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GIRIS VE AMAC

Iskemi, bir dokuya ya da organa gelen kan akiminin azalmasi veya durmasi ile
dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin dolasim tarafindan
saglanamamasi ve bu siiregte olusan atik riinlerin  yine dolagim tarafindan
uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Reperfiizyon ise, enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve
toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi amaciyla iskemi sonrasi dokuya ya da organa tekrar kan
akiminin saglanmasi olayidir. Iskemiye ugrayan hiicre ve dokularda aerobik metabolizma
devre dis1 kalir ve gerekli enerji anaerobik metabolizma yoluyla saglanmaya c¢aligilir.
Anaerobik metabolizma sonucu olusan toksik metabolitler doku perfiizyonu olmadig: i¢in
dokuda birikir. Reperflizyon ile buradaki metabolitlerin oksidasyonu sonucu olusan maddeler
dolagima karigir ve kan ile tiim viicuda yayilirlar (1-4).

Iskemiye bagli hasarmn siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktari ile orantili olup,
hiicrenin tipi, travmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyaci ve metabolizmasina
gore farklilik gosterir. Iskemiye kemik ve deri direngliyken, iskelet kas1 ve barsak mukozasi
gibi dokular ise hassastir. Ancak uzun siireli iskemi hiicrelerde sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre i¢i Ca™® Na oranlari), artmis hipoksantin seviyesi, adenozin trifosfat
(ATP) / fosfokreatin ve glutatyon diizeylerinde azalma, artmis adenozin sinyal aktivitesi,
membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid fosfohidrolizi ve
hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF-1) ¢ekirdek translokasyonu / stabilizasyonu gibi hiicre
metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren birgok degisime, ciddi hiicre hasarina ve sonug
olarak hiicre 6liimiine neden olur (5-9).

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari; serebrovaskiiler olay, miyokard infarktiisii, sepsis,

sok, yanik, travma gibi birgok hastalik ve trombolitik tedavi, koroner anjioplasti,
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transplantasyon, kardiyopulmoner bypass, anevrizma cerrahisi, periferik arter cerrahisi gibi
medikal / cerrahi girisimler igin ortak klinik tablodur (7,10). Alt ekstremitelerde iskemi
reperfiizyon hasari, 6zellikle aort cerrahisi sirasinda abdominal aortaya gegici siire klemp
konulmasinda, akut femoral arter tikanikliklarinda, travmatik veya iatrojenik arteryal
yaralanmalarda ortaya ¢ikmaktadir (11).

Alt ekstremite /R hasarinda lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde
gozlenirken, sistemik etkiler baslica akciger, kalp, beyin ve bobrekler olmak lizere tiim
organlarda gozlenebilir (12). iskelet kasi, iskemik hasara en hassas doku olmasi nedeniyle alt
ekstremite I/R hasarinda 6nemli rol oynar. Alt ekstremite I/R’unda prognoz kas hasari
miktarina baghdir. Reperfliizyonla olugsmus inflamatuar yanit, geri donlisimlii zedelenme
miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters orantilidir (1,12). I/R’a bagli mikrovaskiiler
disfonksiyonda; endotel hiicre degisiklikleri, endotel bariyer disfonksiyonu, vaskiiler tonusda
degisiklik ve artmis sitokin / adezyon molekiil cevabi gortiliir.

Reperfiizyonla birlikte, sistemik dolasima ¢ikan inflamatuar aracilar, endotel hiicre
aktivasyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyona yol acar, olasi mikroembolilerle diger organ
kapillerlerini tikayarak uzak organlarda hasara katkida bulunurlar. Yaygin uzak organ hasari
durumunda ytiksek mortalite ile seyreden multiple organ dysfunction syndrome (MODS) veya
systemic inflamatuar response syndrome (SIRS) gelisebilir (7,8).

Sildenafil, vaskiiler dilatator etkisi nedeniyle giiniimiizde erektil disfonksiyon ve
pulmoner hipertansiyonun tedavisinde klinik kullanim1 gittikge yayginlasan bir
fosfodiesteraz-5 (PDE-5) enzimi inhibitoriidiir. Vazodilatasyon etkisi diginda sildenafilin
trombosit agregasyonunu engelledigi, antiinflamatuar ve antioksidatif etkilerinin de oldugu
bilinmektedir. N-asetilsistein ise yaygin mukolitik olarak kullanilan antioksidan etkinligi bir
cok klinik ve deneysel calismada gosterilmis bir molekiildiir. Sildenafilin alt ekstremite I/R
hasarinda damar endoteli ve iskelet kasi hasar1 {izerine etkileri heniiz yeterince
arastirilmamustir.

Bu caligmanin amaci, infrarenal abdominal aorta okliizyon-reperflizyonu sonrasi,
femoral arter ve gastroknemius kasinda olusan I/R hasarina sildenafil ve n-asetilsistein’ in
etkilerini arastirmaktir. Bu nedenle, sigan infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-
reperfiizyon sonrasi, kan orneklerinde malondialdehid (MDA) plazma diizeyleri Olciildii.
Ayrica 151k mikroskobu ile femoral arter ve gastroknemius kas doku o&rneklerinin
hematoksilen eozin (HE) ve immunohistokimyasal (TNFa, HIF-1a) histopatolojik

degerlendirilmesi yapildi.



GENEL BiLGILER

ISKEMI REPERFUZYON HASARI

Bir organin damar yataginda bulunan arterlerde kan akiminin kismen veya tamamen
kesilmesi sonucu iskemi tablosu olusmaktadir. Dokuya yetersiz oksijen sunumu ise hipoksi
olarak tamimlanmaktadir. Hipoksinin en sik goriilen nedeni iskemidir. Iskemiye ugrayan hiicre
ve dokularda aerobik metabolizma devre dist kalir ve gerekli enerji anaerobik metabolizma
yoluyla saglanmaya caligilir. Anaerobik metabolizma sonucu olusan toksik metabolitler doku
perflizyonu olmadig i¢in dokuda birikir (1,4). Ancak iskemide, hem metabolit yetersizligi
hem de atik iriin birikimi nedeniyle, glikoliz metabolizmasi hipoksiye oranla daha erken
sonlanir ve hasar ¢ok daha erken olusur (6). Sonug olarak, hiicresel enerji depolarindaki
azalma ve toksik metabolit birikimi hiicre 6liimiine yol agar (8).

Hipoksik dokunun ¢esitli molekiiler mekanizmalarla yetersiz oksijenizasyona
fizyolojik reaksiyonlar olusturabilmesi, vascular endothelial growth factor (VEGF) sentezini
kontrol edebilmesiyle olusur. Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii, anjiogenezde dnemli rol
oynar. Hipokside, yeterli doku perflizyonu saglanabilmesi i¢in, hem VEGF sentezi
(transkripsiyonel mekanizma) artar hem de VEGF yikimi (mRNA stabilizasyonu) azalarak
doku VEGF mRNA diizeyi artar. Hipoksik doku hasarinda diger tiim protein sentezleri
azalirken, VEGF mRNA translokasyonu devam etmektedir (7,13). Vaskiiler endotelial
biiyiime faktorii mRNA transkripsiyonu, HIF-1’in insan VEGF geni 5I-transkripsiyonel
boliimiiyle etkilesime girmesi sonucu aktive olur (7,14). Hipoksi ile indiiklenen faktor-1, basit
bir heliks-halka-heliks per- ARNT-sim (PAS) protein olup, HIF-la ve HIF-1p alt
tinitelerinden olusur. Hipoksi durumunda, HIF-1 protein seviyesi hizli sekilde artarken, doku

iskemisi ortadan kaldirildiginda, hiicreler tarafindan sentezi baskilanir. Dolayisiyla hipokside,
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hiicre ¢ekirdegi HIF-1a proteini birikerek HIF-13 protein ile dimerlesir ve VEGF
transkripsiyonunu aktive eder (7,15).

Sonug olarak, uzun siireli doku iskemisinde; hiicresel sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre ici Ca*?Na" oranlar1), artmis hipoksantin seviyesi, adenozin trifosfat
(ATP) / fosfokreatin ve glutatyon diizeyi azalmasi, adenozin sinyal aktivitesi artisi, membran
potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinligii kaybi, niikleotid fosfohidrolizi ve HIF-1 ¢ekirdek
translokasyonu ile stabilizasyonu gibi hiicre metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren

birgok degisim meydana gelir (5,6).

Geri Doniisiimlii Zedelenme

Hipoksi, Oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkileyerek, ATP ve
fosfokreatin depolarinda azalmaya neden olur. Mevcut ATP sirasiyla adenozindifosfat,
adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan ve biriken bu metabolitler
fosfofruktokinaz enzimini uyararak hiicresel metabolizmanin anaerobik yone kaymasina
neden olur. Bu metabolik degisim, daha fazla glikojen kullanimi1 ancak daha az ATP iiretimi
(aerobik solunumla elde edilen miktarin yaklagik %7’si) ile sonuglanir (7,16). Dolayisiyla
doku glikojen depolar1 hizla tiikenir. iskeminin devam etmesi, hipoksantin ve anaerobik
glikoliz triinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hiicre icinde birikimi,
asidozda artig ve dolayisiyla enzim ve protein hasariyla sonuglanir (17).

Adenozin trifosfat depolarindaki azalma, ATP bagimli hiicre zar1 pompalarinda
fonksiyon bozukluguna neden olarak, hiicre dis1 K™ kayb1 ve hiicre ici ani Na*-Ca*?-Cl
artisina ikincil hiicresel sismeyle sonuglanir. Bu hidropik degisiklik, inorganik fosfatlar, laktik
asit ve piirin niikleotidleri gibi metabolitlerin birikimi sonucu artan osmotik yiikle daha da
belirginlesir. Hiicresel sisme, makroskopik olarak organ renginde solma ve agirliginda artisla,
mikroskopik  olarak ise sitoplazmada berrak vakuoller olusumuyla (hidropik
degisiklik/vakuoler dejenerasyon) kendini gosterir (6).

Ribozomlarin graniilli endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan
monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma olusur. Hipoksi diizelmez ise
mitokondri fonksiyonunda kétiilesme ve membran gegirgenliginde artisa bagl hiicresel sisme
ve fosfolipidden zengin dansiteler ile karakterize morfolojik bozulma goriiliir. Hiicresel
iskelet; mikrovillus gibi yapisal 6zelliklerin kaybi, hiicreler arasindaki baglarin gevsemesi ve
hiicre ylizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Hiicre cekirdegi graniiler ve fibriller
elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik regiilasyon kaybi sonucunda mitokondri,

endoplazmik retikulum ve hemen hemen tiim hiicre organellerinde hidropik degisiklikler
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olusur. Eger doku perfiizyonu diizelirse tiim bu degisimler geri dontisiimli olup iskeminin

devami durumunda geri doniisiimsiiz zedelenme ile sonuglanir (6).

Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Kritik iskemi siiresi, doku canliliginin siirdiirebildigi maksimum iskemi siiresi olarak
tanimlanir. Ortalama kritik iskemi stiresi ise %50 doku kaybina neden olan iskemik zaman
donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarina gore kritik iskemi
stiresi farklilik gostermekle birlikte uzun siireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz
kacinilmazdir (4). Hipoksi sonucunda gelisen mitokondri fonksiyon bozuklugu (oksidatif
fosforilasyon yetersizligine bagli ATP depolarinda azalma) ve hiicre zari hasarinin doku
oksijenizasyonunun yeniden saglanmasina ragmen diizeltilememesi geri doniisiimsiiz hasarin

en bliyiik gostergesi olup, Sekil 1 ile gosterilmistir (6,18).

Zedeleyici ajan

é

Mitokondri

TN

(c‘.“}

b

b
Sitoolazmi]k ca’ artlSI
| I
AlTPaz Fosfolipaz Proteaz

ATP Fosfaolipit Membran ve
azalmasi azalmasi| hicre iskelet
proteinlerinin

parcalanmasl

ATP: Adenozin trifosfat, Ca™: Kalsiyum

Sekil 1. Hiicre zedelenmesinde hiicre ici kasiyum artis1 ve sonuclari (6)

Mitokondriyal vakuolizasyon artist ve matriks i¢i kalsiyumdan zengin yogunluk
birikimi olusur. Hiicre zarinda gelisen hasar; hiicre organelleri ve hiicrede sisme, protein,
esansiyel koenzim ve riboniikleik asit kaybi, ATP sentezinde kullanilan metabolitlerin
depolanamamasina bagli yiiksek enerjili fosfat depolarinda azalma ve interstisyel alandaki
makromolekiillerin hiicre i¢ine gecisiyle sonuglanir. Lizozomal membran hasar1 sonucu
enzimler sitoplazma igine sizar. Asit hidrolazlar, diisiik sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel
elemanlarin enzimatik yilkimina yolagar. Lizozomol sindirim, hiicre oliimii sonrasi,

interstisyel alanda dahi devam eder. Sonrasinda o6lii hiicreler fosfolipid kitleler sekline



donerek “myelin sekiller” olarak tanimlanirlar. Bunlar da yag asitlerine parcalanir veya
fagositoza ugrayarak ortamdan uzaklastirilir. Olusmus yag asitlerinin kalsifikasyonu ise
kalsiyum sabunlarinin olusumuyla sonuglanir (6).

Fosfolipid yikim tiriinleri membran tizerinde deterjan etkisi yapar. Bozulmus oksidatif
fosforilasyon ve azalmis hiicre i¢i ATP depolarina bagli gelisen membran iyon pompa
disfonksiyonu hiicre i¢i Ca*? miktarinda ani artisa neden olur. Bu artisa organellerden salinan
Ca*? da katkida bulunur. Artmus hiicre i¢i Ca™ birgok enzimatik sistemde [fosfolipazlar
(membran hasar1), proteazlar (membran ve hiicre iskeleti hasar1), ATPazlar (ATP yikimi) ve

endoniikleazlar (kromatin yikimi1)] aktivasyona neden olur (19) (Sekil 2).

REVERZIBL . IRREVERZIBL
Y ZEDELENME . ZEDELENME (Hucre Oloma)
7 .
e eemmm e ae e e ses e nan + = 5 Membran Fosfolipitlerin Enzimlerin
zedelenmesl | kayb) ks
Hicre iskeleti /'(0(', LDH)
degigiklikleri
Serbest radikaller ‘-\
Lipit yikimi Ca'" qirisl
Digerferi
e Hicresel sisme 5
) Ca*™*, H,0, ve S 2
Mitokondr ‘;Z:;V;e’g[ + Na* giris 2 :;;?g"(ﬁ,m" - t Mitokondrilerde
{ORsid K* gikist ER sismesi : ca*
fosforilasyon Miyelin sekilier
l /
NUk|eer kromatin
ATP— {Glikoz — kimelesmesi Lizozomal Bazofili (} RNP)*
\ =|PH *—* enzimlerin — | Nukleer dedisiklikler
Diger ~—= {Glikojen . hicre ici Protein sindrimi
etkiler serbestiesmesi
TN ve aktivasyonu
\‘- Ribozomlarin , $Protein , Lipid
ayriimas| sentezi depolanmas)|

ATP: Adenozin trifosfat; LDH: Laktat dehidrogenaz; CK: Kreatinin kinaz;
Sekil 2. Iskemik zedelenmede olaylar dizisi (6)

Hiicresel fonksiyonlar hiicre 6liimiinden 6nce kaybolur. Hasarin morfolojik gériiniimii,
kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz hasar oturduktan gok
sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar iginde goriilebilen geri doniisiimlii bir
hasardir. Geri donlistimsiiz hasar 20-60 dakika icinde 11k mikroskobunda goriilebilirken,
hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte belirgin hale gelir (6).

Reperfiizyon, enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi
amaciyla iskemi sonrasi dokuya ya da organa tekrar kan akiminin saglanmasi olayidir.
Reperfiizyon hasari ilk kez 1975 yilinda Cerra ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir (20).
Oksijenin dokulara yeniden verilmesiyle miyokard veya diger hiicrelerde iskemi sirasinda
olusan toksik hasar daha da siddetlenmektedir. Bu nedenle dokuya oksijen sunulmasi sonucu

olusan bu duruma ‘‘oksijen paradoksu’’ ad1 verilmistir (1).



Reperfiizyon hasari iskemi sonrasi kanlanmanin tekrar saglanmasiyla baglamakta
iskemi stiresine bagli olarak hedef ve uzak organlarda asemptomatik subklinik hasardan hedef
dokuda 6dem, cap artis1, nekroz, uzak organlarda fonksiyon bozuklugu, multiorgan yetmezligi
ve sonrasinda mortaliteye kadar ilerleyen semptomlarin oldugu genis bir yelpazede karsimiza
cikmaktadir (1).

