréz Asit
RO Alkoksil ONOO" | Peroksinitrit Radikali
ROO Peroksil O3 Ozon
NO" Nitrik Oksit LOOH | Lipid Hidroperoksit
NO2 Azot Dioksit

Mitokondriyal ROS olusumu

Normal fizyolojik kosullarda mitokondriyum hiicre i¢i olusan O2’nin basglica
kaynagidir. Hiicrelere giren oksijenin %901 elektron transport zincirinde suya indirgenirken
%1-2’1ik bir kissm ETZ’den (baglica kompleks I ve III) elektron kacagina bagl olarak
stiperoksite doniisiir. Normalde olusan bu siiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica
dismutasyona ugratilir. Iskemi durumunda ETZ’inde molekiiler oksijen yokluguna bagh
olarak elektron akisi durdugundan bu kompleksler (6zellikle kompleks I) indirgenmis
diizeyde kalir. ETZ’den sizan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona girerek Oz~ iiretimine
yol acarlar.Reperfiizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile ETZ’den elektron sizintis1 artar

ve patolojik stire¢ Oz~ tiretiminin artist ile devam eder (14).

Mitokondriyum dis zarinda bulunan monoaminoksidaz (MAQO) enzimi ise
mitokondriyal ROS {iretiminden sorumlu diger onemli mekanizmadir. Normal sartlarda
MAO, ndrotransmitter deaminasyonundan sorumludur ancak reaksiyon sirasinda yan {iriin
olarak pro-oksidan bir molekiil olan H202 iiretilir (15).Ozellikle kardiyak IRH’da oksidatif

stres olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (16).
Fagositler ve Endotel Hiicre Aracili ROS Olusumu

Fagositik hiicrelerde solunumsal patlamada ROS {iretiminden sorumlu baslica enzim
NADPH oksidaz (NOX) olup aktivasyon sirasinda oksidan iretimi yaklagik 50-100 kata
kadar artabilir(17). NOX araciligiyla tiretilen siiperoksitler, SOD aracilig ile 6nce hidrojen

peroksite ve sonrasinda miyeloperoksidaz etkisi ile de hipoklordz asite veya Fenton
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reaksiyonu ile hidroksil radikaline (OH") doniisiir ve ortama salinir (18). Polimorf ¢ekirdekli
l6kositler kaynakli bu artmig ROS iiretimi, reperfiizyon hasarinda baglica rolii oynar.
PMNL’den bunun disinda IL-1, IL-6, IL-12, IFNy ve TNF-a gibi sitokin ve kemokinler ile
elastaz ve kollejenaz gibi proteazlar salinarak bdlgeye daha fazla inflamatuvar hiicre

toplanmasina ve daha fazla ROS iiretimine yol agar (19).

Iskemi-reperfiizyonda endotel hiicrelerinin selektin ve integrin gibi adhezyon
molekiilleri araciligiyla 16kosit toplanmasini ve dolayisiyla daha fazla ROS iiretimini
tetiklemesi disinda, yilizeyinde bulunan ksantin oksidaz enzimi ile de oksidatif strese katkida
bulundugu bilinmektedir. Ancak bu enzim hepatosit, enterosit ve kapiller endotelyal

hiicrelerde diger dokulara gore daha belirgin olarak bulunmaktadir (20).

/Fagositlerde solunumsal patlama ile ROS tGretimi

s A

> 0OH <
® "’jl./\.‘f ~
) Fenton reaksiyonu
W 2+
SoD Fe
m=dP H,0,
NADPH Miyeloperoksidaz

oksidaz

E\/\/L/_

NADPH + H' (Hipokloréz asit)

\\létroﬁ |

Sekil 7Fagositer hiicrelerde ROS iiretimi(21)

Iskemi-reperfiizyonda nitrik oksitin rolii

Nitrik oksit (NO"), reaktif bir radikal olup baslica nitrik oksit sentaz (NOS) ailesinin
endotelyal (eNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve noéronal (nNOS) izoformlar1 tarafindan
sentezlenir (22). Olduk¢a kompleks etki mekanizmasina sahip olan nitrik oksitin bu etkileri
{iretim hiz1 ve miktarina gére degiskenlik gosterir ve bu durum I-R hasarinda kritik rol oynar.
Dokularda normalde oksijen varliginda argininin sitriilline oksidasyonuyla sentezlenir,

kofaktor olarak tetrahidrobiopterin kullanilir (23). Normal fizyolojik kosullarda eNOS
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tarafindan endotelyal hiicrelerde oldukca az miktarda iiretilir ve vazodilatasyon, diiz kaslarda
relaksasyon, 16kosit adhezyonunu engelleyici, trombosit fonksiyonlari, ve hiicre igi Sinyal
iletiminde diizenleyici rol oynar (24). Iskemi-reperfiizyonda ise siiperoksit radikallerinin
olusumu artar. Artan siiperoksit, ortamda endojen olarak bulunan NO ile reaksiyona girerek
oldukga reaktif ve potansiyel olarak toksik peroksinitrit (ONOO~)olusumunu sebep olur (22).
Ayrica endojen tiretilen NO~ miktarinin azalmasina yol agtigindan, NO™ in koruyucuetkilerini
engeller ve oksidatif strese katkida bulunur. Ortamda bulunan NO- ile arginin ve/veya
tetrahidrobiopterin kofaktoriinlin azalmasi da “eNOS-uncoupling” olarak adlandirilir ve

NOS'un siiperoksit tiretimine yonelmesini tetikleyerek ROS olusumunu artirir (25).

4 )

02 (Siipercff(sit)
\ O,

S=—" s ONOO'
eNOS / (Peroksinitrit)

HaB NO’

L-a,-g,'n,f\/v (Nitrik oksit)
\ L-sitriilin /

Sekil 8Nitrik oksit sentaz yolagi ve peroksinitrit tiretimi (21)

Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicresel Etkileri
Oksidatif stresin 3 major etki yolu vardr:
1. Hiicredeki membran lipidleri,proteinler veya DNA gibi makromolekiillere direk hasar

2.NO’in biyolojik etkinliginin azalmasi ve peroksinitrit gibi potansiyel toksik forma

doniismesi

3.Hiicresel sinyal mekanizmalarini etkilemesi(19)

13



2.2.2 Enflamasyon

IRH’de enflamasyon mikroorganizmalarin bulunmamasi nedeniyle steril enflamasyon
olarak tariflenir ve notrofil artisi,kemokin ve proinflamatuar sitokin iiretiminde artig ile
karakterizedir.ROS firetimi, hidrolitik enzimlerin salinimi ve iskemik dokulara sizan aktif
noétrofillerden gézenek olusturucu molekiillerin salgilanmasi parankimal hiicrelere genis ¢apta
kollateral hasara yol acar.Reperfiizyon esnasinda tekrar kan akiminin saglanmasiyla iskemik
dokuya oksijen ile birlikte notrofil gocii de gerceklesmis olur.iskemik olan dokuya oksijen
akisi, hiicresel metabolizmay1 desteklemek icin zorunlu olmasina ragmen, KO ve NADPH
oksidaz gibi enzimler tarafindan ROS olusumunu tesvik eder. Notrofil infiltrasyonu, nekrotik
hiicrelere ve ROS olusumuna bagli olarak gelisen inflamatuar tepkilerin bir sonucu olarak
once postkapiller veniillere ve ardindan dokulara olacak sekilde gelisir.Parankimal hiicrelere
sitotoksik etkisini gosteren notrofiller, iskemi kaynakli hiicre hasarini ve Olimiinii

siddetlendiren reperfiizyon hasarini indiikler(16).

ROS proinflamatuar sinyallerin olusumunu tesvik eder, 10kositlerin ve endotel
hiicrelerinin ylizeyi Ulzerindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu degistirir ve NO
seviyelerini azaltir (26). Bu degisikliklerle birlikte perivaskiiler hiicreler (6rnegin,
makrofajlar, mast hiicreleri) aktive olur ve diger enflamatuar mediatorleri (6rnegin TNFa ve
diger sitokinler, PAF, LTB4) salgilar. Bu olaylarin bir sonucu olarak, l6kositler postkapiller
veniiler endotel ile adeziv etkilesimler olusturmaya baslar. Trombositler ayrica 16kositlerin
postiskemik mikro damar yapilarina yapigmasinda onemli bir rol oynar. Aktive edilmis
l16kositler dokulara go¢ ederek oksidanlar ve hidrolitik enzimlerin salinmasi yoluyla
mikrovaskiiler bariyer fonksiyon bozuklugunu indiiklerler. Bu degisikliklere ek olarak,
16kositler ayrica postiskemik besleyici perfiizyon yetmezligine (daha az perfiize edilmis kilcal
damarlar, yani kilcal damar akmayan), arteriyollerde endotele bagli vazoregiilatuar
disfonksiyon ve parankimal hiicre disfonksiyonuna katkida bulunur. Bu nedenle, mikro
dolagimda arteriyolar, kilcal ve postkapiller veniiler disfonksiyon gelisimini hizlandiran
16kosit / endotel hiicre yapiskan etkilesimleri, IR tarafindan ortaya c¢ikan ilk doku

disfonksiyonu ve yaralanmasinin belirtileri arasindadir(27).
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IRH’da hiimoral mediatérler,sitokinler ve kompleman sisteminin rolii

Kompleman sistemi bilindigi iizere klasik,alternatif ve lektin yolu olmak tizere 3 farkl
yoldan uyarilmaktadir. IRH’da iskemik doku 6liimii sonucu subselliiler membran iceriklerinin

dogal immiin sistem tarafindan taninmasiyla klasik kompleman sistemi aktive olmaktadir

(28).

IRH patogenezinde TNF-a o6nemli rol almaktadir. TNF-a g¢esitli hiicre tipleri
tarafindan iiretilse de, makrofajlar ana kaynaktir. Bu sitokin hem lokal olarak parakrin hem de
endokrin bir mediatér olarak etki eder. Serbest birakildiktan sonra TNF-a,kemokinlerin
ekspresyonunu ve ROS iiretimini indiiklemek ve ayrica NF-kf3 gibi transkripsiyon faktorlerini
aktive etmek ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu tesvik etmek icinspesifik reseptorlere
baglanir.Bu faaliyetler, postiskemik dokularda nétrofillerin adezyon ve aktivasyonunu uyarir
(19).

Tablo I1:Proinflamatuar ve Antienflamatuar sinyaller

PROENFLAMATUAR SINYALLER
e Interferon-y
e Tiimor nekroz faktor ( TNF)
e interlokin-1 ( I1L-1)
o IL-4
e 1I-13
e Makrofaj enflamatuar protein-2 ( MIP-2)
e NF-kB (niikleer faktor - kB )
ANTIENFLAMATUAR SINYALLER
e Transforming growth factor - o ( TGF - o)

o |L-10

e Interldkin reseptdr anatoginisti ( IL-RA)
o |L-13
e |-xB
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IRH’da Endojen Tehlike Sinyalleri

IRH ROS iiretimi ve inflamatuar hiicre aktivasyonuna bagli olan hiicre dliimiine giden
bir siirectir.Bu siirecte normalde iiretilen hiicresel proteinlerin ve protein fragmanlarinin hiicre
disina gegisi ile hiicre yiizeyinde oksidatif olarak modifiye olan lipit ve proteinlerin birikimi
gelisir.Bu yapilarin bazilar1 dogal immiin sistemin Toll-like reseptorleri(TLR) ile taninir ve
danger associated molecular pattern(DAMPs) olarak tanimlanirlar (29). Yinelenen birg¢ok

calisma TLR iligkili inflamasyonun IRH’da merkezi rol aldigin1 géstermektedir (30).
Reperfiizon iligkili DAMPs:

1.Is1 sok protein 60(HSP 60) I:>1‘LR-4 tarafinca taninir.

2.Yiiksek mobilite grup protein BI(HMGP B1) |:> TLR 2,4,9 tanur.

3.Diigiik molekiil agirlikli hyaliironik asit I:> TLR 2,4 tanir.

4.Extra domain of fibronectin A(EDA) I:> TLR 2,4 tanir

5.Kardiyak miyozin |:> TLR 2,8 tanur.

