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OZET
Kivang, O. Ekstremite iskemisi esnasinda ekstremitenin, %25’ lik Mannitol,
Human Albumin ve Euro Collins soliisyonlar ile perfuzyonunun
iskemi/reperfuzyon hasarma etkinliginin arastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Estetik ve Rekonstruktif Cerrahi Anabilim
Dali Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2011. 56 adet Sprague Dawley cinsi disi rat
randomize olarak esit sayida (n=7), 1. Grup ve 2. Grup olmak iizere iki ana grup ve
dort alt gruplara ayrildi. Tiim gruplarda; sag inguinal bolge diseksiyonunun ardindan
sag femoral arter klemplenerek, sag alt ekstremite 4 saat iskemiye birakildi. Iskemi
stiresinin ardindan, femoral arter 39 gauge /ik insiilin enjektoriiyle kaniilize edildi.
Alt gruplardan Kontrol gruplarina herhangi bir soliisyon kullanilmadi. Reperfiizyon
oncesi M; gruplarina 3 mg/kg dozda %?25’lik mannitol soliisyonu ile; HA; gruplarina
0.5 cc Human Albumin soliisyonu ile; EC; gruplaria 0.5 cc Euro Collins Soliisyonu
ile intravaskiiler olarak, iskemik sag alt ekstremite perfiizyonu uygulandi. 1.
gruplarda , 4 saatlik reperfiizyon yapildi. 2. gruplarda; iskemik ekstremite igin, 1.
gruplarda kullanilan perfiizyon soliisyonlari, reperfiizyon dncesi ayn1 dozda ve ayni
yolla kullanilarak, yumusak dokular ve cilt siitiire edildi ve sag alt ekstremite bir
hafta reperfiizyona birakildi. Tiim gruplarda reperfiizyon siiresinin ardindan,
histolojik incelemeler igin soleus kasi ve akciger oOrnekleri alindi. Histolojik
incelemede, dokular hematoksilen-eosin boyasiyla boyanip 1sik mikroskobunda
degerlendirildi. Belirlenen parametreler i¢in histolojik skorlamalar yapildi. Sonuglar,
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; 1. gruplarda bulunan ile 2. gruplarda bulunan
kontrol gruplar1 ile perfiizyon soliisyonlarmin uygulandigi gruplar arasinda ileri
derecede farklilik mevcuttu. Bu ¢alismanin sonucu; iskemik olan dokunun
intravaskiiler yolla reperfiizyon Oncesi, antioksidan 0zelligi olan soliisyonlarla

perflizyonunun yapilmasi iskemi/reperfiizyon hasarini azaltmaktadir.

Anahtar kelimeler: iskemi /reperfiizyon, mannitol, Human Albumin, Euro Collins,
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ABSTRACT

Kivang, O. Investigating of ischemia/reperfusion injury, reperfusion with %25
Mannitol, Human Albumin and Euro Collins solutions during extremity
ischemia. Eskisehir Osmangazi University Plastic, Aesthethic and
Reconstructive Surgery Department. Expertise Thesis. Eskisehir,2011. 56
Sprague Dawley female rats were randomly divided into eight equal groups (n=7).
All groups were classified by their reperfussion times. Four groups were named as
‘1. groups’ and four groups were named as ‘2. groups’. After disection of right
inguinal region at all subjects of the experiment; femoral artery was clamped and
ischemia was performed at 4 hours. After ischemic period, right femoral artery was
canuled with 39 gauge ensulin syringe. In control groups, only ischemia and
reperfusion was done. in M; and M, groups, at the dose of 3 mg/kg %25 mannitol
solution, in HA; and HA; groups at the volume of 0.5 cc Human Albumin solution
and in EC; and EC; groups at the volume of 0.5 cc Euro Collins Solution was used as
reperfusion solutions to perfuse ischemic right lower extremity before reperfussion
period begans. At 1. groups, 4 hour reperfusion was done. At 2. groups, after
perfusing ischemic extremity with the perfusion solutions used as the same as 1.
group; soft tissues and skin was sutured and one week reperfusion was done. After
reperfusion period ended in all groups, soleus muscle biopsies from right extremity
and lung biopsies were taken for histological reserch. Samples were stained with
hematoksilen-eosin and examined by light microscopy and scored according to the
parameters described before. Results were analysed statistically and comparing
control groups with the groups at which perfusion solutions was used; the results
were statistically meaningful. As a result, regardig to our study; before reperfusion,
perfusing ischemic tissue by its own artery with the solutions which have antioxidant

properties, reduces ischemia/reperfusion injury.

Key Words: ischemia/reperfusion, mannitol, Human Albumin, Euro Collins.
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1. GIRIS

Giliniimiizdeki modern cerrahi yontemlerin ve teknolojinin sundugu geligmis
imkanlara ragmen; serbest doku nakilleri ve reimplantasyonu i¢eren mikrocerrahi
prosediirler, turnike kullanimi, akut arter tikamikligi ve arter yaralanmasi gibi
durumlarda, ilgili ekstremitenin ve/veya organin belirli bir siire 1lik iskemide
birakilip ardindan kanlanmasinin saglanmasi; iskemi/reperfiizyon hasarina yol acarak
post operatif morbidite ve mortaliteyi artiran 6nemli bir sorun olarak karsimiza
ctkmaktadir(1). iskemi; akut (ekstremite amputasyonlar1, akut arteryel okliizyonlar)
veya kronik (periferik arter hastalig1) olabilir. Iskelet kas1 akut iskemisi, klinikte sik
karsilagilan bir sorundur. Akut arter tikanikliklarinin nedenleri siklik sirasina gore;
akut arter embolileri, akut arter trombozlari, arter yaralanmalar1 ve dissekan aort
anevrizmalaridir. Kollaterallerin gelismis oldugu kronik iskemik durumlarda bile
akut ekstremite iskemisi, ciddi mortalite ve morbiditeye yol acabilen klinik bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir(2).

Plastik cerrahinin ugrasi alanlarinin arasinda olan reimplantasyonlar ve
serbest doku aktarimlarinda, doku iskemisi ve asil olarak dolagimin tekrar saglanmasi
ile olusan reperfiizyon hasari; cerrahi basariyr azaltan, morbidite ve mortalite
oranlarinda ciddi ylikselmeye neden olan bir problem olarak karsimizda durmaktadir.
Cerrahi operasyonlarin bir kisminda; turnike kullanimi ile kansiz saha elde edilerek,
cerrahinin daha goriilebilir bir ortamda ve daha efektif yapilmas1 amaglanirken; doku
iskemisi kaginilmaz bir sonugtur. Cerrahi islem teknik olarak basarili olsa bile,
iskemi sonrasinda olusan reperfiizyon hasari; lokal doku yikimina, uzak organ
hasarina, morbidite artis1 ile mortal olabilecek komplikasyonlara yol agmaktadir.

Iskemi; bir dokuda kan akimmin durmasidir. Dolayisiyla, dokunun oksijen
ihtiyacinin karsilanamadigi ve dokunun, anaerobik yollara kayarak enerji iiretimine
bagladig1 hasar mekznizmalariin ilk basamagidir. Birinci iskemi zamani; dokunun
ilk iskemik kaldig: siiredir. ikinci iskemi zaman ise, reperfiizyon sonras1 dokunun
tekrar iskemide kaldig1 siiredir. Ikinci iskemide, dokunun iskemiye direnci
diismektedir. Kritik iskemi zamani, dokunun hasarsiz tolere edebildigi en uzun
iskemi zamanidir. Arteryel ve random beslenen deri fleplerinde kritik birinci iskemi
zamani 13 saat iken kritik ikinci iskemi zaman1 4.7 saate diismektedir. Iskelet kasi,

metabolizmasinin deriye gore daha hizli olmasi nedeniyle iskemiden daha fazla



etkilenmektedir. Iskelet kasi 3-4 saatlik iskemi peryodundan yasayarak
cikabilmektedir. 4 saatlik iskemi sonrasi iskelet kasinda irreversible degisiklikler
baslamakta ve 6 saatlik iskemi sonunda bu irreversible degisiklikler neredeyse
tamamlanmaktadir. Kas dokusunun dahil edildigi myokutan fleplerde kritik iskemi
zamant 4 saate diismektedir. Bunun anlami sudur; iskemi zamani uzadiginda;
cerrahin elinde yasayan bir deri ve 6lii bir kas kalabilir(3-5).

Serbest doku aktarimlarin1 da kapsayan mikrocerrahi prosediirler, cerrahi
operasyon esnasinda dolasimin durdurularak iskeminin olustugu bir siireyi
icermektedir. Bir¢ok serbest doku aktarimi vakasinda, normotermik iskemi tolere
edilir ve cerrahi basar1 yaklasik olarak % 90’nin iizerindedir. Genellikle bu tiir
cerrahi girisimlerde, normal kosullar altinda iskemi siiresi vakanin kompleksligine
gore 1.5-3 saat arasinda degismekle birlikte, daha kompleks durumlarda veya
komplikasyonlarin olustugu durumlarda bu iskemi siiresi uzamakta veya ikincil bir
iskemi siiresi olusmaktadir. iskelet kasinda reperfiizyonun erken dénemlerinde kan
akimi artmakta iken, gec donemlerinde azalmaktadir. Iskemi kisa zamanl
oldugunda, dokuya gelen yeni kan akimi (reperfiizyon) kisa bir siire i¢inde dokunun
dogal yasam kosullarini olustururken; uzamis iskemi durumlarinda bu yeni kan
akimi1 doku igin 6limciil olabilmektedir(5).

Serbest doku aktarimlarinda, iskemiye neden olan ii¢ durum mevcuttur.
Bunlardan ilki ¢ok genis kaldirilmis fleplerde olusan distal bolge iskemisidir. Distal
bolge iskemisi; parsiyel flep nekrozuyla sonuglanir. Diger iki neden ise arteryel
okliizyona ve vendz okliizyona bagli global iskemilerdir. Her ikisinde de, total flep
kayb1 gerceklesse de; esit iskemi zamanlarinda vendz global iskemi, arteryel global
iskemiye gore daha hasar vericidir(5).

Iskelet kasi iskemisi; herhangi bir nedenle olusan akut arter tikanmasi
sonucunda sik olarak karsimiza ¢ikan klinik bir problemdir. Akut iskemi gelisen bir
ekstremiteye kan akimi yeniden saglandigi zaman (reperfiizyon ), iskemik periyotta
olusandan daha fazla iskelet kas1 nekrozu meydana gelebilir. Bu durum, etkilenen
extremitede 6dem, metabolik asidoz ve makroskobik myloglobiniiri ile kendini
gosterir. Iskemi/reperfiizyon hasarmin sistemik etkisi ile bazi vakalarda akut renal
yetmezlik, akut solunum yetmezligi, kalpte fonksiyon bozuklugu ve 6liim meydana

gelebilir. Klinikte bu durum "myonefropatik metabolik sendrom™ olarak bilinir.



Adindan anlagilacagi ilizere bu sendromun tanisal bulgulart myoglobiniiri,
hiperpotasemi ve asidozdur; sirasiyla 3 donemi mevcuttur(2).

1- Iskemik faz: Agri, bacakta rijidite, masif 6dem ve iskemik doku bulgularini
igerir.

2- Revaskiilarizasyon fazi: Masif 6dem, ciltte 1sinma, yer yer nekrotik sahalar,
asir1 fasyal kompresyon (fasyotomi endikedir), myoglobiniiri (48 saatte pik
yapar).

3- Reperfiizyon fazi: Kan pH’s1 diiser, K" yiikselir, CPK artar, LDH artar,
SGOT artar(2).

Tedavide; sivi elektrolit dengesi, kalp ve bobrek fonksiyonlarinin
restorasyonu ve izlemi 6nem tagimaktadir. Bikarbonat uygulamasi, hiperkaleminin
kontrolii, hemodiyaliz islemleri {ic ana tedavi prensibini olustururken; mannitol
inflizyonlari, sivi resusitasyonu ile zorlu dilirez medikal tedavinin ek bilesenleridir.
Endikasyon dahilinde fasyotomi yapilmasi, erken amputasyon giindemde
tutulmalidir(2). Bu olaylar sonucu % 15-22° yi bulan oranlarda mortalite ve %30’u
bulabilen majér amputasyon s6z konusu olabilir(7).

Bir iskemi periyodu sonrasinda, kesilmis olan kan akiminin tekrar saglanmasi
reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir. Reperfiizyon, iskemik dokunun yasami ig¢in
gereklidir. Bununla birlikte, iskemi esnasinda anaerobik metabolizma sonucu biriken
metabolitler ile reperfiizyon esnasinda olusan reaktif oksijen radikalleri ve diger
mediatdrler; ilk etapta, endotel hiicre sismesine ve vaskiiler permeabilite artisina
neden olurlar. Ardindan iskemi/reperfiizyon hasar mekanizmalari baglayarak,
iskemik kalan dokunun harabiyeti ve uzak organ hasari olusur. Olusan bu hasar;
dokunun tipi, iskemi siiresi ve reperflizyon siiresine bagli olmakla birlikte,
uygulanacak olan tedavi edici ajanlar ile azaltilabilmektedir(6,8).

Iskemi reperfiizyon hasarmnin temelinde, reperfiizyon esnasinda dokunun
oksijenizasyonu sonucu ortaya cikan serbest oksijen radikalleri bulunmaktadir.
Reaktif oksiradikaller bircok kaynaktan saliabilirler, bunlar arasinda en 6nemli
olani, reperfiizyon esnasinda dokuya gelen aktive olmus nétrofillerdir. Aktive olmus
notrofiller, antimikrobiyal savunma sisteminde kullandiklart mekanizma olan
NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperflizyonla gelen molekiiler oksijenden,

seri reaksiyonlar sonucunda toksik radikaller olusturarak ileri doku hasarna neden



olurlar(8,9). Reperfiizyon doneminin en 6nemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan
akiminin geri donmemesi fenomenine (no reflow fenomeni), aktive olmus nétrofiller
ile trombositlerin kapillerlerdeki agregasyonlar1 sonucu olusan, kapiller tikaclarin
neden oldugu bildirilmistir(8,9).

Akut iskemi gelisen bir ekstremiteye kan akimi yeniden saglandigi zaman,
iskemik periyotta olusandan daha fazla iskelet kasi nekrozu meydana gelebilir. Bu
durum etkilenen ekstremitelerde 6dem, metabolik asidoz, mikroskobik myoglobiniiri
ile kendini gosterir(7,8). Cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla
bunu takip eden bir reperfiizyon periyodu vardir. Ozellikle akciger ve bdbrek, hassas
yapilart nedeniyle iskemi/reperfiizyon sonrast olusan metabolitlerden fazlasiyla
etkilenmekte ve degisik derecelerde kalici hasarlar olusabilmektedir(8).

Gilinlimiizde iskemi reperfiizyon hasarini1 6nlemeye ve azaltmaya yonelik pek
cok tedavi stratejileri gelistirilmis ve gelistirilmeye devam etmektedir. Plastik ve
rekonstriiktif Cerrahi agisindan damar yaralanmalari, travmatik amputasyonlar,
serbest doku aktarimlari, turnike altinda yapilan cerrahi girisimler, ekstremitelerin
iskemi/reperfiizyon hasarma ugramasina neden olarak cerrahi basariyr azaltan;
morbidite, mortalite, hastanede kalis siiresi ve tedavi maliyetini artiran G6nemli bir
problem olarak hala giincelligini korumaktadir(10). Yaklastk 50 yildir
iskemi/reperfiizyon hasarinin lokal ve sistemik zararlarinin bilinmesine ragmen;
iskemi/reperfliizyon hasarinin 6nlenmesinde en uygun tedavi planinin ne oldugu ve
bu hasarin nasil 6nlenecegi halen tartisma konusudur(8).

Bu c¢aligmanin amaci, deneysel olarak olusturulmus rat alt ekstremite
iskemi/reperfiizyon modelinde; reperfiizyon oOncesi, 1lik iskemi dénemindeki
ekstremitenin - mannitol, human albumin ve Euro Collins solisyonlar1 ile

perflizyonunun, iskemi/reperfiizyon hasarindaki etkinliginin gdsterilmesidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Iskemi

Iskemi kan dolasimi tarafindan dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik iiriinlerin uzaklastirilamamasidir. Iskemiye
bagli doku hasarinda hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi hiicre 6liimiine neden olur(8,11). Oksijen homeostaz1 insan fizyolojisinde
hayati onem tasir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP sentezi i¢in kullanilan
oksijen; ayn1 zamanda hiicresel lipid, niikleik asit ve proteinlerdeki oksidatif hasar
mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayisiyla, protein sentezi ve aktivitesini kontrol
eden kisa ve uzun donem mekanizmalarla, hiicresel ve sistemik oksijen
konsantrasyonlarinin dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi agisindan 6nemlidir(11-
13). iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin Snemi
belirtilmekle birlikte reaktif oksijen tlirevleri de hiicre Oliimiiniin 6nemli
aracilarindandir(11,13). Bazi hiicrelerin anoksiye digerlerinden daha hassas
olmalarindan dolay1 ekstremitelerin iskemiye toleransini degerlendirmek zor olabilir.
Hiicrelerin O, ihtiyaglar1 ve dokularin solunum hizlari farklidir. Derinin solunum
hiziyla, retinanin solunum hizi arasinda 4 kat fark vardir. Calismalar periferik sinir
ve kaslarin, cilde nazaran iskemiye karsi daha duyarli olduklarmi gostermistir.
Iskelet kaslarmda ve periferik sinirlerde iskemiden 4-6 saat sonra geri déniissiiz
degisiklikler olmaktadir. Cilt ve cilt alt1 dokulardaki hiicrelerin hipoksiye dayanikli
olmasi1 nedeniyle iskelet kas1 ve periferik sinirlere gore daha uzun siireli canliligim
stirdiirebilirler(8,14). Tablo 2.1°de farkli dokularin iskemiye dayanma siireleri

belirtilmistir(8).

Tablo 2.1. Dokularin kritik iskemi zamanlar1

Doku Siire
Kas 4 saat
Sinir 8 saat
Yag 13 saat

Deri 24 saat




Iskemi esnasinda hiicre depolarinda bulunan ATP’1 kullanarak belirli bir siire
hayatin1 devam ettirebilir fakat kritik iskemi zamanini astiktan sonra hiicre anaerobik
solunum yaparak enerji gereksinimini saglar(11,13,14). Sonugta asagidaki olaylarin
meydana gelmesi kaginilmazdir.

1- Asidoz: Doku hipoksi veya anoksisi, Crebs dongiisiiyle aerobik
oksidasyonda azalmaya ve hiicrede bulunan ATP miktarinda diisiise neden olur. Bu
durum adenozin difosfat (ADP) ile fosfat birikimine ve Embden-Meyerhoff
yolundaki anaerobik glikolizde artmaya neden olur. Sonugta laktik asit ve piirivik
asit olusur. Laktat artis1 ve H" birikimi, doku pH’sinda diismeye neden olur. Laktik
asit ve diisiik pH; protein denatiirasyonu, enzim fonksiyonlarinda kayip, NADH
rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest radikal olusumu gibi iskemik hasar
olusturan etkenlerin gelisimini arttirir(13,15-17). Basidel(8)’in belirttigine gore,
Hayes ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada iskemik domuz gracilis kasinda ATP
azalmasiin myonekroz ile ters orantili oldugunu gostermislerdir.

2- Makromolekiil sentezinin durmasi: ATP seviyesindeki azalma ile
birlikte; fosfolipid, protein, polisakkarid ve niikleik asidlerin, spontan veya enzim
kaynakli parcalanmalarinin ardindan bu yapitaglarinin yeniden sentezlenememesi
nedeniyle hiicre biitiinliigii bozulmaya baslar. Ayn1 zamanda hiicre i¢i Ca*" artisinin
neden oldugu fosforilaz, lipaz, proteaz ve endoniikleaz enzim aktivasyonlar1 da bu
parcalanmaya katkida bulunur(13,16).

