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OZET

Sican alt ekstremite akut iskemi reperfiizyon modelinde CORM-3 molekiiliiniin

etkilerinin Gingko biloba, N- Asetilsistein ve Pentoksifilin ile karsilastirilmasi

Amag: Iskemi, cesitli nedenlerden dolayr dokulara ulasan kan akiminin azalmasi
ya da saglanamamasidir. Akut ekstremite iskemisi, yiiksek morbidite, mortalite ve
maliyetler igeren bilinen en yaygin periferik vaskiiler acil durumlardan birisidir.
Reperflizyon ise iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmasidir. Ekstremitelerde
olusan akut iskemi-reperfiizyon hasarinda, iskelet kaslar1 6zel bir 6neme sahiptir. Bu
calismada, alt ekstremite akut iskemi-reperfiizyon hasart modelinde CORM-3
molekiiliiniin ortaya c¢ikardig1 etkiler; Ginkgo biloba Ekstresi, N-Asetilsistein ve

Pentoksifilin ilaglarinin ortaya ¢ikardigi etkiler ile karsilagtirmaktir.

Yontem: Calismada 56 adet Sprague- Dawley cinsi sigan her bir grupta 8 sigan
olacak sekilde 7 farkli gruba ayrildi. Grup 1 kontrol grubu olarak planlandi, Grup 2-3-4-
5-6 ise iskemi-reperflizyon gruplari olarak planlanip, baglangigta turnike ile 4 saat iskemi
yapildi. Ekstremitenin en distalinden yani ayak parmaklarindan baslanarak sarilan
Esmarch bandaj trokanter major hizasinda sonlandirildiktan sonra kilitli kablo bagi esit
bir sekilde sag alt ekstremitede kilitlenip, istenilen iskemi modelinin olusmasi saglandi.
Grup 1 ve 2 ye herhangi bir enjeksiyon yapilmadi; Grup 3-4-5-6’ya ise 4 saatin sonunda
turnike agilmadan sirasiyla CORM-3, Gingko biloba, N- Asetilsistein ve Pentoksifilin
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Grup 7 ye ise CORM-3 molekiiliiniin proflaktik
etkisini de degerlendirmek amaciyla turnike ile iskemi-reperfiizyon hasari
olusturulmadan yaklasik 1 saat 6nce, intraperitoneal ilag enjeksiyonu yapilip, yine turnike
ile 4 saat iskemi yapildi. Sonuclar biyokimyasal, videoanjiyografik ve patolojik kritelere

gore incelendi.

Bulgular: Biyokimyasal incelemelerde; Grup 2 yani I/R grubunda CK ve
myoglobin degerlerinin ortalamasi 22.621,00 ve 305,19 U/L ve her iki enzim 6lgiimii i¢in
de G7- G2 arasinda (p<0,001) olmak tizere anlamli derece fark vardi. LDH enzim
degerleri ortalamasina bakildiginda tedavi ajanlarinin kullanildig: tiim gruplarda LDH

degeri Grup 2’ den daha diisiiktii; fakat istatistiksel olarak aralarinda anlamli fark yoktu.



Videoanjiografik incelemelerde; iskemi yapilmayan Grup 1 haricinde tiim
gruplarda sag/sol perfiizyon dagilimlari acisindan anlamli diizeyde fark vardi. Sag/sol
ekstremite proksimali ve middle bdlgesi sonuglar1 degerlendirildiginde; G2 ile G3, G6 ve
G7 arasinda anlamli fark vardi. Sag/sol ekstremite distali degerlendirildiginde ise; iskemi
yapilmayan ekstremitede G2 ile G3,G6 ve G7 arasinda anlamli fark mevcut iken, iskemi

yapilan ekstremitede G2 ile G3 ve G7 arasinda anlamli fark mevcuttu.

Patolojik incelemelerde ise tiim kriterlerde G7 ile G2 arasinda anlamli fark

mevcuttu.

Sonug¢: Ekstremitelerin  iskemik  kosullandirilmasiyla  iskemi  yapilan
ekstremitenin orta ve kiicik capli damar anjiyozomlarinda, iskemi yapilmayan
ekstremitenin ise biiyiik, orta ve kiiclik damar anjiyozomlarinda perfiizyon artisi olur.
CORM-3 molekiilii hem proflaktik hem terapodtik dozlarda biiyiik, orta ve kiiciik ¢apl
damar anjiyozomlarinda perflizyonu artirirken; pentoksifilin molekiilii terapdtik dozlarda

biiyiik ve orta ¢apli damar anjiyozomlarinda perfiizyonu artirir.

Anahtar kelimeler : CORM-3, Iskemi reperfiizyon hasari, Gingko biloba, N-
Asetilsistein (NAC), Pentoksifilin



ABSTRACT

Comparison of the effects of the CORM-3 molecule with Gingko biloba, N-
Acetylcysteine and Pentoxifylline in a rat lower extremity acute ischemia-

reperfusion model.

Objective: Ischemia is the decrease or failure of blood flow to tissues due to
various reasons. Acute limb ischemia is one of the most common peripheral vascular
emergencies known, with high morbidity, mortality, and costs. Reperfusion is the
restoration of blood flow to ischemic tissue. In acute ischemia-reperfusion injury that
occurs in the extremities, skeletal muscles have special importance. In this study, the
effects of the CORM-3 molecule in the lower limb acute ischemia-reperfusion injury
model were compared with the effects of Ginkgo biloba extract, N-acetylcysteine and

Pentoxyphilline drugs.

Methods: In the study, 56 Sprague-Dawley rats were divided into 7 different
groups with 8 rats in each group. Group 1 was planned as the control group, Group 2-3-
4-5-6 was planned as ischemia-reperfusion groups and initially, ischemia was performed
for 4 hours with a tourniquet. After the Esmarch bandage, which was wrapped starting
from the most distal of the extremity, namely from the toes, was terminated at trochanter
major level, the locked cable tie was evenly locked in the lower right extremity the desired
ischemia pattern was achieved. No injections were given to Groups 1 and 2; Group 3-4-
5-6 were intraperitoneally injected with CORM-3, Gingko biloba, N - acetylcysteine and
Pentoxyphilline, respectively, without opening the tourniquet at the end of 4 hours.
Intraperitoneal drug injection was applied to Group 7, approximately 1 hour before the
ischemia-reperfusion injury in order to evaluate the prophylactic effect of the CORM-3
molecule and ischemia was performed with a tourniquet for 4 hours. The results were

analyzed according to biochemical, videoangiographic and pathological criteries.

Results: In biochemical studies, there was a significant difference between the
mean values of CK and myoglobin in Group 2, i.e. I/R, 22.621, 00 and 305.19 U/L, and
G7 - G2 (p<0.001) for both enzyme measurements. When looking at the average of LDH

enzyme values, LDH value was lower than Group 2 in all groups in which treatment



agents were used but there was no statistically significant difference between them. In
videoangiographic examinations, there was a significant difference in the right/left
perfusion distributions in all groups except Group 1, which did not have ischemia. When
the right / left limb proximal and middle region results were evaluated, there was a
significant difference between G2 and G3, G6 and G7. When the right / left limb distal
was evaluated, there was a significant difference between G2 and G3, G6 and G7 in the
extremities without ischemia, while there was a significant difference between G2 and

G3 and G7 in the extremities without ischemia.

In pathological examinations, there was a significant difference between G7 and

G2 in all criteria.

Conclusion: There is an increase in perfusion in medium and small diameter
vascular angiosomes of the extremities that are ischemic by ischemic conditioning of the
extremities, and in large, medium and small vascular angiosomes of the extremities that
are not ischemic. While CORM-3 molecule increases perfusion in large, medium and
small diameter vessel angiosomes at both prophylactic and therapeutic doses, the
pentoxifylline molecule at therapeutic doses increases perfusion in large and medium

vascular angiosomes.

Keywords: CORM-3, Ischemia-reperfusion injury, Gingko biloba, N- Asetilsistein
(NAC), Pentoksifilin
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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi, ¢esitli nedenlerden dolay1 dokulara ulasan kan akimmin azalmasi ya da
saglanamamasidir. Hipoksik doku hasari, iskemi sonucunda olusur. Uzun siiren iskemi,

hiicresel biitlinliik kaybina ve hiicre 6liimiine neden olur (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015).

Akut ekstremite iskemisi, yliksek morbidite, mortalite ve maliyetler igeren bilinen
en yaygin periferik vaskiiler acil durumlardan birisidir. Cerrahi ve farmakolojik
revaskiilarizasyon yontemlerindeki gelismelere ragmen tedavisinde tam bir fikir birligi
olusmamustir. Iskemi sonrasi ortaya ¢ikan tiim sonuglara bagl 6liim oran1 hala %25’in
tizerindedir, hayatta kalanlarin ise %20°si major ampiitasyon riskiyle karsi karsiya

kalmaktadir (Dick, Li et al. 2008).

Reperfiizyon ise iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmasidir.
Reperfiizyon esnasinda 6zellikle dokularda biriken polimorfoniikleer 16kositlerden
(PMNL) serbest oksijen radikallerinin salinimi, doku yikimini hizlandirir. Bu siireg
sonucunda ortaya ¢ikan klinik duruma ise reperfiizyon hasart adi verilir (Tiryakioglu,
Erkoc et al. 2015). Geleneksel olarak iskemik durumlarin tedavisinde klinik yonetim,
reperfiizyon iliskili hasara 6zel bir ehemmiyet gostermeden erken doku reperfiizyonunu
amaglamaktadir. Iskemik olan dokuya miimkiin olan en kisa siirede ve tamamen kan
akiminin saglanmasi, paradoksal olarak bir dizi inflamatuar yanit1 harekete gegirip, lokal
doku yikimini artirip toksik metabolitlerin sistemik yayilimini artirarak ve mikrovaskiiler
damarlarda no-reflow fenomeninin olugmasini kolaylastirarak dnceki doku hasarini daha
da kétiilestirebilir (Dick, Li et al. 2008). Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin neden oldugu
lokal ve sistemik etkiler siklikla cerrahi esnasinda goriiliir ve sonug olarak postoperatif
morbidite ve mortaliteyi etkiler. I/R sendromu olarak da bilinen bu klinik durum; iskelet
kasi, kalp, akciger, bobrek, santral sinir sistemi gibi multipl doku ve organda hasar
olusturabilir (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Myokard enfarktiisii, inme, organ nakli ve
kardiyovaskiiler cerrahi geciren hastalarin prognozunu reperflizyon sonrast olusan bu

genis hasar etkilemektedir (Khalil, Aziz et al. 2006).



I/R hasarinin tedavisindeki ilerlemeler, plastik cerrahi alaninda 6zellikle flepler
ve replante dokularda olusan hasarlarin tedavisinde yeni tedavi segenekleri ortaya

cikarmustir.

I/R hasar1 genis doku defektlerinin onarilmasinda plastik cerrahlarin elinde biiyiik
bir silah olan ve zamanla yarisilan serbest doku nakilleri cerrahisi i¢in kritik bir 6neme
sahiptir. Flep basarisizlig1 pedikiiliin mekanik obstriiksiyonu, sistemik hastalik, no-reflow
fenomeni gibi global kan akimi yetersizligi nedenleriyle olusur. Genel olarak deri ve fasya
dokusu, kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir ve 2 saatten fazla siiren
normotermik iskemi diizensiz nekroz alanlar1 {iretmeye baglar. Reperfiizyon uzun siiren
iskemiden sonra flep dokusunda olusan hasarin esas sebebidir (Khalil, Aziz et al. 2006).
Serbest doku nakli sirasinda ya da sonrasinda dokularin I/R hasarina ugramasi ve bu
hasarla basa ¢ikilamamasi neticesinde, doku nekroza ugramakta, en masum
komplikasyon olarak nakil edilen doku kaybedilmekte ve klinigin ilerlemesi hastanin

hayatini dahi tehdit edebilecek komplikasyonlara neden olabilmektedir.

Iskelet kaslarinin reperfiize olmasiyla metabolik asidoz ve hiperkalemi gibi
onemli metabolik degisikliklere neden olan asit metabolitleri ve hiicre yikim {irtinleri
dolagima katilir (Souza Junior, Moreira Neto et al. 2013). Aktive PMNL sayisinin artisi,
I/R hasar1 sonucu indiiklenmis doku hasariyla birlikte iskelet kas1 hasariin da artmasina
yol agar. Parmaklarin ve ekstremitelerin reimplantasyonu reperflizyon hasarinin farkl bir
spektrumuyla sonuclanabilir ¢iinkii tamamen iskemik olan bir ekstremitenin
reimplantasyonu, uzak organ hasarina neden olabilir (Khalil, Aziz et al. 2006). Bu hasar
neticesinde en masum komplikasyon olarak hasta, reimplante edilen ekstremitesini
kaybetmekte hasar ilerlediginde ise hasta bobrek, kalp, akciger yetmezligi gibi

komplikasyonlar sonucunda hayati risk ile kars1 karsiya kalabilmektedir.

I/R hasarinin tedavisinde tam bir fikir birligi olusmamasi ve agiga c¢ikan
komplikasyonlar nedeniyle hastanede yatis siiresinin uzamasi, tedavi maliyetlerini de
artmaktadir. Mevcut tedavi ajanlarinin ¢ok basarili olmamasi ise en masum komplikasyon
olarak hastanin ekstremite kaybina yani amputasyona neden olmaktadir. Ekstremitenin

amputasyonu ise isgiicii kaybina neden olmakta ve bu durum hem hasta hem de iilke



acisindan ciddi bir ekonomik kayba neden olmaktadir. I/R hasarinin neticesinde bobrek,
kalp ve akciger gibi multipl organlarin yetmezligi sonucu hastalarin organ nakli
endikasyonu olugmaktadir. Multipl organ yetmezligi ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon komplikasyonlar1 neticesinde ise hayati risk olusmakta ve tedavi
edilemediginde ise hasta yasamini yitirmektedir (Dick, Li et al. 2008). Tim bu
komplikasyonlar neticesinde tedavi maliyetleri tanmin edilemeyecek boyutta artmakta ve

iilke ekonomileri biiylik zarar gérmektedir.

Alt ekstremitede olusan I/R hasarinin 6nlenmesinde bircok farmakolojik ilag
kullanilmis ve bu alanda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Karbonmonoksit Releasing Molekiil-
3 (CORM-3), hiicre i¢i siklik GMP (cGMP) firetimini artiran, vazorelaksasyondan
sorumlu potasyum (K*) kanallarin1 aktive eden, suda ¢oziinebilen ve mikrovaskiiler
perflizyonu koruyup, iskemiye bagli inflamasyonu ve hasar1 azaltan bir molekiildiir
(Alshehri, Bourguignon et al. 2013, Bihari, Cepinskas et al. 2017). I/R hasarinda
kullanilan bir diger molekiil olan Gingko biloba ekstresi (GbE) ise, gingko agaci
yapraklarindan elde edilen, %24 flavonoid glikozidi ve %6 karakteristik terpenoid
(gingkolid ve bilobalid) i¢eren vasodilator ve antioksidan etkileri olan bir maddedir
(Sambuy, Costa et al. 2012). I/R hasarinda rutin kullanima girmis olan iki molekiil daha
mevcuttur. Bunlardan birincisi olan N-Asetilsistein (NAC), dogal bir aminoasit olan L-
sisteinin asetillenmis tiirevi olan gii¢lii bir antioksidandir ve hiicre i¢i glutatyon seviyesini
artirarak etki gosterir. Ilave olarak hipoklordz asit, hidrojen peroksit, superoksit
maddeleri gibi reaktif oksijen radikal kurtaricisidir (Knight, MacPhadyen et al. 1991,
Takhtfooladi, Hesaraki et al. 2016). ikinci molekiil olan Pentoksifilin ise, bir ksantin
tiirevi olup, fosfodiesteraz-5 enzim inhibisyonu yapar. Hiicre i¢i Siklik AMP (cCAMP)
diizeyini arttirarak etki gosterir. Proinflamatuar sitokin iiretimini azaltarak endotel
fonksiyonu ve doku oksijenizasyonunu artirir (Takhtfooladi, Hesaraki et al. 2016).
Calismamizda kullanacagimiz Pentoksifilin ve NAC I/R hasarinda kliniklerde rutin
bir molekiil olan CORM-3 ve bitkisel bir {iriin olan GbE de alt ekstremite I/R hasarinda

kullanilabilecek olan antioksidan, antienflamatuar ve vazodilator etkili ajanlardir.



Sonuglarin anlamli ¢ikmasi, klinik uygulamalara translasyon gosterebilecek ve
I/R hasarinda rutin olarak kullanilan NAC ve Pentoksifilin molekiillerinin yerine yeni
tedavi segenekleri veya kombinasyonlar1 ortaya ¢ikarabilecek ve bdylece hasta refahina

ve lilke ekonomisine katki saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. I/R Hasarmn Tarihgesi

I/R hasarinin varligina iliskin ilk ipucu, 1960’ larda biiyiik arterlerin uzun siireli
klemp edilip, kan akiminin restorasyonu sonucu asidoz ve sistemik sok tablosu
gelismesiyle dikkat ¢cekmistir. Bu klinik durum deklemping sok olarak adlandirilmistir
(Baue and McClerkin 1965, Vetto and Brant 1968). Giiniimiizde ise, deklamping sok
tablosunun sadece toksik metabolitlerin iskemik dokularda birikmesinden ibaret olmadigi

anlagilmistir.

Reperfiizyon hasar1 ilk kez Cerra ve arkadaslar tarafindan 1975 yilinda
tanimlanmustir (Cerra, Lajos et al. 1975). Cerra ve arkadaslar ilk olarak, reperfiizyon
hasarmin yayilimini arastirmak i¢in kopek myokard pedikiillerinde kan akimi
restorasyonunun, subendotelyal hemorajik nekroz ile iligkili oldugunu gosteren bir deney
modeli tasarladilar. Elde edilen deney sonucu, aort kapak replasmani sonucu dlen 25
hastanin klinik notlar1 ve otopsi sonuglarini goézden gecirmek i¢in bir ilham verdi.
Otopside subendotelyal hemorajik nekrozu olan ve 70 dakikadan daha uzun siire
kardiyopulmoner bypass uygulanan 5 hastanin reperfiizyon hasar1 sonucu Olmiis
olabilecegine karar verildi. Boylece reperfiizyon hasarinin, aort kapak replasmani sonrasi

gelisen myokard enfarktiisiiniin en yaygin sebebi oldugu kararina vardilar.

No-reflow fenomeni hakkinda plastik ve rekonstruktif cerrahi literatiiriinde gok
sayida calisma ve yayin bulunmaktadir. Bu fenomen, reperfiizyon sirasindaki ilerleyici
vaskiiler hasar ve genisleyen zayif kan akimi bolgesinden olusur (Khalil, Aziz et al.
2006). May ve arkadaglar1 1978 yilinda no-reflow fenomenini deneysel serbest flep
modelinde tanimladilar ve bu fenomeni hiicresel sisme, damar i¢i trombosit agregasyonu,
intravaskiiler alandan hiicreler arasi alana sivi kagisiyla karakterize bir hipotez olarak
tanimladilar (May, Chait et al. 1978). I/R hasar1 hakkinda literatiirdeki ilk ¢alismalardan
birisi de Parks ve arkadaslarinin 1986 yilinda I/R hasarina ugramis kedi bagirsagindaki
patolojik degisiklikleri gosterdigi ¢alisma olmustur. Bu calisma iskelet kas1 dokusunun

birkag saat, ndronal ve gastrointestinal sistem dokularinin ise sadece dakikalarla ifade



edilecek sekilde iskemiye dayanabilecegini kanitlamistir (Abela and Homer-
Vanniasinkham 2003).

Iskemik dokulara kan akiminin yeniden saglanmasiyla ekstremitede olusan
iIskemi-reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde bir¢ok farmakolojik ilag kullanilmis ve
tarihsel gelisim siirecine de bakildiginda bu alanda birgok c¢alisma yapilmistir. Son on
yilda I/R hasarinin neden oldugu komplikasyonlarin farkina varilmasina ragmen, I/R
hasarinin kompleks patofizyolojik mekanizmasi ve potansiyel tedavi edici ajanlarin

yetersiz kalmasi, arastirmacilar1 yeni molekiil ve ilaglarin arayisina yoneltmistir.

2.2.  |1/R Hasarn ve Patofizyolojik Gelisim Mekanizmasi

2.2.1. Hiicre Zedelenmesi ve Nekroz

Hiicreler gevrelerinde olup bitenlere aktif olarak katilirlar; yap1 ve fonksiyonlarini
degisen gereksinimlere ve hiicre dis1 streslere gore siirekli olarak ayarlarlar. Hiicreler,
hiicre i¢i ortamu simurlart oldukga dar olan fizyolojik parametrelerde tutmaya calisirlar;
baska bir deyisle, normal homeostasisi siirdiiriirler. Hiicreler fizyolojik streslerle veya
patolojik uyaranlarla karsilastiklarinda, uyum gosterip canliliklarim1 ve islevlerini
koruyarak yeni bir denge durumuna (“’steady state’”) ulasabilirler. Baglica uyum yanitlari
hipertrofi. hiperplazi, atrofi ve metaplazidir. Uyum yetenegi asilirsa veya dis stres
dogrudan zararliysa, hiicre zedelenmesi meydana gelir (Sekil 1), (Kumar, Abbas et al.
2017).

Belirli smirlar i¢inde zedelenme geri doniisliidiir ve hiicreler stabil bir ¢izgiye
donebilirler; 6te yandan, agir veya uzun siiren stres geri doniissiiz zedelenme ve etkilenen
hiicrelerin 6liimii ile sonlanabilir. Hiicre 6limii, herhangi bir doku veya organdaki
hastaligin ilerlemesinde en belirleyici olaylardan birisidir. Geri doniissiiz hiicre
zedelenmesinin yani hiicre 6liimiiniin kesin bir biyokimyasal veya morfolojik esdegeri

yoksa da, onu tutarli bigimde karakterize eden iki fenomen vardir:



1- Baslangictaki  zedelenmenin  ortadan  kalkmasina karsin  mitokondri
disfonksiyonunun diizelmeyisi ( oksidatif fosforilasyon ve Adenozin Trifosfat
(ATP) iiretiminin olmamasi)

2- Membran fonksiyonlarinda agir bozukluklar

NORMAL HUCRE GERI DONUSLU
(Homeostaz) HASAR
Bion Hasar verici
uyaranlar
/ \ Gecici,
hafif
HUCRE
Adaptasyon §i~~~-==-~ > HASARI
Adaptasyon
saglanamamasi . _
Siddetli,
ilerleyici

GERIi DONUSSUZ

HASAR
} ' |
HUCRE
NEKROZ SLOMU APOPTOZ

Sekil 1. Stres ve zedeleyici uyaranlara karsi hiicresel yanitin evreleri

Morfolojileri, mekanizmalar1 ve hastaliklardaki patolojik rolleri farkli olan nekroz
ve apopitoz olmak tizere iki tip hiicre 6liimii vardir. Membran zedelenmesi siddetli
oldugunda, enzimlerin lizozomlardan disar1 ¢ikmasi, sitoplazmaya ge¢cmesi ve hiicreyi
sindirmesi ile nekroz meydana gelir. Hiicre igerigi, zedelenen plazma membranindan
cevreye yayilir ve konak yanitini (inflamasyon) baslatir. Iskemi, toksinler, infeksiyonlar,
bagisiklik reaksiyonlar1 ve travma gibi sik karsilagilan pek ¢cok zedelenmede ana hiicre
6liimii yolu nekrozdur. Biiyiime faktorlerinden yoksun kalindiginda, Deoksiriboniikleik
asit (DNA) ’s1 veya proteinleri onarilamayacak diizeyde zedelendiginde; hiicre kendini,

apoptoz olarak adlandirilan ve membran devamliligi tam olarak ortadan kalkmadan



cekirdegin dagilmasi ile karakterize olan bir yolla dldiiriir. Nekroz her zaman patolojik
bir slire¢ olmasina karsin apoptoz, ¢ok sayida normal fonsiyona katkida bulunur ve

patolojik hiicre zedelenmesi ile birlikte olmas1 gerekmez.

Hiicre zedelenmesi, birka¢ esansiyel hiicre bilesenlerinden birinde veya daha
fazlasinda ortaya ¢ikan biyokimyasal veya fonksiyonel anormalliklerden kaynaklanir

(Sekil 2), (Kumar, Abbas et al. 2017).

