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OZET

Giineysu, E. iloprostun Deneysel iskemi Reperfiizyon Modelinde Gastroknemius
Kas1 Hasar1 Uzerine Koruyucu Etkisi .Eskisehir Osmangazi Universitesitip
Fakiiltesi Kalp Ve Damar Cerrahisi Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi,Eskisehir,
2014.

Bu deneysel ¢alismamizda ki amacimiz rat alt ekstremite iskemi reperfiizyon sonrasi
gastrokinemius  kasinda olusan iskemi-reperfiizyon hasarma iloprostun koruyucu
etkisini arastirmaktir.

Calismamizda 24 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar randomize olarak, esit
sayida (n=8) li¢ gruba ayrildi. Grup 1’ de (sham) 6 saat siiresince sadece anestezi
uygulandi. Grup 2’ de (kontrol) ve grup 3’ de (iloprost tedavi grubu) anestezi verildikten
sonra, turnike yontemiyle ratlarin sag arka ekstremitelerine, kalca eklemi hizasindan
turnike uygulanilarak 3 saat iskemi ve turnike acgilarak 3 saat reperflizyon uygulandi.
Grup 3’ te reperfiizyondan 30 dakika once sag internal juguler venden 1v 20 pg/kg
dozda iloprost infiizyonu baslanildi. Infiizyon reperfiizyon siiresince devam etti.

Deney sonunda tiim gruplardan biyokimyasal analizler i¢in kan Ornegi ve
immiinohistokimyasal degerlendirme icin gastrokinemius kas doku oOrnekleri alindi.
Alinan kan 6rneklerinde TNF- a, IL-1, IL-6 plazma diizeyleri 6lgiildii. Gastrokinemius
kas doku ornekleri formaldehit ile fikse edildi. Alinan kas dokudan biyokimyasal olarak
MDA ve katalaz diizeyleri, histolojik olarak 151k mikroskobu altinda hemotoksilen eosin
ile genel doku degerlendirilmesi ve immiinohistokimyasal olarak kaspaz tayini yapildi.

Biyokimyasal inceleme sonuglarina gére IR grubunda (grup 2) kas dokusunda MDA,
serumda TNF-a ve IL-1 diizeyleri tedavi grubuna (grup 3) gore anlamli derecede diisiik
bulunurken; kas dokusunda katalaz,serumda IL-6 diizeylerinde anlamli fark
bulunamamistir. Kaspaz -3 immunohistokimyasal sonuglarimiza gére ise Iloprost iskelet
kasinda IR hasarinin meydana getirdigi apopitozise karsi korumaktadir.

Anahtar Kelimeler: iskemi /reperfiizyon, iloprost, kaspaz, sitokin
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ABSTRACT

Giineysu, E. Protective Effect Of Iloprost in Experimental ischemia-Reperfusion

Model On To Gastrocnemius Muscle Damage.Eskisehir, 2014

Totally, 24 Wistar Albino-type rat were used in the present study. Rats were randomly
divided into three groups (ne=8 in each group). Group 1 (sham) received only
anaesthesia for 6 hours. In Group 2 (control) and Group 3 (lloprost treatment group),
ischemia was generated by tourniquet method applying the tourniquet onto right back
extremities at the level of hip joint for 3 hours after anaesthesia, then reperfusion was
completed releasing the tourniquet for 3 hours. Intravenous 20 pg per kilogram infusion
was started into right internal jugular vein 30 min before reperfusion in Group 3. The
infusion continued during reperfusion.

At the end of the experiment, blood sample for biochemical analysis and gastrocnemius
muscle tissue sample for immunohistochemical assessment were obtained in all groups.
Tumour necrosis factor-a, IL-1 and IL-6 plasma levels were measured. Gastrocnemius
muscle tissue samples were fixed into formaldehyde. Biochemical MDA and catalase
levels were measured, histopathologic tissue assessment was performed with
hematoxylin eosin under light microscope and immunohistochemical caspase was
determined.

According to the biochemical assessments of ischemia-reperfusion groups, while serum
TNF-a and IL-1 levels and MDA levels into muscle tissue were significantly lower in
Group 2 compared to Group 3, there was no significant difference in serum IL-6 and
catalase into muscle tissue between the groups. Based on our immunohistochemical
caspase-3 results, iloprost protects the skeletal muscle against the apoptosis result from
IR.

Key Words: ischemia/reperfusion, cytokine,caspaze
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Cb5a: Kompleman faktor 5a
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CK: Kreatinin kinaz
COX: Siklooksijenaz
DNA: Deoksiriboniikleik asit
GER: Graniillii endoplazmik retikulum
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ICAM-1: interseliiler adhezyon molekiilii -1
IR: Iskemi reperfiizyon
K: Potasyum
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LT: Lokotrien
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adhezyon molekiilii-1
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PG: Prostaglandin

ROT: Reaktif oksijen tiirevleri
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SOD: Siiperoksit dismutaz
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1.GIRIS
Iskemi reperfiizyon hasar1 klinik veya molekiiler diizeyde pek ¢cok basamag: tam
olarak ¢Oziimlenememis, karmasik ve birden fazla faktériinde rol oynadigl
fizyopatolojik bir siiregtir. Bu hasarin yol ac¢tig1 lokal doku hasar1 ve sistemik etkileri,

cerrahide 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bir organa gelen kan akiminin cesitli nedenlerle (cerrahi
islemler,tromboz,hipovolemi,transplantasyon gibi) yetersiz olmasi veya durmasina
iskemi denir. iskemi, iskemi reperfiizyon hasarmmn ilk kismmm olusturmakta olup
metabolizmanin anaerobik tarafa kaymasi ile karakterizedir. OKksijenlenmenin yeniden
baslamasina ise reperfiizyon denir. Anaerobik metabolizma sonucu olusan metabolitler
reperfiizyonla birlikte oksitlenerek dolasima karisirlar ve uzak organ hasarindan sorumlu
olurlar. Iskemik kalan canli dokuda kan akimmin yeniden baslamasiyla meydana gelen

reperfiizyon siirecinin zararli etkileri, iskemik hasardan daha genis ¢apli ve daha ciddidir

2).

Iskemi reperfiizyon hasar;; oksidan olusumunun  artmasi,kompleman
aktivasyonu, l6kosit-endotel-trombosit adhezyonu, mikrovaskiiler gegirgenlikte artis,
endotel bagimli vazodilatasyon disfonksiyonu, serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar
molekiillerin (TNF-a, IL-1,IL-6 ) artis1 ile karakterizedir. Reperfiizyon sonrasi iskemik
dokuya stirekli 16kosit gocii , iskemi reperfiizyona bagli doku hasarinin devamini ve
genislemesini saglar. Reperfiizyon sonrasi iskemik dokuda biriken ilk hiicreler
trombositler olup endotel aktivasyonu ve ldkosit birikimine katkida bulunurlar. Iskelet
kas1 iskemi reperfiizyon hasarlanmasindaki inflamatuar yanit baskilandiginda, olusacak

organ hasarinin da azalacagi diigiiniilmektedir (4).

Iskemiye bagl hasarm siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktari ile orantili
olup, hiicrenin tipi, differansiyasyonu, travmaya karsi hassasiyeti, kan ihtiyact ve
metabolizmasina gore farklilik gdsterir. Dokularin iskemiye olan duyarliliklar1 da
farklilik gosterir. Iskemiye en hassas dokular iskelet kas1 ve barsak mukozasidir. Bu

nedenden dolay1 iskelet kasi alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli rol



oynar ve prognoz kas hasart miktarina baghidir. Reperfiizyonla olugsmus inflamatuar
yanit, geri doniisiimlii zedelenme miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters

orantilidir (6).

Iskemi reperfiizyon hasar1; serebrovaskiiler hadiseler, myokard infarktiisii,
sok,sepsis,yanik, travma gibi bir¢ok hastalik ve trombolitik tedavi, koroner anjioplasti,
transplantasyon, kardiyopulmoner bypass, anevrizma cerrahisi,periferik arter cerrahisi
gibi medikal ve cerrahi girisimler igin ortak klinik tablodur. Akut ekstremite iskemisi
kollateral damarlarin gelismis oldugu kronik ateroskleroz durumunda bile olduk¢a ciddi
morbidite ve mortaliteye neden olabilen klinik bir sorundur. Akut iskemiye yol acan
neden ortadan kaldirilip reperfiizyon saglanilsa bile mortalite ve morbidite riski devam
etmektedir (1).

Calismamizin amaci alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasari sonrasi iloprostun
gastrokinemius kasinda olusan hasara koruyucu etkilerini arastirmaktir. Bu nedenle, rat
kan orneklerinde TNF-a, IL-1, IL-6 plazma diizeyleri, kas dokuda MDA, katalaz

diizeyleri ve immiinohistokimyasal olarak kaspaz dl¢iimii degerlendirilmesi yapildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.iskemi

Iskemi; dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin perfiizyon bozukluguna bagli saglanamamasi ve olusan atik firlinlerin
uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir.Dokuya yetersiz oksijen sunumuna ise hipoksi
denir.Hipoksinin en sik nedeni ise iskemidir.Normal hiicre fonksiyonlar1 icin gerekli
olan yiiksek enerjili fosfat baglari aerobik metabolizma yoluyla saglanirken  hem
iskemide hem de hipokside  anaerobik metabolizma devreye girer (1,2,3). Ancak
iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik iiriin birikimi nedeniyle, glikoliz
metabolizmast hipoksiye oranla hem daha erken sonlanir hem de hasar ¢ok daha erken
olusur (4). Sonugta hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik metabolit birikimi

hiicre oliimiine yol agar (5).

Uzun siireli doku iskemisinde; hiicresel sisme, asidoz, hiicre i¢i
kalsiyum/sodyum oraninda artis, hipoksantin seviyesi artisi, adenozin trifosfat (ATP) /
fosfokreatin ve glutation diizeyi azalmasi, adenozin sinyal aktivitesi artisi, membran
potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigli kayb1 ve niikleotid fosfohidrolizi gibi hiicre

metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren bir¢ok degisim meydana gelir (4,6).
2.1.1. Geri Doniisiimlii Hasar

Normal kosullarda 3-4 dakikalik iskemi, yiiksek enerjili fosfat olan
fosfokreatinin ile adenozin trifosfat (ATP) depolarmin bozulmamasina ve enerji bagiml

membran iyon pompalarinin normal iyon gradiyentini gergeklestirememelerine yol agar

(7).

Aerobik solunum yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon, hipoksinin
hiicrede ilk etkiledigi yerdir. O2 basincinin azalmasiyla hiicre i¢i ATP depolarindaki
azalma, birgok sistem tizerinde etkili olur. Plazma membranlarinda bulunan ATP
bagimli sodyum (Na+) pompasinin aktivitesi azalir. Bunu, Na* un hiicre i¢inde birikimi

ve potasyumun (K*) hiicre disina ¢ikisi takip eder. Na* konsantrasyonundaki artis , suyun



izoozmotik artisina ve akut hiicresel sismeye neden olur. Bu sisme, inorganik fosfatlar,
laktik asit ve piirin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan hiicre ici

ozmotik yiikle daha da ilerler (8).

Hiicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfat (AMP) artisi
fosfofriiktokinaz enzimini aktive ederek anacrobik glikolizi artirir. Anaerobik glikoliz ile

aerobik glikolizle elde edilen ATP nin ancak % 7’ si elde edilebilmektedir (9) .

Sonugta; glikojen hizla tiikkenir, artan glikoliz ise fosfat esterlerinin hidrolizi ile
laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimiyle hiicrede asidoza neden olur. Ribozomlarin
graniillii endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilmas: ve polizomlardan monozomlarin
olusumu ile protein sentezinde azalma bunu takip eder. Hipoksinin devam etmesi ile
mitokondrial fonksiyonun daha da kotiilesmesi ve membran gegirgenliginin artisi
sonucunda morfolojik hasar artar. Hiicrenin ana hatlar1 , mikrovillus gibi ultrastriiktiirel
ozelliklerin kayb1 ve hiicre ylizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Mitokondri,
endoplazmik retikulum ve tiim hiicreler ozmotik regiilasyonun bozulmasindan dolay
sismislerdir. Iskemi diizeltilir ve O2 diizeyleri normale dénerse tiim bu bozulmalar geri
donebilir, ancak iskemi ve hipoksi devam ederse geri doniisiimsiiz hasar meydana gelir

(7,10) .

Doku iskemisi sirasinda baska bircok mekanizma daha aktive olur. Iltihabi
aracilarin ve adhezyon molekiillerinin sentezinde artis olur. Adhezyon molekiillerindeki
bu artig, iskemik alan 16kosit adhezyonunu arttirir. Endotel tarafindan sentezlenen NO
inaktivasyonu vazokonstriksiyona neden olur. Arasidonik asit metabolizmasinda
dengenin prostasiklin kaskadina kaymasi ise vazokonstriksiyon ve trombosit
aktivasyonuyla sonuglanir. NO sentezi i¢in de oksijen kullanimi gerekli oldugundan ,
iskemik dokuda NO seviyesinde azalma goriiliir. Bunlara ek olarak kompleman sistem
aktivasyonu ve PAF sentez artis1 gergeklesir. Dolayisiyla iskemi, dokuyu reperfiizyon
hasaria kars1 daha hassas bir duruma getirir. Eger doku perfiizyonu diizelirse yukarida
da belirtildigi gibi  tim bu degisimler geri doniisiimlii olup iskeminin devami

durumunda ise geri doniisiimsiiz hasar ile sonuglanir (10) .



2.1.2. Geri Doniisiimsiiz Hasar

Kritik iskemi zamani, doku canliliginin siirdiirebilmesi icin gerekli maksimum
iskemi siiresi olarak ifade edilir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon
mekanizmalarma gore kritik iskemi stiresi farklilik gdstermekle birlikte,% 50 doku
kaybina neden olan iskemi zaman donemidir. Uzun siireli iskemide geri doniistimsiiz

hasar ve nekroz kag¢inilmazdir (1) .

Geri doniisiimsiiz hasar hiicre zarinin zedelenmesi ile olusur. Morfolojik olarak
mitokondri ve mitokondri kristalarinda asir1 vakuolizasyon, plazma zarinda asir1 yikim,

lizozomlarda sisme geri doniisiimsiiz zedelenmeye yol acan hasarlardir (11) .

Membran hasari sonucu Ca®, yiiksek yogunlukta bulundugu hiicre i¢inden hiicre
disina gecer. Iskemik dokuda reperfiizyon saglanirsa hiicre icine kitlesel kalsiyum
alimimi olur. Mitokondriler tarafindan kolayca alinan, amorf Ca™ ¢ den zengin yapilar
mitokondri matriksinde gelisir ve kalict sekilde mitokondri  hasarina yol agar
(12)Sekil2.1),

Zedeleyici ajan
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Sekil 2. 1. Hiicre zedelenmesinde hiicre i¢i kasiyum artis1 ve sonuglari (12)



Hiicresel zarlarin tiimiinde gerceklesen 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 gegisiyle sonuglanir. Lizozomal
membran hasar1 enzimlerin sitoplazma igine sizmasina yol agar. Asit hidrolazlar, diisiik
sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel elemanlarin enzimatik yikimmna neden olurlar.
Lizozomal sindirim, hiicre 6liimii sonras1 interstisyel alanda da devam eder . Sonrasinda
olusan  hiicreler  fosfolipit  kitleler  olusturarak  "miyelin  sekiller ~ “olarak
tanimlanirlar.Olusan myelin Kitleler ise ortamdan iki sekilde uzaklastirilirlar.Ya yag
asitlerine pargalanirlar ya da fagositoza ugrarlar (12,13).

Iskemi
|

[ \L |

ATP| Sitoplazmik Ca*?1 ‘ ‘
| | | Endotel Lokosit
Fosfolipit Proteaz ‘ ‘
! aktivasyonu aktivasyonu
Fosfolipit ‘
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tFosfolipit parcalanmasi

v Lipit yikim
\l;

Fosfolipit kayb1 tirtinleri ) .. .
Hiicre Lipit peroksidasyonu
‘ Sismesi ile l

Membran Hasan

Sekil 2.2: iskemide membran hasarinin mekanizmalari1(14)



Geri Doniisimsiiz Hasar Mekanizmalari ;

1.Membran fosfolipit kaybi: Hiicre zar1t membran fosfolipitleri, hem yikim artis1 hem de

sentez azalmasi sonucunda azalir (14) (Sekil 2.2)

2.Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre zarinin iskeletden ayrilip yirtilmasi, artmis hiicre

ici kalsiyum ile aktiflesen proteazlar ve hiicre sismesi sonucu olusur.
3.Toksik oksijen radikalleri
4. Lipit yikim trtinleri

Yukarida belirtilen hasar mekanizmalariyla 4 ana Sistem olan hiicre zar1 biitiinliigi,
oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ve hiicrenin genetik yapisi etkilenir (15).
Hiicresel fonksiyonlar hiicre dliimiinden once kaybolur. Hasarin morfolojik goriiniimii
kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz hasar oturduktan
cok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar i¢inde goriilebilen geri dontistimlii
bir hasardir. Geri doniisimsiiz hasar 20-60 dakika ic¢inde 1s1k mikroskobunda
goriilebilirken, hiicre o6limii ancak 10-12 saatte belirgin hale gelmektedir(12)
(Bkz.Sekill) .

