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OZET

Sicanlarda Deneysel Olusturulan Alt Ekstremite Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda

Leflunomidin Koruyucu Etkinligi
Amag. Bu calismada, sicanlarin alt ektremitelerinde turnike yardimi ile olusturulan
iskemi-reperfiizyon sonrasi meydana gelen oksidatif kas hasarini 6nlemede anti-
inflamatuvar, immunomodiilator ve antioksidan bir ajan olan leflunomid’in koruyucu

etkinligininin olup olmadigini arastirmayi amagladik.

Materyal ve Metot. Bu ¢alismada toplam 24 adet yetiskin erkek rat kullanildi ve ratlar
her grupta 8 adet olacak sekilde Kontrol, Iskemi-Reperfiizyon ve Iskemi-
Reperflizyon+Leflunomid gruplaria ayrildi. Kontrol grubundaki ratlara 4 saat anestezi
uygulandi. Iskemi-Reperfiizyon grubundaki ratlar anestezi altina alindiktan sonra sol alt
ekstremitelerine turnike yardimiyla 2 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi.
Iskemi-Reperfiizyon+Leflunomid grubundaki ratlara iskemi oncesi 8 saat ara ile 20
mg/kg dozunda ii¢ doz leflunomid intragastrik yolla verildi. Bu gruptaki sicanlar da
anestezi altina alindiktan sonra sol alt ekstremitelerine turnike yardimiyla 2 saat iskemi
ve 2 saat reperflizyon uygulandi. Deney sonunda ratlardan kas ve kan 6rnekleri alinarak

calisma sonlandirildi.

Bulgular. Gastrokinemius kasinda yapilan biyokimyasal analizlerde lipid
peroksidasyonu indeksi olan MDA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
arttigr gorildi. Leflunomidin serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ile MDA diizeyini
anlamli derecede diisiirdiigi tespit edildi. SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugu ve leflunomid uygulamasimin bu

azalmay1 Onleyerek enzim aktivitelerini anlamli derecede arttirdig: tespit edildi.



Sonu¢. Sonug olarak, iskemi-reperfiizyon siiresi sonunda alt ekstremite dokusunda
oksidatif stresin ve buna bagli olarak kas hasarmmin meydana geldigi tespit edildi.
Leflunomid giiglii antioksidan 6zelligi sayesinde oksidatif stres olusumunu 6nleyerek

kas hasarinin olusmasini engellemistir.

Anahtar Kelimeler: Gastrokinemius kasi, Leflunomid, Oksidatif stres, Sigan

Vi



ABSTRACT

The Protective Efficacy of Leflunomide at Experimental Induced Lower Limb
Ischemia Reperfusion Injury in Rats

Aim. In this study, we aimed to investigate whether leflunomide, which is an anti-
inflammatory, immunomodulatory and anti-oxidant agent, has protective effects against
oxidative muscle damage in rats, which were exposed to ischemia-reperfusion injury by

a tourniquet in lower extremity.

Materials and Method. In this study, 24 adult male rats were used. There were 8 rats
in each group. The groups were: control, ischemia-reperfusion and ischemia-
reperfusion+leflunomide. The control group rats were anesthetized for 4 hours. Rats in
ischemia-reperfusion group were exposed to ischemia for 2 hours by a tourniquet
applied to left hindlimp, and 2 hours of reperfusion by opening the tourniquet under
anesthesia. Leflunomide were given by intragastric route, 20 mg/kg, three times with 8

hour intervals.

Results. In ischemia-reperfusion group, the level of MDA in the gastrocnemius muscle,
which is an index of lipid peroxidation, was significantly higher than the control group.
With free radical scavenging property of leflunomide significantly reduced MDA level.
SOD, CAT and GSH-Px enzyme activities were decreased significantly as compared to
the control group, and the application of leflunomide prevented this decrease in enzyme

activities.

Conclusion. As a result, at the end of ischemia-reperfusion period, muscle injury
occurred due to oxidative stress in tissues of the lower extremity confirmed by increased
serum creatin kinase activity, increased lipid peroxidation and neutrophil infiltration in

the gastrocnemius muscle. Thanks to its strong antioxidant property, leflunomide

VI



prevented muscle injury due to oxidative stress produced by ischemia-reperfusion

injury.

Key Words: Gastrocnemius muscle, Leflunomide, Oxidative stress, Rat
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1. GIRIS

Akut ekstremite iskemisi, ekstremite perfiizyonunda hizli bir azalmayla
karekterize olan ciddi bir medikal olaydir. Cogunlukla, gittikce kotiilesen semptomlar
ve belirtiler olusturur ve siklikla ekstremite canliligini tehdit eder.’ Cesitli dokularda
meydana gelen iskemik olaylar sonrasi1 meydana gelen doku hasarlarinda, serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlarin 6nemli yer tuttuguyla ilgili varsayimlar uzun
zamandan beri tartigilmaktadir.” Iskelet kasindaki iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRI)
cogunlukla, vaskiiler olaylarin bir boliimiiniin sonucu olarak meydana gelir. Bu olaylar
trombolitik terapi, organ nakli, travmaya ugramis ekstremite ve kardiyovaskiiler
cerrahidir.® Diinya genelinde her giin; kanamasiz ortopedik operasyonlarda, iskelet-kas
sistemiyle ilgili rekonstriiktiv yontemlerde ve vaskiiler cerrahilerde 20.000 den fazla
turnike uygulamasi yapilmaktadir. Ancak, turnike uygulamasinin IRl gibi ¢cok sayida
komplikasyona neden oldugu goriilmiistiir ve bu da turnikenin klinik kullanimini biiyiik
olciide smirlandirmistir.®

IRI, siddetli patolojik sonuglar meydana getiren bir olaydir.> Hemorajik sok,
inme, lokal travma ve miyokard enfarktiisii gibi klinik olaylar sonucu olusan doku
iskemisi ve bunu takiben dokunun oksijenlenmis tam kanla reperfiizyonu; endotelyal
hiicrelerin sismesine neden olarak mikrovaskiiler ve hiicresel biitiinlesmeye, arteriolar
capta azalmayla iliskili olarak mikrovaskiiler direncte artmaya, l6kositlerin kapillerleri
tikamasina, permeabilite degisimlerinin sonucu olarak l6kositlerin postkapiller ventile
yapismasina yol actig1 ve olaylarin kollektif bir sekilde IRI’ya katkida bulundugu son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarla gésterilmistir.6

Turnike modeli, alt ekstremite IRI i¢in bir model olarak 6nceki g¢alismalarda
kullanilmistir. Bu modelde, iskemi reperflizyon sonrasinda meydana gelen lokal olaylar;

kas permeabilitesinde artis ve ddem, nétrofil birikmesi ve nekrozdur.” iskelet kasi



iskemi reperfiizyonu, dokuyu tahrip eden olaylar serisini baslatabilir. Bu olaylar; hiicre
0demi, mitokondrilerde elektrolitik degisiklikler, sitozolde kalsiyum birikimi, iskemik
hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve salinimi, membran
fosfolipidlerinin yikimi seklinde siralanabilir.?

Kritik bir iskemi periyodundan sonra dokunun tekrar kanlanmasi siiresince
dokuda meydana gelen tahribat reperfiizyon hasar1 olarak bilinmektedir.’
Reperfiizyondan sonra hizli bir sekilde ekstravaskiiler alana giren biiyiilk miktardaki
16kosit, hiicre antioksidan savunmasini bastirabilen biiyiik miktardaki reaktif oksijen
tiriinii saliverirler. Bir ROS c¢esidi olan hidroksil radikali (OH), siiperoksit anyon
radikali (O,"), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,0,) ve nitrik oksit (NO") fazla
miktarda olustugu zaman lipitlere, proteinlere, karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar
vererek hiicresel hasara neden olurlar.'

Iskemik iskelet kasi hiicrelerinin reperfiizyonunun, oksijen serbest radikali
olusumuna yol agtig1 gdsterilmistir. Iskemik dokunun reperfiizyonu sonrasinda oksijen
serbest radikallerinin olusum mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamstir. Iskelet
kasmnin reperflizyon siiresince molekiiler oksijene maruz kaldigi ve bu durumun da
oksijen serbest radikali olusumuna yol agabilecegi ¢ok sayida veri ile kanitlanmigtir.
Bunun yaninda; ksantin oksidaz (XO) enzimi, aktive olmus 16kosit ve mitokondriyal
elektron transport zincirinin de oksijen serbest radikallerinin muhtemel kaynagi
olabilecegi ifade edilmistir.™*

Reperfiizyon siiresince, asir1 miktarda stiperoksit (O, ), hidrojen peroksit (H,0>)
ve hidroksil radikali (OH") olusur ve bu radikaller normal hiicre fonksiyonlarina zarar
verir.*? Belirli bir periyotta gergeklestirilen uzun siireli iskemiler, enerji yetersizligi

nedeniyle hiicre oliimiine ve dokuda nekroza neden olabilir. Yapilan son ¢aligsmalar



doku hasarinin sadece iskemi periyodunda meydana gelmedigini ayni zamanda
reperfiizyon periyodunda da devam ettigini gésterrnistir.13

IRI; klinikte vaskiiler ve ortopedik cerrahilerde, crush sendromunda ve kopan
ekstremitelerin tekrar transplatasyonunda ortaya ¢ikabilir.*® Ekstremite iskemisi ve onu
izleyen reperfiizyon énemli bir klinik olaydir ve iskemik dokunun oksijenlenmis kanla
reperfiizyonu, iskemi-reperfiizyon hasarinin olusmasinda énemli bir rol oynar.14

Leflunomid (LEF); izoksazol tiirevi, essiz bir immunomodiilatér ve anti-
inflamatuvar ajandir. Romatoid artrit, aymi tiirden veya baska tiirden yapilan doku
nakillerinde red edilmeye kars1, sistemik lupus eritematozus, Crohn hastaligi ve prostat
kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ajandir.”® Yapilan son ¢alismalar,
leflunomidin anti-inflamatuvar ve immunoregiilator etkilerinin proinflamatuvar
sitokinleri baskilama yetenegiyle iliskili oldugunu gdstermistir.’® LEF, inflamatuvar
mediatdrlerin lokal konsantrasyonlarini azaltmanin yaninda antioksidan ozelligiyle
beyaz kan hiicrelerinden ROS’un salimimini inhibe eder ve arasidonik asit
metabolizmasi gibi reaksiyonlar yoluyla serbest radikal olusumunu onler.'®t’ Deneysel
calismalarda karaciger, bobrek ve intestinal iskemi-reperfiizyonu sonucu meydana gelen

oksidatif hasarlara kars1 LEF’in koruyucu rolleri gé')sterilmis‘tir15”16’17

, ancak yaptigimiz
literatiir taramasinda LEF’in iskelet kasi iskemi-reperfliizyon hasarindaki etkisinin
calisilmamis oldugunu farkettik.

Bu nedenle biz de bu galismada; siganlarin alt ektremitesinde turnike yardimu ile

olusturulan iskemi-reperfiizyon sonrasi meydana gelen oksidatif kas hasarinda LEF’in

koruyucu etkinligini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Bir dokuya giden kan akiminin azalmasinin fonksiyonel sonuglar1 uzun yillardan
beri ¢alisilmaktadir. Hasarin hipoksi siiresince meydana geldigi ve ATP tiikeniginin
onemli faktor oldugu varsayilmaktadir. Bu yiizden iskemik dokulara giden kan
miktariin hizli bir bigimde yeniden saglanmasinin oksijen ve besin azalmasiyla iliskili
hiicresel hasarin ilerlemesini durdurmak i¢in temel sart oldugu degerlendirilmistir.18
Iskemi-reperfiizyon hasari; miyokard enfarktiisii, kardiyopulmoner bypass, aortik veya
periferal arter capraz klempleri, inme, turnike uygulamasi ve organ replantasyonu gibi
cok sayida olayda gt’m’ilmek‘[edilr.19 Iskemi-reperfiizyon hasari, iskemiye ugramis
dokulara kan akiminin yeniden saglanmasindan sonra hiicresel fonksiyon kayiplarinin
ve Oliimlerin asir1 miktarda artmasi olarak ifade edilmektedir. Kan akiminin yeniden
saglanmasi iskemik dokular1 kurtarmak icin gereklidir ancak reperfiizyon iskemik
dokudaki hasarin daha da ilerlemesine ve organ fonksiyonunun ve canliliginin tehdit
edilmesine yol agar.?’

Iskemi-reperfiizyon hasari, anestezi uygulamalarinda (organ transplantasyonu,
acik kalp cerrahisi, hipovolemik sokun diizeltilmesi gibi) ana patofizyolojik
fenomenlerden biridir. Lokal ve sistemik inflamatuvar yanita neden olmaktadir.
Ortopedik cerrahilerde uygulanan turnike agildiktan sonra, kas ve sinir dokusunda
iskemi-reperfiizyon hasar1 olabilmektedir. Hipoksik hiicresel degisiklikler, anaerobik
glikolizis, notrofil aktivasyonu, reaktif oksijen radikallerinin olusmasi, vazoaktif
faktorlerin salmmm da goriilir.**

Reperflizyonun izledigi uzamis iskemiler mikrodolagimda geri doniisiimsiiz

hasarlar olusturur bu da periferal dokulara olan kan akimininda obstriiksiyona yol agar.



