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1. GIRIS

Akut alt ekstremite iskemisi ¢cogunlukla, altta yatan aterosklerotik periferik arter
hastaligina bagli arteriyel tromboz, kardiyak orijinli veya proksimal arteriyel anevrizmadan
kaynaklanan arteriyel emboliye bagh olarak gelisir (1). ilerleyen yasla birlikte gériilme
sikhg artar. Gergek insidansi ¢ok iyi bilinmese de tahmini epidemiyolojik verilere gore
100.000°’de 14 kiside gorilir ve bu insidans vaskiler cerrahinin %10-16'sindan
sorumludur (6). Sikhkla alt ekstremitede gelisen akut ekstremite iskemisinde cerrahi

serilerde belirtilen amputasyon ve 6liim orani sirasiyla %7 ve %10’dur (2).

Akut alt ekstremite iskemisinin baslamasi ile birlikte aerobik metabolizma
anaeorbik metabolizma yéniine kayar ve laktat Uretimi artar. iskemik hasar endotelyal
bitlnligin kaybolmasina interstisyel 6deme ve bacakta gerginlikle birlikte nekroza yol
acar. Sistemik olarak bu durum inflamatuar mediatorlerin salinimina ( IL-1, 6, 8, TNF —a ve
MCP-1 ) ve kompleman kaskadinin aktivasyonuna neden olur. Multiorgan disfonksiyonu,
akut akciger hasari, akut bobrek yetmezligi ve miyokardiyal disfonksiyon goriilebilir ve bu

olaylar zinciri yasami tehdit edebilir (1).

Gunlimuzde siklikla kullanilan epidural anestezinin, alt ekstremite dolasimi lizerine
olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Epidural anestezinin femorodistal rekonstriiksiyon
yapilan hastalarda periferik vaskiiler rezistansi azaltarak greft ici kan akimini artirdigi (49),
infrainguinal bypass yapilan hastalarda arteriyel inflowu artirarak ve ven6z bosalmayi
saglayarak postoperatif alt ekstremite kan akimini artirdigi (48), aortofemoral cerrahi
sonrasl lipid peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (50).Bu veriler akut alt ekstremite
iskemisi ile basvuran hastalarda, postoperatif donemde de devam eden epidural anestezi

uygulamasinin faydali olacagini disindirmektedir.

Calismamizda, epidural anestezinin akut alt ekstemite iskemi reperfiizyon hasarina

etkilerini tavsan modelinde arastirmak amacglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. AKUT ALT EKSTREMITE iSKEMISI

Akut alt ekstremite iskemisi 14 glinden daha az silirede baslayan alt ekstremite
perflizyonunda azalma ile seyreden ve ekstremite kaybi ve 6lim riskine neden olabilen
durum olarak tanimlanmaktadir (1). Cogunlukla altta yatan aterosklerotik periferik arter
hastaligina bagli arteriyel tromboz, kardiyak orijinli veya proksimal arteriyel anevrizmadan
kaynaklanan arteriyel emboliye bagl olarak gelisir. Diger etiyolojiler arasinda hava, yag ve
amniotik sivi embolisi, timor ve travmaya baglh emboli mevcuttur. Altta yatan periferik
ateroskleroz bulunmayan hastalarda, artere disaridan basi, arteriyel diseksiyon veya altta
yatan hiperkoagilabilite durumu arteriyel tromboza ve akut alt ekstremite iskemisine
neden olabilir (1,2). Arteryel embolilerin %80’inde kardiyak kaynak s6z konusudur (3).
intrakardiyak pihti gelismesinde en biyiik riski miyokard infarktiislii, mitral stenozlu ve
atrial fibrilasyonlu hastalar tasir (4). Arteriyel emboliler icin diger bir kaynakta kalp kapagi
protezleridir. Kapagin lzerinde veya dikis yerlerinde trombiis olusumu gorilebilir (5).
Gergek insidansi ¢ok iyi bilinmese de tahmini epidemiyolojik verilere gére 100.000 de 14
kiside goriliir ve bu insidans vaskiiler cerrahinin %10-16" sindan sorumludur. ilerleyen
yasla birlikte goriilme sikligi artar (6). Femoro-popliteal bélge, tromboembolilerin en sik
gozlenen vyerlesim yeridir (7). Siklikla alt ekstremitede gelisen akut ekstremite
iskemisinde cerrahi serilerde belirtilen amputasyon ve 6lim orani sirasiyla %7 ve %10’dur.
Genellikle mortalite; altta yatan kardiyak hastalik nedeniyle, embolizasyona bagli akut alt
ekstremite iskemisi gelisen hastalarda tromboza bagli olarak gelisenlere gore daha
yuksektir (2).

Akut alt ekstremite iskemisinin baslamasi ile birlikte aerobik metabolizma
anaerobik metabolizma yéniine kayar ve laktat {retimi artar. iskemik hasar endotelyal
bitlinligin kaybolmasina interstisyel 6deme ve bacakta gerginlikle birlikte nekroza yol
acar. Sistemik olarak bu durum inflamatuar mediatorlerin salinimina ( IL-1, 6, 8, TNF —a ve
MCP-1 ) ve kompleman kaskadinin aktivasyonuna neden olur. Multiorgan disfonksiyonu,
akut akciger hasari, akut bobrek yetmezligi ve miyokardiyal disfonksiyon gorilebilir ve bu
olaylar zinciri yasami tehdit edebilir. Akut alt ekstremite iskemisinin klinik prezentasyonu

lokalizasyona, slireye, kollateral sirkilasyonun derecesine, 6nceden periferik arter

2



hastaliginin varligina (6nceden varolan kollaterallere) ve doku iskemisinin metabolik
sonuclarina baghdir. Etiolojisinde emboli bulunan hastalarin semptomlari tipik olarak ani
baslar. Buna karsin altta yatan periferik arter hastaligi bulunan arteriyel trombozlu
olgularda semptomlar yavas yavas gelisir. Bu hastalarda kollateral sirkilasyon geliserek,

perflizyon icin alternatif yollar saglanir ve iskeminin klinik siddeti azaltilir (1).

Rutherford ve ark. tarafindan 1997 yilinda akut alt ekstremite iskemisinin klinik

siniflamasi yapilmistir (Tablo 1) (8).

BULGULAR DOPPLER SINYALI
KATEGORI TANIM/PROGNOZ HiS KAYBI KAS GUCSUZLUGU ARTERIYEL |VENOZ
I.Canli Acil risk yok Yok Yok Alinabilir  |Alinabilir
II.Riskli
a.Sinirda Zamaninda mudahale Minimal(ayak parmaklarinda) Yok Alinamaz  |Alinabilir
ile kurtarilabilir veya yok
b.Acil Acil revaskilarizasyon Ayak parmaklarinda istirahat Iimli,orta Alinamaz  |Alinabilir
ile kurtarilabilir agrisi
IIl.Geri donlistimsiiz Major doku kaybi veya Siddetli; hissizlik Siddetli,paralizi(rigor) [Alinamaz [Alinamaz
kaginilmaz kalici sinir hasari

Tablo 1. Akut alt ekstremite iskemisinin klinik siniflamasi (8).

Rutferford Sinif | ve lla ile basvuran hastalarda endovaskiler revaskilarizasyon uygun
baslangic stratejisi olup, 30 glinliik ekstremite kurtariima orani %84 ile 95 arasinda
bildirilmistir. Rutherford Sinif IlIb ile basvuran hastalarda ekstremitenin kurtarilmasi igin 3-
6 saat icinde revaskiilarizasyon gereklidir. irreversible akut alt ekstremite iskemisi ile
basvuran hastalarda revaskiilarizasyon uygun degildir. Cinkii yaygin kas nekrozu ve
ekstremitenin canhligini kaybetmis olmasi nedeniyle revaskiilarizasyon, reperfilizyon
sendromunu hizlandirabilir. Reperfliizyon sendromu sistemik inflamatuvar mediatoérlerin
salinimi ile karakterizedir ve multiorgan hasari ve 6lime neden olabilir. Bu nedenle
Rutherford Sinif 1ll akut alt ekstremite iskemisinde primer amputasyon uygundur ve
revaskilarizasyon kontrendikedir. Bu noktada amputasyon seviyesinin distale c¢ekilmesi
icin ve amputasyon sonrasi ekstremite iyilesmesi icin endovaskiiler revaskilarizasyonun

roli olabilir.

Kontrendike olmadik¢a hastalara en kisa siirede 325 mg aspirin verilmelidir.
Trombdsiin artmasini dnlemek icin intraven6z anfraksiyone heparin ile hastaya terapotik

dozda antikoailasyon baslanmalidir (APTT nin 2-2.5 kati olacak sekilde ). Diger bir 6neriye



gore diagnostik anjiogram hemen yapilabilecek ise, heparinizasyonun kardiyak kateter
laboratuvarinda arteriyel giris yolu elde edilene kadar geciktirilmesi kabul edilebilir bir
secenektir. Akut alt ekstremite iskemisi ile basvuran hastalarda statin veya klopidogrel

tedavisi ile ilgili bir veri yoktur.

Noninvaziv yontemler olan manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografinin vaskiiler
anatomiyi belirlemede rollG var olsa da, bu rolleri sinirlidir. Eger noninvaziv bir teknik
secilecekse bunun terapotik miidahaleyi geciktirmeyeceginden emin olunmalidir. Acil
diagnostik anjiografi iskeminin derecesi hakkinda objektif bir degerlendirme saglar,

etiyoloji hakkinda fikir verir ve tedavi stratejisini belirlemede yol gosterir (1).

Onceki cerrahi stratejiler fogarty balonu ile kateter embolektomi ve patchlasti
iken, yeni cerrahi stratejiler yeni bypass greft yerlestiriimesi ve endarterektomiyi igerir.
Acik cerrahi teknikle mortalite orani yiiksektir ( %20-25 ). Endovaskiiler ve kateter temelli
yaklasimlar intraarteriyel trombolitik tedavi, mekanik trombektomi cihazlari ve stentle

birlikte veya stentsiz balon anjioplastiyi igerir (1).

Arteriyel akim cerrahi revaskilarizasyonla veya farmakolojik olarak trombdsiin
¢Ozlinmesi ile saglanabilir. Kritik iskemik bacakta acil cerrahi revaskilarizasyon endikedir.
Kateter embolektomi aterosklerotik olmayan alt ekstremite iskemisinde genellikle tercih
edilir. Kateter ile direkt intraarteriyel trombolitik tedavi akut alt ekstremite iskemisinde
yaygin olarak kullanilan bir yéntem haline gelmistir. Bu yontem nativ arter veya bypass
greftlerin akut oklizyonunda major cerrahi tedaviye gerek kalmaksizin kesin tedavi

saglayabilir. Su hastalar intraarteriyel trombolitik tedavi icin adaydir:

a) 14 ginden kisa siireli daha 6nce patent olan bypass greft veya nativ arter
trombds,

b) Embolektomi ile ulasilabilir olmayan trombis,

c) Tdm run-off damarlarin tromboze oldugu popliteal arter anevrizmasina bagh
trombds,

d) Cerrahinin ylksek mortalite riski tasidigi akut tromboembolik durumlar.