REVERZIBL . IRREVERZIBL
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ATP: Adenozin trifosfat; LDH: Laktat dehidrogenaz; CK: Kreatinin kinaz.
Sekil 2.3: Iskemik zedelenmede olaylar dizisi (11)



Ozet olarak geri doniisiimsiiz zedelenme;

1.Hiicre zar1 hasar1 sonucu protein, enzim, koenzim, riboniikleik asit ve yiiksek enerjili

fosfat kaybu,
2.Mitokondri matriksinde amorf, diizensiz kalsiyum yogunluklarinin birikimi,

3.Lizozomal zarlarda hasar ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya c¢ikmasi sonucu

organellerin sindirilmesi,
4.0l hiicrelerin fagositozu veya yag asitlerine doniisiimii,

5.Yag asitlerinin kalsifikasyonu ve kalsiyum sabunu olusumu (12)(Sekil 2.3) ile
karakterizedir.

2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda, hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin
temizlenmesi i¢in, yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir (12). Ancak bir¢ok
calismada, IR hasarinin iskemik hasara gore ¢ok daha fazla toksik {iriin olusturdugu

gozlenmistir (16).

Iskemik fakat yasayabilen dokularda kan akmminm diizeltiimesi, aksine
zedelenmeyi  hizlandirarak siddetlendirebilir. Reperfiizyonla birlikte olusan hasarin
biiyiikliigii iskeminin Siiresi ve siddeti ile dogru orantilidir. Kisa siireli iskemilerde
reperfiizyon hasarinin siddeti hafif olurken, iskemi siiresinin uzun ve geri doniigsiiz
hasarin olustugu durumlarda reperfiizyonla birlikte hiicrelerin kurtarilmasi miimkiin

olmayabilir (12,13).

Iskemi sonrasi kanlanmanin tekrar saglanmasiyla reperfiizyon hasari
baslamaktadir. Iskemi siiresine bagl olarak hedef ve uzak organlarda asemptomatik
subklinik hasardan hedef dokuda 6dem, cap artisi,nekroz, uzak organlarda fonksiyon
bozuklugu, multiorgan yetmezligi ve mortaliteye kadar ilerleyen semptomlarin oldugu
genis bir yelpazede karsimiza ¢ikmaktadir. Iskemiye bagl hasarin geri doniisiimlii

olabilmesi icin mutlaka doku reperfiizyonu gereklidir. Fakat reperfiizyon sonrasi olusan



metabolitler doku hasarinin artisina neden olur. Hiicresel sisme, hiicre iskeleti
degisiklikleri ve segici mikrovaskiiler gecirgenlik kaybi reperflizyona bagl hasarin tipik
Ozellikleridir. Bu mekanizmalar sonucunda doku odemi ve kapiller kan akiminda

azalma meydana gelir (2,17).

Reperfiizyon esnasinda olusan reaktif oksijen tiirevlerinin endotel itizerindeki
hasarlayici etkisi, endotel kaynakli endotelin sentezinde artis ve nitrik oksit ( NO)

sentezinde azalma gibi faktorler endotelde ciddi fonksiyon bozukluguna yol acar (17).

Iskemi sirasinda olusan oksidatif fosforilasyon hasar;, hem ATP depolarinda
hizli tiikenme ve hipoksantin artisina, hem de azalmig ATP’ye bagl hiicre ici
kalsiyumda hizli artisa neden olur. Dolayisiyla hasari etkileyen en onemli ve erken
mekanizma  hiicre i¢i kalsiyumun artis hizi ve miktari olup, hiicre nekrozu ve

apopitozuyla direkt ilgilidir (18).

Artmis mitokondriyal kalsiyum, oksijenin suya olan dordiincii seviyeden
rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece rediiksiyon ve radikal olusumuna neden olur .
Ek olarak, iskemik dokuda ATP’yi daha fazla azaltip hasar1 derinlestirir (19,20). Hiicre
ici kalsiyum birikimi reperflizyon siiresince artarak devam eder. Doku iskemisi sonucu
gelisen bu hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve ATP azalmasi birbirlerini indiikleyerek kisir bir
dongiiye girerler. Kalsiyuma bagli olusan bu hasar hiicre i¢i kalsiyum birikiminin
engellenmesiyle azaltilir (17).

Artmis hiicre ici kalsiyum, bir proteaz enzim olan kalpain aktivasyonunu ve
sonugta ksantin dehidrogenaz (XD) enziminin ksantin oksido-rediiktaz (XO) enzim
formuna doniislimiinii saglar. Saglikli kiside her iki enzim formu da aktif halde
bulunurken XD hakimiyeti hipoksantin’i sirasiyla ksantin ve iirik asite ¢evirir. XD bu
fonksiyonu sirasinda oksijene ihtiyag duymadan elektron tasiyict bir molekiil olan
nikotinamide adenin diniikleotid kullanir. Doku iskemisi sirasinda ise, enzimin XO
formu baskin hale gelir ancak XO aktivitesi oksijen gerektirdigi i¢in iskemik dokuda XO
birikimi olur. Dolayisiyla, iskemik dénemde, hipoksiye bagli, hipoksantin ve XO

birikimi s6z konusudur. Reperfiizyon doneminde ise, oksijen sunumuyla birlikte XO
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aktivasyonu ve hipoksantinden toksik oksijen radikalleri olusur. XO enzim seviyesi ve
aktivitesi, tlirden tiire ve dokudan dokuya farklilik gosterir. Endotel ve gastrointestinal
sistem mukoza villus yapisi, viicutta diger dokulara oranla daha fazla XO enzim
aktivitesine sahip olup, IR hasarina en hassas dokulardir . Reperfiizyon hasarinda, reaktif
oksijen tiirevlerinin ilk olustugu bolge endotel-kan siniridir ve XO’a bagli endotel hasari

IR hasarinin en énemli faktdrlerindendir (21).

Doku oksijenasyonu yeniden saglandiginda, oksijen, XO ve hipoksantin’in
birbirleriyle olan etkilesimi, iirik asit, stiperoksit (O2 ) ve H 20 olusumuyla sonuglanir.
Olusan superoksit, ¢ok zararli bir molekiil olmayip, hidrojen peroksit (HO2) i¢in kaynak
olusturur. Siiperoksit SOD enzimi araciligiyla hidrojen peroksit’e dontisur. Olusan
katalaz enzimi ise hidrojen peroksiti, su ve oksijene ¢evirir. Hidrojen peroksit’in gegis
metalleriyle (en siklikla serbest demir) reaksiyona girmesi sonucunda hidroksil (OH )
radikali olusur. Hidrojen peroksitte siiperoksit gibi ¢ok zararli bir molekiil olmayip, en
onemli fonksiyonu hidroksil radikali ig¢in bir kaynak olusturmasidir. Dolayisiyla,
stiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerine bagli lipit peroksidasyonu ancak bu
molekiillerin serbest demir ile reaksiyona girip hidroksil radikali olusturmalariyla
belirgin hale gelir. Hidroksil radikali gii¢lii bir oksidan molekiil olup, SOD ve katalaz
enzimleri bu molekiiliin temizlenmesinde dogal savunma mekanizmalarini olustururlar.
Buna ek olarak, saglikli kisilerde demir; kanda hemoglobin, kasta myoglobin, dolasimda
transferrin ve hiicrelerde ferritin sekillerinde depolanarak serbest sekilde bulunmaz.
Doku iskemisi sonucu olusan hiicresel asidoz, artmis rediiktan madde seviyesi ve SOD
aktivitesi, ferritine bagl hiicresel demirin serbestlenmesine neden olur.Ayni1 zamanda
artmis hemoliz ve hidrojen peroksit aktiviteside hemoglobine bagli demiri agiga ¢ikartir
(22) .

Serbest oksijen radikallerinin diger kaynaklari; aktive olmus polimorfoniikleer
16kosit (PMNL), mitokondri Nikotinamid adenine diniikleotid fosfat (NADP)
dehidrogenaz  sistemi, katekolaminlerin  otooksidasyonu ve arasidonik asit
metobolizmasidir. Bu serbest radikaller, 6zellikle de OH radikali, hiicre zar1 lipit

peroksidasyonunu baslatip, arasidonik asit ve lipitperoksil serbest radikallerin salinimina
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neden olur. Arasidonik asit, siklooksijenaz [Thromboxane A2 (TxA2), PGE1, PGI2)]
veya lipooksijenaz (LT-B4, LT-C4, LT-D4, LT- E4) enzimleriyle metabolize olup
eikosanoidlere doniistirken, lipitperoksil radikali; lipit peroksidasyonuna devam eder
(12).

Bu olaylar sonucunda, hiicre zar1 segici gegirgenlik kaybi, DNA hasari, yapisal
proteinlerin yikimi, hiicre zar1 etkilesimi enzimlerin inaktivasyonu ve sitoliz goriiliir.
OH- radikali baska 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 molekiili (VCAM-1), L-selektin
gibi adezyon molekiillerine tutunarak iskemik dokuya yerlesirler ve birgok yoldan etki

gostererek iskemik dokuyu yok ederler (23).

Sonucta IR zedelenmesinden sorumlu tutulan mekanizmalar olarak serbest
oksijen radikalleri, proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, lokosit infiltrasyonu,

kalsiyum yiiklenmesi, lipit peroksidasyonu ve azalmasi ileri siiriilmektedir (24).
2.3. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalari

Iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda dokuya saglanan oksijen ve metabolitler,

hasar1 geriletebilecegi gibi hasarin ilerlemesine de neden olabilir (25).

IR hasar1 ,kalp,adale karaciger,akciger,bdbrek ve barsaklarda sik rastlanilan ve
ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilen olaylar dizisidir.Hangi organda olursa olsun
sistemik enflamatuar bir cevaba yol acar.iskelet kasinda meydana geldiginde

ekstremitede fonksiyon kayb1 ve amputasyonla sonuglanabilir (25,26).
IR hasarinda fizyopatolojik degisikliklere neden olan faktorler (27);

a.Serbest oksijen radikalleri
b.Polimorfo niikleer lokositler,trombositler

c.Kompleman sistemi
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d.Endotel hiicreleri olarak siralanabilir.
2.3.1.Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiillerle
(lipit,protein,karbonhidrat,niikleik asit gb) kolayca elektron alisverisi yapabilir veya
onlarla reaksiyona girebilir.Reaksiyona girmesi ile molekiillerin yap: ve fonksiyonlarini

degistirebilir ve hatta ¢ok sayida hiicre ve doku hasarlari meydana getirebilirler (28).
Bu hiicresel hasar olusumunda rol oynayan mekanizmalar (28):
a.Lipit peroksidasyonu
b.Protein oksidasyonu
c.DNA hasar
d.Kalsiyum salinimi olarak siralanabilir.
Lipit Peroksidasyonu

Coklu doymamis yag asitlerinin (arasidonik asit,linoleik asit ve linolenik asit
gibi) serbest radikaller ile oksidasyonudur. Serbest radikallerin hiicrede baslattigi en
onemli ve en zararl olan hiicresel hasar mekanizmasidir. Bu oksidasyon sonucunda bir

¢ok lipit peroksidasyon iiriinii (MDA, dien konjugatlari gibi) olusur (29).

Sonugta plazma ve organel membranlarimin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
degiserek membranin iyon gegirgenligi  bozulur.Eritrositlerde hemoliz ortaya
cikar.Boylece yaygin membran,organel ve hiicre hasar1 meydana gelir.Lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA nin doku diizeyi dlciilmektedir. Bu él¢iim IR

hasarinda olusan serbest oksijen radikali 6nciilerinin aktiviteleri konusunda fikir verir.
MDA

Non enzimatik oksidatif lipit peroksitlerinin pargalanmasi sonucu olusan toksik

etkili son driinlerden bir tanesi MDA’dir. Eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik
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endoperoksitler ya da ikiden fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin otooksidasyonu
MDA’nin kaynagini olusturur (30).Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asit
peroksidasyonu sonucu tiobarbutirik asit ile 6l¢iillen MDA meydana gelir. MDA, yag asit
oksidasyonunun spesifik veya kantitatif indikatorii olmasa da lipit peroksidasyon
derecesiyle iyi korelasyon gostermektedir. MDA membran komponentlerinde
polimerizasyon ve c¢apraz baglanma olusturarak deformasyon, iyon transportu, hiicre
ylizey bilesen agregasyonu gibi membran igi 6zellikleri degistirir. MDA ’nin mutajenik,

genotoksik, karsinojenik 6zelligi mevcuttur (31,32). Kisacas: lipit peroksidasyonu,iR

hasarinin hem tanisinda hemde patofizyolojisinde 6nemli rol oynar (29,33,34).
Protein Oksidasyonu

SOR’lar, aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonuna neden olarak protein-protein
baglarinin olugsmasina yol agarlar. Ayrica protein yapisinda, ana zinciri okside ederek
proteinlerin parcalanmasina neden olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel onemi olan

enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikar (35).

DNA Hasari

SOR’lar, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek
zincir kirtlmalarina neden olurlar. Hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre
olimii meydana gelir. Reoksidasyon sirasinda allopurinol (ksantin oksidaz inhibitorii),

SOD veya katalaz uygulamasinin endotel hiicre hasarini 6nledigi gosterilmistir (35).
Kalsiyum Salinim

Kalsiyum ATP az enzimleri énemli sulfidril gruplarina sahiptir. Ayrica SOR
tarafindan inaktive edilebilir.Sitokinler, SOR aracili yol kullanarak, hiicre enerjisini
azaltabilirler (35,36,37).

Organizmada serbest radikal olusumunu engelleyen veya olusmus olan serbest
radikallerin zararl etkilerini onlemek icin koruyucu mekanizmalar vardir. Bunlarin

hepsine birden antioksidan maddeler denir. Antioksidan maddeler endojen ve eksojen
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kaynakli olmak iizere iki gruba ayrilir (49). Endojen antioksidanlar da enzim olanlar ve
enzim olmayanlar olmak tizere iki gruba ayrilir. Enzim olan endojen antioksidanlardan

bazilar siiperoksit dismutaz, katalaz ve hidroperoksidazdir (50).

Antioksidan enzimler i¢in SOD, CAT, GSH-Px birincil antioksidanlardir. Serbest
radikalleri, biyolojik a¢idan 6nemi olan molekiillerle etkilesmeden 6nce daha zararsiz
bilesiklere doniistiirerek ya da farkli molekiillerden radikal iiretimini engelleyerek
etkilerini gosterirler. Oksidanlar hedef hiicrelerde ¢esitli farkli  biyokimyasal

degisiklikleri kapsar ve 16kositlerin uyarilmasiyla olusturulurlar (57,58).
Katalaz (CAT)

Katalaz yapisinda icerdigi dort tane hem grubundan dolay: hemoprotein olarak
kabul edilmektedir (60). Katalazin esas fonksiyonu H,O,’in par¢alanmasini katalize
etmektir.Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz membranda yiiksek
konsantrasyonda olup, H,O, olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif
tepkimeyle (tepkime 1), H,0;, olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik
tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir
(59,61).

H.0, + AH; ‘ 2H,0 +A  (tepkime 1)

H.O, + H0; 2H,0+ O, (tepkime 2)

Ayrica Katalaz H,0,’e spesifiktir.Diger organik peroksitlere etki etmez (60,61).

2.3.2. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Polimorfoniikleer Lokosit ve Endotel

Hiicrelerinin Rolii

IR hasarinda aktif hale gelen ilk ve en elzem hiicre nétrofillerdir. Onceden
notrofillerin IR hasarinda tetikleyici role sahip olduklarina inanihirken , artik
mikrovaskiiler ve mukoza hasarinin ¢ogundan sorumlu son mekanizma olduklar
diisiiniilmektedir (11). IR hasar1 endotel ve 16kosit hiicre yiizeyleri adezyon molekiil

olusumunu arttirarak, 16kosit diapediziyle sonuglanan kaskadin aktivasyonuna neden
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olur. Meydana gelen hiicre yiizeyindeki adezyon molekiillerinin olusumu kimyasal araci

maddelerce saglanir (66).

Doku iskemisi sonrasinda platelet,endotel ve nétrofillerden agiga c¢ikan
kemotaktik sinyaller,nétrofil rolling,adezyon ve diapedez siiregleri ¢ok diizenli bir
sekilde gerceklesir.Bu iskemi sonras1 dolasimda serbest halde bulunan nétrofiller aktive

olarak iskemik doku endoteline yapisip intertisyel alana gegerler (11).

Bu siire¢; hem Iokosit hem de endotel hiicreleri iizerindeki glikoproteinler,
hareket eden kanin mikrodolasima olan yirtict kuvveti, 16kosit ve endotel hiicrelerinin
birbirlerine olan elektrostatik itici kuvveti ve hiicrelerce (endotel, 16kosit, platelet)

olusturulan kimyasal maddeler (ROT, NO, PAF) sonucu olusur (67) .