Obstriiksiyon; mikrodolasimda trombus olusumu, trombosit agregasyonu ve doku
ddemi olusumuyla ilerleyicidir.®

Reperflizyonun birka¢ dakika icinde gerceklesmedigi uzamis akut ekstremite
iskemileri geri doniisiimsiiz iskelet kasi hasarlarinin olusmasina yol agar. Oksijen
yoklugundan kaynaklanan hiicresel nekrozu onlemek i¢in arteriyel dolagimin onarilmasi
temel olsa da bu olay oksidatif stres gelisimi ve serbest radikal olusumu ile inflamatuvar
cevabin olusmasiyla reperfiizyona bagli doku hasarlarina neden olur. Bu 6nemli bir
konudur ¢iinkii iskemi-reperfiizyon altindaki iskelet kasinda ¢ok sayida wvaskiiler

hastalik gdzlemlenir.>’

2.2. iskemi-Reperfiizyon Hasarmin Fizyopatolojisi

Iskemi-reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi, serbest radikallerin salindig
noktadan baslayan kompleks olaylar dizisidir ve bu olaylart malondialdehit (MDA) gibi
maddelerin olusumuyla sonlanan lipid peroksidasyonu izler. MDA diizeyi serbest
radikal olusumunun bir belirteci olarak kullamlabilir. Iskemi siiresince, ATP diizeyi
siirli oksijen mevcudiyetine bagl olarak azalir. Ikincil olarak, membran iyon
gradientindeki degisimler kalsiyumun hasarli membranlara girisine neden olur. Bu olay
sitozolik kalsiyum diizeyinin yiikselmesine yol agar ve bu da ksantin dehidrogenazi
(XDH) ksantin oksidaza (XO) doniistirme yetenegine sahip proteazlari aktive eder.
Reperfiizyon siiresince saglanan molekiiler oksijen, ksantin oksidaz tarafindan
siiperoksit radikaline doniistiiriilir. Ksantin oksidaz dilizeyinin iskemi siiresince
arttigiyla ilgili kamtlar vardir.*® iskemik dokunun reperfiizyonu siiresince olusan reaktif
oksijen fdriinleri ¢esitli mikrovaskiiler degisimlerin olusmasima yol agarlar. Bu
degisimler, endotelyal hiicre sismesi ve kapiller permeabilite artisim1 igerir. Kan
akiminin saglanmasi, inflamatuvar maddelerin girisine neden olarak reperflizyon
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Iskemi-reperfiizyon hasari, enerjinin yetersiz saglanmasi, iskemik dokularda
asidozis, oksijen maruziyetine cevap olarak salinan sebest oksijen radikallerinin neden
oldugu ve hiicresel dliimle sonucglanabilen olaylar dizisidir. Yapilan farkli ¢aligmalar,
reaktif oksijen tiirlerinin iskemi-reperfiizyon hasariyla ilgili hastaliklarin genis
boliimiiniin baglamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini géstermistir.35

Iskemi-reperfiizyon sirasinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i kalsiyum artis1, hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina Onciiliikk eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asir1 miktarda
serbest oksijen radikalleri olusarak oksidatif strese neden olur. Iskemi-reperfiizyon
hasarinin fizyopatolojisinde serbest oksijen radikallerinin 6nemli bir rol oynadigi
bildirilmektedir.*’

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon tarafindan hiicreye saglanan aerobik
metabolizma, iskemiden ilk olarak etkilenir. Bu periyotta, ATP {iretimi yavaslar ya da
durur. ATP eksikligi ve sonug olarak Na/K pompasinin aktivitesinin yetersizligi akut
sitotoksik 6dem olusumuna yol agar. Tim bu olaylar geri doniisiimliidiir. Bunun
yaninda takip eden periyotlarda, membran hasar1 nedeniyle hiicre membran
fonksiyonlarmin bozulmasi ve reperflizyon ile oksijenlenmenin saglanmasina ragmen
geri donlisiimsiiz membran hasarlart meydana gelecektir.48

Iskemik hasarin ¢ogu, serbest radikal ve diger yiiksek oranda reaktif oksitleyici
kimyasal tiirlerinin olusmasina yol acan aktif siirecler tarafindan gergeklestirildigini
gosteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir. Diger taraftan reperfiizyon, iskemik dokular
icin daha zararlidir. Proteaz, reaktif oksijen tiirleri ve lipid tiirevli mediatorler gibi
cesitli kimyasal mediatorleri saliveren 16kositler, iskemi-reperfiizyon hasarinin

olugsmasinda 6nemli rol oynarlar.49



Iskemik periyotlardan sonra dokular anerobik metabolizmaya adapte olur. Kan
akiminin yeniden diizelmesi gereksinim duyulandan fazla oksijenin saglanmasi ile
sonuglanir ve bu durum makrofajlarin damar i¢inde aktive olmasina yol agar. Sonug
olarak oksidatif strese yol agan ve reaktif oksijen tiirleri olarak da ifade edilen
siiperoksit radikallerinin olusumu gergeklesir. Reperflizyon hasarinin baslangi¢
fazindaki anahtar olay ekstraselliler ROS’un baslica kaynagi olan makrofajlarin
aktivasyonudur. ROS reperfiizyon hasarinda anahtar 6nciil olarak endotelyal hasara ve
pro-inflamatuvar sitokinlerin daha fazla salinmasina yol acgar. Bu yiizden notrofiller
iskemi-reperflizyon hasarinin ge¢ fazinda rol oynayan anahtar hiicrelerdir.?* Iskemi-
reperfiizyon makrofajlar1 aktiflestirebilir ve bu da sitokin saliniminda rol oynar.
Sitokinler daha sonra 10kosit aktivasyonunu, transmigrasyonunu ve hedef hiicreye
tutunmasini etkiler. Reperfiizyondan sonra aniden ekstravaskiiler alana giren biiyiik
miktarda l6kosit, hiicre antioksidan savunmasini bastirabilecek kadar fazla miktarda
ROS’un salinmasina neden olur.' Iskemi-repefiizyon; doku &demi, kompartman
sendromu, fibrotik kontraktiire ve kontraktil disfonksiyona neden olabilmektedir.?

Iskemi-reperfiizyon, reperfiizyon siiresincen permeabilite artisna yol acan ve
bdylece proteinlerin vaskiiler yataktan kagisina neden olan kapiller fonksiyon
bozukluklariyla iligkilidir ve bunun sonucu olarak kaslarda 6dem meydana gelir. Bu
etkiler cogunlukla reperfiizyon siiresince meydana gelen oksidatif stresten kaynaklanir
ve bu da iskemik periyot siiresince endotelyal bir enzim olan ksantin dehidrogenazin
ksantin oksidaza doniisiimiiyle baslar.30

Ksantin oksidaz sistemi, hipoksik dokularin tekrar oksijenlenmesinden sonra
olusan hiicre hasarmin ve oksijen serbest radikallerinin en énemli kaynagidir. Ksantin
oksidaz, memeli dokularinda ksantin dehidrogenazdan sentezlenir. Iskemi siiresince

ksantin dehidrogenaz, hipoksantini ksantine oksitleyen ksantin oksidaza doniisiir. Daha



sonra ksantin de reperfiizyonla gelen molekiiler oksijenin siiperoksit anyonu ve hidrojen
perokside indirgenmesiyle lirik aside doniigiir.>

Mitokondriler, hiicresel enerjinin baslica kaynagidir ve iskemi-reperfiizyon
stiresince oksidatif stres artisinin hem nedeni hem de hedefidir. Bu yiizden sistematik
mitokondriyal fonksiyon testleri, periferal arter hastaliklarinda yararh olabilir. Bununla
paralel olarak, iskelet kasi mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 azaldiginda, insan

% periferal arter hastalizi bulunan hastalarda,

yiriime kapasitesi gelismektedir.
mitokondriyal fonksiyonun bozuldugu rapor edilmistir ve bu da, bozulmus elektron
transport zinciri ve oksidatif fosforilasyonun, periferal arter hastaliklariyla iliskili
sakatlik ve oliimlerden sorumlu mekanizmalarda 6nemli olabilecegini gé’)sterir.37

Hiperkontraktiir nedeniyle hiicrenin asir1 bi¢cimde kisalmasina yol acan
mekanizmalar izole edilmis miyosit modellerinin kullanilmasiyla yogun bir bi¢cimde
arastirilmis, morfolojik degisimler ve iyon dengesizlikleri kontrollii bir ortamda es
zamanli olarak analiz edilmistir. Bu ¢aligmalarda, hiicre i¢i kalsiyumun anormal yiiksek
konsantrasyonlar1 (bu durum ATP varliginda kontrolsiiz ve asir1 bir gii¢ olusturur) ile
birlikte tekrar oksijenlenmenin (bu durum ATP bagimli miyofibrillerin kontraktil
fonksiyonlarmi  yeniden aktive eder) hiperkontraktiirin  nedenleri  oldugu
gésterilmistir.38

Miyofibrillerin hiperkontraktiirii, muhtemelen en 6nde gelen patomekanizmadir.
Iskemi siiresince, miyositlerde enerji tiikenisi gergeklesir. Anerobik metabolizma
nedeniyle meydana gelen asidozis, Na/H degistiricisi vasitasiyla Na girisini arttirir ve
Na/K-ATPaz’in hizli inhibisyonu Na’nin baslangi¢ birikimini arttirir. Sarkolemmal
Na/Ca degistiricisinin ters yonde c¢alismasi ve Na’'min Ca ile sonradan yer
degistirmesiyle miyositlerde asir1 kalsiyum birikimi meydana gelir. Artmis sitozolik Ca

diizeyi mitokondrial permeabilite gegis porlarinin (mPTP) agilmasina katkida bulunur.*



Endotelyal hiicre hasar1; mikrodamarlarda daralma, perfiizyon basincinda artma,
vazodilator saliniminda azalma, kapillerlerde catlama ve sonug¢ olarak mikrodolasim

yetersizligi ile sonuglanir.*

Iskemik Hasar

Iskemik hasar ¢ok yénliidiir. Oksijen ve substratlarin yetersiz dagilimi, yiiksek
enerjili fosfatlarin azalmasi, iskemik metabolizmanin toksik son {iriinlerinin birikimiyle
ilgilidir. Iskemik olaylarin diizelmesinden sonra metabolik faktorler normallesme
egilimindedirler fakat sasirtici bir bigcimde hiicre hasari devam eder.® In vitro
caligmalar, iskeminin kas sarkoplazmik retikulumuna kalsiyum transportunu 6nemli
derecede baskiladigim gostermistir.> iskemik hasarin fizyopatolojisi komplekstir ve
oksijen ve besin dagitimimnin yetersizligi, hiicresel enerji tilkenimi, iyon dagiliminin
bozulmasi, iskemik metabolitlerin birikimi, membran permeabilitesinde degisimler ve
oksijen tiirevli serbest radikallerin neden oldugu reperflizyon hasari gibi olaylarla
iliskilidir.”®

Cerrahi islemler esnasinda alinan biyopsilerde yapilan ultrayapisal analizlerde
reperfiizyon olmadan gergeklestirilen ¢esitli iskemi periyotlar1 sonrasinda (15 dk ile 90
dk arasinda), 6zellikle metabolik olarak 6nemli organellerin uzamasi gibi iskelet kasinin
ultrayapisal 6zelliklerinde nihai patolojik degisimler meydana geldigi goriilmiistiir. Bu
degisikliklerin reperfiizyon siiresince daha da koétiilesecegi tahmin edilmektedir.

Iskemik faz siiresince meydana gelen olaylar, oksijen yoklugunda metabolik
aktivite i¢in gerekli enerji depolarinin korunumuna kars1 bir saldirty1 temsil eder. Hiicre
ici enerji depolart adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP), adenozin
monofosfat (AMP) ve kreatin fosfattir. Dinlenme halindeki kas dokusunda ATP i¢in
gereksinim duyulan enerji nispeten azdir ve normal kosullar altinda serbest yag

asitlerinin oksidasyonuyla karsilanir. Iskemi siiresince, enerji depolar1 daha ¢ok



membran potansiyeli ve iyon dagilimmi siirdiirebilmek i¢in kullanilir. Kisitlanmis

dolasim, 6zellikle oksijen ve yag asidi gibi eksojen substratlarin azalmasina yol agar ve

iskelet kasinda enerji iiretimi i¢in anerobik yolaklarin sirayla aktivasyonu gerc;eklesir.32
[skelet kaslarinda devam eden ATP’nin anerobik iiretimi, kreatin fosfat tiiketimi

ve glikojen metabolizmasi olmak iizere iki farkli yolakla gergeklesir. iskelet kaslarinda

biiyiilk kreatin fosfat depolar1 bulunmaktadir ve bunlar kreatin kinaz enziminin

katalizledigi bir reaksiyonla, bir ADP molekiiliine yiiksek enerjili bir fosfat iyonu

vererek ATP’ye doniisiimii gerceklestirirler. Iskelet kaslarinda biiyiik glikojen depolari

bulunmaktadir ve glikolizle ATP {iiretimini saglayan enzimler bulunmaktadir. Glikojen

birka¢ adimda yikilarak piriivat liretimi gerceklesir. Bu yolagin devami igin piruvat,

hidrojen iyonu ayrilmasiyla laktata doniisir. ATP’nin bu yetersiz iiretimi hiicre ici

pH’y1 diisiisiir ve bu da sonug¢ olarak, glikolizde hiz simirlayict enzim olan

fosfofruktokinaz  iizerinde negatif feed-back yoluyla glikoliz  isleminin

sinirlandirilmasina yol agar. ¥

Iskemi sonucu olustugu bilinen hiicresel degisikliklerin bazilar sunlardir:

v Hiicre i¢i kalsiyum artist

v" Osmotik kontroliin degismesi

v Membran hasar1

v Serbest radikal tiretimi

v' Hiicre i¢i pH nin diigsmesi

v ATP diizeyinin azalmasi

v' Oksijenin tiikenmesi

v Hiicre i¢i glikoz seviyesinin azalmas1.*®

Iskemik dokudan salinan inflamatuvar mediatdrler sunlardir;

v Kompleman
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v/ Histamin

v’ Interldkin

v Lokotrienler

v" Oksijen serbest radikalleri

v Trombosit aktive edici faktor

v’ Serotonin

v" Tromboksan

v’ Tiimér nekrozis faktdr (TNF).3*

Iskemi sonras1 meydana gelen kan akimi bozukluklarinin nedenleri sunlardr:

1. Intravaskiiler hemokonsantrasyon ve trombozis

2. Kapiller endotelyal hiicrelerin sismesi

3. Lokositlerin kapillerleri tikamasi

4. Intersitisyel 6dem olusumu nedeniyle meydana gelen ekstravaskiiler doku
basinci art1§1.34

Iskemi siiresince olusan ilk iyon dengesizliklerinden biri, sarkolemmadaki Na /
K pompasinin enerji yoklugunda ¢alismamasi ve anerobik glikoliz nedeniyle ilerleyici
sitozolik asidifikasyondur. Kan akimiin yeniden saglanmasi, ekstraselliiler matriksten
baglica H gibi katabolitlerin hizli bir bi¢imde temizlenmesini saglar ve bu da hiicrelerle
cevreleri arasinda bir pH gradienti olusmasina yol acar. Bu durum hiicre i¢i asidozis
olusumunu dogrulayan mekanizmalar1 aktive eder. Bu mekanizmalar plazma

membranindaki Na/H degistiricisi ve Na/HCO3 kotransportudur.®

Reperfiizyon hasari
Doku icin gerekli substratlarin saglandigi ve metabolik son iirlinlerin
uzaklastirildig: siire¢ olan reperfiizyon, normal kas metabolik aktivitesinin onarilmasina

ve kas hiicrelerinde canliligin geri donmesine yol agmaktadir. Cok fazla iskemik hasara
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maruz kalan bazi hiicreler digerleri gibi onarilma sansina sahip degildir. iskeminin ara
derecelerinde olanlar, reperflizyonda meydana gelen olaylara bagli olarak yasayabilirler.
Kan akimimin yeniden saglanmasi, hiicresel hasarin artmasina yol agabilen yeni
reaksiyonlarin baslamasina ve bunun da kas hiicrelerinin kurtarilabilirliginin aksine
hasarin daha da artmasina neden olabilecegi olasilig1 biiyiik oranda kabul gt')rmﬁstiir.32

Kan akiminin onarilmasi ¢eliskili bir bicimde, iskeminin neden oldugu hasara ek
olarak daha fazla hasarin olusmasina yol agabilen olaylar zincirini baslatir. Kan akimi
tekrardan saglandiginda, iskemi siiresince meydana gelen biyokimyasal ve molekiiler
olaylar serbest radikallerin aracilik ettigi hasara zemin olusturur. Siiperoksit anyon
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali serbest radikal tiirleridir ve bu toksik
maddeler arasinda yer almaktadir. Reperfiizyon hasari; ksantin oksidaz sistemi ve
nikotinamid difosfoniikleotid sistemi olmak iizere baslica iki biiyiik siiperoksit iiretim
siireciyle ilgilidir.**

Sitotoksik oksijen metabolitleri (serbest oksijen radikalleri) reperfiizyon
hasarmin &nemli medyatorleri olarak ifade edilmistir. Iskemik dokunun tekrar
oksijenlenmesi, bol miktarda oksijen radikali iretimine ve sonrasinda hiicre hasarina yol
au;maktadlr.25