Zedeleyici etkenlerin en 6nemli hedefleri sunlardir:

1- ATP iiretim yeri olan mitokondriler

2- Hiicrelerin ve organellerinin iyonik homeostazinin bagimli oldugu hiicre
membranlari

3- Protein Sentezi

4- Hiicre Iskeleti

5- Hiicrenin genetik donanimi
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Cok sayida Lipid, # Mitokondri  Gok sayida Hiicre Pro-apoptotik

asamall protein, gegirgenligi hicre Hiicre bilegenlerinin proteinlerin

etki ve DNA enziminin  bilegenlerinin  enzimlerle aktivasyonu
hasari aktivasyonu kaybi sindirilmesi

Sekil 2. Hiicre zedelenmesinde baslica hiicresel ve biyokimyasal zedelenme yerleri

ATP diizeyinin noemalin %5-10 una inmesi pek ¢ok kritik hiicresel sistemi genis

bicimde etkiler (Sekil 3), (Kumar, Abbas et al. 2017):

e Plazma membraninda enerji bagimli Sodyum (Na*) pompasinin aktivitesi azalir

bu da hiicre i¢i Na+ birikimine ve disar1 potasyum (K*) kagisina neden olur.



Eriyebilen maddelerdeki net artis1 iso-ozmotik olarak su tutulmasinin izlemesiyle

endoplazmik retikulum (ER) genisler, hiicre siser.

e Hiicreye enerji saglayabilmek igin kompansatuar olarak anaerobik glikoliz artar.

e Iiskemi ve belli toksinler, baslangicta hiicre i¢i depolardan Kalsiyum (Ca*?)
salinmasiyla daha sonra da Ca*? pompasinin yetmezligi sonucu plazma
memranindan hiicre i¢ine Ca*? gegisi sitozolik Ca*™ konsantrasyonunun artmasina

neden olur ve ¢ok sayida hiicre i¢i bilesen lizerinde zararli etkiler meydana gelir.

e ATP kaybimnin uzun siirmesi veya kotiilesmesi ile ribozomlarin diiz endoplazmik
retikulumdan ayrilmas: ve polizomlarin monozomlara dagilmas: ile protein
tiretimi donaniminda yapisal bozukluk olusur, bdylece protein sentezi azalir.
Sonucta mitokondri ve lizozom membranlarinda geri doniigsiiz zedelenme

meydana gelir ve hiicre nekroza ugrar.
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Sekil 3. Hiicre i¢cindeki ATP kaybinin fonksiyonel ve morfolojik sonuglari

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), hiicre zedelenmesindeki rolleri iyi belirlenmis olan

bir tiir oksijen kaynakli serbest radikallerdir. Bunlar normal olarak hiicrede mitokondriyal



solunum ve enerji iretimi sirasinda dretilirler ama hiicrelerin savunma sistemleri
tarafindan parcalanir ve ortadan kaldirilirlar. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi
fazlalagtiginda veya ortadan kaldirma sistemleri etkisiz kaldiginda, miktarinda artis
sonucu, oksidatif stres olusur. Pek ¢ok durumda hiicre zedelenmesi, serbest radikaller
tarafindan gergeklestirilir. Bunlar arasinda iskemi-reperfiizyon, kimyasal zedelenme,
radyasyon zehirlenmesi, oksijen ve diger gazlarin toksisitesi, hiicresel yaslanma, fagositik
hiicrelerin mikroplar1 Oldiirmeleri ve inflamatuar hiicrelerin neden oldugu doku

zedelenmesi vardir (Kumar, Abbas et al. 2017).

2.2.2. Iskemik ve Hipoksik Zedelenme

Iskemi, baska bir deyisle dokuya gelen kan miktarinin azalmasi, klinik tipta en sik
goriilen hiicre zedelenmesi nedenidir. Anaerobik glikoliz ile enerji {iretiminin devam
edebildigi hipoksinin aksine; iskemide, glikoliz i¢in gerekli maddelerin ortama
getirilmesinde de sorun vardir. Bu yiizden, iskemik dokularda potansiyel substratlar
tiikkendiginde veya normalde kan akimiyla uzaklastirilacak metabolitler glikolizi inhibe
ettiginde anaerobik enerji liretimi de durur. Dolayisiyla, iskemi dokular1 hipoksiden daha

hizli zedeler.

Hipoksik hiicrelerde hiicre zedelenmesine neden olan asil biyokimyasal
anormallik, azalan oksijen nedeniyle hiicre ici ATP firetiminin diigmesidir. ATP nin
kaybi, iyon pompalarindaki hasar sonucu hiicrenin sismesine ve hiicre i¢ine Ca*? girisine,
glikojen depolarinin bosalip laktik asit birikimi ve hiicre i¢i pH azalmasina, protein
sentezinin azalmasi ve ¢ok sayida enerjiye bagimli hiicre sisteminin yetmezligine neden
olur. Hipoksi devam ederse; derinlesen ATP eksikligi, bozukluklarin daha da artmasina,
mikrovilluslarin kaybia ve kabarciklar olusmasina neden olur. Bu dénemde, hiicrenin
tiimii organelleriyle (mitokondri, ER) birlikte belirgin olarak sismis; H.O, Na* ve Klor
(CI) konsantrasyonlar1 artmis; K* konsantrasyonu azalmistir. Yeniden oksijen saglanirsa,

tiim bu degisiklikler geri dontislidiir.

Iskemi devam ederse, geri doniissiiz zedelenme (ilerleyici hasar) ve nekroz

meydana gelir. Geri doniissiiz zedelenmede mitokondrilerin ve lizozomlarin ileri
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derecede sistigi, plazma membranlarinda agir hasar oldugu goriiliir. Oliim genellikle
nekroz yoluyladir ancak, apoptozisin de katkisi vardir (Kumar, Abbas et al. 2017) (Sekil
4), (Kumar, Abbas et al. 2017).
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Sekil 4. Normal bir hiicrenin geri doniislii ve geri doniissiiz zedelenmede gosterdigi
degisiklikler

2.2.3. /R Hasari ve Gelisim Mekanizmasi

Hiicreler geri doniislii bigimde zedelenmislerse; kan akiminin yeniden saglanmasi,
hiicrelerin iyilesmesi ile sonuglanabilir. Ancak; baz1 durumlarda iskemik fakat canli olan
dokuda kan akiminin yeniden saglanmasi, paradoksal olarak zedelenmenin artmasi ve
hizlanmasi ile sonuglanir. Bunun sonucunda, dokularda iskemik dénemin sonunda geri
dontissiiz zedelenenlere ek olarak hiicre kayb1 yasanir. I/R hasar1 olarak adlandirilan ve

klinik olarak 6nemli olan bu siireg, iskemiye ugrayan dokudaki zedelenmenin artmasinda
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onemli rol oynayabilir (Kumar, Abbas et al. 2017). I/R hasari, myokard enfarktiisii, inme,
damarsal hastaliklar, organ nakli ve sok olmak iizere bircok klinik bozuklugun temelini
olusturur. Perflizyon degisikliginin yol agtigi  hiicre, doku-organ hasari,
komplikasyonlarin ana sebeplerinden birisi oldugu i¢in I/R hasar1 6zellikle plastik cerrahi
alantyla ilgilidir. iskemi tarafindan tetiklenen doku hasarmn biiyiik bir bdliimiiniin,
siklikla iskemik dokularin reperfiize olmasiyla iligkili olaylarin bir sonucu olan
reperfiizyon hasar1 adi verilen patolojiyle iliskili oldugu kanitlanmistir (Mathes and Hentz
2006). I/R hasari, reaktif oksijen radikalleri, kompleman sistem aktivasyonu, artmis
l16kosit-endotel hiicre adhezyonu, artmig platelet-16kosit agregasyonu, interstisyel alanda
stvi  birikimi, diffiiz  mikrotromboz, azalmis endotel-bagimli vasorelaksasyon

patofizyolojisiyle hasara neden olur (Dick, Li et al. 2008).

Iskemiden kaynaklanan hiicresel hasar konusunda hiicre kiiltiir sistemleri, deney
hayvanlar1 ve insanlar iizerinde bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Dokularin iskemiye karsi
tolerans1 hiicrenin tipi ve yasina bagli olarak degisebilir. Normotermik sicakliklarda insan
iskelet kaslarinin kritik iskemi zamani 2 saatten fazla iken, yaklasik olarak 30 dakikalik
bir iskemi siiresi jejenum dokusunda histolojik degisikliklerin olusmasi icin yeterlidir.
Kalp kasi i¢in de bu kritik siire 20-30 dakika arasindadir (Khalil, Aziz et al. 2006, Kumar,
Abbas et al. 2017).

Iskeminin erken fazlarinda ATP glikoliz yoluyla saglanabilir. Ancak hiicrede
bulunan glikojen depolarinin tiikkenmesiyle laktat ve diger toksik metabolitler hiicre
icerisinde birikmeye bagslar. Bu durum Fosfolipaz A2 ve Lizozim gibi kimyasal mediator
ve enzimlerin aktive olmasmi tetikler. Fosfolipaz A2, inflamatuar mediatorlerin
prekiirsorli olan Lokotrienler ve Prostoglandinler gibi hiicre membrani fosfolipidlerini
arasidonik aside (AA) dondstiiriir. Proteolitik bir enzim olan Lizozim ise patojenlerin ve

nekrotik hiicrelerin sindirilmesini saglar (Sekil 5), (Khalil, Aziz et al. 2006).
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Sekil 5. Iskemi ve reperfiizyon sirasinda meydana gelen olaylarin sirasi

2.2.3.1. Lokosit-Endotel Reaksiyonlar

Lokositler, mikrovaskiiler ve parankimal hasar esnasinda primer rol oynar (Bihari,
Cepinskas et al. 2017). Dokuda PMNL birikimiyle doku hasari arasinda yakin bir iligki
oldugunu, dolastmda PMNL’ lerin yok edildigi modellerde hasarin azaldigini, bu yiizden
I/R hasarinda PMNL’ lerin 6nemli bir rolii oldugu ¢alismalarda gostermistir. PMNL’ lerin
damar i¢i hizli birikimi, ilerleyici bir sekilde perfiizyonda azalmaya yol agabilir ve iskemi
ve sonrasinda gelisen reperflizyonla iliskili ’no-reflow’’ fenomenini ya da daha agik
olarak bir “’azalan-yeniden akim’’ fenomenini temsil edebilir. Birkag mekanizma

vasitastyla aktive PMNL’ler I/R ortaminda hasara yol agabilir:

1- Adheren, aktive PMNL’ ler direkt endotelyal hasar sonucu damar biitlinligi

kayb1, 6dem, hemoraji ve tromboza neden olabilir.
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2- Damar liimeni igerisinde PMNL kiimelerinin adheransi ve birikimiyle sonuglanan

mikrovaskiiler tikaniklik ve ilerleyici iskemi (Mathes and Hentz 2006).

Lokosit-endotel reaksiyonlarmi daha iyi anlamak i¢in AA metabolitlerinin
(eikosanoidler) olusumunu ve etki mekanizmalarini1 kavramak lazimdir. AA metabolitleri
inflamasyonun neredeyse her basamagina aracilik edebilir ve sentezleri inflamatuar yanit
bolgelerinde artar. Yapildiklar1 yerde lokal olarak etki ederler ve daha sonra spontan
olarak azalir veya enzimatik olarak yok edilirler. Lipoksijenaz ve siklooksijenaz yoluyla
salgilanan kimyasal mediatorler l0kositler iizerinde kemotaktik etki gdosterir. 5-
Lipoksijenaz, noétrofillerde baskin olarak bulunan AA metabolizmasi enzimidir. 5-
Hidroperoksieikosatetraenoik (5-HPETE) asit, AA’ in 5-hidroperoksi triintdir. 5-
HPETE olduk¢a karasizdir ya notrofiller icin  kemotaktik olan  5-
Hidroksieikosatetraenoik asit (5-HETE)’ye indirgenir ya da topluca l6kotrienler diye
adlandirilan bilesiklere doniisiir. AA metabolitleri ve esas olarak lIokotrienler reperfiizyon
hasarinin ayirt edici 6zelligi olarak, 16kositlerin vaskiiler endotelyuma adezyonunu ve
postkapiller veniillerin permeabilitesini artirirlar. Vaskiiler endotelyal hiicreler 16kositler
icin bir baglanma alani olusturur. 5- HPETE’ den tiireyen ilk 16kotrien, Lokotrien As (
LTA4) olup sirastyla Lokotrien Ba ( LTB4) veya Lokotrien C4 ( LTC4)’ ¢ dontisiir. LTBa,
notrofillerde ve bazi makrofajlarda iiretilir ve nétrofiller i¢in giiglii kemotaktik ajandir.
Lokositler, doku zedelenmesinin oldugu yerlerde ekstravaskiiler dokuda toplanir ve
hasarin oldugu bolgeye go¢ edip, fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in aktive olurlar.
Lokositlerin toplanmasi, ¢ok asamali bir siirectir. Lokositlerin vaskiiler endotelyuma
baglanmasi P-selektin, L-selektin ve interseliiler adezyon molekiilleri sayesinde olur. P-
selektin ve E-selektin l6kositlerin endotele gevsek baglanip yuvarlanmasini, integrinler
ise sikica tutunmasini saglarlar. Boylece 16kositler edotel hiicreleri arasi araliklardan gog
ederler. Tiimdr Nekrozis Faktdr-o (TNF-a) ve Interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler,
endotelde selektinlerin ve integrin ligandlarin miktarin1 ve lokositlerin kemokinlerle
birlikte gd¢ etmesini arttirir. Bu sitokinlerin bir¢ogu, patojenlere veya zedelenmis
dokulara yanit veren doku makrofajlar1 ve diger hiicreler tarafindan yapilmaktadir.
Notrofiller, erken inflamasyonda baskindir ve daha sonra yerine makrofajlar gecer.
Reperfiizyon esnasinda bu molekiillerin asir1 salgilanmasi, daha fazla 16kosit endotel
etkilesimine yol agar. Lokositler daha fazla 16kosit toplanmasi i¢in kemotaktik ajan

salgilarlar boylece daha fazla lizozom salgilanarak daha fazla ROT olustururlar ve
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bdylece daha fazla I/R hasar1 olusur. Bunun kanit1 olarak 16kositlerin yok edildigi deney
hayvan modellerinde daha az reperfiizyon hasar1 oldugu goriilmiistiir (Kumar, Abbas et
al. 2017) (Khalil, Aziz et al. 2006) (Sekil 6) (Kumar, Abbas et al. 2017).

Monositler/
makrofajlar

Gdem Nétrofiller

AKTIVITE ——>

Sekil 6. Tahmini 6dem ve hiicresel infiltrasyonlarin kinetikleri

Lipoksinler ise baslica inflamasyon inhibitorleri olarak fonksiyon gosterirler.
Lokositler, dokulara girer ve lipoksijenaz kaynakli AA friinlerini lipoksinlere
donustiirtirler. Lipoksinler, nétrofil kemotaksisi ve endotel adezyonunu inhibe ederler,
boylece 16kositlerin endeojen antagonistleri olarak hizmet ederler. Aktive olan ve
16kositlere yapisan trombositler de lipoksinlerin 6nemli kaynaklaridir. Trombositler
kendi baslarina Lipoksin As ve Bs” i ( LXAs ve LXB4 ) sentezleyemezler. Fakat bu
mediyatorleri, transeliiler biyosentetik yolla bitisik notrofildeki ara tirtinden yapabilirler.
Bu mekanizma ile AA firiinleri, bir hiicreden digerine gegebilir (Khalil, Aziz et al. 2006,
Kumar, Abbas et al. 2017), (Sekil 7), (Kumar, Abbas et al. 2017).
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Sekil 7. Arasidonik asit metabolitlerinin olusumu ve inflamasyondaki etkileri

2.2.3.2.Léokosit-Endotel Reaksiyonlart

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (fagosit oksidaz)
yoluyla sentez edilen reaktif oksijen tiirleri eslenmemis elektronlariyla olduk¢a unstabil
molekiillerdir. Mikroplar, immiin kompleksler, sitokinler ve ¢esitli inflamatuar uyaranlar
tarafindan stimiile edilen notrofil ve makrofajlardan serbestlesirler. Lizozomlarda reaktif
oksijen tiirleri yapildiginda daha ¢ok Nitrik Oksit (NO)’e benzer sekilde fagosite edilmis
mikroplar1 ve nekrotik hiicreleri yok eder. Diisiik seviyelerde sekrete edildiginde reaktif
oksijen tiirleri, kemokin, sitokin ve adezyon molekiil ekspresyonunu artirirlar. Yiiksek
seviyelerde bu mediyatorler, birka¢ mekanizmayla doku zedelenmesi yaparlar ve

proteinler, lipidler, DNA gibi bir¢ok molekiilii oksitleyebilirler. Bu mekanizmalar:

e Trombozis ve artmis permeabilite ile birlikte endotel hasari
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e Ekstraseliiler matriksin bozulmasinda artis ile birlikte proteaz aktivasyonu ve
antiproteaz inaktivasyonu
e Lokositler, trombositler, eritrositler, parankimal hiicreler lizerine direkt zedeleyici

etki

ROT’ larin konsantrasyonu esas olarak, glutatyon, Siiperoksit Dismutaz (SOD),
katalaz gibi antioksidan ajanlar tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. ROT’ larin kaynagi
hiicreden hiicreye farklilik gosterebilir. Reperfiizyon sonrasi akciger dokusunda CYP450
ROT’ larmn ana kaynagi iken, retina endotelyumunda Ksantin Oksidaz ve Siklooksijenaz
enzimleri ROT’ larin ana kaynagidir. Lokositlerde ise NADPH oksidaz enzimi reaktif
oksijen tiirlerinin ana kaynagidir; fakat iskemi durumunda NADPH oksidaz enziminin
inhibisyonu reperfiizyon hasarini hafifletmez. ROT 6zellikle endotelyal hiicrelerde lipid
peroksidasyonuna neden olarak, trombositler ve Idkositler {iizerinde etki eder.
Lokositlerden salgilanan faktorler vazokonstriksiyon ve platelet agregasyonunu
indiikleyerek, azalmig doku perfiizyonuna neden olur. ROT’ lar NO’ya saldirdiginda
agiga c¢ikan peroksinitrit iyonlar1 protein, lipid ve DNA molekiillerini daha fazla
oksitlendirir (Khalil, Aziz et al. 2006, Kumar, Abbas et al. 2017) (Sekil 8), (Khalil, Aziz
et al. 2006).

Ksantin oksidaz O '
(Ldkositler, Oksijen Minor
endotelyald kaynaklar
parankimal Sitokrom p450
hucreler) (AC)
Siklooksijenaz
(retina)
EiDdPH 0O, Lipoksijenaz
sidaz - : ..
(Lskositler) Stiperoksit Hem oksijenaz
NO \ Stiperoksi
5 . tiperoksit
Nitrik oksit disrmta
NOO™ Katalaz

Peroksinitrit H,O0, ———» H,O

Hidrojen peroksit
Myeloperaksidaz
-halid sistemi

Membran lipid Biyolojik —
peroksidasyonu antioksidanlar, Balcter 1I51dal
DNA hasari glutatyon mekanizma

Sekil 8. ROT’ larin olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalar1
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2.2.3.3.Nitrik Oksit (NO)

Baslangicta Endotel Derive Relaksing Faktor (EDRF) olarak adlandirilan NO kisa
Omiirlii, ¢oziinebilir, ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilen, ¢ok sayida fonksiyona aracilik
etme yetenegi olan serbest radikal bir gazdir. Endotel hiicreleri tarafindan yapildiginda
damar diiz kaslarinda gevsemeye ve vazodilatasyona neden olur. De novo olarak L-
arginin, molekiiler oksijen ve NADPH’ den nitrik oksit sentetaz (NOS) tarafindan
sentezlenmektedir. Doku dagilimindaki farkliliklar agisindan NOS’ un ii¢ izoformu
vardir. Tip I olan néronal NOS (nNOS), inflamasyonda 6nemli rol oynamaz. Tip II yani
indiiklenebilir NOS (iNOS) , makrofaj ve endotel hiicrelerinde bulunan uyarilabilir bir
enzimdir; Interldkin-1 (IL-1), Tiimor Nekrozis Faktor-o (TNF-a), Interferon gama (INF-
v) olmak iizere birkag inflamatuar sitokin ve mediyatorler tarafindan uyarilmaktadirlar ve
inflamatuvar reaksiyonlarda NO yapimindan sorumludur. Tip III (eNOS), primer olarak
endotel icinde yapisal olarak sentezlenmis NOS’ dur (Sekil 9), (Kumar, Abbas et al.
2017).

"
Adiivasyon j ) ‘9,‘ \
wyans | [V ]
Mikrop 1,7/
Sitotoksisite .,_/j

P

o :
Makrofaj e

Sekil 9. inflamasyonda NO kaynaklar1 ve etkileri
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NO, inflamasyonda bir¢ok rol oynar. Bunlar:

1- Damar diiz kas gevsemesi (Vazodilatasyon)

2- Trombosit aktivitesinin adezyon agregasyon ve degraniilasyon asamalarinda
anatagonist etki

3- Inflamatuar bolgelerde 16kosit birikiminin azaltilmas1

4- Aktive makrofajlarda tek basina veya siiperoksit radikalleri ile birlikte
mikroorganizmalar1 6ldiiren sitotoksik ajan olarak rol oynamaktadir (Kumar,

Abbas et al. 2017).

2.2.3.4.Kompleman sistemi, Mast Hiicreleri ve Immiin Kompleksler

Kompleman sistemi, hem konak¢i savunmasinda (immiinite) hem de
inflamasyonda 6nemli rolleri olan plazma proteinleridir. Aktivasyonlariyla vaskiiler
permeabiliteyi ve 16kosit kemotaksisini arttirarak inflamatuar yanita katkida bulunurlar.
Smith ve arkadaslar1 1983 yilinda reperfiize myokard dokusunda terminal kompleman
bilesenlerini tanimlamigtir (Smith, McArthur et al. 1983). Giintimiizde ise kompleman
sisteminin alternatif yolaginin reperfiizyon hasarinda anahtar mediatér rolii oldugu
anlagilmistir. Bu yolagin sonucunda olusan Membran Atak Kompleksi hiicre
membranlarinda porlar olusturur. Kompleman sisteminin aktivasyonuyla salinan
Kompleman 3a (C3a) ile birlikte anaflatoksik 6zelligi olmasinin yaninda kemotaktik bir
ajan olan C5a mast hiicrelerinin degraniilasyonunu uyararak histamin ve diger kimyasal
mediyatorlerin salgilanmasini saglarlar (Sekil 10), (Khalil, Aziz et al. 2006). Kompleman
sisteminden yoksun olan deney hayvani modellerinde reperfiizyon hasariin olugsmadigi

gorilmiistiir.

Son yapilan ¢alismalarda antikor komplekslerinin reperfiizyon esnasinda olustugu
ileri siiriilmiistiir. Klasik yolak araciligiyla self-reaktif Immunglobulin M (IgM)
antikorunun taninmasi ve kompleman aktivasyonu spesifik antijen gerekliligini ortaya
koymustur. Zhang ve arkadaglari, IgM antikorunun, genetik olarak immiin yetmezligi
olan ve intestinal /R modeli olusturulan farelerde hasarli dokularda C3,C4 ve IgM

kompleman biriktirdigini kanitlayarak, IgM’ nin patojenik hasar1 onarabilecegini
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bildirmiglerdir (Zhang, Austen et al. 2004). Bu c¢alismayla spesifik self-antijen
dogrulamasinin, reperfiizyon hasarini azaltarak yeni bir tedavi yaklagimi saglayabilecegi

distintilmustir (Khalil, Aziz et al. 2006).

C3a
anaflatoksmler

C“q"“ CZ q ‘:4[’)23

C3b (Opsoninler)

i Klasik | Alternatif i
i yvolak i volak i
Cl C3 C3 i
| Antijen
| i it
E i . iiriinler !
; Aktive C1 i E

C4b2a3b  C3bBb/Db Q-J Faktor B/D

Cs > C5a
Anaflatoksik ve
kemotalktik
C5b
C6,7,8 9
C5bs789

Membran-atak kompleksi

Sekil 10. Kompleman Kaskad1

Mast hiicreleri, viicut boyunca bag dokuda genis dagilim gdsteren ndbetci
hiicrelerdir. Hem akut hem de kronik inflamatuar yanita katilabilirler. Mast hiicreleri
histamin ve AA metabolitlerini salgilayarak akut inflamasyonun erken vaskiiler
degisikliklerine neden olur. Ayrica mast hiicreleri, TNF-a ve kemokinler gibi sitokinlerin

de olugmasini saglarlar.
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2.3.

goriilmelerinden dolayr ciddi klinik problemler olusturur.

I/R Hasari ve Giincel Literatiir Calismalar:

Akut uzun siireli arteriyel tikanikliklar, 15/100.000 gibi bir insidans oraniyla sik

Literatiirdeki giincel

caligmalarda dogrudan ekstremiteki I/R hasar1 sonucu, postoperatif mortalitenin %10-20

arasinda postoperatif ekstremite kaybinin ise %10-30 arasinda oldugunu gosteren

calismalar mevcuttur (Creager, Kaufman et al. 2012). Bu nedenle I/R hasarinin hizli ve

dogru teshisi ¢ok dnemlidir. Revaskiilarizasyonun aciliyetini belirlemek i¢in tasarlanan

Rutherford siiflamasi, klinik pratikte ekstremitedeki akut iskemik hasarin siddetinin

degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir (Tablo 1) (Creager, Kaufman et al. 2012).