IR hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili ileri siiriilen baz1 mekanizmalar (68);
1. Mikrovaskiiler okliizyon

2. SOR’larin salinmasi

3. Sitotoksik enzim salinmasi

4. Vaskiiler permeabilite artisi

5. Sitokin saliniminda artis olarak siralanabilir.

PMNL’in baslangictaki kemoatraksiyonlart endotel hiicreleri ve ksantin oksidaz
aracilig1 ile gergeklesirken ,aktivasyon ve migrasyonlar1 ise endotel hiicrelerinde ve
l6kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligi ile olur. Lokosit adhezyon
molekiilleri 16kositlerde ve diger baska hiicrelerde de bulunan gelisme, haberlesme,
inflamasyon ve apoptozis gibi ¢ok sayida ve cesitte biyolojik olaylarda rol alan
yapilardir (3,69).

Migrasyonda rol oynayan bu adhezyon molekiilleri,selektin ailesine bagh
molekiillerce saglanir. Selektinler,se¢ilmis bazi1 sekerleri baglayan ekstraseliiler

molekiillerdir.Endotele simirli  olan E-selektin,endotel ve trombositlerde bulunan P-
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selektin ve lokosit yiizeyinde bulunan L-selektin olmak {izere tic tip selektin molekiilii
bulunmaktadir (11). Bu yuvarlanma etkisi ;l6kositleri ,klasik kemoaktran ve kemokinleri
yakin temas haline sokar (70,71,72). Normal endotelde bulunmayan E-selektin ,IL-1 ve

TNF gibi mediatorlerin hasarli dokuda uyarimindan sorumludur (11).

Lokositler hiicreler arasindan gegerek bazal membrani asip ekstravaskiiler alana
gegmeden once (diapedez),endotel yiizeyine sikica baglanarak adezyonu
olustururlar.Endotel-l6kosit adezyonu cesitli integrinlere (CD11a,CD11b,CD11c-CD18)
baglanan immunoglobulin ist ailesinden (ICAM 1,2,3 ve VCAM -1) endotelyal adezyon

molekiillerince diizenlenir (11).

Reperflizyon doneminin onuncu dakikasinda Lokosit-endotel adezyonu
maksimum seviyeye ¢ikar (73).Reperfiizyona bagli inflamatuar cevap, integrin ve
reseptor olusumunu uyararak, 16kositlerde hiicre iskeleti degisiklikleri ve giiclii endotel-

16kosit adezyonuna neden olur (44).

Ekstravazasyondan sonra ,l6kositlerin kimyasal bir uyarani izleyerek hasarli
bolgeye dogru goc etmesine kemotaksi denir.Lokositler igin kemotaktik ajanlar endojen

olabilecegi gibi eksojen maddelerde olabilir (11).

Kemotaksis de aktive I6kosit yanitinda rol oynayan mekanizmalar (12);

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitlerinin (prostoglandin
ve l0kotrienler) tiretimi

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimlerin salinimi

3. SOR’larmn tiretimi seklinde siralanabilir.

Lokosit gocii esas olarak vendz kilcallardan olur. Hasarli dokuya olan lokosit
kemotaksisi kompleman sistemi (C5a), arasidonik asit lipooksijenaz yolu triinleri (LT-

B4) ve sitokinler (6zellikle kemokinler, IL-8) yoluyla saglanir (12).
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Bu iiriinler endotel hasari ve doku zedelenmesinin gii¢lii mediyatorleri olup
baslangigtaki inflamatuar uyaranin etkisini giiglendirirler. Bazi durumlarda lizozomal
enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya diliie
etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu mikrovaskiiler permeabilite artisi,
tromboz, 6dem ve parankim hiicre 6liimii de gerceklesir. Gorevini tamamlayan lokositler

apopitotik hiicre 6liimii ile lenfatik dolagim vasitasiyla ortamdan uzaklastirilirlar (68).

Reperfiizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve Tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a)
gibi sitokinler gozlenir. Bu ajanlara kars1 antagonistler kullanilarak, hem IL-1’in hem de
TNF-a’nin  vaskiiler yaralanmaya katkida bulunduklart ve endotel adhezyon
molekiillerini arttirdiklar1 gosterilmistir (3,69). IR de sitokin saliniminin bilinmesine
ragmen bu sitokinlerin permeabilite iizerine olan etkilerinin direk mi yoksa hiicre
adhezyon molekiilleri ekspresyonu ve notrofil adhezyon aktivasyonu yoluyla mi oldugu

bilinmemektedir (74).

Hasarlanmis bolgede biriken hiicre tipi, inflamasyonun siiresi ve uyaranin tipine
gore farklilik gosterir.iskemi reperfiizyon hasarma inflamatuvar yamt ilk 6-24 saat
notrofil hakimiyeti iken,24-48 saatlerde ise monosit hakimiyetidir. Bunun sebebi ise
notrofillerin kanda fazla bulunmasi ,daha hizli aktivite gostermeleri ,adhezyon
molekiillerine daha yiiksek afinite ile baglanmalari ve yari omiirlerinininde kisa

olmasindan kaynaklanir (11).

Biitiin bu olaylarin sonucunda lokositler dokuda hasarin genislemesine neden
olurlar.Bu durumun klinik yansimasi mikrovaskuler tromboz ve disfonksiyon ile

karakterize “no —reflow” fenomenidir (1,75,76).

Lokosit-endotel adhezyonu, endotelde sisme ve daha fazla 16kosit adhezyonuyla
sonuglanir. Lokosit-trombosit adhezyonu ise trombositlerin subendotelyal alanda
birikerek, endotel ayrilmasina neden olur. Bu yapismis trombositler, selektin ve
integrinler yoluyla, daha fazla 16kositin trombositlere yapismasini saglarlar (76,77).

Notropeni ve trombositopeni modellerinde “no reflow” olusumunun azaldig
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gozlenmistir Sonugta endotel 16kosit trombosit etkilesimleriyle, fibrin birikimini takiben,

trombiis olusumu gozlenir (78).
inflamasyonun Kimyasal Aracilar

Aragidonik asit metabolizmasindan kaynaklanan {irlinler, inflamasyon ve
hemostaz olmak tizere birgok biyolojik olay iizerine etkilidir. Bu iiriinler yapildiklar
yerde lokal olarak etki ederler ve daha sonra ¢ok hizli bir sekilde spontan veya
enzimatik olarak yok edilirler . Arasidonik asit; 20 karbonlu, 4 ¢ift bagl poliansatiire bir
yagasididir. Primer olarak diyetteki linoleik asitten tiirer ve viicutta yalnizca ester
seklinde, hiicre membran proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur. Arasidonik asit
bu fosfolipitlerden hiicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar mekanik,
kimyasal, fiziksel uyar1 veya C5a gibi iltihabi mediatorlerce aktive edilirler. Arasidonik
asit metabolizmasi1 reaksiyonu baglatan enzimin adiyla anilan siklooksijenaz ve
lipooksijenaz olmak tizere iki ana yol boyunca ilerler. Siklooksijenaz (COX) yolunda :
PG E2, PG D2, PG F2, PG 12 (prostasiklin) ve TxA2 bulunur. Bunlarin her biri spesifik
bir enzim etkisi ile meydana gelir.Ornegin; trombositlerde tromboksan sentetaz enzimi
vardir dolayisiyla giiglii bir trombosit agregan ajan ve vazokonstriiktor olan TxA2 ana
prostaglandin iiriin olarak bu hiicrelerde bulunur. Diger yandan endotel, tromboksan
sentetaz icermez ancak PG I2 olusumunu saglayan prostasiklin sentetaz icerir. PG 12
giiclii bir trombosit agregasyon inhibitorii ve vazodilatordiir. PG D2, COX yolunun mast
hiicrelerindeki ana metabolitidir; PG E2 ve PG F2 (daha yaygin) ile birlikte bulunurlar
ve PG D2 vazodilatasyona neden olur, ddemi arttirir. Aspirin ve ibuprofen gibi
nonsteroid antiinflamatuar ajanlar, proksimal COX aktivitesini inhibe ederek
prostaglandin sentezini tiimiiyle inhibe ederler. Lipooksijenaz yolu ise bu

antiinflamatuar ajanlardan etkilenmez (78).

Siklooksijenaz enzimleri (COX-1 ve COX-2) arasidonik asidin, adi gecen
prostanoidlerin prekiirsorleri olan prostaglandin G ve H'ye doniisimiini katalize
eder.llging olarak gastrik mukozada COX-1 mevcutken, COX-2 yoktur. Bu bdlgede

mukozal prostaglandinler COX-1 etkisiyle olusurlar ve aside bagli hasan
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engellediklerinden koruyucudurlar. Non steroidal antiinflamatuar ilaglar ve aspirin,
COX’u inhibe ederek prostaglandin sentezini bloke edip, enflamasyonu azaltirken,

gastrik tilsere de zemin hazirlarlar (79).

Lipooksijenaz: Notrofillerde baskin olarak bulunan AA metabolizmasi enzimi 5-
lipooksijenaz’dir.  5-hydroperoxyeicosatetraenoic  acid (5-HPETE), AA’in 5-
hidroperoksi iiriiniidiir. 5-HPETE oldukga kararsizdir, ya 5-hydroxyeicosatetraenoic
acid’ye indirgenir (notrofil icin kemotaktiktir), ya da topluca lokotrienler diye
adlandirilan bile siklere donii siir. 5-HPETE’den tiireyen ilk 16kotrien, LT-A4 olup bu
enzimatik hidrolizle LT-B4 olusumuna veya glutatyon eklenmesiyle LT-C4 olusumuna
yol agar. LT-B4 giiclii kemotaktik bir ajandir ve notrofillerin agregasyonuna yol acar.
LT-C4 ve onun alt {iriinleri LT-D4 ve LT-E4 vazokonstriikksiyon, bronkospazm ve
vaskiiler permeabilite art1 sina neden olurlar (79). Eikosanoidler akut inflamasyonun her
asamasinda yer alirlar. Eikosanoidlerin iltihabi proceslerin merkezinde rol aldiklari
gercegi klinikte COX aktivitesini baskilayan ajanlarin (aspirin ve NSAID) gii¢lii anti
inflamatuar ajanlar olarak kullanilmasiyla kendini gdsterir. Glukokortikoidler ile olu san

antiinflamatuar etki kismen fosfolipaz A2 inhibisyonuna baglidir (79).

Platelet Activating Factor (PAF): PAF, trombosit agregasyonuna ve
degraniilasyona sebep olmasi nedeniyle bu sekilde adlandirilir. Asetil gliserol eter
fosfokolin yapisindadir. Fosfolipaz A2 etkisiyle nétrofillerin, monositlerin, bazofillerin,
endotelin, trombositlerin ve diger bazi hiicrelerin membran fosfolipitlerinden elde edilir.
Trombositlerin uyarilmasmin yani sira; vazokonstriksiyon ve bronkokonstriksiyona
neden olurken 16kosit adezyonunu (integrinlerde yapisal degisikliklere neden olarak),
kemotaksisi, 16kosit degraniilasyonunu ve oksidatif reaksiyonlar1 arttirir. Eikozanoidler

basta olmak {izere diger bazi mediatérlerin sentezini de stimiile eder (79).

Sitokinler: Sitokinler, aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak tizere
bircok hiicre tarafindan sentezlenen polipeptid molekiillerdir. Kendi iiretildikleri
hiicreleri (otokrin etki) ve yakin ¢evredeki hiicreleri (parakrin etki) etkileyebildikleri gibi
sistemik etkileride (endokrin etki) vardir (79).
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Hiicresel immun cevap tizerine etkilerinin yani sira, IL-1, TNF-a ve TNF-,
interferon- y ve kemokinler basta olmak {izere sitokinlerin inflamatuar yanitin
olusumunda ilave rolleri de vardir. IL-1 ve TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan

sentezlenirken, TNF-B ve interferon-y, T hiicrelerinden sentezlenir (79).

Sitokinlerin sekresyonu; endotoksinler, immun kompleksler, toksinler, fiziksel
travma ve bazi inflamasyon mediatorleri tarafindan stimiile edilir. IL-1 ve TNF;
endotelde “endotelyal aktivasyon” olarak isimlendirilen bir grup degisikligi stimiile
eder. Bu degisiklikler; adezyon molekiillerinin artmis yiizey ifadesi, bazi sitokin ve
biiylime faktorlerinin sekresyonu, eikozanoidlerin ve NO sentezlenmesi ve endotel

trombojenitesinin artmasidir (79).

TNF-a ayrica notrofillerin agregasyonu ve aktivasyonunu stimiile eder;
mezenkimal hiicrelerden proteolitik enzimlerin salinimini uyararak doku hasarina neden
olur . IL-1 ve TNF-a enfeksiyonlara ya da yaralanmalara eslik eden sistemik akut-faz
reaksiyonlarini uyarir. Bunun yani sira, TNF-a septik sok da hipotansif etkilerin ortaya
¢ikmasina neden olan NO (myokard kasilmasinda azalma ve damar diiz kasindaki
gevsetici etkisi ile ) sentezini de uyarir. IFN-y, makrofaj ve nétrofiller igin gii¢lii bir
aktivatordiir; onlarin oksidatif yikimdan sorumlu enzimlerini arttirarak, fagosite edilmis

mikroorganizmalarin Oldiiriilmesini saglar. Ayni zamanda bir “NOS” uyaricisidir

(43,44,45,79).
2.3.3. Trombositlerin Rolii

Trombositler, trombotik etkileri ile beraber kemotaktik fonksiyonlariyla da
inflamatuar cevapta rol oynarlar. Adhezyon sonrasi aktive olmus trombositler,
salgiladiklar1 kemotaktik faktorlerle direkt olarak etki ettikleri gibi , baglandiklar
hiicrelerin (endotel / 16kosit) kemotaktik 6zelliklerini degistirerekte etki ederler (80).

Hiicre zar1 fosfolipitlerinin peroksidasyonu sonucu; hiicre zari biitiinlig,
gecirgenligi ve hiicre ylizey reseptdr fonksiyonlar1 etkilenir. Reperfiizyon periyoduyla

birlikte siddetli trombosit aktivasyonu olusur. Artmig bu aktivite, reperfiizyon
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doneminde artmis trombojenite ve yeniden tikaniklik risklerinide beraberinde getirir.
Trombosit aktivasyonun en Onemli etkeni tam olarak bilinmemekle birlikte,

reperfiizyonla birlikte olusan SOR patlamasi suglanmaktadir (81).
2.4. Apopitoz

Apopitozis ,organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis ve
ya hasarlanmis hiicrelerin zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasin1 saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6limiidiir (82,83). Bir grup protein ve gen
ekspresyonunun birlikte islemesi sonucunda meydana gelir. Gen ekspresyonu ile birlikte
cekirdek DNA’s1 karilir, kromatin ¢ekirdekte yogunlasarak ¢eperde toplanir, sitoplazma
biiziisiir, bu esnada hiicre membran biitiinliigli ve mitokondrion dis yapisi korunur.
Sonunda hiicre apopitotik cisimcikler olusturarak parcalanir. Bu cisimcikler yakinindaki
yerlesik hiicreler, bolgesel makrofajlar, mikroglial hiicreler tarafindan abartili bir

inflamatuar reaksiyon olmadan fagosite edilirler(84,85)(Sekil 2.4).

Apopitoz, embriyonal donemdeki temel hiicre 6liim seklidir. Fetal yasam sirasinda
hiicrelerin biiyiik kismi bu yolla ortadan kaldirilir. Hiicre ¢ekirdeginde DNA hasar1 tamir
edilemeyecek boyuta geldiginde (Ozellikle yiiksek ¢ogalma yetenegine sahip
hiicrelerde) apopitoz programlari aktive olabilir (86,87).

