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OZET

Erkog, K. iloprost ve N-asetilsisteinin Akut Aortik iskemi Reperfiizyon
Modelinde iskelet Kasi Hasarina Etkisi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2012. Bu ¢alismanin amaci, ratlarin infrarenal
abdominal aortasina uygulanan okliizyon-reperfuzyon sonrasi alt ekstremite
iskelet kasinda olusan iskemi reperfizyon hasarina, iloprost ve n-
asetilsisteinin etkilerini arastirmak ve karsilagtirmaktir. 40 adet Sprague-
Dawley cinsi erkek rat (300-350 gr) randomize olarak, esit sayida (n=10) dort
gruba ayrildi. Kontrol grubuna (Grup 1) laparatomi ve infrarenal abdominal
aorta (IAA) diseksiyonu vyapildi ancak iskemi uygulanmadi. Iiskemi
reperfiizyon (IR) grubunda(Grup 2), iAA’ya kros klemp konularak 60 dakika
iskemi, ardindan klemp kaldirilarak 120 dakika reperfizyon saglandi.
IR+iloprost grubunda(Grup 3) iskemik peryodun 50.dakikasinda, iloprost 2
mcg/kg/h dozunda internal juguler venden infizyon seklinde baslandi ve
reperfiizyon siresince inflizyona devam edildi.iR+N-asetilsistein(NAC)
grubunda(Grup 4) iskemik stirecin 50. dakikasinda 20 mg/kg n-asetilsistein
internal juguler venden yikleme dozu amaciyla verildi ve 20 mg/kg/h
dozunda infiizyona baslandi. Islem sonunda sad ventrikiilden kan ve
gastroknemius kasindan doku o&rnekleri alindi. Histopatolojik incelemede
Grup 1 ile Grup 2 arasinda anlamli patolojik degisiklik tesbit edildi. Hemoraji,
Odem, Cizgilenmede kayip, Nekroz, Fibrozis ve PMNL infiltrasyonu
acisindan, Grup 3 ve Grup 4 arasinda fark gérilmedi. Biyokimyasal
incelemede, TAS, TOS, CK ve LDH degerleri agisindan Grup 3 ve Grup 4
Grup 2' den daha ustin saptandi. TAS degerlerinde Grup 3 ve Grup 4
arasinda fark goériilmedi. Grup 4' in TOS, CK ve LDH degerlerini ise Grup 3'
den daha fazla arttirdigi saptandi. Sonug olarak iloprost ve NAC' in, kas
dokusunu iskemi-reperfizyon hasarindan korumada etkili oldugu saptandi.

lloprost'un koruyucu etkisinin n-asetilsisteinden yilksek oldugu kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: iskemi-reperfliizyon, 6édem, TAS, iloprost, n-asetilsistein.
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ABSTRACT

Erkoc, K. The Effect of lloprost and N-acetylcysteine on Skeleton
Muscle Injury in a Model of Acut Aortic Ischemia Reperfusion. Eskisehir
Osmangazi University Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in
Department of Cardiovascular Surgery, Eskisehir, 2012. The purpose of
this study is to investigate and confirm the effect of iloprost and NAC on
ischemia-reperfusion injury at rats lower limb sceleton muscle after oclusion-
reperfusion of infrarenal abdominal aorta (IAA). Forty Spraque-Dawley male
rats were randomized to four groups in equal number (n=10). Laporotomy
and IAA dissection were applied to the control group (Group 1) without
ischemia. Followed by 60 minutes of ischemia by clamping I1AA, 120 minutes
of reperfusion was provided by removing the clamp in the ischemia-
reperfusion group (Group 2). In IR+lloprost group (Group 3), iloprost infusion
was started at a dose of 2 mcg/kg/h from internal juguler vein at the fiftieth
minute of ischemia and infusion was continued for the duration of
reperfusion. In IR+NAC group (Group 4), 20 mg/kg NAC was given for
loading dose at the fiftieth minute of ischemic period and infusion was
continued at a dose of 20 mg/kg/h. Tissue samples from gastrocnemius
muscle and blood from right ventricle were taken at the end of procedure.
Significant pathological changes were detected between Group 1 and Group
2 at the histopathological analysis. Hemorrhage, edema, loss of streaking,
necrosis, fibrosis and infiltration of PMNL did not differ between Group3 and
Group 4. TAS,TOS,CK and LDH levels in Group 3 and Group 4 were found
superior than Group 2 at the biochemical analysis. TAS values did not differ
between Group 4 and Group 3. Group 4 was found to increase TOS,CK and
LDH values more than Group 3. As a result, iloprost and NAC is effective in
protecting muscle tissue from ischemia-reperfusion injury. We conclude that

protecting effect of iloprost is higher than n-acetylcystein.

Key Words: ischemia-reperfusion, edema, TAS, iloprost, n- acetylcystein.
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1. GIRIS

Gunumuzdeki modern kardiyovaskiler cerrahi yontem ve tekniklerinin
sundugu gelismis imkanlara ragmen aortik girisimler sonrasinda gelisen
iskemi reperfiizyon postoperatif morbidite ve mortaliteyi etkileyen ciddi bir
problem olmaya devam etmektedir. Tim gelismelere ragmen dolasim
sistemini ilgilendiren ve organ iskemisi temelinde olusan hastaliklar tim
dinyada ve ulkemizde en o6nemli 6lum nedenleri arasinda &nceligini
korumaktadirlar. Iskelet kasi akut iskemisi klinikte sik karsilasilan bir
sorundur. Ozellikle aort cerrahisinde aortaya kros klemp konmasi sonucu
olusabilmektedir. Akut ekstremite iskemisi ciddi morbidite ve mortaliteye
neden olan klinik bir problemdir. Akut iskemik duruma yol acan neden
ortadan kaldirilip reperfiizyon saglandiginda da morbidite ve mortalite riski
devam etmektedir. Hatta iskeminin uzamasi riski artirir. Ekstremite
perfizyonu tam olarak saglansa bile ekstremite kaybina akut bdbrek ve
solunum yetmezligine diger dokularda fonksiyon bozukluguna neden olabilir.
Bu “reperfizyon hasar” veya Haimovici'nin dnerdigi sekliyle “myonefropatik
metabolik sendrom”olarak adlandirilan olaylar 6zellikle ge¢ girisim yapilmis
akut olgularda morbidite ve mortalitenin esas nedenidir (1).

Iskemi tablosu; dokularin ya da bir organin damar yataginda bulunan
arterlerden bir veya birkacginin kan akiminin kismen veya tamamen kesilmesi
sonucu olusur. Bu sliregte dokunun ihtiyaci olan oksijen ve diger metabolitler
saglanamaz. Dolayisiyla olusan arttk maddeler dolasim tarafindan
uzaklastirilamaz, doku veya organda birikir. Iskemik bolgedeki hiicreler daha
onceden surdurdikleri aerobik metabolizmayi idame ettiremedikleri igin
anaerobik metabolizma yoluyla enerji saglamaya calisirlar. iskemi, iskemi-
reperfizyon hasarinin ilk kismini olusturmakta olup metabolizmanin
anaerobik tarafa kaymasi ile karakterizedir.

Iskemik dokuda irreversible hiicre hasarinin dnlenmesi ve toksik
metabolitlerin temizlenmesi icin dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi
gerekir. Bu olaya reperflizyon denilir. Reperfiizyonun gercgeklestirimesi hiicre
icine molekiler oksijen sunulmasi ile birlikte dokuya toksik etki yapan serbest

oksijen radikallerini hizla ortaya c¢ikarmakta ve iskemik dokuda iskeminin



olusturdugu hasardan daha fazla bir hasara sebep olmaktadir (2). Olusan
serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu ile hiicre zari yapisini bozar
ve hiicre zari transport sisteminin ¢calismasini engeller. Proteinlerin oksidatif
modifikasyonu ile hlicresel enzimlerin islevlerini kaybetmesine neden olur.
DNA tzerinde olusturduklart hasar ile hiicresel ATP uretimini engelleyerek
enerji Uretiminin bozulmasina sebep olur. Enerji tretiminin azalmasi sonucu,
hiicre membraninin ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonu bozulur ve
hiicre igindeki fazla sodyumu (Na’) disar c¢ikarmak icin Na-Ca antiporter
sistemi galisir ve hiicre ici kalsiyum (Ca") artar. Sitoplazma ve mitokondride
asir miktarda Ca* birikmekte ve Ca™ un toksik etki gostermesine neden
olmaktadir. Artan Ca® duzeyleri fosfolipazlari, proteazlari active ederek
serbest radikal ve yag asidi olusumunu artinr. Bu da hicreyi olume
surukleyebilir (3).

Kardiyovaskiler cerrahide aort ya da periferik artere klemp
uygulamasi, tromboembolik olay sonrasi saglanan reperflizyon, arter
greftleme operasyonlari sonrasi ortaya ¢ikan tablo iskemi reperfizyon hasari
ile karakterizedir Akut iskemi gelisen bir ekstremiteye, kan akimi yeniden
saglandigi zaman, iskemik periyotta olusandan daha fazla iskelet kasi
nekrozu meydana gelebilir. Bu durum etkilenen ekstremitelerde d6dem,
metabolik asidoz, mikroskobik myoglobintri ile kendini gosterir. Cerrahi
islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip eden bir
reperfiizyon periyodu vardir.

Gunidmuzde iskemi reperfizyon hasarini 6nlemeye ve azaltmaya
yonelik pek cok tedavi stratejileri gelistirimis ve gelistirimeye devam
etmektedir. Tium protokollere ragmen iskemi reperfizyon, sonugta mortalite
ve morbiditeye neden olabilmektedir. Lokal ve uzak etkileri ile hastanede
kalis stresini uzatabilmektedir. En uygun stratejinin ne oldugu halen tartisma

konusudur.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemi

Iskemi tanim olarak dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger
metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik Granlerin
uzaklastirlamamasidir. iskemiye bagli doku hasarinda hicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre 6lumine
neden olur (4). iskemi aerobik oksidatif solunumu etkileyen son derece
onemli ve genel bir hiicre zedelenmesi ve 6lim nedenidir. Hipoksik durumun
siddetine bagl olarak hiicreler adapte olabilir, zedelenebilir, ya da &lir (5).

Iskemi hiicre zedelenmesinin en sik gérilen tipidir. Hipoksi ise dokuya
yetersiz oksijen sunumu seklinde tarif edilebilir. Her iki durumda iskemi-
reperfizyon hasarinin ilk kismini olusturmakta ve metabolizmanin anaerobik
tarafa kaymasiyla karakterizedir (6). Oksijen homeostazi insan fizyolojisinde
hayati 6nem tasir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP sentezi i¢in
kullanilan oksijen ayni zamanda hiicresel lipid, nikleik asit ve proteinlerdeki
oksidatif hasar mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayisiyla, protein sentezi
ve aktivitesini kontrol eden kisa ve uzun dénem mekanizmalarla hiicresel ve
sistemik oksijen konsantrasyonlarinin dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi
acisindan onemlidir (7). Iskemi akut veya kronik olabilir. Iskemiye bagh
hasarin siddeti, hipoperfizyonun siresi ve miktari ile orantili olup, hicrenin
tipi, yaralanmaya karsi hassasiyeti, diferansiyasyonu, kan ihtiyaci ve
metabolizmasina gére farklilik gosterir. iskemiye bazi dokular direngli iken
(kemik, deri), bazi dokular hassastir (iskelet kasi, bébrek).

Sonug olarak, uzun sireli iskemilerde; hiicresel sisme, asidoz, hiicre
ici kalsiyum /sodyum oraninda artis, ATP/fosfokreatin seviyesi azalmasi,
hipoksantin seviye artmasi, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet
batinluglu kaybi, nikleotid hidrolizi gibi hiicre metabolizmasi ve iskelet
yapisini ilgilendiren bircok degdisim meydana gelir (8).

Iskemik dokularda anaerobik enerji lretimi de yeterli maddelerin
tikenmesi veya normalde kan akimi ile temizlenen metabolitlerin birikimiyle

glikolizin engellenmesinden sonra durur. iskemi, dokular hipoksinin



zedelediginden daha cabuk zedeler. Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik
solunumu yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu tizerinedir. Oksijen
basincinin azalmasi sonucu hiicre igi ATP Uretimi belirgin olarak azalir. ATP
azalmasinin hicre igindeki birgok sistemler Uizerinde etkisi olur. Yukarida
tanimlandigi gibi sitoplazmik serbest Ca™ da bir artig vardir (sekil 2.1). Ayrica
plazma membraninin ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Bunu
sodyumun hiicre iginde birikimi ve potasyumun hiicre disina cikisi izler.
Sodyum eriyiginin net artisi, suyun izoozmotik artisi ile birlikte olup akut
hlcresel sismeye neden olur. Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin
nukleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yiikle daha da
artar (9).

Zedeleyici ajan

Sitoplazmik Ca*+ artigi

Il
i v v ¥

ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endonikleaz

L] |

Nikleer

ATP Fosfolipit Membran ve _
azalmasi azalmasi hicre iskelet | kromatin
proteinlerinin N hasari

parcalanmasi
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Hicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfatta artma da
fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP uretimi ile hicrenin
enerjisini temin amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizini artirir. Sonug olarak
glikojen hizla tukenir. Bu durum histolojik olarak karbonhidratlarin
boyanmasinin azalmasi ile gosterilebilir. Artan glikolizde fosfat esterlerinin
hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hicre ici
pH nin dismesine yol acgar (9). Sonraki olay ribozomlarin grandlli
endoplazmik retikilumdan ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin
olusumu ile protein sentezinin azalmasidir. Hipoksi diizelmez ise mitokondrial
fonksiyonun daha da kétilesmesi ve mebran permeabiltesinin artmasi daha
fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Ozmotik regiilasyon kaybindan dolayi
tum hacreler sismis gibi goéranir. Eger oksijen eski haline dénerse yukardaki
tim bozukluklar reverzibldir. Bununla beraber iskemi devam ederse
irreverzibl zedelenme gelisir. Morfolojik olarak irreverzibl zedelenmeye
mitokondrilerin daha siddetli vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde
sekilsiz ve Ca" dan zengin yogunluklarin birikimi, plazma membranlarinin
genis hasari ve lizozomlarin sismesi eslik eder (9).

Membran hasarinin birgok potansiyel nedeni vardir (sekil 2.2.).

1- Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: iskemiye bagh Ca™ artisi ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan parcalanmaya yol agabilir.

2- Hucre iskelet anormallikleri: Hiicre igi Ca* artmasi ile aktive olan
proteazlar hicre c¢atisina zarar verebilirler. Hicre sismesinde, bazi
zedeleyiciler hicre membraninin hiicre iskeletinden ayrilmasina neden
olarak membrani gerilmeye ve yirtiimaya hassas kilabilir.