Yapilan calismalar, acil cerrahi gerektirmeyen ve irreversibl olmayan bacak

iskemisinde trombolitik tedavinin uygun bir baslangic tedavisi olabilecegini
4



dustndirmektedir. Bu yaklasimin kullanilmasiyla, altta yatan lezyon anjiografi ile daha
ayrintili  tanimlanabilir ve perkutan veya cerrahi revaskilarizasyon prosedrleri
uygulanabilir. Bununla birlikte intraarteriyel trombolitik tedavide siddetli kanama hala

nadir olmayan bir komplikasyondur ve intrakraniyal kanama riski % 1-2 dir (6).
2.2. ISKEMi REPERFUZYON HASARI

iskemi, baska deyisle dokuya gelen kan miktarinin azalmasi, klinik tipta en sik
gorllen hiicre zedelenmesi nedenidir. Anaerobik glikoliz ile enerji Uretiminin devam
edebildigi hipoksinin  aksine; iskemide gklikoliz icin gerekli maddelerin ortama
getiriimesinde de sorun vardir. Bu ylzden iskemik dokularda potansiyel substratlar
tikendiginde veya normalde kan akimi ile uzaklastirilacak metabolitler glikolizi inhibe
ettiginde anaerobik enerji tretimi de durur. Dolayisiyla iskemi dokulari hipoksiden daha
hizli zedeler. Hipoksik hiicrelerde hiicre zedelenmesine neden olan asil biyokimyasal
anormallik, azalan oksijen nedeniyle hiicre icinde ATP Uretiminin dismesidir. ATP kaybi
iyon pompalarinin yetmezligine (hilicre sismesine ve hicre ici Ca2+ girisine ), glikojen
depolarinin bosalmasina, laktik asit birikimi ve hiicre i¢i pH azalmasina, protein sentezinin
azalmasina ve ¢ok sayida enerjiye bagiml hiicre sisteminin yetmezligine neden olur.
Yeniden oksijen saglanirsa tim bu degisiklikler geri dénisliidiir. iskemi devam ederse geri
donilssiiz  zedelenme ile nekroz meydana gelir. Geri donlssliz zedelenmede
mitekondrilerin ileri derecede sistigi, lizozomlarin sistigi, plazma membraninda agir hasar

goralar (9).

Hlcreler geri donisli zedelenmislerse; kan akiminin yeniden saglanmasi, hiicrenin
iyilesmesi ile sonuglanabilir. Ancak, belli bazi durumlarda, iskemik fakat canl olan dokuda
kan akiminin yeniden saglanmasi, paradoksal olarak zedelenmenin artmasi ve hizlanmasi

ile sonuglanir (9).

iskemiye bagli hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak gerekli
olmakla birlikte paradoksik olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve metabolitler
doku hasarinin artisina neden olur. Bircok calismada, reperflizyon hasarinin iskemik

hasara gore ¢ok daha fazla toksik Griin olusturdugu gézlenmistir (10).



IR hasari sirasinda lokosit, endotel, T lenfosit, monosit ve platelet aktivasyon ve
hiicreler arasi etkilesimleri gerceklesmekte olup, hasarin genislemesinde l6kosit- endotel
ve lokosit-platelet etkilesimleri merkezi rol oynar (11).

iskelet kasi alt ekstremitede iskemiye en savunmasiz dokudur. Kas dokusu
ekstremitenin kiiltesel olarak en fazla bulunan ve iskemiye en duyarli dokusu olmasi
nedeniyle alt ekstremitenin reperfiizyon sendromunda en kritik dokudur. iskelet kas
hasarinin iskeminin siddeti ve siresi ile orantili oldugu asikardir. Fizyolojik ve anatomik
calismalar gostermistir ki kas hiicresinde irreversibl hasar 3. Saatte baslar ve 6. Saatte

neredeyse tamamlanir (12).

Kaslar icerdikleri miyoglobin miktarina gére kirmizi (tip 1) ve beyaz (tip 2) kaslar
olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. Pek ¢ok kas, her iki tip kas lifini de benzer oranlarda
icermekteyken, bacagin 6n kompartmanindaki kaslarda daha ¢ok kirmizi-yavas seyiren tip
1 lifler, gastrokinemius kasinda ise beyaz-hizl seyiren tip 2 lifler baskindir. Kirmizi-yavas
seyiren liflerde ana enerji kaynag trigliseritlerin oksidatif metabolizmasiyken, beyaz-hizli
seyiren liflerde glikojenin anaerobik yoldan metabolize edilmesidir. Bu durum kirmizi-

yavas seyiren liflerin iskemiye olan duyarhhgini arttir (13).

Alt ekstremite IR hasarinda, lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde
gozlenirken, sistemik etkiler baslica akciger, kalp, beyin ve bdbrekler olmak Gzere tiim
organlarda gozlenebilir (12). Reperfiizyonla birlikte sistemik dolasima c¢ikan inflamatuar
aracilar, uzak organ endotel hiicre aktivasyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyona neden
olurlar. IR’ a bagli uzak organ hasarinda, ksantin oksidaz, I6kosit-endotel etkilesimi ve
inflamatuar aracilar énemli rol oynar. Yaygin uzak organ hasari durumunda yiksek
mortalite ile seyreden multiple organ yetmezlik sendromu (MODS) veya sistemik

inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) gelisebilir (14).
2.2.1. iskemi Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolojisi

iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir, ATP ve
fosfokreatin gibi ylksek enerjili fosfat sentezi azalir. Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi

ile hiicre zarinda bulunan Na+ K+ ATP az pompasi inhibe olur. Sonucta hiicre icinde Na+ ve



Ca2+ iyon konsantrasyonlari artar. Hicre iginde Ca2+ iyon konsantrasyonunun artisi
hiicre igin sitotoksiktir. Nitekim yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun
degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin I6kosit adhezyon molekillerinin yapiminda artis,
buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi
reperfiizyon donemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar (15).

iskemi reperfiizyon gelisen dokularda ksantin dehidrogenaz/oksidaz enzimi
serbest oksijen radikallerinin potansiyel kaynagidir. Saghkh dokularda %90 oraninda
ksantin dehidrogenaz (tip D) sentezlenir. Bu enzim formu ksantin oksidasyonu sirasinda

elektron alicisi olarak NAD" kullanir ve asagidaki reaksiyonu gerceklestirir:
Ksantin + H,O + NAD*  —  Urik asit + NADH + H*

Alternatif olarak ksantin oksidaz (tip O) enzimi elektron alicisi olarak molekiler oksijeni

kullanir ve stiperoksid radikali Gretir:
Ksantin+H,0+20, — » Urikasit+20, + 2 H'

Doku iskemisi sonucunda ksantin dehidrogenaz formu ksantin oksidaz formuna
dontsmektedir. Bu dontsim ATP kaybi ve membran kalsiyum gradientinin kaybi
nedeniyle gelismektedir. Sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun artmasi ile kalsiyum
bagimli proteaz ksantin  dehidrogenazi  ksantin oksidaza donustlrir.  Oksidatif
fosforilasyonun durmasi ve ATP re-sentezinin durmasi ile AMP, adenozin, inosin ve
hipoksantin meydana gelir. Reperflizyonun baslamasi ile substrat olarak kullanilan
molekiler oksijenin tekrar ortamda bulunmasi tizerine hizh bir sekilde slperoksit radikali

olusur (16). (Sekil 1).

IR hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri sirtlmustir. Bunlar
birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir. Ozellikle; serbest oksijen
radikalleri, polimorf niveli |6kositler (PMNL) , kompleman sistemi, endotel hiicreleri

olmak lizere baslica dort faktor hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir (15).
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Sekil 1. iskemi reperfiizyon hasarinda Ksantin dehidrogenaz/oksidaz enzimleri ve siiperoksit tiretimi (16).

2.2.2. Serbest Oksijen Radikalleri

ilk kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde goriilen toksik etkilerinin
oksijeninin bazi reaktif tirlerinden kaynaklanabilecegi ileri strGlmuistiir. Buglin oksijenin
canlilardaki toksik etkilerinin oksijen radikalleri olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki
metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tlrlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Radikaller
dis orbitallerinde paylasiilmamis elektron iceren kimyasal tirlerdir. Boéylece bir kimyasal
tlr basit bir atom vya da kompleks yapili organik bir molekil olabilir. Viicudumuzda
olusabilen radikallerin sayisi ylzlerce farkh tir seklinde ifade edilebilirse de bu radikaller
arasinda siperoksit, H202, nitrik oksit ve hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu
radikaller icinde stperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Clink{ stiperoksit ve
nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve 6nemli derisimde Uretilen
radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger bitin 6nemli
radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tlrlerin olusumunu baslatabilecek
ozelliktedirler (17).

Serbest oksijen radikalleri hiicre ve organellerin membranlarindaki lipidlerin
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA hasari yoluyla hiicrede hasara neden
olur. Reperflizyon; iskemi tarafindan olusturulan hasari, O,,, OH ve H,0, araciligiyla daha

da artirir ve bu hasar genellikle iskemik hasardan daha yikicidir (14).



Aerobik canlilarda serbest radikaller icin en 6nemli kaynagin molekiler oksijen
oldugu kabul edilmektedir. Normal metabolizma sirasinda oksijenin %98’i H,O’ya
indirgenmektedir. Geriye kalan %2’lik kisim sliperoksit ve hidroksil radikaline donistr. En
onemli serbest oksijen radikalleri stiperoksit (02°) ve hidroksil (OH’) anyonlaridir (18).

Stperoksit radikali (0,) , canlilarda ilk olustugu gésterilen radikaldir. indirgeyici
Ozellikteki birgok biyomolekilin aerobik ortamda oksitlenmesi sonucu, baslica gesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak Uzere yilzlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda,
mitekondrideki enerji metabolizmasi sirasinda elektron kagagl ile ve aktive fagositik
lokositlerde Uretilir. Hiicresel kosullarda Uretilen O, , oksitleyici veya indirgeyici gibi
davranabilir. AldigI elektronu metal iyonuna sitokrom c’ye veya bir radikale verirse tekrar
tekrar oksijene oksitlenir. Aerobik canlilarda sliperoksitlerin H,0," ye cevrilmesi katalitik
aktivitesi cok yuksek bir enzim olan sliperoksit dismutaz tarafindan katalizlenir ve bu
reaksiyon ‘dismutasyon tepkimesi’ olarak adlandirilir (17).

20, +2H" =22® 5,  H,0, +0,

Hidrojen peroksit (H,0,); oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi
veya slperoksitlerin enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu sonucu olusur. Yapisinda
paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir tir degildir.
H,0,’ nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni Cu, Fe gibi metal iyonlari varliginda
hidroksil radikalinin 6nclst olarak davranmasidir. H,0, o6zellikle proteinlerdeki hem
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiliksek oksidasyon diizeyindeki ferril ve
perferril demir olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok gl¢li oksitleyici
ozelliklere sahip olup hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan
H,0,'nin derhal uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan
enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir (17).