Nekrotik hiicre 6liimii ise apopitozdan ¢ok farklidir. Hiicre sismesi, membran
bitlinliigiinlin  kaybt ve  belirgin inflamasyon ile karakterizedir. = DNA
iplik¢ikleri,apopitozdaki gibi interniikleozomal baglanti noktalarindan, diizenli olarak

kirilmaz, rastgele olacak sekilde kirilir (86,88).
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Apoptolik
cisim

Nekroz Apopitoz

Sekil 2.4: Apopitozis- Nekroz Mekanizmasi (84)

Apopitozisin canli hiicrelerinin reperfiizyondan hasar gérmelerinde 6nemli bir
faktor oldugu, hem hayvan deneylerinde, hemde klinik transplantasyon calismalarinda
gosterilmistir(89,90). Reperfiizyon sonucunda pre- apopitotik proteinler olan caspase-3
ve caspase-8’in aktivasyonu ile apopitoz tetiklenir. Caspase-3 ve caspase-8 birlikte
mitokondrial membran yapisinda ve fonksiyonlarinda bozulmaya yol agmanin yanisira
sitoplazmaya sitokrom C salinimina ve sonugta niikleer DNA’nin yikilarak hiicrenin
dlmesine sebep olmaktadir (87,91). Oliim reseptérleri araciligi ile hiicre icine iletirler.
Oliim reseptdrleri, tiimor nekroze edici faktdr (TNF) reseptoriiniin iist ailesine aittitler ve
TNF R-1, FAS ve p75 NTRyi igerirler. Oliim sinyalinin disaridan gelmesi sart degildir
hiicre icerisinde hasarlanmis DNA, endoplazmikretikulum veya mitokondride bu

sinyalin kaynagi olabilir ( 92).
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Apopitozis iki asamada gelismektedir.
1. Baslangic faz1 (6lim faktorleri, 6lim reseptorleri)

2. Ikinci faz (mitokondriyal disfonksiyon)

Oliim faktorleri TNF reseptor-1 (TNF-R1) ve Fas (CD95/APO-1) reseptérleridir.
Bu reseptorler ligantlart ile baglandiktan sonra Fas, TNF-R1, adaptor proteinler ve
procaspaslardan olusan bir 6liim kompleksinin olusmasina aracilik ederler. Olusan bu
kompleks ise caspase-8 ve caspase-3’iin aktivasyonunu saglar (91). Oliim faktdrlerinin
salinimin takiben mitokondriyal disfonksiyon baglar. Mitokondri dis zar1 {izerindeki pro
ve antiapopitotik Bcl reseptor ailesi liyelerinin birbirleriyle olan etkilesimlerinin hiicrede
yasam ile dliim arasindaki kararin alinmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (92).0liim
reseptorleri ile mitokondriyal disfonksiyonun baslamasi bir bid proteini ile iligkilidir.
Bid proteini caspase-8 tarafindan aktive edildikten sonra mitokondrilerden sitokrom-C
salinmaya baglar. Olusan sitokrom-C Apaf-1 aktivasyonunu saglar, aktive Apaf-1
caspase 9 aktivasyonunu yapar. Aktive olan caspase-9, caspase-8 ile birlikte caspase-3
aktivasyonunu gergeklestirir. Kaskadin en sonunda aktive olan caspase-3 niikleazlar

aktive eder ve ¢ekirdek DNA’sinin yikilmasi ile hiicrenin 6liimiine sebep olur (86,93).
2.5. Iskemi Reperfiizyon Sonrasi Olusan Iskelet Kas1 Hasarimin Patofizyolojisi

1960 yilinda Haimovici tarafindan , ilk kez “myonefropatik-metabolik sendrom”
olarak Iskemik ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk tariflenmistir (94).
1969 yilinda, iskemik ekstremite revaskiilarizasyonunu takiben %~85°lik mortalite
tariflenmis olup Haimovici’den farkli olarak mortalitenin kardiyopulmoner nedenlere

bagl olustugu gozlenmistir (95).

Iskemiye kars1 olan tolerans dokunun tiiriine ve kollateral dolagim varligina gore
degisir. Normotermik doku iskemisinde geri doniisiimsiiz hasar; kasta 4.saatte, sinirde
8.saatte, yag dokusunda 24.saatte ve kemikte yaklasik olarak 4.giinde olusur . Iskelet

kasi, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup ayn1 zamanda iskemik hasara en hassas
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dokudur. Dolayisiyla iskelet kasi hasar1 ekstremite reperflizyon hasarinin en 6nemli

boliimiinii olusturur (96).

Kas oOliimii sonrast makroskopik ve mikroskopik degisiklikler minimal
oldugundan kas 6liim zamanim belirtmek zordur. Iskemiyi takiben yaklasik iigiincii
saatte ciddi kas hasari ve altinci saatte yaklasik %97°lik fonksiyonel doku kaybi
olustugu spektrofotometrik yontemlerle gosterilmistir. Dolayisiyla geri doniisiimsiiz

zedelenme zamaninin tayininde spektrofotometre 6nemlidir (97).

Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi arasinda yakin iliski saptanmustir. Iskemik
kas dokusunda oOncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken bu sathada ¢ok fazla
myonekroz olusmaz. Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar ve 6
saatlik kas iskemisinin sonucunda, normal kas dokusunda mevcut ATP deposunda %80

azalma ve kas dokusunun tiimiinde nekroz olusur (98).

Kas fiberleri, icerdikleri myoglobin miktarina bagl olarak, kirmizi (tip 1) ve
beyaz (tip 2) olarak siniflandirilir. Cogu kas her iki tiirii de icermekteyse de bir tip daha
baskin bulunur. Ornegin bacagin én kompartmaninda daha ¢ok tip 1 veya yavas kasilan
fiberler baskin olup, enerji liretiminde aerobik metabolizmayr kullanmalar1 bu kas
grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda ise tip 2 veya hizl
kasilan fiberler baskin olup, enerji liretiminde anaerobik metabolizma 6n plandadir.
Iskeminin siiresi ve etkilenen fiber tipi iskemik hasarda 6nemli olmakla birlikte dokunun
viicuttaki konumu da énemlidir. Ornegin, cabuk soguma nedeniyle, distal ekstremite kas

dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir (96).
2.5.1. Mikrodolasimda Meydana Gelen Degisiklikler

Iskemik dénemde gergeklesir ve iskemi siiresi ile uyum gosterir. Iskemi, ilk
olarak kapiller endotel hiicreleri etkiler. Hem liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan
parmaksi ¢ikintilar olusturur. Iskeminin devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde artis
baglar. Bu arada, hiicreler arasi baglar zayiflar ve gecit genisler. Iskeminin dérdiincii

saatinden sonra mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler (eritrositik, trombositik ve
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l6kositik) baslar. Vendz ve arteryel kilcallar, reperfiizyon Oncesinde, sikismis
eritrositlerle kapanmis goriiniimdedirler. Rulo halindeki eritrosit kiimeleri, erken
reperfiizyon doneminde, endotel yiizeyde hasarlanma olustururlar. Endotel hiicre
sitoplazmasindaki pargalanma sonucu hiicreler aras1 biliyiikk gecitler olusur.
Reperfiizyonla birlikte, 6zellikle vendz kilcallarda, liimen igi platelet ve fibrin kiimeleri
ile karekterize trombotik komplikasyonlar olusur. Bu platelet kiimeleri, endotel yiizde
meydana gelen genis defektleri kapatir. Venlerde 16kosit diapedezi olusurken, vendz

kilcallarda 1okositlerin lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi olusur (96).

Iskemi siiresi uzadik¢a damarsal gegirgenlik artis1 ve ilerleyici interstisyel 6dem
meydana gelir. Yapilan bir ¢alismada, 4 saatlik iskemi sonrasi kas agirliginin arttigi ve

bu agirligin reperfiizyonun tiglincii saatinde maksimuma ¢iktigi belirtilmistir (99).
2.5.2. Iskelet Kasinda Meydana Gelen Lokal inflamatuar Cevap

Iskemik doku reperfiizyonu sonucunda inflamatuar bir cevap ortaya cikar. Ancak
doku nekrozundan reperfiizyon doéneminden daha g¢ok iskemik doénem sorumludur
Damar tikanikliklarinda, hayvan turnike modellerinin aksine, tikanikli §in bir miktar
distaline kadar, kollateral dolagima bagli, normal doku izlenir. Dolayisiyla reperfiizyonla
amag, distaldeki nekrotik alanin degil bu alanin kanlandirilmasidir. Bu bolge; nekrotik
ve ciddi hasarlanmis hiicrelerin i¢ ice oldugu ve inflamatuar aracilarin sentezlendigi
yerdir. Dolayisiyla, reperfiizyon sonrasi hasarli veya nekrotik alan miktar1 morbiditeyi
belirler. inflamatuar cevabin tetikleyicileri; asit fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit,
myoglobin, niikleotidler, potasyum, proteolitik enzimler ve piirin bazlar1 gibi kas yikim
tiriinleridir. Bu yikim iirlinleri; prokoagulan 6zellikte olup, intrensek pihtilagsma sistemini
aktive ederek vendz kilcal trombozu ve kollateral arteriollerde vazospasm olustururlar.
Inflamatuar cevabin en belirgin oldugu gegis alanindaki bu tarz bir aktivite, nekrotik
alanda genislemeye neden olur. Dolayisiyla, antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri
dontistimlii hasar bolgelerine olan kollateral akim ve mikrodolasim korunarak nekrotik

genigleme engellenebilir (96).
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2.6. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Tedavi Secenekleri

Iskemi reperfiizyon hasarim azaltmada kombine stratejilerin etkinligini bulan az
sayida ¢alismalar vardir. iskemi reperfiizyon hasarini azaltmak icin tedavi secenekleri
(96);

1.Kontrollii,dereceli reperfiizyon
2.Iskemik &n kosullanma (preconditioning)
3.Aspirin-triggered lipoxin anologlar
4.Antioksidan tedavi

a.Superoksit dismutaz

b.N-asetilsistein

c.Mannitol

d.Vitamin E
5.Kalsiyum antagonistleri
6.Anjiotensin converting enzim inhibitorleri
7. Anti-kompleman tedavi
8.Lokosit deplesyonu-filtrasyonu
9.Endotelin reseptor antagonistleri

10.Trombosit aktivasyon faktor antagonistleri
2.6.1. iskemik On Kosullanma

Iskemik 6n kosullanma ,dokularin ,ciddi iskemi reperfiizyon hasar1 éncesi, kisa
siireli iskemi reperfiizyon periyodlarina maruz birakilmasidir (100). Boylelikle doku
,uzun siireli iskemi reperfiizyona daha direncli hale gelir. iskemik onkosullanma
sikluslarmin sayisi Ve siiresi arttikca koruyuculugu artar (101). On kosullanma 6zellikle
ventrikiiler fonksiyonu iyilestirmede ve iskemi reperflizyon sonrasi myokardiyal

notrofil birikmesini ve apopitozisi azalttigini gostermistir (102,103).

Iskemik 6n kosullanmanin yararh etkileri bir cok yerde gésterilmis olmasina

ragmen insan klinik verileri sinirlidir. Akut ve geg iskemik 6n kosullanmanin koruyucu
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etkilerinin temelini farkli mekanizmalar olusturur. Akut (erken) 6n kosullanmada etki
reperfiizyonun ilk dakikalarinda baslayip 2-3 saat siirerken, gecikmis onkosullanmada
etki reperfiizyonun 12-24’ncii saatinde baslar ve 2-3 giin devam eder (104). Akut
(erken) iskemik 6n kosullanma; adenozin veya al-adrenerjik reseptor aracili, pertussis
duyarli G protein aktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda fosfolipaz C veya D
aktivasyonu olusarak, protein kinaz C iizerinden ATP duyarli potasyum kanallarinin
fosforilasyonu ve 5 ’-niikleotidaz yapinin endotel hiicre diizeyinde translokasyonu
gerceklesir. Sonug olarak, adenozin olusumu ve hiicresel enerji depolarinda artig ile

16kosit yapiskanliginda azalmaya neden olur (102).

Kisa ve uzamig iskemik hasar arasindaki zaman arahigi iki saatin iizerine
ciktiginda onkosullanmanin akut ve yararli etkileri kaybediliyor olsada, eger uzamis
iskemik hasar ilk iskemi periyodundan 24 saat sonra olusursa dnkosullanmanin gecikmis
bir koruyucu etkisi gozlenir (5). iskemik 6nkosullanma ayni1 zamanda artmus interstisyel
adenozin olusumuyla birliktelik gostermekte olup, bu adenozinin CD73 aracili

adenozinmonofosfat defosforilasyonu sonucu olustugu diisiiniilmektedir (105).

Artmis interstisyel adenozin seviyesi; noétrofil adezyonu, mikrovaskiiler
gecirgenlik ve notrofil yuvarlanma hizina olumlu etkilerde bulunurken nétrofil akis
hizin1 etkilemedigi gozlenmistir (106). Akut yamttan farkli olarak gecikmis on
kosullanma gen ifadesindeki degisime bagh oldugu kadar antioksidan enzimler, nitrik

oksit sentaz ve 1s1 sok proteinlerini iceren yeni protein sentezine baghdir (5).

Erken iskemik on kosullanmada hem akim hemodinamigi hem de Idkosit
aktivasyonu olumlu yonde etkilenirken, gecikmis 6n kosullanmada sadece 16kosit
aktivasyonu agisindan olumlu fayda elde edilmistir. Dolayisiyla iskemi, akim dinamigini

daha erken safhada etkilemektedir (1).

Insanlarda klinik uygulanimi konusunda bilgiler yetersiz olup yapilan son
calismalarda koroner bypass cerrahisi sonrast artmis (107) ve karaciger rezeksiyonu

sonrasi doku hasarinda (108) azalma sagladigi bildirilmistir.
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2.6.2. Antioksidan Tedavi:

Cok sayida yapilan deneysel hayvan caligmalari iskemi reperfiizyon hasarini
azaltmada ve onlemede antioksidan tedavinin,SOD,CAT,mannitol,vitamin E N-
asetilsistein demir selate eden bilesikler veya kalsiyum kanal blokerleri etkinligini
gostermistir (109). insan rekombinant SOD ile ilgili kiiciik bir prospektif calismada
hemorajik soklu hastalarda Marzi ve arkadaglari (110) 5 giin boyunca devamli
stiperoksid infuzyonu alan hastalarda anlaml: olarak daha az ciddi organ yetmezligi,
daha az yogun bakimda kalim ve daha diisiik serum fosfolipaz ve PMNL elastaz
konsantrasyonlari oldugunu gostermistir. Ayrica SOD ‘un greft canliligini artirdigr ve
kadavra bdobrek transplantasyonu sonrasi akut rejeksiyon insidansini azalttigi

gosterilmistir (111).

E vitamini, en 6nemli serbest oksijen radikali temizleyicilerindendir. Bu iglem
sirasinda kendi de bir serbest radikal haline gelir ancak askorbik asit (vitamin C) gibi
molekiillerin yardimiyla yeniden stabil hale doniistiiriiliir ( o —tokoferol . + askarbik asit
— o —tokoferol + askorbik asit ). (112). IR siirecinde doku Vit E seviyesinin diistiigii,

Vit E tatbikiyle ROT ve lipit peroksitlerin olusumunun azaltilabildigi gozlenmistir (113).

Vit E; antioksidan etkisi disinda, endotel hiicre yiizeyinde E selektin ve ICAM-1
ifadesini azaltarak endotel-nétrofil etkilesimini ve dolayisiyla nétrofil aktivasyon ve
birikimini engeller. Bu etki mikrodolasim devamliliginin saglanmasinda &nemlidir

(114).

A, C ve E vitaminlerinin birlikte veya diger farmakolojik ajanlarla (mannitol)
kullanim1 ile elde edilen antioksidan etki, monoterapileri sirasinda elde edilen
antioksidan etkiye gore daha gii¢liidiir (115). Vitamin E ve ilopost’un birlikte kullanimi
ile, lipit peroksidasyonunda azalmaya bagli, IR hasarinda azalma saptanmistir (116). Bir
vitamin E anologu olan Lazaroid bilesikler (U83836E)’in de oksidatif stresi azaltarak
IRa kars1 koruyucu olduklar1 gosterilmistir (117).
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2.6.3. Antilokosit Tedavi

Lokosit aracili iskemi reperfuzyon hasarini engellemeyi hedefleyen deneysel
terapotik stratejiler inflamatuar mediator saliminin veya reseptor baglanmasinin l6kosit
adezyon molekiilii sentezinin veya 16kosit endotelyal adezyonunun inhibisyonu tizerine
odaklanmistir. Iskemi reperfiizyon sonras1 I5Kosit aktivasyonu histamin, trombosit
aktivasyon faktorii, LTB4 ve TNF —a gibi inflamatuar medyatorlerin salinimi ile
kolaylagtirilir. Coziilebilir IL-1 reseptér antagonisti, anti- TNF —o antikoru veya
trombosit aktivasyon faktorii- LTB4 antagonistleri gibi terapotik ajanlar kullanarak
inflamatuar mediator saliniminin veya reseptor baglanmasinin inhibisyonu iskemi
reperfiizyonunun  indukledigi Iokosit  aktivasyonunu  hafifletir. ~ Aspirin,
glukokortikoidler, altin gibi antienflamatuvar ilaglar I6kosit adezyon molekiilii sentezi
veya sitokin olusumunu azaltirlar. Ancak yapilan ¢alismalar hayvan deneylerinde etkin

olmakla birlikte ,insanlardaki klinik kullanimina ait bilgiler yetersizdir (118).
2.6.4. Antitrombotik Tedavi

Heparin; antitrombotik etkinliginin yanisira anti-inflamatuar etkinlige de sahiptir.
Anti-inflamatuar etkileri; P ve L selektine baglanarak lokosit-endotel etkilesiminin
engellenmesi, NF-kB inhibisyonu saglayarak inflamatuar kaskadin bozulmasi ve
l16kositlerden ROT olusumunun engellenmesidir. Venoz kilcallarda; endotel-16kosit
etkilesimi, trombosit kiimelesmesi ve mikrotrombiis olusumunu engelleyerek “no

reflow” fenomeni etkinligini azaltir (119).