Reperfiizyon hasarini agiklamak i¢in {i¢ teori ileri siiriilmiistiir. Bunlar;

1. Oksijen radikali olusumunda bir patlamayla sonu¢lanan ve membran hasarina
yol agabilen oksidatif stres,

2. Enerjetik mitokondriyal mekanizmalarin yeniden baglamasinin miyofibriler
hiperkontraktiir, hiicre iskeletinde kirilmalar ve membranda pargalanmalarla
sonuglandigini ileri siiren enerji paradoksu,

3. Lokosit birikimi ve aktivasyonunun etkilerini isaret eden inflamasyonun

w 1o 4
roliidiir.*°
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Reperfiize edilmis kalpte oksijen radikali olusumunun nedeni olarak ileri siiriilen
mekanizmalardan bazilar1 sunlardir:

1. Ksantin oksidaz enzimi

2. Mitokondriyal oksidasyon

3. Siklooksijenazlarin neden oldugu doymamis yag asidi oksidasyonu

4. Katesolamin oksidasyonu

5. P450’nin neden oldugu oksidasyon

6. Lokositlerdeki NADPH oksidazin aktivasyonu

7. Demir salinimi1 ve redoks dé’)ngiisii.29

Trombosit endotelyal hiicre adhezyon modekiilii-1’in etkisinin, monoklonal
antikorlarin kullanilmasiyla in-vivo olarak bloke edilmesi iskemi-reperfiizyon hasarini
belirgin bir bicimde azaltir. Bu muhtemelen, nétrofillerin transendotelyal gecisinin
inhibisyonu ve kapiller perfiizyonun kas mikrodolasim diizeyinde artmasiyla
gerceklesir. Yiiksek derecede etkili bir fibrin ¢oziicii olan doku plazminojen
aktivatoriiniin ~ (t-PA) mikrodolasim diizeyinde I6kosit-endotelyal etkilesimleri
tizerindeki etkisiyle, 16kositlerin yapisma ve go¢ aktivasyonunda bir azalma ve belirgin
anti-inflamatuvar etkisi sayesinde doku 6deminde gerileme tespit edildi.**

Anjiopoietin-1 (Ang-1), endotelyal hiicreye 6zgii anjiojenik bir faktordiir ve
baslica kan damarlarinin degisimi, olgunlagsma ve stabilizasyonu sliresince islev goriir.
Iskemi-reperfiizyon calismalarinda, anjiopoietin-1’in yararl etkileri iyi bir bigimde
kanitlanmistir.  Anjiopoietin-1’in  kullanildigi gen terapilerinin, kas parcalarinin
hemodinamiklerini arttirdigi, deri parcalarinin yasam siiresini uzattigi ve kas

pargalarinin perfiizyonunu arttirdigs tespit edilmistir.**

13



2.3. Iskemi-Reperfiizyonda Serbest Radikallerin Olusumu

Ekstremitenin iskemik dokularinin oksijenize kanla reperfiizyona maruz kalmasi
hidroksil, stiperoksit anyon, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve nitrik oksit gibi serbest
radikalleri i¢eren reaktif oksijen iirlinlerinin asir1 iiretimine ve bunlarin kan dolagimina
katilimina neden olur. Bu reaktif oksijen {iriinleri uzamis iskemik ekstremitede, hiicre
hasarma yol acabilmektedir.** Dokuda oksidatif reperfiizyon hasar1 meydana gelmeden
once iskemik dokuda bazi olaylar meydana gelir. Ksantin dehidrogenaz enziminin
ksantin oksidaz enzimine doniistiigii gésterilmistir ve bu enzim de siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksitin potansiyel iireticisidir. Iskemi siiresince bu reaksiyonun substratlari
olan hipoksantin ve ksantin birikimi gergeklesir. Bunun yaninda, iskemi siiresince
oksidatif hasara kars1 hiicresel savunma, sliperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerinin azalmasiyla zaylﬂar.29

Uc¢ ana enzim yolaginin, radikal iretiminin &nemli kaynaklari oldugu
belirlenmistir. Bunlar;

1. Baslica endotellerde yerlesim gosteren ksantin oksidaz,

2. Baglica kas hiicrelerinde yerlesim gosteren mitokondrial elektron transport
zinciri,

3. Baslica 16kositlerde yerlesim gosteren NADPH oksidaz’dir.?

Iskeminin baglamasiyla, ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza hizli bir
proteolitik doniisiimii ve adenin niikleotitlerin (ATP) yikimiyla hipoksantin substratinin
birikimi  gerceklesir. Oksijen yoklugunda hipoksantinin ksantine doniisimii
gerceklesmez. Bu eksik substrat aniden asir1 bir sekilde bulundugunda, reperfiizyon
stiresince molekiiler oksijenin indirgenmesine paralel olarak hizli bir bigimde
oksidasyon devam eder. Bu indirgenme, yan {irlin olarak siiperoksit radikalinin olusumu

ile sonuglanir. Kendi baglarina bir dereceye kadar sitotoksik olsalar da, bu siiperoksitler
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sonradan hidrojen peroksidi ve ikincil olarak, Haber-Weiss reaksiyonuyla son derece
sitotoksik hidroksil radikalini olusturabilirler. Bu toksik oksijen metabolitleri baslica
hiicre ve mitokondri membranindaki lipidlerin peroksidasyonu yoluyla hiicresel hasara

neden olurlar.*

2.4. Kritik iskemi Siiresi

Kritik iskemi siiresi, bir dokunun tolare edebildigi ve canliligini devam ettirdigi
maksimum zaman araligidir. Kritik iskemi siiresi, doku gesidine ve sicakliga bagl
olarak degisir.”® Kritik iskemi siiresi organa gore degisir. Karaciger ve bobrekte 15-10
dk, iskelet kasinda 2.5 saattir. Bunun yaninda bu siire beyinde 5 dk’dan daha azdir ve bu
siirenin uzamast biliylik noronal oliimlere ve enfarktiise neden olur. Kritik iskemi
stiresinin agilmasindan sonra gerceklesen reperflizyon endotelyal ve parensimal hasarla
sonuglamir.?! Kritik iskemi siiresi, dokunun tam iskemiyi tolere edebildigi maksimum
zaman uzunlugunu vurgular ve dolasim onarildiginda canlilik devam eder. Ortalama
kritik iskemi siiresi, uygulama yapilan yerlerin %50’sinin 6lmesine neden olan iskemi
periyodudur. Kritik iskeminin siiresi, farkli doku tiplerine gore degisir. Arterlerde ve
rastgele deri uygulamalarinda 13 saat civarindadir. Bununla birlikte, ortalama sekonder
kritik iskemi siiresi 7 saat civarinda iken bu uygulamalarin giivenilir sekonder kritik

iskemi siiresi sadece 4.7 saattir.**

Tablo 2.1. Farkli Dokularda Kritik iskemi Siireleri.>®

Normal Isida, Farkli Dokularda Kritik Iskemi Siireleri

Doku Tipleri Siire
Kas 4 saat
Sinir 8 saat
Yag 13 saat
Deri 24 saat
Kemik 4 giin
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Iskeminin siiresi, doku hasarinin siddetini belirler. iskemide yapisal ve metabolik
degismeler; kapiller capin daralmasi, lokositlerin birikmesi, endotelyal hiicrelerde
metabolik fonksiyon bozukluklari, hedef organ hiicre membraninda fonksiyon
bozukluklari, inflamatuvar mediatorleri olusturan enzim sistemlerinin diizeylerinin
artmasidir. Doku oksijen diizeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku
pH’s1 diiser. Membran transport fonksiyonlar1 zayiflar. Transport fonksiyonlarindaki
yetersizligin en onemli sonuglarindan biri hiicre i¢i kalsiyum diizeyindeki artigdir.
Kalsiyum bir ikincil haberci gibi hareket ederek bazi enzimlerin aktivasyonunu baslatir
ve pro-inflamatuvar mediatorler birikir.**

Iskelet kasi, ekstremitede en bol bulunan dokudur. Fizyopatolojik calismalar,
iskeminin {igiincli saatinden sonra geri doniisiimsiiz kas hiicre hasar1 baslar ve yaklasik
olarak altinc1 saatte tamamlanir. Iskemi biyolojisi alanminda gergeklestirilen farkli
iskemi-reperfiizyon modellerinden elde edilen son bulgular, iskemi-reperfiizyonun
neden oldugu hiicre hasarinda mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin ve hiicre
Oliimiine yol acan mitokondrial proapoptotik proteinlerin saliniminin etkili oldugunu

géstermistir.SO

2.5. Polimorfoniikleer Notrofillerin iskemi-Reperfiizyon Hasarindaki Rolii

Polimorfoniikleer nétrofiller iskemik dokudaki serumda aktive olurlar ve oksijen
radikalleri ve elastaz salivererek direk olarak endotelyal hiicrelerde hasara neden
olurlar. Polimorfoniikleer notrofiller hidrojen peroksit tiretimi ve l6kotrien B4 (LTB4)
artisgindaki gegici ¢akisma, polimorfoniikleer 16kositlerin kemotaktik aktiviteye sahip
olduklar bilinen LTB4 tarafindan uyarildigini ileri siiriilmektedir.?® Lokositlerin, iskemi
sonras1 iskelet kasinda endotelyal permeabilite degisikliklerini arttiran mediatorler
oldugu ifade edilmistir.”®
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Iskemik dokularin reperfiizyonu siiresince olusan oksijen serbest radikallerinin
bir diger ana kaynagi da aktive edilmis notrofillerdir. Aktive edilmis noétrofiller,
miyeloperoksidaz gibi sitotoksik maddeler ve pro-inflamatuvar mediatorler saliverir.
Miyeloperoksidaz (MPO), hipoklor6z asit (HOCI) olusturmak i¢in H,O;’y1 kullanarak
klorun oksidasyonunu katalizler. Hipoklor6z asit son derece sitotoksik bir radikaldir.*

Reperfiize edilmis iskelet kasinda, beyaz hiicre birikimi agik bir bi¢imde
gosterilmistir. Beyaz hiicrelerin aracilik ettigi ilk hasarin ilk adimi, beyaz hiicrelerin
endotelyuma tutunmasidir. Bu olay, endotelyal 16kosit adhezyon molekiillerinin artan
yogunluklar1 kadar CD 11/CD18 gibi notrofil adhezyon reseptdrlerinin sayisinin artmasi
ya da konformasyonal degisim yoluyla olmaktadir. Reperfiizyon siiresince, beyaz kan
hiicrelerinin endotelyal hiicrelere tutunmasi geri doniisiimlii bir olay olabilir ¢iinkii
kapali kapiller yataklara kan akiminin yeniden saglanmasindan sonra bu beyaz
hiicrelerin  siiriiklendigi intra-vital mikroskobinin kullanilmasiyla gosterilmistir.
Tutunmadan sonra aktivasyon meydana gelir. Lokal membranlardaki hasarin daha da
artmasia yol acan oksijen serbest radikallerinin yaninda elastaz ve proteinaz gibi
sitotoksik enzimlerin salinim1 gergeklesir. Bu olaylar reperfiizyonun sadece ilk birkag
saatinde degil ilk 48 saat siiresince meydana gelmesi beyaz kan hiicrelerinin ilerleyici
bulunusunu gostermektedir. Dokularda bulunan nétrofil miktarinin iyi bir gostergesi
olan miyeloperoksidaz enzimi konsantrasyonu reperfiizyonun 48. Saatinden sonra kasda
yaklasik 100 kat artmaktadir. Ayn1 zamanda, reperfiizyonun erken donemlerinde beyaz
kan hiicrelerinin uzaklastirilmas: serbest radikallerin neden oldugu hasar1 diistiriir. Bu
siire¢ beyaz kan hiicrelerinin bulunusuyla ilgilidir ve uzamis reperfiizyonlar siiresince
geliserek devam eder.??

Lokositlerin ylizeyindeki hiicre yapisma molekiilleri, endotelyal hiicrelerdeki

ligandlariyla etkilesir ve birbirleriyle son derece iliskili olan olaylar dizisini baslatir ve
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sonug olarak, diapedez olarak bilinen l6kositlerin kan dolasimindan dokuya ge¢gmesine
yol acar. Ilk aktive olan hiicre nétrofillerdir. Eskiden nétrofillerin, iskemi-reperfiizyon
hasarmin baslaticis1 oldugu diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte daha yakin zamanlarda,
notrofillerin yol ya da yikim olaylarimin ¢ofu arasindan son yolak oldugu rapor
edilmistir. Adhezyon ve gogii dogrulamak igin, 16kositlerin yuvarlanarak akisinin
ilerlemesi 1yl siralanmis bir siirecgtir. Notrofiller, primer iskemik faz siiresince
trombositler, endotelyal hiicreler ve diger 16kositler tarafindan iiretilen kemotaktik
sinyallerle inflamasyon bolgesine akarlar. Notrofiller bir kez aktive olduklar1 zaman,
hasar bolgesindeki vaskiiler endotelyuma tutunurlar ve interstisyel alan ortamina gog
ederler. Polimorfoniikleer nétrofillerin gocii, {ic adimli bir islem olarak tanimlanir. Ik
olarak, 16kositler endotelyal hiicre ylizeyi boyunca yuvarlanirlar. Bu, glikoproteinlerin
selektin familyas: tarafindan gergeklestirilir. Onlar daha sonra, damar duvarina
tutunurlar. Sonug olarak, onlarin ¢ogu ardi ardina endotelyal hiicreler arasindan gog
ederler ve zararli etkilerini gosterecekleri hedef dokuya yakin bolgelere gelirler.
Polimorfonekleer nétrofiller, bircok yolla zararli etkilere neden olurlar. Bunlar;
sitoplazmik graniillerden elastaz gibi proteolitik enzimlerin salgilanmasi, solunum
patlamasi ve kapiller diizeyde mikrodolagimin fiziksel olarak kesilmesi yoluyla serbest
radikal tiretimi ve iskeminin uzamasidir. Klinik sonuglar; mikrodolagim diizeyinde
fonksiyonel kapillerlerin kapanmasi, trombus olusumu ve yeniden akimin olmamasina
yol acan mikro damarlarin tikanmasidir. Klinik olarak bu olaylar, transfer edilmis

dokunun kismi ya da total iskemisi ile sonuglanir.**

18



2.6. Nitrik Oksitin Iskemi-Reperfiizyon Hasarindaki Rolii

Nitrik oksit bir serbest radikaldir ve NO sentaz enzimi tarafindan L-arjininden
sentezlenir. NOS ¢ farkli formda bulunur; néronal NOS (nNOS, NOS-I), endotelyal
NOS (eNOS, NOS-III) ve indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS-I1I). eNOS iskemiye yanit
olarak anjiogenesisi diizenler.? Yapilan son caligmalar nitrik oksitin mikrovaskiiler
hasar ile iligkili oldugunu gostermistir. Nitrik oksit, ¢esitli hiicrelerde L-arjininin
terminal guanidinonitrojen atomundan sentezlenir.?® iskemi-reperfiizyon siiresince,
dokuda L-arjinin ve BH4 kofaktoriiniin tiikenmesinin bir sonucu olarak endotelyal
NOS’dan siiperoksit iiretiminde dereceli bir artis meydana gelir. Iskemi siiresince
ATP’nin ksantin ve hipoksantine yikimi gerceklesir. Reperflizyon siiresince ksantin
oksidaz piirin metabolitlerinin iirata doniisiimiinii katalizler. Bu reaksiyonun bir tirlinii
olarak bol miktarda siiperoksit olusur. Siiperoksit daha sonra, ortamda bulunan NO ile
etkileserek peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit de protonlanarak peroksinitréz asiti
olusturur. Peroksinitr6z asidin kademeli olarak ¢oziilmesiyle son derece sitotoksik
tirtinler olan NO; ve OH radikali olusur ve bu radikaller ya apoptotik hiicre 6liimiine ya
da doku nekrozisine neden olarak dokudaki hasarin daha da ilerlemesine neden
olurlar.?