3- iyon dengesinin bozulmasi: iskeminin ciddiyetine ve siiresine gore hiicre
membranmin fizyolojik biitiinliigii bozulmaya baslar. Iskeminin ilk etkiledigi yer
mitokondridir. ATP miktarindaki net azalma Na'/K* ATP’az enzimini inhibe eder.
Buna bagli olarak hiicre i¢i Na* ve su artisi ile hiicrede sisme meydana gelir. Hiicre
dist K* artar. Na* artis1 ile Na*/Ca™ ve Na'/ H* degisim sistemleri aktive olur.
Sonucta hiicre i¢ine Ca' ve H' akisi baslar. Hiicre ici Na® artisi membranda
depolarizasyon yaparak, gegici olarak voltaj bagimli Ca*" kanallarmin agilmasina ve
hiicre i¢i Ca™ miktarmnin artmasina neden olur. Hiicre icinde Ca™" artmas1 sonucunda
fosfolipaz  aktivitesini  artirarak  fosfolipidlerin  parcalanmasina yol agar.
Fosfolipidlerin yikimi ile arasidonik asit ortaya g¢ikarak serbest radikal olusturan
siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollar1 aktive eder. Sitoplazmada artan serbest Ca™",

Ca™"’a bagimli ATP’az enzimini aktive eder ve hiicre ici ATP daha hizli tiiketilir.



Yiiksek Ca™" seviyeleri mitokondri i¢ zarmna etki ederek oksidatif fosforilasyonu ve
ATP yapimmi azaltir. Ayrica yiiksek Ca™ seviyeleri, serbest radikal olusumunu
arttirir(13,14,16,18). Yiiksek Ca*" seviyelerinin, proteaz aktivasyonu sonucu ksantin
oksidaz enziminin iskemik dokuda ortaya ¢ikmasinda, nétral proteazlar ve lizozomal
proteazlarin aktivasyonu ile hiicre iskeleti protein yapilarin yikilmasi sonucu geri
doniistimsiiz hasarda rol oynadiklart ortaya konmustur(13). Sekil 2.1.’de hiicre

zadelenmesi sirasinda sitoplazmik Ca artis1 ve Ca kaynaklar1 gosterilmistir(13).

Zedeleyici ajan

Mitokondri Endoplazmik

retikulum

Sitoplazmik Ca*+ artisi

]
v

ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endoniikleaz

ATP Fosfolipit Membranve [ e

azalmasi azalmasi  hiicre iskelet | Kkromatin =
proteinlerinin hasar I

L

parcalanmasi N

Sekil 2.1. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik Ca artisinin kaynaklar1 ve sonuglart.

Sonug¢ olarak, uzun siireli iskemilerde; hiicresel sisme, asidoz, hiicre ici
kalsiyum/sodyum oraninda artis, ATP/fosfokreatin seviyesi azalmasi, hipoksantin
seviyesinin artmasi, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitlinliigii kayb,
niikleotid hidrolizi gibi hiicre metabolizmas: ve iskelet yapisini ilgilendiren bir¢cok
degisim meydana gelir(11,13,15,16). Tablo 2.2’de iskeminin hiicresel etkileri
gosterilmistir(16).



Tablo 2.2. iskemi veya hipoksinin hiicresel etkileri
ISKEMIi VEYA HiPOKSININ HUCRESEL ETKILERI

Hiicresel asidoz

Hiicre membran potansiyelinde bozulma

Hiicresel iyon dagiliminda bozulma (intraselliiler Ca™/Na" oraninda artis)
Hiicresel sisme

Hiicre iskelet bozukluklar1

Hipoksantin artisi

ATP azalmasi

Fosfokeratin azalmasi

Glutatyon azalmasi

Lokosit adezyon molekiillerinde artig

Iskeminin siiresine ve siddetine bagl olarak iki tiirlii hiicresel zedelenme ortaya
cikar:
1. Geri doniislii zedelenme,

2. Geri dontigsiiz zedelenme.

1- Geri Doniislii Zedelenme

Hipokside ilk etkilenen mitokondrial oksidatif fosforilasyonla saglanan
hiicrenin aerobik solunumudur. ATP yapimi yavaslar ya da durur. ATP kaybi
hiicrede yaygin olarak bir¢ok sistemi etkiler. Ozellikle, potasyumun difiizyonla disar1
atilim1 ve sodyumun hiicre i¢i birikimine yol acan sodyum pompasi yetersizligine
sebep olacak sekilde oubain duyarli ATPaz aktivitesinin azalmasina neden olur. Iyon
tutulumuna izo-ozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme ortaya
cikar(13).

Hiicrede ATP azalinca, AMP birikir. AMP, fosfofruktokinazi uyarir; bu da
anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezini arttirarak hiicreye enerji saglar.
Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine
yol agar ki; bu da hiicre i¢i pH’y1 diisiiriir(13). Yine iskemi sirasinda devam eden
baska bir olay, ATP seviyesinin azalmasina karsin ADP diizeyinin artmasidir. Artan
ADP’ler 6nce AMP’ye, daha sonra adenozin, inozin ve en sonunda hipoksantine

dontisiir. Hipoksantinin, reaktif oksijen radikallerinin prekiirsorii olarak hiicre



icindeki miktar1 artar(13). Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz
yardimiyla ksantine déniistiiriiliir. Iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz, ksantin
oksidaza doniisiir. Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid kullanan ksantin
dehidrogenazin aksine ksantin oksidaz, oksijeni kullanir. Bundan dolay1
hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize edemez, sonucta dokuda hipoksantin
diizeyi asir1 seviyelere cikar. Reperfiizyonla oksijen tekrar dokuya sunuldugunda
fazla miktardaki hipoksantinin, ksantin oksidaz ile reaksiyona girmesi sonucunda
toksik serbest oksijen radikalleri olusur(8,13).

Bunu izleyen olgu, graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlarin ayrilmasi ve
polizomlarin bozulmasiyla monozomlarin olusmasidir. Eger hipoksi siirerse,
membran gecirgenligi azalir. Sonucta hiicre ylizeyinde siskinlikler olur. Konsantrik
laminalardan olusan plazma ve organel membranlarindan kaynaklanmis sitoplazma
icinde ya da hiicre disinda goriilen miyelin sekiller ortaya ¢ikar. Bu evrede
mitokondriyalar normal ya da hafifce sismis ya da yogunlasmistir. Endoplazmik
retikulum genislemistir ve tim hiicre belirgin olarak siskindir(13). Oksijen
verildiginde yani iskemi sonlandirildiginda, yukaridaki tiim biyokimyasal ve
patolojik bulgular geri donebilir. Eger iskemi devam edecek olursa ATP’deki azalma

siddetlenir ve geri doniissiiz zedelenme olusur(13).

2 - Geri Doniissiiz Zedelenme

Morfolojik olarak kristalarinida igermek iizere mitokondrilerin ileri derecede
vakuolizasyonu, plazma zarlarinin asir1 yikimi, lizozomlarin sismesi ve 6zellikle bu
iskemik alanin yeniden perfiize olmasiyla hiicre igine yogun kalsiyum akisinin
olmast seklinde goriiliir. Mitokondrilerin matriksinde sekilsiz yogunlasmalar gelisir.
Mitokondride iskemiden sonra bu erken geri doniissiiz zedelenme bulgulari 30-40
dakikada gozlenebilir(13).

Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarina gore Kritik
iskemi siiresi farklilik gdstermekle birlikte uzun siireli iskemide geri dontlislimsiiz
hasar ve nekroz kaginilmazdir(5,16).

Stirekli olarak asir1 gegirgen membranlardan protein, temel koenzimler ve
riboniikleik asitler kaybolur. Hiicre ayn1 zamanda yasamini siirdiirmek i¢in gerekli
olan ATP’nin yeniden olusumunda kullanacag hiicre i¢i yiiksek enerjili fosfatlarini

yitirir(13).
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PH diismesi lizozom membranlarinda zedelenmeye yol agar. Enzimler
sitoplazmaya gecerek asit hidrolazlarin aktivasyonu ile hiicre bilesenlerinin
enzimatik sindirimine, bu da riboniileoprotein, deoksiriboniikleoprotein ve glikojen
kaybina sebep olur(13).

Sonug olarak 6li hiicre myelin sekiller biciminde biiyiik fosfolipid kitlelerine
doniisebilir. Bu ya diger hiicrelerce fagosite edilir ya da yag asitlerine parcalanir.
Yag asitlerinin artiklariin kalsifikasyonu kalsiyum sabunlariin olusmasina neden
olur(13).

Hiicrede meydana gelen iki olay geridoniissiizliigii karakterize eder. Bunlar
once mitokondrilerin islev bozuklugunun yeniden kanlanma ve oksijenlenmeye
karsin diizelmeyisi (oksidatif fosforilasyon ve ATP rejenerasyon yoklugu) ve daha
sonra membran iglevlerinde belirgin bozukluklarin geligimidir(13).

Geri dontissiiz hiicre zedelenmesinde membran zedelenmesi sonucunda
kalsiyum yiliksek yogunlukta bulundugu hiicre disindan hiicre icine geger.
Reperflizyon saglansa dahi kalsiyum birikimi devam eder. Kalsiyum mitokondriler
tarafindan alinir; hiicresel enzimleri inhibe eder, proteinleri denatiire eder ve
koagiilasyon nekrozu i¢in karakteristik degisikliklere neden olur. Kalsiyum iyonlari,
hiicreyi 6liime gotiiren biyokimyasal degisikliklerde 6dnemli bir mediatordiir (13).
Hiicresel fonksiyonlar hiicre Oliimiinden o6nce kaybolur. Hasarin morfolojik
goriiniimii, kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz
hasar oturduktan ¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar iginde
goriilebilen geri dontlisiimlii bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika iginde
151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte belirgin hale
gelir (13).

2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyonun ana amaci, o doku veya organin korunmasi ve yeniden
fonksiyonlarmi kazanmasi i¢in tamir edilmesidir. Bununla birlikte iskelet kasi
reperfiizyonu; 16kosit infiltrasyonu, 6dem, mikrodolasim bozuklugu ve Kkas
nekrozuyla karakterizedir(20). Reperfiizyonla birlikte olusan hasarn biyikligi,

iskemi stiresi ve siddeti ile iligkilidir. Kisa stireli iskemilerde reperfiizyon hasarinin
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siddeti hafif olurken; iskeminin siiresinin uzun ve geri doniisiimsiiz hasarin olustugu
durumlarda reperfiizyonla birlikte hiicrelerin kurtarilmasi miimkiin olmayabilir.

Iskemiye maruz kalmis bir dokunun reperfiize edilmesiyle iskemik hasarin
azalacagi beklenir; ancak belli durumlarda bu miimkiin olmaz ve aksine hasarin
arttig1 tespit edilir. Yapilan ¢alismalarda; iskemik bir kas anoksik kan ile reperfiize
edildiginde, doku hasarinda bir miktar daha artis gozlenmis; yine ayni kosullarda
iskemik birakilmis kas, normoksik veya oksijenlenmis kan ile reperflizyon
yapildiginda, mikrovaskiiler bariyerde bozulma, mikrovaskiiler permeabilite artig1 ve
kas hasarinda ciddi artis gdzlenmistir(20). Iskemi sirasinda bazi hiicrelerin hasara
kars1 duyarli hale gelebilecegi ve reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan bazi zararh
etkenler karsisinda biitiinliiklerini kaybedebilecekleri ileri stiriilmiistiir. Duyarli hale
gelmis bu hiicreleri oldiirebilen en olasi1 zararli etkenin serbest oksijen radikalleri
oldugu ileri siiriilmistiir. Bunlar endotel ve parankimal hiicrelerden ve inflamasyon
nedeniyle dokuya niifuz etmis notrofillerden kaynaklanabilir. Serbest oksijen
radikalleri, lipid peroksidasyonuyla membranlara zarar verebildikleri gibi protein,
DNA ve mitokondrilere de zarar verebilirler. Bunun disinda reperfiizyon esnasinda
hiicre icine kalsiyum birikiminin yogun bir hal aldigi ve ardindan kalsiyumun
ozellikle mitokondrilere alinmasinin reperfiizyon hasariin belkemigini olusturdugu
yoniinde kanitlar mevcuttur. iskemi sirasinda dokuda olusan metabolitler sirkiilasyon
olmadigindan dokuda birikir(8,15,21,43).

Kan akiminin normale donmesiyle (reperflizyon) dokuda birikmis
metabolitlerin oksidasyonu sonucu olusan maddeler dolasima karisir ve kan yolu ile
tlim viicuda yayilarak uzak organ hasarindan sorumlu olurlar(5,8).

Reperfiizyon, iskemi sonrasi iskeminin biraktig1 hasari artiran bir potansiyele
sahiptir. Reperfiizyon hasar1 endoltelyal ve mikrovaskiiler disfonksiyon, hiicresel
nekroz ve apopitozla karakterizedir(20,21). iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden
baslamas1 durumunda 6zellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer 16kositler
tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri dokudaki yikimi artiric1 etki yapar(16).
Mikrovaskiiler disfonksiyon, vaskiiler permeabilite artisina, bu da iskemik doku
O0demine ve dolayisiyla iskeminin siddetlenmesine neden olur. Gegmis yillarda
yapilan ¢alismalarda, iskemik dokuda vaskiiler permeabilite artiginin, iskemik

dokudaki yiliksek histamin diizeyleri nedeniyle olduguna inanilmaktayken, Korthuis
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ve arkadaglari, domuz grasilis kasinda iskemi/reperfiizyon modeli olusturmus ve
deneklere histaminin, reseptoriine baglanmasini bloke eden H; ve H; reseptor
blokdrleri (difenhidramin, simetidin) vererek, permeabilite artisinin yiiksek histamin
seviyelerine degil; iskemik dokuya gbé¢ eden lokositlerden salinan mediatorler ile
serbest oksijen radikallerine bagli oldugunu gostermislerdir(22).

Reperfiizyon sonrast iskemik dokuya olan siirekli lokosit gocil,
iskemi/reperfiizyon hasarina bagli doku hasarinin devamini ve genislemesini saglar.
Lokositler, proteolitik enzim (elastaz) ve serbest oksijen radikalleri sentezi ve
kapiller seviyede mikrodolasim tikanikligi ile hasara katkida bulunur(5,8,13,15,20).

Bu patolojik olayin ortaya c¢ikmasindan sorumlu tutulan mekanizmalar,
serbest oksijen radikalleri (SOR), proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, lokosit
infiltrasyonu, kalsiyum yiiklenmesi, fosfolipid peroksidasyonu ve azalmasi,
bozulmus nitrik oksit metabolizmast ve azalmis ATP sentezi ileri

stiriilmiistiir(5,8,13,15,20).

2.3. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalari

Iskemik dokunun nekrozdan kurtulmasi igin reperfiizyon sarttir. Ancak
reperfiizyon iskeminin dokuda yapmis oldugu hasari arttirarak nekroz sahasinin
genislemesine neden olur. Bu olaylarin tamamina birden ‘reperfiizyon hasari’adi

verilir. Iskemiye maruz kalan her dokuda reperfiizyon hasar1 olusur(23).

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri(SOR)

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgede ciftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler
yapt olusmaktadir. Serbest radikal, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan bir
atom veya molekiildiir. D1s orbitalde, iki ile boliinmeyen elektron varligi, atom veya
molekiilii reaktif kilar. Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali
kaynag1 mitokondriyal elektron transport zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit radikal tiretimi artar(24). Canliligin devaminin zorunlu bir
pargas1 olan serbest oksijen radikalleri, sayisiz enzimatik reaksiyon ve biyolojik
fonksiyon i¢in gereklidir. Ancak, reperfiizyon gibi bazi patolojik durumlarda asir

miktarlarda ortaya ¢ikarak hiicresel hedeflere zararl etkilerde bulunurlar. SOR’nin
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hiicre diizeyindeki en onemli etkileri; lipid peroksidasyonu, protein hasari, tiyol
bilesiklerinin oksidasyonu, DNA hasari, enzim oksidasyonu, monosit ve
makrofajlarda proinflamatuar sitokin yapiminin uyarilmasidir(24,25,27). Serbest

oksijen radikallerinin organizmadaki zararli etkileri tablo 2.3’de gdsterilmistir(24).

Tablo 2.3. Serbest oksijen radikallerinin zararlar

-Hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.

-Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler.

-DNA'y1 tahrip ederler.

-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri
aktive ederler.

-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar.

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar.

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar.

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar.

Organizmada pek ¢ok tiirde serbest radikal olusabilir; ancak en sik olarak
lipid yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa
lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid
peroksi radikalini olusturur. Lipid radikallerinin en 6nemli kaynag1 egzersiz yapan
iskelet kasidir(26). Lipid peroksi radikali, diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir
ve lipidhidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 lipid
peroksidasyonunu hizlandirir . Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iiriinlere
de dontigebilir. Bunlar arasinda en c¢ok bilinen {riin aldehid grubundan
malonildialdehiddir(MDA)(24,27).

Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir. Serbest oksijen
radikalleri; mitokondrideki elektron transport sistemi, ksantin oksidaz sistemi,
endotelyal hiicreler, prostaglandin ve aktive notrofillerden

kaynaklanmatadir(11,13,24).  SOR’nin  en Onemli olusum mekanizmasi,
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hipoksantin/ksantin oksidaz sistemidir. SOR’den en Onemlileri; siiperoksit anyonu
(02), hidrojen peroksit (H20,), hidroksil (OH") radikalidir(28). SOR, aerobik
metabolizma sonucu olusur ve antioksidan sistemlerce detoksifiye edilir.
Oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi, SOR olusumunu arttirir. Reperfiizyon
esnasinda SOR yapiminin artmasi, enzimatik antioksidan sistemlerin detoksifikasyon
kapasitesini asarsa, doku hasarina giden bir dizi tepkimeler baslar(15,27,29).
Organizmadaki serbest radikal kaynaklari tablo 2.4’de gosterilmistir(24).

Tablo 2.4. Serbest radikal kaynaklari

Normal biyolojik islemler (Oksijenli solunum -Katabolik ve anabolik islemler)

Oksidatif stres yapici durumlar (Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -
Intoksikasyon-Ksenobiotik maddeler)

Oksidan enzimler (Ksantin oksidaz- indolamin dioksigenaz-Triptofan dioksigenaz-
Galaktoz oksidaz —Siklooksigenaz- Lipooksigenaz- Monoamino oksidaz)

Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (notrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil,

endotelyal hiicreler)

Uzun siireli metabolik hastaliklar

Yaglanma siireci

Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara

Bircok enzimin katalitik dongiisii sirasinda da serbest radikaller ortaya ¢ikar.
Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda
bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikim yolunda hipoksantinden ksantin,
ksantinden de irik asit olusumu basamaklarinda elektron alicis1 olarak molekiiler

oksijenden (O,) daha ¢ok NAD" kullanir. Oksijensizlige bagl olarak ADP'nin

ATP'ye fosforilasyonunun azaldig1 durumlarda (iskemi durumlarinda), hiicre i¢i iyon
konsantrasyonlarinda da degisiklikler olur ve hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonundaki
artis nedeniyle, bir enzim kompleksi olan Ca*”, uyarilmis proteazlar1 aktive ederek
ksantin dehidrogenazi (D tipi), ksantin oksidaz (O tipi) formuna doniistiiriir. Ksantin

dehidrogenazin, ksantin oksidaz olarak aktivite gdstermesi durumunda hipoksantin,
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ksantine ve ksantin de iirik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta,
molekiiler oksijen, hidrojen perokside indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda
oksijen seviyesi diisiik oldugundan 6nemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi

reperfiizyon sirasinda normale doniince, iskemik dokuda ksantin oksidaz etkisiyle

fazla miktarda hidrojen peroksit (H,0,) ve siiperoksit radikali (02-7) olusur, bunlarin

etkisiyle de iskemi/reperfiizyon hasar1 ortaya ¢ikar(15,28-29). Tablo 2.5’de radikal

olan ve radikal olmayan bilesikler gosterilmistir(24).

Tablo 2.5. Radikal olan ve radikal olmayan reaktif bilesikler

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR

Siiperoksit radikal ( O2)  Hidrojen peroksit ( H,O, ) Singlet oksijen
Hidroksil radikal ( OH") Lipid hidroperoksit ( LOOH )

Alkoksil radikal ( LO") Hipoklorik asit (HOCL)

Peroksil radikal ( LOO)

Siiperoksit radikali (O;): Siiperoksit radikali (O,) hemen tiim aerobik

hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.