Tablo 1. Akut ekstremite iskemisinin evreleri

Bulgular Dopler Sinyali
Evre Tam ve Prognoz Duyu Kas . ..
g y - Avrterial Venoz
Kaybi Zayifhig
Ekstremite dolagimi normal,
1 acil cerrrahi miidahaleye gerek Yok Yok Isitilebilir Isitilebilir
yok
2 Ekstremite dolagimi tehlikede
Ekstremite dolagimi sinirda -
. Minimal (ayak
2a tehlikede, parmaklarinda) Yok Stklikla fsitilebilir
uygun sekil tedavi edilirse 2 da vok igitilemez
kurtarilabilir. y y
Ekstremite dolagimi acil olarak ~ Birden fazla ayak
tehlikede, parmaklarinda, . Genellikle T,

2b acil revaskiilarizasyon ile istirahatte agr1 ile Hafif ya da orta isitilemez Isitilebilir

kurtarilabilir. karakterize

Ekstremite dolasimi geri

doniigiimsiiz . . . .

3 sekilde bozulmus, majér doku Siddetli, Siddetli, Isitilemez Isitilemez
anestetik paralizi (rigor)
kaybi kalic
sinir hasar1 beklenen
Klinikle 1iligkili bir zaman c¢ercevesiyle iskemik hasar derecesinin

degerlendirilmesinde hala ¢oziilememis sorunlar ve cevabini bekleyen sorular vardir.

Iskemik hasar derecesinin dogru belirlenmesi, siddetli bir sekilde yaralanmis

ekstremitenin komplikasyon oranlarini ve mortaliteyi artirmasi nedeniyle ¢ok 6nemlidir.

Ekstremitenin

geri

doniissiiz
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komplikasyonlardan kag¢inmak icin ekstremitenin ampiitasyonu bazen tek ¢oziim

secenegidir (Turdezi, Aranyi et al. 2014).

Serbest flep rekonstriiksiyonu, ekstremite revaskiilarizasyonu ve nakil cerrahisi

gibi bazi ameliyatlar iskelet kaslarinda uzamis iskemi siiresine yol agarlar.

Dolagimin kesintiye ugramasi ve yeniden tesis edilmesiyle olusan uzun stireli
sicak iskemi siiresi, dokuyu flep yetmezligi ve nekroza yatkin hale getirdigi icin
mikrocerrahlar1 endiseye sokar. Flep cerrahisinde primer iskemi flep donor alanindan
ayrilip anostomoz tamamlanana kadar gecen siirede olusur. Donor alan ve damar hazirligi
flep pedikiilii ayrilmadan hazirlandiginda ve dogru anastomoz yapildiginda bu hasar
minimum seviyede tutulabilir. Sekonder iskemi ise anostomoz sonrasi pedikiiliin
obstriiksiyona ugramas1 sonucu olusur. Iskemiye tolerans dokudan dokuya bagl olarak
metabolik ihtiyaglara ve cilt, kemik, kas ve bagirsaklar siralamasinda toleransi azalacak
sekilde farklilik gosterir (Gurtner, Neligan et al. 2012). Cilt ve subkutan doku goreceli
olarak iskemiye daha direnglidir ve sicak iskemi siiresinde 6 saate kadar, soguk iskemide
ise daha fazla siire canliligin1 devam ettirebilir. Kas dokusu ise iskemiye kars1 daha az
toleransa sahiptir ve geri doniistimsiiz degisiklikler i¢in 3 saatlik bir sicak iskemi siiresi
olmasi yeterlidir. Bagirsak dokusu ise insan viicudunda iskemiye en az toleransi olan
dokulardan birisidir (Wei and Mardini 2016). Kompozit flepler igerisinde tiim tolerans,
en az toleransli dokunun toleransina esittir. Basarili ve basarisiz flepler arasindaki iskemi
zamanlarindaki istatistiksel farki gésteren ve 700 serbest flep kaybini i¢eren bir ¢aligma,
iskemi zamaninin 3 saati gegmediginde ve no-reflow fenomeni noktasina ulasmadiginda
flep basarisi ile iskemi siiresi arasinda anlamli bir fark olmadigini ileri siirmiistiir.
Mikrocerrahi anastomozun amact uzun bir iskemi siiresinden sonra flebe akim1 saglamak
ve reperflize etmektir. Bu perfiizyon lokal ve sistemik inflamatuar yanitlar araciligiyla
flep hasarini siddetlendirebilir. Bu durum I/R hasari olarak bilinir ve bunun iskemik
periyod siiresince serbest oksijen radikali olusumunun sonucu oldugu diisiiniiliir. Bu
radikaller gii¢lii oksitleme ve indirgeme potansiyelleri araciligiyla ozellikle hiicre
membranlarinda doku hasarina neden olur. Ayrica nitrik oksit sentaz, prostasiklin ve
trombomodulin gibi koruyucu molekiilleri baskilar ve PMNL, trombosit, inflamatuar

mediyator ve sitokinleri toplayarak gii¢lii bir inflamatuar reaksiyonu uyarirlar. Siddetli
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I/R hasari, geri doniislimsiiz vazokonstriksiyon ve patent anastomoz varligina ragmen
flep perfiizyonunun olmamasiyla karakterize ‘’no-reflow fenomeni’’ ile sonuglanir
(Gurtner, Neligan et al. 2012). Arteryel kan girisi bariz bir sekilde olmasina ragmen,
vendz drenaj yoktur. Intraoperatif no-reflow vakalarmin ¢ogu kotii cerrahi planlamadan
dolayidir. Alict damarlari tam olarak hazirlamadan verici flebi hazirlamak, flep igi
pedikiil hasar1 ya da spazmini diglamadan 6nce flep perfiizyonunu kontrol etmemek, flep
pedikiil uzunlugunu hesaplamayip ven grefti almaya mecbur kalmak, hastay1 operasyon
strasinda yeterince 1sitamamak ve bunun sonucu olarak soguga maruziyet, hastanin sivi
defisitinin bulunmasi gibi sebepler kotii cerrahi planlama 6rnekleridir. Bir kez no-reflow
olustugunda intravendz streptokinaz ya da iirokinaz uygulanmasi Wei ve Mardini’ ye
gore flebi kurtarmak i¢in en iyi tedavi yontemidir (Wei and Mardini 2016). Tavsan
epigastrik cilt serbest ada flebinde, serbest flep cerrahisi no-reflow fenomeni patogenezi
calisilmig, iskeminin endotelyal ve parankimal hiicrelerin sismesine, kapiller limenin
daralmasina, damar i¢i kan hiicrelerin agregasyonuna, odem olusturmak icin
intravaskiiler sivinin hiicreler arasi kagisina neden oldugu kanitlanmistir. Wei ve Mardini’
ye gore bu agama fibrinolitik ilaclar ya da Non-steroid antiinflamatuar ilaglarin (NSAID)
kullanilmasiyla tedavi edilebilir. Buna ek olarak, hastanin hiperkoagiilabilite durumlarina
yatkin olup olmadig1 tromboza katki saglayan nedenler arasinda g6z Oniinde
bulundurulmalidir ¢ilinkii ¢ok nadiren de olsa heparin-uyarilmis trombositopeni
sendromunda oldugu gibi, heparin tedavisinin uygulanmasi paradoksik bir sekilde
tromboza neden olabilir (Wei and Mardini 2016). Bu patoloji 1 saatten 8 saate kadar
iskemi zamanmin uzunluguyla artar ve iskemiden 12 saat sonra kan akimi
obstriiksiyonunun geri dontisiimsiiz noktaya ulasmasiyla, no-reflow ve nihai olarak flep
Olimii baglar. Laboratuar hayvam iskelet kaslarinda no-reflow fenomeni gelisimiyle
alakal1, ana rolii olan 3 patojenik mekanizma one siiriilmiistiir:

1- Oksijen kaynakli serbest radikallerin endotelyal ve parankimal hiicrelerde hasara

neden olmasi
2- Hiicre membran hasarinin Ca*? akisina izin vermesi ve interseliiler asir1 Ca*?
yiiklenmesi
3- AA metabolizmasindaki degisiklik sonucu endotelden vazodilatasyon ve

antitrombotik bir molekiil olan Prostoglandin I> (PGl2)’ nin daha az
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sentezlenmesi, vazokonstriktif ve trombotik 6zellikleri olan Tromboksan A:

(TXA2)’ nin de artmis sentezi

Bu fenomen, iskemi-uyarilmis endotel hasariin bir sonucudur ve hiicresel sisme,
subendotelyal kollajenlerin aciga c¢ikmasi, trombosit-l1okosit agregasyonu ve kan
akiminda azalmaya yol agar. Bu durumun diizeltilememesi ise tromboz ve flep kaybiyla

sonuglanir (Gurtner, Neligan et al. 2012).

Ekstremiteye dolasimin saglanmasi sonrast olusan reperfiizyon sendromunun
reperfiizyon sonrast olusan lokal cevap, ¢oklu organ yetmezligi ve 6liimle sonuglanan
sistemik cevap olmak tizere klinik olarak iki ana bileseni mevcuttur (Takhtfooladi,
Hesaraki et al. 2016). I/R hasari, sadece lokalize bir hasar olmayip, iskelet kasi, kalp,
akciger (AC), bobrekler, santral sinir sistemi gibi multipl doku ve organda hasar
olusturabilmektedir. I/R hasarinin daha fazla ilerlemesi dissemine intravaskiiler
koagiilasyon ve multipl organ yetmezligi (MOY) sonucu hayati tehdit edebilir (Dick, Li
et al. 2008). Bu hasar ilerlediginde, replante ekstremiteler problemlerin iistesinden
gelebilmek i¢in, hastanin hayati riski de g6z oniine alinarak reampute edilebilir (Khalil,

Aziz et al. 2006).

Iskelet kaslar1 viicut kiitlesinin yaklasik olarak %40 m1 olustururlar. Biitiin iskelet
kaslar1, cap1 10-80 mikrometre arasinda degisen ¢ok sayida liften olugsmustur ve her kas
lifi birkag yiiz ile birka¢ bin arasinda myofibril icerir. Her miyofibril kas kasilmasindan
sorumlu biiyiik polimerize proteinler olan yanyana yaklasik 1500 miyozin iplik¢igi ve
3000 aktin iplik¢iginden olugmustur. Bunlar kas kasilmasindan sorumlu olan biiyiik
polimerize proteinlerdir. Kas kasilmasi “’kayan iplik¢ikler’” mekanizmasiyla olusur. Bu
mekanizma miyozin iplik¢iklerinin ¢apraz kopriileri ile aktin iplik¢iklerinin etkilesimi
sonucu olusan kuvvet esasina dayanir. Istirahat kosullarinda bu gii¢ inaktiftir. Ancak bir
aksiyon potansiyelinin kas lifinin zarinda yayilmasi sarkoplazmik retikulumdaki Ca*%’
nin hizla miyofibrillere serbestlenmesine neden olur. Bu Ca*? iyonlar1 miyozinle aktin
iplikgikleri arasindaki giigleri aktive eder ve kasilma baslar (Sekil 11), (Hall 2015). Fakat

kasilma isleminin gereklesebilmesi i¢in enerji de gerekir. Bu enerji ATP’ nin yiiksek

enerjili fosfat baglarindan elde edilir; bu sirada gerekli enerjiyi serbestlemek tizere ATP,
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Adenozin difosfat (ADP)’ a doniisiir. Kas tarafindan yapilan is ne kadar biiyiikse, yikilan
ATP miktar1 da o kadar fazladir ve buna “’Fenn etkisi’” denir. Kasin kasilmasi i¢in gerekli
enerjinin ¢ogu c¢apraz kopriilerin aktin iplik¢iklerini ¢ektigi boyunca-yiiriime
mekanizmasimi gergeklestirmek igin kullanilir; fakat az miktar1 kasilmadan sonra Ca*?’
yi sarkoplazmadan sarkoplazmik retikuluma pompalamak ve kas lifinde aksiyon

potansiyelinin yayilmasi i¢in uygun iyon ortamini devam ettirmek lizere kas lifi zarinda

Na* ve K iyonlarin1 pompalamak i¢in kullanilir.
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Sekil 11. Bir miyofibrilin gevsek ve kasili durumlari (iistte) Aktin filamentinin (pembe)
miyozin filamentlerinin (kirmiz1) arasindaki bosluklara kaymasi ve Z disklerini birbirine
dogru ¢ekmesi (altta)

Kas lifinde mevcut olan yaklasik 4 milimolarlik ATP konsantrasyonu, tam
kasilmay1 ancak 1-2 saniye siirdiirebilir. ATP, ADP’ye ayrilarak kas lifinin kasilmasiyla
ilgili birimlerine enerjiyi aktarir. Kasin kasilmasinin siirdiiriilmesi i¢in, ADP saniyeden
daha kisa bir siirede yeni ATP olusturmak {izere yeniden fosforile edilir. Bu yeniden

fosforilasyon igin {i¢ enerji kaynagi vardir.
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ATP yi yeniden olusturmak i¢in kullanilan ilk enerji kaynagi ATP’ dekine benzer
bir yiiksek enerjili fosfat bagi tasiyan fosfokreatindir. Fosfokreatinin yiiksek enerjili
fosfat bagi, ATP ‘ dekinden biraz fazla miktarda serbest enerjiye sahiptir. Fosfokreatinin
yikilmasi ile agig1 ¢ikan enerji, yeni bir ATP olusturmak {izere bir fosfat iyonunun
ADP’ye baglanmasini saglar. Bununla birlikte, kas lifinde toplam fosfokreatin miktari az
olup ATP’ nin ancak bes kati kadardir. Dolayisiyla, kasta depolanmis ATP ve
fosfokreatinin toplam enerjisi, maksimum derecede kas kasilmasini sadece 5-8 saniye

surdirebilir.

ATP ve fosfokreatini yeniden olusturmak icin kullanilan ikinci 6nemli enerji
kaynagi, kas hiicrelerinde depolanmis glikojenin glikolizidir. Glikojenin piriivik asit ve
laktik aside hizli yikimi sonucu agiga ¢ikan enerji ADP’ yi ATP’ ye dontistiiriir. ATP
daha sonra kas kasilmasina enerji temin etmek veya fosfokreatin depolarini yeniden

olusturmak i¢in kullanilir.

Bu glikoliz mekanizmasi iki a¢idan 6nemlidir. Birincisi, glikolitik reaksiyonlar
oksijen olmasa da meydana gelir; dolayisiyla oksijen saglanamadigi zaman da kas
kasilmas1 saniyeler ve bazen de dakikadan daha uzun siire devam ettirilebilir. Ikincisi,
glikolitik islemle ATP olusma hizi, hiicresel besinlerin oksijenle reaksiyona girmesi
sonucu olugan ATP’ nin yapim hizindan yaklagik 2,5 kat fazladir. Ancak, kas hiicresinde
cok fazla glikoliz iirlinii birikmesi nedeniyle, glikoz tek basina kas kasilmasini yaklagik 1

dakika kadar stirdiirebilir.

Ucgiincii ve son enerji kaynagi oksidatif mekanizmadir. Bu, oksijenin glikoliz son
tirtinleri ve ¢esitli hiicresel besin maddeleri ile reaksiyona girerek ATP olusturmasi
demektir. Kas tarafindan uzun siireli kasilmada kullanilan enerjinin %95’ inden fazlasi
bu kaynaktan elde edilir. Kullanilan besin maddeleri, karbonhidratlar, yaglar ve
proteinlerdir. Cok uzun siireli maksimum derecede kas aktivitesinde enerjinin biiyiik
kism1 yaglardan elde edilir. Ancak 2-4 saat siiren kas aktivitesi i¢in enerjinin en az yarisi

depolanmis karbonhidratlardan gelir (Hall 2015), (Sekil 12), (Hall 2015).
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Sekil 12. Kas kontraksiyonu i¢in enerji saglayan 6nemli metabolik sistemler

Metabolik olarak bu kadar aktif ve ATP ihtiyaci bu kadar fazla olan bir dokuya
eksternal ya da internal bir sebepten dolay1 oksijen sunulamamasi iskemiye ugramasina
neden olur. iskemi ise iskelet kas1 hiicrelerinin mitokondriyal oksidatif fosforilasyonunun
bozulmasina sebep olur. Hiicreler enerji temin mekanizmalarini, aerobik solunumdan
anaerobik solunuma gevirerek laktik asit iiretmeye baslarlar. Ilerleyici iskemi enerji
acisindan zengin ATP’ nin tiikkenmesine ve hiicre dis1 Ca*? iyonunun kas hiicreleri igine
sizmasina neden olur. Nihai sonug ise disfonksiyon ve nekroz ya da apoptoz yoluyla hiicre

6liimiine neden olur (Santistevan 2017).

Reperfiizyon hasari, iskemik ekstremiteye kan akis1 yeniden saglandiginda olusur.
Ekstremitedeki iskemik kas hiicreleri serbest oksijen radikali iiretmeye baslar. A¢iga
cikan serbest oksijen radikalleri ise membran lipidlerinin peroksidasyonunu tetikler.
Kapiller gecirgenligin ve filtrasyonun artmasi ise kompartman sendromuyla iliskili
O0deme yol acar. 1nﬂarnasy0n sonuglart ve lokosit-aktive trombositler, trombosit
agregasyonuna ve kompleman sisteminin aktivasyonuna yol acar. Nihai sonug ise daha
once de anlatildig1 gibi no-reflow fenomeni olarak adlandirilan reperfiize damarlarin
tikanmasi ile sonuglanir. K, fosfat, myoglobin, Kreatin Kinaz (CK), tromboplastin gibi
hiicre Olimiiniin yan firiinleri sistemik dolagima katilir ve olusan hiperkalemi,

hiperfosfatemi, metabolik asidoz ve myglobinemi tablosu rabdomyoliz, kardiyak
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disritmi, ¢oklu organ yetmezligi, dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve 6liime yol

acabilir (Souza Junior, Moreira Neto et al. 2013, Santistevan 2017).

Alt ekstremitede olusan I/R sendromu, pulmoner mikrodolasimda PMNL
sekestrasyonu, artmis endotelyal permeabilite ve intersitsyel 6dem olusmasiyla AC hasari
olusturur. iskemik hasar organlara ulasan kan akiminin azalmasiyla, reperfiizyon hasari
ise serbest oksijen radikali iiretiminin artmasiyla sonuglanir (Takhtfooladi, Hesaraki et al.
2016). Reaktif oksijen radikalleri ve Ozellikle basta TNF-a olmak iizere sitokinlerin
etkisiyle AC disfonksiyonu baglar. Bu hasarin ilerlemesi ise kapiller sizma ve pulmoner

O0demin artmasiyla AC yetmezligine kadar uzanan bir klinige neden olabilir.

Baslangicta revaskiilarize edilen genis doku kiitlelerinin neden oldugu bu hasar,
metabolik asidoz, intraseliiler K* kayb1 sonucu hiperkalemi, serum CK ve myoglobin
markerlarinda artis, myoglobiniiri, ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon ile
sonuglanabilir (Dick, Li et al. 2008). Reperfiizyon sonrasi olusan bu asidik ortamda renal
tiibiillerde myoglobin ¢okelmesi sonucu akut tiibiiler nekroz olusur (Cunha, da Silva et
al. 2005, Souza Junior, Moreira Neto et al. 2013). Klinigin daha da ilerlemesi renal
damarlarda obstruksiyon ve hipotansiyon yoluyla myoglobiniirik akut bdbrek
yetmezligine yol agabilir. Ekstremite revaskiilarizasyon cerrahisi geciren hastalarda,
beklenildigi gibi arteriyel okliizyonun ciddiyeti ile bobrek yetmezligi arasinda giiglii bir
korelasyon vardir (Khalil, Aziz et al. 2006).

Yiiksek enerjili travma ya da amputasyon sonrasi ekstremitelerin replantasyonu
her zaman basarili olmayabilir ve basari i¢in en dnemli faktor iskeminin baslangicindan
sonra gegen siiredir. Replante edilen dokunun canlilik ve nihai fonksiyonelligi anoksinin
zararl etkilerinin Onlenmesine baghdir. Anoksiye diren¢ dokular arasinda farklilik
gosterir. Iskelet kaslar1 iskemiye en az toleransa sahip olan dokulardan birisidir. iskelet
kasinda hiicre hasar1 i¢in sadece 30 dakikalik bir iskemi siiresi yeterli iken, geri
doniistimsiiz degisiklikler 4-6 saat arasinda olusur. Ancak histokimyasal incelemelerde,
2 saat kadar siddetli iskemi siiresinin olmasi degisikliklerin ayirt edilebilmesi igin
yeterlidir (Makitie and Terdviinen 1977). Kas dokusunun canliliginin siirdiiriilebilmesi

basarili bir replantasyon icin ¢ok kritiktir (Cunha, da Silva et al. 2005, Souza Junior,
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Moreira Neto et al. 2013). Ekstremitelerde olusan akut I/R hasarinda, iskelet kaslar1 6zel
bir 6neme sahiptir. Iskelet kaslarinda gelisen I/R hasar1, 6dem, mikrovaskiiler perfiizyon

ac1g1, kas hasar1 ve kas fonksiyon kaybina neden olur (Bihari, Cepinskas et al. 2017).

I/R hasar1 ekstremite transplantasyonlarinda da kritik 6neme sahiptir. I/R hasari,
immiinolojik yanit1 artiran non-immunolojik nedenlerden birisidir. I/R hasar1 sadece
erken-gecikmis greft rejeksiyonuna degil, ayn1 zamanda geg allogreft disfonksiyonuna da
katkida bulunan kronik allogreft vaskiilopati nedenlerinden birisidir. Total allogreft
iskemi siiresi, donor alandan allogreft alinmadan once ya da alindig1 esnadaki sicak
iskemi stiresi ve alindiktan sonra organin korunmasi, daha sonra organin revaskiilerize
edilmesiyle ilgili soguk iskemi siiresini igerir. Organin c¢ikarilmasi, saklanmasi ve
yerlestirilmesi ile iligkili faktorler, Major Doku uyumu Komplekslerinin (MHC) asir
uyarilmasi ve kompleman yolag1 aktivasyonuyla 16kosit infiltrasyonu ve nihayetinde
obliteratif vaskiilopati ve fibrozise yol acarak allogreft immunojenitesini artirabilir (Weli

and Mardini 2016).

Ekstremitenin yasayabilirligini artirma c¢abalar1 yazarlarin farkli modeller
tizerinde iskemik ekstremite perfiizyonunu ve farkli ilaglar tizerinde ekstremite yasam
oranlarim artiracak calismalara yonelmesine sebep olmustur. Iskelet kaslar1 hakkinda
yapilan morfolojik caligmalarda bir¢ok iskemi reperflizyon modeli tanimlanmistir
(Carmo-Aratjo, Dal-Pai-Silva et al. 2007). Kopek gracilis kasi, kopek alt ekstremite
kaslari, sigan kremaster kasi, sican izole alt ekstremite kaslar1 ve turnike modeli
uygulanarak sican alt ekstremite kaslar1 {lizerine iskemi olusturan farklt modeller
tanimlanmustir (Strock and Majno 1969, Diana and Laughlin 1974, Kuzon, Walker et al.
1986, Suval, Duran et al. 1987, Beyersdorf, Matheis et al. 1989). I/R’ dan sonra kas
dokusunda patolojik lezyonlarin olugsmasina kas tipi, I/R siiresi ve travma olusturma

yontemi gibi birkag¢ faktor katkida bulunur (Carmo-Aratjo, Dal-Pai-Silva et al. 2007).

Kas hasar1 orani, geri doniisiimsiiz degisikliklerin olustugu noktaya kadar iskemi
zamantyla birlikte artar. Bu nokta kasin iskemiye toleransi olarak adlandirilir. Paradoksal
olarak ilave komplikasyonlar da reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikar. Bir dokunun iskemik

toleransi esasen rezidiiel kollateral dolagimin olup olmamasina baglidir (Rosero, Németh
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et al. 2014). Literatiirde iskemik kas hasarin1 simiile eden bir¢ok sigan modeli
tanimlanmistir. Ekstremite etrafina turnike sarilmasi, infrarenal aortun klempe edilmesi,
iliac arterin klempe edilmesi, femoral arterin klempe edilmesi seklinde bir¢ok model
tamimlanmustir (Kiintscher, Schirmbeck et al. 2002, Koksal, Bozkurt et al. 2004, Dillon,
Laing et al. 2006, Goksin, Adali et al. 2011). Turnike uygulanmasi, kan akiminin
tamamen kesildigi ve tam bir iskeminin saglanabildigi kanitlanmis tek modeldir (Barie
and Mullins 1988). Diger tiim teknikler okliizyon teknigine bagli olarak arta kalan farkli
derecelerde rezidiiel akim biraktigi i¢in biiyiik kas kitlelerine olan kan akimin

durduramazlar.