TLR-ligand baglanmasi parankimal hiicrelerde,endotelde ve dolasimdaki 16kositlerde
olup sinyal yolaklarinin aktiflenmesiyle apoptoza veya NF-Kf sinyaline yol agarlar (31).NF-
Kp sitozolde inhibitorii(I-Kp) ile birlikte bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. TLR sinyali
ile I-KB proteolize ugrar ve NF-KB niikleusa transloke olarak proinflamatuar genlerin
transkripsiyonuna yol acar.Bu indiiklenen transkripsiyonlar TNF-o,IL-1B,IL-6 ve ICAM-
1(interselliiler adezyon molekiilii-1)salinir ve bunlar nétrofil ve makrofajlarin hasarlanmis

dokuya yonelmelerini saglar (32).
Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmasinda Rol Oynayan Hiicreler
Lokositler ve Endotel Hiicreleri
Lokositlerin endotel hiicreleri ile etkilesimi {i¢ ayr1 asama ile ger¢eklesmektedir:
1-Rolling(Yuvarlanma)
2-Adezyon

3-Transmigrasyon(Sekil 9) (33)
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[k adim IRH iliskili endotelyal P-selektin yiizey ekspresyonunun artis1 ve 16kosit karsi
reseptor P-selektin glikoproteini 1 (PSGL-1) ile etkilesime girmesi sonucu olusan
yuvarlanma(Rolling) asamasidir. Adezyon asamasi endotelyal ICAM-1 ile I6kositer
B2integrinler olan CD11a/ CD18 ve CD11b / CD18'in etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar. Lokosit
interstisyel kompartmana gecisi, endotel hiicre kavsaklari boyunca yapisal olarak eksprese
edilen trombosit-endotel hiicre yapisma molekiili 1 (PECAM-1) ile kolaylastirlir.
Ekstravaskiiler kompartmana ulasildiginda aktive edilmis I6kositler toksik ROS, proteazlar ve
elastaz salgilarlar, bu da artan mikrovaskiiler ge¢irgenlik, 6dem, tromboz ve parankimal hiicre
olimi ile sonuglanir.Ekstravaskiiler kompartmandaki PMN hiicre birikimi hipoksik
dokulardan salinan Interlokin-8 (IL-8) ile de kolaylastirilir, bdylelikle notrofilleri

intravaskiiler alandan hipoksik interstiSyuma dogru yonlendiren kemotaktik bir gradyent

ortaya ¢ikar.
I Integrins i
I—Soloctino——‘ F—
Membrane
gy~ e = T T )
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Vascular
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C\/ —

/ \ 1
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P-Selectin CD11/CD18  ICAM-1

Sekil 9Lokosit-Endotel Etkilesimi(Yuvarlanma-Adezyon-Transmigrasyon)
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Normal sartlar altinda, hemostazin endotelyal kontrolii, trombosit,pihtilasma sistemi
ve fibrinolizi kapsayan antitrombotik durumu korur. Ancak, bu IRH’den sonra tersine gevrilir.

IR kaynakl1 endotelyal NO kaybi 4 yol ile trombosit agregasyon artisina yol agar;

1-Vazokonstriksiyon,
2-Trombosit aktivasyonu

3-NO kaynakli ¢cGMP iliskili trombosit kalsiyum seviyeleri artig1 ile yiizey P-selektin
ekspresyonu

4-Fibrinojen trombosit baglanmasi (Yiizey integrin proteini olanGP2b-3a ile)(34)

IRH endotel doku faktorii (TF)'niin yiizey ekspresyonunu indiikler ve sirayla
pthtilasma faktdrlerinin aktivasyonunu ve IR'den sonra no-reflow fenomenine katkida

bulunabilecek mikrotrombiis olusumunu hizlandirir (35).
Dokuda aktive l6kositlerin baslattigi yanit su mekanizmalar ile gerceklestirilir:

-Fosfolipaz A2 aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve l6kotrienler)

sonucu iretilir.
-Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.
-SOR iiretimi gergeklesir.

Bu {iriinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiglii aracilaridir ve baslangigtaki
inflamatuvar uyaranin etkisini giiclendirirler. Baz1 durumlarda lizozomal enzimler hiicre
disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu azaltmaya
yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem, tromboz ve
parankim hiicre olimii de gerceklesir.Gorevini tamamlayan lokositler apoptotik hiicre
Olimine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla lenfatik dolagim yoluyla ortamdan

uzaklastirilirlar (36).

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasima, kapillerlerde l6kosit tikaclarmin olusmasina ve sivi filtrasyonunun
artmasina,postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina ve bdylece
mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun baslangic déneminde,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda

Oz olusurken NO olusumu ise azalir. Siiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin
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bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina
ve l0kosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin

artmasina neden olur (37).

IRH olusmasinda endotel hiicreleri dnemli role sahiptir. Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel hiicreleri ROS
icin potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da ROS iiretim kaynagidir. Endotel,
mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO’yu iiretir. NO arteriyel
dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun
tersi s6z konusudur. IRH’de endotelin/NO oran1 endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel

vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (38).

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit adhezyon
molekiillerinin tiretimi artar. ROS etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF,
prostaglandinler (PGl2, PGE2), GM-CSF, biiyiime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2
(TxA2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren

kollajenazlar salgilama yetenegindedir (37).
Trombosit

Bol miktarda kanit, trombositlerin IRH’ye verdigi trombojenik ve enflamatuvar
yanitlarda kritik bir rolii desteklemektedir, burada 16kositler, lenfositler ve endotel hiicreleri
ile etkilesimleri, yaralanmayi tesvik eder (39).Normal hemostatik kosullarda trombositler
nitrik oksit ve prostasiklin gibi inhibitdr faktorlerin varligi nedeniyle inaktif bir durumda
dolasirlar. Doku hasar1 ve ROS ve diger faktorlerin serbest birakilmasi iizerine aktive olmus
trombositler endotel, dokudaki ve dolasan 16kositler ve lenfositlere agrege olur. Trombositler
[R'den sonra mikrovaskiiler endotel hiicre yiizeyi iizerinde biriken fibrinojene baglanan ve
sonra da endotel yiizey ICAM-1'e baglanan mikrovaskiiler endotel hiicre yiizeyi iizerinde
biriken fibrinojene baglanan GPIIb/IIla gibi birkag integrin reseptoriinii eksprese eder (40).
Trombositler ayrica hem P-selektini hem de ligandlarini, PSGL-1 ve GPIba'y1 eksprese eder
ve bu CAM-ligand kompleksleri, trombositlerin hem endotel hiicrelerine hem de 16kositlerine
yapismasina aracilik eder ve ayrica trombosit-trombosit agregasyonu igin Onemlidir
(41).GPIba ayrica endotel von Willebrand faktoriine de baglanir, ancak bu son etkilesim, tipik
olarak IR’de yer alan postkapiller veniillerde degil, yiiksek shear stresine maruz kalan arteryel

damarlarda trombosit yapismasinda daha fazla rol oynayabilir(42). PMN'nin trombositlerle
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endotel yapigmasinin karsiliklt diizenlenmesi PMN'lerin trombosit-endotel adezyonu oldugu
bildirilmistir. Damar duvarina yapisan trombositlerin yaklagik% 75'inin endotel-yapisik
l6kositlere bagli oldugu, geri kalaninin dogrudan endotel tarafindan baglandigi
gosterilmistir(43). Aktivasyonun ve trombositlerin endotele alinmasinin patofizyolojik
sonuglart acik¢a anlasilmasa da, aktive olmus trombositlerin, IL-1, RANTES, c¢oziinebilir
CD154, hidrojen peroksit gibi sitotoksik ajanlar da dahil olmak {izere bir dizi proinflamatuar,
mitojenik ve proapoptotik (kalpain, TGF-pf)molekiil saldigi bilinmektedir. Bu sonuglar
trombositlerin IRH’a aracillk etmede dogrudan etkilerini gdstermektedir. Ancak,
trombositlerin IRH mekanizmanina katkis1 biiyiik 6lciide 16kosit aktivasyonu veadezyonu ile
olusmaktadir (42).

Lenfositler

Genellikle IRH iizerine ¢alismalar dogal immiin sistem iizerine odaklanmis olsa da
edinilmis immiin sistemin IRH iizerine etkilerini gdsteren bircok calisma
mevcuttur.Calismalarda beyin dokusu hari¢ IRH patogenezinde lenfosit infiltasyonunu
gostermekle birlikte adezyon ve transmigrasyonun ICAM-1,VCAM,P-Selektin ve CD47
aracigiyla olustugu gosterilmistir (44).

CD4" T lenfositler Thl ve Th2 olarak ikiye ayrilmakta olup Thl STAT 4 {izerinden
proinflamatuar etki(IL-2,1L-12, TNF-0,IFN-y)Th2 ise STAT 6 {izerinden antiinflmatuar
etki(ll-4, 11-5, IL-10,ve IL-13)olusturmaktadir (45,46). Th1/Th2 oraninin IRH patogenezi
tizerine etkileri arastirilmis olmakla birlikte endojen sinyal yolaklarini kesin olarak belirleyen
bir kanit bulunmamaktadir.Ayrica Th17 olarak adlandirilan iigiincii bir CD4* T lenfosit alt tipi
de organ transplantasyonu sonrast1 IRH doku reddi patogenezinde gosterilmistir.Th17
tarafinca salgilanan IL-17 bagka hiicreler tarafinca da salgilanabilmesi nedeniyle heniiz bu

hiirelerin IRH’daki etkileri belirsizdir (47).

T lenfositlerin aktivasyonu lizerinde antijen bagimsiz ve antijen bagimli mekanizmalar
tizerinde durulmus olup antijen bagimli mekanizma HMGP-1 gibi endojen tehlike
sinyallerine bagli(DAMPs) olarak gelistigi diistiniilmektedir (48).CD4" T lenfositlerin hepatik
IRH’da antijen bagimsiz aktivasyonu Kupfer hiicrelerince ROS,TNF-a ve IL-6 salinimi

sonucu gelismektedir (49).
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2.2.3 Mitokondriyal Hasar

IRH’da programlanmis hiicre o6liimiiniin major sebebi mitokondriyal oksidatif
hasardir(Elektron transport zinciri kaynakli ROS {iretimi artmakta).Programlanmis hiicre

6liimii nekroz veya apoptoz seklinde gelismektedir (50).

Hiicre olim programlarina mitokondriler aracilik eder.BCL-2 protein ailesi
mitokondriyal apoptoz diizenleyen temel proteinlerdir.BCL-2 ve BCL-XL proapoptotik iiyeler
olan BAX ve BAK’1 bloke ederek etki gdsteren antiapoptotik iiyelerdir. ikinci uyaran
mitokondri dig membran gecirgenligini arttirarak etki gosteren sitokrom c gibi proapoptotik
proteinlerdir.”BH3 only’ proteinler apoptozu direkt olarak BAX ve BAK aktivasyonu ve
BCL-2 ve BCL-XL inaktivasyonu ile baslatirlar.ROS mitokondriyal por transition protein
(MPTP) kanallarmi acip ‘BH3 only’ proteinleri aktive ederek sitokrom c salinimina yol agar

ve mitokondriyal apoptozu baslatir(51).

Alternatif olarak mitokondri i¢ membranina spesifik olan ve sitokrom c’ye giiglii
olarak bagli bulunan fosfolipid yapidaki kardiyolipinin ROS bagimli peroksidasyonu sonucu
da apoptoz gelismektedir (52). Tiim bunlara ragmen iskemi reperfiizyon hasarinda hiicre

oliimi genel olarak nekroz seklinde izlenmektedir (53).

Programlanmis hiicre 6liimii TNF 6liim reseptorleri ve direkt olarak MPTP agilmasi
ile olabilir.Her iki siireg te oksidatif stres ve kalsiyum gerektirmektedir (50). TNF’nin TNFR-

1’e baglanmasiyla nekrotik hiicre 6liimiinii baglatan konformasyonel degisiklikler olusur (54).

MPTP’nin direk ac¢ilmasi iskemi reperfiizyon hasarinda gelisen nekrozun primer
sebebidir. MPTP nonselektif bir protein kanali olmakla birlikte i¢ ve dis mitokondri zarim
kaplar.Acildiginda 1.5 kDa altindaki soliitlerin ve suyun geg¢isine izin verir. Ve bu da

mitokondirede ozmotik hasarla birlikte oksidatif fosforilasyon mekanizmasina zarar verir.