Indirgenmis gecis metallerinin oto oksidasyonu siiperoksit radikali meydana
getirebilir. Siiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal
anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve ge¢is metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diisiikk pH degerlerinde daha reaktifdir,
oksidan perhidroksi radikali (HO7") olusturmak {izere protonlanir. Siiperoksit radikali
ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince, biri okside olur digeri
indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda, molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit
meydana gelir. Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit
(NO) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOQO)
meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO,) ve nitrat (NOg) olusturmak tizere

metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit (NOy), hidroksil radikali (OH),
nitronyum iyonu (NO;) gibi toksik triinlere doniisebilir ki, nitrik oksitin (NO")

zararli etkilerinden peroksinitrit sorumludur (29).
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Hidrojen peroksit (H,O,): Hidrojen peroksit (H20), siiperoksidin
cevresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin
cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin, iki proton
(H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin
asil iiretimi, siiperoksidin (O,) dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii,
siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana
getirdiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir; ya spontan gerceklesir ya da
stiperoksit dismutaz(SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon, pH
4,8'de en hizlidir; enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas
oldugu nétral ya da alkali pH'da daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest
radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri(ROS) kapsamina girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe'" veya diger gecis metallerinin
varhiginda Fenton Reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O;) varliginda Haber-
Weiss Reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikali (OH") olusturur. Siiperoksit radikalinin lipide ¢oziinebilirligi sinirl
oldugu halde hidrojenperoksit lipid ¢6ziinebilir. Bu nedenle hidrojenperoksit
kendisinin olustugu yerden uzakta olan, fakat Fe™ igeren membranlarda hasar
olusturabilir(29).

Hidroksil radikali (OH"): Hidroksil radikali (OH"), Fenton Reaksiyonu ve
Haber-Weiss Reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun
yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil
radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir; yarilanma omrii ¢ok kisadir.
Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin en giicliistidiir. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri
(RS?, karbon merkezli organik radikaller (R"), organik peroksitler (RCOO") gibi yeni
radikallerin olusmasina ve sonucgta biiyiilk hasara neden olur(29). Sekil 2.2°de
molekiiler Oz’den Haber- Weiss Reaksiyonu ile serbest radikal olusumu

gosterilmistir(29).
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Oz —_—> Oz— L HzOz — > OH - —?Hzo
Molekiiler Oksijen  Siiperoksit Hidrojen Peroksit Hidroksil Radikali Su

Sekil 2.2. Haber- Weiss Reaksiyonu ile molekiiler oksijenin tek degerlikli

indirgenmesi sonucu SOR olusumu

Postiskemik dokularda SOR’nin kaynagi ksantin oksidaz ve notrofilik
NADPH oksidaz sistemidir. Olusan SOR’ni ortadan kaldiran en énemli enzim ise
stiperoksit dismutaz(SOD)’dir. SOD, O, radikalini, reaktivitesi ve membrandan
gecisi daha diisiik olan HO,’ye doniistiiriir. SOD enzimi SOR’ne kars1 ilk enzimatik
savunma sistemidir. Memelilerde en yiiksek SOD enzim aktivitesi karaciger, beyin,

bobrek, adrenal bez ve kalp dokusunda tesbit edilmistir(30).

2.4. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Lokosit ve Endotel Etkilesimi

Iskemi reperfiizyon hasarinda aktif hale gelen ilk hiicre nétrofil olup hasarin
ana hiicrelerindendir. Mikrovaskiiler ve doku hasarimin c¢ogundan sorumlu son
mekanizma olduklar1 diisiiniilmektedir(6,19,20). Iskemi/reperfiizyon hasarinda
16kositlerin etkinliginin arastirildigi ¢aligmalarda; antinétrofil serum, antitimor
ajanlar, x-1i5mn1 radyasyonu ile 16kopenik birakilan hayvanlarda olusturulmus
iskemi/reperfiizyonda hasarin ¢ok daha az oldugu tespit edilmistir(20,31,32). Her
nekadar nétrofiller iskemi/reperflizyon hasarinda ana rolii iistlense de; kemik iligi
kaynakli T lenfosit, monosit, trombosit gibi diger hiicrelerin de, iskemi/reperfiizyon
hasarinda roleri bulunmaktadir. Lokositler ve trombositler, endotel hiicreleriyle
etkilesimde bulunarak ndtrofil aracili iskemi/reperfiizyon hasarinin olusmasina
katkida bulunurlar(6,19,33). Iskemi reperfiizyon; endotel ve 16kosit hiicre yiizeyleri
adezyon molekiil olusumunu artirarak 16kosit diapedeziyle sonuglanan olaylar zinciri
aktivasyonuna neden olur(19,20). Doku iskemisi sonrasi dokudan agiga c¢ikan
(trombosit, endotel hiicreleri ve notrofillerden) kemotaktik sinyaller, notrofil adezyon
ve diapedez siirecinin diizenli sekilde gergeklesmesine neden olurlar. Dolasimda
bulunan nétrofiller aktive olduklarinda, iskemik doku endoteline yapisip interstisyel
alana gegerler(5,6,19,20,34).
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Serbest oksijen radikalleri; kemotaktik stimiilanlarin olusumunu artirarak
(PAF, LTB4), kompleman aktivasyonunu gerceklestirerek, adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunu artirarak, antiadhesiv molekiil olan nitrik oksitin yikimini artirarak
16kosit infiltrasyonuna neden olurlar(20).

Aktive olmus lokositler; saliverdikleri serbest oksijen radikalleri, sitotoksik
enzimleri ve mikrosirkiilasyonda olusturduklar1 obstriiksiyonla hasara katkida
bulunurlar. Lokositlerin iskemi reperfiizyon periyodundan sonra ¢izgili kasta biriktigi
g6zlenmistir(19,31,35). Lokositlerin dokuya niifuz edebilmelerinin 6n kosulu endotel
hiicrelerine yapismalaridir (Adezyon). Baslangicta 16kositler ve aktive olmus endotel
hiicreleri arasinda olusan adezyona E-selektin, P-selektin ve L-selektin aracilik eder.
Bu sekilde adezyona ugramus Idkositler C5a, Lokotrien B4(LTB4), interlokin 8(iL-8)
ve platelet aktive edici faktor (PAF) araciligi ile aktive edilirler ve yiizeylerinde
CD11b (Mac-1) ve CD18 molekiilleri belirir. CD11b/18 ve ayrica ICAM-1 etkinligi
sonucu daha oOnce olusan adezyon giliglenir ve transendotelial migrasyon
olusur(5,6,19,20,31,37). Sonrasinda; endotel hiicreleri arasindan gecen l6kositler
hedef dokuya go¢ ederler (Diapedez). Lokosit gocii esas olarak vendz kilcallardan
olur. Lokositler bu go¢ esnasinda endotel bazal membraninda bir siire duraklarlar.
Lokositlerden salgilanan kollajenazlar, bazal membran parcalanmasi ve lokositlerin
interstisyel alana gecislerinde onemli rol oynar. Hasarli dokuya olan l6kosit
kemotaksisi C5a (kompleman sistem unsuru), LTB-4 (Arasidonik asit lipoksigenaz
yolu iiriinleri), IL-8 (Sitokin) yoluyla saglanir(5,20). Iskemi reperfiizyon sirasinda
olusan TNF a, IL 1B, PAF ve kompleman sistemi gibi inflamatuvar aracilarin hepsi
16kosit goglinii artirir(38). Sekil 2.4’de 16kositlerin damar duvarindan dokuya gegisi
gosterilmistir(16).

Membrane
g —
— 7 Endothelium
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P-Selectin CD11/CD18  ICAM-1
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("Rolling™) Aggregation

Sekil 2.3 Iskemi repefiizyon hasarinda 16kosit-endotel etkilesimi
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Hasarlanmig bolgede biriken hiicre tipi inflamasyonun siiresi ve uyaranin
tipine gore degisir. Iskemi reperfiizyon hasarma inflamatuvar cevapta ilk 6-24 saat
notrofil hakimiyeti mevcut iken, 24-48 saatlerde monositler baskin hale gegerler.
Bunun nedeni noétrofillerin kanda fazla bulunmasi, daha hizli aktive olmalarn,
adezyon molekiillerine yliksek afinite ile baglanmalari ve yar1 Omiirlerinin kisa
olmasidir. Dolayisiyla akut donemde nétrofil, kronik donemde monosit hakimiyeti
vardir(13). Tim bu basamaklar sonucunda 16kositler dokuda hasarin genislemesine
neden olurlar. Bu durumun klinik yansimasi1 mikrovaskiiler tromboz ve disfonksiyon

ile karakterize “no-reflow” fenomenidir(20).

2.5 Mikrodolasim ve No-Reflow Fenomeni

Mikrodolasim, en ug¢ kan dolagim sistemidir. No-reflow fenomeni, diger bir
nétrofil aracili hasardir(39). iskemi sonrasi reperfiizyon periyodunda iskemik dokuda
ilk biriken hiicreler trombositlerdir. Bunlar endotel aktivasyonuna ve lokosit
birikimine katkida bulunurlar(20,33). Aktive olmus lokositler inflamatuvar yanit
olusmasina neden ve mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar.
Dolayistyla 16kosit-trombosit ve 16kosit-endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma
olup, interstisyel siv1 birikimi ve azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma
katkida bulunur(20,40). Lokosit-endotel etkilesimi endotelde sisme ve daha c¢ok
16kosit adezyonuyla sonuglanir. Lokosit-trombosit adezyonu ise trombositlerin
subendotel alanda birikerek, endotel ayrilmasma neden olur. Biriken trombositler
daha fazla l1okosit etkilesimine neden olur(40). Sonug¢ olarak endotel-16kosit-

trombosit etkilesimleriyle fibrin birikimini takiben trombiis olusumu gozlenir.

2.6.Kompleman Sisteminin Rolii

Kompleman sistemi, fonksiyonu organizmadan patojenleri temizlemek olan
biyolojik olaylar dizisi sistemidir. Kompleman sisteminin ti¢ ayr1 aktivasyon sekli
vardir. Bunlar klasik, alternatif ve mannoz bagimli aktivasyon yollaridir(41). Son
bilgiler gostermektedir ki; iskemi, hiicre yilizeyinde iskemi antijeni adinda, IgM ile
reaksiyon veren yeni antijenlerin olusumuna neden olmaktadir. Bu yeni antijen ve
ona bagli IgM’den olusan kompleks, C; ile baglanmakta ve bdylece kompleman

sisteminin aktivasyonu saglanarak Cs, ve ardindan Cg, olusmaktadir. Cg,, geride
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kalan kompleman kaskadini aktive ederek, Membran saldir1 kompleksi (MAC)
olusumuna neden olmaktadir. MAC, hiicre zarina porlar agarak hiicrenin imhasinm
saglamanin yaninda hasarin birincil mediatoriidiir. Ayrica MAC, arasidonik asit
metabolizmasin1 aktive ederek makrofajlardan prostaglandin Ej, nétrofillerden
16kotrien B4, tromboksan B, prostanoidler, interlokin-1 ve serbest oksijen
radikallerinin  salinimina yol agarak yangisal cevabin artmasimna neden
olmaktadir(41).

Insanlarda, alt ekstremite iskemisinde kompleman aktivasyonu serum Cgz, Ve
Csa degerlerinin dlgiilmesiyle tayin edilir. Kompleman inhibitorleri kullanilarak Cs
eksikligi yapilmig farelerde olusturulan iskelet kasi iskemi/reperfiizyon hasarinda;
uzak organ hasar1 (akciger, karaciger, bobrek..); serum kreatin kinaz (CK),
myeloperoksidaz (MPO) ve alanin aminotransferaz (ALT) degerlerindeki azalma ile

gosterilir (41).

2.7. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasi iletisimi saglayan aract maddelerdir. Sitokinler,
salgilandig1 hiicrenin embriyolojik kaynagina gore farklilik gosteren polipeptid
yapida ¢ok genis bir ailedir. Sitokin terimi ayrica, immunomodiilatdr ajanlar olan
interlokinler ve interferonlar1 da tanimlamak i¢in kullanilir. Literatiirde; interlokin-1
(ILy), interlokin-6 (ILg), tromboksan A, (TXA;) ve doku nekroz faktérii (TNF) nin
etkileri, iskemi/reperfiizyon hasari i¢in iyi tanimlanmistir. Bu sitokinler; 16kositler
ve vaskiiler endotel bariyeri arasinda sinyal gorevi istlenerek lokositlerin selektif
adezyon ve migrasyonunu saglamaktadir(41). Sekil 2.5’de iskemi/reperfiizyon

hasarinda salgilanan mediyatorler gosterilmistir(21).
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Sekil 2.4 iskemi/reperflizyon hasarinda salgilanan mediyatorler
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2.8. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, L-Arginin’in guanidium grubundan, Nitrik oksit sentetaz(NOS)
enzimi aracilig1 ile endotelde sentezlenen diatomik serbest radikaldir. Ug farkli NOS
enzimi vardir. Her ii¢ formda NADPH kullanir(5). Endotelial nitrik oksit
sentaz(eNOS — tip3), ndronal nitrik oksit sentaz(nNOS — tip1) ve iigiinciisiide normal
kosullarda iiretilmeyen ancak enflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler
veya endotoksinler tarafindan indiiklenebilen nitrik oksit sentaz(iNOS — tip2)’dir.
eNOS ve nNOS enzimleri Ca™ /kalmodulin bagimli iken; iNOS, Ca™ bagimsizdir.
eNOS tarafindan iiretilen NO, vaskiiler diiz kaslar i¢in en gilicli vazodilatatordiir.
Nitrik oksit, iskemi reperfiizyon hasarina karsi oldukga iyi bilinen koruyucu ve
mediatordiir(26,29,30,37).

Nitrik  oksit  vaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu, endotele 16kosit adezyonunun engellenmesi, serbest
oksijen radikallerinin temizlenmesi, normal vaskiiler permeabilitenin idamesi, diiz
kas proliferasyonunun engellenmesi, immun defansin gii¢lendirilmesi, endotel
hiicrelerinin rejenerasyonu gibi bircok yasamsal olayda etken bir maddedir(42). Ayni
zamanda iskemik dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek hidrojen
peroksit birikimini azaltir(43). Iskemi reperfiizyon hasarina bagl gelisen endotel
hiicre disfonksiyonunda, nitrik oksit sentezinde azalma olusarak hiicre hasari
derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli nitrik oksit azalma mekanizmasi hala tam

olarak gosterilememistir.

2.9. Ekstremite Iskemi Reperfiizyon Fizyopatolojisi ve Uzak Organ Hasar1
Iskemik hasar; esas olarak oksijenden yoksun hiicre liimiiyle sonuglanirken,
reperfiizyon genis bir yelpazede inflamatuvar yanitlar olusturarak hem lokal hasara,
hem de sistemik etkileri ile, sistemik inflamatuvar yamt sendromu(SIYS) ve ¢oklu
organ yetersizligi sendromu(COYS) gibi olduk¢a agir ve Oliimciil tablolara yol
acabilir. Giinlimiizde cerrahi girisimler ve travmayi takiben gelisen COYS’nun, lokal
doku hasar1 sonucu olusan sistemik reaksiyonun bir sonucu oldugu fikri yaygin kabul
gormiistiir. Bu reaksiyon, bir dizi inflamatuvar mediyatoriin iretimi ile birlikte
hiicresel ve hiimoral konak yanitlarinin aktivasyonunu icermektedir. Reperfiizyon

sonucu olusan degisiklikler; iskemik hasardakilere kiyasla farkliliklar sergiler.
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Uzamisg iskemi ile iskemi/reperflizyonun karsilastirildigi ¢alismalarda, sadece uzamis
iskemiye bagli hiicre 6liimii oran1 %17 olarak bulunurken, bu oranin reperfiizyon ile
% 73’¢ ¢iktig1 belirlenmistir(44).

Iskelet kas1; hem en biiyiik kiitle olmasi, hemde iskemik hasara en hassas
dokulardan olmasi nedeniyle alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli rol
oynar. Alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda, mikrovaskuler disfonksiyon ve
kas degisiklikleri birbirleriyle paralel seyretmekte olup, prognoz kas hasar1 miktarina
baglidir. Reperfiizyonla olusmus inflamatuvar yanit, geri donilisimlii zedelenme
miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters orantilidir. Antitrombotik ve
antienflamatuvar tedaviyle geri dontisiimlii zedelenmis bdlgedeki mikrovaskiiler
disfonksiyon hedeflenir(45).

Alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda lokal ve sistemik etkiler gézlenir.
Lokal etkiler iskelet kas1 ve damar endotelinde gozlenirken, sistemik etkiler baslica
akciger, bobrek, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve myokard
disfonksiyonu gibi ¢oklu organ yetmezlikleri seklinde de goriilebilir(10,48,49).

Akciger dokusu alt ekstremite iskemi/reperfiizyon hasarindan en ¢ok
etkilenen hedef organdir. Olusan sistemik inflamasyon hemen her organda hasar
olusturabilir; ancak ilk g6zlenen uzak organ hasari, 24-72 saat i¢inde olusan akciger
yetmezligidir ve bazi olgularda uzamis ventilatér ve inotropik destek gereksinimine,

dolayisiyla da mortaliteye neden olabilmektedir(46,47).

2.10. iskemi/Reperfiizyon Hasarmin Akcigerlere Olan Etkisi

Akcigerlerde, esas olarak serbest oksijen radikalleri ve aktive nétrofiller
tarafindan olusturulan hasar, akciger damarsal yapilanmasindaki gecirgenlik artisina
bagli olusan akut solunum yetersizligi tablosuyla karakterlidir(50,51).

Iskemik dokularmn reperfiizyonu sonrasi pulmoner kapiller yatak, bir filtre
gibi gorev yapar. Vaskiiler staz esnasinda olusan trombosit mikroagregatlari,
reperfiizyondan sonra akcigerlerde tutulur. Ancak, akcigerlerde iskemi/reperfiizyon
hasar1 olusturmak i¢in plazma kofaktorleri de dolasimda bulunmalidir(30,45).
Molekiiler olarak akut alt ekstremite I/R hasar1 sonrasi viicutta lokal ve sistemik
inflamatuar bir yanit ortaya ¢ikmakta ve buna bagh plazmada artmis pro-inflamatuar

ajanlarla (sitokinler, arasidonik asit deriveleri, trombosit aktive edici faktor,
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kompleman gibi) birlikte, artmis serbest oksijen radikalleri ve notrofil infiltrasyonu
uzak organ hasarinda rol oynamaktadir(30,52).

Akciger hasariin temelinde, iskemik doku tarafindan uyarilmis mediyatorler
ile aktive edilmis notrofillerin pulmoner yatakta birikimi ile karakterli notrofil
sekestrasyonu ve aktive notrofiller tarafindan salinan serbest radikallerin neden
oldugu endotel hiicre hasari bulunmaktadir. Iskelet kasinin iskemi/reperfiizyonu
sonrasinda nétrofillerin segici olarak akcigerlerde birikmesinden sorumlu olan
mekanizma acgik degildir. Postiskemik ekstremite kaslar1 tarafindan {iretilen
proinflamatuvar sitokinlerin; nétrofillerin ya da uzak organ endotellerinin
yiizeyindeki adezyon molekiillerini arttirarak notrofillerin - karsilastiklar:  ilk
mikrovaskiiler yatakta sekestre olmalarina yol agtiklarin1 6ne siiren mekanizma, en
olast mekanizma gibi goriinmektedir. Plazmada bulunan proinflamatuar ajanlardan
kompleman faktorleri, sitokinler (IL-6, IL8, TNF), trombosit aktive edici faktor ve
lokotrienler de endotel hiicre hasarmma sebep olmaktadir. Pulmoner
vazokonstriiksiyon, hipoksemi, kompliyansta azalma, pulmoner hipertansiyon ve
artmis pulmoner vaskiiler gecirgenlige bagli non-hidrostatik akciger 6demi, endotel
hiicre fonksiyonunun bozulmasi nedeniyle olusur. Bu subklinik bir tablodan akut
respiratuar distres sendromu(ARDS)’na kadar degisen bir Kklinik spektrum
gosterebilir(30,45,47,52-55). Sekil 2.6’da akut akciger hasarinda, nétrofillerin
akciger dokusuna sekestre olmalar1 ve burada sitokinlerin etkisiyle aktive olarak

notrofil aracili akciger hasarini baglatmalar1 gosterilmektedir(13).