Etkin bir fibrinolitik olan tissue plasminogen activator’iin iskemi reperfiizyonda
uygulanimi sonrast, l6kosit adezyon ve diapedezinde azalmaya bagli, doku inflamasyon

ve ddeminde azalma saptanmistir (120).



30

2.7. Tloprost

Siklooksijenaz yolunun bir metaboliti olan prostaglandin (prostosiklin),1970 li
yillarin basinda kesfedildigi zaman tip,biyoloji ve kimya alaninda calisan bilim
adamlarinin hayal diinyalarini altiist etmisti. Prostaglandinler endojen olarak endotel
hiicrelerinden,diiz  kaslardan, fibroblastlardan, mast hiicrelerinden ,Iokositlerden ve
trombositlerden salinan aktif mediyatorlerdir.Arasidonik asit metabolizmasi {izerinden
sentezlenen bir maddedir. Prostasiklin, mikrovaskiiler kan akisinin diizenlenmesinde
yani trombosit agregasyonu ve vazodilatasyonun inhibe edilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (121,122).

Iloprostun etki mekanizmas1 komplekstir ve hala net olarak tanimlanamamustir.
Etkilerini, prostasiklin reseptorleriyle etkileserek; trombosit adezyonunu ve
agregasyonunun inhibisyonu, damar duvarindaki media tabakasindaki diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonu, profibrinolitik aktivite, vazodilator etkileri,
16kositlerin aktivasyonunun ve kemotaksisin inhibisyonu, lokositler tarafindan iiretilen
siiperoksit anyonlarinin azaltilmasi, trombosit-16kosit etkilesiminin azaltilmasi,
kollateral sirkiilasyon formasyonunun ve biliylimesinin stimiile edilmesi, mikrovaskiiler
sistemde akimin regiile edilmesi yollariyla gergeklestirmektedir (123,124). Pgl,
sitoprotektif ,antiagragan ve vazodilatator etkilere sahiptir (127,128,129)

2.7.1. Farmakodinamik Ozellikler
in Vitro antitrombosit etkinlik

Trombosit kiimelesme ve degraniilasyonunu arttiran adenindiniikleotid,
arasidonik asit, kollajen, epinefrin ve U 46619 gibi maddelerin etkilerini, dozla orantili

olarak, engelledigi in vitro olarak gosterilmistir (130).
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Diyabetus mellitus ve periferik arter hastaliginda artmis trombosit cevabi ve
azalmis iloprost cevabi gozlenmistir.Diyabetik hastalarda kan sekeri kontroliiyle iloprost

trombosit etkinliginin normale yaklastigi gozlenmistir (131,132).
In Vivo Antitrombosit Etkinlik

Intravendz iloprost’un, trombosit hiperaktivitesi ve travma sonrasi hemostazda
antitrombosit etkinliklerinin  doz bagimli oldugu hayvan deneylerinde gosterilmistir
(133). Iloprost’un klinik kullaniminda, antitrombosit etkinin yine doz bagimli (0,5-2
ng/kg/dk) oldugu goriilmiis, yaklasik 2 ng/kg/dk dozda yan etkilerinin belirginlestigi ve
infiizyonun kesilmesini takiben 1 saat icinde antitrombosit etkilerinin yok oldugu

gosterilmistir (134,135).

Fontaine evre II tikayici periferik arter hastalarinda ve akut anterior miyokard
infarktiisii tanisi ile izlenen erken donemdeki 14 hastalik bir grupta iloprost tedavisi ile
trombosit aktivitesinin diistiigii ancak tedavi bitiminde bu etkinin normale dondiigii
gbzlenmistir. Ayrica iloprost tedavisi sonrasinda aterosklerotik alanlardaki trombosit

kiimelesme azalmasi gama kamera ile gosterilmistir (135,136)
Trombosit Salimim Reaksiyonlar:

Trombosit aktivasyonunun son sathasi olan degraniilasyon da, ayn1 kiimelesmede
oldugu gibi, iloprost tarafindan benzer dozlarda engellenir (134,137). Iloprost tedavisi
almis hastalardan alinan kanlarin, in vitro, trombojenik maddelerle temasi sonrasi
trombosit seratonin ve B-TG  salimmlarinin azaldigi gozlenmistir.Heparinizasyon
sonrasi trombosit aktivasyonuna bagli spesifik protein yiikselisi iloprost ile
engellenememistir. Dolayisiyla fizyolojik olarak aktive olmus trombosit salinim

reaksiyonlari iloprost ile azaltilamamaktadir (138).
Eklenmis Antitrombosit Etki Mekanizmasi

Trombositler, yiiksek sensitivite ve spesifitede epoprostenol (iloprost) reseptorii

igerir. Iloprost-reseptdr etkilesimi, ilag kan diizeyi ile orantili ve geri doniisiimliidiir
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(139). Reseptor aktivasyonu, adenilat siklaz araciligiyla cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) olusumuna neden olur. Adenilat siklaz enzim aktivitesi Gi ve
Gs ile kontrol edilir. Dolayisiyla iloprost, Gs tizerinden etki ederek, enzim aktivasyonu
saglar. cAMP ise trombositler iginde fosfolipaz ve sitozolik kalsiyum seviyesi
regulasyonu saglar (140). floprost’un; adenozindifosfat, epinefrin ve trombin’e bagh
trombosit aktivasyonunu engelleyebilmesi, %90 oraninda, cAMP artis1 sonucu
olusmaktadir (130).

Sigara kullanim1 , diabetes mellitus , hiperlipitemi , myokard infarktiisii ve uzun
stire iloprost maruziyeti durumlarinda; iloprost’un, reseptor afinitesi degismeksizin
baglanma kapasitesinde diistikliik saptanmistir (141). Reseptor sayis1 ve affinitesi ile
iloprost aktivitesi arasinda tam bir korelasyon yoktur . Ayn1 zamanda cAMP cevabi
olmadan da iloprost’a bagli olarak antitrombosit etki meydana gelebilir (130). Bu iki
durum, iloprost’un, trombositler iizerinde cAMP disindaki yollarla da etki ettigini
diistindiirmektedir (141).

Platelet Hiperaktivitesi:

[loprost tedavisi verilen periferik arter hastalarinda platelet hiperaktivitesine ait
yayimlar vardir .Bu duruma, Fontaine IV hastalarinda iloprost uygulanimi sonrasi
rastlanmis ve “iloprost rebound” olarak rapor edilmistir (142,143). Yapilan galismalarda;
bu etkinin, diisiik plasma konsantrasyonlarinda ¢iktig1, yiiksek konsantrasyonlarda (1,6-8
w/L) ise antitrombosit etkinligin olustugu bildirilmistir (142).

Kan Akim Uzerine Etkisi

Kan akigkanligr artis1 ve kirmizi hiicre deformasyonuna 1-2 ng/kg/dk dozunda
neden olmadigi, ancak doz araligi yiikseltildiginde (2-4 ng/kg/dk) akiskanligi ve
ekstravazasyonu arttirdig1 bildirilmistir (90). Ancak, periferik arter hastalarinda yapilan
klinik bir calismada; 6 saat 0,5-2 ng/kg/dk iloprost inflizyonuyla, mikrodolagim

fonsiyonlarinda diizelme saptanmigtir (144).
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Hemodinamik Etkiler
in vitro Ortamda Damar Uzerine Etkileri

In vitro olarak, Iloprost’un, cAMP aracili arteryel vazodilatasyon olusturdugu
gosterilmistir (145). Aortada mevcut olan epoprostenol ve iloprost reseptorlerinin
arteryel vazodilatator etkilerinin benzerlik gosterdigi gosterilmistir.Fakat vendz
dilatasyon konusundaki veriler halen yetersizdir. Epoprostenol ve iloprost in vitro
olarak, safen ven ve pulmoner ven de vazodilatasyon yapar. Koroner venlerde,
epoprostenol doz bagimli kontraksiyon olustururken, iloprost tek basina yetersizdir.
Ancak, birlikte kullanildiklarinda, iloprost epoprostenoliin etkisini yok eder. iloprost’a
ait arteryel vazodilator etki dzellikle saglam endotelde daha belirgindir. Ayrica iloprost;
arasidonik asit TxA2 analogu U46619 ve angiotensin II gibi vazokonstriktdr maddelerin
de etkilerini yok eder. Bunun disinda, TxA2-epoprostenol arasindaki dengeye etki
ederek, arteryel dilatasyon saglar (145,146).

in vivo Ortamda Damar Uzerine Etkileri

Yapilan hayvan deneylerinde, iloprost’un antitrombosit etkinliginin hipotansif
etkisine gore 2-7 kat fazla oldugu gosterilmistir (147). Buna benzer sonuglar insanlar
lizerinde de saptanmustir (148). Iloprost'un doz bagimli ve geri doniisiimlii hipotansif
etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir. Yapilan hipertansif hayvan modellerinde oral
uygulanim sonrast uzun siireli normotansiyon elde edilmistir (148). Hipotansiyon veya
tasikardiye neden olmayan diisiik dozlarda bile mezenterik alt ekstremite vaskiiler

rezistansinda azalma ve kan akiminda artig saptanmigtir (149).

Arteryel dilatasyon etkisi, teorik olarak iloprost’un koroner arter hastaligi,
primer pulmoner hipertansiyon ve serebrovaskiiler hastalikda kullanilabilirligini
destekler. Buna yonelik hayvan deneylerinde, iloprost’un, 60 dakikalik bilateral karotis
arter okllizyonu sonrasinda, 6dem, kalsiyum birikimi ve 6grenme kapasitesi verileri
acisindan kontrol grubuna gore etkin oldugu gosterilmistir (150). Vazodilatasyon ve ayni

zamanda trombosit agregasyonu inhibisyonunun basladigi en diisiik infuzyon hizinin 0.5
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ng/kg/dk diizeyinde oldugu ve yiiksek iloprost dozlarinin etkiyi arttirmadigi
gosterilmistir (138,151).

0.5-2.0 ng/kg/dk dozundan daha yiiksek dozlarda  vazodilatasyonun artmasina
bagl olarak kanin ciltten kas dokusuna dogru kagmas: (steal fenomeni) sonucu terapotik
etkiyi degistirmez. Antiplatelet ve diger olumlu etkilerinin azalmasina neden olur.
Koroner yetmezligi bulunan hastalarda iloprost'un yiiksek dozlarda (2.0-6.0 ng/kg/dk )
koroner dolagimdan calmaya neden oldugu bildirilmistir (152). Burada iloprost infuzyon
dozu degil,optimum dozun hedef alinmasi gerekliligi sonucuna varilmigtir. Hayvan
pulmoner hipertansiyon modelinde ise 0,4 pg/kg/dk iloprost inflizyonuyla, pulmoner
arter basinci ve pulmoner vaskiiler rezistansda, kKardiak indeks ve kan gazi degisikligi

yapmaksizin, belirgin diizelme sagladigi saptanmistir (153) .
Klinik Kullamiminda Saptanan Hemodinamik Etkiler

0,5-4 ng/kg/dk iloprost infiizyonuyla; vazodilatasyona bagli, periferik vaskiiler
rezistans ve ortalama kan basincinda doz bagimli azalma olurken, kalp hiz1 ve kardiak
indekste artis olusur (154). Primer pulmoner hipertansiyonlu hastalarda; iloprost
inflizyonuyla, pulmoner vaskiiler rezistansda doz bagimli azalma, kardiak indeks ve
pulmoner arter oksijen saturasyonunda ise artis gozlenmistir (155). Tim hasta
gruplarinda, iloprost infiizyonu; bobrek kan akiminda doz bagimli artis ve ditiretik etki

saglamistir (156).
Hiicre Koruyucu Etki

[loprost’un myokard fonksiyonunu korudugu yapilan birgok klinik myokard iR
modelinde, gosterilmistir. IR olusturulmus myokardda Iloprost’un adrenerjik sinir uglart
katekolamin kaybini1 azaltarak uyarilabilme durumunu korudugu ,mitokondrial

disfonksiyon ve oksidatif stresi azalttigi saptanmistir (157,158).

Olusturulan hayvan myokardiyal iskemi modelinde 0,1 pg/kg/dk iloprost
inflizyonu sonucunda hiicre zar1 fosfolipit kaybinin ve dolayisiyla hiicre zar1 hasarinin

azaldig1 gosterilmis olup aymi modelde verilen 1,2 ug/kg/dk iloprost inflizyonu
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sonucunda ise iskemik alan kan akimi degismeksizin, saglikli myokard dokusu kan
akimini arttirdigi ve infarkt alaninin kiigiildiigii gézlenmistir (159). Deneysel koroner
arter trombozu modellerinde ise iloprost’un, tikanma siiresini %50 uzattigt ve ST
segment degisiklikleri gosterilmistir. Iloprost infiizyonuyla, TxA2 ile indiiklenmis
infarkt alaninda kii¢iilme gozlenmistir (138). Iloprost infiizyonunun en fazla iskemik
periyod Oncesi baglatildiginda miyokardiyal koruma sagladigi gozlenmistir (160).
[loprost’un diisiik dozlariyla da miyokardiyal korunma saglanmasi, bu etkinin hipotansif
etkiden bagimsiz oldugunu gosterir. (170). Ayrica iloprost infiizyonu sonrasi, infarkt
alan1 kiigiiltiicii etki ile notrofil birikimini azaltici etki arasinda korelasyon saptanmistir

(161).

Epoprostenol-TxA2 oranmin reperflizyon aritmilerinde O6nemli oldugu,
iloprost’un bu orani epoprostenol lehine c¢evirdigi bildirilmistir . In vitro olarak,
iloprost’un, aritmojenik maddelerle olusturulmus ektopik atim ve fibrilasyonu
durdurdugu ancak yiiksek dozlarda kendisinin de aritmojenik oldugu gézlenmistir .
Tloprost’a bagl atrial ve ventrikiiler transmembran aksiyon potansiyelinde degisiklik
saptanmamis olup antiaritmik etkinin elektrofizyolojik temeli ¢oziilememistir.
Reperfiizyon aritmisinde, iloprost’un diisiik doz (0,1 pg/kg/dk) infiizyonu yiisek doz (1
ng/kg/dk) inflizyon’a gore daha etkindir. Yiiksek doz sonucunda olusan hipotansiyon
aritmiye katkida bulunur (162).

2.7.2. Farmakokinetik Ozellikler

Stabil bir PGl nin 2.jenerasyon anologu olan iloprost PGl;’ye ¢ok yakin
farmakokinetik 6zellikler gostermektedir. Kimyasal formiilii C39 Hsg Os dir ve Pg I, nin
sentetik bi analogudur. (138).iloprostun o6nciisii olan epoprostenol en fazla damar
endotelinde firetilir. Kimyasal yapis1 sekil 2.5°de gosterilen iloprostun formiliinde
epoprostenolden fakli olarak Ci5,C19 da tiglii bag ve Ci6 da metilen grubu igermesidir.
Bu molekiiler farklilik ,iloprost’un daha stabil bir molekiil olmasini saglarken intravenoz

ve oral kullanimina olanak verir.
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Sekil 2.5: Tloprost un kimyasal yapis1 (138)

Proteine baglanma orani % 60°dir. Primer olarak karacigerde ve esas olarak
karboksi zincir bolgesinin beta oksidasyonu yoluyla metabolize olur. Yar1 émrii 20-30
dakika kadardir. Oral alindiginda,cok hizli emilime ugrayarak 10 dakika iginde
maksimum plazma diizeyine ulasirken  karaciger ve barsaklarda ¢ok fazla
biyotransformasyona ugradigindan %20 si sistemik dolasima gecer. Intravensz
uygulanim sonrasi, son satha dagilim hacmi; yaklasik 0,7 L/kg’dir . Hayvan
deneylerinde maksimum santral sinir sistemi seviyesine (es zamanli plazma

konsantrasyonun % 10’undan azdir) yaklasik 5 dakikada ulastig1 gosterilmistir (138) .

Tloprost B oksidasyon ile tetranor tiirev ve bilesiklerine metabolize olurken
metabolitlerin yaklasik %70 i ilag alimini takiben ilk 14 saat iginde bobreklerden atilir.
% 20 kadar safra yolu ile atilir (138)(Sekil 2.6).

Tatranor Boprost
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Sekil 2.6: Iloprost Metabolizmasi (138) .
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Eliminasyonu bifazik olup; Once organ doku dagilimi (t1/2: 4dk) sonrasi
biyotransformasyon ve eliminasyon ( t1/2: saglikli kisilerde 30 dakika iken Kkritik bacak
iskemili kisilerde 37 dakika ) safhalarini igerir .Epoprostenol i¢in biyotransformasyon
safhasinda yarilanma omrii yaklasik 3 dk’dir. Bobreklerden elimine olma hizi; normal
populasyonda 20 ml/dk/kg, kritik bacak iskemili hastalarda 16 ml/dk/kg ,ciddi karaci ger
yetmezliginde ise 10 ml/dk/kg ’dir Dolayisiyla karaciger sirozlu hastalarda ve diyaliz
bagimli kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda iloprost klerensi 2-4 misli azalir.