NO; vazodilator, anti-inflamatuvar ajan, nétrofil tutunma inhibitorii ve oksijen
serbest radikal siipiiriiciisii olarak damarlar1 korur. Bununla birlikte NO, ksantin oksidaz
sistemi tarafindan tretilen siiperoksit radikali ile etkileserek peroksinitriti olusturur.
Peroksinitrit son derece sitotoksik bir iiriindiir ve bazi hiicresel komponentleri okside
eder. NO, NO sentaz (NOS) olarak bilinen bir enzim ailesi tarafindan sentez edilir. NO
sentazlarin indiiklenebilir formu iNOS, patolojik siireglerde ve pro-inflamatuvar
ajanlara cevap olarak etkinlesir ve biliyilk miktarda NO {ireterek iskemi-reperfiizyon

hasarmin patofizyolojisine katkida bulunur.®
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Endotelyum 6nemli bir nitrik oksit kaynagidir ve nitrik oksit, iskemi-reperfiizyon
hasarina karsi1 1yi bilinen bir mediator veya koruyucudur. Nitrik oksit, NO sentaz (NOS)
olarak adlandirilan bir enzim ailesi ile L-arjininin guanidium grubundan sentez edilen
iki atomlu bir serbest radikaldir. NOS’un ii¢ izoformu tanimlanmistir. Tiim formlari
NADPH’1 kullanir. Nitrik oksitin etkileri asagidaki sekilde siralanabilir;

1. Vaskiiler tonusun fizyolojik diizenleyicisi olarak doku koruyucu etkisi,

2. Platelet agregasyonunun inhibisyonu,

3. Lokositlerin endotelyuma tutunmasinin zayiflatilmasi,

4. Oksijen tiirevli serbest radikallerin siipiiriilmesi,

5. Normal vaskiiler permeabilitenin siirdiiriilmesi

6. Diiz kas proliferasyonunun inhibisyonu,

7. Immun savunma,

8. Endotelyal hiicre yenilenmesinin uyariimasi.**

Nitrik oksidin inhibisyon mekanizmasi hala kesin olmasa da, nitrik oksit
salimimindaki azalmayla karekterize olan etkilenmis endotelyumdaki siddetli fonksiyon
kayiplarinin iskemi-reperflizyon hasarina neden olacagi kesindir. Muhtemelen kismi
oksijen akis1 ve endotelyal hiicreler tarafindan iiretilen nitrik oksit, reperfiizyonun erken
fazlar1 siiresince oksijen birikimine destek olur. Bu nitrik oksit birikimini

sinirlandirabilir ve yararli etkilerini engelleyebilir.**

2.7. iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Mitokondrilerin Rolii

Mitokondriler, hiicrelerdeki en biiyilik organeldir ve oksidatif fosforilasyon
islemiyle adenozin trifosfat (ATP) iiretimini saglar. I¢ ve dis membran igerirler. I¢ kisim
elektron transport zinciri bilesenlerini icerir. Uzun iskemi periyotlar1 elektron transport
komplekslerini degistirebilir. Komplekslerin tiimii, 60 dakikalik 1s1 iskemisinden sonra

alt linitelerindeki yapisal hasardan dolay: aktivite kaybi1 gosterirler fakat kompleks 1
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(NADH dehidrogenaz) ve kompleks 3 (CoQH,-c rediiktaz), iskemik hasara en duyarh
olan komplekslerdir. Reperfiizyonda, oksijenin tekrardan gelmesiyle elektron transport
zinciri kompleksleri zarar gorerek elektronlarin sizmasina neden olabilir ve bu
elektronlarin O;’yi olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girmesi oksidatif patlamaya
neden olur. Mitokondriler, iskemi-reperfiizyon hasarinda rol oynarlar ¢iinkii elektron
transport zincirinin spesifik inhibit6rlerini kullanarak 6nemli miktarda hidrojen peroksit
liretimi ger(;eklestirirler.44

Iskemi siiresince, ATP sentezinin azalmast Na/K ATPaz’in inhibe olmasina ve
bu da hiicre i¢i Na ve Ca diizeyinin artmasina yol acar. Glikolizin artmasi, laktik asit
birikimine ve pH’nin diismesine neden olur. Bununla birlikte, reperfiizyon hiicre i¢i Ca,
pH ve reaktif oksijen tiirlerinde hizli bir artisa neden olur. Bu durum, mitokondriyal
permeabilite ge¢is poru (MPTP) olarak bilinen mitokondri i¢ membraninda nonspesifik
porlarin acilmasina neden olur. Reperfiizyon hasarinin ana nedeninin, fizyolojik
kosullar altinda ve iskemi periyodunda bile saglam bir bicimde kapali olan fakat
reperfiizyonda acgilan bu MPTP’ler oldugu ifade edilmistir. MPTP’lerin acilmasi
asagidaki olaylarin meydana gelmesine neden olur:

1. Membran potansiyelinin bozulmasi

2. Matrikste sisme

3. Mitokondri dis membraninda kopmalar

4. Bir preapoptotik protein olan sitokrom c’nin saliverilmesi ve hiicre

apoptozisine neden olmas.”

2.8. Komplement Aktivasyonu
Komplement aktivasyonunun, iskeminin neden oldugu hasara yol acan olaylarda
onemli bir bilesen oldugu bilinmektedir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda, miyokard

enfarktiisii esnasinda komplement aktivasyonu ilk olarak otuz yildan daha fazla bir siire
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once tanimlanmistir. Komplement sistemi ii¢ farklt mekanizma tarafindan aktive edilir.
Bunlar; klasik yolak, lektin yolagi ve alternatif yolaktir. Bu yolaklarin tiimii, C3 ve
C5’in gi¢lii proinflamatuvar C5-a ve C5b-9’u kullanir. Bunlarin iskemi-reperfiizyon
hasarmin baslica sorumlular1 olduklarma inanilir. Iskemi-reperfiizyon siiresince, doku
hasar1 olusumunda komplement aktivasyonunun rolii tanimlandiktan sonra komplement
sistemi deneysel iskemi-reperfiizyon i¢in ana terapotik hedef haline gelmistir.
Rekombinat ¢oziiniir komplement reseptorii tip-1 (sCR1)’in miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon modellerinde, deneysel akciger ve karaciger nakillerinde ve intestinal
iskemi-reperfiizyonda 6nemli yararli etkileri olmustur. sSCR1’in ayni zamanda, inme
modelindeki néronal korumada ve iskelet kas1 iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu
oldugu gosterilmistir.**

Komplement inhibisyonunun bir diger metodu C1 esteraz inhibitoriiniin
kullanilmasidir. C1 esteraz inhibitdr terapisi, miyokardiyal iskemi reperfiizyonu
stiresince endotelyal adhezyon molekiilii ekspresyonunu baskilamis bu da nétrofillerin
neden oldugu iskemi-reperfiizyon hasarinda direk bir etkiye oldugunu gostermistir.
Komplemanlarin neden oldugu doku hasarinda 6nemli bir faktor olduguna inanilan C5a
bloke edici antikor ya da inhibitor tarafindan hedef alinmistir. Rat intestinal iskemi-
reperfiizyon modellerinde, C5a’nin yaninda C5’in de bloke edilmesi iskemi-reperfiizyon
hasarma karst koruyucu etki ile sonuclanmuistir.** Ratlardaki miyokardiyal
enfarktiislerde C5’e karsi verilen antikorlar nekrozu ve nétrofil infiltrasyonunun
yaninda hiicre apoptozisini inhibe etmistir.*

Reperflizyon hasarmin patogenezi tam olarak anlasilamamisken, komplement
sistemin  katkisinin = oldugu  diisiiniilmektedir.  Ciinkii, hipoksik  dokunun
reperfiizyonundan sonra C5-9 komplement bilesenlerinin birikimiyle ilgili kesin kanitlar

bulunmaktadir ve hasar sCR1 6n tedavisiyle kismen inhibe edilebilir. sCR1 ile 6n
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tedavinin noétrofil akisini, C5-9 birikimini ve rat miyokardiyal iskemi modelinde
enfarktiis bilyiikliigiinii azalttig1 goriilmiistiir. Iskemik rat alt ekstremitesinin ya da
intestininin veya fare iskelet kasmin reperfiizyonundan sonra inflamasyon olusumunu
bloke etmek veya azaltmak icin yapilan benzer calismalarda sCR1 kullanilmistir.
Normalde insan eritrositleri, B lenfositleri, graniilositleri ve makrofajlarinda bulunan
complement reseptér tip 1 (CRI1; CD35) aktive olmus C3 (C3b) ve C4 (C4b)’e
baglanarak C3 ve C5 komplement sistemlerini aktive eden enzimlerin ayrigmasina ve
C3b ile C4b’nin serum faktor 1 tarafindan proteolitik yikimina yol agar. Coziinebilir
formda uygulandiginda sCR1, serum komplement aktivasyonunun son derece etkili bir

inhibitorii olarak islev goriir.*

2.9. Sitokinlerin Rolii

Sitokinler, hiicresel iletisimle ilgili bir sinyal iletim kategorisidir. Onlar,
diizenleyici polipeptidlerin biiyilk ve farkli bir familyasini olusturur ve farkli
embriyolojik orjinli hiicreler tarafindan viicudun genis bir bolimiinde tretilir. Sitokin
terimi ayn1 zamanda, interlokin ve interferonlar gibi immiinomodiilator ajanlari
tanimlamak igin kullanilir. Literatiirde, interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6),
tromboksan A2 (TXA2) tiimor nekrozis faktoriin (TNF) iskemi-reperfiizyon hasarindaki
rolleri 1yl bir bicimde arastirilmistir. Bu sitokinler, 16kosit ve vaskiiler endotelyal
bariyer arasinda sinyalleri olustururlar ve ldkositlerin segici adhezyonundan ve
transmigrasyonundan sorumlu olduklarina inanilmaktadir.>®

Proinflamatuvar sitokinler, iskemi-reperfiizyon hasarina yol agan olaylar
yolaginda kritik bir rol oynar. Lokositler ve endotelyal hiicreler, iskemi-reperfiizyon
hasarma yol agan sitokin tliretimiyle ilgili olan baslica hiicre tipleridir. Niikleer faktor-
kB bir transkripsiyon faktoriidiir ve iskemi-reperfiizyona cevap olarak ¢ok sayida genin

ekspresyonunu etkiler. Interlokin (IL)-B ve tiimdr nekrozis faktdr- o (TNF-a),
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proinflamatuvar lokal ve sistemik etkisi olan ve diizeyi artan iki sitokindir ve iskemik
alt ekstremitenin reperflizyonundan hemen sonra tespit edilebilir. IL1-f giiclii
kemotaktik etkiye sahiptir ve endotelyal hiicrelerde adhezyon molekiillerinin
ekspresyonlarinin artmasina neden olur. TNF-a endotelyal hiicrelerde degisimlere neden
olur ve kapiller sizmaya yol agar. TNF-0, monosit kemotaktik protein-1’e ilave olarak
IL-6 ve IL-8’in ekspresyonuna neden olur. IL-8 notrofil kemotaksisine ve adhezyonuna
yol agarken IL-6’da daha sonra endotelyal permeabilite ve karacigerden akut faz
reaktanlarinin tiretimine daha fazla katkida bulunur. Monosit kemotaktik protein-1 bir
kemokindir (kemotaktik sitokin) ve dolasimdaki monositlerin inflamasyon ve hasar
bolgesine ydnlenmesine yol acar. Iskemi-reperfiizyon hasar1 nedeniyle meydana gelen
sitokin artiginin net sonucu l6kositlerin aktivasyonu ve taginmasinin yaninda endotelyal

biitiinliigiin bozulmasidir.®’

2.10. No-Reflow Fenomeni

Reperfiizyon siiresince, aktive olmus l0kositler endotelyuma tutunurlar ve
endotelyal tahribe yol acan bir mikrogcevre olustururlar. Aktive olmus lokositler ayni
zamanda post kapiller veniillerden intersitisyel alana gegerler ve ROS ve sitotoksik
enzim salinimiyla mikrovaskiiler bariyerin tahrip olmasina yol agarlar. Bu olay plazma
proteinlerinin sizmasima neden olur. Intersitisyel sivi basinci, artmis transkapiller sivi
filtrasyonu nedeniyle artar. Artmis intersitisyel sivi basincinin sonucu olarak olusan
0dem kapillerlere baski yaparak no-reflow fenomeninin olusmasima yol acarlar. Bu
yiizden, yapisan ve goc¢ eden lokositler direk olarak miyositlere hiicum ederek ve no-
reflow fenomeni yoluyla iskelet kasi iskemi-reperfiizyon patogenezisine katkida
bulunurlar. No-Reflow fenomeni nedeniyle miyositlerin metabolik ihtiyaclar

reperfiizyon siiresince karsilanamaz ve kas nekrozu meydana gelir. Bunun yaninda,
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noétrofillerin kapiller endotelyuma direk olarak tutundugu ve mikrovaskiiler okliizyona

neden oldugu ileri siiriilmiistiir.”®

2.11. iskemi-Reperfiizyon Hasarin Lokal ve Sistemik Belirtileri

Akut ekstremite iskemisi, ilerlemis periferal vaskiiler hastaliklarin bir
komplikasyonudur. Terapotik girisimler, etkilenmis ekstremitede kan akiminin tekrar
saglanmasina yonelmistir ve bu da iskemi-reperfiizyon hasarinin olugmasina yol
acabilir. Ekstremite iskemi-reperfiizyon hasarinin lokal belirtileri siklikla ekstremite
kayb1 ve fonksiyon bozukluklaridir. Iskemi-reperfiizyon hasarinin sistemik belirtileri,
kardiyopulmoner fonksiyon bozukluklari ve iskelet kasindan metabolik son tiiriinlerin ve
proinflamatuvar mediatdrlerin - salmimila iliskili olan sok durumudur. Iskemi-
reperfiizyon hasari, baslangigta kan akimmin durmasiyla baglayan ve iskemi siiresine
iskelet kasinda enerji substratlarinin azalmasi ve asidozisin gergeklestigi kompleks
fizyolojik bir senaryodur. Reperfiizyon siiresince, kas hasarinda paradoksik bir artig
meydana gelir ve bu da devam eden metabolik fonksiyon bozukluklarina, lokal
trombozise ve siddetli inflamatuvar cevabin olugsmasmna yol agar.  Ekstremite
iskemisinin teshis edilmesinde biiylik ilerlemelere ve iskemik ekstremitenin
reperflizyonunun basarili bir sekilde gerceklestirildigi girisimlere ragmen akut
ekstremite iskemisinden sonra ekstremite kayb1 ve 6liim insidanst son on yil siiresince
degismeden kalmistir. Lokal ve sistemik hasari iyilestirmek i¢in yapilan farmakolojik

girisimler trombolitik, antikoagiilan ve antiplatelet ajanlarla sirlandirimustir.>

2.12. Iskelet Kasi iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Iki saatten daha uzun siiren iskemi-reperfiizyon hasari biiyiik capli iskelet kasi lif
oliimiine neden olur. Iskelet kaslarmin hasardan sonra rejenerasyon yetenegi oldugu
icin, rejenere olan kas liflerinin sonraki formasyonu takip eden giinlerde olusacaktir.
Daort saatlik iskemi-reperflizyon hasarini takip eden 14. giinde kas fonksiyonlarinin tam
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olarak iyilesmedigi goriilmiistiir. Onceki ¢alismalarda, miyosit hasarindan sonra kasimn
tam olarak iyilesmesinin birka¢ haftayr alabildigi gosterilmistir. Bu ylizden, hiicre
Oliimiine yol agan iskemi-reperfiizyon hasarini takip eden uzun siireli kas iyilesmesini
calismak onemlidir.>!