Geleneksel cerrahi akila uyum saglamak ve iskemi zamanmi diigiirmek igin
dokularin ugradigi travmayr minimum seviyede tutmak daha az bir I/R hasar1 icin
onemlidir. Ancak bircok klinik durumda, cerrahin kontrolii ve diger dl¢limler 6tesinde
iskemi siiresi, reperfiizyon hasarinin genisliginin minimum seviyede kalmasi igin

gereklidir (Khalil, Aziz et al. 2006).

I/R hasarinin neden oldugu komplikasyonlarin farkina varilmasina ragmen,
iskemi-reperfiizyon hasarinin kompleks patofizyolojik mekanizmasi ve potansiyel tedavi
edici ajanlarin yetersiz kalmasi, iskemi-reperfiizyon hasarini1 6nlemeye yonelik cerrahi ve

farmakolojik teknikler {izerine aragtirmalarin giincelligini korumasina yol agmustir.

2.3.1. I/R Hasan Tedavisinde Kullanilan Cerrahi Yontemler

I/R hasarin1 6nleme ve tedavi etmeye yonelik olan girisimsel islemlerden biri
hipotermi ve arter i¢i yikamadir. Hipotermi, reperfiizyon sonrasi doku i¢ine olan PMNL
infiltrasyon miktarin1 azaltir ve bunun sonucunda da daha az ROT iiretilmis olur.
Hipotermiye hizli bir sekilde baslanmasi ve hipoterminin devam ettirilmesi ampute
uzuvlarin soguk iskemi siiresini uzatir ve ekstremitelerin replantasyon basarisin1 da
artirtr. Lokal hipoterminin doku canliligimi artirabildigi ¢esitli hayvan modellerinde
gosterilmistir. Arter i¢i infiizyon ya da yikama I/R hasarim1 azaltmak i¢in kullanilan bir
diger tedavi yontemidir. Tek basina ya da kombinasyon halinde bir¢ok soliisyon ve

farmakolojik ajan kullanilabilir. University of Wisconsin (UW) ve Euro-Collins
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soliisyonu en fazla arastirma konusu olan soliisyonlardir (Khalil, Aziz et al. 2006).
Bschorer ve arkadaglar1 yaygin olarak kullanilan {i¢ doku koruyucu sivilari karsilastirmis
ve UW soliisyonunun insanlardaki serbest flep c¢alismalarinda optimal endotelyal
korumayi sagladigini bildirmislerdir (Bschorer, Blake et al. 1997). Ayrica literatiirde I/R
hasarina kars1t miicadele etmek i¢in UW soliisyonlarina Lazaroid gibi lipid peroksidasyon
inhibitorleri, ROT kurtaricilari, pirolidin gibi antiinflamatuar diizenleyiciler ve NO
donorii molekiiller eklenmesinin yararli olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Aeba,
Killinger et al. 1992, Gu, Xu et al. 2004). Lokal hipotermi, muskulokutan flepleri 96 saate
kadar yasatabilir ve buzlu modifiye Collins soliisyonuyla intrarteryel yikama yapildiginda
bu siire daha da uzayabilir (Tsai, Jupiter et al. 1982). Ancak bu tedavi yontemi, sadece
kas flepleri icin uygulanabilir ve cilt komponenti iceren miyokutan, fasiyokutan ya da
perforator flepler i¢in uygun bir tedavi yontemi degildir. Ciltteki kan damarlar1 termal
homeostazise sahiptir ve sicaklik degerlerindeki azalma cilt perfiizyonunun da
azalmasina yol agar. Canli yasayan bir viicutta bu tip fleplere (6zellikle fasiyokutan
flepler) lokal hipotermi uygulamak kan akimini ve postokluzif hiperemiyi azaltir ve tekrar
1sitma gergeklestirilemezse iskemik flep komplikasyonlarinin artigina yol agar. Lokal
hipoterminin 4 santigrad derece(°C) diizeylerinde olmasi cerrahiden 6nce ampute
ekstremitelerin ve parmaklarin taginmasi i¢in idealdir. Fakat soguk ortamda muhafaza
edilen iskelet kaslar1 da soguk I/R hasarina duyarlidir ve perfiizyondan énce UW
soliisyonu gibi doku koruma soliisyonlariyla iskelet kaslarinin viabilitesi artirilabilir
(Wagh, Pantazi et al. 2000). Ampute ekstremiteler i¢in soguk soliisyonlarla arter igi
yikamanin sicaklikta daha diizgiin bir azalma sagladigi hayvan deneylerinde
kanitlanmistir (Rosen, Slivjak et al. 1987). Bu transplantasyondan dnce organ yikanmasi
icin modifiye UW soliisyonlarinin kullanilmas1 mevcut pratigiyle uyumludur. Ampute
parmaklarin arter i¢i yikanmasi dijital artere hasar verilebilecegi i¢in tavsiye edilmez;
fakat ameliyat mikroskopu altinda intimal temas olmadan bu islem uygulanabilir. Elektif
cerrahi olarak herhangi bir flebi arter i¢i yikamak standart klinik bir prosediir degildir.
Hayvan modellerinde normal salin, ringer laktat soliisyonu ya da UW soliisyonuyla
preiskemik intraarteriyel yikama, eger iskemi zamani igerisinde reanastomoz var ise,
reperfiizyon esnasinda flep viabilitesine zararli oldugu igin tavsiye edilmez (Calhoun, Tan
et al. 1999, Alper, Ozek et al. 2002). Ancak reanastomoz yapilmasi planlanirsa, flebin

dolum ve transportu i¢in gegen iskemi zamani haricinde (6zellikle kas fleplerinde) islem
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oncesi lokal hipotermi ve doku koruma soliisyonlariyla yikama uygulamasi flep
viabilitesini 6nemli 6lgiide artirabilir (Wagh, Pantazi et al. 2000). Arter i¢i yikamanin flep
kaybinin tedavi edilmesinde 6nemli derecede yararlar1 oldugu gosterilmistir. Fizyolojik
soliisyonlara superoksit dismutaz gibi bir serbest radikal kurtaricis1 eklenmesi ya da
superoksit dismutaz gibi bir serbest radikal kurtaricisi ve iirokinaz, streptokinaz gibi bir
trombolitik ajan ve heparin, Prostoglandin E; (PGE1) gibi antitrombotik bir ajanin
kombine edilmesi hem hayvan deneylerinde hem de klinik olarak insanlar iizerinde
basariyla kullanilabilir (Schubert, Hunter et al. 1987, Shah, Zhang et al. 1996,
Wechselberger, Schoeller et al. 1998, Hataya, Matsuo et al. 1999).

Son 20 yilda kalp ve iskelet kast I/R hasar1 alanindaki ¢aligmalar, I/R hasarim
onleme ve tedavi etmeye yonelik girisimsel islemlerden bir digeri olan preiskemik ve
postiskemik kosullandirma tizerine odaklanmistir. Bu bilgi 6nemlidir; ¢linkii serbest flep
ve replantasyon cerrahisinde, iskelet kaslar1 ve cildin I/R hasarindan korunmasi ya da bu
hasarin Onlenmesi yeni ilaglarin bulunmasma Onciiliik edebilir. Uzun bir iskemi
stiresinden Once tekrarlayan kisa periyodlar halinde iskemi ve reperfiizyon, reperfiizyon
hasarinin yayilimini azaltabilir. Iskemik kosullandirmanin etkisi bifaziktir. Erken faz olan
ilk 24 saatte birkac tetikleyici vardir; fakat en onemlisi Protein kinaz C aktivasyonu
sonucu aciga ¢ikan adenozindir. Geg¢ faz yani 72 saate kadar olan siire ise endotoksinler,
NO, adenozin agonistleri, opioid agonistleri ve TNF-a gibi genis kapsamli tetikleyici
mediyatorleri igerir. Uyarilabilir NOS ve COX-2 ge¢ kosullandirmanin agiga ¢ikan ana
mediyatdrlerindendir. Iskemik kosullandirmanin koruyucu etkisi I/R dongiisii siiresi ve
sayisina baghdir (Khalil, Aziz et al. 2006). Zahir ve arkadaslar1 10 dakikalik dongiiniin,
5 dakikalik dongiiye ve ii¢ defa dongiiniin ise bir veya iki adet dongiiye gore daha iistiin
oldugunu gostermislerdir (Zahir, Syed et al. 1998). iskemik kosullandirmanin flepler
tizerine etkinligi, bircok hayvan modelinde tanimlanmistir. Restifo ve Thomson 1998’ de
pedikiillii transversus rectus abdominis muskulokutan flebinde akut iskemik
kosullandirmadan sonra iyi sonuglar alindigin belirttiler (Restifo and Thomson 1998).
Cheng ve arkadaslar1 ise 1999 yilinda ciddi el yaralanmasi olan 12 hastanin {izerinde,
pediikiillii groin fleplerde iskemik kosullandirmanin etkinligini ¢alistilar. Bu ¢alismanin
sonucuna gore doppler dl¢iimlerinin kullanildig1 degerlendirmelerden sonra 8.4 giinliik

bir periyodda ve %90 basari orantyla erken pedikiil ayrilmasinin miimkiin oldugunu ileri

32



siirdiiler (Cheng, Chen et al. 1999). Iskemik kosullandirmanin koruyucu etkileri uzak
organlara genisletilebilir. Ornegin, gecici iskemi insan kalbinde reperfiizyon-indiiklenmis
endotel disfonksiyonunu azaltabilir (Kharbanda, Mortensen et al. 2002). Bu koruyucu
etki prostoglandin ve kalsiyum gen-iliskili peptid salgilanmasi araciligiyla oldugu
diistiniilmektedir. Uzak iskemik kosullandirma deney hayvani modellerinde flep
canliligini da saglayabilir. Sicanlarda alt ekstremiteye 10 dakikalik iskemi ve 30 dakikalik
reperfiizyon dongiileri uygulandiginda epigastrik flep canliliginin arttigini ileri siiren
caligmalar da literatiirde mevcuttur (Kiintscher, Schirmbeck et al. 2002). Preiskemik ve
postiskemik kosullandirmanin mekanizmasini anlamak, preiskemik ve postiskemik
kosullandirmay taklit eden farmakolojik tedavi yontemlerinin identifikasyonuna yeni bir

bakis agis1 saglayabilir.

I/R hasarin1 onleme ve tedavi etmeye yonelik olan girisimsel islemlerden
sonuncusu ise anjiyogenezi uyararak flep yasamsalligini artiran cerrahi geciktirmedir.
Cerrahi geciktirme 6zelikle yiiksek riskli hastalarda flep cerrahisinde standart bir klinik
uygulamadir. Zahir ve arkadaslar1 iskemik kosullandirma ve cerrahi geciktirmenin
muskulokutan fleplerin yasamsalligin1 degerlendirmede benzer yararlar1 oldugunu
bulmuslardir (Zahir, Syed et al. 1998). Transversus rectus abdominis muskulokutan
flebinde selektif derin inferior epigastrik arter embolizasyonu etkinliginin
degerlendirildigi bir ¢alismada Scheufler ve arkadaslar1 cerrahi geciktirme yapilan 40
hastada embolizasyon ve cerrahi arasindaki siirenin 3 aydan biraz fazla oldugunu ve
caligmanin sonucunda da herhangi bir flep kaybi yasamadiklarii bildirmislerdir
(Scheufler, Andresen et al. 2000). Cerrahi ve vaskiiler geciktirme, cilt ve kas flebi
basarisini artirmak i¢in kanitlanmis olan tek klinik tekniktir; ancak bu cerrahi
manipiilasyonlar zaman alic1 ve maliyetlidir. Benzer sekilde preiskemik ve postiskemik
kosullandirma da serbest flep cerrahisi yapilan laboratuar hayvanlarindaki I/R hasarim
onlemekte oldukga etkilidir; fakat cerrahlar serbest flep cerrahisindeki I/R hasarina kars1
iskemik kosullandirma klinik testelerine Onciiliik etmekte mesafelidirler ¢iinkii bu
teknikler zaman alic1 ve invazivdir. Eksta cerrahi prosediir ihtiyaci cerrahi geciktirmenin
major dezavantaj1 iken, iskemik kosullandirma flep elevasyonu sirasinda yapilabilir. Bu
yiizden cilt ve kas kan akimimi ve pedikiiliilli fleplerdeki distal perfiizyonu artirmak,

serbest flep ve replantasyon cerrahisindeki cilt ve kas dokusunu I/R hasarindan korumak
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icin farmakolojik tedavi ajanlarini arastirmaya devam etme ihtiyact vardir (Gurtner,

Neligan et al. 2012).

2.3.2. I/R Hasan Tedavisinde Kullanilan Farmakolojik Yontemler

Vazospazm, tromboz ve I/R hasari serbest flep ve replantasyon basarisizligindaki
lic ana sebeptir. Giiniimiizde flep cerrahinde vazospazm ve trombozu onlemek ya da
tedavi etmek i¢in nispeten giivenli ilaclar mevcuttur; fakat I/R hasari icin ilag tedavisi
hala deneysel arastirma konusu olmaya devam etmektedir. fla¢ tedavisi bazi1 cerrahlar
tarafindan serbest flep cerrahisinde anastomotik vazospazm ve trombozu 6nlemek veya
tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Bu ilaglar doz, etkinlik ve tedavi rehberlerine gore ii¢

kategoride smiflandirilabilir:

1- Antikoagiilan ajanlar: Heparin, aspirin ve dextran mikrocerrahide yaygin olarak
kullanilan ii¢ antikoagiilandir; fakat etkinlikleri belirsizligini korumaktadir.

2- Trombolitik ajanlar: Streptokinaz ve Rekombinant doku plazminojen aktivatorii
(rt-PA) serbest fleplerde klinik olarak basarili sekilde yaygin olarak kullanilan
trombolitik ajanlardir.

3- Antispazmodik ajanlar: Papaverin, nifedipin ve lidokain klinik mikrocerrahide
kullanilan yaygin topikal antispazmodik ajanlardandir (Gurtner, Neligan et al.
2012).

I/R hasarin1 6nleme ve tedavi yonelik kullanilan ¢ok sayida farmakolojik ajan ve

molekiil mevcuttur. Bunlar1 kabaca gruplarsak su sekilde 6zetleyebiliriz:
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2.3.2.1. Antitrombotik Ajanlar

Heparin, aspirin ve dextran bu grubun major ilaglaridir. Heparinin rutin olarak
replantasyon sonrasi ve kurtarilmasi siipheli olan fleplerde kullanilmasinin nedeni
antitrombotik 6zelliginden dolayidir. Heparin {i¢ 6nemli antiinflamatuar etkiye sahiptir.
Bunlardan birincisi heparinin P ve L Selektin molekiillerine baglanarak, l6kositlerin
kandan dokuya gecisini azaltmasidir. ikincisi heparin Niikleer faktér kappa B gibi
maddeleri araciligiyla proinflamatuar transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu inhibe
ederek, inflamatuar kaskadi bozar. Son olarak da l6kositlerden ROT iiretimini azaltir
(Khalil, Aziz et al. 2006). Heparinin farkli hayvan modellerinde fleplerin surveyini
artirdigini gosteren galismalar literatiirde mevcuttur (Maeda, Fukui et al. 1991, Li, Cooley
et al. 1995). Heparin ayn1 zamanda postkapiller veniillerdeki 16kosit-endotel etkilesimini,
platelet agregasyonunu ve mikrotrombiis formasyonunu azalatarak no-reflow
fenomeninin  olusmasim1i  da  azaltabilir.  Vendz  anostomozlarin  selektif
heparinizasyonunun caligildigi 28 hastalik bir klinik ¢alismada, heparinin latissimus dorsi
serbest myokutan flebinin vendz patensi ve surveyi iizerine énemli derecede yararlari
oldugu gosterilmistir (Labosky 1991). Heparin (100-200 IU/kg/giin) ve PGE1 (5 pg/giin)
kombine arter i¢i tedavisinin yiiksek riskli 16 hastanin 15 inde flep surveyini sagladigi
bildirilmistir (Matsuo, Kushima et al. 1992). Flep sonuglarinin arastirildigi 493 serbest
flep caligmasi igeren prospektif bir calismada, subkutan heparin uygulamasinin
postoperatif tromboz insidansin1 6nemli 6l¢iide azalttig belirtilmistir (Khouri, Cooley et
al. 1998). Bununla birlikte literatiirde heparinin postoperatif olarak aspirin ve dextran 40
gibi diger antitrombotik ajanlarla birlikte kullanildiginda komplikasyon oranlarinin
arttigini sdyleyen caligmalar da mevcuttur (Pugh, Dennis et al. 1996). Diisiik doz heparin
uygulamasinin (2000-3000 IU bolus daha sonra 100-400 1U/saat), intraoperatif kanama
ya da hematom komplikasyon riski olmadan dextran 40 (25ml/saat) ve yiiksek doz
heparin uygulamas1 kadar etkili oldugunu gosteren ¢aligmalar da literatiirde mevcuttur
(Kroll, Miller et al. 1995). Farkli bir ¢alisma da mikrovaskiiler cerrahi anastomoz
sirasinda liimen i¢i irrigasyon soliisyonu olarak anti trombotik bir ajan olan Rekombinant
insan doku faktdr yolag: inhibitoriiniin kullanilmasinin heparin kadar giivenli, etkili ve

tolere edilebilir oldugu gbzlenmistir (Khouri, Sherman et al. 2001).
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2.3.2.2. Trombolitik Ajanlar

Fibrinolitik ilaclar, mikrocerrahide anastomoz trombozunu Onleme amaclh
proflaktik olarak kullanilmaktadir. Yamano ve ayrica Fukui&Tamai iirokinaz, heparin ve
PGE:’ i replantasyon protokoliiniin bir boliimii olarak kullanmislardir (Fukui and Tamai
1994) (Yamano 1993). Vertos&Tsavissis streptokinaz ve diisiik molekiil agirlikli dextrani
replantasyonlardan sonra rutin olarak kullanmistir (Vretos and Tsavissis 1995).
Fibrinolitik ilaglar iskemik hasarin etkilerini azaltmak i¢in terapotik olarak kullanilabilir.
Akut koroner arteryel tromboz, derin vendz tromboz ve pulmoner tromboembolizm gibi
klinikteki ¢esitli trombotik patolojilerin tedavisinde etkinligi gosterilmistir. Mikrocerrahi
fleplerin ve replantasyonlarin canliliginin devaminda trombolitik ajanlarin rolii heniiz tam
olarak kanitlanmamistir. Cok sayida ila¢ tartismali sonuglarla test edilmektedir. Yakin
zamanda streptokinaz ve rt-PA replantasyon ve deneysel tromboz modellerinde basariyla
kullanilmistir (Cunha, da Silva et al. 2005).

2.3.2.3. Serbest Radikal Kurtaricilari, Vazodilator ve Antiinflamatuar Ajanlar

ROT" lara kars1 hiicresel savunma mekanizmalarindan biri enzimatik kisim diye
temsil edilen SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi serbest radikal kurtaricisi olan
enzimlerdir.  Non-enzimatik kisim olarak adlandirilan diger mekanizma ise oldukga
destriiktif olan serbest radikal tiirlerini kurtararak, oksidatif hasar1 inhibe edebilen ¢ok
sayida dogal veya sentetik antioksidan maddeleri igerir (Bolcal, Yildirim et al. 2007).
Deneysel hayvan modelleri iizerinde serbest radikal kurtaricilarmin kullanildigi
caligmalar liteatiirde mevcuttur. Rekombinant insan-sigir SOD enzimi bobrek nakilli
hastalarin tedavisinde kullanilmistir. Siklosiporinle tedavi edilmis bir renal kadavra
allogreft alicisina, operasyondan 6nce 200 mg siiperoksit dismutaz intravendz olarak
enjekte edilmis ve sadece siklosporin ile tedavi edilenlere gore daha az akut rejeksiyon
gelistigi gorilmiistiir (Land, Schneeberger et al. 1994). SOD’ un fleplerde klinik degeri
henliz kanitlanmamig, fakat deney hayvanlarinda paranteral yoldan verilmesinin
muskulokutan ve iskelet kasi fleplerinde tedavi sonucunu iyilestirdigi gosterilmistir
(Prada, Arrunategui et al. 2002).
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Vitamin A, C ve E antioksidan 6zellikleri olan mikrobesinlerdir. Bu iiriinler tek
baslarina radikal kurtaricilar1 kadar etkili degildir; fakat diger vitamin ve farmakolojik
ajanlarla kombine edildiginde, reperflizyon hasarini azaltmakta sinerjistik etki gosterirler.
Omegin deney hayvanlarinda Vitamin A ve E birlikte kullanildiginda lipid
peroksidasyonunu azaltmis, yasayan flep alanini artirmistir (Bilgin-Karabulut, Ademoglu
et al. 2001). Vitamin E, prostasiklinlerin stabil bir formu olan ilioprost ile kombine
edildiginde, lipid peroksidasyonunu azaltarak iskelet kaslarindaki reperfiizyon hasarini

hafifletebilmistir (Bozkurt 2002).

Bir diger antioksidan ajan olan allopiirinol, ROT’ larin olusmasini azaltan bir
ksantin oksidaz inhibitoriidiir. Ksantin oksidaz varlig: tiirler arasinda ve spesifik tiirlerin
de cesitli dokular1 arasinda farklilik gsterir. Ornegin, sican cildinde enzimin aktivitesi,
domuz ve insanlarla karsilastirildiginda 40 kat fazladir (Picard-Ami, MacKay et al. 1991).
Buna ilave olarak ksantin oksidaz aktivitesi insan cildinde iskemi siiresince
etkilenmezken, insan kaslarinda normotermik iskemi esnasinda enzimin aktivitesinde bir
artig vardir (Wilkins, Rees et al. 1993). Allopiirinol flep I/R hasari tedavisinde basarisiz
iken, 60 hastanin reimplante bagparmaklarinin degerlendirildigi bir klinik ¢aligmada
allopiirinolun 300 mg/kg dozunda 5 giin kullanilmasinin inflamasyonu azalttigi ve
bagparmak duyusunda daha hizli bir iyilesme sagladigi kanitlanmistir (Waikakul,

Unnanantana et al. 1999).

Deneysel calismalar ayrica nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglarin, vazodilator
ajanlardan prostoglandin Ei, prostoglandin 11, nitrendipin ve prostasiklinin, serbest
oksijen radikal kurtaricis1 olarak desferroksaminin koruyucu etkileri oldugunu

gostermistir (Lepore, Knight et al. 1994, Gurtner, Neligan et al. 2012).

NO oksidasyon siirecinin fizyolojik bir son iiriinii Nitrit, SOD benzeri aktiviteye
sahiptir. NOS enzimi oksijen yoklugunda inaktif oldugunda iskemik kosullarda alternatif
NO kaynag saglamak igin, nitrit NO’ ya indirgenir. iskemi varliginda reperfiizyondan
once ya da reperfiizyon esnasinda nitrit tedavisinin myokard enfarktiisii, inme, karaciger

iskemisi, renal iskemi ve iskelet kasinda iskemi durumlarinda I/R hasarin1 6nledigi ve
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azalttig1 gorilmistiir (Duranski, Greer et al. 2005, Arieli, Nahmany et al. 2008, Murata,
Nozaki et al. 2012).

Antioksidan, antiinflamatuar ve ROT kurtaricis1 ve NAC gibi thiol indirgeyicisi
bir molekiil olan erdosteinin de alt ekstremitede I/R hasar1 olusturulan deney

hayvanlarinda AC hasarini azalttig1 gésterilmistir (Sirmali, Uz et al. 2007).

2.3.2.4. Lokosit Inhibisyonu Yapan Antikorlar

Deney hayvant modellerinde PMNL’ lerin damar endoteline adezyonu
engellendiginde reperfiizyon hasarinin azaldigin1 gosteren c¢aligmalar literatiirde
mevcuttur (Simpson, Todd et al. 1988). Antiadhezyon terapi, I/R hasarini 6nlemede yeni
bir tedavi yolu sunmasina ragmen, CD11/CDI18 integrin reseptoriine karsit antikor
kullanilan bir klinik denemede, kalp hastalarinda primer anjiyoplastiden sonra infarkt
boyutunun azaltmakta basarisiz oldugunu gosteren calismalar da literatiirde mevcuttur
(Faxon, Gibbons et al. 2002). Inflamatuar hiicre adezyonunu engellemek igin, selektin,
integrin ve intraseliiler adezyon molekiillerinin monoklonal antikorlarla birlikte
etkilerinin inhibe edilmesinin I/R hasarin1 Onleyebilecegini ileri siiren g¢alismalar
mevecuttur, fakat heniiz klinikte tedavi edici ajan olarak uygulamasi konusunda herhangi

bir ¢alisma ya da tecriibe mevcut degildir (Gurtner, Neligan et al. 2012).