Hidroksil radikali(OH"); canlilarda iki mekanizma ile olusabilir:

a . lyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin iyonlasmasi

ile



2 H,0 el H0' +e+H0
Uyarilmis su molekiili (H20*) homolitik yikim ile; H20" ise bir su molekiilii ile tepkimeye
girerek baslica reaktif radikal olarak hidroksil radikallerini olustururlar. Bu tepkimeler
femtosaniye icinde gergeklesir ve Uretilen OH’, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden
sorumlu baslica kimyasal ttrdar.

b. H202'nin eksik indirgenmesi ile OH  yapimi, vicutta bu radikalin en 6nemli
kaynagidir. H,O,'nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektronla
indirgenmesi OH" yapimina neden olur. Bu tir indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar
tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, sliperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu
ortamda, oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden, H202” den OH  yapimi surekli

bir duruma gelir:

H202 + Askorbat (veya O5) Fe,Cu , OH +semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime ile ne
kadar OH™ olusacag! vicutta Uretilen H,0, derisimi ve serbest metal iyonunun varligina
baglidir. Stiperoksit hem H,0,'nin énclilii hem de metalleri indirgeyici bir tiir oldugundan;
siperoksit proteinlere bagh metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden
olabildiginden, biyolojik kosullarda sitperoksit yapiminin arttigi ortamda OH™ Uretimi
kacinilmazdir (17). OH son derece reaktif bir oksidan radikal olup yarilanma 6mriu ¢ok
kisadir. OH™ bilinen en giicli serbest oksijen radikalidir (19).
2.2.3. iskemi reperfiizyon hasarinda lokositlerin rolii

iskemi reperfiizyon hasari lokosit aktivasyonu, kemotaksis, lokosit-endotel hiicre
adezyonu ve transmigrasyon ile karakterizedir. Lokosit endotel hiicresi arasindaki
etkilesim basamaklari, rolling, adezyon ve transmigrasyon seklinde gerceklesir. ilk
basamak IR hasarinin, endotelial P-selektin (CD62P) ylizey ekspresyonunu indiiklemesi ile
baslar. P-selektin, lokositlerdeki karsi reseptdr olan PSGL1 ( P selektin glikoprotein 1) ile
etkilesir. Bu diislik affiniteli etkilesim sonucunda, lokositler ile endotelial hiicreler arasinda
aralikh baglanma veya yuvarlanma meydana gelir. Lokosit adezyonu, lokosit B integrinleri

olan CD11a/CD18 ve CD11b/CD18'in ICAM-1 ile etkilesimi sonucu gerceklesir.
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Lokositlerin hicreler arasi kompartmana gecisleri PECAM-1’in endotelial baglant
noktalarindaki etkilesimi yardimiyla gerceklesir. Ekstravaskller kompartmanda aktive
lokositler ortama toksik ROS, proteaz ve elastaz salarlar ve bu durum mikrovaskiler
permeabilite artisi, 6dem, tromboz ve parankimal hiicre Ollimine neden olur.
Ekstravaskiller kompartmana PMNL birikimi hipoksik dokulardan salinan IL-8 tarafindan
kolaylastirilir. Boylece PMNL’ler intravaskiiler alandan hipoksik interstisyuma dogru

yonlenirler (20).
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Sekil 2. Lokosit rolling, adezyon ve diapedezi

iskemik dokularda lokosit birikimi inflamatuvar hiicrelerin postkapiller  veniillerin
endotelini kaplamasi ile baslar. Lokositlerin adezyonu ve aktivasyonu ile doku araligina
emigrasyon gerceklesir. Transmigrasyon esnasinda  mikrovaskiler bariyer  aktive
lokositlerden salinan oksidan ve hidrolitik enzimlerce parcalanir. Mikrovaskiler
disfonksiyona baglh protein kacagi iskemi reperfliizyon hasarinin en erken isaretlerinden
biridir. Bunun 6nemi sudur ki, mikrovaskiler permeabilitenin artisi transkapiller sivi
filtrasyonunu artirarak déniis yolunda interstisyel sivi basincini da artinir. iskemi
reperfiizyon hasari  notrofil bagimh hasar ile perikapiller doku basincini artirarak,
kapillerlerin kompresyonuna neden olur. Bu da dolayh olarak reperfiizyonu 6nler (Kapiller
no —reflow) (21).
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No reflow fenomeni, vaskiler okliizyonun giderilmesinden sonra iskemik organdaki kan
akiminin tam olarak geri donmemesi ile karakterize klinik durum olarak tanimlanir.
Muhtemel mekanizmalar trombosit-lokosit agregasyonu, lokosit-endotelyal hicre
adezyonu, interstisyel sivi birikimi ve endotel bagimli vasorelaksasyonun azalmasidir. No
reflow fenomeni klinik olarak postperflizyon sonrasi donemde organ disfonksiyonu
(6rnegin miyokardiyal stunning), transplante edilen greftde basarisizlik veya infarkt

boyutunda artis olarak gozlenebilir (20).

2.2.4. iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii

iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak acikliga
kavusmamistir.  Kompleman  sisteminin  aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’ dur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir
ve |okositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak
C5a, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan
protein (MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder.
Kompleman tarafindan sentezi uyarilan I6kosit adhezyon molekdilleri sunlardir:
Vaskiiler hiicre adhezyon molekili 1 (VCAM-1)
interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
E-selektin
P-selektin
C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak lokosit aktivasyonu ve kemotaksisi
arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik
guanozin monofosfati azaltarak vaskiler tonusu bozar (15).
2.2.5. Calismada kullanilan iskemi reperfiizyon belirtegleri
2.2.5.1.S0D

Superoksit anyonu SOD tarafindan H,0, ye katalizlenir (22). SOD’in memelilerde
farkli genler tarafindan kodlanan ancak benzer reaksiyonlari katalizleyen g izoformu
mevcuttur. Sitozolik ( CuZn-SOD veya SOD-1), mitekondride bulunan Mn-SOD veya SOD-2
ve ekstraselliler form olan CuZn-SOD (EC-SOD veya SOD-3) (23).
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2.2.5.2. MDA

iskemi reperfiizyon hasari serbest oksijen radikallerinin asiri Giretimine neden olur
ve bu durum endojen antioksidanlarin tiiketimine ve azalmasina neden olur. Asiri
miktarda serbest oksijen radikali membran fosfolipidlerine saldirarak zincirleme lipid
peroksidasyonuna neden olurlar, ilk olarak endotelial hicrelerde, hiicrelerin
sarkolemmal bitiinlGgiini bozarlar. in vivo olarak serbest oksijen radikallerinin direkt
Olcimi zordur ¢linkl ylksek derecede reaktifdirler ve kisa yari 6mre sahiptirler. Serbest
oksijen radikallerinin poliansatiire lipidlere hasari sonucu olusan, daha elverisli ve daha

stabil bir Grtin olan lipid peroksidasyon Griini malondialdehit (MDA) élgllebilir (16, 24 ).
2.2.5.3.1L-6

IL-6 akut faz proteinlerinin saliniminin modiilasyonunda rol alir. IL-6; TNF-a ve IL-
1 tarafindan uyarilan makrofaj, monosit ve endotelyal hiicrelerden salinir. Képeklerde
¢ahisilan miyokardiyal iskemi reperflizyon modelinde IL-6’nin notrofilleri aktive ettigi ve
endotelyal hiicrelerde ICAM-1 up regilasyonunu indikledigi gosterilmistir. Bu, IL-6 nin
vaskiler ICAM-1 upregtilasyonuna neden olarak iskemi reperflizyon hasarindaki etkilerini
ortaya cikardigini géstermektedir (25).
2.2.5.4. TNF-a

Sitokinler arasinda TNF-a ve IL-1, inflamatuar doku hasari igin invitro ve hayvan
modellerinde en ¢ok ¢alisilan sitokinlerdir. TNF-a vaskiiler permeabilitenin nétrofil bagimh
ve bagimsiz mekanizmalarla artmasina aracilik eder. Oksijen radikallerinin de TNF-a
aracill hasarda yer aldiklari gosterilmistir. in vitro ortamda siiperoksit anyonunun
temizlenmesi ile TNF- a duyarli hiicrelerin 6limu azalmistir. Stiperoksit anyonu ve TNF-a
nin sinerjistik etkileri miyokardiyal iskemi reperfiizyon modelinde gosterilmistir. Ratlarda
oksijen radikallerinin temizlenmesi ile TNF-a aracili 6limlerin azaldigi bildirilmistir. TNF-a
aracth  notrofil akimilasyonu, notrofillerde ve endotel hiicrelerinde adezyon
molekillerinin up regllasyonu ile iliskilidir. TNF-a’ nin iskemi reperflizyon hasarindaki
rolu, anti TNF-a antikorlarinin hepatik, intestinal ve bacak iskemisinde koruyucu etkisi ile
gosterilmistir. TNF-a aktivitesinin inhibisyonu ile renal ve kardiyak allogreftlerin akut
rejeksiyon oraninin azaldigi gosterilmistir. iskemi reperfiizyon hasarinda TNF-a plazma

dizeyleri artar. TNF-a, IL1, IL6’nin ekstremite iskemi reperfiizyonu sonrasinda kas ve
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akciger vaskiler hasari ile iliskili oldugu belirtiimektedir. TNF- a ve IL1 kas ve akciger
vaskdler gecirgenliginin artmasinda énemli rol almaktadir. Her iki sitokinin akciger ve kas
dokusunda nétrofil birikiminde oldukga farkli rolleri oldugu gosterilmistir (25).

Gaines ve ark. tarafindan ratlarda yapilan alt ekstremite iskemi reperfiizyon
¢alismasinda TNF- a nin iskelet kasi hasarindan da kismen sorumlu oldugunu bildirilmistir
(26).

Yassin M. ve ark. ratlarin alt ekstremitelerinde uygulanan i/R calismasinda ortaya
¢itkan TNF-a, IL-1B , IL-6 gibi mediyatorlerin serbest oksijen radikali ve |6kositler aracilig
ile, hem lokal dokuda hem de uzak organlarda hasara neden oldugunu saptamislardir (27).
2.2.5.5. ICAM-1

ICAM immunglobulin superailesinin bir Uyesidir. Lokositlerin doku hasari
bolgesinde lokalize olmasini saglarlar. Birgok sitokin, interferon § , IL-1 ve TNF-a endotel
hiicre ylizeyinde ICAM olusumunu indlkler. ICAM-1 sitokinle uyarilmis hiicre yizeylerinde
(endotel, lokosit, dermal fibroblastlar, melanositler ) ve bazi karsinomlarda olusur. ICAM-2
notrofillerin doku hasari bolgesine ilk lokalizasyonunda 6nemli rol oynar. ICAM-3
lokositlerde yapisal olarak bulunur ve CD 11a/CD 18 icgin liganddir. ICAM-3 monosit

/makrofaj ve B hiicrelerde fazla bulunur (28).

Lokosit—endotel etkilesimleri, iskemi reperflizyon hasari gelisen c¢esitli
organlardaki hasarda kritik rol oynarlar. Lokositlerin iskemi reperfiizyon sirasinda dokuya
transmigrasyonu, serbest oksijen radikalleri gibi doku hasari ile iliskili faktorlerin
kaynagidir. Bu transmigrasyon Oncesinde lokosit yuvarlanma ve yapismasi
mikrosirkiilasyonun veniler segmentinde spesifik adezyon molekilleri tarafindan
dizenlenerek artirilir. Lokosit adezyon ve transmigrasyonu vyapisal olarak ICAM-1

ekspresyonu tarafindan diizenlenir ve reperflizyon sonrasinda artar (29).