Diyaliz gerektirmeyen grupta ise bu deger normale yakindir (163).
2.7.3. Iloprost Kilinik Kullanim Alanlar

[loprost,farmakolojik ~ 6zelliklerinden ~ dolayr  Klinikte  bircok  alanda
kullanilmaktadir.Bu alanlarin baslicasi;periferik arter hastaligi,diyabetik ayak,venoz

tilserler,Raynaud fenomeni,Buerger hastalig: tedavisi olarak siralanabilir (164,165).

Bilindigi tizere periferik dokularin besin ihtiyaglari mikrosirkiilasyon ile saglanir.
Cogu mikrodolagim tikanikligi geri doniigiimsiiz olmakla beraber, iloprost infiizyonuyla;
aktive olmus trombosit-16kosit ve hasarli endotel arasindaki kisir dongii gegici olarak
kirillabilmekte ancak kronik semptomatik rahatlama saglanamamaktadir (Sekil 2.7).
[loprost bu kisir doéngiide; dengeyi epoprostenol lehine gevirerek, hiicresel aktivasyon ve

salinimi engeller (164).
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Sekil 2.7: Tloprostun mikrodolosim iizerine etkileri

lloprost kullamimi, primer hastaliga bagli olmaksizin, mikrodolasimi
diizeltmektedir ve boylece trofik lezyonlarn iyilesmesi veya dinlenme durumunda
agrinin giderilmesi saglanmaktadir (166).

Kan akiminin olmadigr bolgelerde PG 1, dretimi azalmig, tromboxan A;
diizeylerinin de artmasinin sonucu olarak kapiller diizeyde mikrodolasim mekanizmasi
bozulur.iloprost'un trombosit ve nétrofillerin iskemik bélgeye toplanmasini engelleyici
ve de vazodilatator etkileriyle mikrodolasimi diizenleyici etkileri mevcuttur (167)
Kisacas1 mikrodolasim savunma sistemlerinin bilesenlerine kars1 PG 1, ve anologlar
yararh etkilere sahiptir (125,126). iloprostun mikrodolasim iizerine olan etkileri sekil

8’de gosterilmistir.

[lomedin® antiagregan, vazodilator, trombosit inhibisyonu yapici etkisi, 16kosit
adezyonu inhibisyonu ve mikrovaskiiler kan akiminda artis nedeniyle periferik arter

damar hastaliklarinda terapdotik etki gosterir (166)

Periferik arter hastaligi temelinde kritik ekstremite iskemisi olan olgularda
cerrahi ve katater midahalesinden sonug¢ alinamadiginda veya yararsiz oldugu

kanitlandiginda ,iloprost tedavisi denenebilir. Randomize ve placebo kontrollii, Evre III.
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ve IV. Fontaine tikayici arter hastaligi olan hastalarin katildig1 caligmalarda intravendz
iloprost kullaniminda, agrinin azalmasi, iilser iyilesmesi ve ampiitasyon oranlarinda

plaseboyla karsilastirildiginda belirgin bir istiinliik elde edilmistir (168).

[loprostun terapétik siniflandirilmas: konusunda olusturulan  goriis birligi
belgesi oniki uluslararasi uzmanlar birliginden (Tikayic1 Arter Hastali g1 Tedavisinde
Trans-Atlantik Dernekler-Aras1 Goriis Birligi) olusan TASC ¢alisma grubu tarafindan
aciklanmistir.floprost kontrollii, randomize ¢alismalarda bugiine kadar en fazla sayidaki,
ilerlemis kronik ekstremite iskemili hastada incelenmis olan prostaglandindir.Eldeki
veriler damarlarinin  yeniden ag¢ma girisimleri icin uygun olmadigit ya da
revaskiilarizasyon girisimlerinin basarisiz kaldigi kritik ekstremite iskemili hastalarda
iloprost kullanimini hakli ¢ikarmaktadir. Tedaviye yanit verecek hastalari 6ngérmek
acisindan herhangi bir teknik gelistirilmis degildir, ancak ilacin oldukga yiiksek
diizeydeki terapdtik giivenilirligi; erken bir ampiitasyon endikasyonunun kag¢inilmaz

olmasi diginda, biitlin bu hastalarda iloprost’un denenmesini giindeme getirmektedir

(169).

Tloprost aym: zamanda diyabetik ayak,vendz iilserlerin tedavisinde, pulmoner
hipertansiyon,septisemi,renal yetmezlik tedavisinde,donma sonrasi,intraarteriyel ilag
enjeksiyonlari sonrasi,antifosfolipit sendromu,pyoderma gangrenozum ve agir sistemik
sklerozun tedavisinde de klinik olarak kullanilmaktadir (170,171).

Tloprostun, iskemi-reperfiizyonla olusmus lokal organ hasarinda etkin oldugu;
bobrek (172), akciger, kalp (173), spinal kord, mezenterik, karaciger (174) ve iskelet
kas1 iskemi reperfiizyon modellerinde gosterilmistir. Ayni1 zamanda, iskemi
reperfiizyona bagh gelisen bobrek (175) ve akciger (176) uzak organ hasarlarinda da;
iloprost’un hasari azaltmada etkin oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla iloprost; I-R’a bagh
lokal ve uzak organ hasarlarinda etkin bir tedavi modalitesidir (177).

2.7.4. Tloprost Uygulama Sekli ve Dozu

Piyasada ilomedin(Bayer Schering Pharma AG®,Berlin,Germany) ticari ismi ile

bulunmaktadir.1 ml'lik ampulde 20 microgram iloprost bulunmaktadir.Ampuller
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infuzyon pompas: ile kullanilmalidir.Hazirlanan soliisyonlar 24 saat igersinde
kullaniimalidir.intramuskiiler ve direkt intravensz yoldan kullaniimamalidir. Bir ampul
100 cc %0.9 NaCl veya %5 dekstroz ile dilue edilerek 0.5-2 ng/kg/dk dozunda

verilmelidir (11).

Pulmoner hipertansiyonda 2,5 ug inhaler doz onerilen baslangi¢ tedavidir. Bu
doz hasta tarafindan tolere edilmigse giinde 6-9 kez 5 pg seklinde tatbik edilebilir
(178).intravendz tedaviye 0,5 ng/kg/dk dozunda baslanir ve hasta toleransina uygun
olarak her seferinde 0,5 ng/kg/dk arttirilarak maksimum doza ulasilir. Yapilan; ¢ift kor,
doz bagiml etkinlik ¢alismasinda (DAWID, Dosis Abhangigkeit der Wirksamkeit von
[lomedin® Doppelblind); dozaj yiikseldik¢e ilag etkinliginde artis olmaksizin yan
etkilerin belirgin artis oldugu , dolayistyla kar/zarar orant bakimindan ilacin maksimum
tolere edilen dozda degilde optimal dozda verilmesi gerektigi kanaatine varildi (179).
Periferik vaskiiler hastalik ve diyabetik anjiopati’de, 14-28 giin boyunca, giinde 6 saat 2
ng/kg/dk dozunda inflizyon tedavisi onerilmektedir. Diabetik anjiopatide bu protokoliin
ikinci bir kere tekrar edilmesiyle klinik basarinin arttigi goriilmiistir. Raynaud
hastalarinda ise 3 gilinlik, giinde 5-8 saat, 0,5-3 ng/kg/dk infiizyon tedavisi
uygulanmakta ve 6-8 hafta klinik rahatlama saglanabilmektedir (138). 3-36 ng/kg/dk i.v.
iloprost tedavisiyle heparine bagli trombositopenide kardiyovaskiiler cerrahi

prosediirlerin uygulanmasina olanak saglamistir (179).

2.7.5. loprostun Kontraendikasyonlar

Gebelik, laktasyon, aktif kanama veya kanama diyatezi, ciddi koroner arter
hastalig1 veya son 6 ay icinde geg¢irilmis myokard infarktiisii durumlarinda kullanimi1
kontrendikedir.Ciddi koroner hastaligi olanlarda,unstabil anjina pectoris olanlarda son
alti ay icinde myokard infarktiisi gecirmis olan hastalarda anjinay1 provoke
edebileceginden kontrendikedir. Hamilelerde kullaniminda Kategori C ilaglar (Food and
Drug Administration) icinde siniflandirilmistir. Ozellikle diyalize giren kronik bobrek
yetmezligi hastalar1 ve karaciger fonksiyon bozuklugunda dozaj ayarlamasi yapilmalidir.

Intoksikasyonunda antidotu yoktur, ila¢ kesilmesi yeterlidir (138).
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Antihipertansifler (beta blokorler, kalsiyum kanal blokorler, angiotensin
converting enzim inhibitorleri) ve kanama egilimini arttiran (heparin, coumadin, asetil

salisilik asit) ilaglar ile etkilesime girerek sinerjik etkide bulunabilir (138).
2.7.6. iloprostun Yan Etkileri

Hastalar arasinda yan etkilerde belirgin degisiklikler olup, kisinin iloprost’a
olan tolerans1 dozun kademeli olarak arttirilmasiyla saglanabilir. ilaca bagli yan etkiler,
doz yiikseldikge artarken ilag kesildiginde kaybolur (138). Yiizde kizarma ve en sik
goriilen yan etki bas agrist olup; % 70 oraninda rastlanir, sonrasinda sirasiyla bulanti
(%30) ve kusma (%16) gelir. Gastrointestinal yan etkiler (kramp, diyare) kullanilan
dozlar ytikseldikce artis gosterir. Ciddi koroner arter hastalarinda, iloprost infiizyonu
sonrasi anjina olustugu goézlenmistir. Bu durum, artmig adenozin seviyesine ikincil
gelisen tagikardi veya azalmis aortik / poststenotik kan basincina bagli gelismis olabilir.
Tedavisinde iloprost infiizyonu kesilir, adenozin antagonisti olan aminofilin
verilir.Periferik arter hastaligi tedavisinde, < 2 ng/kg/dk aralikli iloprost infiizyonu

sirasinda ciddi hipotansiyon nadir olup, az da olsa postural hipotansiyon bildirilmistir.

Hemodiyaliz sirasinda 2 ng/kg/dk iloprost tedavisi birgok hastada semptomatik
hipotansiyon yapmistir. Bu durum hemodiyalize bagl yiikselmis prostanoidlerin
iloprost’a olan artmis hassasiyetine baglanmistir. Ekstrakorporeal dolagimda, heparinle
indiiklenmis platelet aktivasyonunu engellemek amacl yiiksek doz ( =24 ng/kg/dk)
iloprost kullanim1 da ciddi hipotansiyona neden olabilir. Bu durum ilacin kesilip
norepinefrin uygulanmasiyla diizeltilebilir. Diger nadir yan etkiler; huzursuzluk,
sedasyon, halsizlik, uykusuzluk, ani terleme, lokal eritem, kas agrilar1 ve kramplari, agiz

kurulugu ve istahta azalma olarak sayilabilir (138)
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun-
24.02.2014 tarih, 325-2/2014 kayit nolu onayr alindi. Ratlar Eskisehir Osmangazi
Universitesi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi’'nden (TICAM) temin edildi Calismada yaklasik 3.5-4 aylik, disi
cinsten, 250-300 gr agirliginda, 24 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar rastgele
ve esit sayida (n=8) olarak 3 gruba ayrildi. Ratlar deney Oncesi iki haftalik siirede
laboratuar hayvanlar1 bakim ve kullanimina uygun olarak ,seffaf tel kafeslerde tutularak
laboratuvar kosullarina adaptasyonlar1 saglanildi. Ratlar deney siiresince 12’ser saatlik
aydinlik-karanlik 1giklandirmasi olan ,1s1s1 20-22°C ve nem orani % 45-50 olacak sekilde
otomatik olarak ayarlanan odalarda yasatildi. Ratlarin beslenmesinde standart ticari
pellet yemi ve ¢esme suyu kullanildi. Adaptasyon siiresi igerisinde gida ve su erigimi

serbest birakildi.

Tim ratlarin  bakimlari; Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan
bi¢cimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’'ne ve Laboratuar Hayvani
Kaynaklar1 Enstitiisti tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayinlanan
(NIH basim no. 85 — 23 , 1985 revize edildi) Laboratuar Hayvanlarinin Bakim ve

Kullanimi i¢in Kilavuz’una uygun olarak yapildi.
3.1. Deney Gruplarinin Hazirlanmasi Ve Operasyon Teknigi

Calismada yaklagik 3.5-4 aylik, disi cinsten, 250-300 gr agirliginda, 24 adet
Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar estrus fazinda ,rastgele ve her bir grupta sekiz
rat olacak sekilde 3 gruba ayrildi.Grup 1 Sham grubu olarak belirlendi. Sadece juguler
kaniiliizasyon ve anestezi uygulandi. Deney siiresince monitorize edildi.Grup 2 kontrol
grubu olarak belirlendi. 3 saat iskemiyi takiben 3 saat reperfiizyon uygulandi. Grup 3
iloprost olarak belirlendi ve kontrol grubundaki iskemi reperfiizyon siireci uygulandi. Bu
gruptaki hayvanlara belirtilen ilaglar reperfiizyondan 20 dk once baslayip infuzyon

seklinde verildi. Calisma gruplar tablo 3.1’de gosterildi.
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Tablo 3.1: Deney gruplar1 ve Uygulanan islemler

Deney gruplari Uygulanan iglemler

Grup 1: sham Anestezi verilmesi,juguler kaniiliizasyon ve
monitorizasyon

Grup2:Kontrol(iskemi-reperfiizyon) | Anestezi verilmesi,juguler ven

kaniiliizasyonu , monitérizasyon , 3 saat
turnike iskemisi ve 3 saat reperfiizyon

Grup 3: iloprost grubu Anestezi verilmesi,juguler ven
kaniiliizasyonu , monitorizasyon, 3 saat
turnike iskemisi,3saat

reperfiizyon,reperfiizyondan 10 dk once iv
iloprost  infuzyonu ve  reperflizyon
stiresince devam ettirilmesi

3.2. Deney Protokolii
3.2.1. Anestezi ve Cerrahi Hazirlama

Deneyde kullanilacak tiim ratlarin yapilacak islemler oncesinde tartilarak viicut

agirliklan kaydedildi.

Tiim deney hayvanlarina anestezisi intraperitoneal yolla verilen TI'YOPENTAL
SODYUM (40-50 MG\KG,PENTAL SODYUM ®IE ULUGAY TURKIYE) ile
saglanmildi ve devam ettirildi.Gerekli oldugunda deney siiresince bir defaya mahsus
olmak {iizere ek doz yapilmasi planlanildi. Bacaktaki iskemik degisikleri daha iyi
izleyebilmek igin sag arka bacaklarina kasik bolgesini igerecek sekilde depilasyon
yapildi.Ratlar 1sitict lamba altinda supin pozisyonda masaya yatirildi. Denekler ilag
inflizyonu i¢in uygun antisepsi sonrasi, sol taraf boyun insizyonu ile mor renkli braniil
(braun 26 gauge) ile internal juguler venden cut-down yontemi ile kaniile edildi. Brantil
4\0 ipek ile cilde tespit edildi. Sham grubu i¢in braniilden ilag yerine ayni volimde

NaCl infiizyonu verildi. islemler sham grubunda bu asamada sonlandirildi.
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Sekil 3.1 : Sol juguler venden kataterizasyon

iR Protokolii

Yukarida ki islemler sonrasi deneklerin sag arka bacak 1/3 uyluk bolgesine,
kalca eklemi tizerinden 1 cm eninde ve 10 cm boyunda lastik turnikenin 3 kez

dolanmasi sureti ile 3 saat boyunca iskemi uygulandi (Sekil 3.2).

Distal nabizlarin el doppleri ile alinamamasi ve bacak renginin degismesi iskemi
olarak  degerlendirildi. Iskemi sonrasi {iciincii saatin sonunda turnikenin
serbestlestirilmesi ile sag arka bacagin 3 saat boyunca reperfiizyonu saglandi.
Reperfiizyonun saglandig: el doppleri ile distal nabizlarinin alinmasi ile ve ayak renginin

pembelesmesi ile teyit edildi.
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Sekil 3.2 : iskemi uygulanan sol alt ekstremitedeki renk degisimi (morarma)

3.2.2. Tedavi Protokolii

Tedavi gruplarinada ayn iR protokolii uygulandi ancak reperfiizyondan 20
dakika once grup 3 deki hayvanlara sirasiyla internal juguler venden inflizyon seklinde
iloprost(flomedin 20 mcg/ 1 ml,Bayer ,Berlin, Germany) baslandi. 3 saatlik reperfiizyon
stiresince ilag infuzyonlarina devam edildi. Reperfiizyondan 20 dakika Once
baslanilmasinin nedeni iloprostun intravendz verildikten sonra kararli durum

konsantrasyonuna 10-20 dakika arasinda ulagsmasidir.
3.2.3. Otanazi Protokolii Ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Reperfiizyon sonunda 6. saatte hayvanlardan intrakardiyak kan alinmasi ile
hipotansiyon ve sok olusturularak &tanazi yapildi. Olim  solunum ve kalp atiminin
durmast ile tespit edildi. Solunum ve kalp atim: devam eden hayvanlara ise dekapitasyon
islemi uygulandi. Alinan kanlar Tnf-a ,IL-1 ve IL-6 serum elisa incelemeleri igin



46

biyokimya tiiplerine konuldu. Biyokimya laboratuvarina gonderildi. Kan 6rnekleri oda
sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, sag
arka bacaktan lateral ve mediyal gastrokinemius kasi ¢ikarilarak biyokimyasal ve
histolojik calismalar icin 3 pargaya ayrildi. Ornekleme icin alinan 2 par¢a doku MDA
ve Katalaz incelemeleri igin biyokimya laboratuvarina génderildi. Sigcan serum ve kas
ornekleri analizler yapilana kadar -80 derecede saklandi. Geri kalan 1 parga histolojik ve
immiinohistokimyasal calismalar i¢in %10 formaldehit soliisyonuna konularak tespit
edildi.