2.3.25.I/R Hasari Deney Modelinde Kullanilan Antioksidan, Antiinflamatuar ve
Vazodilator Etkili Ilaclar

2.3.2.5.1. Karbon Monoksit Releasing Molekiil-3 (CORM-3)

NO’ nun kesfi ve Karbon monoksit (CO) ile olan benzer yapisal 6zelliklerinin
Ogrenilmesi sonrasinda, CO’ nun da vaskiiler tonusta rol oynayabilecegi diisliniilmiistiir.
Fakat akla gelen ilk soru, canli organizmalarda CO’ nun toksik etkilerinin oldugudur
(Karaavcr 2017). Son yillarda CO {izerine yapilan ¢alismalarda bu molekiiliin vaskiiler,
antiapopitotik, antiproliferatif ve ndroprotektif etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Endotelyal hiicrelerden agiga c¢ikan CO, diiz kas hiicrelerinde ve dolasimdaki kan
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hiicrelerinde 6nemli parakrin etkiler gostermektedir (Dulak, Jozkowicz et al. 2002). CO,
biiyiik ve kii¢clik damarlarda kas tonusunu siirdiirmede etkili oldugu gibi, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde gevsemeye de yol agabilmektedir (Kaide, Zhang et al. 2001). CO’ nun kan
basincin1 diigiirebilme etkisi, direkt vazodilatasyon yaparak veya indirekt olarak
glutamaterjik transmisyon yoluyla beyindeki niikleus traktus solitariusu etkileyerek
olabilmektedir (Morse and Sethi 2002). Vaskiiler yaralanma sonucu vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin, yikima ugrayan endotelyal hiicrelerin Hemoksijenaz-1 (HO-1) enzimini
indiiklemesi sonucu agiga ¢ikan CO vazodilatasyon, antiproliferasyon ve antitrombotik
ozellikler edinir (Stanford, Walters et al. 2003). Kan damarlarindaki lokal hasarlanma
sirasinda, dolasimda bulunan ve IL (Interldkin) -1B, TNF-a gibi inflamatuar sitokinleri
saliveren monositler ve makrofajlar, hasarin oldugu bolgeye intikal ederler (Morisaki,
Katayama et al. 2002). Bu inflamatuar mediyatorler, bolgeye geldikten sonra lokal olarak
sitokin seviyelerinde artisa yol agarlar ve bunun sonucunda da HO-1 enzimi indiiklenir.
Agiga ¢ikan CO ise CGMP miktarini artirarak plateletlerin ve notrofillerin migrasyonunu
onler (Nakao, Kimizuka et al. 2003). HO-1 enzimi, Mitojen Aktive Protein Kinaz
(MAPK) enzimini aktive ederek endotelyal hiicre apopitozisini de Onlemektedir
(Brouard, Otterbein et al. 2000). Vaskiiler endotelyal hasar sonucu HO-1’ in aktivasyonu
ve sonrasinda agiga ¢ikan CO, hasar bolgesindeki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vaskiiler
spazm1 ve diiz kas hiicre proliferasyonunu Onleyerek vaskiiler homeostazisi saglar
(Otterbein, Zuckerbraun et al. 2003). Tim bu ¢alismalar CO’nun yasayan
organizmalardaki fizyolojik ve patolojik birgok olayla iliskisi oldugu gergegini ortaya
koymus ve nihayetinde karbon monoksit releasing molekiillerin (CORM) iiretimini
gerceklestirmistir. Son yillarda laboratuvar ortaminda CORM potansiyeline sahip tasiyici
metil karbonillerle ilintili biyolojik aktiviteler lizerine ¢aligmalar yiiriitilmektedir (Clark,
Naughton et al. 2003). Bu kompleksler demir, manganez gibi transizyon metalleri
icermekte olup koordine baglarla CO gruplarii baglarlar. CO, bahsi gegen transizyon
metallerinden ayrildiktan sonra geriye kalan metal karbonil gruplarinin toksisitesi tizerine
herhangi bir ¢alisma yoktur. Ama ne [Mn2(CQO)10)] (CORM-1)’ in ne de [Ru(CO)3Cl2]>
(CORM-2)’ nin 400 mikromol/L konsantrasyonlarina ulasana dek hiicrelerde yasam
belirtilerini azalttigina dair bir etki gézlenmemistir (Yabluchanskiy, Sawle et al. 2012)
(Sekil 13), (Karaavci 2017).
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(-) Sitokrom C oksidaz
NADPH oksidaz
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(+) _;GTP guanilat siklaz__ cGMP IEl
Antiproliferasyon
(+) Vazoregilasyon
» p38 MAPK —— Antiapopitozis

Antiinflamasyon

Sekil 13. HO yolag:1 veya CORM tarafindan iiretilen CO’ nun metabolizmasi

CORM-3, cGMP firetimini artirip vaskiiler relaksasyondan sorumlu olan K*
kanallarin1 aktive ederek vazodilator etkisini gostermektedir (Alshehri, Bourguignon et
al. 2013). Orijinal CORM’ lar sadece organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen ve CO’ yu
saliverebilmesi i¢in 151k, sterik ligandlar gibi fiziksel ve kimyasal miidehalelere ihtiyag
duyan komplekslerdir. CO’ yu rahatlikla saliverebilen ve suda ¢oziinebilen ilk modifiye
molekiil, trikarbonilkloro (glisinat) rutenyum(ll) olan CORM-3’ tiir (Clark, Naughton et
al. 2003), (Sekil 14), (https://www.adoog.com/corm-3.html) .

CORM-3, terapdtik amaglar dogrultusunda kullanilabilen ve CO’ nun
saliverilmesi agisindan farmakolojik olarak aktif olan bir bilesiktir. CORM-3’ {in
biyolojik sistemlerde CO’ yu saliverme siiresi 1-5 dakika arasinda de§ismektedir.
CORM-3 insan plazmasinda, hiicre kiiltiiriinde, fizyolojik soliisyonlarda ve biyolojik
stvilarda CO’ yu salivermesine ragmen, oda sicakliginda, suda veya asidik pH’ da 24
saatten fazla stabil halde kalabilmektedir (Yabluchanskiy, Sawle et al. 2012). CORM-3
de diger CORM deriveleri gibi biyolojik ortamlarda CO’ yu hizla salivermektedir. Bu
sayede CORM-3 norotransmisyon, akut hipertansiyon, anjina ve I/R ile ilgili yapilacak
deneysel ¢alismalarda terapitik dozlara kolayca ulasabilir (Chatterjee 2004). CORM-3°
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in toksik olmadig1 ve terapotik konsantrasyonlarda dahi hiicrelere olumsuz bir yonde

reaksiyona yol agmadig1 gosterilmistir.

0O
\C {|3|'
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Cl—Ru<"
/ "“-...O_
H,N

Sekil 14. CORM-3’ iin kimyasal yapis1

CORM-3 iskelet kas1 I/R hasar1, hemorajik sok, kompartman sendromu, iskemik
inme, akut miyokard enfarktiisii, postiskemik myokard enfarktiisii iyilesmesi, renal
transplantasyona bagli hiicre oliimii, renal iskemiye bagli akut bobrek yetmezligi,
kardiyoprotektif ve renoprotektif etki gibi iskemi-reperflizyon hasarinin bir¢ok
spektrumunda calisilmistir (Clark, Naughton et al. 2003, Vera, Henegar et al. 2005,
Tayem, Johnson et al. 2006, Caumartin, Stephen et al. 2011, Filippo, Perretti et al. 2012,
Stein, Bolli et al. 2012, Sener, Tran et al. 2013, Lawendy, Bihari et al. 2014, Yoon, Lee
et al. 2017, Segersvard, Lakkisto et al. 2018, Wang, Zhang et al. 2018, Bihari, Chung et
al. 2019, Kumada, Takahashi et al. 2019, Zhang, Zhang et al. 2019, Fu, Zhang et al. 2020).
Yapilmasi planlanan bu tez ¢aligmasinin farki, CORM-3’ {in iskelet kas1 I/R hasarindaki
proflaktik etkinliginin literatiirde ilk defa degerlendirilmesi ve ilk defa GbE ve I/R
hasarinda rutin olarak kullanilan ilaglardan olan NAC ve Pentoksifilin ile

kiyaslanmasidir.
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2.3.2.5.2. Gingko biloba Ekstresi (GbE-761)

GbE uzakdoguda yetisen, gingko biloba bitkisinin bilinen adiyla mabed agacinin
yapraklarinin standardize edilmis ekstresidir. Ana etken madde olarak yaklasik %3.1
gingkolid (Gingkolid A,B ve C karisimi) ile %2.9 bilobalid gibi etkin terpenlaktonlari ve
%22-27 oraninda flavonoidleri icerir. GbE’ nin 6zel bir ekstre preperati olan GbE-761
cok sayida farmakolojik ve klinik denemeye tabi tutulmustur. Farmakolojik deneylerde
gingkolidlerin bir proinflamatuar otokoid olan platelet aktive edici faktér (PAF)
antagonisti, antioksidan, vazodilator, antitrombositik, antitrombotik ve kan akiskanligini
artirict etkinliginin oldugu ayrica bozulmus bellek ve diger biligsel islevleri diizeltici
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Agir olmayan periferik okluziv arter hastaliklarinda,
basta agrisiz yiirlime mesafesi olmak {izere iskemik belirtiler iizerinde yararh olabildigi
kontrollii denemelerde gosterilmistir. Bu bakimdan etkileri pentoksifiline benzer. Yan
tesirleri genellikle hafiftir ve sik goriilmez; ancak yiiksek dozda kanama riskini artirabilir
(Kayaalp 2012). Karacigerde sitokrom (CYP) enzimleri tarafindan metabolize edilen
Gingko biloba ekstresinin yarilanma 6mrii 2-4 saat arasindayken, plazmada 1,5-3 saat
arasinda tepe konsantrasyon degerine ulasir. Plazma konsantrasyonlar1 24 saatte bazal
degerlerine donen Gingko biloba ekstresi bobrekler ve feces yoluyla viicuttan atilir
(Diamond, Shiflett et al. 2000), (Sekil 15),
(https://www.drugs.com/pro/pentoxifylline.html).
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Sekil 15. Gingko biloba yapraklar: ve GbE-761" in 6nemli bilesenlerinin kimyasal yapisi
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Fosil kayitlar1 150-200 milyon yol Oncesine dayanan ve 2000-4000 yildir var
oldugu diisiiniilen ve kayitlara bakildiginda 5000 yil oncesinde Cin kaynaklarinda
tedavide kullanilan GbE vazodilator, antioksidan, antienflamatuar ve antitrombotik
Ozelliklerinden dolay1 I/R hasarmin bir¢ok spektrumunda kullanilmistir. Ovaryum, testis,
myokard, AC, spinal cord, beyin, bobrek, bagirsak, mesane, retina ve karaciger gibi
bircok dokuda iskemi-reperfiizyon modelleri i¢in kullanilmis olmast GbE’nin alt
ekstremite iskemi reperfiizyon deneylerinde de kullanilabilmesini miimkiin kilmaktadir.
Yapilmasi planlanan bu tez ¢alismasinin farki, bircok dokuda iskemi-reperfiizyon modeli
icin kullanilmig olan GbE’ nin literatiirde ilk defa alt ekstremite I/R modelinde
calisilmasidir (Szabo, Droy-Lefaix et al. 1995, Kim, Kwak et al. 1998, Topp, Knoefel et
al. 2001, Zhang, Zu et al. 2004, Sener, Sener et al. 2005, Liu, He et al. 2007, Yenilmez,
Kilic et al. 2007, Akgiil, Ayyildiz et al. 2008, Keles, Demirci et al. 2008, Cheng, Wang
et al. 2011, Kanter 2011, Yang, Liu et al. 2013, Akdere, Tastekin et al. 2014, Badem,
Ugurlucan et al. 2014, Jin, He et al. 2014, Liu, Zhou et al. 2014, Li, Luo et al. 2015, Tian,
Wang et al. 2015, Yao, Chen et al. 2015, Ahmed, Lasheen et al. 2016, Yildirim, Simsek
et al. 2018, Li, Zhang et al. 2019, Song, Zhao et al. 2019, Xiao, Lyu et al. 2019, Zhang,
Zhang et al. 2019).

2.3.2.5.3. N- Asetilsistein (NAC)

Asetilsistein, N-Asetilsistein, N-asetil-L-sistein ya da kisaltmalarda bilinen adiyla
NAC dogal bir aminoasit olan L-sisteinin asetillenmis tiirevi olan gii¢lii bir antioksidandir
ve hiicre i¢i glutatyon seviyesini artirarak etki gosterir. Hidrolitik enzimlerin sindirim
islemlerinde glutatyon kullanmasindan dolay1, glutatyonun biyolojik olarak destegi ¢cok
basarili degildir. Biyolojik olarak glutatyonun goreceli erisilebilirlifine ragmen,
glutatyon resentezi i¢in sinirli substrat oranindan dolay1 kandaki sistein erisilebilirliginin
stirdiiriilmesi zorunludur. NAC, sistein havuzunun devaminin saglanmasinda kullanilan
ajanlar arasinda en yaygin kullanilan molekiildiir (Lejay, Paradis et al. 2018). Ilave
olarak mitokondrilerde hipoklor6z asit, hidrojen peroksit, superoksit maddeleri gibi
reaktif oksijen radikal kurtaricisidir. NAC, organizmada L-sisteinden iiretildiginden ve
dogal siilfiir iceren aminoasit tiirevi oldugundan gii¢lii bir antioksidan olarak kabul

edilmektedir. Basit bir antioksidan ila¢ olmayan NAC, glutatyon prekiirsorii, okside
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tiyollerin (SH) kimyasal indirgeyicisi, ROT kurtaricis1 ve intraseliiler antioksidan
mekanizmalarin da regiilatoriidiir. Direkt antioksidan etkisini, yapisindaki -SH grubunun
hidrojenini kolayca oksijen radikallerine vererek onlar1 doyurup, suya indirgeyerek
gosterir. Yapisindaki sistein grubu araciligiyla da indirekt antioksidan etkisini gosterir.
Ayrica azalmig endotel bagimli releasing faktor aktivitesini restore ederek
mikrosirkiilasyonu artirir ve ayn1 zamanda antiagregan 6zellikleri de mevcuttur (Knight,
MacPhadyen et al. 1991, Takhtfooladi, Hesaraki et al. 2016, Sogiit 2017). Sitoprotektif
ozellige de sahip olan NAC molekiilii, yine yapisindaki -SH (siilfhidril) grubunun
etkisiyle mukolitik o6zelliklerinden dolayr klinik pratikte yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Erturk, Cekic et al. 2009), (Sekil 16), (Sogiit 2017). Karacigerde
CYP450 enzimleri tarafindan metabolize edilen NAC, plazmada 1-3 saat sonra
maksimum konsantrasyonuna ulasip, 16-20 saat sonra sistein konjugatlar1 seklinde yapisi

bozulmadan idrarla atilir (MacNee, Bridgeman et al. 1991).

Asetil grubu
& Tiyol grubu

T (Sillfidril)
( \

2 MUKOLITIK
ANTIENFLAMATUVAR

Sekil 16. N-asetilsisteinin kimyasal formiilasyonu

Mitokondrilerdeki  oksidatif ~ fosforilasyon elektron transportunun ana
bilesenlerinden birisi olan, ubikinon olarak da adlandirilan KoenzimQ1o Ve maya, mantar,
arpa ve yulaf hiicre duvarlarindan elde edilen, serumdaki sagliksiz kolesterol miktarini
azaltan ve immun sistemi giiclendiren bir ajan olan B-Glukan ve NAC’ 1igeren ¢aligmalar

da literatiirde mevcuttur (Bolcal, Yildirim et al. 2007).
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Noroprotektif bir ajan olmasmin yaninda antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikleri de olan etil pirlivatin, vazodilatdr, antitrombotik, antiinflamatuar ve
antioksidan etkileri olan sildenafilin, fenol bazli serbest radikal kurtaricilarina kimyasal
olarak benzeyen propofoliin, vazodilatér, antitrombotik, antioksidan ozellikleri olan
ilioprost(prostoglandin 12) ve alprostadilin (prostoglandin Ez1) I/R hasarin1 6nlemek ve
tedavi etmek icin NAC ile birlikte karsilastirildigr ¢alismalar da literatiirde mevcuttur
(Erturk, Cekic et al. 2009, Aksu, Yiiksel et al. 2015, Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015, Suha,
Asli et al. 2016, Cevirme, Adademir et al. 2018).

2.3.2.5.4. Pentoksifilin

Pentoksifilin(okspentifilin) ise, bir ksantin tiirevi (teofilin benzeri) olup,
fosfodiesteraz-5 enzim inhibisyonu yaparak eritrositlerin esnekligini (fleksibilitesini veya
deformabilitesini) artirir ve hiicre ici cAMP diizeyini ylikseltir. Periferik vazodilator
ilaglarin ¢ogundan farkl olarak kanda reolojik etkiler de gdsterirler ve kan vizkositesini
azaltarak kan akigkanligini artirir. Bu etkileri sayesinde ayni zamanda trombosit
agregasyonunu da azalttigi goriilmiistiir. Proinflamatuar sitokin iiretimini azaltarak
endotel fonksiyonu ve doku oksijenizasyonunu artirir (Kvist, Jozsa et al. 1991,
Takhtfooladi, Hesaraki et al. 2016). Pentoksifilin 5 - Niikleotidaz enzimini inhibe ederek
etki gosterir ve bu enzimin inhibisyonu sonucunda dokuda ATP kaybini azaltmakta,
iskemi donemi ve sonrasinda doku enerji tiiketimini minimumda tutarak hiicre hasarinm
engelemektedir. Pentoksifin etkisini 6zellikle iskemik alanlara kan akimini artirarak
gostermektedir (S6nmez 2018). Mide bagirsak kanalindan iyi absorbe edilen ve
karacigerde metabolize edilen Pentoksifilin molekiiliiniin yarilanma Omrii 2 saattir ve
plazma proteinlerine baglanmayan bu molekiiliin %93-95° 1 bobrekler yoluyla atilir
(Samlaska and Winfield 1994), (Sekil 17),
(https://www.drugs.com/pro/pentoxifylline.html).
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Sekil 17. Pentoksifilin molekiiliiniin kimyasal formiilasyonu

Pentoksifilin hiperkoagiilopatiyi engeller, yara iyilesmesinde rol oynar,
immunmodiilator olarak etki gosterir. Klinik pratikte serebrovaskiiler hastaliklar,
intermittant klaudikasyo ve sepsis durumlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sonmez
2018). Pentoksifilin klaudikasyo olan kaslarda mitokondri fonksiyonlarini diizeltir ve en
fazla diizelme, baslangigta en kotii durumdaki mitokondrilerde olur (Boska, Shepard et
al. 2002). Bacak arterlerinin hastaliklarinda periferik vazodilatorlerin ¢ogu, intermittan
klaudikasyo yani agr1 olusuncaya kadar hastanin yiirliyebildigi mesafeyi(agrisiz
yuriiyebilme mesafesi), (pain-free walking distance) belirgin derecede degistirmezler.
Ancak pentoksifilinin hemoreolojik etkileriyle bu mesafeyi artirabildigi yiirityen zeminli
ergometrede yapilan incelemelerde gosterilmistir (Kayaalp 2012). Literatiirdeki giincel
calismalar, pentoksifilinin noétrofillerin kemotaktik yanitini artirabildigini, nétrofil ve
monositlerde fagositoz ve siiperoksit liretimini inhibe ettigini gostermistir (Vadieli,
Brunner et al. 1989). I/R-indiiklenmis spinal kord hasari olan hastalarda 50 mg/kg/giin
pentoksifilin desteginin inflamatuar indeks ve oksidatif stresin azalmasinda yararh etkisi
oldugu goriilmiistiir (Savas, Delibas et al. 2002). Bu gibi ¢alismalarin klinik faydalarina
bakilacak olursa, pentoksifilin molekiili AC, bagirsak, bobrek ve spinal kord

dokusundaki I/R hasarimi azalttig1 gibi kas dokusunda da I/R hasarini azaltabilir.

Plastik cerrahi klinik pratiginde sik kullanilan antioksidan, antiinflamatuar,
vazodilator ve antitrombotik etkilere sahip ilaglardan olan NAC ve pentoksifilin, diinyada
en yaygin kullanilan herbal preperatlardan birisi olan GbE kolay ulasilabilir olmas,
maliyet olarak uygun olmasi, terapotik dozlarinin iizerinde bile ciddi toksik etkilerinin

olmamasi, karacigerde elimine edilip, farmakokinetik etki siirelerinin de birbirine yakin
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olmasi gibi nedenlerden dolay1 deney modelinde tercih edilen tedavi ajanlart olmuslardir.
CORM-3 molekiiliiniin proflaktik etkinligi ve Gingko biloba’ nin alt ekstremite I/R
modelinde kiiratif etkinligi agisindan terapotik hedef olarak tip camiasina sunulmasi
planlanmaktadir. Bahsedilen bu dort molekiiliin etkilerinin birbirleriyle biyokimyasal,
patolojik ve anjiozomik olarak ii¢ farkli parametre ile karsilastirilmast literatiirde ilk kez

yapilmis olacaktir.

2.3.3. I/R Hasan Takibinde Kullanilan Biyokimyasal Enzimler

Reperfiizyon hasarinin  tani, tedavi ve takibinde birgok biyokimyasal
belirte¢(marker) denenmis ve bunlardan bazilar1 klinik olarak rutin kullanima girmistir.
Plastik cerrahi alaninda 6zellikle replantasyon ve flep cerrahisinde, iskelet kast hasarinin
degerlendirilmesinde  kullanilabilecek  potansiyel bir  biyokimyasal belirteg
belirlenmesinde biiyiiyen bir ilgi vardir. CK, Laktat dehidrogenaz (LDH), Myoglobin,
Aspartat aminotransferaz (AST), Beyin natriliretik peptid (BNP), Atriyal natritiretik
peptid (ANP), Karbonik anhidraz, Troponin ve yapisal kas proteinleri kullanilabilecek
olan biyokimyasal belirte¢lerdendir (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015).

CK konsantrasyonlari, tarihsel olarak kas hastaliklar1 ve ciddi kas hasarinin
aragtirtlmasinda kullanilmis ve gliniimiiz klinik pratiginde rutin olarak kullanima
girmistir. CK enzimi, klinikte en sik kullanilan ve kas hasarinin arastirilmasinda en
yiiksek hassasiyete sahip olan bir biyokimyasal belirtectir. CK, kasilma veya tasima
sistemlerindeki ATP yenilenmesini saglayan bir enzimdir. CK’ nin en aktif oldugu yer
iskelet kasidir. CK, kas hiicresinde fizyolojik bakimdan fonksiyonel olarak aktif hale
gelir. Kasin her kontraksiyon dongiisiinde, kreatin fosfat kullanilarak ATP olusur. Bu
sonu¢ kasin ATP diizeyini sabit tutar. Geri doniislii olan bu reaksiyonda CK, kataliz6r
gorevi goriir (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Tez ¢alismasinda yapilacak olan deneyin
sonuglarini degerlendirmek icin kullanilacak olan biyokimyasal parametrelerden birisi

CK enzimi olacaktir.

Kas hasarinin arastirilmasinda en sik kullanilan ikinci biyokimyasal belirteg ise

LDH enzimidir. LDH enzimi ise glikolizin anahtar enzimidir. Laktat ve piriivatin
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birbirine dontisimiinii nikotinamid adenin diniikleotid (NAD®) Kkatalizorliigiinde
indiikler. Glikolitik yolun bu 6énemli enzimi biitiin hiicrelerinin stoplazmasinda bulunur.
Akut ya da uzun siireli kas hasar1 veya I/R hasar1 durumlarinda LDH enzimi de CK enzimi
ile birlikte serumda artis gosterir. Rabdomiyolizin en yaygin ve en korkulan
komplikasyonu akut bobrek yetmezligidir ve hastalarin %30’ unda goriiliir. Akut bobrek
yetmezligi olgularinin ise %8’ inde rabdomyoliz gériiliir. Iskelet kas1 sarkolemmasinin
hasar1 sonucunda kas hiicresi 6liimii ve dolagima biiyiik miktarlarda myoglobin salinimi1
olur ve myoglobiniirik akut bobrek yetmezligi olusur. Miyoglobin, 17.000 daltonluk
kiiglik molekiil agirlikli bir globin zinciri i¢inde gevrili, hemoglobine benzer bir hem
pigmentidir (Samlaska and Winfield 1994). iskelet kas1 hasar1 ve sonucunda olusacak
bobrek yetmezliginin takibinde en sik kullanilan ti¢iincli molekiil ise myoglobindir. Tez
calismasindaki sonuglarin biyokimyasal olarak incelenmesinde kullanilacak olan son

belirteg ise; myoglobin proteini olacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun
24.05.2019 tarih, 6 sayili oturumun 100 no’ lu ve 26.09.2019 tarih, 11 sayili oturumun
157 no’ lu karari ile yapildi. Mevcut tez calismasi Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma
Proje Ofisi tarafindan 08.11.2019 tarih 2019/9 nolu toplant1 ve 7460 proje numarasiyla

desteklendi. Tiim ¢alisma ayni1 arastirici tarafindan yuritildi.