MPTP’nin direkt olarak agilmasi iskemi reperfiizyon hasar1 kaynakli doku hasariyla
olusur (51). MPTP’nin bilesenleri heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte voltaj bagimli
anyon kanali(VDAC),adenin niikleotid translokaz(ANT) ve mitokondriyal fosfat tasiyici(PiC)
bilesenlerini igermektedir (55). Siklofilin-D(Cyp-D) mitokondriyal matriksteki bir prolil
izomeraz olup MPTP’nin agilmasindaki esas regiilatordiir(50).Por agilmasi yiiksek kalsiyum
diizeylerinde goriilmektedir.Por agilma sensitivitesi IRH siirecindeki artmis oksidatif stres

iligkilidir (55). Oksidatif stres Cyp-D’nin ANT/PiC dimere baglanmasini diizenler;bu
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proteinlerde Ca*bagimli konformasyonel degisiklige yol agarak MPTP’nin agilmasima yol
acar.Kanitlar Cyp-D’nin p53’e baglanarak(oksidatif streste p5S3 mitokondriyal matrikste artar)
etki ettigini gostermektedir(50).Diisiik hiicresel pH MPTP’yi inhibe etmekle birlikte
reperfiizyon asamasinda artan hiicresel pH MPTP’yi acar ve nekrotik hiicre 6liimiine sebep

olur.(55)

2.3 Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri

Oksidan strese karsi savumada bes mekanizma onemlidir:
1-Metal iyonlarinin baglanmast ile toksik radikal olusumunun 6nlenmesi
2-Olusan radikallerin toplanmas1 ve bastirilmasi
3-Radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmast

4-Hedef molekiiliin hasar sonrasi tamiri veya tamir edilemeyecek durumdaki molekiillerin

uzaklastirilmasi

5-Antioksidan kapasitenin arttirilmasi (56)

Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.
Endojen Antioksidanlar
Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz
(GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz(57).

Stiperoksit dismutaz:Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin(O27)
hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen major

antioksidan enzimdir.

KATALAZ
SOD PEROKSIDAZ

O; 0, H-0, H.0O
Oksijen Stiperoksit Hidrojen Su
peroksit

Sekil 10SOD ve Katalaz reaksiyonlari
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Katalaz:Esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. H202yi oksijen ve suya pargalar (58).

Glutatyon Peroksidaz:Gerek H202 ve gereckse LOOH’leri metabolize etmektedir.
Selenyum-bagimli ve selenyum-bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum-bagimli tipi H202 ve
LOOH’leri, selenyum-bagimsiz tipi sadece LOOH’leri metabolize eder. Bu reaksiyonlar
esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H202 ve LOOH indirgenirken GSH
ise okside sekline (GSSG) doniisiir. Okside glutatyon ise NADPH bagimli glutatyon rediiktaz
(GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir.

indirgenmis glutatyon

H,0, &65H NADP"
Glutatyon
EIMM.}IQ” Bediiktaz
Perolsidaz (GR)
=18
2H.O G555 MAGPH

= (Glutatyon disiilfid)

yilkseltgenmis glutatyon

Sekil 11Glutatyon Rediiktaz ve Glutatyon Peroksidaz reaksiyonu

Glutatyon S-Transferaz (GST):Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde
bulunmaktadir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler c¢esitli

endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder.

Glutatyon(GSH):GSH hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki en dnemli
antioksidan bilesiktir. Karaciger basta olmak tlizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein ve
glisinden sentezlenir. Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve GSHsentaz enzimleri katalizordiir.
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica
proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi
korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. GSH

eritrositleri, 16kositleri ve gdz mercegini oksidatif strese kars1 korumada hayati 6neme sahiptir
(59).

23



Non-Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Melatonin, Seruloplazmin, Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin,

Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albiimin(60).
Eksojen Antioksidanlar
Vitamin Eksojen Antioksidanlar:
a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).
Ilag¢ Yapida Eksojen Antioksidanlar:

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten),
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyuam kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar), rekombinant siiperoksit dismutaz trolox-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin), demir redoks
dongiisii inhibitorleri (desferroksamin) nétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve 1L-1)
(61).

2.5 Antikoagiilanlar ve Iskemi Reperfiizyon Hasar

Antikoagiilanlar cerrahi veya endovaskiiler girisimler sonrasi klinik tedavide 6nemli
yer almaktadir. UFH veya DMAH’ler arteryel trombiisiin ilerlemesini dnlemek i¢in klinik
pratikte ¢ok sik kullanilir ve bundan dolayr etkilenmis organin vaskiiler akimim
arttirir.Deneysel caligmalarda UFH’nin endotelyal permeabiliteyi ve pH’1 modiile ettigi
belirtilmistir (62). Yakin zamanda yapilmis deneysel ¢alismalarda alt ekstremite iskemisi
basladiktan hemen sonra verilen enoksaparnin lokal tromboz markerlardinda anlaml
azalmaya yol actigit ancak ekstremite kurtarmada anlamli etkinligi olmadigi
gosterilmis(63).Bu bulgularin aksine bazi datalarda travmatik beyin hasari basladiktan 30 saat
sonra enoksaparin verilmesinin doku 6demi ve infarkt capini azalttigi gosterilmis olup bu
bulgu iskemik beyin dokusunun akut hasari sonras1t DMAH verildiginde fayda gorebilecegini

gostermektedir (64).

Yakin zamanda Aktive Protein C (APC)gibi ajanlar da IRH’da arastirilmaya
baslandi. APC’nin etkisi trombomodiiline baglanma sonrasi trombin inhibisyonu yoluyla
olmaktadir (65). Deneysel c¢alismalarda APC’nin IRH’da histolojik degisiklikleri ve
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inflamasyonu azalttig1 gdsterilmis ancak biyokimyasal belirteclerde degisiklik saptanmamis
(66).

2.6 Apiksaban

Apiksaban oral kullanilan direkt FXa inhibitérii olup Vitamin K antagonistlerinde
(VKA) goriilen dar terapotik indeks,yakin monitdrizasyon,yiiksek ilag ve yemek etkilesimi

gibi sorunlari 6nlemek i¢in gelistirilmistir (67).

Direkt etkili FXa inhibitorii olup bir¢ok endikasyon agisindan onay almistir (68). Faz 3
klinik calismalarin sonucunda Diisiik Molekiil Agirlikli Heparin(DMAH) ve VKA'’lerine
Oonemli bir alternatif oldugu gosterilmistir.Non-valviiler atriyal fibrilasyon (AF)’de giinliik
2x5 mg dozun warfarin ile karsilastirmali ¢alismasinda sistemik emboli ve inme riskinde

%21,major kanamada %31 ve 6liim riskinde %11 azalma oldugu goriilmiig(69).

Non-valviiler AF olan ve VKA tedavisine uyumsuz olan hastalarda apiksaban ile
aspirin arasinda yapilan karsilastirmali ¢alismada sistemik emboli ve inme riskinde major

kanama riskinde ciddi artis olmadan %50’den fazla azalma oldugu goriilmiis (70).

Vendz tromboemboli(VTE) profilaksisinde kalgca ve diz cerrahisi sonrasi giinliik 2.5
mg ¢ift doz apiksaban’in 40 mg tek doz enoksaparine major kanama riskini artirmadan
etkinlik acisindan Ustlin oldugu,30 mg cift doz enoksaparinle farklilik olmadig1 saptanmis
(71). Ayrica VTE tedavisinde 1 mg/kg enoksaparin ile birlikte baslanan VKA tedavisi ve yedi
giin 10 mg ¢ift doz apiksaban ve ardindan 5 mg cift doz ile idame edilen 6 aylik tedavi
karsilastirmasinda etkinlik farki olmadigi,major kanama komplikasyonlarinda %69 azalma
oldugu gortilmiis (72). Ayrica uzamis VTEtedavisinde(6 aydan uzun) giinliik 2.5 mg ¢ift doz
apiksaban tedavisinin plaseboyla karsilastirmasinda rekiirren DVT riskinin belirgin azaldigi

ve kanama riskinin artmadigi gézlenmis (73).
Farmakolojik Ozellikler

Etki Mekanizmasi

Apiksaban potent,direkt,reversibl ve yiiksek selektif bir FXa inhibitoridiir (74).
Etkinligi i¢in antitrombin III’e gerek duymaz (75). Serbest ve pihtiya baglit FXa’y1 ve birlikte
protrombinaz aktivitesini inhibe ederek pihti biiyiimesini 6nler.FXa inhibisyonu ile trombin

olusumunu ve trombiis gelisimini 6nler.Trombosit agregasyonu tizerine direkt etkisi yoktur
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ancak trombin tarafindan indiiklenen trombosit agregasyonunu dolayli yoldan inhibe eder

(76).
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Sekil 12Apiksaban’in kimyasal formiilii (C25H25N504)

Farmakokinetik Ozellikler

Oral alim sonrast maksimum plazma konsantrasyonuna 3-4 saatte ulasir(77).
Absorbsiyonu primer olarak ince barsakta olup diger gastrointestinal sistem boyunca giderek
azalir (78). Yaklasik biyoyararlanimi1 %50 civar1 olup yemeklerle biyoyararlanim arasinda bir
iliski yoktur (79). Plazma proteinlerine baglanma oranit %87 olup temel protein albiimindir
(80). Son evre bobrek yetmezligi(CrCL<15ml/h) ve hafif-orta karaciger yetmezliginde

proteinlere baglanma orani degismemektedir (81,82).

Dagilim hacmi yaklasik 21 litre olup esas olarak vaskiiler ve interstisyel siviy1 iceren
ekstraselliiler stviya dagilim gosterir. Apiksabanin total plazma klirensi 3.3 It/h olup renal
klirensi 0.91t/h’dir (total klirensin yaklagik %27’si) (68) . Eliminasyon yar1 oémre yaklagik 12
saattir (83). Giinliik ¢ift doz apiksaban kullanimi ile kararli durum konsantrasyonuna ii¢ giinde

ulagililir (84).

Degismeyen apiksaban plazmadaki major komponenti olusturup aktif metaboliti
bulunmamaktadir.Metabolizmas1 temel olarak CYP3A4 enzimi ile gergeklesmekte olup

eliminasyonu feges,idrar ve az miktarda safra ile olmaktadir.
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Yas, cinsiyet, agirlik ve etnisiteye gore doz ayarlamasi gerekmemektedir. Renal hasar
durumunda kreatinin klirensine gore apiksaban egri altinda kalan alan (AUC) degerleri
yiikselmektedir. Saglikli kisiler ile karsilagtirildiginda bu artis hafif bobrek yetmezliginde
%9,orta bobrek yetmezliginde % 28 ve ciddi bobrek yetmezliginde %44  civarinda
goriilmektedir. Hemodiyaliz alan son evre bobrek yetmezligi hastalarinda bu artis %36 olup
hemodiyaliz apiksaban diizeyini %14 kadar azaltmaktadir.Ciddi bobrek yetmezligi (CrCl 15-
29ml/dk) olan NVAF hastalarinda giinde ¢ift doz 2.5 mg apiksaban dozuna
diisiilmelidir. Kreatinin klirensi <15 ml/dk olan veya hemodiyaliz alan hastalarda kullanimi

oOnerilmemektedir.

Hafif ve orta karaciger yetmezliginde(Child Pugh Class A ve B)doz ayarlamasi
gerekmemekte olup ciddi karaciger yetmezliginde (Child Pugh Class C) kullanimi
koagiilopati durumu nedeniyle kontrendikedir (85).

Farmakodinamik Ozellikler

Apiksaban klasik pihtilasma testlerinde(PT,APTT gibi) uzama yapar ve bu testlerde
doz bagimli artig gosterir.Ancak bu degisiklikler daha az olmasi ve variabilite gostermesi

nedeniyle klinik takipte efektif degildir.
Endikasyonlar

Tablo I11:Apiksabanin Onaylanmis Endikasyonlari

Onerilen
Apiksaban Onaylanmig Endikasyonlari Doz
VTE Profilaksisi
Kalca cerrahisi sonras1 32-38 giin 2.5 mg 2x1
Diz cerrahisi sonras1 10-14 giin 2.5 mg 2x1

Non-valviiler AF'de sistemik emboli ve inme profilaksisi 5 mg 2x1

Doz ayarlanmasi

>80 yas, <60 kg veya kreatinin <1.5 mg/dI 2.5mg 2x1
VTE Tedavisi
ilk 7 giin 10 mg 2x1
6. aya kadar 5mg 2x1
>6 ay (uzatilmis tedavi ) 2.5 mg 2x1
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Kontrendikasyonlar:

- Hipersensitivite

- Aktif ve klinik olarak anlamli kanama

- Koagiilopatiye yol agan hepatik yetmezlik

- Son evre bobrek yetmezligi

- Antikoagiilan bagka ajan kullanimi

- Aktif veya yakin zamanli gastrointestinal sistem tlserleri, kanama riski yiiksek malign
neoplazmlar, yakin zamanda gecirilmis serebral veya spinal cerrahi, yakin zamanda
gecirilmis intraserebral kanama, 6zefagus varisleri, arteriovendz malformasyonlar

- Major spinal veya serebral vaskiiler anomaliler (68)
2.7 Dabigatran

Warfarinin dar terapdtik indeksihastalarda variabilite gostermesi,etkisinin  geg
baslayip ge¢ sonlanmasi,yemek ve ilaglarla yiiksek etkilesime girmesi kullanimin
zorlagtirmaktadir (86).Direkt trombin inhibtorleri(DTI) antikoagiilasyonda ayri bir sinif olarak
giiniimiizde kullamlmaktadir.Ug intravenéz DTI segenegi mevcut olup bunlardan lepirudin ve
argatroban heparine bagli immiin trombositopenide bivaluridin ise peruktan koroner
girisimlerde primer olarak kullanilmaktadir (87).Dabigatran 2010 yilinda FDA onayi almis
olan oral DTI olup VTE profilaksisi ve tedavisi ile non-valviiler AF’ye bagli tromboemboli
profilaksisinde kullanilmaktadir (88).