3.3. Biyokimyasal Incelemeler
3.3.1. Serum TNF-a, IL-1 VE IL-6 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum o6rneklerinde Tiimor Nekroz Faktor Alfa 6l¢timii ELISA Kiti (Rat TNF-c,
invitrogen™, Invitrogen Corp., Camarillo, CA) kullanilarak ELISA cihazi (VICTOR™
X3 Multilabel Plate Reader, PerkinElmer, Inc., Waltham, USA)’ nda 450 nm dalga
boyunda yapild:1 (Kit Katalog No: KRC3011). Orneklerdeki TNF-o. konsantrasyonlari
pg/ml olarak ifade edildi.

Interlokin-1p dl¢iimii igin, ELISA Kiti (Rat IL-1B Platinum ELISA, eBioscience,
Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) kullanilarak ELISA cihaz1 (VICTOR™
X3 Multilabel Plate Reader, PerkinElmer, Inc., Waltham, USA)’ nda 450 nm dalga
boyunda yapildi (Kit Katalog no: BMS630). Orneklerdeki interlokin-1p

konsantrasyonlar1 pg/ml olarak ifade edildi.

Serum &rneklerinde Interlokin-6 dleiimii ELISA Kiti (Rat IL-6, invitrogen™,
Invitrogen Corp., Camarillo, CA) kullanilarak ELISA cihaz1 (VICTOR™ X3 Multilabel
Plate Reader, PerkinElmer, Inc., Waltham, USA)’ nda 450 nm dalga boyunda yapildi
(Kit Katalog No: KRC0061). Orneklerdeki interlokin-6 konsantrasyonlar1 pg/ml olarak
ifade edildi.
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3.3.2. Doku MDA ve Katalaz Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Doku orneklerindeki MDA diizeyini belirlemek i¢in, Ohkawa ve ark. (1979)
tarafindan bildirilen yonteme gore, spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV-1601
UV-vis spectrophotometer, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) 532 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limleri yapildi. MDA diizeyleri mg protein basina nmol MDA
olarak hesaplandi. Standart olarak 1,1,3,3 tetraetoksipropan (Sigma T9889) kullanildi.
Protein miktar tayini i¢in Biiiret yontemi uygulandi. (Gornall ve ark., 1949).

Doku 6rneklerinde katalaz aktivitesi 6l¢timii Beutler (1986) tarafindan bildirilen
yonteme gore yapildi. Hidrojen peroksitin su ve oksijene katalaz tarafindan bozunum
hizi spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV-1601 UV-vis spectrophotometer,
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) 230 nm dalga boyunda 6l¢tildii. Katalaz aktivitesi
U/ml olarak hesaplandi. Protein miktar tayini i¢in Biiiret yontemi uygulandi (Gornall ve
ark., 1949). Katalaz spesifik aktivitesi ise U/mg protein olarak asagidaki formiile gore
hesaplandi:

Katalaz Aktivitesi

Katalaz spesifik aktivitesi (U/mg protein) =
Protein Miktari

3.4. Morfolojik Analizler
3.4.1. Isik Mikroskobu

Sag alt ekstremite gastrokinemius kasindan alinan doku ornekleri, incelemenin
yapilacagi giine kadar % 10’luk formal i¢inde, her bir rat i¢in ayr1 saklama kabinda
bekletildi. Inceleme yapilacagi zaman doku 6rnekleri doku takip kasetlerine alinarak
parafin blok haline getirildi. Her parafin bloktan 5 pm kalinhiginda kesitler hazirlandi.
Kesitler once parafinden arindirildi, daha sonrada 5 dakika siire ile hidrate edildi ve
Mayers Hematoksilen (Mayer’s Hematoxylin, 06002L®, Bio-Optica, Milano, italy) ile
boyandi. Deparafinizasyon islemi i¢in 20 dakika ksilende bekletilirken , dehidratasyon

islemi i¢in; 20 dakika %96 alkolde bekletildi. Tiim bu islemler sonrasinda, preperatlar 2
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dakika alkolden gecirildi ve kurutuldu. Kurumus preperatlar ksilene konulup entellan ile
kapatilarak mikroskopik degerlendirme i¢in hazir hale getirildi. Tiim kesitler mikroskop
altinda inflamasyon, konjesyon, sentrilizasyon ve nekroz agisindan degerlendirildi.
Kesitler tek bir histolog tarafindan, kor olarak degerlendirildi. Histopatolojik hasar
morfolojik ve kantitatif olarak degerlendirildi. Immiinohistokimyasal skorlama icin
onluk biiyiitmede birbiriyle Ortismeyen on alan rastgele yontemle secildi.
Degerlendirme kriteri; kas lifi dejenerasyonu,nukleus sentrilizasyonu, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, vazokonjesyon ve disorganizasyon olarak belirlendi. Hasar skoru
0:normal, 1: hafif, 2: orta, 3:ciddi olarak hesaplanildi. En diisiik skor 0, en yiiksek skor
15 olarak kabul edildi.
3.4.2. Kaspaz-3

Hazirlanan kas doku paraffin bloklarindan 6 pm kalinliginda kesitler alinarak
immiinohistokimyasal boyamalar1 yapildi. Calismada kas dokusunda apopitozisin
belirlenmesi amaciyla; kaspaz-3 tavsan poliklonal antikoru (Thermo Scientific,USA) ve
antikaspaz -3 antikoru (RB-1197-P1) ile islemden gegirildi. Kaspaz-3 aktivitesinin
hesaplanmasi kor arastirmaci prensibi ile yapildi. Kaspaz-3 pozitif myosit nukleuslar
her on alanda ve 40 biiyiitmede sayildi. Apopitoz skor hasari her alandaki kaspaz-3
pozitif nukleus (stained Brown) sayisina gore belirlendi. Elde edilen bloklardan alinan
kesitler 151k mikroskobunda incelenerek yiiksek c¢oziinirlige sahip kamera ile
gorilntiilendi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis test kullanildi. Gruplar aras1 fark bulundugunda
farkliligin hangileri arasinda oldugunu belirlemede Mann Whitney U testi kullanild.
p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi. Istatistiksel analizlerde
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinin SPSS
19.0 (Lisans no=10240642 SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) istatistiksel paket programi
kullanildi.
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4 BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametreler
4.1.1 Malondialdehit (MDA)(Kas)

Tablo 4.1°de sham, iskemi reperfiizyon (iR), iskemi reperfiizyon ve iloprost (IR
+ Tloprost) gruplarina ayrilmis ratlarin gastrokinemius kasi lipit peroksidasyon
gostergesi olan malondialdehit’e (nmol/g) ait istatistiksel degerler sunulmustur. Sonuglar

ort = SD olarak verilmistir.

Tablo 4.1: Tiim gruplara ait malondialdehid (kas )(nmol/ml) sonuglari

MDA Olciimleri a

N Ort£SD Medyan P
Sham Grubu 8 5,33+1,31 4,82
Kontrol Grubu 8 10,63+3,66 10,75 0,001**
lloprost Grubu 8 7,21+1,66 6,95

Sham grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubunda MDA (kas) diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu bulunmustur (p=0.001). IR + Iloprost
grubunun MDA degerleri IR grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir

(Bkz. Sekil 4.1).
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MDA Olgiimleri
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Medyan
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Sham Grubu  Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.1: MDA (kas)’nin gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi.

4.1.2. Katalaz (Kas)

Tablo 4.2’de ayrilmis olan gruplara gore katalaz degerlerine ait istatistiksel

degerler sunulmustur.

Tablo 4.2: Tiim gruplara ait Katalaz (kas )(nmol/ml) sonuglari

Katalaz Ol¢iimleri

n Ort+SD Medyan P
Sham Grubu 8 66,48+28.64 72,96
Kontrol Grubu 8 120,32+51,94 109,60 0,042*
lloprost Grubu 8 104,75+35,39 111,90

Kruskal Wallis Test

Sham grubunun Katalaz 6l¢iimleri ortalama 66,48+28,64 iken; Kontrol grubunun
ortalamasi 120,32+51,94 ve iloprost grubun ortalamasi 104,75+35,39’dur. Gruplara gore

Katalaz ol¢iimleri arasinda anlamli farklilik saptanmasina ragmen kontrol grubu ile
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iloprost grubunun Katalaz oOlgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamustir (p>0,05) (Bkz. Sekil 4.2)

Katalaz Olgiimleri

120 ~
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80 -
60 -

Medyan
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Sham Grubu Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.2: CAT(kas)’1n gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi.

4.1.3. TNF-a

Tablo 4.3’de ayrilmis olan gruplara gére TNF-o degerlerine ait istatistiksel

degerler sunulmustur.

Tablo 4.3: Tiim gruplara ait TNF-a (nmol/ml) sonuglart

TNF-a Ol¢iimleri

n Ort+SD Medyan P
Sham Grubu 8 8,34+1,07 8,56
Kontrol Grubu 8 10,86+2,16 9,90 0,017*
lloprost Grubu 8 8,90+1,50 9,13
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Sham grubunun TNF-a Olglimleri ortalama 8,34+1,07 iken; Kontrol grubunun
ortalamasi 10,86+2,16 ve Iloprost grubun ortalamas1 8,90+1,50°dir. TNF-a diizeyi , IR +
iloprost grubunda control grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05). Sham
ve IR + iloprost gruplarinin TNF ol¢iimleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamustir (p>0,05) (Bkz.Sekil 4.3)

TNF Olgiimleri

10 ~

Medyan

Sham Grubu Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.3: TNF-o’nin gruplar arast degerlerinin grafiksel analizi.

414.1L-1

Tablo 4.4’de ayrilmis olan gruplara gore IL- 1 degerlerine ait istatistiksel

degerler sunulmustur.

Tablo 4.4: Tiim gruplara ait IL-1 (nmol/ml) sonuglari

IL 1 Ol¢iimleri a

n Ort+SD Medyan P
Sham Grubu 8 32,02+15,60 25,08
Kontrol Grubu 8 61,26+25,63 53,51 0,026*
lloprost Grubu 8 38,13+10,36 39,33

Kruskal Wallis Test
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Sham grubunun IL- 1 &lglimleri ortalama 32,02+15,60 iken; Kontrol grubunun
ortalamas1 61,26+25,63 ve iloprost grubun ortalamasi 38,13+10,36’dir. IR + iloprost
grubunun IL-1 diizeyi IR grubuna gore anlaml diizeyde diisiik saptand1 (p>0,05)( Bkz.
Sekil 4.4).

IL 1 Olgiimleri
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Sekil 4.4: IL-1"in gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi.

4.15.1L-6

Tablo 4.5°de ayrilmisg olan gruplara gore IL- 6 degerlerine ait istatistiksel

degerler sunulmustur.

Tablo 4.5: Tiim gruplara ait IL-6 (nmol/ml) sonuglari

IL 6 Ol¢iimleri

n Ort+SD Medxan P
Sham Grubu 8 22.83+7,11 22,18
Kontrol Grubu 8 35,39+11,08 33,14 0,051
lloprost Grubu 8 28,25+7.44 29,61

Kruskal Wallis Test
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Sham grubunun IL- 6 6l¢iimleri ortalama 22,834+7,11 iken; Kontrol grubunun
ortalamas1 35,39+11,08 ve Iloprost grubun ortalamasi 28,25+7,44’diir. Tiim gruplar
arasinda IL-6 diizeylerinde anlamliliga yakin fark saptanmistir (p=0,051; p>0,05). Fakat
IR + iloprost ve IR grubu karsilastirildiginda I1L-6 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamuistir (p=0,208; p>0,05) (Bkz.Sekil 4.5)

IL 6 Olgiimleri

30 ~

Medyan
N
[S)
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0 T T 1
Sham Grubu Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.5: IL-6’in gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi.
4.2 .Histopatolojik Inceleme
Isik Mikroskobisi Bulgular:

Sirastyla sham ,IR ve IR + iloprost gruplarina ait histolojik goriintiiler sekil 4.6,
4.7, 4.8° de gosterilmistir. Sham grubunda normal kas yapisi gozlenirken (Bkz.Sekil4.6)
IR grubunda doku hasarina ait kas dejenerasyonu, notrofil infiltrasyonu,disorganizasyon
ve sentrilizasyona ait bulgular saptanmustir (Bkz.Sekil4.7). IR+ iloprost grubunda ise
kontrol grubuna gore normal kass yapisinin daha iyi korundugu ve nétrofil
infiltrasyonunun azaldigi gorilmistiir (Bkz.Sekil4.8). Gruplara gore total histolojik
hasar skorlar1 ortalamasi Sham grubunda 0,25+0,03 ; Kontrol grubunda 1,96+0,11 ve
iloprost grubunda 1,34+0,05°dir (Tablo 4.6). Gruplara gore total hasar skorlar1 arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml farklilik saptanmistir (p<0,01).
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Sekil 4.6: Sham grubuna ait deneklerin gastrokinemius kas1 11k mikroskobik
goriintimleri. (Kesit 5 pum, Boya: H-E). Okbasi: Notrofil infiltrasyonu

Sekil 4.7: kontrol grubuna ait deneklerin gastrokinemius kasi 1s1k mikroskobik
goriiniimleri. (Kesit 5 um, Boya: H-E). Okbas1: Nétrofil infiltrasyonu, Ince uzun
ok: Disorganizasyon ve Dejenerasyon, Yildiz: Vazokonjesyon
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Sekil 4.8: IR+Iloprost grubuna ait deneklerin gastrokinemius kas1 151k mikroskobik
goriiniimleri. (Kesit 5 pm, Boya: H-E). Okbas1: Notrofil infiltrasyonu, ince uzun ok:
Disorganizasyon ve Dejenerasyon, Yildiz: Vazokonjesyon

Tablo 4.6: Tiim gruplara ait Total histolojik hasar skorlarinin sonuglari

Total Skor

n Ort=SD
Sham Grubu 8 0,25+0,03
Kontrol Grubu 8 1,96+0,11
lloprost Grubu 8 1,34+0,05

Medyan
0,24

1,94 p < 0,001*
1,35

Kruskall Wallis testi
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Total Skor

Medyan

Sham Grubu Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.9 : Total histolojik hasar skorlarinin gruplar arasi degerlerinin grafiksel analizi

Kaspaz-3 ve Apopitozis Skoru

Hazirlanan kaspaz-3  histolojik  kesitleri sekil 4.10, 4.11, 4.12° de

gosterilmistir.(x40, kaspaz-3 tavsan poliklonal antikoru ve antikaspaz -3 antikoru )

Sekil 4.10 : Sham grubunun iR+iloprost grubunun Gastroknemius kas kesitlerinde
immunohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ile boyanma 6zellikleri
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Sekil 4.11: IR grubunun iR+Iloprost grubunun Gastroknemius kas kesitlerinde
immunohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ile boyanma 6zellikleri (Kahverengi nucleus
boyamasi apopitozisi gostermektedir).

Sekil 4.12: IR+Iloprost grubunun Gastroknemius kas kesitlerinde immunohistokimyasal
olarak Kaspaz-3 ile boyanma 6zellikleri (Kahverengi nucleus boyamasi apopitozisi
gostermektedir ).
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Sham grubunun Kaspaz-3 olgiimleri ortalama 0,19+0,06 iken; Kontrol grubunda
3,16+0,07 ve iloprost grubunda 1,59+0,08’dir (Bkz.Tablo 4.7 ). Sham grubunda kaspaz-
3 hiicre ¢ekirdegi saptanmazken, IR grubunda yogun kaspaz-3 boyanmasi saptanmistir.
Bu yogun kaspaz-3 boyanmasi iR+ iloprost grubunda IR grubuna gére daha az

goriilmiistiir(Bkz.Sekil 4.13)

Tablo 4.7: Tiim gruplara ait Kaspaz-3 dl¢timlerinin sonuglari

Kaspaz-3 Olgiimleri P
N Ort+SD Medxan
Sham Grubu 8 0,19+0,06 0,20
Kontrol Grubu 8 3,16+0,07 3,15 0,001*
Iloprost Grubu 8 1,59+0,08 1,60
Kaspaz-3 Olgiimleri
4 —
3 -
&
5 2
(]
S
1 -
0 T T 1
Sham Grubu Kontrol Grubu lloprost Grubu

Sekil 4.13 : Kaspaz-3’iin gruplar aras1 degerlerinin grafiksel analizi.
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5. TARTISMA

Bir organa gelen kan akiminin organ transplantasyonu esnasinda ve vaskiiler
cerrahi islemler gibi ¢esitli nedenlerle yetersiz hale gelmesine iskemi denir (1). Iskemiyi
hipoksik doku hasar1 izler. Dokunun kanlanmasmin yeniden baglamasina ise

reperfiizyon denir (2).