Dolagimin aniden kesilmesinden sonra meydana gelen iskelet kasi iskemisi,
yiiksek enerjili fosfat molekiillerinin iiretiminde ve kullannrminda dengesizlige yol acar.
Iskemik iskelet kasinda kasilma olmadig1 i¢in enerji gereksinimi azalir fakat adenozin
trifostafin hidrolizi, membran stabilizasyonu ve iyon dagilimi i¢in gereksinim duyulan
hiicresel enerjiyi karsilamak i¢cin devam edecektir.>

Iskemik stresin iigiincii saatinde, geri doniisiimlii biyokimyasal ve morfolojik
degisimler meydana gelir ve kisaca bu olaylar nekrozla sonuglanir. iskemik stresin
altinc1 saatinden sonra hiicre yapisinda tam diizensizlik meydana gelir ve kaslarda
tamamlanmis nekroza yol acan geri doniisiimsiiz biyokimyasal degisimler meydana
gelir. Kreatin fosfat (CP) tiikenisinden sonra, ATP iiretimi sadece glikolitik yolakla
miimkiin hale gelir ve bu da potansiyel olarak zararli bir ajan olan laktat {iretimine yol
acar. Reperfiizyon siiresince, yliksek enerji depolarinin restorasyonu mitokondrilerdeki
elektron transportu icin faal hiicresel mekanizmalar kadar oksijen ve adenin
niikleozidler gibi énciillerin diizeyinin yeterli olmasi gerekir. Iskemik hasar, normal
hiicresel sentetik siirecleri engelleyebilir ve niikleotidlerin iskemik dejenerasyonu yagda
¢oziinebilir iiriinler olusturabilir ve reperfiizyonla sitoplazmadan uzaklastirilir.”®

Iskemi-reperfiizyon hasari, indirek hasarin en 6nemli konusudur. Iskelet kas1 bu
olguya ozellikle yatkindir ve bu doku, iki saat veya daha uzun siireli bir iskemi
periyodundan sonra énemli 6dem ve hiicresel yasam kayiplar1 gdsterebilir.>* Mekanik
veya farmakolojik olaylarin neden oldugu akut arteriyal okliizyon ve onu izleyen

reperfiizyon, 6nemli organ hasarlarina yol acabilen genel klinik olaylar dizisidir.
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Ekstremitelerde travmatik veya tromboembolik olaylarin neden oldugu akut iskemi,
onemli sakatlik ve 6limlerden sorumludur. Iskemi siiresini azaltmanin dnceleri, doku
hasarmmi azaltmada tek Onemli yol olduguna inanilsa da iskemiyi takip eden
reperfiizyonun iki kat etkiye sahip oldugu aciktir. Reperfiizyon, canliligin devami igin
esas olarak gerekli olsa da ayn1 zamanda zararli olaylar dizisini baslatir. Bu olaylar;
akut hiicre sismesi, zit elektrolit akisi, mikrodamar gec¢irgenliginde artig, kan akiminin
tekrardan ger¢eklesmemesi, zararli oksijen radikallerinin olugmasi ve temel yiiksek
enerjili fosfat nciillerinin uzaklagmasidir.”

Reperfiizyon, iskemik hasarin iyilesmesi i¢in siiphesiz bir dnkosuldur. Fakat
sasirtict bir bicimde, tekrardan sunulan molekiiler oksijen zararli oksijen radikallerinin
bir kaynagidir. Oksijen radikalleri de lipid peroksidasyonu ve sonug¢ olarak hiicre
membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla iliskilidir.>®

Iskemide, mitokondriyal ATP sentezi durur ve yerini glikoliz alir. Bu laktat ve
hiicre i¢i hidrojen birikimine neden olur. Hiicre i¢i hidrojen birikimi, Na / H antiport
tagtyircisinin (NHE-1) aktivite artisint uyarir ve bu da H c¢ikisina ve hiicre i¢ci Na
birikimine yol agar. Burada sodyum birikiminde daha fazla bir artis vardir ¢linkii Na
cikisi, enerji bagimli Na-K-ATPaz pompasinin inaktivasyonuyla siirlandirilir. Hiicre
i¢ci sodyum artis1, kalsiyum girisine neden olan Na / Ca degistiricisinin aktivasyonuyla
gerceklesen hiicre i¢i kalsiyum artistyla iligkilidir. Bununla birlikte, iskeminin 10-20
dakikas1 i¢ginde NHE-1 inhibe olur ¢linkii ekstraselliiler asidoz intraselliiler asidozdan
daha belirgindir. Reperfiizyonda, ekstraselliller hidrojenin hizli bir bigimde
uzaklastirilmast NHE-1°1 tekrardan aktive eder. Bu da daha fazla hiicre i¢i Na
birikimine yol acarak Na / Ca degistiricisinin aktivitesiyle sitozolik kalsiyum birikimine
neden olur. Sitozolik kalsiyumun asir1 artisinin mitokondriyal Ca artisina neden oldugu

bunun da ATP sentezini bozduguna inanilir.”’
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Kaslar farkli lif tiplerinden olusmustur. Iskemi-reperfiizyon ile ilgili yapilan bazi
deneysel hayvan caligmalarinda hasarin farkli kas liflerinde farkli oldugu goriilmiistiir.
Tip II miyozin kas lifleri hasara tip I kas liflerinden daha dayaniklidir. Tip II hizli
kasilan liflere sahip olan kaslar mitokondri, sarkoplazmik retikulum ve miyofibrillere
olan hasara daha fazla dayanirlar ve iskemi-reperfiizyon sonrasi iyilesmeleri gecikir.
Benzer sekilde, tip II kas liflerine sahip olan kaslarin lif sayilar1 azalir ve iskemi-
reperfiizyondan sonra nekroza, tip I kas lifine sahip kaslardan daha dayaniklidir. Hizli
kasilan kas lifleri iskemik zararlara yavas kasilan kas liflerinden daha diren(;lidir.58

Crush sendromu, direk basing ya da ezilmeden kaynaklanan kas hiicre hasarinin
sistemik belirtisidir. Crush hasarmmin tam patofizyolojisi halen arastirilmaya devam
edilmektedir fakat crush sendromundaki sistemik belirtiler rabdomiyoliz ve iskemi-
reperfiizyon hasari1 nedeniyledir. Crush hasari1 nedeniyle olusan mekanik stresin bir
sonucu olarak kas hiicreleri gerilirler ve sarkolemmal membranlar, igeriklerini hiicre
disindaki dolagima dogru sizdirmaya baslarlar. Bu igerikler, sistemik olarak toksik
olabilen miyoglobin, iirat, potasyum ve fosfati igerir. Sarkolemmadan sizmalar
nedeniyle ekstraselliiler alandan hiicre i¢ine su, kalsiyum ve sodyum sizintis1 olur ve bu
da hiicre sismesine ve intravaskiiler voliim azalmasina neden olur. Kasa uygulanan
basing hafifletilip reperfiizyon tekrardan saglandiginda, etkilenen kastaki miyoglobin,
iirat, potasyum ve fosfat dolagima salinir. Bunun yaninda, biiyiik miktarda intravaskiiler
sivi artmis kapiller permeabilite nedeniyle ilgili kas igerisine sizar. Bu toksin salinimi ve
hipovolemi, crush sendromunda goriilen sistemik etkilere yol acar.”®

Proinflamatuvar mediatorlere cevap olarak notrofiller tarafindan salgilanan
matriks metalloproteinaz MMP-9’un iskemi-reperfiizyon hasarinda da rolii olduguyla
ilgili Onemli kanitlar bulunmaktadir. MMP-9, bazal membranin en Onemli

bilesenlerinden biri olan kollajen-IV’ii yikma yetenegine sahiptir. MMP-9, cerebral
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iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasi belirir ve onun belirmesi kan-beyin bariyerinin
bozulmasiyla pareleldir. Benzer sekilde, kardiyak ve alveolar kapiller permeabilitedeki
artigla iligkili olan pulmoner reperfiizyon hasarinda MMP-9 diizeyinin yiikseldigi
gosterilmistir. Iskelet kas1 iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra MMP-9 diizeyindeki
yiikselmenin kollajen-1V yikimiyla paralel oldugu rapor edilmistir ve bu doku hasari
genis spektrumlu bir MMP inhibitorii olan doksisiklinle azaltilmistir.®!

Iskelet kas1 dokusunun uzamis iskemiye tdlerans limitinin diisiik olmasimnin
nedeni; kapiller perfiizyonun yetersizligi ve dokunun tekrar oksijenlenmesindeki
bozukluklardir. Bu durum doku nakillerinde total ya da kismi basarisizliga yol agabilir.
Yapilan son caligmalar, uzamis iskemi ve reperfiizyonla iliskili olarak doku
oksijenlenmesi ve hiicresel degisimler arasinda bir iliski oldugunu géstermistir. Iskemik
doku degisimleri; intraselliiler asidoz, hipoksi, Ozellikle fosfokreatin ve adenozin
trifosfat gibi yliksek enerjili fosfat bilesiklerinin tiikenmesi, hiicresel voliim degisimleri
ve cerrahi sonras1 doku perfiizyonunu ve oksijenasyonunu olumsuz etkileyen olaylarin
tiimiini ic;erilr.63

Reperfiizyonun takip ettigi uzamis iskemiler iskelet kasi hiicrelerinde yalnizca
nekrozise neden olmaz aynm1 zamanda apoptozisi de hizlandirir. Hiicre 6liimiiniin
diizenleyicileri olmalarinin yaninda enerji lireten rolleri nedeniyle mitokondriler hiicre
yasami i¢in temeldir. Mitokondriler, reperfiizyon siiresince liretilen toksik uyaranlardan
olan reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagidir ve iskemi-reperfiizyon hasarinin ana
bilesenidir. iskemi-reperfiizyon, dnemli mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina neden
olabilir ve bu da iskemi-reperfiizyonun neden oldugu hiicre 6liim mekanizmasina zemin
ha21rlayabilir.65

Iskeminin baslamasiyla kas metabolizmasi aerobikten anaerobike déner. Bu

olay, laktat-piriivat oraninda degismeye ile laktat tiretiminde artisa yol agar. Bu
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orandaki degismeler, hidrojen iyon konsantrasyonunda artisa ve asidozise yol agar.
Iskemi uzadikca, kalici kas hasart meydana gelir. Hipoksik kas hasari, ATP’nin
tilkkenmesine ve ekstraselliiler kalsiyumun kas i¢ine sizmasina neden olur. Sodyum-
potasyum ATPaz ve kalsiyum-sodyum degistiricisindeki fonksiyon bozukluklari bu
olayda ise karismaktadir. Serbest kalsiyum diizeyindeki artis sonucunda kalsiyum aktin,
miyozin ve hiicresel proteazlarla etkilesir ve sonug olarak iskelet kas liflerinde nekroza
yol agar. Hiicre i¢i potasyum, fosfat, kreatin kinaz ve miyoglobin mikrodolasima sizar
ve sistemik dolasima doner. Bu olaylar reperfiizyonla artarak devam eder.®’

Iskemik ekstremitenin oksijenlenmis kirmizi kan hiicreleriyle reperfiizyonu,
sitokin salinimi, l6kosit aktivasyonu, adhezyon molekiillerinin ekspresyonunda artis,
protrombotik eikosanoid iiretimi, komplement yolaginin aktivasyonu ve toksik oksijen
metabolitlerinin olusumuyla karekterizedir. Nitrik oksit gibi baz1 diizenleyici
molekiiller, reperfiizyon Oncesi iskeminin derecesine bagli olarak sitotoksisiteden
sitoproteksiyona kadar degisen etkilere sahiptir. Bununla birlikte genel olarak bu
hiicresel olaylar uzamis iskemiyle baglayan lokal hasar1 arttirirlar ve bunlar iskemi-
reperfiizyona karsi olusan sistemik cevabin kritik bilesenleridir. iskemi-reperfiizyon
hasarmin prosesleri birbirleriyle baglantili ve cogunlukla sinerjistik olsa da onlarin

etkilerini birbirinden ayirmak ve her bir bileseni analiz etmek ¢ok kolaydlr.67

2.13. Leflunomid

Bir izoksasol tiirevi olan ve essiz bir immunomodiilator ajan olarak etki gosteren
leflunomid romatoid artiritte, ayn1 veya farkli tiirden yapilan doku nakillerinde, sistemik
lupus erithematosusta ve kolon kanserinde kullanilir. Leflunomid bir 6n ilagtir ve
hiicrelerde hizli bir sekilde aktif metaboliti olan A771726’e¢ doniisiir. A771726’nin olusmasi
icin izoksasol halkasinin agilmasiyla iligkili olan bu doniisiim dolagimdaki ilacin

%95’inden fazlasimi olusturur (68). Leflunomidin aktif formu olan A771726, TNF-a ve
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diger inflamatuvar ajanlarla indiikklenen NF-Kb aktivasyonunun potansiyel bir

inhibitoriidiir.®°

Farmakolojisi

Leflunomid bir izoksasol tirevidir. Etki modu tam olarak bilinmemektedir.
Leflunomidin aktif metaboliti olan A771726, pirimidin senteziyle iligkili bir enzim olan
dihidro-orate dehidrogenaz’a baglanir. Sonug olarak, iiridin trifosfat diizeyinde ve
lenfositler ile diger hizli boliinen hiicrelerdeki bir azalma meydana gelir. Bunun yaninda
tirozin kinaz enziminin de etkisi azalir. Bu etkiler, immunoglobin {iretiminin
baskilanmasi ve hiicre adhezyonuna miidahalenin yaninda DNA ve RNA sentezi ve T
ve B-hiicre proliferasyonunda degisimlere yol agar. Leflunomidin anti-inflamatuvar
aktivitesinin, histamin salinim1 ve siklooksijenaz-2 inhibisyon yetenegiyle gerceklestigi

in vitro olarak gésterilmi§tir.70
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Sekil 2.1. Leflunomid ve aktif metaboliti A771726’in kimyasal yaplsl.71
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Farmakokinetigi
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Sekil 2.2. Lewis ratlarda tek doz oral leflunomid uygulamasindan sonra A771726’nin
farma.kokinetigi.72
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Gruplari

Calisma ile ilgili etik kurul onayi, Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi’ndan 24.02.2012 tarih ve B.30.2.ATA.0.23.85-
15 say1 numarasi ile alindi. Deneyde kullanilacak siganlar, Atatiitk Universitesi Tibbi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (ATADEM) temin edilen siganlar, 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik, havalandirmali, sabit 1sida ve her kafese dorderli gruplar
halinde yerlestirildi ve randomize olarak her grup icin secildi. Sicanlar, standart pelet
yemi ve musluk suyu kullanilarak beslendi. Deneyde agirliklar1 250-300 gr olan 24 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Sicanlar randomize olacak sekilde ii¢

gruba ayrildi.