Iskemiye bagli hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak gereklidir.
Ancak paradoksik olarak, reperflizyon sonrasi olusan metabolitler doku hasarinin artigina
neden olur. Hiicresel sisme, hiicre iskeleti degisiklikleri ve secici mikrovaskiiler gegirgenlik
kayb1 reperfiizyona bagli hasarin tipik ozellikleridir. Bu mekanizmalar, doku 6demi ve
kapiller kan akiminda azalmaya neden olur (9).

Reperfiizyon sirasinda olusan reaktif oksijen tiirevlerinin endotel iizerindeki
hasarlayici etkisi, endotel kaynakli endotelin sentezinde artig ve nitrik oksit (NO) sentezinde
azalma gibi faktorler ciddi endotel disfonksiyonuna yolagar (21). iskemik donemde olusan
oksidatif fosforilasyon hasari, hem ATP depolarinda hizli tilkenme ve hipoksantin artigina,
hem de azalmis ATP’ye bagl hiicre i¢i kalsiyumda hizli yiikselise neden olur. Dolayisiyla,
hiicre i¢i kalsiyumun artis hiz1 ve miktari, hasar1 etkileyen en 6nemli ve erken mekanizma
olup, hiicre nekroz ve apoptozuyla direkt ilgilidir (22). Artmis hiicre i¢i kalsiyum, bir proteaz
enzim olan kalpain aktivasyonunu ve dolayisiyla ksantin dehidrogenaz (XD) enziminin
ksantin oksido-rediiktaz (XO) enzim formuna doniisiimiini saglar. Saglikli kisilerde her iki
enzim formu da aktif halde bulunur ancak XD hakimiyeti mevcut olup hipoksantin’i sirasiyla
ksantin ve lirik asite ¢evirir. Ksantin dehidrogenaz bu fonksiyonu sirasinda elektron tasiyict
bir molekiil olan nikotinamide adenin diniikleotid kullanir ve oksijene ihtiya¢ duymaz. Doku
iskemisi sirasinda ise, enzimin XO formu baskin hale gelir ancak XO aktivitesi oksijen
gerektirdigi igin iskemik dokuda XO birikimi olur. Dolayisiyla, iskemik dénemde, hipoksiye
bagli, hipoksantin ve XO birikimi so6z konusudur. Reperfiizyon doneminde ise, oksijen
sunumuyla birlikte XO aktivasyonu ve hipoksantinden toksik oksijen radikalleri olusur (23).

Doku oksijenasyonu yeniden saglandiginda, oksijen, XO ve hipoksantin’in
birbirleriyle olan etkilesimi, tirik asit, siiperoksit (O2") ve su (H,O) olusumuyla sonuglanir.
Olusan stiperoksit, ¢ok zararli bir molekiil olmayip, hidrojen peroksit (H,O,) i¢in kaynak
olusturur. Oy, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla hidrojen peroksit’e doniisiir.
Katalaz enzimi ise olusan hidrojen peroksiti, su ve oksijene ¢evirir. H,O,’in gegis metalleriyle
(en siklikla serbest demir) reaksiyona girmesi sonucunda hidroksil (OH") radikali olusur.

Dolayisiyla, O, ve HyO; radikallerine bagli lipid peroksidasyonu ancak bu

molekiillerin serbest demir ile reaksiyona girip hidroksil radikali olusturmalariyla belirgin
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hale gelir. OH" radikali giiglii bir oksidan molekiil olup, SOD ve katalaz enzimleri bu
molekiiliin temizlenmesinde dogal savunma mekanizmalarin1 olustururlar. Buna ek olarak,
saglikli kisilerde demir; kanda hemoglobin, kasta myoglobin, dolasimda transferrin ve
hiicrelerde ferritin seklinde depolanarak serbest halde bulunmaz. Doku iskemisi sonucu
olusan hiicresel asidoz, artmis rediiktan madde seviyesi ve SOD aktivitesi, ferritine bagli
hiicresel demirin serbestlenmesine neden olur. Ayni zamanda artmis hemoliz ve H,0,
aktivitesi de hemoglobine bagl demiri agiga ¢ikartir (24). O,  toksisitesinde bagli demiri
serbestleyebilmesi ve ferrik formu ferr6z forma cevirebilmesi 6nemli rol oynar.

Serbest oksijen radikallerinin diger kaynaklari; aktive olmus polimorfoniikleer 16kosit
(PMNL), mitokondri Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADP) dehidrogenaz sistemi,
katekolaminlerin otooksidasyonu ve arasidonik asit metobolizmasidir (6). Bu serbest
radikaller, 6zellikle de OH" radikali, hiicre zar1 lipid peroksidasyonunu baslatip, arasidonik
asit ve lipidperoksil serbest radikallerin salinimina neden olur. Arasidonik asit, siklooksijenaz
[Thromboxane A2 (TxA2), PGE1, PGI2)] veya lipooksijenaz (LT-B4, LT-C4, LT-D4, LT-
E4) enzimleriyle metabolize olup eikosanoidlere doniisiirken, lipidperoksil radikali; lipid
peroksidasyonuna devam eder (6).

Bu olaylar sonucunda, hiicre zar1 segici gecirgenlik kaybi, DNA hasari, yapisal
proteinlerin yikimi, hiicre zar1 etkilesimli enzimlerin inaktivasyonu ve sitoliz goriiliir. OH
radikali bagka bir radikal ile birlesip inaktive oluncaya veya tiikeninceye dek bu zincirleme
reaksiyon devam eder.

Iskemik bir dokuda reperfiizyonun baslamasiyla, polimorfoniikleer 16kositler endotel
16kosit adezyon molekiilii (ELAM-1), interselliiler adezyon molekiilii (ICAM-1), vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1), L-selektin gibi adezyon molekiillerine tutunarak iskemik
dokuya yerlesirler ve bir¢cok yoldan etki gostererek iskemik dokuyu yok ederler (25).

Sonugta I/R zedelenmesinden sorumlu tutulan mekanizmalar olarak serbest oksijen
radikalleri, proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, 16kosit infiltrasyonu, kalsiyum yiiklenmesi,

lipid peroksidasyonu ve azalmasi ileri siiriilmektedir (26).

ISKEMI REPERFUZYON HASARI MEKANIZMASI

Iskemik dokunun infarktiisden kurtulmas: i¢in reperfiizyon saglanmasi sarttir. Kan
akisinin saglanmasi iskeminin dokuda yapmis oldugu hasari arttirarak infarkt sahasinin
geniglemesine neden olabilir. Bu olaylarin tamamina birden “reperfiizyon hasar1” ad1 verilir.
Iskemi olusmus doku ya da organa reperfiizyon saglanmasi, sadece iskemi kaynakli hasara

gore daha ¢ok hasara sebep olur (27).



Iskemi reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere sebep olan faktdrler soyle

siralanmaktadir (28):

a) Serbest oksijen radikalleri,

b) Polimorf niikleer 16kositler, plateletler
C) Kompleman sistemi,

d) Endotel hiicreleridir.

Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
iceren molekiil veya atom olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller sahip olduklar: serbest
elektron nedeniyle stabil olmadigindan kisa omirlidiirler (1). Radikallerle eslenmemis
elektron nokta ile gosterilmektedir.

Oksijen molekiilii eslenmemis iki elektron igeren bir radikaldir. Aerobik canlilar
yasamlari i¢in gerekli kimyasal ve 1s1 enerjisini, gidalar1 O, ile yakarak elde ederler (1).
Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla karsi karsiyadir. Serbest radikaller
fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur
ve i¢sel mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararl etkileri 6nlenir. Biyolojik sistemlerde
olusan serbest radikallerin endojen kaynakli oksijen, NO, uyarilmis nétrofil, mitokondriyal
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak
sayilabilir (28).

Aerobik canlilarda serbest radikaller i¢in en Onemli kaynak molekiiler oksijendir.
Normal metabolizma sirasinda Oz’ nin %98’1 H,O’ya indirgenmektedir. Geriye kalan yaklagik
%2’lik kistm ise O, ve OH radikaline doniistir. En 6nemli serbest oksijen radikalleri 0, ve
OH™ anyonlaridir (1).

Hidrojen peroksid biyolojik sistemlerde siiperoksid olusumu yoluyla sik olarak
meydana gelmektedir. Burada iki siiperoksid molekiilii iki hidrojenle reaksiyona girerek H,0,
ve O, olusturur. Eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir (1,29).
202+ NADPH = 20, + NADP* (NADPH Oksidaz aracili superoksit olusumu)

20, +2H" > H,0, + O, (SOD aracilt superoksit radikali temizlenmesi)
Hidrojen peroksitin hiicre i¢inde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.
1. H,0,, katalaz veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik olmayan iirtinlere

dontistir:



Katalaz

a. 2H,0, 2H,0 . O, (Katalaz aracili hidrojen peroksit radikali

temizlenmesi)
GSH—-Px

b. H,O, + 2GSH GSH; H,O + GSSG (Glutatyon peroksidaz aracilt

hidrojen peroksit radikali temizlenmesi )

GSH-rediiktaz

c. H,0,  NADPH + H* NADP* + 2GSH (Glutatyon rediiktaz
aracilt hidrojen peroksit radikali temizlenmesi )
2. H,0, gecis metallerinin varliginda toksik OH radikaline doniisiir: Bu reaksiyona
Fenton reaksiyonu (Ferr6z demirin oksidasyonu ile hidroksil radikali olusumu) denilir.
H,0, + Fe”” > OH +HO +Fe"

Hidroksil radikali oldukca reaktif ve toksik bir radikaldir. Hidroksil radikali,

elektronegativitesi ve biiylik molekiil yapis1 nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler
gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur (1,30). Tablo 1’de

radikal olan ve olmayan oksijen bilesikleri goriilmektedir.

Tablo 1. Oksijen bilesikleri (1)

Reaktif oksijen bilesikleri Radikal olmayanlar

O,~ = Siiperoksit H,O, = Hidrojen peroksit
"OH = Hidroksil 0, = Singlet oksijen

HO, = Hidroperoksil HOCI = Hipoklor6z asit
RO = Alkoksil ONOO" = Peroksinitrit radikali
ROO" = Peroksil O3 = Ozon

NO" = Nitrik oksit LOOH = Lipid hidroperoksit
NO," = Azot dioksit

Siiperoksid (O, ): Cok toksik olmayan bir serbest radikaldir. Diger oksijen
bilesiklerinin olusumunda anahtar rol oynar. Zayif oksidan etkisine karsin diisiik pH
degerlerinde protonlanarak hidroperoksil olusur (1).

Hidrojen peroksid (H202): Metal iyonlarin yoklugunda stabil, zayif oksidan, zayif
rediiktan, biyolojik memranlar1 kolayca gecgebilen ve uzun Omiirli bir reaktif oksijen
bilesigidir (1).

Hidroksil (OH ): Asirt reaktif, kisa 6miirlii radikaldir. Hiicrede olustugu yerden daha

uzaga gidemez. Olustugu yerin hemen c¢evresinde oldukga biiyiik hasara yol agabilir (1).
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Singlet oksijen (02): Radikal degildir. Serbest oksijen radikalleri ile birlikte olan
reaktif oksijen tiirtidiir (1).

Hidroperoksil (HO,"): Siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur ve siiperoksitten
daha reaktiftir. Biyolojik membranlar1 kolay gecebilmesi ve yag asitleriyle direkt etkilesime
girebilmesi yoniinden 6nemlidir (1).

Diger serbest radikaller: Lipid, niikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi biyolojik
molekiilde (RH), oksidize radikal (OH" gibi) atagi sonucu olusan karbon merkezli (R") genis
kapsamli bir grubu olustururlar. Bunlar oksijen ile hizla reaksiyona girerek uygun peroksil
radikalini (ROQO") olusturur. Bu peroksil radikaller alkoksil radikali (RO") olusturmak tizere
reaksiyona girebilirler. Glutatyonun oksidasyonunda oldugu gibi kiikiirt atomlar1 serbest
radikalin merkezinde (thiyl radikali; RS") olabilir (1).

Nitrikoksit (NO"): L-Arginin’in guanidium grubundan, nitrik oksit sentetaz (NOS)
enzimi aracihi@ ile endotelde sentezlenen serbest radikaldir. Ug farkli NOS enzimi vardir.
Endotelial, noronal ve normal kosullarda iiretilmeyen ancak enflamasyon veya enfeksiyon
durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan indiiklenebilen NOS (INOS)’dur. NO,
siperoksit anyon radikali ile hizla reaksiyona girdiginden hiicre koruyucusu olarak
diistiniilebilir (1,31).

Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu ve normal vaskiiler gegirgenligin
idamesi, endotele 16kosit adezyonunun engellenmesi, trombosit agregasyonunun inhibisyonu,
oksijen derive serbest radikallerin temizlenmesi, diiz kas hiicre proliferasyonunun
engellenmesi, immun defansin gii¢lendirilmesi, endotel hiicrelerinin rejenerasyonunun
uyarilmas: gibi bir¢ok doku koruyucu olayda etken bir maddedir (32). Ayrica iskemik
dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir
(33).

Reperfiizyonla; SOR olusumunda artis, NO seviyesinde azalma ve SOD / katalaz
enzim aktivitelerinde diisme gergeklesir. Siiperoksit ve NO arasindaki denge siiperoksit
lehine kayar. Bu denge kaybi; NO bagimh vazodilatasyonda azalma ve nétrofil-endotel
adezyonu ile platelet agregesyonunda artisa ikincil “no reflow” fenomenine egilim meydana
getirir. Bununla birlikte, NO yoklugunda siiperoksit-hidrojen peroksit doniisiimii kolaylagarak
inflamatuar aracilarin (PAF ve LTB4) sentezinde artis olusur (31).

Fizyolojik derisimde firetilen NO, oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOg3)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur (34). Sonug olarak NO azalmas1 endotel

disfonksiyonu ve nétrofil aracili doku hasariyla birliktelik gosterir (31).
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LH+R—-L+RH R: Radikal
L+ 02 — LOO L: Lipid
LOO + LH — LOOH + L
LOOH — LO, LOO, Aldehidler
Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehid (MDA) gibi stabil iirtinlerin
Olglimii, serbest oksijen radikali Onciilerinin aktiviteleri konusunda fikir verir. Lipid

peroksidasyonu, I/R hasarmin hem tanisinda hemde patofizyolojisinde dnemli rol oynar (35).

iskemi Reperfiizyon Hasarinda Lokositler, Trombositler ve Endotelin Rolii

Iskemi reperfiizyon; endotel ve 16kosit hiicre yiizeyleri adezyon molekiil olusumunu
arttirarak, lokosit diapediziyle sonuglanan kaskadin aktivasyonuna neden olur (36). Bu
adezyon molekiillerinin hiicre yiizeylerindeki olusumu kimyasal aract maddelerce saglanir.
[/R’da aktif hale gelen ilk hiicre nétrofildir. Onceden nétrofillerin I/R hasarinda tetikleyici
olduklar1 kabul edilmekteyken, artik mikrovaskiiler ve mukoza hasarinin ¢ogundan sorumlu
son mekanizma olduklart diistiniilmektedir (4).

Doku iskemisi sonrasi dolasimda serbest dolasan nétrofiller aktive olduklarinda,
iskemik doku endoteline yapisip, interstisyel alana gegerler. Bu siireg; hem 16kosit hem de
endotel hiicreleri lizerindeki glikoproteinler, hareket eden kanin mikrodolasima olan yirtict
kuvveti, lokosit ve endotel hiicrelerinin birbirlerine olan elektrostatik itici kuvveti ve
hiicrelerce (endotel, 16kosit, trombosit) olusturulan kimyasal maddeler (ROT, NO, PAF)
sonucu olusur (37). Lokositlerin endotel yiizeyde yuvarlanmasi (“rolling”) selektin ailesi
glikoproteinleri (I6kosit; L selektin / endotel; E ve P selektin) araciligiyla olusur. Bu
yuvarlanma etkisi (“rolling effect”); 16kositleri, klasik kemoatraktan (LT-B4, C5a, PAF) ve
kemokinlerle yakin temas haline sokar (38). Bu molekiiller, 16kosit hiicre yiizey reseptorlerine
baglanarak, G proteinler araciligiyla, B2 integrinleri aktive ederler. Ayn1 zamanda, TNF-a ve
IL-1 molekiilleri, endotel hiicre yiizeyi VCAM-1 ve ICAM-1 ifadesini uyarirlar. Boylelikle,
l6kositler tlizerindeki B2 integrinler (CD11a, CDI11b, CD11¢/CD18) ile endotel {lizerindeki
reseptorleri olan immunglobulin siiper ailesi (ICAM-1, 2, 3 ve VCAM-1) reaksiyona girerek,
endotel-16kosit adezyonu gergeklesir. Lokosit-endotel adezyonu reperfiizyon déneminin
onuncu dakikasinda maksimuma g¢ikar. Reperfiizyona bagli inflamatuar cevap, integrin ve
reseptor olusumunu uyararak, 16kositlerde hiicre iskeleti degisiklikleri ve giiclii endotel-

I6kosit adezyonuna neden olur (31). Sekil 3 ile endotel-16kosit iliskisi gosterilmistir (28).
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PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; ICAM-1: Interselliiler adezyon molekiilii-1
PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule.