ICAM-1 monoklonal antikorlari mezenterik mikrosirkiilasyonda postiskemik lokosit
adezyonunu %40, transmigrasyonunu %50 azaltmistir (30). ICAM-1 ve P- selektinin
birlikte bloke edilmesi akut reperflizyon sonrasi iskelet kasinda mikrosirkiilasyonu anlaml
olarak iyilestirmistir (31). Ayni sekilde Merchant ve arkadaslari tarafindan fare quadriseps
kasinda ICAM-1" in siklik peptid (IP25) tarafindan inhibe edilmesi ile reperfiizyon

esnasinda notrofil infiltrasyonunun ve doku nekrozunun azaldigi bildirilmistir (32).

14



2.3. EPIDURAL ANESTEZi

Epidural anestezi spinal sinirlerin duradan c¢ikip, intervertebral foramenlere
uzanirken epidural aralikta lokal anestezik enjeksiyonu sonucu anestetize edilmesi ile
meydana gelen bir tlr bolgesel anestezi yontemidir. Baslica duysal ve sempatomimetik
lifler bloke olurken, motor sinirlerde kismen veya tamamen bloke olabilirler. Anestezik
sollisyonun verilme yerine gore, torakal, lumbal veya kaudal epidural bloklardan s6z edilir.
Epidural anestezide spinal anesteziden farkli olarak her yogunlukta ve diizeyde blok
saglanabilir. Bu farkh blok dizeyleri, uygun ilag, dozaj ve konsantrasyon secimine baglidir
(33). Epidural arahk; yukarida foramen magnum, asagida sakrokoksigeal membran,
yanlarda vertebra pedikilleri periostu ve intervertebral foraminalar, 6nde posterior
longitudinal ligament ve intervertebral diskler ile vertebralardan ¢ikan sinir kokleri, arkada
ise ligamentum flavumla sinirlidir. Spin6éz ¢ikintilar, 6zellikle lomber bélgede genisler ve
yukariya dogru daralir. Epidural araligin toplam volimi 118 ml olarak bulunmustur.

Torasik bolgede en fazla, sakralde en az olmak Uzere hastalarin % 80’inde negatif
basing mevcuttur. Lumbal bolgede epidural aralik en genistir (5-6 mm) ve ligamanlar bu
bolgede kalindir. Aralik genisligi toraks bélgesinde 3—5 mm iken servikotorasik bolgede 2—
3 mm’ye diser. Cilt ve epidural bosluk arasi 4—6 cm olup, sismanlarda 8 cm, zayiflarda 3
cm’e kadar degisebilir.

Epidural aralik, gevsek areoler doku, yag dokusu, dural kiliflari ile birlikte spinal
sinirler, damarlar ve lenfatikleri icerir. intervertebral venéz pleksuslar, lokal anestezik
ilaclar icin genis absorbsiyon ylzeyi olusturarak, ilacin diflizyonla sistemik dolasima gecip
etkinin azalmasina yol acar. Oksiirme, tkinma sirasinda ya da biyiik abdominal kitleler ve
gebeligin ge¢c doneminde meydana gelen vena kava basisi ile venlerde genisleme, epidural
aralikta daralma olur; boylece daha disiik volim ve konsantrasyonla yeterli anestezi ve
analjezi saglanir (33,34).

Epidural araliga Tuohy ignesiyle dogru noktadan girildiginde sirasiyla cilt, cilt alti,
supraspindz ve interspindz ligamanlar, daha sonra kalin ligamentum flavuma
ulasiimaktadir. Ligamentum flavum gecildiginde epidural araliga ulasiimis olunur (sekil 1).
igne daha fazla ilerletilirse dura delinebilir. Dura delindiginde ikinci bir direng kaybi olusur

ve bu durumda, enjektér igneden ayrildiginda serebrospinal sivi gelir. (33)
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Sekil 3. Epidural kateter yerlestirilmesi

Kaudal aralik epidural araligin sakral bélimuddr. Kaudal anestezi, epidural anestezi
formlarindan biridir. Sakral ve alt lomber sinirlerin blogu i¢in cok uygundur. Verilen ilacin
miktarina gore seviye ylkseltilebilir. Daha yliksek blok icin, bu yolla blyik miktarda ilag
vermek gerektiginden lumbal epidural enjeksiyon tercih edilmelidir. Kaudal blok ilk olarak
1901 yilinda Cathelin ve Sichard tarafindan uygulanmistir (Sekil 2). Kaudal anestezi bugiin
daha c¢ok pediatrik hastalarda postoperatif analjezi amacli uygulanmaktadir (33,35).

N1
sakrum ,.é@ ;
sakral membran

) 2

koksisks

Sekil 4. Kaudal epidural blok
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Epidural araliga verilen lokal anestetik, volime baglh olarak yukari ve asagiya dogru
yayilir. Lokal anestezigin bir kismi vaskiiler absorbsiyonla sistemik dolasima gecer. Kandaki
lokal anestetigin miktari 20-30 dakika icinde en (st diizeye ulasir. Bu dénemde sistemik
etkiler yoninden hastanin yakindan izlenmesi gerekmektedir. Epidural blogun
gerceklesmesinde verilen lokal anestezigin kimyasal o6zellikleri de 6nemli rol
oynamaktadir. Lipidde eriyen lokal anestetiklerin epidural enjeksiyonundan sonra doku
engellerinden gecerek spinal korda ulasmasi kolay olur bu ylizden daha etkili olurlar.
Asidoz, hipoksi, hiperkapni, lokal anesteziklerin doku tarafindan alinmasini etkileyerek
etkinligini  azaltirlar.  Hipotermi varhg da lokal anesteziklerin karacigerde
biyotransformasyonunu etkiler (33).

Epidural araliga verilen lokal anestezikler etkilerini asagida siralanan bdlgelerde
gosterirler.

1. Epidural araliktaki sinir koklerinde,

2. Paravertebral alanda dural kilifini kaybetmis sinir koklerinde,

3. intradural bolgedeki sinir kdklerinde,

4. Subperinodral ve subpial bosluklara diffiize olarak etkilerini gosterirler.

Bu yollar ile etkilenen sinirler; anterior kokler, posterior kdkler ve ganglionlari, miks spinal
sinirler, visseral afferent lifler, ak ve gri kommiinikan dallardir (36).

L5 ve S1’deki cok blyuk spinal sinirler, epidural boslukta bloke edilmesi en zor sinirlerdir
ve bu sinir kdklerinin baskilanmasini gerektiren cerrahi islemler epidural anestezi ile diger
bolgesel tekniklerde oldugundan ¢ok daha zor olabilir (37).

Lokal anestezik sollisyonun subaraknoid veya epidural araliga verilmesinden sonra ilk
olarak preganglionik sempatik lifler etkilenir. Daha sonra otonom liflerden kalinlklarina
gore agri, 1sl, dokunma ve son olarak basin¢ duyusunu tasiyan lifler bloke olur. Sirasi ile
sempatik, duyusal ve motor blok olusur (38). Blogun geri ¢ekilmesi ise bunun tam tersidir.
Once motor blok, sonra sensoryal blok, sonra da sempatik blok ortadan kalkar. Sempatik
blok sensoryal bloktan 2—-4 segment yukardadir. Motor blok ise sensoryal bloktan iki
segment asagidadir (39).

2.3.1.TAVSANLARIN EPIDURAL ANATOMISi

Tavsanlarin kolumna vertebralisi insanlardan farkli olarak 7 servikal, 12 torakal, 7

lomber, 4 sakral ve 15-16 kaudal vertebradan olusmustur. Vertebralar; yassi kemik
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silindir, vertebra korpusu ve diger parcalar olarak 3 bélimde degerlendirilir. Spinal kanal
ve spinal kordu cevreleyen noral ark vyassi kemiklerden olusmustur. Korpusun
dorsolateralinde transvers, spinal arkusun arkasinda orta hatta ise spinéz cikintilar
bulunur. Vertebra korpuslari arasinda vertebral disk yer alir. Lomber bélgede bulunan
transvers ve spindz cikintilar kraniyale dogru agilidir. Bu nedenle tavsanlarda lomber
spinal anestezi uygulamalari icin ignenin dogrultusu kaudale dogru yonlendirilmelidir.
Torakal bolgedeki spindz ¢ikintilar ise kaudale dogru agilidir. Spin6z gikintilardaki agilanma
tavsanlarda spinal ve epidural anestezi uygulamalarini kolaylastirmasi agisindan énemlidir.
Arkusu olusturan laminalardan c¢ikan diger kemik cikintilar pre-zygapophyses, post-

zygapophyses, metapophyses seklinde adlandirilirlar.

Tavsanlarin medulla spinalis kiliflari insanlardaki gibi piamater, araknoid ve
duramaterden olusur. Duramater spinalis, intrakraniyal duranin ic meningeal yapragi
olarak devam eder. Foramen magnumdan baslayip, spinal kordun etrafini sarip, sakral
ikinci vertebra hizasinda sonlanir. icindeki spinal kord ise L7 vertebra hizasinda conus
medullarisi yapar.

Tavsanlarda spinal kord servikal ve lomber bolgelerde genistir. Spinal korddan 8
servikal, 12 torasik, 7 lomber, 4 sakral, 6 kaudal spinal sinir ¢ikar. Sakrumun ortalarindan
itibaren kauda equina olusur ve filum terminale olarak kuyruga kadar devam eder.
Posterior spinal sinirler de vertebral kolondaki foramenlerden ¢ikar.

Tavsanlarda dural sak ve icindekileri cevreleyen epidural aralik ise foramen
magnumdaki kemik periostundan baslar, koksigeal kemikler arasinda sonlanir. Epidural
araligin 6n duvarini vertebralarin posterior longitidunal ligamani ve intervertebral diskler,
arka duvarini ligamentum flavum, yanlarini ise vertebra arkuslarinin periostu olusturur.
Epidural aralik iginde insanlardaki gibi yag dokusu, damarlar ve spinal sinirler bulunur
(40,41).

2.3.2 Epidural anestezinin alt ekstremite dolasimi lizerine etkileri

Epidural anestezi ile olusturulan sempatik blok ancle - brachial indeksi azalmis
hastalarda alt ekstremite kan akimini artirmasi nedeniyle, alt ekstremite iskemisi ile
basvuran vaskiiler rekonstriksiyon vyapilacak hastalarda avantajli olabilir. Epidural
anestezi boyunca hemodinamik durum genel anesteziden daha stabil seyreder. Genel

anestezi alt ekstremite kan akim hizini artirmaz, aksine genel anestezi sonunda artmis
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stres cevaba bagl vazokonstriiksiyon bacak ve greft kan akimini daha fazla bozmaktadir.
Epidural anesteziye bagh sempatik blok sayesinde kardiyovaskiler sistem Gzerindeki ylk,
epidural anestezide genel anesteziye gore belirgin olarak daha azdir. Greftdeki disiik akim
hizi bypass greftdeki basarisizligin bir belirleyicisidir. Bu nedenle regional anestezi ile
saglanan greft akim hizinin artirilmasi ve postoperatif donemde de bunun sirdirilmesi,
greft acikligi ve acik kalma silresine yardimci olmasi yéninden énemli olabilir (42). Tuman
ve arkadaslari genel anesteziye kombine edilen epidural anestezinin postoperatif
hiperkoagulabiliteyi azaltabilecegini ve vaskiler cerrahi gegiren hastalarda tromboembolik
olaylari azaltabilecegini bildirmislerdir (43).

