T.C.
GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PLASTIK VE REKONSTRUKTIF CERRAHI ANABILIM DALI

194y

RAT ARKA BACAK ISKEMI-REPERFUZYON MODELINDE
KAN AKIMININ KADEMELI VERILMESININ
REPERFUZYON HASARINA ETKISI

UZMANLIK TEZI

DR. SAKIR UNAL

A5hLY

?"ﬁzw Iﬁ.il o

ANKARA-1999



ONSOZ

‘Rat arka bacak iskemi-reperfiizyon modelinde kan akiminin kademeli verilmesinin
reperfiizyon hasarina etkisi’ baglikli tez ¢aliymanun fikir agamasindan itibaren, her
basamakta bilimsel ve teknik destegini aldigim tez damgmanim Prof.Dr. Kenan
Atabay’a sonsuz tegekkiirlerimi sunarim

Tez ¢alismalanim sirasinda, degerli gorislerini ve hoggoriilerini esirgemeyen Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi A.D. Baskan1 Sn.Prof Dr. Cemalettin Celebi’ye, Sn.Do¢.Dr.
Seyhan Cenetoglu’na, Sn.Do¢.Dr. Osman Latifoglu’na, Sn.Uz.Dr. Reha Yavuzer’e,
Sn.Uz.Dr. Sithan Ayhan’a, tez galigmamin yiiriitiilmesi esnasinda her tiirlii destegini
gordiigim Sn.Dr.Yavuz Demir, Sn.Dr.Selahattin Ozmen ve tiim aragtirma gorevlisi
arkadaslarima, GUTF Patoloji Anabilim Dali 63retim iiyesi Sn.Yrd.Dog.Dr. Sibel
Yenidiinya’ya, GUTF Biyokimya Anabilim Dal 6gretim iiyesi Sn.Yrd.Dog.Dr. Banu
Sancak’a, Sn.Dr. Sakine Candan’a, Sn.Vet.Dr. Seyda Diker’e, Sn. Osman Ugak¢1’ya
tesekkiir ederim.

Aym zamanda, aragtirma laboratuvarlarinin hertiirlii olanaklarindan yararlanmama izin
veren HUTF Farmakoloji Anabilim Dali’na, bilimsel ve teknik destegini aldigim
Sn.Do¢.Dr. M.Oguz Giig’e ve Sn.Dr. Gokhan Yilmaz’a tegekkiir ederim.

Dr. Sakir Unal
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GIRIS

Uzun siire iskemide kalmis dokunun yagamim tekrar saglayabilmek igin, belirli bir
zaman dilimi igerisinde tekrar kan akiminin saglanmasi lazimdir. Iskemi esnasinda
ATP biter ve metabolitleri birikir. Reperfiizyon agamasinda da bir dizi karmagik
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda ilerleyici mikrovaskiiler disfonksiyon gelisir ve
doku nekrozu meydana gelir. Bu olaya da ‘Iskemi-Reperfiizyon Hasar1’ (IRH) ismi

verilmistir *.

Iskemi-Reperfiizyon Hasan iizerinde birgok ¢alisma yapilmis olup, bu fizyopatolojik
olayin sonuglari engellenilmeye galigtimigtir. Bu ¢aliymalann biiyiik bir
cogunlugunda serbest oksijen radikal olusumunu veya etkisini azaltmak i¢in, nétrofil
gogiiniin ve adhezyonu 6nlemek i¢in birgok farmakolojik ve immunolojik ajan
denenmigtir *'. Fakat bunlarin 6nemli bir bolimiiniin klinik kullanimi miimkiin

degildir veya denenmemisgtir.

Kademeli reperfiizyon da IRH 11 azaltmak igin kullanilan yéntemlerden birisidir.
Herhangibir fiziksel ve farmakolojik ajan kullanilmadan yapilan basit bir cerrahi
manipiilasyon olmas: nedeniyle diger yontemlere gére sansh goziikmektedir. Fakat
tizerinde ¢ok az ¢aligma yapilmig olup bunlarinda ¢ogunlugu myokard kas:
tizerindedir 2#*>°! Plastik cerrahi literariindeki tek galisma Atabay ve ark. tarafindan
rat adipomuskiilokutan kasik flebinde yapilmis ve olumlu sonuglar rapor edimistir®.
Klinik uygulamaya gegis i¢in bu yontemin ¢esitli doku ve organlarda arastinlmasi
lazimdir. Bu yiizden biz rat arka bacak iskemi-reperfiizyon modelinde kademeli
reperfiizyonun konvansiyonel reperfiizyona gére IRH 1na etkilerini aragtirmay:

amacladik.



GENEL BiLGILER

Uzun siire iskemide kalan dokulara kan akiminin tekrar saglanmasi ile olugan doku
hasan ¢ok sayida disiplin tarafindan aragtinlmigtir. Rekonstriiktif mikrocerrahide de
bu konu halen tizerinde en ¢ok arastirma yapilan ve en 6nemli problemlerden birisidir.
Yeterli akimin saglanmasi sonrasi reperfiizyon esnasinda organ veya dokularda
kapiller seviyede kan akiminin olmamas: "no-reflow fenomeni" olarak
isimlendirilmigti®>. Ancak sonraki arastirma sonuglan iskemik dokunun
reoksijenizasyonu ile birlikte karmagik bir dizi biyokimyasal reaksiyonlarin
basladigin1 ve bunun sonucu olarak ilerleyici mikrovaskiiler hasar ve doku
nekrozunun ortaya ¢iktiin gosterince bu karmagik olayin adi iskemi-reperfiizyon
hasar olarak degistirilmistir’®. Patofizyolojisinin aydinlanmaya baslamas: ile bu
hasann dustinildiginin aksine iskemi donemine ait olmadig, reperfiizyon

asamasinda meydana geldigi anlagilmaktadir**%*,

Iskemi-reperflizyon hasari'mn patofizyolojisi igin gok sayida teori 6ne siiriilmiistiir.
Bunlar ii¢ ana gurupta toplanabilir®.

1. Enerji tiretiminin bozulmasi

2. Notrofil ve mast hiicrelerinden serbest oksijen radikallerinin tiretimi

3. Yetersiz hiicre perfiizyonu (no-reflow fenomen)



1. Enerji iiretiminin bozulmasi.

Doku iskemisi ile birlikte hiicresel ATP diizeyinde azalma baslamaktadir. Murry ve °
ark. iskemi siiresinin uzamasi sonucu ATP’nin tiiketilmesi ve metabolitlerinin
birikmesi ile hiicrede osmotik basincin arttifini, 6dem, sarkolemma ve sitoiskelet
membraninda hasar meydana geldigini, ve bu degisikliklerin irreversibl oldugunu

gostermislerdir®.