Sekil 3. iskemi repefiizyon hasarinda lokosit-endotel etkilesimi (28)

Daha sonra endotel hiicreleri arasindan gegen lokositler hedef dokuya gog (diapedez)
ederler. Lokosit gocii esas olarak venoz kilcallardan olur. Hasarli dokuya olan lokosit
kemotaksisi kompleman sistemi (C5a), arasidonik asit lipooksijenaz yolu tiriinleri (LT-B4) ve
sitokinler (6zellikle kemokinler, IL-8) yoluyla saglanir (6). I/R sirasinda olusan TNFo, IL 1,
PAF ve kompleman sistemi gibi inflamatuvar aracilarin hepsi notrofil géciine katkida bulunur
(39).

Timor nekrozis faktor o; NADPH oksidaz aktivasyonu ve IL-2 reseptor / ICAM-1
artmis olusumunu saglayarak, notrofil adezyon ve degraniilasyonunu uyarir. Endotelde
“endotelyal aktivasyon” olarak adlandirilan bir grup degisikligi stimiile eder. Bu degisiklikler;
adezyon molekiillerinin artmis yiizey ifadesi, baz1 sitokin ve biiylime faktorlerinin
sekresyonu, eikozanoidlerin ve NO sentezlenmesi ve endotel trombojenitesinin artmasidir.
Ayrica nétrofillerin agregasyonu ve aktivasyonunu stimiile eder; mezenkimal hiicrelerden
proteolitik enzimlerin salinimini uyararak doku hasarina neden olur (6). Ksantin oksidaz
kaynakli SOR, hasarlanmig doku nétrofil devamliligini saglayarak, doku hasarinin
genislemesine neden olur (24)

Hipoksi ile indiiklenen faktor-1; transkripsiyon faktorii, hipoksiye adaptasyon

cevabinin gelisiminde anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir (40-43). Bu proteinin
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etki ettigi mekanizmalar, ¢cok sayida genin transkripsiyonunun diizenlenmesi, hiicrelerin
dediferansiyasyonu, vaskiilarizasyon, otokrin biiyiime faktorii iretimi, proliferasyon,
invazyon ve metastaz, metabolik yeniden programlanma, timor biiyiimesinin artmasi olarak
siralanabilir (40,44,45). HIF-1 proteini, hiicrede siirekli olarak eksprese edilen HIF-1
altlinitesi ile HIF-1o altlinitesinin bir araya gelmesi ile olusan bir heterodimerdir. HIF-1a
altiinitesi, ortamda oksijen konsantrasyonunun azalmasina bagimli olarak aktive olmaktadir.
HIF-1 transkripsiyon faktoriiniin islevinin diizenlenmesinde rol oynayan iki temel unsur, HIF-
la‘nin hipoksik kosullarda stabilizasyonu ve normoksik kosullarda degradasyonudur (40,46).
Hipoksik kosullar altinda, HIF-1a altiinitesi sitoplazmadan ¢ekirdege yer degistirerek HIF-13
ile dimer olusturur. Cekirdekteki diger kofaktdrlerin de baglanmasi ile aktive olan HIF-1,
DNA {izerinde “hipoksi cevap elemani” olarak tanimlanan 6zgiil diziye baglanir ve hedef
genlerin ekspresyonunu tetikler (40).

Iskemi reperfiizyon hasar1 bdlgesinde artmis myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile
MDA konsantrasyonunun korelasyon gostermesi ise, lipid peroksidasyonun nétrofil kaynakl
reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ile olustugunu gosterir. MPO aktivite artiginin, hiicre zari
fosfolipidlerinin lipoperoksidasyonu sonucu olusan fosfolipid kaynakli aracilara ( PAF) bagh
da olusabilecegi gozlenmistir (47).

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasimi sistemidir. Arteriol, veniil, arteryel ve vendz
kilcallarin boyutu 7-100 pm arasinda degisir. Iskemi sonrasi dokuda reperfiizyon
saglandiginda aktive olmus l6kositler mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden
olurlar. Dolayisiyla l6kosit-trombosit ve 16kosit-endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma
olup, interstisyel sivi birikimi ve azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma katkida
bulunur (48). Bu durum ilk kez 1967 yilinda Majno tarafindan “no reflow” fenomeni olarak
tanimlanmistir (49).

Trombositler, trombotik etkileri disinda kemotaktik fonksiyonlariyla da inflamatuar
cevapta kritik rol oynarlar (50). Adezyon sonrasi aktive olmus trombositler, hem salgiladiklar
kemotaktik faktorlerle direkt olarak etki ederler hem de baglandiklari hiicrelerin (endotel /
16kosit) kemotaktik 6zelliklerini degistirerek etki ederler (51).

Lokosit-endotel adezyonu, endotelde sisme ve daha fazla Iokosit adezyonuyla
sonuglanir. Lokosit-trombosit adezyonu ise trombositlerin subendotel alanda birikerek,
endotel ayrilmasina neden olur. Bu yapismis trombositler, selektin ve integrinler yoluyla,
daha fazla 16kositin trombositlere yapismasini saglarlar (52). Sonug olarak endotel-16kosit-

trombosit etkilesimleriyle, fibrin birikimini takiben, trombiis olusumu gozlenir.
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Trombosit-endotel adezyonu; 16kositlerde oldugu gibi, zayif baglanma, yuvarlanma ve

adezyon safhalarindan olusmakta olup Sekil 4 ile gosterilmistir (53).

Rolling Firm Adhesion Platelat/Leukocyte
Activation Secretion  Aggragation Adhesion
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CcD11b/CD18
JAM-3

PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; ICAM : Interselliiler adezyon molekiilii
CD: Farklilasma y1g1lim molekiilii VWF: von Willebrand faktér JAM-3: Bileske adezyon molekiilii 3
GPllIb-11la: Glycoprotein llb-Illa

Sekil 4. Trombosit-endotel adezyonu gosterilmektedir (53).

Trombosit-endotel ve trombosit-matriks adezyonu, trombosit aktivasyon ve kemokin
salmimina neden olarak l6kositlerin trombosit birikim alanlarina gogiinii saglar. Trombosit
adezyon bdlgelerinde trombosit-16kosit ve 16kosit-fibrin etkilesimi ile l6kosit infiltrasyonu
gergeklesir (53). Trombosit-16kosit adezyonu da; zayif baglanma, yuvarlanma ve adezyon
asamalarini igermekte olup, trombosit P selektin ve ICAM-2 molekiilleri ile 16kosit PSGL-1
ve CD11b/CD18 molekiilleri arasinda etkilesimi gerektirir (54).

Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Komplemanin Rolii

Kompleman sistemi bir dizi plazma proteini ve bu proteinlerin hiicre zari
reseptorlerinden olusur. Hepatositler, monositler, makrofajlar, bobregin tiibiiler ve glomeriiler
hiicreleri kompleman komponentlerinin sentez yerleridir. Kompleman sisteminin aktivasyonu
sonucunda proinflamatuvar komponentler (C3a, C5a, iC3b ve C5b-9) olusur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler. C5a ayrica, makrofaj inflamatuvar protein
MIP-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein MCP-1, TNFa, IL-1 ve IL-6
iiretimini uyararak inflamatuvar yaniti arttirir.

Kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit adezyon molekiilleri VCAM-1, ICAM-
1, E-selektin ve P-selektinlerdir (28,55). C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini
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uyararak l0kosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli
vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler

tonusu bozar (28,56).

Iskemi Reperfiizyon Sonras1 Olusan Vaskiiler Bozulmalar

Endotel hiicreleri, hemostazin (akim, damarsal secici gegirgenlik ve hiicre trafigi)
saglanmasinda Oonemli gorev istlenir. Bu hiicreler hem iskemi hem de reperfiizyona cok
hassastirlar. Uzun siireli hipoksi; hiicre zar1 potansiyel degisiklikleri, iyon dagilimi
bozukluklar1 ve akigkanlikta azalma ile hiicre i¢i hacim artis1 ve hiicre iskeleti organizasyon
bozukluklar1 olusturur (8).

Iskemi reperfiizyon hasarinin arteriollerdeki primer gostergesi endotel bagimli
vazodilatasyonda bozulma ve hiperreaktivitedir. Endotel bagimli vazodilatasyon NO
aracilifiyla olusur. Doku reperfiizyonuyla birlikte; SOR olusumunda arti, NO seviyesinde
azalma meydana gelir. [/R’a bagl arteriol disfonksiyonundan tek bir mekanizma sorumlu
olmayip, ph bagimli denaturasyon ve proteolize ikincil gelisen endotelial NOS inhibisyonu,
azalmig yirtici kuvvetler, arteriol disfonksiyonundan sorumlu temel mekanizma olarak kabul
edilmektedir (57-59).

Reperfiizyon sonrasi arteryel kilcal endotelinde hasardan ve tikanikliktan, intraluminal
konjesyon ve interstisyel 6deme bagli vaskiiler kompresyon sorumludur (60). Lokosit-endotel
adezyonunun engellenmesi ve antioksidan tedaviyle mikrovaskiiler disfonksiyonda azalma
saglanabilir (61). Venoz kilcallar, eklenmis notrofil ROT olusumu nedeniyle, oksidan stresin

en yogun goriildiigii vaskiiler kompartmandir (9,10) (Tablo 2).

Tablo 2. iskemi/reperfiizyon hasarinda damarsal degisiklikler (9)

ARTERIOL ARTERYEL VENOZ
KILCALLAR KILCALLAR
Primer Yetersiz vazodilatasyon Azalmig doku perfiizyonu | Artmis hiicre zari
Patoloji Interstisyel ~alana  stvi | gegirgenligi
kagist
Mekanizma —Degisken doku cevabr: | —“No reflow” fenomeni: | —Lokosit adezyonu:
.damar ¢ap1 .platelet ve 16kosit .endotel hiicre ylizeyi
.doku tiirti adezyonu adezyon
— Azalmig NO sentezi: —Kompresyon: molekiilii olusumu
.substrat ve kofaktor .artmug hidrolik —Bariyer disfonksiyonu:
yetersizligi gecirgenlik okosit goe¢ii
.ROT direkt etkileri .interstisyel 6dem —Qksidan hasar:
.ROT patlamasi
Sonuc¢ Artmusg vaskiiler rezistans | Bozulmus doku Hemodinamik
perfiizyonu dengesizlik
ve ddem

NO: Nitrik oksit ROT: Reaktif oksijen tiirevleri
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Iskemi Reperfiizyon Sonrasi1 Olusan Iskelet Kas1 Hasar
Volkman tarafindan 1881 yilinda tariflenen ve kemik kirigini takiben olugmus iskemik
kontraktiir, muhtemelen belirlenmis ilk kas iskemi/reperfiizyon olayidir. Yapilan hayvan
deneylerinde; 1926’da Jepson, alt ekstremiteye turnike uygulanimi sonrasi1 6dem olustugunu,
1945°de ise Dennis, olusan bu édeme fasyatomi ile miidahelenin klinik diizelme sagladigini
gostermislerdir. Ancak fasyatomi, 1964’de Patven, Pavlos ve Shires tarafindan 76 iskemik alt
ekstremite hastasinda kas 6demini ¢6zmek i¢in kullanildiginda popiilerlik kazanmistir (1,12).
Iskemik ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk, ilk kez 1960 yilinda Haimovici
tarafindan “myonefropatik-metabolik sendrom” olarak tariflenmistir (7,62).
Iskemiye kars1 olan tolerans dokunun tiiriine ve kollateral dolasim varligma gore
degisir. Normotermik doku iskemisinde geri doniisiimsiiz hasar; kasta 4. saatte, sinirde 8.

saatte, yag dokusunda 13. saatte, ciltte 24. saatte ve kemikte yaklasik 4. giinde olusur (1,12).

Ekstremite Iskemi Reperfiizyonunun Patofizyolojisi

Kas degisiklikleri: Iskelet kasi, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup iskemik
hasara en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kas1 hasar1 ekstremite reperfiizyon hasarinin en
onemli kismini olusturur (1,12). iskemiyi takiben yaklasik {igiincii saatte ciddi kas hasar1 ve
altinc1 saatte yaklasik %97’°lik fonksiyonel doku kaybi olustugu (yani geri doniistimsiiz
zedelenme) spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gosterilmistir (63).

Kas lifleri, icerdikleri myoglobin miktarma gore, kirmizi (tip 1) ve beyaz (tip 2) olarak
siiflandirilir. Cogu kas her iki tiirii de icermekteyse de bacagin 6n kompartmaninda daha ¢ok
tip 1 veya yavas kasilan lifler baskin olup, enerji iiretiminde aerobik metabolizmay1
kullanmalar1 bu kas grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda;
gastroknemius kasinda tip 2 veya hizli kasilan lifler baskin olup, enerji tiretiminde anaerobik
metabolizma &n plandadir. Iskeminin siiresi ve etkilenen kas lifi tipi iskemik hasarda énemli
olmakla birlikte dokunun viicuttaki konumu da &nemlidir. Ornegin, ¢abuk soguma nedeniyle,

distal ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir (1,12).

Mikrosirkiilasyon degisiklikleri: iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri
etkileyerek, hem liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi ¢ikintilar olusturur.
Iskeminin devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde artis olusur. Bu arada, hiicreler arasi
baglar zayiflar ve gecit genisler. Heterojen dagilimli endotel hiicre 6demi olusarak kirmizi
kiire sikismasini arttirir. Iskeminin dordiincii saatinden sonra mikrosirkiilasyonda hiicresel

etkilesimler (eritrositik, trombositik ve l6kositik) baslar. Venéz ve arteryel kilcallar,
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reperfiizyon Oncesinde, sikigmis eritrositlerle kapanmis goriinlimdedirler. Rulo halindeki
eritrosit kiimeleri, erken reperfiizyon déneminde, endotel yiizeyde hasarlanma olustururlar.
Endotel hiicre sitoplazmasindaki pargcalanma sonucu hiicreler arasi biiyiikk gecitler olusur.
Reperfiizyonla birlikte, 6zellikle vendz kilcallarda, liimen i¢i platelet ve fibrin kiimeleri ile

karakterize trombotik komplikasyonlar olusur (12).

DAMAR CERRAHISINDE iSKEMI-REPERFUZYON

Reperfiizyon sendromunda esas olarak iki 6nemli komponent vardir. Bunlardan biri
iskemik sahada olusan lokal hasar, digeri yetmezlikle sonuglanan uzak organ hasaridir (1).

Iskemik dokuda reperfiizyonla birlikte baslayan inflamatuvar yamit lokal hasari
arttirmaktadir. Inflamatuvar yamt olusumunda &len hiicrelerden salinan asit fosfataz,
aminoasitler, aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz, histamin
benzeri maddeler, inorganik fosfatlar, laktat, lizozimler, miyoglobin, niikleotidler, potasyum,
proteolitik enzimler, piirin bazlart gibi {iriinler Gnemli rol oynamaktadir (1,12).

Hasarl1 dokudan yikim {irlinlerinin salinmasi sonucu pihtilasma mekanizmalariin
aktiflesmesi mikrovaskiiler hasar ve mikrovaskiiler trombozis olusturarak kas hasarinin daha
da yayginlagsmasina neden olur. Boylece kapiller kagak ve interstisyel basingta artma gozlenir.
Eger interstisyel basinclar mikrosirkiilasyon basincina yaklasir veya asarsa kan akimi
engellenecektir (1).

Doku hasarinin ilerlemesinde 6nemli noktalardan biri pihtilasma sonucu olusan
inflamatuvar mediatorlere baglidir. Bu nedenle yapilan bazi caligmalarda yiiksek doz
heparin’in permeabilite degisikliklerini azaltabilecegi, kollateral akimi diizeltebilecegi ve
iskemik demarkasyon seviyesini azaltabilecegi gosterilmistir (1).

Prokoagiilanlar ve yikim iirinleri dokunun yikanmasi sonucu sistemik dolagima geger
ve sistemik koagiilasyon olusturabilir. Faktor XII’nin aktivasyonu, histamin, kompleman,
tromboksan ve bradikinin gibi inflamatuvar mediatorler pihtilasmay: baslatabilir (1).
Ekstremitede, iskemi reperflizyonu izleyen donemde renal yetmezlik sonucu 6nemli mortalite
artisinin oldugu bilinmektedir. Burada iskemik dokudan salinan miyoglobin veya diger toksik
faktorlerin 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir (8,12).