Yapilan calismalarda epidural anestezinin, genel anesteziye gére daha iyi greft acikhg
sagladig bildirilmistir (43,44). Bu bulguyu agiklamak igcin Perler ve arkadaslari genel
anestezi ve artmis plazminojen aktivator inhibitoér 1 dizeylerinin daha yiksek oranda
greft oklizyonuna neden oldugunu 6ne sirmuslerdir (45). Rosenfeeld ve arkadaslari
postoperatif plazminojen aktivatér inhibitori 1'in genel anestezik grupta arttigini,
epidural anestezide ise anlamli bir artis olmadigini bildirmislerdir (46).  Parker ve
arkadaslari epidural anestezideki daha iyi greft agikhginin stres modulasyonuna bagl
oldugunu bildirmistir (47).

Epidural anestezi alt ekstremitede arteriyel inflowu artirarak ve ventz bosalmayi
saglayarak postoperatif alt ekstremite kan akimini artirir (48). 20 hastada yapilan baska
bir prospektif calismada femorodistal bypass yapilan hastalarda epidural anestezinin greft
kan akimini artirdigi ve bu nedenle femorodistal rekonstriiksyon yapilacak hastalarda
epidural anestezinin faydal olabilecegi bildirilmistir (49). Yliceyar ve ark. aortofemoral
cerrahiye giden hastalarda epidural anestezinin lipid peroksidasyonunu azalttig
bildirilmistir (50).

2.3.3. LIDOKAIN

Kimyasal ismi 2-(diethylamino)-N-(2,6-dimethylphenyl) acetamid’dir. Formild
CiaH22N,0  olup molekul agirhgr 234.34 g/mol’dur (sekil 1). Lidokain, lokal anestezik ve
antiaritmiktir. Etkisi 30-90 saniye icinde baslar. Yarilanma Omri 90-120 dakikadir.
Karaciger fonksiyon bozuklugu ve konjestif kalp yetmezliginde yarilanma siiresi uzar.
Karacigerde metabolize edilen lidokainin metabolitleri idrar ile atilir. Lidokain, hiicre

membranindaki hizli sodyum kanallarini bloke ederek néronal depolarizasyonu degistirir.
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Depolarize olamayan membran, aksiyon potansiyelini iletemez ve bu durum lidokainin
lokal anestezik etkinliginin temelini olusturur (51).

Lidokain amid yapih lokal arasinda en kisa etki siireli iki ilagtan biridir. Kaudal veya
lomber epidural anestezi icin % 1’lik , % 1,5'luk veya %2 lik sollisyon kullanilir. Kalp
cerrahisi, kalp kateterizasyonu, ve akut miyokard infarktlsl sirasinda gelisen akut
ventrikller aritmilerin Onlenmesinde ve ortadan kaldirilmasinda intavendz yoldan

verilmek suretiyle basari ile ve sik kullanilan bir antiaritmiktir ( 52 ).

CH,
H
N
\n/\ N TN CH,
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Sekil 5. Lidokainin kimyasal yapisi

20



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Konya Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde gerceklestirildi. Alinan biyokimyasal érnekler Selcuk Universitesi
Selcuklu Tip Fakdlltesi Biyokimya Anabilim Dal’'nda, patolojik ornekler de Selcuk

Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda incelendi.

Calismanin planlanmasini takiben Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan 23/08/2011 tarih 20011 - 092 karar
sayisi ile onay alindi. Proje finansmani icin Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Ofisi’nden 121518011 proje numarasi ile kismi maddi destek saglandi.
3.1. Denekler

Calismada, agirliklari 1750 - 2800 gram arasinda degisen 36 adet erkek Yeni
Zelanda cinsi beyaz tavsan kullanildi. Tim tavsanlar deney glniline kadar standart

laboratuar yemi ile beslendi. Su icmelerine izin verilerek 12 saat sire ile a¢ birakildi.

3.2. ilaglar

Ketamin: Ketalar flakon (50 mg/ml, Eczacibasi ilac ve Ticaret A.S. istanbul - Tiirkiye) 50
mg/kg dozunda intramuskdiler olarak anestezi saglamak amaciyla verildi.

Ksilazin: Rompun flakon (23.32 mg/ml, Bayer Tiirk Kimya Sanayi Limited A.S. istanbul -
Tirkiye) 10 mg/kg dozunda intramuskuler olarak analjezi amaciyla verildi.

Lidokain: Aritmal %2 ampul (20 mg/ml, ADEKA ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S. Samsun —
Tirkiye) Epidural anestezi saglamak i¢cin % 0.5°lik olacak sekilde seyreltilip epidural
kateterden once 0.4 mi/kg bolus verilip takibinde 0.1 ml/kg dozunda inflizyon seklinde
verildi.

3.3. Anestezi

Calisma oncesinde su icmelerine izin verilmek kosulu ile 12 saat a¢ birakilan
tavsanlarin timinde cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan ve doku orneklerinin alinmasi sol
on bacaktan uygulanan intramuskuler 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi

altinda yapildi. Gerektiginde ek doz uygulandi.
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3.4. Cerrahi Prosediir

Anestezi uygulamasi sonrasi tavsanlarin kulak, boyun, sag inguinal ve kuyruk
bolgeleri tras edildi. Ardindan traslanmis alanlar betadin sollisyonu ile temizlendi. Tim
deneklere, kulak veninden vendz damar yolu amaciyla 22 gauge IV kaniil (plusMED Damar
ici Kateter, Trimpeks ith. ihr. Tur. Ve Tic. A.S. istanbul — Tirkiye) yerlestirildi. Tim
deneklere, bu venden 15 ml/kg/saat dozunda Ringer Laktat (Laktatl Ringer Sollsyonu,
Eczacibasi-Baxter Hastane Uriinleri San. Ve Tic. A.S. istanbul — Tiirkiye) infiizyonu verildi,
devamli elektrokardiyografi ile ritm ve nabiz monitorizasyonu (Horizon 2000, Mennen
Medical Inc. Rehovot, Israel) yapildi. Tim deneklerde, boyun 6n bdlgesinden yapilan
vertikal kesi ile girilerek sol karotis arter bulunup 22 gauge kaniil (plusMED Damar igi
Kateter, Trimpeks ith. ihr. Tur. Ve Tic. A.S. istanbul — Tiirkiye) yerlestirilerek devamli kan
basinci monitorizasyonu yapildi. Ayrica, solunum sikintisi gelismesi durumunda hizli

miidahale saglayabilmek amaciyla tiim deneklere, ayni boyun kesisi lizerinden trakea

eksplore edilerek 3.5 mm trakeostomi kanilu yerlestirildi (Resim 1).

Resim 1: Yerlestirilmis sol karotis arter ve trakeostomi kanulii (mavi ok: sol karotis arter, kirmizi ok: trakea)
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3.4.1. Epidural kateter yerlestirilmesi

Ketamin ve ksilazin anestezisi sonrasinda kuyruk bolgesi tras edilen denekler prone
pozisyonda iken kuyruk bdélgesi %10 povidon—iodine ile temizlendi. Daha sonra kuyruk
anlisten 1 cm distalde olacak sekilde eklem araligl hissedilerek ampute edildi. Sakral kanal
eksplore edildi. Epidural kateter ignesi ile sakral kanala girildi. 19 gauge epidural kateter
(Balton Epidural Anaesthesia Set Small 19 G, Balton Ltd, Poland), sefalik yonde L1 — L2
seviyesine gelecek sekilde 15 cm ilerletildi (Resim 2). Kateter tiinel vasitasi ile ciltaltindan

cikarihp tespit edildi. Kuyruk bolgesinde cilt primer siitiire edildi.

GLRLER) -
bl L TS
ERLNcuavly

2 28T

Resim 2: Kaudal yontemle girilerek yerlestirilmis epidural kateter (mavi ok: epidural kateter, kirmizi ok:

sakral kanal )

Denek, tekrar supin pozisyona gevrildi. Epidural kateter takilan tim denekler, sakrifiye

edildikten sonra vertebral kolon agilarak epidural kateterin yeri dogrulandi (Resim 3).
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Resim 3: Kemik yapilar uzaklastirildiktan sonra epidural kateterin yerinin dogrulanmasi (ok: epidural kateter)

3.4.2. Ana femoral arter eksplorasyonu

Sag inguinal bolgeden vyaklasik 3 cm’lik vertikal insizyon vyapilarak inguinal
ligamanin hemen distali seviyesinde ana femoral arter eksplore edildi. Femoral arter 2/0
ipek ile donuldi. Daha sonra sari renkli plastik bulldog klemp (Vascu-Statt Il bulldog
clamps, Scanlan Group, USA) kullanilarak ana femoral arter klemplendi. (Resim 4).
Kollateral olasimi engellemek amaciyla ekstremite proksimalden lastik turnike ile sikildi.

Arteriyel akimin durdugu manuel doppler ultrasound ile teyid edildi.
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Resim 4: Ana femoral arterin klemplenmesi (ok: femoral arter)

3.5. Deney gruplari

Grup | (kontrol grubu), kontrol grup olup sadece sag inguinal bélgeden yapilan
insizyonla ana femoral arter eksplorasyonu yapildiktan sonra 2/0 ipek ile donuldl, klemp

ve turnike uygulanmadi.

Grup Il (iR grubu), IR grubu olup, sag inguinal bdlgeden yapilan insizyonla ana
femoral arter eksplorasyonu yapildi. Ana femoral arter klemplenerek ve ekstremiteye
lastik turnike uygulanarak 150 dakika alt ekstremite iskemisi olusturulup klemp ve turnike

kaldirdi, takibinde 120 dakika reperfiizyon uygulandi.

Grup I ( IR + epidural anestezi grubu), iR ve epidural anestezi uygulanan galisma
grubu olup, 6nce tavsanlara kaudal teknikle epidural kateter yerlestirildi ve iskeminin
baslamasi ile birlikte buradan % 0.5’lik lidokain 6nce 0.4 ml/kg bolus verilip takibinde 0.1
ml/kg dozunda infiizyona IR siiresince devam edildi. Sag inguinal bolgeden yapilan

insizyonla ana femoral arter eksplorasyonu yapildi. Ana femoral arter klemplenerek ve
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ekstremiteye lastik turnike uygulanarak 150 dakika alt ekstremite iskemisi olusturulup

klemp ve turnike kaldirdi, takibinde 120 dakika reperfiizyon uygulandi.

Grup IV (epidural kontrol grubu), epidural anestezi kontrol grubu olup, tavsanlara
kaudal teknikle epidural kateter yerlestirildi ve buradan Grup lllI’de verilen dozda % 0.5’lik
lidokain 6nce 0.4 ml/kg bolus verilip takibinde 0.1 ml/kg dozunda inflizyona, toplam
iskemi ve reperfilizyon siresi olan 270 dakika boyunca devam edildi. Sag inguinal boélgeden
yapilan insizyonla ana femoral arter eksplorasyonu yapildi. Ana femoral arter 2/0 ipekle

donuildi. Klemp ve turnike uygulanmadi.
3.6. Kan ve doku 6érneklerinin alinmasi

Kan ve doku ornekleri, femoral arter klemplenmesi ve alt ekstremiteye turnike
uygulamasindan 270 dk (150 dk iskemi + 120 dk reperflizyon siiresi dolduktan) sonra
alindi. iskemi reperfiizyon siiresi dolduktan sonra sag femoral ven 22 gauge kaniil
(plusMED Damar ici Kateter, Trimpeks ith. ihr. Tur. Ve Tic. A.S. istanbul — Tirkiye) ile
kanille edildi. Kan o6rnekleri, iskemi uygulanan tarafta femoral vendeki bu kanilden
alindi. Tavsanlardan alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumlari ayrildi ve kapakh
tlplerde calisma siresine kadar -80° C’'de saklandi. Doku biyokimyasal incelemesi igin,
gastroknemius kasi ve immunohistokimyasal inceleme igin gastroknemius kasi ve ylizeyel
femoral arter eksize edildi. Denekler islem sonrasi intraventz ketamin ile sakrifiye edildi.
Alinan patoloji 6rnekleri tamponlu % 10’luk formalin solisyonuna konulup ilgili patologa
ulastirildi. Hematoksilen eosin ve immunohistokimyasal metodla incelendi. Biokimyasal
inceleme icin alinan gastrocnemius kasi kapakli tiiplerde ¢calisma siresine kadar -80° C'de

saklandi.