2. Notrofil ve mast hiicrelerinden serbest oksijen radikallerinin iiretimi

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda olusan inflamatuar hiicre (nétrofil, mast hiicreleri vb. )
kaynakli serbest oksijen radikalleri uzun yillar IRH’ nin en 6nemli etiyolojik faktori
olarak kabul edilmistir®®**%%¢*  Siiperoksit anyon (O7), hidroksi radikal (OH') ve
hidrojen peroksit (H,0) gibi serbest oksijen radikalleri hiicre igin yiiksek derecede
toksiktir. Bu radikaller lipid peroksidasyonu sirasinda, elektron transferi ile lipid
radikallerinin olusumﬁna neden olur ve bunu lipid radikallerinin bir seri zincir
fragmantasyonu ile kiigiik yag asidi zincirlerine doniigiimii takip eder. Serbest
radikaller reaktive olarak, hiicre duvan lipid peroksidasyonu, protein enzim
denatiirasyonu, sarkolemma ve sarkoplazmatik retikulum disfonksiyonuna,
gecirgenligi artiran kapiller endotel hasara, damar duvarina trombositlerin ve
nétrofillerin yapismasina yol agarak kalici doku yikimina neden olurlar?®-%43-7865
Iskelet kasindaki reperfiizyon hasarimin oksijen radikalleri kaynakli oldugu deneysel
cahsmalarda gosterilmigtir’®>>**  Hiicresel solunumla normal olarak iretilen reaktif
oksijen tiirevleri, etkili hiicre i¢i enzimatik sistemlerle rutin olarak uzaklagtirilir.
“‘Superoxide Dismutase’ (SOD) ve ‘Catalase’ (CAT), in-vivo, dokunun iskemiye kargi
savasina gok biiyiik katki saglayan enzimlerdir'>**°. Buna dokunun anti-oksidan

toleranst denir. IRH sirasinda ise dogal savunma mekanizmalarim asan boyuita, fazla



miktarda reaktif oksijen metabolitleri iiretilir. Bunu takiben SOD ve CAT enzimleri
dokularda kisa siirede titkenir. Olugan bu fazla miktardaki toksik bileske hiicre
zanmn lipid fraksiyonunu yaralar, diizenleyici hiicresel enzimleri inhibe eder ve DNA
halka kinkliklarina yol agar'>'®. Boylesine etkili Siiperoksit Anyon olusumu

reoksijenizasyonun ilk 5 dakikasinda ortaya gikar’'.

Iskelet kasindaki serbest oksijen radikallerinin major kaynaklar:

a-Ksantin Dehidrogenaz (XD) ve Ksantin Oksidaz (XO) enzim sistemi

Uzamig iskemi sonras1 ATP, hipoksantin’e metabolize olur (Tablo 1). Kanlanmasi
normal olan dokularda XD enzimi hipoksantinden nikotinamid adenin diniikleotit
(NAD™) ve bir molekiil su esliginde iirik asit olusturur. Iskemik ortamda ise
intraseliiler Ca’un artmas ile sitozolik ptoteaz: aktive eder* ve XD—X0’a doniigiir.
Hipoksantin, XO ile iirik aside ¢evrilirken oksijen molekiilii kullanildigt i¢in ortama
siperoksit anyonlar ¢ikar. Stiperoksit anyonlar (O2)ise, spontan olarak hidrojen
peroksit (H20,) ile reaksiyona girerek, siiperoksit anyondan ¢ok daha reaktif olan

hidroksil radikali (OH") olustururiar®’.

H,0, + 0, — 0, + OH +OH

Haber-Weiss reaksiyonu olarak da isimlendirilen bu reaksiyon normoksik kosullarda
cok yavas ilerlerken, iskemik ortamda katalizor metallerin varligiyla Fenton

reaksiyonu adin: alir ve ¢ok hizli seyreder.

Fe? + 0y —> Fe'* + O,

Fe'Z + H,0, — Fe™ + OH +OH
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Tablo1: Iskemi-reperfiizyon hasarimin olus mekanizmasi




Hidrojen peroksid orta dereceli bir sitotoksiteye sahiptir ve genellikle antiseptik
olarak kullamlir. Hidroksil radikalleri ise oldukga reaktif, gii¢lii oksidan ve stabil
olmayan bir yapiya sahiptir. Protein, polisakkaritler, niikleik asitler, poliansatiire yag
asitleri gibi tiim biyolojik maddelerle reaksiyona girerler. Hiicre zarinda yiksek
konsantrasyonda bulunan poliansatiire yag asitleri, hidroksil radikalleriyle reaksiyona
girdiklerinde lipid peroksidasyonu baslar. Buna bagh olarak dolagimdaki fosfolipaz
A2 aktivitesi artar. Fosfolipaz A2 hidrolitik bir enzimdir ve hiicre zarindaki

fosfolipidleri yag asitlerine yikarak hiicreyi 6lime kadar gotirme ozelligine sahiptir

b- Notrofil NADPH ve MPO enzim sistemleri
Notrofiller tarafindan tiiketilen oksijenin yaklagik % 70’i hiicre zarindaki NADPH
oksidaz tarafindan O;e gevrilir. Bu Oy, yukanida tarif edildigi gibi H,O, ve OH’’e

cevrilir. Bunlarda potent birer sitotoksik ajanlardir’’ (Tablol).

Myeloperoksidaz (MPO) sadece ve bol miktarda notrofillerde bulunan bir enzimdir.
H,0,’yi hipokloroik aside (HOCI” gevirir ve bu hidrojen peroksitden yaklasik yiz kat
daha siddetli hiicre hasan yapabilmektedir®.

H;0, + CI' + H — HOCI' + H,0,

Hipoksantin oksidaz sisteminden kaynaklanan serbest oksijen radikalleri molekiiler
tetikleyici, kalsiyumun hiicre igi artistyla aktive olan fosfolipaz A2 enzimatik
tetikleyici dir. Her iki mekanizma sonucunda bolgeye polimorformoniikleer (PMN)
hiicre gogii baglar. Bugiine dek yapilmig galismalarda dokuya infiltre 16kositlerin
kalp, beyin, barsaklar, iskelet kasi, ve kutanoz dokularin IRH’nda etken oldugu

gosterilmigtir’”.



IRH’1, karmagik olaylardan olusur ve reperflize dokuda akut inflamatuar reaksiyon
seklindedir. Bu akut inflamasyonda yine notrofiller basroldedir ve en 6nemli
komponenti olustururlar’. Endotel hiicreleri serbest radikallerde ki hizli artiga yanit
olarak nétrofiller i¢in spesifik reseptrleri hiicre digina vururlar ve degisik sitokinler
salgilarlar. Daha sonra nétrofiller hasarli dokuya tagimirlar. Aktive nétrofiller
myeloperoksidaz, proteinaz, lipaz, ve glikozidazlan kapsar ve gesitli bakteriosit ve
inflamatuar mediatérler salgilarlar™®. Bunlar arasinda lizozomal kokenli serbest
radikaller, arasidonik asit yan iiriinleri, proteazlar, sitokinler, ve inflamatuar

reaksiyonu artiracak interlokinler vardir.