NORMAL ALVEOL AKUT AKCIGER HASARI
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Alt ekstremite iskemisi sonrasinda TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeylerinin
serumda, akciger ve bobrek gibi sistemik organlarda arttigi gosterilmistir(56). Bu
sitokinler arasinda o6zellikle TNF-a ve IL-1B  Sistemik Inflamatuar Yanit
Sendromu(SIYS)’nun esas mediyatorleri iken, IL-6 inflamasyondaki ve bagisiklik
yanitindaki akut faz protein reaksiyonunun diizenlenmesinden sorumlu ana
mediyator gibi gorinmektedir(57). IL-6, hiicre adezyonunu uyardigr gibi endoteliyal
gecirgenligi de arttirir ve sistemik olarak kolaylikla saptanabilir(58). TNF-a,
kapillerlerin gecirgenligini arttirarak akciger 6demine ve metabolik asidoza neden
olabilir. Farkli organlardaki I/R hasarmin patogenezinde TNF-a’nin ana rol oynadig
gosterilmistir. Ayrica, siganlardaki alt ekstremite I/R modellerinde yapilan birgok
calisma, I/R’dan sonra gériilen akciger hasarinin patogenezinde TNF-o’nin énemli
rol oynadigini bildirmektedir(30,59-61).

Isbir ve ark.(53)’nin belirttigne gore Zimon ve arkadaslari, akut alt ekstremite
iskemisi gelisen ve cerrahi tedavi uygulanan 70 hastada, erken postoperatif donemde
%64 oraninda pulmoner komplikasyon bildirmisler ve pre-operatif iskemi siiresi ile

olusan akciger hasarinin siddeti arasinda belirgin bir korelasyon gormislerdir.

2.11. Iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Tedavi Secenekleri ve Antioksidanlar

Yasamin saglikli bir sekilde devami igin pro-oksidan/antioksidan sistemler
denge iginde calismalidir. Organizmalar, serbest oksijen radikallerinin zararl
etkilerine kars1 bircok savunma sistemi gelistirmislerdir. Bu antioksidan savunma
sistemleri; superoksit dismutaz, katalaz, gulutatyon peroksidaz gibi enzimleri;
albumin, seruloplazmin, ferritin gibi makromolekiilleri; askorbik asit, a-takoferol, -
karoten, ubiquinol-10, glutatyon, methionin, iirik asit ve biluribin gibi kiigliik
molekiilleri igermektedir(62).

SOR’nin  olusumu ile meydana getirdikleri hasarlar1 Onlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere organizmay1 koruyan antioksidan savunma sistemi
dort yolla etki gdstermektedir: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma,
yok etme, siipliriicii etkidir. Antioksidan enzimler ve kiiclik molekiiller bu yolla etki
gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma inaktif sekle doniistiiriicii etkidir. Vitaminler, flavanoidler

inaktif hale doniistlirerek etki gosterirler. Serbest oksijen radikallerini baglayarak
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zincirlerini kirip fonksiyonlarii engelleyici etki, zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller, zincir kirict etki gosterirler. Serbest radikallerin
olusturduklar1 hasarin tamiri onarici etkidir. Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli
olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R
hasar1 modelleri 6nemli katki saglamistir. Antioksidan 6zelligi one siiriilmiis pek cok
madde ¢esitli /R modellerinde test edilerek degerlendirilmistir. Antioksidanlar
endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak tizere iki ana gruba ayrilir.
Endojen antioksidanlar enzim olan ve enzim olmayan endojen antioksidanlar olmak
tizere iki alt gruba ayrilirlar(26,28,30). Enzim olan endojen antioksidanlar tablo
2.7°de gosterilmistir(30). Enzim olmayan endojen antioksidanlar tablo 2.9°da
gosterilmistir(30). Eksojen antioksidanlar vitamin olan eksojen antioksidanlar ve ilag
olarak  kullanilan eksojen antioksidanlar olmak iizere 1iki alt gruba
ayrilirlar(26,28,30).  Vitamin olan eksojen antioksidanlar  tablo 2.9’da
gosterilmistir(30). Ilag olarak kullamilan eksojen antioksidanlar tablo 2.10°da

gosterilmistir(30).

Tablo 2.6. Enzim olan endojen antioksidanlar

ENZIMOLANENDOJENANTIOKSIDANLAR
Stiperoksit dismutaz (SOD

Glutatyon peroksidaz (GSHPx)

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Katalaz

Mitokondriyal sitokrom oksidazsistemi,

Hidroperoksidaz

Tablo 2.7. Enzim olmayan endojen antioksidanlar

ENZIM OLMAYAN ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

Melatonin Sistein Metiyonin
Seruloplazmin Hemoglobin Albumin
Transferin Laktoferrin Miyoglobin

Bilirubin Ferritin Glutatyon
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Tablo 2.8. Vitamin olan endojen antioksidanlar

VITAMIN OLAN EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

a-tokoferol (vitamin E)
B-karoten

Askorbik asit (vitaminC)
Folik asit (folat)

Tablo 2.9. ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol)

NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler)
Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri.

Siiperoksit dismutaz (SOD):

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O2’) hidrojen
peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijene (Oz) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan
enzimdir.

SOD
2 (02)+ 2H* » H0,+0O;

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O3

tiretilmesine ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diigiik tutulur. Ancak H,O»,
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gecis metalleri varliginda Fenton ve Haber Weiss Reaksiyonu ile son derece aktif
OH' radikaline dontismektedir. Bu durumda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi
artarak H,O; diizeylerini kontrol altina almaktadir(20,26-28,30,37).

Katalaz:

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. H,O,’yi oksijen ve suya pargalar. Boylece H,O,’nin OH"
olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar(20,26-28,30).

Katalaz
H,0, » 2H,0+0,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-R):

Gerek H,0; ve gerekse LOOH’leri metabolize etmektedir. Selenyum-bagiml
ve selenyum-bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum bagimlhi tipi H,O, ve
LOOH’leri, selenyum bagimsiz tipi sadece LOOH’leri metabolize eder. Bu
reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H,O, ve
LOOH indirgenirken GSH ise okside sekline (GSSG) doniisiir. Okside glutatyon ise
NADPH bagimli glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir.

GSH-Px
LOOH + 2GSH » LOH + GSSG + H20

GSH-R
GSSG+NADPH+H" — »  2GSH + NADP*

Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda kendisi radikal formuna
dontigse de, askorbik asit, glutatyon ve koenzim Q1o (ubikinon) tarafindan tekrar aktif
haline doniistiiriiliir. Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar;
selenyumun organizmadan kaybimi oOnleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacini azaltir. Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldig1 ve
vitamin E ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin

yayilmasini ve tiimoriin biiyiimesini 6nledigi gosterilmistir (20,26-28,30,37).
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Vitamin C (askorbik asit):

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢oziinen en gii¢lii antioksidan molekiildiir.
Insanlarda sentez edilmediginden diyetle alinmas1 gerekir. Organizmada kolayca,
dehidroaskorbik aside oksitlenebilir. O,", HO", singlet oksijen ile kolayca reaksiyona
girerek onlar1 etkisizlestirir. C vitamini; kornea, lens, akdz hiimor, adrenal, hipofiz,
beyin, kalp, karaciger, dalak, bobrek ve pankreasta yiiksek miktarda bulunur. Yesil
renkli taze sebze, meyve ve turunggiller 6nemli C vitamini kaynaklaridir. C vitamini
antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit, proteine bagl
ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda
hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OH") olusturmaya
uygun ferr6z demire doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolayr vitamin C, serbest radikal
reaksiyonlariin 6nemli bir katalizorli veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigi, yiiksek
konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir. Vitamin

C’nin fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmistir(7,13,30,63,67).

Fe3* + Vit C » Fe?'+VitC + 2H'

Bu sekilde olusan C vitamini radikali ¢ok reaktif degildir, NADH tarafindan
indirgenir, ya da iki proton alarak serbest radikal reaksiyonlarini durdurur.

Karotenoidler:

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve OH’, alkoksil ve peroksil radikalleriyle direkt
olarak etkileserek antioksidan gorev gordiigii ve lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonunu Onleyebildigi saptanmistir. Singlet O, uzaklastirict olarak bilinen en
giicli karotenoid, Likopendir(28,30,37).

Urik asit: Piirin metabolizmasinda son iiriin olarak olusan iirik asit, insan
dokularinda iirat oksidaz bulunmadigi i¢in birikir. Urik asit singlet O,, peroksil
radikalleri, ozon ve HOCI i¢in giiglii bir temizleyicidir ve endojen bir antioksidan
olarak kabul edilir(28,30,37).
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Taurin:

Organizmada sistein ve metiyoninden sentez edilen taurin, protein yapisina
katilmaz ve dokuda serbest olarak bulunur. Taurin bircok biyolojik etkilerinin
yaninda oksidan bir bilesik olan HOCI’yi N-klorotaurine doniistiirerek hiicre iginde
oksidan hasar olugsmasini engeller(28,30,37).

Melatonin:

Melatonin, memelilerde basta pineal bez olmak iizere over, lens ve kemik
iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir
hormondur. Melatonin giiglii bir radikal siipiiriiclisii oldugu gibi, radikaller {izerinde
dolayli etkilere de sahiptir. Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-PXx
enzimini aktive ederek, O, radikalini H,O;’ye kataliz eden SOD aktivitesini
artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmay1 dnleyerek ve NO
olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek antioksidan
etki gostermektedir(13,46).

Diger antioksidanlar:

Biliriibin, siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisi, albiimin ise LOOH ve
HOCI toplayicisidir. Seruloplazmin olasilikla SOD’a benzer mekanizmayla etki

+++

gosterir. Ferrdz demiri (Fe™") ferrik demire (Fe™™™) déniistiirerek fenton reaksiyonunu
ve boylece hidroksil radikali olusumunu inhibe eder. Transferrin ve laktoferrin,
dolagimdaki serbest demiri, ferritin ise dokudaki demiri baglar. Sistein, stiperoksit ve
hidroksil radikali toplayicisidir. Ebselen; selenyumlu bir bilesiktir, GSHPx
aktivitesini gii¢lendirir ve lipoksijenaz yolunu inhibe eder. Sitokinler basta katalaz
olmak tizere antioksidan enzimleri aktive ederler ancak proteolitik enzimleri de
aktive ettikleri i¢in zararli olabilirler. Demir selatorleri, hiicre icine girerek serbest
demiri baglamak suretiyle onu etkisizlestirirler; boylece fenton reaksiyonunu ve
sonugta hidroksil radikali olusumunu inhibe ederler. Bu o6zelliklerinden dolay1
reperfiizyonda kullanilmalarinin faydali oldugu kaydedilmistir. Desferroksamin,
serbest Fe™ i baglar. Oksipiirinol, allopiirinoliin metabolitidir, dogrudan hidroksil
radikali ve hipokloriti azaltict yonde etki eder. Mannitol, hidroksil radikalini
toplayict etki gosterir. Kan kolesteroliinii diisiirmede kullanilan probukolun lipit

peroksidasyonu zincir reaksiyonunu kirici etkisi vardir(30,37).
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2.12 Mannitol

Mannitol; serbest radikal toplayici, mikrodolasimi yeniden diizenleyici,
ditiretik ve ozmotik etkileri olan, CgH140s yapisinda monosakkarit alkoldiir ve
iskemi/reperfiizyon  hasarinda  6nemli  fizyopatolojik  rol  {istlenen  bir
makromolekiildiir. Spesifik olarak hidroksil radikalini temizleyen bir
antikosidandir(63). Hidroksil radikali ¢ok fazla reaktiftir ve kisa Omiirli bir
radikaldir. Protein, polisakkaridler, niikleik asitler ve poliansature yag asitleri ile
reaksiyona girer. Poliansatlire yag asitleri hiicre membraninda fazla miktarda
bulunduklar1 i¢in hiicre membrani bu radikal i¢in en 6nemli saldir1 alanin1 olusturur.
Bu radikalin hiicre membranina saldirmasi, lipid peroksidasyonuna neden olarak
hiicre zar1 pargalanmasi ve sonugta hiicre 6liimiine neden olur(64). Hidroksil radikali,
mannitol ile reaksiyona girerek mannitoldeki hidrojen atomlarindan biri hidroksil
radikaline aktarilarak su ve hidroksil radikaline gore ¢ok daha az sitotoksik mannitol

radikali olusur(65).

MH; + OHF —> MH + H,0

Insanlar iizerinde yapilan baska bir ¢alismada, mannitoliin iskemiye sekonder
olusan trombosit agregasyonunu 6nledigi; koroner arter by-pass yapilan hastalarda
H20, yapimim azalttig1, serebral iskemide ndroprotektif etkileri ile néronlar1 nekroz
ve apoptozisten korudugu gosterilmistir(66).

Sagoz ve ark. (63)’nin belirttigne goére Magovern ve arkadaslarinin
tavsanlarda yaptig1 bir calismada; kalp kasinin iskemi/reperfiizyon hasarindan;
mannitoliin, osmolar ve oOzellikle hidroksil iyonu olmak iizere serbest radikal
toplayici etkisi sayesinde kurtuldugu bulunmustur.

Yoshida (67)’nin belirttigine gére Peterson ve arkadaslarinin yaptig1 bir klinik
caligmada ise mannitoliin; iskemi/reperfiizyon hasarinda Tromboksan A; (TXAy)
sentezini inhibe ederek noétrofillerin TXA, tarafindan aktive edilip sitokin
salgilamasini 6nledigini gostermistir.

Mannitol, iskelet kas1 iskemi/reperfiizyon hasarinda; hiperosmolar 6zellikleri
sayesine post iskemik dokuda O6demi azaltir, 16kositlerin mikrovaskiiler yatakta

olusturduklar1 tikaglar1 temizler ve serbest radikal toplayici 6zellikleri sayesinde
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sebest radikallere bagli olugan kas nekrozunu onler. Ayrica bu ii¢ 6zelligi nedeniyle
de, kompartman basincini da azaltmaktadir.

Sagoz ve ark. (63)’nin belirttigne gore Oreddson ve arkadaslarinin yaptig bir
calismada; rat overlerinde iskemi/reperfiizyon hasari olusturularak, ratlara mannitol,
glukoz ve kristaloid soliisyonlart verilmis ve ventrikiil myokardinin fonksiyonlar
arastirilmistir.  Bu ¢alismanin  sonucunda mannitoliin, glukoz ve kristaloid
soliisyonlarina gore, serbest radikal toplayici etkisi ve hiperosmolar 6zelligi
sayesinde ventrikiil myokardi {izerinde iskemi/reperfiizyon hasarini azaltic1 etkisi
gosterilmistir. Bununla birlikte mannitol, overleri iskemi/reperfiizyon hasarindan

korumustur(63,64).

2.13 Human Albumin

Fizyolojik kosullarda SOR’nin ana kaynagi, mitokondriyal elektron transport
zincirlerinden gelen elektronlar olup, bunlarin kontroliinden sorumlu olan enzimatik
mekanizma, siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi ii¢ temel
enzimi igerir. Insan serum albumini, oksidatif strese maruz kalan bireyde
dolasimdaki baslica ve en Onemli antioksidandir. Albiiminin total antioksidan
kapasitesinin %40-80’1, yapisinda bulunan tiyol gruplarini igeren metiyonin(Met) ve
sisteine(Cys) baglhidir. Met ve Cys ise, transsiilfiirasyon metabolik yolu araciligi ile
homosistein {izerinden birbirine baglidir. Bir¢ok ¢alismada, serum albiimin diizeyi ile
mortalite  arasinda ters oranti oldugu  gosterilmistir. Serum  albiimin
konsantrasyonunda kronik olarak; her 2,5 g/dL azalmanin, mortaliteyi %24 den %56
ya kadar degisen bir aralikta artirdig: ileri siirtilmektedir . Yarilanma siiresi ortalama
14,8 gilin oldugundan postoperatif akut oksidatif strese bagli akut alblimin
azalmasinin postoperatif donemde ilk 12 saat icinde olmasi beklenir(68).

Albumin, total plazma proteinlerinin %50’sini olusturur ve plazma
konsantrasyonu 0.6 mmol/It’dir. Insan serum albumin, 66 kilodalton agirhginda, 585
aminoasitten yapilmis kiigiik bir globiiler proteindir. Fazla miktarda aspartik asit ve
lizin rezidiileri igerirken; bir miktarda triptofan ve metiyonin rezidiileri igerir. X-1s1m1
kristalografisinde albumin kalp benzeri ii¢ boyutlu yapida iken; soliisyonlarda
elipsoid yapidadir. Bu {i¢ boyutlu yapinin %67’si a-heliksten olusmaktadir. Protein,

A ve B subiinitelerinden olusan {i¢ adet ana bolge igerir. Her subiinite, esnek
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kivrimlarin  olusumunu saglayan, prolin rezidiilerinden olusmus 4 veya 6 o-
heliksinden olusmaktadir. Albumin, tersiyer yapisina katkida bulunan, 17’si disiilfit
bagi ile birbirine baglanmis toplam 25 adet sistin rezidiileride icermektedir(69,70).
Sekil 2.7°de albuminin {i¢ boyutlu yapisi ve baglanma bdlgeleri gosterilmektedir(71).

Met298

Met446

Met548

Met123

Sekil 2.6. Albuminin tigboyutlu yapis1 ve baglanma bolgeleri

Insan serum albumini, ligand baglama ve tasima fonksiyonu, antioksidan
ozelligi ve enzimatik aktivitesi olan multifonksiyonel glikozillenmemis, negatif
yiikli, tersiyer yapida bir polipeptit’dir. Serbest oksijen radikallerine karsi enzimatik
olmayan savunmada Oncelikle serum proteinleri ve bunlar arasinda da en onemlisi
olan serum alblimini yer almaktadir. Birincil olarak karacigerde sentezlenir ve bir
akut faz proteinidir. Fizyolojik olarak albumin, kolloid ozmotik basincinin
saglanmasindan, mikrovaskiiler yatak ile ekstraselliiler ortam arasindaki biitlinliikten,
notrofil aktivasyonu ile inflamasyondan sorumludur. Klinik olarak albumin, en sik
voliim genisletici olarak kullanilmakta ve kroik hastalarda serum albumin
seviyesindeki azalma ile mortalite arasinda ters orant1 bulunmaktadir(69).

Albumin normal fizyoloji icindeki ©Onemli fonksiyonlarindan biri de
intravaskiiler alandaki normal onkotik basincin % 75'ini saglamasi ve plazma
pH’sin1 ayarlamasidir(72). Bu fonksiyonlarinin yaninda plazmanin en Onemli
antioksidan maddesidir. Oksidatif strese maruz kalan bireyde dolasimdaki baslica ve

en Onemli antioksidandir. Albliminde, ¢cogunlugu disiilfit kopriileri iceren ve tersiyer



33

yaptya katilan 35 Cys molekiilii bulunur. Sadece 34. konumdaki aminoasit olan Cys
(Cys34), redoksaktif tiyol grubu iceren serbest sisteindir, bu da plazma tiyoliiniin
%80’nini meydana getirir. Diger bir deyisle, albiimin serumdaki reaktif tiyol
gruplarinin ana kaynagidir ve Cys34’lin tiyol grubu, reaktif oksijen ve nitrojen
radikallerinin siipiiriilmesinde etkindir. Albliminin yapisinda Cys gibi siilfiir iceren
ikinci aminoasit Met’dir. Yapilan ¢aligmalar, Met’in de aynen Cys gibi oksidasyona
¢ok duyarli oldugunu ve reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri ile birlestiginde
stilffoksit meydana geldigini gostermistir Her iki siilfiir igeren aminoasit, Met ve Cys,
transsiilfiirasyon metabolik yolu araciligi ile birbirine baglidir. Bu metabolik yolda,
Met, homosistein lizerinden Cys’e cevrilir. Bu reaksiyon sonucunda sistein, ana
hiicre i¢i radikal siipiiriiciisii olan glutatyon sentezi dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel
protein sentezinde kullanilir. Met ve Cys aminoasitleri SOR’nin oksidatif etkisine
son derece duyarlidir(68). Sekil 2.8’de mavi oklar ile albuminin yapisinda bulunan
34. Sisitin aminoasidinin nitrojenlenmesi goriilmektedir, kirmiz1 oklar ise albuminin
oksitlenmesi ve tiyollenmesini sematize etmektedir(69). Yapilan calismalarda,
albuminin plazma lipoproteinlerini bakir aracili oksidasyondan; kan elemanlarini ise

serbest radikaller tarafindan hemoliz edilmekten korudugu gosterilmistir(70).

ow - molecular -mass nitrosothiol
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Sekil 2.7. Albuminin yapisinda bulunan 34. Sisitin aminoasidinin nitrojenlenmesi ve
albuminin oksitlenmesi ve tiyollenmesi
. ++ o .
Insan serum albumin, ilaglar, yag asitleri, Cu ve Zn gibi metaller, amino

asitler, serbest radikaller basta olmak iizere bir¢ok endojen ve eksojen maddelere
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baglanarak onlar1 tasimakta, noétralize etmekte ve antiosidan savunmayi
saglamaktadir(69,70).