-80° C'de saklanan serum o6rnekleri, calisma icin oda isisinda sivi hale getirildi ve
elde edilen serumlarda IL-6 ve TNF-a diizeyleri, gastroknemius kasinda SOD aktivitesi ve
MDA diizeyi Olglldi. Patolojik inceleme hematoksilen eosin  boyama ve
immunhistokimyasal metodla femoral arter endotelinde ve kas doku vaskiiler endotelde

ICAM-1 ekspresyonu degerlendirildi.
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3.7. IR belirteglerinin dl¢iimii
3.7.1. IL-6 diizeyi Ol¢limii

IL-6 diizeyleri ELISA teknigi ile ve Rabbit interlékin-6 (Cusabio Biotech Co. Ltd, China) isimli
ticari kit kullanilarak belirlendi. Yontemin saptayabildigi en disik IL-6 konsantrasyonu
15.6 pg/ml’ dir. Standartlarin konsantrasyonlarina karsi 450 nm’ deki absorbanslari
kullanilarak standart egrisi elde edildi ve bu egriden elde edilen denklemde 6rneklerin

absorbans degerleri girilerek konsantrasyonlari pg/ml olarak hesaplandi.
3.7.2. TNF-a diizeyi 6l¢limii

TNF-a dizeyleri ELISA teknigi ile ve Rabbit Tumor Necrosis Factor-a (Cusabio Biotech Co.
Ltd, China) isimli ticari kit kullanilarak belirlendi. Yontemin saptayabildigi en disiik TNF-a
konsantrasyonu 78,13 pg/ml’ dir. Standartlarin konsantrasyonlarina karsi 450 nm’ deki
absorbanslari kullanilarak standart egrisi elde edildi ve bu egriden elde edilen denklemde

orneklerin absorbans degerleri girilerek konsantrasyonlari pg/ml olarak hesaplandi.
3.7.3. SOD aktivitesi ol¢limii

SOD enzimi, superoksit radikalini substrat olarak kullanir. Bu deneyin prensibi; ksantin /
ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan sliperoksit radikalinin ortamda bulunan
nitroblue tetrazolium (NBT) bilesigini rediiklemesi esasina dayanir. Reaksiyon ortamina
ilave edilen (doku homojenatinda bulunan) SOD enzimi olusan sliperoksit radikallerini
ortamdan uzaklastirarak, aktivitesiyle dogru orantili olarak NBT’nin rediiksiyonunu
engeller (53). Rediklenmis NBT menekse rengindedir ve spektrofotometrede, 560 nm
dalga boyunda absorbans verir. Ortama SOD ilave edilerek bulunan absorbans degeri,
enzimin ilave edilmedigi kor deneyinin absorbansiyla mukayese edilerek enzim aktivitesi
hesaplanir. Kér ve numunelere ait absorbanslar spektrofotometrede, 560 nm’de distile
suya karsi okunduktan sonra, SOD aktivitesi Unite tarifine (1 inite SOD aktivitesi, NBT'nin
rediklenmesini % 50 oraninda inhibe eden enzim miktari olarak tanimlanmistir) gore
hesaplandi. SOD aktivitesi hesaplandiktan sonra protein konsantrasyonuna boliindl ve

Olciim sonucu “U/mg protein” olarak ifade edildi.
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3.7.4. MDA diizeyi 6l¢limii

Doku MDA seviyesi tayininde spektrofotometrik 6lcim metodu kullanildi. Bu
metoda gore, MDA ile tiyobarbitirik asitin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan pembe
renkli bilesigin absorbansi, spektrofotometrede, 532 nm dalga boyunda 0lgildi. Bu
Olcimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan kullanildi. Elde edilen MDA degeri
(nmol/ml), protein konsantrasyonuna bolindi ve 6lcim sonucu “nmol / mg protein”

olarak ifade edildi (54).
3.8. immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal metodla iR hasari, calismaya kér birakilan bir patolog
tarafindan degerlendirildi. Formalin fikse edilmis parafin bloklardan elde edilen 4 um
kalinligindaki kesitler poly-L-Lizin kapl lamlara alinarak, 70 °C’lik etiivde 1 saat bekletildi.
Sonrasinda 5’er dakikalik ksilen serilerinden gecirilerek deparafinize edilen kesitler, 3’er
dakikalik alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon saglandi. Ardindan 1 dakika distile
suda yikandi. Bu islemi takiben, antijen geri aliminin saglanabilmesi igin, 10mM sitrath
tampon (ph:6) sollisyonu icinde, dadikli tencerede 3 dakika kaynatildi ve ayni tampon

icerisinde oda isisinda 40 dakika sogutuldu.

immunohistokimya prosediirii icin ImmunoCruz Rabbit LSAB Staining System (sc-
2051, SantaCruz Biotechnology Inc.) kullanildi. ilk olarak, endojen peroksidaz aktivitesini
ortadan kaldirmak i¢in peroxidase blocking reagent ile bloklama islemine tabi tutulup 5
dakika inklibasyon yapildi ve 4 dakika Fosfat Buffer Sollisyonu (PBS) ile yikandi. Sonrasinda
20 dakika serum blok uygulandi ve ardindan 4 dakika PBS ile yikandi. Bu islemi takiben
kesitlere 1:200 dilisyon oraninda Rabbit Anti- CD54 / ICAM-1 (bs-4615R, Bioss antibodies,
USA) primer antikoru uygulandi ve 2 saat inklibasyona birakildi. Sonrasinda lamlar PBS’de
4 dakika yikanip, biotinylated sekonder antikor damlatilip 30 dakika inkiibasyon yapildi.
Tekrar PBS’ de 4 dakika yikanarak, HRP Streptavidin complex damlatildi ve 30 dakika
inklibasyonda birakildi. 4 dakikalik PBS yikamasi tekrarlandi. Sonrasinda diaminobenzidine
(DAB) kromojen damlatilip, 7-8 dakika inkiibe edildi ve distile suda yikandi. Dokular

Hematoksilen boya ile 1 dakika boyandi. Ardindan distile suda 2-3 dakika yikanip alkol
28



serilerinden gecirildi. Havada kurutulan preparatlar ksilene konularak entellan ile
kapatildi. Femoral arter ve gastroknemius mikrovaskiler endoteli ICAM1 ekspresyonu
degerlendiriimesinde Khandoga ve ark. (55) degerlendirme skoru referans alinarak,
immunohistokimyasal bulgularin skorlari; (-) boyama yok 0 puan , (+) hafif boyama 1
puan , (++) orta siddette boyama 2 puan ve (+++) siddetli boyama 3 puan olarak

derecelendirilerek hesaplandi.

3.9. istatistiksel Yéntem

Deneysel calismada elde edilen veriler bilgisayar ortaminda istatistik yazilim
programi olan SPSS (SPSS version 16.0, SPSS Inc. Chicago, IL, USA) programi ile analiz
edildi. Sayisal degiskenler, ortalama + standart sapma ve ortanca ( 1. ceyreklik -3.
ceyreklik ) seklinde sunuldu. Biyokimyasal verilerin normal dagilima uygunluk analizi Bir-
ornek Kolmogorov-Smirnov testi ile vyapildi. Bu verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde, gruplar arasindaki farkliliklar One —way ANOVA ve bunu takiben
ikincil test olarak Tukey-HSD parametrik testleri kullanilarak karsilastirildi.
immunhistokimyasal verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde, gruplar arasi anlamli
farklarin belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi ve bunu takiben ikincil test olarak da
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. P degerinin 0.05’ten kiigiik olmasi

( Bonferroni diizeltmesinde p< 0.01 olmasi ) istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney hayvanlarinin viicut agirliklari; kontrol grubu 1854 + 81 gram, IR grubu 2026

+ 240 gram, IR + epidural anestezi grubu 2113 + 248 gram, epidural anestezi grubu 2096 +

355 gram idi. Gruplar arasi agirhk bakimindan istatistiksel anlamlilik yoktu (p> 0.05).

4.1. BiYOKIMYASAL BULGULAR

Gruplara ait doku ve serum o6rneklerinden elde edilen biyokimyasal degerlerin

sonuclari ortalama ve + standart sapma seklinde Tablo 2’de gosterilmistir.

Grup Serum diizeyleri Doku diizeyleri

TNF-a IL-6 MDA SOD

(pg/ml) (pg/ml) (nmol/mg protein) (U/mg protein)
Kontrol 955 + 436 59116 0.19+0.07 1,821+0.11
IR 1559 + 293 87112 0.40+0.07 2,01+0.16
IR + epidural

1163 +333 66 + 22 0.31+0.04 2,00+0.08
anestezi
Epidural

906 + 465 54 +16 0.24 +0.03 1,82+0.06
anestezi

Tablo 2: Biyokimyasal degerlerin sonuglari

Serum TNF-a degerleri karsilastirildiginda;

IR grubu ile kontrol grubu ve epidural anestezi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulundu (p<0.05). IR grubu ve IR+ epidural anestezi grubu arasinda TNF- a degerleri

acisindan anlamli fark bulunmadi( p>0.05).
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Serum IL-6 degerleri karsilastirildiginda;

IR grubu ile kontrol grubu ve epidural anestezi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0.05). IR grubu ve IR+ epidural anestezi grubu arasinda TNF- a degerleri

acisindan anlamli fark bulunmadi( p>0.05).
Kas doku MDA degerleri karsilastirildiginda;

IR grubunda MDA degerleri diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu
(p<0.05). IR+ Epidural anestezi grubu MDA degerleri ;kontrol grubu ve epidural anestezi
grubuna gore anlamli yiksek(p<0.05), IR grubuna gore istatistiksel anlamli disuk

bulundu(P<0.05).
Kas doku SOD degerleri karsilastirildiginda ;

IR grubu ile kontrol grubu ve epidural anestezi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0.05). IR grubu ve IR+ epidural anestezi grubu arasinda SOD degerleri

acisindan anlamh fark bulunmadi( p>0.05)
4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR
4.2.1. Hematoksilen Eosin ile Degerlendirme

Hematoksilen eosin ile 1sik mikroskopide, tiim gruplarin femoral arter kesitlerinde

histopatolojik bulguya rastlanmadi.