Grup | (8 adet): Kontrol Grubu: Bu gruptaki sicanlara iskemi-reperfiizyon
yapilmadan sadece anestezi islemi (4 saat) uygulandi. Anestezi islemi, intraperitonal
olarak uygulanan ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kokteyli ile

gerceklestirildi. Hayvanlar uyandik¢a anestezik dozlar tekrarlandi.

Grup 11 (8 adet): I/R Grubu : Anestezi altina alinan siganlarin sol alt ekstremitelerine

turnike yardimiyla 2 saat iskemi, 2 saat reperflizyon uygulandi.

Grup III (8 adet): I/R+LEF Grubu: Bu gruptaki sicanlara iskemi- reperfiizyon éncesi
8 saat ara ile 20 mg/kg dozunda intragastrik yolla ii¢ doz leflunomid uygulandi. Bu
gruptaki sicanlar da anestezi altina alindiktan sonra, sol alt ekstremitelerine turnike

yardimiyla 2 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon islemi uygulandi.
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3.2. Alt Ekstremite Turnike iskemi Modeli ve Iskeminin Indiiksiyonu

Siganlar anestezi altina alindiktan sonra sol alt ekstremiteleri, olabildigince
proksimalden elastik bir turnike yardimiyla sikica baglanarak alt ekstremite iskemi
modeli olusturuldu. Kan akiminin kesilmesi, deride mor renk olusumu ve 1s1 diisiisii ile
dogrulandi. Siganlarda uyanma belirtileri goriildiigiinde, anestezik dozlar tekrarlanda. Iki

saatlik iskemi siiresinin sonunda turnike ¢oziilerek doku kan akimi tekrardan saglandi.

3.3. Reperfiizyon islemi
Iki saatlik iskemi siiresinin sonunda, turnike ¢oziilerek doku kan akimi tekrardan

saglandi. Siganlara aneztezi altinda iki saat siireyle reperflizyon islemi uygulandi.

3.4. Leflunomidin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Leflunomidin ticari preparati olan Arava, Sanofi-Aventis firmasindan temin
edildi. Leflunomid suda ¢Oziinmedigi i¢in %1’ lik karboksi metil seliilloz ¢ozeltisi
¢oziicli ortam olarak kullanildi. Bunun i¢in 1 gr karboksimetil seliiloz tartilarak 100 ml
suda ¢oziildii. Hazirlanan bu %]1°lik 100 ml karboksimetil seliiloz ¢ozeltisi iginde 250
mg leflunomid ¢oziilerek 1 mililitresinde 2,5 mg leflunomid igeren ¢dzelti hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozelti oral gavaj kullanilarak intragastrik yolla {i¢ doz olacak sekilde

sicanlara uygulandi.

3.5. Sicanlari Batinlariin Acilmasi ve Kas ve Kan Orneklerinin Ahmmasi

Dort saatlik siire sonunda, abdominal insizyon ile siganlarin batinlart agildi. 5
ml’lik enjektdr yardimiyla abdominal aortadan kan alindi. Siganlarin sol alt ekstremite
derileri soyulduktan sonra alt ekstremiteden gastrokinemius kas ornekleri alindi. Alinan
ornekler, serum fizyolojikte yikanarak aliiminyum folyolara sarildi ve -20 °C’lik derin
dondurucuda muhafaza edildi. Deney sonunda, alinan kas ornekleri -80 °C’lik derin

dondurucuya transfer edildi. Abdominal aortadan alinan kan 6rnekleri serum ayirma
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tiiplerine alinarak oda 1sisinda 30 dk bekletildi. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda serumlar ependorf tiiplere alinarak -20 °C’lik derin
dondurucuda muhafaza edildi. Deney sonunda serum ornekleri -80 °C’lik derin

dondurucuya transfer edildi.

3.6. Biyokimyasal Prosediir

3.6.1. Dokularin Hazirlanmasi

Deney giinii tartilan dokular 0,2 mM pH: 7,4 Tris-HCI tamponuyla homojenize
edildi (IKA Ultra-Turrax T25 basic homogenizer, Germany). Doku MDA dl¢iimleri bu
orneklerde yapildi. Homojenat daha sonra 4000 rpm’de 55 dk santrifiij edildikten sonra
iist kisitmda yer alan temiz siipernatan kistm SOD, CAT ve GSH-Px olgiimleri igin
ayrildi. SOD olgiimii i¢in silipernatanlar esit hacim etanol-Kloroform (5/3, v/v)
karisimiyla ekstrakte edildi. Spektrofotometrik Olglimlerde uv-Shimadzu 1600

kullanildi.

3.6.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Aebi’nin metoduna gére73 H,0,’nin
ortamdaki katalaz tarafindan tiiketilmesi prensibine gore spektrofotometrik olarak 240
nm’de Ol¢iildii. 50 mM fosfat tamponuna hidrojen peroksit eklenerek 0,500 OD’ye
tampon ayarlandi. Numune eklenmesiyle birlikte diisiis her 15 sn’de bir kaydedildi. 1
dakikada tiiketilen H,O, hiz1 olarak k/g protein olarak ifade edildi (k = (2.3 x log

(OD1/0D2)) / 30 sn).
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3.6.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi Ol¢iimii nitroblue
tetrazolium (NBT) ile ortaya ¢ikan O; ‘nin indirgenmesi esasmma dayanilarak
spektrofotometrede 560 nm’de dlgiilerek degerlendirildi.”* Ortamda SOD enzimi
bulundugunda enzim miktarina bagl olarak agik bir renk degisikligi meydana gelirken
olmamasi durumunda daha koyu renk vermektedir. Enzimin aktivitesini % 50 oraninda

NBT rediiksiyonunu inhibe eden enzim aktivitesi olarak alindi ve U/mg protein olarak

ifade edildi (Enzimin % inhibisyonu = (AbSks - AbSyum) / Absys: X 100).

3.6.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) enzim aktivitesi Paglia ve
arkadaslarinin metodu uygulanarak H,O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizlemesi prensibine gore o6lgiildii.”
NADPH’in NADP"’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmasiyla enzim aktivitesi hesaplandi ve birim zamanda

okside olan NADPH’1n mikromol miktar1 U/mg protein olarak ifade edildi.

3.6.5. Tiyobarbitiiriik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarimin Tayini

Esterbauer ve Cheeseman’in metoduna gore asidik ortamdaki tiyobarbitiiriik
asitin 90-95 °C’de reaksiyona girmesi prensibine gore spektrofotometrik olarak
(;ahslldl.76 532 nm’de spektrofotometrik olarak okunan sonuglar standart grafik

sonuglarina gore hesaplanarak nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

3.6.6. Protein Tayini
Siipernatan ve ekstrakte edilen Orneklerde protein analizleri Lowry ve ark.

metoduna gore calisildr.”
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3.6.7. Kreatin Kinaz ve Laktat Dehidrogenaz Enzim Diizeyleri
Serum kreatin kinaz ve laktat dehidrogenaz enzim diizeyleri rutin biyokimya

laboratuvarinda otoanalizor kullanilarak belirlendi.

3.7. Histopatolojik Inceleme

Tim gruplardaki si¢anlardan alinan gastrokinemius kas dokular1 etiket kod
numaralart ve grup adlart verilerek icinde % 10’luk formaldehit bulunan ve agzi
sizdirmayan 6zel siselere birakildi.

Bu amagla alinan kas dokular1 sirasiyla su islemlerden gegirildi;

1. Akarsuda yikama; dokular temiz ve akar haldeki ¢esme suyu altinda giin boyu
yikandi.

Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in dokular alkol serilerinden gegirildi. Bunun
i¢in ise su islem basamaklar takip edildi;

2. % 70’lik Etil Alkolde 1 gece (6-12 saat),

3. % 80’lik Etil Alkolde 60 dakika,

4. % 96’lik Etil Alkol’de 60 dakika,

5. % 96’11k Etil Alkolde 60 dakika,

6. % 100’liikk Absolute Etil Alkolde 60 dakika,

7. % 100’liikk Absolute Etil Alkol de 60 dakika bekletildi.

Dehihratasyon isleminin hemen ardindan ksilen serilerinden gecirilen dokulara
parlatma diger adiyla seffaflagtirma islemi uygulandi. Bu islemler i¢in;

8. Ksilende (Xylol) 30 dakika,

9. Yeni bir ksilende 30 dakika bekletildi,

10. Boncuk parafinde oda sicakliginda (19-22 °C) 1 gece yani yaklasik 6-12 saat
bekletildi,

11. Boncuk parafinde 56-60 °C‘lik etiivde 1 saat,
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12. 56-60 °C‘lik etiivde yeni hazirlanmis boncuk parafinde 2 saat bekletildi.

13. Son iglem olarak beyin dokular1 etiketlenerek parafin blok kaplarina gomiildii
ve sogumasi i¢in dolap ortamina kaldirildi.

Elde edilen parafin bloklardan (Leica RM2125RT) mikrotomda bes mikron
kalinliginda kesilerek, boyama islemlerine hazir hale getirildi. Daha sonra kesitler, 151k
mikroskobu diizeyinde incelenmek iizere Hematoksilen-Eozin (H-E) boyalar ile
boyandi.

Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Prosediirti:

Bu islemler asagida sirasiyla verildi;

1. Ksilol’de 20 dk bekletildi.

2. Ksilol ve Ksilol’de 10 dk bekletildi.

3. % 80’lik Alkolde 10 dk bekletildi.

4. Iki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde 5 dk bekletildi.

5. Kesitler cesme suyunda yikandi

6. Hematoksilen boyasinda 1 dk bekletildi.

7. Asit-Alkol karigimina batirilip ¢ikarildi.

8. Eozin soliisyonunda 1 dk bekletildi.

9. Suda 1 dk yikandi.

10. % 80’1ik Alkolde 10 dk bekletildi.

11. Iki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde 10 dk bekletildi.

12. Ksilol, Ksilol ve Ksilol serilerinde 20 dk bekletildi.

13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.

Kesitler boyama islemlerinin ardindan, incelemeye hazir hale gelen kesitler
Olympus BH 40 marka kamera atagmanli 1s1k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim

gruplara ait fotograflar ¢ekildi.
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Infiltrasyonun bir gostergesi olarak, toplam Idkosit sayisinn histolojik olarak
saptanmasinda 5 um kalinligindaki kesitler kullanildi. Kesitler hematoksilen eosin (H-
E) boyasi ile rutin histolojik islemlere uygun sekilde boyandi. Kas Idkosit
infiltrasyonunun kantifikasyonu Walden ve arkadaslar1” tarafindan uygulanan metod
modifiye edilerek kullanildi. Kas I6kosit infiltrasyonu igin bir kas kesiti (10x okiiler ve
4x, 10x, 20x 40x objektif lens) 40, 100, 200 ve 400 defa biiylitmede incelendi. Bes
kesitin toplam goriintli alan1 birlikte (0.25 mm? gbrliiniim alani) hesaplanarak toplam
16kosit sayis1 bulundu. Bu islem ikinci bir seri kesit ile tekrarland1 ve ikisinin ortalamasi

alind1.”®

3.8. Istatistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular istatistiksel olarak degerlendirildi.
Elde edilen sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde verildi. Verilerimize Non-
Parametrik testlerden Kruskal-Wallis varyans analiz testi uygulandi. Istatistiksel acidan
fark goriilen parametrelerde, Mann Whitney-U testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi.
P<0.05 anlamli kabul edildi. Hesaplamalar Windows uyumlu SPSS 15.0 istatistik

programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gastrokinemius Kasi Biyokimyasal Bulgulari

4.1.1. Malondialdehit

Yaptigimiz calismada gruplara ait MDA degerleri tablo ve grafik halinde asagida

verilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. IR

grubuna ait MDA degerinin kontrol grubuna gére anlamli derecede yliksek oldugu tespit

edilmistir (P<0.05). IR+LEF grubunda ise MDA degerinin azaldig1 ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Tablo 4.1. Gruplara ait MDA diizeyleri

Gruplar n MDA ( nmol / gr yas doku )
Kontrol 8 31.51+3.63
i/R 8 50.99 + 5.58
i/R+LEF 8 32.30 +3.50
60
(=]
=
oy 40
>
I )
Y
~ 30
=
g
5 20
S
10
>
0
Kontrol iR iR+LEF

Sekil 4.1. MDA diizeyleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir. *= Kontrol ile IR ve IR
ile IR+LEF gruplar1 arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.1.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Yaptigimiz ¢alismada gruplara ait SOD aktivite degerleri tablo ve grafik halinde
asagida gosterilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. IR grubunda kontrol grubuna gére SOD aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0.05). IR+LEF grubunda ise IR grubuna gore

anlamli derecede bir artig oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.2. Gruplara ait SOD degerleri

Gruplar n SOD (U / mg protein )
Kontrol 8 354.79 + 31.40
i/R 8 241.24 +28.11
I/ R+LEF 8 316. 57 + 34.27
450
400
350
— 300
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o 200
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o 100
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o 50
» 0
Kontrol i/R i/R+LEF

Sekil 4.2. SOD aktiviteleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir. *= Kontrol ile iR ve IR
ile IR+LEF gruplar1 arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Gruplara ait glutatyon peroksidaz enzimi aktivite degerleri tablo ve grafik
halinde asagida verilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. IR grubu glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalis meydana gelmistir (p<0.05). IR+LEF grubu glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesinde IR grubuna gére anlamli derecede bir artis oldugu tespit

edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.3. Gruplara ait GSH-Px enzim aktiviteleri

Gruplar n GSH-Px (U / mg protein )
Kontrol 8 34.82+4.11
i/R 8 27.06 +2.82
I/ R+LEF 8 34.35+3.23
45
|40
= |35
g_ 30
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Kontrol iR iR+LEF

Sekil 4.3. GSH-Px aktiviteleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir. *= Kontrol ile IR ve
IR ile IR+LEF gruplari arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.1.4. Katalaz (CAT)

Gruplara ait katalaz enzim aktiviteleri tablo ve grafik halinde asagida
gdsterilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. IR
grubu katalaz enzim aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma
gostermistir (p<0.05). IR+LEF grubu katalaz aktivitesinde IR grubuna gore anlamli

derecede artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.4. Gruplara ait katalaz enzim aktiviteleri

Gruplar CAT (K /g protein)

n
Kontrol 8 81.65+ 8.03
i/R 8 33.76 £2.24
i/R+LEF 8 64.40 +5.18

100
90
80
70
60
50
40
30
20

CAT (K/ g protein)

10

Kontrol iR iR+LEF

Sekil 4.4. Katalaz enzim aktiviteleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir. *= Kontrol ile
IR ve IR ile IR+LEF gruplari arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.2. Serum Biyokimyasal Bulgulari

4.2.1. Kreatin Kinaz (CK)

Gruplara ait serum kreatin kinaz diizeyleri tablo ve grafik halinde asagida
gdsterilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. IR
grubu serum kreatin kinaz diizeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede artis
gdstermistir (p<0.05). IR+LEF grubu kreatin kinaz diizeyinde IR grubuna gére anlamli

derecede azalma tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.5. Gruplara ait kreatin kinaz enzim diizeyleri

Gruplar n CK (U/L)
Kontrol 8 509.00 £ 60.30
i/R 8 4485.75 + 768.64
i/R+LEF 8 2837.25 + 126.75
6000 -
*
5000 -
. 4000 -
|
S | 3000 -
¥
(@) 2000 -
1000 -
O a
Kontrol IR IR+LEF

Grafik 4.5. Kreatin kinaz diizeyleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir. *= Kontrol ile
IR ve IR ile IR+LEF gruplar arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.2.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Gruplara ait serum laktat dehidrogenaz diizeyleri tablo ve grafik halinde asagida
verilmistir. Gruplara ait degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. IR grubu
LDH diizeyi kontrol grubuna gore artis gostermistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0.05). IR+LEF grubu LDH diizeyinde IR grubuna gére bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Fakat bu azalma da istatistiksel olarak anlamli degildir (p

>0.05).