3- Toksik oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tirevleri hiicre
membranina ve elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri iskemik
dokularda, 6zellikle kan akiminin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen
tirevlerinin buyuk 6lctde reperfizyon sirasinda zedelenme alanina gelen
PMNL tarafindan olusturuldugu dustnilmektedir.

4- Lipid yikim dranleri: Fosfolipit pargalanmasi sonucu iskemik

hucrelerde biriken bu katabolik Griinler membranlar Gizerinde yikici etki yapar.



Membran hasarinin mekanizmalari ne olursa olsun sonug, yukarida
tanimlanan olaylarla Ca™ nin bol miktarda hiicre icine girmesidir (sekil 2.1.).
Hicre ici Ca™ un artmasi hiicreye potansiyel zararl etkilere sahip ¢ok sayida
enzimi aktif hale getirir. Ca™ un aktive ettigi enzimler fosfolipazlar (membran
hasarina yol agar), proteazlar (membran ve sitoiskeletal proteinleri pargalar),
ATP’ azlar (ATP tuketilmesini hizlandirirlar) ve endonikleazlardir (kromatin

parcalanmasi yapar) (9).
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Sekil 2.2. iskemide membran hasarinin mekanizmalari

2.2.Reperfiizyon Hasari

Reperfiizyonun ana amaci, o doku veya organin korunmasi ve yeniden
fonksiyonlarini kazanmasi igin tamir edilmesidir. Reperfiizyonla birlikte
olusan hasarin buyukligu iskemi stresi ve siddeti ile iliskilidir. Kisa sireli
iskemilerde reperfizyon hasarinin siddeti hafif olurken, iskeminin siresinin
uzadigi ve irreversible hasarin olustugu durumlarda reperfiizyonla birlikte
hiicrelerin  kurtariimasi mimkiin olmayabilir. Iskemiye maruz kalmis bir
dokunun reperfiize edilmesiyle iskemik hasarin azalacag! beklenir; ancak
belli durumlarda bu mimkiin olmaz ve aksine hasarin arttigi tespit edilir. Bu

fenomeni aciklamaya yénelik bir takim hipotezler gelistirilmistir. Iskemi



sirasinda bazi hucrelerin hasara karsi duyarli hale gelebilecegi ve
reperflUzyon sirasinda ortaya c¢ikan bazi zararlh etkenler karsisinda
blttnluklerini kaybedebilecekleri ileri surtlmuastiur. Duyarli hale gelmis bu
hiicreleri dldurebilen en olasi zararl etkenin serbest oksijen radikalleri oldugu
ileri strtlmastar. Bunlar endotel ve parankimal hiicrelerden ve inflamasyon
nedeniyle dokuya niifuz etmis nétrofillerden kaynaklanabilir. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonuyla membranlara zarar verebildikleri gibi,
protein, DNA ve mitokondrilere de zarar verebilirler (sekil 2.3.). Bunun
disinda reperfiizyon esnasinda hicre i¢ine kalsiyum akimilasyonunun masif
bir hal aldigi ve ardindan kalsiyumun ozellikle mitokondrilere alinmasinin
reperfizyon hasarinin belkemigini olusturdugu yénunde kanitlar mevcuttur.
iskemi sirasinda dokuda olusan metabolitler sirkiilasyon olmadigindan
dokuda birikir (10). Kan akiminin normale dénmesiyle (reperfiizyon) olusan
metabolitlerin oksidasyonu sonucu olugan maddeler dolagima karisgir ve kan
yolu ile tium vicuda yayilarak uzak organ hasarindan sorumiu olurlar.
Reperflzyon, iskemi sonrasi iskeminin biraktigi hasari artiran bir potansiyele
sahiptir. Reperfuzyon hasari endoltelial ve mikrovaskiler disfonksiyon,
selluler nekroz ve apopitozisle karakterizedir. Reperfuzyon hasarina yol acan
mekanizmalar, etkileyici bir dizen igindedirler (10).

iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda
ozellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer I6kositler tarafindan salinan
serbest oksijen radikalleri dokudaki yikimi artirici etki yapar (11). Iskemik
dokuya gelen ve yerlesen polimorfonikleer I6kositler bircok yoldan etki
ederek iskemik dokuyu yok ederler. Lokositler endotel I6kosit adezyon
molekila (ELAM-1), interselltler adezyon molektla (ICAM-1), vaskiler hicre
adezyon molekilid (VCAM-1), L-Selectin gibi adezyon molekillerine
tutunarak iskemik dokuya yerlesir (12). Reperfiizyon sonrasi iskemik dokuya
olan surekli I6kosit gécl, iskemi/reperfizyon hasarina bagli doku hasarinin
devamini ve genislemesini saglar. Lokositler proteolitik enzim (elastaz) ve
serbest oksijen radikalleri sentezi ve kapiller seviyede mikrodolasim
tikanikligr ile hasara katkida bulunur (6, 13). Bu patolojik olayin ortaya

ctkmasindan sorumlu tutulan mekanizmalar olarak serbest oksijen radikalleri



(SOR), proinflamatuvar mediatérlerin artmasi, 16kosit infiltrasyonu, kalsiyum
yuklenmesi, fosfolipid peroksidasyonu ve azalmasi, bozulmus nitrik oksit

metabolizmasi ve azalmig ATP sentezi ileri striimustur (14).
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Sekil 2.3. Serbest oksijen radikallerine bagl hicre hasari

2.3. Serbest Radikaller

Oksijen; sekiz atom numarali, dogada dioksijen (Oz2) olarak bulunan
kararsiz bir elementtir ve kararsiz durumu enerji dizeylerinde bulunan
elektronlarin yapisina baghdir. Oksijen molekuliindeki ayni yénde dénen iki
elektrona sahip son orbitali énemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki
elektron, bir orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde farkl
yonlerde donduginde ‘singlet oksijen’ (O,) olusur. Orbitalden birine ters
donisliu bir elektron veya ikisine ters donusli iki elektron gelirse ‘oksijen
radikali’ elde edilir.

SR’ler organizmada hem metabolizma sirasinda endojen olarak

surekli olusurlar, hemde radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi
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etkenlere bagli eksojen olarak ortaya cikabilirler. Aerobik organizmalarda
yasamin surdurilebilmesi icin oksijene mutlak gereksinim vardir. Solunan
oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik % 5’ide oldukga toksik SR’lere ddnismektedir (4).
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O, radikali, iki elektron alarak
indirgenmesi ile H,O, olusur. Uclincti elektron ilavesi ile yiiksek derecede

reaktif OH" radikali olugur. Dordiincti elektron ilavesi ile de su olugsmaktadir .

Serbest radikallerin olusumu:

O, + e + H — HO, Hidroperoksil radikali

HO, — H" + O, Siperoksit radikali

O, + e +2H"— H,0, Hidrojen peroksit

H,O, + e — OH + OH Hidroksil radikali

OH + e+ H" — H,O Su

Memelilerde serbest radikaller baglica anaerobik metabolizma
sirasinda tretilir (15,16,17). Fakat O, kaynakli serbest radikallerden farkli
olarak karbon ve kiiktrt bazli radikaller de olusabilmektedir. Hicre iginde
oksijenin varlgi, toksik oksijen tirlerinin uygunsuz olusumuna neden olabilir.
Bunlardan de en 6nemlileri; hidrojen peroksid (H20,), siperoksit (O2) ve
hidroksil (OH") iyonlandir. Hicrenin bir cok yerinde (érnegin: plazma
membrani, mitokondri, sitozol, lizozom ve peroksizom) oksidatif enzim
aktivitesi sonucu meydana gelebilirler.

Olusan SR’ ler hiicre membrani ve hicre igi organelleri etkilerken
ekstraselluler komponente de geger ve uzak etkiler olusturur. Burada SR’ nin
cozunurlaga ile diftizyon hizi 6nem kazanmaktadir. Oksijen merkezli SR’ ler

incelendiginde OH" radikali ¢ok potent olmasina ragmen difizyon hizi
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yavastir. Bu ylzden ancak olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Buna
karsin H»O, c¢ok az potent olmasina ragmen plazma membranini,
mitokondrial ve peroksismal membranlarn rahatlikla gecerek uzak etki
gosterebilirler (18,19).

Fizyolojik ve patolojik durumlarda, organizma vyiksek oranda
oksidanlarla ve serbest radikallerle karsi karsiya gelebilir. Bu radikallerin
onemli bir kismi enzimatik sistemler tarafindan etkisiz hale getirilirler.
Oksidan maddelerin olusumu ile savunma mekanizmalarinin isleyisi arasinda
bir denge vardir ve bu dengenin oksidan baski yéninde artmasi hicre hasari
ile sonuclanir. Oksidan etki sonucunda olusan hasarin baytkluga, hasarin
olusma hizi ve oksidatif hasari 6nleyen koruyucu mekanizmalar arasindaki
dengeye baghdir (19,20,21,22).

Serbest radikaller, hiicrenin tim organellerinde olusabilirler. Hucre
zarina bagl yada serbest olarak bulunan bir ¢cok enzimin etkisi ile de serbest
radikaller olusmaktadir. Doymamis yag asitlerinin ve ksenobiyotiklerin
oksidasyonunda rol oynayan hiicre organeli endoplazmik retikulumdur ve bu
sistem sitokrom P-450 ve sitokrom b5 icermektedir. Detoksifikasyon
sirasinda serbest radikaller meydana gelir. Dokuda bulunan peroksizomlar
yuksek dizeyde oksidaz (6rnegin; D-amino asit oksidaz, Urat oksidaz, acil
koenzim-A oksidaz ) icerdiklerinden dolayr gucli bir hidrojen peroksit
kaynagidir (23). Oksidazlar, hidrojen akseptoril olarak oksijeni kullanarak
substrattan hidrojen ayrilmasini katalize ederler. Plazma membraninda
bulunan lipoksijenaz ve siklooksijenaz, radikal Uretimine yol acan
reaksiyonlardan sorumludur. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar

sonucunda prostaglandinler, tromboksanlar ve I6kotrienler meydana gelir.

2.3.1. Serbest Radikallerin Hiicresel Etkileri

SR’ ler cevredeki tum biyomolekillere (nukleik asitler, membran
lipidleri, enzimler, reseptdrler gibi) zarar verirler. Hiicresel hasar olugumunda
Uc tip reaksiyon 6nemlidir.

Lipid peroksidasyonu: SR’lerin lipidler {izerindeki en 6nemli etkileri
lipid peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipid peroksidasyonu SR’ ler tarafindan

baslatilan ve hicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin
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oksidasyonuna yol acan kimyasal bir olaydir. Stuperoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali, alkoksil radikali, lipid peroksidasyonunu baslatan
baslica radikallerdir (4).

Hicre zarlarinda lipid peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hicre i¢ci ve disi iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun
sonucunda hiicre ici Ca* konsantrasyonu artmakta ve Ca* bagimli proteazlar
aktive olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda énemli role sahiptir. Nitekim
hiicrede asir Ca* birikmesinin sitotoksik oldugu gésterilmistir (4). Ote yandan
lipid peroksidasyonunun son Grint olan aldehitler de sitotoksik o©zellige
sahiptirler.

Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: SR’ ler aminoasit yan zincirlerinin
oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olugsmasina yol
acarlar. Ayrica protein ana zincirini okside ederek protein pargalanmasina
neden olurlar. Bdylece hiicrede fonksiyonel 6éneme sahip enzimlerde
bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir. (4).

DNA hasari: SR’ler, ntkleer ve mitokondrial DNA'da timin ile
reaksiyona girerek tek zincir kirilmalar olusturur. Bu durumda DNA onarm
mekanizmasinin uyarilmasi ile poli ADP-riboz sentaz (PARS) enzimi aktive
olur (4). PARS nikleusta bulunan, protein modifikasyonu ve nukleotid
polimerizasyonu yapan bir enzimdir. Fizyolojik rolt tam bilinmemekle birlikte
gen ekspresyonu, gen amplifikasyonu, hicresel farklilasma, malign
transformasyon, hiicre boélinmesi ve DNA replikasyonunda rolli olduguna
dair veriler vardir. PARS'In aktivasyonu sonucu bu enzimin substrati olan
nikotinamid dintkleotid (NAD) dizeyi diser. NAD ise glikoliz ve trikarboksilik
asit sikluslarinda kofaktér oldugundan bu sikluslar durur ve boylece ATP
olusumu azalir. Sonugta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tip hiicre

olimu olur (4).

2.3.2. Serbest Radikallerin Toksik Etkileri

Serbest oksijen radikalleri hiicrede aerobik metabolizma sirasinda
uretilir ve hiicredeki tim molekiller ile reaksiyona girebilirler ve en ¢ok lipitler
‘saldiriya ugrar (24). Uretim miktari metabolizma hizina bagh olarak artar

(25). Normal sartlarda metabolik reaksiyonlarda kullanilan oksijenin sadece
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%5-10 "u kuvvetli toksik trlinlere déntsir. Aerob organizmalar intraselller ve
ekstraseililer antioksidan savunma sistemleri ile bu toksik metabolitleri
etkisiz hale getirerek kendilerini korur ve zarart minimum seviyede tutarlar.
Antioksidan defans sisteminin glclnun zayifladigi yada SR dretiminin bu
savunma sisteminin gtclint astigi hallerde hiicreler zarar gorir (26). Oksijen
radikalleri ¢ok kisa sureli olustuklari halde bu sire icinde etkin olarak
detoksifiye edilmezlerse nikleik asitler, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve
glikoproteinleri icine alan butin biyolojik materyal ile reaksiyona girerek
reversibl yada irreversibl degisikliklere yol agarlar (25).

SR’ lerin hicredeki baslca zararl etkileri; proteinlerin zarar gérmesi,
enzimlerin inaktivasyonu, membran ve serum lipitlerinde peroksidasyon,
hicre ylzeyindeki reseptorlerde degisiklik, Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi
hicre iyon transport proteinlerinin tahrip olmasi, DNA'nin zarar gérmesi, bag
dokusu harabiyeti, ekstraselltler etkiler olarak bildiriimektedir (24, 26).

Bir kisim O; vicutta nétrofil, monosit, makrofaj, eozinofil gibi
inflamatuar hicrelerden, hiicrelerin yiizeylerinde bulunan redikte NADPH
oksidaz sistemi ile kasten yapiimaktadir. Bu buytk miktardaki O, yapiminin
amaci yabanci mikroorganizmalarin éldartimesidir. Kronik inflamasyonda bu
normal koruyucu mekanizma hasara neden olabilir. Solunum yolu ile almig

oldugumuz oksijenin yaklasik %1-3 't1 Oz yapimi igin kullanihr (27).