Gastroknemius kas kesitlerinde, IR grubunda 3 olguda postkapiller veniillerde
polimorfoniikleer lokositlerin damari doldurdugu ve damar disina diapedes yaptigi

goruldi (resim 5).
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Resim 5. IR grubu, PMNL lokositlerin diapedesi (HE X40)

4.2.2. immunohistokimyasal Degerlendirme

Kontrol iR iR+ EPIDURAL ANESTEZI EPIDURAL ANESTEZI
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Kruskal Mann
ICAM1 (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) Wallis Whitney U
EKSPRESYONU -+ ++ +++ ORT -+ ++ +++ ORT -+ ++ +++ ORT - ] +H+ ORT
[} P<0.05
FEMORAL ARTER I-l
ENDOTELI 9| 0 0 0 - 0|0 3 6 +++ 0|5 4 0 + 9/ 0| 0 0 - P <0.05 I-1n
-1
H-v
1n-v
GASTROKNEMIUS 1l
VASKULER 9| 0 0 0 - 0|0 4 5 +++ 0| 6 3 0 + 9/ 0| 0 0 - P <0.05 I-1n
ENDOTELI -
I-v
1n-v

Tablo 3: Gruplarin immunohistokimyasal skorlari ve degerlerin gruplar arasindaki istatistiksel analizi.
immunhistokimyasal bulgularin ortanca skorlari; (-) boyama yok, (+) hafif boyama, (++) orta boyama ve

(+++) siddetli boyama olarak derecelendirilerek hesaplandi.
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Kontrol grubu ve epidural anestezi grubunda; femoral arter endoteli ve
gastroknemius vaskiler endoteline ait doku kesitlerinde ICAM-1 immunreaktivitesi
gorilmedi (Tablo 3, resim 6,7). iR grubunda; femoral arter endoteli ve gastroknemius
vaskiler endoteline ait doku kesitlerinde immunreaktivitenin siddetli diizeyde (ortalama
skor; +++) oldugu gérildi (Tablo 3, resim 8,9 ). IR + epidural Anestezi grubunda; femoral
arter endoteli ve gastroknemius vaskiiler endoteline ait doku kesitlerinde
immunreaktivitenin hafif dizeyde (ortalama skor; +) oldugu gorildia (Tablo 3, resim

10,11).

Gerek femoral arter endoteli ve gerekse gastroknemius vaskiler endoteline ait
ortalama skorlari alinan immunhistokimyasal bulgularin Kruskal-Wallis ydntemiyle

istatistiksel analizinde anlamli farkhlik saptandi (p<0.05).

Gruplarin her birisi kendi arasinda karsilastirihp degisikliklerin Mann-Whitney U
yontemiyle istatistiksel anlamhligi incelendiginde; femoral arter endotelinde ve

gastroknemius kas vaskiiler endotelinde,

ICAM-1 imminoreaktivitesinin; IR ve iR+epidural anestezi gruplarinda, kontrol grubuna

gore anlamli diizeyde siddetli oldugu saptandi (p<0.05).

IR + epidural anestezi grubunun ICAM-1 immunreaktivitesinin ise IR grubuna gore,

anlamli derecede hafif oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Resim 7. Gastroknemius kasi; kontrol grubu , ICAM-1 immunreaktivitesi gozlenmedi. DAB X20
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Resim 9. Gastrocnemius kasi, IR grubu, siddetli (+++) ICAM-1 immunreaktivitesi. DABX20
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Resim 10. Femoral arter endoteli, IR+ epidural anestezi grubu, hafif siddette (+) ICAM -1 immunreaktivitesi.

DABX40
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N\ \’ .
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Resim 11. Gastroknemius kas dokusu, IR + epidural anestezi grubu, hafif siddette (+) ICAM -1

immunreaktivitesi. DABX20
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5. TARTISMA ve SONUG

Akut alt ekstremite iskemisi cogunlukla, altta yatan aterosklerotik periferik arter
hastaligina bagh arteriyel tromboz, kardiyak orijinli veya proksimal arteriyel anevrizmadan
kaynaklanan arteriyel emboliye bagli olarak gelisir (1). Arteryel embolilerin %80’inde
kardiyak kaynak s6z konusudur (3). Femoro-popliteal bolge, tromboembolilerin en sik
gozlenen vyerlesim yeridir (7). Siklikla alt ekstremitede gelisen akut ekstremite
iskemisinde cerrahi serilerde belirtilen amputasyon ve 6lim orani sirasiyla %7 ve %10’dur.
Genellikle mortalite; altta yatan kardiyak hastalik nedeniyle, embolizasyona bagh akut alt
ekstremite iskemisi gelisen hastalarda tromboza bagh olarak gelisenlere gore daha

yuksektir (2).

iskelet kasi alt ekstremitede iskemiye en savunmasiz dokudur. Kas dokusu
ekstremitenin kiltesel olarak en fazla bulunan ve iskemiye en duyarli dokusu olmasi
nedeniyle alt ekstremitenin reperfiizyon sendromunda en kritik dokudur. iskelet kas
hasarinin iskeminin siddeti ve siresi ile orantili oldugu asikardir. Fizyolojik ve anatomik
calismalar gostermistir ki kas hilicresinde irreversibl hasar 3. Saatte baslar ve 6. Saatte
nereydeyse tamamlanir (12). Alt ekstremite IR hasarinda, lokal etkiler iskelet kasi ve
damar endotelinde goézlenirken, sistemik etkiler baslica akciger, kalp, beyin ve bobrekler
olmak lizere tim organlarda gozlenebilir (12). Reperfiizyonla birlikte sistemik dolasima
¢ikan inflamatuar aracilar, uzak organ endotel hiicre aktivasyonu ve mikrovaskiiler
disfonksiyona neden olurlar. IR" a bagh uzak organ hasarinda, ksantin oksidaz, I6kosit-
endotel etkilesimi ve inflamatuar aracilar énemli rol oynar. Yaygin uzak organ hasari
durumunda yiiksek mortalite ile seyreden multiple organ disfonksiyon sendromu (MODS)

veya sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) gelisebilir (14).

Petrasek ve arkadaslari oda sicakhginda, alt ekstremite iskemi reperfiizyon
hasarinda , iskeminin 4. saatinde kas dokusundaki nekroz oranini %21 , 5.saatte %61 ve

5.saatten sonra %92 olarak bildirmislerdir (56).

Deneysel alt ekstremite iskemi reperflizyon c¢alismalarinin ¢ogunlukla ratlarda
yapilmasina ragmen, epidural anestezinin kolay uygulanabilirligi acisindan ¢alismamizda

deney hayvani olarak tavsan kullanilimistir.
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Tavsanlarda alt ekstremite iskemi reperflizyon hasarina yonelik calismalar
incelendiginde , bilateral femoral arter eksplorasyonu ve klemplenmesi ile birlikte
kollateral dolasimi engellemek icin turnike uygulanmasi ve 2.5 h/ 2 h iskemi reperflizyon
suresi (24, 57) tek tarafli inguinal insizyonla femoral arter ve venin birlikte klemplenmesi
ile 5 h/ 1 h iskemi reperfiizyon siresi (58), tek tarafli yiiksek inguinal insizyonla ana iliak
arterin klemplenmesi ve 1h /3 h iskemi reperflizyon siresi, yine tek tarafli inguinal
insizyon ile 1 h / 4 h iskemi reperfizyon siresi (59) bulunan galismalar mevcuttur.
Calismamizda serbest radikal olusumunun degerlendirilmesi icin MDA degerlerinin IR
grubunda doku MDA degerlerinin olclilecek olmasi, IR yontem ve siiresini 6rnek aldigimiz
calismada IR grubunda serum MDA diizeylerinin anlamli olmasi, Seekamp ve ark. ratlarda
yaptiklari alt ekstremite iskemi reperflizyon calismasinda TNF alfa degerlerinin
reperfliizyonun 2. saatinde maksimum degerine ulastiginin bildiriimis olmasi nedeniyle
(25), Nanobashvili ve ark. nin (24) ¢alismalarinda uyguladigi femoral arter klemplenmesi
ve turnike uygulanmasi ile 2.5h / 2 h iskemi reperfiizyon suresini ¢alismamizda esas aldik

ancak iskemi reperfiizyonu tek tarafli uyguladik.

Literatlirde epidural anestezinin akut alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarina
etkisini inceleyen bir galisma bulunamamistir. Bettesworth ve ark. ¢ocuk ve infantlarda
bupivakain ve ropivakain ile kaudal epidural anestezi sonrasi non-invasive near-infrared
spectroscopy (NIRS) ile Ust ve alt ekstremite doku oksijenizasyonunu degerlendirdikleri
calismada epidural anestezinin alt ekstremite doku oksijenizasyonunu artirdigini
bildirmislerdir (60). Treschan ve arkadaslari saghkli gonillilerde yaptiklari calismada
epidural anestezinin subkutan6z doku oksijenizasyonunu artirdigini bildirmislerdir (61).
Wright ve arkadaslari epidural anestezinin neden oldugu sempatik blokaja bagh olarak
istirahat halindeki alt ekstremiteye giden total kan akiminin redistribisyonu ile cilt kan
akiminin arttigini ve kas kan akiminin azaldigini ; istirahat halindeki kaslarda hatta belki de
aktivite sirasinda da sempatik sistemin aktif olmadigini, kaslarda kan akiminin temel
olarak lokal ihtiyaclara gore dizenlendigini bildirmislerdir (62). Haljamae ve ark. epidural
ve genel anesteziyi karsilastirdiklari ABI <1 olan vaskiiler cerrahi hastalarinda ve ABI> 1
olan nonvaskiler cerrahi hastalarinda yaptiklari calismada epidural anestezinin her iki
grupta da bacak total kan akimini artirdigini ve bunun postanestezik periyodda da devam

ettigini, epidural anestezinin genel anesteziye gore daha iyi hemodinamik stabilite ve
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daha fazla alt ekstremite kan akimi saglamasi nedeniyle arteriyel rekonstriiksiyon yapilan

hastalarda genel anesteziye gore avantajli oldugunu bildirmislerdir (63).

iskemi reperfiizyon hasari serbest oksijen radikallerinin asiri Giretimine neden olur
ve bu durum endojen antioksidanlarin tlketimine ve azalmasina neden olur. Asiri
miktarda serbest oksijen radikali membran fosfolipidlerine saldirarak zincirleme lipid
peroksidasyonuna neden olurlar, ilk olarak endotelial hicrelerde, hiicrelerin
sarkolemmal biitiinligiini bozarlar. in vivo olarak serbest oksijen radikallerinin direkt
Olcimi zordur ¢linkl ylksek derecede reaktifdirler ve kisa yari 6mre sahiptirler. Serbest
oksijen radikallerinin poliansatiire lipidlere hasari sonucu olusan, daha elverisli ve daha
stabil bir Grln olan lipid peroksidasyon Griini malondialdehit (MDA) élgilebilir (16 , 24 ).
Calismamizda IR ve IR+ epidural anestezi grubunda kas dokusunda MDA degerleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh yiliksek bulunmustur. IR+epidural anestezi
grubunda MDA degerleri IR grubuna goére anlamh disiik bulunmustur. Bu bulgular,
epidural anestezinin, alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda lipid peroksidasyonunu
azalttigini distindirmektedir. Benzer sekilde Yiiceyar ve ark.nin aortofemoral bypass
uygulanan hastalarda genel anestezi ile epidural anestezinin karsilastirildigl ¢alismasinda
epidural anestezinin revaskilarizasyon sonrasi donemde lipid peroksidasyonunu

azalttigini bulmuslar ancak antioksidan enzimlerde anlamli fark bulamamislardir (50).