Farmakolojik Ozellikler
Etki Mekanizmasi

Dabigatran eteksilat bir 6n ilag olup KC’de aktif metaboliti olan dabigatrana
doniistiiriiliir (89).0On ilag olmas: gereklidir ciinkii dabigatran yiiksek derecede hidrofilik olup
oral biyoyararlanimi yoktur (90).Selektif trombin inhibitorii olup koagiilasyon kaskatini da
iceren diger enzimlere karsi cok diisiik affiniteye sahiptir.Direkt trombin inhibisyonu ile

fibrinojenin fibrine doniistimiinii engelleyerek trombiis olusumunu durdurur (89).
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Sekil 13Dabigatran eteksilat kimyasal formiili(C34H41N705)

Farmakokinetik Ozellikler

Dabigatranin oral biyoyararlanimi %7.2 olup absorbe olmayan kismi feges ile
atilir Kan dolasimma gecen kismi ise bobreklerden glomeriiler filtrasyon ile elemine
edilir.Maksimum plazma konsantrasyonuna iki saatte ulagsmakta olup yarilanma 6mrii 8-10
saattir. Kararli durum konsantrasyonuna 1{i¢ giinde ulasir(91).Yemeklerle oral
biyoyararlanimda degisiklik bulunmamaktadir(92).Plazma proteinlerine baglanma orani %35
olup sitokrom p450 enzimleri ile metabolize olmazlar ve bu enzim aktivitleri {izerine
indiiksiyon veya inhibisyon seklinde bir etkisi yoktur. Dabigatran eteksilat P-glikoprotein (P-
gp)’in bir substratidir ancak bunun iizerine indiiksiyon veya inhibisyon gibi bir etkisi yoktur.

Aktif form olan dabigatran ise P-gp substrat1 degildir.

65 yas Ustli populasyonda yarilanma omrii 12-14 saate kadar artmis olup bu durumun
yasla birlikte azalmis olan renal klirens ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle yash
hastalarda yakin monitorizasyon onerilmekle birlikte doz ayarlamasina gerek yoktur.Cinsiyete

bagli da doz ayarlamasi gerekmemektedir (92).

Orta derecede hepatik yetmezlikte (Child Pugh Class B) dabigatran eteksilatin
dabigatrana doniisiimii daha yavas olsa da ortalama AUC degerleri saglikli kisilerle

benzerbulunmustur. Bu ylizden hafif-orta karaciger yetmezliginde doz ayarlamasi

29



gerekmemektedir(93). Hafif bobrek yetmezligi (CrCl 50-80ml/dk), orta derecede bobrek
yetmezligi (CrCl 30-50ml/dk) ve ciddi bobrek yetmezligi (CrCl <30 ml/dk) olan hastalar
saglikl kisilerle kiyaslandiginda ortalama AUC degerlerinde sirasiyla 1.5 kat, 3.2 kat ve 6.3
kat artis oldugu saptanmistir. Bu nedenle bobrek yetmezligi seviyesi arttikga dabigatran
diizeyleri artmaktadir. Ciddi renal yetmezlikte yarilanma Omrii de 28 saate kadar

yiikselmektedir. Hemodiyaliz ise dabigatran dozunun %62-68’ini temizler (94).
Farmakodinamik

Kan koagiilasyon parametelerindedoz bagimli olarak plazma konsantrasyonu ile
paralel artis goriilmekte birlikte takipte kullanilmamaktadir. Pihtilasma testlerinden 6zellikle
trombin zamani (TT) ve ekarin pthtilasma zamni (ECT) doz artis1 ile daha yakin korelasyon

ve sensitivite gostermektedir (92).

Endikasyonlar1

Tablo IV:Dabigatranin Onaylannmig Endikasyonlari

Dabigatranin Onaylanmis Endikasyonlari

Onerilen Doz

VTE Profilaksisi

Cerrahiden 1-4 saat sonra 110 mg 1x1
Diz cerrahisi ise 10 giin 220 mg 1x1
Kalca cerrahisi 28-35 giin 220 mg 1x1

Doz Avyarlamasi

Orta derecede bobrek yetmezligi

Verapamil, amiodaron, kinidin kullanimi

>75 yas

75 mg (baslangic) 1x1
150 mg (devam dozu ) 1x1

VTE Tedavisi
Ik 5 giin Parenteral tedavi
Devam tedavisi 150 mg 2x1
Non-valviiler AF'de tromboemboli
profilaksisi 150 mg 2x1
Doz Ayarlanmasi
>80 yas, Verapamil kullanimi 110 mg 2x1

75-80 yas

Orta derecede bobrek yetmezligi

Gastrit,Ozefajit, Gastrodzefageal reflii,

Kanama riski artis1 olan diger hastalar

Hastanin bireysel durumu ve
tromboemboli riski g6z Oniine alinarak
110 mg 2x1
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Kontrendikasyonlari

- Hipersensitivite

- Ciddi renal yetmezlik

- Aktif ve klinik olarak anlamli kanama

- Koagiilopatiye yol agan hepatik yetmezlik

- Antikoagiilan bagka ajan kullanimi

- Aktif veya yakin zamanl1 gastrointestinal sistem iilserleri, kanama riski yiiksek malign
neoplazmlar, yakin zamanda gecirilmis serebral veya spinal cerrahi, yakin zamanda
gecirilmis intraserebral kanama, 6zefagus varisleri, arteriovendz malformasyonlar

- P-gp inhibitorleri ile birlikte kullanim (Ketokonazol, siklosporin, itrokonazol,
dronaderon)

- Antikoagiilan kullanim1 gerektiren prostetik kalp kapaklari (95)

2.8 Rivaroksaban

Spesifik olarak tek bir koagiilasyon faktoriinii inhibe eden (6rnegin faktér Xa veya
trombin) direk oral antikoagiilanlar halihazirda var olan antikoagiilanlarin zorluklarinin
tizerinden gelmek tizere son yillarda gelistirilmislerdir. Faktér Xa kanin pihtilasma siirecinde
merkezi bir rol oynar ve hem intrinsik hem de ekstrinsik yolla aktive olur. Faktor Xa direk
olarak protrombinaz kompleksi araciligiyla protrombini trombine ¢evirir ve olusan trombin
aracilifiyla plateletlerin aktivasyonunu ve fibrin pihti olusumunu saglar. Hem preklinik hem
de klinik caligmalar efektif antikoagililasyon icin faktor Xa ve trombinin gegerli hedefler
oldugunu gostermistir. Cesitli tromboembolik endikasyonlarda yapilan ¢alismalarda VKA
(6r:warfarin) ve DMAH gibi konvansiyonel antikoagiilanlarla karsilagtirildiginda direk faktor
Xa veya direk trombin inhibitdrlerinin kullaniminin benzer veya daha iyi etkinlik ve

giivenlilik profilleri olusturdugu gosterilmistir (96).

VKA’lardan farkli olarak bu direk oral antikoagiilanlarin daha tahmin edilebilir
farmakokinetik ve farmakodinamik etkilerinin oldugu, daha diistik ilag-ila¢ etkilesim
potansiyellerinin oldugu ve rutin koagiilasyon monitorizasyonu gerektirmeden sabit dozlarda
verilebilecegi gosterilmistir (97). Bu bilesiklerden birkagimin (6rn: rivaroksaban, apiksaban,
dabigatran etexilat) spesifik tromboembolik bozukluklarin tedavisinde kullanilmasi

diizenleyici kurullar tarafindan faz 3 ¢aligmalar baz alinarak onaylanmistir. Bu ilaglardan
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rivaroksabanin  kalca veya diz operasyonu gecirecek olan yetiskinlerde venoz
tromboembolizmi (VTE) 6nlemek amaciyla kullanilmasi 2008°de onaylanmistir. Ayrica suan
rivaroksabanin nonvalvuler AF’si bulunan eriskin hastalarda inme ve sistemik embolizmin
onlenmesinde; derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner embolinin (PE) tedavi edilmesindeve
eriskin hastalarda rekiirran DVT ve PE 6nlenmesinde endikasyonu bulunmaktadir. Ek olarak
rivaroksabanin kardiyak biyomarkerlar1 eleve olan akut koroner sendromlu eriskin hastalarda
aterotrombotik olaylar1 6nlemek amaciyla aspirinle kombine olarakklopidogrel veya

tiklopidin olacak sekilde kullanilmast Avrupa Birliginde onaylanmistir (98).

Farmakolojik Ozellikler

Sekil 14Rivaroksaban kimyasal yapisi(C19H18CIN3OsS)

Etki Mekanizmasi

Rivaroksaban direkt etkili spesifik F Xa inhibitoriidiir. Plazmada konsantrasyon
bagilmli olacak sekilde F Xa inhibisyonu yapmaktadir (99). Indirekt olarak doz bagimli
trombin inhibisyonu etkisi de mevcut olup 6nceden var olan trombin iizerine etkisi yoktur
(100).
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Farmakokinetik

Rivaroksaban ¢ok hizli bir sekilde emilir ve tek doz (1,25 — 80mg) veya multipl doz
seklinde (30mg’a kadar giinde 2 kez olacak sekilde) alindiktan sonra yaklasik 2-4 saat
icerisinde maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) ulasir. Rivaroksaban multiple
dozlarla ilintili derecede birikim gostermez (99). Saglikli deneklerle yapilan diger faz 1
caligmalarindan alinan veriler 10mg lik tablet alindiktan sonra a¢ veya tok karnina alinmasi
fark etmeksizin absorbsiyonun neredeyse tamamen (oral biyoyararlanim %80-100’e
yaklagsmakta) gerceklestigini gostermistir. 10mg’lik rivaroksaban dozunun yemekle birlikte
alinmasi Cmax’1 veya ortalama AUC diizeyini etkilememektedir. Aksine 20mg lik tablet’in
biyoyararlanimi aglik durumunda %66°dir. 20mglik rivaroksaban tabletin yemeklerle birlikte
alinmastyla absorbsiyon derecesi neredeyse tamama yaklagsmistir ve ortalama AUC degerinde
%39’luk bir artis gostermistir. Ek olarak rivaroksabanin farmakokinetigi iizerine hangi tiir
yiyecegin yenilmesiyle ilgili (yliksek yag icerikli veya yiiksek KH igerikli) de bir etki yoktur
(102).

Insanlarda rivaroksabanin plazma proteinlerine baglanma orami yiiksektir (in vitro
yaklagik olarak %92-95) ve geri doniisliidiir. Ana baglayici plazma protein serum albiimindir.
Yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanma 6zelliginden dolayr rivaroksaban diyalizle
elimine edilemez. Kararli durumdaki dagilim volumii yaklasik olarak 50litredir (0,62L/kg) ve

bu perifer dokulara diisiik-orta derecede bir affinitesi oldugunu gosterir (102).

Rivaroksabanin eliminasyonu iki yoldan gergeklesir: Degigsmemis ilacin renal
eliminasyonu ve ilacin metabolik olarak parcalanmasi. Yaklasik olarak alinan dozun 1/3’1
(%36) degismemis aktif ilag olarak renal yoldan idrarla elimine edilir. idrarla elimine edilen
%36 oranindaki rivaroksaban dozunun %30’u aktif renal sekresyon, %6°s1 da glomeriiler
filtrasyonla saglanir(103). In vitro ve invivo olarak yapilan ilag etkilesim ¢aligmalarinda aktif
renal sekresyona karigan tasiyicilarin P-gp ve meme kanseri rezistans protein [BCRP
(ABCG2)] oldugu 6ne siirtilmiistiir (104).