3.Yetersiz kas reperfiizyonu (no-reflow)

Uzamug iskemide reperfiizyon esnasinda iskelet kasindaki kan akimi pre-iskemik
diizeye ulasamamaktadir. Revaskiilarizasyon isleminin basarili olmasina kargin
IRH’nin indiikledigi mikrovaskiler disfonksiyon uzamig iskeminin bir sonucudur ve
operasyonun basarisiz olmasina yol agmaktadir. Endotelyal hasar, vaskiilar diiz kas
sismesi, mikrovaskiiler tromboz, trombosit ve lokosit plaklar: yetersiz kan akimina

neden olmaktadir (no-reflow fenomen)*23%47-58:65

Lokal olarak salinan nitrik oksit, lokotrienler, ve prostoglandinler gibi vazoaktif
maddeler vaskiiler diiz kas hasari ve endoteliyal hasara neden olmaktadir. Kan akimi
tekrar saglandiginda, yeterli perfiizyon basincinin tekrar olusturulmasina kargin

kapillerlerin 6nemli bir miktar: tekrar perfiize olmamaktadir®32.



Iskelet kasinda ki post-iskemik bir perfiizyon defektine ait ilk tanimlama 1948 yilinda
yapilmis ve uzun siireli iskeminin iskelet kasinin reperflizyonu esnasinda no-reflow
fenomeninin gelismesine neden oldugu ortaya konulmustur. Daha sonraki
gahigmalarda post-iskemik perfizyon bozuklugunun mikrovaskiler yataga lokalize
mekanizmalar ile meydana geldigi ve post-iskemik iskelet kasinda iskemi sonrast
ozellikle biiyiik damarlar patent kalirken kapillerlerin perflizyonunun azaldig:

gosterilmigtir?®.

Forbes ve arkadaglari'* rat iskelet kasinda intravital videomikroskopik galismasinda
reperfiizyonun baglamasindan hemen sonra perfiize kapillerler sayisinda azalma ve
postkapiller veniilerde lokosit sayisinda artma tespit etmiglerdir. 15-20 mikrondan

biiyiik ¢aph damarlar patent kalirken, 15 mikrondan kiigiik mikrodamarlarda

perfiizyonun belirgin derecede distigini gostermislerdir®”>*.

Yapisik lokositler tarafindan veniiler limenin parsiyel okluzyonun bir sonucu olarak,
akima kars1 biiyiik bir vaskiler rezistans artigi ortaya ¢ikmaktadir. Postkapiller
veniillerdeki 1okosit sayisindaki artig beraberinde doku 6demi ve kapiller direngte

artmaya neden olarak reperflizyon hasarina biyiik olgiide katkida bulunmaktadir®®.

Reperfiizyon hasarina yol agan mikrovaskiiler disfonksiyon mekanizmalarin su
sekilde ozetleyebiliriz
-lokositlerin arter ve ven duvarina yakin yuvarlanmalar (rolling)
-lokositlerin endotel duvarina yapigmasi (scrolling-adhesion)

-mikroarteriolar vazokonstriksiyon



Yapilan ¢aligmalarda iskelet kasindaki 2 saatlik iskemi sonrasinda no-reflow
gelisebilmekte fakat gegici bir mikrovaskiiler disfonksiyona neden oldugundan kisa
bir siire sonra diizelebilmektedir. 3-4 saatlik bir iskemiden sonra ise ilerleyici bir

mikrovasiiler disfonksiyon tespit edilmigtir®.

iskelet kasi reperfiizyon hasarinin degerlendirilmesi

iskelet kasi, reperfiizyon hasarinin tespitinde gesitli biyokimyasal analiz yontemleri
kullaniimaktadir. Ozellikle malonildialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesinin olgiilmesi doku hasarinin tespitinde kantitatif degere sahiptirs‘5 # Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit, hidrokarbon gazlari ve diger
karbonil bilesiklere donmesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden birisi olan MDA,
lipid peroksit diizeylerinin tespitinde, dolayisiyla serbest oksijen radikali tayininde
kullanilan yontemlerden birisidir. Sadece l6kositlerden salinan MPO, l6kosit
akiimiilasyonun spesifik bir gostergesidir. Grisham ve ark. tarafindan reperfiizyon
esnasinda mukozodaki MPO aktivitesinin 18 kat arttig1 saptanmigtir 8
Myeloperoksidaz ayni zamanda , serbest oksijen radikali olusumuna katkida bulunan

bir enzim oldugu igin serbest oksijen radikali tayininde de kullamlmaktadir'™*"*-%¢.

Iskelet kas reperfiizyon hasarinin tespitinde, biyokimyasal analiz yontemleri yanisira,
histokimyasal boyama, kompiiterize planimetri yontemleri (triphenyltetrazolium
chloride, TTC), kas dehidrogenaz aktivitesinin nitrobluetetrazolium (NBT) ile tesbiti,

Tc”™-pyrophosphate uptakenin spektrofotometrik olarak saptanmasi, niikleer
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manyetik rezonans spektroskopi ile kas dokusunda ATP, laktat, pH degisikliklerinin

tespiti vb.kullaniimaktadir®”***.

Kademeli reperfiizyon

Konvansiyonel reperfiizyonla patlayici tarzda hiicresel sigme ve geri doniigiimsiiz
doku hasar olugmaktadir. Reperflizyonu baslangigta kontrolli yaparak, hiperemik kan
akiminin engellenmesiyle doku hasarinin azaltilabildigi, infarkt bolgesinin, 6demin ve
fonksiyonel kaybin daha az oldugu kopek ve domuz koroner arterinde yapilan

caligmalarda gosterilmistir"**%?

Rat adipomuskiilokutandz groin flep modelinde yapilan bir ¢aligmada 4 saatlik bir
iskemiden sonra konvansiyonel yontemle agilan grupta yasayan flep yiizdesi 60 iken
klempin kademeli olarak agildig1 grupta %99 olarak rapor edilmistir’. Bu
galigmalarda kan akuﬁmm kademeli olarak verilmesinin, reperflizyon hasarina olumlu

etkileri rapor edilmistir.

iskemiden sonra klempin konvansiyonel yontemle agilmastyla reperfiizyonun
baslangicinda reaktif hiperemik kan akimi meydana geldigi bir
gercektir"“g'""o'“'s1‘62'64. Kademeli reperfiizyonla hiperemik akim engellenmektedir.
Serbest oksijen radikalleri dominant olarak hiperemik oksijenize dokuda meydana
geldigi igin kademeli reperflizyonla bu reaktif hiperemik akim 6nlenmekte ve serbest

oksijen radikallerinin azaltilabilecegi savunulmaktadir.

Reaktif hiperemik akim intravaskiiler basing artisina neden olarak interstisyel

bélgeye sivi gegisine neden olur ve interstisyel 6dem olusturur. Bu interstisyel 6dem
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reperfiizyonda intravaskiiler basincin azalmast ile interstisyuma dogru sivinin gegisi
azalir ve bolgesel kan akimi dagilimindaki sorun ortaya ¢ikmaz’.