Iskemik durumlarda temel amag, reperfiizyon siiresini kisaltarak kas nekrozunu
onlemektir. Iskemi sonrasi goriilen doku hasari, genellikle reperfiizyon déneminde
olusur (180). Iskemi reperfiizyon hasari, kalp ,kas,akcigerkaraciger, bobrek ve
barsaklarda sik goriilen ve ciddi patolojilere neden olarak, sistemik inflamatuvar bir

cevaba yol agar (1).

Iskelet kas: iskemiye kars1 diger dokulara gore daha dayamklidir (181). iskemi
reperfiizyon hasar1 sonucu iskelet kasinin yeniden kanlanmasi siddetli doku hasar1 ve
sistemik komplikasyonlar1 beraberinde getirir ve 6liim oran1 % 25-50, amputasyon ise
%15-40 olarak belirtilmistir (182).

Akut ekstremite iskemi reperflizyon hasarmi agiklayabilmek ic¢in birgok
hipotezler 6ne siirlilmiigtiir . Bunlar arasinda iskemi sonrasi Ca™ artigi,asidoz,enerji
saglayan ATP depolarimin bosalmasi sonucunda dokunun oksijenlenmesiyle olusan
ksantin oksidazdan {iretilen serbest oksijen radikallerinin baslattigi, hiicre 6liimi ile
sonuglanan nétrofil aktivasyonunun rol oynadigr gosterilmistir (183). Saglikli kisilerde
normal metobolizma sonucunda meydana gelen serbest oksijen radikalleri viicudun
savunma mekanizmast olan antioksidan enzim sistemiyle uzaklastirilir.SOR  ve
antioksidan savunma sistemleri birbirleriyle denge halindedir. Bu denge SOR lehine
bozulursa ‘oksidatif stres’ olusur (184,185). Bu oksidatif stres esnasinda reaktif O,
driinleri (SOR lar); kas fibrillerinin kasilmasinin onarilmasina,dejenerasyonuna, kas
nekrozuna, vaskiiler endotel hiicre sismesine ve mikrovaskiiler ge¢irgenligin artmasiyla
birlikte, hiicresel proteinlerin salimimi  ve bu proteinlerin damar digina

ekstravazasyonunu igeren ¢ok sayida 6zellige sahiptir (186,187,188).
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Wehrens ; ratlarin ekstremitelerdeki kollateral dolagiminin , insanlardaki ile ayn1
olmasi i¢in devamli ve derin iskemiye ulagilmasi ve bunun i¢inde femoral akim ve
kolleteral dolagiminda engellenmesi gerektigini bildirmistir (189). Ciinkii iskemi siiresi

uzadikga reperfiizyon déneminde olusacak doku hasari artar (187).

Calismamizda ; kritik iskemi siiresini dikkate alarak ratlarda sag alt
ekstremitenin olabildigince proksimalinden femoral arter ve kollateral dolasimi turnpike
yontemi ile engelleyerek 3 saat iskemi ve 3 saat reperflizyon donemi uygulayarak
floprost “ un gastrokinemius kasi iizerinde koruyucu etkisini arastirdik. Reperfiizyon
doneminin sona ermesi ile kas dokusunda MDA  katalaz , serumda proinflamatuar
stirecin gostergesi olan TNF-a , IL-1, IL-6 diizeyleri bakilirken, gastrokinemius kasinda
hasar1 gostermek icin 151k mikroskobunda Hemotoksilen-Eozin boyamasi ve apopitozisi

gostermek i¢in kaspaz-3 boyamasi yapilmistir.

MDA , poliansaiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan stabil bir son
iriindiir . Artmis serbest oksijen radikalleri ( 6zellikle hidroksil radikali ), hiicre zari
fosfolipitlerinin (arasidonik asit, linoleik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitleri )
peroksidasyonuna neden olarak hiicre zari biitiinliiglinde bozulma, hiicre sismesi ve
arasidonik asit /lipitperoksit salinimina neden olur. Bu siiregte , zincirleme bir serbest
oksijen ve yag asidi radikali olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasar1 gergeklesir (1,190).
Dolayisiyla , bu kisir dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir molekiil olan MDA
diizeyi 6l¢timii ile reaktif O, tiirevleri ve membran hasarinin derecesi hakkinda fikir

sahibi olunabilir (37).

Caligmamizda , iskemi reperfiizyon sonrasi kas dokusunda MDA seviyesinin
arttign gdzlenirken , IR + Iloprost grubundaki MDA seviyelerinin IR grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi go6zlendi . Aydin ve arkadaslar1 (76),
yaptiklar: deneysel IR modelinde 1 saat iskemi ardindan 2 saat reperfiizyon uygulamis
ve doku MDA diizeyinin IR + iloprost tedavi grubunda IR grubundaki diizeye gore
diistik oldugunu bildirmektedir . Koksal ve arkadaslart (116), kopeklerde yaptiklari

deneysel kardiyopulmoner bypass modelinde kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost
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verilmesinin myokard performansina olan etkisinin arastirdiklar ¢aligmalarinda iloprost
tedavi grubunda kontrol grubuna gére MDA diizeyinde anlamli diislis saptamislardir .
Emrecan ve arkadaslarimin (191), yaptigi tavsan alt ekstremite iskemi reperfiizyon
hasarinda iloprost ve pentoksifilinin etkisinin degerlendirdikleri ¢alismada ise yine
iloprost tedavi grubunun MDA seviyelerinin anlamli diizeyde azaldigini saptamislardir.
Benzer sekilde , Baltarli ve arkadaslar1 (176), Iloprost ve vitamin C ‘nin rat alt
ekstremite IR hasar1 sonras1 akciger hasarina olan etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda ,
IR + iloprost grubunda MDA diizeylerinin IR grubundaki diizeylere gore anlaml
derecede azaldigini bulmuslardir . Benzer ¢alismalarin sonuglari ile kendi ¢alismamizin
MDA degerlerinin paralellik i¢inde oldugu goriilmektedir. Sonucta iloprost * un iskemi
reperfiizyon hasar1 sonrasi olusan lipit peroksidasyonu miktarin1 azalttigini

diistindiirmektedir .

Katalaz enzimi, peroksizomlarda SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksitin
su ve oksijene ¢evrilmesini saglar. Viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir.
SOD ile kombine bir sekilde etki eder. Kiris ve arkadaslar1 infrarenal aortik iskemi
reperfiizyon modelinde godolinyum Kkloriiriin bobrek hasar1 iizerine olan etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada aortik IR grubunda kontrol grubuna goére katalaz aktivitelerinde
anlaml artis saptamuslardir. Erten ve arkadaslari yaptiklar ¢aligmada deneysel spinal
kord iskemi reperfiizyon hasarinda melotoninin etrkisini arastirmiglar ve IR grubunda
katalaz  aktivitesinin anlamli  olarak arttigin1  saptamislardir.  Mezetti  ve
arkadaslarikardiyopulmoner bypass esnasinda miyokardiyal iskemi reperfiizyon sonrasi
katalaz ve diger antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini gostermislerdir (193). Bizim
calismamizda ise gruplara gore katalaz dlglimleri arasinda anlamli farklilik saptanmasina
ragmen kontrol grubu ile iloprost grubunun Katalaz 6lgtimleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik saptanmamustir.

Iskemi reperfiizyon hasarindaki siirecte nétrofil aktivasyonu ile beraber SOR
tiretimi , kompleman sisteminin aktivasyonu ve proinflamatuar sitokinlerin salinimiyla
inflamatuar siire¢ baslar. TNF —a, IL-1, IL-6 iskemi reperfiizyon aracili inflamatuar

stirecte rol oynayan proinflamatuar sitokinlerdir (192). Eger inflamatuar siireg
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baskilanirsa iskelet kasi IR hasar1 sonucunda olusacak organ hasarinin azalacagi

distiniilmektedir.

Sitokinler , organizmanin infeksiyon ,inflamasyon ve immiinolojik reaksiyonlaar
cevapta rol oynayan , lenfoid ve N- lenfoid bir¢ok hiicreden salgilanabilen diisiik
molekiil agirlikli proteinlerdir (193). TNF —a ve IL-1 inflamasyonun erken doneminde
ortaya cikarak , benzer sinyal molekiilleri lizerinden IL-6 iiretiminide kontrol ederler .
IL-6, notrofillerin oksidatif patlamasindan ve SOR ‘larin salinimindan sorumlu
proinflamatuar sitokindir (194). Ayrica TNF —a ve IL-1 apopitozu tetikleyerek 16kosit
infiltrasyonuna neden olur (193,194).

[loprost, primer olarak endotel hiicreleri tarafindan arasidonik asitten sentezlenir.
Sentetik bir epoprostenol anologudur (prostaglandin I,). Farmakodinamik olarak giiglii
sitoprotektif, antiagregan, antiproliferatif, antiinflamatuvar ve vazodilatasyon
ozelliklere sahiptir. Trombosit agregasyonunu inhibe ederek , adezyon molekiil tiretimini
azaltir. Sonugta , 16kosit ve endotel iliskisini bozarak 16kosit infiltrasyonunu inhibe eder
. Boylece inflamasyon siirecini baskilayarak sitokin salimiminin dramatik olarak

azalmasma neden olarak doku mikrosirkiilasyonunun devam etmesinde de etkilidir

(12,194).

Wei V ve arkadaslar1 deneysel IR modelinde 3 saat iskemi , 1 saat reperfiizyon
uygulayarak uzak organ hasarini arastirdiklari ¢aligmalarinda iloprostun antienflamatuar
etki gostererek TNF —a, IL-1, IL-6 diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (195). Katircioglu
ve arkadaslar1 (196), tarafindan yapilan deneysel kardiyopulmoner bypass modelinde
miyokard performansina kardiyoplejik soiisyon ile birlikte iloprost uygulamasinin etkisi
arastirilmis ve iloprost grubunda kontrol grubuna gore plazma TNF —a diizeyinde
anlamli diisis saptanmistir . Hastiirk ve arkadaslarinin (197) , spinal kord iskemi
reperflizyon hasar1 modelinde TNF —a, IL-1, IL-6 serum diizeylerinin sham grubuna
gore anlamli derecede ylikseldigini saptamislardir. Jorres ve arkadaslarininyaptiklart in
vivo ¢alismada, LPS ile stimiile edilen insan polimorfoniikleer I6kositlerde TNF—a nin

transkripsiyonel aktivitesini azalttigini gostermistir (198). Eisenhunt ve arkadaslarinin
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yaptig1 deneysel ¢aligmada ise iloprostun cAMP diizeylerini arttirarak TNF —a diizeyini
azalttiklar1 saptanmistir (199). M. Di Renzo ve arkadaglar1 yaptiklari klinik bir ¢alismada
TNF —o nin iloprost tedavisi ile inhibe oldugunu fakat IL-6 da aym etkiyi
gozlemleyememislerdir (200).

Prostosiklinin iskemi reperfiizyon modelinde uzak organ hasarini (spinal
kord,myokard,bobrek) azalttigin1 gozteren deneysel c¢alismalar mevcut olmakla birlikte
direkt organ hasarmi gosteren ¢ok fazla caligma bulunmamaktadir . Bizim yaptigimiz
calismada ise serum TNF —a ve IL-1 diizeyleri IR + Iloprost grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede diisiik bulunurken, IL-6 diizeylerinde istatistiksel olarak fark

bulunamamastir.

Histopatolojik inceleme i¢in, Hemotoksilen-Eozin ile boyanan gastrokinemius
kas1 doku o6rnekleri 151k mikroskobu ile incelendi . hiicre siskinligi,hiicre iskelt yapisinin
dejenerasyonu ve selektif membrane gegirgenliginin kaybolmasireperfiizyon hasarinin
karakteristik 6zellikleridir. Bu degisikliklerin tiimii doku 6demi ve kapiller kan akiminin
azalmasi ile sonuglanir. Bizim ¢aligmamizda histopatolojik total skorlama yapilirken
preperatlarda ; kas lifi dejenerasyonu, nukleus sentrilizasyonu, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu,vazokonjesyon ve disorganizasyon degerlendirildi. Calismamizda IR
grubunda bu bulgularin artmis oldugu goézlenirken iloprost verilen grupta ise bu hasar
bulgularinda  azalmaya neden  olmustur. ~ Ancak  histolojik  bulgularin
degerlendirilmesinde farkliliklar mevcuttur. Tekin ve arkadaslarinin yaptiklari calismada
iloprost uygulamasinin histolojik hasar1 azaltmadigit  goriilirken Avci T. ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada bizim ¢alismamizla benzer sekilde histolojik hasarin
ilopost teavisi ile azaldigi goriilmistiir. Bu farkliliklarin nedeni uygulanan deneysel
model, iskemi reperfiizyon siiresi ve ilag uygunlanma sekli gibi pek¢ok sebebe bagl
olabilir. Tloprost uygulanmasmin kas hasarina etkisinin olup olmadiginin gésterilmesi
icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Ancak bu ¢alismada uyguladigimiz doz ve
stirede iloprost  iskemi reperfiizyon hasartnin o6nlenmesinde histolojik olarak

gosterilmistir.
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Apopitozis hiicrelerin programli bir sekilde elimine edildigi hiicre 6liim seklidir.
Iskemi reperfiizyon hasarinda meydana gelen apopitozisin ortaya ¢ikan serbest radikaller
sonucu olustugu gosterilmistir. Aksoy ve arkadaslarmin yaptigi deneysel iskemi
reperflizyon modelinde kaptopril ve iloprostun rat retinasinda apopitozisin
onlenmesindeki rolii arastirilmis olup, iloprostun kaspaz-3 aktivitesini IR grubuna goére
anlamli bir sekilde baskiladigi goriilmistiir. .....ve arkadaslart antioksidan olan
allopurinoliin iskemi reperflizyon sonrasi yenidogan ratlarinda beyin dokusundaki
apopitozun onciil proteinleri olan kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri arastirilmis ve iskemi
reperfiizyon grubunda kaspaz-3 aktivitesi artarken ,tedavi grubunda kaspaz-3
aktivitesinde azalma goriilmiistiir (201). Bizim calismamizda iR grubunda kaspaz-3
aktivitesi artis gdsterirken ,IR + iloprost verilen grupta kaspaz-3 aktivitesinde anlamli
derecede azalma saptanmustir. Bu sonuglar, iloprostun serbest oksijen radikallerinin
olusmasini azaltarak antioksidan etki gostermesi ve TNF —o sentezini inhibe etmesi
sonucu iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu etkisini gostermektedir. Kisacasi
kaspaz-3 immunohistokimyasal sonuglarimiza gore iskelet kasinda iskemi reperfiizyon
hasarinin meydana getirdigi apopitozise karsi korumaktadir. Kas iskemi reperfiizyon
hasar1 sonucu meydana gelen apopitozisin 6nlenmesine yonelik yapilmis pek¢ok ¢alisma
olmakla birlikte literatiirde iloprostun iskelet kasinda apopitozisi onleyici etkisini
gosteren calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma iloprostun apopitozisi 6nlemede

etkinligini gosteren ilk ¢alismadir.

Sonug olarak, iloprost antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile iskemi reperfiizyon

hasarinm azaltmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

Caligmamizda Olgiilen parametreler géz Oniine alindiginda , iskemi reperfiizyon
grubunda MDA, TNF-a, IL-1 diizeylerinin ¢ok yiikseldigi izlenirken iloprost grubunda
bu parametrelerde anlamli derecede azalma tespit edilmistir. Fakat oOlciilen diger

parametrelerden katalaz ve IL-6 diizeylerinde ayn1 anlamli sonuglara ulagilamamuistir.

Histopatolojik olarak 1sik mikroskobu degerlendirmesinde iskemi reperfiizyon
grubunda kas dejenerasyonu,nétrofil infiltrasyonu,disorganizasyon ve sentrilizasyona ait
bulgular saptanirken, iloprost grubunda bu bulgularda azalma tespit edilmistir.
Apopitozisin belirlenmesi amaciyla bakilan kaspaz-3 boyanmasi iskemi reperfiizyon

grubunda yogun olarak saptanirken iloprost grubunda daha az olarak saptanmustir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda Olglilen parametrelere ve histopatolojik
bulgularimiza bakildiginda ; ratlarda deneysel iskemi reperfiizyon modelinde iloprost
‘un ,reperfiizyon asamasindan Once intravendz inflizyon seklinde uygulanmasinin

iskelet kas1 hasarini azaltmada etkili olabilecegi sonucuna varilmastir.
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