Albumin, nétrofil kaynakli olan hidrojen peroksit, siiperoksit ve
hipoklorikasit gibi serbest oksijen radikallerini toplayarak oksidatif stresin
azaltilmasina katkida bulunur. Ayrica karaciger ve bobrek yetmezligine neden olan
karbontetraklorid ve iiremik toksinleri kendine baglayarak antioksidan o6zellik
gosterir(69,70,73). Sekil2.9°da insan albuminin antioksidan (mavi renkli) ve pro-
oksidan (kirmizi renkli) 6zelliklerini sematize etmektedir. Albumin, demir ve bakir
iyonlarin1  34. Sisitin terminaline baglayarak bunlarin katalize ettigi fenton

reaksiyonunu dolayistyla hidroksil radikali olusumunu 6nlemektedir(69).

Antioxidant action of Cys-34 Prooxidant action of Cys-34
ROS scavenging Redox cyding of Fe™ fo Fe
Extracebular redax balance and redox signaling Fe® Is more pro-axidant and soluble
NO-binding (ipid phase anticoddant) and tharefore potentiaily more damaging

SH

Fe** (Cu™) +H,05+Fe™(Cu?")+ "OH + OH

L
v
Propagation of ipid
/ \ T 1o i3t biomalecles
Site | Binding antioxidant protection ;
High-affinity Hame-binding Narminal binding antioxidant pr
hilirubin-binding (lipid phase anticiddant) R;ig{aNawe transition metal lon binding
(Cu.CrNi)

Sekil2.8. Insan albuminin antioksidan ve pro-oksidan 6zellikleri

Yapilan bir ¢aligmada, glukoz soliisyonlarinda bekletildikten sonra viicuda

verilen albuminin antioksidan 6zelliginin kayboldugu tespit edilmistir(74).

2.14 Euro Collins Soliisyonu

1969 yilinda Collins ve arkadaslari; solid organ transplantasyonunda organin
donorden alinarak aliciya nakledilene kadar uygun kosullarda saklanmasini saglayan
bir soliisyon tariflemislerdir. Daha sonraki donemlerde ise Belzer ve arkadaslari;
solid organin nakil dncesi bekleme siiresini uzatan ve organin daha iyi saklanmasini
saglayan Collins Soliisyonu’nun modifikasyonu olan Euro Collins Soliisyonu’nu

bulmuslardir(75). Euro Collins Soliisyonu; yiiksek oranda glukoz igeren fosfatla
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tamponlanmis sakkarid soliisyonudur(75). Organ transplantasyonlarinda iskemik
donemdeki organin muhafazasi i¢in kullanilmakta olup iskemi zamaninin
uzatilmasini saglamaktadir. Tablo 2.10°da Euro Collins Soliisyonunun elektrolit

degerleri gosterilmektedir(76).

Tablo 2.10. Euro-Collins Soliisyonunun elektrolit degerleri

Sodyum 9.3 mmol/It

Potasyum 115.1 mmol/It
Magnezyum 4.7 mmol/It
Kalsiyum - -

Klor 15 mmol/It

Fosfat 57.6 mmol/It
Sulfat 4.7 mmol/lt+
Glukoz 190 gr/It
Mannitol 32 gr/It

Akciger transplantasyonunda, yiiksek potasyum konsantrasyonlari nedeniyle
EC, pulmoner vazokonstruksiyonu takiben pulmoner 6dem olusumuna neden
olmaktadir(77). Pulmoner 6demin diger bir nedenide; pulmoner vaskiiler endotel
hasarma sekonder olusan inflamasyondur. Inflamasyon ile ortama gelen nétrofil ve
bazofillerin degranulasyonu sonucu kalin olan alveolar septa incelmekte buda

akciger 6demi ile sonuclanmaktadir(78).
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
08.12.2010 tarih 178 kayit numarali onayr sonrasinda calisma yapildi. Deney
hayvanlar1 Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi’'nden (TICAM) temin
edildi. Ortalama agirliklar1 250-300gr. olan 56 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan
randomize olarak esit sayida (n = 7) 8 gruba ayrildi. Siganlar deney siiresince 12’ser
saatlik aydinlik-karanlik 1siklandirmast olan, 1s1s1 20-22 C° ve nemi %45-%50
otomatik olarak ayarlanan odalarda yasatildi. Bu siirecte tiim sicanlar seffaf

kafeslerde tutuldu, standart sican yemi ile beslendi ve ¢esme suyu verildi.

3.1. Deneklerin Hazirlanmasi ve Operasyon Teknigi

Deneyde kullanilacak tiim ratlar, ketamin hidroklorid (50mg/kg) (Ketalar®
50mg/ml flakon, Pfizer) ve xylasine (12mg/kg) karisiminin intraperitoneal yolla
verilmesiyle genel anesteziye alindi. Deney hayvanlari, anestezik  ajanlarin
uygulanmasinin ardindan ameliyat masasina prone pozisyonunda yatirildi. Sag alt
ekstremite iskemisi i¢in, sag inguinal katlantinin iizerinden yapilan cilt insizyonunun
ardindan cilt alti yumusak dokular gecildikten sonra femoral arter/ven paketi
bulunarak; femoral arterin eksternal iliak arterden ayrilma noktasindan,
mikrovaskiiler klempler vasitasiyla okliizyonu saglanarak, sag alt ekstremite 4 saatlik
iskemiye birakildi. 4 saatlik iskeminin ardindan femoral arter ve 39 gauge insiilin
enjektorii ile kaniilize edilerek Human Albumin, %25’lik mannitol ve Euro Collins
soliisyonlart ile perfiizyon yapildi. Perflizyon esnasinda, femoral vene mikrovaskiiler
klemp konularak verilen soliisyonun alt ekstremitede olusan strese sekonder agilmis
olan santlar vasitasiyla distale ulagsmadan sistemik dolasima gecisi engellendi.
Perfiizyon islemi; klinik uygulamayi taklit etmek igin, herhangibir mikropump
kullanilmadan, ¢alismay1 yapan cerrah tarafindan manuel olarak, enjektor vasitasiyla
uygulandi. Perfiizyon islemi 30 saniye ile 1 dakika arast zaman diliminde
gerceklestirildi. Perflizyon isleminin ardindan damar duvarindaki kaniilizasyon deligi
10/0 naylon ile mikrocerrahi yoOntemleriyle onarildi. Bu ¢alismada, kullanilan
reperfiizyon soliisyonlariin iskemik ekstremite arterinden verilmesi yoluyla, ajanin
sistemik dolasima gecip kanda seyreltilmeden, direkt hasar bolgesine uygulanmasi ve

sonra sistemik dolasima katilmasi hedeflenmistir.
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3.2. Deney Gruplar

Calismada Oncelikle sadece anestezi verilmis bir rattan normal akciger ve
iskelet kas dokularinin 6rneklenmesi amaciyla, akciger ve soleus kas biyopsileri
alindi. Ardindan ratlar, reperfiizyon siiresinin hemen ardindan Orneklemenin
yapildig1 birinci grup ve bir hafta sonra drneklemelerin yapildig: ikinci grup olarak
iki ana gruba ayrildi. Ana gruplar kendi aralarinda dorder alt gruplara (n=7) ayrildu.
Birinci ana grup (n=28); herhangi bir perfiizyon soliisyonunun verilmedigi birinci
kontrol grubu K3, 3mg/kg dozda %25’lik mannitol soliisyonunun verildigi birinci
mannitol grubu M3, 0.5 cc human albumin soliisyonunun verildigi birinci human
albumin grubu HA; ve 0.5 cc Euro Collins Soliisyonu’nun verildigi birinci Euro
Collins grubu EC; olmak fizere 4 alt gruba ayrildi. Birinci ana gruptaki tiim ratlar
cerrahi islemin ardinan servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye edilerek histolojik
inceleme i¢in sag soleus kas biyopsileri ve akciger biyopsileri alinip ayr1 ayri,
%10’luk tamponlu nétral formaldehit cozeltisinde fiske edildi. ikinci ana grup
(n=28); herhangi bir perflizyon soliisyonunun verilmedigi ikinci kontrol grubu Ko,
3mg/kg dozda %25’lik mannitol soliisyonunun verildigi ikinci mannitol grubu My,
0.5 cc human albumin soliisyonunun verildigi ikinci human albumin grubu HA, ve
0.5 cc Euro Collins Soliisyonu’nun verildigi ikinci Euro Collins grubu EC, olmak
lizere 4 alt gruba ayrildi. Ikinci gruptaki tiim ratlar cerrahi islemin ardindan agilan
insizyonlar 4/0 prolen ile kapatilarak uzun donem etkinin arastirilmasi amaciyla bir
hafta yasatildi. Bir hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek akciger biyopsileri ve sag
soleus kas biyopsileri alindi ve ayr1 ayr1 %10’luk tamponlu nétral formaldehit

¢Ozeltisinde fikse edildi.

3.3. Histolojik Teknikler

Calismada alinan tiim biyopsiler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’na histolojik incelemenin yapilmasi amaciyla teslim
edildi. Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda, alinan akciger ve
kas dokusu orneklerinin % 10’luk formalin fiksatifi icinde 48 saat siire ile
fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan Ornekler fiksatifin ¢dkmesini
engellemek amaciyla 3-4 saat cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku

parcalar1 daha sonra sirastyla kademeli olarak %70°lik, %80°lik, %90°lik ve %96’ ik



38

alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyonlar1  saglandi.
Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak iizere 2 kez 20’ser dakika
ksilolde bekletildi. Akciger ve kas dokusu 6rnekleri seffaflanmalarinin ardindan etiiv
icinde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle ii¢ ayr1 parafinde
bekletildi. Parafinize edilen dokular ayri ayri parafin iceren kasetlere gomiilerek
blokland1 ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin
alinmasinda kullanilacak mikrotom big¢agr buzdolabinda sogutularak, mikrotom
araciligr ile her bir drnekten 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alindi.
Kesitlerin 45°C’de su banyosunda acilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine
alinmasindan sonra etiiv i¢inde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar
I’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra
boyama agamasina ge¢ildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi
kullanild1. Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika stireyle %96,
%90, %80, %70’1ik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2
dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyas: alinan kesitler
hizla alkol serilerinden gegcirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde
30’ar dakika tutularak seffaflastirild1 ve seffaflanan dokularin daha sonra entellan ile
kapatildi. Hazirlanan tiim preperatlarin 11k mikroskobik diizeyde Olympus BH-2
mikroskop ile ayni histolog tarafindan degerlendirmeleri yapildi akciger ve kas
dokusu Orneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile

fotograflari ¢ekildi.

3.4. Istatistiksel Analiz Yéntemleri

Tim veri analizleri SPSS 15.0 ve SigmaStat 3.5 paket programlar ile
yapilmustir.. Bagimsiz 6l¢iimlerden olusan ve normal dagilim gosteren siirekli veriler
Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. p>0.05 olasilik degerleri ‘fark yok’,
p<0.05 olasilik degerleri ‘Onemli diizeyde farklilik var’, p<0.01 olasilik degerleri
‘cok dnemli diizeyde farklilik var’, p<0.001 olasilik degerleri ‘ileri diizeyde farklilik

var’ olarak kabuledilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Akciger Isik Mikroskobik Degerlendirmeleri
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Sekil 4.1 Normal akciger dokusunda respiratuar bronsiyol ve alveolar keseler

goriilmektedir.

Ki grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger orneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde periarteriyal hiicresel infiltrasyon, alveolar duvar
kalinlagsmasi, vaskiiler kongesyon, bronsiol epitel hiicrelerinde yogun dejenerasyon

ve dokiilmeler ile interalveolar hemoraji goriildii (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 K; grubu akciger 6rneklemesi. Periarteriyal hiicresel infiltrasyon (ok basi),
alveolar duvar kalinlagsmasi (a,b), vaskiiler konjesyon (ok) (a,c), bronsiol epitel

hiicrelerinde yogun dejenerasyon ve dokiilmeler (ince ok) (c) ve interalveolar
hemoraji (*) (d) (HE, X4,10,20,40).
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M; grubuna ait deney hayvanlarindan almnan akciger orneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde normale yakin akciger 6rnegi goriildii. Bununla birlikte,
bu gruptaki akcigerlerde interalveolar vaskiiler konjesyon dikkat cekiciydi (Sekil
4.3).

Sekil 4.3 M1 grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger 6rneklerinin 151k
mikroskobik incelemesi. interalveolar vaskiiler konjesyon goriilmektedir (oK) (a,b),

(HE, X4 ,20).

HA; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger orneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde, normal akciger alveolar yapisi ve bronsiol yapisi
goriildii. Aym1 grupta bazi alanlarda kismi interalveolar hiicre infiltrasyonu da

gozlendi (Sekil 4.4)

Sekil 4.4 HA; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger 6rneklerinin 151k
mikroskobik incelemesi. interalveolar hiicre infiltrasyonu gériilmektedir (ok) (a,b)
(HE, X4, 10).
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EC; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger oOrneklerinin 1s1k
mikroskobik incelemesinde, normale yakin akciger Ornegi goriildii. Ancak bu
gruptaki akcigerlerde kismi interalveolar vaskiiler konjesyon da dikkat c¢ekti (Sekil
4.5).

Sekil 4.5 EC; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger 6rneklerinin 1g1k

mikroskobik incelemesi. Kismi interalveolar vaskiiler konjesyon (ok) (a,b) (HE, X4,
20).

K2 grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger orneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, alveolar duvar kalinlagsmalari, interalveolar alanlarda
hiicresel infiltrasyon ve hemoraji ile vaskiiler konjesyon gozlendi. Ayrica
immersiyon objektifte degerlendirilen preparatlarda immersiyon objektifte alveolar

makrofajlarin sayica arttig1 gézlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 K; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger 6rneklerinin 151k
mikroskobik incelemesi. Alveolar duvar kalinlasmalari, interalveolar alanlarda
hiicresel infiltrasyon (*) (a,b), interalveolar hemoraji (¢ift yonlii ok) (b), vaskiiler
konjesyon (0k) (c). Alveolar makrofajlar (ok basi) ve alveol duvarinda tip 2
pnomositler (ince ok) (d) gortilmektedir (HE, X10,20,100).

M grubuna ait deney hayvanlarindan alman akciger oOrneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde, normal akciger alveolar yapilar1 goriildii ancak bu

grupta bazi alanlarda kismi vaskiiler konjesyona da rastland1 (Sekil4.7) .

Sekil 4.7 M, grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger 6rneklerinin 151k

mikroskobik incelemesi. Normal akciger alveolar yapilari, kismi vaskiiler konjesyon
(0k) (a,b) (HE, X4, 20).
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HA; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger orneklerinin 11k

mikroskobik incelemesinde, vaskiiler konjesyon ve periarteriyal hiicre infiltrasyonu
gorildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 HA; grubu akciger doku 6rneklemesi. Vaskiiler konjesyon (ok basi) ve
periarteriyal hiicre infiltrasyonu (ok) (a,b) (HE, X10, 20).

EC, grubuna ait deney hayvanlarindan alinan akciger Orneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde, normale yakin akciger alveolar yapisi gozlendi. Bazi
alanlarda alveolar duvar kalinlagsmalar1 dikkat c¢ekti. Biiyilik biiyiiltmede
degerlendirilen preparatlarda immersiyon objektifte alveolar makrofajlarin sayica

arttig1 gozlendi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 EC, grubu akciger doku 6rneklemesi. Alveolar duvar kalinlagmalar (*) (a),
alveolar makrofajlar (ok ) (b) (HE, 20,100).
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Tablo4.1 akciger dokularindaki hasar skorlanmistir. Skorlamada 0: hasar yok, 1: az

hasar 2: orta hasar 3: ¢ok hasar (ADK: alveolar duvar kalinlasmas1 VK: vaskiiler

konjesyon IAH: intrer alveolar hemoraji HI: hiicresel infiltrasyon AMA: alveolar

makrofaj artis1)

AC, |ADK |VK [IAH |HI|AMA |AC, ADK | VK |IAH |HI | AMA
Ki-1 |2 2 2 3 |3 Ke1 |3 3 |3 3 |3
Ki-2 |3 2 2 3 |3 Kr-2 |3 2 |2 3 |1
Ki-3 |2 3 3 2 |2 Kr3 |2 3 |3 3 |1
Ki-4 |2 3 2 2 |2 Kr-4 |3 3 |2 3 |3
Ki-5 |3 2 2 3 |3 Kr5 |3 2 |3 3 |2
Ki-6 |3 3 2 2 |2 Kr6 |2 3 |1 3 |2
Ki-7 |2 2 2 3 |2 Ko7 |2 3 |3 3 |3
M1 |0 1 0 0 |0 Myr1 |0 1 |o 0 |0
M2 |0 2 0 0 |0 M2 |0 1 |o 0 |0
M3 |0 1 0 1|0 Ms3 |0 1 |o 1 |0
M4 |0 2 0 0 |0 My4 |0 0 |o 0 |o
M5 |0 2 0 0 |0 M5 |0 0 |o 0 |o
M6 |0 2 0 0 |0 M6 |0 0 |o 1 |0
M7 |0 1 0 1 [0 My7 |0 1 |0 0 |0
ECi1 |1 1 0 0 |0 EC1 |1 0 |o 0 |2
EC,-2 | 0 0 |0 0 |0 EC-2 |0 0 |o 0 |1
EC,-3 | 1 2 0 0 |0 EC,3 |1 0 |o 0 |1
EC,-4 | 1 0 |0 0 |0 EC,4 |1 0 |o 0 |o
EC,-5 | 1 1 0 0 |0 EC,5 |1 0 |o 0 |1
EC,-6 | 1 0 |0 0|0 EC,6 |1 0 |o 0 |o
EC,-7 | O 0 |0 0 |0 EC-7 |1 0 |o 0 |1
HA-1 | 1 0 |0 1 |0 HA-1 | 2 2 |1 2 |0
HA-2 | 1 0 |o 2 [0 HA-2 |1 1 |1 1 |0
HA-3 | 0 0 |o 2 [0 HA-3 |1 1 |0 1 |0
HA-4 | 1 0 |o 1 |0 HA-4 |1 0 |o 0 |o
HA-5 | 0 0 |0 1|0 HA-5 |1 1 |0 0 |o
HA-6 | 1 0 |0 1 [0 HA-6 |1 0 |1 0 |o
HA-7 | 0 0 |0 1|0 HA-7 |0 2 |1 1 |0
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4.2. Soleus Kasi Isik Mikroskobik Degerlendirmeleri

Sekil 4.10 Normal soleus kas1 151k mikroskobik gériiniimii. igsi iskelet kasi hiicreleri

ile periferik yerlesimli oval nukleuslar(HE, X20).