Tablo 4.6. Gruplara ait LDH diizeyleri

Gruplar LDH (U/L)

1114.13 + 81.89
1218.38 £ 239.74
1032.13 + 133.57

Kontrol
i/R
I/ R+LEF

o 0o O] S

1600

1400

1200

1000

800

600

LDH (U/ L)

400

200

Kontrol IR IR+LEF

Sekil 4.6. LDH diizeyleri (Sonuglar X + SD olarak verilmistir.)
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Kontrol Grubu Bulgulari

Kontrol grubunda cizgili kas liflerinin yapis1 normaldi. Cekirdekleri periferde
yerlesim gosteren kas liflerinin biitiinliigli vardi. A ve I bandlarinin olusturdugu
cizgilenme belirgindi (Sekil 4.7.a). Perimisyumda goézlenen arteriyol ve veniillerin
damar yapist normaldi (Sekil 4.7.b). Damarlarin endoteli belirgin bir sekilde
gozlenmekteydi (Sekil 4.7.c). Periferik sinirlerde herhangi bir hasar gozlenmez iken
(Sekil 4.7.d) sinirlerin etrafinda bulunan bag ve yag doku (Sekil 4.7.) normaldi.
Perimisyumda ise yogun kollajen liflerin arasinda segilebilen bag doku hiicreleri normal

(Sekil 4.7.f) gortinimli idi.
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Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait deneklerin gastrokinemius kasi 1s1tk mikroskobik
gorintimleri. a. Cizgili kas genel goriinimii (Cizgilenme - 40X). b Perimisyumda
yerlesik damarlarin goriiniimii (20X). c¢. Arteriyol damar endoteli genel goriiniimii
(40X). d. Periferik sinir goriiniimii (10X). e. Epimisyum ve yag dokunun genel
yapisinin goriinimii (20X). f. Normal goriinimlii perimisyum ve bag doku hiicreleri
(20X). (Kesit 5 um, Boya: H-E).
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4.3.2. IR Grubu Bulgular:

Epimisyumda kollajen liflerin ipliksi diizeni bozulmus ve kollajen lifler arasinda
cok yogun bir bag doku hiicresi artis1 (Sekil 4.8.a) dikkati c¢ekmekteydi. Kan
damarlarindan (arteriyol, veniil ve kapilerden) epimisyuma yogun bir lokosit gocl
(Sekil 4.8.b) oldugu fark edilmekteydi. Benzer durum perimisyum iginde
gorilmekteydi. Perimisyumda kollajen liflerin ipliksi diizeni bozulmus ve kollajen lifler
arasinda ¢ok yogun bir bag doku hiicresi artis1 (Sekil 4.8.c) oldugu gozlenmekteydi.
Kan damarlarindan (arteriyol, veniil ve kapilerden) perimisyuma yogun bir lokosit gogii
(Sekil 4.8.d) oldugu izlenmekteydi. Ayrica sitoplazmasi bazofilik boyanan ve ¢ekirdegi
maskelemis halde olan bag doku (mastosit) (Sekil 4.8.e) hiicreleri dikkat c¢ekiciydi.
Bunun yani sira damarlarda bir dilatasyon ve arterlerin duvar yapisinda bir bozulma
(Sekil 4.8.f) s6z konusu idi. Muskuler arterlerin tunika mediya tabakasini meydana
getiren diiz kas hiicrelerinde spongiyotik (Sekil 4.9.a) bir goériiniim vardi. Arterlerde
olan bu hasar venlerde gozlenmedi (Sekil 4.9.b). Baz1 biiyiikk venlerde kuagulasyon
(Sekil 4.9.c) varlig: tespit edilmekteydi. Periferik sinirler de bir dejenerasyon (Sekil

4.9.d) varlig1 gozlenmekteydi.
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Sekil 4.8. IR grubuna ait deneklerin gastrokinemius kasi 151tk mikroskobik
goriiniimleri. a. Epimisyumda kollajen liflerin ve bag doku hiicresi artiginin goriiniimii
(20X). b Epimisyumda kan damarlarinin (arteriyol, veniil ve kapillerin) goriiniimii
(20X). c. Perimisyumda hasar ve yogun hiicresel artigin gorinimi (10X). d.
Perimisyumda damarlarda gozlenen dilatasyonun ve kasi lifleri arasinda goriilen 16kosit
hiicreleri (40X). e. Kasi lifleri arasinda goriilen mastosit ve fibroblast hiicreleri (40X). f.
Epimisyumda yerlesik arterlerin duvar yapisinda bir bozulmanin goériiniimii (10X).
(Kesit 5 um, Boya: H-E).
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Sekil 4.9. IR grubuna ait deneklerin gastrokinemius kasi 151tk mikroskobik
goriiniimleri. a. Arterlerin duvar yapisinda bir bozulmanin yakindan goriiniimii (20X). b
Epimisyumda yerlesik venlerin duvar yapisinin yakindan goriiniimii (40X). c. Bazi
venlerde koagulasyon goriiniimii (20X). d. Periferik sinirler (40X). (Kesit 5 um, Boya:
H-E).
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4.3.3. IR+LEF Grubu Bulgulan

LEF grubunda; epimisyumda kan (arter ve ven) damarlar1 yapisal olarak
dejenere (Sekil 4.10.a) oldugu gdzlenmekteydi. Perimisyum hasar gostermekteydi. ince
ve yogun kollajen liflerin arasinda yogun miktarda fibroblast ve kan kaynakli bag
hiicrelerinin (Sekil 4.10.b) varlig1 fark edilmekteydi. Ancak kan (arteriyol ve veniil)
damarlar1 yapisal olarak normal oldugu gézlenmekteydi. Bununla birlikte baz1 venlerde
dilatasyon ve damar icinde lokositler (Sekil 4.10.c) gozlenmekteydi. Kas dokunun
etrafin1 saran bag ve yag dokuda (Sekil 4.10.d) bir hasar fark edilmezken periferik
sinirler (Sekil 4.10.e) normal goriinimlii idi. Cok nadir olarak bazi arterlerin tunika
mediya tabakasini meydana getiren diiz kas hiicrelerinde spongiyotik (Sekil 4.10.f)

yapilar goriilmekteydi.
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Sekil 4.10. iR+Lef grubuna ait deneklerin gastrokinemius kas1 1s1k mikroskobik
gorintimleri. a. Gastrokinemius kasi genel goriiniimii ve epimisyumda kan (arter ve
ven) damarlar1 yapisal olarak dejenerasyonun goriinimii (20X). b Perimisyumda
gozlenen hasar: bag dokuda gozlenen ipliksel ve hiicresel artigin goriiniimi (10X). c.
Baz1 venlerde dilatasyon ve damar iginde 16kositlerin goriiniimii (20X). d. Epimisyum
ve yag dokunun genel goriiniimii (10X). e. Kas lifleri arasindaki damar ve sinirlerin
goriinimi (10X). f. Baz1 arterlerin tunika mediya tabakasini meydana getiren diiz kas
hiicrelerinde spongiyotik goriiniim (40X). (Kesit 5 um, Boya: H-E).
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4.3.4. Gastrokinemius Kasi Lokosit Infiltrasyonu

Siganlarin gastrokinemius kasi 16kosit infiltrasyonu istatistik sonuglar: Tablo 4.7

ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Siganlarin gastrokinemius kasindaki 16kosit infiltrasyonu (alandaki ortalama
16kosit sayilar1). Sonuglar X £ SD olarak verildi. Gruplar Mann-Whitney U testi ile
karsilastirildi, p<0.05 ise anlamlilik diizeyi kabul edildi.

Gruplar Ort +Sd
Kontrol 42 +6.82
iR 187 + 7.56
IR+LEF 73 +6.37
200 *
180
= 160
= 140
7]
= 120
2
< 100
':: 80
§ 60
=
v 40
o
20
0
Kontrol IR IR+LEF

Sekil 4.11. Sicanlarin gastrokinemius kasindaki 16kosit infiltrasyonu (alandaki
ortalama I6kosit sayilar1). (Sonuglar X + SD olarak verildi. *= Kontrol ile IR ve IR ile
IR+LEF gruplar1 arasindaki fark anlamlidir. P<0.05)
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4.3.5. Gastrokinemius Kasi I¢in Histopatolojik Degerlendirme Skorlamasi

Rat gastrokinemius kasi ig¢in histopatolojik degerlendirme skorlamasi tablo

halinde asagida verilmistir.

Tablo 4.8. Rat gatrokinemius kasi i¢in histopatolojik degerlendirme skoru

Kontrol iR IR+LEF
Epimisyumda bozulma - +++ +
Perimisyumda bozulma - +4++ +
Perimisyumda hiicresel artig - +++ ++
Arter duvarinda dejenerasyon - +4+ +
Damarlada dilatasyon - +++ +
Venlerde kuagulasyon - ++ -

Yok/Normal = -; Hafif = +; Orta = ++; Siddetli =+++
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5. TARTISMA

Bir iskemi periyodundan sonra kan akiminin onarilmasi iskemi-reperfiizyon
hasarma neden olur. Iskemi-reperfiizyon hasari miyokard enfarktiisii, travma, bazi
noromiiskiiler hastaliklarin yaninda turnike uygulamasi gibi ¢ogu hastaliklarda ortaya
cikan bir problemdir. Hiicresel ve gen terapilerinin yaninda, iskemi-reperfiizyon hayvan
modelleri iskemi-reperflizyon hasarinin patofizyolojisini ve sonuglarini ¢alismak i¢in
yaygin bicimde kullamlmustir. Iskemi-reperfiizyon hasar1 vaskiiler sizmalara,
noromiiskiiler fonksiyondaki siirekli azalmayla sinir ve iskelet kas1 hasarina neden olur.
Mast hiicreleri, nétrofiller, inflamatuvar sitokinler, nitrik oksit ve reaktif oksijen tiirleri
iskelet kasinda gozlenen nihai hasarda biiyiik olasilikla rol oynarlar.>

Doku iskemi-reperfiizyonu, biiyilk oranda nétrofillerin  neden oldugu
inflamatuvar yolak vasitasiyla lokal ve sistemik dokularda derin hasara yol acar.
Dokuda hipoksinin bir sonucu olarak endotelyal fonksiyon bozukluklari meydana gelir
ve sonradan gelen reperfiizyonda sitokinler ve adhezyon molekiillerinin diizeyi
yiikselerek notrofillerin - kemotaksisine ve infiltrasyonuna yol agar. Notrofil
miyeloperoksidazi ve diger enzimlerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri ile hasarli
dokunun nekrozisi gergekleserek iskemik hasar yayilabilir.>?

Yapilan calismalar, iskemi-reperflizyon hasarinda nétrofillerin anahtar roliinii
dogrulamaktatir. Immiinolojik yéntemlerle nétrofillerin hemofiltrasyon ya da adhezyon
yoluyla sayilarinin azaltilmasi iskemi-reperfiizyon hasarin1 6nemli Olclide azaltir.
Benzer sekilde, gesitli iskemi-reperfiizyon modellerinde antioksidanlarin uygulanmasi
notrofil kaynakli oksijen serbest radikallerinin neden oldugu hasari azaltir.”?

Iskemi-reperfiizyon hasarlari, dokulara ya da organlara giden kan akimmin
kesilmesi ve sonrasinda kan akiminin tekrardan saglanmasiyla karekterizedir. Baslangi¢

iskemi periyodu, sirasiyla sinyal yolaklarmi ve molekiiler ekspresyonlari degistiren
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molekiiler degisimlere yol agar. Iskemi siiresince azalan ATP glikoliz tarafindan
saglanir ve bu da laktik asit olusumunda artisa yol acar ve pH diiser. Bu siiregte
fosfolipaz A2, hiicre membranindaki fosfolipidleri arasidonik asite dontistiiriir ve bu da
l6kotrienlerin ve prostoglandinlerin biyosentezi i¢in bir Onciil olarak islev goriir.
Polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonu, eikosanoidler, sitokinler, reaktif oksijen
tiirleri ve komplement iiriinlerinin bu baslangi¢c faziyla iliskili oldugu pekgok grup
tarafindan gosterilmistir. Bu {iriinlerin intraseliiler ve ekstraseliiler birikimi nekrozis,
apoptozis ve muhtemel otofaji ile ilgili homeostatik yolaklar1 baslatir.*®

Oksijen diizeyindeki azalma, noétrofillerin endotelyal hiicrelere yapismasina
neden olur. Reperfiizyon periyodunun bir 6zelligi, 16kositlerin vaskiiler endotelyuma
tutunmasindaki artisla karekterize olmasidir. Iskemi periyodu siiresince, 18kosit
adhezyon molekiillerinin ekspresyonu P ve L selektin yoluyla vaskiiler endotelyuma
sabitlenmesinin artmasini saglar. Reperfilizyon siiresince, 16kosit birikimi post kapiller
veniillerin permeabilitesinde ve toksik iiriin depolanmasinda 6nemli bir artisa neden
olur.®

Iskemi-reperfiizyon hasarindaki hasarin ana kaynagi, kan akimmnn tekrardan
saglanmasiyla baglayan oksidatif patlamanin neden oldugu oksidatif strestir. Bunun
yaninda, inflamatuvar cevabin gelisimi kadar polimorfoniikleer lokositlerin neden
oldugu oksidatif hasar da bulunmaktadir.®?

Iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarmnin gelisimini agiklamak icin farkli
mekanizmalar ileri siirilmistiir. Stiperoksit olusumunun uyarilmasi ve nitrik oksit
liretiminin azalmasinin bu siiregte anahtar rol oynadigina inanilmaktadir. Reperfiizyon
hasarinda meydana gelen molekiiler etkilesimlerin reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
lipid peroksidasyonu, eikosanoid olusumu, nétrofil aktivasyonu, infiltrasyon,

komplement aktivasyonu ve sitokin olusumunu kapsadigi bilinmektedir. Hidroksil
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radikali, siiperoksit anyon radikali, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve nitrik oksitten
olusan reaktif oksijen triinleri asir1 bir bigimde olusursa hiicresel hasara neden olabilir
ve lipitlere, proteinlere, karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar verebilir.®*

Iskemi-reperfiizyon hasari, mikrovaskiiler kanlanmanin kesilmesinden sonra
l6kosit ve endotelyum arasindaki etkilesim ve reaktif oksijen tlrlerinin salinimiyla
iliskili olan hiicre apoptozisini igerir. Dogal antioksidanlar, insan viicudunu serbest
radikallerden korur ve oksidatif stres ve iligkili hastaliklar1 6nler. Bu ylizden
antioksidanlar insan sagliginda 6nemli role sahiptir. Son yillarda, hasarin nedeninin
serbest oksijen tiirevleri tarafindan uyarilan nétrofiller, endotelyumda hasara neden olan
bazi enzimler, sitokinler ve kapiller obstriiksiyon oldugu iddia edilmektedir. Bu yiizden,
iskemi-reperflizyon hasarindan korunmak ig¢in antioksidan, antikoagiilan, anti-
inflamatuvar ve anti-apoptozis ajanlar tedavide denenmeye baslanmustir.®®

Iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasari, hastalarin sakatligi veya oliimii gibi
istenilmeyen sonuclar dogurabilen 6nemli bir klinik durumdur. Bu yilizden, bu patolojik
durumu Onlemede yeni ilaglar gelistirebilmek i¢in iskemi-reperfiizyon hasarindan
sorumlu mekanizmalara aydinlatmak 6nemlidir. Iskelet kasi iskemi-reperfiizyon
hasariyla ilgili kabul goren mekanizmalardan biri oksijen serbest radikallerinin neden
oldugu hiicre hasaridir.*!