Bu calisma Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yapildi ve deney modelimizdeki siganlar da yine ayni merkezden temin
edildi. Calisgmamizda agirliklart 300-350 gr arasinda degisen 56 adet Sprague-Dawley
cinsi eriskin disi sigan kullanildi. Sicanlar randomize segilip sekizer adetten olusan
gruplara ayrildi. Siganlar her kafeste dorder adet olacak sekilde, standart kosullar (21+£2
°C, %40-60 bagil nem ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 1s1k periyodu) altinda, yeteri

kadar yem ve su verilerek barinmalari saglandi.

3.1.  Power Analiz Calismasi

Tarafimizca yapilan 6rnek calismada, orneklem biiyiikliigiinii hesaplayabilmek
icin Atatiirk Universitesi Biyoistatik Anabilim Dali’'nda power analiz calismasi
yaptlmistir. Akut I/R deney modelinde serum CK enzimi iizerinden yapilan analizde,
referans makaledeki I/R grubunda CK degeri 3567+500 olarak goriildii. Ornek
calismadaki I/R+Asist grubunda CK degeri ise 2656+490 olarak tespit edildi (Rosero,
Neémeth et al. 2014). Sonuglarin bu degerlerde anlamli ¢ikabilmesi ig¢in %80 giigte ve %95
giiven diizeyinde her bir grupta en az 6 sican olmasi gerekmekteydi. Deney modeline
uygulanacak olan anestezi ve kardiyak enjeksiyon islemlerindeki risklerden dolay1

calisma, en az 8 adet sigandan olusacak 7 grup seklinde planlandi.
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3.2.  Deney Gruplarmn Isimlendirilmesi

Calismada 56 adet sigan her bir grupta 8 si¢an olacak sekilde 7 farkli gruba ayrildi:

Grup 1 - Kontrol grubu: iskemi yapacak herhangi bir islemin yapilmadig,
anjiyografik, biyokimyasal ve patolojik degerlendirmeler i¢in temel alinacak gruptur. Bu

gruba herhangi bir ilag enjeksiyonu da yapilmamustir.

Grup 2 - I/R grubu: Sag alt ekstremitesinde planlanan iskemi modelinin olusturuldugu;

fakat herhangi bir ila¢ enjeksiyonunun yapilmadigi gruptur.

Grup 3 - I/R + CORM-3 grubu: Sag alt ekstremitesinde planlanan iskemi modelinin
olusturuldugu; 4 saatlik iskemi sonrasi reperflizyondan hemen o6nce CORM-3
molekiiliiniin etkisini incelemek i¢in 10 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) CORM-3

enjeksiyonunun yapildig: gruptur.

Grup 4 — I/R + Gingko biloba ekstresi: Sag alt ekstremitesinde planlanan iskemi
modelinin olusturuldugu; 4 saatlik iskemi sonrasi reperflizyondan hemen dnce GbE
molekiiliiniin etkisini incelemek i¢in 100 mg/kg dozunda i.p. GbE enjeksiyonunun

yapildig1 gruptur.

Grup 5 — I/R + N-Asetilsistein grubu: Sag alt ekstremitesinde planlanan iskemi
modelinin olusturuldugu; 4 saatlik iskemi sonrasi reperfiizyondan hemen once NAC
molekiiliiniin etkisini incelemek i¢in 150 mg/kg dozunda i.p. NAC enjeksiyonunun

yapildig1 gruptur.

Grup 6 — I/R + Pentoksifilin grubu: Sag alt ekstremitesinde planlanan iskemi modelinin
olusturuldugu; 4 saatlik iskemi sonrasi reperfiizyondan hemen oOnce pentoksifilin
molekiiliiniin etkisini incelemek i¢in 40 mg/kg dozunda i.p. pentoksifilin enjeksiyonunun

yapildig1 gruptur.
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Grup 7 — CORM-3 + I/R grubu: CORM-3 molekiiliiniin proflaktik etkisinin
degerlendirilecegi ve iskemiden yaklasik 1 saat 6nce 10 mg/kg dozunda i.p. CORM-3
enjeksiyonun yapilip;  turnike ve Kkilitli kablo bagi ile aymi iskemi modelinin

olusturulacagi gruptur.

3.3.Deney Modelinde Kullanilan Farmakolojik Ajanlar

Sicanlara sevofluran(SEVORANE, Aesica Queenborough Ltd. Ingiltere)
damlatilmis pamuk bulunan kutuda sedasyon saglandiktan sonra 25 mg/kg
ketamin(KETALAR, Pfizer Ilaglar1 Ltd. Sti. Istanbul) ve 10 mg /kg ksilazin
hidrokloriir(BASILAZIN %2, Bavet Ilag istanbul) ile sol gluteal blgeden kas igi anestezi
verildi (Sekil 18). Supin pozisyonda siganlar operasyon masasina yatirildi. Operasyon
sahasi tiras edildi, iyodin soliisyon ile silinip, si¢anlar steril olacak sekilde ortiilerek
cerrahi isleme hazir hale getirildi. Tiim deneysel islemler sirasinda Atatiirk Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yo6nergesine sadik kalindi.

- st RN TS
g ‘.Mﬁ:' i T INE  KEONS
B -

10m1 21 Flakon,

Ketax
500mg/10m
I\mﬂwﬁklhﬁq‘mlw

Streril

45
sevorane® Likid %100
Sevofluran

Sekil 18. Deney icin kullanilan anestezi ilaglar

I/R hasarmi 6nleme ve tedavi etmeye yonelik medikasyonlarin karsilastirilacagi
deney modelinde CORM-3 (AdooQ® Biosience, USA, Katolog numarasi: A14285),
GbE, NAC (Mucinac, Vem Ilag, Istanbul) ve Pentoksifilin (Trentilin, SantaFarma,
Istanbul) kullanildi (Sekil 19). Uretici firma tarafindan -20 °C’ de saklanarak teslim edilen
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CORM-3, oda sicakhiginda ve karanlik ortamda Atatiirk Universitesi Farmakoloji
Anabilim Dali’nda serum fizyolojik ile diliie edildi. Anjiyografik analizler icin de
Indosiyanin yesili (ICG) (IR-125, Laser grade, Acros Organics™, USA, Lot
Numaras1:A0403003 Kod Numarasi: 412541000 ) kullanildi. Biyokimyasal analiz i¢in

gerekli olan biitiin ¢ozeltiler analitik saflikta olacak sekilde hazirlandi.

Sekil 19a. CORM-3 molekiilii Sekil 19b. Gingko biloba ekstrakti

Sekil 19c. NAC molekiilii Sekil 19d. Pentoksifilin molekiilii

Deney gruplarina CORM-3 molekiilii, GbE, NAC ve Pentoksifilin i.p. yoldan
verildi. Toz halindeki CORM-3 molekiiliiniin ¢ozelti haline getirilmesi igin tretici
firmanin direktifleri uygulandi. GbE ise herbaryum numarasi kayitl olan Gingko biloba
yapraklarindan (NGBB 8389, BCNG 9082), Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Botanik Anabilim Dalinda iiretildi ve ilag usiiliine uygun olarak ¢ozelti haline
getirildi. Anjiyografik goriintiilemede kullanilacak olan toz halindeki ICG’ nin ¢ozelti

haline getirilmesi i¢in de yine iiretici firmanin direktifleri uygulandi.
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3.4. I/R Deney Modelinin Olusturulmasi

I/R deney modelinin olusmast igin Atatiirk Universitesi T1ibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi (ATADEM)’ nde tarafimizca 6rnek ¢alisma yapildi ve istenilen
deney modeli elde edildi. Grup 1 kontrol grubu olarak planlandi, Grup 2-3-4-5-6 ise
iIskemi-reperfiizyon gruplari olarak planlanip, baslangigta turnike ile 4 saat iskemi yapildi.
Iskemi turnike altinda Esmarch bandaj (Corvus medical&technical products, istanbul)
kullanilarak yapildi. Sedasyon anestezisi altinda ekstremitenin en distalinden yani ayak
parmaklarindan baglanarak turnike sarilip trokanter major hizasinda sonlandirildi (Sekil
20). Esmarch bandajin dort saatlik iskemi siiresi boyunca gevsememesi ve esit miktarda
iskemi olusturmasi igin kilitli kablo bag1 (2,5x150 mm, Cet-san Elektrik, Ankara) esit bir
sekilde sag alt ekstremitede kilitlenip, istenilen iskemi modelinin olugsmasi saglandi (Sekil
21). Tim gruplarda istenilen iskemi modelinin esit miktarda olusup, alt ekstremiteye ait
nabizlarin tamamen kayboldugunu anlayabilmek i¢in pediyatrik pulse oksimetre cihazi
(NellcorTM, Medtronic USA) ile ekstremitenin en distalinden oksijen saturasyonu ve
nabiz kontrolil yapild: (Sekil 22).

Sekil 20. Esmarch bandaj isleminin uygulanmasi
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Sekil 22. iskemi yapilan sag alt ekstremite iskemi modelinin kontrol edilmesi ve sol alt
ekstremiteyle pulse oksimetre cihazi kullanilarak karsilastirilmasi

Kontrol grubu olan Grup 1 harig, tiim gruplardaki deneklere deney modelinde
anlatildig1 gibi 4 saat iskemi yapildr (Sekil 23). Iskemi siirelerinin tamamlanmasindan
sonra, Grup 1 ve 2’ ye herhangi bir ilag enjeksiyonu yapilmadi; Grup 3-4-5-6 ya ise 4
saatlik iskemi siiresinin sonunda turnike agilmadan once sirastyla CORM-3, GbE, NAC,
Pentoksifilin ilaglarinin i.p. enjeksiyonlari yapildi. Grup 7 ye ise CORM-3 molekiiliiniin
proflaktik etkisini de degerlendirmek amaciyla turnike ile I/R hasari olusturulmadan
yaklagik 1 saat 6nce, intraperitoneal ilag enjeksiyonu yapilip, yine turnike ile 4 saat iskemi

yapildi (Sekil 24).
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Sekil 23. 4 saatlik iskemi siiresi sonrasi sag alt ekstremitenin goriiniimii

Sekil 24. iskemi siiresinin sonunda Grup 2-3-4-5 ve 6 ya ilag enjeksiyonlarinin yapilip,
kilitli kablo baginin agilmasi ve Grup-7 ye iskemiden 1 saat dnce proflaktik CORM-3
enjeksiyonunun yapilmast

3.5. Verilerin Elde Edilmesi
3.5.1. Biyokimyasal Verilerin Elde Edilmesi

Tiim gruplarda turnike agildiktan yani reperfiizyondan 4 saat sonra, kalp atimi parmak

ucuyla palpe edilip sternumun solundan, interkostal aralik kullanilarak kalbe girildi ve 25
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Gauche (G) igne ucu kullanilarak intrakardiyak yoldan CK, LDH ve Myoglobin
calisilmasi igin yaklagik olarak 3 cc kan 6rnegi alinip biyokimya tiiplerine transfer edildi
(Bayramigli 2005) (Sekil 25). Biyokimyasal incelemeler sonrasi elde edilen degerler
kontrol (Grup 1) ve iskemi (Grup 2) gruplariyla karsilastirildi.

Sekil 25. Biyokimyasal degerlendirmeler i¢in kan 6rnegi alinmasi

3.5.2. ICG Kullamlarak SPY Cihaz ile Anjiyografik Ol¢iimlerin Yapilmasi

Enzim 6l¢limleri i¢in yeterli miktarda kan 6rnegi alindiktan sonra, deney modelindeki
sonuclarin degerlendirilmesinde kullanilacak olan ikinci parametre ise, SPY Floresan
Goriintiileme Sistemi (Novadaq Technologies Inc, Richmond, British Columbia, Kanada)
ile ekstremite perfiizyonunun degerlendirilmesidir. SPY, ¢esitli cerrahi islemler sirasinda
lenfatikler ve kan damarlart dahil dokularin dolasimi ve perflizyonunu yakin kizilotesi
floresans 1sinlarla goriintiilemekte kullanilan bir cithazdir. SPY cihazinda anjiografik
goriintiileme maddesi olarak *’Indosiyanin yesili’> (Indocyanine green) (ICG) kullanild.
ICG, steril, suda ¢oziinen, trikarbosiyanin bir boyadir ve kan plazmas1 ve kandaki tepe
spektral absorbsiyonu 800-810 nanometre (nm) olan bir maddedir. Intrakardiyak
enjeksiyonla 0,3 mg/kg dozunda indosiyanin yesili enjekte edilip, anlik doku perfiizyon
goriintliilemesi yapan SPY cihazi ile ekstremite perflizyonu anjiyografik ve anjiyozomik
olarak degerlendirildi (Sekil 26). Gruplardaki tiim siganlarda ortak referans nokta olarak
kuyruk proksimali SPY cihazi ile %100 olarak belirlendi. Sican sag alt ekstremite
proksimali yani trochanter major, ekstremitenin orta noktasi yani diz eklemi (articulatio
genu) ve turnike yapilan bolgenin en distali olan ayak parmaklar: (distal falanks) hizasi

referans anatomik noktalar olarak kullanilip iskemi-reperfiizyon hasarina ugramayan sol
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ekstremiteki ayni noktalar ile karsilastirildi ve deney gruplarinin ortalamalari alinarak

sonuglara gore istatistiksel analizleri yapild1 (Sekil 27).

Sekil 27a. Kontrol grubundaki bir sicana ait olan SPY goriintiileri
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Sekil 27b. Kontrol grubundaki bir sigana ait olan yiizdelik cinsinden SPY goriintiileri

3.5.3. Patolojik Verilerin Elde Edilmesi

Son olarak deneklerin gastroknemius kaslar1 patolojik degerlendirme amaciyla total
olarak alindi1 ve %10’luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildikten sonra doku takip
cihazinda 14 saat doku takip islemi yapildi, daha sonra parafine gémiiliip, 5 mikronluk
kesitler alind1 ve I/R ¢alismalarinda rutin olarak kullanilan Hematoksilen-Eozin ile
boyandi. Patolojik preperatlar morfolojik olarak 1sik mikroskobunda degerlendirildi.
Gastroknemius preperatlarinda kas hasarinin  degerlendirilmesinde; ¢izgilenme
(striasyon) kaybi, periferal ¢ekirdeklerde (nukleuslarda) belirsizlik, nekroz, hiicresel
sisme, 6dem, kapillerde PMNL birikimi, dokuda PMNL birikimi, konjesyon, hemoraji,
monosit-makrofaj infiltrasyonu gibi Kkriterler esas alindi. Gastroknemius kas ornekleri
kontrol, iskemi grubu ve gruplar arasinda karsilastirilarak degerlendirmeye alindi.
Kesitler patolojik degerlendirme kriterlerine gore yok (0) , hafif (1), orta (2), siddetli (3)
olarak degerlendirildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Kontrol ve I/R gruplarindan gastroknemius kas 6rneklerinin alinmasi

3.5.4. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizinde Statistical Package for the Social Sciences (SPSS v20) programi
kullanildi. Kategorik degiskenler say1 ve yiizde, numerik degiskenler ise ortalama ve
standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasi degerlendirmelerde Kruskal Wallis varyans
analizi, post-hoc degerlendirmelerde Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ve
grup ic¢i degerlendirmelerde ise Wilcoxon testi kullanildi. Analizlerde istatistiksel

anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1.  Viicut Agirhklan

Her grupta sekizer adet olmak tizere toplam 56 adet sigan bulunmakta ve gruplardaki
hayvanlarin viicut agirliklar1 ortalamasi 315,64 + 25,44 idi. Gruplarin viicut agirlig

dagilimlar1 benzerdi (p>0,05).

I/R deney modelinde gruplarin viicut agirliklarina iliskin tanimlayici istatistikleri

Tablo 2’ de ve Sekil 29’ da sunuldu.

Tablo 2. Gruplardaki hayvanlarin viicut agirligi tanimlayici istatistikleri

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Qs)
Gl 301,25 £ 21,00 298,50 (289,25-322,25)
G2 300,25 £ 29,76 300,00 (281,00-313,00)
G3 301,63+ 11,74 298,50 (290,75-312,50)
G4 333,38 £ 22,20 324,50 (315,25-351,00)
G5 333,75+ 19,42 331,50 (318,00-354,50)
G6 326,00 + 29,65 335,00 (298,25-351,00)
G7 313,25 + 16,60 314,00 (296,75-323,00)

380,00

360,00 [+] —I—
340,00 T
——

320,00 __ T
300,00
— 1
280,00 L
260000

Sekil 29. Gruplardaki ortalama viicut agirhig1 dagilimlar
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4.2.  Gastroknemius Kas Agirhiklar:

Patolojik degerlendirmeler i¢in gruplardaki tiim siganlarin gastroknemius kaslari
formal ile fikse edilmeden hemen 6nce hassas terazi ile tartildi. Gruplardaki hayvanlarin
gastroknemius kas agirliklart ortalamasi 2,19 + 0,47 gr olup, istatistiksel olarak G1-G3
(p<0,001), G1-G4 (p=0,001), G1-G5 (p<0,001), G1-G6 (p=0,001) arasinda
gastroknemius agirlik dagilimlar1 agisindan anlamhi diizeyde fark vardi. Gruplardaki
hayvanlarin gastroknemius kas agirliklarina iliskin tanimlayici istatistikler Tablo 3 te ve

Sekil 30’ da sunuldu.

Tablo 3. Gruplardaki hayvanlarin gastroknemius kas agirlig1 tanimlayici istatistikleri

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Qs)
Gl 1,57 +0,30 1,62 (1,27-1,82)
G2 1,88 + 0,40 1,86 (1,68-2,24)
G3 2,41+0,24 2,40 (2,19-2,63)
G4 2,38 +0.39 2,58 (2,03-2,63)
G5 2,54 +0,51 2,55 (2,03-3,02)
G6 2,39+0,41 2,45 (2,15-2,62)
G7 2,20+ 0,19 2,25 (1,98-2,33)

3,507
3,00 T

T T
2 50

i —
200 1
1,50 -
1,00 T T T T T T T
1 G2 G3 G4 G5 GG G7

Sekil 30. Gruplardaki ortalama gastroknemius kas agirligi dagilimlar
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4.3.Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. CK Enzim Aktivitesi

CK enzim aktiviteleri 6l¢iimiinde, insan CK kiti kullanildi. Grup 2 de bir, diger
tim gruplarda ikiser adet sonug, muhtemel plazma numunelerinin hemolizli olabilecegi
degerlendirildiginden hesaplamalarda dikkate alinmadi. CK dagilimlaria bakildiginda;
G1-G2 (p=0,002), G2-G7 (p<0,001), G4-G7 (p<0,001), G5-G7 (p=0,001) arasinda

anlamli diizeyde fark bulunmaktaydi. Gruplardaki hayvanlarin CK enzim degerleri

dagilimlar1 Tablo 4 ve Sekil 31° de sunuldu.

Tablo 4. Gruplardaki ortalama CK enzim degerleri (U/L cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Qs)
Gl 144,00 + 145,18 89,00 (24,25-318,25)
G2 22.621,00 + 37.278,63 4.347,00 (391,00-52.699,00)
G3 1.175,50 + 977,45 1.062,50 (161,00-2.276,00)
G4 2.223,50 +£788,52  2.455,00 (1.262,25-2.946,00)
G5 2.325,17 + 1.530,57 2.317,50 (990,75-3.939,75)
G6 1.528,33 + 970,56 1.297,00 (685,50-2.282,50)
G7 26,00 + 21,11 25,50 (3,50-48,75)
CK U/L
25000,00
20000,00
15000,00
10000,00
5000,00
000  — [ [] [ ] .
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 31. Gruplardaki ortalama CK enzim degerleri (U/L cinsinden)
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4.3.2. LDH Enzim Aktivitesi

LDH enzim aktivitelerinin 6lgtimiinde, insan LDH kiti kullanildi. Grup 7’ nin
degerleri sekiz sigan iizerinden hesaplanirken, Grup 1 ve 2 de birer, Grup 3 ve 5 te ikiser,
Grup 4’ te {iig, Grup 6’ da ise dort Olgiim numunesinin hemolizli olabilecegi
degerlendirildiginden hesaplamalarda dikkate alinmadi. LDH dagilimlarina gore
degerlendirildiginde; G1-G4 (p=0,001), G1-G5 (p<0,001), G1-G6 (p<0,001), G4-G7
(p=0,002), G5-G7 (p=0,001), G6-G7 (p=0,001) arasinda anlaml diizeyde fark vardu.
Gruplardaki hayvanlarin LDH enzim degerleri dagilimlari Tablo 5 ve Sekil 32° de

sunuldu.
Tablo 5. Gruplardaki ortalama LDH enzim degerleri (U/L cinsinden)
Gruplar Ortalama £ SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 144,00 + 145,18 89,00 (24,25-318,25)
G2 22.621,00 £ 37.278,63  4.347,00 (391,00-52.699,00)
G3 1.175,50 + 977,45 1.062,50 (161,00-2.276,00)
G4 2.223,50 £ 788,52  2.455,00 (1.262,25-2.946,00)
G5 2.325,17 +1.530,57 2.317,50 (990,75-3.939,75)
G6 1.528,33 £ 970,56 1.297,00 (685,50-2.282,50)
G7 26,00+ 21,11 25,50 (3,50-48,75)
LDH U/L
3500,00
3000,00

2500,00

2000,00
1500,00
1000,00
500,00 I
0,00 . .
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 32. Gruplardaki ortalama LDH enzim degerleri (U/L cinsinden)
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4.3.3. Myoglobin Degerleri

Myoglobin degerleri i¢in, rat myoglobin ELISA 6l¢iim kiti (Bioassay Technology
Labotary, Shanghai, China) kullanildi. Myoglobin 6l¢timleri i¢in tiim gruplar sekizer
sican lizerinden degerlendirildi. Myoglobin deger dagilimlarina bakildiginda; G2-G7
(p<0,001), G4-G7 (p<0,001), G5-G7 (p<0,001) ve G6-G7 (p<0,001) arasinda anlaml
diizeyde fark bulundu. Myoglobin degerleri dagilimlar1 Tablo 6 ve Sekil 33’ de

gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplardaki ortalama Myoglobin degerleri (ng/ml cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Qs)
Gl 255,06 + 23,65 254,09 (232,99-273,11)
G2 305,19 + 35,55 302,05 (280,67-335,01)
G3 247,56 + 36,63 252,73 (211,17-264,93)
G4 293,57 + 18,65 293,57 (279,51-293,57)
G5 294,81 + 31,53 294,81 (267,25-327,22)
G6 292,27 + 28,35 292,42 (269,10-301,14)
G7 163,30 + 62,54 141,15 (113,11-227,18)

Myoglobin ng/ml
350,00

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 33. Gruplardaki ortalama Myoglobin degerleri (ng/ml cinsinden)
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4.4.SPY ile Elde Edilen Anjiyografik Bulgular

SPY’ daki goriintiilemeler 90 saniye boyunca saniyede 25 goriintii olacak sekilde
kaydedildi. Degerlendirmede tiim siganlarda kuyruk ve ekstremite goriintiilenmesinin en
net oldugu yaklasik olarak 30. saniyedeki dl¢iimler kullanildi. Her bir gruptan birer adet
sicana ait SYP ornegi Sekil 34’ de sunuldu. Tiim siganlarda kuyruk proksimali %100

olarak kabul edildikten sonra, proksimal( trochanter major), middle( articulatio genu) ve

distal ( digital falankslar) bolgelere ait 6lgiimler sag/sol ekstremitede ayri ayri olacak
sekilde elde edildi.

Sekil 34b. Grup 2- I/R
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Contourlevel: 1%

Sekil 34c. Grup 3- I/IR+CORM-3

Contourlevel: 1%
Gain: 1.1x

Zoom: 10

Contourlevél: 1% - ved Baseline| Contourlevel: 1%
Gain: 4.3 P Gain:4.3x

Zoom: |3 zoom: 1.3

Sekil 34e. Grup 5- I/R+ NAC

66



Sekil 34g. Grup 7- CORM-3+ I/R
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G1 harig tiim gruplarda sag/sol perfiizyon dagilimlar1 agisindan anlamli fark vard.
Sag proksimal SPY degerleri dagilimlarina bakildiginda; G2-G3 (p<0,001), G2-G6
(p<0,001), G2-G7 (p<0,001), G4-G3 (p<0,001), G4-G7 (p<0,001), G5-G3 (p=0,002),
G5-G7 (p<0,001) arasinda anlamli diizeyde fark vardi. Gruplardaki hayvanlarin sag

proksimal ekstremite i¢cin SPY degerlerinin dagilimi Tablo 7 ve Sekil 35 de sunuldu.