Alman dozun yaklagik olarak 2/3’1i metabolik par¢alanmayla elimine edilir.
Rivaroksaban ¢esitli sitokrom p450 enzimleri (CYP 3A4/5, CYP 2J2) ve CYP bagimsiz
mekanizmalarla metabolize edilir. Bu klerens yolaklarinin paylar1 niceliksel olarak
hesaplandiginda ortalama degerleri: CYP 3A4 yaklasik olarak %18, CYP2J2 yaklasik olarak

%14 (total rivaroksaban eliminasyonu tizerinden). Bu oksidatif biyotransformasyona ek
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olarak nonCYP olarak saglanan amid bagarinin hidrolizi de total rivaroksaban
eliminasyonunun yaklasik olarak %14’iinii olusturur. Ortaya ¢ikan metabolitler de renal veya

hepatobiliyer yollardan elimine edilir(105).
Farmakodinamik

1.25-80 mg tek doz rivaroksaban oral alim sonras1 maksimal FXa inhibisyon etkisi 1-4
saatte ortaya ¢ikar ve 24 saat boyunca bu etki izlenir. FXa inhibisyon etkisi doz bagimli
olarak artmaktadir. PT, APTT gibi klasik koagiilasyon testlerinde doz bagimli artisa sebep
olmakla birlikte klinik takipte kullanilmamaktadir (100).

Endikasyonlari

Tablo V:Rivaroksabanin onaylanmis endikasyonlari

Rivaroksabanin Onaylanmis Endikasyonlari Onerilen Doz(a,b,c)

Elektif Kalca ve Diz Replasman Cerrahisi Sonrast VTE'nin
Onlenmesi

- 5 hafta (Elektif Kal¢a Replasmani Cerrahisi) 10 mg (Giinde 1 kez)

- 2 hafta (Elektif Diz Replasmani Cerrahisi) 10 mg (Giinde 1 kez)
DVT ile PE Tedavisi, Rekiirren DVT Onlenmesi

- Ik 21 giin 15 mg (Giinde 2 kez)

- 22.giin ve sonrasl 20 mg (Giinde 1 kez)
Non-Valvuler AF'si olan Hastalarda inmenin Onlenmesi (b)

- Kreatinin Klerensi >50ml/min 20 mg (Giinde 1 kez)

- Kreatinin Klerensi 15-49 ml/min 15 mg (Giinde 1 kez)

Eleve Kardiyak Biyomarkerler: olan AKS'lu Hastalarda 2,5 mg (Glinde 2 kez)

Aterotrombotik Olaylarin Onlenmesi ©

a) Rivaroksabanin tiim 6nerilen dozlar1 Kre-Kle 15-29ml/min
olanlarda dikkatli kullanilmalidir. Rivaroksaban Kre-Kle
<15ml/min olan hastalarda 6nerilmez
b) KKY, HT, yas >75, DM , gegirilmis inme ve TIA gibi 1 veya
daha fazla risk faktorii ile birlikte
c) Rivaroksaban aspirin, klopidogrel veya tiklopidin ile birlikte
kullanilir. (Avrupa Birliginde)
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Kontrendikasyonlari

Hipersensitivite

Aktif ve klinik olarak anlamli kanama

Antikoagiilan baska ajan kullanimi

Aktif veya yakin zamanli gastrointestinal sistem iilserleri, kanama riski yliksek malign
neoplazmlar, yakin zamanda gecirilmis serebral veya spinal cerrahi, yakin zamanda
gecirilmis intraserebral kanama, 6zefagus varisleri, arteriovendz malformasyonlar
Gegici iskemik atak (TIA) veya inme dykiisii olan akut koroner sendrom(AKS)
hastalarinda antitrombosit tedavi ile birlikte kullanim

Son bir ay i¢inde inme, hemorajik veya lakiiner serebral infarkt dykiisii olan koroner
arter ve periferik arter hastaligi olgularinda asetilsalisilik asit (ASA) ile birlikte
kullanim

Child Pugh sinif B ve C hepatik yetmezlik

Gebelik ve laktasyon (98)
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi

Deneysel olarak planlanan ¢alismada infrarenal iskemi reperfiizyon hasar1 dncesi
gavaj ile uygulanan yeni nesil oral antikoagiilanlarin (rivaroksaban, apiksaban, dabigatran)

iskemi reperfiizyon hasar1 lizerine etkileri arastirildi.
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve

Deneysel Arastirma Merkezi’nde Subat 2019 tarihinde gergeklestirildi.
3.3 Etik Kurul Onay1

Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-
HADYEK)’nun 29/06/2018 tarih,2018/082 kayit numarali onay1 alindu.

3.4 Kullanilan Deney Materyali

Bu ¢alismada kullanilan ratlar Adnan Menderes Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edilmis olup g¢alismada 40 adet
Wistar-Albino cinsi, 6-8 haftalik disi (210— 300 g) ratlar kullanildi. Bakim ve beslemeleri
calisma boyunca 24° ¢evre sicakligi, % 55-60 nem ve 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii

sartlarinda gerceklestirildi. Kuru pellet yemle ve musluk suyuna serbest erisimi sagland.
3.5 Deney Gruplari ve Uygulama Protokolii

Daha 6nceden temin edilen 40 adet sican rasgele 5 gruba ayrildiktan sonra iskemi
reperfiizyon hasar1 c¢alismasi Oncesi daha Once planlanmis olan c¢alismalarda belirtilen
dozlarda rivaroksaban, apikasan ve dabigatran oral gavaj ile 1 hafta boyunca verilerek hazirlik
yapildi. Ilaglar distile su iginde ¢oziilerek verildi. Apiksaban dozu giinde 2 kere olmasi
nedeniyle apiksaban grubunda verilen distile su miktar1 kadar distile su gavaj ile diger
gruplara da giinde 2 kere olmak {lizere verildi.1 hafta siire sonrasi iskemi reperfiizyon hasari

amacli ratlar hazirlandi.

Ketamin ve ksilazin ile anestezi saglanmasimi takiben median laparotomi ile

abdominal aortaya ulasilarak infrarenal seviyeden abdominal aorta klempe edildi. Abdominal
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aort klemp siiresi 60 dakika olup ardindan klemp kaldirilarak 120 dakika beklendi.120 dakika
sonrast kardiyak ponksiyon ile yaklasik Icc kan ve alt ekstremite kas dokusu 6rnekleri alindi.
Kas dokusu ve kanda TAS-TOS ve TNF-a,IL-1p ve IL-6 seviyelerine bakildi. Kas dokusu
ornekleri patolojide daha oOncekli ¢alisma Orneklerinde oldugu gibi direkt mikroskobik

incelemeye alind1. islem sonras1 hayvanlar sakrifiye edildi.

Tablo VI:Caligma Gruplari ve Uygulanan islemler

Calisma Gruplari Uygulanan Islemler

Kontrol Grubu Sadece diger gruplardaki kadar oral gavaj ile distile su verilip bu
gruba iskemi-reperfiizyon hasari prosediirii uygulanmadi.Median

laparotomi sonrasi hemen kas dokusu ve kan 6rnekleri alindi.

Sham Grubu Bu gruba herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamis olup iskemi
reperfiizyon hasar1 prosediirii uygulandi. Ardindan kas dokusu ve

kan Ornekleri alindi.

Grup 1 Bir hafta siire ile Rivaroksaban oral gavaj ile 3 mg/kg dozunda
giinde bir kere verildi. Ardindan iskemi reperfiizyon hasari

prosediirii uygulandi.

Grup 2 Bir hafta siire ile Dabigatran oral gavaj ile 15 mg/kg dozunda giinde
bir kere uygulip ardindan iskemi reperfiizyon hasari prosediirii
uygulandi.

Grup 3 Bir hafta siire ile Apiksaban 10 mg/kg dozunda giinde iki kere

uygulanip ardindan iskemi reperfiizyon hasar1 prosediirii uygulandi
(Apiksaban dozu giinde iki kere olmasi1 nedeniyle her gruba giinde

iki kere gavaj ile esit miktarda distile su verildi)

3.5.1ilaclarin Hazirlanmasi

Rivaroksaban(3 mg/kg),apiksaban(10 mg/kg) ve dabigatran(15 mg/kg) 2 cc distile su
icinde homojen dagilim saglanacak sekilde 1 hafta siire boyunca gavaj ile ratlara
verildi.Apiksaban dozu giinde 2 kere olmasi nedeniyle diger ila¢ gruplar ile sham ve kontrol

grubuna da giinliik 2 cc ek distile su dozu gavaj ile uygulandi.
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Resim 3.1Gavaj ile ilag uygulamasi

3.5.2 Cerrahi Yontem

Calisma oOncesinde si¢anlar 12 saat siireyle a¢ birakildi. Bu siire i¢inde su igmelerine
izin verildi. Anestezi i¢in intraperitoneal yoldan 50 mg/kg ketamine hydrochloride (Ketalar®,
Parke-Dawis, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine hydrochloride (Rompun®,
Bayer AG, Leverkusen, Almanya) uygulandi. Bu dozun 1/3” i gerektiginde intramuskuler
olarak tekrarlandi. Islem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gergeklestirildi. Supin pozisyonda yatirilip cerrahi sahalar tirag edildi. Ciltleri aseptik olarak
hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla
uzaklastirilmasimin ardindan infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Abdominal aortaya

atravmatik bir mikrovaskiiler klemp konularak iskemi yapildi. Klemp 1 saat siireyle burada
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tutuldu. Klemp kaldirilmasindan iki saat sonra tiim ratlardan intrakardiyak ponksiyonla 1 cc
kan Ornegi alindi. Ardindan gastrocnemius kasi blok olarak c¢ikarildi.Anestezi altinda
dekapitasyonla Otanazi uygulandi. Cikarilan dokular -80° de derin dondurucuda (SANYO
MDF-U2086S®) eppendorf tiipline alinarak saklandi.

Resim 3.2 Intraperitoneal anestezi uygulanmasi
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Resim 3.3 infrarenal abdominal aorta

Resim 3.4 Buldog klemp ile infrarenal aortanin klemplenmesi
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3.6 Biyokimyasal Analiz
3.6.1 Kan ornekleri:

Kan ornekleri katki maddesi icermeyen biyokimya tiiplerine alindi. 2 saat icerinde
1000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Serum, mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak calisma

giiniine kadar -85 derecede donduruldu.
3.6.2 Doku oérnekleri:

Kas dokusu alindiktan sonra igerisine herhangi bir katki maddesi eklenmeden -85
derecede donduruldu. Dokular derin dondurucudan ¢ikarilarak ¢éziinmesi saglandiktan sonra
pH:7,4 olan fosfat tampon ile 1/10 hacim oraninda karistirilarak bir homojenizator (PRO 250
scientologyinc. Monreo, CT USA) ile homojenize edildi. Homejenata 20000 g’de 15
dakikalik bir santrifiij islemi uygulandi. Elde edilen siipernatanttan ayni giin TNF-a, IL-1b,
IL-6, TAS, TOS ve protein 6l¢timleri yapildi.