Kademeli reperfiizyonun, klinikte akut myokart infarktiisiinden sonra perkutanoz
koroner revaskiilarizasyon ve tromboliziste kullanilabilecegi savunulmaktadir.
Koroner revaskiilarizasyondan sonra balonun birden bosaltilmast yerine kademeli
olarak bosaltilmasi hem kontraktil disfonksiyonu hemde iskemik alanlar1 azaltti31

24
savunulmaktadir™.

Rekonstriiktif mikrocerrahide de kademeli reperflizyonun uygulanabilmesi igin bu
caligmalarin artirilmasi, diger organ ve dokularin da arastirilmas: gereklidir. Bu
yiizden biz, rat arka bacak flep modelinde kademeli reperfiizyonun, konvansiyonel

reperfiizyona gore IRH’a etkilerini aragtirmayr amagladik.



GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Aragtirma Merkezi ve Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda
gergeklestirildi. Caligmada agirliklari 200-250 g arasinda degisen erkek Spraque

Dawley tipi 15 adet sigan kullanild:

Cerrahi Teknik

Denekler, intramuskiiler ketamine HCI (50mg/kg) anestezisi uygulanarak
uyutulduktan sonra sag arka bacaklan tras edilerek supin pozisyonunda tespit edildi.
Sag arka bacakta sirkiimferansiyel deri insizyonunu takiben, kaslar femoral arter ve
ven devamhiligi korunacak sekilde kesildi (Sekil 1). Femura Y orta seviyeden
osteotomi yapildi**’. Sonra operasyon mikroskopu (Zeiss, OPMI 9FC) altinda
standart mikrocerrahi alet ve teknigi kullanarak femoral arter ve ven inguinal
ligamandan popliteal bifurkasyona kadar disseke edildi. Femoral arter kan akim
hizim 6lgmek igin "Transonic small enamale blood flowmeter" (T106) den
yararlanildi. Transonic flowmeter’in Imm’lik probu femoral arter distaline
yerlestirildi ve deney sonuna kadar pozisyon degisikligi yapilmadi (Sekil 2).
Stabilizasyon igin 15 dakika beklendikten sonra pre-iskemik kan akimi 5 dakika

boyunca her 30 saniyede bir dl¢iildii ve ortalamasi alind1.



Femoral
Arter - Ven

Transonik
flowmeter

= 1lmm lik probe
=]

Sekil 2: Transonik flowmeter ve Imm’lik probu
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Denekler 3 gruba ayrilarak ¢aligma yapildi.

Grup 1-Operatif kontrol (n=5): Iskemi olusturulmayan grup

Grup 2-Konvansiyonel agilim (n=5): Femoral arter ve ven’e mikroklempler(A,,V;
Acland) konarak 150 dk’lik iskemi baglatildi. Iskemi siiresince operasyon bolgesi
%0.9’luk serum fizyolojik ile nemlendirildi. Iskemiden sonra énce venéz klemp
agildi. Daha sonra arteriyal klemp konvansiyonel yontemle agilarak iskemi sonrasi
femoral arter kan akim hizi transonic flowmeter ile 5 dk boyunca olgiilerek

kaydedildi.

Grup 3-Kademeli agilim (n=5): Benzer sekilde 150 dk’lik iskemiden sonra énce
venoz klemp agildi. Arteriyal klemp ise modifiye sheey ossicle holding klemp
(Storz,N1705150) yardimiyla kademeli olarak agild: ( Reperfiizyon, 30. sn’de
ortalama pre-iskemik kanakiminin 1/4 ne, 60. sn’de 2/4 ne, 90. sn’de 3/4 ne, 120.
sn’de 4/4 ne erisecek ve 13 dakika boyunca da pre-iskemik kan akiminin birbuguk

katim1 gegmeyecek sekilde saglandi). Daha sonra klemp g¢ikarildi (Sekil 3-4).



Sekil 3-4: Modifiye sheey ossicle holding klemp yardimiyla kademeli reperflizyon

Prob gikartilarak kemik 18 ‘gauge’ enjektor ignesi ile intramediiller olarak tespit
edildi (Sekil 5). Kaslar 5/0 vicryl (Ethicon, W9832) ile onarild1 ve cilt 5.0 ipek

(Ethicon, W500) siitur ile kapatildi'” (Sekil 6).
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Sekil 6: Kas ve cilt tamiri



17

Ameliyat sonrasi denekler tekli kafeslere kondu, uyandiktan sonra su ve gida alimi
icin serbest birakildi. Reperfiizyonun 24. saatinde benzer sekilde anestezi verilerek
tekrar uyutulan denekler, intrakardiyak hava verilerek sakrifiye edildi. Bacak eski

insizyon bolgesinden ampute edildi ve soleus kasi doku orneklemesi igin ¢ikarildi.

Siganlardan alinan kas dokusunun bir kismi histopatolojik inceleme igin %10’luk
formaldehit ile tespit edildi. Biyokimyasal inceleme igin (MPO ve MDA’nin tespiti)
ayrilan kas dokusu ise serum fizyolojik ile yikandiktan sonra aliminyum folyoya
sarilarak sivi azotta donduruldu ve 6lgiim giiniine kadar —70C’deki derin dondurucuda

sakland1.

Malonildialdehit (MDA) dl¢iim teknigi

Malonildialdehit diizeyi, 1,1,3,3-tetraethoksipropan’in standart olarak kullamildig
tiyobarbitiirik asit (TBA) testi yardimiyla, ‘TBA reaktive substance’ olarak
nitelendirilen lipit peroksitleri (MDA), TBA ile girdigi reaksiyon sonucunda olugan

pembe renkli maddenin konsantrasyonun kalorimetrik olarak 6lgiilmesiyle yapildi®'.

Myeloperoksidaz(MPO) dl¢iimii
Myeloperoksidaz enzim aktivitesinin tespiti H;0,’nin homojenat tarafindan
oksitlenerek O.dianizidinin rediiklenmesi ve rediikte O.dianizidinin 410nm’de

olgilmesi ile yap11d1".

Histopatolojik inceleme
Yapilan galigmada tiim gruplardaki hayvanlardan alinan kas dokular1 %10’luk

formalinle tespit edildi. Parafin bloklama yapilarak 5 mikronluk kesitler alindi ve
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hematoksilen eozin ile boyandi. Inflamatuar hiicre reaksiyonuna, gizgilenme kaybina,
nitkleus kayb1 ve santral nikleliozisyona bakildi. Bulgular yayginhig: ve agirligina
gore semikantitatif derecenlendirildi. Grade I-hafif (1), Grade II-orta (2), Grade I1I-
siddetli (3) olarak degerlendirildi. Tiim vakalarin grade ortancalari alinarak diger

gruplarla istatiksel olarak kargilastirildi.

Sonuglarin analizi

Deney sonucunda elde edilen kan akim hizi, MPO ve MDA degerlerinin istatiksel
degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testleriyle yapildi.
p<0.05 istatiksel olarak anlamli, p<0.001 ise ileri derecede anlamh olarak kabul

edildi.