Ki grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu Orneklerinin 11k
mikroskobik incelemesinde, nekrotik kas fibrilleri, yogun hiicresel infiltrasyon ve
odem goriildii (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 K grubu soleus kas dokusu ornekleri. nekrotik kas fibrilleri (ok bas1)
(a,b,c,d) ve kas fibrilleri arasindaki yogun hiicresel infiltrasyon (*) ve 6dem (b) (HE,
X10,20,40).

Mannitol grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu 6rneklerinin

151k mikroskobik incelemesinde kas dokusu normal yapida goriildii (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 M; grubu soleus kas dokusu 6rnekleri. Normal goriiniimlii kas dokusu ve
kas fibrilleri (a,b), (HE, X10 ,40).

EC; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu orneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, normale yakin kas dokusu goriildii. Ancak bazi kas
fibrillerinde fokal nekrotik alanlar dikkat ¢ekti (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 EC; grubu soleus kas dokusu ornekleri. Kas fibrillerinde fokal nekrotik
alanlar (ok) (a,b) (HE, X10, 40).

HA; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu orneklerinin 151k

mikroskobik incelemesinde normale yakin kas dokusu yapis1 gozlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 HA; grubu soleus kas dokusu 6rnekleri.normal kas yapisi, perifeal
yerlesimli oval nukleuslar goriilmekte. (a,b) (HE, X10, 40).

K2 grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu Orneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde kas fibrillerinde disorganizasyon, nekrotik kas fibrilleri,
hiicresel infiltrasyon, kas fibriileri arasinda hemoraji gozlendi. Ayrica oOzellikle
merkezi yerlesimli ¢ekirdekleriyle rejenerasyon gosteren kas fibrilleri dikkat cekti

(Sekil 4.15).

Sekil 4.15 K, grubu soleus kas dokusu ornekleri. Kas fibrillerinde disorganizasyon
(ok) (a,b,c), nekrotik kas fibrilleri (ok bas1), hiicresel infiltrasyon (inf) (b,c), hemoraji
(*) (c) ve merkezi yerlesimli ¢ekirdekleriyle rejenerasyon gosteren kas fibrilleri (ince

ok) (d) (HE, X10,20,40).

My grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu orneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, normale yakin goriiniimlii kas dokusu gozlenmekle
birlikte bazi bolgelerde kas fibrilleri arasinda kismi hiicresel infiltrasyon goriildii

(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 M, grubu soleus kas dokusu 6rnekleri. Kas fibrilleri arasinda kismi
hiicresel infiltrasyon (ok) (HE, X10,40).

EC, grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu orneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, normale yakin gériiniimlii kas fibrilleri gozlendi ancak

bazi kas fibrilleri arasinda kismi hiicresel infiltrasyon goriildii (Sekil 4.17)

Sekil 4.17 EC, grubu soleus kas dokusu 6rnekleri. Kas lifleri arasinda kismi hiicresel
infiltrasyon (ok) goriilmektedir (HE, X10,20).

HA; grubuna ait deney hayvanlarindan alinan kas dokusu orneklerinin 151k

mikroskobik incelemesinde kas dokusu normal yapida goriildii (Sekil 4.18).

Sekil 4.18 HA; grubu soleus kas dokusu 6rnekleri. Normal goriiniimlii kas dokusu
goriilmektedir. (HE, X20,40).



Tablo4.2 Soleus kas dokusundaki hasar skorlamasi Skorlamada O: hasar yok, 1: az
hasar 2: orta hasar 3: ¢ok hasa HN: hiicresel nekroz KND: kas fibrillerinde

disorganizasyon HI: hiicresel infiltrasyon HEM: hemoraji KO: Kas 6demi

KAS; [HN |KFD | HI | HEM | OD | KAS, [HN | KFD | Hi | HEM | KO
Ki-1 3 3 3 1 3 K1 3 3 3 3 3
Ki-2 3 2 2 1 2 Kz-2 3 3 2 3 1
Ki-3 2 3 3 0 3 K2-3 2 3 3 3 1
Ki:-4 2 2 3 0 3 Ko-4 3 3 2 3 3
Ki-5 3 2 3 1 3 K25 3 3 3 3 2
Ki:-6 2 3 3 0 2 K2-6 2 3 1 3 2
Ki-7 3 3 2 0 3 Ko7 2 2 3 3 3
M;-1 0 1 0 0 0 M,-1 0 0 1 0 0
M;-2 0 0 0 0 0 M,-2 0 0 1 0 0
M;-3 0 0 0 1 0 M,-3 0 0 1 1 0
M;-4 0 0 0 0 0 M,-4 0 0 0 0 0
M;-5 0 0 0 0 0 M,-5 0 0 1 0 0
M;-6 0 0 0 0 0 M,-6 0 0 1 0 0
M;-7 0 0 0 1 0 Mo-7 0 1 0 0 0
ECi-1 | 1 0 0 0 0 EC,1 1 0 1 0 0
EC-2 | 1 0 0 0 0 EC-2 | O 0 1 0 1
EC-3 | 1 0 0 0 0 EC-3 | O 0 1 0 1
ECi-4 | O 0 0 0 0 EC,4 | O 0 1 0 0
EC,-5 | 1 0 0 0 0 EC,-5 | O 0 0 0 0
EC,-6 | 1 0 0 0 0 EC,6 | O 0 1 0 0
EC,-7 | 1 0 0 0 0 EC-7 | O 0 1 0 0
HA;-1 | O 0 0 1 0 HA,-1 | O 0 1 0 0
HA;-2 | O 0 0 0 0 HA,-2 | O 0 0 0 0
HA;-3 | O 0 0 0 0 HA,-3 | O 0 0 0 0
HA;-4 | 1 0 0 1 0 HA-4 | O 0 0 0 0
HA;-5 | 0 0 0 1 0 HA-5 | O 0 0 0 0
HA;-6 | O 0 0 0 0 HA,-6 | O 0 1 0 0
HA:;-7 | 1 0 0 0 0 HA-7 | O 0 0 0 0
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4.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyoistatistik Anabilim
Dali’nda yapildi. Deney gruplarinda histolojik incelemede, akcigerde alveolar duvar
kalinlagmasi, vaskiiler konjesyon, intra alveolar hemoraji, hiicresel infiltrasyon,
alveolar makrofaj artigi; kasta ise hiicresel nekroz, kas fibrillerinde disorganizasyon,
hiicresel infiltrasyon, hemoraji ve 6dem histolojik 6zelliklerine gore skorlandi. Bu
skorlar kullanilarak Mann-Whitney U Testi kullanilarak istatistiksel analiz yapildi.
Test sonucunda p>0.05 degeri istatistiksel olarak gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark olmadigini, p<0.05 degeri gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik oldugunu ,
p<0.01 degeri gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik oldugunu, p<0.001 degeri
gruplar arasinda ileri diizeyde farklilik oldugu seklinde yorumlandi..

Akciger biyopsilerinde, K; grubu ile My, EC; ve HA; gruplari alveolar duvar
kalinlagsmasi, vaskiiler konjesyon, hiicresel infiltrasyon ve alveolar makrofaj artisi
acisindan karsilastirildiginda ¢ok 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01). Gruplar
interalveolar hemoraji acisindan karsilastirildiginda ileri diizeyde farklilik saptandi
(p<0.001). M; ve EC; gruplant karsilastirildiginda alveolar duvar kalinlagmasi
acisindan ¢ok oOnemli diizeyde farklhilik (p<0.01), vaskiiler konjesyon agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunurken; interalveolar hemoraji, hiicresel infiltrasyon ve
alveolar makrofaj artig1 agisindan fark saptanmadi (p>0.05). M; grubu ile HA;
grubu, alveolar duvar kalinlasmasi agisindan karsilastirildiginda 6nemli diizeyde
farklilik saptandi (p<0.05), vaskiiler konjesyon ile hiicresel infiltrasyon agisindan
karsilastiklarinda ¢ok oOnemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), interalveolar
hemoraji ile alveolar makrofaj artis1 acisindan karsilastirildiklarinda ise fark
saptanamadi (p>0.05). EC; ve HA; gruplart kendi aralarinda alveolar duvar
kalinlagmasi, vaskiiler konjesyon, interalveolar hemoraji ve alveolar makrofaj artisi
acisindan karsilastirildiklarinda fark saptanmazken (p>0.05), hiicresel infiltrasyon
acisindan karsilastirildiklarinda ¢ok onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01).
Birinci grup ici akciger dokularinin istatistiksel olarak karsilagtirilmalar tablo 5.1.°de

ve sekil 5.1.”de gosterilmistir.
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Tablo 5.1 Birinci grup igi akciger dokularmin istatistiksel karsilastiriimalari

ADK VK iAH Hi AMA

Ki1-M; p<0.01 p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.01
Ki-ECy p<0.01 p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.01
Ki;-HA;  p<0.01 p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.01
M;-EC, p<0.01 p<0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
M;-HA;  p<0.05 p<0.01 p>0.05 p<0.01 p>0.05

EC;-HA;  p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.01 p>0.05

**p>0.05 fark yok p<0.05 dnemli diizeyde farklilik var, p<0.01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik var,
p<0.001 degeri ‘ileri diizeyde farklilik var

3
2,5
2 1 W Kontroll
1,5 - W Mannitoll
11 E-Collins1
0,5 1 Albuminl
0 - T T
alveolar duvar vaskdler interalveolar hicresel alveolar
kalinlagsmasi konjesyon hemoraji infiltrasyon  makrofaj artisi

Sekil 5.1 Birinci grup i¢i akciger dokularinin istatistiksel karsilastirilmalar

Akciger biyopsilerinde, K, grubu ile M, grubu alveolar duvar kalinlagmasi,
vaskiiler konjesyon, interalveolar hemoraji, hiicresel infiltrasyon ve alveolar
makrofaj artigi agisindan karsilastirildiginda tiim parametrelerde ¢ok énemli diizeyde
farklilik saptanmistir (p<0.01). K, grubu ile EC, grubu; alveolar duvar kalinlasmasi
acisindan karsilastirildiklarinda 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05), alveolar
duvar kalinlagsmasi, vaskiiler konjesyon, interalveolar hemoraji agisindan
karsilastirldiklarinda ¢ok o©nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), hiicresel
infiltrasyon agisindan karsilastirildiklarinda ileri diizeyde farklilik saptandi
(p<0.001). K, ve HA; gruplar karsilagtirildiklarinda tim parametrelerde ¢ok dnemli
diizeyde farklilik saptandi (p<0.01). M, ve EC; gruplar karsilastirildiklarinda
vaskiiler konjesyon agisindan 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05), alveolar
duvar kalinlagmasi, alveolar makrofaj artisi agisindan karsilastirildiklarinda ¢ok

onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), interalveolar hemoraji ile hiicresel
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infiltrasyon agisindan karsilastirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). M, ve HA;
gruplar1 interalveolar hemoraji agisindan karsilagtirildiklarinda onemli diizeyde
farklilk  saptandi  (p<0.05), alveolar = duvar kalinlasmasi  agisindan
karsilastirildiklarinda ¢ok oOnemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), vaskiiler
konjesyon,  hiicresel infiltrasyon, alveolar = makrofaj artis1  agisindan
karsilastirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). EC, ve HA; gruplar interalveolar
hemoraji, hiicresel infiltrasyon agisindan karsilastirildiklarinda 6nemli diizeyde
farklilik saptandi (p<0.05), vaskiiler konjesyon, alveolar makrofaj artis1 agisindan
karsilastirildiklarinda ¢ok onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), alveolar duvar
kalinlagsmas1 agisindan karsilastirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). Ikinci grup
ici akciger dokularinin istatistiksel olarak karsilagtirilmalar1 tablo 5.2.°de ve sekil

5.2.’de gosterilmistir.

Tablo 5.2 Ikinci gruplarin akciger dokularmin istatistiksel karsilastiriimalar

ADK VK IAH Hi AMA
K2-M; p<0.01 p<0.01 p<0.001  p<0.01 p<0.01
K»-EC; p<0.01 p<0.01 p<0.001  p<0.001 p<0.05
Ka-HA; p<0.01 p<0.01 p<0.001  p<0.01 p<0.01
M,-EC, p<0.01 p<0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.01
My-HA, p<0.01 p>0.05 p<0.05 p>0.05 p>0.05

EC,-HA; p>0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.05 p<0.01
**p>0.05 fark yok p<0.05 dnemli diizeyde farklilik var, p<0.01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik var,

p<0.001 degeri ‘ileri diizeyde farklilik var

3,5
3
2,5 -
2 H Kontrol2
15 1 H Mannitol2
1 E.Collins2
0,5 - —
0 | ® H.Albumin2
alveolar vaskiiler interalveolar hicresel alveolar
duvar konjesyon  hemoraji infiltrasyon  makrofaj
kalinlagsmasi artisl

Sekil 5.2 Ikinci grup ici akciger dokularmin istatistiksel karsilastirilmalar
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Kas biyopsilerinde, K; ve M; gruplar1 kendi aralarinda, K; ve ECjgruplari
kendi aralarinda, K; ve HA; gruplar1 kendi aralarinda hiicresel nekroz, kas
fibrillerinde disorganizasyon, hiicresel infiltrasyon ve kas oOdemi acgisindan
karsilastirildiklarinda ¢ok 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01), hemoraji
acisindan karsilastirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). M3 ve EC; gruplart kendi
aralarinda hiicresel nekroz agisindan kiyaslandiklarinda ¢cok dnemli diizeyde farklilik
saptand1 (p<0.01), kas fibrillerinde disorganizasyon, hiicresel infiltrasyon hemoraji
ve kas 6demi agisindan karsilastirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). M; ve HA;
gruplart kendi aralarinda tim parametreler acisindan karsilagtirildiklarinda fark
saptanamadi (p>0.05). EC; ve HA; gruplari kendi aralarinda hiicresel nekroz
acisindan karsilastirildiklarinda 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05), kas
fibrillerinde disorganizasyon, hiicresel infiltrasyon, hemoraji ve kas 6demi agisindan
karsilagtirildiklarinda fark saptanamadi (p>0.05). Birinci grup ici kas dokularinin
istatistiksel karsilagtirilmalari tablo 5.3.’de ve sekil 5.3.’de gosterilmistir.

Tablo 5.3 Birinci gruplarin kas dokularinin istatistiksel karsilagtirilmasi

HN KFD Hi HEM KO
Ki-M; p<0.01 p<0.01 p<0.01 p>0.05 p<0.01
Ki-ECy p<0.01 p<0.01 p<0.01 p>0.05 p<0.01
Ki-HA; p<0.01 p<0.01 p<0.01 p>0.05 p<0.01
M;-EC, p<0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Mi-HA, p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
EC;-HA; p<0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

**p>0.05 fark yok p<0.05 dnemli diizeyde farklilik var, p<0.01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik var,

p<0.001 degeri ‘ileri diizeyde farklilik var

3
2,5 A
H Kontroll
2 -
1,5 - B Mannitoll
14 “E.Collins1
0,5 - .
® H.Albuminl
O i T T
hiicresel disor- hiicresel hemoraji kas odemi
nekroz ganizasyon infiltrasyon

Sekil 5.3 Birinci grup i¢i kas dokularinin istatistiksel karsilastirilmalari
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Kas biyopsilerinde, K; ve M; gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde;
hiicresel nekroz, kas fibrillerinde disorganizasyon, hiicresel infiltrasyon ve kas 6demi
acisindan karsilastirildiklarinda ¢ok onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01),
hemoraji acisindan karsilastirildiklarinda ileri diizeyde farklilik saptandi (p<0.001).
Kz ve HA; gruplart kendi aralarinda degerlendiridiklerinde tiim parametreler
acisindan ¢ok Onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.01). K, ve HA; gruplan
hiicresel nekroz, hiicresel infiltrasyon ve kas 6demi agisindan karsilastirildiklarinda
¢ok onemli diizeyde farklilik saptandi1 (p<0.01), kas fibrillerinde disorganizasyon ve
hemoraji agisindan karsilastirildiklarinda leri diizeyde farklilik saptandi (p<0.001).
M, ile EC, gruplar1 kendi aralarinda ve M; ile HA;, gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda tiim parametreler agisindan fark saptanamadi (p>0.05). EC; ile
HA, gruplar1 kendi aralarinda hiicresel infiltrasyon acisindan karsilastirildiklarinda
onemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05), diger parametrelerde fark saptanamadi
(p>0.05). Ikinci grup ici kas dokularmin istatistiksel karsilastirilmalari, tablo 5.4’de
ve sekil 5.4’de gosterilmistir.

Tablo 5.4 Ikinci gruplarin kas dokularmin istatistiksel karsilastirilmalar

HN KFD Hi HEM KO
K2-M; p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.001 p<0.01
K,-EC; p<0.01 p<0.01 p<0.001  p<0.01 p<0.01
Ka-HA; p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.001 p<0.01
M,-EC, p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
My-HA, p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
EC,-HA, p>0.05 p>0.05 p<0.05 p>0.05 p>0.05

**p>0.05 fark yok p<0.05 dnemli diizeyde farklilik var, p<0.01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik var,
p<0.001 degeri ‘ileri diizeyde farklilik var

3,5
3
z'i i ® Kontrol2
1,5 - H Mannitol2
17 E.Collins2
0,5 -
0 - : : : . EH.Albumin2
hiicresel disor- hiicresel hemoraji  kas 6demi
nekroz  ganizasyon infiltrasyon

Sekil 5.4 Birinci grup i¢i kas dokularmin istatistiksel karsilastiriimalari
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5. TARTISMA

Rat alt ekstremite iskemi/reperfiizyon modelinde, alt ekstremitenin, %25°lik
mannitol, insan serum albumini ve Euro Collins soliisyonlar1 ile perfiizyonunun;
iskemi/reperfiizyon hasarina etkilerinin arastirildigi bu deneysel ¢alismada, iskemi
olusturmak i¢in mikrovaskiiler klempler ile wvaskiiler okliizyon yoOntemi
kullanilmistir(10,49,52,53,79,80). Her ne kadar noninvaziv ve kolay uygulanabilir
olusu nedeniyle turnike yontemini savunan yazarlar olsada(3,23,47), uzamis mekanik
kompresyon sonucu vendz ve lenfatik okliizyon, kas ve sinir zedelenmesi
yapabileceginden dolay1 bu calismada turnike yontemi tercih edilmemistir.

Alt ekstremitede iskemi/reperfiizyon hasarina perflizyon soliisyonlarinin
etkilerinin arastirildigt bu calismada; kolay temin edilebilmesi, deneysel
iskemi/reperfiizyon hasarinin arastirildigi calismalarda daha ¢ok rat kullanilmis
olmasi, iskelet kasi ile akcigerin ratlardaki iskemi/reperflizyon hasarma verdigi
yanitin iyi bilinmesi ve bu calismada yer alan arastirmacilarin ratlarla daha ¢ok
deneyiminin bulunmasi nedeniyle deney hayvani olarak S.Dawley cinsi disi ratlar
kullanilmistir(3,4,31,47,52,53,79,80).

Literatiir incelendiginde, farkli dokularda ve farkli iskemi/reperfiizyon
stirelerinde; iskemik dokularin, reperfiizyon dncesi gesitli soliisyonlarla perfiizyonu
yapilarak iskemi/reperfiizyon hasarinin azaltildigi ¢alismalar dikkati ¢ekmistir.

Bastiaanse ve ark.’nin; perfiizyon soliisyonlarinin iskemi/reperfiizyon
modelinde kapiller dolasim iizerine olan etkilerini arastirdiklar1 g¢alismada, rat
kremaster kas1 pedikiilii izerinden kas flebi seklinde kaldirilmistir ve ratlarin batin
insizyonu sonrasi ana iliyak arterleri bulunarak kremaster kasinin beslenmesini
sadece pedikiiliine birakacak sekilde, tiim ana iliyak arter yan dallar1 baglanmistir. 4
ve 6 saatlik iskemi siirelerinin ardindan, femoral arter kateterize edilerek Celsior ve
HTK (histidin-triptofan-ketoglutarat) soliisyonlar1 ile (kremaster kasinin kanlanma
debisine uyacak sekilde) 40 plt/dakika olacak sekilde toplam 10 dakika mikropump
vasitastyla kremaster kasinin perflizyonu yapilmistir. Perflizyon isleminin ardindan
kremaster kasi iki saatlik reperfiizyona birakilmistir. 4 saatlik iskemi sonrasi
perflizyon yapilmayan grupta; lokosit adezyonu ve l6kosit yuvarlanmasinin orani
taban degerin %310’una artmis iken, 4 saaatlik iskeminin ardindan soliisyonlarla

perfiizyonun yapildig1 gruplarda lokosit adezyonunda ve lokosit yuvarlanmasinda
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kayda deger herhangi bir artis saptanmamistir(4). Perflizyon yapilmayan grupta, 4
saatlik iskemi sonunda mikrodolasimin oldugu kapiller oran1 %50 iken, iki saatlik
perfiizyonun sonunda dolasimin oldugu kapiller oran1 %98 olarak bulunmustur(4).