Ayrica akciger, karaciger, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve miyokard
disfonksiyonu goriilebilir (8). Olusan komplikasyonlarin siddeti tutulan doku kitlesi ve
iskemi siiresi ile iliskilidir, morbidite ve mortaliteyi azaltmak amaciyla kas hasar1 olugsmadan

onceki kritik safhada kan akiminin diizeltilmesi gerekmektedir (12).
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Bazi deneysel ¢aligmalarda antioksidanlarin, antitromboksanlarin, antilokotrienlerin ve
antitrombosit aktive edici faktorlerin reperfiizyonun sistemik etkilerinden korunmak amaciyla
kullanilabilecegi gosterilmektedir (12).

Lokosit aracili iskemi reperfiizyon hasarin1 engellemeyi hedefleyen caligmalar
inflamatuvar mediatér salinimi ve reseptor baglanmasi, 16kosit adezyon molekiilii sentezi ve

16kosit endotel adezyonunun inhibisyonu iizerine odaklanmigtir (64).

RADIKALLERE KARSI SAVUNMA SiSTEMLERI

Organizmada normal metabolik olaylar sirasinda siirekli olarak olusan serbest
radikaller endojen antioksidanlar ad1 verilen molekiiller tarafindan etkisizlestirilir (1).

Oksidan maddeler belirli diizeyde kaldiklarinda organizmanin yabanci cisimlere,
maddelere ve infeksiyon ajanlarina karsi onemli savunma molekiilleridir. Belirli diizeyin
iistiine ¢iktiginda ve antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda serbest radikaller
lipid, protein, karbonhidrat ve niikleik asit gibi hiicrenin bazal yapi taslarini hasara ugratarak
zararli olmaktadir (1).

Memeli hiicrelerini oksidanlara kars1 savunan bes mekanizma dnemlidir (1).
a) Metal iyonlarinin baglanmasi ile toksik radikal olusumunun 6nlenmesi,

b) Olusan radikallerin toplanmasi ve bastirilmast,

c) Radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmast,

d) Hedef molekiilin hasar sonrasi tamiri veya tamir edilemeyecek durumdaki
molekiillerin uzaklastirilmasi,

e) Antioksidan kapasitenin arttirilmasi.

Antioksidanlar
1. Endojen Antioksidanlar: Enzim ve enzim olmayanlar olarak ikiye ayrilir.

-Enzim olan endojen antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-
transferaz, katalaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz (65).

-Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, seruloplazmin, transferrin, myoglobin,
ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, tirat, laktoferrin, albumin (66).

2. Eksojen Antioksidanlar: Vitamin E, karoten, vitamin C, folik asit, allopiirinol,
oksipiirinol, NADPH oksidaz inhibitdrleri (adenozin, kalsiyum kanal blokorleri), rekombinant
stiperoksit dismutaz, endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (ebselen, asetilsistein),
nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin), notrofil adezyon inhibitdrleri,

demir selatorleri (28).

19



Yapilan bazi ¢alismalarda C ve E vitamini ile melatonin’in 6nemli antioksidan etkileri

oldugu kabul edilmektedir (1,67-69)

SILDENAFIL
Giintimiizde erektil disfonksiyonda kullanilan ve korpus kavernozumdaki siklik
guanozin-3’,5’-monofosfat (sGMP) degradasyonundan sorumlu, sGMP'ye spesifik PDE5

enziminin potent ve selektif bir inhibitoriidiir (70).

Sildenafilin Farmakodinamigi

Sildenafil, SGMP, diiz kas gevsemesi ve trombosit agregasyonu gibi bir ¢ok fizyolojik
durumda sinyal transdiiksiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. SGMP guanilil siklaz
araciligiyla dretilir ve siklik nukleotid PDE’ler araciligiyla 5°-GMP’ye yikilir. Vaskiiler diiz
kas hiicrelerindeki sGMP konsantrasyonu, bu iki olay arasindaki denge ile belirlenmektedir
(71,72). PDE’lerin memeli dokularinda 11 smifi tanimlanmigtir. Bunlardan PDE 5 enziminin
vaskiiler ve brongiyal diiz kaslarda ve trombositlerde bulundugu gosterilmistir (71,73). PDE 5
inhibitorleri yapisal olarak sGMP ile benzerdir ve PDE’nin katalitik bolgesinde sGMP ile
yarismaya girerler (Sekil 5) (71).

¥ |
0 ‘_ﬂ' N.
g @
sGMP | Sildenafil

Sekil 5. Fosfodiesteraz 5’in kompetitif inhibitorii sildenafil ile onun dogal
substrati olan siklik guanozin-3’,5’-monofosfatin yapisal olarak

karsilastirilmasi (71)
Tek dozda ve 100 mg’a kadar oral yolla uygulanan sildenafil EKG'de klinik olarak

anlamli etkiler olusturmamaktadir. 100 mg oral dozu takiben yatar pozisyonda ortalama

sistolik kan basincinda 8.4 mmHg ve diastolik basincinda 5.5 mmHg diisiis goriilmistiir. Kan
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basincindaki bu diislis sildenafilin vazodilator etkileri ile uyumludur ki bu vazodilatasyonun

sebebi biiyiik olasilikla vaskiiler diiz kaslardaki artmis sGMP seviyesidir (70).

Sildenafilin Farmakokinetigi

Oral alimindan sonra sildenafil hizla absorbe olur ve maksimum plazma
konsantrasyonuna 1 saat i¢inde ulasir (71,74). Sildenafil %96 oraninda plazma proteinlerine
baglanir ve geri kalan %4 bagli olmayan serbest ila¢ plazmada dolasima katilarak PDE 5
inhibisyonu ile intraselliiler etkisini gosterir. Sildenafil dzellikle CYP3A4 (major yol) ve
CYP2C9 (mindr yol) karaciger mikrozomal enzimleri ile metabolize edilir. Sildenafil, N-
demetilasyon yolu ile dolasimdaki major metabolitine doniisiir. Bu metabolitin sildenafile
benzer sekilde PDE selektivitesi mevcuttur ve PDES igin gosterdigi in vitro potens
sildenafilin gosterdiginin yaklagik %350'sidir. Bu metabolitin plazma konsantrasyonlari
sildenafil igin gozlenenin yaklasik %40"1dir. N- desmetil de metabolize olur ve terminal yari
omrii yaklasik 4 saattir (70). Dolayisiyla sildenafilin bu enzimlerin inhibitorleri ile birlikte

alinmasi ilacin plazma seviyelerini yiikseltmektedir.

Sildenafilin yan etkileri: Sildenafilin yaygin goriilen bas agrisi, sersemlik hissi,
palpitasyon, yiizde flushing, anormal goriis (hafif ve gecici, ozellikle géormede renklerin
soluklagsmasi, bunun yaninda 15181 algilamada artis ve bulanik gérme), nazal konjesyon ve
dispepsi gibi yan etkileri vaskiiler ve visseral diiz kaslardaki PDE 5 inhibisyonuna bagh
olarak gelismektedir. Bu durumlar ilacin kisa yarilanma 6mrii (T1/2) degeriyle uyumlu olarak

gecici ve hafif seyretmektedir (70).

Sildenafilin terapotik kullanimi: Yeterli bir seksiiel performans igin gerekli penil
ereksiyonun saglanamamasi veya siirdiiriilememesi olarak tanimlanan erektil disfonksiyonun
semptomatik tedavisinde endikedir (70). Sildenafilin konjestif kalp yetmezligi, pulmoner
hipertansiyon ve endotel disfonksiyonunun goriildiigii diger baz1 kardiyovaskiiler durumlarda

yararl etkileri gosterilmistir (71,75,76).

Sildenafilin kontrendikasyonlari: Nitratlar ile beraber (Nitrogliserin, isosorbid
mononitrat, isosorbid nitrat, pentaeritritol tetranitrat, eritritol tetranitrat, isosorbid
dinitrat/fenobarbital gibi) verilmesi, non-arteritik anterior iskemik optik ndropatisi olanlarda,
ciddi karaciger yetmezligi, anstabil angina pektoris, gecirilmis MI, hipotansiyon durumlarinda

kontrendikedir (70).
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N-ASETILSISTEIN

Mukolitik bir ajan olan n-asetilsistein (NAS) diisiik molekiil agirlikli, thiol grubu
iceren bir bilesiktir (77). N-asetilsisteinin bir GSH prekiirsorii olarak bilinmesi, radikal
giderici etkisinden faydalanma fikrini giindeme getirmistir. ik kez 1963 yilinda Sheffner,

mukolitik tedavi amaciyla sistein derivelerini klinikte kullanima sunmustur.

N-asetilsisteinin Farmakodinamik ve Farmakokinetigi

N-asetilsistein, dogal bir amino asit olan L-sisteinin n-asetillenmis tiirevine verilen
isimdir. L-sisteinin sodyum tuzu olarak hazirlanmistir. Sistein, antioksidan etkisi olan birkag
amino asidden biridir. N-asetilsistein CSHINO3S seklinde formiile edilebilir. NAS
mukoproteindeki disiilfid baglari ile reaksiyona giren serbest siilfidril gruplari i¢eren bir thiol
bilesigidir. Sonugta siilfidril-disiilfid baglarinin yer degistirmesi ile mukoprotein molekiilleri
daha kiiciik parcalara ayrilir ve daha az viskdz birimler haline gelip infekte sekresyondaki
DNA baglarini belirgin 6nemli 6lglide azaltir. Mukopiiriilan materyal lizise ugrar ve daha az
viskoz hale gelmis olur. Bu primer etki NAS’1n bir mukokinetik ajan olarak kullaniminin ana
nedenidir (78,79).

Glutatyon major bir serbest radikal giderici ajandir. Bir GSH prekiirsorii olan NAS’in
serbest radikalleri ve reaktif elektrofilleri detoksifiye eder. Reaktif elektrofiller, elektronlara
afinitesi oldukg¢a yiiksek olan ve yeni radikalleri olusturmaya hazirlanan molekiil pargalaridir.
NAS ayrica ortamdaki H,O; diizeyini azaltir ve HO;’ nin toksik etkilerine kars1 hiicreyi korur.
NAS’in toksik radikallere karsi koruyucu etkisi, GSH biyosentezini arttirmast ve GSH
prekiirsorii olmasi nedeniyledir (79).

N-asetilsistein, suda %22 oraninda erir. Alkol ve degisik sivilarda da benzer oranda
erime gosterir. N-asetilsistein, karacigerde metabolize olur ve yarilanma omrii iki ile alti
saattir. Plazma proteinlerine baglanma oran1 %50°dir. Baslica karaciger ve bobrek yoluyla
olmak tizere yaklasik %20-30’u idrarla degismeden atilir. Aktif metabolitleri disiilfidler,
sistein, sistin, methionin ve indirgenmis glutatyondur. N-asetilsistein alindiktan sonra hizla
absorbe ve deasetile edilerek hiicre i¢i ve hiicre dist GSH depolarina eklenir. N-asetilsistein,
sistein derivasyonu olarak daha az toksik ve GSH prekiirsorii olabilme yetenegi en iyi olan
sistein derivasyonlarina doniistir (78-80).

N-asetilsistein nitratin vazodilator etkisine olan toleransi tersine ¢evirerek kiigiik kan
damarlarinda direkt vazodilator etki yapar. N-asetilsisteinin ayn1 zamanda pozitif inotrop ve
giiclii vazodilator etkileri vardir. Hepatik disfonksiyonlu hastalarda karaciger kan akimini

diizenler. Sepsisli hastalarda kardiyak fonksiyonlarda diizelme ve gastrik pH’1in azalmasini
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Onledigi gosterilmistir. N-asetilsisteinin intravendz uygulamasinin miyokard infarktiislii
hastalarda trombolitik ajan olarak kullanilabilecegi ve gliseril trinitritin periferal ve koroner
etkilerini potansiyelize ettigi bildirilmistir. N-asetilsistein bir thiol bilesigi olarak kiigiik

koroner damarlarin dilatasyonunu arttirir (79,81).

N-asetilsisteinin Terapotik Kullanim (79,81)

1- Akut solunumsal distres sendromu, amfizem, akut ve kronik bronsit gibi solunum yolu
hastaliklarinda

2- Kanser tedavisinde kullanilan alkilleyici ajanlarin neden oldugu hemorajik sistit
sagaltiminda

3- Temelinde oksidatif stres bulunan septik sok ve kardiovaskiiler sistem hastaliklarinin
sagaltiminda (Angina, Ml ve kalp yetmezligi)

4- Hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirevlerinin temizleyici olarak
hiicrelerin oksidan strese karsi savunmasinda

5- Bazi agir metaller, karbontetrakloriir ve bir antineoplastik ilag olan doksorubisin
zehirlenmelerinde antidot olarak

6- Parasetamol zehirlenmesinde antidot olarak

7- Bircok kimyasalin karacigerde detoksifikasyonunda

8- Viral enfeksiyonlar ve HIV sagaltiminda immunmodiilatér amagl

9- Deneysel olarak deri fleplerinin korunmasinda

10- Askeri tipta radyasyona kars1 korunma amach

11- Kistik fibrozis ve mekonyum ileusunda

12- Karin agris1 ve subakut ileusun tedavisinde

13- Kuru goz sendromunun tedavisinde (79,81).

N-asetilsisteinin yan etkileri: N-asetilsisteinin sistemik kullanimi sonrasinda nadiren,

tirtiker ve bronkospazm gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlari gelisebilir (78).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
TUHDYEK-2012/24 protokol, 2011.02.09 karar nolu onay:r alindiktan sonra Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi Laboratuvari’nde yapild: (Ek-1). Sicanlar
Deney Hayvanlari Birimi’nden temin edildi. Calismada yaklasik 3.5-4 aylik, her iki cinsten,
190-250 gr agirhiginda, 32 adet Sprague-Dawley cinsi si¢an kullanildi. Siganlar randomize
olarak esit sayida (n=8) 4 gruba ayrildi. Sicanlar deney siiresince 12’ser saatlik aydinlik-
karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1 20-22°C ve nem oranmi %45-50 olan, otomatik olarak
ayarlanan odalarda yasatildi. Bu siirecte tiim sicanlar seffaf kafeslerde tutuldu. Sicanlarin
beslenmesinde standart ticari pellet yemi ve ¢esme suyu kullanildi. Deneye baslamadan once
hayvanlarin bir hafta ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglandi. Tiim siganlarin bakimi, Tibbi
Aragtirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bicimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim
Prensipleri’ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanip Ulusal
Saglik Enstitiisii tarafindan yaymlanan (NIH basim no.85-23, 1985 revize -edildi)
‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi i¢in Kilavuz’una uygun olarak yapildi.

Deneyde kullanilacak tiim si¢anlar yapilacak iglemler oncesinde tartilarak viicut agirliklar:
kaydedildi.

DENEKLERIN HAZIRLANMASI VE CERRAHI TEKNIiK

Tim siganlara 8 saatlik aclik sonrasinda ketamine HCI 40 mg/kg (Alfamin %10® 100
mg/ml flakon, Alfasan International B.V., Woerden, Hollanda) + ksilazin hidrokoriir 5 mg/kg
(Basilazin %2® 23.32 mg/ml, 25 ml flakon, aniMedica GmbH, Senden-Bésensel, Almanya)

sol 0n ayak adalesine intramuskiiler yolla anestezi uygulandi. Gerekli oldugunda deney

24



siiresince bir kez olmak iizere ketamine HCI ek doz yapilmasi planlandi. Islem boyunca
siganlarin solunumlari spontan olarak devam edecek sekilde uygulandi. Siganlar 1sitic1 lamba
altinda supin pozisyonda masaya yatirildi. Tiim siganlarin ciltleri aseptik olarak hazirlandiktan
sonra ksifoidin hemen altindan pubisin 0,5 c¢cm {istiine kadar orta hat median laparotomi
yapildi. Laparotomi sonrasi barsaklar nemli bez yardinu ile saga deviye edildi. Infrarenal
abdominal aorta kiint diseksiyonla eksplore edildi. Tiim siganlara antikoagiilan amagl diisiik
doz (100 ii/kg) heparin (Nevparin® 25000 1U 5ml flakon, Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi A.S.
Tiirkiye) yapildi. Deney siiresince sivi resiisitasyonu amaciyla 10 ml/kg %0,9’luk NaCl
kuyruk veninden verildi. Tiim infiizyonlar perfiizator (Perfusor Compact, B.Braun®,
Almanya) yardimi ile gerceklestirildi. Infrarenal abdominal aortaya atravmatik mikrovaskiiler
klemp (Novaclip® 12 mm Angle, Plymouth, ABD) kondu. Klemp sonrasinda peritoneal
bosluga yaklagik 5 ml 1lik serum fizyolojik sikildi. Siv1 kaybini1 6nlemek i¢in karin 3 adet ipek
dikis ile yaklastirildi. 2 saatlik iskemiyi takiben infrarenal abdominal aortadaki atravmatik
mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 2 saatlik reperflizyon periyodu uygulandi. Aortik iskemi
klempleme islemi sonrasinda distal aortada pulsasyon kaybi, reperfiizyon ise klempin
kaldirilmasindan sonra distal aortada pulsasyon varlig: ile takip edildi. Reperfiizyon siiresi
sonunda; tiim siganlarda, median laparotomi kesisi yukariya dogru ilerletilerek mediasten
acildi, kalbe ulasildi ve 5 ml’lik enjektdér yardimiyla sag ventrikiiler bosluktan kan alindi.
Ayni sekilde, median laparotomi kesisi sag inguinal alana ilerletilip, atravmatik cerrahi
malzeme yardimiyla sag femoral arter yaklasitk 1 cm uzunlugunda alindi. Sonrasinda sag
gastroknemius kas doku 6rnegi alindi. Islem sonrasi siganlar sakrifiye edildi. Femoral arter ve
gastroknemius kas doku Ornekleri; immunohistokimyasal ve hematoksilen eozin ile
degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi. Siganlardan
aliman kanlar, oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve sican plazma Grnekleri -80°C saklandi. Islem sonrasi siganlar sakrifiye
edildi.