Serbest oksijen radikalleri hiicre ve organellerin membranlarindaki lipidlerin
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA hasari yoluyla hiicrede hasara neden
olur. Reperflizyon; iskemi tarafindan olusturulan hasari, O,,, OH ve H,0, araciligiyla daha
da artinir ve bu hasar genellikle iskemik hasardan daha yikicidir (14). Aerobik canlilarda
siperoksitlerin H,0,'ye cevrilmesi katalitik aktivitesi ¢cok yiliksek bir enzim olan sliperoksit
dismutaz tarafindan katalizlenir ve bu reaksiyon ‘dismutasyon tepkimesi’ olarak
adlandirthr (17). SOD’In memelilerde farkli genler tarafindan kodlanan ancak benzer
reaksiyonlari katalizleyen (¢ izoformu mevcuttur. Sitozolik ( CuZn-SOD veya SOD-1),
mitekondride bulunan Mn-SOD veya SOD-2 ve ekstraselliiler form olan CuZn-SOD (EC-SOD
veya SOD-3) (23).Calismamizda IR grubunda kas SOD duzeyleri kontrol grubuna gore
anlaml yiksek bulunmustur. IR grubunda artmis SOD diizeyleri, serbest oksijen

radikallerine karsi hiicresel diizeyde cevabin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Ancak
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IR + epidural grubu ile IR grubu arasinda SOD diizeyleri bakimindan anlamli farkhlik
bulunmamistir.

Sitokinler arasinda TNF-a ve IL-1, inflamatuar doku hasari igin invitro ve hayvan
modellerinde en ¢ok ¢alisilan sitokinlerdir. TNF-a vaskiler permeabilitenin nétrofil bagimli
ve bagimsiz mekanizmalarla artmasina aracilik eder. Oksijen radikallerinin de TNF-a
aracili hasarda yer aldiklari gosterilmistir (25). TNF-a ve IL-1B sistemik inflamatuvar yanit
sendromunun primer mediatorleri iken (64, 65), IL-6 ise akut faz protein yanitinin
sekonder mediatorudir (66, 67). Calismamizda, TNF-a ve IL-6 degerleri 2 saatlik
reperflizyon sonrasinda IR grubunda kontrol grubuna gore anlaml yliksek bulunmus,
ancak IR grubu ile IR+ epidural anestezi grubu arasinda anlamh farkhlik bulunamamistir.
Seekamp ve ark. ratlarda yaptiklari alt ekstremite iskemi reperfiizyon galismasinda TNF
alfa degerlerinin reperfliizyonun 2. saatinde maksimum degerine ulastigl, IL -6 degerlerinin
de reperflizyonun siresince artarak 4. saatte Olclilen degerlerin en yiiksek seviyede
oldugu gozlenmistir(25). Yassin ve ark. nin ratlarda yaptigi ¢calismada 3 saatlik iskemi
sonrasinda, TNF-a degerlerinin kontrol degerlerine yakin oldugu, reperfiizyonun 1.
saatinde istatistiksel olarak anlaml yiikselis gézlendigi, ancak reperflizyonun 2. saatinde
kontrol degerlerine dondigi bildirilmistir. IL-6 degerlerinin de reperflizyonda progresif ve
1. saatinde anlamh olarak arttigi ve 3. Saatteki 6l¢imde maksimum degerin elde edildigi
bildirilmistir (27).

ICAM immunglobulin superailesinin bir (yesidir. Lokositlerin doku hasari
bolgesinde lokalize olmasini saglarlar. Birgok sitokin, interferon 6, IL-1 ve TNF-a endotel
hiicre yiizeyinde ICAM olusumunu indikler. ICAM-1 sitokinle uyarilmis hiicre yizeylerinde
(endotel, lokosit, dermal fibroblastlar, melanositler ) ve bazi karsinomlarda olusur. ICAM-2
notrofillerin doku hasari bolgesine ilk lokalizasyonunda 6nemli rol oynar. ICAM-3
lokositlerde yapisal olarak bulunur ve CD 11a/CD 18 igin liganddir. ICAM-3 monosit
/makrofaj ve B hicrelerde fazla bulunur (28). Lokosit adezyon ve transmigrasyonu yapisal
olarak ICAM-1 ekspresyonu tarafindan dizenlenir ve reperfiizyon sonrasinda artar (29).
Calismamizda kas dokusu ve femoral arter endotelinde immunhistokimyasal olarak ICAM-
1 ekspresyonu degerlendirildiginde, IR grubunda ICAM-1 ekspresyonunda kontrol grubuna
gore anlamli artis ve IR+ epidural anestezi grubunda IR grubuna gore anlamli azalma

gozlenmistir. Huda ve ark. diz cerrahisinde hemostaz amaciyla konulan turnikeye
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sekonder gelisen iskelet kasi IR hasarinda ICAM-1 mRNA ifadesinin kontrol grubuna gore
arttigini bildirmislerdir (68). Mickley ve ark. tarafindan yapilan AAA anevrizmasinin cerrahi
ve endovaskiiler tamir yonteminin karsilastirildigi ¢cahismada her iki grupta da plazma
ICAM-1 dizeylerinde artis saptanmis, ancak cerrahi grupta artisin daha yilksek oldugu
bildirilmistir (69). Bedirli ve ark. ratlarda epidural bupivakainin mezenterik IR modelinde
ICAM-1 ekspresyonunu anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir. Yine bu calismada, TNF-a,
IL-1B, IL-6, MPO , MDA, GPX , CAT, SOD degerleri epidural anestezi grubunda daha duslik
olarak bulunmus, epidural anestezinin mezenterik iskemi reperfiizyon hasarinda intestinal

hasari ve sistemik inflamatuvar yaniti azalttigi bildirilmistir (70).

Sonuc olarak calismamizda elde edilen bulgular, epidural anestezinin akut alt
ekstremite iskemi reperfizyon hasarinda lipid peroksidasyonunu azalttigini ve
immunhistokimyasal olarak lokal inflamatuvar yanitin azalmasina yardimci oldugunu
gostermektedir. Bu veriler goz 6niline alinarak epidural anestezinin akut alt ekstremite
iskemi reperflizyon hasarini azaltmada olumlu etkileri bulundugu duasinilebilir. Ancak

daha ayrintili deneysel ve klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. OZET

Epidural anestezinin akut alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarina etkileri

Amag: Siklikla kardiyak kokenli trombis, altta yatan periferik arter hastaligina bagh akut
arteriyel tromboz ve proksimal arteriyel anevrizmadan kaynaklanan embolilere bagli
gelisen ve vaskiiler cerrahi vakalarinin onemli bir boélimini olusturan akut alt
ekstremitesi ciddi morbidite ve mortaliteye neden olur. Epidural anestezinin alt
ekstremite dolasimi Gzerine olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, epidural
anestezinin akut alt ekstremite iskemi reperfiizyon (iR) hasari tizerine etkilerini arastirmak
amaclanmistir.

Gere¢ ve yontem: Otuzalti adet Yeni Zelanda tipi erkek tavsan, rastgele 4 esit gruba
ayrildi. Grup | sham grubu, Grup Il IR grubu, Grup IIl iR + epidural tedavi grubu, Grup IV ise
epidural kontrol grubu olarak belirlendi. IR modeli, sag alt ekstremite femoral arter
eksplorasyonu ve inguinal ligaman altindan ana femoral arterin klemplenmesi + turnike
uygulanmasi ile 150 dakika iskemi, 120 dakika reperfiizyon ile saglandi. Epidural kateter
kaudal yontemle L1-L2 seviyesine gelecek sekilde yerlestirildi. Epidural lidokain, bolus
dozu takiben toplam IR siiresi olan 270 dakika (150 dakika iskemi + 120 dk reperfiizyon)
boyunca infiizyon seklinde verildi. Toplam IR siiresi sonunda interlékin-6 (IL-6), timor
nekroz faktor-a (TNF-a) Ol¢im icin kan, malondialdehit (MDA), sliperoksit dismutaz
(SOD) 6lglim icin gastroknemius kas , immunohistokimyasal degerlendirme igin femoral
arter ve gastroknemius kas érnekleri alindi.

Bulgular: IR grubunda diger gruplarla karsilastinldiginda, kas MDA diizeyleri, istatistiksel
olarak anlamli yiksek bulundu (p<0.05). IR grubu sham grubu ile karsilastirildiginda,
serum TNF-a ve IL-6, kas SOD degerleri arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu
(p<0.05). IR + epidural grubu, IR grubu ile karsilastirildiginda, serum TNF-a ve IL-6, kas
SOD degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Epidural
kontrol grubu ile sham grup karsilastirildiginda olciilen tim biyokimyasal degerler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05). Femoral arter endoteli ve
gastroknemius kas dokusunda ICAM-1 ekspresyonu IR + epidural tedavi grubunda iR
grubuna goére anlamli olarak disukti (p<0.05).

Sonug: Bu deneysel calismanin sonucunda, epidural anestezinin akut alt ekstremite iskemi

reperflizyonunu azaltmada olumlu etkileri bulundugu séylenebilir.
42



Anahtar kelimeler: epidural anestezi; iskemi reperflizyon hasari; alt ekstremite.
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7. ABSTRACT

The effects of epidural anesthesia on acute limb ischemia reperfusion injury in the

rabbit model

Background : Acute lower extremity ischemia usually develops from cardiac originated
trombus, underlying peripheral artery disease related arterial trombus and emboli that
sourced from proximal arterial aneurysm. It is the important part of the vascular surgery
cases and it causes serious morbidity and mortality. It is known that epidural anesthesia
has positive effects on lower extremity circulation. In this study, it was aimed to
investigate the effects of epidural anesthesia on acute lower extremity ischemia

reperfusion damage.

Material and Method: Thirty six male New Zeland rabbits were randomized into four
groups either as sham (n=9, Group 1), IR (n=9, Group IlI), IR + epidural treatment (n=9,
Group lll) group and epidural treatment control (n=9, Group IV). IR model was exposed to
150 minutes of ischemia and 120 minutes reperfusion by right lower extremity femoral
artery exploration and main femoral artery clamping under inguinal ligament and with
tourniquet. Epidural catheter was placed in the level of L1-L2 via caudal method.
Epidural lidocain was given a bolus dose, followed by continuous infusion throughout the
total IR period. At the end of the total IR period, blood sampling for measurement of
interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor-a (TNF-a), gastrocnemius muscle sampling for
measurement of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and femoral
artery and gastrocnemius muscle sampling for histopathological examination were

performed.

Results: Compared with the other groups, muscle MDA levels were higher in IR group and
it was statistically significant (p<0.05). IR group compared with sham group, in IR group
there were statistically significant differences in the levels of TNF-q, IL-6 and muscle SOD
(p<0.05). Compared with IR group there were no statistically significant differences in
TNF-a, IL-6 and muscle SOD values in IR + epidural group was found (p>0.05). In the
comparation of epidural control group and sham group, there were no differences was

found with in the all biochemical value measurements (p>0.05). ICAM-1 expression in
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femoral artery endothel and gastrocnemius muscle tissue was lower in IR + epidural

threatment group compared with IR group, which was statistically significant (p<0.05).

Conclusion: As a result of this experimental study, it could be said that epidural

anesthesia reduce the acute lower extremity ischemic reperfusion damage.

Keywords: anesthesia; epidural; ischemia reperfusion injury; limb
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