Serum ve doku homojenati Orneklerinde TAS Diizeylerinin Saptanmasi

Orneklerde TAS realassay kolorimetrik kiti (Mega tip sanayi ve tic. Limited sirketi,
miicahitler mah. 52012 nolu cadde, Sehitkamil, Gaziantep, Tiirkiye) ile olgiildii. Mikroplak
kullanilarak {iretici firmanin Onerdigi sekilde spektrofotometrik olarak (DAR 800,
DiagnosticAutomation, CA 91302, USA) 660 nm dalga boyunda oOl¢iimler gerceklestirildi.
Hesaplamalar ise kit icerigindeki 1 mmol/L stok standart ¢ozelti kullanilarak yapildi. Kit
igerigine gore testin ¢alisma araligi0.1 — 3.5 mmol Trolox Equiv. /L, deney i¢i CV: %3,3 ve

deneyler aras1 CV: % 2,8 olarak verilmistir.
Serum ve doku homojenat1 Orneklerinde TOS Diizeylerinin Saptanmasi

Orneklerde TOS relassay kolorimetrik kiti (Mega tip sanayi ve tic. Limited sirketi,
miicahitler mah. 52012 nolu cadde, Sehitkamil, Gaziantep, Tirkiye) ile olgiildii. Mikroplak
kullanilarak {iiretici firmanin oOnerdigi sekilde spektrofotometrik olarak (DAR 800,
DiagnosticAutomation, CA 91302, USA) 530 nm dalga boyunda oSl¢iimler gergeklestirildi.
Hesaplamalar ise kit icerigindeki 10 umol/L stok standart ¢ozelti kullanilarak yapildi. Kit
igerigine gore testin ¢alisma araligr 0.2 — 80 umol H202 Equiv. /L, deney i¢i CV: %3,9 ve

deneyler aras1 CV: % 3,2 olarak verilmistir.
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Serum ve doku homojenatinda TNF-a diizeyi tayini

Orneklerde TNF-a diizeyleri Elabscience rat ELISA kiti (katalog. No: E-EL-R0019,
Elabscience Biotechnologi Co.,ltd. Guandong science and teknogy park, WuHan, PRC) ile
saptandi. Antikor kapli 96 kuyucuklu plak kullanilarak yapilan ¢alismanin sonuglari ELISA
(DAR 800, Diagnostic Automation, CA 91302, USA) mikroplak okuyucu kullanilarak daha
once hazirlanan standart ¢ozeltiler yardimiyla, 450 nm’de otomatik olarak hesaplandi. Kit
igerigine gore testin hassasiyeti 46.88 pg/mL, calisma aralig1 78.13-5000 pg/ml, deney i¢i ve

deneyler aras1 CV<%10 olarak verilmistir.
Serum ve doku homojenatinda IL 1P diizeyi tayini

Orneklerde IL 1P (Interleukin 1 Beta) diizeyleri Elabscience rat ELISA kiti (katalog.
No: E-EL-R0012, Elabscience Biotechnologi Co.,Itd. Guandong science and teknogy park,
WuHan, PRC) ile saptandi. Antikor kapl 96 kuyucuklu plak kullanilarak yapilan ¢alismanin
sonuclart ELISA (DAR 800, Diagnostic Automation, CA 91302, USA) mikroplak okuyucu
kullanilarak daha once hazirlanan standart ¢ozeltiler yardimiyla, 450 nm’de otomatik olarak
hesaplandi. Kit igerigine gore testin hassasiyeti 18.75 pg/mL, calisma araligir 31.25-2000

pg/mL, deney i¢i ve deneyler aras1 CV<%10 olarak verilmistir.
Serum ve doku homojenatinda IL-6 diizeyi tayini

Orneklerde IL 6 (Interleukin 6) diizeyleri Elabscience rat ELISA kiti (katalog. No: E-
EL-R0015, Elabscience Biotechnologi Co.,Itd. Guandong science and teknogy park, WuHan,
PRC) ile saptandi. Antikor kaplt 96 kuyucuklu plak kullanilarak yapilan ¢calismanin sonuglari
ELISA (DAR 800, Diagnostic Automation, CA 91302, USA) mikroplak okuyucu
kullanilarak daha once hazirlanan standart ¢ozeltiler yardimiyla, 450 nm’de otomatik olarak
hesaplandi. Kit igerigine gore testin hassasiyeti 7.5 pg/mL, ¢alisma aralig1 12.5-800 pg/mL,
deney i¢i ve deneyler arast CV<%10 olarak verilmistir (106).

3.7 Kas Dokularinin Histopatolojik Incelemesi

Histopatolojik incelemeler i¢in alinan doku 6rnekleri % 10’luk tamponlu formaldehit
sollisyonunda tespit edildi. Daha sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1020, Leica
Microsystems, Nussloch, Germany) alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek hazirlanan parafin
bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan tiim kesitler Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyandi.

Boyamalar1 yapilan preparatlar, binokiiler baslikli 151k mikroskobunda (Olympus BXS51,
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Tokyo, Japan) incelendi. Gerekli goriilen olgulardan fotograflar cekildi (Olympus DP12,

microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan)

Histopatolojik Skorlama

Kas dokusu orneklerinin histopatolojik degerlendirilmesinde bakilan parametreler
konjesyon,nekroz,atrofi,fibrozis ve enflamasyon olarak belirlendi.Bakilan her parametre igin

0 ile 3 aras1 skorlama yapildi.

Skorlamada degerler:

0: Yok
1:Hafif
2:Orta
3:Siddetli
3.8 Istatistiksel Analiz

Bu ¢alismanin verileri SPSS 26.0 MacOS versiyonu paket programu ile analiz edildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik sekilleri) ve analitik
yontemler (Shapiro-Wilk testi) ile degerlendirildi. Arastirmanin tanimlayici istatistikleri
ortalama + standart sapma (SS), ortanca (minimum, maksimum), say1 (n), yiizde (%) olarak
sunuldu. Niceliksel verilerin analitik degerlendirmesinde; normal dagilima uyan veriler igin
tek yonlii varyans analizi (ANOVA, Analysis of Variance) kullanildi, istatistiksel olarak
anlamli olan verilerin ikili karsilastirilmasi i¢in post-hoc degerlendirilmesinde varyanslar
homojen dagilmadigi (Levene istatistigi) icin Tamhane’s T2 testi kullanildi. Normal dagilima
uymayan veriler i¢in Kruskal Wallis Testi kullanildi, istatistiksel olarak anlamli olan verilerin
ikili karsilastirilmasi igin post-hoc degerlendirilmesinde Mann-Whitney U Testi (Bonferoni
diizeltmesi ile) kullanildi. Normal dagilim gosteren niceliksel veriler hata grafigi (error bar,
%95 GA) ile, normal dagilim gostermeyen niceliksel veriler ise boks torbas1 (box plot) grafigi
ile gosterildi. Niteliksel veriler, analize uygun olmadigi i¢in analitik degerlendirilme

yapilmayip say1 ve yilizde olarak sunuldu. Tip-1 hata (), 0,05 olarak kabul edildi (107).
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4 BULGULAR
4.1 Biyokimyasal Bulgular

4.1.1 IL-1(Kas Dokusu)

Tablo VII’de kas dokusu IL-1 diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplar1 arasinda IL-1 diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,001). Ikili alt grup analizlerde bu farkin, kontrol — dabigatran
(p=0,002) ve sham — dabigatran (p=0,007) arasinda oldugu saptanmistir. Sekil 15’te de

sekilsel olarak gruplarin karsilagtirmasi verilmistir.

Tablo VII:Deney ve kontrol gruplari iskelet kasi IL-1 diizeylerinin karsilastiriimasi

Ortalama = SS | Ortanca (Min - Maks) |p degeri
Kontrol 757 +2.57 7,13 (4,91 - 11,13)
Sham 10,45 + 8,62 6,64 (4,18 - 30,20)
Kas IL1 | Apiksaban 16,91 + 15,26 9,08 (4,81 - 45,48) 0,001*
Dabigatran 73,01 + 34,95 | 82,83 (6,22 - 117,88)
Rivaroksaban | 24,27 +12,86 | 24,70 (9,40 - 41,49)

*Kruskal Wallis Testi
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Sham Apiksaban
Deney ve Kontrol Gruplan

] | I
Kontrol Dabigatran Rivaroksaban

Sekil 15: Deney ve kontrol gruplari ortanca kas IL-1 diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.1.2 TNF-o(Kas dokusu)

Tablo VIII’dekas dokusu TNF-a diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplar1 arasinda TNF-o diizeyleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml bulunmustur (p=0,003).ikili alt grup analizinde bu farkin sham-dabigatran

(p=0,009) ve sham-rivaroksaban (p=0,039) gruplar1 arasinda oldugu saptanmistir. Sekil 16’da

dasekilsel olarak gruplarin karsilagtirmasi verilmistir.

Tablo VIII:Deney ve kontrol gruplari iskelet kast TNF-a diizeylerinin karsilagtirilmasi

Dabigatran

173,59 + 167,99 | 119,04 (23,49 - 450,08)

Rivaroksaban

207,84 + 347,19 | 64,90 (20,99 - 1030,85)

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks) | p degeri
Kontrol 24,47 + 10,90 23,69 (12,99 - 45,64)
Sham 19,93 + 3,87 20,12 (13,23 - 25,25)
Kas TNFa | Apiksaban 221,67 £473,90 | 27,57 (15,25 - 1378,43) | 0,003*

*Kruskal Wallis Testi
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Sekil 16: Deney ve kontrol gruplar1 ortanca iskelet kasiTNF-a diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.1.3 1L-6(Kas dokusu)

Tablo [IX’tekas dokusu IL-6 diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplari arasinda IL-6 diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001).ikili alt grup analizinde bu farkinkontrol-sham (p=0,015),
kontrol-dabigatran (p=0,004) ,sham-apiksaban (p=0,001) ,sham-dabigatran (p<0,001),sham-
rivaroksaban (p=0,001) ,dabigatran-apiksaban (p<0,001) ve dabigatran-rivaroksaban
(p=0,002)gruplar1 arasinda oldugu saptanmistir. Sekil 17°de de sekilsel olarak gruplarin

karsilastirmasi verilmistir.

Tablo IX:Deney ve kontrol gruplari iskelet kasiIL-6 diizeylerinin karsilagtiriimasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks) |p degeri
Kontrol 3,32+ 0,74 3,16 (2,58 - 4,87)
Sham 5,09 + 1,00 5,10 (3,33 - 6,92)

Kas IL-6 | Apiksaban 2,60+0,31 2,51 (2,27 - 3,08) <0,001**
Dabigatran 1,66 £ 0,11 1,71 (1,51-1,81)
Rivaroksaban 2,45+ 0,33 2,35(2,11 - 2,93)

**Anova Testi
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Sekil 17: Deney ve kontrol gruplari ortanca kas IL-6 diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.1.4 TAS(Kas Dokusu)

Tablo X’tekas dokusu TAS diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplar1 arasinda TAS diizeyleriistatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.(p=0,245). Sekil 18’de de grafiksel olarak gruplarin karsilastirmasi verilmistir.

Tablo X:Deney ve kontrol gruplari iskelet kas1 TAS diizeylerinin karsilastirilmasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks | p degeri
Kontrol 0,30+ 0,11 0,28 (0,19 - 0,55)
Sham 0,28 + 0,09 0,27 (0,18 - 0,43)

Kas TAS | Apiksaban 0,23 £0,05 0,24 (0,17 - 0,30) 0,245*
Dabigatran 0,22 £ 0,04 0,20 (0,19 -0,31)
Rivaroksaban| 0,27 +0,03 0,27 (0,22 - 0,31)

*Kruskal Wallis Testi
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0.50
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= 040
o
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Kontrol Sham Apiksaban Dabigatran  Rivaroksaban

Deney ve Kontrol Gruplar

Sekil 18: Deney ve kontrol gruplar1 ortancakas TAS diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.1.5 TOS(Kas dokusu)

Tablo XlI’dekas dokusu TOS diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplar1 arasinda TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.(p=0,694). Sekil 19°de de grafiksel olarak gruplarin karsilagtirmasi verilmistir.

Tablo XI:Deney ve kontrol gruplar iskelet kas1t TOS diizeylerinin karsilastiriimasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks |p degeri
Kontrol 1,29 £ 0,31 1,34 (0,83-1,81)
Sham 1,42 £ 0,46 1,43 (0,80 - 2,05)

Kas TOS | Apiksaban 1,40 £ 0,41 1,25 (1,00 - 2,05) |0,694**
Dabigatran 1,10 £ 0,66 0,90 (0,08 - 2,11)
Rivaroksaban| 1,20 0,60 1,27 (0,11 - 2,02)

**Anova Testi
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Sekil 19: Deney ve kontrol gruplar: ortalamakas TOS diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.1.6 IL-1(Serum)

Tablo XII’deserum IL-1 diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve rivarosaban
gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler olarak
verilmis olup, deney gruplar1 arasinda serum IL-1 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.(p=0,926). Sekil 20°de de grafiksel olarak gruplarin karsilagtirmasi verilmistir.

Tablo XI1:Deney ve kontrol gruplar1 serum IL-1 diizeylerinin karsilastiriimasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks | p degeri
Kontrol 42,43 + 6,11 44,10 (33,10 - 49,10)
Sham 40,41 +6,20 | 42,45 (33,00 - 47,40)
Serum IL1 | Apiksaban 43,45+2,44 | 42,60 (40,50 - 47,70) | 0,926*
Dabigatran 41,68 +6,13 | 44,90 (33,00 - 47,60)

Rivaroksaban| 41,12 + 6,45 43,55 (33,00 - 48,80)
*Kruskal Wallis Testi
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Sekil 20: Deney ve kontrol gruplar1 ortanca serum IL-1diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.1.7 TNF-o(Serum)

Tablo XIlII’teserum  TNF-o diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve
rivarosaban gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler
olarak verilmis olup, deney gruplar1 arasinda TNF-a diizeyleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,010).ikili alt grup analizinde bu farkin kontrol-dabigatran
(p=0,011)ve sham-dabigatran (p=0,005)gruplar1 arasinda oldugu saptanmistir. Sekil 21°de de

grafiksel olarak gruplarin karsilastirmasi verilmistir.