DENEY GRUPLARI

I. Grup (Kontrol Grubu) (n=8)

Cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median laparotomi yapilarak
infrarenal aorta eksplore edildi. Aorta kiint diseksiyonla doniildii. Aortaya klemp konulmadi.
Karin i¢ine 1lik serum fizyolojik enjekte edilerek, karn 3 adet ipek ile yaklastirildi. Diger

gruplara uygulanan 2 saat iskemi, 2 saat reperfiizyon siiresi tamamlandi.
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I1. Grup (iskemi Reperfiizyon Grubu) (n=8)

Cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median laparotomi yapilarak
infrarenal aort eksplore edildi. Aorta kiint diseksiyonla doniildii ve atravmatik mikrovaskiiler
klemp yerlestirildi. Aorta distalinde pulsasyon kaybi oldugu goriildii. Karin igine 1lik serum
fizyolojik enjekte edilerek, karin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 2 saatlik iskemi ardindan ipekler
alindi. Mikrovaskiiler klemp kaldirildi. Aorta distalinde pulsasyonun tekrar basladig1 goriildii.
Karin katlar1 tekrar yaklastirildi. Diger gruplara uygulanan 2 saatlik reperfiizyon siiresi

tamamlandi.

I11. Grup (iskemi Reperfiizyon + Sildenafil Grubu) (n=8)

Cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median laparotomi yapilarak
infrarenal aorta eksplore edildi. Aorta kiint diseksiyonla doniildii ve atravmatik mikrovaskiiler
klemp yerlestirildi. Aorta distalinde pulsasyon kaybi oldugu goriildii. Karin i¢ine 1lik serum
fizyolojik enjekte edilerek, karin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 2 saatlik iskemi periyodu
sonrasinda karmn ag¢ildi, mikrovaskiiler klemp kaldirildi. Aorta distalinde pulsasyonun tekrar
basladig1 goriildii. Karin katlar1 sivi kaybini engellemek amaciyla tekrar yaklastirildi.
Sildenafil 25 mg tablet (Viagra® 25 mg film tablet Pfizer ilaglari Ltd. Sti., istanbul, Tiirkiye )
toz haline getirilip Img/ml olacak sekilde 25 ml serum fizyolojik iginde ¢oziilerek intravenoz
injeksiyon i¢in hazirlandi. Klemp kaldirildiktan sonra reperfiizyon baslamasi ile birlikte 1
mg/kg dozunda sildenafil infiizyonuna basland1 ve 2 saatlik reperfiizyon siiresince devam
edildi. Ilag¢ infiizyonu icin; uygun antisepsi sonrasi, kuyruk venine sari renkli braniil
yerlestirildi. Her bir sigcan i¢in 2 saat i¢inde verilmesi gereken toplam sildenafil miktar1 2 ml
serum fizyolojik igerisinde dilue edilip, infiizyon (Perfusor Compact, B. Braun®, Almanya)

kuyruk veninden, sar1 renkli braniil yardimiyla yapildi.

IV. Grup (iskemi Reperfiizyon + N-Asetil Sistein Grubu) (n=8)

Cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median laparotomi yapilarak
infrarenal aorta eksplore edildi. Aorta kiint diseksiyonla doniildii ve atravmatik mikrovaskiiler
klemp yerlestirildi. Aorta distalinde pulsasyon kaybi oldugu goriildii. Karin i¢ine 1lik serum
fizyolojik enjekte edilerek, karin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 2 saatlik iskemi periyodu
sonrasinda karin acildi, mikrovaskiiler klemp kaldirildi. Aorta distalinde pulsasyonun tekrar
basladig1 goriildii. Karin katlar1 sivi kaybin1 engellemek amaciyla tekrar yaklastirildi. Klemp
kaldirildiktan sonra reperfiizyon baslamasi ile birlikte 100 mg/kg dozunda n-asetil sistein
(Asist® 300 mg/3 ml (%10) ampul Hiisnii Arsan ilaclar1 A.S., istanbul, Tiirkiye) infiizyonuna
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basland: ve 2 saatlik reperfiizyon siiresince devam edildi. Ila¢ infiizyonu igin; uygun antisepsi
sonrast, kuyruk venine sar1 renkli braniil yerlestirildi. Her bir sigan i¢in 2 saat ig¢inde
verilmesi gereken toplam n-asetil sistein miktar1 2 cc serum fizyolojik igerisinde diliie edilip,
infiizyon (Perfusor Compact, B. Braun®, Almanya) kuyruk veninden, sari renkli braniil
yardimiyla yapildu.

Deney gruplarindaki tiim sicanlardan; patolojik degerlendirme i¢in sag gastroknemius
kas ve sag femoral arter doku ornekleri ile biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnegi alindi. Doku

Ve kan ornekleri alinan siganlar sakrifiye edildi.

BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Sicanlardan alinan kanlar oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra 4000
rpm’de 10 dakika cevrilerek eritrositlerden ayrilan plazma -80°C saklandi. Sonrasinda
saklanmis plazmalar oda sicakligina getirilerek, iskemi/reperfliizyon hasari gostergesi olan

malondialdehid (MDA) degerleri biyokimya boliimii tarafindan 6lgiildii.

Malondialdehid Tayini

Poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olusan son {iriinlerden biri olan
MDA’nmm sicak ortamda tiyobarbitiirik asid (TBA) ile olusturdugu pembe-kirmizi renkli
bilesigin rengi 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lciilmesi esasina gére serum
MDA diizeyleri 6l¢iildii (82).

Analiz giiniine dek -80'C’de saklanan serumlar kademeli olarak ¢dziindiikten sonra
MDA analizinde kullanildi. Tiim o6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi. MDA’ nin 532
nm’de molar absorbsivitesi kullanilarak serum MDA konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar

nmol/mL olarak ifade edildi

HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Histopatolojik inceleme i¢in femoral arter ve gastroknemius kas1 doku ornekleri %
10’luk tamponlu nétral formaldehit soliisyonunda 24 saat fiske edildi. Orneklerden parafin
bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom bicag: ile her doku Ornegi i¢in 5 pm
kalinliginda seri kesitler hazirlanarak hematoksilen eozin (HE) ve immunohistokimyasal

(IHK)) boyalar ile boyandi. Isik mikroskobu ile histopatolojik inceleme yapildi.
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Immunohistokimyasal Boyama ile Degerlendirme

Femoral arter ve gastroknemius kas doku kesitlerinde, immunohistokimyasal olarak;
TNFa [(4E1):sc-130349. Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, California, ABD] ve
HIF-1a [(Hlalpha 67):s¢c-53546. Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, California,
ABD] antikorlar1 uygulandi.

TNFo antikorunun, boya tutulum yogunlugu ve siddeti incelendi. TNFa
degerlendirmesinde Andrej ve arkadaslarimin (83) yaptigi ¢alismadaki skorlama sistemi
referans alinarak; boyama yok (-), hafif boyanma (+), siddetli boyanma (++) olarak
derecelendirildi. IHK’sal bulgularin gruplara gore ortalama skorlar1 (-) boyama yok 0 puan,
(+) hafif 1 puan ve (++) siddetli 2 puan olarak derecelendirilerek hesaplandi.

HIF-1a degerlendirilmesinde boyanma yayginligina gore; % 1-25 oraninda boyanma
(+), % 26-50 oraninda boyanma (++), % 51-75 oraninda boyanma (+++), % 76-100 oraninda
boyanma (++++) olarak degerlendirildi ve sirastyla 0,1,2,3,4 puan olarak derecelendirildi
(84).

Her iki antikor i¢in femoral arter kesitlerinde damar endotelindeki, gastroknemius kasi
kesitlerinde kas liflerindeki boyanma degerlendirildi. TNFa i¢in sitoplazmik boyanma, HIF-
la i¢in niikleer, sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi.

Tim patolojik incelemeler, patolog tarafindan kesitlerin hangi gruba ait oldugu

bilinmeksizin mikroskobik olarak (Olympus BX51 ) degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama + standart sapma ya da say1 (ylizde) olarak ifade edildi. Verilerin
gruplar arast karsilastirmalarinda Kruskal Wallis test kullanildi. Gruplararas1 fark
bulundugunda farkliligin hangileri arasinda oldugunu belirlemede Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik smir1 olarak kabul
edildi. Istatistiksel analizlerde Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dalinin SPSS 19.0 (Lisans no=10240642 SPSS Inc, Chicago, IL, ABD)

istatistiksel paket programi kullanildi.
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BULGULAR

BIYOKIMYASAL BULGULAR
Iskemi/reperfiizyon hasar1 gostergesi olan deneklere ait serum MDA degerleri

nmol/mL cinsinden asagidaki tabloda gruplara gére verilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Tiim gruplara ait malondialdehid serum (nmol/ml) sonug¢lar:

Denekler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (i/R) (i/R+S) (i/R+ NAS)

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
1 4,88 5,67 4,88 4,52
2 4,13 5,10 5,05 5,70
3 4,18 7,19 4,88 5,25
4 4,90 7,45 5,38 5,05
5 4,87 6,30 5,96 4,33
6 4,88 5,72 4,40 5,55
7 4,95 5,93 5,76 4,66
8 4,75 5,97 5,12 4,69

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: Iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein.

Calismamizda tiim gruplara ait serum MDA sonuglarinin ortalama ve standart sapma
degerleri Tablo 4°de verilmistir. I/R grubunda kontrol grubuna gore serum MDA degerlerinin
anlaml1 derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. I/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda
serum MDA degerlerinin I/R grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur.
Kontrol grubunda serum MDA degetlerinin I/R+Sildenafil ve /R+NAS gruplarindan anlaml
derecede diisiik oldugu saptanmistir (p<0,001) (Tablo 5).
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Tablo 4. Gruplara gore malondialdehid sonuc¢larimin ortalama ve standart sapma

degerleri
Gruplar
Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (i/R) (i/R+S) (i/R+ NAS)
MDA serum (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
(nmol/mL) 4,69+0,33 6,16+0,79 5,17+0,50 4,96+0,49

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, MDA : Malondialdehid.

Tim gruplara ait serum MDA sonuglart Kruskal Wallis testi kullanilarak
karsilastirildi. Kruskal Wallis testine ait istatistiksel veriler, medyan, minimum, maksimum ve
p degerleri Tablo 5°te verilmistir. Kruskal Wallis testiyle dort grup karsilastirildiginda gruplar

arasindaki farkliligin ileri derecede anlamli oldugu tespit edilmistir (p<<0,001).

Tablo 5. Gruplara ait malondialdehid degerlendirme sonuclar:

Gruplar
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (i/R) (i/R+S) (I/R+ NAS) p
MDA serum (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
(nmol/mL) 4,87 (4,13-4,95) 5,95 (5,10-7,45) 5,08 (4,40-5,96) 4,87 (4,33-5,70) <0,001

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,

I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, MDA : Malondialdehid.
Medyan (minimum-maximum).

Kruskal Wallis Test.

Ikili gruplar arasi istatistiksel degerlendirmede Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Tablo 6’da goriildiigii gibi I/R+Sildenafil grubu ile I/R+NAS gruplari arasi
ve Kontrol ile /R+NAS gruplari aras1 karsilastirmalar disindaki diger karsilastirilmalarda
istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p<0,05). Ikili gruplar arasi istatistiksel

degerlendirmede elde edilen sonuglar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. ikili gruplar aras1 malondialdehid sonuclarinin istatistiksel analizi

Gruplar
Kontrol- i/R Kontrol- Kontrol- I/R-1/R+S I/R- I/R+S-
Grup 1 I/R+S I/R+ NAS Grup 2 i/R+ NAS I/R+ NAS
“Grup 2 Grup 1 Grup 1 “Grup 3 Grup 2 Grup 3
p -Grup 3 -Grup 4 -Grup 4 -Grup 4
0,001 0,034 0,400 0,016 0,003 0,371

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: Iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein.
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Testi.
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HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Hematoksilen Eozin ile Boyama Sonuclar:
Femoral arter ve gastroknemius kas doku HE kesitlerinde; Kontrol, I/R, I/R+NAS ve

[/R+Sildenafil gruplarinda histopatolojik olarak belirgin degisiklik saptanmamustir.

Femoral arter icin immunohistokimyasal sonuc¢lar

Kontrol grubuna ait femoral arter doku Kesitlerinin immunohistokimyasal
degerlendilmesinde ortalama olarak TNFo ve HIF-la i¢in immunoreaktivitenin olmadigi
(ortalama skor; -) goriilmiistiir. I/R grubuna ait degerlendirmede ortalama olarak TNFa i¢in
immunoreaktivitenin siddetli (ortalama skor; ++) ve HIF-1a i¢in immunoreaktivitenin %51-
75 oraninda (ortalama skor; ++) oldugu tespit edilmistir. I/R+Sildenafil ve I/R+ NAS
gruplaria ait degerlendirmede ortalama olarak TNFo i¢in immunoreaktivitenin hafif
(ortalama skor; +) ve HIF-1a i¢in immunoreaktivitenin %26-50 oraninda (ortalama skor; ++)
oldugu saptanmistir. Tiim gruplara ait TNFa ve HIF-1a skorlarinin ortama ve standart sapma

degerleri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Gruplara ait femoral arter icin tiimér nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa skorlariin ortalama ve standart sapma degerleri

Femoral TNFa HIF-1a

Arter

-+ |+t Ortalama ve - + |+ | A | At Ortalama ve

Standart sapma Standart sapma

Grupl 71110 0,12+0,35 7 110 0 0 0,12+0,35
(Kontrol)
(n=8)

Grup2(i/R) |0 |0 |8 2,00+0,00 0 0|1 5 2 3,12+0,64
(n=8)

Grup 3 31510 0,62+0,51 2 2 14 0 0 1,25+0,88
(I/R+S)
(n=8)

Grup 4 31510 0,62+0,51 0 216 0 0 1,75+0,46
(I/R+NAS)
(n=8)

i/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: Iskemi Reperflizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Tiim gruplara ait femoral arter doku kesitlerinin immunohistokimyasal

degerlendirmesine ait veriler Kruskal Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. Kruskal Wallis
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testine ait istatistiksel veriler, medyan, minimum, maksimum ve p degerleri Tablo 8’te
verilmistir. Kruskal Wallis testiyle dort grup karsilastirildiginda immunohistokimyasal
parametreler agisindan gruplar arasindaki farkliligin ileri derecede anlamli oldugu tespit

edilmistir (p<0,001).

Tablo 8. Gruplara ait femoral arter tiimor nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile indiiklenen

faktor-1 alfa degerlendirme sonuclari

Gruplar
Femoral Grupl Grup 2 Grup 3 Grup4 p
arter (Kontrol) (/R) (I/R+S) (I/R+NAS)
TNF-a, 0,00 (0,00-1,00) | 2,00 (2,00-2,00) 1,00 (0,00-1,00) | 1,00 (0,00-1,00) <0,0001
HIF-10 0,00 (0,00-1,00) | 3,00 (2,00-4,00) 1,50 (0,00-2,00) | 2,00 (1,00-2,00) <0,0001

I/R: iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.
Medyan (minimum-maximum).
Kruskal Wallis Test.

Ikili gruplar arasi istatistiksel degerlendirmede Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Tablo 9°da goriildiigii gibi I/R+Sildenafil grubu ile I/R+NAS gruplari arasi
karsilastirmalar disindaki diger karsilastirilmalarda istatiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p<0,05). ikili gruplar aras: istatistiksel degerlendirmede elde edilen sonuglar Tablo
9’da gosterilmistir.