Iskemi-reperfiizyon hasarmin bir diger onemli mediatorii reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 bir bigcimde olusmasidir. Hasarsiz hiicre sistemlerinde reaktif oksijen
tiirleri ve antioksidan enzimler arasinda bir denge vardir. Ciinkii diisiik diizeyde ROS
normal vaskiiler fonksiyonun diizenlenmesinde gerekli bir bilesendir. iskemi sonrasi
oksijence zengin kanla reperflizyon bu dengenin bozulmasina yol agar. Vaskiiler
endotelyumda ve iskelet kasi hiicrelerindeki degisimlerin yaninda nétrofil ve

monositlerin sitokinlerle aktivasyonu asir1 ROS {iretimine katkida bulunur. Bunlar
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arasinda siliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksinitritler
bulunmaktadir ve bunlarin hepsi vaskiiler hiicre hasarinda ise karigir. Iskemi-
reperfiizyon hasarinda, reaktif oksijen tiirlerinin carpici aktivite mekanizmasini
anlamanin en iyi yolu belki de istilact mikroorganizmalarin fagositozunda kullanilan
aktive edilmis notrofillerdeki oksidatif patlamadir. Iskemi-reperfiizyon hasar siiresince
meydana gelen notrofilik degrantilasyon da benzer sekilde iskelet kasi miyositlerinin
Oliimiine yol agabilir. Asir1 ROS iiretiminin diger zararh etkileri; vaskiiler tonusda
degismeler, inflamasyonun ileri derecede artis1 ve hatta endotelyal hiicre apoptozis ya
da nekrozisinin indiiksiyonunu icerir.®’

Kan akiminin yeniden saglanmasi iskeminin geriye doniisii i¢in temeldir fakat bu
durum sasirtic1 bir bigimde doku hasarmin daha da artmasina yol agar. Iskemiden sonra,
dokularda ksantin oksidaz birikimi oldugu goriilmiistiir. Bu enzim, son elektron alicisi
olarak bulunan molekiiler oksijeni kullanir. Bu reaksiyon son derece kararsiz olan
singlet oksijen molekiiliiniin olusturur. Bu molekiillerin kullanilmasiyla gerceklesen
sekonder kimyasal reaksiyonlar siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali
olusturur. Reaktif oksijen tiirleri, 6zellikle hidroksil radikali fosfolipidlerle, proteinlerle
ve niikleik asitlerle etkileserek lipid peroksidasyonuna yol agar ve bunun sonucunda da
membran biitiinligii kaybolur. Post-iskemik endotelyum siiperoksit radikalinin ana
kaynagidir. Siiperoksit radikali de dolayli olarak hidroksil radikali iiretiminden
sorumludur. ROS iretiminin neden oldugu doku hasar1 c¢esitli savunma
mekanizmalarini baslatabilir. Ilk savunma mekanizmasi siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidanlar1 igerir. Bu enzimler ROS’un daha az reaktif
tiirlere doniistimiinii katalizler.™

Oksidatif stres, saglikli hiicrelerde prooksidan / oksidan sistemin denge

durumunda bir bozulma olarak tanimlanmaktadir. Iskemi-reperfiizyon siiresince
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meydana gelen ROS’un kas hasar1 olusumunda biiyiik rol oynadig ifade edilmistir.
Iskelet kasmin iskemi-reperfiizyonu siiresince olusan ROS, kas kontraksiyonunun
zayiflamasi, kas nekrozisi, endotelyal hiicre sismesi, hiicresel proteinlerin salinimi ve
proteinlerin mikrovaskiiler permeabilitesinin artmasi gibi olaylara neden olur. Iskemi-
reperfiizyon siiresince cerebral veya kas hasarini azaltmada veya onlemede vitamin E,
vitamin C, yesil ¢ay ekstrakti, melatonin, karbenoksolon ve propolis gibi besinlerin
veya ajanlarin yararli etkilerinin oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Oksijen serbest radikallerinden kaynaklanan hasar reperfiizyon sonrasi iskelet kas1 gibi
cok sayida dokuda gosterilmistir.  Reperflizyon iskemik dokuda aktive olmus
notrofillerin  birikmesine ve endotelyal hiicrelerde ksantin oksidaz enziminin
aktivasyonuna yol acarak toksik reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine bir artisa yol acar.
Serbest radikallerin dokulardaki en dnemli zararl etkisi lipid peroksidasyonudur. Hiicre
membran1 yag asitleri ve fosfolidlerden olugsmustur. Serbest oksijen radikalleri lipid
peroksidasyonunu indiikleyerek hiicresel hasara neden olurlar ve fonksiyonel ve yapisal
hiicre degisimlerine yol acarlar. Lipid peroksidasyonunun bir {rinii olan
malondialdehit, hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin aktif oksijen
radikalleriyle tahrip edilmesi sonucu olugur.****

Lipid peroksidasyonu hiicresel hasarin 6nemli bir belirtecidir. Hiicresel hasar
membran lipidlerinin yikimina yol agar ve onlarin lipid peroksitlerinin ve aldehit son
tiriinlerinin olusmasina neden olur. Bu {irtinler lipid peroksidatif hasarinin orani igin bir
indeks olarak kullanilabilir.®

Calismamizda iskemi-reperfiizyon grubunda malondialdehit diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu da bize lipidlerde bir
bozulma oldugunu gostermektedir. Bu bulgu literatiirdeki diger c¢alismalarla

uyumludur.>0
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Iskemi-reperfiizyon hasarinin ana temeli, iskemi sonras1 dokuya oksijenin tekrar
sunulmasindan sonra oksijen radikallerinin olusmasi esasina dayanmaktadir. Nétrofil
aktivasyonu bu siirecte merkezi bir rol oynar. Bu noktada ¢ogu arastirmaci siiperoksit
dismutaz ve ksantin oksidaz inhibitorleri gibi enzimatik siipiiriiciiler ve mannitol,
dimetil siilfoksit, dimetiliire ve demir selatorleri gibi non-enzimatik siipiiriiciiler alanina
yogunlasmlslatrdlr.5

Yaptigimiz  ¢alismada kullandigimiz  leflunomid, anti-inflamatuvar ve
immunomodiilator o6zelliklerinin yaninda giiclii antioksidan ozellige sahip olan bir
ajandir. Leflunomid giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde, iskemi reperfiizyon siiresince
olusan serbest radikalleri ortamdan siiptlirerek lipidlerde hasar olusumunu azaltmustir.
Jeffrey ve arkadaslarr® yaptiklar1 c¢aligmada iki saatlik iskemi siiresi sonrasinda
reperfiizyon siiresine bagli olarak MDA diizeyinin arttigini gostermislerdir. Avci ve
alrkadaslarl10 yaptiklar1 ¢alismada, 4 saat iskemi ve iki saatlik reperflizyon siiresi sonrasi
MDA diizeyinde belirgin bir artig oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan baska bir turnike
iskemi-reperfiizyon hasari modelinde ii¢ saat iskemi ve iki saat reperfiizyon siiresi
sonunda gastrokinemius kast MDA diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir.™*

Normal fizyolojik kosullarda, O,", H,O, ve OH" biyokimyasal siireglerde iiretilen
baslica oksijen serbest radikalidir. Bununla birlikte onlarin diizeyi dogal antioksidan
sistem tarafindan hiicrelerin canliligini tehdit etmeyecek bigimde kolaylikla korunur.
Memeli dokular1 dogal yapilarinda biiyilk miktarda SOD enzimi ihtiva ederler ve bu
enzim O;’i hizli bir bigimde H,0,’ye doniistiriir. H,O, de Kkatalaz ve glutatyon
peroksidaz tarafindan H,O ve O;’ye doniistiiriiliir. Diger taraftan, H,O, demir ve bakir

gibi gecis metalleri tarafindan OH’e doniistiiriiliir. Iskemi-reperfiizyon siiresince
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oksijen serbest radikallerinin asir1 tiiretimi bu endojen siipiiriicii antioksidanlarin
azalmasini ve tilkenmesini de beraberinde getirir.**

Calismamizda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin IR grubunda kontrol
grubuna gore azalma gosterdigi tespit edildi. Alt1 saat iskemi ve dort saat reperflizyonun
uygulandig1 alt ekstremite turnike modelinde siiperoksit dismutaz aktivitesinin IR
grubunda kontrol grubuna gore azaldig: tespit edilmistir.®® Dért saat iskemi ve iki saat
reperfiizyonun uygulandig1 baska bir alt ekstremite turnike iskemi modelinde stiperoksit
dismutaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli derecede azaldigi tespit
edilmistir.*

Aym sekilde yaptigimiz ¢alismada katalaz enzim aktivitesininde IR grubunda
kontrol grubuna gore azaldigi goriildii. Dort saat iskemi ve iki saat reperfiizyonun
uygulandig bir ¢alismada katalaz aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
azaldig1 tespit edilmistir.’® Yapilan bagka bir calismada alt ekstremitelerine turnike
yardimiyla {i¢ saat iskemi ve iki saat reperflizyon uygulanan sicanlarin gastrokinemius
kaslarinda katalaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna gére azaldig: tespit edilmistir.™*
Calismamizda glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde IR grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Hidrojen peroksitin
detoksifiye edilmesinde gorev alan bu enzimin aktivitesindeki azalma iskemi-
reperfiizyon siiresince yogun bicimde serbest oksijen radikali olustugunu
gostermektedir.

Kas hasarinin bir gostergesi olan ve g¢arpma, agir egzersiz gibi durumlarda
kandaki diizeyi artan kreatin kinaz enzimi diizeyinde yaptigimiz calismada IR grubunda
kontrol grubuna gore biiyiik artis oldugu tespit edilmistir. Jeffrey ve arkadaslarinin®
yaptiklar1 ¢calismada iki saat iskemi ve iki saat reperfiizyon siiresi sonunda kreatin kinaz

diizeyinde kontrol grubuna goére dort kat bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan
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baska bir calismada alt ekstremitelerine turnike yardimiyla dort saat iskemi, dort saat
reperfiizyon uygulanan siganlarin serum Keratin kinaz diizeylerinin kontrol grubuna
gore onemli Olglide artig gosterdigi tespit edilmistir."

Iskemi sonrasi dokularda olusan hipoksik kosullarda hiicreler enerji eldesi igin
anerobik metabolizmayi kullanirlar. Anerobik metabolizma sonrasi dokularda laktik asit
birikimi meydana gelir ve buna bagli olarak serum laktat dehidrogenaz enzim diizeyinde
bir artis meydana gelir. Laktat dehidrogenaz enzimi, anerobik metabolizma sonrasi
olusan pirlivik asitin laktik aside doniistiiren reaksiyonu katalizler. Yaptigimiz
calismada IR grubu serum laktat dehidrogenaz enzim diizeyinin kontrol grubuna gore
artis gosterdigi tespit edildi fakat bu artis istatistiksel olarak 6nemli degildi. Turnike
yardimiyla dort saat iskemi ve dort saat reperflizyonun gercgeklestirildigi bir calismada
serum laktat dehidrogenaz enzim diizeyinin kontrol grubuna gore yliksek oldugu tespit

edilmistir."*
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak turnike uygulamasi sonucu meydana gelen iskemi ve bunu takip
eden reperfiizyon iskelet kasi dokusunda bir oksidatif stres tablosu olusturmaktadir.
Lipid peroksidasyonunun artmasi ve antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen
azalma, kas ic¢ine lokosit infiltrasyonu artist bunu dogrulamaktadir. Leflunomid
uygulamasi ile lipid peroksidasyonda diisme, antioksidan enzim aktivitelerinde artma,
kas i¢i 1okosit infiltrasyonunda azalma meydana gelmistir. Bu ¢alismamizin bulgulari,
turnike kullanilan cerrahi miidahaleler dncesinde, 6rnegin iskemi-reperfiizyonun soz
konusu oldugu alt ekstremite ortopedik operasyonlarinda, antioksidan kullaniminin
iskemi-reperflizyona bagli olarak ortaya ¢ikabilecek oksidatif kas hasarini azaltabilecegi

veya Onleyebilecegini diisiindiirmiistiir.
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, ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU ATAITRIC

’\ Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg: [NIVERSITES
ey

Say1 :B.30.2.ATA.0.23.85-15 24.02.2012
Konu : Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karar. ERZURUM

ATATURK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

25240 — Kampus / ERZURUM

flgi  :10.02.2012 tarih ve B.30.2.ATA.0.01.02/674 sayili yazu.

llgide kayith yazida belirtildigi lizere, Fakiilteniz Fizyoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi
Prof.Dr.Mustafa GUL’iin yuriitiiciiliigiinde, Atatick Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhigimin
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda yiriititlecek olan “Siganlarda Deneysel Olusturulan
Alt Ekstremite Iskemi-Reperfiizyon Hasarmda Leflunomid’in Koruyucu Etkinligi” bashkl:
arastirma ¢aligmast, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun 24.02.2012
tarih ve 2 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ve ekli belgeleri.
‘gerekge, amag, yaklasim ve ydntemler dikkate alinarak incelenmis ve asagiya ¢tkanlan 6 no’lu
karar) ile sOzkonusu arastirma g¢alismasinin yiuriitilmesinin etik kurallarina uygun olduguna
mevcudun oy birligiyleol;:};ar verilmistir.

Bilgileriﬁi VL geregini arz ederim.
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Toplant1 Tarihi : 24.02.2012
Toplanti Sayist : 2 :
KARAR NO : 6- Atatlirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanl1g1, Fizyoloji Anabilim Dal gretim
tiyesi Prof.Dr.Mustafa GUL’tin yiiriitiiciiliigiinde, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanliginin
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan “Sigcanlarda Deneysel Olusturulan
Alt Ekstremite Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Leflunomid’in Koruyucu Etkinligi® bashikl
- arastrma  ¢aligmast  ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanligiun  10.02.2012 tarih  ve
B.30.2.ATA.0.01.02/674 sayili yazilan ile ekleri gorisiildi.

Yapilan goriigmelerden sonra: ad: gegen arastuma g¢alismasinin yirditiilmesinin. etik
Kurallarina uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.

Adres : Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanligr. 25240 — Kampus/ERZURUM
Telefon : 0-442-236 08 80 Fax : 0-442-236 08 81 e-mail: hadyek@atauni.edu.tr
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