Histopatolojik degerlendirme non-parametrik degerler igerdigi icin Mann Whitney U

testi kullamldi. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.



BULGULAR

Iskemi dncesi rat femoral arter kan akim hizi (ml/kg/dk)

7 (dk )
0 1 2 3 4 5 Ortalama
Grup I-
1 11,36 12,12 14.02 14,09 1439 12.88 13.14
2 8.86 13.50 13.50 12.66 13.08 13,51 12:51
3 6.94 7.89 9,15 8.83 9.78 9.46 8.67
4 16.67 2625 2927 26.67 27,50 20,83 16,45
S 13,60 14,55 12,67 13,01 14,88 15,22 14,03
12,95+2,03
Grup I
1 12.58 16,13 16.13 14,52 13,23 14,52 1461
2 853 8.33 833 14.58 14,58 13,12 1124
3 9.60 9.60 10,00 10.40 10.40 11,20 10.02
4 9.58 11,67 13.23 18.75 19,17 18,75 15.19
5 9,52 1429 12.86 18.10 18.10 16,19 1484
13,2112,52
Grup Il
1 12.50 20,83 17,08 14,17 8.75 6.25 13.26
2 13.69 12.86 12,45 12,03 14.52 6,22 12.17
3 952 9,52 14,29 1429 14.29 14.29 2N
4 10,55 10,55 10,55 12,66 12.66 12.13 115
5 857 8,57 9.15 9.52 9.67 9,52 9.16
11,7241,12
Gruplann
ortalamasi 13,164+2,24

Tablo 2: Deneklerin iskemi 6ncesi kan akim hizi degerleri (ml/kg/dk)

Iskemi oncesi rat femoral arter kan akim hizi Grup 1’de 12,95 + 2,03, Grup 2’de

13,21 £2,52, Grup 3°de 11,72 + 1,12 olarak bulundu. Birlikte degerlendirildiginde rat

femoral arter kan akim hiz1 13,16 + 2,24 olarak bulundu (Tablo 2)
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Sekil 7: iskemi 6ncesi kan akim hizlarnin gruplara gore dagilimi

Gruplar arasinda iskemi 6ncesi kan akim hizlar1 agisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 7).
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iskemi sonrasi rat femoral arter kan akim hizi (ml/kg/dk)

iskemiden sonra klempin konvansiyonel yontemle agildig1 grupta kan akim hizi baslangigta

tedricen artarak 40.sn’de iskemi 6ncesinin 5.1 kat1 kadar yiikseklikte maksimuma ulasti

(61,06ml/kg/dk). Daha sonralan 3 kati kadar yiiksek seyretti (Tablo 3).

Zaman
sn dk
0 10 20 30 40 50 60 2 5 10 15

Grup I

1 8,06 968 1452 1645 17,10 2581 3355 33.87 3548 33.22 3451

2 2,50 14.17 8333 1250 166,67 2542 37,50 34,12 27.50 26,62 27,01

3 6.40 18.80 2320 17.60 19,20 1857 1520 16,00 36.00 36.88 37,28

4 18,75 2292 2875 3083 3375 39,17 3833 4458 3542 3583 40,88

5 10.48 2333 36,67 60,00 6857 6333 5143 33,33 38,10 34.76 3524
Ortalama
Standart 9,24 17,78 3729 4998 61,06 3843 3520 3247 34,50 33.45 34,97
deviasyon |2.71 262 1206 2033 2796 889 584 461 1.82 1.80 225

Zaman
sn dk
30 60 90 120 S5 10 15
Grup Il

1 3,15 6.27 9:57 13,58 14,10 13,74 15,83

2 3,04 6.13 9.21 12,15 11,45 12,86 13,56

3 3.85 7.34 10,32 12,85 13,67 14,98 13,57

4 2,85 5,89 9,02 11,94 12,34 14,35 14,56

5 2,41 534 7.34 9,25 .33 12,45 13,56

Tablo 3: Grup 2 ve 3’iin iskemi sonrasi kan akim hizlar1 (ml/kg/dk)
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Sekil 8: Grup 2 ve Grup 3’iin iskemi sonrasi kan akim hizlar

Konvansiyonel agilim ile kademeli agilim grubunun iskemi sonrast kan akim hizlan

arasindaki fark anlamli bulundu (P<0.001) (Sekil 8).



Malonildialdehit (MDA) ve
degerlendirmeleri

Myeloperoksidaz (U//gr.protein)

Myeloperoksidaz (MPO) degerleri ve istatiksel

Myeloperoksidaz
(U/gr.protein)
Grup I (o=5)
1 7.44
2 6.51
3 5.21
4 7.58
S 5.28
Ortalama 6,0242,35
Grup II (n=5)
1 15,72
2 1,52
&) 10,30
4 7.52
S 21,08
Ortalama 13,5446,09
Grup I1I (n=5)
1 7.28
2 10,11
3 5.21
4 8,54
5 12.27
Ortalama 8.6812.69

Tablo 4: Deneklerin MPO degerleri

Doku myeloperoksidaz enzim diizeyleri Grup 1°de 6,02 + 2,35, Grup 2’de 13,54 + 6,09, Grup

3’de 8,68 + 2,69 U/gr.protein olarak bulundu.
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MPO 8-
Jigr.protein)

Grup 1 Grup 2

Sekil 9:Doku myeloperoksidaz diizeyleriningruplara gore dagilimi

Doku myeloperoksidaz enzim diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
saptanmigtir (p<0.05). Grup 2 (13,5446,09) , Grup 1 (6,0242,35) ve Grup 3 (8,68+2,69)’den
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek bulunmugtur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3

arasinda anlamli bir fark bulunamamugtir.
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Malonildialdehit (nmol/gr)

Malonildialdehit
(nmol/gr)
Grup I (n=5)

1 30

2 11

3 65

4 49

5 51
Ortalama 411217

Grup II (n=5)

1 49

2 85

3 39

4 108

5 67
Ortalama 69.6127.7

- Grup I (n=5)

1 72

2 15

3 78

4 34

5 29
Ortalama 4564278

Tablo 5: Deneklerin MDA degerleri

Doku malonildialdehit diizeyi Grup 1°de 41 + 21,7, Grup 2°de 69,6 27,7, Grup 3’de 45,6 +

27,8 olarak bulundu.
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Sekil 10: Doku malonildialdehit diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Doku malonidialdehit dizeyi agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark saptanmisgtir
(p<0.05). Grup 2 (69,6+27,7), Grup 1 (41427,1) ve Grup 3 (45,6+27,8)’den istatiksel olarak
anlamli olacak sekilde yitksek bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli bir

fark saptanamamugtir.



Histopatolojik inceleme
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Toplam hasar degerlendirmesi bakimindan (maksimum 45) Grup 1’de hasar derecesi (5/45)

%11, Grup 2’de (38/45) %84, Grup 3’de (20/45) %44 olarak bulundu (Tablo 6).