Tablo XI11:Deney ve kontrol gruplart serum TNF-a diizeylerinin karsilagtirilmasi

Ortalama + SS Ortanca (Min - Maks p degeri
Kontrol 823,55 £ 675,85 635,75 (274,10 - 1946,70)
Sham 1953,06 + 3088,31 | 645,45 (216,80 - 9391,50)
ii;:r; Apiksaban 264,63 + 206,23 203,65 (157,00 - 771,70)  |0,010*

Dabigatran 191,90 + 120,46 149,40 (79,00 - 427,00)
Rivaroksaban | 526,28 + 711,50 243,05 (95,90 - 2243,90)
*Kruskal Wallis Testi
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Deney ve Kontrol Gruplar:

Sekil 21: Deney ve kontrol gruplar1 ortanca serum TNF-adiizeylerinin karsilagtirilmasi
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gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler olarak
verilmis olup, deney gruplari arasinda IL-6 diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli  bulunmustur (p< 0,001).Ikili alt grup analizinde bu farkin kontrol-sham

4.1.8 IL-6(Serum)

Tablo XI1V’de serum IL-6 diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve rivarosaban

(p=0,008),kontrol-rivaroksaban

(p=0,003),

sham-apiksaban

(p=0,002),
rivaroksaban (p=0,002) ve geri kalan bitiin ikili karsilastirmalarda p<0,0010ldugu

saptanmustir. Sekil 22°de de grafiksel olarak gruplarin karsilastirmasi verilmistir.

Serum IL6 diizeyi

Tablo XIV:Deney ve kontrol gruplart serum IL-6 diizeylerinin karsilagtirilmasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks p degeri
Kontrol 109,73 +£ 14,28 | 104,45 (91,40 - 132,70)
Sham 162,28 £ 28,50 | 153,10 (135,20 - 206,20)

Serum IL6 | Apiksaban 288,71 £55,39 | 289,05 (225,20 - 391,70) |<0,001**
Dabigatran 61,28 + 6,09 63,10 (50,50 - 66,80)
Rivaroksaban| 79,43 + 7,88 79,90 (70,40 - 89,90)

**Anova Testi
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Deney ve Kontrol Gruplar

Sekil 22: Deney ve kontrol gruplar1 ortancaserum IL-6 diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.1.9 TAS(Serum)

Tablo XV’teserum TAS diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve rivarosaban
gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler olarak
verilmis olup, deney gruplari arasinda TAS diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,009).Ikili alt grup analizinde bu farkin apiksaban-dabigatran
(p=0,002) gruplar1 arasinda oldugu saptanmustir. Sekil 23’te de grafiksel olarak gruplarin

karsilastirmasi verilmistir.

Tablo XV:Deney ve kontrol gruplari serum TAS diizeylerinin karsilagtirilmasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks | p degeri
Kontrol 1,22 +0,22 1,23 (0,88 - 1,57)
Sham 1,33 £ 0,09 1,33 (1,16 - 1,45)
Serum TAS | Apiksaban 1,24 £ 0,05 1,24 (1,15-1,33) |0,009**
Dabigatran 1,47 £0,10 1,46 (1,29 - 1,61)
Rivaroksaban| 1,31 +0,15 1,33 (1,06 - 1,49)
**Anova testi
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Sekil 23 Deney ve kontrol gruplar1 ortanca serum TAS diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.1.10TOS(Serum)

Tablo XVI’da serum TOS diizeyi kontrol, sham, apiksaban, dabigatran ve rivarosaban

gruplarinda ortalama, standart sapma, ortanca ve minimum maksimum degerler olarak

verilmis olup, deney gruplari arasinda serum TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.(p=0,341). Sekil 24te degrafiksel olarak gruplarin karsilastirmasi verilmistir.

Serum TOS diizeyi

Tablo XVI: Deney ve kontrol gruplari serumTOS diizeylerinin karsilastiriimasi

Ortalama + SS | Ortanca (Min - Maks | p degeri
Kontrol 18,87+ 10,96 | 17,51 (5,52 - 38,62)
Sham 26,39+ 1836 | 18,41 (5,38 - 60,55)

Serum TOS | Apiksaban 30,11 +7,05 | 29,33 (20,22 - 41,25) |0,341**
Dabigatran 23,13 + 8,55 26,48 (6,62 - 32,00)
Rivaroksaban| 21,74 +7,91 21,10 (8,55 - 32,55)

** Anova Testi
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Sekil 24Deney ve kontrol gruplari serum ortalamaTOS diizeylerinin karsilagtirilmasi

4.2 Patolojik Bulgular

53



Deney gruplar1 konjesyon durumuna gore karsilastirildiginda; kontrol grubunun 8’inde
(%100), apiksaban grubunun 4’tiinde (%50), dabigatran grubunun 7’sinde (%387,5),
rivaroksaban grubunun 5’inde (%62,5) konjesyon saptanmamistir. Sham grubunun 5’inde

(%62,5) orta diizeyde konjesyon saptanmistir (Tablo XV1I).

Tablo XVII:Deney gruplarinda patolojik incelemede konjesyon skorlamasi

Konjesyon
yok Hafif Orta Siddetli
Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yilzde | Say1 | Yiizde
N | ®) [ )| B [0 %) | ()| %)
Kontrol 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sham 0,0 0,0 1,0 125 | 50 | 625 | 20 | 250
Apiksaban 40 | 500 | 30 | 375 | 10 | 125 | 0,0 0,0
Dabigatran 7,0 87,5 1,0 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Rivaroksaban 50 | 625 | 30 | 375 | 0,0 0,0 0,0 0,0

Deney gruplar1 enflamasyon acisindan incelendiginde kontrol grubunun 8’inde(%100),
apiksaban grubunun 1’inde(%12,5), dabigatran grubunun 1’inde(%12.5) ve rivaroksaban
grubunun 1’inde(%12.5) enflamasyon goriilmemistir.Sham grubunun 6’sinda(%75) orta
diizeyde enflamasyon goriilmiis olup dabigatran grubunun 5’inde (%62,5) hafif diizeyde
enflamasyon goriilmiistiir(Tablo XVIII) .

Tablo XVI111:Deney gruplarinda patolojik incelemede enflamasyon skorlamasi

Enflamasyon
yok Hafif Orta Siddetli

Say1 | Yilizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde
M| ® [ )] %) [ M| %) | M) ]| %)
Kontrol 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sham 0,0 0,0 1,0 125 | 60 | 750 | 10 | 125
Apiksaban | 10 | 125 | 30 | 375 | 20 | 250 | 20 | 250
Dabigatran | 1,0 12,5 50 62,5 2,0 25,0 0,0 0,0
Rivaroksaban| 1,0 12,5 3,0 37,5 4,0 50,0 0,0 0,0

Deney gruplar atrofi agisindan incelendiginde kontrol grubunun 8’inde(%100),sham

grubunun 8’inde(%100),apiksaban grubunun 4’iinde(%50), dabigatran grubunun 6’sinda

54



(%75) ve rivaroksaban grubunun 4’tinde(%50) atrofi goriilmemistir.Apiksaban grubunun
4’{inde(%50),rivaroksaban grubunun 4’tinde (%50) hafif diizeyde atrofi goriilmiistiir(Tablo
XIX).

Tablo XIX:Deney gruplarinda patolojik incelemede atrofi skorlamasi

Atrofi yok Hafif Orta Siddetli

Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde
N | ®) [ M| % | 0| %) | ()] (%)
Kontrol 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sham 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Apiksaban 4,0 50,0 4,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dabigatran | 6,0 75 20 | 250 | 0,0 0,0 0,0 0,0
Rivaroksaban | 4,0 50,0 4,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Deney gruplari nekroz agisindan incelendiginde kontrol grubunun 8’inde (%100),
sham grubunun 1’inde(%12.5), apiksaban grubunun 3’iinde(%37.5), dabigatran grubunun
6’sinda(%75) ve rivaroksaban grubunun 2’sinde(%25) nekroz goriilmemistir.Sham grubunun
6’s1nda(%75), apiksaban grubunun 4’iinde (%50) ve rivaroksaban grubunun 5’inde (62.5)
hafif derecede nekroz izlenmistir (Tablo XX).

Tablo XX: Deney gruplarinda patolojik incelemede nekroz skorlamasi

Nekroz yok Hafif Orta Siddetli
Say1 | Yilizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde
M| ® [ )] %) [ M| %) | (M) ]| %)
Kontrol 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sham 10 | 125 | 60 | 750 | 10 | 125 | 0,0 0,0
Apiksaban | 30 | 375 | 40 | 500 | 10 | 125 | 0,0 0,0
Dabigatran | 6,0 | 750 | 20 | 250 | 0,0 0,0 0,0 0,0
Rivaroksaban| 2,0 | 250 | 5,0 62,5 1,0 125 | 0,0 0,0
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Deney gruplarin fibrozis agisindan incelendiginde gruplar igerisinde fibrozis

saptanmamustir (Tablo XXI).

Tablo XXI:Deney gruplarinda patolojik incelemede fibrozis skorlamasi

Fibrosis yok Hafif Orta Siddetli

Say1 | Yilizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde
N | ®) [ ()| B | M| %) | ()| (%)
Kontrol 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sham 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Apiksaban | 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dabigatran | 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Rivaroksaban| 8,0 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tablo XXII’datoplam patolojik skor degerleri kontrol,sham,apiksaban,dabigatran ve
rivaroksaban gruplarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum degerleri
olarak verilmis olup deney gruplari arasinda toplam skor arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur(p<0,001). Ikili alt grup analizlerinde bu farkin kontrol-sham(p<0,001),
kontrol-apiksaban (p=0,008), kontrol-rivaroksaban(p=0,025) ve sham-dabigatran(p=0,047)
gruplart arasinda oldugu saptanmistir.Sekil 25°tesekilsel olarak gruplarin karsilastiriimasi

verilmigtir.

Tablo XXI1:Deney ve kontrol gruplari toplam patoloji skorlarinin karsilastirilmasi

Ortalama = SS | Ortanca (Min - Maks) |p degeri
Kontrol 0,00 £ 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
| Sham 5,12+1,35 5,50 (2,00 - 6,00)
Toplam Patoloji i
Sk Apiksaban 3,50+2,13 3,50 (1,00 - 7,00) <0,001
oru
Dabigatran 1,75+ 1,16 1,50 (0,00 - 3,00)
Rivaroksaban| 3,12+ 1,88 3,50 (0,00 - 6,00)
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Toplam patoloji skoru
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Kontrol Sham Apiksaban Dabigatran Rivaroksaban
Deney ve Kontrol Gruplan

Sekil 25Deney ve kontrol gruplari ortanca toplam patoloji skorlarinin karsilastiriimasi
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Resim4.1 Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x100 biiyiitmede sham

grubunda goriilen yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve konjesyon
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Resim 4.2 Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x200 biiyiitmede apiksaban
grubunda goriilen inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve nekrotik hiicreler(kesikli oklar nekrotik

hiicreleri,diiz ok ise inflamatuar hiicre infiltrasyonunu gostermektedir)
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Resim 4.3 Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x100 biiyiitmede
rivaroksaban grubunda goriilen inflamatuar hiicre infiltrasyonu, nekrotik hiicreler ve

kalsifikasyon alani(ok ile gosterilen kalsifikasyon alani)
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Magnification: 12:6x

Resim 4.4 Patolojik incelemede H&E ile boyanmis preparatlarda x200 biiyiitmede dabigatran
grubunda goriilen inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve ok ile gosterilen bolgede saptananan

mast hiicresi
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5. TARTISMA

Sundugumuz caligma reperfiizyon sathasinda goriilen hasar sonucu mikrovaskiiler
diizeydeki tromboza yonelik yeni nesil oral antikoagiilanlarin karsilagtirmali olarak koruyucu
etkinligini arastiran literatiirdeki ilk ¢alismadir.Kalp-Damar Cerrahisi uygulamalarinin
arasinda yer alan koroner arter cerrahisi, kardiyopulmoner bypass,akut/kronik okliiziv
periferik arter hastaliklart cerrahisi,aortik veya periferik vaskiiler klempleme,turnike
uygulamasi gibi birgok klinik miidahele esnasinda dokulara sunulan kan akimi gegici olarak
durdurulmaktadir. Miidaheleler sonrasinda kan akiminin tekrar saglanmasi ile dokuda
beklenmedik hasar olusabilmektedir. Bu fenomen Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 olarak
adlandirilmaktadir(2). Son yillarda bu sorunun 6nlenebilmesine yonelik deneysel ¢aligmalar

yaygin olarak yapilmaktadir(5,108).