Tiimor nekrozis faktér a ve HIF-la immunoreaktivitesinin I/R, I/R+Sildenafil ve
I/R+NAS gruplarinda Kontrol grubuna goére anlamli diizeyde vyiikseldigi saptanmistir
(p<0,05). 1/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda immunoreaktivitenin I/R grubuna gore

anlaml diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (p<0,001)

Tablo 9. ikili gruplar arasi femoral arter tiimér nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile

indiiklenen faktor-1 alfa sonuglarimin istatistiksel analizi

Gruplar
Kontrol- I/R Kontrol- Kontrol- I/R-1/R+ S i/R- I/R+S-
Femoral i/R+S I/R+ NAS I/R+NAS | I/R+NAS
arter
TNF-o p<0,0001 p=0,046 p=0,046 p<0,0001 p<0,0001 p=1,000
HIF-1a p<0,0001 p=0,010 p<0,0001 p<0,001 p<0,001 p=0,223

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,

I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Testi.
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Femoral arter endotel immunohistokimyasal incelemesinde TNFa ve HIF-la

skorlarinin gruplara gore dagilimi Sekil 6 ve Sekil 7°de verilmistir.

H Kontrol

mi/R

m i/R+Sildenafil

M i/R+NAS

0 puan 1 puan 2 puan

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ Sildenafil: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein.

Sekil 6. Femoral arter endotel tiimor nekrozis faktor alfa skorlarmin gruplara gore

dagilim
7 -
6 -
> H Kontrol
4 mi/R
3 - m i/R+Sildenafil
2 - M i/R+NAS
1
0 T T T T T

0 puan 1 puan 2 puan 3 puan 4 puan

I/R: iskemi Reperfiizyon, i/R+ Sildenafil: iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein

Sekil 7. Femoral arter endotel hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa skorlarmin gruplara

gore dagilim
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Gastroknemius kasi icin immunohistokimyasal sonug¢lar

Kontrol grubuna ait gastroknemius kas doku kesitlerinin immunohistokimyasal
degerlendilmesinde ortalama olarak TNFa ve HIF-la i¢in immunoreaktivitenin olmadigi
(ortalama skor; -) goriilmiistiir. I/R grubuna ait degerlendirmede ortalama olarak TNFa icin
immunoreaktivitenin siddetli (ortalama skor; ++) ve HIF-1a i¢in immunoreaktivitenin %51-
75 oraninda (ortalama skor; ++) oldugu tespit edilmistir. I/R+Sildenafil ve I/R+ NAS
gruplarina ait degerlendirmede ortalama olarak TNFo i¢in immunoreaktivitenin hafif
(ortalama skor; +) ve HIF-1a i¢in immunoreaktivitenin %1-25 oraninda (ortalama skor; +)
oldugu saptanmistir. Tiim gruplara ait TNFa ve HIF-1a skorlarinin ortama ve standart sapma

degerleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Gruplara ait gastroknemius kas icin tiimor nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa skorlarinin ortalama ve standart sapma degerleri

Gastroknemius TNFa HIF-1a,
kas Ortalama ve Ortalama ve
T Standart sapma | T A Standart sapma
Grup 1l
(Kontrol) 8|00 0,00£0,00 80| 0| O 0 0,00+0,00
(n=8)
CrrZy D |of1] 7 2006000 [0|0| 1| 5 | 2 3,12+0,64
Grup(gz(;gR+S) 35| 0 0,62:0,51 1(3[4] 0] o 1,370,74
Grup 4
(I/R+NAS) 41410 0,50+0,53 214121 0 0 1,00+0,75
(n=8)

I/R: iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Tim gruplara ait gastroknemius kas doku kesitlerinin immunohistokimyasal
degerlendirmesine ait veriler Kruskal Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. Kruskal Wallis
testine ait istatistiksel veriler, medyan, minimum, maksimum ve p degerleri Tablo 11’de
verilmistir. Kruskal Wallis testiyle dort grup karsilastirildiginda immunohistokimyasal
parametreler acisindan gruplar arasindaki farklilifin ileri derecede anlamli oldugu tespit

edilmistir (p<0,0001).
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Tablo 11. Gruplara ait gastroknemius kas tiimor nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile

indiiklenen faktor-1 alfa degerlendirme sonuclari

Gastroknemius Gruplar
kasi Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (i/R) (i/R+S) (I/R+NAS) P
TNF-a 0,00 (0,00-0,00) | 2,00 (2,00-2,00) | 1,00 (0,00-1,00) | 0,50 (0,00-1,00) <0,0001
HIF-1a 0,00 (0,00-0,00) | 3,00 (2,00-4,00) | 1,50 (0,00-2,00) | 1,00 (0,00-2,00) <0,0001

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,

I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimér nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Medyan (minimum-maximum).

Kruskal Wallis Test.

Ikili gruplar arasi istatistiksel degerlendirmede Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Tablo 12’de goriildiigii gibi I/R+Sildenafil grubu ile I/R+NAS gruplar: arasi
karsilastirmalar disindaki diger karsilastirllmalarda istatiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p<0,05). I/R grubu ile I/R+Sildenafil grubu aras1 ve I/R grubu ile I/R+NAS grubu
aras1 karsilastirmada ileri derecede anlamli fark saptanmustir (p<0,001). ikili gruplar arasi
istatistiksel degerlendirmede elde edilen sonuglar Tablo 9°da gosterilmistir.

Tiimor nekrozis faktér a ve HIF-la immunoreaktivitesinin I/R, I/R+Sildenafil ve
[/R+NAS gruplarinda Kontrol grubuna gére anlaml diizeyde vyiikseldigi saptanmustir
(p<0,05). I/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda immunoreaktivitenin I/R grubuna gore
anlamli diizeyde azaldign goriilmiistiir (p<0,001). I/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplar

arasinda anlamli derecede fark bulunamamaistir.

Tablo 12. Ikili gruplar arasi gastroknemius kas tiimér nekrozis faktor alfa ve hipoksi ile

indiiklenen faktor-1 alfa sonuglarinin istatistiksel analizi

Gruplar
Gastroknemius | Kontrol- I/R | Kontrol- Kontrol- I/R- /R+ S I/R- I/R+ S-
kasi iR+ S I/R+ NAS I/R+NAS | i/R+NAS
TNF-o p<0,0001 p=0,009 p=0,025 p<0,0001 p<0,0001 p=0,626
HIF-1a p<0,0001 p<0,001 p=0,003 p<0,001 p<0,001 p=0,308

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,

I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Testi.

Gastroknemius kast immunohistokimyasal incelemesinde TNFo  ve HIF-la

skorlarinin gruplara gore dagilimi Sekil 8 ve Sekil 9’de verilmistir.
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Tim gruplara ait femoral arter ve gastroknemius kas histopatolojik kesitleri Sekil 10,

Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13’da verilmistir.

H Kontrol

mi/R

m i/R+Sildenafil

H i/R+NAS

0 puan 1 puan 2 puan

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimér nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Sekil 8. Gastroknemius kasi immunohistokimyasal incelemesinde tiimor nekrozis faktor
alfa skorlarimin gruplara gore dagilim

8 —
7 -
6 -
H Kontrol
5 -
mi/R
4 ] .
 |/R+Sildenafil
3 -
® i/R+NAS
2 -
1 -
O T T T T 1
0 puan 1 puan 2 puan 3 puan 4 puan

I/R: Iskemi Reperfiizyon, I/R+ S: Iskemi Reperfiizyon+Sildenafil,
I/R+ NAS: Iskemi Reperfiizyon+N-asetilsistein, TNFa: Tiimor nekrozis faktor alfa,
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa.

Sekil 9. Gastroknemius kas1 immunohistokimyasal incelemesinde hipoksi ile indiiklenen
faktor-1 alfa skorlarinin gruplara gore dagilim
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Sekil 10. Femoral arter endoteli kesitlerinde immunohistokimyasal olarak timor
nekrozis faktor alfa ile boyanma 6zellikleri; a- Kontrol grubu, b- i/R grubu,
c- I/R+Sildenafil grubu, d- I/R+NAS grubu (x400, tiimor nekrozis faktor alfa
antikoru).

Kontrol grubunda boyanma izlenmemistir (Sekil 10a). Iskemi/reperfiizyon grubunda
TNFa ile genellikle yaygin, kuvvetli sitoplazmik boyanma izlenmistir. ince okla gdsterilen
yerlerde immunohistokimyasal olarak tiimor nekrozis faktor a ile pozitif reaksiyon gosteren
endotelial alanlar degisik yogunlukta izlenmektedir. Kalin okla gosterilen yerlerde liimen i¢i
kiimelesmis eritrositler ve endotelial yiizeyle iligkileri izlenmektedir (Sekil 10b). Oysa
[/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda femoral arter endotelinde iskemi/reperfiizyona bagl
hasar birbiri ile benzer sekilde boyanma oraninda azalma olarak izlenmistir. ince okla
gosterilen yerlerde immunohistokimyasal olarak tiimor nekrozis faktor a ile pozitif reaksiyon
gosteren endotelial alanlar, kalin okla gosterilen yerlerde liimen i¢i kiimelesmis eritrositler ve

endotelial ylizeyle iliskileri izlenmektedir (Sekil 10c, Sekil 10d) (x400, TNFa antikoru).

37



d

Sekil 11. Femoral arter endoteli kesitlerinde immunohistokimyasal olarak hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa ile boyanma ozellikleri; a- Kontrol grubu, b- i/R
grubu, c-I/R+Sildenafil grubu, d-I/R+NAS grubu (x400, hipoksi ile indiiklenen
faktor-1 alfa antikoru)

Kontrol grubunda boyanma izlenmemistir (Sekil 11a). Iskemi/reperfiizyon grubunda
HIF-1a ile genellikle yaygin sitoplazmik niikleer pozitifligi gdsteren boyanma izlenmistir.
Ince okla gosterilen yerlerde immunohistokimyasal olarak HIF-1a ile pozitif reaksiyon
gosteren endotelial alanlar degisik yogunlukta izlenmektedir. Kalin okla gosterilen yerlerde
liimen i¢i kiimelesmis eritrositler ve endotelial ylizeyle iligkileri, endotelial yiizeye olan
adezyonu izlenmektedir (Sekil 11b). Oysa I/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarida HIF-1o
hafif ve orta diizeylerde sitoplazmik niikleer boyanma izlenmistir. Ince okla gosterilen
yerlerde immunohistokimyasal olarak HIF-1a ile pozitif reaksiyon gosteren endotelial alanlar,
kalin okla gosterilen yerlerde liimen i¢i kiimelesmis eritrositler izlenmektedir (Sekil 11c, Sekil

11d) (x400, HIF-1a antikoru).

38



-
—

Sekil 12. Gastroknemius kas kesitlerinde immunohistokimyasal olarak tiimér nekrozis
faktor alfa ile boyanma ozellikleri; a-Kontrol grubu, b-I/R grubu, c-
I/R+Sildenafil grubu, d- I/R+NAS grubu (x200, tiimor nekrozis faktor alfa
antikoru)

Kontrol grubunda boyanma izlenmemistir (Sekil 12a). iskemi/reperfiizyon grubunda
I/R hasari olusmus iskelet kasinda miyofibriler alanlarda yaygin diizensizlik, TNFa ile
genellikle yaygin, kuvvetli sitoplazmik boyanma seklinde izlenmistir. Okla gdsterilen yerlerde
immunohistokimyasal olarak TNFa ile pozitif reaksiyon gosteren miyofibriler alanlar degisik
yogunlukta izlenmektedir (Sekil 12b). Oysa I/R-+sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda birbiri ile
benzer sekilde boyanma oraninda azalma, daha miyofibriler diizensizlik izlenmistir. Okla
gosterilen yerlerde immunohistokimyasal olarak TNFo ile pozitif reaksiyon gosteren
miyofibriler alanlar degisik yogunlukta izlenmektedir (Sekil 12c, Sekil 12d) (x200, TNFa

antikoru).
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Sekil 13. Gastroknemius kas kesitlerinde immunohistokimyasal olarak hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa ile boyanma ézellikleri; a-Kontrol grubu, b-I/R
grubu, c-I/R+Sildenafil grubu, d-I/R+NAS grubu (x200, hipoksi ile
indiiklenen faktor-1 alfa antikoru)

Kontrol grubunda boyanma izlenmemistir (Sekil 13a). Iskemi/reperfiizyon grubunda
HIF-1a ile genellikle yaygin sitoplazmik niikleer pozitiflik gdsteren boyanma izlenmistir.
Okla gosterilen yerlerde immunohistokimyasal olarak HIF-1a ile pozitif reaksiyon gosteren
miyofibriler alanlar degisik yogunlukta izlenmektedir. Miyofibriler yapida yaygin diizensizlik
izlenmektedir (Sekil 13b). Oysa I/R+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda HIF-1a ile hafif ve
orta diizeylerde sitoplazmik niikleer boyanma izlenmistir. Okla gdsterilen yerlerde
immunohistokimyasal olarak HIF-1a ile pozitif reaksiyon gosteren miyofibriler alanlar
izlenmektedir (Sekil 13c, Sekil 13d) (x200, HIF-1a antikoru).
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TARTISMA

Ekstremitenin akut iskemisi periferik vaskiiler cerrahi, aort cerrahisi, ekstremitelerin
reimplantasyonu, ezici yaralanmalar, periferik vaskiiler yaralanmalar ya da akut arteriyel
tikanikliklar sirasinda karsilasilan bir durumdur (85,86). iskemi/reperfiizyon hasar1 &zellikle
aort cerrahisinde aortaya gegici siireyle klemp konulmasi sonucu olusmaktadir. Iskemik kalan
ekstremitede lokal doku hasari olusur, iskemik alanin disindaki bolgelerde de uzak organ
hasar1 meydana gelir (87).

Akut ekstremite iskemisi kollaterallerin gelismis oldugu kronik ateroskleroz varliginda
bile ciddi mortalite ve morbiditeye sebep olan klinik bir sorundur. Ekstremitenin
reperfiizyonu tam olarak saglansa bile olusan sistemik inflamatuar cevap, ekstremite kaybina,
akut bobrek ve solunum yetmezligine, multipl organ disfonksiyonuna kadar gidebilen
mortalite ve morbiditelere neden olabilir. Cerrahi miidahalenin gecikmesi bu riskleri daha da
artirir (85,86,88).

Iskelet kasi biiyiik kiitle olmas1 ve iskemik hasara en hassas dokulardan olmas:
nedeniyle alt ekstremite I/R hasarinda énemli rol oynar. Reperfiizyon hasarinda prognoz kas
hasar1 miktarina baghdir (12).

Deneysel alt ekstremite iskemi/reperflizyon hasarmin alt ekstremite kas ve arter
dokusuna verdigi zarar sicanlarda c¢ok iyi belirlenmistir ve ¢aligmalarin ¢ogunda siganlar
tercih edilmistir (77,89). Bu amagla ¢alismamizda Sprague Dawley cinsi siganlar kullanildik.

Akut ekstremite iskemisini takiben ekstremitenin yeniden perfiizyonu siddetli lokal
doku hasar1 ve sistemik komplikasyonlar1 beraberinde getirmektedir. Buna bagli 6liim orani

%25-50, amputasyon ise %15-40 olarak belirtilmistir (89).
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Alt ekstremite dolasimimin kesilmesi sonucu ilk saptanan degisiklik  kapiller
liimendeki hiicrelerde goriilmektedir. Iskemi siiresinin uzadi1 ve reperfiizyonun heniiz
baslamadigi durumlarda kapiller ve veniiller eritrositler ile dolarak sikismakta ve endotel
yiizeyi ile birlesmektedir. Reperfiizyonun erken safhasinda eritrositler sikismakta ve
endoteliyal yiizey deforme olmaktadir. Endotel baglantilar1 ve sitoplazmasi bozulmaktadir.
Iskemi siiresi dort saat veya daha uzun olan reperfiizyon olaylarinda trombolitik etkilesimler
daha 6n plana ¢ikmaktadir. Mikrosirkiilasyonda olusan bu degisiklikler plazma proteinlerine
kars1 permeabiliteyi arttirir ve ilerleyici interstisyel 6deme yol acar (1,90,91). Sonugta major
organlarda mikrovaskiiler endotel hasarina bagl gecirgenlik artis1, trombosit agregasyonu ve
nekroz alanlar1 olugmaktadir (89).