2.3.3. Serbest Radikal Temizleyici Antioksidanlar

Antioksidanlar, SR olugsumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve
hasarli molekulleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla
etkilerini gosterirler. Antioksidan sistem grubuna giren enzimler, SOD, CAT,
GSH-px, glutatyon rediktaz, glutatyon transferazdir (Tablo 2.1.). Suda
¢6zinen radikal tutucular; GSH, vitamin C, drik asit, glikoz ve sisteindir.
Yagda c¢ozunen radikal tutucular; vitamin E, B-karoten, biluribin, ubikinol ve
flavanoidlerdir (4). Hem suda hem yagda c¢&zinebilen; Melatonin. Metal
iyonlarini baglayan proteinler; ferritin, transferin, haptoglobin, seruloplazmin

ve albumindir (4). Ayrica n-asetilsistein, propranolol, kalsiyum kanal
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blokerleri, kaptopril ve lipoksigenaz inhibitdérii olan nafazotromunda deneysel

olarak degisik sitoprotektif etkileri gbsterilmistir (28).

Tablo 2.1. Antioksidanlar.

Antioksidanlar
Endojen Eksojen
Enzim olanlar Enzim olmayanlar
1) Siiperoksit dismutaz 1) Melatonin 1) Vitaminler
2) Glutatyon peroksidaz (GSH- | 2) Seruloplazmin *a-tokoferol (Vit E)
Px) 3) Transferrin 2) * B-karoten(Pro-vit A)
3) Glutatyon S-Transferazlar 4) Myoglobin * Askorbik asit (Vit C)
(GST) 5) Hemoglobin * Folik asit (folat)
4) Katalaz (CAT) 6) Ferritin — 2) ilaglar
5) Mitokondriyal sitokrom 7) Bilirubin * Ksantin oksidaz inhibitérleri
oksidaz sistemi 8) Glutatyon -Allopiirinol
6) Hidroperoksidaz 9) Sistein -Oksipiirinol
10) Metiyonin NADPH oksidaz inhibitérleri
11) Urat -Adenozin
12) Laktoferrin -Lokal anestezikler
13) Albiimin -Kalsiyum kanal blokerleri
-NSAID
* Mannitol
*Albiimin
*Demir selatorleri
*Desferroksamin
*Barbitiiratlar
*Sitokinler(IL-1, TNF)
*N-asetil sistein(NAC)
3) Gidalar

2.4.Sodyum-Hidrojen Degistircisinin Aktivasyonu

Iskeminin  baglamasi ile birlikte normalde var olan aerobik
metabolizma derhal anaerobik forma ddniserek doku biyoenerjisi ve iyon
homeostasisi, molekiiler regiilasyon ve organ performansinda bozulmaya yol
acmaktadir. Iskemi ve hipokside aerobik metabolizma devam edemediginden
dokuda var olan adenozin trifosfatlar (ATP) tuketilir. Yeni ATP tretimi yetersiz
kaldigindan enerji ihtiyaci i¢in gerekli olan olaylarin strekliligi saglanamaz.
ATP dizeyinin azalmasi ile birlikte iyon gradientinin siurdurdimesi igin
hicrelerdeki Na-K ATPaz enzimi fonksiyon géremez. Bunun sonucu hiicre
icinde Na+ konsantrasyonu artar. Hucre igindeki artmis Na+'u disariya

¢tkarmak icin Na-Ca antiport sistemini devreye sokar. Bu sistem hicre
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icindeki artmis olan Na+'dan bir adet disariya c¢ikarirken bunun yerine bir
adet Ca+2 iceriye tasir. Bunun sonucu olarak hiicre i¢i Ca+2 miktar artar.
Artmis olan Ca+2 ortamda ATP olmadigindan hicrenin kasilabilirligini
artirmaz. Buna karsilik mitokondrilerde sisme ve matrikste hidroksiapatit

kristallerinin birikmesine yol agmaktadir (29,30).

2.5. Lokosit ve Endotel Etkilesimi

Iskemi reperfiizyon hasarinda aktif hale gelen ilk hiicre nétrofil olup
hasarin elzem huicrelerindendir. Mikrovaskiler ve mukozal hasarin gogundan
sorumlu son mekanizma olduklari diistinilmektedir (6). Iskemi reperfiizyon;
endotel ve |6kosit hiicre yuzeyleri adezyon molekil olusumunu artirarak
|6kosit diapedeziyle sonuclanan kaskadin aktivasyonuna neden olur (30).
Doku iskemisi sonrasi dokudan acgiga c¢ikan (platelet, endotel ve
notrofillerden) kemotaktik sinyaller nétrofil adezyon ve diapedez sirecinin
duzenli sekilde gergeklesmesine neden olurlar. Dolasimda bulunan nétrofiller
aktive olduklarinda iskemik doku endoteline yapisip interstisyel alana
gecerler (31).

Serbest oksijen radikalleri kemotaktik stimulanlarin  olusumunu
artirarak (PAF, LTB4), kompleman aktivasyonunu gerceklestirerek, adhezyon
molekdllerinin ekspresyonunu artirarak, antiadhesiv molektl olan nitrik oksitin
yikimini artirarak I6kosit infiltrasyonuna neden olurlar (32).

Aktive olmus I6kositler saliverdikleri serbest oksijen radikalleri,
sitotoksik enzimleri ve mikrosirkillasyonda olusturduklari obstriksiyonla
hasara katkida bulunurlar. Lokositlerin iskemi reperflizyon periyodundan
sonra ¢izgili kasta biriktigi gézlenmistir (33).

Lokositlerin - dokuya nifuz edebilmelerinin @ 6n  kosulu endotel
hucrelerine yapismalandir (adezyon). Baslangigta I6kositler ve aktive olmus
endotel hucreleri arasinda olugsan adezyona E-selektin, P-selektin ve L-
selektin aracilik eder. Bu sekilde adezyona ugramis Iékositler C5a, Lokotrien
B4 (LTB4), interlokin 8 (IL-8) ve platelet aktive edici faktér (PAF) araciligi ile
aktive edilirler ve ytzeylerinde CD11b/18 molekilleri belirir (sekil 2.4.).
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CD11b/18 ve ayrica ICAM-1 etkinligi sonucu daha 6nce olusan adezyon
guclenir ve transendotelial migrasyon olusur (34,35,36).

Sonrasinda, endotel hicreleri arasindan gecen lokositler hedef
dokuya go6¢ ederler (Diapedez). Lokosit gogli esas olarak venéz kilcallardan
olur. Lokositler bu go¢ esnasinda endotel bazal membraninda bir siire
duraklarlar. Lokositlerden salgilanan kollagenazlar, bazal membran
parcalanmasi ve |6kositlerin interstisyel alana gecislerinde énemli rol oynar.
Hasarli dokuya olan I6kosit kemotaksisi C5a (kompleman sistem unsuru),
LTB-4 (Aragidonik asit lipoksigenaz yolu wrinleri), IL-8 (Sitokin) yoluyla
saglanir (11). iskemi reperfiizyon sirasinda olusan TNF a, IL 1B, PAF ve
kompleman sistemi gibi inflamatuvar aracilarin hepsi l6kosit géciini artirir
(37).

Integrins !

Membrane

o
~ ]Endothelium
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I—Salactins—{
Basement

Vascular
Lumen

P-Selectin CD11/CD18  ICAM-1 / (<)
/ Interstitial
~ J Space
bt o
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Sekil 2.4. iskemi repefiizyon hasarinda l6kosit-endotel etkilesimi (104).

Hasarlanmis bélgede biriken hicre tipi, inflamasyonun siresi ve

uyaranin tipine goére degisir. Iskemi reperfiizyon hasarina inflamatuvar

cevapta ilk 6-24 saat notrofil hakimiyeti mevcut iken, 24-48 saatlerde
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monositler baskin hale gecerler. Bunun nedeni nétrofillerin kanda fazla
bulunmasi, daha hizli aktive olmalar, adezyon molekillerine yiksek afinite
ile baglanmalari ve yar dmdarlerinin kisa olmasidir. Dolayisiyla akut dénemde
notrofil kronik ddnemde monosit hakimiyeti vardir (11).

Tum bu basamaklar sonucunda I6kositler dokuda hasarin
genislemesine neden olurlar. Bu durumun klinik yansimasi mikrovaskiler

tromboz ve disfonksiyon ile karakterize “no-reflow” fenomenidir (6).

2.6. Mikrodolasim( No-reflow Fenomeni)

Mikrodolasim, en wug¢ kan dolasim sistemidir. Iskemi sonrasi
reperfizyon periyodunda iskemik dokuda ilk biriken hicreler plateletlerdir.
Bunlar endotel aktivasyonuna ve I6kosit birikimine katkida bulunurlar (13).
Aktive olmus |6kositler inflamatuvar yanit olusmasina neden olurlar.
Lokositler mikrodolagsimda birikerek kollaps ve tikaniklida neden olurlar.
Dolayisiyla I6kosit-platelet ve I6kosit-endotel hicre etkilesimleri ana
mekanizma olup, interstisyel sivi birikimi ve azalmis endotel bagimli
vazodilatasyon bu duruma katkida bulunur (38).

Lokosit-endotel etkilesimi endotelde sisme ve daha c¢ok |6kosit
adezyonuyla sonuglanir. Lokosit-platelet adezyonu ise plateletlerin
subendotel alanda birikerek, endotel ayrniimasina neden olur. Biriken
plateletler daha fazla l6kosit etkilesimine neden olur (39). Sonug¢ olarak
endotel-Iokosit-platelet etkilesimleriyle fibrin  birikimini  takiben trombus

olugsumu gézlenir.

2.7. Nitrik Oksit

Nitrik oksit L-Arginin’in guanidium grubundan, Nitrik oksit sentetaz
(NOS) enzimi araciligi ile endotelde sentezlenen diatomik serbest radikaldir
(29). Ug farkhh NOS enzimi vardir.Endotelial, néronal ve tgiinciistide normal
kosullarda tretilmeyen ancak enflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda
sitokinler veya endotoksinler tarafindan induklenebilen INOS'dur. Ayrica
iNOS NO iretimi Ca+2 bagimsizdir. Nitrik oksit, iskemi reperflizyon hasarina

karsi oldukga iyi bilinen koruyucu ve mediatérdir (40).
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Nitrik oksit vaskiler tonusun fizyolojik regulasyonu, platelet
agregasyonunun inhibisyonu, endotele I6kosit adezyonunun engellenmesi,
oksijen derive serbest radikallerin temizlenmesi, normal vaskiler
permeabilitenin idamesi, diz kas proliferasyonunun engellenmesi, immun
defansin guglendiriimesi, endotel hicrelerinin rejenerasyonu gibi birgok
yasamsal olayda etken bir maddedir (41). Ayni zamanda iskemik dokularda
superoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir
(42).

Iskemi reperfiizyon hasarina baglh gelisen endotel hicre
disfonksiyonunda, nitrik oksit sentezinde azalma olusarak hiicre hasari
derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagh nitrik oksit azalma mekanizmasi

hala tam olarak gosterilememistir (40).
2.8. iskemi Reperfiizyon Sonrasi Olusan iskelet Kasi Hasari

2.8.1. Tarihge

1881 yilinda Volkman tarafindan tariflenen ve kemik kirigini takiben
olusmus iskemik kontraktir, muhtemelen belirlenmis ik kas iskemisi
komplikasyonudur.Yapilan hayvan deneylerinde; 1926'da Jepson, alt
ekstremiteye turnike uygulanimi sonrasi 6dem olustugunu, 1945'de ise
Dennis, olusan bu &deme fasyotomi ile midahalenin klinik dizelme
sagladigini gostermiglerdir. Ancak fasyotomi asil popdulerligini, 1964’de
Patven, Pavlos ve Shires tarafindan76 iskemik alt ekstremite hastasinda kas
6demini ¢ézmek icin kullanildiginda elde etmistir (43).

Sok sonrasi toksik molekul olusumunun, ik kez 1920 yilinda Cannon
tarafindan tariflenmesi, reperfiizyon hasarinda ilk adim olmustur. 1937’de ise
Husveldt ve Bjering tarafindan travmatik soku takiben bobrek hasari
tariflenmistir. Ikinci dilnya savasi sonrasi Bywaters tarafindan yayinlanan
genis bir seride ekstremite ezilmesini takiben olusan bébrek yetmezligi
tablosu ile reperfiizyon hasarn izerinde durulmustur (43). Iskemik ekstremite
revaskularizasyonu ile olusabilecek risk, ilk kez 1960 yilinda Haimovici

tarafindan “ myonefropatik-metabolik sendrom” olarak tariflenmistir (44).
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1969 yihinda, iskemik ekstremite revaskilarizasyonunu takiben %85 lik
mortalite tariflenmis olup Haimovici'lden farklh olarak mortalitenin

kardiyopulmoner nedenlere bagh olustugu gézlenmistir (45).

2.8.2. Ekstremite iskemi Reperfiizyonu’ nun Fizyopatolojisi

Iskemiye karsi olan tolerans dokunun tiriine ve kolleteral dolasim
varligina gore degisir. Normotermik doku iskemisinde geri dontgtmsiz
hasar; kasta 4. saatte, sinirde 8. saatte, yag dokusunda 24. saatte ve kemikte
yaklasik 4. giinde olusur (43).

a)Kas Degisiklikleri:

Iskelet kasi, ekstremiteyi olusturan primer kitle olup ayni zamanda
iskemik hasara en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kasi hasari ekstremite
reperfiizyon hasarinin en énemli boliumani olusturur (43). Kas 6liumi sonrasi
makroskopik ve mikroskopik degisiklikler minimal oldugundan kas o&lum
zamanini belirlemek zordur. iskemiyi takiben yaklasik tglncl saatte ciddi
kas hasari ve altinci saatte yaklasik %97’lik fonksiyonel doku kaybi oldugu
gosterilmistir (46). Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi arasinda yakin iligki
saptanmistir. Iiskemik kas dokusunda o6ncelikle glikojen ve kreatin fosfat
azalirken bu safhada cok fazla myonekroz olusmaz. Sonrasinda ATP
azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar. Alti saatlik kas iskemisi sonucu,
normal kas dokusu ATP deposunda %80 azalma ve kas dokusunun timiinde
nekroz olusur (47).

b)Mikrodolagim Degisiklikleri:

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik dénemde gerceklesir ve iskemi
suresi ile uyum gosterir. Iskemi ilk olarak kapiller endotel hicreleri
etkileyerek, hem limen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi
cikintilar olusmasina neden olur. Iskeminin devami ile birlikte endotel
vezikillerinde artis olusur ve bdéylece hicreler arasi baglar zayiflayarak
gegitler genigler. Heterojen dagihmh endotel hiicre édemi olusarak kirmizi
kire sikismasini  arttinr.  Iskeminin  dérdiinci  saatinden  sonra
mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler (eritrositik, trombositik ve I6kositik)

baglar. Vendéz ve arteryel kilcallar, reperfiuzyon Oncesinde, sikismis
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eritrositlerle kapanmis goérinimdedirler. Rulo halindeki eritrosit kiimeleri,
erken reperflizyon déneminde endotel ylzeyde hasarlanma olustururlar.
Endotel hiicre sitoplazmasindaki pargalanma sonucu hucreler arasi buyuk
gecitler olusur. Reperfiizyonla birlikte, 6zellikle venéz kilcallarda, limen igi
platelet ve fibrin kiimeleri ile karekterize trombotik komplikasyonlar olusur. Bu
platelet kiimeler endotel ylizdeki genis defektleri kapatir. Venlerde I6kosit
diapedezi olusurken, venodz kilcallarda I6kositlerin, lenfosit ve monositlerle
olan kimelesmesi olusur (43).