Grup 1(n=5) Grup 2(n=5) Grup 3(n=5)
Mltihabi hiicre 2/15 11/15 715
Infiltrasyonu
Cizgilenme kayba 1/15 13/15 6/15
Niikleus kaybi ve santral 2/15 14/15 715
niikleliolizasyon
Toplam 5/45 (%11) 38/45 (%84) 20/45 (%44)

Tablo 6: Gruplarin histopatolojik degisiklerinin derecelendirilmesi

%100
%80
%60
%40
%20

Toplam Hasar (%)

%0

Grup |

Grup ll Grup lll

Gruplar

Sekil 11: Gruplarin toplam histolojik gradeleme skorlarinin yiizdeleri
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Histopatolojik skorlama yapildiktan sonra kademeli reperflizyon grubunda, iltihabihiicre
infiltrasyonun ve gizgilenme kaybr'nin konvansiyonel reperfiizyon grubuna gore istatiksel

olarak anlamli olacak sekilde daha az oldugu saptandi (p<0.05).

Niikleus kaybt ve santral niikleliolizasyonun ise kademeli reperflizyon grubunda daha az
olmasina karsin konvansiyonel reperfiizyon grubu ile karsilagtinldiginda istatiksel olarak bir

fark saptanmadi.

Sekil 12: Grup 1(400xHE)
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Sekil 14: Grup 3 (200xHE)
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TARTISMA VE SONUC

IRH’1nt 6nlemek ve/veya azaltmak amaciyla gesitli yontemler denenmistir. Bunlar su sekilde
siralanabilir.

1- Farmakolojik ajanlarin kullanim

2- Immunolojik ajanlarin kullanimi

3- Cerrahi manipiilasyon

Farmakolojik ajanlann ¢ogunlugu serbest oksijen radikal olusumunu veye etkisini 6nlemek
icin kullamlmstir. Serbest oksijen radikali olusumunu azaltmak i¢in kullanilan ajanlardan
uizerinde en gok ¢aligma yapilam ve klinik kullammi giindeme gelmis olan:

* Allopurinol’dur®. ‘Siiperoxide Dismutase’, ‘Catalase’, ‘Alpha Tocopherol Acetate’, “NO”,
‘Desferioxamine’, ‘Ibuprofen’, Vitamin C serbest oksijen radikallerin etkisini azaltan

ajanlardan bazilandir'>'62>2%41

Immunolojik ajanlarin bityiik bir boliimii nétrofil gogiinii veya adhezyonu dnlemeye yonelik
kullanilan ajanlardir. “Selectin-binding carbohydrate’ (fucoidin), dolasimdan lokosit
anndinlmasi, 16kosit infiltrasyonunu onleyici ajanlar, nétrofilsiz kan, nétrofil yiizey
immunoreseptorlerine kars: antikorlar, PMN’lerin ‘cyclosphamide’ ile arindirilmasi, yapigma
molekiillerine karsi antikorlar, ‘B-integrins’, ‘P-selectine’, ‘E ve L-selectine’den oiusan ilag
karigimlan, ‘Cyclosporin-A’, ‘dexamethazone’, ‘P-Selectin-Ig G’, ‘Iloprost’, ‘Leukotrine B4’

blokiirleri literatiirdeki baz1 ajanlardir®*334%,
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Bu farmakolojik ve immunolojik ajanlarla alinan deneysel sonuglarin hemen hemen hepsi
olumlu veya anlamlidir. Ancak énemli bir boliimiiniin klinik kullanimi mimkiin degildir

veya denenememistir.

Cerrahi manipiilasyonlara 6rnek olarakda ‘ischemic preconditioning’ ve kademeli
reperflizyon gosterilebilir.

1986°da Murry ve ark. ** kopek myokardiyumunda dort siklus 5 dk. iskemi, 5 dk. reperfiizyon
sonras! yapilan iskemiden sonra reperfiizyon hasaninin azaltilabildigini gostermislerdir ve bu
olaya da ‘ischemic preconditioning’ ismini vermiglerdir. Iskelet kasinda ki “ischemic
preconditioning” mekanizmasi: Adenozin, reseptorleri ve ATP-sensitif Potasyum (Katp)
kanallarinin aktivasyonu ile olugmaktadir. Iskemi esnasinda olusan enerji depolarinin
bosaliminda ve metabolit birikiminde azalma, reperfiizyon esnasinda da nétrofil
akuimiilasyonunda azalma ve enerji iiretiminde artig ile reperfiizyon hasarinin azaltilabildigi

savunulmaktadir.

Gititkce artan IRH’1 galigmalarindan elde edilen sonuglar, iskemi sonrasi reperfiizyona bagh
doku hasarinin ve no-reflow fenomeninin gelisiminde, 16kositlerin anahtar bir role sahip
oldugunu gostermektedir™*'*!1?7252 ' Renerfiizyon hasarinda en erken ortaya gikan
patofizyolojik olaylardan birisi, reperflize endotelyuma polimorfoniikler 16kositlerin
yapismasindaki dramatik artigtir ve reperfiizyon sonrasi 20.dakikada 6nemli seviyelere ulagir.

Iskemik alanda l6kosit akiimiilasyonu ile kan akiminin ters orantih oldugu gosterilmigtir™®.
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Iskemiden sonra kan akiminin aniden verilmesiyle olusan geri déniigiimsiiz doku hasarimn,
‘gentle’ reperflizyonla azaltilabildigi, daha az 6dem ve fonksiyonel kaybin daha az oldugu ilk
defa 1980°1i yillarda literatiire girmistir. Daha sonralan 1986°da Okamato ve ark.*
kopeklerde koroner arter by-pass cerrahisinde ani reperfiizyonla ‘gentle’ reperfiizyon diye
tarif ettikleri kontrollii reperflizyonu kargilagtirmuglardir. Ani reperfiizyonda sistemik
perfiizyon basinci 80mm/Hg iken, kontrolli reperfiizyon grubunda yirmi dakika boyunca
50mm/Hg’mn altinda tutmuglar. Kontrolli agilim grubunda supepikardiyal ve myokardiyal
kaslarda 6demin daha az oldugu ve transmural hemorajinin daha az oldugu gésterilmigtir.
Ayni zamanda ATP ve CP seviyelerinin daha az oldugunu gdstermislerdir. Bu bulgularia,

kontrolli reperfizyonun reperfiizyon hasarinin azaltilabilecegi savunulmustur.