Inflamasyonun siiresi ve uyaranin tipine gore, hasarlanmis dokuda biriken hiicre tipi
degisir. Hasarlanmis dokuda akut donemde nétrofil, kronik donemde monosit hakimiyeti
vardir. Reperfiizyona bagli hasarin Karakteristik 6zellikleri; hiicresel sisme, hiicre iskeleti
degisiklikleri ve secici mikrovaskiiler gecirgenlik kaybidir. Bu mekanizmalar doku 6demi ve
kapiller kan akiminda azalmaya neden olur. Hayvan deneyleri, hiicre ve doku kiiltiirii ile
biyokimyasal alanda yapilmis olan birgok ¢alisma, yeniden oksijenlenmenin zararl etkileri
sonucunda meydana gelen SOR miktarinin asir1 derecede artis gosterdigini, bu durum
karsisinda da viicutta yer alan SOR tutucu antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz
kaldigim1 ve sadece reperfiize olan dokunun yaninda tiim viicut organlarini da
etkileyebilecegini gostermistir (90,92).

Hardy ve ark. (93) akut alt ekstremite iskemi modeliyle yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
reperfiizyon sonunda no reflow’un nedenini iskemiye bagli vazokonstriksiyon, nétrofil
agregasyonu, endotel kaynakli relaksan faktoriin oksijen radikalleri tarafindan ortadan
kaldirilmasina baglamislardir.

Saglikl1 bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan serbest oksijen radikalleri
viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan enzim sistemiyle uzaklastirilir ve oksijen
radikalleri, antioksidan savunma mekanizmasi ile denge halindedir. Bu denge serbest
radikallerin lehine bozulursa oksidatif stres olusur. Serbest oksijen radikalleri sadece DNA ve
protein diizeyinde zararli etki gdstermemekte, ayn1 zamanda fosfolipid ve poliansature yag
asitlerini igeren hiicre membraninda gegirgenligi bozarak, hiicre i¢i kalsiyum birikimi ve
hiicre 6liimiine neden olmaktadir (92,94).

Bazi deneysel calismalarda antioksidanlarin, antitromboksanlarin, antilokotrienlerin ve
antiplatelet aktive edici faktorlerin reperfiizyonun sistemik etkilerinden korunmak amaciyla

kullanilabilecegi gosterilmektedir (12).
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Giiniimiizde I/R sonrasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerinin olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmak icin siiperoksit dismutaz, allopiirinol, katalaz, mannitol, vitamin
C, alfa tokoferol, L-karnitin, pentoksifilin, n-asetilsistein gibi ¢esitli maddeler ¢ok sayida
deneysel hayvan calismalarinda, tedavide denenmis ve etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu
antioksidan maddelerin ya mikrovaskiiler permeabilite artis1 ve notrofil akiimiilasyonunu
Onleyerek ya da antioksidan sistemi aktive etmek suretiyle, iskemi reperfiizyon sonrasinda
ortaya ¢ikan uzak doku organ hasarina koruyucu etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (86,95).

Biz de calismamizda alt ekstremite I/R hasarinda damar endoteli ve iskelet kas1 hasari
tizerine etkileri heniiz yeterince arastirilmamis olan sildenafil ve giiclii antioksidan etkinligi
deneysel ¢alismalarda gosterilmis, mukolitik bir ajan olan n-asetilsisteinin alt ekstremitenin
akut iskemisine etkisini arastirdik.

Akut alt ekstremite iskemisinin giincel tedavisi, iskemik hasarin derecesinin artmamast
icin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde iskemik ekstremiteye kan akiminin tekrar
saglanmasini icermektedir. Klinik kontrendikasyon olmadigi takdirde heparin kullanimi artik
geleneksellesmistir. Akut alt ekstremite iskemisinde heparin kullanim1 Blaisdell ve ark. (12)
tarafindan operatif yaklasima alternatif olarak onerilmistir. Heparin, tekrarlayan emboli
insidansin1  ve trombiisiin distal dolasimda biiylimesini azaltir. Ayrica, heparinin
mikrosirkiilatuar disfonksiyon {iizerine yararli etkileri vardir (96). Yapilan arastirmalar,
heparinin roliiniin bilinen antikoagulan etkisinden bagimsiz oldugunu gostermistir (97).

Intimal hiperplazinin onlenmesinde gelecek vadeden bir tedavi de NO iiretiminin
arttirtlmasin1  saglayan tedavilerdir. NO, endotelyal devamlilik, ateroskleroz gelisimi,
vazospazm ve I/R iizerinde 6nemli roller oynayan bir molekiildiir. Platelet agregasyonunu,
l6kosit kemotaksisini ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ederek endoteliyal
rejenerasyonu arttirdigi gosterilmistir. Bu faydali etkileri nedeniyle arastirmacilar vaskiiler
hasar bolgelerinde NO iiretiminin arttirilmasini diisiinmiislerdir. Bircok deney hayvani
calismasinda NO sentaz uygulamasi sonrasinda intimal hiperplazinin geriledigi gosterilmistir
(98).

Torakoabdominal aortik anevrizma tamirleri Onemli postoperatif morbidite ve
mortalite nedenidir. Deneysel hayvan modellerinde iskemik abdominal organlarin
reperfiizyonu lokal ve distal organ hasarina yol agcan bir ¢cok faktoriin salinmasina neden olur.
Ayni fenomen insanlarda da torakoabdominal aortik anevrizma tamirlerinden sonra
goriilmektedir ve yliksek mortalite ve morbidite nedenidir (99).

Abdominal aort anevrizma tamiri ile olusan inflamatuvar cevap alt ekstremite ve

gastrointestinal I/R hasar1 sonrasi olusan cevap gibidir (100). Abdominal aort cerrahisi
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sirasinda infrarenal abdominal aortun klemplenmesi ve klempin alinarak dolasimin tekrar
saglanmasi, aortik I/R periyodunun sebebidir (101). IL-1, IL-6 ve TNFo gibi inflamatuar
sitokinlerle baslayan sistemik inflamatuvar cevap sendromundan, multipl organ
disfonksiyonuna kadar giden sonuglar olusabilir (102).

Calismamizda sican abdominal aortasi klemplenerek alt ekstremite iskemisi
olusturulmus ve anevrizma cerrahisinde olusan I/R tablosu taklit edilmistir. Abdominal
aortaya klemp konulmas1 sonras1 olusan I/R ile bircok organda olusan hasar ve bir¢ok ilacin
bu hasar iizerine etkisini degerlendiren calismalar bulunmaktadir.

Alt ekstremite I/R sonras1 gelisen doku hasarinin ortaya ¢ikmasinda I/R siiresi ile
orantilt degisiklikler goriilmektedir. Giindiiz ve ark. (102) izole endotel hiicre kiiltiiriinde
yaptigt /R c¢alismasinda 30 dakika iskemik periyotta endotel sitozolik kalsiyum
konsantrasyonunun iki asamali arttigin1 ve takiben 40 dakika reperfiizyon siirecinde iskemik
periyoda gore artisin daha fazla oldugunu gostermislerdir. Kalsiyum artisi endotel hiicre
kontraksiyonuna neden olarak endotel hiicreleri arasindaki mesafeyi arttirir ve 6deme sebep
olur. Kiris ve ark. (101) yaptig1 ¢alismada 30 dakika iskemi sonrasi 60 dakika reperfiizyon
uygulanan siganlarda aortik I/R grubunda kontrol grubuna gore malonil dealdehit, katalaz,
siiperoksit dismutaz seviyelerini ve myeloperoksidaz aktivitesini anlamli derece yiiksek
bulunmustur. Narin ve ark. (103) 120 dakika iskemi sonrast 120 dakika reperfiizyon
uygulanan siganlarda aortik IR grubunda kontrol grubuna gére malonil dealdehit, katalaz,
superoksit dismutaz seviyeleri anlamli derece yiiksek bulunmustur. Bizim g¢alismamizda
deney gruplaria 120 dakika iskemi, 120 dakika reperfiizyon siiresi uygulanmistir.

Sildenafil, vaskiiler dilatator etkisi nedeniyle giiniimiizde erektil disfonksiyon ve
pulmoner hipertansiyonun tedavisinde klinik kullanimi gittik¢e yayginlasan, sGMP seviyesini
yiikselterek diiz kasta gevsemeye neden olan bir PDE-5 enzimi inhibitoriidiir. Vazodilatasyon
etkisi disinda sildenafilin trombosit agregasyonunu engelledigi, antiinflamatuvar ve
antioksidatif etkilerinin de oldugu bilinmektedir.

Sildenafil koroner arter hastalarinda endotele bagimli vazodilatasyonu ve egzersiz
toleransini artirmaktadir (104,105).

Son zamanlarda insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda, sildenafilin konjestif
kalp yetmezligine, pulmoner hipertansiyona ve kalpte I/R hasarmna karsi olumlu etkileri
oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismalarin ¢ogu sildenafilin 6nkosullama benzeri bir etki
gosterdigini ortaya koymustur. Kalp I/R modellerinde olusturulan endotel disfonksiyonu,
apopitoz ve nekrozu, oksidatif hasar1 ve trombosit aktivasyonunu azalttigi, ayrica infarkt

alaninda azalma meydana getirdigi bildirilmistir (104-110).
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Sildenafilin in vitro fare kardiyomyositlerinde iskemi/reoksijenasyon sonucu artan
apoptotik hiicre sayisini azalttigi, nekroz ve apopitoza karsi NO {iizerinden direkt koruyucu
etkisi oldugu bildirilmistir. Sildenafilin bu etkilerinde, endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu ve buna bagl olarak NO
biyoyararlanimimni arttirmasimin rolii oldugu gésterilmistir (111). Bu durum I/R’yi takiben
olusan hiicre Olimiine karsi sildenafilin terapotik etkisinin oldugunu desteklemektedir
Sildenafilin farede doksorubisin ile olusan kardiyomiyopatide apopitozu azaltarak sol
ventrikiil disfonksiyonunu diizelttigi bildirilmistir (109).

Cesitli ¢alismalarda sildenafilin kalpteki /R modeli ve insan 6n kol I/R modelinde
hedef organ iizerindeki etkileri, sigan mezenter /R modelinde mezenter arter ve ileumda
meydana gelen hasar tizerindeki etkileri arastirilmistir (107, 112, 113). Ancak si¢an infrarenal
abdominal aortasinin okliizyonu ve reperflizyonu sonrast femoral arter endoteli ve
gastroknemius kasinda olusan iskemi/reperfiizyon hasarina etkisi ile ilgili herhangi bir
calismaya literatlirde rastlanamamistir.

Izole fare kalbinde sildenafil &n tedavisi I/R sonrasinda gelisen kalpteki infarkt alanin
azaltmis ve sildenafilin bu etkisi selektif bir iNOS inhibit6rii olan 1400 W ile ortadan
kalkmistir (113). Ayrica sildenafilin bu infarkt-kisitlayic1 etkisi ventrikiiler fonksiyon
tizerinde herhangi bir degisiklik gostermeksizin gerceklesmektedir. Sildenafil uygulamasi
sonrasinda kalpte eNOS ve INOS mRNA ekspresyonunun hizla arttigi, pik degerlerine
eNOS’un 45 dakika, iNOS’un ise 2 saat sonra ulastig1 ve normal seviyelerine ise saatler sonra
geri dondiigii gosterilmistir (113). Ayn1 ¢aligmada sildenafil tedavisinin kalpte eNOS ve iNOS
protein ekspresyonlarini da 24 saat sonunda anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir. Benzer
olarak izole kardiyomiyositlerinde sildenafil uygulamasi eNOS ve iNOS mRNA ve protein
ekspresyonlarini artirmaktadir (111).

Sildenafil veya diger PDE 5 inhibitorlerinin vazodilator etkisi, adenozin ve/veya
bradikinin gibi 6n kosullama benzeri etki gosteren endojen mediyatorlerin saliverilmesine
neden olarak, kinazlarin aktivasyonu sonucu NOS fosforilasyonuna ve sonrasinda NO
olusmastyla sonuglanacak bir sinyal yolagini tetikleyebilir (114). Daha sonra NO’nun guanilat
siklaz1 aktive ederek sGMP olusturdugu ve olusan sGMP’nin protein kinaz G (PKG)
aktivasyonuyla mitokondriyal potasyum-ATP kanallarin1 agarak kardiyoprotektif etki yaptigi
ileri siiriilmiistiir (114,115). Sildenafilin alt ekstremite I/R sonucu bozulan kas ve femoral
arter endotel fonksiyonunu diizeltici etkisi i¢in ayn1 mekanizma gegerli olabilir. Diger taraftan
sildenafilin kardiyovaskiiler koruyucu etkisini baslica doku sGMP diizeylerini artirarak ve

PKG yolag: tizerinden gosterdigi bildirilmistir (116). Potasyum-ATP kanallarinin varhigi
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sadece kalpte degil, ayn1 zamanda endotel hiicrelerinde de gdsterilmistir (116). Insanda
yapilan bir in vivo calismada, brakiyal arterin kapatilip acilmasiyla olusturulan I/R’de,
sildenafilin potasyum-ATP kanallarin1 agarak gii¢lii bir endotel koruyucu etki gosterdigi
bildirilmistir (107).

Yapilan bir ¢alismada sildenafilin insanda kardiyak outputu artirdigi, pulmoner arter
sistolik basincini, ortalama pulmoner arter basincini, pulmoner vaskiiler rezistansi ve ortalama
arter basincini azalttig1 bildirilmistir (106).

Kopeklerde sildenafil pulmoner embolinin indiikledigi oksidatif stresi ve pulmoner
hipertansiyonu azaltmaktadir (110). Pulmoner hipertansiyon hastasi ¢ocuklarda sildenafilin
hi¢ bir yan etki gostermeksizin deoksihemoglobin satiirasyonunu ve egzersiz toleransini
artirarak pulmoner hipertansiyon {izerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (118).

Ozbek ve ark. (119) sildenafilin sigan aortasina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
sican aortasinda fenilefrinin olusturdugu kontraksiyon iizerine sildenafil sitratin sodyum
nitroprusside ve asetil koline gore daha fazla relaksasyon etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Yeginsu ve ark. (120) akciger kontiizyonunda sildenafilin etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, sildenafilin akciger kontiizyonu sonrasinda ortaya c¢ikan inflamatuvar
reaksiyonu ve oksidatif stresi azalttigini bildirmislerdir.

Iseri ve ark. (121) calismasinda, kolon inflamasyonu olusturulan siganlarda ii¢ giinliik
5 mg/kg/giin sildenafil verilmesinin lipid peroksidasyonu, oksidatif stresi, sitokin iiretimi ve
notrofil birikimini onleyici etkisi oldugu bildirilmistir. Benzeri bulgular Perk ve ark. (122)
Milara ve ark. (123), Yildirim ve ark. (124) ve de Visser ve ark. (125) gibi birgok yazar
tarafindan da bildirilmistir.

Malondialdehid, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan stabil bir
son {iriindiir. Doku I/R hasarinda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal oksidasyon,
siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin oksidasyonu, sitokrom p
450 aracili oksidasyon, lokosit NADPH oksidaz aktivasyonu, demir salinimi ve redoks
siklusu lokal ve sistemik serbest oksijen radikal olusumuna katkida bulunur (4,6). Bununla
birlikte her doku i¢in baskin sistem farklidir. Artmis serbest oksijen radikalleri (6zellikle
hidroksil radikali), hiicre zar1 fosfolipidlerinin (arasidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit
gibi ¢coklu doymamis yag asitleri) peroksidasyonuna neden olarak hiicre zar1 biitiinliigiinde
bozulma, hiicre sismesi ve arasidonik asit / lipidperoksil salinimina neden olur (4,6). Bu
stirecte, zincirleme bir serbest oksijen ve yag asidi radikali olusumu ile ilerleyici hiicre zar1

hasar1 gerceklesir (4,6). Dolayisiyla, bu kisir dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir
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molekiil olan MDA diizeyi 6l¢iimii ile reaktif oksijen tiirevleri ve membran hasar1 derecesi
hakkinda fikir sahibi olunabilinir (35).

N-asetilsistein, I/R’ye maruz birakilan kalp kasi, karaciger, bobrek ve solunum
sisteminde deneysel olarak kullanilmis ve MDA seviyelerinde diisiis, antioksidan enzim
etkinliginde artisa neden oldugu gosterilmistir (126).

Gliven ve ark. (126) sicanlarda intestinal iskemi/reperfiizyon hasarinda n-
asetilsisteinin ve ebselenin etkileri ile 1ilgili yaptiklar1 arastirmada NAS grubunda
iskemi/reperfiizyon grubuna gére MDA diizeylerinde anlamli diisiis, antioksidan enzim
etkinliginde artis saptamuslardir, Intestinal iskemi/reperfiizyon hasarinda endotelyal ve
epitelyal bariyerin saglamlastirilmasinda, reperfiizyon hasarinin énlenmesinde NAS‘in yararh
ve etkin bir ajan oldugu bildirilmistir.