Iskemi siiresi uzadikga damarsal gegirgenlik artisi ve ilerleyici
interstisyel 6dem olusur. Yapilan bir caligmada, doért saatlik iskemi sonrasi
kas agirhginin arthgr ve bu agirhgin reperfiizyonun Gglinct saatinde
maksimuma ciktigi belirtilmistir (48).

c)’No reflow” fenomeni:

Ilk kez Brooks ve arkadaslari tarafindan 1922’ de, hayvan deneyinde,
bu durum goézlenmis ve patofizyolojik olarak tarif edilmistir (49). Ancak
“‘noreflow” teriminin ilk kullanimi Ames tarafindan 1968'de iskemik beyin
hasarinda olmustur (50).

Kas iskemisi ilerlediginde kasi besleyen damarda kalici tikanikhk
olusur. Dolayisiyla “no reflow” fenomeninin myonekroza ikincil mi olustugu,
yoksa “no reflow” sonucunda mi myonekroz olustugu celiskili bir konu olup,
ilk durumun gecerli oldugu distnulmektedir. Cinki miyosit ve endotel
hiicrelerinin iskemiye karsi toleranslan farklidir. Dért saatlik iskemi ciddi kas
hasari olusturabilirken, bu durum endotelde alti saatte olusur. Bu nedenle
dokunun iskemiye karsi olan toleransini endotel deg@il doku hicresi
belirler(43).

“‘No reflow” fenomeni patofizyolojisinde, hemokonsantrasyon ve
tromboz, kapiller endotel hicrelerinde sisme, kapillerlerde [6kosit
kimelesmesi ve doku 6demine ikincil artmis ekstravaskiler doku basinci
vardir. Kapiller endotel sismesi enerji depolarindaki azalmaya baghdir. Bu
sisme erken reperflizyon déneminde maksimum diizeyde olup kapiller kan
akimina karsi rezistansi arttinr. Lokositler, kapiller endotelle adezyon

olusturmadan lumen igerisinde kiimeleserek “no reflow” olusumunda 6nemli
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rol oynarlar. Dolayisiyla kiimelesmis Idkosit hareketi endotel hasarini
arttinir(43).

d)Lokal Inflamatuar Cevap:

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuar bir cevap dogurur. Ancak doku
nekrozundan, reperflizyon déneminden ¢ok iskemik dénem sorumludur (43).

Damar tikanikliklarinda, hayvan turnike modellerinin aksine, kollateral
dolagima bagli olarak tikanikhgin bir miktar distaline kadar normal doku
izlenir. Dolayisiyla reperfiizyonla amag¢ nekrotik alanin degil bu alanin
kanlandiriimasidir. Bu bélge, nekrotik ve ciddi hasarlanmis hucrelerin i¢ ice
oldugu ve inflamatuar aracilarin sentezlendigi yerdir. Bu ylzden reperfiuze
edilmis hasarli veya nekrotik alan miktari morbiditeyi belirler. Inflamatuar
cevabin tetikleyicileri; asit fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit, myoglobin,
nukleotidler, potasyum, proteolitik enzimler ve pirin bazlarn gibi kas yikim
drtnleridir. Bu yikim artinleri, prokoagilan 6zellikte olup intrensek pihtilasma
sistemini aktive ederek vendz kilcallarda trombozu ve kollateral arteriollerde
vazospazmi olustururlar. Inflamatuar cevabin en belirgin oldugu gecis
alanindaki bu tarz bir aktivite nekrotik alanda geniglemeye neden olur.
Dolayisiyla antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri dénusumliu hasar
bélgelerine olan kollateral akim ve mikrodolasim korunarak nekrotik

genigleme engellenebilir (43).

2.9. iskemi Reperfiizyona Bagh Olusan Uzak Organ Hasan (SIRS)

Iskemi reperfizyonun énemli sonuclarindan biri uzak organ hasari
olup, yilksek mortaliteyle seyreden SIRS’la sonuglanabilir. Bagirsak,
karaciger, iskelet kasi ve aortik iskemi-reperfizyon modellerinde SIRS
gelisimi gdzlenmistir (51).

SIRS olusumunda, hayati organlarin kanlandiriimasi amacl refleksif
gelisen mezenterik vazokonstriksiyon ve relatif mezenterik iskemi rol oynar.
Bu kisa donemli mezenterik iskemi, bagirsak mukozal batunlagi ve bariyer
fonksiyonunda bozulma ve bakteri/lipopolisakkarit translokasyonu ile

sonuglanir. Mezenterik lenf nodlari ve karaciger makrofajlarinin bu etkenlerle
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aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin (TNF-a) dolasimda artigsina neden olur.
Boylece sistemik olarak |6kosit ve endotel aktivasyonu gerceklesir (51).
SIRS’da olusan sistemik inflamasyon hemen her organda hasar
olustururken ilk gozlenen, genelde 24-72 saat icinde olusan akciger
yetmezligidir. Akciger hasari, hafiften (akut akciger hasarr) siddetliye (akut
respiratuar distres sendrom) dogru seyreden bir klinik spektruma sahip olup,
patogenezinde mikrovaskiler gecirgenlik artisi ve alveol sivisinda notrofil
birikimi suclanmaktadir. SIRS’ a bagdli ayni zamanda karaciger, bobrek,
santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve miyokard disfonksiyonu

gérilebilir (51).

2.10. iskemi Reperfiizyon Hasarini Onlemek igin Tedavi Stratejileri
Kontrollii deneysel modellerde I-R hasarini basariyla 6nleyen veya
sinirlayan birgok tedavi stratejileri klinik pratik kullanimda supheli sonuglar
vermektedir veya insan klinik arastirmalarinda kullaniimamaktadir. I-R
hasarini azaltmada kombine stratejilerin etkinligini bulan az sayida ¢alisma

vardir (52).

iskemik Onkosullama

Dokunun ciddi iskemi-reperfizyon ©ncesi, kisa sireli iskemi-
reperfizyon periyotlarina maruz birakilmasidir (53). Boylelikle doku uzun
streli iskemi reperfiizyona daha direncli hale gelir. iskemik énkosullama
sikluslarinin sayisi ve siresi arttikga koruyuculuguda artar (54). Iskemik
onkosullamanin yararh etkileri bircok yerde goésterilmis olmasina ragmen
insan klinik verileri sinirlidir. Akut ve ge¢ iskemik énkosullamanin koruyucu
etkilerinin temelini farkli mekanizmalar olusturur. Pertussis duyarli G
proteinlerinin adenozin ya da A1 adrenerjik reseptor aktivasyonu fosfolipaz C
yada D stimilasyonu yolu ile akut 6nkosullamanin kritik bir baslaticisi oldugu
gorilmektedir, bu da sirayla protein kinaz C'yi aktive eder. Akut
onkosullamanin yararl etkilerinin sebebi ATP duyarlh potasyum kanallarinin
protein kinaz C bagimi fosforilasyonudur (55). Akut onkosullama hicre
ylizeyine Protein kinaz C bagimh 5’nikleotidaz translokasyonunuda indiikler.

Bu hicresel adenozin yapimini artiran ve hicresel enerji depolarini
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destekleyerek ve lokosit yapismasinin onleyerek koruma saglayabilen bir
etkidir (55). Kisa ve uzamis iskemik hasar arasindaki zaman aralig: iki saatin
tzerine ¢iktiginda 6nkosullamanin akut ve yararl etkileri kaybediliyor olsada,
eger uzamis iskemik hasar ilk iskemi periyotlarindan 24 saat sonra olusursa
onkosullamanin gecikmis bir koruyucu etkisi gozlenir (56). Akut yanittan farkli
olarak gecikmis 6nkosullama degismis gen ekspresyonuna bagli oldugu
kadar antioksidan enzimler, nitrik oksit sentaz ve isi sok proteinlerini igeren

yeni protein sentezine baglidir (56).

Antioksidan Tedavi

Cok sayida deneysel hayvan calismalar iskemi reperfiizyon hasarini
azaltmada ve oOnlemede antioksidan tedavinin etkinligini géstermistir.(E
vitamini, N-Asetil-sistein, allopurinol, mannitol, demir selatérleri, ACE

inhibitorleri, kalsiyum kanal blokerleri, katalaz, stiperoksit dismutaz) (52).

Antikompleman Tedavi

Kompleman sistem aktivasyonunun engellenmesi ile iskemi
reperfiizyon hasarinin azaldigi bircok hayvan deneyinde gdsterilmistir (57).
Insan C5 icin spesifik humanize edilmis rekombinant tek zincir antikorunun
kardiyopulmoner bypass ile koroner bypass ameliyati gegirenlerde
kompleman aktivasyonunu, l6kosit aktivasyonunu, myokard hasarini, kan
kaybini ve kognitif disfonksiyonu anlamli olarak azalttigi goésterilmistir (58).
Ancak antikompleman sistemlerin insanda kullanimi hakkinda yeterli klinik

veri yoktur.

Antilokosit Tedavi

Lokosit aracili iskemi reperfizyon hasarini engellemeyi hedefleyen
deneysel terapotik stratejiler inflamatuvar mediatér saliniminin veya reseptor
baglanmasinin, lokosit adezyon molekilt sentezinin veya l6kosit endotel
adezyonunun inhibisyonu Uzerine odaklanmistir (59). PAF, histamin,
Lokotrien B4, ve TNF alfa gibi araci inflamatuvar maddelerin sentez veya
reseptor etkilesimlerinin engellenmesi ile iskemi reperfiizyon hasarinda fayda

saglanmistir  (59). Aspirin, glukokortikoidler, altin, D-penisilamin gibi
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antienflamatuvar ilaglar I6kosit adezyon molekili sentezi veya sitokin
olusumunu azaltirlar (59). Bu modellerin insanlardaki klinik kullanimina ait

bilgiler heniiz yetersizdir.

2.11. iloprost

Siklooksigenaz yolunun bir metaboliti olan prostoglandin 12
(prostasiklin), I6kositleri inaktive eder, |6kotrienler gibi arasidonik asidin toksik
metabolitlerini inhibe eder ve reperfizyon hasarindan iskemik dokunun
mikrosirkulasyonunu korur. Pgl2 gicli sitoprotektif, antiagregan, ve
vazodilatator etkilere sahiptir (60, 61, 62).

Prostasiklin’in ~ (Pgl2)  mikrovaskiler kan  akimi, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu ve vazodilatasyon tzerine énemli rolt vardir.
lloprost benzer farmakokinetik 6zelliklere sahip bir Pgl2 analogudur. Bu
olumlu etkiler, iloprostun mikrosirkiilasyonda artis saglamasi ile elde
edilmektedir. Ayrica iloprost'un adezyon molekdllerinin ve koagulasyon son
Urtnlerinin Uretimini azaltarak endotel hiicreleri (izerinde koruyucu etkisi de
vardir. Yuksek iloprost dozlarinda; artmis vazodilatasyon kan akiminin
deriden kasa yonelmesiyle calma fenomeni ile sonuglanir. lloprostun
antiplatelet ve diger olumlu etkileri azalir.Ayrica yiksek doz iloprost dozlari,
koroner arter hastalarinda koroner akimdan ¢alma etkisine neden olmaktadir
(63).

iloprost arasidonik asit metaboliti  karakterinde yeni  bir
molekildir.1976’da Moncada ve Vane tarafindan kesfedilmistir.Bu yapinin
prostasiklin veya prostaglandin 12 olarak adlandiriimasi, yapisal izolasyon ve
kimyasal sentezlerden sonra olmustur. iloprost prostasiklinin 2.kusak bir
yapisal analogudur. lloprost EP1 reseptérlerine baglanir. Normalde damar
duvari ve trombositlerden sentezlenen trombaksan A2 normal hemostaz
kontroliinde prostasiklin ile dengelenir. Trombositlerde bulunan arasidonik
asit, siklooksigenaz yolu ile vazokonstriktdr trombaksan A2'ye (Tx A2)
cevrilir. iskemik dolasimda prostasiklin seviyeleri oldukga dusiktir ve
aterosklerozda da vaskuler dokularda prostasiklin(Pgl2) sentezi azalir (64,

65).
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Prostasiklin trombosit agregasyonuna neden olan trombin, kollajen,
adenozindifosfat't (ADP) inhibe eder. Saglam organizmalarda vazodilatatér,
hipotansif, antidiliretik ve kanama zamaninin uzatici etkisi vardir. Ayrica
endotelden makrofaj ve trombositten blylime faktdri salarak damar diiz kas
proliferasyonunu stimile eder. Saghkh bireylerde mikrovaskuler kan akimi,
savunma sistemleri, hemostaz ve inflamasyonun regiilasyonunda énemli rol
oynar (66). Doku perfiizyon artisi ve antiplatelet etkiyle, direkt sitoprotektif

etkinlik saglar.

lloprost'un Farmakolojik Ozellikleri

lloprost; arasidonik asitten sentezlenen endojen prostaglandin olan
prostasiklinin ~ (Pgl2) sentetik karboksilin analogudur. Prostasiklin
organizmada en ¢ok damar endotelince sentezlenir.

lloprost prostasiklinden farkl olarak C18,C19'da il bag,C16’da metil
grubu ve hetorosiklik oksijen atomu yerine metilen grubu icerir. Bu molekuler
farklihk iloprostun daha stabil molekil olmasini saglar ve intravenéz
kullanima olanak saglar. iloprost oda isisinda 4 sene stabil olarak kalabilir.