Tablo 7. Sag proksimal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 101,00 + 2,44 100,00 (100,00-100,75)
G2 48,25+ 5,14 49,50 (45,75-50,00)
G3 149,63 + 40,01 128,50 (117,75-194,00)
G4 74,25 £ 7,40 74,00 (70,00-81,50)
G5 83,63 + 4,34 82,00 (80,00-88,75)
G6 116,38 £2,26 117,50 (114,50-118,00)
G7 185,25 +30,47 197,50 (160,50-206,75)
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Sag proksimal ylzdelik ortalamasi

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 35. Sag proksimal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)
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Sol proksimal SPY degeri dagilimlarina bakildiginda; G1-G3 (p<0,001), G1-G6
(p<0,001), G1-G7 (p<0,001), G2-G3 (p<0,001), G2-G6 (p=0,002), G2-G7 (p<0,001),
G4-G3 (p=0,001) ve G4-G7 (p<0,001) arasinda anlamli diizeyde fark bulunuyordu. Sol
ekstremite proksimali i¢in SPY degerlerine iliskin dagilimlar Tablo 8 ve Sekil 36’ da

sunuldu.

Tablo 8. Sol proksimal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 101,00 + 2,44 100,00 (100,00-100,75)
G2 104,25 + 3,01 105,00 (100,75-106,75)
G3 179,88 + 46,36 183,00 (134,75-203,75)
G4 107,25 +£2,18 107,00 (106,25-109,00)
G5 115,88 £4,39 115,00 (112,00-120,00)
G6 137,00 + 16,47 134,00 (123,75-142,25)
G7 202,13 £ 31,69 204,50 (182,50-228,75)

Sol proksimal ytizdelik ortalamasi

250,00
200,00

150,00

100,00
50,00 I I
0,00
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 36. Sol proksimal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)
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Sag middle SPY degerlerinin dagilimlarina bakildiginda, G2-G1 (p=0,001), G2-
G3 (p<0,001), G2-G6 (p<0,001), G2-G7 (p<0,001), G4-G3 (p<0,001), G4-G7 (p<0,001),
G5-G3 (p=0,002) ve G5-G7 (p<0,001) arasinda anlamli diizeyde fark vardi. Sag
ekstremite middle icin SPY degerlerine iliskin dagilimlar Tablo 9 ve Sekil 37’ de sunuldu.

Tablo 9. Sag middle SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 101,62 +4,20 100,00 (100,00-100,75)
G2 49,75+ 7,95 48,00 (45,00-58,25)
G3 125,25 £ 21,04 117,00 (112,00-145,50)
G4 68,37 + 3,92 68,50 (68,00-70,00)
G5 73,25 + 6,38 75,00 (69,50-77,50)
G6 102,75 £5,25 100,00 (100,00-104,25)
G7 232,75 £ 49,36 240,50 (215,75-269,50)

Sag middle ylzdelik ortalamasi

250,0000
200,0000

150,0000

100,0000
- I I I I I
0,0000
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 37. Sag middle SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)
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Sol middle SPY degerlerinin dagilimina bakildiginda, G1-G3 (p<0,001), G1-G6
(p=0,001), G1-G7 (p<0,001) ve G2-G3 (p<0,001), G2-G6 (p=0,002), G2-G7 (p<0,001)
ve G4-G3 (p=0,002), G4-G7 (p<0,001) arasinda anlamli diizeyde fark vardi. Sol
ekstremite middle icin SPY degerlerine iliskin dagilimlar Tablo 10 ve Sekil 38’ de

sunuldu.

Tablo 10. Sol middle SPY degerleri (ylizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Qs)
Gl 101,62 + 3,85 100,00 (100,00-101,50)
G2 103,62 + 4,53 101,00 (100,00-108,75)
G3 154,75 £24,92 151,00 (133,00-172,75)
G4 109,12 + 3,79 108,50 (106,25-113,00)
G5 116,25 +4,23 116,50 (112,00-120,00)
G6 124,25 £2,25 125,00 (122,00-126,00)
G7 262,00 + 25,93 268,00 (232,75-284,25)

Sol middle yuzdelik ortalamasi

300,0000
250,0000
200,0000

150,0000

100,0000
50,0000 I I
0,0000
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 38. Sol middle SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)
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Sag distal SPY degerlerinin dagilimima bakildiginda, G2-G1 (p<0,001), G2-G3
(p<0,001), G2-G7 ve G4-G1 (P=0,02), G4-G3 (p<0,001), G4-G7 (p<0,001) ve G5-G7
(p<0,001) arasinda anlamli diizeyde fark vardi. Sag ekstremite distali i¢cin SPY
degerlerine iligkin dagilimlar Tablo 11 ve Sekil 39’ da sunuldu.

Tablo 11. Sag distal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 103,88 +4,85 102,50 (100,00-106,00)
G2 23,50+ 7,46 24,00 (15,25-30,75)
G3 118,50 £ 26,20 113,00 (100,00-123,75)
G4 35,88 £4,15 37,00 (31,50-38,75)
G5 42,25 +2,96 42,00 (40,00-44,75)
G6 85,00 10,51 83,00 (80,00-88,00)
G7 234,38 £9,03 236,00 (230,00-237,75)

Sag distal yuzdelik ortalamasi

250,00

200,00
150,00
100,00
50,00 I
N 1 B
G4 G5 G6 G7

G1 G2 G3

Sekil 39. Sag distal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)
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Sol distal SPY degerlerinin dagilimina bakildiginda G1-G3 (p<0,001), G1-G6
(p<0,001), G1-G7 (p<0,001) ve G2-G3 (p=0,001), G2-G6 (p=0,001), G2-G7 (p<0,001)
ve G4-G7 (p<0,001) anlamli diizeyde fark vardi. Sag ekstremite distali i¢in SPY
degerlerine iligkin dagilimlar Tablo 11 ve Sekil 39’ da sunuldu.

Tablo 12. Sol distal SPY degerleri (yiizdelik cinsinden)

Gruplar Ortalama + SS Ortanca (Q1-Q3)
Gl 103,88 +4,85 102,50 (100,00-106,00)
G2 105,38 + 5,18 105,00 (100,00-111,25)
G3 136,13 + 24,63 132,50 (117,75-156,00)
G4 111,50 £ 4,98 111,00 (107,25-116,75)
G5 117,50 + 3,92 118,50 (113,00-120,75)
G6 124,00 £ 2,72 124,50 (121,25-126,75)
G7 253,25 +17,05 254,50 (236,25-266,75)

Sol distal yuzdelik ortalamasi

300,00
250,00
200,00

150,00

100,00
50,00 I
0,00
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 40. Sol distal SPY degerleri (ylizdelik cinsinden)
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4.5. Patolojik Bulgular

Grup 1 — Kontrol: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslarinin
histopatolojik olarak inceleme sonuglari, ’normal histolojik goriiniim’’ olarak raporlandi
(Sekil 41).

Sekil 41. Gastroknemius kasi, normal histolojik goriiniim, H&E, Bar: 50um.

Grup 2 — I/R: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslar1 histopatolojik
olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda ¢ok siddetli diizeyde hemoraji, konjesyon,
perifer niikleuslarda belirsizlik, seliiler sisme, mononiikleer hiicre infiltrasyonlari,
polimorf hiicre infiltrasyonu, perifer niikleuslarda belirsizlik, seliiler sisme ve siddetli
diizeyde 6dem belirlendi (Sekil 42). Ek olarak kas liflerinde dejenerasyon ve nekroz tespit
edildi (Sekil 43).
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Sekil 42. Grup 2-1/R, gastroknemius kas1 histopatolojik goriiniimii, kas lifleri
araliklarinda siddetli diizeyde, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin oklar), polimorf
hiicre infiltrasyonu (ince oklar), konjesyon (yildiz), hemoraji (maga), H&E, Bar: 50pum.
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Sekil 43. Grup 2-1/R, gastroknemius kasi histopatolojik goriiniimii, kas liflerinde
nekroz (ok baslari), kas lifleri arasinda 6dem (bos yildizlar), hemoraji (magalar), H&E,
Bar: 50pm.
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Grup 3 — I/R+CORM-3: Bu grupta bulunan si¢anlarin gastroknemius kaslari
histopatolojik olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda hafif diizeyde konjesyon,
mononiikleer/ polimorf hiicre infiltrasyonlar1 belirlendi. Hafif diizeyde perifer
niikleuslarda belirsizlik ve seliiler sisme mevcuttu. Odem, diger gruplarla kiyaslandiginda
G7’ deki gibi yok denecek kadar azdi (Sekil 44). IR grubuyla kiyaslandiginda anlamli
fark P<0,05 tespit edildi.

Sekil 44. Grup 3- I/R+CORM3, gastroknemius kas1 histopatolojik goriiniimii,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin oklar), polimorf hiicre infiltrasyonu (ince ok),
kas lifleri arasinda 6dem (bos yildiz), konjesyon, H&E, Bar: 50um.

Grup 4 — I/R+GbE: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslar
histopatolojik olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda orta diizeyde mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, hafif diizeyde polimorf hiicre infiltrasyonu ve konjesyon tespit edildi.
Medikasyon verilen diger gruplara gore perifer niikleuslarda belirsizlik ve seliiler sisme

daha siddetliydi (Sekil 45).
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Sekil 45. Grup 4- I/R+GbE, gastroknemius kasi histopatolojik goriiniimii, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (kalin ok), polimorf hiicre infiltrasyonu (ince ok), kas lifleri
arasinda 6dem (bos yi1ldiz), konjesyon (yildiz), H&E, Bar: 50um.

Grup 5 — I/R+NAC: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslar
histopatolojik olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda orta siddette 6dem, hafif diizeyde
mononiikleer/polimorf hiicre infiltrasyonu ve konjesyon, perifer niikleuslarda belirsizlik
ve seliiler sisme ve diger gruplara gére artmis oranda kas liflerinde nekroz belirlendi
(Sekil 46).
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Sekil 46. Grup 5- I/R+NAC grup, gastroknemius kas1 histopatolojik gériiniimii, orta
siddette 6dem (bos yi1ldiz), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin 0k), polimorf hiicre
infiltrasyonu (ince ok), konjesyon (yildiz), nekroz (ok basi1), H&E, Bar: 50um.

Grup 6 — I/R+Pentoksifilin: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslari
histopatolojik olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda ¢ok hafif siddette 6dem, perifer
niikleuslarda belirsizlik, seliiler sisme, mononiikleer/polimorf hiicre infiltrasyonu ve
damarlarda konjesyon tespit edildi (Sekil 47). I/R grubuyla kiyaslandiginda
degisikliklerin dagilimi agisindan anlamli fark saptandi (P<0,05).
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Sekil 47. Grup 6- I/R+Pentoksifilin, gastroknemius kasi1 histopatolojik goriiniimii, 6dem
(bos yildizlar), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin 0k), polimorf hiicre
infiltrasyonu (ince ok), konjesyon (yildizlar), H&E, Bar: 50um.

Grup 7 - Corm 3+I/R grup: Bu grupta bulunan siganlarin gastroknemius kaslari
histopatolojik olarak incelendiginde; kas lifleri arasinda hafif diizeyde 6dem, konjesyon,
perifer niikleuslarda belirsizlik ve seliiler sisme tespit edildi (Sekil 48). I/R grubuyla
kiyaslandiginda degisikliklerin dagilimi1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
gozlendi (P<0,05). Histopatolojik bulgular Tablo 13’ de 6zetlendi.
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Sekil 48. Grup 7- CORM3+I/R, gastroknemius kas1 histopatolojik goriintimii, hafif
diizeyde 6dem (bos yildizlar), konjesyon (yildizlar), H&E, Bar: 50um.

Kesitler patolojik degerlendirme kriterlerine gore yok (0), hafif (1), orta (2),
siddetli (3) olarak siniflandirildi. Ki kare analizi i¢in gereklilikleri karsilayacak kadar veri
bulunmamasi nedeniyle patolojik degerlendirmede kullanilan siniflama verileri puan
olarak kabul edildi ve istatistiksel analizler bu sekilde yiiriitiildii. Sirasiyla periferik
cekirdeklerde(nukleuslarda) belirsizlik, nekroz, hiicresel sisme, odem, kapillerde PMNL
infiltrasyonu, dokuda PMNL infiltrasyonu, konjesyon, hemoraji, monosit-makrofaj

infiltrasyonu kriterlerine gore elde edilen sonuglar degerlendirildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Gruplardaki hayvanlarda histopatolojik bulgularin dagilimi

Periferik Hii 1 Kapiller Doku Monosit/Makrofai
Grup niikleuslarda  Nekroz UCTESEL ™ Bdem PMNL PMNL Konjesyon Hemoraji o J
- sisme - . infiltrasyonu

belirsizlik infilrasyonu infiltrasyonu
Ort 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Qs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ort 2,00 2,00 2,00 3,00 3,00 3,00 3,00 1,50 2,00
G2 O 2,00 2,00 2,00 3,00 2,25 2,25 3,00 1,00 2,00
Qs 2,75 2,00 2,75 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 2,00
Ort 1,00 0,50 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00
G3 O 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,25
Qs 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00
Ort 2,00 0,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50 1,00
G4 O 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00
Qs 2,00 0,75 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Ort 1,00 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 1,00 0,00 1,00
G5 1 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00
Qs 1,75 1,75 1,75 1,00 1,00 1,00 1,00 0,75 1,00
Ort 1,00 0,00 1,00 0,50 0,00 0,50 1,00 0,00 1,00
G6 Qi 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
Qs 1,75 1,00 1,75 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Ort 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
G7 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00
Qs 1,00 0,00 1,00 0,00 0,75 0,75 1,00 0,00 0,00

Ort: Ortanca, Q1: 1. Kuartil, Qs: 3. Kuartil
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Periferik niikleuslarda belirsizlik kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-
G2 (p<0.001), G1-G4 (p<0.001), G1-G5 (p=0.001), G1-G6 (p=0.001), G3-G2 (p=0.001),
G7-G2 (p=0.001) arasinda anlamli diizeyde fark vardi.

Nekroz kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2 (p<0.001), G7-G2
(p<0.001) ve G4-G2 (p=0.001) arasinda anlaml1 diizeyde fark vardir.

Hiicresel sisme kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2 (p<0.001), G1-
G4 (p<0.001), G1-G5 (p=0.001), G1-G6 (p=0.001), G3-G2 (p=0.001), G7-G2 (p=0.001),
G3-G4 (p=0.02), G7-G4 (p=0.02) arasinda da anlaml diizeyde fark vardir.

Odem kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2 (p<0.001), G3-G2
(p<0.001), G6-G2 (p=0.01), G7-G2 (p<0.001) arasinda anlamli diizeyde fark oldugu

gozlendi.

Kapiller PMNL infiltrasyonu kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2
(p<0.001), G4-G2 (p=0.02), G5-G2 (p<0.001), G6-G2 (p<0.001), G7-G2 (p<0.001)

arasinda anlamli diizeyde fark saptandi.

Dokuda PMNL infiltrasyonu kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2
(p<0.001), G1-G3 (p=0.02), G1-G5 (p=0.01), G6-G2 (p<0.001), G7-G2 (p<0.001)

arasinda anlamli diizeyde fark oldugu gozlendi.

Konjesyon kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2 (p<0.001), G1-
G3(p<0.001), G1-G5 (p=0.01), G1-G6 (p=0.01), G4-G2 (p<0.001), G5-G2 (p=0.02), G6-
G2 (p=0.02), G7-G2 (p<0.001) arasinda anlaml1 diizeyde fark gozlendi.

Hemoraji kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2 (p<0.001), G3-G2

(p=0.002), G5-G2 (p<0.001), G6-G2 (P=0.02), G7-G2 (p<0.001), arasinda anlamli
diizeyde fark saptanda.
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Monosit/makrofaj infiltrasyonu kriterinin istatistiksel analizi yapildiginda; G1-G2
(p<0.001), G6-G2 (p=0.001), G7-G2 (p<0.001) olmak iizere anlamli diizeyde fark

saptandi.
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5. TARTISMA

Ekstremitenin akut iskemisi; akut arteryel okliizyon, periferik vaskiiler cerrahi,
crush travma, periferik vaskiiler travma ya da ekstremitelerin replantasyonu esnasinda
karsilasilan bir durumdur. Ekstremiteye reperfiizyonun tamamen saglanmasiyla gelisen
sistemik inflamatuar yanit ekstremitenin kaybi, akut bobrek ve solunum yetmezligi,
multipl organ disfonksiyonu gibi morbiditeler ve hatta 6liimle sonuglanabilir. Cerrahi
miidehalede gecikme ise bu riski daha ¢ok artirir. Iskelet kasi iskemik hasara en hassas
dokulardan birisi oldugu igin, alt ekstremite I/R hasarinda merkezi bir rolii vardir.

Reperfiizyon hasarinin prognozu, kas hasar1 miktarina baglidir (Aksu, Yiiksel et al. 2015).

Serbest doku transferi, replantasyonlar gibi mikrocerrahi prosediirler,
reperfliizyonun takip ettigi 1.5-4 saat arasinda zorunlu iskemik siireyi igerirler.
Postrevaskiilarizasyon sendromuyla iligkili olan iskemi; kompartman sendromu,
rabdomiyoliz, asidoz, hiperkalsemi, hipovolemik sok, organ yetmezlikleri, amputasyon
ve hatta 6liim gibi lokal ve genel komplikasyonlara yol acar. Replante ekstremite ve
transplant yapilan kas fonsiyonunun daha iyi restore edilmesi, sadece iskemi siiresinin
kisa olmasina degil ayn1 zamanda iskelet kaslarindaki postiskemik reperfiizyon hasarinin
da minimumda olmasina baghdir(Arieli, Nahmany et al. 2008). Plastik cerrahi klinik
pratiginde flep, replantasyon ve transplantasyon uygulamalarinda iskelet kaslarinda
gelisen I/R hasarinin tedavisinde heniiz cerrahi ya da medikal kiir saglanamamasi lizerine
mevcut tez ¢alismasi yapilmistir. Planlanan alt ekstremite I/R modellerinden Strock’ un
1969 yilinda tanimladig1 turnike modeli uygulanarak sigan alt ekstremite kaslarinda
iskemi olusturulmustur (Strock and Majno 1969). Barie’ nin ¢aligmasinda da belirttigi
gibi turnike uygulanmasi, kan akiminin tamamen kesildigi ve tam bir iskeminin
saglanabildigi kanitlanmis tek modeldir (Barie and Mullins 1988). Planlanan 6zgiin I/R
modelinin bu ¢alismalardan farki, ekstremitenin en distalinden yani ayak parmaklarindan
baslanarak, ekstremitenin en proksimaline yani trochanter majore kadar turnikeyle
ekstremitenin tiim kan1 bosaltildiktan sonra, mevcut iskeminin devaminin saglanabilmesi
icin uzunlugu sabit kilitli kablo baginin esit miktarda, trochanter majér g¢entigine
sabitlenmesi ve her bir denekte pediyatrik pulse oksimetre cihazi ile nabiz ve

saturasyonun olmadiginin kontrol edilmesidir.
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Reperfiizyon hasarina iligkin, 2 saatin {izerinde bir reperfiizyon zamaninin
muskuler lezyonlarin olugmasi igin yeterli olduguna dair literatiirde bir¢ok calisma
mevcuttur (Appell, Duarte et al. 1997, da Cruz, Massuda et al. 1997). Literatiirde farkli
sayilarda iskemi ve daha sonra reperfiizyon siireleri bulunmasina ragmen tarafimizca
CORM-3 molekiilii hakkinda da literatiire katki saglanmasi amaciyla, Bihari ve
arkadaslarindan farkli olarak daha az kullanilmis olan 4 saat iskemi ve 4 saat reperfiizyon
stiresi tercih edilmistir. CORM-3 ve diger molekiillerin enjeksiyonunda ise Bihari ve
arkadaglariin yaptigi gibi i.p. yol ilag enjeksiyonu igin kullanildi (Bihari, Cepinskas et
al. 2017).

Biyokimyasal kan numunelerinin aliminda Bayramigli’ nin tarif ettigi
intrakardiyak yol kullanldi (Bayramigli 2005). Iskelet kasi hasarmin belirlenmesi i¢in
Rosero, Arieli, Tiryakioglu ve Murata’ nin ¢aligmalarindaki gibi CK ve LDH, bobrek
hasarinin takibi amaciyla da Junior’ un makalesindeki gibi myoglobin 6l¢timleri yapildi
(Arieli, Nahmany et al. 2008, Murata, Nozaki et al. 2012, Souza Junior, Moreira Neto et
al. 2013, Rosero, Németh et al. 2014, Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Anjiyografik
goriintiilemede i¢in ise literatiirde Miicke ve arkadaslarinin sican epigastrik fleplerinde
femoral vene katater yerlestirerek, insan ¢alismalarinda ise Beckler ve arkadaslarinin
serbest fibula flebinde, Venturi ve arkadaslarinin nipple takibinde, Yang ve arkadaslarinin
alt ekstremite ampiitasyon takibinde intravendz yolla, Shih ve arkadaslarmin ise
lenfatikovendz anastomozlarin takibinde intradermal yolla ICG enjeksiyonunun yapildig:
teknikler mevcuttu (Beckler, Ezzat et al. 2015, Shih, Shakir et al. 2016, Miicke, Fichter
et al. 2017, Venturi, Mesbahi et al. 2017, Yang, Hartranft et al. 2018). Biyokimyasal
degerlendirmeler i¢in numuneler alindiktan sonra; diger ¢aligmalardan farkli olarak alt
ekstremite anjiyografisi i¢in deney hayvanlarinda ICG enjeksiyonu literatiirde ilk defa
intrakardiyak yolla yapildi. Patolojik kriterlerin degerlendirilmesinde ise Tiryakioglu ve
arkadaglarinin akut aortik I/R iizerinde ilioprost ve NAC molekiiliiniin etkilerini
inceledigi calismanin patoloji kriterleri kullanildi (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Bu
calismadan farkli olarak PMNL infiltrasyonu kapillerde ve dokularda ayri ayr1 olacak
sekilde incelendi.
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CORM-3 molekiiliiniin etkilerinin GbE, NAC ve Pentoksifilin ile karsilastirildig
tez caligmasinda siganlarin gastroknemius kas agirliklarina bakildiginda Grup 2 ve 7
harig, tiim gruplarin Grup 1 yani kontrol grubuyla arasinda anlamli derecede fark vardi.
Bu reperflizyon dncesi yapilan ilag enjeksiyonlarinin makroskobik olarak kas kiitlesini
artmasini  engelleyemedigini, fakat iskemi Oncesi yapilan enjeksiyonun ise
engelleyebildigini  diislindiirdi. CORM-3 dozunun 0&rnek alindigt Bihari’ nin
makalesinde, GbE dozunun 6rnek alindigi Sambuy’ un makalesinde ve NAC ile
Pentoksifilin dozunun 6rnek alindigi Takhtfooladi’ nin makalesinde de enjeksiyonlar
reperfiizyon dncesinde yapilmist1 (Sambuy, Costa et al. 2012, Takhtfooladi, Hesaraki et
al. 2016, Bihari, Chung et al. 2019). Iskemi 6ncesi Proflaktik CORM-3 molekiiliiniin
uygulandigi Grup 7’ de bu farkin olmamasi, makroskobik olarak kabaca proflaktik
CORM-3 kullaniminin, kiiratif CORM-3 kullanimindan daha yararli olabilecegini
diisiindiirebilir; fakat bunun i¢in biyokimyasal, anjiyografik ve patolojik verilerin de ayni
ustiinliigii gostermesi sarttir. GbE, NAC ve Pentoksifilin molekiillerinin de proflaktik
kullanimlarinin ~ kiiratif kullanimlanyla karsilastirilmasiyla bu  fark daha 1yi

anlasilabilecektir.