IRH dokuya sunulan kan akiminin dakikalar veya saatler boyunca durmasi sonrasinda
tekrar kan akimi saglanmasi ile olusmaktadir.Temel patoloji dokunun ihtiyact olan
kaynaklarin sunulamamasi sonucunda gelisen anaerobik glikoliz ve hipoksi sonucunda ATP
depolarinin tiikkenmesi,serbest oksijen radikallerinin artigi,hiicre i¢i Ca+2 diizeylerinin artisi
sonrast hiicre zar1 ve niikleer yapilarda hasarlanmadir.Bununla birlikte iskemik dokuya kan
akimi saglanmasi(reperfiizyon) sonrasi tetiklenen lokal ve sistemik enflamasyon ve

enflamatuar hiicrelerle birlikte trombosit aktivasyonu izlenmektedir (1).

Antikoagiilanlar klinik tedavide hem kardiyak hem de periferik vaskiiler cerrahide
siklikla kullanilmaktadir. UFH veya DMAH’ler kapiller diizeyde trombiisiin ilerlemesini
onlemek i¢in kullanilir ve etkilenen organin kan akimini arttirir. Hobson ve ark. yaptigi
deneysel ¢alismada UFH’nin endotelyal permeabiliteyi ve pH’1 modiile ettigi belirtilmis (62).
Literatiirde, travmatik beyin hasar1 basladiktan 30 saat sonra enoksaparin verilmesinin doku
0demi ve infarkt ¢apini azalttigi gosterilmis.Bu bulgu iskemik beyin dokusunun akut hasari
sonrast DMAH verildiginde fayda gorebilecegini gostermektedir (64).Bizim ¢aligmamizda ise
son yillarda kullanima giren yeni nesil oral antikoagiilan olan ilaglarin alt ekstremite iskemi
modelinin histopatolojik incelemesinde sham kontrol grubuna gore inflamasyon, konjesyon,
nekroz ve atrofi skorlarmi azalttigi gézlenmistir. Total patolojik skorun rivaroksaban ve
apiksaban gruplarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasma ragmen dabigatran
grubunda istatistiksel olarak anlamli koruyucu etki ortaya ¢ikmustir. Literatiirdeki farkli

dokulara ait IRH galismalari, trombin inhibisyonu ile IRH derecesi arasindaki iliski hakkinda
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faydali oldugu ve olmadigi calismalar1 igermektedir.Deneyimizdeki ilaglardan dabigatranin
rivaroksaban ve apiksabandan farki direkt trombin inhibisyonu etkisi olup patolojik olarak
faydasinin bu durumla iligkilendirilebilecegi diistiniilmistiir (109-112). Kontrol ve sham
grubu dahil higbir grupta fibrozis goriilmemistir.Bu durum deney siiresi gbz Oniine

alindiginda fibrozis geligsmesi i¢in siirenin yeterli olmadigini diigiindiirmektedir (3).

IRH patogenezinde yer alan serbest oksijen radikallerine bagli oksidan stres ve
antioksidan savuma mekanizmalari, enflamasyon belirtegleri olan TNF-a, IL-1 ve IL-6
diizeyleri dokunun iskemi-reperfiizyona karsi verdigi yanit1 gostermesi acgisindan
degerlidir(113-115). Yeni nesil oral antikoagiilanlarin hem kas dokusu hem de serumdaki
TAS diizeyleri agisindan gruplar arasinda sadece dabigatran ve apiksaban alt grup analizinde
anlaml farklilik goriilmiis olup TAS diizeyi dabigatran grubunda daha yiiksek saptanmustir.
Literatiir incelendiginde dabigatranin total antioksidan duruma etkisinin incelendigi herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamustir. TAS diizeylerinin kas dokusunda ki degerlerine bakildiginda
gruplar arasinda anlamli istatistiksel fark goriilmemesi kasin iskemi reperfiizyon hasarina

kars1 diger dokulardan daha dayanikli olmasi ile iliskili olabilir (116).

Oksidatif stres iskemi-reperfiizyon siirecinin her asamasinda degisken derecelerde
doku hasarinina yol agmaktadir. Yeni nesil oral antikoagiilanlarin TOS diizeyini hem serum
hem kas dokusunda inceledigimizde TOS degerlerinin sham grubunda kontrol grubuna gore
artis gosterdigi goriilmistiir. Ancak gruplar arasi incelemede istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmemistir. Bununla birlikte Stutzmann ve ark. yaptigi bir ¢calismada parenteral
antikoagiilan kullanimi ile serbest oksijen radikallerinin olusumu arasinda olas1 bir etkilesim

olabilecegini belirtmistir (117).

Enflamasyon IRH patogenezinde temel rol alan mekanizmalardan biri olup
proinflamatuar sitokinler olan TNF-a,IL-1 ve IL-6 diizeyleri deneysel caligmalarda yaygin
olarak incelenmektedir. Bu deneysel caligsmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde enflamatuar
yanitlarin oldukca degisken oldugu goriilmektedir. Enflamasyon olusumu ayni zamanda aktif
pihtilagsma faktorleri ile daha da kotiilesmektedir (118). Bu durumun oniine gegebilmek igin
antikoagiilan tedavi siklikla klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Caligmamizda kullanilan
klinikte son dekatta kullanima giren antikoagiilan ajanlarin serum ve kas dokusundaki
proinflamatuar belirteclere olan etkisi tek baglarina ve kendi aralarinda karsilastirilmistir.Kas

dokusu TNF-a diizeylerinin karsilagtirmali analizinde sham grubunda kontrol grubuna gore
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TNF-o diizeyinin daha disik oldugu gorilmiistir. Bu durum beklenenin aksine
gerceklesmistir. Deneyimizde histopatolojik inceleme ve diger inflamasyon markerlarina
bakildiginda kas TNF-a sonucglarinda varyasyon ve sonuglar arasi u¢ degerler oldugu
gorilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda bir kisitlilik olarak yorumlanmistir. Serum TNF-o
diizeylerinin kontrol ve deney gruplari arasindaki karsilagtirmali analizinde istatistiksel olarak
anlaml farkin sadece sham ve dabigatran gruplar1 arasinda oldugu saptanmigtir. Bu etkinin
dabigatranin diger antikoagiilan ajanlardan farkli olarak direk trombin inhibisyonu etkisi ile

gerceklesmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bir diger enflamasyon belirteci olan IL-1 ve IL-6 serum diizeyleri incelendiginde 1L-6
diizeylerinin apiksaban hari¢ diger gruplarda anlamli olarak diisiik bulunmasi rivaroksaban ve
dabigatranin inflamasyonun sistemik etkilerini azalttig1 diistiniilmiistiir.Kas IL-6 diizeylerinin
apiksaban, rivaroksaban ve dabigatran grubu ile sham grubu arasinda anlamli istatiksel
farklilik goriilmesi lokal enflamatuar etkileri olabilecegini de diisiindiirmektedir. Ancak IL-1
diizeyleri incelendiginde benzer sonuglar bulunamamistir. Son zamanlarda UFH,DMAH ve
diger antikoagiilan ajanlarmIRH’da arastirilmaya baslanmasi IRH nin patolojik siireglerinin
anlasilmas: yolunda ilerlemeler saglamaktadir. Trombin inhibisyonu yoluyla IRH’n1
degerlendiren deneysel calismalar incelendiginde c¢aligmalarda histolojik degisiklikleri ve
inflamasyonu azalttig1 gosterilmis ancak biyokimyasal belirteglerde degisiklige yol agmadigi

saptanmigtir (66).
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6.SONUC VE ONERILER

IRH patogenezinde rol oynayan tromboz ve koagiilasyon kaskadini engellemek
amaciyla klinik uygulamada kullanilan rivaroksaban, apiksaban ve dabigatran etken
maddesine sahip ilaclarin karsilagtirildigi ¢alismamizda dabigatranin diger etken maddelere
kiyasla IRH’m1 azaltmada daha etkili oldugu saptanmustir. Ancak bu yararli etkinin

mekanizmasinin belirlenmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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OZET

YENI NESIL ORAL ANTIKOAGULANLARIN SICANLARDA ALT EKSTREMITE
ISKEMI REPERFUZYON HASARI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Calismamizda deneysel alt ekstremite hayvan IR modelinde amacimiz yeni nesil oral

antikoagiilanlarin koruyucu etkisini arastirmaktir.

40 adet Wistar Albino cinsi disi sican randomize olarak bes ayr1 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna sadece anestezi ve medyan laparotomi yapildi. Sham grubuna IR prosediirii
uygulandi. Apiksaban grubuna bir hafta boyunca giinde iki kere 10mg/kg, dabigatran grubuna
giinde bir kere 15mg/kg, rivaroksaban grubuna ise giinde bir kere 3mg/kg dozunda ilag IR

prosediirii dncesi bir hafta boyunca gavaj yoluyla uygulandi.

IR prosediiri 60 dakika infrarenal aorta klemplenmesini takiben 120 dakika
reperfiizyon siireci olarak uygulandi. Prosediir sonrasi her gruptan intrakardiyak 2-3 cc kan
ve bilateral gastroknemius kas Ornekleri alindi, takiben siganlar dekapitasyonla sakrifiye
edildi. Kas dokusu ve kanda biyokimyasal belirtecler olan TAS, TOS, IL-1, IL-6 ve TNF-a
diizeyleri incelendi. Histopatolojik incelemede kas dokusunda enflamasyon, nekroz,

konjesyon, fibrozis ve atrofi diizeylerine bakild.

Histopatolojik total skor incelemesinde dabigatran grubunda sham grubuna gore
patolojik skor anlamli diisiik bulundu. Kas dokusu IL-1 diizeylerin dabigatran grubunda
anlamli yliksek bulunmus olup serumda gruplar arasi anlaml farklilik gériilmedi. Kas dokusu
TNF-a diizeyleri rivaroksaban ve dabigatran grubunda sham grubuna gore anlamli yiiksek
bulunmus olup serumda dabigatran grubunda anlamli diisiik bulunmugstur. Kas dokusu ve
serumda IL-6 diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanmig olup 6zellikle dabigatran
grubunda azalma goriilmiistiir. Kas ve serum TAS-TOS diizeyleri arasinda anlamli farklilik

saptanmamistir.

Sonug olarak IRH’n1 engellemede 6zellikle dabigatranin etkili oldugu gériilmiis olup

histopatolojik inceleme ve biyokimyasal belirtecleri iceren ileri calismalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler; Iskemi, Reperfiizyon, Apiksaban, Dabigatran, Rivaroksaban
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF NOVEL ORAL ANTICOAGULANTS ON
LOWER EXTREMITY ISCHEMIA REPERFUSION INJURY IN RATS

In our study we aimed to evaluate the protective effect of noval oral anticoagulants on

IRI in an experimental animal lower extremity model.

Forty female Wistar Albino rats were randomly divided into five groups. Only
anesthesia and median laparatomy were performed in the control group. IR procedure was
applied to sham group. Theapiksaban group we used a 10 mg/kg doz twice daily, 15mg/kg
once daily was used for the dabigatran group and 3mg/kg once daily for rivaroxaban group
dose were administred orally via gavage for one week before the ischemia reperfusion

procedure.

The IR procedure was performed after 60 minutes of infrarenal aorta clamping
followed by 120 minutes of reperfusion. After the procedure 2-3 cc intracardiac blood sample
and bilateral gastrocenamius muscle tissue samples were taken from each group. Rats were
sacrificed by decapitation after the samples were taken. The biochemical markers of muscle
tissue and blood (TAS, TOS, IL-1, IL-6 and TNF-a) levels were assessed. Inflamation,
necrosis, congestion, fibrosis and atrophy in the muscle tissue were assessed

histopathologically.

Histopathologic total score was significantly lower in the dabigatran group than in the
sham group. IL-1 levels of muscle tissue were significantly higher in dabigatran group, but
there were no significent difference in serum IL-1 levels between the groups. TNF levels in
muscle tissue were significantly higher in rivaroxiban and dabigatran groups than in sham
group, and lower in dabigatran group in serum levels. There was a significant difference
between IL-6 levels in muscle tissue and serum and a significant lower level was observed in
dabigatran group. No significant difference was found between muscle tissue and serum
levels in TAS and TOS.

In conclusion, dabigatran was found to be effective in preventing IRI, further studies

are required including histopathological examination and biochemical markers.

Key words: Ischemia, Reperfusion, Apixaban, Dabigatran, Rivaroxaban
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