Dilue edildikten sonra 24 saat stabildir (67).

iloprost’un Farmakokinetik Ozellikleri

Intravenéz infiizyon basladiktan 10-20 dakika gibi kisa bir stre sonra
kararli durum plazma duzeylerine ulasir. Kararli durum plazma seviyeleri
infizyon hizi ile dogru orantihdir. 3ng/kg/dk infizyon hizi ile yaklasik
135pg/ml  plazma konsantrasyonu elde edilir. inflizyonun sona
erdirilmesinden sonra yiuksek metabolizma hizi nedeni ile iloprost plazma
konsantrasyonu hizla duser. Plazma yart émrt 0,5 saattir. Bunun sonucu
olarak inflizyonun sona ermesinden hemen 2 saat sonra madde dizeyi
denge konsantrasyonunun %10’un altina diiser. Karaciger sirozlu hastalarda
ve diyalize gerek gosteren kronik bobrek yetmezlikli hastalarda iloprost
klirensi 2-4 misli azalir. lloprost plazma albiminine %60 oraninda baglanir.
lloprost metabolitlerine déniiserek elimine olur. Ana metabolit tetranor-
iloprost’'tur ve farmakolojik olarak inaktiftir. iloprost metabolitlerinin %80’i

bobrek yoluyla, %20’si safra yolu ile atilir (67).
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lloprost’un Etkileri

lloprost etkisini, aktive trombositlerden 5-hidroksi triptamin ve
trombaksan gibi vazokonstriktér ve zararl sitokinlerin salinimini engelleyip
bu sayede trombozu, trombosit aktivasyonunu inhibe ederek gerceklestirir.
Trombosit agregasyonunu inhibe eder. Aktif madde iloprost trombosit
adezyon inhibisyonu icin Pgl2'den daha diisik seviyelere ihtiya¢ duyar.
Lokosit aktivasyonunu ve adezyonunu inhibe eder. Lokositlerden salinan
I6kotrienler, serbest oksijen radikalleri, proteolitik enzim salinimi azalir. Bu
sekilde endotel koruyucu etki géstermis olur (66).

lloprost vazodilatatér etkiye sahiptir. Lokotrienlerin ve tromboksanin
arteriel diiz kas hucrelerindeki vazospastik etkilerini 6nler. Hipoksik damar
ylzeyinde permeabiliteyi azaltir. Endotel butunlugint korur.Trombojenik

aktiviteyi azaltarak endotel fonksiyonlarini korur (66).

lloprost’un Klinik Endikasyonlari

lloprost antiagregan, vazodilatatér, trombosit inhibisyonu yapici etki,
I6kosit adezyonu inhibisyonu, mikrovaskiler kan akiminda artis nedeniyle
periferik tikayici damar hastaliklarinda genis terapotik etkiye sahiptir (68).
Primer hastallk ne olursa olsun (periferik arter hastaligi, tromboanjiitis
obliterans, vaskillitler) iloprost tedavisi mikrodolagimi diizenler (64).

Kollajen doku hastaliginin komponenti olan Raynoud fenomeni
vazospazm ile seyreder. iloprost inflizyon tedavisinin semptomlari gerilettigi
klinik olarak gézlenmistir (66).

Ventz Ulserlerinde  tedavisinde iloprost  kullanimi  faydal

bulunmustur(69).

Pulmoner hipertansiyon evre Il ve evre IV hastalarda iloprost
kullaniminin hastalarda prognozu ve hayat kalitesini artirdigi goézlenmistir.
Pulmoner hipertansiyonlu hastalarda intravenéz uzun kullanimin yan etkilerini
azaltmak icin 1-2 sene stire ile inhaler olarak da kullanilabilir (70, 71).

Ayni zamanda iskemi reperfliizyon hasarina bagh gelisen uzak organ
hasarinda da iloprostun hasar azaltmada etkin oldugu gésterilmistir (72, 73,

74).
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lloprost'un Kontrendikasyonlari

Gebelik ve laktasyon doneminde, iloprosta asir duyarhlik hallerinde
kontrendikedir. Kanama riskini artirabilecedi hallerde (aktif peptik dlser,
intrakranial hemoraji gibi..) kullanilmamalidir. Ciddi koroner arter hastalig
olanlarda, unstabil anjina pektoris olanlarda, son alti ay iginde myokard
infarktlisi  gecirmis  olanlarda  anjinayr provake edebileceginden

kontrendikedir (67).

lloprost’un Kullanilisi

Piyasada ticari isim olarak ilomedin 20mcg/ml.(Bayer Schering
Pharma AG®, Berlin, Germany) olarak mevcuttur. 1mllik ampulde
20microgram iloprost bulunmaktadir. Ampuller dilie edilerek infiizyon
pompasi ile kullaniimalidir. Asla intramuskuler ve direkt intraventdz sekilde
kullaniimamalidir. Soltsyon kullanim 6éncesi hazirlanmali 24 saat iginde
kullaniimayan soltsyonlar atilmalidir. Baska bir ilag ile veriimemelidir. 20
mikrogramlik ampul 100cc %0,9’luk NaCl veya %5 dekstroz ile dilie edilerek

0,2mikrogram/ml konsantrasyonda 0,5-2ng/kg/dk dozda verilmelidir (67).

lloprost’'un Yan Etkileri

Sikhkla duyulan ve doz bagimli olan yan etkiler flushing (%58) ve bas
agnisidir(%68). Gastrointestinal yan etkiler (bulanti, kusma, dispepsi) daha az
goriliin(%29). Bitiin yan etkiler doz azaltildiginda kaybolur. infiizyon yerinde

lokal etkiler gézlenebilir (67).
2.12. N-asetilsistein (NAC)

Farmakodinamik o6zellikleri

NAC L-sistein aminoasitinin N-asetillenmis bir tarevidir (75). NAC
mukolitik bir ajandir. Sahip oldugu salfidril (Sekil 2.5.) grubu ile mukus
glikoproteini icerisindeki disulfit baglarini koparma vyetenegi sayesinde,
mukoid ve mukopdriilan sekresyonlar Uzerine mukolitik etki gésterir. Bronsial
sekresyonlarin atilimini ve solunumu kolaylastirarak akciger fonksiyonlarinin

duzenlenmesine yardimci olur.
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NAC antioksidan bir maddedir. Molekler yapisi nedeniyle hiicre igine
kolayca giren NAC, burada deasetillenerek L-sistein’e dontisur. Akciger ve
karacigerde glutatyon sentezine sistein vericisi olarak katilir ve glutatyon
sentezini arttirir. Bu yonuyle NAC hicre icinde glutatyonun 6n maddesi
vazifesini gorur.

Ayrica sahip oldugu nukleofilik serbest tiyol (-SH) grubu araciligiyla,
oksidan radikallerin elektrofilik grubu ile etkilesime girerek de direkt serbest
radikal temizleyicisi gibi davranir (76,77). Noétrofil agregasyonunu ve NO'nun
yeniden olugsmasini inhibe eder (78). Sitokin iretimi ve salinmasini onler
(79).
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Sekil 2.5. NAC'in molekiler yapisi

Farmakokinetik 6zellikleri

Inhalasyon veya intratrakeal uygulama sonrasi, uygulanan NAC'In
buyik kismi mukus ile reaksiyona girer. Kalan ilag pulmoner epitel tarafindan
emilir. Kana gegen asetilsistein karacierde metabolize edilir. Karacigerde
sistein olarak tespit edilebilir.

Oral alminda, karacigerde ilk geciste metabolize oldugundan

biyoyararlanimi dustkttir. 600 mg N-asetilsistein'in intravendz yoldan
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uygulanmasi sonrasi ulastigi maksimum konsantrasyon degeri 300nmol/L,
plazma dagihm hacmi 0.34L/kg ve yarllanma omri 6 saattir. Plazma
proteinlerine baglanma orani %50'dir.

Baslica akciger dokusu ve bronsial sekresyon olmak lzere karaciger

ve bobreklere dagilimi iyidir. Baslica bobrekler ve karaciger yolu ile atilir (79).

Endikasyonlari

30 yildan daha uzun stredir klinik kullanimda olan NAC, éncelikle bir
mukolitik olarak ve asetaminofen zehirlenmesinin tedavisinde altin standart
olarak kullanilir. NAC hem hicre igi glutatyon sentezini arttirmasi hem de
direkt SOR temizleyicisi olma 6zelliginden dolayr da bir antioksidan olarak
kullaniir. Son zamanlarda radiografik kontrast ajanlan alan hastalarda
SOR’nin uyardigi renal disfonksiyonu azalttid1 gésterilmistir (78,80).

Asetaminofen toksitesi, akut respiratuar distress sendromu, kanser,
kronik bronsit, epilepsi, kalp hastaliklari, agdir metal zehirlenmeleri, HIV
enfeksiyonu, influenza’yi énleme ve Sjogren’s sendromu NAC verilmesinin

klinik endikasyonlari arasindadir (75).
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 26.04.2011 tarih ve 212/2011 kayit numarali onay! sonrasinda
calismaya baslandi. Deney hayvanlari Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi'nden (TICAM) temin edildi. Ortalama agirliklan 300-350gr. olan 40
adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat randomize olarak esit sayida (n = 10) 4
gruba ayrildi. Ratlar deney siresince 12'ser saatlik aydinlik-karanhk
istklandirmasi olan isisi (20-22 C) ve nemi (%45-%50) otomatik olarak
ayarlanan odalarda yasatildi. Bu sirecte tim ratlar seffaf kafeslerde tutuldu,

standart rat yemi ile beslendi ve cesme suyu verildi.
3.1. Deneklerin Hazirlanmasi Ve Operasyon Teknigi

Deneyde kullanilacak tum ratlar yapilacak islemler é6ncesinde tartilarak
vicut agirliklan kaydedildi. Tum ratlara 8 saat aglik sonrasinda intramuskuler
olarak 50mg/kg ketamine Hidroklorir (Ketalar® 50mg/ml flakon, Pfizer)
anestezisi verildi. Gerekli oldugunda deney siresince bir kez olmak lGzere ek
doz yapiimas! planlandi. Siganlar isitici lamba altinda supin pozisyonda
masaya yatirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan ratlarin énce cut-down
yontemi ile sag internal juguler venleri sar brandl ile kanile edildi. Ardindan
ksifoidin hemen altindan pubisin 0,5 cm Ustiine kadar orta hat median
laporotomi yapildi. Laporotomi sonrasi barsaklar nemli gazli bez yardimi ile
saga deviye edildi. Sivi reslisitasyonu amaciyla peritoneal bosluga yaklasik
10ml serum fizyolojik enjekte edildi. Infrarenal abdominal aorta kint
diseksiyonla explore edildi. Tim siganlara antikoagilan amach dustk doz
(1000U/kg) heparin (Nevparin 25000 IU 5ml. flakon, Mustafa Nevzat) yapildi.
infrarenal abdominal aortaya atravmatik mikrovaskiiler klemp kondu. (Nova®
12 mm Angle) Isi ve sivi kaybini en aza indirmek amaciyla batin kesisi ipek
dikiglerle yaklastirildi. 60 dakikalik iskemiyi takiben 120 dakika reperfizyon
periyodu uygulandi. . Islem siresince hidrasyon amagl 10ml/kg %0,9 luk SF
IV yolla verildi. Aortik iskemi, klempleme islemi sonrasinda aortada

pulsasyon kaybi, reperfizyon ise klempin kaldiriimasindan sonra aortada



pulsasyon varligi ile takip edildi. Kontrol grubuna ait ratlara laparotomi ve esit
sirede IAA diseksiyonu uygulandi ancak bu gruba I-R uygulanmadi.
Reperflizyon sonrasi tim ratlar sakrifiye edilip sad ventrikilden kan,
gastrokinemius kasindan ise doku ornekleri alindi. Kas dokusu odrnekleri

%10’luk formaldehit solisyonu i¢inde saklandi.
3.2. Deney Gruplari

Kontrol Grubu (Grup 1) (n=10)

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indiuksiyonu sonrasinda internal
juguler ven kantlasyonunu takiben median laparotomi yapilarak infrarenal
aort explore edildi. Aort okliide edilmedi. Batin icine serum fizyolojik enjekte
edilerek batin kesisi ipek sdttrlerle yaklastirildi. Diger gruplara uygulanan
1saat iskemi, 2saat reperfiizyon siresi tamamlandi. islem sonunda kan ve

kas oérnekleri alinarak ratlar sakrifiye edildi.

iskemi Reperfiizyon (SHAM) Grubu (Grup 2) (n=10)

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda juguler ven
kanllasyonunu takiben median laporotomi yapilarak infrarenal aort explore
edildi. Aort kiint diseksiyonla donildi ve atravmatik mikrovaskuler klemp
yerlestirildi.Klemp altinda pulsasyonun kayboldugu kontrol edildi.Batin igine
serum fizyolojik enjekte edilerek batin ipek ile yaklastinldi. 1saatlik iskemi
ardindan ipekler alindi.Mikrovaskiiler klemp kaldinldi. Aortada tekrar
pulsasyonun basladigi palpe edildi. Batin icine serum fizyolojik verildi. Batin
katlari tekrar yaklastirildi. 2 saatlik reperfiizyon periyodunun ardindan kan ve

kas dokusu alinarak sicanlar sakrifiye edildi.

iskemi Reperfiizyon + iloprost Grubu (Grup 3) (n=10)

Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indiksiyonu sonrasinda internal
juguler kaniilasyonu takiben median laporotomi yapilarak infrarenal aorta
explore edildi. Aort kiint diseksiyonla doénildi ve atravmatik mikrovaskiler
klemp yerlestirildi.Pulsasyon kaybi kontrol edildi.Batin igine serum fizyolojik
enjekte edilerek batin ipek ile yaklastirildi. 1saatlik iskemi periyodu sirasinda

iskeminin 50. dakikasinda iloprost 2 mcg/kg/h dozunda juguler kateterden



3l

infiizyon seklinde baslandi. Iskemi peryodu tamamlaninca mikrovaskuler
klemp kaldirildi.Aortada pulsasyon varli§i kontrol edildi. Batin icine serum
fizyolojik enjekte edildi.Batin tekrar kapatilarak 2 saatlik reperfiizyon peryodu
siresince iloprost infliizyonuna devam edildi.islem sonunda kan ve kas

dokusu 6rnekleri alinip ratlar sakrifiye edildi.