Chun Fu Pang ve ark. ** domuz koroner arterinde, iskemi sonrasi hiperemik reperfiizyonla
kontrollii reperfizyonu kargilagtirmiglardir. Kontrolli reperfiizyonu, vaskiiler klempe monte
ettikleri bir mikrosinnga yardimiyla yapmiglardir. Koroner artere eloktromagnetik akim
probu yerlegtirerek de kan akimim 6lgmiiglerdir. Ani agilim grubunda hiperemik akimin 2
saatlik reperflizyon boyunca devam ettigini gérmiiglerdir. Kontrollii agilimi, kan akimim 2
saat boyunca iskemi oncesi degerde tutarak yapmuglardir. Kontrollii reperflizyon grubunda
diastol sonu duvar kalinhiginin azaldi§1, myokardiyal kalsiyum depolanmasinin azaldig;,
mitokondriyal oksidatif fosforilazasyon oranin arttif1, myokardiyal ATP igeriginin arttigt

gosterilmigtir.

Masatsugu Hori ve ark. >* kopek korener arterinde ani reperfiizyonla kademeli reperfiizyonu

kargilagtirmiglardir. Kademeli agilimi reperfiizyonun ilk 3 dakikasinda koroner perfiizyon
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basincim % 40 civarinda, 4-6. dakikalarda % 60, 7-10. dakikalarda %80 civarinda tutarak
yapmuglar.. Ani reperfiizyon grubunda reaktif hiperemik akimin 15.saniyede pik yaptigim
saptamuglardir. Kademeli reperfiizyon grubunda koroner ven’den alinan 6érneklerde Ph’nin
digtagiini ve fraksiyonel kisalmanin kontrol reperfiizyon grubuna gore belirgin sekilde

diizeldigini gostermiglerdir.

Sato ve ark. >! kopek koroner areterinde yaptiklan ¢alismada kademeli reperfiizyonu, vaskiiler
klempin yavag yavas agilmasi ile 30 dakika boyunca yapmiglardir. Ani reperfiizyon grubunda
kan akiminin ilk10 dakika boyunca belirgin sekilde arttigin1 ve 30 dakikalik reperfiizyon
siresince yiiksek kaldigim tespit etmislerdir. Kademeli reperfiizyon grubunda infarkt bolgesi
%33 azalirken, paradoksik olarak nétrofil akiimiilasyonun arttigim1 MPO artis1 ile tespit
etmiglerdir. Fakat biz ¢aliygmamizda kademeli reperfiizyon grubunda l6kosit akiimiilasyonun,
konvansiyonel reperflizyon grubuna gore daha az oldugunu tespit ettik. Literatiirde Sato ve
ark.’nin ¢aligmas: haricindeki yayinlarda, nétrofil akiimiilasyonu ile reperfiizyon hasarinin
azalmasi korelasyon gostermektedir*>**%2, Yazarlar kademeli reperfiizyonda infarkt
bolgesinin azalmasim intrakoroner basincin diigmesiyle vaskiiler boigeden interstisyel
bolgeye gecisin azaldiB: ve interstisyel ddemin azalmasi ile ekstravaskiiler baskinin ortadan

kalkmasina baglamiglardir.

Kademeli reperfiizyon esnasindaki H' iyonu artis1 baglangicta gegici bir asidoz olusturur. H,
Na-Ca degisimini inhibe ederek, sarkoplazmatik retikulumdan Ca salinimim inhibe ederek ve
Troponin C’ye Ca baglanmasim azaltarak sitozolik Ca artisini engeller™. Ca’un azalmasi kas

kontraktilitesinde azalmaya neden olacagindan, kasin oksijen tiikketimi azalir ve ATP igerigi
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korunmus olur®®*. Konvansiyonel reperfiizyonun baglangicinda kasin oksijen tiikketiminde
agirilik vardir. Buda muhtemelen fazla katekolamin sahmina veya Ca artisina bagh olabilir.
Kademeli reperfiizyon esnasinda agir1 oksijen tiikketimi engellenmektedir.

Serbest oksijen radikallerinin dominant olarak hiperemik oksijenize dokuda meydana geldigi
bir gergektir'®®, Kademeli reperfiizyonla baslangictaki reaktif hiperemik akimin
engellenmesi ve olusan asidoz ile nétrofil aktivasyonun inhibisyonu serbest oksijen radikal
olusumu azaltabilmektedir'®>. Bizim ¢aligmamizda da serbest oksijen radikali olusumuna
katkida bulunan ve nétrofil akiimiilasyonun bir gostergesi olan myeloperoksidazin ve lipid
peroksidasyonun son iiriinii olan malonildialdehitin kademeli reperflizyon grubunda daha az
olmasi nétrofil aktivasyonun inhibisyonunu ve serbest oksijen radikal olusumunu azalttigini

dogrulamaktadir.

Kademeli reperfiizyon ¢aligmalarinin ¢ogunlugu kardiyovaskiiler cerrahlar tarafindan
yapilmugtir. Palastik cerrahi literatiiriinde ilk ve tek kademeli reperfiizyon galigmasi Atabay ve
ark *tarafindan rat adipomuskiilokutan kasik flebinde yapilmigtir. Kademeli reperfiizyonu
Sheey Ossicle Holding klemp yardimiyla, 30.sn’de iskemi 6ncesi akimin 4’iine, 60.sn’de
¥%2’ine, 90.sn’de ¥4’line, 120.sn’de 4/4’iine erigecek ve 13 dakika boyunca iskemi éncesi akim
hizinin birbuguk katim gegmiyecek sekilde yapmiglardir®. Kademeli reperfiizyon grubunda

yasayan flep ylizdesinin belirgin derecede arttigim1 gostermislerdir.

Bizde, rat arka bacak iskemi-reperfiizyon modelinde konvansiyonel reperfiizyonla kademeli
reperfiizyonu karsilastirdik. Kademeli reperfiizyonu Atabay ve ark’min tarif ettigi sekilde

sheey ossicle holding klemp yardimiyla 30.sn’de iskemi oncesi akimin %’line, 60.sn’de
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14’ine, 90.sn’de %’line, 120.sn’de 4/4’line erisecek ve 13 dakika boyunca iskemi 6ncesi akim
hizinin birbuguk katim ge¢miyecek sekilde yaptik.

Rat arka bacak iskemi-reperfiizyon modelinde yaptigimiz gahgmada konvansiyonel
reperfuzyon grubunda olusan reaktif hiperemik akim, 40.sn’de maksimuma ulast: ve 15dk’hk
reperflizyon stresince devam etti. Notrofil akiimiilasyonun spesifik bir gostergesi olan ve
serbest oksijen radikal olusumuna katkida bulunan MPO ve lipid peroksidasyonun son iiriinii
olan MDA’mn kademeli reperflizyon grubunda istatiksel olarak anlamh olacak sekilde diigiik

bulunmustur.