Tsuchida ve ark. (81)’nin belirttigine gore, Rosen ve arkadaglari, fareler
tizerinde yaptiklari ¢calismada, preiskemik donemde flep ve ampute alt ekstremitenin
hiicre icermeyen plazma ile perfiizyonunun flep ve alt ekstremite yasayabilirligini
artirdigini bulmuslardir. Yine bagka bir arastirmaci, bu reperfiizyon soliisyonlarina
yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin eklenmesinin daha fazla etkili oldugunu
gostermistir(81).

Akin ve ark.’nin ratlarda yaptiklar1 c¢aligmada; ratlarin batin bdlgesinde
superficial inferior epigastrik arter pedikiillii deri adasi flebinde, 11 saatlik 1lik
iskeminin ardindan deri adasi flebinin, HAES (%10’luk hidroksietil soliisyonu) ile
perfiizyonunun I/R hasarma olan etkileri arastirilmistir. Calismada, 27 gauge’lik
enjektor ignesi kullanilarak deri adasi flebi intravaskiiler yolla, HAES (%10’luk
hidroksietil soliisyonu) soliisyonu ve normal saline ile yikanmistir (ortalama 20
dakika, 10-12 cc yikama soliisyonlari). Yikama isleminin ardindan flepler yerlerine
siitiire edilerek bir haftalik reperfiizyona birakilmistir. Bir hafta sonunda flepteki
nekrotik alanlar ile yasayan alanlarin oranlamasini yapmistir. Calismanin sonucunda
Akin ve ark. iskemik kalan fleplerin, pedikiilleri vasitasiyla intravaskiiler olarak
yikanmasinin etkili oldugunu, bu yikanan ajanin farmakolojik olarak antioksidan
veya antitrombotik olmasi durumunda elde edilecek sonucun ¢ok daha fazla yiiz
giildiiriicii oldugu sonucuna varmislardir(80).

Bu calismada, rat alt ekstremitesinde iskemi/reperflizyon modeli
olusturularak, reperflizyon oOncesi iskemik dokunun, %25°’lik mannitol, Human
Albumin ve Euro Collins soliisyonlari ile perfiizyonun, iskemi/reperflizyon hasarina
olan etkilerini arastirilmistir. Literatiir incelendiginde; iskemi/reperfiizyon hasarim
azaltmak i¢in iskemik 6n kosullama yapildigi, sistemik yolla antienflamatuar veya
antioksidan o6zellikli maddelerin kullanildig1 goriilmiistiir. iskemik &n kosullama;
sonuclar1 her ne kadar basarili olsada; plastik cerrahinin ugrasi alani olan travmatik
reimplantasyon prosediirlerinde uygulanmasi pek miimkiin gériinmemektedir. Bu
nedenle olusturulan modelde; iskemik kalan ekstremite, 29 gauge’lik insiilin

enjektorii kullanilarak intravaskiiler yolla perfiize edilmistir ve bu sekilde perflizyon
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sollisyonlarinin  direkt iskemik alana ulastirilmasi hedeflenmistir. Calismada
soliisyonlarin verilis basinci; herhangi bir mikropump veya yercekimi etkisi
kullanilarak standardize edilmemis, sadece c¢alismay1 yapan tek cerrah tarafindan
manuel yapilan enjeksiyon basinci kullanilmistir. 3mg/kg dozda mannitol soliisyonu,
0.5 cc hacimde Euro Collins ve human albumin soliisyonlari, 30 sn. ile 1 dakikalik
zaman dilimi igerisinde uygulanmistir. Operator tarafindan, perfiizyonun manuel
olarak yapilmasi, verilis basinci olglimii ile standardizasyonunun yapilmasinin
avantaj1; klinige uygulanabilirliinin kolay olmas1 ve gercek bir acil cerrahi islemi
taklit etmesidir. Bu ¢alismanin amaci ve klinige uygulanabilirligi, reimplantasyon
Oncesi amputatin veya serbest doku aktarimlarinda aktarilan dokunun alic1 alana
yerlestirilmeden Once cesitli perfiizyon soliisyonlari ile perfiize edilerek I/R hasarinin
lokal ve sistemik zararlarinin azaltilabilirliginin gosterilmesidir.

Iskemi esnasinda dokuda biriken iiriinler, reperfiizyonla birlikte patlayici
tarzda doku hasarmna yol agmaktadir. Yapilan c¢alismalarda, Iskemi/reperfiizyon
hasarinin olusturulmas: i¢in dokularin iskemiye dayanikliliklari gbz Oniinde
bulundurularak, cesitli iskemi zamanlar1 kullanilmistir.

Enkaya ve ark.’nin, ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada; ila¢ grubunda bulunan
ratlara, deney giiniinden 6nce olmak iizere bes giin siire ile 50 mg/giin ticlopidin
(antitrombositer ajan), orogastrik tiip aracilig1 ile giinde iki kez verilerek 6n
kosullama olusturulmustur. Calismada ratlarin sag alt ekstremiteleri kalgca eklemi
hizasindan turnike ile sikilarak bir grupta sadece 4 saatlik iskemi, diger gruplarda ise
4 saatlik iskeminin ardindan 2 saatlik reperfiizyon uygulanmistir. Calismanin
sonucunda Enkaya ve ark. Alt ekstremitelerin 4 saatlik iskemi siiresinin ardindan
yapilan iki saatlik reperfiizyonu ile uzak organ hasar1 olusturdugunu ve
antitrombositer ajan olan tiklopidinin bunu engelledigini bulmuslardir(3).

Cunha ve ark. ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada, rat alt ekstremitesinde; 2, 4, 6
ve 8 saatlik iskemi siireleri kullanilarak, alt ekstremite pedikiiliiniin korundugu
amputasyon modeli olusturmuslardir. Rat alt ekstremitelerinde; oda sicakliginda
belirlenen iskemi zamanlarina gore 1lik iskemi olusturulmustur. Reperfiizyon siiresi 7
giin olarak planlanmistir. 7. Giinlin sonunda ratlar sakrifiye edilerek alt ekstremite
sagkalimi agisindan incelenmistir. Deneklere uygulanan iskemi siireleri birbiri

arasinda kiyaslandiginda; alt ekstremite sagkalimi 2 saatlik iskeminin uygulandigi
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grupta %80, 4 saatlik iskeminin uygulandigi grupta %64, 6 saatlik iskeminin
uygulandigr grupta %50 ve 8 saatlik iskeminin uygulandigi grupta %20 olarak
bulunmustur. Calismanin sonunda yapilan istatistiksel analizde, 4 saatlik ve 6 saatlik
iskemi stlireleri arasinda ekstremite sagkalimi agisindan anlamli  fark
tespitedilememistir(79).

Siemionov (5)’un belirttigine gore, Buttermeyer ve ark. farkli iskemi
zamanlarinda, viicutta olusan superoksit radikali miktarin1 sitokrom c-bazl
biyosensor vasitasiyla dlgmiisler ve superoksit radikalinin en yiiksek degerlerine iki
saatlik iskemi sonras1 ulastigini, iskemi/reperfiizyon siirelerinin arttirilmasinin olusan
doku hasarini arttirdigini gostermislerdir.

Yukaridaki makaleler ve literatiir incelendiginde; iskelet kasinda
iskemi/reperfiizyon hasarinin olugmasi i¢in farkli iskemi ve reperfiizyon siirelerinin
tercih edilmis olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu c¢alismalarda, iskemi siiresinin
etkilenmesi beklenen organlarin iskemiye dayanikliligi temel alinarak belirlendigi
gdzlenmistir. Ornegin, kas dokusunda belirgin morfolojik degisikliklerin 2 saatlik
iskemiden sonra olusmaya baslamasi nedeniyle, iskelet kasi iskemi/reperfiizyon
hasarimin degerlendirildigi ¢calismalarda ¢cogunlukla daha uzun iskemi siireleri tercih
edilmistir. Iskemi siireleri ile iskemik hasarlanma arasinda énemli bir korelasyon
oldugu gosterilmistir. Iskemi/reperfiizyon hasarinin hedef dokusu olarak iskelet
kasinin secildigi calismalarda, 4 saatlik iskemik dénemden sonra kas dokusunda geri
doniistimsiiz histolojik hasarlanmanin bagladigi ve yaygin nétrofil birikiminin
olustugu; 4 saatlik iskemi siiresi ile 6 saatlik iskemi siiresinde olusan hasar
bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadigi ve 8 saatlik iskemi siiresinde geri
doniislimsiiz hasarlanmanin tam olustugu goézlemlenmistir. Bu veriler g6z 6niinde
bulundurularak bu calismada iskemi siiresinin 4 saat olarak uygulanmasina karar
verilmistir(10,79,82).

I/R’un gerek lokal, gerekse uzak organlara etkilerinin arastirildigi deneysel
calismalarda, olusan hasarin derecesinin reperfiizyon siiresine de bagli oldugu
bilinmektedir(10,48,49).

Teruya ve ark.’nin ratlarda yaptiklar1 ¢alismada; 6 saatlik sol alt ekstremite
iskemisinin ardindan 4 ve 24 saatlik reperfiizyon siirelerinin uygulandig1 iki ana

grup olusturulmustur. Reperfiizyon siirelerinin sonunda ratlar sakrifiye edilerek
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plazmada kreatin, kreatin kinaz, iire, sodyum ve potasyum c¢aligilmasi i¢in kan
alimmistir ve histolojik inceleme icin sol nefrektomi yapilmistir. Caligmanin
sonucunda, alt ekstremite iskemisinin; plazma kreatin, kreatin kinaz, iire, sodyum ve
potasyum degerlerinde artisa neden oldugu dolayisiyla kas iskemisi sonucunda
bobrek hasarinin  gergeklestigi  gosterilmistir. Histolojik incelemede; bobrek
dokusundaki tiibiiler nekrozun ve 6demin 4 saatlik reperfiizyon yapilan grupla, 24
saatlik reperfiizyon yapilan grup arasinda ayni bulunmustur(83).

I/R hasarinda farkli reperfiizyon siirelerinin uzak organlardaki etkilerini
arastiran Yassin ve ark. (84), reperflizyon siiresinin uzamasi ile uzak organ fonksiyon
bozukluklarinin artis1 arasinda paralellik oldugunu gézlemislerdir. Ayni ¢alismada,
calismacilar akciger dokusundaki histopatolojik degisikliklerin 1 ve 2 saatlik
reperfiizyon siirelerinde olusmadigini, ancak 3 saatlik reperfiizyonun sonunda
saptanabilir diizeylere ulastigini belirlemislerdir.

Literatiir incelendiginde iskemi/reperfiizyon hasarinin uzak organlara olan
etkilerinin arastirildigi diger calismalarda ise, 4 saatlik reperfiizyon siiresinin
se¢ilmis olmasi1 dikkat ¢ekici bulunmustur(10,48,49). Bu calismada kullanilan
reperfiizyon siireleri, birinci kontrol gruplarinda bulunan deneklerin akcigerlerinde;
periarteriyal hiicresel infiltrasyon, alveolar duvar kalinlasmasi, vaskiiler konjesyon,
bronsiol epitel hiicrelerinde yogun dejenerasyon ve dokiilmeler ile interalveolar
hemoraji gibi degisikliklerle karakterli ciddi akut akciger hasar1 bulgular1 olusturmus
ve bu calismada kullanilan 4 saatlik erken reperfiizyon siiresinin akut akciger
hasarinin olusumu igin yeterli oldugu; 7 gilinlik reperfiizyon siiresi uygulanan
deneklerin akcigerlerinde yukaridaki bulgulara ek olarak interalveolar alanlarda
hiicresel infiltrasyon ve hemoraji ile alveolar makrofajlarin sayica arttiginin
goriilmesi, 4 saatlik iskeminin ratlarda 6liimciil akut akciger hasarina yol agmadigini,
bununla birlikte 4 saatlik reperfiizyon siiresinin artirilmasiyla olusacak olan akciger
hasarinin da artacagini gostermistir. Bu bilgiler 1s18inda, birinci gruplarda, 4 saatlik
iskeminin ardindan 4 saatlik reperflizyon siiresi uygulanarak iskemi/reperfiizyon
hasarinin akut etkileri arastirilmis, ikinci gruplarda ise; 4 saatlik iskeminin ardindan
7 giinliik reperfiizyon siiresi uygulanarak sagkalim arastirilmistir. Ikinci gruplarda

rat kaybinin yasanmamasi, literatiirle de korele olarak 4 saatlik iskemi siiresinin;
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ratlarda deneysel iskemi/reperfiizyon hasari modellerinde uygulanabilirligini
gostermistir(1,79).

Iskemi/reperfiizyon hasari, hipotermi ile azaltilabilmektedir. Hipotermide,
metabolizma hizinin yavaslamasi nedeniyle, daha az serbest oksijen radikali olusumu
dolayisiyla da daha az doku yikimi olmaktadir.

Dick ve ark. ratlar iizerinde alt ekstremite iskemisi olusturup yeni kontrollii
reperflizyon metodlarini arastirmislardir. Bu amagla yapilan c¢alismada; rat alt
ekstremitesinde, 4 saatlik iskemi siiresinin ardindan; 15 derece sicaklikta,
milimetresinde 1 IU heparin olan ringer laktat soliisyonu, mikropump vasitasiyla
dakikada 0.3 ml olacak sekilde, 20 dakika reperfiizyon yapilmistir. Femoral vene
yapilan insizyondan, verilen soliisyon bosaltilarak alt ekstremite vendz yatakta
kalmis olan kan temizlenmistir. Reperfiizyon sonunda ratlar sakrifiye edilerek; alinan
gastroknemius kas orneklerinde doku yasayabilirligi ve doku 6demi; alinan soleus
kas orneklerinde ise kas uyarilabilirligi ve kasilabilirligi arastirilmistir. Calismanin
sonucunda, reperflizyon Oncesi ekstremitenin intravaskiiler yolla; hipotermik
reperflizyon soliisyonlar1 kullanilarak yikanmasinin iskemi/reperfiizyon hasarini
azaltmada olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir(10).

Ege ve ark.’nin ratlarda iskemi/reperfiizyon hasarima lokal hipotermi
uygulamasinin  etkisinin arastirildigi  ¢alismada; ratlarda alt ekstremitesi
olusturulmustur ve ayni ekstremiteden kaldirilan gracilis kas fleplerine bir grupta, 25
derecede lokal hipotermi uygulanmistir. Reperfiizyon siiresinin sonunda gracilis
kasindan Ornekler alinarak, intertisyel doku 6demi, inflamasyon tipi ve yogunlugu
acisindan incelemeler yapilmistir. Buna gore, hipotermi uygulanmayan grupta
intertisyel doku 6demi ve inflamasyon daha fazla oldugu goriilmiistiir. Caligmanin
sonucu, iskemi ve reperfiizyon donemlerinde uygulanan lokal hipoterminin,
iskemi/reperfiizyon hasarini azaltmada etkili oldugu bulunmustur(85).

Silva ve ark.’nin 1s1 lambasi altinda tutularak 37 dececelik viicut sicaklig
olusturulan ratlar ile yaptiklar: calismada; ratlara 2 saatlik iskeminin ardindan ve 4
saatlik reperfiizyona uygulanmustir. I/R hasarinin azaltilmasi igin ilag grubuna
10pumol/kg dozunda intra peritoneal CAPE (kafeik asit fenil ester) uygulanmistir.
Reperfiizyon siiresinin sonunda ratlar sakrifiye edilerek, histolojik inceleme igin

gastroknemius  kas biyopsisi alimmistir. Histolojik incelemede, kas dokusunda;
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disorganizasyon, kas fibrillerinde yikim, intertisyel édem ve 1okosit hiicre gocii
degerlendirilerek histolojik skorlama yapilmistir. Sonuglar incelendiginde, 37
derecelik viicut sicakliginda I/R hasarinin; gastroknemius kasinda kas fibrillerinde
disorganizasyona ve yikima, intertisyel 6deme ve lokosit hiicre gog¢iine neden oldugu
ve bu bulgularin CAPE ile azaltildigi bulunmustur(48).

Literatiir incelendiginde, iskemi/reperfiizyon hasarinin lokal veya sistemik
hipotermi ile azaldigi gorilmiistiir. Bununla birlikte bu calismada kullanilan
sollisyonlarin iskemi/reperfiizyon hasarina olan etkilerinin daha anlasilir olmast ve
iskemi/reperfiizyon hasarini azaltacak veya artiracak faktorlerin calisma disinda
birakilmast amaciyla ¢aligsma oda sicakliginda yapilmistir(79).

Alagam ve ark.’nin ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada; ratlar, abdominal
aortalarma klemp konularak 30 dakika iskemi siiresinin ardindan 60 dakika
reperfiizyona birakilmistir. Ilag grubunda, klemp kaldirilmadan 10 dakika once,
antioksidan 6zelligi olan 250 mg/kg karnozinin (B-alanyl-L-histidin) intraperitoneal
yolla verilmistir. Tim gruplardaki ratlar reperfiizyon siiresinin tamamlanmasiyla
sakrifiye edilip histolojik inceleme i¢in akciger doku Ornekleri alinmistir. Bu
caligmanin sonucunda, alt ekstremite iskemisinin, akcigerlerde serbest oksijen
radikallerine bagli hasar olusturdugu ve bu hasarin antioksidan Ozellikleri olan
karnozin tarafindan engellendigi gosterilmistir(52).

Isbir ve ark.’nin ratlarda yaptiklari calismada; akut alt ekstremite
iskemi/reperflizyon hasarinda, akcigerlerde hasar olustugu ve gelisen patolojik
degisikliklerin temelinde olasi diger faktorlerle birlikte serbest oksijen radikallerinin
de yer aldig1 sonucuna varilmistir(53).

Tekeli ve arkadaglarimin, alt ekstremite iskemi/reperflizyon hasarinin
akcigerlerde olusturdugu hasarin 6nlenmesine yonelik yaptiklart ¢alismada; ratlar
dort guruba ayrilmig, kontrol grubuna 3 giin boyunca intraperitoneal serumfizlolojik,
ila¢ gruplarina da immunsupresif etkileri olan takrolimus; intraperitoneal yolla farkli
dozlarda enjekte edilerek 4. giin alt ekstremitede turnike ile 2 saat iskemi ve 2 saat
reperflizyon yapilmistir. Ardindan ratlar sakrifiye edilerek akciger dokular
cikartilmigtir. Histopatolojik incelemede kontrol grubu akciger dokusunda 1s1k

mikroskobunda, alveolar yap1 bozulmus, intertisyel ve periarterioler 6dem ve artmis
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16kositik infiltrasyon go6zlenmistir. Bununla birlikte takrolimus kullanilan ilag
gruplarinda akciger hasar1 gozlenmemistir(47).