Iskemi Reperfiizyon + NAC Grubu (Grup 4) (n=10)
Genel cerrahi hazirlk ve anestezi indiksiyonu sonrasinda internal juguler
kantlasyonu takiben median laporotomi yapilarak infrarenal aorta explore
edildi. Aort kiint diseksiyonla dénildi ve atravmatik mikrovaskiler klemp
yerlestirildi.Pulsasyon kaybi kontrol edildi.Batin igine serum fizyolojik enjekte
edilerek batin ipek ile yaklastinildi. 1saatlik iskemi periyodu sirasinda
iskeminin 50. dakikasinda 20 mg/kg NAC, juguler kateterden bolus seklinde
yikleme dozu olarak verildi ve 20 mg/kg/h dozunda da infuzyonuna baslandi.
Iskemi peryodu tamamlaninca mikrovaskiler klemp kaldirildi.Aortada
pulsasyon varligi kontrol edildi. Batin igine serum fizyolojik enjekte
edildi.Batin tekrar kapatilarak 2 saatlik reperfizyon peryodu stresince NAC
infizyonuna devam edildi.Islem sonunda kan ve kas dokusu érnekleri alinip

ratlar sakrifiye edildi.

3.3 Biyokimyasal islemler

Ratlardan alinan kanlar oda sicaklginda yarim saat bekletildikten
sonra 4000 rpm’de 10 dakika c¢evrilerek, eritrositlerden ayrilan plazma -70
derecede saklandi. Sonrasinda saklanmis plazmalar oda sicakligina
getirilerek, TAS, TOS, CK ve LDH degerleri biyokimya bdélumu tarafindan

slcildi.

3.3.1. Total Antioksidan Seviye

Reaktif oksijen maddeleri metabolik ve fizyolojik sureclerle meydana
gelmektedir ve bu maddeleri enzimatik ve non-enzimatik yollarla ortadan
kaldiran organizmalarda zararli oksidatif reaksiyonlar olugabilmektedir. Belirli
sartlarda, oksidanlardaki artis ve anti-oksidanlardaki disius onlenemez ve

oksidatif stres gibi 100°tn Gizerinde bozukluk gelisir. (81)
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Antioksidan molekuller bu zararl reaksiyonlari énler veya ortadan
kaldinr. (82) Farkli antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlari
laboratuarlarda ayri ayri 6élctlebilmekte fakat bu dlcimler fazlasiyla zaman
alan, emek isteyen, pahali ve karisik teknikler gerektirmektedir. Farkh anti-
oksidan molekdllerinin  élcimleri pratik olmadigindan ve antioksidan
etkilerinin aditif olmasindan dolayi, total antioksidan kapasite él¢uldi ve bu,
total antioksidan kapasitesi (TAK) , total antioksidan aktivitesi (TAA), total
antioksidan seviye (TAS) gibi farkli isimlerle adlandirlidi.

TAS o6lcim yoéntemi Erel tarafindan geligtirlien tam otomatik bir
yontem olup, gucli serbest radikallere karsi vicudun total antioksidan
kapasitesini 6lgcen bir metottur (83).

Testin  prensibi; ABTS+ (2.2'-azinobis-3-ethylebenzothiazoline-6-
sulfonate), radikalinin olusturdugu mauvi-yesil rengin ortama ilave edilen
numunedeki antioksidanlar ile azalmasi esasina dayanmaktadir. ABTS,
ABTS+ radikalini olusturmak tzere bir peroksidaz olan metmiyoglobin
(HX-Fe+) ve H202 ile inkube edilir. Olusan ferrilmiyoglobin ABTS ile ABTS+
radikalini olusturmak Uzere reaksiyona girer. ABTS+ radikali kismen stabil,
mavi-yesil renktedir. ilave edilen numunedeki antioksidanlarin oranina goére
renk olusumu inhibe olur. Bu renk degisimi 600 nm’lik dalga boyunda élgulir.
TAS hesaplanmasinda bir E vitamini analogu olan Trolox standart olarak
kullanildr (84).

3.3.2. Total Oksidan Seviye

TOS odlgim yoéntemi Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik
kolorimetrik bir yéntemdir (85). Ornekte bulunan oksidanlar ferréz
iyon-o-dianisidine bileskesini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol
bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik G¢ katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar
asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir bileske olustururlar. Orekte
bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik
olarak olctilmektedir (85). Calisma hidrojen peroksitle kalibre edilmekte ve
sonuclar litredeki hidrojen peroksit esdegerinin mikromolar cinsinden ifade
edilmektedir (umol H202 Equiv./L) (86).



3.4. Kas Dokularinin Histopatolojik incelenmesi

Ratlardan elde edilen gastroknemius kasi %10’luk nétral formalinde
fikse edildi, dereceli olarak artan alkol serilerinde dehidre edildikten sonra,
ksilolde seffaflastirildi ve parafine gomilda. 5 pm kalinhginda alinan kesitler
poly-L-lysine-kapli lamlara alinip, hematoksilin ve eosin ile boyandi. Doku
fotograflari DP70 dijital kamera ekli Olympus marka fotomikroskop ile

goruntalendi.

Doku hasarinin semikantitatif olarak skorlamasi yapildi. Hasarin
siddeti skorlamada (0): hasar yok, (1): hafif, (2): orta ve (3): siddetli olarak
degerlendirildi. Hasar; kas fibrillerindeki ¢izgilenmede kayip, periferik
nikleuslarda belirsizlik, nekroz, hiicresel sisme, 6dem ve fibrozis, kas fibrilleri
arasinda kapillerlerde l6kosit kiimelenmesi, konjesyon, hemoraji, PMNL,

monosit ve makrofaj infiltrasyonlari agisindan degerlendirildi.

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler istatistiksel olarak incelendi. Gruplar arasindaki
farkliliklari degerlendirmek amaciyla Kruskal-Wallis Tek Yénlu Varyans
Analizi Testi, her bir grubun digerlerinden farkini degerlendirmek amaciyla da
Tukey Coklu Karsilastirma Testi kullanildi. Verilerin degerlendirmesinde de
SPSS 15.0 for Windows ve Sigma Stat for Windows 3.10 istatistiksel paket
programi kullanildi. Sifir Hipotezinin Reddi i¢cin p<0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular
Ratlarin plazmalarindan calisilan TAS,TOS,CK ve LDH degerleri

Tablo 4.1. de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Biyokimyasal veriler.

TAS TOS CK LDH

1768 13,03 4520 2648

1,664 7.56 5732 2482

1,693 5,49 6202 1984

GRUP 1,508 14,02 5892 2098
1,756 11,52 6348 2154

1 1,836 10,26 3307 2286
1,811 9,85 4265 2341

1,789 11,36 3984 2069

1,902 12,01 5874 1976

1,823 10,62 4698 2275

1,154 64,51 32120 6340

1,052 59,33 30140 5591

1172 48,65 29548 7087

GRUP 0,985 5232 27877 5874
1,103 61.45 24559 6152

2 1174 51,83 28598 5982
0,865 59.24 26558 6098

1115 60,31 30125 5043

0,968 55,98 29741 5783

1,067 53,69 28114 6057

1,392 32,83 14037 3672

1,403 24,56 13196 4062

1298 25,63 17152 3985

GRUP 1,305 30,87 16542 3856
1.441 29 54 15698 4126

3 1,372 26,79 14569 4005
1,306 23,58 18475 3753

1,289 28.95 17548 3943

1,365 21,76 16329 3872

1,319 30,74 17631 4013

1,307 41,23 22442 4764

1,304 35,01 22698 4526

1,256 38,69 19659 4362

GRUP 1,338 40,98 21643 4861
1,294 39,78 20212 4687

4 1,165 45,01 18548 4469
1,278 37.24 23182 5024

1,321 42,52 19461 4679

1245 41.83 20241 5124

1,249 36,98 21342 5367

mmol/l micmol/l Uil (W]}]




Sonuglar Kruskal-Wallis Tek Yonlu Varyans Analizi Testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde tim gruplar arasinda anlamli farklilik

(p<0.05) saptandi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Biyokimyasal verilerin Varyans Analizi.

Parametreler Gruplar X +standart | Istatistik(F) p
sapma
Grup 1 1.764+0.09
- Grup 2 1.065+0.10
TAS Grup 3 1.34940.05 145.785 P<0.05

Grup 4 1.275+0.049

Grup 1 10.57+2.51
Grup 2 56.73+5.02
TOS Grup 3 27.52+3.61 284.155 P<0.05
Grup 4 39.9242.99
Grup 1 5082+1056

Grup 2 28738+2117

CK Grup 3 16117+1720 357.774 P<0.05

Grup 4 20942+1549

Grup 1 22314218
Grup 2 60901406

LDH ~ Grup 3 3937+148 314.181 P<0.05
Grup 4 4786+313

X = ortalama

Tukey Coklu Karsilastirma Testi yapildiginda TAS degerlerinin

ortalamasi Grup 1 de en yiiksek, Grup 2 de ise en dusik olarak saptandi.
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Grup 3 ve Grup 4 de ise bu degerler Grup 1 den dusik, Grup 2 den ise daha
yiksek olctldi (p<0.05). Fakat Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlaml farklilik
saptanmadi (p>0.05) ( Tablo 4.3).

TOS, CK ve LDH degerlerinin ortalamasi Grup 2 de en yuksek, Grup 1
de en dustk olarak oélctldi. Grup 3 ve Grup 4 de ise bu degerler Grup 2 den
distk, Grup 1 den ise daha yiiksek saptandi (p<0.05). Grup 3 ve Grup 4
kendi arasinda kiyaslandiginda, Grup 3 deki TOS, CK ve LDH degerlerinin
Grup 4 den daha dusik oldugu anlamli olarak saptandi (p<0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Biyokimyasal verilerin kendi aralarinda karsilastiriimasi.

Parametreler Gruplar Grup 2 Grup 3 ) Grup 4
Grup 1 P<0.05 P<0.05 P<0.05

TAS Grup 2 P<0.05 P<0.05
Grup 3 P>0.05

Grup 1 P<0.05 P<0.05 P<0.05

TOS Grup 2 P<0.05 P<0.05
Grup 3 P<0.05

Grup 1 P<0.05 P<0.05 P<0.05

CK Grup 2 P<0.05 P<0.05
Grup3 | P<0.05

| Grup1 P<0.05 P<0.05 P<0.05
LDH Grup 2 P<0.05 | P<0.05
Grup 3 P<0.05

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplan {zerinde vyapilan histolojik inceleme
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sonuclar tablolarda verilmistir (Tablo 4.4.-4.5.-46.-4.7.). Tum gruplar

arasinda yapilan karsilastirma sonuglari ise Tablo 4.8. de verilmistir.

Tablo 4.4. Kontrol grubu ( Grup 1) histolojik bulgulari.

Periferi Kaniller
KONT | .. . k Hiicr P Monosit/
Cizgile ix = s lerde ’ PMNL :
ROL Niikleu | Nek | esel | Od | Fibr P Konje | Hem | Makrofaj
nmede i 2 Lokosit 23 Infiltra | ; ..
GRU slarda roz | Sism | em | ozis ,. syon oraji Infiltrasyo
Kayip e Kiimele syonu
BU Belirsiz e : nu
: nmesi
lik
K-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0|
K-2 0 o | o 0 1 1 0 0 0 0 0
K-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K-4 0 o | o 0 1 0 0 0 0 0 0
K-5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
K-6 0 0 0 ] © 0 0 0 0 0 0 0
K-7 0 0 0 0 11 1 1 2 0 1 2
K-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K-10 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
0: yok/normal 1: hafif 2: orta 3: siddetli

Tablo 4.5. Iskemi-reperfiizyon (sham) grubu ( Grup 2) histolojik bulgulari.

_ Perli(feri - Kapiller M itM
s ticr onosi
m | €i291en | yikiew | Nek | esel | Od | Fibr | '9M% | Konje | Hem | {PMNL | “akrofaj
mede 2 5 Lokosit .. | Infiltras | ;

GR | app | Stoe | oz | Stam | lem | 0215 | gppage | BYOR | eRL | g, | Anfiltvasyo

uBU Belirsiz e ; nu
i nmesi

S-1 1 0 1 1 3 2 2 1 0 3 3

S5-2 1 1 1 i1 1 2 2 1 0 3 2

S-3 2 2 2 1 3 3 3 3 0 3 3

S-4 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1

S-5 2 0 2 1 2 2 2 2 0 3 2

S-6 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1

S-7 2 0 2 2 2 2 2 2 1 3 3

S-8 2 0 2 1 2 2 2 2 0 3 2

S-9 2 0 2 2 3 3 3 3 0 3 3
5-10 0 0 1 0 1 1 2 2 0 3 3 B

Tablo 4.6. iskemi-reperfiizyon + iloprost grubu ( Grup 3) histolojik bulgular.

) Periferi Kapiller
ILOP — k Hiicr pRE Monosit/
Cizgile o = . lerde < PMNL t
ROST Niikleu | Nek | esel | Od | Fibr R Konje | Hem | . .. Makrofaj
nmede : i Ldkosit i Infiltra | ; .
GRUB Kayi slarda roz | Sism | em | ozis Kiimele syon oraji Svonil Infiltrasyo
u yip Belirsiz e i ¥ nu
2 nmesi
IR R lik
1 10 1 0 1 1 0 3 1 0 2
1-2 0 0 o | o0 | 1 1 1 0 2 0 2 o
1-3 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0
-4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
-5 0o 0 0 0 0 0 0 1 o | o 0
S D A T 0 2 1 2 2 2 2 0 2 2
I-7 0 0 1 1 « 2 2 1 3 0 2 2 |
-8 1 0 1 0 2 2 2 3 0 2 1
1-9 2 0 2 0 2 2 2 3 0 2 2
1-10 0 0 0 0 1 1 1 2 0 1 1
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Tablo 4.7. iskemi-reperfiizyon + NAC grubu ( Grup 4) histolojik bulgulari.