Erdem ve ark. (127) medulla spinalisin iskemi/reperfiizyon hasarini dnlemede, n-
asetilsisteinin alt ekstremite motor fonksiyonlarina etkisini arastirdiklar1 ¢alismada deney
gruplarinda postoperatif 48 saat sonra tavsanlarin alt ekstremite motor fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi sonucu spinal kord korumasinda NAS kullanimi ile daha iyi bir ndrolojik
sonug elde edildigi ve NAS’1n reperfiizyon hasarini azalttigini bildirmislerdir.

Kurtulus ve ark. (128) deneysel sistemik hipoksi gelistirilmis yenidogan ratlarda n—
asetilsistein uygulamasinin etkilerini arastirdiklar1 ¢caligmada; NAS grubu ve hipoksik grup
karsilastirildiginda, karacigerdeki arjinaz aktivitesinin ve doku MDA diizeylerinin NAS
grubunda daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle hipoksi gelisen yenidoganlarda
NAS tedavisinin doku hasarinin 6nlemesinde yararli bir ydntem olabilecegi sonucuna
varildigin bildirmislerdir.

Giirciin ve ark. (77) yaptiklar ¢alismada ise; iskemik dnkosullamanin iskelet kasini
I/R hasarindan koruyucu etkilerinin antioksidan NAS kullanimi ile kismen engellenmis
olmakla birlikte, tamamen bloke olmadigina isaret etmislerdir.

Serbest radikallerin reperflizyon sonrasi 15-20 sn i¢inde hizla olustuklar
gosterildiginden, reperfiizyon hasarin1 azaltmak amaciyla radikal yakalayict kullanilacak ise
bunun reperflizyondan 15 dakika once verildiginde efektif oldugu, reperfiizyondan sonra
verildigi taktirde higbir dnleyici 6zelliginin olmadig: bilinmektedir (1). Biz de ¢aligmamizda
aortadaki klemp kaldirilmadan 15 dakika once sildenafil ve NAS inflizyonuna baslayarak
deneyin efektif olmasini saglamaya ¢alistik.

Calismanizda I/R grubunda kontrol grubuna gére serum MDA degerlerinin anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Iskemi/Reperfiizyon+Sildenafil ve I/R+NAS

gruplarinda serum MDA degerlerinin I/R grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu
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bulunmustur. Kontrol grubunda serum MDA degerlerinin I/R+Sildenafil ve I/R+NAS
gruplarindan anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, I/R sonras1 plazma
MDA diizeylerinin yiikseldigini gosteren deneysel ¢calismalardan bahsedilmistir.

Hipoksi ile indiiklenen faktor-lalfa, hipoksinin yol agtigi hiicresel yanitlarda rol alan
yiizden fazla enzim ve proteinin transkripsiyonunu saglayan ve hipoksi ile indiiklenen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hipoksi ile indiiklenen faktor-lalfa, oksijenin yeterli oldugu
durumlarda inaktiftir. Hipoksi ile degredasyonu Onlenir ve akiimiile olarak niikleer
translokasyona ugrar. Niikleusta transkripsiyon gorevini gergeklestirir. Bununla birlikte bazal
seviyede de HIF-1a eksprese olur (129).

Iskelet kasi ve kalp dokusu da hipoksik hasara ugrayabilmekte, verdigi hiicresel
yanitlar oksijen destegi ile ihtiyaci arasindaki dengeye gore degisebilmektedir. Hipoksi ile
indiiklenen faktor-lalfa ile ilgili ¢alismalar farkli dokularda, kalp dokusunda, umbilikal ven
endotel hiicrelerinde, 16kositlerde ve plazmada yapilmistir ve ¢eliskili sonuglar elde edilmistir
(129). iskelet kas dokusunda HIF-1a ile ilgili smirli sayida calisma mevcuttur ve uygulanan
hipoksi, iskemi protokolleri standart degildir.

Hipoksi ile HIF-1 ekspresyonu dokuya o6zgiidiir. Beyin ve dalak, karaciger ve
bobrekten daha duyarhidir (130). Cesitli yiiksekliklerde fizyolojik hipoksiye maruz kalma
lizerine yapilmis bazi calismalarda HIF-1a diizeyleri, ekspresyonu arastirilmistir.

Vogt ve ark. (131) tarafindan yapilan bir ¢alismada 3850 m yiikseklige karsilik gelen
aralikli normobarik hipoksi ile insan iskelet kasinda HIF-1oo mRNA’sinda artis bulunmakla
birlikte Lundby ve ark. (132) 4100 metrede 2 hafta ve 8 hafta kalan insanlarda iskelet kasi
orneklerinde HIF-1a ve kapillarizasyonda herhangi bir artis bulamamaislardir.

Immiinhistokimyasal ¢alismalarda HIF-1a’nin kalp dokusunda 12 saat/giin 12 giin
aralikli hipoksi ile ekspresyonunun artmadig: fakat niiklear translokasyonunun gerceklestigi
bulunmustur (133). Nitekim koroner arter hastalarinda yapilan bir c¢alisgmada koroner
kollateralizasyonu olan hastalarda 16kosit HIF-1a ekspresyonlari yiiksek bulunmustur ve
iskemik anjiyogenezde bu yolun etkili oldugunu savunulmustur (134).

Calismamizda, I/R grubunda anlamli derecede artmis HIF-10 immunoreaktivitesi, I/R
sonrasi artmig hasarin ve hipoksinin onemli bir belirteci olan HIF-la sentezine isaret
etmektedir. Calismamizda, I/R grubunda, histopatolojik olarak hem femoral arter endoteli
hem de iskelet kas1 dokusu kesitlerinde HIF-1a immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde arttig1 saptanmustir. Iskemi/Reperfiizyon+Sildenafil ve /R+NAS gruplarinda

immunoreaktivitenin I/R grubuna gore anlaml diizeyde azaldig1 goriilmiistiir.
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Timor nekrozis faktdr alfa, notrofillerde agregasyon / aktivasyon ve mezenkimal
hiicrelerden proteolitik enzim salinimi olusturarak doku hasarina neden olur (6). Timor
nekrozis faktor alfa gibi sitokinlerin sekresyonu; endotoksinler, immun kompleksler,
toksinler, fiziksel travma ve bazi inflamasyon mediatorleri tarafindan stimiile edilir (6).
Tiimor nekrozis faktor alfa i¢in en 6nemli kaynaklar mevcut makrofaj ve mast hiicreleri olup,
aktif notrofiller tarafindan da sentezlendikleri gosterilmistir (6,7,135). Tiimor nekrozis faktor
alfa gibi araci inflamatuar maddelerin sentez veya reseptor etkilesimlerinin engellenmesi ile
I/R hasarinda iyilestirici etki saglanmstir (7,64).

Wei ve ark. (136) sican kremaster kas /R modelinde mikrovaskiiler disfonksiyona
diazoxide’in etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kremaster kas doku orneklerinin RT-PCR
(reverse transcription polymerase chain reaction) yontemi kullanilarak TNF-a mRNA
ifadesine bakilmis ve I/R grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede yiikseldigini
saptamislardir.

Harkin ve ark. (137) ise, deneysel aort anevrizma riiptiiric modelinde multipl organ
hasarina C5a reseptor antagonistlerinin etkisini arastirmislar, hem sok olustulan hem de aortik
kros Kklemp wuygulanan gruplardaki akciger ve barsak dokular1 TNF-a protein
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére anlaml diizeyde artis saptamiglardir.

Altavilla ve ark. (138) splanknik arter I/R ile saglanan deneysel sok modelinde
monosit ve lenfositlerin I/R patogenezindeki rollerini incelemisler ve I/R grubundaki
makrofaj TNF-a ifadesinin kontrol grubuna gore anlaml diizeyde arttigini bildirmislerdir.

Mizusawa ve ark. (139) tarafindan turnike yoOntemiyle olusturulmus deneysel
ekstremite I/R modelinde arka kok ganglion’u sitokin, ndrotropin, ndrotropin reseptorii ve
NOS mRNA ifadesine bakilmis, PCR ydntemiyle I/R grubu TNF-o mRNA ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.

Katircioglu ve ark. (140) tarafindan olusturulan deneysel kardiyopulmoner bypass
modelinde miyokard performansina kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost uygulamasinin
etkisi arastirilmig ve iloprost grubunda kontrol grubuna gore plazma TNF-o diizeyinde
anlamli diigiis saptanmustir.

Calismamizda, I/R grubunda anlamli derecede artmis TNF-o immunoreaktivitesi, I/R
sonrast artmis lokal TNF-a sentezine isaret etmektedir. Calismamizda, I/R grubunda,
histopatolojik olarak hem femoral arter endoteli hem de iskelet kas1 dokusu kesitlerinde TNF-
o immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttigi saptanmustir.
Iskemi/Reperfiizyon+Sildenafil ve I/R+NAS gruplarinda immunoreaktivitenin /R grubuna

gore anlamh diizeyde azaldig1 goriilmiistiir.
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Calismamizda femoral arter endoteli ve gastroknemius kasi doku kesitlerinde
hematoksilen eozin ile yapilan incelemede gruplar arasinda histopatolojik olarak belirgin
degisiklik saptanmamuistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda da elde edilen biyokimyasal ve
histopatolojik veriler anlamli bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar yapilmis diger ¢alismalarla
benzerlik gostermistir.

N-asetilsisteinin gii¢lii antioksidan etkinligi cesitli iskemi/reperfiizyon modellerinde
gosterilmistir. Ancak sildenafilin deneysel iskemi/reperfiizyon modelinde femoral arter
endoteli ve iskelet kas hasarma etkisi ile ilgili herhangi bir caligmaya literatiirde
rastlanamamistir. Bu anlamda reperfiizyon hasarimi azaltmada etkinliginin n-asetilsistein
kadar oldugunu diisiindiigiimiiz sildenafil i¢in bu calisma ileri klinik ve deneysel ¢alismalara
151k tutabilecek nitelikte olduguna inanmaktay1z.

Sonug olarak, infrarenal abdominal aort okliizyon-reperfiizyonu sonrasi, femoral arter
endoteli ve gastroknemius kasinda olusan iskemi/reperflizyon hasarini sildenafilin vazodilator
ve lipid peroksidasyonu, oksidatif stresi, sitokin {iretimi, ndtrofil birikimini 6nleyici etkisi, n-
asetilsisteinin doku hasarin1 Onleyici antioksidan etkisi ile Onemli Olclide azalttigini

diistinmekteyiz.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nca yiiriitiilen ve
Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde gerceklestirilen bu ¢alismada, sicanlarda
deneysel iskemi/reperfiizyona bagli femoral arter endoteli ve gastroknemius kasi hasarini
azaltmada sildenafil ve n-asetilsisteinin etkinligi biyokimyasal ve bazi histopatolojik
parametrelerle incelenmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. Iskemi/reperfiizyon sonucu biyokimyasal olarak serum MDA artisi, femoral arter
endoteli ve gastroknemius kas dokusunda histopatolojik olarak iskemi
parametrelerinde (TNFa ve HIF-1a skorlarinda) artis izlenmistir.

2. Sildenafil ve n-asetilsistein verilen deneklerde serum MDA diizeylerinde,
histopatolojik olarak TNFa ve HIF-lo skorlarinda anlamli derecede azalma tespit
edilmistir.

3. Sildenafil ve n-asetilsisteinin, reperflizyon sonrasi femoral arter endoteli ve
gastroknemius kas dokusu hasarin1 azaltict etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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OZET

Bu deneysel calismada, sican infrarenal abdominal aortunda okliizyon-reperfiizyon
sonras1 femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda olusan iskemi/reperfiizyon hasarina
sildenafil ve n-asetilsisteinin etkisi arastirildi. Her iki cinsten 32 adet Sprague-Dawley cinsi
sican randomize olarak, esit sayida (n=8) dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna median
laparotomi ve diseksiyon uygulandi ve diger gruplara uygulanan toplam deney siiresi kadar
takip edildi. Iskemi/reperfiizyon grubuna median laparotomi ardindan infrarenal aortaya
mikrovaskiiler klemp konularak 120 dakika iskemi olusturuldu, ardindan klemp kaldirilarak
120 dakika reperfiizyon uygulandi. Sildenafil grubuna, iskemi/reperfiizyon grubuna ek olarak
klemp kaldirilmadan 15 dakika once 1 mg/kg dozunda sildenafil infiizyonu baglandi ve
reperfiizyon siiresince devam edildi. N-asetilsistein grubuna iskemi/reperfiizyon grubuna ek
olarak klemp kaldirilmadan 15 dakika dnce 100 mg/kg dozunda n-asetilsistein inflizyonu
basland1 ve reperfiizyon siiresince devam edildi. Deney sonunda tiim gruplardan biyokimyasal
analiz i¢in kan 6rnegi ve histopatolojik degerlendirme i¢in femoral arter ve gastroknemius kas
doku 6rnegi alindi. Kan 6rneklerinde malondialdehid serum diizeyleri 6l¢iildii. Femoral arter
ve gastroknemius kas doku oOrnekleri formaldehit ile fikse edildi. Ardindan kesitler
hazirlanarak 151k mikroskobu altinda hematoksilen eozinle ve immiinohistokimyasal
degerlendirme yapildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede tiimor nekrozis faktér a ve
hipoksi indiikleyici faktor-lo bakildi. Biyokimyasal incelemede serum malaondialdehid
diizeylerinde iskemi reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede artis
saptand1. Sildenafil ve n-asetilsistein gruplarinda ise iskemi/reperiizyon grubuna gore anlamli
diizeyde azalma tespit edildi.  Histopatolojik incelemede gruplar karsilastildiginda

iskemi/reperfiizyon grubuna gore iskemi/reperfiizyon+sildenafil ve iskemi/reperfiizyon+n-
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asetilsistein gruplari lehine anlamli degisiklikler tespit edildi. Sonug olarak sildenafil ve n-
asetilsisteinin vazodilatator ve oksidatif stresi azaltict etkisi ile mikrodolagimi koruyarak alt
ekstremite iskemilerinde reperfiizyon sonrasi1 femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda

gelisecek hasari azaltabilecegi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: iskemi, reperfiizyon, femoral arter endoteli, gastroknemius kast,

sildenefil, n-asetilsistein
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THE EFFECTS OF SILDENAFIL AND N-ACETYLCYSTEIN ON
EXPERIMENTAL AORTIC ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY IN
FEMORAL ARTERY ENDOTHELIUM AND GASTROCNEMIUS
MUSCLE

SUMMARY

This experimental study examines the effect of sildenafil and n-acetylcystein on
ischemia/reperfusion injury in femoral artery endothelium and gastrocnemius muscle
following occlusion-reperfusion of infrarenal abdominal aorta in rats. 32 rats of Sprague-
Dawley breed were randomly divided into 4 groups of equal size (n=8). Rats in the control
group were subjected to median laparotomy and dissection, then were kept under observation
for the total duration of experimentation on other groups. Rats in the ischemia/reperfusion
group were performed median laparotomy, then a 120-minute ischemia was created by
microvascular clamping of infrarenal aorta, which was followed by the release of clamping
and a 120-minute reperfusion. Sildenafil group, in addition to the procedure steps applied to
ischemia/reperfusion group, was given 1mg/kg of sildenafil infusion 15 minutes prior to the
removal of clamping, infusion was continued throughout the reperfusion. In addition to the
procedures applied to ischemia/reperfusion group, 100 mg/kg of n-acetylcystein infusion was
administered to n-acetylcystein group 15 minutes before the release of clamps, the infusion
was continued throughout the reperfusion. At the end of the experiment, blood samples were
withdrawn from all groups for biochemical analysis and tissue samples of femoral artery and

gastrocnemius muscle were extracted for a histopathological evaluation. Serum levels of

54



malondialdehyde were measured in blood samples. Femoral artery and gastrocnemius muscle
tissue samples were fixated with formaldehyde. Afterwards, specimen sections were prepared
before going into immunohistochemical evaluation with hematoxylin eosin under optical
microscope. The specimens were examined for tumor necrosis factor a and hypoxia inducing
factor la during immunohistochemical evaluation. Biochemical examination revealed
significant increase in serum levels of malondialdehyde in ischemia/reperfusion group
compared to the control group, whereas a significant decrease was detected in sildenafil and
n-acetylcystein groups in comparison to the control group. When all groups were considered,
significant positive differences were detected in ischemia/reperfusion+sildenafil and
ischemia/reperfusion+n-acetylcystein groups compared to the ischemia/reperfusion group in
histopathological examination. In conclusion, we think that sildenafil and n-acetylcystein, by
protecting microcirculation due to vasodilatation and oxidative stress-reducing effects, may
reduce femoral artery endothelium and gastrocnemius muscle injury following lower

extremity ischemia reperfusions.

Keywords: Ischemia, reperfusion, femoral artery endothelium, gastrocnemius muscle,

sildenafil, n-acetylcystein
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