Literatiir incelendiginde iskemi/reperflizyon hasarinin uzak etkilerinin
bobrekler ve akcigerlerde daha fazla arastirildign gézlenmistir. Bu c¢alismada,
iskemi/reperfliizyon hasarinin uzak organ etkilerinin incelenmesi icin; literatiirde de
belirtilidgi gibi alt ekstremite I/R hasarindan en fazla etkilenen organin akciger
olmasi, retroperitoneal olmamasi nedeniyle biyopsi i¢in uzun zaman gerektirerek
reperfiizyon sonrasi ikincil bir iskemi zamani olusturmamast ve %10’luk formalin
sollisyonunda, gézenekli yapisindan dolay1 daha kolay ve daha iyi fiske edilebilmesi
gibi nedenlerle uzak organ hasarinin degerlendirilmesi amaciyla akciger tercih edildi.
Bu calismada, rat akcigerlerinde histolojik incelemede, alveolar duvar kalinlagsmast,
vaskiiler konjesyon, interalveolar hemoraji, hiicresel infiltrasyon ve alveolar
makrofaj artis1 parametreleri agisindan 1s1k mikroskobu ile inceleme yapildi ve
olusan hasar miktari istatistiksel inceleme i¢in skorlandi. Calismanin sonuglarinda;
birinci kontrol grubu deneklerin akcigerlerinde; periarteriyal hiicresel infiltrasyon,
alveolar duvar kalinlagmasi, vaskiiler konjesyon, bronsiol epitel hiicrelerinde yogun
dejenerasyon ve dokiilmeler ile interalveolar hemoraji goriilmesi I/R modelinin
basarili oldugunu gostermektedir. Ikinci kontrol grubu deneklerinin akcigerlerinde,
interalveolar alanlarda hiicresel infiltrasyon ve hemoraji ile alveolar makrofajlarin
saylca arttiginin gozlenmesi uzun siireli reperfiizyonda hasarin devamettigini
gostermektedir. Bununla birlikte, perfiizyon soliisyonlarmin kullanildigi gruplarda
normale yakin akciger dokusunun goriilmiis olmasi cerrahi teknigin ve kullanilan
perfiizyon soliisyonlarinin etkili oldugunun bir gostergesidir.

Literatiirde, hemen hemen tiim organlarda iskemi/reperfiizyon modeli
olusturulmus olmasina karsin en fazla iskelet kasinda ¢alismalar yapilmistir.

Crinnion ve ark.’nin, ratlar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada, rat alt ekstremitesi
uyluk proksimalinden sikilan turnike ile 6 saatlik iskemi donemine ve 4 saatlik
reperfiizyon dénemine birakilmistir. ilag grubuna, intravendz 1 ml Anti-Mac-1
antikoru (IgG) verilmistir ve c¢alismada uygulanan iskemi/reperfiizyon modelinin
aynist uygulanmistir. Calisma sonunda ratlar sakrifiye edilerek, gastroknemius kas
biyopsileri; histolojik olarak nétrofil miktari, kas canliligi ve kas 6demi incelenmek

tizere almmustir. Sonu¢ olarak, Anti-Mac-1 antikorunun, Iokositlerin endotele
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adezyonunu, dolayisiyla dokuya gogiinii engelleyerek post iskemik doku hasarini
azathigini bulmuslar(31).

Bu ¢alismada, yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde soleus kas biyopsilerinde
histolojik inceleme ile kasta hiicresel nekroz, kas ddemi, kasa inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, kas fibrillerinde disorganizasyon ve kasta hemoraji parametreleri
caligilarak skorlama yapildi. Kontrol gruplarina ait deney hayvanlarindan alinan kas
dokusu orneklerinin 11k mikroskobik incelemesinde birinci kontrol grubunda;
nekrotik kas fibrilleri, yogun hiicresel infiltrasyon ve 6dem goriilmesi; ikinci kontrol
grubunda da; bu bulgulara, kas fibrillerinde disorganizasyon, kas fibriileri arasinda
hemoraji ve merkezi yerlesimli ¢ekirdekleriyle rejenerasyon gosteren kas fibrillerinin
goriilmesi; 4 saatlik reperfiizyon siiresinin arttirilmasiyla kas hasariin da artacagina;
bununla birlikte; kas hasarinin, kullanilan iskemi siiresine bagli olarak belli bir
noktaya geldikten sonra durup rejenerasyon sathasinin baglayacagini gostermektedir.
Bulgular literatiir ile koreledir.

Mannitol osmolar o6zellikleri ve hidroksil radikali toplayici etkisi ile
iskemi/reperfiizyon modellerinde siklikla kullanilmustir.

Weinbroum’un ratlarla yaptigi c¢alismada; karaciger iskemi/reperfiizyon
hasarinda mannitoliin farkli dozlarda kullanilmasinin akciger hasarina olan etkileri
arastiritlmistir. Olusturulan ¢ift organ modelinde rat karacigerleri iki saat iskemik
birakilmigtir. Iskemi siiresinin ardindan karaciger ve akciger birlikte; kontrol
gruplarinda sadece Krebs-Henseleit soliisyonu ile, calisma gruplarinda Krebs-
Henseleit soliisyonu igine katilan 0.22mMol, 0.55mMol, 0.77 mMol ve 1.1
mMol’liikk mannitol soliisyonu ile perfiizyon yapilmistir. Calisma sonucunda 0.22 ve
1.1 mM’lik mannitol dozlarimin akcigerlerde iskemi/reperfiizyon hasarini 6nlemede
kullanilan diger dozlara gore daha az efektif oldugu; 0.77 mM’lik mannitol
dozunun, akcigerlerde iskemi/reperfiizyon hasarin1 6nlemede daha basarili oldugu;
bununla birlikte, 0.55 mM’liilk mannitol dozununda akcigerlerde iskemi/reperfiizyon
hasarin1 azalttig1 gosterilmistir(86).

Weinbroum’un ratlarla yaptigt baska bir c¢aligmada ise, klinik olarak
kullanilan ajan olan mannitoliin, hidroksil radikali baglamasindan kaynaklanan
antioksidan 6zelliginin, iskemi/reperfiizyon hasaria olan etkileri arastirilmistir. Bu

calismada, rat pankreasinda olusturulan iskemi/reperfiizyon modelinde, akcigerler 45
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dakikalik reperfiizyon siiresinin ilk 15 dakikasinda farkli dozlarda mannitol
soliisyonlar1 ile perfiize edilmistir. Calisma sonucunda yukaridaki makale ile ayn1
sonuglar bulunmustur(66).

Khoury ve ark.’mn ratlar ile yaptiklart ¢alismada; pankreas
iskemi/reperflizyon modelinde bobreklerde olusan iskemi/reperflizyon hasarinin
mannitol ile azaltilabilirligi incelenmistir. Calismada, pankreas iskemisi sonrasi
kontrol gruplarinda islem yapilmamus; tedavi gruplarinda ratlar 250 mg/kg dozda
mannitol ile tedavi edilmistir. Calismanin sonucuna goére 250 mg/kg dozda mannitol
ile tedavi, pankreas-bobrek ¢ift organ iskemi/reperfiizyon modelinde; pankreasta ve
bobreklerde iskemi/reperfiizyon hasarinin olusumunu engelledigi bulunmustur(87).

Kostopanagiotou ve ark.’nin, mannitoliin antioksidan etki olarak lipid
peroksidasyonunu onledigini gdstermek icin yaptiklart klinik calismada; karaciger
rezeksiyonu yapilan hastalardan olusturulan bir guruba, rezeksiyon oncesi hepatik
kan akimii durdurmadan yarim saat once 1.5 ml/kg dozunda %20 lik mannitol
sollisyonunu, diger gurubada 1.5 mg/kg dozda normal saline sollisyonunu intravendz
yolla vermisler ve post operatif 6 giinlilk donemde hastalardan vendz kan ornekleri
alarak lipid peroksidasyon gostergesi olan serum MDA diizeylerini g¢alisilmistir.
Calismanin sonucunda, normal saline verilen grupta serum MDA diizeyleri yiiksek
iken, %20 mannitol verilen grupta serum MDA diizeyleri diisiik bulunmustur. Bu
sonuglarda mannitoliin lipid peroksidasyonunu 6nledigini gostermektedir(88).

Sagoz ve ark.’nin ratlar ile yaptiklari ¢aligmada, abdominal insizyon sonrasi
rat overi bulunup vaskiiler pedikiilii klemplenerek 4 saatlik iskemiye birakilarak over
torsiyon taklidi olusturulmustur. Iskeminin ardindan overler 1 saatlik reperfiizyona
birakilmistir. Tedavi gruplarina; 4 saatlik iskeminin sonunda, sirasiyla 50 mg/kg
dozda vitamin C, 3 mg/kg dozda %?20’lik mannitol, 0.3 mg/kg dozda verapamin
verilmistir. Reperflizyon donemlerinin sonunda overler ¢ikartilarak histolojik
inceleme (konjesyon, kanama, 6dem ve kohezyon kaybi) ve lipid peroksidasyon
belirteci olan Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) dl¢limii yapilmistir.
Veriler degerlendirildiginde; vitamin C ve mannitol gruplarinda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu; verapamil grubunda fark
bulunmadigi tespitedilmistir. Calismanin sonucunda; vitamin C’nin ve mannitoliin

iskemi/reperflizyon hasarini anlamli 6l¢iide azalttig1 sonucuna varilmistir(63).
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Giinel ve ark.’nin tavsanlarda yaptiklari ¢alismada, mezenter arter
klemplenerek 60 dakika mezenterik iskemi, 60 dakika reperfliizyon siireleri ile
iskemi/reperfiizyon modeli olusturulmustur. Dort ilag grubuna sirasiyla 10 mg/kg
dozda intramiiskiiler vitamin E, 10 mg/kg dozda intramiiskiiler vitamin C, 30 mg/kg
dozda intravendz metilprednizolon, intarvendz inflizyonla 3 mg/kg dozda %20’lik
mannitol soliisyonu verilmistir. Reperfiizyon siiresinin ardindan sakrifiye edilen
tavsanlardan alinan incebarsak ornekleri histopatolojik olarak incelenmistir.
Calismanin  sonucunda mannitol mezenterik iskemi/reperfiizyon modelinde
iskemi/reperfiizyon hasarini azaltici etki gostermistir. Calismacilar bu etkinin
olugmasini, mannitoliin mezenterik kan akimini artiric1 etkisine ve serbest oksijen
radikali toplayici etkisi sonucu olustugu; mannitoliin mikrosirkiiler akimi diizenleyici
etkisi ile iskemi/reperfiizyon hasarinda goériilen no-reflow fenomeni mannitol tedavisi
sonrasi goriilmedigi tespitedilmistir(64).

Yukaridaki makaleler ve literatiir incelendiginde; mannitoliin, hidroksil
radikal toplayici olan antioksidan 6zelligi, makromoleliil olarak dolasim diizenleyici
ve iskemik dokuda kan akimini artirict 6zellikleri ile iskemi/reperfiizyon hasarini
azaltmada etkili oldugu tespitedilmistir. Ayrica kolay ulasilabilir olamasi, tedavi
maliyetinin diisiik olmasi gibi nedenlerle bu ¢alismada reperfiizyon soliisyonlarindan
biri olarak mannitol kullanilmistir. Literatiir incelendiginde; iskemi/reperfiizyon
hasarmin azaltilmasinda kullanilan mannitol dozlar1 arasinda farklilik bulundugu
dikkati ¢ekmistir. Bununla birlikte; iskemi/reperfizyon hasarinda siklikla 3g/kg
dozda mannitol soliisyonunun kullanildig1 goriilmiistiir. Bu g¢alismada da; 3g/kg
dozda %25 lik mannitol soliisyonu, mikrovaskiiler klemp ile oklizyonu yapilmis
femoral arterden intravaskiiler yolla direkt, iskemide olan alt ekstremiteye
uygulanmistir. Soliisyonun uygulanmasi esnasinda femoral vene klemp konularak
verilen soliisyonun alt ekstremitede olusan strese sekonder agilmis olan santlardan
ekstremite distaline ulagmadan sistemik dolagima katilmasi engellenmistir. Mannitol
verilen gruplardaki akciger 6rnekleri incelendiginde, histolojik olarak normale yakin
akciger dokusunun goriilmesi ve bu gruplarin histolojik skorlamasinin, kontrol
gruplar1 akciger dokularinin histolojik skorlamasi ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, mannitol verilen grupta ileri diizeyde farklilik saptanmasi;

mannitoliin iskemi/reperfiizyon hasariin uzak organlarda yaptig1r yikimi azalttigini
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gostermektedir. Yine ayni sekilde; mannitol verilen gruplarda, kas doku ornekleri
incelendiginde, histolojik olarak normale yakin kas dokularinin goriilmesi ve bu
gruplarin kas dokularinin histolojik skorlamasi, kontrol gruplari kas dokularinin
histolojik skorlamasi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda, mannitol verilen
grupta ileri diizeyde farklilik saptanmasi; mannitoliin iskelet kas1 iskemi/reperfiizyon
hasarmin azaltilmasinda etkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular literatiir ile
koreledir(63,34,66,86-88).

Insan serum albumini, ligand baglama ve tasima fonksiyonu, antioksidan
ozelligi ve enzimatik aktivitesi olan multifonksiyonel bir polipeptit’dir. Serbest
oksijen radikallerine kars1 enzimatik olmayan savunmada dncelikle serum proteinleri
ve bunlar arasinda da en 6nemlisi olan serum albiimini yer almaktadir(69). Yapilan
calismalarda, albuminin plazma lipoproteinlerini bakir aracili oksidasyondan; kan

elemanlarin1 ise serbest radikaller tarafindan hemoliz edilmekten korudugu

++ +

gosterilmistir (70). Insan serum Albumin, ilaglar, yag asitleri, Cu ve Zn ' gibi
metaller, amino asitler, serbest radikaller basta olmak iizere bir¢ok endojen ve
eksojen maddelere baglanarak onlar1 tasimakta, notralize etmekte ve antiosidan
savunmayi saglamaktadir(69,70). Albumin, notrofil kaynakli olan hidrojen peroksit,
stiperoksit, ve hipoklorikasit gibi serbest oksijen radikallerini toplayarak oksidatif
stresin azaltilmasina katkida bulunur. Ayrica karaciger ve bobrek yetmezligine neden
olan karbontetraklorid ve iiremik toksinleri kendine baglayarak antioksidan 6zellik
gosterir(69,70,73).

Stizer ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada; izole rat myokard iskemi/reperfiizyon
modelinde; St.Thomas Hospital kardioplejik soliisyonuna insan serum albuminin
katilmasinin kalp kas1 iskemi/reperfiizyon hasarimi 6nledigi gosterilmistir(89).

Bu calismada ikinci perflizyon soliisyonu olarak, 0.5 cc %20’lik insan serum
albumini kullanilmigtir. Birinci ve ikinci gruplardaki insan serum albumini verilen
deneklerin  akcigerleri, kontrol  gruplart  deneklerinin  akcigerleri  ile
karsilagtirildiginda, insan serum albumini verilen gruplarda normale yakin akciger
dokusunun goriilmesi, insan serum albumininin iskemi/reperfiizyon hasarinin uzak
organ etkilerini azalttig1 goriilmistiir. Yine ayni sekilde; Birinci ve ikinci gruplardaki
insan serum albumini verilen deneklerin iskelet kas biyopsileri, kontrol gruplari

deneklerinin iskelet kas biyopsileri ile karsilastirildiginda; insan serum albumini
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verilen gruplarda normale yakin kas dokusunun goriilmesi, insan serum albumininin,
iskelet kasindaki iskemi/reperfiizyon hasarini azalttigin1 gostermektedir.

Dengeli iyon ve glukoz ¢6zeltisi olan Euro Collins Soliisyonu; yillardir organ
transplantasyonlarinda  yikama  soliisyonu olarak kullanilmaktadir.  Diisiik
sicakliklardaki Euro Collins Soliisyonu ile nakledilecek organin intravaskiiler
perflizyonu yapilarak viicut disinda kalma siiresini uzatilmaktadir.

Tsuchida ve ark.’min yaptigi c¢alismada; ampute rat alt ekstremitesi Euro
Collins ve University Of Winscontin soliisyonlariyla perfiize edilerek dokuda ATP
seviyesinin tayini ile sadece iskemi hasari arastirilmistir. EC ve UW ile perflizyonun
yapilacagi gruplarda, femoral arter 24 gauge lik kateter vasitasiyla kantilize edilerek
iskemi boyunca EC ve UW soliisyonlariyla perfiizyon saglanmigtir. 4 ve 5 saatlik
iskemi zamaninin ardindan soleus kasindan oOrnekleme yapilmistir. Calisma
sonucunda; kontrol grubu ile perfiizyon yapilan gruplar arasinda doku ATP
seviyeleri agisindan anlamli fark bulunmustur. Ayrica, UW soliisyonun EC
sollisyonuna gore 5 saatlik iskemide doku ATP seviyelerini daha fazla korudugu; 4
saatlik iskemide, her iki soliisyon arasinda doku ATP seviyeleri acisindan anlamli
fark olmadig1 bulunmustur(81).

Yukaridaki makale ve literatiir incelendiginde; Euro Collins Soliisyonu’nun
iskemik dokuda ATP kullanimimi azalttigi ve serbest oksijen radikallerinin ana
kaynagi olan mitokondriden bu radikallerin  serbestlenmesini  azaltarak
iskemi/reperfiizyon hasarint  Onledigi gorilmiistir. Bu calismada; perflizyon
soliisyonlarindan {i¢linciisii olarak Euro Collins Soliisyonu tercih edilmistir. Literatiir
incelendiginde akciger transplantasyonlarinda Euro Collins Soliisyonu kullanilmistir
ve icerdigi yiiksek K™ degerleri nedeniyle pulmoner vazokonstruksiyona ve akciger
O6demine nedenoldugu bildirilmistir(77,78). Birinci ve ikinci gruplardaki Euro
Collins Soliisyonu verilen deneklerin akcigerleri, kontrol gruplar1 deneklerinin
akcigerleri ile karsilastirildiginda; Euro Collins Soliisyonu verilen gruplarda normale
yakin  akciger dokusunun  goriilmesi, Euro Collins  Soliisyonunu’nun
iskemi/reperflizyon hasarimin uzak organ etkilerini azalttigin1 gostermektedir. Biz bu
etkinin pulmoner vazokonstruksiyona bagli, iskemi/reperfiizyon hasarinin uzak organ
yikict etkisinin akcigerlere daha az kan akimi ile azaltilarak, tamponlama

sistemlerine daha fazla zaman kalmasi ile olustugunu diisiinmekteyiz. Birinci ve
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ikinci gruplardaki Euro Collins Soliisyonu verilen deneklerin iskelet kas biyopsileri,
kontrol gruplart deneklerinin iskelet kas biyopsileri ile karsilastirildiginda; Euro
Collins Soliisyonu verilen gruplarda normale yakin kas dokusunun goriilmesi, Euro
Collins Soliisyonunun, iskelet kasindaki iskemi/reperfiizyon hasarini azalttiginm

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, spesmenlerin 151k mikroskobik incelemesinde, birinci ve ikinci
gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde; kontrol gruplarina gore mannitol, Euro
Collins ve Human Albumin soliisyonlar1 iskemi/reperfiizyon hasarini azaltici etki
gostermistir. Bu calismanin sonuglari, literatiirdeki benzer caligmalarin sonuglari ile
kiyaslandiginda; sonuglarin daha iyi oldugu; literatiirdeki benzer ¢aligmalara oranla
bu ¢alismada iskemi/reperfiizyon hasarinin daha fazla engellendigi tespitedilmistir.
Bunun nedeninin, perfiizyon soliisyonlarinin sistemik dolagima katilmadan direkt
iskemik bolgeye alict arteri vasitasiyla uygulanmasi oldugunu diisiinmekteyiz.
Iskeminin ekstremitede bir stres durumu olusturmasi nedeniyle arterio-vendz santlar
acilmakta ve iskemik alana verilecek olan soliisyon, distale ulasmadan sistemik
dolagima geg¢mektedir. Bu durum iskemik alani drene eden ana vene klemp
konularak vendz drenajin durmasini saglayarak engellenebilir. Bununla birlikte
vendz dolasima gegmis olan soliisyonlar, veniiller seviyesinden dokuya daha kolay
niifuz edebilmektedir.

Bu ¢alismada perfiizyon basincinin manuel olarak ayarlanmasi intravaskiiler
yolla perfiizyon soliisyonlarinin verilmesi; gercek bir cerrahi iglemi simiile
etmektedir. Ayrica uygulanan cerrahi yontem; reimplantasyon cerrahilerinde veya
serbest doku aktarimlarinda kolaylikla uygulanabilir bir ydntem olarak

goriinmektedir.
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