Periferi y Kapiller " o
i k dcr onosi
'“g‘; Cizgilen | \ikieu | Nek | esel | 6d | Fibr | '8 | konje | Hem | PMNL | “okrofaj
miEde slarda roz | Sism | em | ozis Lokosa syon oraji ifiltras infiltrasyo
uBU Kayip s Kiimele yonu
Bel_lrsxz a PR nu
lik
N-1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1
N-2 | 0 0 0 0 2 2 1 2 0 2 0
N-3 1 0 1 0 2 3 0 2 1 0 2
N-4 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
N-5 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
N-6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
| N7 0 0 0 0 1 2 0 1 0 0 0
N-8 1 0 1 2 2 3 2 2 0 2 2
N-9 1 0 2 2 3 3 3 3 3 3 2
N-10 2 1 2 1 2 2 0 2 0 1 2
0: yok/normal . hafif 2: orta 3: siddetli
Tablo 4.8. Tim gruplarin genel histolojik bulgulart.
Periferi Kapiller
I k Hiicr Monosit/
GRUP Clzg::e Niikleu | Nek | esel | Od | Fibr Rerde Konje | Hem iPl;{llr:L Makrofaj
LAR r;(me = slarda roz | Sism | em | ozis Lr:)_kosn syon oraji W infiltrasyo
ayp Belirsiz =] Kumel_e g DYy nu
& nmesi
lik
KONT
ROL
GRUB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
U
I-R
GRUB 1 0 2 1 2 2 2 2 0 3 2
U
ILOP
ROST
GRUB 2 0 1 0 1 1 2 2 0 1 1
U
NAC
GRUB 2 0 1 1 2 2 1 1 0 1 1
u

Hematoksilin ve eosin ile boyanan dokularin fotograflart DP70 dijital

kamera ekli Olympus marka fotomikroskop ile gériintulendi.

4.1-4.2).

Kontrol grubunda ( Grup 1) normal kas dokusu gérinima vardi (Sekil

Kas fibrillerinde periferik nlkeuslarda belirsizlik yoktu. Kas

fibrillerindeki ¢izgilenme kaybi ve hiicresel sisme, nekroz, 6édem ve fibriller

arasli

fibrozis

gozlenmedi.

Fibriller

arasindaki

kapillerlerde

|6kosit

kimelenmesi yoktu. Konjesyon ve hemoraji gézlenmedi. PMNL infiltrasyonu

ve monosit-makrofaj infiltrasyonuna ise rastlanmadi.
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Sekil 4.2. Kontrol grubu gastroknemius kasinda normal gérinim. H&E.
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iskemi-Reperfizyon (Grup 2) grubunda; kas fibrillerinde periferik
nikeuslarda belirsizlik yoktu. Kas fibrillerindeki gizgilenme kaybi ve hicresel
sisme hafif derecede, nekroz, 6dem ve fibriller arasi fibrozis orta derecede
gozlendi. Fibriller arasindaki kapillerlerde I6kosit kiimelenmesi orta derecede
idi. Konjesyon orta derecede gozlenirken, hemoraji yoktu. PMNL infiltrasyonu
siddetli, monosit-makrofaj infiltrasyonu ise orta derecede skorlandi (Sekil 4.3-
Sekil 4.10).

Sekil 4.3. I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde gizgilenmede

kayip, hiicresel sisme ve nekroz (yildiz), kas fibrilleri arasinda 6dem ve
fibrozis (ok basi) gérilmekte. H&E, Bar 100 pm.



41

. - o 1 i

g =3 ¢ " d ; \ ) : 4
/ 3 'y ] ’ \ . .

3 ] - 'S - 4 \

Sekil 4.4. I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde cizgilenmede

kayip, hucresel sisme ve nekroz, kas fibrilleri arasinda 6dem (ok), I16kosit
infiltrasyonu ve fibrozis, kapillerlerde konjesyon (ok basi). H&E, Bar 50 ym.

Sekil 4.5. I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde gizgilenmede
kayip, hiicresel sisme ve nekroz (yildiz), kas fibrilleri arasinda édem, l6kosit
infiltrasyonu ve fibrozis (ok basi), kapillerlerde konjesyon. H&E, Bar 20 ym.
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kayip, hiicresel sisme ve nekroz (yildiz), kas fibrilleri arasinda 6dem (ok
basi), monosit ve makrofaj infiltrasyonu (ok), fibrozis, kapillerlerde konjesyon.

b

Sekil 4.7. : I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrilleri arasinda édem (ok
basi), I6kosit infiltrasyonu (ok), kapillerlerde konjesyon ve hemoraiji (yildiz).
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Sekil 4.8. I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrilleri arasinda lokosit
infiltrasyonu (ok), kapillerlerde konjesyon (yildiz). H&E, Bar 10 ym

* ; i . . — ;_:E-‘-“.__— — — _— y "-_
Sekil 4.9. I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde gizgilenmede
kayip, hiicresel sisme ve nekroz (ok basi), kas fibrilleri arasinda édem

(yildiz), I16kosit infiltrasyonu, fibrozis, kapillerlerde konjesyon (ok). H&E.
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Sekil 4.10. : I-R grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde cizgilenmede
kayip, hiicresel sisme ve nekroz, kas fibrilleri arasinda édem, I6kosit

infiltrasyonu (ok basi), fibrozis (yildiz), kapillerlerde konjesyon (ok).

lloprost grubunda (Grup 3); kas fibrillerinde ¢izgilenmede orta
derecede kayip vardi. Periferik nikleuslarda belirsizlik géralmedi. Fibrillerde
hicresel sisme goérulmezken, nekroz, édem ve fibrozis orta derecede
go6zlendi. Fibriller arasindaki kapillerlerdeki I6kosit kumelenmesi orta
derecede idi. Konjesyon orta derecede iken, hemoraji bulgusu yoktu. PMNL,
monosit-makrofaj infiltrasyonu hafif derecede skorlandi (Sekil 4.11 - 4.15).
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Sekil 4.11. iloprost grubu gastroknemius kasinda kapillerlerde konjesyon (ok)
ve kas fibrilleri arasinda Iékosit infiltrasyonu (ok basi). Odem ve fibroziste
azalma (yildiz). H&E, Bar 100 um.

Sekil 4.12.1loprost grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde

cizgilenmede kayip, hiicresel sisme ve nekroz (yildiz). H&E, Bar 20 pm.
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Sekil 4.13. lloprost grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde
cizgilenmede kayip, hlicresel sisme, nekroz (ok basi), kas fibrilleri arasinda
I6kosit infiltrasyonu (ok) ve fibrozis (yildiz). H&E, Bar 10 pm.

- - 3
.\*
. L]

Sekil 4.14. lloprost grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde
cizgilenmede kayip, hiicresel sisme, nekroz, kas fibrilleri arasinda lokosit
infiltrasyonu (ok) ve fibrozis (yildiz), kapillerlerde konjesyon (ok basi). H&E.



" A |
Sekil 4.15. iloprost grubu gastroknemius kasinda kas fibrilleri arasinda I6kosit
infiltrasyonu (ok) ve fibrozis (ok basi), kapillerlerde konjesyon (yildiz). H&E,
Bar 10 um.

NAC grubunda (Grup 4); kas fibrillerinde cizgilenmede orta derecede
kayip vardi. Periferik nukleuslarda belirsizlik gortilmedi. Fibrillerde hicresel
sisme ve nekroz hafif, 6dem ve fibrozis orta derecede goézlendi. Fibriller
arasindaki kapillerlerdeki l6kosit kimelenmesi, konjesyon PMNL, monosit-
makrofaj infiltrasyonu hafif derecede skorlandi. Hemoraji bulgusu ise
yoktu(Sekil 4.16 - Sekil 4.19).
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®

Sekil 4.16. NAC grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde cizgilenmede
kayip, nekroz (yildiz), ve fibrozis (ok). H&E, Bar 50 um.

Sekil 4.17. NAC grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde cizgilenmede

kayip, nekroz, fibrozis (ok basi), kapillerlerde konjesyon (yildiz) ve l6kosit
infiltrasyonu (ok). H&E,Bar 20um.
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]

Sekil 4.18. NAC grubu gastroknemius kasinda kas fibrillerinde gizgilenmede
kayip (yildiz), huicresel sisme, nekroz, kapillerlerde konjesyon (ok basi) ve
I6kosit infiltrasyonu (ok). H&E, Bar 20 ym.

Sekil 4.19. NAC grubu gastroknemius kasinda kas fibrilleri arasinda fibrozis
(ok basi) ve kapillerlerde konjesyon (yildiz). H&E, Bar 10 pm.
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Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde (Tablo 4.9.) ; kas
fibrillerindeki cizgilenme kaybinda Grup 1 ve Grup 2 arasinda bir farklilik
gozlenirken (p<0.05), diger gruplar arasinda anlamli bir farkhlik yoktu.

Periferik nikleuslardaki belirsizlik tim gruplar arasinda bir farkhlik
gostermedi (p>0.05).

Kas fibrillerindeki nekroz igin bir karsilastirma yapildiginda; sadece
Grup 1 ve Grup 2 arasinda bir farklihk goézlendi (p<0.05).

Hicresel sisme acisindan Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlamli fark
saptandi (p<0.05)

Odem igin yapilan karsilagtirma da Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlamli
fark oldugu gérulda (p<0.05).

Fibrozis gelisimi icin inceleme yapildiginda; Grup1 ve Grup 2, Grup 1
ve Grup 4 arasinda anlamli bir farklihk oldugu gézlendi (p<0.05).

Kas fibrilleri arasinda yapilan incelemelerde, kapillerlerdeki |6kosit
kiimelenmesi Grup 1 ve Grup 2 arasinda farklilik gosterdi (p<0.05).

Konjesyon, Grup 1 ve Grup 2, Grup 1 ve Grup 3 arasindaki
karsilastirmalarda anlamli bir farkhlik gésterdi (p<0.05).

Hemoraji agisindan gruplar arasinda anlamh bir farkliik gézlenmedi
(p>0.05).

PMNL infiltrasyonu agisindan Grup 1 ve Grup 2, Grup 2 ve Grup 4
arasinda anlamli bir farklihk vardi (p<0.05).

Monosit ve makrofaj infiltrasyonu acgisindan Grup 1 ve Grup 2, Grup 2

ve Grup 4 arasinda anlamh bir farklilik vardi (p<0.05).



Tablo 4.9. Histopatolojik verilerin karsilastiriimasi.
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Parametreler Gruplar Medyan istatistik (H) p
(25 - 75 pers)
Cizgilenmede Grup 1 0(0-0)
Grup?2 1.5(1-2)
Grup 4 1(0-1)
Periferik Grup 1 0(0-0)
5 Grup2 0(0-0)
nuklouslarda Chup 3 0(0-0) 3.932 P>0.05
belirsizlik Grup 4 0(0-0)
Grup 1 0(0-0)
Grup2 1.5(1-2)
Nekroz Grup 3 0.5(0-1) 19.172 P<0.05
Grup 4 1(0-1)
Hucresel Grup 1 0(0-0)
: Grup?2 1(0-1)
sisme Grup 3 0(0-0) 11.766 P<0.05
Grup 4 0(0-1)
Grup 1 0.5(0-1)
- Grup2 2(1-3)
Odem Grup 3 1(0-2) 9.415 P<0.05
Grup 4 1.5(1-2) |
Grup 1 0(0-0)
y ; Grup2 2(1-2) -
Fibrozis Grup 3 1(0-2) 17.759 P<0.05
Grup 4 2(1-3)
Kapillerde Grup 1 0(0-0)
I Grup?2 2(2-2)
I6kosit Grup 3 0.5(0-2) 13.064 P<0.05
kimelenmesi Grup 4 0(0-1)
Grup 1 0(0-0)
. Grup2 2(1-2) |
Konjesyon Grup 3 2(2-3) 15.957 P<0.05
Grup 4 1.5(0-2) S
Grup 1 0(0-0)
, Grup2 0(0-0)
H
emoraji Grup 3 0(0-0) 2.274 p>0.05
Grup 4 0(0-0) .
PMNL Grup 1 0(0-0)
s Grup2 3(3-3)
infiltrasyonu Grup 3 15(1-2) 21.263 P<0.05
Grup 4 0(0-2) B
Monosit- Grup 1 0-1) |
. Grup2 2.5(2-3)
Makrofaj Grup 3 102) 15.:/55 P<0.05
infiltrasyonu Grup 4 0.5(0-2)
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5.TARTISMA

Bu c¢alismanin amaci, ratlarin infrarenal abdominal aortasinda
okliizyon, reperfizyon sonrasi, gastroknemius kasinda olusan iskemi-
reperfizyon hasarina iloprost (Pgl2 analogu) ve n-asetilsisteinin etkilerini
arastirmak ve karsilagtirmaktir.

Iskemi-reperfiizyon sendromunun yol actigi lokal ve sistemik etkiler
vaskdler cerrahide siklikla karsimiza ¢cikmakta, ameliyat sonrasi morbidite ve
mortaliteyi etkilemektedir. Bir ¢ok dokuda, érnegin; iskelet kasi (87), kalp
(88), akciger (89), santral sinir sistemi (90), bébrek (91) ve gastrointestinal
sistemde (92) iskemi-reperfizyon hasarn gelistigi bilinmektedir. Alt
ekstremitelerde akut iskemi-reperflizyon hasari 6zellikle aort cerrahisinde
abdominal aortaya gecici siire kros klemp uygulanmasinda ve tek veya cift
tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda ortaya cikmaktadir. Abdominal aort
cerrahisi sirasinda iskemik kalan ekstremitede lokal doku hasari, iskemik
alanin disindaki bélgelerde de uzak organ hasari olusabilir. Lokal etkiler
klemp distalinde damarlarda ve kas dokusunda gériilirken, sistemik etkiler
de baslica beyin, kalp, akciger, bébreklerde ve diger organlarda goérulur.
Klinik uygulamada da abdominal aort anevrizmasi, Leriche sendromu ve
aortailiak hastaliklarda infrarenal aortaya klemp konulmakta ve anastomozlar
tamamlanana kadar alt ekstremite iskemik kalmakta, anastomozun
tamamlanmasi ve aortik klempin kaldirimasi ile iskemik dokularin
reperfizyonu gerceklesmektedir.

Calismamizda 40 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat, kontrol
(Grup1), iskemi-reperfiizyon (Grup 2), iR+iloprost (Grup 3) ve IR+NAC (Grup
4) olmak Gzere dort esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna, deney gruplarindaki
gibi anestezi altinda laporotomi uygulandi fakat aortaya kros klemp
konulmadi ve ilac verilmedi. IR grubunda, infrarenal aortaya iki saat
stiresince klemp konulup, bir saat de reperfiizyon uygulandi. iR+iloprost
grubuna reperfiizyon siresince iloprost infiizyonu, IR+NAC grubuna ise
reperflizyon slresince NAC infuzyonu internal juguler venden infuzyon

yoluyla verildi. Islemler sonunda sag ventrikiilden kan, gastroknemius
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kasindan ise doku ornekleri alinarak ratlar sakrifiye edildi.

Alinan kan érneklerinden ayrilan plazmalarda , TAS,TOS,CK ve LDH
calisildi. Kas dokulari ise  Hematoksilin ve Eosin ile boyanarak isik
mikroskobunda incelendi. Iskemi ve reperfizyon hasarinin kas dokusunda
ortaya c¢ikardigi ¢izgilenmede kayip, periferik nikleuslarda belirsizlik, nekroz,
hicresel sisme, 6dem ve fibrozis, kas fibrilleri arasinda kapillerlerde l6kosit
kimelenmesi, konjesyon, hemoraji, PMNL, monosit ve makrofaj
infiltrasyonlar tek tek degerlendirildi ve skorlandi.