I/R hasarinin biyokimyasal belirtegleri, mikrocerrahlarin ve arastirmacilarin
yillardir ilgisini ¢eken bir konu olmustur. Akut ekstremite iskemisi, bu belirteclerin
konuyla ilgili oldugu bir senaryodur. Biyokimyasal belirteglerin operasyon dncesi veya
sonrasi kullanimi, hangi hastalarin ekstremitenin kurtarma ¢abasini tolere edemeyecegini
veya hangi hastanin muazzam c¢abayla kotii fonksiyonel sonuglari olabilecegini
ongorebilir. CK, LDH, myoglobin, laktat, K™, bikarbonat ve nétrofil/lIokosit oran1t mevcut
calisilan belirteclerden birkag tanesidir. Giinlimiizde I/R hasarinin en ¢ok ¢alisilan
yonlerinden birisi rabdomiyolizin yol agtig1 akut bobrek yetmezligidir. Akut ekstremite
iskemisinde revaskiilarizasyonu takiben myoglobiniiriyle akut bdbrek yetmezligi
fenomeni literatiirde ilk defa 1960 yilinda Haimovici tarafindan tanimlanmistir
(Haimovici 1960). Rutin klinik pratiginde rabdomiyoliz siirecinde en yaygin galisilan I/R
hasart markeri, CK’ dir. Kas iskemisini takiben olusan reperfiizyon, 6énemli miktarda
miyositten CK gibi myoglobinin de salinmasina yol acar. Aslinda serum CK ve
Myoglobin yiikselmesi kas hasar1 derecesini ve hatta I/R hasarindan 6liimii yansitan

rabdomiyoliz gelisimiyle iliskilidir. Dikkate alinmalidir ki, myoglobin direkt olarak akut
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bobrek yetmezliginden sorumlu bir metabolittir. Myoglobiniirik bobrek yetmezligi, distal
tiibiillerde miyoglobin depolanmasinin neden oldugu tiibiiler obstriiksiyonla olusur.
Myoglobin eliminasyonu {iriner klirens oranlarinin diisiik oldugu renal yetmezlikli
hastalarda renal fonksiyonlarin korunmasi gibi, genellikle glomeriiler filtrasyon
oranlarindan etkilenmez ve myoglobin pik seviyesinin de CK’ dan daha hizli olmasi
vaskiiler cerrahi hasta popiilasyonunda myoglobinin bu yiizden ideal bir marker
olmasmin sebebidir. Myoglobin, iskelet kaslarinda akut ekstremite iskemisinin
olusmasinda ve rabdomiyolizde belki anlagilmasi ve kullanilmas: daha fazla kolay olan
bir belirteg iken; CK, klinik laboratuarlarda yaygin ulasilabilirliginden dolay1
rabdomiyolizin indiikledigi akut bobrek hasarinin tan1 ve tedavisinde daha sik takip edilen
biyokimyasal belirtegtir ve kas hasarinin belirlenmesinde daha sensitiftir. Rabdomiyoliz
genellikle serum CK seviyesi 5000 U/L’ den fazla oldugu zaman goriilmesine ragmen,
akut bobrek hasarinin indiikledigi klinik olarak énemli derecede rabdomyoliz serum CK
seviyeleri 10.000-15.000 U/L arasinda oldugunda olusur (Watson, Gifford et al. 2014).
Lappalainen ve arkadaglari, CK’ nin rabdomyoliz baglaminda incelendiginde nispeten
daha ge¢ pik yapmasinin CK’ y1 iskemi tanisinda daha iyi bir belirteg yaptigini, fakat
bobrek yetmezligi gelisiminin tahmininde kesin bir CK degeri olmadigi icin CK’ nin akut
bobrek hasari igin uygun bir marker olmadigini belirtmislerdir (Lappalainen, Tiula et al.
2002). Human CK kiti kullanilan I/R hasar1 deney modelinde de CK seviyelerine
bakildiginda, Grup 2 yani I/R grubunda CK degerlerinin ortalamas1 22.621,00 idi.
Reperfiizyon oncesi ilag enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda CK seviyesi 5000 U/L’ nin
altinda bir degerdi. Istatistiksel olarak ise, G7- G2 (Proflaktik CORM-3+ I/R-I/R)
arasinda (p<0.001) olmak tlizere anlaml1 derece fark mevcuttu. Ayn1 zamanda G7 ile G4
ve G5 arasinda da anlamli derecede fark mevcuttu. Rat myoglobin ELISA Kiti
kullanilarak yapilan myoglobin dl¢limlerinde ise, yine G7-G2 (p<0.001) olmak iizere
anlamli derecede fark vardi. G7 ile G4 ve G5 arasinda da yine fark mevcuttu. CORM-3
molekiiliiniin renal I/R’ a etkisiyle alakali Vera ve arkadaslarinin, Kim ve arkadaslarinin
bobrek hasarmin belirlenmesinde bir diger belirteg olan plazma kreatinin diizeylerini
Olgerek sonuglart anlamli buldugu calismalari literatiirde mevuttur (Kim, Kwak et al.
1998, Vera, Henegar et al. 2005). Vera da yaptigi c¢alisma sonucunda CORM-3
molekiiliiniin protektif etkisi oldugu sonucuna varmisti. Alt ekstremite I/R deney

modelinde proflaktik CORM-3 medikasyonu alan sicanlarin CK ve myoglobin
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degerlerinin I/R grubuna gore anlamli olmasinin bir kez daha CORM-3’ {in farkh
biyokimyasal belirteglerle rabdomiyoliz ve akut renal hasar tedavisinde etkili oldugunu
kanitlanmis oldu. Vera’ nin ¢alismasindan farkli olarak reperfiizyon 6ncesi ayn1 dozlarda
CORM-3 tedavisi verilen G3 grubunda CK ve Myoglobin degerleri, G2 grubundan daha
diisiik olmasina ragmen istatiksel olarak aralarinda anlamli bir fark mevcut degildi. Bu
farkliligin ise Vera’ nin ¢alismasindaki kan orneklerinin reperfiizyondan 24 saat sonra

almasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

LDH enzim degerleri ortalamasina bakildiginda tedavi ajanlarinin kullanildig
tiim gruplarda LDH degeri G2 yani I/R grubundan daha diisiiktii; fakat istatistiksel olarak
aralarinda anlamli fark bulunan herhangi bir grup yoktu. Sadece Proflaktik CORM3
kullanilan G7 grubuyla; GbE kullanilan G4, NAC kullanilan G5 ve pentoksifilin
kullanilan G6 arasinda anlamli derecede fark mevcuttu. Herhangi bir grupla G2 arasinda
istatistiksel olarak fark olmamasi tiim tedavi ajanlarinin LDH enzim degerlerini
diistirmekte yetersiz oldugunu diisiindiirebilir; fakat ayn1 zamanda G7 grubunun LDH
enzim tedavisinde diger ajanlardan daha etkin oldugu sonucuna da diisiindiirebilir.
Tiryakioglu ve arkadaslarmmin aorta klemp yerlestirerek 1 saat iskemi ve 2 saat
reperfiizyon yaptigi bilateral alt ekstremite I/R modelinde NAC kullanilan gruptaki LDH
degeri 4786+ 313 U/L idi ve bu deger iskemi grubuna gore daha diisiik bir degerdi; fakat
caligmamizdaki gibi istatistiksel olarak I/R grubuyla aralarinda herhangi bir anlam
mevcut degildi (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Iskemi modelleri ve siireleri farkli olsa
da NAC molekiiliiniin LDH degerlerini diisiirdiigli tez calismamizda da gbzlendi. Mevcut
calismada da ilag tedavisi yapilan gruplarda LDH enzim degerleri diismesine ragmen, G2
grubuyla aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasinin nedeni, hemolizli

numunelerden dolay1 6rneklem gruplarin kiigiilmesi de olabilir.

Iskemi reperfiizyon hasarinin olusmasinda tahmini sonug¢ karakteristikleriyle
spesifik biyokimyasal markerlerin belirlenecek olmasi, tedavi edici gelismelere yol
gosterecek ve akut I/R hasarinda rabdomiyoliz gibi potansiyel biyokimyasal
degisikliklerin azaltilmasina yardim edecektir. Bu sadece kisa ve uzun dénem cerrahi
sonuglarin ilerlemesine degil; ayn1 zamanda miidehale se¢imi ve zamanlamanin daha i1yi

anlasilmasina yol agacaktir.
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Son yirmi yilda Feindel ve arkadaslarinin mikrocerrahi prosediirlere floresan
anjiyografi uygulamasimi takiben ICG, rekonstruktif cerrahide rol almaya baslamistir
(Feindel, Yamamoto et al. 1967). Son zamanlarda bu teknik ameliyat mikroskobuyla
entegre bir sistem olarak mikrovaskiiler anastomozu takiben patensin anlik analizi i¢in de
uygulanmistir (Miicke, Fichter et al. 2017). ICG anjiyografiyi takiben kan akiminin
kalitatif olarak degerlendirilmesi, flep nekrozu veya ampiitasyonu takiben giidiik nekrozu
tahminini optimize etmek i¢in denenmistir (Zimmermann, Roenneberg et al. 2010,
Munabi, Olorunnipa et al. 2014). CORM-3, GbE, NAC ve pentoksifilinin etkinligi
literatiirde ilk defa ICG kullanilarak karsilastirildi. Iskemi yapilmayan G1 yani kontrol
grubu haricinde tiim gruplarda sag/sol perfiizyon dagilimlart agisindan anlamli diizeyde
fark vardi. Iskemi yapilmayan ekstremitelerde kontrol grubuna gére perfiizyonun artmis
olmasi Khalil ve arkadaslarinin makalesinde de anlatildig1 gibi iskeminin olusturdugu
inflamasyon sonucu ag¢iga ¢ikan mediyatorlerin perfliizyonu artirdigini kanitlamig oldu
(Khalil, Aziz et al. 2006). Sag/sol ekstremite proksimali ve middle bolgesi SPY sonuglari
degerlendirildiginde; G2 yani I/R grubuyla G3(I/R+CORM-3), G6(I/R+pentoksifilin),
G7(CORM-3+I/R) arasinda anlaml1 fark olmas1t CORM-3 ve Pentoksifilin molekiillerinin
major damarlarin anjiyozom bdlgesinde perfliizyonu artirdigmi gdosterir. Sag/sol
ekstremite distali degerlendirildiginde ise; iskemi yapilmayan ekstremitede G2 ile G3,G6
ve G7 arasinda anlamli fark mevcut iken, iskemi yapilan ekstremitede G2 ile G3 ve G7
arasinda anlamli fark mevcuttu. Ayrica iskemi yapilan ve yapilmayan ekstremitelerdeki
tiim alanlarda G7 ve G3 grubuyla G4 arasinda anlamli derecede fark mevcuttu. Iskemi
yapilmayan ekstremitede Pentoksifilin ve CORM-3 molekiillerinin G2 grubuyla arasinda
anlamli fark olmasi iki molekiiliin de makrovaskiiler ve mikrovaskiiler dolasimda
hiperpefiizyon yaptig1 anlamina gelebilir. Takhtfooladi’ nin de calismasinda degindigi
gibi pentoksifilin molekiilii periferik vazodilator ilaglarin ¢gogundan farkli olarak kanda
reolojik etki gosterip, kan vizkositesini azaltarak kan akiskanligini artirir (Takhtfooladi,
Hesaraki et al. 2016). Calismamizda pentoksifilin molekiiliiniin iskemi yapilmayan
ekstremitede hem major hem mindr damar anjiyozom alanlarinda perfiizyonu artirirken;
iskemi yapilan ekstremitede minor damar anjiyozomunda perfiizyonu artirmasina ragmen
istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. Pipinos ve arkadaslarinin intermittan

klaudikasyolu iskelet kaslarinda pentoksifilin molekiillerinin 6zellikle iskemik alanlara
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kan akimim artirdigini belirttigi calismasindan farkli olarak, deney modelimizdeki
sonuglarda pentoksifilinin major arter anjiyozomlari i¢in artirip, mindr anjiyozomlar igin
yetersiz kaldigimi disiindiirebilir (Boska, Shepard et al. 2002). Ancak bu farkli sonucu
bulmamizin sebebi tek seans iskemi ve reperfiizyon yapilmasi olarak da diisiiniilebilir.
Deney sonuglarinda ayrica sag ekstremite middle ve distal seviyesinde G2 yani iskemi
grubuyla G1 yani kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmasi, iskeminin orta ve kii¢iik
capli arter anjiyozomlarinda perfiizyonu artirdigini gosterir. Bu sonug¢ Khalil ve
arkadaslarinin repefiizyon hasar1 makalesinde iskemik kosullandirmanin perfiizyonu
artirdigina dair gorislerini dogrulamis oldu. Kontrol yani G1 grubu harig, tiim gruplarda
sag/sol perfiizyon dagilimlar1 arasinda anlamli fark olmasi da yine Khalil ve
arkadaslarinin calismasinda da deginildigi gibi iskemik kosullandirmanin global kan

akimi perfiizyonunu da artirabilecegini diisiindiirdii (Khalil, Aziz et al. 2006).

Patolojik incelemelerde ise tiim kriterlerde G7 yani CORM-3+ I/R grubuyla G2
yani I/R grubu arasinda anlamli fark mevcuttu. CORM-3 molekiiliiniin iskemi sonras1 ve
reperfiizyon Oncesi kullaniminda ise periferik niikleuslarda belirsizlik, hiicresel sisme,
0dem ve hemoraji kriterlerinde iskemi grubuyla arasinda anlamli fark mevcuttu. CORM3
molekiiliiniin proflaktik kullanimi hem biyokimyasal, hem anjiyografik ve hem de
patolojik inceleme kriterlerinde I/R hasarini tedavi edebildi. CORM3 molekiilii tedavi
dozunun Ornek alindigi Bihari’ nin calismasinda da CORM3 molekiilii iskelet
kaslarindaki reperfiizyon hasarini geriletebilmisti (Bihari, Cepinskas et al. 2017). Bihari’
nin ¢aligmasindan farkli olarak proflaktik CORM-3 kullanimiyla da ayni etkinin oldugu

tez ¢alismasinda kanitlanmis oldu.

GDbE kullanilan G4’ te ise nekroz, kapiller PMNL ve konjesyon kriterlerinde G2
ile aralarinda anlaml1 fark mevcuttu. GbE verilen patoloji preperatlarinda hiicresel sisme
ve periferik niikleuslarda belirsizlik medikasyon verilen diger gruplara gore daha
belirgindi. Literatirde Operpichler ve arkadaslart GbE’ nin si¢can hipokampiis
hiicrelerinde nekrozu geriletebildigini belirtilmisti, ek olarak iskelet kaslarindaki nekrozu
da geriletebildigi tez galismasinda elde edilen sonuglardan birisi oldu (Oberpichler, Sauer
et al. 1990). Biyokimya, SPY ve patoloji sonuglarinda GbE, iskemi grubundan daha iyi

degerlere sahip iken; alt ekstremite I/R modelinde iskelet kas1 hasarinda G2 ile arasinda

90



anlaml bir fark mevcut degildi. Diamond’ 1n makalesinde serebrovaskiiler yetmezlik,
Alzheimer demansi, inme, vestibiiler bozukluklar gibi néron kaynakli hastaliklarda etkili
olan GbE alt ekstremite I/R tedavisinde etkili degildi (Diamond, Shiflett et al. 2000).
Hem biyokimyasal hem de SPY incelemelerinde G7 yani I/R+CORM3 molekiilii grubu
ile GbE grubu arasinda anlamli fark olmasi, CORM-3 molekiiliiniin proflaktik
uygulanmasinin, iskemi yapilan gruplarda GbE molekiiliinden daha {istiin oldugu
sonucuna vardirir. Sambuy ve arkadaslarinin, Bekerecioglu ve arkadaslarinin kaudal bazl
dorsal fasiyokutan bir flep olan Mc Farlen flebinde GbE molekiiliiniin iskemi {izerine
etkisinde anlamli bir fark bulmalarina karsin, alt ekstremite I/R modelinde sonuglar
iskemi grubuna gore daha iyi olmasina ragmen, iskemi grubuyla arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir (Bekerecioglu, Tercan et al. 1998, Sambuy, Costa et al. 2012).

NAC molekiilii patoloji sonuglarma gore incelendiginde; kapiller PMNL
infiltrasyonu, konjesyon ve hemoraji kriterlerinde G2 grubuyla arasinda anlamli fark
vardi. NAC verilen patoloji preperatlarinda nekroz siddetli bir sekilde goriilmiis, bu
molekiil nekrozu geriletmekte yeteri kadar bagarili olamamisti. SPY incelemelerinde daha
yiiksek perflizyon oranlar1 ve biyokimya sonuclarinda daha diisiik enzim degerleri de
olmasina ragmen G2 grubuna gore istatistiksel olarak herhangi bir istiinliigii mevcut
degildi. Patolojik kriterlerin referans alindig1 Tiryakioglu ve arkadaglarinin 1 saat iskemi
Ve 2 saat reperfiizyon uyguladig aortik I/R deney modelinin kullanildig1 ¢aligmasinda da
kapiller PMNL infiltrasyonu, konjesyon ve hemoraji bulgulari iskemi grubuna gore daha
diisiik bulunmus ve istatistiksel olarak sadece hemoraji kriteriyle arasinda anlaml fark
oldugu belirtilmisti (Tiryakioglu, Erkoc et al. 2015). Tez ¢alismamizda da benzer
sonuglar elde edilmesine ragmen istatistiksel olarak farkli sonuclarin olmas1 deney modeli
ve I/R siirelerinin farkli olmasiyla agiklanabilir. Aksu ve arkadaslari 2 saatlik I/R siireli
aortik I/R deney modelinde, NAC molekiiliiniin gastroknemius kas1 patolojisinde TNF- a
ve Hipoksi induced faktér 1- o (HIFi-0) sonuglarini incelenmis ve iskemi grubuyla
arasinda anlaml diizeyde fark bulunmustu (Aksu, Yiiksel et al. 2015). Iskemi modeli,
stiresi ve deney modelinde turnike agildiktan sonra infiizyon sekilde NAC uygulamasi iki

deney modeli arasindaki sonuglarin farkini agiklayabilir.
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Pentoksifilin molekiiliiniin patoloji sonuclarina bakildiginda; 6dem, kapillerde ve
dokuda PMNL birikimi, konjesyon, hemoraji ve monosit/makrofaj degerlendirme
kriterlerinde G2 grubu ile arasinda anlamli derecede fark vardi. Ayrica pentoksifilin
verilen deneklerin patoloji preperatlarinda inflamasyon medikasyon verilen diger
gruplara gore daha azdi. SPY degerlerinde de G2 grubuyla anlamli derecede fark olan
pentoksifilin molekiiliiniin, biyokimyasal enzim degerleri G2 grubundan daha diisiik
olmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak fark yoktu. Literatiirdeki pentoksifilin ve
NAC’ 1n birlikte kullanildig1 ¢aligmalara bakildiginda; Demir ve arkadaglart NAC’ 1n
reperfiizyon hasarin1 6nlemede etkili oldugunu ancak pentoksifilinin reperfiizyon hasarini
engelleyemedigini belirtmislerdi (Demir and Inal-Erden 1998). Cerqueira ve arkadaslari
mezenterik 1/R deney modelinde histopatolojik olarak NAC ve pentoksifilinin
karsilastirilmasinda, pentoksifilinin daha koruyucu oldugunu ancak splanknik organlara
saglanan kan akiminda aralarinda herhangi bir farklilik olmadigini belirtmislerdir
(Cerqueira, Hussni et al. 2008). NAC ve pentoksifilin dozlarmin 6rnek alindigi
Takhtfooladi ve arkadaglarinin alt ekstremite I/R hasar1 deney modelinde histopatolojik
olarak AC dokusu incelendiginde NAC ve pentoksifilin molekiillerinin ayr1 ayri olarak
AC dokusunu iskemik hasardan koruyabildigi; ancak kombine kullanimda daha etkili
olmadig1 belirtilmisti (Takhtfooladi, Hesaraki et al. 2016). Her iki molekiiliin de
incelendigi caligmalara bakildiginda iskemi siiresi, iskemi yapilan doku ve tedavi

ajanlarinin verilme zamani aradaki farklilig1 agiklayabilir.

Ilag uygulanan gruplarda patoloji sonuglarina bakildiginda; medikasyon alan
gruplarda inflamasyon azalmis fakat ilaglar hiicresel kriterlerin degerlendirildigi
patolojiler tizerinde gok fazla etkili olamamisti. Akut iskemi modelinin ¢alisilmis olmasi
ve I/R siiresinin 4 saat olmasi inflamasyonu yansitan kriterlerde etkinin daha fazla olup,

hiicresel seviyedeki kriterlerde daha az olmasini agiklayabilir.
Literatiirde bircok kiiciik klinik ¢alisma reperflizyon hasarinin tedavisinde

degisken basar1 gdstermesine ragmen, su anda I/R hasari yan etkilerini azaltan iyi

derecede dogrulanmis bir farmakolojik tedavi ajan1 yoktur.
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CORM-3’ iin vazodilatdr etkisi iki mekanima araciligiyla olusur. Bunlardan
birincisi CORM-3’ iin ATP bagimh K* kanallarin1 aktive ederek vaskiiler diiz kaslarda
vazodilatasyona sebep olmasidir. Ikincisi ise CORM-3 molekiiliinden kolayca ayrilarak
serbest hale gelen CO’ nun, CGMP miktarin1 artirip bunun sonucunda da NO salinmasidir.
CORM-3’ {in antiinflamatuar, antiapopitotik, antiproliferatif, noroprotektif, antioksidan
ve vazodilator 6zellikleri diger deneysel caligmalarda ortaya konulmustur. Yapilan tez
calismasinda da elde edilen biyokimyasal, anjiyografik ve patolojik sonuglarda proflaktik
ve kiiratif CORM-3 tedavisinin etkili olmasi, CORM-3 molekiilii hakkinda ileri deneysel

ve klinik ¢aligsmalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

CO’nun kokusuz, renksiz, toksik etkisi yiiksek ve deneysel olarak dokular
tarafindan kullanim miktarinin  Slglilmesinin - zor olmas1 sebebiyle, deneysel
arastirmalarda kullanim kolaylig1 olugmasi agisindan gerekliligi dogmus ve sonrasinda
tiretilmis olan CORM, giiniimiize kadar yapilmis olan ¢alismalarda CO’ nun ne kadar
faydal1 olabilecegini bilimsel veriler 15181nda bize gostermistir. CORM molekiillerinden
birisi olan CORM-3 ise suda ve yagda ¢oziinebilir olmasindan dolayi canli ortamlarda
daha kolay kullanim olanagi saglamakta, bunun sonucunda CORM-3 molekiilii hakkinda

deneysel arastirmalarin sayist giinden giline artmaktadir.

Yapilan literatiir arastirmalari neticesinde, CORM-3’ iin etkinligi ve giivenilirligi
hakkinda edindigimiz bilgiler ve yapilan tez ¢aligmasiyla elde edilen biyokimyasal,
anjiyografik ve patolojik verilerden ¢ikarilan sonug, CORM-3 ile alakali klinik
caligmalarin bir an 6nce baslamasi gerektigidir. Alt ekstremite I/R hasar1 gibi morbidite
ve mortalitesi fazla olan bir klinik patoloji hakinda yiiz giildiiriici sonuglarin alinmasi

icin CORM-3 gibi tedavi ajanlar1 hakkinda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekir.
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SONUC ve ONERILER

Ekstremitelerin iskemik kosullandirilmasiyla iskemi yapilan ekstremitenin orta ve
kii¢iik ¢apli damar anjiyozomlarinda, iskemi yapilmayan ekstremitenin ise biiytik,

orta ve kiigiik damar anjiyozomlarinda perfiizyon artisi olur.

Ekstremitelerin transplantasyonu ve ampute ekstremitelerin revaskiilarizasyonu
ya da replantasyonu sonrasi elde edilecek lokal ve sistemik basarinin bagli oldugu

en 6nemli faktor, ekstremitenin maruz kaldig1 iskemi siiresidir.
CORM-3 molekiilii hem proflaktik hem terapdtik dozlarda biiyiik, orta ve kii¢lik
capli damar anjiyozomlarinda perflizyonu artirirken; pentoksifilin molekiilii

terapotik dozlarda biiyiik ve orta ¢apli damar anjiyozomlarinda perflizyonu artirir.

CORM-3 ve pentoksifilin molekiilii saglikli kisilerde reolojik etkilerinden dolay1

mikrovaskiiler ve makrovaskiiler dolagimin artirilmasi i¢in kullanilabilir.

Mikrovaskiiler ve makrovaskiiler damar hastaliklarinda proflaktik CORM-3

tedavisinin etkinligini gosteren klinik ¢alismalara bir an 6nce baslanilmalidir.
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TOPLANTI SAYISI : 11

KARAR N0 157: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Cerrahi Trp Bilimleri
Boliimii, Plastik. Fekonstriiktif ve Estetik Cerrahisi Anabilim Dali &retim fiyesi
Dr.Ogr Uyesi Ensar Zafer BARIN m yiiriiticiiliiginde, Atatiitk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Aragtirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlaninda yiiritillen “Sican Alut
Iskemi Reperfiizvon Modelinde CORM-3 Molekiiliniin Diger laclarla
Karsilastirilmas™ isimli tez caliymasimin icerifinde herhang bir defisiklik yapilmadan
calismamn isminin Atatiirk U]:lli'uersitesi Bilimsel Araghrma Proje (BAP) Ofisi tarafindan
“Sican Alt Ekstremite Akut Iskemi Reperfizyon Modelinde CORM-3 Molekiiliiniin
Etkilerinin Ginglko hiloba, N-Asetilsistein ve Pentoksifilin Ile Karnlastrlmas:™ olarak
diizeltme istegi ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhfimn 26.09.2019 tarth ve 42190979-000-
E.1900274944 sayih yazsi ile ekleri goriigiildii

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen tez calismasimn igenginde herhangi bir
degisiklik vapilmaksizin isim degigikliginn yapilarak yiiriitilmesinin etik kurallanna uygun
olduguna, ¢alisma sonucunun Baskanhfimiza bildirilmesinin, meveut oy birligi ile
kabuliine; karar verildi.

Ek : Sonug Rapom. 1 Adet.
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