Bu ¢aligmada, rat arka bacak iskemi reperfiizyon modelinde, biyokimyasal verilere dayanarak,
notrofil akiimiilasyonun azaltildig: ve serbest oksijen radikal olusumunun azaltildigini
soylemek miimkiindiir. Histopatolojik veriler, hasarin konvansiyonel reperfiizyon yapilan

grupta % 84 iken kademeli reperfuzyon grubunda % 44 oldugunu géstermektedir

Kademeli reperflizyon herhangi bir kimyasal ve fiziksel ajan kullaniimadan yapilan basit bir
cerrahi manipiilasyondur. Klinik uygulamaya gegcis igin gesitli doku ve organlarda

tekrarlanmasi lazimdir.
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OZET

Giris:Iskemi-Reperfiizyon hasanindan(IRH) korunmak amaciyla,oksijen radikallerini
azaltmaya veya kan kompozisyonunu degistirmeye yonelik deneysel galigmalar klinik
uygulamama bulamamaktadir Kademeli reperfiizyonun IRH’ina dair cahismalar genellikle
myokart kasinda mevcut olup,klinik uygulama agisindan basit bir cerrahi manipiilasyon olmasi
nedeniyle sansh goériilmektedir. Bu ¢aliymada rat arka bacak iskemi-reperfiizyon modelinde
iskelet kasinda kademeli reperfiizyonun reperfiizyon hasarina etkisini arastirmay: amagladik
Materyal-Metod: Calismada 15 adet erkek Wistar tipi rat kullanilid1. Anestezi altinda (50
mg/kg Ketaminle) tiim deneklerin sag arka bacagi, femoral arter ve ven devamlihgi korunacak
sekilde govdeden aynildi. 15 dakika stabilizasyon igin bekledikten sonra pre-iskemik arteriyal
kan akimu transonic flowmeter kullanilarak 5 dakika boyunca her 30 saniyede bir dlgiildii ve
ortalamasi alind:.

Grup 1-Non-operetif kontrol(n=>5):1skemi olusturulmayan grup

Grup 2-Konvansiyonel Agilim(n=5): 150 dk’lik iskemiden sonra arteriyal klemp konvansiyonel
yontemle acildi. Iskemi sonrasi kan akim hiz1 15 dk boyunca 6lgiildii.

Grup 3-Kademeli Agilim(n=>5): 150 dk’lik iskemiden sonra Sheey Ossicle Holding klemp
yardimiyla reperfiizyon, kontrollii bir sekilde kademeli olarak agild1.( 30. sn’de ortalama pre-
iskemik kan akiminin % ne, 60. sn’de 2/4 ne, 90. sn’de % ne, 120. sn’de 4/4 ne erigecek ve 15
dakika boyunca da pre-iskemik kan akimininin birbuguk katim gegmeyecek sekilde tutuldu).
Sonra tamamen agildi. 24 saat sonra otenazi uygulanan deneklerin soleus kasindan alinan
orneklerden histopatolojik (Iltihabi hiicre infiltrasyonu, ¢izgilenme kayb, niikleus kayb: ve
internal niiklealizasyon bakildi) ve biyokimyasal (spektrofotometrik inceleme ile

malondialdehit ve myeloperoksidaz) inceleme yapild:.
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Bulgular: Tiim gruplarda iskemi oncesi kan akimi ortalama 13,6 +/- 2,24 ml/kg/dk bulundu.
Klempin konvansiyonel yontemle agildig grupta iskemi 6ncest kan akiminin 4-5 kat1 kadar
artis saptandi (61,06+27,96). Histopatolojik skorlamada kademeli reperflizyon yapilan grupta
daha az hasar saptamirken biyokimyasal incelemede de kademeli reperfiizyon yapilan grupta
malonildealdehit ve myeloperoksidaz diizeyleri daha diisiik bulundu.

Sonug: Bu calismada histopatolojik ve biyokimyasal bulgulara dayanarak kademeli
reperfiizyonun, IRH’ m1 azalttiina dair bulgular saptanmigtir. Rekonstriiktif mikrocerrahide
kullanilabilmesi igin gesitli doku ve organlarda kademeli reperfiizyonla konvansiyonel

reperfiizyonu kargilagtiran ¢aligmalarin yapilmasi onerilir
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SUMMARY

THE EFFECT OF GRADUAL INCREASE IN BLOOD FLOW ON ISCHEMIA-
REPERFUSION INJURY IN THE RAT HINDLIMB MODEL

Introduction: Methods for reducing the production of free oxygen radicals and altering the
composition of blood in order to prevent ischemia-reperfusion injury have been well-studied,
however, they are still far from clinical application. There are studies on the effect of gradual
reperfusion on ischemia-reperfusion injury in the myocardial muscle, and it seems to be
clinically applicable, since it is a simple surgical manipulation. In this study, we aimed to
investigate the effect of gradual reperfusion on ischemia-reperfusion injury in the skeletal
muscle, using the rat hindlimb model.

Materials and Methods: Fifteen male Wistar rats were used in three groups. In all groups,
the right hindlimb of the animals were detached from the body, leaving he femoral artery and
vein intact. Following a 15-minute stabilization period, pre-ischemic arterial blood flow was
measured with a transonic flowmeter, in every 30 seconds during the next 5 minutes, and the
mean value was taken.

Group I (n=35): Control — The hindlimb of the animals were amputated, leaving the femoral
artery and vein intact, but ischemia was not induced.

Group II (n=>5): Conventional release of the clamps - Following the stabilization period,
microvascular clamps were applied on the femoral artery and vein, and the hindlimbs were
subjected to 150 minutes of ischemia. At the end of the ischemic period, the clamps were
released at once and post-ischemic blood flow was measured for 15 minutes.

Group III (n=5): Gradual release of the clamps — The ischemia was induced as described in

the previous group. At the end of the ischemic period, the arterial clamps were gradually
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Group III (n=5): Gradual release of the clamps — The ischemia was induced as described in
the previous group. At the end of the ischemic period, the arterial clamps were gradually
released by using the Sheey ossicle holding clamp. The clamps were released at a rate that the
blood flow velocity would reach to the % of the mean pre-ischemic value at 30 seconds, %; at
60 seconds, ¥ at 90 seconds and a similar pre-ischemic value at 120 seconds. The clamps
were totally released after 15 minutes of blood flow below the 1.5 fold of the pre-ischemic
values.

The animals were euthanized at 24 hours, and samples from the soleus muscle were taken for
histological and biochemical evaluation. Histologically, the inflammatory cell infiltration, the
loss of the lining and nuclei in the muscle and internal nuclealization was evaluated.
Biochemically, the levels of malonylaldehyte and myeloperoxidase were assessed by
spectrophotometric evaluation.

Results: The mean pre-ischemic blood flow velocity was 13.6 + 2.24 ml/kg/min in all groups.
In the conventional release group, the post-ischemic blood flow reached 4 to 5 fold of its pre-
ischemic values at 40 seconds (61.061+27,96ml/kg/min). Histopathological evaluation revealed
less damage in the gradual release group comparing to the conventional release group.
Similarly, the malonylaldehyte and myeloperoxidase levels were lower in the gradual release
group.

Conclusion: Depending on the histological and biochemical data, we have demonstrated that
gradual increase in blood flow reduced the intensity of the ischemia-reperfusion injury in the
muscle. Further investigation comparing the gradual reperfusion with the conventional one on
various tissues and organs, is required for the future use of this technique in reconstructive

microsurgery.
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