TAS degerleri acisindan Grup 3 ve Grup 4, Grup 2 den daha Ustin
saptandi (p<0.05). Fakat Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlamh farkhiik
saptanmad! (p>0.05). Beklenildigi tzere kontrol grubunda TAS degerleri
deney gruplarindan yiksekti (p<0.05).

TOS, CK ve LDH degerlerinde ise yine Grup 3 ve Grup 4, bu
degerlerde daha az yikselme saglayarak, Grup 2 den astin oldugunu
gosterdi (p<0.05). Grup 3 ve Grup 4 kendi arasinda kiyaslandiginda, iloprost
alan gruptaki TOS, CK ve LDH degerlerinin, n-asetilsistein alan gruba goére
daha az ytkseldigi géruldi (p<0.05).

Biyokimyasal verilerin genel olarak degerlendirimesi neticesinde,
iloprost ve n-asetilsisteinin, akut iskemi- reperflizyon hasarini azaltmada etkili
oldugunu ama iloprostun bu etkisinin n-asetilsisteine gére daha fazla
oldugunu séylemek miumkundur.

Histopatolojik incelemelerde, periferik nikleuslardaki belirsizlik ve
hemoraji agisindan gruplar arasinda anlamh farkhlik saptanmasa da (p>0.05)
diger tum parametrelerde, Grup 1 ve Grup 2 arasinda Grup 1 lehine anlamli
farklihk saptandi (p<0.05). PMNL, monosit ve makrofaj infiltrasyonu
acisindan Grup 2 ve Grup 4 arasinda, Grup 4 lehine anlamli bir farklilik
gozlendi (p<0.05). Fakat genel olarak histopatolojik veriler sonucunda Grup 3
(IR+lloprost) ve Grup 4 (IR+NAC) arasinda anlamh farklilik saptanmadi
(p>0.05).

Iskemi reperfizyon hasarina bagh gelisen iskelet kasi (99,100), kalp
(101), akciger (102) ve spinal kord (103) hasarina iloprostun etkileri tzerine

calismalar yapilmistir. M.Sacar ve ark. (98), I.Tekin ve ark. (104) kas
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dokusunda, Aytacoglu ve ark. (105), N. Yakut ve ark. (106), Ozcan ve ark.
(107) ise bobrek dokusunda iskemi reperfiizyona bagl gelisen hasari
azatlmada iloprostun etkin oldugunu gostermistir.

Pgl2 analogu olarak iloprost, endojen prekirsérinin farmakolojik
6zelliklerine sahiptir ve endojen prekiirsére gére daha stabildir (108). iloprost
notrofil adezyonunu azaltmaktadir. Notrofillerden serbest radikallerin
salgilanmasini engellemekte ve dolayisiyla da yeniden reperfiizyon sirasinda
nétrofillerin sebep oldugu endotelial hasar azaltabilmektedir (109). Endojen
Pgl2 ve nitrik oksit damar direncini azaltan ve kan akimini artiran
otakoidlerdir (110, 111). lloprost endojen prekirséri (Pgl2) gibi gugla
sitoprotektif, antiagregan, vazodilatator  etkiye sahiptir. Trombosit
agregasyonunu inhibe ederek, adezyon molekil dretimini azaltarak I6kosit-
endotel iliskisini bozmaktadir. Sonugta mikrosirkilasyonu artirarak
mikrovaskiler disfonksiyon ortadan kalkmaktadir. Tum bunlara ilave olarak
doku perfizyonu artisi ve endotel koruyucu etki meydana getirerek iskemi
reperfizyon  sonrasi kas hasarini  azaltmada  etkili  oldugunu
distiinmekteyizSonu¢ olarak iloprost endojen prekirséri gibi iskemi
reperfizyona bagh kas ve uzak organ hasarini azaltmaktadir. Bizim
calismamiz sonucunda da kas dokusunda iskemi-reperflizyon hasarini
istatistiksel olarak anlamli dizeyde azaltmistir.

NAC hem hicre ici glutatyon sentezini artirmasi hem de direkt SOR
temizleyicisi olma &ézelliginden dolayr bir antioksidan olarak kullanilir,
Antioksidanlarin IR hasarindan koruyucu etkilerini gésteren calismalar
(112,113,114,115) bizim de antioksidanlara olan ilgimizi arttirmistir. Bu
calismamizda bir antioksidan olarak NAC ’1 segmemizde ki sebep ise ucuz
olmasi, kolay elde edilebilir ve kolay kullanilabilir olmasidir. Ayrica klinikte,
bronkopulmoner hastalik veya brons sekresyon bozuklugu nedeniyle yaygin
olarak kullanilmasi da énemli bir tercih sebebimiz olmustur.

NAC ile ilgili bu konuda ilk klinik gozlem 1992'de, Sochman ve ark.
tarafindan yapilmistir. Farmakolojik ve mekanik tedavilerle (tromboliz ve
perkutan transluminal koroner anjioplasti) sol ventrikil fonksiyonunu korumak

ve infarkt alanini azaltmak icin gosterilen g¢aba icinde akut miyokard
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infarkttslt bir hastada ilk kez NAC kullanimini tanimlamislardir. Bu kapsamli
tedavi 6nceden baskilanmis sol ventrikiil sistolik fonksiyonunun normale
gelmesine sebep olmustur (116). NAC 'in kardiyoprotektif etkisi oldugunu,
1990'da Sochman ve ark. kopeklerde gostermislerdir. Kdpeklerde, sol 6n
inen koroner arter birinci diagonal dalini vermeden 6nce 2 saat sure ile
baglanmistir. Bu sirenin sonunda tedavi alan gruba 100mg/kg 'dan NAC
verilmistir. Sonug olarak képeklerde NAC 'in, reperfiizyon sonrasi ventrikiler
aritmi sikligini azalttigi ve infarkt alanini azalttigr gosterilmistir (117).

IR  sendromunun NAC ile azalabildigi, abdominal aortik
anevrizmektomi yapilan hastalarda 1996'da gosterilmistir. Bu calismada
hastalar infrarenal aort klemplenmeden 30 dakika énce 150mg/kg dozunda
NAC almistir. Bu hastalarda klemp kaldinldiktan sonra plazma redikte
glutatyon (GSH) konsantrasyonunda onemli artis tespit edilmistir. Ayrica
plazma lipid peroksit seviyelerinde degisiklik olmamistir (118).

Fischer ve arkadaslari, képeklerde NAC veriimesinin kardiyoplejik
arrest ve KPB sonrasi miyokard édemi ¢ézuntrligint arttirdigini ve sistolik
fonksiyonlari korudugunu gostermislerdir. Képeklere KPB baglamadan 10
dakika 6nce 100mg/kg bolusu takiben KPB ’dan ayrildiktan 1 saat sonrasina
kadar 20mg/kg/sa 'den devamli infiyon NAC verilmistir. Sonugta NAC alan
kopeklerde kardiyoplejik arrest ve KPB sonrasi oksidatif stresin azalmig
oldugu gésterilmigtir (119).

Iskelet kasi hasarinin tespitinde kullanilan molekdller arasinda, kreatin
kinaz (CK), laktat dehidrogenaz (LDH), myoglobin, aspartat aminotransferaz
(AST), beyin natritretik peptit (BNP), atrial natritiretik peptit (ANP), karbonik
anhidraz, troponin ve kas yapi proteinleri yer alir (93). Bunlarin arasinda kas
hasarina duyarliligi en yiksek olan ve klinik olarak en ¢ok kullanilan enzim
CK'dir (93). Bunu da LDH takip eder. CK, kas hucresi kasilma veya tasima
sistemlerinde ATP yenilenmesinden sorumlu enzimdir. iskelet kasi her
kontraksiyon doéngusiinde kreatin fosfat kullanarak ATP olusturur. Béylelikle
kas ATP dlizeyi sabit kalir. Geri ddniisimlG olan bu reaksiyonda CK katalizor

gorevi gorir. Cahsmamizda, akut iskemi-reperfizyon uygulanan ratlarda



plazma CK duzeyleri anlamli derecede artti. Bu bulgu, aortik okluzyon-
reperfiizyon sonrasi gastroknemius kasinda olusan i-R hasarini
yansitmaktadir. Akut I-R sonrasi plazma CK dizeylerinin arttigini gosteren
bircok deneysel ve klinik calisma vardir (94,95,96,97). IR + iloprost( Grup 3)
ve IR+NAC (Grup 4) gruplarinda ise, plazma CK dizeylerinin IR (Grup 2)
grubundaki diizeylere gére anlamli derecede disik oldugunu bulduk. Benzer
sekilde, iloprostun akut IR sonrasi iskelet kasi hasarina olan etkisinin
arastinildigi  bir calismada iR+iloprost grubunda CK degerlerinin IR
grubundaki degerlere gére anlamli diizeyde azaldigi géralmustur (94).

M. Sacar ve ark. da ratlarin infrarenal abdominal aortasina lg¢ saatlik
kros klemp uygulayip bir saatlik reperfiizyon saglamislar ve reperflizyon
suresince internal juguler venden iloprost inflizyonu gdnderip reperflizyon
sonras! aldiklari kan orneklerinden CK ve LDH calismiglardir. iR+iloprost
grubundaki CK ve LDH degerlerini iR grubuna gére anlamli derecede dusuk
saptamislardir (98).

Calismamizda [R+iloprost grubundan elde edilen plazma CK
diizeylerindeki anlamli azalma benzer g¢alismalar ile uyumludur. illoprost'un,
IR sonrasi olusan iskelet kasi hasarini azalttigini séylemek mimkuinddr.

Oksidatif stres, reaktif oksijen urGnleri ve antioksidan savunma
mekanizmalari arasindaki dengesizlik, antioksidan enzimlerin sentezinin veya
aktivitesinin azalmasina baghdir (120,121). Oksidan molekullerinin tek tek
6lctlmesi pratik olmadigi gibi oksidan molekiillerin toplam bir etki olusturdugu
da iyi bilinmektedir.Son yillarda oksidatif stres parametrelerinin tek tek
Olcilmesi yerine TOS metodu kullanilarak topluca d&lgtulmesi yoluna
gidilmektedir. Fizyolojik kosullarda organizma serbest oksijen radikallerini
metabolize eden antioksidan savunma sistemiyle korunmaktadir. Iskemik
dokularda meydana gelen oksiradikallerin antioksidan savunma sistemi
tarafindan tamamen yok edilemedigi ve iskemi sonrasi doku hasarinda en
6nemli sorumlulardan birinin serbest radikal reaksiyonlarinin oldugu iyi
bilinmektedir (122).

Antioksidan parametreler tek tek o6lgllebildigi gibi, total antioksidan

kapasite dizeylerini belirleyebilecek kit gelistiriimistir. Bu da bize enzimatik



ve non- enzimatik antioksidanlar hakkinda bilgi vermektedir.

Aytacoglu ve ark. infrarenal abdominal aortasina okliizyon-reperfizyon
modeli uyguladiklar ratlarda, iloprost alan grubun, almayan gruba gére TAS
degerlerinin daha yiksek oldugunu goéstermislerdir (105).

Buna benzer bir calismada, Koksel ve ark. yine iloprostun TAS
degderlerinde anlamli derecede artisa sebep oldugunu kanitlamiglardir (102).

Koca ve ark. ise artroskopik diz cerrahisi uyguladiklarnn hastalarda,
NAC tedavisi verilen grubun TAS degerlerinde artma, TOS degerlerinde ise
azalma oldugunu géstermiglerdir (123).

Rabus ve arkadaslan (124) romatizmal ve dejeneratif kalp kapak
hastaliklarinda doku ve plazmada TAS ve TOS élgumlerinde, doku ve
plazma TOS degerlerinde iki grup arasinda anlamli bir fark bulamamislardir.
Plazma TAS duzeylerinde anlamh fark bulamamigken doku TAS
duzeylerinde anlamli fark oldugunu géstermiglerdir. Biz de calismamizda
sadece plazma TAS duzeylerine baktik ve iloprost alan grupla NAC alan grup
arasinda anlaml fark saptamadik. Dokudaki hasarin perifere ne derecede
yansidigi, dokular arasi farkhliklar olup olmadigi dusunildiginde TAS
degerlerini etkileyen farkli nedenlerin olup olmadigi konusunda daha cok bilgi

ve galismaya ihtiya¢ duyuldugu asikardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma iloprost ve n-asetilsisteinin, akut iskemi-reperfizyon
hasarina etkilerinin ayni galismada kiyaslandigi ve bu kiyasi yaparken de
TAS ve TOS kitlerinden faydalanildigi ilk calismadir.

Calismamizin  sonucu gostermektedir ki alt ekstremite iskemi-
reperfizyonu  gastroknemius kas dokusunda, histopatoljik olarak,
cizgilenmede kayip, periferik nikleuslarda belirsizlik, nekroz, hicresel sisme,
odem ve fibrozis, kas fibrilleri arasinda kapillerlerde I6kosit kimelenmesi,
konjesyon, hemoraji, PMNL, monosit ve makrofaj infiltrasyonlarina,
biyokimyasal olarak da TOS, CK ve LDH degerlerinde yikselis, TAS
degerlerinde ise duslse neden olmaktadir.

Histopatolojik veriler ve TAS degerleri 1s1ginda, iloprost ve NAC
arasinda anlamli bir farkhlik saptamazken, iloprostun, TOS, CK ve LDH
degerlerini n-asetilsisteine gére anlamli oranda azalttigini saptadik. Genel
olarak baktigimizda iloprost ve n-asetilsisteinin akut iskemi-reperflizyon
hasarini engellemede etkili ilaglar oldugunu sdylemek dogruysa da
calismamizin bu iki ilacin kiyaslanmasi oldugu gézoénine alindiginda
iloprostun iskemi-reperfiizyon hasarini azaltmada n-asetilsiteinden daha
Gstn oldugunu séylemek mumkinddar.

Klinik kullanimda artik siklikla tercih edilen iloprostun yanina ek olarak,
ozellikle periferik damar cerrahisi uygulanacak hastalarin preoperatif
tedavilerine n-asetilsisteinin de eklenmesi hasta yararina olabilir. Ulagsiimasi
ve uygulanmasi kolay, maliyeti de bir¢ok ilaca gore dusuk olan n-asetilsistein,

kardiyovaskiiler cerrahi de daha sik kullanilabilir.
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